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ÖZET
Bu çalışmada organofosforlu  insektisitlerden biri olan chlorpyrifos ethyl’in  Capoeta trutta üzerindeki genotoksik etkisinin belirlenmesi için eritrosit mikronukleus testi kullanılmıştır. Çalışmada 96 saat süreyle 125, 150, 175, 200 ve 225 ppm’lik dozlarda chlorpyrifos ethyl’e maruz bırakılan 24 adet C. trutta bireyinin eritrositlerinde mikronukleus oluşum frekansları hesaplanmıştır. Sonuçta en yüksek mikronukleus frekansı %2.19 ile 225 ppm’lik doza maruz bırakılan C. trutta bireylerinde tespit edilmiş ve doz artışına bağlı olarak mikronukleuslu eritrosit sayısında artma olduğu gözlenmiştir.
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THE INVESTIGATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF CHLORPYRIFOS ETHYL (INSECTICIDE)  ON Capoeta  trutta (HECKEL,1843) BY ERYTHROCYTE MICRONUCLEUS ASSAY
ABSTRACT
In this study, erythrocyte micronucleus assay has been used in order to investigate the genotoxic effects of chlorpyrifos ethyl, an organophosphorus insecticide, on Capoeta trutta. Micronucleus frequencies in the erythrocytes of  24  C. trutta, treated with 125, 150, 175, 200 and 225 ppm doses of chlorpyrifos ethyl, for 96 h, has been calculated. As a result, the highest micronucleus frecuency has been determined in the specimens treated with 225 ppm chlorpyrifos ethyl and dose related increase was observed in the frequencies  of micronucleated erythrocytes.
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1. GİRİŞ
Gerek yeraltı gerekse yerüstü su kirliliğine neden olan kaynaklardan bir tanesi de tarımsal fa-aliyetler içerisinde yer alan ve zararlılarla mücade-lede kullanılan pestisitlerdir (Yıldız ve diğ., 2005). Pestisitler bitki zararlıları olan organizmaları yok etmek için kullanılan sentetik yada organik bileşik-lerdir. Kültür bitkileri yetiştirilen arazilerde yabancı otlar, böcekler ve diğer zararlılarla mücadelede kul-lanılan pestisitler daha sonra çeşitli şekillerde yer altı su kaynaklarına ve buradan da göllere ve deniz-lere karışmak suretiyle akuatik ortamlarda yaşayan canlılara zarar verecek bir kirlilik meydana getirir-ler (Karacan, 2007). Pestisitler, çeşitli yollarla su ortamlarına ulaştıklarında içerisindeki balık ve diğer canlılara zarar vermektedirler (Tuncer,1987). Balıklar solungaçları vasıtasıyla su ortamından bu kimyasalları absorbe etmek yada bulaşık materyal-leri besin olarak tüketmeleri sonucu pestisitle bula-şabilir yada zehirlenebilirler(Toros ve maden,1991). Günümüzde artarak kullanılmakta olan pestisitlerin birinci derecede hedef olmayan canlılar üzerinde de genotoksik etkilere yol açtığı bilinmektedir (Tardriff, 1988). Bunlardan özellikle balıklar ve diğer akuatik canlılar pestisitlerden birinci derecede etkilenmekte ve pestisitler bu organizmalar üzerin-de genotoksik etkilere neden olmaktadırlar. Akuatik ortamlardaki genotoksisite araştırmalarında kimya-salların klastojen etkilerinin belirlenmesi amacıyla memeliler için hazırlanmış olan çeşitli testler farklı şekillerde modifiye edilerek başta balıklar olmak üzere midyeler ve diğer kabuklular gibi akuatik or-ganizmalar üzerinde kullanılmaktadır(Burgeot et all., 1995; Sanchez-Galan et all., 1998; Majone et all., 1990; Heddle et all., 1983). Balıklar, akuatik organizmalar içerisinde laboratuvar ortamlarında kolaylıkla muhafaza edilebilmeleri ve yetiştirilebil-melerinden dolayı bu testlerin kullanılması açısın-dan oldukça önemli bir yere sahiptir. Bununla beraber balıklar genellikle yüksek sayıda ve küçük yapıda kromozomlara sahip olduklarından dolayı, metafaz çalışmalarında klastojen etkilerin belirlen-mesinde çeşitli güçlükler ortaya çıkabilmekte ve bu noktada mikronukleus testi klastojen etkilerin araş-tırılmasında daha pratik ve kullanışlı bir metod olarak önem kazanmaktadır (Al-Sabti and Metcalfe, 1995).
Mikronukleus, kromozomlarda kırılma sonu-cunda meydana gelen sentromerli ya da asentrik fragmanların bölünme sonunda kromatin hale geçmeleri ile oluşan yapılardır (şekil 1) ve bu yapı-lar ana nukleusdan ayrı olarak hemen yanında yer alan küçük yapılardır(Al-Sabti, 1991). Mikronuk-leus testi pratik ve ucuz olması açısından diğer me-todlara göre genotoksisite araştırmalarında sıkca tercih edilen bir metoddur (Minisi et all., 1996; Poongothai, 1996).

Capoeta trutta, Elazığ bölgesinde ekonomik önemi olan ve Keban Baraj Gölü’nde çok sayıda bulunan bir balık türüdür (Yılayaz,2000). Dolayı-sıyla çalışmada, bölgede ve özellikle de ova bölgesi olarak adlandırılan Keban baraj gölü etrafındaki tarım arazilerinde en çok kullanılan insektisitlerden biri olan chlorpyrifos ethyl (0,0-diethyl 0-(3,5,6-trichloro-2-pyridyl) phosphorothioate)’in (E.T.İ.M., 2004) C.trutta üzerinde genotoksik etkisinin eritr-sit mikronukleus testi ile belirlenmesi amaçlanmış-tır. Çalışmada hepsi aynı sürede ve farklı konsant-rasyonlarda insektisite maruz bırakılan balıkların eritrositleri mikronukleus oluşum frekansları bakı-mından incelenmiş ve bulgular istatistiki olarak değerlendirilmiştir.
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Sekil 1. Normal Nukleuslu ve Mikronukleuslu Eritrosit Örnekleri
2. MATERYAL VE METOT
2.1. MATERYAL
Capoeta trutta örnekleri Keban baraj gölü’ nün ova bölgesine yakın ve önceden belirlenmiş olan istasyonlarda yakalanmış, canlı halde labora-tuara getirilmişlerdir. Örnekler bir hafta süreyle laboratuardaki akvaryumlara uyumları sağlandıktan sonra deneye alınmışlardır. Deney için balıklarda cinsiyet ayrımı gözetilmeksizin yaşları 1+ , ağırlıkları 87-95 g, total boyları 19-24.5 cm olan ve her doz ve kontrol grubu için 4 C.trutta bireyi kullanılmıştır.
2.2. METOT
2.2.1. Pestisitin Uygulanması
C. trutta  örnekleri, 80 x 35 x 45 cm  ebatla-rında olan ve daha önceki çalışmalara dayanılarak belirlenen 125, 150, 175, 200 ve 225 ppm’lik doz-larda organofosforlu bir insektisit olan chlorpyrifos ethyl (0,0-diethyl 0-(3,5,6-trichloro-2-pyridyl) phosphorothioate) ihtiva eden akvaryumlara alına-rak 96 saat süreyle insektisite maruz bırakılmışl-ardır (Sergene ve diğ., 1999).
2.2.2. Preparatların Hazırlanması

Uygulama süresi sonunda eritrosit inceleme-leri için, her bir doza maruz bırakılan ortamdaki balıkların her birinden kan alınarak 3’er adet yayma 
kan preparatı hazırlanmıştır. Kan, balıkların kaudal venalarından alınmış ve alınan bu kandan bir damla lam üzerine damlatıldıktan sonra lamel ile iyice ya-yıp kurutulmaları sağlanmıştır. Preparatlar, fiksas-yon için 20 dakika süreyle saf etanol ile muamele edilip kurutulduktan sonra %5’lik gimsa solüsyo-nuyla 30 dakika boyama işlemi yapılıp tekrar hava-da kurutularak incelenecek hale getirilmişlerdir (Kocabatmaz ve Ekingen, 1984).
2.2.3. Preparatların İncelenmesi

Preparatlar hazırlandıktan sonra binoküler ışık mikroskobu altında eritrositlerdeki mikronukle-us sayımları için tarama işlemine tabi tutulmuşlar-dır. Her bir preparatta 1000 tane eritrosit taranarak, bunların sitoplazması içerisinde ana nukleus yanın-da küçük mikronukleuslar içeren eritrositler kayde-dilmiştir. Mikronukleusa benzeyip ancak şüphe-lenilen durumlarda  mikroskobun daha yüksek büyütmesiyle inceleme yapılmış, böylece yanıltıcı mikronukleus benzeri görünümler kayda alınmayıp kesin sonuçlar belirlenmiştir (Al-Sabti, 1991). So-nuçlar istatistiksel olarak değerlendirilmiş ve İsta-tistiksel değerlendirmeler SPSS bilgisayar yazılımı kullanılarak tek yönlü varyans analizi (Anova) ile yapılmıştır. İkili karşılaştırmalar için ise t testi kullanılmıştır. İstatistiki sonuçlar ve önem düzeyleri tablo 1. ve 2’de gösterilmiştir.
3. BULGULAR

Yapılan sayımlar sonucunda uygulanan insektisit doz artışına bağlı olarak mikronukleuslu eritrosit frekansında artış olduğu saptanmıştır. Buna göre kontrol grubunda belirlenen mikronukleuslu eritrosit frekansı %0.06 iken 225 ppm’lik doz grubunda bu sayının %2.19’a yükseldiği ve doz artışı ile birlikte mikronukleuslu eritrosit sayısı arasında giderek artan bir ilişkinin olduğu görül-müştür. Yapılan istatistiki değerlendirmelerde ise balıklara uygulanan doz grupları arasındaki fark-lılıkların anlamlı olduğu (P<0,0001) gözlenmiş ve her bir deney grubunda belirlenen ortalama eritrosit mikronukleus frekanslarının ve bunun yanında farklı dozlardaki insektisit uygulaması sonunda belirlenen değerlerin kontrol grubuna göre önem düzeyleri Tablo 1’de verilmiştir. Doz grupları ara-sındaki ikili karşılaştırmalar ve belirlenen farklılık-ların istatistiksel önem düzeyleri ise Tablo 2’de verilmiş olup, buna göre ikili karşılaştırmalarda 125ppm-175ppm, 125ppm-200ppm, 125ppm-225ppm, 150ppm-175ppm, 150ppm-200ppm, ve 150ppm-225ppm’lik  uygulamalar arasındaki farklılıkların istatistiksel olarak anlamlı (P<0,05) olduğu belirlenmiştir.
Tablo 1. Farklı uygulama dozlarında belirlenen ortalama MN frekansları ve kontrol grubu ile aralarındaki farklılıkların önem düzeyleri. MN frekansları ortalama ± SH olarak verilmiştir.
	Uygulanan Doz (ppm)
	% MN Frekansı
	Önem Düzeyleri

	Kontrol
	0.06± 0.17
	-

	125
	1.03±0.12
	P<0.0001

	150
	1.15±0.03
	P<0.0001

	175
	1.71±0.19
	P<0.0001

	200
	2.12±0.05
	P<0.0001

	225
	2.19±0.16
	P<0.0001


Tablo 2. Doz grupları içerisinde yapılan ikili karşılaştırmalarda belirlenen farklılıkların istatistiksel önem düzeyleri.
	125-150  ppm
	P>0,05

	125-175  ppm
	P<0.05

	125-200  ppm
	P<0.05

	125-225  ppm
	P<0.05

	150-175  ppm
	P<0.05

	150-200  ppm
	P<0.05

	150-225  ppm
	P<0.05

	175-200  ppm
	P>0.05

	175-225  ppm
	P>0.05

	200-225  ppm
	P>0,05


4.TARTIŞMA VE SONUÇ 
Son yıllarda balıklar su ortamlarında geno-toksisitenin belirlenmesinde indikatör organizmalar olarak kullanılmaktadır. Bununla birlikte bazı geno-toksik ajanların insanlar üzerindeki olası etkilerinin tahmininde de test organizması olarak yine balıklar kullanılabilmekte ve nitekim detoksifikasyon meka-nizmalarında benzerlikler görülmektedir (Stegeman and Lech, 1991). Dolayısıyla balıklar insanların alternatif besin kanaklarının önemli bir bölümünü oluşturduklarından meydana gelebilecek toksik et-kilerle özellikle ilgilenilmektedir (Al-Sabti, 1992).

Araştırıcılar, bir çok kimyasal ya da fiziksel etmenlerin su ortamlarındaki genotoksik etkilerinin belirlenmesinde eritrosit mikronukleus (MN) testin-den yararlanmışlardır. Sergene ve ark.(1999), yap-mış oldukları çalışmada organofosforlu bir insekti-sit olan methamidophos’un Clarias lazera üzerine olan genotoksik etkilerini eritrosit mikronukleus testi ile belirlemişler ve buna göre kontrol grubun-daki balıklarda mikronukleuslu eritrosit frekansını %0,18, 100 ppm’lik en düşük doza maruz bırakılan balıklarda %1,92 ve en yüksek 200ppm’lik doza maruz bırakılan balıklarda ise %3,26 olarak bul-muşlar ve doz artışı ile birlikte mikronukleuslu eritrosit sayısında bir artış ilişkisinin olduğunu tes-pit etmişlerdir. Yılayaz (2006)  organofosforlu bir insektisit olan parathion methyl’in C. trutta üzerine olan genotoksik etkisini eritrosit mikronukleus testi ile belirlemiş ve buna göre kontrol grubundaki balıklarda mikronukleuslu eritrosit frekansını %0.08, 125ppm’lik en düşük doza maruz bırakılan balıklarda %1.29, 225 ppm’lik en yüksek doza ma-ruz bırakılan balıklarda ise  %2.56 olarak bulmuş ve doz artışı ile MN’lu eritrosit sayısı artışı arasında bir ilişkinin olduğunu tespit etmiştir. Bu çalışmada ise yine organofosforlu bir insektisit olan chlorpyrifos ethyl’e maruz bırakılan C. trutta bireylerinde mikronukleuslu eritrositler incelenmiş ve mikronukleuslu eritrosit frekansı kontrol grubun-da %0.06 iken 125 ppm’lik en düşük doza maruz bırakılan balıklarda %1.03,  225 ppm’lik en yüksek doza maruz bırakılan balıklarda ise %2.19 olarak tespit edilmiş ve doz artışına paralel olarak mikro-nukleuslu eritrosit frekansında bir artışın olduğu gözlenmiştir. Dolayısıyla çalışmadaki sonuçlar uy-gulanan pestisitin C. trutta bireyleri üzerinde bir genotoksik etki meydana getirdiğini göstermekte-dir. Bununla birlikte aynı balık türünde Yılayaz (2006)’ın yapmış olduğu çalışmada uyguladığı insektisit olan parathion methyl’in genotoksik etki sonuçlarının chlorpyrifos ethyl’e göre biraz daha yüksek olduğu görülmüştür.
Bahari et all. (1994), 9 Gy’lık radyasyona maruz bıraktıkları Clarias gariepinus’un eritrosit-lerinde 96 saat sonunda en yüksek eritrosit MN frekansını %0,4, ve mitomisin C’ye maruz bıraktık-ları C.gariepinus’larda ise %0,6 olarak belirlemiş ve bunun yanı sıra doz artışına bağlı olarak  mikronukleuslu eritrosit frekansında artış olduğunu bildirmişlerdir. Al-Sabti (1994) ise yapmış olduğu çalışmada Carassius auratus’da selenyum, civa ve metil civa’nın eritrositlerde mikronukleus oluşumu-nu indüklediğini göstermiş ve 50 ng/5ml konsant-rasyonunda Hg2+’ya maruz bırakılan C.auratus bireylerinin eritrositlerindeki MN frekansını %69,3 aynı konsantrasyonda metil civaya maruz bırakılan bireylerde %13,1 ve 1000 ng/5ml’lik konsantras-yonda selenyum IV’a maruz bırakılan  balıklarda ise % 69,2 olarak belirlemiştir.
Bunların yanı sıra su kirliliğinin belirlenmesi amacıyla direkt olarak doğal ortamlardan toplanan balıklarla yapılan çalışmalarda da eritrosit mikro-nukleus testinden faydalanılmakta olup nitekim, Al-Sabti (1992), Yapmış olduğu çalışmada düşük doz-lardaki iyonize radyasyonun genotoksik etkilerini belirlemek amacıyla radyoaktif maddelerle konta-mine olmuş göllerden topladığı balıklara eritrosit MN testini uygulamıştır. Çalışmada 137Cs konsant-rasyonunu 8,195 Bq/kg olarak belirlediği balıklarda eritrosit MN frekansını %2,1 ve 137Cs konsantras-yonunu 3,244 Bq/kg olarak belirlediği, dolayısıyla radyoaktif kirlenmenin daha az olduğu bölgelerde yaşayan balıklarda eritrosit MN frekansını ise %0,5 olarak tespit etmiştir.
Değişik çalışmalardan elde edilen sonuçlar-da çalışılan bölgeye, maruz kalınan kirleticiye, çalışılan canlı türüne, canlının genetik yapısı gibi çeşitli faktörlere bağlı olarak farklılıklar gözlene-bilmektedir. Ancak neticede bir kirleticiye maruz kalan balıkların genetik yapısında küçük ya da büyük oranlarda bir değişikliğin olduğunu eritrosit MN testi göstermektedir.
Bu çalışmada bölgede ve de Keban Baraj Gölü etrafındaki ova bölgesi olarak bilinen tarım arazilerinde en çok kullanılan organofosforlu insek-tisitlerden biri olan chlorpyrifos ethyl’in uygulanan dozları Capoeta trutta’ya genotoksik bir etki yaptı-ğı eritrosit MN testi ile saptanmıştır. 
Ülkemizde çeşitli yasaklamalara ve her pes-tisit için kullanılacak doz miktarının belli oranlarda olmasına rağmen tarım üreticilerinin bu kimyasal-ları bilinçsiz ve gelişigüzel bir şekilde kullanması sonucunda çevre kirliliğiyle birlikte besin zinciri ile insanlara kadar ulaşmasına neden olmaktadırlar. Dolayısıyla bu gibi çalışmalar yurdumuzda akuatik ortamlardaki genotoksisite araştırmalarında balıkla-rın indikatör organizmalar olarak kullanılması bakımından yararlı olacak ve akuatik ortamlardaki toksik maddelerin genotoksik etkileri hakkında daha kolay ve ucuz bir yöntemle bilgi sağlanacaktır.
5.KAYNAKLAR

1. Al-Sabti, K., Metcalfe, C.D. 1995. Fish Micro-nuclei for Assesing Genotoxicity in Water. Mutat. Res.,343 pp. 121-135..
2. Al-Sabti, K. 1994. Micronuclei Induced By Selenium, Mercury, Methyl Mercury and Their Mixtures in Binucleated Blocked Fish Erythrocyte Cells. Mutat. Res.320 pp. 157-163. 
3. Al-Sabti, K. 1992. Monitoring The Genotoxicity of Radiocontaminants in Swedish Lakes By Fish Micronuclei. Cytobios 70, pp 101-106. 
4. Al-Sabti, K. 1991. Handbook of Genotoxic Effects and Fish Chromosomes. Josef Stephan İnstitute  Press. Ljubjina Slovenia pp.230.
5. Bahari, I.B.,Noor, F.M., Daud, M.N. 1994. Micronucleated  Erythrocytes as an Assay to Assess Actions By Physisal Genotoxic Agents in Clarias gariepinus. Mutat. Res. 313 pp. 1-5. 
6. Burgeot, T., His, E., Galgani F. 1995. The Micronucleus Assay in Crassostera gigas for The Detection of Seawater Genotoxicity. Mutat. Res. 342 pp, 125-140. 
7. Elazığ Tarım İl Müdürlüğü. 2004. 2004 Yılı Programına Göre Yönetimli Çiftçi Pestisit Mü-cadele İhtiyaç Listesi. 
8. Heddle,E., et all.. 1983. The Induction of Micro-nuclei as a measure of Genotoxicity. Mutat. Res.,123pp. 61-118.
9. Karacan, A.R. 2007. Çevre Ekonomisi ve Politi-kası. Ege Üni.. Yayınları. No. 6,İzmir. 
10. Kocabatmaz,M., Ekingen,G. 1984. Değişik Tür Balıklarda Kan Örneği Alınması ve Hematolojik Metodların Standardizasyonu. Doğa Bil. Der., Seri D1, 8(2), 149-159. 
11. Majone, F.,et all.. 1990. Induction of  Micro-nuclei by Mitomycin C and Colchicine in the Marine Mussel Mytilus galloprovincialis. Mutat. Res. 244 pp,147-151.
12. Minisi, S., Ciccotti, E., Rizzoni, M. 1996. Micronucleus Test in Erythrocytes of Barbus plebejus (Teleostei, Pisces) From Two Natural Environments: A Bioassay For The in–Situ Dedection of Mutagenesis in Freshwater. Mutat. Res. 367pp. 245-251.
13. Poongothai, K., Shayin, S., Usharani, V. 1996. Induction of Micronuclei in Fish By Polluted  Water  and Heavy  Metals. Cytobios  86 pp. 17-22. 
14. Sanchez-Galan, S.,et all.. 1998. Micronuclei and Flactuating Assymetry in Brown Trout (Salmo trutta): Complementary Methods to Biomonitor Freshwater Ecosystems. Mutat. Res. 412 pp, 219-225. 
15. Sergene, S., Çavaş, T.,Karahan, A.,Portakal, E. 1999. Methamidophos’un Clarias lazera (Vale-ciennes,1840) Üzerindeki Genotoksik Etkileri-nin Eritrosit Mikronukleus Testi İle Belirlen-mesi. G.Ü. Eğt. Fak. Der.,Cilt 19, Sayı 1, 27-34. 
16. Stegeman, J.J., Lech, J.J. 1991. Cytochrome P-450 Monooxygenase Systems in Aquatic Speci-es. Carcinogen Metabolism and Biomarkers For Carcinogen and Pollutant Exposure. Environ. Healt Persp.,90 ,101-109. 
17. Tardriff, R.G. 1988. Methods to Assess Adverce Effects of Pesticides on Non–Target Orga-nism.Scobe 49.IPCS joint Symposia 16  SGOMSEC. John Wiley and His Sons LTD.England 270 p. 
18. Toros,S., Maden,S. 1991. Tarımsal savaşın Yöntem ve İlaçları. A.Ü. Ziraat Fakültesi Ya-yınları, No: 1222, Ders Kitabı No:352, Ankara. 
19. Tuncer, E. 1987. Tarımsal İlaçların Çevre Kirli-liği Üzerine Etkileri ve Alınması Gereken Ön-lemler. T.C. Tarım Bakanlığı Zir. Müc. ve Kar. Gen. Müd. Basılmamış Seminer Notları, Sivas, 5s. 
20. Yılayaz, Ö. 2006. Parathion methyl (insektisit) ’ in Capoeta trutta (Heckel,1843) Üzerindeki Genotoksik Etkisinin Eritrosit Mikronukleus Testi ile Belirlenmesi. Doğu Anadolu Böl.Araş. Der. Cilt 4 (2), 1-5,  
21. Yılayaz, Ö. 2000. Keban Baraj Gölü’nde Yaşayan Capoeta trutta (Heckel,1843), Barbus rajanorum mystaseus (Heckel,1843) ve Barbus esocinus (Heckel,1843) Balıklarının Kan Hücre-lerinin Mevsimlere Bağlı Olarak Sitolojik ve Fizyolojik Yönden İncelenmesi. Doktora Tezi, Fırat Üniversitesi  Fen Bilimleri Enstitüsü. 
22. Yıldız, K.,Sipahioğlu, Ş., Yılmaz, M. 2005. Çevre Bilimi. Gündüz Eğitim ve yayıncılık. Ankara.

PAGE  
70

