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OZET Aragtirma Makalesi

Bu calismada, tatlisu midyeleri (Unio tigridis) bakirin (CuSO4

olarak) farkli derigimlerine (0, 30, 90 ug L-1) farkl strelerde (0, 7, 14, Makale Tarihgesi

21giin) maruz birakildiktan sonra, hepatopankreas ve solungac Gelis Tarthi  :05.10.2021
dokularinda katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon Kabul Tarihi :15.11.2021
peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon S-transferaz

(GST) gibi antioksidan enzimlerinin tepkileri incelenmistir. Midyeler Anahtar Kelimeler

21 giin siiren deneyler esnasinda kiltir ortaminda yetistirilen tek Metal

hiicreli algler (Cholorella vulgaris) ile (yaklasik 300,000 alg/ml) Bakar

beslenmiglerdir. Kontrol midyelerde 0-21 giinler arasinda hicbir enzim Midye

aktivitesinde anlamlh (P>0.05) degisim olmamistir. Deneyler sonunda Antioksidan

bakir etkisiyle herhangi bir mortalite gézlenmezken, midyelerin Toksisite

solunga¢ ve hepatopankreas dokularinda antioksidan enzim
aktivitelerinde anlamli (P<0.05) artiglar olmustur. Buna gére
antioksidan enzim aktivitelerindeki en fazla anlamli artis en uzun etki
stiresinde olmustur. CAT ve SOD gibi enzimler, antioksidan savunma
sisteminin 6nciil enzimleri olmasi1 nedeniyle en fazla anlami artisin
gorildigi enzimler olmuslardir. Buna ragmen, solungag ve
hepatopankreas dokularinin toplam protein dizeyinde anlamli bir
degisim olmamistir (P>0.05). Bu c¢alisma, letal olmayan bakirin
midyelerde oksidatif strese neden oldugunu vurgulamagtir.

Investigations on the Responses of Antioxidant Enzymes in Freshwater Mussels (Unio tigridis) Exposed
to Copper in Differing Durations

ABSTRACT
In this study, freshwater mussels (Unio tigridis) were exposed to
different concentrations (0, 30, 90 pg L-1) of copper (as CuSO4) for

Research Article

Article History

different durations (0, 7, 14, 21 days) and then the responses of the Received 105.10.2021
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(SOD), glutathione peroxidase (GPX), glutathione reductase (GR) and

glutathione S-transferase (GST) were investigated. Mussels were fed Keywords

with the unicellular algae (Cholorella vulgaris) (approximately Metal

300,000 algae mll) cultured in the laboratory conditions. There was Copper

no mussel mortality following copper exposures. Likewise, there was Mussel

no significant (P>0.05) change in enzyme activities of control mussels Antioxidant

between 0-21 days. There were significant (P<0.05) increases in Toxicity

antioxidant enzyme activities in the gill and hepatopancreas,
exposure durations playing predominant roles. Since enzymes such as
CAT and SOD are the first defense lines of the antioxidant systems,
the most increases were observed in the activities of these enzymes.
Despite this, there was no significant change in total protein levels of
tissues (P>0.05). This study showed that that sublethal and low
copper concentrations could have toxic effects for mussels,
emphasizing oxidative stress of mussels.
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GIRIS

Cevreye salinan her turli kirleticinin son durag:
genellikle sucul ortamlardir. Bu nedenle sucul
ortamlar1 ve bu ortamlarda yasayan organizmalarin
saghgimmi kontrol etmek c¢evrebilimcilerin 6nem
verdikleri konularin basinda gelmektedir. Metaller
insanlar tarafindan c¢ok uzun yillardir kullanilmig
olmasina karsin, cevreye fazla miktarda salinmalari
sanayilesme devrimiyle baglamistir. Bunun anlami,
20. yuzyilin baglamasiyla birlikte metal kirliligi de
baslamistir. Clark (1989) sularda kirlilik ve
kontaminasyon terimleri arasinda bazi farklar
oldugunu Dbelirtmistir. Buna goére su kirliligi,
metallerin insan tarafindan dogrudan veya dolayl
olarak cevreye salinmasi sonucu sucul organizmalarin
cesitli sekillerde zarar gérmesi seklinde agiklanirken,
kontaminasyon sudaki metal seviyelerinin normal
degerlerden  daha  yiksek  olmasi  geklinde
aciklanmaktadir. Bagka bir deyisle, kontaminasyon
bir uyari sinyali verebilir, ancak kirlilik olabilmesi i¢in
insan faaliyetlerinden kaynaklanmis olmasi ve
organizmalar izerinde olumsuz etkilerinin gézlenmesi
gerekir. Tath sular denizlere gore ¢ok kii¢iik hacimlere
sahip olduklarindan, kirlenmenin etkenlerine c¢ok
daha fazla maruz kalabilmektedirler. Bunun anlama,
tathh sular denize gore daha hassas ekolojik
ortamlardir.

Sucul ortamlarin metal kontaminasyonunun etkisini
dogrudan gozlemleyebilmek genellikle zordur. Bunun
igcin biyobelirte¢ denilen ¢egitli enzimatik veya
enzimatik olmayan molekiller kirleticilerin
etkilerinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir.
Boylece sucul organizmalarin yasadig: stres ve i¢inde
bulunduklar fizyolojik durum hakkinda somut veriler
elde edilebilmektedir (Wood ve ark., 2012a ve b).
Midyeler ¢ok o6nemli indikatér organizmalardir ve
cevresel kirliligin veya kontaminasyonunun
belirlenmesinde siklikla kullanmilmaktadir (Nugroho ve
Frank, 2012; Goswami ve ark., 2014; Zhou ve ark.,
2021). Bunun en é&nemli nedenleri, midyelerin
beslenme sekilleri ve yerlesik yasam tarzlaridir. Suyu
filtre ettiklerinden suda bulunan metallerin midyeler
tarafindan yogun bir sekilde alinmasi ve besin zinciri
yoluyla tasinmasi, diger sucul canlilara goére daha
fazla olabilmektedir. Bu bakimdan midyeler besin
zinciri acgisindan da ¢ok o6nemli organizmalardir.
Kirliligin  potansiyel etkilerini belirlemek ig¢in
midyelerin solunga¢ ve hepatopankraes gibi aktif
organlarinda biyobelirte¢ analizleri yaparak hem
midye biyolojisi agisindan hem de insanlarin bir besin
kaynagi olmasi agisindan 6nemli veriler elde edilebilir
(Doyotte ve ark., 1997; Sukhovskaya ve ark., 2019). Bu
nedenle, farkli sistemlere 6zgii enzim aktivitelerinin
cesitli organlarda belirlenmesi daha sonra meydana
gelebilecek ¢ok ciddi hasarlar agisindan “erken uyari
sinyali” olarak kullanilabilecegi o6ne strilmustir
(Canli ve Stagg, 1996).
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Antioksidan enzimler aerobik organizmalarda gerek
organizmasinin kendi metabolizmasinin Urettigi,
gerekse digaridan alinan kimyasallarin neden oldugu
oksidatif stresi engellemek i¢in calisan bir enzim
grubudur. Bu enzimler ve gorevleri kisaca su sekilde
aciklanabilir. SOD, slperoksit anyon radikalini
hidrojen peroksit'e dontstirir. CAT hidrojen
peroksit'i suya indirger. GPX, hidrojen peroksiti
azaltir, peroksitleri ve siiperoksit radikallerini giderir
ve ayrica okside glutatyonu, indirge glutatyona
dontsturur. GST, GSHmin  ksenobiyotiklerle
konjugasyonunu katalize eder. GR, okside olmus
glutatyonu bir elektron donéri gorevi goren GSH'ye
indirger. Organizmalarda serbest radikaller ve
antioksidan savunma sistemleri arasinda dogal bir
denge s6z konusudur. Bu dengenin serbest radikaller
yoniine kaymasi durumunda oksidatif stres meydana
gelir (Winston, 1991). Bu bakimdan antioksidan
sistemin enzimleri ¢evresel faktorlerin neden oldugu
oksidatif stres ile basa cikmada 6nemlidir (Goswami ve
ark., 2014; Canli ve ark., 2019; Zhou vd, 2021).
Antioksidan enzim aktiviteleri sucul ve karasal
organizmalarin karsilastigr stres hakkinda bilgi
vermesi agisindan 6nemlidir ve bu nedenle toksikolojik
calismalarda siklikla kullamilmaktadir (Wood ve ark.,
2012a ve b).

Dogal sucul ortamlarda midyelerdeki metal birikimi
ve toksistesi Uzerine yapilmis calismalar, bilyik
sehirler ve sanayii bolgeleri disinda midyelerdeki
metal birikimini toksik diizeylerde olmadigini
vurgulamigstir. Benzer sekilde, bu c¢alismada
kullanilan kontrol midyelerin dokularinda da metal
birikimi ¢ok az miktarlarda 6l¢tildigiinden, midyelerin
dogal ortamlarinda da metal kirliligi olmadigini
vurgulamistir (Canli ve Canli, 2021a). Laboratuvar
deneyleri bakir dahil metal etkisinde kalmanin
midyelerin antioksidan sistemini harekete gecirdigi ve
antioksidan enzim aktivitelerinde anlamli artiglarin
yaninda azalglarin da oldugunu gostermigtir
(Rajalakshmi ve Mohandas, 2005; Company ve ark.,
2008; Jorge ve ark., 2013; Mlouka ve ark., 2019; Zhou
ve ark., 2021; Canli ve Canli, 2021b). Bu calismalar,
metallerin midyelerde antioksidan savunma sistemini
etkilerken metal derigiminin yaninda, etki siiresi,
suyun kimyasal ozellikleri ve tirin biyolojik
ozelliklerinin de o6nemli oldugunu vurgulamigtir.
Boylece, bakirin siireye baghh olarak tathisu
midyelerinin antioksidan sistem enzimleri iizerine
olan etkilerinin belirlenmesi amaciyla bu calisma
planlanmigtir. Bunun i¢in, U. tigridis turi tathisu
midyeleri farkli bakir derisimlerine (0, 30, 90 pg/L)
farkl: siirelerde (0, 7, 14 ve 21 giin) maruz birakilarak
CAT, SOD, GPX, GR ve GST gibi antioksidan enzim
aktiviteleri solunga¢ ve hepatopankreas dokularinda
olculmiustiir. Boylece, diigiik derigsimlerde kronik bakir
etkisinin midye antioksidan sistemine olan toksik
etkileri degerlendirilmistir.
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MATERYAL ve METOD
Deney Sartlari

Bu calismada Unionidae familyasina ait midyeler
(Unio tigridis) kullamlmistir. Midyeler profesyonel
dalgiclar yardimiyla Gélbasi goéliinden (Hatay) 1-6
metre derinliklerde toplanmistir (36° 30'17.6 "N 36°
29'10.8" E). Toplanan midyeler uygun sartlarda hizh
bir gekilde laboratuvara getirilip, iki hafta siiresince
laboratuvar sartlarina uyumlar: saglanmistir. Bunun
icin midyeler cam akvaryumlara (40x40x120 cm; 120
L) almarak deneyin yapilacagi su (pH; 8.3+0.08,
toplam sertlik; 304.2+21.2 mg CaCOs L1, alkalinite;
195+11.4 mg Ca2COsLY, iletkenlik; 580+10.8 uS cm)
sartlarina adaptasyonlar1 saglanmigtir. Deneyler
22+1.0 °C laboratuvar sicaklhiginda yapilmis olup,
midyelere oksijen saglamak (6.0+1.0 mg Li'?) i¢in hava
motorlari ile havalandirma yapilmistir. Suyun fiziksel
ve kimyasal kontrolleri Thermo Scientific Orion 5-Star
cihaz ile diizenli olarak yapilmistir. Deney ortami 12
saat aydinhik, 12 saat karanlik periyodu ile
aydinlatilmigtir. Bitiin kimyasallarin analitik saflikta
olmasina dikkat edilmis olup, Sigma sirketinden
saglanmigtir.

Tek Hiicreli Alg Uretimi

Midyelerin hem adaptasyon hem de deneyler
esnasinda beslenmelerini saglamak amaciyla tek
hiicreli tathisu alg (Cholorella vulgaris) iretimi
yapilmistir. Alg kultiirleri, 8 L kiltur ortami iceren
cam kavanozlarda tutulmustur. Alg Gretim ortamlar:
(BNBBM+V  ortami) siirekli olarak hava ile
karigtirilmig olup, ortam sicakligi ortalama 22+2 °C'de
olmustur. Aydinlatma floresan lambalar (Philips TLM
40W/54RS) ile 80 umol/m2/s 1s1k siddeti seviyesinde
16:8 (U:D) fotoperiyodu ile yapilmis olup, 1s1nim
seviyesi, bir radyasyon sensorii LI-COR (LI-250)
kullamilarak Dbelirlenmigtir. Alg sayilarn UV-vis
spektrofotometre (Schimadzu UV-1800) kullanilarak
680 nm'de optik yogunluk 6l¢ciimleri ile gunliik olarak
belirlenmig olup, alg tretimi 680 nm'de 1513+30
rakamlarina ulasincaya kadar bir hafta boyunca
devam etmigtir. Bu algler stok algler olarak
adlandirilmig ve midye beslemesinde kullanilmigtir.

Deney Protokolii

Adaptasyon sonunda, midyeler 33x33x40 cm
ebatlarinda olan ve 20 L ¢esme suyu iceren cam
akvaryumlara dagitilmigtir. Bu dagitimlar rastgele
yapildigindan gruplar arasinda midyelerin agirligi
(30,21+1,33 g ve wuzunlugu (58,65+0,97 mm)
bakimindan anlaml bir fark gériilmemistir (P>0.05).
Daha sonra midyeler bakirin (CuSO4 olarak) farkl
derisimlerine (0, 30, 90 pg L-1) farkh siirelerde (0, 7, 14,
21 giin) maruz birakilmistir. Deneylerde her bir kosul
icin 12 midye kullanilmistir. Deneyler sirasinda, cam
yizeye tutunma, suyun buharlasmasi ve bakirin dibe
¢okmesi gibi nedenlerle akvaryumlardaki bakir
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derigimleri ve akvaryum sulari her ikinci giinde
yenilenmigtir. Midyeler her su degisiminden 6nce tek
hiicreli tathsu algleri (Cholorella vulgaris) ile
beslenmistir (yaklasik 300,000 alg ml! olacak sekilde).
Midyelerin beslenmeleri karanlik ortamda 5 saat siire
ile  yapilmgtir. Farkli zaman  dilimlerinde
akvaryumlardan ¢ikartilan midyelerin 6nce canli olup
olmadiklari not edilmigtir. Midyelerin kabuklari sikica
kapaliysa canh kabul edilmistir. Ayrica, disseksiyon
sirasinda da hayvanlarin canlilign onaylanmistir.
Daha sonra midyeler kabuklari1 birbirine baglayan én
ve arka adduktor kaslarinin kesilmesiyle acilmig ve
dokular dissekte edilerek kullanilacaklar1 zamana
kadar —85 °C’de (Esco UUS-480A) saklanmistir.

Antioksidan Enzim Aktivite Olgiimleri

Enzim aktivitelerinin 6l¢imintn yapilabilmesi i¢in
solungag¢ ve hepatopankreas dokular1 oncelikle
homojenize edilmistir. Her deney grubu i¢in kullanilan
12 midyenin solunga¢ ve hepatopankreas dokulari
ikigerli olarak birlestirilmis olup, boylece her dokudaki
6lcimler 6 tekrarhi olarak yapilmistir. Bunun igin,
derin dondurucuda (-85 °C) saklanan dokular eritilip
tartildiktan sonra 1/10 (w/v) oraninda 100 mM KCl ve
100 mM KH2POys iceren bir tampon ile (pH 7.4) 9500
rpm’de 5 dakika siire ile buz igerisinde homojenize
edilmigtir. Elde edilen homojenatlar 30 dakika siire ile
10,000 rpm’de santrifiij (Hettich Universal 30 RF)
edilmis ve slUpernantantlar enzim aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanilmigtir.

Antioksidan enzim aktivitelerinin 6lgimii  i¢in
asagidaki metotlar kullamlmigtir; SOD aktivitesi, 1
mL 50 mM fosfat tamponu (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 10
mM sitokrom ¢, 0,05 mM hipoksantin, 1,87 mU mL,
supernatant ve ksantin oksidaz igeren reaksiyon
ortaminda, 1 dk sure boyunca sitokrom c
rediksiyonunun 550 nm’deki  inhibisyonunun
gozlendigi yonteme gore 6lciilmiistir (McCord ve
Fridovich, 1969). GPX aktivitesi, 1 L son hacimde 100
mM fosfat tamponu (pH 7.4), 2 mM GSH, 0.12 mM
NADPH, 2 U GR, supernatant 3 mM CHP igeren
ortamda NADPH absorbans azalisitnin 340 nm’de
gozlenmesi sonucu 6lclilmiistiir (6=6.22 pmol! cm?)
(Livingstone ve ark.,1992). CAT aktivitesi, 1 dk
stireyle son hacmi 1 mL olan 75 mM fosfat tamponu
(pH 7,4), 25 mM H20:2 ve 20 pL supernatant iceren
ortamda absorbans azaliginin 240 nm’de kaydedilmesi
ile él¢iilmiistiir (=0,0392 umol ! cm?) (Lartillot ve ark.,
1988; Bessey ve ark., 1946). GST aktivitesi, 1 mLlik
100 mM fosfat tamponu (pH 7.4), 1 mM GSH, 1 mM
CDNB ve supernatant igeren reaksiyon ortamindaki
340 nm'de 1 dk siureyle GSH ve CDNB
konjugasyonuna bagli absorbans artigina baglh olarak
6lciilmiistiir (Habig ve ark., 1974). GR aktivitesi de
ayn1 esasa dayali olarak 100 mM fosfat tamponu (pH
7.4), 0.1 mM NADPH, supernatant ve 1 mM GSSG
iceren reaksiyon ortaminda 6lciilmiistiir (Carlberg ve
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Mannervik, 1975). Protein diizeyleri Lowry ve ark.
(1951) yéntemi kullanmilarak dl¢iilmiistiir.

Istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin oncelikle dagilim sekilleri
belirlenerek buna gore uygun istatistik testler
kullanilmistir  (SPSS 20). Nonparametrik veriler
Kruskal Wallis ve/veya Mann-Witney U testi ile,
normal dagilim gosteren veriler ise One Way Anova
ve/veya T testi ile analiz edilmigtir. Sonuc¢larda verilen
P degerleri Mann-Witney U testi veya T testinden elde
edilen verilerdir. Elde edilen verilerin
(ortalamatstandart hata) grafikleri Microsoft Excel
Programi ile ¢izildikten sonra grafik tizerinde
istatistiksel 6nem diizeyleri de belirtilmigtir.
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BULGULAR ve TARTISMA

Yirmi bir giin siiren deneyler sirasinda bakir etkisinde
kalan midyelerde ve kontrol gruplarinda herhangi bir
6lim olay1 gézlenmemistir. Deney sonuglar1 solungag
ve hepatopankreas dokularinda bakirin oksidatif
strese neden oldugunu ve bitiin enzim aktivitelerinde
anlamli  (P<0.05) artiglara neden  oldugunu
gostermistir. Ancak kontrol midyelerde 0-21 giin
arasinda antioksidan enzim aktivitelerinde
dalgalanmalar olsa da, bu degisimlerin higbiri
istatistiki olarak anlamli (P>0.05) olmamistir. Kontrol
midyelerin solungag ve hepatopankreasinda CAT
aktivitesi (umol H2O2/mg prot./dk.) sirasiyla 60.0+7.59
ve 199.8+12.03 olarak 6l¢tilmiistiir. Her iki dokuda da
CAT aktivitesi anlamh (P<0.05) artislar gostermigtir
(Sekil 1).
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Sekil 1. Farkli derisim ve siirelerde bakir etkisinde kalan midyelerin solungac (A) ve hepatopankreas (B)
dokularinda CAT aktivitesi. * igareti her etki siiresinde kontrol grubu ile bakir etkisinde kalan
midyelerdeki anlaml (P<0.05) fark: gostermektedir.

Figure 1. Activities of CAT in the gill (A) and digestive gland (B) of mussels exposed to copper in differing
concentrations and durations. * indicates significant differences (P<0.05) among individual control group

and its copper exposure groups.
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SOD aktivitesi (U/mg prot.) kontrol midyelerin
solungag¢ ve hepatopankreasinda sirasiyla 26.98+7.03
ve 18.98+2.95 olarak olgilmustir. SOD aktivitesi her
iki dokuda bakir etkisiyle anlamh artiglar (P<0.05)
gostermistir (Sekil 2). Kontrol midyelerin solungac ve
hepatopankreasinda GPX  aktivitesi  (umol/mg
prot./dk.) swrasiyla 0.42+0.03 ve 0.32+0.04 olarak
6lcilmiis olup, bakir etkisinde kalan gruplarda GPX
aktivitesinde anlamli (P<0.05) artislar goézlenmistir
(Sekil 3). GR aktivitesi (umol/mg prot./dk.) kontrol
midyelerin solungag¢ ve hepatopankreasinda sirasiyla
0.045+0.05 ve 0.065+0.01 olarak dl¢ulmuistiir. Her iki
dokuda da bakir etkisiyle GR aktivitesinde anlamh
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=30 ppb Cu === 90 ppb Cu
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Research Article
(P<0.05) artiglar olmustur (Sekil 4). Kontrol
midyelerde GST aktivitesi (umol/mg prot./dk.)

solunga¢ ve hepatopankreas dokularinda sirasiyla
0.11+0.032 ve 0.08+0.021 olarak 6l¢ilmiis olup, bakir
etkisinde kalan midyelerde GST aktivitesinde anlaml
(P<0.05) artiglar gozlenmistir (Sekil 5). Deney
baslangicinda (0. giin), kontrol midyelerin solungag ve
hepatopankreas dokularindaki toplam  protein
diizeyleri (mg protein/g y.a.) sirasiyla 8.03+0.97 ve
20.0+1.98 olarak 6l¢ilmiuistir. Yedinci, 14. ve 21. glin
sonunda yapilan Ol¢giimlerde toplam  protein
dizeylerinde dalgalanmalar olsa da, bu degisimler
istatistiki olarak anlaml (P>0.05) olmamistir (Sekil
6).
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Sekil 2. Farkli derisim ve siirelerde bakir etkisinde kalan midyelerin solungac (A) ve hepatopankreas (B)
dokularinda SOD aktivitesi. * isareti her etki slresinde kontrol grubu ile bakir etkisinde kalan
midyelerdeki anlaml (P<0.05) fark: géstermektedir.

Figure 2. Activities of SOD in the gill (A) and digestive gland (B) of mussels exposed to copper in differing
concentrations and durations. * indicates significant differences (P<0.05) among individual control group

and its copper exposure groups.
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Sekil 3. Farkli derisim ve siirelerde bakir etkisinde kalan midyelerin solungac¢ (A) ve hepatopankreas (B)
dokularinda GPX aktivitesi. * igareti her etki sliresinde kontrol grubu ile bakir etkisinde kalan
midyelerdeki anlaml (P<0.05) fark: gostermektedir.

Figure 3. Activities of GPX in the gill (A) and digestive gland (B) of mussels exposed to copper in differing
concentrations and durations. * indicates significant differences (P<0.05) among individual control group
and its copper exposure groups.
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Sekil 4. Farkli derigim ve siirelerde bakir etkisinde kalan midyelerin solungac (A) ve hepatopankreas (B) dokularinda GR
aktivitesi. * igareti her etki siiresinde kontrol grubu ile bakir etkisinde kalan midyelerdeki anlaml (P<0.05) farki
gostermektedir.

Figure 4. Activities of GR in the gill (A) and digestive gland (B) of mussels exposed to copper in differing concentrations and

durations. * indicates significant differences (P<0.05) among individual control group and its copper exposure
groups.
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Sekil 5. Farkli derisim ve siirelerde bakir etkisinde kalan midyelerin solungac (A) ve hepatopankreas (B) dokularinda GST
aktivitesi. * igareti her etki siiresinde kontrol grubu ile bakir etkisinde kalan midyelerdeki anlaml (P<0.05) fark:
gostermektedir.

Figure 5. Activities of GST in the gill (A) and digestive gland (B) of mussels exposed to copper in differing concentrations and

durations. * indicates significant differences (P<0.05) among individual control group and its copper exposure
groups.
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Sekil 6. Farkli derigim ve siirelerde bakir etkisinde kalan midyelerin solungac (A) ve hepatopankreas (B) dokularinda toplam
protein derigimi. * igsareti her etki siiresinde kontrol grubu ile bakir etkisinde kalan midyelerdeki anlamli (P<0.05)

fark: gostermektedir.
Figure

6. Concentrations of total proteins in the gill (A) and digestive gland (B) of mussels exposed to copper in differing

concentrations and durations. * indicates significant differences (P<0.05) among individual control group and its

copper exposure groups.

Bu ¢alismada, 21 giin stresince bakir etkisinde kalan
midyelerde herhangi bir mortalitenin goriilmemesi,
kullanilan bakir derisimlerinin subletal oldugunu
gostermektedir. Bu c¢alismada kullanilan bakir
derisimlerinin subletal oldugu baska midyelerde de
gosterilmistir (Rajalakshmi ve Mohandas, 2005;
Company ve ark., 2008; Zhou ve ark., 2021). Ancak,
deneylerde  midye  o6luimlerinin  gozlenmemesi,
midyelerin bakir maruziyetinden etkilenmedigi
anlamina gelmez. Zira hem solungag hem de
hepatopankreas dokularinda Dbiitin antioksidan
enzimlerin aktivitelerinde anlamli artiglar goriilmis
olmasi midye metabolizmasinin bakira kars1 tepki
verdigini ve oksidadif stres ile basa ¢ikmaya ¢aligtigim
gostermektedir.

Bilindigi gibi oksidatif stres tiim aerobik canlilar igin
potansiyel bir tehlikedir. Dogal olan oksidadif stres ile
birlikte, ¢evresel kirleticiler de oksidatif stresi
artirabilmektedir (Winston, 1991). Béylece, dogal ve
laboratuvar kosullarinda kirletici maddelere maruz
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kalan sucul hayvanlarda meydana gelen oksidatif
stresi  belirlemek i¢cin antioksidan sistemlerin
enzimleri kullanilmaktadir. Tatli su midyeleri su
kirliligi i¢in iyi bir bioindikat6r hayvan olduklarindan,
oksidatif stres biyobelirtecleri kullanilarak dogal ve
laboratuvar calismalarinda siklhikla kullanilmiglardir
(Doyotte ve ark.,1997; Labieniec ve Gabryelak, 2007;
Al-Fanharawi ve ark., 2019; Falfushynska ve ark.,
2018).

Literatiirde U. tigridis tirinde antioksidan
enzimlerinin bakira karsi verdigi tepkileri gésteren
caligsma sayisi sinirli olsa da, diger tatli su midyeleri ve
deniz midyeleri ile yapilmis ¢aligmalar
bulunmaktadir. Jorge ve ark. (2013) genc¢ tatlisu
midyesi Lampsilis siliquoidea ile yaptiklar: ¢calismada
cok diigiik derisimlerdeki bakirin (2 ve 12 pg/L) kronik
stirecte bile serbest radikal olusumunu, antioksidan
kapasiteyi, GST aktivitesini ve glutatyon diizeylerini
anlamh sekilde degistiremese de lipit
peroksidasyonuna neden oldugunu belirtmislerdir.
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Zhou ve ark. (2021) 7 giinliik bir deney protokoliinde
derin deniz midyesi Bathymodiolus platifronsu 100 ve
500 ug/Li derisimlerindeki bakir ve kadmiyumun
etkisine biraktiktan sonra, cesitli biyobelirteclerin

diizeylerini incelemiglerdir. Aragtiricilar her iki
metalin midyelerde biriktigini belirtirken, bakirin ve
kadmiyumun etkisinin farkh oldugunu

vurgulamiglardir. Ornegin, SOD aktivitesi her iki
metal tarafindan da degistirilemezken, CAT aktivitesi
bakir tarafindan artirnlmis, GSH diizeyleri ise
kadmiyum tarafindan artirilmigtir. Company ve ark.
(2008) deniz midyesi Bathymodiolus azoricus 24 giin
diisiik diizeydeki bakirin (25 pg/L) etkisine biraktiktan
sonra 6 gin eliminasyon slrecine tabii tutmuslar ve
solunga¢ ve manto dokusunda baz1 biyobelirteg
molekiillerin davranigini incelemiglerdir.

Deney sonuglar: midyelerde 24 gunde biriken bakirin
6 gunlik eliminasyon siiresine ragmen azalmadigini
gostermigtir.  Ayrica, CAT, GPX ve SOD
aktivitelerinde zamana baglh olarak bir artis egilimi
oldugunu gosterirken, bu ¢calismay1 da desteklemigtir.
Antioksidan  enzimlerin  aktiviteleri metallerin
yaninda ekolojik faktorlerle de degisebilmektedir
(Mlouka ve ark., 2019). Arastiricilar Akdeniz midyesi
(Mytilus galloprovincialis) ve mavi midyeleri (Mytilus
edulis) sicakllk ve bakirin etkisine birakarak
antioksidan enzimlerin tepkilerini incelemiglerdir.
Sonuclar bakirin etkisinin sicaklikla beraber daha da
arttigini ve midyelerin CAT, SOD ve GST
aktivitelerinde artiglar oldugunu gostermistir. Xu ve
ark. (2018) cok diisiik bakir derisiminin (8 ug/L) bile
Mytilus coruscusun hemositlerinde CAT ve SOD
aktivitesini artirdigimi, fakat daha dusik bakir
derisiminin (2 pg/L) anlamh degisime neden
olamadigini vurgulamiglardir. Bakir gibi kadmiyumun
da midyelerin antioksidan enzimler tzerine etkili
oldugu bilinmektedir (Sukhovskaya ve ark., 2019).
Arastiricalar kugu midyeleri (Anodonta cygnea) ile
yaptiklar: bir ¢galismada 10-100 pg/L derigsimlerindeki
kadmiyumun  midyelerde yiiksek  miktarlarda
kadmiyum Dbirikimine neden olmakla beraber,
midyelerin 6limine neden olmadigini, ancak oksidatif
strese neden oldugunu belirtmiglerdir.Calismanin
stiresi 72 saat olmakla beraber, CAT, SOD ve GPX
aktiviteleri ve GSH duzeyleri degerlendirildiginde
kadmiyumun dustiik derisimlerde ve kisa siirede
midyelerin antioksidan sistemini etkileyebildigini
gostermistir. Goswami ve ark. (2014) bakir (60 pg/L) ve
kadmiyumun (150 pg/L) birlikte etkilerini (21 giin)
deniz  yesil = midyelerinde  (Perna  viridis)
incelemiglerdir. Calismanin sonuglar1 SOD, GPX ve
GST aktivitelerinde anlamli artiglar oldugunu
belirtirken, bu ¢alismanin bulgularini da
desteklemektedir. Diger yandan metal
nanopartikillerinin midyelerinin antioksidan
enzimlerine olan etkileri de birka¢ calisma ile
gosterilmigtir. Midyelerin antioksidan sistem tepkisi
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uzerine yapilan c¢alismalar daha ¢ok deniz
midyelerinden, ozellikle  Mythilus turlerinden
gelmektedir. Gomes ve ark. (2011 Mytilus

galloprovincialisi 15 giin boyunca Cu nanopartikillere
maruz birakmiglar ve hayvanlarin oksidatif stres
biyobelirteg molekiillerindeki degisimleri
gozlemlemiglerdir. Arastiricilar midyelerin hem iyonik
hem de NP formlarinda solungaclarda bakir
biriktirdigini ve bu iki bakir formunun antioksidan
savunma sistemini degistirerek midyelerde oksidatif
strese neden oldugunu Dbelirtmiglerdir. Benzer
calismalar Ruiz ve ark. (2015) tarafindan da
yapilmistir. Arastiricilar, Cu nanopartikillerine
maruz kalan Mytilus galloprovincialisin
hepatopankreasinda antioksidan enzim aktiviteleri
uzerinde farkli etkiler yaptigin1 ve genel olarak
antioksidan aktiviteyi arttirdigimi goéstermiglerdir.
Bakir nanopartikilleri CAT ve SOD aktivitelerini
onemli oOlgtide artirirken solungaglarda bu etkinin
daha az oldugunu vurgulamiglardir.
Laboratuarimizda daha once yapilan bir calismada
(Canli ve Canli, 2021b), Cu nanopartikiillerinin U.
tigridisde CAT ve SOD aktivitelerini azalttigini,
ancak glutatyon metabolizmasi enzimleri olan GPX ve
GST aktivitelerini ise artirdigini gosterilmistir. Buda,
bakirin iyonik ve nanopartikil formlarinda farkh
etkilere sahip olabilecegini géstermekle beraber her iki
durumda da oksidatif strese neden oldugunu
vurgulamaktadir.

SONUC ve ONERILER

Tatlisu midyesi olan U. tigridis ile yapilan bu
calismada bakir etkisinde 21 gin stre ile kalan
hayvanlarin hem hepatopankreasinda hem de
solunga¢ antioksidan enzim aktivitelerinde anlamlh
artiglarin olmasi, bakirin neden oldugu oksidatif stresi
gostermesi bakimindan 6énemlidir. Bu durum, dogal
sucul ortamlarda metal etkisinde kalan midyelerde
olusabilecek kronik hasari vurgulamasi bakimindan
anlaml gérilmustir. Bir¢cok dogal sucul ortamlarda
metal derisimleri subletal duzeylerdedir. Ancak,
dustik bakir derisimlerinin bile midyelerde oksidatif
strese neden olmasi ¢evre duyarhiligi konusunu bir kez
daha vurgulamaktadir. Bu c¢aliganin devami olarak
midyelerde bakir toksistesi farkli yonlerden de
incelenebilir. Ornegin besin zincirinde metallerin
tasinmasi dogal sucul ortamlardaki durumu temsil
etmesi bakimindan o6nemli c¢aligmalar arasinda
goriilmektedir.
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Cikar Catismasi Beyan:

Makale yazari herhangi bir ¢ikar ¢atigmasi olmadiginm
beyan eder.

KAYNAKLAR

Al-Fanharawi AA, Rabee AM, Al-Mamoori AM 2019.
Multi-biomarker responses after exposure to
organophosphates chlorpyrifos in the freshwater
mussels Unio tigridis and snails Viviparous
benglensis. Human and  Ecological Risk
Assessment: An International Journal, 25(5): 1137-
1156.

Canli M, Stagg RM (1996) The effects of in vivo
exposure to cadmium, copper and zinc on the
activities of gill ATPases in the Norway lobster,
Nephrops norvegicus. Arch. Environ. Contam.
Toxicol. 31(4): 494-501.

Canli, E.G., Ila, H.B., Canli, M., 2019. Response of the
antioxidant enzymes of rats following oral
administration of metal-oxide nanoparticles (Al2Os,
CuO, TiOg). Environ. Sci. Pollut. Res. 26, 938-945.

Canli EG, Celenk A, Canli M 2021a. Accumulation and
distribution of nanoparticles (AloOs, CuQ, TiO2) in
tissues of freshwater mussel (Unio tigridis). Bull.
Environ. Contam Toxicol. (in press).

Canli EG, Canli M 2021b. Antioxidant system
biomarkers of freshwater mussel (Unio tigridis)
respond to nanoparticle (Al:Os, CuO, TiOs2)
exposures. Biomarkers, 26: 434-442.

Carlberg I, Mannervik B 1975. Purification and
characterization of the flavoenzyme glutathione
reductase from rat liver. J. Biol. Chem. 250: 5475-
5480.

Clark RB 1989. Marine pollution. Oxford: Oxford
Scientific Publications, Clarendon Press.

Company R, Serafim A, Cosson RP, Fiala-Médioni A,
Camus L, Colago A, Bebianno MdJ 2008. Antioxidant
biochemical responses to long-term copper exposure
in Bathymodiolus azoricus from Menez-Gwen
hydrothermal vent. Sci. Tot. Environ. 389(2-3): 407-
417.

Doyotte A, Cossu C, Jacquin MC, Babut M, Vasseur P
1997. Antioxidant enzymes, glutathione and lipid
peroxidation as  relevant  biomarkers  of
experimental or field exposure in the gills and the
digestive gland of the freshwater bivalve Unio
tumidus. Aquat. Toxicol. 39(2): 93-110.

Falfushynska HI, Gnatyshyna LL, Ivanina AV,
Sokolova IM, Stoliar O B 2018. Detoxification and
cellular stress responses of unionid mussels Unio
tumidus from two cooling ponds to combined nano-
Zn0O and temperature stress. Chemosphere, 193:
1127-1142.

Gomes T, Pinheiro JP, Cancio I, Pereira CG, Cardoso
C, Bebianno MdJ 2011. Effects of copper

nanoparticles exposure in the mussel
galloprovincialis. Environ. Sci. Techno.
9356-9362.

Mytilus
45(21):

40

Goswami P, Haritharan G, Godhantaraman N,
Munuswamy N 2014. An integrated use of multiple
biomarkers to investigate the individual and
combined effect of copper and cadmium on the
marine green mussel (Perna viridis). J. Environ.
Sci. Health Part A, 49(13): 1564-1577.

Habig WH, Pabst MdJ, Jakoby WB 1974. Glutathione
S-transferases. The first enzymatic step in
mercapturic acid formation. J. Biol. Chem. 249:
7130-7139.

Jorge MB, Loro VL, Bianchini A, Wood CM, Gillis PL
2013. Mortality, bioaccumulation and physiological
responses in juvenile freshwater mussels
(Lampsilis siliquoidea) chronically exposed to
copper. Aquat Toxicol. 126: 137-147.

Labieniec M, Gabryelak T, Falcioni G 2003.
Antioxidant and pro-oxidant effects of tannins in
digestive cells of the freshwater mussel Unio
tumidus. Mutation Research/Genetic Toxicology
and Environmental Mutagenesis, 539(1-2): 19-28.

Lartillot S, Kedziora P, Athias A 1988. Purification and
characterization of a new fungal catalase. Prep.
Biochem. 18: 241-246.

Livingstone DR, Lips F, Martinez PG, Pipe RK 1992.
Antioxidant enzymes in the digestive

gland of the common mussel Mytilus edulis. Mar. Biol.
112: 265-276.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ 1951.
Protein measurement with the Folin phenol
reagent. J. Biol. Chem. 193: 265-275.

McCord JM, Fridovich I 1969. Superoxide dismutase
an enzymic function for erythrocuprein
(hemocuprein). J. Biol. Chem. 244(22): 6049-6055.

Mlouka R, Cachot J, Boukadida K, Clérandeau C,
Gourves PY, Banni M 2019. Compared responses to
copper and increased temperatures of hybrid and
pure offspring of two mussel species. Sci. Tot.
Environ. 685: 795-805.

Nugroho AP, Frank H 2012. Effects of copper on lipid
peroxidation, glutathione, metallothionein, and
antioxidative enzymes in the freshwater mussel
Anodonta anatina. Toxicol. Environ. Chem. 94(5):
918-929.

Rajalakshmi S, Mohandas A 2005. Copper-induced
changes in tissue enzyme activity in a freshwater
mussel. Ecotox. Environ. Safe. 62(1): 140-143.

Ruiz P, Katsumiti A, Nieto JA, Bori J, Jimeno-Romero
A, Reip P, Cajaraville MP 2015. Short-term effects
on antioxidant enzymes and long-term genotoxic
and carcinogenic potential of CuO nanoparticles
compared to bulk CuO and ionic copper in mussels
Mytilus galloprovincialis. Marine Environmental
Research, 111, 107-120

Sukhovskaya IV, Borvinskaya EV, Kochneva AA,
Slukovsky ZI, Kurpe SR, Xu K, Tang Z, Liu S, Xia
H, Liu L, Wang Z, Qi P 2018. Effects of low
concentrations copper on antioxidant responses,
DNA damage and genotoxicity in thick shell mussel



KSU Tarim ve Doga Derg 25(1): 31-41, 2022
KSU J. Agric Nat 25(1): 31-41, 2022

Arastirma Makalesi
Research Article

Mytilus coruscus. Fish Shellfish immunology, 82:
77-83.

Xu K, Tang Z, Liu S, Xia H, Liu L, Wang Z, Qi P 2018.
Effects of low concentrations copper on antioxidant
responses, DNA damage and genotoxicity in thick
shell mussel Mytilus coruscus. Fish Shellfish
Immun. 82: 77-83.

Zhou L, Li M, Zhong Z, Chen H, Wang X, Wang M, Li
C 2021. Biochemical and metabolic responses of the
deep-sea mussel Bathymodiolus platifrons to
cadmium and copper exposure. Aquat. Toxicol. 236:

41

105845.

Winston GW 1991. Oxidants and Antioxidants in
Aquatic Animals. Comp. Biochem. Physiol. C-
Pharma. Toxicol. Endocrin.100: 173-176.

Wood CM, Farrel AP, Brauner CJ 2012a. Homeostasis
and toxicology of essential metals. Fish Physiology
31A. Academic Press, London pp 497.

Wood CM, Farrel AP, Brauner CJ 2012b. Homeostasis
and toxicology of non-essential metals. Fish
Physiology 31B. Academic Press, London pp 507.



