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OZET

Bu calismada iilkemizde yasayan endemik tiirlerden olan tath su istakozuna
(Astacus leptodactylus, Eschscholtz, 1823) amonyagin toksik etkileri
arastirllmistir. Dort farkh 6l¢iim zamaninda (24, 48, 96 ve 168 saat) ve iki farkh
subletal amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 60,25 mg/L.) maruz kalan tath su
istakozlarinin  (Astacus  leptodactylus) hemolemflerinde biyokimyasal
parametrelerdeki degisimler, toplam hemosit sayillar1 ve solunga¢ ve
hepatopankreas histolojisi incelenmistir. Yapilan deneyler sonucunda total
protein haricinde tiim biyokimyasal parametrelerde istatistiksel olarak anlamh
(p<0.05) fark saptanmustir. Ozellikle sekonder stres parametrelerinden olan
glikoz ve laktik asit parametrelerinde istatistiksel olarak anlamlh bir artis

saptanmustir (p<0.05).

Yapilan histolojik incelemeler sonucunda solunga¢ dokusunda hiperemi benzeri
yapl, hemolemf infiltrasyonu ve melanizasyon saptanmistir. Hepatopankreas
dokusunda ise lumen dejenerasyonu, lumenlerde genisleme ve 6dem
saptanmustir. Toplam hemosit sayis1 ve hemolemf glukozu crustacealarin saghk
durumunu belirlemede kullanilan parametrelerdendir. Tath su istakozlarindan
alinan hemolemf orneklerinde yapilan toplam hemosit sayimi sonug¢lari kontrol

grubu ile karsilastirildiginda toplam hemosit sayisinda artis goriilmiistiir. Tath



su istakozlar1 (Astacus leptodactylus) OECD test yonergelerinde standart test
organizmalar1 olmalar1 ve beslenme agindaki kritik pozisyonlarindan dolay:

elde ettigimiz bulgular literatiire katkida bulunabilir niteliktedir.
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ABSTRACT

In this study, the toxic effects of ammonia on fresh water crayfish were
investigated. Four different measuring times (24, 48, 96 and 168 hour) and two
different sub-lethal doses of ammonia (12,3 mg/L and 60.25 mg/L) exposed to
fresh water crayfish (Astacus leptodactylus). Changes in biochemical parameters
hemolymph of fresh water crayfish, total hemocyte counts, gill and
hepatopancreas histology were examined. As a result of the experiments, all
biochemical parameters except total protein were found statistically significant
(p <0.05). Glucose and lactic acid which are known as a secondary stress
parameters were increased significantly (p <0.05). As a result of the histological
examinations on the gill tissues hyperemia, infiltration of hemolymph and
melanisation were determined.In the hepatopancreas tissues; degeneration in
the lumen, the lumen enlargement and edema were determined. Total number
of hemocyte and hemolymph glucose were used to determine the health status of
crayfishes. The count of total hemocyte on the hemolymph samples that were
taken from fresh water crayfish was compared to the control group. We
conclude that, due to the fact that fresh water crayfishes (Astacus leptodactylus)
are the standard test organisms OECD test guidelines and feeding network, our

findings contribute to the literature can be found in critical position.
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1.GIRIS

Halk arasinda kerevit olarak bilinen tatlisu istakozu (Astacus leptodactylus,
Eschscholtz, 1823), iilkemiz i¢ sularinda dogal olarak bulunan ve ekonomik degeri
yiiksek olan bir su {riiniidiir. 1960’11 yillardan baslayarak bir ihracat {irlinii olarak
iilkemiz ekonomisinde gittikce &nem kazanmistir. Ulkemizde yalnizca dogal
kaynaklardan avcilik yoluyla elde edilen kerevit liretimi, 1970’li yillardan itibaren
artan ticari degeri ve yurt dis1 talepleri dogrultusunda hizla yiikselmeye

baslamistir [Acara, 1992].

Kerevitler dogal olarak bulunduklari1 tathh su alanlarinda ekolojik dengenin birer
parcasi halindedirler. Beslenme 06zellikleri bakimindan omnivor olmakla birlikte su
diplerindeki organik parcaciklar1 da kullanabilirler [Huner, 1994]. Ayrica, her tiirlii
organik materyalin islenmesinde oynadiklar1 nemli rol nedeni ile ekosistemde enerji
dengeleri ilizerinde etkindirler [Hessen ve ark., 1993; Wallace ve ark., 1997; Zhang
ve ark., 2003]. Ayrigmakta olan materyaller iizerinden beslenen, su diplerindeki
organik parcaciklarin islenmesi ve mineralizasyonunda, i¢ su cesitliligi ve partikiil
organik madde birikiminde onemli etkileri bulunan bu canlilar i¢in “ekosistem
miihendisi” benzetmesi yapilmaktadir [Zhang ve ark, 2004]. Kerevitler ekosistemde
oynadiklar1 bu roller nedeni ile durgun ve akarsu habitatlar1 i¢in anahtar tiir olarak
gorilmektedirler [Hogger, 1988; Momot, 1995; Nystrém, 2002]. Ortamdan yok
olmalar1 veya yeni bir ortama sokulmalar1 sucul ekosistemler {lizerinde ¢ok ciddi

etkiler dogurabilir [Matthews ve Reynolds 1992; Nystrom ve Strand, 1996].

Diinyada tatlisu istakozu iiretimi 150 yildir yapilmaktadir. Ulkemizde ise, ilk kez
yaklasik 1956 — 1957’1i yillarda Marmara Bolgesi’nde yer alan Uluabat (Apolyont)
ve Manyas Golleri’nde avlanilarak dis satisa sunulmustur. Daha sonralari, dis
pazar talebinde stirekli bir artig goriilmistiir. Basta Egridir golii olmak iizere Civril,
Beysehir, Aksehir, Eber, Hotamis, Manyas, Apolyont,Isikl1 gélleri ve tilkemizdeki

diger gol ve golet, baraj goli ve akarsularimizdan temin edilmektedir.



Ancak, bu triinden ihracatimizin % 60’1 Egridir Go6li’nden yapilmis olmasi diger
g0l, golet, baraj golleri ve akarsularimizin tatlisu istakozu populasyonlari agisindan
istenilen diizey bilinmediginden veya isletme yoOniinden zorluklarla karsilasilmis
olmasindan kaynaklandigr bildirilmektedir [Erengin, 1975; Anonim, 1979; Anonim,
1984].

Devlet Istatistik Enstitiisii verilerine gore 1977 yilinda 3.885 ton olan kerevit
tretimi, 1984 yilinda 7.936 tona ulagsmistir. Ancak 1985 yilinda iilkemiz sularinda
goriilen kerevit vebasi hastaligindan dolayr 1985°te 6244 ton olan kerevit iiretimi
1991° de 320 tona diigsmiistiir [Acara, 1992]. Tatlisu istakozu iiretimi 1985 yilinda
Tiirkiye i¢ su iriinleri iiretiminin % 17’sini olusturmus ve tamamina yakini ihrag
edilmistir (Erengin ve Koksal, 1977a). Tiirkiye’de kerevit tiiketimi ¢ok diisiik bir
diizeyde olmasi nedeniyle [Erengin ve Koksal, 1977b], 1970’ten 1986°ya kadar Bati
Avrupa’nin A leptodactylus gereksiniminin en biiyilk kismu Tiirkiye’den
karsilanmistir [Baran ve ark., 1987; Koksal, 1988; Oray, 1990; Holdich, 1993;
Harlioglu, 2004].

En yiiksek iiretime 1984 yilinda ulasilmis olup, 5000 tonu asan bir ihracat
gerceklestirilmis. Kerevit, basta Fransa ve Isve¢ olmak iizere bir¢ok Avrupa

tilkesine ihra¢ edilmistir [Brinck, 1988; Koksal, 1988].

Giliniimiiz diinyasinda canli ve cansiz varliklar arasindaki dengeli iliskiler,
insanlarin sebep oldugu olumsuz etkilerden dolayr hizla bozulmaktadir. Bu
etkilerin basinda; diizensiz ve denetimsiz gelisen endiistri, niifusun hizla artmasi

ve asir1 tikketim gibi faktorler gelmektedir.

Amonyak su lnitelerinde organik (evsel ve tarimsal atiklar vb.) ya da inorganik
kokenli (endiistriyel atiklar, bitki kokenli vb.) olarak bulunabilen bir bilesiktir.
Ayrica baligin azotlu atilim irlinlerinin % 60-80’ini olusturan amonyak protein
katabolizmasinin son iirliniidiir. Amonyak, pH ve sicaklik arasindaki dengeye bagh

olarak iki formda bulunur. Bunlar iyonize olmamis (NH3;) ve iyonize olmus



(amonyum-NH;") amonyak formlaridir[Svobodova ve ark., 1993]. Organizmalarin
hiicre duvarlari amonyum iyonuna karsi gecirgen olmamasina karsin iyonize
olmamis amonyak (NH3), solungag membranindan kolayca gegebilmesi dolayisiyla
daha toksiktir[Russo, 1985, Weirich ve ark., 1993] . Amonyagin suda dogal olarak
bulunabilmesi ve toksik etkisinin olmasi sebebiyle balik basta olmak iizere su
canlilar1 iizerinde bir ¢ok calismalar yapilmistir. Baliklar {izerinde amonyak
toksisitesinin yarattigi etkilerin saptanmasi yaninda amonyaga etkisi olan pH, O,, Na,
Ca, sicaklik ve tuzluluk gibi su kalite parametreleri de dikkate alinarak ¢alismalar
yapitlmistir. Ancak su ortaminda yasamini siirdiiren omurgasiz hayvanlarda
calismalar ¢ok sinirlidir. Endemik tlirlimiiz Astacus leptodactylus’larda amonyak
toksisitesine iligkin calismaya rastlanmamistir. Ancak bazi yengec tiirleri iizerinde
calismalar ile Pasifastacus leniusculus’larda akut amonyak toksistesine iligkin
calismaya ratlanmistir. [Rebelo ve ark., 2000], farkli tuzluluk oranlarinda akut
amonyak toksisitesini belirleyip 96 saat siiresince akut amonyaga maruz kalan kiy1
yengeclerinin (Chasmagnathus granulata) hemolemflerine birikimini
incelemislerdir. [Rebelo ve ark., 2000], 96 saat akut amonyaga maruz kalan kiy1
yengeglerinin  (Chasmagnathus  granulata) solungaclarimi  histolojik  olarak
incelemistir. Sonu¢ olarak solungac¢ lamellarinda pilaster hiicrelerde bozulma,
epitelyum nekroz ve hiperplasi kaydedilmistir. [Romano ve Zeug, 2007] , mavi
yiizlicli yengeglerde (Portunus pelagicus) solungac histolojisini incelemislerdir. 96
saat siiresince 5 mg/L NH3-N’a maruz kalan yengeclerde hemosit infiltrasyonu ve

lamellada epitel hiicrelerde degisimler gézlenmistir.

Tathi su istakozlarinda subletal nitritin hemolemfin bazi parametreleri {iizerine
etkisine iliskin calismalarda mevcuttur. [Jensen, 1990] yaptig1 calismada 7 giin
stiresince 0.8 nM nitrite maruz kalan Astacus astacus’larda hemolemf nitrit miktari
artarken, hemolemf kloriir ve sodyum azalmis, potasyum, kalsiyum, magnezyum,
bikarbonat ve laktat degerleri degismemistir. [Yavuzcan ve Benli ,2004] 48 saat
stiresince farkli nitrit konsantrasyonuna maruz kalan Astacus leptodactylus’larda
yaptiklar1 c¢aligmada hemolemf nitrit ve glukoz artarken toplam hemosit sayisi

azalmistir.



Toplam hemosit sayist ve hemolemf glukozu crustacealarin saglik durumunu
belirlemede kullanilan parametrelerdendir. Cevresel stresin crustacealarin bagisiklik
durumunu etkiledigi ve buna bagl olarak THS’nin degistigi bilinmektedir [Le
Moullac ve Haffner, 2000]. Diger taraftan hemolemf glukozunun gevresel stres
altinda sekonder stres yanit1 olarak degistigi belirtilmistir [Yildiz ve Benli, 2004].
Solunga¢ gaz degisimi amonyak atilimi ve asitbaz dengesinden sorumlu bir
organken, yiliksek organizasyonlu hayvanlarda karacigerin analogu olan

hepatopankreasta kirleticilere kars1 en hassas organdir [Bhavan ve Geraldine, 2000].

Yapilan literatiir taramasi 15181inda iilkemizin dogal sularinin tatli su istakozu tiirii
olan Astacus leptodacylus’larda amonyagi etkisine iliskin bir calismaya
rastlanmamistir. . Bu amagla bu c¢aligmada tatli su istakozu iizerinde amonyagin
toplam hemosit sayisi, hemolymph parametreleri ve solunga¢ ve hepatopankreasi

histolojisi lizerine etkileri incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Tath Su Istakozunun Biyolojisi

2.1.1. Tathsu istakozlarimin sistematikteki yeri

Regnum : Animalia : Hayvanlar

Phylum : Arthropoda : Eklem bacaklilar

Classis : Crustacea : Kabuklular

Subclasis : Malacostraca :Gelismis
kabuklular

Ordo : Decapoda : On ayaklilar

Subordo

Familya : Reptantia : Stirtinen

Genus : kabuklular

Species : Astacidae : Istakozlar

Subspecies I : Astacus leptodactylus leptodactylus Eschscholtz, 1823
Subspecies II: Astacus leptodactylus salinus Nordmann, 1842
Subspecies 111 : Astacus leptodactylus eichwaldi Bott, 1950

Subspecies IV :Astacus leptodactylus cubanicus Birsteinve Winogradow,1934

2.1.2. Genel ozellikleri

A. leptodactylus, biiylik potansiyeli ve yaygin kullanimi nedeniyle Avrupa’nin en

popiiler tatlisu istakozlarindan biridir. Uzun kiskaglar1 nedeniyle kolayca taninir ve



genel olarak “uzun kiskagl” kerevit olarak da adlandirilir. Bunun yani sira, Tiirk

kereviti, galicia, bataklik yada gol istakozu olarak da bilinir [Koksal, 1988].

Bu tiirlin rengi ve goriiniisii oldukca degiskendir. Bulunduklar1 gol veya akarsuyun
zemin yapist gibi birgok faktor renk yapisimi etkilemektedir. Renk genel olarak
yag yesilidir, fakat iizerinde kirmizi noktalar bulunan saridan kahverengiye kadar

degisebilen 6zelliktedir. Karapaksin ve abdomenin alt kismi ise beyazdir.

Kumlu ve c¢akilli bolgelerde yasayanlarin renkleri, kiskacglarda kahverengi
noktalarla bal saris1 renkte olabilmektedir. Bal¢ikli diplerde yasayan orneklerin

renkleri ise siyah goriiniimliidiir.

Karapaks genis, dar ve yumusak ve yan tarafta sayis1 degisken olan dikenlerle kapli
olabilmektedir. Boyun olugu sert bir dikene sahiptir. Rostrum genelde uzundur.
Orta karina gelismis yada hafif gelismis ve dis benzeri dikenlerle desteklenmis
veya dikensiz olabilmektedir. Karapaks gozlerin ardinda bir ¢ift post orbital sirta
sahiptir. Bunlar iyi gelismis olup, 6n kisimda sivri bir diken tasimaktadir. Kiskag
ayag1 oldukca incedir ve genellikle erkeklerin kiskaci disilerinkinden daha uzundur.
Erkeklerin kisa kiskaglara sahip oldugu durumlarda gdzlenmistir. Ureme ayagmin
ucu sivri ve asimetriktir, ikinci ¢ifti iyi gelismistir. Karin pleuras1 dardir ve her

zaman bir diken tasir [Bott, 1950; Geldiay ve Kocatas, 1970; Koksal, 1988].

Ulkemizin ¢esitli bolgelerinde bu tiiriin iki alt tiiriiniin (Astacus leptodactylus
leptodactylus Eschscholtz, 1823 ve Astacus leptodactylus salinus Nordman, 1824)
bulundugu bazi arastiricilar tarafindan tespit edilmistir [Geldiay ve Kocatas, 1970;
Erengin ve Koksal, 1977a].

Tirkiye i¢sularinda yayilis gosteren A. leptodactylus (Tatlisu istakozu)’un iki alt
tird bulunmaktadir. Bunlardan;
1. Astacus leptodactylus salinus Nordmann, 1842 alt tiiriiniin Egirdir Golii, Beysehir

Golii, Aksehir Golii, Eber Golii, Manyas Golii, Apolyont Gélii, Gélciik (Odemis)



Goli ile Mili¢ Cay1’nda,
2. Astacus leptodactylus leptodactylus Eschscholtz, 1823 alt tiiriiniin ise iznik Gélii,
Terkos Golii, Isikli Goli ile Tunca Nehri ve Gelemen Cayi’nda bulundugu

bildirilmistir [Alpbaz, 1993].

Hepatopankreas

Kerevitlerde sefalotoraksda yer alan hepatopankreas ii¢ lobdan (karapaksin ©n
kismina dogru ¢ikinti olusturan iki lob ve arkaya dogru uzanan iigiincii lob) olusur.
Sindirim enzimlerinin (proteinaz, lipaz vs.) iiretildigi, ¢esitli sentezlerin yapildigi ve
fazla miktarda alinan besinlerin, bazi1 agir metal ve kalsiyumun depolandigi yerdir.
Hepatopankreas ¢ok yonlii bir organdir. Bu organ kerevitlerin karacigeri olarak

isimlendirilir [Holdich ve Reeve, 1988; Conklin, 1995b; Chen, 1998, Vogt, 2002].

Hepatopankreas krustaselerin bulunduklar1 fizyolojik sartlarin belirlenmesinde
anahtar organdir. Krustaselerin hepatosomatik indeksi (HSI), hepatopankreasdaki
nem ve enerji icerigi bu canlilarin yasadig1 ortamdaki populasyon yogunlugunun,
yem kaynaklarinin ve su kalitesinin gostergesidir. Bu degerler canlinin beslenme,
kabuk degistirme ve ilreme donemlerine bagli olarak degisir [Jussila, 1997a;
Lindovis ve ark.,, 1999]. Disi kerevitler yumurta tasidiklar1 dénemde
hepatopankreasin enerji rezervlerini tiikettiklerinden cinsel olgunluga erismeyen
kerevitlere oranla daha diisiik hepatosomatik indekse sahiptir [Jussila, 1997b;

Guoda, 1999].

Hepatopankreasdaki nem ve enerji igerigi ters orantilidir. Bu organdaki nem
iceriginin diigiik olmas1 ortamdaki besin bollugu ve besin rekabetinin az oldugunun

gostergesidir [Jussila, 1997a,b; Lindovist ve ark., 1999].

[McRae ve Mitchhell 1996], Cherax destructor tiirii kerevitlerde minimum HSI

degerinin %3 oldugunu, iireme i¢in bu degerin %6’dan az olmamas1 gerektigini ve



krustaselerin beslenmesinde hepatopankreasin hayati bir organ oldugunu belirtmistir.
[Jussila, 1997 a |, C. tenuimanus tiri kerevitlerin bulundugu dogal ortamda HSI
degerini %4,5-6 olarak belirlemistir.[Guoda 1999)], ise buna benzer yaptigir bir
calismada A. astacus, A. leptodactylus ve Pacifastacus leniusculus’un HSI’lerini
strastyla %4,25+0,35, %6,33+0,84 ve%3,95+0,17 olarak tespit etmistir. Ayrica bu
calismada en yiiksek HSI degeri (%6,3) hepatopankreasdaki nem igeriginin en
diisiik oldugu kabuk degistirme doneminden Onceki donemde olan 100 mm’den

bliylik kerevitlerde belirlemistir.

2.1.3. Cografik dagilim

A. leptodactylus, Dogu Avrupa’da ozellikle Rusya, Tiirkiye ve Tiirkmenistan’in
hemen hemen biitiin su kiitlelerinde en ¢ok bulunan tiirdiir. Ayrica Polonya, Dogu

Almanya ve Fransa’da bulundugu kaydedilmistir [Bott, 1950; Brodsky,1974].

Turkiye’deki Dagilimi

Astacus’un  Turkiye’nin ¢esitli bolgelerinde bulundugu tespit edilmistir. A.
leptodactylus ilk kez [Bott, 1950] tarafindan Kayseri, Bursa ve Istanbul’dan alinan
ornekler ile tespit edilmistir. Daha sonraki yillarda ¢esitli su kaynaklarindan
yapilan oOrneklemeler, iki alt tlirin bulundugunu gdostermistir; A. leptodactylus
leptodactylus’un Iznik, Terkos, Isikl1 Golii, Tunca, Meri¢ (Maritza) Nehri, Cori ve
Gelemen Cay’inda, A. leptodactylus salinus’un ise Manyas, Egridir, Beysehir,
Apolyont, Eber, Aksehir, Golciik (Odemis) Goli’nde ve Milic Cayi’nda
bulundugu tespit edilmistir [Geldiay ve Kocatas, 1970; Erencin ve Kdksal 1977a;
Geldiay ve Geldiay 1978; Erdem, 1993].

2.1.4. Yasam alanlan

Tatlisu istakozlar1 nehir, gol, golet gibi su kaynaklarinin ¢ogu kez cakilli diplerinde,

yassi taglarin altlarinda ve si1g camurlarin igerisinde bulunurlar [Geldiay ve



Geldiay, 1978, Anonim, 1984; Timur ve ark., 1993]. Cogunlukla bataklik alanlar
tercth eden kerevitler kuyruklarinin kazma hareketleriyle topragi oyarak yuva
yaparlar. Bu cukurlar genellikle 15- 20 cm biiytikliikkte olup yan yana birkac tane
olabilir [Geldiay ve Geldiay, 1978, Demirsoy, 1982, Anonim, 1984]. Tatlisu
istakozlar1 kalkerli bolgelerde genellikle akintili ve bol kalkerli sular1 severler. Silisli

sularda az bulunurlar [Geldiay ve Geldiay, 1978; Demirsoy, 1982; Erdem, 1993].

2.2. Histopatolojinin Avantaj ve Simirlari

2.2.1. Histopatolojinin avantajlar

Her ne kadar biyokimyasal, fizyolojik ve histopatolojik 0Ozelliklerin birlikte
degerlendirilmesi daha uygunsa da histopatolojik bulgular ani degisimler olmadigi

icin daha gergek sonuglari yansitmaktadir [Hinton ve Lauren, 1990].

Histopatoloji organlarin degerlendirilmesi ve spesifik hiicre lezyon tiplerinin
identifikasyonunda diger yontemlere gore daha hizlidir. Yani histopatolojik bulgular
subletal stres yapan etkenlere ortalama yanit olarak belirir ve histoloji o6zellikle
kronik c¢aligmalarda degisik doku ve organlarda etkinin arastirilmasinda en hizl
metottur. Kisaca higbir teknik, histopatoloji kadar hizli bir sekilde hasarin oldugu bir

cok bolgeden d6rnek almaya olanak tanimamaktadir [Hinton ve Lauren, 1990].

Kullanilan 6rnegin biiyiikliigii (larva ya da anag) ne olursa olsun maddenin etkiledigi
hedef organ ya da dokularda homojen degisiklikler goriilmektedir [Hinton ve Lauren,

1990].

Histopatoloji saha c¢aligmalarinda da en uygun metot olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Dogada kolay yakalanamayan ya da yetistiriciligi yapilamayan tiirlerde yapilan
calismalarda canlinin 6lim sonrasi incelenmesinden dolayr histolojik analiz

biyokimyasal analize gore daha avantajlidir [Teh ve ark., 1997].
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Diger yontemlerin aksine, Orneklerin histopatolojik olarak hemen incelenmesi
gerekmemektedir. Uygun saklama yontemi (baliklarda Bouin fiksatifi ve % 10’luk
noétral formalin Onerilmektedir.) kullanilarak inceleme daha sonra gerceklestirip tiim

organ sistemleri degerlendirebilmektedir [Teh ve ark.,. 1997].

Biyokimyasal olarak degerlendirilemeyecek kadar kiigiik olan oOrneklerde dahi
patoloji kolaylikla kullanilabilir. Yumurta ve larvalarin gézlenmesinde de onemlidir
[Hinton ve Lauren, 1990].

2.2.2. Histopatolojinin simirlar:

Eger tiirlin normal histolojik yapis1 6nceden bilinmiyorsa, histopatolojik deneylerde

hata olabilmektedir [Hinton ve Lauren, 1990].

Histopatolojik  ¢alismanin  gerceklestirilmesinde canli  6rne8in  dldiiriilmesi

gerekmektedir [Teh ve ark., 1997].
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3. AMONYAK HAKKINDA GENEL BiLGIiLER

3.1. Azot Dongiisii

Azot canli yapisinin temel elementlerinden birisidir ve canli materyallerin kuru
agirliklarinin %5’ini olusturmaktadir. Azotun ¢ogunlugu proteinlerde aminoasitler
olarak bulunur ve canlilarin besininin vazgegilmez bir bilesenini olusturur [Benli,
2006]. Atmosferde en yliksek oranda (%78) bulunan azot (N,) canlilarin alabilecegi
formda (NH4;",NO;) degildir. Bitkilerin ana azot kaynag atmosfer azotunun
kullanilabilir formlara gegmesi i¢in tiglii baginin ikili baga indirgenmesi ve hidrojen
ya da oksijenle birlesmesi gerekir. Diger bir deyisle bitkiler NH;" ve NOj
formundaki azotu kullanabilir. Bunun da dogadaki canlilar i¢inde 6zellikle toprakta
bulunan serbest ve serbest olmayan bakteriler tarafindan gergeklestirildigi
bildirilmektedir. Toprakta ve bazi bitki gruplarmin koklerindeki yumrularda azot
baglayan bakteriler yasar. Bu bakteriler, azot gazini amonyaga doniistiiriir.
Atmosferde bulunan molekiiler azotun amonyum formlarina indirgenerek
kullanilabilir duruma ge¢gmesine “Azot Fiksasyonu™ denir. Biyolojik azot fiksasyonu
ise atmosferde bulunan bitkilerce dogrudan kullanilamaz haldeki inorganik,
molekiiler yapidaki azotun biyolojik olarak fiske edilmesi ve organik forma
cevrilmesidir. Biyolojik azot fiksasyonu, ekili tarimsal alanlarda genellikle diisiik
diizeydedir. Buna karsilik baklagil bitkilerinin ekildigi alanlar, ¢ayirlar, ormanlar,
kiiciik Olciide de celtik i¢in biyolojik azot fiksasyonu olduk¢a onemli bir azot
kaynagidir. Yumrulardaki bakteriler, besinlerini bitkiden alirken, bunun karsiliginda
bitkilere gereksinim duyduklar1 azotu saglar. Fazla amonyak, topraga salinir ve
burada nitrifikasyon bakterileri tarafindan 6nce nitrite, sonra da nitrata dontstiriliir.
Nitrat bitkiler tarafindan alinir ve protein gibi O6nemli molekiillerin {iretiminde
kullanilir. Boylece azot besin zincirine girer. Azot, bitkiler ve hayvanlar atik
tirettiklerinde ya da oOldiiklerinde, ayrigma islemiyle amonyak formunda tekrar
topraga doner. Toprakta bulunan denitrifikasyon bakterileri de nitrit ya da nitrati
tekrar azot gazina doniistiiriir. Boylece azot tekrar atmosfere karisir. Bakteriler azot

baglama islemi i¢in nitrogenaz enzimi kullanirlar. Azotun dogadaki dongiisii oldukca
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dinamik olup atmosfer, hidrosfer, toprak ve canli dokusu gibi g¢evre bilesenleri
arasinda hizli bir etkilesim bulunmaktadir [Yilmaz, 2010]. Azotun genel dongiisii
Sekil 3.1’de verilmistir. Yapilan caligmalar gostermistir ki; tiim azot baglama
mekanizmalari ile topraga baglanan 8 kg azotun ancak 1 kg’1 bitkiler ve hayvanlar
tarafindan kullanilabilir hale gelmektedir. Ote yandan kimyasal giibre formunda
tiretilen 20 kg aktif azotun halk sagliginin ve beslenmesinin korunmasinda ancak 2
kg’1 harcanmaktadir. Genel olarak bu sonuglardan da anlagildigi gibi ekosisteme
giren azot gerek bitkisel liretim amaciyla gerekse beslenme amaciyla kullanilanin
cok tizerindedir. Hizla artan diinya niifusu goz oniine alindiginda bu artisa bitkisel
tiretim anlaminda cevap verebilmek icin kullanilan geleneksel yontemler (bilingsizce
yapilan giibreleme, uygulama dozlar1 ve zamanlari, sulama yontemleri) kirlilik

tehlikesini arttirmaktadir [Karnez, 2010].

Ozon
<N, N,0, NO
bozunumu \

=
£,
g Mineral glibreleme
El

i¢me sularmda NO,, NO; birlkimi

Akarsu ve durgun sularda dtroflkasyon (kirlenme)

Sekil 3.1. Azot déngiisii [Isler, 2009]
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Azot ve su kirliligi

Azotlu giibreler topraga karistirildiginda ii¢ temel kimyasal olay ger¢eklesmektedir;

* NH4-N'un nitrifikasyonu

* NO;3-N'un denitrifikasyonu

* NH; seklinde buharlasma

Ozellikle havalanmasi iyi olan topraklarda NH4* 2-6 hafta icerisinde NO;3™ ’a okside
olmaktadir [ Y1lmaz, 2010]. Azotlu giibreler toprakta ¢ok hareketli giibreler olduklari
icin fazla yagislarla ve sulama suyu ile yikanarak veya gaz halinde ugmak suretiyle
kayiplara ugrayabilirler [Gedikoglu ve ark., 1996]. ideal kosullarda topraga atilan
azotun %50-70’inin bitkiler tarafindan kullanildigi, %?2-20’sinin buharlasma yoluyla
kaybedildigi, %15-25’inin killi toprakta bulunan organikler ile birlestigi ve geri kalan
%?2-10’luk kisminin yiizey ve yeralti sularina karistigi soylenmektedir. Ancak
toprakta biriken nitratin suya gegisini etkileyen pek cok faktdr bulunmasi nedeniyle,
bu degerler degisebilmektedir. Nitratin suya gecisini etkileyen faktdrler; topragin
yapis, bitkilerin azot gereksinimi, sicaklik, yagmur, giibre kullanim miktari, topragin

su icerigi vb. olarak siralanmaktadir [Can ve Kali, 2008].

1960’1 yillardan sonraki donemde tarimsal faaliyetlerde kullanilan inorganik
giibrelerden kaynakli sulardaki nitrat kirlenmeleri azot igeren giibrelerin yogun
olarak kullanilmasi neticesinde artmistir. Tarimsal faaliyetlerden kaynaklanan en
bliyiik kirlenme de bir¢ok ylizey ve yeralti sularinda sik sik goriilen, ¢oziinebilirlik
ozelliginden dolayr kolayca yer degistirebilen ve kalici Ozellikte olan nitrat
kirlenmeleridir. Nitrat kaynakli kirlenmelerin temel olarak dort ana kaynagi vardir.

1- Tarimsal faaliyetlerde kullanilan azot kaynakli glibreler

2- Corak alanlarda dogal olarak meydana gelen azot baglanmasi

3- Topraktaki organik maddenin nitratin olmadiginda bozulmasi

4- Insan ve hayvan atiklar1 neticesinde olusan bozulmalardir.

Genis alanlara yayilabilen kirleticiler arasinda nitrat, ¢evrenin kirletilmesinde 6nemli

bir gdsterge olarak kabul edilmektedir. Yer alt1 sularindaki kirlenmede ise ilk olarak
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nitrat kirlenmeleri gelmektedir. Topragin ve yiizeydeki sularin kirlenmesinin yaninda
yeralti sularinin nitrattan dolay1 kirlenmesi de ciddi cevresel bir kirlenmeye yol

acmaktadir [Olhan ve Ataseven, 2009].

Su ortaminda bulunan azot bilesiklerini azot, organik azot, iyonize olmamis
amonyak, amonyum, toplam amonyak, nitrit ve nitrat olusturmaktadir. Baliklar ve
diger su hayvanlari i¢in nitratin toksite sinir1 3-13 g/1, nitritin 20- 30 mg/L’dir. Daha
yiiksek degerler balik ve diger canlilarda olumsuz etkilere yol agmaktadir. Amonyak,
keskin kokulu, renksiz bir gaz olup, suda yasayan canlilar {izerinde zehir etkisi
yapmaktadir. Amonyak ¢ogu sularda biyolojik aktif bir bilesiktir ve azot igeren
organik maddenin biyolojik olarak ayrigsmasi sonucu meydana gelmektedir. Suda
¢oziindiigiinde amonyagin bir kismi su ile reaksiyona girer ve amonyum iyonlari
olusur. Amonyum iyonu ise amonyak kadar toksik bir etkiye sahip degildir. Sudaki
serbest NHj, baliklarda merkezi sinir sistemi ile kan dolasimini olumsuz yonde
etkilemektedir. 0,2-2 mg/L arasindaki NH3 konsantrasyonlarinin baliklar i¢in zararh

oldugu bildirilmistir [www.duzce.cevreorman.gov.tr].

Icme ve kullanma sulariyla, yiizeysel sularin ve kirlenmis su kiitlelerinin igerdigi
organik ve inorganik azotlu bilesiklerin dl¢iimii bircok bakimdan énem tasir. Igme
suyunda NHj tespit edilmesi fekal bir kirlenmeye isaret eder. Kirlenmis sularda azot

bilesiklerinin ilerleyen zaman i¢indeki degisimi Sekil 3.1.’de verilmistir.

Sekilden de anlagilacagi gibi amonyak azotu zaman i¢inde azalmaya baslamakta ve
buna karsilik nitrit ve sonra nitrat artmaya baslamaktadir. Buna gore, genel olarak,
organik azot ve amonyak kirlenmenin yeni, nitrit ve nitrat ise kirlenmenin eski

oldugunu ifade etmektedir [Samsunlu, 2005].



15

M {mgiil})

Zaman { gun) ——=

Sekil 3.2. Kirlenmis sularda azot formlarinin aerobik sartlarda zamanla olan
degisimi [Samsunlu, 2005]

Nitrat, nitrit ve amonyagin biyolojik 6nemi uzun yillardan beri bilindiginden su
ortamindaki konsantrasyonlar1 ve gosterdikleri degisimler bir¢ok arastirici ic¢in
inceleme konusu olmustur. Bu arastiricilara gére azot iyonlarmin su ortamindaki
konsantrasyonlart mevsimlere bagli olarak degisimler gosterir. Genellikle kis
aylarinda birincil ireticilerin yogun olmadigi zamanlarda bol olarak bulunur.
Derinlerdeki nitrat miktar1 yiizeye gore daha c¢oktur. Tabakalasmanin bozulmasiyla
dipteki dikey karigimlarla yiizey sularinda nitrat tekrar artar. Kis aylarinda azot
minerali yiizeyde ve derinlerde dominant olup, 100 pg/Lyi gectigi saptanmistir.
[lkbahar aylarinda ise azot konsantrasyonunda ani bir diisme goriiliir. Zira bu
periyotta gelisen fitoplankton amonyag1 absorbe eder. Yaz aylarinda ise ¢ok sicak
yiizey tabakalarinda hemen hemen ortadan kalkar. Sonbaharda ise diizenli artis

gortliir [Findik ve ark., 2001].

Azot bilesikleri su kirliligi agisindan ¢esitli etkilere sahiptir. Bunlarin baglicalar;

oksijen bilangosunun etkilenmesi, 6trofikasyon, ve igme sularindaki toksik etkilerdir.

Oksijen bilangosunun etkilenmesi: Sulara karisan organik azot ve diger azot

kaynaklarinin, biyolojik stirecler ile nitrata doniismeleri esnasinda 6nemli diizeylerde
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oksijen tiiketmektedir. Ornegin 1 mg/l amonyak azotu nitrata déniistiigiinde, 3,87

mg/1 oksijen tikketmektedir [www.duzce.cevreorman.gov.tr].

Otrofikasyon: Bu besin elementleri, bulunduklar1 sularda birincil iiretimi
hizlandirmakta, boylece dtrofikasyona neden olmaktadir. Otrofikasyon olay1, gol ve
nehirlere bitki, hayvan ve mikroorganizma gelismesinin ¢ogalmasidir. Siirekli bir
otrofikasyon olay1 sonucu sularda oksijen noksanlig1 ortaya ¢ikar. Boylece ortamda
anaerobik mikroorganizmalarin miktar1 ve dolayisiyla toksik bilesikler fazlalasir.
Buna karsilik yagmur suyunda dahi belli konsantrasyonlarda azot oldugu
diistintildiigiinde, 6trofikasyona temelde fosfor fazlaliginin yol ac¢tig1 sdylenebilir

[www.duzce.cevreorman.gov.tr].

Toksik Etki: I¢gme suyunun saglikli bir sekilde temini agisindan ozellikle azot
bilesiklerinin onemi biiyiiktiir. Yizeysel sulardan temin edilen i¢me sularinda
amonyum konsantrasyonunun yiiksek olmasi halinde birgok giigliikle
karsilasilmaktadir. Igme suyunun temini amaciyla kullanilacak olan yiizeysel sularda
amonyum konsantrasyonun 0,2-1,5 mg/L arasinda olmasi istenmektedir. Igme
sularinda nitrat konsantrasyonlar1 4,5 mg/L diizeyini astiginda saglik problemleri

cikmaktadir [www.duzce.cevreorman.gov.tr].

Nitrat, nitrit ve diger bazi bilesiklerin, insan ve hayvanlarda sindirim sistemlerinde
nitrozaminlere doniliserek kanserojen etkilerde bulundugu ¢esitli arastiricilar
tarafindan belirtilmektedir [Y1lmaz, 2010]. Nitratin toksik karakteri iizerinde ¢alisan
arastiricilardan Zaldivar (1976), birim alanda kullanilan azot miktarlar ile, mide
kanserinin neden oldugu oliim vakalar1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu

belirtmistir [Atilgan ve ark., 2007].

NOj;™ iyonunun sularda fazla miktarda bulunmasinin, bu suyu icen toplumlarda
bebekler arasinda “Mavi Hastalik” (methemoglobinemia) ad1 verilen kalp ve dolasim
bozukluguna neden oldugu o6ne siiriilmektedir. Alt1 aydan kiiciik bebeklerde mide

asitleri olusturmaktadir [ Samsunlu, 2005].
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Genel olarak yogun tarim yapilmayan alanlardaki sularda goreceli olarak daha diisiik,
tarimsal faaliyetlerin yogun oldugu alanlarda ise, daha yiiksek nitrat diizeyleri
yasanmaktadir. Tarim alanlar1 disinda, yiizey ya da yeralt1 sularinda tipik olarak 0-10
mg/L diizeyinde nitrat saptanmaktadir. Ulkemizde gegerli olan “Sular — Insani
Tiiketim Amaglhi Sular” standardinda (TS 266), nitrat i¢in miisaade edilebilir
maksimum deger 50 mg/L olarak tanimlanmaktadir. Avrupa Birligi 50 mg/L’lik bir
iist sinir getirirken, EPA (US Environmental Protection Agency) ve Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan 10 mg/L nitrat (45 mg/L nitrat) {ist sinir olarak
tanimlanmaktadir [Can ve Kali, 2008].

3.2. Akuatik Sistemlerde Azot ve Azotlu Bilesiklerin Onemi

Azot canli yapisinin temel elementlerinden birisidir ve canli materyallerin kuru

agirliklarinin % 5’ini olusturmaktadir [Horne ve Goldman 19947].

Azotun ¢ogunlugu proteinlerde amino asitler olarak bulunur [Svobodova ve ark.,
1993] ve canlilarin besininin vazgecilmez bir bilesenini olusturur [Anonim, 1999].

Modern balik yetistiricilik sistemlerinin ekonomik olmasinin bir gerekliligi olarak
yogun stoklamanin yapilmasi, azotlu iriinlerin suda bulunma olasiliklarini
arttirmaktadir [Tomasso, 1994]. Bilindigi gibi su drilinleri yetistiriciliginde O,
miktariin balik yetistiriciligi icin yeterli oldugu durumlarda bile azotlu bilesikler

sinirlayict ikinci faktordiir [Lawson, 1995].

Azotlu trtinler farkli hayvan gruplarinda bosaltim, asit-baz dengesi, osmoregiilasyon
ve yiizme yetenegi gibi degisik fizyolojik fonksiyonlarda son f{irtin olarak
goriilmektedir [Wright, 1995]. Buna ek olarak ortalama % 25 civarinda azotlu {iriin
yemlerle (% 11-36) ya da diger besleyicilerle (organik ve inorganik giibreler) de
ortama Kkatilabilmektedir. Bu sekillerde ortama katilabilen azot atiklar1 birikerek
havuzlarin asimilasyon kapasitesinin tistiine ¢ikar. Su kalitesinin bozulmasina neden
olan bu olay ayni zamanda sucul organizmalar icin toksik etki yapmaktadir

[Hargreaves, 1998].
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Canli blinyesinin yani sira besin maddelerinde ve 6lii organizmalarda bulunan azot,
dogada, atmosfer-su sisteminde azot ¢evrimi dedigimiz bir dongii i¢inde stirekli bir
dolanim halindedir. Bu nedenle azot bilesiklerinin su kirliligi agisindan 6nemli bir
kilit rolii vardir. Bunlarin baginda 6trofikasyon, O, bilangosunun etkilenmesi ve igme

sularindaki toksikolojik sorunlar gelir [Uslu ve Tiirkman, 1987].

Su ortaminda bulunan azot bilesiklerini azot, organik azot, iyonize olmamis

amonyak, amonyum, toplam amonyak, nitrit ve nitrat olusturmaktadir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Su iiriinleri yetistiricilik sistemlerinde baglica azot formlar1 [Lawson

1995]
Form Sembol Sucul ortamdaki rolii
Azot N Etkisiz gazdir. Atmosferden su i¢ine ve digina
2 hareket eder, onemi yoktur.
Organik azot Org-N Serbest amonyagin parcalanmasiyla olusur.
Iyonize olmanus NH Sucul hayvanlar i¢in oldukea toksiktir. Yiiksek pH
amonyak 3 diizeylerinde daha ¢ok ortaya ¢ikmaktadir.
Iy(:;ii;;f“ + Cok yiiksek konsantrasyonlart disinda toksik degildir.
(Amonyum) NH, Diisiik pH diizeylerinde daha ¢ok ortaya ¢ikmaktadir.
Iyonize ve iyonize olmamis amonyagin toplamudir.
Toplam NHA+NHA Cogunlukla amonyak testlerinde toplam amonyak
amonyak 3 4 azotu olarak 6l¢iim yapilir. Nitrifikasyon bakterileri
ile nitrite donisiir.
Nitrit ; Sucul hayvanlar i¢in toksiktir ve nitrifikasyon
NO, bakterileri ile nitrata doniisiir.
. ) Cok yiiksek konsantrasyonlart disinda toksik degildir.
Nitrat NO; Su bitkileri tarafindan kullanilabilir.

Akuatik ortamda amonyak ve nitrit en toksik azotlu bilesiklerdir [Lawson 1995].
Nitritten farkli primer olarak balik tarafindan iiretilmesi dolayisiyla, amonyagin ve

olusturdugu toksisitenin bilinmesi cok 6nemlidir.

Sucul ortamlarda azot ve azotlu birlesikler belirli diizeylere kadar toksik etki
yapmamaktadir. Cizelge 3.2. de ¢evre ve orman bakanliginca azotlu birlesikler

icin belirlenen su kalite kriterleri verilmistir.
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Cizelge 3.2. Kitaici su kaynaklarinin siniflarina gore kalite kriterleri
[http://www.ormansu.gov.tr]

SU KALITE PARAMETRELER] : Y K‘?IHTE SIEIIIFLARI ~
Amonyum azotu (mg NH**-N/L) 0.2 1 2 2
Nitrit azotu (mg NO*-N/L) 0.002 | 0.01 | 0.05 > 0.05
Nitrat azotu (mg NO*-N/L) 5 10 20 > 20

Buna ek olarak ayni kriterlerde amonyak konsantrasyonlarinin 0.02 mg NH3 N/L’yi

geememesi gerektigi bildirilmistir. [http://www.ormansu.gov.tr]

3.3. Su Unitelerinde Amonyak Kirliligi

Organik Orjinli

a) Akuatik organizmalarin ekstraksiyonu (6zellikle intensif balikk ve midye
yetistiriciliginde) [Svobodova ve ark., 1993].

b) Organik maddenin pargalanmasi : Bilhassa organik giibre ya da amonyak bazl
inorganik giibrelerle (amonyum siilfatli gibi) havuzlarin gilibrelenmesi ya da yem
artiklarinin toplanmamasi sonrasinda ortaya ¢ikar [Svobodova et al,. 1993].

c) Denitrifikasyon : Azotlu bilesikler oksijeni bol sularda (oksijenle karigmis
sularda) nitrite ve zararsiz olan nitrata doniigiir (nitrifikasyon olayi). Oksijensiz
sularda ise nitrat nitrite oradan da amonyaga doniisiir (Denitrifikasyon). Bu nedenle,
oksijen azligi havuz sistemlerinde amonyagin olusumuna neden olabilmektedir
[Svobodova ve ark., 1993].

d) Evsel ve endiistriyel atiklar [Svobodova ve ark., 1993].

e) Plankton patlamalar1 sonucunda goriilen 6liim : Havuz sistemlerinde yiiksek
diizeydeki amonyak, planktonlarin 6liimii ile genel olarak iligkilidir. Amonyak

toksisitesi salinitenin arttirilmas: ile ayrica yiliksek ¢oziinmis O, ve CO,

konsantrasyonlarinda diiser [Anonymous, 1991].
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Inorganik Orjinli

a) Endiistriyal atiklar
b) Bitki kokenli olarak bulunabilmektedir [Weirich ve ark., 1993].

Suda amonyak, pH ve sicaklik arasindaki dengeye bagl olarak iki formda bulunur.

Bu formlar iyonize olmamis (NH3) ve iyonize olmus (NH4+—arn0nyurn) amonyak
formlaridir. Bu iki formun toplami ise toplam amonyak olarak adlandirilmaktadir ve

sudaki formiili;

NH,+nH,0<=> NH," +OH + (n-1)H,0

sekilde gosterilebilir [Svobodova ve ark., 1993].

Organizmalarin hiicre duvarlari amonyum iyonuna karsi gecirgen olmamasina
karsin, iyonize olmamis amonyak solunga¢ membranindan kolayca gegebilmesi
dolayisiyla daha toksiktir. Ayrica normal kosullar altinda su-doku ara yiizeyi
arasinda asit-baz dengesi vardir. Eger bu denge degisirse, iyonize olmamis amonyak
eklenerek pH bu bolgede diiser. Bu iyonize olmamis amonyagin sudan solungag
epiteline ve kana; kandan da dokulara nasil gectigini agiklamaktadir. Amonyagin
meydana getirdigi 6liime kadar varan olumsuz etkilerden korunmak i¢in, gerek dogal
sularda gerekse kiiltiir kosullarinda, su igerisindeki toplam amonyagin iyonize
olmamis formunun (NH,;) miktarin1 bilmek onemlidir. [Svobodova ve ark., 1993]
Ayrica solunum ile birlikte solungaclardaki pH’nin miktar1 ve bdylece amonyagin

oransal konsantrasyonu degisebilir. Amonyagin amonyum iyonuna orani pH’da her

birim artisla 10 kat, 0-30°C artisla her 10°C’de yaklagik 2 kat artar [Erickson
1985].Degisik pH ve sicaklik degerlerinde sudaki amonyak formu c¢izelgelerden

yararlanilarak tahmin edebilecegi gibi, formiillerle de saptanabilir.

Yetistiricilik sistemlerinde agiklanamayan oliimlerin biiylik bir kismi iyonize
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olmamis amonyak diizeyinin yiikselmesine baglanmaktadir. [Speare ve Backman,

1988].

NH,; toksisitesi aynt zamanda sudaki ¢Oziinmiis O, miktarinin yani sira pH’nin
etkisiyle serbest CO, miktarina veya bikarbonat alkalinitesine de bagli olabilir.
Solunga¢ yilizeyindeki CO,’in difiizyonu sudaki pH’y1 diisiiriir, boylece iyonize
olmamis amonyak miktarinin orani diiser. pH nin sudaki diisiis miktar1 su i¢indeki
CO, miktarina baghdir. Tuzlu sularda toplam amonyagin % dengesi saliniteden de

etkilenmektedir [Benli, 2006]
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Deney organizmasi

Deney materyali olan tatl su istakozlar1 (Astacus leptodactylus Escscholtz, 1823)
Hirfanli baraj goliinden avcilik yoluyla temin edilmistir. Kullanilan tathh su

istakozlar1 (n=63) 10,66+0,75 cm boy ve 28,17+4,59 g agirligindadir.

4.1.2. Toksik madde materyali

Deneylerde amonyak kaynagi olarak NH4Cl (amonyum kloriir) kullanilmistir
[Anonymous 1998]. iki farkli subletal konsantrasyon belirlenerek tatli su istakozlar:

dozlanmustir.

4.1.3. Su materyali

Deneyde en az 48 saat dinlendirilmis ve daha sonra havalandirilarak kloru giderilmis
olan sehir suyu kullanilmistir. Suya iliskin parametrelerin analizinde Gazi
Universitesi  Egitim  Fakiiltesi Biyoloji ~ Anabilim Dali  laboratuarindan
yararlanilmigtir. Ortalama su sicakligi 24+1°C; pH=7,77; elektrik iletkenligi 318,6
uS/cm;, ¢oziinmiis oksijen miktar1 5,8 mg/L ve amonyak miktar1 0,001 mg/L olarak

Olclilmiistiir.

4.1.4. Arastirmada kullanilan diger arag ve gerecler

a) Teraziler: Kimyasal madde tartilmasinda 0.001 g’a, tath su istakozlarinin

tartilmasinda ise 0.01 g’a duyarh teraziler kullanilmistir.
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b) Multiparametre su 6lcer (oksijen, pH, sicaklik, EC): Biyodeneyler siiresince deney
ortamlarindaki suyun c¢oziinmiis oksijen, pH, sicaklik ve elektrik iletkenligini
Olcmede YSI Proplus model su 6l¢iim cihazi kullanilmistir.

c¢) Histolojik preparat hazirlama cihazlari: Doku kesitlerinin hazirlanmasinda proje
kapsaminda temin edilen Thermo Shandon rotary mikrotom, su banyosu ve
bloklamada parafin dispencer cihazi kullanilmistir.

d) Mikroskop: Doku kesitlerinin incelenmesinde ve goriintiilenmesinde Ankara
Universitesi ~ Veteriner ~ Fakiiltesi, Patoloji ~Anabilim Dali  imkanlarindan
yararlanilmigtir.

e) Biyokimya analizleri: Roche Modiiler P800 analizér (Roche Diagnostics GmbH
Corp.) ve Kkitleri ile yapildi.

Resim 4.1. Tath su istakozlarinin akvaryumlarda goriiniimi
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4.2. Yontem

4.2.1. Tath su istakozlarinin adaptasyonu

Tathi su istakozlart deney Oncesinde bir ay siiresince deney ortamina aligtirma
amaciyla adaptasyon periyoduna tabi tutulmuslardir (Sekil 3.1). Bu donemde
oncelikle tathi su istakozlar1 i¢in 100 L’lik akvaryum diizenekleri hazirlanmistir.
Deneylerde, klorun giderilmesi amaciyla 48 saat dinlendirilmis ve havalandirilmis
¢esme suyu kullanilmistir. Balik¢ilardan canli olarak temin edilen tatli su istakozlar
igerisinde su olan polisitrin kdpiiklerde deney ortamina getirilmislerdir. Suyun uygun
1s1s1 ayarlaninca tath su istakozlari, akvaryumlara rastgele olarak yerlestirilmis,
kanibalizm ve kavga Onlemek icin suyun icersine polietilen plastik borular
yerlestirilmistir. Su sicakligl termostatli 1siticilarla sabit tutulmus, hava motorlar
yardimuiyla siirekli havalanma saglanmistir. Suyun oksijen, pH, iletkenlik ve sicakligi
bu donemde 2 giinde bir Ol¢lilmiistiir. Tath su istakozlarinin giinliik olarak taze
balikla ad libitum olarak beslemeleri yapilmis, beslenme sonrasinda yem ve
metabolizma atiklarinin uzaklastirilmas: amaciyla akvaryumlar sifonlama yapilarak

temizlenmis ve temiz su ilavesi yapilmistir.

4.2.2. Amonyak cozeltisinin hazirlanmasi

Stok ¢ozelti, kat1 haldeki amonyum kloriiriin tartilarak distile suda ¢oziilmesi ile elde
edilmistir. Deneyde kullanilan amonyak subletal konsantrasyonlar1 Benli ve ark
(2005) tarafindan tath su istakozlari i¢in saptadiklart 96 saatlik LCsy degerinin
(122,55 (100,61-139,86) mg/L) yaklasik 1/10’u ve 1/2’si olarak belirlenmistir.
Deneylerde sirasiyla 12,3 ve 61,25 mg/L subletal amonyak konsantrasyonlari

kullanilmistir. Stok ve doz ¢dzeltileri kullanilana kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.
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4.2.3. Deneylerin gerceklestirilmesi

Deneylerde, zehirlilik seyrelme faktorii (ZSF) tayin metodu, APHA, OECD, FAO ve
TSE’nin metotlarindan da yararlanilmistir (Anonymous, 1975, Reish ve Oshida,
1987, Anonim, 1989; 1990; 1991). Cozeltiler, ortam sicakligina getirilerek deney
diizenegine verilmistir. Denemelerde, yar1 statik yontemi kullanilmig, 48 saatlik

periyodlar i¢inde deney ortami yenilenmistir.
Tathi su istakozlar1 bir hafta siiresince 12,3 ve 61,25 mg/L amonyaga maruz
birakilmiglardir. 24, 48, 96 ve 168. saatler sonunda 7 ser tathi su istakozundan

ornekleme yapilmistir. Deney siiresince sadece bir tane kontrol grubu kullanilmistir.

Tatli su istakozundan hemolemf alinmasi

Hemolemf, 2,5 ml’lik enjektor kullanilarak tathi su istakozlarinin ikinci yliriime
bacaginin kaidesinden alinmistir. Hemolemf 6rnekleri 6nce santrifiyj edilerek daha

sonra kullanilmak tizere derin dondurucuda saklanmistir [ Yavuzcan ve Benli, 2004].

Toplam hemosit sayisinin belirlenmesi

Hemolemf, 2,5 ml’lik enjektor kullanilarak tatli su istakozlarinin ikinci yiirtime
bacaginin kaidesinden alinmistir. Toplam hemosit sayis1 hemositometre kullanilarak

Yavuzcan ve Benli (2004)’ye gore yapilmistir.

Hemolemf Analizleri

Hemolemf biyokimyasal analizlerinden glukoz (mg/dL), total protein (g/dL), sodyum
(mEq/L), potasyum (mEq/L), kloriir (mEq/L) ve laktik asit (mmol/L) analizleri
Roche Modiiler P800 analizér (Roche Diagnostics GmbH Corp.) ve Kkitleri

kullanilarak yapildi. Glukoz test prensibi; glukoz oksidaz metodudur.
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4.2.4. Histolojik inceleme i¢cin 6rnekleme

Deneyler sonunda, buz anestezi uygulamasi yardimiyla oldiiriilen tiim tathh su
istakozlarmin diseksiyonu yapilmistir. Diseksiyon sonucu alinan doku oOrnekleri,
Davidson tespit sivisina (330 mL- % 95’lik etil alkol; 220 mL- formalin; 115 mL
glasiyal asetik asit; 335 mL distile su) alinmistir [Bell ve Lighner, 1988]. 24 saat
stiresince bu soliisyonda birakilan tatli su istakozu dokular1 daha sonra % 70 lik etil
alkole aktarilmislardir. Dokular daha sonra doku takibinin geceklestirilmesi amaciyla
plastik kasetlere kiiciiltiilerek alinmistir. Doku takibine kadar plastik kasetlerde %
70°1ik etil alkol i¢inde bekletilmislerdir.

4.2.5. Doku takibinin gerceklestirilmesi

Tathi su istakozlarinin % 70’lik etil alkol igerisinde bekleyen dokulari once
dehidrasyon amacl olarak her birinde ikiser saat kalacaklar1 %70, 80, 90, 96 ve
absolii etil alkol serilerine maruz birakilmislardir. Daha sonra alkoliin uzaklasmasi ve
parlatma iglemi i¢in 2 saat siire ile ksilolden gegirilerek; 56-58°C’de ksilollii parafin
ve parafinde ikiser saat bekletilip gomiilmiislerdir. Gommek i¢in 6zel kaliplar
icerisine sivi parafin doldurularak doku parcalar1 yerlestirilmistir. Parafin bloklar

kesim Oncesinde buzdolabinda saklanmistir [Luna, 1968].

4.2.6. Parafin bloklardan doku kesitlerinin alinmasi

Parafin bloklardan histolojik inceleme i¢in, rotary Thermo Shandon mikrotom ile 5-6
mikron kalinliginda kesitlerin alinmistir. Daha sonra kesitler 1sitilmis su banyosunda
lam {lzerine yerlestirilmistir. Lamlar 50-60°C’ye ayarlanmis etiivde 1 gece
kurutularak parafinli kesitlerin lama iyice yapismasi saglanmistir. Lamlar daha sonra
Presnell and Schreibman, (1997) prosediirlerine gére Hematoksilen ve Eozinle
boyanmistir. Hematoksilen ve Eozin ile boyanan dokular kanada balsami ile

yapistirilarak sabit preparat haline getirilmistir [Luna, 1968].
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4.2.7. Histolojik preparatlarin incelenmesi

Dokularin incelenmesi, degerlendirilmesi ve goriintiilenmesinde Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinin imkanlarindan yararlanilmistir. Tath
su istakozuna iligkin mevcut bir histoloji atlasi bulunmadigindan degerlendirmede
karides histoloji atlas1 (Bell ve Lightner, 1988) ve acik literatiirde bulunan aragtirma

makalelerinden faydalanilmistir.

Resim 4.2. Mikrotomla kesit alinmasi

Istatistiksel Analiz

Deney sonrasinda elde edilen biyokimyasal sonuclar i¢in dozlar ve 6l¢iim zamanlari
arasindaki farkin anlaml (p < 0,05) yada anlamsiz (p > 0,05) oldugunu anlamak i¢in

SPSS programi kullanilarak non-Parametrik Mann Whitney U testi uygulanmustir.
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S. BULGULAR

5.1. Hemolemf Parametrelerine iliskin Bulgular

Dort farkll 6l¢lim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli doza (12,3 mg/L
ve 60,25 mg/L) maruz kalan tatli su istakozlarinin (Astacus leptodactylus)
hemolemflerinde saptanan biyokimya sonuglarina ait ortalama ve standart sapma

degerleri kontrol grubu ile beraber Cizelge 5.1. ve Cizelge 5.2. de gosterilmistir.

Deney sirasinda toplam 7 istakozdan olusan sadece bir tane kontrol grubu

kullanilmustir.



Cizelge 5.1. 12,3 mg/L doz uygulanan deney gruplarinda saptanan biyokimya sonuglar1

Glukoz (mg/dL) Total Protein (g/dL) | Sodyum (mEgq/L) Potasyum Kloriir Laktik Asit
Saat Ort-Ss OriSs Ori-Ss (mEq/L) (mEq/L) (mmol/L)
Ort£Ss Ort+Ss Ort+Ss

24 4,14+ 2,11 2,1+0,46 168,57+19,34 3,72+0,39 175,42+23,22 0,28+0,15
48 10,95+5,75 2,34+0,68 183,78+11,58 4,56+0,34 193,92+14,15 0,69+0,49
96 13,57£1,92 2,19+0,59 162,57+61,89 4,56+0,76 165,83+69,58 0,99+0,85
168 7,334£5,57 2,97+1,20 185,334+25,81 4,77+0,66 195,16+30,66 1,28+0,67
Kontrol 3,57+1,90 2,46+0,59 186,57+9,34 4,16+0,68 196,85+6,76 0,24+0,09

6¢



Cizelge 5.2. 61,25 mg/L doz uygulanan deney gruplarinda saptanan biyokimya sonuglari

Glukoz(mg/dL) Total Protein Sodyum(mEq/L) | Potasyum(mEqL) Kloriir Laktik Asit
Saat Ori-Ss (g/dL) OritSs Ort-Ss (mEq/L) (mmol/L)
Ort+Ss Ort£Ss Ort£Ss

24 8,66+8,06 2,210,46 156,5+69,01 4,39+£0,41 165,5+73,34 0,46:0.43
48 17,42+6,37 2,14+0,79 204+13,07 5,49+0,32 225+15,03 0,78+0.,56
96 16,4+9,44 2,86+0,75 181,85+51,89 4,58+0,94 201,42+44,55 1,04+1,41
168 10,9+6,74 2,62+0,92 192,33+9,73 5,25+1,03 206,3+12,33 0,96+0,35
Kontrol| 3,571,590 2,4620,59 186,579,34 4,1620,68 196,85+6,76 0,240,09

o€
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5.1.1. Hemolemf glukoz degerleri

Dort farkli 6l¢lim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli amonyak dozuna

(12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tathh su istakozlarinin (Astacus
leptodactylus) hemolemflerinde saptanan glukoz (mg/dL) degerlerine iliskin
ortalama ve standart sapma degerleri Cizelge 5.3. bar grafikler Sekil 5.1. de

gosterilmistir.

Cizelge 5.3. Dort farkli 6l¢lim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli
amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatli su
istakozlarinin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde saptanan
glukoz (mg/dL) degerlerine iligkin ortalama ve standart sapma

degerleri.
Hemolemf Glukoz Degerleri (mg/dL)
Doz Doz
Saat 12,3 (mg/L) n=7 61,25 mg/L n=7 Kontrol n=7
24 4,14+2,11 " 8,66+8,06
ag dm

48 10,95+5,75 17,42+6,37 3,57 1,90
96 13,57+1,92 " 16,4+9,44 °

168 7,33+5,57 € 10,9+6,74

* p=0,008 Kontrol grubu ile 48. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

b p=0,004 Kontrol grubu ile 96. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

¢ p=0,007 Kontrol grubu ile 168. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

4 p=0,002 Kontrol grubu ile 48. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmast

¢ p=0,014 Kontrol grubu ile 96. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi

f p=0,006 Kontrol grubu ile 168. saat 61,25 mg/L. dozun karsilastirilmasi

£ p=0,021 48. saat 12,3 mg/L doz ile 24. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

" p=0,004 96.saat 12,3 mg/L doz ile 24. saat 12,3 mg/L dozun karsilastiriimas1

j p=0,002 24 saat 12,3 mg/L doz ile 48. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi

k p=0,012 24 saat 12,3 mg/L doz ile 168. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi
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™ p=0,01548. saat 61,25 mg/L doz ile 168. saat 12,3 mg/L dozun karsilagtirilmasi
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Sekil 5.1. Dort farkl 6l¢lim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkl
amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatli su
istakozlarinin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde saptanan
glukoz (mg/dL) degerlerine iliskin bar grafikleri

Cizelge 5.3. ve Sekil 5.1. de gortildiigii gibi farkli 6l¢lim stireleri ile ( 24, 48, 96 ve
168. saat) iki farkli subletal amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz
kalan tatl su istakozlarinda( Astacus leptodactylus) 96 saate kadar hemolemf glukoz

degerlerinde paralel bir artig saptanmustir.

Ayrica 12,3 mg/L ve 61,25 mg/L uygulanan dozlarda farkli 6l¢iim saatlerinde

hemolemf glukoz degerleri kontrol gruplarina gore artmistir.

Uygulanan istatistiksel analiz testi (Mann Whitney U) sonuglarma gore 12,3 mg/L
subletal amonyak dozu uygulanan 24 saatlik 6l¢iim gruplar ile aynt doz uygulanan
48 ve 96 saatlik Ol¢lim gruplart ve 61,25 mg/L. doz uygulanan 48 ve 168 saatlik

Ol¢iim gruplar1 arasindaki istatistiksel farkin anlamli (p < 0,05) oldugu saptanmustir.
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12,3 mg/L subletal amonyak dozu uygulanan 168 saatlik 6l¢iim gruplari ile 61,25
mg/L uygulanan 48 saatlik 6l¢iim gruplari arasindaki istatistiksel farkin anlamli (p<

0,05) oldugu saptanmustir.

12,3 mg/L subletal amonyak dozu uygulanan 48, 96 ve 168 saatlik 6l¢tim gruplar1 ve
61,25 mg/L doz uygulanan 48, 96 ve 168 saatlik 6l¢iim gruplari ile kontrol guruplari

arasindaki istatistiksel farkin anlamli (p < 0,05) oldugu saptanmistir.

5.1.2. Hemolemf total protein degerleri

Dort farkli 6l¢lim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli amonyak dozuna
(12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tathh su istakozlarimin (Astacus
leptodactylus) hemolemflerinde saptanan Total Protein degerlerine iliskin (g/dL)
ortalama ve standart sapma degerleri Cizelge 5.4. bar grafikler Sekil 5.2. de

gosterilmistir.

Cizelge 5.4. Dort farkli 6l¢iim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli
amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatli su
istakozlarinin ( Astacus leptodactylus) hemolemflerinde saptanan
total protein (g/dL) degerlerine iligskin ortalama ve standart sapma

degerleri.
Total Protein (g/dL)
Doz Doz

Saat 12,3 (mg/L) n=7 61,25 (mg/L) n=7 Kontrol n=7
24 2,1+0,46 2,21+0,46

48 2,34+0,68 2,14+0,79 2.46+0,59
96 2,19+0,59 2,86+0,75

168 2,97+1,20 2,62+0,92
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Sekil 5.2. Dort farkli 6lglim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkl
amonyak dozuna(12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatl su
istakozlariin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde saptanan total
protein (g/dL) degerlerine iliskin bar grafikleri

Cizelge 5.4. ve Sekil 5.2. de goriildiigi gibi farkli dl¢iim siireleri ile(24, 48, 96 ve
168 .saat) iki farkli subletal amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz
kalan tatli su istakozlarinda(Astacus leptodactylus) uygulanan dozlar ve Ol¢iim
zamanlar arasinda ve dozlar ile kontrol guruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamh

bir fark (p < 0,05) saptanmamustir.

Uygulanan non-parametrik istatistiksel analiz testi (Mann Whitney U) sonuglarina

gore hicbir grup arasindaki istatistiksel fark anlamli (p < 0,05) bulunmamastir.
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Dort farkli 6lglim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli amonyak dozuna

(12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tathh su istakozlarimin (Astacus

leptodactylus) hemolemflerinde saptanan Sodyum degerlerine iliskin (mEq/L)

ortalama ve standart sapma degerleri Cizelge 5.5. bar grafikler Sekil 5.3. de

gosterilmistir.

Cizelge 5.5 Dort farkli 6l¢lim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkl

amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatli su
istakozlarinin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde saptanan
sodyum (mEq/L) degerlerine iliskin ortalama ve standart sapma

degerleri.
Sodyum (mEgq/L)
Doz Doz
Saat 12,3 (mg/L) n=7 61,25 (mg/L) n=7 Kontrol n=7
24 168,57+19,34 156,5+69,01
48 183,78+11,58 204+13,07 *bede
186,57+9,34
96 162,57+61,89 181,85+51,89
168 185,33+25,81 192,33+9,73

* p=0,015 Kontrol grubu ile 48.saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi

b p=0,012 48. saat 61,25 mg/L doz ile 24. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi

¢ p=0,004 48. saat 61,25 mg/L doz ile 24. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

d p=0,038 48. saat 61,25 mg/L doz ile 48. saat 12,3 mg/L. dozun karsilastirilmasi

¢ p=0,038 48. saat 61,25 mg/L doz ile 96. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

' p=0,015 24. saat 12,3 mg/L doz ile 168. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi
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Sekil 5.3. Dort farkli 6l¢iim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli
amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatli su
istakozlarinin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde saptanan
sodyum (mEq/L) degerlerine iliskin bar grafikleri

Uygulanan non-parametrik istatistiksel analiz testi (Mann Whitney U) sonuglarina
gore 61,25 mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 48 saatlik Ol¢clim
gruplari ile 12,3 mg/L. doz uygulanan 24, 48 ve 96 saatlik 6l¢iim gruplart ve kontrol

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) fark bulunmustur.

Buna ek olarak 12,3 mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 24 saatlik
Olctim grubu ile 61,25 mg/L doz uygulanan 168 saatlik 6l¢lim gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) fark bulunmustur.

5.1.4. Hemolemf potasyum degerleri

Dort farklh 6lgiim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli amonyak dozuna

(12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tathh su istakozlarimin (Astacus
leptodactylus) hemolemflerinde saptanan Potasyum degerlerine iliskin (mEq/L)
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ortalama ve standart sapma degerleri Cizelge 5.6. bar grafikler Sekil 5.4. de

gosterilmistir.

Cizelge 5.6. Dort farkl 6l¢iim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli
amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatli su
istakozlarinin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde saptanan
potasyum (mEq/L) degerlerine iligkin ortalama ve standart sapma

degerleri.
Potasyum (mEq/L)
Doz Doz

Saat 123 (mg/Lyn=7 | 6125(melyn=7 | Konroln=7
24 3,7240,39 km 4,39+0,41"

48 4,56+0,34 5,494(0,32 cdefe

4,16+0,68

96 4,56+0,76 4,58+0,94

168 4,77+0,66 5,25+1,03 °

* p=0,003 Kontrol grubu ile 48. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi

b p=0,032 Kontrol grubu ile 168. saat 61,25 mg/L. dozun karsilastirilmasi

¢ p=0,014 48: saat 61,25 mg/L doz ile 96. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

4 p=0,004 48: saat 61,25 mg/L doz ile 48. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

¢ p=0,002 48: saat 61,25 mg/L doz ile 24. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

f p=0,012 48: saat 61,25 mg/L doz ile 24. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmast

& p=0,011 48: saat 61,25 mg/L doz ile 96. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi

" p=0,019 24. saat 12,3 mg/L doz ile 24. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmast

j p=0,003 24. saat 12,3 mg/L doz ile 168. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmast

k p=0,004 24. saat 12,3 mg/L doz ile 48. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

™ p=0,005 24. saat 12,3 mg/L doz ile 168. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi
"p=0,045 24. saat 61,25 mg/L doz ile 168. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi
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Sekil 5.4. Dort farkli 6l¢iim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli
amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatli su
istakozlarinin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde saptanan
potasyum (mEgq/L) degerlerine iliskin bar grafikler

Uygulanan non-parametrik istatistiksel analiz testi (Mann Whitney U) sonuglarina
gore 61,25 mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 48 saatlik Ol¢clim
gruplar ile yine 61,25 mg/L doz uygulanan 24 ve 96 saatlik 6l¢iim gruplari, 12,3
mg/L. doz uygulanan 24, 48 ve 96 saatlik 6l¢tim gruplar1 ve kontrol grubu arasindaki

istatistiksel farkin anlamli (p< 0,05) oldugu saptanmistir.

12,3 mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 24 saatlik 6l¢iim grubu ile
yine 12,3 mg/L doz uygulanan 48 ve 168 saatlik dl¢ctim gruplari ve 61,25 mg/L doz
uygulanan 24 ve 168 saatlik 0l¢lim gruplar arasindaki istatistiksel farkin anlaml (p

<0,05) oldugu saptanmuistir.



39

61,25 mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 168 saatlik 6l¢tim grubu ile

yine 61,25 mg/L. doz uygulanan 24 saatlik 6l¢iim grubu ve kontrol grubu arasindaki

istatistiksel farkin anlamli (p < 0,05) oldugu saptanmuistir.

5.1.5. Hemolemf Kkloriir degerleri

Dort farkli 6l¢clim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli amonyak dozuna

(12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tathh su istakozlarimin (Astacus

leptodactylus) hemolemflerinde saptanan kloriir degerlerine iligkin (mg/L) ortalama

ve standart sapma degerleri Cizelge 5.7. bar grafikler Sekil 5.5. de gosterilmistir.

Cizelge 5.7. Dort farkli 6l¢im zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli
amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatli su
istakozlarinin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde saptanan
kloriir (mEq/L) degerlerine iligskin ortalama ve standart sapma

degerleri.
Kloriir (mEg/L)
Doz Doz
Saat 12,3 (mg/L) n=7 61,25 (mg/L) n=7 Kontrol n=7
24
1754242322 165547334
48 193,92+14,15 225:15,03 bedet
196,85+6,76
9
165,83+69,58 201,42444.55
168

195,16+30,66

206,3+12,33 &

* p=0,007 Kontrol grubu ile 48. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi

® p=0,003 48. saat 61,25 mg/L doz ile 24. saat 12,3 mg/L dozun karsilastiriimasi

¢ p=0,010 48. saat 61,25 mg/L doz ile 48. saat 12,3 mg/L dozun karsilastiriimasi

d p=0,007 48. saat 61,25 mg/L doz ile 96. saat 12,3 mg/L. dozun karsilastirilmasi

¢ p=0,032 48. saat 61,25 mg/L doz ile 168. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

' p=0,007 48. saat 61,25 mg/L doz ile 24. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi

¢ p=0,010 168. saat 61,25 mg/L doz ile 24. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi
h p=0,028 168. saat 61,25 mg/L doz ile 96. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmast




40

o

24 48 96 168

250
=
=l
E 200
= oKontrol
= 150
o0 @123
5]
= 100 (malt
= m61,25
= (mglL)
< 50
L
g
o
Q
g
)
T

Ol¢iim Zaman1 (Saat)

Sekil 5.5. Dort farkl 6lgiim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkl
amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tath su
istakozlariin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde saptanan kloriir
(mEq/L) degerlerine iligkin bar grafikleri

Uygulanan non-parametrik istatistiksel analiz testi (Mann Whitney U) sonuglarina
gore 61,25 mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 48 saatlik 6l¢tim
gruplari ile yine 61,25 mg/L. doz uygulanan 24 saatlik 6l¢iim grubu, 12,3 mg/L doz
uygulanan 24,48,96 ve 168 saatlik Ol¢lim gruplart ve kontrol grubu arasindaki

istatistiksel farkin anlamli (p < 0,05) oldugu saptanmaistir.

61,25 mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 168 saatlik 6l¢im grubu ile
12,3 mg/L doz uygulanan 24 ve 96 saatlik dl¢lim gruplari arasindaki istatistiksel
farkin anlamli (p < 0,05) oldugu saptanmastir.
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5.1.6. Hemolemf laktik asit degerleri

Dort farkli 6l¢iim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli subletal amonyak
dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatli su istakozlarinin (Astacus
leptodactylus) hemolemflerinde saptanan laktik asit degerlerine iliskin (mmol/L)
ortalama ve standart sapma degerleri Cizelge 5.8. bar grafikler Sekil 5.6. de

gosterilmistir.

Cizelge 5.8. Dort farkli 6l¢iim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli
amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatli su
istakozlarinin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde saptanan
laktik asit (mmol/L) degerlerine iligskin ortalama ve standart sapma

degerleri.
Laktik Asit (mmol/L)
Doz Doz
Saat 12,3 (mg/L) n=7 6125 (mg/L)n=7 | ontoln=7
24 ghjkmn pr
0,28+0,15 0,46+0,43
48 a d
0,69+0,49 0,78+0,56 0.240.09

96 0,99+0,85 " 1,04+1.41°¢

168 1,28+0,67 € 0,96+0,35 f

* p=0,006 Kontrol grubu ile 48. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

® p=0,013 Kontrol grubu ile 96. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmast

¢ p=0,017 Kontrol grubu ile 168. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

d p=0,023 Kontrol grubu ile 48. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi

¢ p=0,001 Kontrol grubu ile 96. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi

' p=0,002 Kontrol grubu ile 168. saat 61,25 mg/L dozun karsilastiriimas1

¢ p=0,012 24. saat 12,3 mg/L doz ile 48. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmas1
h p=0,018 24. saat 12,3 mg/L doz ile 96. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi
J p=0,013 24. saat 12,3 mg/L doz ile 168. saat 12,3 mg/L dozun karsilastiriimas1
K p=0,039 24. saat 12,3 mg/L doz ile 48. saat 61,25 mg/L dozun karsilastiriimas1
™ p=0,002 24. saat 12,3 mg/L doz ile 96. saat 61,25 mg/L dozun karsilastiriimasi
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" p=0,004 24. saat 12,3 mg/L doz ile 168. saat 61,25 mg/L dozun Karsilastirilmasi
P p=0,027 24. saat 61,25 mg/L doz ile 96. saat 61,25 mg/L dozun karsilastirilmasi
" p=0,042 24. saat 61,25 mg/L doz ile 168. saat 12,3 mg/L dozun karsilastirilmasi

24 48 96 168
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Olciim Zaman1 (Saat)

Sekil 5.6. Dort farkli 6l¢iim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli
amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatl su
istakozlariin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde saptanan laktik
asit (mmol/L) degerlerine iligskin bar grafikleri

Cizelge 5.8 ve Sekil 5.6. de goriildiigii gibi farkli 6l¢iim siireleri ile( 24, 48, 96 ve
168 saat) iki farkli subletal amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan
tath su istakozlarinda( Astacus leptodactylus) 168 saate kadar hemolemf laktik asit

degerlerinde paralel bir artig saptanmustir.

Ayrica 12,3 mg/L ve 61,25 mg/L uygulanan dozlarda farkli 6l¢iim saatlerinde

hemolemf laktik asit degerleri kontrol gruplarina gére artmistir.

Uygulanan non-parametrik istatistiksel analiz testi (Mann Whitney U) sonuglarina
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gore 12,3 mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 24 saatlik 6l¢iim grubu
ile yine 12,3 mg/L doz uygulanan 48, 96 ve 168 saatlik 6l¢ciim gruplar1 ve 61,25
mg/L doz uygulanan 48, 96 ve 168 saatlik Ol¢im gruplart arasindaki istatistiksel
farkin anlamli (p < 0,05) oldugu saptanmustir.

61,25 mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 24 saatlik 6l¢giim grubu ile
yine 61,25 mg/L doz uygulanan 96 saatlik 6l¢iim grubu ve 12,3 mg/L doz uygulanan
168 saatlik 6l¢iim grubu arasindaki istatistiksel farkin anlamli (p < 0,05) oldugu

saptanmistir.

12,3 mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 48, 96 ve 168 saatlik 6l¢iim
gruplar1 ve 61,25 mg/L doz uygulanan 48, 96 ve 168 6l¢lim gruplar ile kontrol grubu

arasindaki istatistiksel farkin anlamli (p < 0,05) oldugu saptanmustir.

5.2. Toplam Hemosit Sayisina iliskin Bulgular

Dort farklh 6lgiim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli amonyak dozuna
(12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatli su istakozlarimin (Astacus
leptodactylus) hemolemflerinde yapilan toplam hemosit sayimi ortalama ve standart

hata degerleri Cizelge 5.9. bar grafik Sekil 5.7. de gosterilmigtir.
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Cizelge 5.9. Dort farkli 6lglim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkl
amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatli su
istakozlarinin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde yapilan
toplam hemosit sayimina iligkin ortalama ve standart hata degerleri.

THC/ml
Doz Doz
Saat/Doz 12,3 (mg/L) n=7 61,25 (mg/L) n=7 Kontrol n=7
24 23303,57+16,94 36250+26,04
48 22734,37+14,67 57302,63+27,94
44250+24,79
96 23000+14,95 45238,09+23,21
168 57421,87+26,48 75865,38+42,69
80000
70000
60000
50000
g OKontrol
40000
= 8123
30000 (mg/L)
m61,25
20000 (mg/L)
10000
0
24 48 96 168
Olciim Zamam (Saat)

Sekil 5.7. Dort farkli 6lglim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkl
amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tatli su
istakozlarinin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde yapilan toplam
hemosit sayimina iligkin bar grafikleri
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Cizelge 5.9. ve Sekil 5.7. de goriildiigii gibi farkli dl¢iim siireleri ile( 24, 48, 96 ve
168 saat) iki farkli subletal amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan
tath su istakozlarin (Astacus leptodactylus) hemolemflerinde yapilan toplam hemosit
sayimmi sonuglarinda 12,3 mg/L uygulanan dozda 24, 48 ve 96 saatlik dlgiimlerde
kontrol gruplarina gore diigiis, 168 saatlik Sl¢glim gruplarinda ise artis saptanmuistir.
61,25 mg/L. uygulanan dozda ise 48 ve 168 saatlik 6l¢iim gruplarinda bir artis

saptanmistir.

5.3. Tath Su istakozu Dokularina iliskin Bulgular

5.3.1. Solungac¢ dokularina iliskin bulgular

Kontrol gruplarindaki tatli su istakozu solunga¢ dokularinda herhangi bir

histopatolojik bulguya rastlanmamustir.

Kontrol grubu solungac dokusu

Tath su istakozunda solungaclarin bransiyal odacigin i¢inde sephalotoraksin her iki
yaninda yerlesik olarak bulunur. Trichobranchiate kerevit solungaci alti podobrans,
onbir athrobrang ve her odacikta bir tane pleurobrans bulunur. Tiiyli solungaglar,
ikinci ve {igiincli maksilipedlerin ve ilk dort yiirlime bacaginin bazal segmentinden
ctkmaktadirlar. Silindirik kok hiicre, affarent ve efferent damarlar ve ¢ok sayida

tubuler filamentten olusur.
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Resim 5.1. Kontrol grubuna ait solunga¢ laminasi kutikula (siyah ok) , epitel
hiicre (kisa siyah ok) pillar hiicre (ince siyah ok) hemolemf boglugu
(beyaz ok)

Amonvaga maruz kalan istakozlarin solungac¢ dokularma iliskin bulgular

Dort farkli 6l¢lim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli amonyak dozuna
(12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tathh su istakozlarinda (Astacus
leptodactylus) yapilan histolojik inceleme sonucunda solungaglar dokulari histolojik
olarak incelenmistir. 12,3 mg/L ye maruz kalan tatl su istakozlarinin 24 ve 48. saatte
ve 61,25 mg/L maruz kalanlarda ise 24. saatte solunga¢ dokularinda histopatolojik
bulguya rastlanmamuistir. 12,3 mg/L ye maruz kalan tatli su istakozlarinin 96 ve 168.
saatte ve 61,25 mg/L maruz kalanlarda ise 48, 96 ve 168 saatlerde yapilan
incelemelerde solunga¢ dokularinda hiperemi benzeri yap1 (Resim 5.3.), hemolemf

infiltrasyonu ve melanizasyon (Resim 5.4.) saptanmuistir.



Resim 5.3. Solunga¢ dokusunda hiperemi benzeri yapilar
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Resim 5.4. Solunga¢ dokusunda melanizasyon

5.3.2. Hepatopankreas dokularina iliskin bulgular

Kontrol gruplarindaki tatli su istakozu hepatopankreas dokularinda herhangi bir

histopatolojik bulguya rastlanmamustir.

Kontrol grubu hepatopankreas dokusu

Hepatopankreas adini alan karaciger iyi organize olmus salgisal tubuler yapidadir.
Tubulun lumeni yildiz benzeri yapi sergiler ve tubuller 4 farkli epitelyum hiicreden
olusur. Tubulun sonunda bulunan ve mitotik yapidaki farklilagmamis hiicreler “E
(embriyonik hiicreler) hiicre”; biiyilk miktarda endoplasmik retikulum ve yag
damlasi igeren distal bolgenin Oniinde yer alan hiicreler “R (young-restzellen)
hiicre”; vakuolsiiz koyu boyanan “F (fibrillenzellen) hiicreler”; biiyiik apikal salgi
graniilleri seklinde tubulun orta ve proksimalinde yer alan hiicreler “B (blastzellen)

hiicreler olarak adlandirilmaktadir. Yildiz sekilli lumen graniiler materyal igerir ve
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lumene karigtiklar1 ylizeydeki hiicreler mikrontikleus firga kenarlarla kaplidir.

Tubuller arasit hemal siniis vardir.

Resim 5.2. Kontrol grubuna ait hepatopankreasin histolojik goriiniimii (X40; H&E);
Hepatopankreas tubulleri (siyak oklar)

Amonvaga maruz kalan istakozlarin hepatopankreas dokularina iliskin bulgular

Dort farkli 6l¢glim zamaninda (24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli amonyak dozuna
(12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tath su istakozlarinda (Astacus
leptodactylus) yapilan histolojik inceleme sonucunda hepatopankreas dokulari
histolojik olarak incelenmistir. Her iki konsantrasyonda da 24. saatte herhangi bir
histopatolojik bulguya rastlanmamistir. 48. saatten itibaren yapilan histolojik
inceleme sonucunda hepatopankreasta lumen dejenerasyonu, lumenlerde genisleme
(Resim 5.5.) ve 6dem saptanmistir. Lezyonlar 12,3 mg/L konsantrasyonda daha fokal

bir cizelge izlemistir.



Resim 5.5. Hepatopankreasta lumen dejenerasyonu ve lumenlerde genisleme ve
6dem
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Tath Su istakozlarinda Hemolemf Parametrelerine iliskin Bulgularin

Degerlendirilmesi

6.1.1. Hemolemf glukoz degerleri

Bu calismada amonyaga maruz kalan (Astacus leptodactylus) cinsi tatli su
istakozlarinin hemolemf glukoz degerleri, her iki subletal amonyak dozunda da (12,3
mg/L ve 61,25 mg/L) 24 saatlik 6l¢iim gruplar1 haricinde tiim 6l¢giim gruplari, (48, 96
ve 168 saat) kontrol grubu ile karsilagtirlldiginda aralarindaki farkin istatistiksel

olarak anlamli (p < 0,05) oldugu saptanmustir.

Bu caligmada 24 saatlik 6l¢iim grubu haricinde amonyaga maruz kalan dozlar ve
Olcim gruplarinda hemolemf glukoz degerlerinde istatistiki olarak 6nemli diizeyde

artig saptanmistir.

Bu bulgulara benzer olarak, Benli (2006), yaptig1 calismada 4 farkli subletal
amonyak konsantrasyonlarmma (1, 2, 5 ve 10 mg/L) maruz biraktig1 Nil tilapia
baliklarinda plazma glukoz degerlerinin 1 mg/L TA-N (toplam amonyak azotu)
haricindeki amonyak konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore arttigini saptamistir

(p<0.05).

Knoph ve Thorud (1996), yaptiklar1 ¢alismada 2-3 giin siire ile 225 pg/L NH3- N’na
maruz kalan Atlantik salmonlarinda plazma glukoz degerlerinin arttigini

bildirmislerdir.

Weinstein ve Kimmel (1998), ¢alismalarinda {i¢ giin siire ile 0.8 mg/L amonyak
konsantrasyonlarina maruz kalan sazan baliklarinda % 61.4 oraninda ve Das ve ark.,
(2004) ise 96 saat boyunca 16 mg/LL TA-N’na maruz kalan mrigal baliklarinda
amonyak konsantrasyonundaki artis ile kan glukoz degerlerinin % 72 oraninda

arttigin1 saptamislardir.
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Ayrica Dingel ve ark., (2012), tathh su istakozu (Astacus leptodactylus
Eschscholtz, 1823) ile yaptiklar1 ¢alismada hemolemf biyokimyasal parametrelerin
referans araligin1 belirlemislerdir. Glukoz i¢in analiz edilen ortlama ve standart
sapma degerleri; (4.8 = 2.8 mg/dL) olarak tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismada
goriildiigli gibi saptanan referans glukoz degerleri ile karsilastirildiginda subletal
amonyak dozlarma maruz birakilan istakozlarda hemolemf glukoz degerlerinde

onemli derecede artis oldugu gorilmiistiir.

Literatiir taramasi sonucu tath su istakozlarinda (Astacus leptodactylus) amonyagin
plazma glukoz degerlerine etkisine iliskin bir calismaya rastlanamamistir. Bu
nedenle bu calismada tath su istakozlar i¢in plazma glukozuna iliskin elde edilen

bulgular literatiire katkida bulunabilir niteliktedir.

6.1.2. Hemolemf total protein degerleri

Bu c¢alismada amonyaga maruz kalan (Astacus leptodactylus) cinsi tath su
istakozlarinin hemolemf total protein degerleri ile dozlar, kontrol ve dl¢iim gruplari

arasinda istatistiksel olarak hic¢bir anlaml fark (p < 0,05) bulunmamuistir.

Benli (2006), yaptig1 calismada 4 farkli subletal amonyak konsantrasyonlarina (1, 2,
5 ve 10 mg/L) maruz biraktigi Nil tilapia baliklarinda 20°C’de deney baslangicindan
24 saat sonra ve deney sonunda subletal amonyak konsantrasyonlarina (TA-N)
maruz kalan baliklarda toplam plazma proteini degerleri kontrole gore diismiistiir.
25°C’de ise deney baslangicindan 24 saat sonra yapilan 6lgiimlerde amonyaga maruz
kalan baliklarda toplam plazma protein degerleri kontrol grubuna gore degisken

sekilde artarken, deney sonunda ise tiimiinde kontrol grubuna gore diigmiistiir.

Ayrica Dingel ve ark., (2012), tath su istakozu (Astacus leptodactylus Eschscholtz
1832) ile yaptiklar1 ¢aligmada hemolemf biyokimyasal parametrelerin referans
araliginin belirlemislerdir. Total protein i¢in analiz edilen ortalama ve standart sapma

degerleri (2.578 = 1.005 g/dL) olarak belirtilmistir. Yapilan caligmada goriilecegi
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gibi saptanan referans total protein degerleri ile subletal amonyak dozlarina maruz
birakilan istakozlarda hemolemf total protein degerleri arasinda 6nemli bir fark

olmadig1 saptanmistir.

Literatiir taramas1 sonucu tathi su istakozlarinda (Astacus leptodactylus) amonyagin
toplam plazma protein degerlerine etkisine iliskin bir ¢aligmaya rastlanamamaistir. Bu
nedenle bu ¢alismada tath su istakozlar1 i¢in toplam plazma proteinine iligkin elde

edilen bulgular literatiire katkida bulunabilir niteliktedir.

6.1.3. Hemolemf sodyum degerleri

Bu c¢alismada amonyaga maruz kalan (Astacus leptodactylus) cinsi tathi su
istakozlarimin 61,25 mg/L. doz uygulanan 48 saatlik 6l¢iim gruplar ile ayni doz
uygulanan 24 saatlik 6l¢tim gruplar1 ve 12,3 mg/L doz uygulanan 24, 48 ve 96 saatlik

Olclim gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) fark bulunmustur.

Ayrica sadece 61.25 mg/L doz uygulanan 48 saatlik 6l¢iim grubu ile kontrol grubu

arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml artig1 (p < 0,05) saptanmuistir.

Elde edilen verilerde 6zellikle 61,25 mg/L doz uygulanan 48 saatlik 6l¢iim gruplari
ile diger doz, kontrol ve Ol¢clim gruplar1 arasinda fark bulunmasi metabolik

biyokimyasal tepkilerin 6zellikle 48 saatte aciga ¢iktigina dikkat cekmektedir.

Tatl su istakozlarinda (Astacus leptodactylus) amonyagin hemolemf sodyum
degerlerine iliskin bir ¢calismaya rastlanmamistir. Ancak bu calismaya benzer olarak
Jensen (1990), yaptig1 calismada Astacus astacus cinsi istakozlar 7 giin boyunca 0.08
mM c¢evresel nitrite maruz birakildiktan sonra hemolemf sodyum oraninda az

miktarda diislis oldugunu gézlemlemistir.

Ayrica Ruyet ve ark., (1997), 4-6 hafta stiresince 0.8 mg/L NH3-N’na maruz kalan
kalkan baliklarinda (S.maximus), Hrubec ve ark., (1997), 6 hafta siire ile 0.15 mg/L
NH;’e maruz kalan hibrit ¢izgili levrek (Morone chrysops $x M. saxatilis 3)’lerde
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plazma Na degerlerinin azaldigini saptamislardir. Knoph ve Olsen (1994), ise 2 ve 5
hafta siire ile 81 ve 100 pg/L NH3-N’na maruz kalan Atlantik salmonlarinda, (S.
salar), Ruyet ve ark., (1998), 96 saat siireyle 1.27-4.27 mmol/L amonyak
konsantrasyonlarina maruz kalan kalkan baliklarinda, Foss ve ark., (2004), ise 96 giin
0.06 mg/. NH3-N’una maruz kalan gen¢ Atlantik morina (G. morhua)’larinda

plazma Na degerlerinin degigsmedigini bildirmislerdir.

Dingel ve ark., (2012), tath su istakozu Astacus leptodactylus Eschscholtz ile
yaptiklar1 ¢alismada hemolemf biyokimyasal parametrelerin referans araliginin
belirlemiglerdir. Sodyum i¢in analiz edilen ortalama ve standart sapma degerleri;
(190.3 &+ 15.1 mequiv/L) olarak belirtilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen
sodyum degerleri ile subletal amonyak dozlarina maruz birakilan istakozlarda

saptanan sodyum degerleri arasinda 6nemli bir fark olmadigi goriilmiistiir.

6.1.4. Hemolemf potasyum degerleri

Bu calismada amonyaga maruz kalan (Astacus leptodactylus) cinsi tathh su
istakozlarimin hemolemf potasyum degerleri, 61,25 mg/L subletal amonyak
konsantrasyonu uygulanan 48 saatlik Ol¢lim gruplar ile yine 61,25 mg/L doz
uygulanan 24 ve 96 saatlik dl¢tim gruplari, 12,3 mg/L doz uygulanan 24, 48 ve 96
saatlik Ol¢lim gruplar1 ve kontrol grubu arasindaki istatistiksel farkin anlamh (p <

0,05) oldugu saptanmuistir.

12,3 mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 24 saatlik 6l¢iim grubu ile
yine 12,3 mg/L doz uygulanan 48 ve 168 saatlik 6l¢iim gruplar1 ve 61,25 mg/L doz
uygulanan 24 ve 168 saatlik 6l¢lim gruplar1 arasindaki istatistiksel farkin anlaml (p

< 0,05) oldugu saptanmustir.

Yapilan ¢alismada elde edilen veriler kontrol grubu ile karsilastirildiginda 61,25
mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 48 ve 168 saatlik 6l¢tim gruplar

istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) bir artig saptanmustir.
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Tatli su istakozlarinda (Astacus leptodactylus) amonyagin hemolemf potasyum
degerlerine iliskin bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak bu ¢alismaya benzer olarak
Jensen (1990), yaptig1 calismada Astacus astacus cinsi istakozlar 7 giin boyunda 0.08
mM c¢evresel nitrite maruz birakildiktan sonra hemolemf potasyum degerlerinde

degisme olmadigini belirtmistir.

Ayrica Ruyet ve ark., (1997), 4-6 hafta siiresince 0.8 mg/L. NH3-N’na maruz kalan
kalkan baliklarinda, Ruyet ve ark., (2003), 84 giin stire ile 0.73 ve 0.88 mg/L NHj3-
N’na maruz kalan kalkan baliklarinda (S. maximus), Salin ve Williot (1991), 24 saat
stire ile 1.7 mg/L amonyaga maruz kalan Sibirya Mersin (A. baeri)’lerinde, Foss ve
ark., (2004), ise 96 giin 0.06 mg/L NH3-N’na maruz gen¢ Atlantik morina (G.
morhua)’larinda plazma K degerlerinin arttigin1 saptamislardir. Ruyet ve ark.,
(1998), 96 saat stireyle 1.27-4.27 mmol/L amonyak konsantrasyonlarina maruz kalan
kalkan baliklarinda, Knoph ve Thorud (1996), 14-15 giin siire ile 22 pg/L. NH3-N’na
maruz kalan Atlantik salmonlarinda plazma K degerlerinin degismedigini

bildirmislerdir.

Dingel ve ark., (2012), tathh su istakozu Astacus leptodactylus Eschscholtz ile
yaptiklar1 ¢alismada hemolemf biyokimyasal parametrelerin referans araliginin
belirlemislerdir. Potasyum i¢in analiz edilen ortlama ve standart sapma degerleri;
(4.795 £ 1.057 mequiv/L) olarak belirtilmistir. Yapilan calismada saptanan referans
potasyum degerleri ile caligmamizda saptanan potasyum degerleri arasinda onemli

bir fark olmadig1 goriilmiistiir.

Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda tatli su istakozlarinda (Astacus leptodactylus)
amonyagin potasyum diizeyine etkilerine iliskin bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle bu ¢aligmada tath su istakozlar i¢in plazma potasyum degerine iliskin elde

edilen bulgular literatiire katkida bulunabilir niteliktedir.
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6.1.5. Hemolemf Kkloriir degerleri

Bu calismada amonyaga maruz kalan (Astacus leptodactylus) cinsi tatli su
istakozlarimin  hemolemf kloriir degerleri, 61,25 mg/L subletal amonyak
konsantrasyonu uygulanan 48 saatlik Ol¢iim gruplar ile ayni doz uygulanan 24
saatlik Olctim grubu, 12,3 mg/LL doz uygulanan 24,48,96 ve 168 saatlik 6lgiim
gruplar1 ve kontrol grubu arasindaki istatistiksel farkin anlamh (p< 0,05) oldugu

saptanmistir.

61,25 mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 168 saatlik 6l¢iim grubu ile
12,3 mg/LL doz uygulanan 24 ve 96 saatlik Ol¢im gruplar1 arasindaki istatistiksel
farkin anlamli (p < 0,05) oldugu saptanmistir.

Ancak elde edilen bulgularda da goriildigii gibi 61.25 mg/L doz uygulanan 48 saatlik
Olciim grubu hari¢ dozlar ve 6l¢lim gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda

anlamli bir artis ya da azalma goriilmemistir.

Elde edilen verilerde 6zellikle 61,25 mg/LL doz uygulanan 48 saatlik 6l¢iim gruplar
ile diger doz, kontrol ve Ol¢iim gruplar1 arasinda fark bulunmasi metabolik

biyokimyasal tepkilerin 6zellikle 48 saatte agiga ¢iktigina dikkat ¢cekmektedir.

Tatli su istakozlarinda (Astacus leptodactylus) amonyagin hemolemf potasyum
degerlerine iliskin bir ¢caligsmaya rastlanmamistir. Ancak bu ¢alismaya benzer olarak
Jensen (1990), yaptig1 ¢aligmada ¢alismada Astacus astacus cinsi istakozlar 7 giin
boyunda 0.08 mM cevresel nitrite maruz birakildiktan sonra hemolemf kloriir iyonu

degerlerinde diisiis oldugunu belirtmistir.

Ayrica ¢aligmamizda elde edilen bulgulara benzer olarak Knoph ve Thorud (1996),
2-3 giin stire ile 225 pg/L NH3-N’na; Knoph ve Olsen (1994), ise 2 ve 5 hafta siire ile
81 ve 100 pg/L NH3-N’na maruz kalan Atlantik salmonlarinda plazma CI

degerlerinin degismedigini bildirmislerdir.
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Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda tath su istakozlarinda (Astacus leptodactylus)
amonyagin kloriir diizeyine etkilerine iligkin bir calismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle bu c¢alismada tath su istakozlar1 i¢in plazma kloriir degerine iliskin elde

edilen bulgular literatiire katkida bulunabilir niteliktedir.

6.1.6. Hemolemf laktik asit degerleri

Bu calismada amonyaga maruz kalan (Astacus leptodactylus) cinsi tatli su
istakozlarimin hemolemf laktik asit degerleri, 12,3 mg/L subletal amonyak
konsantrasyonu uygulanan 24 saatlik 6l¢iim grubu ile yine 12,3 mg/L doz uygulanan
48, 96 ve 168 saatlik Ol¢iim gruplar1 ve 61,25 mg/L doz uygulanan 48, 96 ve 168
saatlik Ol¢lim gruplar1 arasinda arasindaki istatistiksel farkin anlamhi (p < 0,05)

oldugu saptanmistir.

61,25 mg/L subletal amonyak konsantrasyonu uygulanan 24 saatlik 6l¢iim grubu ile
yine 61,25 mg/L doz uygulanan 96 saatlik 6l¢iim grubu ve 12,3 mg/L doz uygulanan
168 saatlik 6l¢iim grubu arasindaki istatistiksel farkin anlamli (p < 0,05) oldugu

saptanmistir.

Yapilan ¢alismada her iki dozun 24 saatlik 6l¢iim grubu haricinde tiim doz ve 6l¢iim
gruplar1 ile kontrol grubu arasinda olan fark istatistik olarak 6nemli diizeyde

artmistir. (p< 0,05)

Literatiir taramas1 sonucu tatl su istakozlarinda (Astacus leptodactylus) amonyagin
hemolemf laktik asit diizeyine etkilerine iligkin bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle Astacus leptodactylus cinsi tath su istakozlari i¢cin hemolemf laktik asit

artigina iligkin elde ettigimiz bulgular literatiire katkida bulunabilir niteliktedir.
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6.2. Tath Su istakozlarinda Toplam Hemosit Sayisina fliskin Degerler

Bu calismada, farkli 6l¢iim siireleri ( 24, 48, 96 ve 168. saat) ve iki farkli subletal
amonyak dozuna (12,3 mg/L ve 61,25 mg/L) maruz kalan tathh su istakozlarin
(Astacus leptodactylus) hemolemflerinde yapilan toplam hemosit sayimi
sonuclarinda 12,3 mg/L uygulanan dozda 24, 48 ve 96 saatlik dlgiimlerde kontrol
gruplarina gore diisiis, 168 saatlik 6l¢iim gruplarinda ise artis saptanmistir. 61,25

mg/L uygulanan dozda ise 48 ve 168 saatlik 6l¢iim gruplarinda bir artig saptanmustir.

Bu ¢alismaya benzer olarak, Yavuzcan ve Benli (2004), yaptiklar1 ¢alismada 48 saat
stiresince farkli nitrit konsantrasyonuna maruz kalan Astacus leptodactylus’larda
yaptiklar1 c¢aligmada hemolemf nitrit ve glukoz artarken toplam hemosit sayisi

azaldigin bildirmislerdir.

6.3. Tath Su istakozlarinda Dokulara Iliskin Bulgularin Degerlendirilmesi

Sucul organizmalarda kirleticilerin toksik etkilerin degerlendirilmesinde letal
konsantrasyonun (LCsy degerinin) belirlenmesi en klasik ve yaygin bir yontemdir.
Toksik maddelere sucul organizmalarin duyarlilig1 birgok faktdrden etkilenmekte ve
dokularda  farkli  biyokimyasal, fizyolojik ve histolojik  degisimlerle
incelenebilmektedir [Bhavan ve Geraldine, 2000; Chang ve ark., 2006]. Histopatoloji
ozellikle insanlarda yabanci maddelerin yarattig1 risk derecesini belirlemek amaciyla
farelerde yapilan toksikoloji ¢alismalarinda saptanmasi zorunlu ve kullanish bir
metottur [Wester ve Canton, 1991]. Temeli toksik maddeye duyarlilik, hedef organ
ve etki mekanizmasinin sekline dayanmaktadir. Baliklar basta olmak iizere su
canlilarinda yapilan yapilan toksikoloji ¢alismalarda da 6zellikle subletal dozlara ait
etkilerin degerlendirilmesi acisindan Onem tasimaktadir. Hayvan dokularindaki
histopatolojik  degisiklikler ¢evresel stresorlere maruz kalmanin Oncelikli

gostergeleridir [Teh ve ark., 1997].
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6.3.1. Hepatopankreas dokusuna ait bulgularin degerlendirilmesi

Yiiksek organizmalarda analogu karaciger olan hepatopankreas, hassas bir organdir
ve su kaynakli kirleticilere karsi bozulma egilimde oldugu bildirilmistir.
Hepatopankreas tubuler yapiya sahiptir ve tubullerde 4 farkli tip epitel hiicreden
olugmaktadir. Bundan dolayi, sudaki kimyasal maddelere maruz kalmak tubul ve
epitel hiicrelerin yapisinda degisiklikler yaratmasi olasidir [Bhavan ve Geraldine,
2000]. Bu ¢alismada hepatopankreasta lumen dejenerasyonu, lumenlerde genisleme

ve 6dem saptanmuistir.

Bu calismadan elde edilen bulgular omurgasizlarda toksik madde maruziyetinde
hepatopankreas histolojisinin incelendigi arastirmalarla benzerlikler gostermektedir.
Espericueta ve ark., (2008), 1 hafta siiresince 3.512, 1.756, 0.877 mg/L bakira maruz
kalan L.vannamei’lerde tubuler yapinin bozuldugu, atrofi ve fokal nekroz
saptamiglardir. Wu ve ark., (2008), 7 giin 0.1-0.2 mg/L. Cd’a maruz kalan beyaz
karideslerin (L. vannamei) hepatopankreaslarinin tubul lumeninin yildiz sekli
bozuldugu, tubuler epitelyum hiicrelerdeki morfolojik bozukluklardan dolay:1 basal
laminada kalinlasma oldugu, 0.4 mg/L Cd’a maruz kalan karideslerin 14. giin
sonunda tubuler epitelyum hiicreleri yiiksek oranda vakuollagsmis ve aynm diizeyde
koptugunu bildirmislerdir. Bollinger ve ark., (2007), 0.15 mg/L maruz kalan,
potasyum dikromata 4 ve 7 hafta siiresince maruz kalan kirmizi bataklik kerevitinde

(P.clarkii), hepatopankreas tubullerinde bozulma ve dejenerasyon saptamislardir.

6.3.2. Solunga¢ dokusuna ait bulgularin degerlendirilmesi

Sucul organizmalarda, solunga¢ solunum gaz transferi ozmotik ve iyonik dengenin
ayarlanmasinda 6nemli rol oynayan hayati bir organdir. Toksik maddeler solungac
doku hasarma, oksijen tiiketiminin diigmesi ve osmoregiilasyon fonksiyonun
bozulmasiyla neden olabilir. Bu ¢alismada solunga¢ dokularinda hiperemi benzeri
yap1, hemolemf infiltrasyonu ve melanizasyon saptanmistir. Calismada elde edilen
bulgular literatiirde omurgasizlarda yapilan diger c¢alismalarla benzerlikler

gostermektedir.
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Romano ve Zeng (2007), yaptiklari calismada 96 saat siireyle akut amonyaga maruz
kalan farkli yasam evrelerindeki mavi yenge¢ (Portunus pelagicus)’lerde
solungaclarda 5 mg/L’de epitelial degisiklikleri, lokal hemolemf infiltrasyonlari, 10
mg/L’de lokalize hemolemf birikimi; 60 mg/L yogun hemosit infiltrasyonu tespit
etmislerdir. Espericueta ve ark., (2008), ise 1 hafta siiresince 3.512, 1.756, 0.877
mg/L bakira maruz kalan L.vannamei’lerin solunga¢ dokusunda yiiksek derecede
melanizasyona, 3 ve 6 hafta sonunda ise sekonder lamellerde nekroz ve atrofiye
rastlamiglardir. Endosulfana maruz kalan tathh su karideslerin (M.malcolmsoni)
solunga¢ dokusunda 10.6 ng/L’de hemosolik boslukta hemositik infiltrasyon,
solunga¢ lamellasinin sismesi, epitel kalkmasi ve fiizyon, 16 ng/lI’de fuzyon, 32

ng/L’de ise proliferasyon saptanmistir [Bhavan ve Geraldine, 2000].

Sonuc ve Oneriler;

Amonyaga maruz biraktigimiz tathh su istakozlarinda saptanan biyokimyasal
bulgulardan ozellikle glikoz ve laktik asit parametrelerinde 24 saatlik Ol¢timler
sonrasinda artis saptanmistir. Glikoz ve laktik asit sekonder stres parametresi
oldugundan bu parametrelerdeki dogrudan artisin amonyakla olusturulan ortamdan
kaynaklanan stresle iliskili olacagi disiiniilmiistiir. Diger taraftan hemolemf
glukozunun c¢evresel stres altinda sekonder stres yaniti olarak degistigi de

bilinmektedir [Y1ldiz ve Benli, 2004].

Toplam hemosit sayis1 (THS) ve hemolemf glukozu crustacealarin saglik durumunu
belirlemede kullanilan parametrelerdendir. Cevresel stresin crustacealarin bagisiklik
durumunu etkiledigi ve buna bagl olarak THS’nin degistigi bilinmektedir [Le
Moullac ve Haffner, 2000]. Bu ¢alismada saptanan toplam hemosit sayisindaki artig

amonyak maruziyeti sonrasinda canlinin saglik durumunu etkiledigi gostermektedir.

Her ne kadar biyokimyasal, fizyolojik ve histopatolojik 0Ozelliklerin birlikte
degerlendirilmesi uygunsa da, histopatolojik bulgularin degisimleri mikroskopik
olarak goriintiileyebilmesi sonuglarin giivenirligini arttirmaktadir [Hinton and

Lauren, 1990]. Histopatolojik bulgular subletal stres yapan etkenlere ortalama yanit
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olarak belirir ve histoloji 6zellikle kronik calismalarda degisik doku ve organlarda
etkinin aragtirllmasinda en hizli metottur. Caligmamizda subletal amonyak dozunun
tath su istakozlarinin solungac¢ ve hepatopankreas dokularina olan etkileri agikca

gorilmistiir.

Caligmamizdan elde ettigimiz bulgular 15181nda giiniimiiz diinyasinda ¢esitli etkenler
sebebi ile bozulan azot dongilisliniin bir sonucu olarak sucul ortamlarda artan
amonyok konsantrasyonlari letal dozlardan biiylik 6lgiide diisiik olmasina ragmen
tath su istakozlar1 lizerinde histolojik ve biyokimyasal degisikliklere sebep oldugu

saptanmistir.

Amonyagin diisik konsantrasyonlarinda dahi biyokimyasal parametreleri ve
solunga¢ ve hepatopankreas dokularini etkiledigi goriilmiis ve sucul ekosisteme bu
maddenin diisiik diizeyde kontaminasyonundan bile korunulmasi gerektigi sonucu

ortaya ¢ikmaistir.

Calisma sonucunda, iilkemiz tatli su istakozu tiirli Astacus leptodactylus igin bu
konuda yapilabilecek gelecekteki calismalara temel saglayacak veriler elde edildi.
Ulkemiz endemik tiiriiniin ekotoksikoloji galismalarinda model organizma olarak

kullanilabilecegi saptanmuistir.

Calismada sec¢ilen amonyak, iilkemiz ve diinya sularinda kontaminasyonun artmasi
ile beraber azot dongiisiinde olugan bozulmalar sonucunda goriilebilen bir maddedir.
Bununla birlikte ¢evrenin korunmasi ve potansiyel insan sagligi etkileri yonleri de
g0z Oniline alindiginda sucul ortamlarda azot dongiisiinii etkileyebilecek faktorlerin
en aza indirilmesi ve sucul ortam kirleticilerinin sulara karismamasi i¢in gerekli

onlemlerin alinmas1 adina gerekli tedbirlerin alinmasini dnermekteyim.
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