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ONSOZ

Projede Karasu Havzasi’nda (Erzurum) yasayan ova kurbagalarinda (Pelophylax ridibundus)
sitogenetik ve genotoksik aragtirmalar yapilmistir. Ozellikle sitogenetik olarak karyotip analizi
bolge i¢in ilk olma oOzelligi tasimaktadir. Diger sogukkanli hayvanlarda oldugu gibi
kurbagalarda da karyotip analizleri canli bireyler kullanilarak yapilmakta ve kisa siirede sonug
alinabilmektedir. Canli yakalanan bu kurbagalarin toplandigi alanlar da kirlilik agisindan
degerlendirilmek adia 6zenle secilmistir. Clinkii kurbagalarin ¢evre ile olan temaslar1 diger
sucul ve karasal omurgalilardan biraz farklidir. Biyolojileri geregi hem karasal hem de sucul
ekosistemi kullanan kurbagalar, her iki ekosistemdeki Kirlilikten etkilenebilmektedirler. Bu
prensip dogrultusunda yapilan projede tarim yapilan yerlerden yakalanan kurbagalarin kanlar
incelendiginde genotoksik etkilerin arttig1 tespit edilmistir. Ancak kromozom yap1 ve
isleyisinde herhangi bir anormallife rastlanmamistir. Calisma Atatiirk Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde yapilmistir ve Atatiirk Universitesi Fon Saymanlig1 tarafindan

BAP 2016/171 nolu proje ile desteklenmistir.
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OZET

Erzurum il sinirlar i¢cinde olan Karasu Havzasi Firat Nehri’nin kaynagini olusturmaktadir. Tarimsal
kaynakli suni giibrelerin, insektisitlerin, kanalizasyon, sanayi ve fabrika atiklarinin bu havzay:
kirlettigi diistiniilmektedir. Bu havzadaki kirlilik Firat Havzasi’n1 tehdit eder niteliktedir. Son yillarda
cevresel kirlilikteki artisla beraber amfibi populasyonlarinda ciddi azalmalar meydana geldigi
bilinmektedir. Bu amfibi tiirlerinden biri olan ova kurbagalari (Pelophylax ridibundus) Karasu
Havzasi’nda yasamaktadir. Bu ¢alismada 6nce Pelophylax ridibundus’un karyotipik 6zellikleri kemik
iligi ve barsaklarindan elde edilen metafaz kromozomlar: incelenerek arastirilmistir. Calismada
kullanilan kurbagalar Karasu Havzasi’nin 3 farkli noktasindan yakalanmistir. Kurbagalar canli olarak
laboratuvara getirilmis ve analizden 6nce akvaryumlara yerlestirilmistir. Kurbagalarin barsak epitel ve
kemik iligi ana hiicreleri karyotip analizi i¢in kullanilmistir. Bu hiicrelerden en iyi metafaz kromozom
yayilimlar1 1 saat hipotonik (0.075 M KCI) uygulama, soguk hazirlanmis karnoy soliisyonu (3
metanol: 1 glasial asetik asit) ile fiksasyon ve %10’luk Giemsa ile 20 dakika boyama sonucu elde
edilmistir. Kemik iliginden ve barsaklardan elde edilen mitotik kromozom preparatlarina daha sonra
gimis nitrat (AgNOR) boyama ve C-bantlama teknikleri uygulanmistir. Hazirlanan preparatlarda
yapilan incelemeler sonucunda her iki hiicre tipinde Pelophylax ridibundusun 2n=26 kromozoma
sahip oldugu anlasilmustir. Karyotip analizi sonucunda Pelophylax ridibundus’da 7 metasentrik, 5
submetasentrik ve 1 subtelosentrik kromozom ¢ifti oldugu belirlenmistir (14M+10SM+2ST). Kol
sayis1 FN=52 olarak tespit edilmis ve Ag-NOR pozisyonunun 10. kromozom ¢iftinin uzun kolunda
oldugu bulunmustur. C-bantlama ile yapilan karyotiplerde ise C-pozitif heterokromatin bantlarinin
kromozomlarin telomerlerinde oldugu goriilmiistiir. Karyotip simetri/asimetri indeksi 1.53 olarak
hesaplanmistir. Arastirmanin ikinci kisminda ise c¢evresel kirliligin etkilerini tespit etmek amaciyla
havzanin tarim yapilan alanlarindan (Derebogazi Koyt ve Sogitli Koyii) yakalanan Pelophylax
ridibundus tiiri kurbagalarda genotoksik c¢alismalar yapilmistir. Kurbagalarda genotoksisite,
eritrositik ¢ekirdek anormalliklerinin (ECA) olusumuna bakilarak tespit edilmistir. Bobrek sekilli
¢ekirdek, g¢entikli ¢ekirdek ve loplu c¢ekirdek anormallikleri kurbagalarin eritrositleri kullanilarak
belirlenmistir. Genotoksisite bakimindan Derebogazi Kdyii’nden yakalanan kurbagalarda istatistiksel
olarak bir artis gézlenmemistir. Ancak Sogiitlii Kdyii'nden yakalanan kurbagalarda genotoksistesinin

arttig1 ve istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pelophylax ridibundus, Su Kirliligi, Karasu Havzasi, Kromozom, Karyogram,

Idiyogram, Genotoksisite, Eritrositik Cekirdek Anormalligi.



ABSTRACT

Karasu Basin, in Erzurum boundary, is the source of the Euphrates River. It is considered that
artificial fertilizers, insecticides, municipal sewage, industrial and factory wastes are polluted
the basin. The pollution in the Karasu Basin also threatens the Euphrates basin. During the
last few years, many amphibian populations have been decreasing dramatically by
environmental pollution. An amphibian species marsh frogs (Pelophylax ridibundus) are
distributed in Karasu Basin. The karyotypic characteristics of Pelophylax ridibundus have
been investigated by examining metaphase chromosomes spreads obtained from bone marrow
and intestine epithelium. The frogs used in the study were caught from three stations of the
Karasu Basin. The frogs were transported to the laboratory as live, and kept in aquarium
before the analysis. Bone marrow and intestine of frogs were used for karyotype analysis. The
best treatment parameters for preparing good metaphase chromosome spreads from the cells
were optimized as hypotonic 1 hour (0.075 M KCI) treatment, fixation with carnoy solution (3
methanol: 1 acetic acid) and stained 10% Giemsa for 20 minutes. The prepared mitotic
chromosomes were also analysed silver staining (AgNOR) and C-banding techniques. It was
determined that Pelophylax ridibundus had 2n=26 chromosomes by investigation of the
chromosome spreads. Pelophylax ridibundus karyotypes were determined as being composed
of 7 metacentricc 5 submetacentric and 1 subtelocentric chromosome pairs
(14M+10SM+2ST). The fundamental arm numbers of chromosomes were determined FN=52
and Ag-NOR positions located in the long arm of chromsome pair 10. The C-banded
karyotypes showed C-positive heterochromatin bands at the telomeric regions of the
chromosomes. Karyotype symmetry/asymmetry index was 1.53. Secondly, to determine the
environmental pollution effects, we performed the genotoxicity studies in Pelophylax
ridibundus frogs collected at agricultural areas in the Karasu Basin (Derebogaz1 Village and
Sogiitli Village). Genotoxicity assays such as erythrocytic nuclear abnormalities (ENA) were
carried out on the frogs studied. ENA named kidney-shaped nucleus, notched nucleus and
lobed nucleus were assessed in peripheral blood erythrocytes of the frog. The genotoxic
effects did not show significant increasing between frog species caught from Derebogazi
Village, statistically. However, the toxic effects increased in Sogiitlii Village and this increase
was found to be statistically significant.

Keywords: Pelophylax ridibundus, Water Pollution, Karasu Basin, Chromosome, Karyogram,

Ideogram, Genotoxicity, Erythrocytic Nuclear Abnormalities.



1. GIRIS

Orta Avrupa ve Bati Asya’nin yaygm kurbaga tiirlerinden olan Pelophylax ridibundus
Pallas,1771 (Anura; Ranidae) Ulkemizde de yasamaktadir. Diger omurgalilarda oldugu gibi
kurbagalarda da sitotaksonomik analizler hayvanlarin sistematigi ve yayilislar1 hakkinda
giivenilir bilgiler verme noktasinda oldukca etkilidirler. Ozellikle karyotip analizleri bu
konuda en yaygin kullanilan tekniktir. Kurbagalarda yapilan karyotip analizlerinde 6zellikle
Rana (sinonim=Pelophylax) cinsinde kromozom sayisinin populasyonlar arasi farkliliklara
ragmen 2n=26 oldugunu gostermektedir (Kuramoto 1990). Yakin tiirlerde ise ayirim
kromozomlar1 C-bantlama teknigi ile ayirmak mimkiin olmaktadir. Bu teknikle
kromozomlarin heterokromatin  bdlgeleri yoniinden degerlendirilmektedir. Ulkemizde
Pelophylax ridibundus tiirtine ait ilk karyotip Alpagut ve Falakali (1995) tarafindan
yapilmigtir. Sonrasinda ise Orta Anadolu’da yayilis gosteren ayni tiire ait C-bantlama ve
giimiis nitrat boyama teknikleri ile karyotip olusturulmustur (Arslan et al. 2010). Ancak
Erzurum’da yayilis gosteren Pelophylax ridibundus tiiriine ait bu anlamda herhangi bir

calisma bulunmamaktadir. Bu eksiklik mevcut proje ¢alismasi ile giderilmeye caligilmistir.

2. GENEL BILGILER

Yeryiiziinde bulunan milyonlarca canli tiriinii simiflandirmak, insanoglunun en nihai
hedeflerinden biridir. Bu hedef dogrultusunda canlilart siniflandirarak, bilmedigl ve
hiikkmedemedigi bir seyden korkma, kontrol altinda tutamama korkusunu yenmistir. Ayni
zamanda siniflandirma islemini yaparak dogay1 ve dogada bulunan tiim canlilar1 kendi istegi
ve menfaati dogrultusunda daha verimli olarak kullanmayr basarmistir. Canlilarin
siniflandirma tarihi ¢ok eskilere dayanmaktadir. Nitekim Aristo ile baslayan bu islem
giinlimiize kadar devam etmistir. Yeni tiirlerin kesfiyle gelecekte de simiflandirma olgusu

varligin1 devam ettirecektir.

Biyolojinin herhangi bir dalinda gorev alan kisi, inceledigi bir organizmanin ya da analiz ettigi
numuneye ait canliyr sistematikteki yerini belirleyemedigi takdirde, gerektigi sekilde ve
derinlemesine bir ¢alisma yapamaz ve yorumlarinda yetersiz kalabilir. Ekolojik arastirmalarda
da caligma alanindan toplanan verileri degerlendirmek icin ilk olarak eldeki oOrneklerin
tiirlerinin teshis edilmesi ve sistematik yerinin iyi bilinmesi sarttir. Uzerinde galisilan bdlgenin

ekolojik olarak hakkiyla degerlendirilmesi i¢in o alanda yasayan biitiin canli gruplarinin daha

8



yakindan tanmmasit gerckmektedir (Yilmaz, 2012). Canlilar Aaleminin en Onemli
ozelliklerinden birisi degisebilme ve zengin bir ¢esitlenme potansiyeline sahip olmasidir. Ayni
tiirde yer alan fertlerin herbiri digerinden birgok 6zelligi agisindan farkli olabilirken, farkli
tiirlerin veya cinslerin daha fazla karakter bakimindan farkli olacag: asikardir. Taksonomistin
vazifelerinden birisi, inceledigi ya da mukayese ettigi taksonlarin hangi 6zellikler bakimindan
birbirlerinden ne derece farkli oldugunu ortaya koyup, elde edilen bilgiler 1s18inda ele aldig
canli grubun hangi tiire, alttiire veya cinse ait olabilecegi hususunda bir karara varmaktir.
Bunu yapmanin en kolay yontemi ise elindeki orneklerin morfolojik olarak fakli olup

olmadiklarini tespit etmektir (Y1lmaz, 2012)

Geg¢miste siniflandirma yapilirken; morfolojik karakterlere, direkt gézlemlere, sayimlara ve
Olcimlere dayali tespitler yapiliyordu. Bu durum taksonomide biiyilk Onem tasiyordu.
Canlilarda ayak sayisi, ayaklarin tirnakli veya perdeli olmasi, goz kapagmin varligi veya
yoklugu, tiiy, kil, pul gibi yapilarin bulunup bulunmamasina bagli olarak yapilan
karsilastirmalar ile elde edilen sonuglar herhangi bir alet gerektirmediginden bu islemlerin
daha pratik olarak yapilmasmi sagliyordu. Elbette ge¢miste siniflandirma yapmak icin
kullanilan yontemler ile giiniimiizde kullanilan yontemler arasinda azami farklar vardir.
Glniimiizde artik dig gorliniise bakilarak, metrik veya meristik yontemlerle yapilan
smiflandirma bazi alt tiirlerin veya kesfedilmemis tiirlerin tespitini zorlastirmaktadir. Zamanla
bu sekilde dogrudan nitel gozlem yoluyla ve alet kullanmadan degerlendirilebilecek
karakterler arasindaki uyum tespiti, tiir ve alttiir seviyelerinde yetersiz kalmistir. Bu sebeple
daha ayrintili yapilarda, daha o6zel ayirici Ozelliklerin varligi varsayilarak, daha hassas
gozlemlere baslanmistir. Ayrica, ayni donemde bu ihtiyaca paralel olarak gelisen 151k
mikroskoplari, faz-kontrast ve polarizasyon mikroskoplari gibi biiylitme giicii ¢ok yiiksek olan
gozlem araglarinin gelismesinin de hayvanlarin daha ince yap1 6zelliklerini agiga ¢ikarmada

onemli avantajlar saglamistir (Y1lmaz, 2012).

Gelisen teknolojiyle beraber siniflandirmada kullanilan yontemler de (sitogenetik, karyotip
analizi, elektroforez, biyoakustik metodlar, kromozom c¢alismalar1 gibi) daha kesin ve net
ayrim yapmamizi saglamistir. Béylece sadece morfolojiye bagh olarak yapilan ¢aligmalar ile
birbirlerinden ayrilmasi gii¢ olan tiirleri ayirmak i¢in daha iyi ve daha kesin sonuglar
verebilecek taksonomik karakterler {iretimi hedeflenmistir (Sevindik, 2013). Populasyon

genetikcileri yillardan beri, bireyler arasindaki farkli tohum ve ¢icek rengi ya da



beneklenmedeki ¢esitlilik gibi fenotipik farkliliklar1 g6z oniine alarak tiir i¢i ¢esitliligi tahmin
etmiglerdir. Canlilarin kalittm materyali olan DNA, populasyondaki bireyler arasindaki
genetik farkliliklar1 belirlemek ve nicellestirmek i¢in dogrudan kullanilan molekiiler bir
materyaldir. Bu yontem, populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik varyasyonlar
belirlemek ve degerlendirmek icin ¢ok onemli bir ara¢ olmustur. Cekirdek, mitokondri ve
kloroplastda bulunan DNA’lar genetik varyasyon seviyesini belirlemek i¢in analiz edilebilir.
Ilgili tiiriin DNA’s1 ile gerceklestirilen DNA profil analiz ydntemleriyle, koruma biyologlar
tarafindan genetik varyasyon dagilimimi ve diizeyini incelemekte ve koruma gayretlerine

yardimci olmakta kullanilmaktadir (Klug and Cummings, 2009).

Hayvanlarin sahip oldugu morfolojik, fizyolojik ve biyokimyevi 6zellikleri genetik ve cevre
sartlarinin bir gorlintiisii olarak ortaya ciktigindan sitotaksonomik c¢aligsmalardan, hiicre
seviyesinde bilgi elde edilir. Hiicrenin kromozomlarina kodlanmis olan genetik bilgileri
¢ekirdeginde oldugundan (yunanca : karyon = ¢ekirdek ) bu c¢alismalar karyoloji ad1 altinda
yuriitiilmektedir. Sitotaksonomik ¢aligmalarin ¢ogu, dnceleri kromozom sayilari, morfolojileri
ve davraniglariyla ilgili oldugu halde bugiin sitokimyevi caligmalarda olduk¢a hizlanma
durumuna girmistir. Kromozom analizleri yardimiyla hayvan populasyonlarinin genetik
yapilarinin belirlenmesi popiilasyonlar arasi ve populasyon i¢i (hatta bireysel ) kromozom
polimorfizmi tesbit edilebilir. Ayrica su kirliligi gdstergesi olarak, kromozomal hastaliklarin
tesbitinde, filogenetik iliskilerinin ortaya konulabilmesinden dolayr 6nemlidir. Ozellikle
amfibi ve siiriingenlerin iyi bir genel ¢evre sagligi gostergesi oldugu da diistiniilmistir (Pollet
and Bendell-Young, 2000).

Iki yasamlilar-Amphibia (eski Yunanca Amphi=iki; Bios=yasam) smifi icinde yer alan
Pelophylax ridibundus Pallas,1771 (Anura; Ranidae) Bat1 Palearktik su kurbagalari iginde en
eski tanimlanmis tiirlerden biridir. Tiiriin tip lokalitesini Dubois and Ohler (1994), Hazar
Denizi’nin kuzey kiyilart ve Volga Nehri olarak belirtilmekte ve dagilim alaninin Orta ve
Kuzey Avrupa’dan Asya’nin bati kismina kadar uzandigi ifade etmislerdir. Bir¢ok amfibinin
gelisimi bagkalagimla (metamorfoz) olur. Baskalasimda, suda yasayan ve solungaglariyla
soluyan larvalardan, sinirli kosullarda da olsa karada yasayan erginler gelisir. Larvalar
(iribaglar) baslangicta bir tabakali epidermise, dis ve i¢ solungaglara, géz kapaksiz gozlere,
gergek dislerin yerine boynuzumsu dislere, biiyiik l¢iide baliklarinkine benzeyen bir dolagim

sistemine, yanal ¢izgiye ve kuvvetli bir kuyruga sahiptir (Kuru, 2004). Pelophylax ridibundus
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(Pallas 1771) tiirti diinya tizerinde Kuzey Afrika, Orta ve Gliney Avrupa ve Bati Asya’yaya
kadar dagilim gosterir. P. ridibundus Anura takimmna ait olup Ulkemizde de bu takim 7
familya, 16 tiir ve bunlarin alttiirleri ile temsil edilir (Ozeti ve Yilmaz, 1994; Baran ve Atatiir,
1997).

P. ridibundus’da viicut boyu 15 cm kadar, kulak zar1 bariz ve bas yanlarindaki koyu renkli
serit yoktur. Deri kivrimlar1 sirt yanlarinda boydan boya uzanmustir ve iyi gelismistir. Deri
genellikle piirtiikliidiir. D1s ses kesesi erkeklerde belirgindir. Hayvanin hakim rengi sirt tarafta
yesilimsi gri, acik veya koyukahverengi olabilir. Koyu lekeler bu zemin iizerinde goriiniir.
Bazilarinin sirtlarmin tam ortasinda boyuna uzanan agik renkli bir serit bulunabilir. Karin
tarafinin hakim rengi ise genellikle kirli beyaz veya sarims1 olup ¢ogunlukla kiicilik lekelidir.
Ender de olsa alt tarafi kirmizimsi olanlara da rastlanir (Baran, 2005). Bazen akintili sularda
da bulunur. Besinlerini bocek tiirleri teskil eder. Tarima zarar veren bocek tiirleri ile sivrisinek
populasyonlarii dengede tutmaya katki saglayan kurbaga tiiriidiir. Ancak ihra¢ edilmek igin
gereken kurbaga Ornekleri lireme mevsiminde toplandigindan ova kurbagasi populasyonlari
bliylik 6l¢iide azalmistir. Tiirkiye’de uygun biyotop olan biitiin bolgelerde yayilmistir. Deniz
seviyesinden 2500 m. yiikseklige kadar bulunur ve {iilkemizde iki alt tiirliniin yagsadigi

bildirilmistir (Baran, 2005).

Kurbagalar gibi diinyanin hemen hemen her yerinde olabilen canli tiirlerinde tiir i¢i ve tiirler
aras1 varyasyonlar1 belirlemek zor olmaktadir. Bundan dolayr morfolojik metrik ve mersitik
karakterlerle beraber sitogenetik ve molekiiler c¢alismalara da ihtiya¢ duyulmaktadir.
Sitogenetik tekniklerin giin gegtikge gelismesi, canli gruplart arasindaki karyotipik
farkliliklarin ortaya konmasi agisindan bir firsattir. Omurgali hayvanlarda karyoloji ile ilgili
farkliliklar ortaya koyacak gesitli ¢alismalar son yillarda artarak devam etmektedir (Alpagut
and Falakali, 1995; Ergene et al., 1999; Ugurtas vd.,. 2001; Ergene and Cavas, 2002;
Lymberakis et al., 2007; Mindrescu and Ghiorghita, 2008; Martirosyan and Stepanyan, 2009;
Napoli et al., 2009; Arslan vd., 2010; Ergene vd., 2010; Kili¢ and Sisman, 2016; Sisman ve
ark., 2016). Ornegin Rana esculenta’nin Rana ridibunda ve Rana lessonae’nin hibridogenetik
iirtinli oldugu konusunda yapilan ¢alismalardan dogru sonu¢ alinmasi i¢in gesitli sitogenetik

caligmalar yapilmigtir (Spasic-Boskovic et al., 1999).
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Sitogenetik calismalarda oncelikli hedef, incelenen canlinin kromozomunu ve dagilimini
belirlemek icin karyotip calismasini yapip ardindan, uygun bantlama teknikleri ile
kromozomal formlar arasindaki iliskiyi ortaya koymaktir. Bantlama c¢alismalari, bantlama
sonucu elde edilen bant durumlarinin filogenetik analizlerde kullanilabilecek karakterler
oldugunu gostermesiyle, dnem kazanmustir (Dobingy et al., 2004). Insan kromozomlarimni
birbirlerinden ayirt etmek i¢in basit ve kullanigli bir teknigin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmasi bantlama metotlarinin gelisimi i¢in énemli bir kolaylik saglamistir ve bantlama
teknikleri, 6zellikle insanlar {izerinde yapilmas1 planlanan ¢alismalar igin gelistirilmistir. Ik
bantlama teknigi 1968’de uygulanmis ve bu teknik ile kromozomlar iizerinde bantlar halinde

dizilmis sekanslarin ayirt edilmesi kolaylasmistir (Caspersson et al., 1968).

Kromozomlar iizerinde bantlagmis bolgeleri olusturarak kromozomlari ayirt etmeye yonelik
bir¢cok teknik tanimlanmistir. Bunlardan en onemlileri C, G, R bantlaridir. Bunlardan baska
daha az kullanilan ve hazirlanmasi daha zor olan Q bandi teknigi de vardir (Gosden, 1994).
Memeliler arasindaki sistematik iligkileri belirlemeyle ilgili problemleri ¢ézmede karyotip
calismalar1 biiyiik 6neme sahiptir. Taksonomik bir karakter olarak karyotipin baslica avantaji
yapisinin ¢evrenin direk adaptif etkilerinden etkilenmemesidir. Yani hava sicakligi, nem, su
miktari, besin c¢esidi ve miktar1 gibi faktorler canlinin dig goriinlisii lizerinde cesitli
degisiklikler olustursa da gen ve kromozom yapist bu fiziksel ¢evre sartlarindan etkilenmez.
Ayrica karyolojik farkliliklar, birbirleriyle karsilastirilan formlarin direk olarak tireme
izolasyon derecesini gosterebilir. Karyolojik metotlar akraba tiirlerin taksonomik ve sistematik
durumlariyla ilgili problemlerin ¢éziimiinde ve benzer Ozelliklere sahip tiirlerin morfolojik
olarak ayirt edilmesinde ¢ok yararli metotlardir. Karyotip populasyon i¢i degisimi ve
populasyonlar arasindaki iligkileri tiiriin karakteristik yapisina gore ortaya g¢ikaracak kesin

sonuglara ulastirir. (Sumner, 2008).

Karyolojik teknikler, sitotaksonomik analizler ile diinyanin her yerinde yayilis gosteren
Pelophlax cinsinin karyotipini karakterize etmek i¢in giivenilir bir aragtir. Ayrica pestisit
kirliligini belirlemede, kromozomlarin say1 ve yapisinda meydana gelen degisiklikleri agiga
¢ikarmada, erozyon, orman tahribi, yapilasma, kimyasal miicadele, izolasyon gibi durumlarin
tirlesmeye katkist olup olmadigi ya da hibrid tiirlerin acgiga ¢ikmasinda ne derece etkili

oldugunu tesbit etmek i¢in bu tekniklerin kullanilmasi sarttir.
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Avrupa tiirleri de dahil amfibiler ve stiriingenlerle ilgili taksonomik isimlendirme listesi
stirekli degigsmektedir. Bu durum, tiirlerin birbirinden ayrilmasinda, yeni gizli tiirlerin agiga
c¢ikmasinda protein elektroforezi, sitogenetik, biyoakustik metodlar, kromozom caligmalari
gibi yeni tekniklerin kullanilmasini gerektirmektedir. Dubois (1998) tarafindan da ¢ogunlukla
vurgulandig1 gibi, bu degisikler yeni tekniklere ve bazi ‘alttiirler’in durumunu yeniden
degerlendiren yeni konseptlere, ayrica smiflarin sistematik benzerliklerinden dolay1
siniflandirma uzmanlarinin tamamen dikkatinden ka¢mis olan yeni smiflarin kesfine
dayanmistir. Yeni tiirlerin agiga c¢ikarilmasini kolaylagtiran bu calismalar ayni zamanda;
kromozomlarda meydana gelen degisikliklerin aciga ¢ikarilmasinda, mikronukleus
analizlerinde, nuklear anormallikler ve yogun tarimsal faaliyetlerde kullanilan pestisitlerin

genotoksik etkileri hakkinda bilgi sahibi olabilmemizi saglamistir.

Son yillarda, mikrogekirdek (MC) testinin ucuz, basit olmasi, ister laboratuvar ortaminda
isterse dogal ortamda uygulanabilir olmasindan dolay1r kromozomlarin sayisal ve yapisal
hasarlarinin  belirlenmesi amaciyla baliklar iizerine etkin bir bi¢gimde kullanilmaya
baslanmigtir (Cavas ve Ergene-Goziikara, 2005). Amfibilerde de ¢ekirdekli alyuvar bulunmast
nedeniyle MC testleri bu canlilarda kullanigh hale gelmektedir. Memeli sistemlerde, MC
deneylerinin duyarliligi ve kullanilabilirligi yeni bir teknik olan, hiicre boliinmesi esnasinda
heniiz yeni olusmus iki niikleuslu hiicrelerde mikroniikleus sayimina olanak veren bloke-
sitokinez metodu ile 6nemli oranda arttirilmistir (Fenech and Morle, 1985). Amfibiler ve
baliklarda ise ¢ekirdekli eritrositlerde sadece mikro ¢ekirdek degil loplu, gentikli, tomurcuklu,
cift ¢ekirdek ve bobrek sekilli g¢ekirdek olusumlari gibi olduk¢a genis bir yelpazede

genotoksisite taramalar1 yapilmaktadir.

Bir¢ok karsinojen ve mutajen madde DNA’da hasara yol agar, ya da DNA’nin diizgiin olarak
eslenmesini 6nler. DNA hasarlarinin genotoksik sonug¢lart DNA eslenmesi gerceklesinceye
kadar ve hiicre dongiisii tamamlanincaya kadar goriilmez. Genotoksik madde etkisini
gostermeden Once hasarlarin tamirini saglamak iizere isleyen ¢esitli biyokimyasal basamaklar
vardir. Mikroniikleuslar ya asentrik kromozom fragmentlerinin ya da anafaz sonrasinda ana
niikleus i¢inde yer alamayan tiim bir kromozomun kondensasyonu sonucu olusur. Baska bir
ifade ile dogrudan DNA’da ya da ig ipliginde meydana gelen hasar ile hiicre boliinmesi

sonunda ana niikleusa dahil olmayan kirik kromozom fragmentlerinden ya da tim
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kromozomun kromatin haline donilismesi ile olusur. Bir hiicrede goriilen mikroniikleus o

hiicredeki sayisal veya yapisal bir genetik hasari isaret eder (Heddle et al., 1983).

Tiirlerin populasyon durumlarinin belirsiz olmast, bu grup iizerindeki yapilacak ¢alismalara ve
elde edilecek bilgilere bilyiik ihtiya¢ oldugunu gostermektedir. Ulkemizdeki amfibi
populasyonlarini tehdit eden baslica dogal ve yapay faktorler; orman tahribi ve erozyon, tatlisu
ortamlarinin kurutulmasi, biyolojik ve kimyasal miicadele, 6trofikasyon, tarimsal girdiler ve
ciktilar, yapilasma ve ihracattir (Cigek vd., 2011). Yapilan arastirmalarla diinya ¢apinda,
ozellikle son 20 yil igerisinde kurbagalarda deformasyonlarin goriilme sikligi artmis ve
populasyon azalmalari gozlenmistir (Houlahan et al., 2000; Sparling et al.,, 2001). Bu
azalmay1 durdurabilmek icin, hangi faktorlerin rol oynadigini belirlemek 6nemlidir. Amfibi
sayisindaki bu yaygin azalmalara dair kanitlar hizla ortaya konmakla beraber bu azalmalarin
altinda yatan sebepler hala tam olarak agiklanamamustir. Artik glinlimiizde bu azalmalara
neden olan bir faktor olarak pestisit kirliligi de dikkate alinmakla beraber bu konuya iliskin

bilimsel aragtirmalar hala yeterli degildir.

Bu bilgiler 1s181inda proje kapsaminda daha 6nce kromozom sayilari tespit edilmemis Karasu
Havzasi’nda yasayan Pelophylax ridibundus tiirii kurbagalarin kromozom sayilarinin tespiti ve
buna bagli olarak kurbagalarin yasadigi tarimsal ortamlardaki muhtemel ¢evresel kirliliginin

kurbagalarin genetik yapisi {izerine olabilecek olumsuz etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Bolgeleri

Karasu Havzasi ismini i¢inden gegen Karasu Nehri’nden almaktadir. Nehir 1890 m rakimli
Erzurum Ovast’nin tek akarsuyudur. Firat Nehri’nin 6nemli iki kolundan biri olan Karasu
Nehri, Erzurum smirlar i¢inde Dumlu Dagi’nin eteklerinden dogar ve Erzurum Ovasi’ni
dogu-bati yoniinde gecerek ovanin kuzeydogusundaki 3000-3500 m yiikseklikteki Karacagiz,
Giivercin ve Kandil Daglari’ndan gelen Kosk, Karagobek ve Dumlu Derelerinin
birlesmesinden sonra Karasu adin1 alir. Once giineybatiya dogru akar, sonra batiya yonelir.
Ilica ilgesinden Pulur Cayr’ni alir ve Ispir yolu iizerinde bulunan Sergeme Deresi’yle de
birleserek ovayi terk eder. Suyunu Firat Nehri iizerine kurulmus Elazig’da bulunan Keban
2

Baraj Go6lii’ne ulastirmaktadir. Karasu Nehri’nin Erzurum ili igindeki drenaj alani 1642 km

ve ortalama akimi 4,304 m*/sn dir (Sénmez, 2011).

Aragtirmamizda tarimsal faaliyet cesitliligi durumu gz Oniine alinarak 3 istasyon seg¢ilmistir.
Bunlardan ilki Erzurum’un merkez koylerinden olan Derebogazi Kdyii’nden gecen
Omertepesuyu Deresi’nin kdye giris noktasidir. Burasi kirliligin hic olmadig: referans
istasyonu olarak kabul edilmistir (1. Istasyon). Digeri aym derenin kdy ¢ikisinda olan ve suni
giibrelemenin yapildig1 alan olarak segilmistir (2. Istasyon). Son istasyon ise yogun tarimsal
faaliyetin yapildig1 ve pestisit kullaniminin tespit edildigi, ayn1 dereden sulamanin yapildigi

Sogiitlii Kdyii olmustur (3. Istasyon).
1. Istasyon: Derebogazi K&yii I. Erzurum- Derebogazi Koyii 28.6. km (Sekil 3.1)

2. Istasyon: Derebogazi Koyii II. Erzurum- Derebogazi Koyii 27. km (Sekil 3.2)
3. Istasyon: Sogiitlii Koyii. Erzurum- Sogiitlii Koyii 17.7. km (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. 3. Istasyon: Sogiitlii Koyii. Erzurum- Ségiitlii Koyii 17.7. km. 39°53'16.0 K,
41°06'34.5 D.

Calismada segilen istasyonlarin dogal faunasinda bulunan Pelophylax ridibundus tiirii
kurbagalar tercih edilmistir (Sekil 3.4). Ornekler Haziran ve Ekim 2016 tarihlerinde
toplanmistir. Bunun igin gerekli izinler olan Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan Etik Kurulu izni (EK1), Orman ve Su Isleri Bakanhigi’ndan Arastirma Izni
(EK2), Gida tarim ve Hayvancilik Bakanligi’ndan Arastirma Izni (EK3) ¢alisma baslamadan

once ilgili yerlere miiracaat edilerek alinmistir.
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Sekil 3.4. Pelophylax ridibundus (Ova kurbagasi, &), dorsal goriiniis.

3.2. Sitogenetik Yontemler

3.2.1. Giemsa boyama (G bantlama)

Karasu Havzasi’ndan toplanan toplam 60 kurbaga Ornegi ilizerinde inceleme yapilmistir.
Kurbagalara ilk islem olarak mitoz bdliinmeyi tesvik etmesi amactyla diseksiyondan 30 saat
once karimn bolgelerinden %1°lik fitohemaglutinin verilmistir. Diseksiyondan yaklasik 18 saat
once mitozdaki hiicreleri metafaz agsamasinda durdurmak igin %1°lik kolsisin soliisyonundan
ayn1 bolgeye enjekte edilmistir. Enjeksiyon miktarlar1 10 g viicut agirligt i¢in 1 ml olacak
sekilde ayarlanmistir. Daha sonra hayvanlar benzocain ile bayiltilip disekte edilerek once
barsak ¢ikarilmig, hipotonik sivi ig¢inde (0,075 M KCIl) boydan boya kesilmis ve oda
sicakliginda yaklasik 60 dakika bekletilmistir. Hiicre slispansiyonunu igeren tiipler 2000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek 3:1 oraninda hazirlanmis carnoy i¢inde fiske edilmis ve bu
islem 2 kez tekrarlanmistir. Son santrifiijlemeden sonra siipernatant atilarak tiipte kalan 0,5

ml’lik hiicre siispansiyonu Onceden sogutulmus temiz lamlar iizerine damlatilmis ve
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kurumaya birakilmistir. Havada kurutulan lamlar fosfat tamponunda hazirlanmis % 10°1uk

giemsa boyasiyla 20 dakika boyanmis, saf sudan gegirilmis ve kurutularak incelenmistir.

Kemik iliginden kromozom eldesinde ise farkli bir yol izlenmemistir. Kurbagalar disekte
edildikten sonra hayvanin uzun kemikleri olan tibia ve femur, kas ve bag dokudan iyice
temizlenmis ve kemiklerin epifizleri her iki taraftan diizgiince kesilmistir. Kemik iligi, 0,075
M KClI igeren bir insiilin enjektorii yardimiyla itmek suretiyle bir saat cami igerisine alinmig
ve doku kiigiik parcalara ayrilarak 60 dakika 0.075 M KCI iginde bekletilmistir (Sekil 3.5).

Tespit ve boyama islemleri yukaridaki gibi tekrarlanmistir.

Sekil 3. 5. Kurbaga femurundan ¢ikarilan kemik iligi (ok).
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3.2.2. Giimiis nirtat boyama (AgNOR)

Fikse edilmis preparatlar %50’lik AgNO; iceren soliisyona daldirilmis, kurutmadan lamel
kapatilmig, 2 saat 60 derecede inkiibe edilmis, saf suyla yikanmis, kurutulmus, %?2’lik
giemsada 30 dk boyanmuis, saf sudan gegirilmis ve havada kurutularak lamellerin etrafi kanada

balsami ile kapatilarak incelenmistir.

3.2.3. C Bantlama

Fikse edilmis preparatlar 0.2 N HCI i¢inde 30 dk bekletilmis, sonra saf sudan gegirilmis ve
havada kurutulmustur. Preparatlar taze hazirlanmis Ba(OH), soliisyonunda 30 derecede 10 dk
bekletilmistir. 0.2 N HCI’ye batirilip ve sonra saf suyla yikanmistir. Sonra 2XSSC i¢inde 60
derecede 1.5 saat bekletilmis, saf suyla yikanmis ve kurutmadan %10’luk giemsada 10 dk

boyanmis, yikanmis, kurutulmus ve incelenmistir.

3.2.4. Karyotip Analizi

Karyotipler kromozomlarin boylarina gore simniflandirilarak hazirlanmistir.  Kromozom
formiiliinii belirlemek i¢in kromozomlardaki her kol 6l¢iilmiistiir. Kol 6lgtimleri Leica LAS
EZ 3.0 goriintii analiz etme bilgisayar programiyla yapilmistir. Her kromozomun kol orani
(KO), sentrometik endeksi (SE) ve nisbi kol uzunlugu (NKU) hesaplanmistir. Bunun igin

asagidaki formiillerden yararlanilmistir.

KO = Uzun Kol / Kisa Kol uzunlugu (um olarak)
SE =100 x Kisa Kol uzunlugu / Toplam kromozom uzunlugu

NKU = 100 x Kromozomun Toplam Boyu / Kromozomlarin Boylar1 toplami

Homolog kromozom ciftlerini ve karyotip formiiliinii belirlemek icin kromozomlar SE
degerlerine gore siralanmistir. Bu islem Levan et al. (1964)’iin metoduna goére yapilmistir.
Buna gore SE degeri 50.00-37.51 olan kromozom giftleri Metasentrik (M), 37.50-25.01
olanlar Submetasentrik (SM), 25.00-12.51 olanlar Subtelosentrik (ST) ve 12.50-0.00 olanlar
da Telosentrik (T) olarak smiflandirilmistir. Ayrica Microsoft Office Excel program

kullanilarak karyotipin idiyogrami da ¢ikarilmistir.
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Karyotip simetri ve asimetrisi ise Eroglu (2015)’na gore asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmustir.

SIA;=(1 xM)+ (2 xSM)+ (3 xST)+(4xT)/2n

S/IA, = simetri asimetri indeksi; M = metasentrik kromozom sayisi; SM = submetasentrik
kromozom sayisi; ST = subtelosentrik kromozom sayis;; T = telosentrik metasentrik
kromozom sayisi; 2n = diploid kromozom sayisim1 géstermektedir. Buna gore S/A, degeri 1.0-
2.0 arasinda olan i¢in karyotipi simetrik, 2.1-3.0 olan simetrik asimetrik arasinda ve 3.1-4.0

olan karyotipde asimetrik olarak siniflandirilmaktadir.

3.3. Sitogenetik Analizde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

%1°lik Fitohemaglutinin: 0.1 g fitohemaglutinin 100 ml saf suda ¢dziinerek hazirlanir.

%1’lik Kolsisin: 0.1 g kolsisin 100 ml saf suda ¢6ziinerek hazirlanir.

0.075 M KCI: 0.5592 g KCI 100 ml saf suda ¢oziinerek hazirlanir.

Carnoy fiksatifi: 150 ml metanol 50 ml asetik asitle (veya 3:1 oraninda) karistirilarak elde

edilir.

Fosfat tamponu: iki farkli ¢dzeltinin degisik miktarlarda karistirilmasi ile elde edilen
tampondur. Karyotip analizlerinde Giemsa boyas1 pH 6.8 olarak hazirlanan tampon icinde
hazirlanmalidir. Tampon i¢in 2 farkli ¢6zelti hazirlanir.

Cozelti A: Na2HPO4 (Disodyum hidrojen fosfat)’ten 11.9 g alinir ve 1000 ml su iginde
¢ozunlr.

Cozelti B: KH2PO4 (Potasyum dihidrojen fosfat)’ten 9.1 g alinir ve 1000 ml su i¢inde

¢ozuntr.

%10’luk Giemsa: Cozelti A’dan 50 ml, Cozelti B’den 100 ml alinir. pH’s1 6.8 olan bu

karigimdan 90 ml alinir ve {izerine 10 ml giemsa boyasi eklenir.
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Ba(OH), Soliissyonu: Her zaman taze hazirlanir. 350 ml’lik beher hafifce isitilir ve ig¢ine 55
derecelik su yerlestirilir. Bir kasik dolusu Ba(OH); bu kaba konur ve karistirilir. Biraz

soguduktan sonra (50 derecenin altina inince) preparatlar i¢ine daldirilir.

2XSSC: Boyama yapmadan 10 dk once hazirlanir. 175.32 g NaCl ve 88.23 g Sodyum sitrat

1000 ml saf suya tamamlanarak hazirlanir. Oda sicakliginda 1 yil sabitligini korur.

3.4. Genotoksik Analiz

Genotoksik etkileri belirlemek amaciyla eriskin kurbagalarin kanlar1 tercih edilmistir.
Bilindigi gibi kurbaga kani eritrositleri cekirdeklidir ve bu hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki
anormallikler (eritrositik ¢ekirdek anormallikleri=ECA) genotoksisitenin bir gostergesidir
(Carrasco et al., 1990). Bu amagla yakalanan her kurbagadan 4 adet yayma kan preparati
hazirlanmistir. Bu preparatlar 10 dakika etanolde fikse edildikten sonra giemsa boyasinda 30
dakika boyanmistir. Hazirlanan her preparat 100’lik objektif altinda 1000 adet eritrosit
sayilarak incelenmistir. Incelenen preparatlarda bobrek sekilli ¢ekirdek, loplu ¢ekirdek ve

centikli ¢ekirdek gibi eritrositik ¢ekirdek anormallikleri ve frekanslari tespit edilmistir.
Istatistik

Arastirma sonuglarinin  degerlendirilmesi SPSS 20.0 istatistik programi kullanilarak
yapilmistir. Her istasyon i¢in elde edilen ortalama ECA degerlerinin karsilastirilmasinda

ANOVA ve LSD testleri kullanilmistir. Aradaki fark p<0.05 seviyesinde anlam yo6niinden

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.2. Pelophylax ridibundus’un Karyotip Analizi

Ova Kurbagasi’nin disi ve erkek bireylerinin barsak ve kemik iliginden hazirlanan
preparatlarda barsakta 248 ve kemik iliginde 525 adet metafaz plagi sayillmistir. Metafaz
sikligimin  kemik iliginde daha fazla oldugu bulunmustur. Metafaz plaklarinda sayilan
kromozom sayist barsakta % 4.8 oraninda 2n=22, % 19.0 oraninda 2n=44, % 72 oraninda
2n=26 ve % 4.2 oraninda 2n=28 (Tablo 4.1), kemik iliginde ise % 1.5 oraninda 2n=22, % 9.3
oraninda 2n=24, % 87.4 oraninda 2n=26 ve % 1.8 oraninda 2n=28 (Tablo 4.2) olarak tespit
edilmistir. En ¢ok tekrar eden degerin hem barsakta hem de kemik iliginde 2n=26 oldugu

anlagilmistir.

Tablo 4.1. Pelophylax ridibundus’un barsak dokusundaki kromozom sayisinin siklik analizi

Preparat No Metafaz sayisi 2n=22 2n=24 2n=26 2n=28
RB1 25 1 4 18 2

RB2 36 2 9 22 3

RB3 38 1 8 27 2

RB4 95 5 15 72 3

RB5 54 3 11 40 -
Toplam 248 12 47 179 10

% 4.8 190 72.0 4.2

RB: “ridibunda barsak” kelimelerinin bas harfidir.

Tablo 4.2. Pelophylax ridibundus’un kemik iligi dokusundaki kromozom sayisinin siklik
analizi.

Preparat No Metafaz sayisi 2n=22 2n=24 2n=26 2n=28
RK1 85 1 8 74 2

RK2 100 2 12 85 1

RK3 65 1 4 60 -

RK4 95 1 3 82 1

RK5 180 3 14 158 5
Toplam 525 8 49 459 9

% 1.5 9.3 87.4 1.8

RK: “ridibunda kemik iligi” kelimelerinin bas harfidir.

Incelenen 773 metafaz plagindan en iyi gériinen ve en iyi dagilim gosterenlerden hazirlanan
karyogramda kromozomlardan 7 ¢iftinin metasentrik (M), 5 giftinin submetasentrik (SM) ve 1
ciftinin de subtelosentrik (ST)) oldugu belirlenmis ve karyotip 14M-+10SM+2ST olarak
diizenlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Pelophylax ridibundus’un giemsa ile boyanmis (G bantlama) metafaz plagi (A) ve
karyotipi (B). Metasentrik (M), submetasentrik (SM) ve subtelosentrik (ST) kromozomlar
gruplandirilmistir (14M+10SM+2ST).
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Kromozom kol uzunluklarinin 2.16 ile 9.45 um arasinda degistigi, en uzun kromozomun
metasentrik, en kisanin da subtelosentrik oldugu, kromozom kol sayisinin (Fundamental Arm
Number:FN) ise FN=52 oldugu bulunmustur (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Pelophylax ridibundus’un kromozomlarinin 6lgtimleri (wm olarak) ve sentromerik
endeksleri
Kromozom Kisa Uzun Toplam Kol  Sentromer Nisbi kol Kromozom Kol

numaras: kol kol uzunluk oran1 ik indeks uzunlugu formu sayisi
(%)
1 432 513 945 1.19 457 15.9 M 4
2 27 4.05 6.75 1.5 400 11.4 M 4
3 27 4.05 6.75 1.5 400 11.4 M 4
4 27 324 594 1.2 455 20.2 M 4
5 2.16 3,51 b5.67 1.6 381 9.5 M 4
6 1.89 243 4.32 1.3 437 7.3 M 4
7 162 216 3.78 1.3 429 6.4 M 4
8 1.08 2.7 3.78 2.5 28.6 6.4 SM 4
9 0.81 216 2.97 2.7 27.2 5.0 SM 4
10 0.81 216 2.97 2.7 27.2 5.0 SM 4
11 081 162 243 20 333 4.1 SM 4
12 081 162 243 20 333 4.1 SM 4
13 054 162 216 3 25.0 3.6 ST 4
Total 59.4 13 52

*M: metasentrik, SM: submetasentrik, ST: subtelosentrik, T: telosentrik

Bu olgiimlere gore hazirlanan idiyogram Sekil 4.2°de gosterilmistir. 1. 2. 3. 4. 5. 6. ve 7.
kromozom c¢iftleri metasentrik (14M), 8. 9. 10. 11. ve 12. kromozom giftleri submetasentrik
(10SM), 13. kromozom ¢ifti de subtelosentrik (2ST) olarak sirayla gruplandirilmistir. Bu
tiirde cinsiyete bagli herhangi bir kromozom tespit edilememistir. Simetri/asimetri indeksi ise
SIAj = (1 x 14) + (2 x 10) + (3 x 2) / 26 = 1.53 olarak tespit edilmis olup Pelophylax

ridibundus’un karyotipinin “simetrik” oldugu anlagilmistir.
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Sekil 4.2. Pelophylax ridibundus’un idiyogrami.

Giemsa boyama gibi rutin boyama yontemleri karyotip hakkinda genel bilgi saglar. Ancak C
ve NOR bantlama gibi diger bantlama yontemleri ile daha ayrintili bilgiler edinilebilmektedir.
Bu nedenle Pelophylax ridibudus’un karyolojik ozelliklerini incelemek amaciyla Giemsa
bantlama yonteminden baska giimiis nitrat boyama (Ag-NOR) ve C-Bantlama yontemlerinden
de yararlanilmistir. Ag-NOR boyama kromozomlardaki niiklear organizer bolgeleri (NOR)
boyar ve gosterir.  Yapilan boyama ile Pelophylax ridibudus’un NOR bdlgesinin 10.
kromozom ¢iftinin uzun kolu tizerinde oldugu bulunmustur (Sekil 4.3). Bir diger boyama ise
C-Bantlama teknigidir. Bu yontemle kromozomlardaki yogun tekrar eden ve ifade edilmeyen
DNA bolgeleri belirlenebilmektedir. Yapilan boyama ile Pelophylax ridibudus’un konstitiitif
heterokormatinler 5. ve 8. kromozom ¢iftlerinin uzun kolunun ug kisimlarinda, 12. kromozom

ciftinin kisa kolunun ug¢ kisminda lokalize oldugu saptanmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Pelophylax ridibudus’da NOR bdlgelerini gosteren giimiis nitrat boyali metafaz
plagi. Oklar 10. kromozom ¢iftini gostermektedir.

Sekil 4.4. P. ridibudus’da Konstitiitif heterokromatin kisimlarin1 goésteren C-bantlama
yapilmis metafaz plagi. Oklar ilgili kromozomlardaki (5, 8 ve 12. kromozomlar)
heterokromatin noktalarini gostermektedir.
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4.3. Pelophylax ridibundus’da Genotoksik Analiz

Aragtirma kapsaminda Ozellikle tarimsal faaliyetler dikkate alinarak Karasu Havzasi i¢inde
belirlenen bolgelerden yaz basi ve hasat sonrast iki farkli zamanda Pelophylax ridibundus tiirii
kurbagalar genotoksik ag¢idan incelenmislerdir. Yakalanan kurbagalarin boyutlarinin ayni
olmasma dikkat edilmistir. Nitekim Haziran 2016’te yakalanan kurbagalarin ortalama
agirliklar1 74.16 g ve burun ucundan kloak kenar1 arasi ortalama uzunluklar1 (SVL) 10.4 cm,
Ekim 2016’te yakalanan kurbagalarin ortalama agirliklar1 85.37 g ve burun ucundan kloak

kenar1 aras1 ortalama uzunluklar: 10.37 cm olarak ol¢tilmiistiir.

Derebogaz1 I (Kontrol), Derebogazi II (Suni giibre alani) ve Sogiitlii Koyii (Pestisit alani)
bolgelerinden yakalanan kurbagalarin eritrositik ¢ekirdek anormallikleri (ECA) frekanslar
Tablo 4.4’de verilmistir. Mukayese istasyonlar arasinda yapildiginda Derebogazi I (Kontrol)
kurbagalarinda ECA frekansi diisiik gozlenmistir. ECA frekans1 Derebogazi II (Suni giibre
alan1) kurbagalarinda biraz artmis, ancak bu artig da istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. ECA’ya baglh genotoksisitenin Sogiitlii Koyl (Pestisit alani1) kurbagalarinda

ise onemli dl¢iide arttiZ1 tespit edilmistir.

Mevsimsel olarak karsilastirildiginda ise Sogiitli Koyli'nden haziran ayinda yakalanan
kurbagalardaki genotoksistenin ekimde yakalananlara gore biraz daha fazla oldugu
bulunmustur. Bunun nedeni yaz basinda uygulanan pestisite maruz kalma olarak gosterilebilir
(Tablo 4.5). Uygulanan pestisitlerin zamanla par¢alanmasi ve etkisinin azalmasi da ekim

ayindaki azalan genotoksisiteden anlasilabilir.

Tablo 4.4. Secili lokalitelerinden yakalanan Pelopylax ridibundus kurbagalarin periferal

eritrositlerindeki ¢ekirdek anormallikleri ve frekanslar1 (ort£SH).

Cekirdek anormalligi Derebogazi I Derebogaz: 11 Sogutlii
Centikli ¢ekirdek (C) 0.05+0.01 2.01+£0.90 6.40+1.20
Loplu ¢ekirdek (L) 0.02+0.00 0.6+0.40 1.90+0.70
Bobrek sekilli ¢ekirdek (BS) | 0.024+0.00 0.9+0.02 1.70+0.40
Toplam (C+L+BS) 0.09+0.01 3.51+0.00* 10.0+£3.50*

* p<0.05 seviyesinde istasyonlar arasindaki istatistiki olarak farklilig1 gosterir.
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Tablo 4.5. Sogitli Koyii’nden yakalanan kurbagalarin genotoksisitesinin  mevsimsel
degisimi.

Periferal Eritrosit Haziran 2016 | Ekim 2016
Toplam eritrositik cekirdek 13.0 11.2
anormalligi (ECA) frekansi”

*Sayilar % olarak frekans1 gostermekle birlikte her bir kurbagadan hazirlanmis 5’er preparat
tlizerinden elde edilmistir.

Genotoksik agidan kurbagalar incelendiginde en ¢ok tespit edilen g¢ekirdek anormalliginin
centikli ¢ekirdek (Sekil 4.5B) oldugu tespit edilmistir. Bunu sirayla loplu c¢ekirdek (Sekil
4.6B) ve bobrek sekilli ¢ekirdek (Sekil 4.6A) izlemistir.
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Sekil 4.5. Pelophylax ridibudus’un eritrositlerinde tespit edilen ¢ekirdek anormallikleri. A)
Normal ¢ekirdekli eritrosit. B) Centikli ¢ekirdekli eritrosit (oklar)
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Sekil 4.6. Pelophylax ridibudus’un eritrositlerinde tespit edilen ¢ekirdek anormallikleri. A)
Bobrek seklinde ¢ekirdekli eritrosit (0k). B) Loplu ¢ekirdekli eritrosit (0K).
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Tim bu bulgulardan elde edilen sonuglar soyle 6zetlenebilir:

1- Pelophylax ridibudus’un karyotipi 2n=26, 14M+10SM+2ST, FN=52 olarak tespit

edilmistir.

2- NOR bolgesi 10. kromozomun uzun kolu tlizerindedir ve konstitiitiif heterokromatin 5. ve 8.
kromozomlarin uzun, 12. kromozomun kisa kolu iizerinde olup c-pozitif bolgeler
kromozomlarin telomerlerinde bulunmustur.

3- Kurbagalarin karyolojisi dokular, eseyler ve istasyonlar aras1 degisiklik gostermemistir.

4- Yakalanan tiim kurbagalarda genotoksik hasar tespit edilmistir.

5- Genotoksik hasar tarim ilaci kullanilan alan olan Sogiitlii Koyii kurbagalarinda diger bolge
kurbagalarina gore fazla bulunmustur. Suni giibre kullanim sahasinda ise bu oran diigmiistiir.
Kontrol bolgesi kurbagalarinda ise ECA’ya oldukga seyrek rastlanmaistir.

6- Genotoksik hasarin Haziran ayinda Ekim ayina gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Bunun nedeni yaz basinda uygulanan pestisit ve suni gilibreye maruz kalma olarak

gosterilebilir.
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5. TARTISMA ve SONUC

1800’lerde buharli makinelerin icadiyla baglayan c¢evresel kirlilik her gecen giin artmaktadir.
Dogal olmayan her madde ekosisteme girdikge mevcut organizmalarin tamami
etkilenmektedir. 1950 ve sonrasinda insan kendini de bu ekosistem i¢inde bulmus ve doganin
kaynaklarinin smirsiz olmadigini anlayarak yine kendi eliyle kirletmis oldugu diinyasim
temizlemeye, korumaya hatta kurtarmaya baslamistir. Ancak bir yandan tedbirler alirken bir
yandan da sentetik madde tiretimine devam etmistir. Tamda bu noktada iki problem karsisina
ctkmistir. Ne kadar kirletiyoruz ve bu Kirlilikten kimler etkileniyor? ister bitki olsun ister
hayvan olsun sorularin cevabi tiim canlilari ilgilendiriyor. Ozellikle hayvanlar kirlilikten
etkilenmekle birlikte bu kirliligi besin zincirine dahil etmeleri noktasinda olduk¢a 6nemli
olabiliyorlar. Amfibiler dedigimiz iki yasamlilar hem suda hem de karada yasadiklarindan
cevresel felaketlerden daha cok etkilenmektedirler. Dolayisiyla genetik yapilarinda da gecici
veya kalic1 hasarlar olabilmektedir. Buradan hareketle ¢alismamizda bulundugumuz boélgenin
en yaygm amfibi tiirii olan Pelophylax ridibundus kurbagalari secilmistir. Oncelikle
karyotipinin ¢ikarilmasi hedeflenen bu kurbagalarin yakin akraba populasyonlardan temelde
aynt olmasma ragmen bazi farkliliklara sahip oldugunu tespit edilmnistir. Ayrica bu
kurbagalarin tarimsal faaliyetlerden etkilenip etkilenmedikleri de genotoksik analizler
uygulanarak belirlenmeye calisilmistir. Bu boliimde ilgili tiirlin 6nce karyotipi, sonrada

ekotoksikolojik mukayesesi yapilacaktir.

Bugiine kadar Rana ve Pelophylax cinslerinin yaklasik 300 tiiriinden daha fazlasi i¢in karyotip
caligmalar1 yapilmistir. Bu tiirler i¢in kromozom sayisinin 2n=26 olup (bazilarinda 22 veya
24) kromozom tipleri metasentrik, submetasentrik ve subtelosentrik olarak tespit edilmistir
(Martirosyan and Stepanyan, 2009). Proje kapsaminda Karasu Havzasi’nin tarim yapilan
alanlarindan yakalanan Pelophylax ridibundus tiirii kurbagalarda yapilan karyotip analizi
Dogu Anadolu Bolgesi i¢in ilk olma ozelligindedir. Bu baglamda ilgili tiirlin kromozom
sayisinin  2n=26 oldugu ve kromozm tiplerinin de metasentrik, submetasentrik ve
subtelosentrik morfolojisinde oldugu bulunmustur. Calisilan tiiriin disi ve erkek bireylerinde
ise herhangi bir esey kromozomuna rastlanmamistir. Karyotip 3 farkli metoda gore
hazirlanmistir. Giemsa boyama, C-Bantlama ve Ag-NOR boyama. Arastirmamiz neticesinde
Pelophylax ridibundus tiirti kurbagalarda 7 metasentrik, 5 submetasentrik ve 1 subtelosentrik
kromozom ¢ifti oldugu belirlenmistir (14M+10SM+2ST). Kol sayisi FN=52 olarak tespit
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edilmis ve Ag-NOR pozisyonunun 10. kromozom ¢iftinin uzun kolunda oldugu bulunmustur.

C-bantlama ile yapilan karyotiplerde ise C-pozitif heterokromatin bantlarinin 5. 8. ve 12.

kromozomlarin telomerlerinde oldugu goriilmiistiir. Karyotip simetri/asimetri indeksi de 1.53

olarak hesaplanmaistir.

Yapilan diger calismalarda benzer sonuglar elde edilmistir.

Mukayesenin daha kolay yapilabilmesi i¢in asagidaki tablo olusturulmustur (Tablo 5.1)

Tablo 5.1. Pelophylax ridibundus’un karyotipik 6zellikleri (q: uzun kol, p: kisa kol)

Populasyo | 2n | Esey c-bant NOR | Karyotip formiilii | Simetri/asimetri | Kaynak
nyeri kromo indeksi
zomu
Karasu 26 | - 5q, 8q, 109 | 14M+10SM+2ST | 1.53-simetrik Bu proje
havzasi 12p
Erzurum
Mersin 26 | - - - 14M+10SM+2ST | 1.53-simetrik Ergene ve
Goksu ark. 2010
Ermenistan | 26 | - 20,5p, 9q, | 10g | 10M+12SM+4ST | 1.76-simetrik Martirosyan
10q, 12p and
Stepanyan,
2009
Izmir (1)- 26 | XX, = 10q I-16M+4SM+6ST | 1.61 Alapagut ve
Beysehir XY 9q - 1.65, 1.61- Falakali,
() 1SM+5SM+6STQ | simetrik 1995
14M+8SM+4STJS
Suudi 26 | XX, - 10q 14m+12sm 1.46- simetrik Al-Shehri,
Arabistan XY Al-Salech,
2005
Makedonya | 26 | XX, 3p 10g | 8m+14sm+4st 1.84- simetrik Spasic-
XY Boskovic et
al. 1999
Orta 26 | - (1,2p,3q 10g | 10m+16sm 1.61- simetrik Schmid,
Avrupa 4i,51,7p, 1978
9p,10qi,
11p)
.(4qi,5p,
80i,130q)
Giircistan 26 | - - 10q 10m+16sm 1.61- simetrik Ivanov,
Madjanov,
1973
Rusya 26 | - - 9q 10m+12sm +4st 1.76- simetrik Kaybeleva et
al., 2004
Ukrayna - - 9q 8m+14sm+4st 1.84- simetrik Suryadnaya,
2003
Cin 26 | - - - 14m+12sm 1.46- simetrik Gang Wei et
al., 1992
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Yukaridaki tablo incelendiginde Pelophylax ridibundus’un Cin’den Orta Avrupa’ya kadar en
onemli ortak noktast kromozom sayisinin 2n=26 olmasi ve kromozom simetri/asimetri
degerinin 1.46-1.84 arasinda olup “simetrik” kromozom yapisinina sahip olusudur. Ancak
kromozom yapisinda bir takim farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkliliklar da genellikle
metasentrik ve submetasentrik kromozomlardan ve 6zellikle 6 ve 13. kromozom ¢iftlerinden
kaynaklanmaktadir. Karasu Havzasi, Izmir, Ermenistan, Suudia Arabistan, Ukrayna, Rusya,
Avrupa ve Cin popiilasyonlarinin kromozom sayilari ayni oldugu, ilk 5 ¢ift kromozomun
metasentrik, ikinci 5 ¢iftin submetasentrik ve sonuncu ¢iftin de subtelosentrik oldugu
goriilmistir (Tablo 5.1). Sentromerik indeks bakimindan Erzurum kurbagalarindaki
subtelosentrik kromozom degeri 25.0 iken Ermenistan popiilasyonunda da bu deger 25.0,
Suudia Arabistan ve Avrupa kurbaglarinda bu deger 21.9-24.7 arasinda degismektedir. Bu
benzerlik bize en yakin cografya olan Ermenistan populasyonu ile Karasu havzasi
populasyonlarinin birbirine daha yakin olduklarimi gostermektedir. Literatiire gore C-
heterokromatin  Ranidae familyasinin  bircok tlirinde kromozomun sentromerinde
yogunlagmistir (Schmid, 1978; Miura 1995). Pelohylax ridibundus’da telomerik bantlar 3. ve
5. kromozom ¢iftlerinin kisa kolu iizerinde tespit edilmistir (Heppich, 1978). Ermenistan
kurbagalarinda C-pozitif heterokromatin bolgeleri 2q, 5p, 9q, 10q, 12p olup Karasu Havzasi
kurbagalarinda C-pozitif heterokromatin bolgeleri 5q, 8q, 12p kromozomlarinda bulunmaktadir.
Buradaki benzerlik 5 ve 12. kromozomlarda goriilmektedir. Ag-NOR boyamalardan elde edilen
sonuglar mukayese edildiginde 10q kromozumda olan NOR bdlgesi hem Karasu Havzasi
kurbaglarinda hem de Ermenistan, Suudi Arabistan, Makedonya, Orta Avrupa ve Giircistan

kurbagalarinda da tespit edilmistir.

P. ridibundus’un Tirkiye’deki populasyonlart ile ilgili 2 Onemli calisma yapilmistir.
Bunlardan ilkinde Alpagut and Falakali (1995) yapmus olduklari karyotip ¢alismasinda Izmir
ve Beysehir kurbaglarini karsilastirdiklarinda kromozom sayisinin ayni oldugunu ancak
karyotipin farkli oldugunu bulmuslardir. Izmir populsyonunun karyotipi 16M+4SM+6ST olup
eseyler arasinda bir farklilik yokken Beysehir populasyonunda disiler 15M+5SM+6ST,
erkekler 14M+8SM+4ST karyotipli olarak tespit edilmistir. Ancak kromozom simetri/asimetri
durumlarinin neredeyse ayni oldugu goriilmektedir (Tablo 5.1). Karasu Havzasi
kurbagalarinin karyotipleri metasentik kromozom bakimindan bu kurbagalarla benzerlik
gostermektedir. Diger ¢alismada ise gliney bat1 Anadolu’da yayilis gosteren 91 adet kurbagada

mitotik ve mayotik kromozom analizi yapilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda Izmir,
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Bulca, Pazaragag bolgesinden yakalanan kurbagalarin kuzey bélgedeki Pelophylax ridibundus
tirii kurbagalarla ayn1 oldugu, ancak Goller Bolgesi’nden yakalanan kurbagalarin Balkan
tirleri olan Rana epeirotica ve Rana shqiperica’ya karyolojik olarak daha ¢ok benzedigi
sonucuna vartlmistir (Alpagut and Falakali, 2006). Bu iki g¢alisma gosteriyor ki ayni
cografyada yasayan kurbagalar da bile tirlesme noktasinda farkliliklar olabilir ve bu
farkliliklar karyolojik olara da ortaya konabilimektedir. Yukaridaki kurbaganin karyotipi ile
ilgili tilkemizde yapilan bir diger ¢calismada, Ergene vd. (2010) Mersin bolgesinde yakalanan
P. ridibundus orneklerinde kromozom sayisinin 2n=26 oldugunu, kromozomlarmnin 14
metasentrik, 10 submetasentrik, 2 akrosentrik oldugunu belirlemislerdir. Bu degerler Karasu
Havzas1 kurbagalarinin karyotipleri ile tamamen ortiismektedir. Ranidae familyasina dahil
tiirlerde diploid kromozom sayist genelde 26 olmasina karsin kromozom sayis1 14-30 arasinda
degistigi bildirilmistir (Keskin, 2000). Arslan vd. (2010) ise Konya ili Meram, Beyschir,
Hadim lokalitelerinden toplanan 9 Pelophylax ridibundus 6rneginde karyotipin 14 metasentrik
ve 12 submetasentrik (14M+12SM) kromozomdan olustugunu, diploid kromozom sayisinin
da 2n=26 ve kol sayisinin FN=52 oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 ¢alismada bu tiiriin
kromozomlarimin tamamiin sentromerik konstitutif heterokromatine sahip oldugu ve Ag-
NOR boyama teknigi ile 8 nolu submetasentrik kromozomun uzun kolu iizerinde niikleolar

organizator bolge (ikincil bogum) oldugu da tespit edilmistir.

Pelophylax ridibundus’un karyotipi ile ilgili tilkemiz disida yapilan ¢alismalarda da benzer
bulgular elde edilmistir. Rana cinsinin gesitli tiir ve alttiirlerine ait farkli populasyonlarda
karyotipik farkliliklarin oldugu daha Once yapilan galismalarla rapor edilmistir (Birstein,
1984; Green, 1985; Napoli et al., 2009). Rana ridibunda ve Rana esculenta tiirlerininin
sitogenetik olarak incelendigi bir ¢alismada Moldovya’nin kuzeyinden toplanan bu iki tiiriin
de 2n=26 kromozoma sahip oldugu belirtilmistir. Her iki tiiriin kromozomlarinin boyutlarina
gore yapilan iki gruplu degerlendirmede ise ilk grubun 1-5 numarali biiyiik kromozom
ciftinden, ikinci grubun ise 6-13 numarali kiiciik kromozom c¢iftlerinden olustugu rapor
edilmistir (Mindrescu ve Ghiorghita, 2008). Palearktik zoocografik bolge simirlarinda kalan
Ermenistan’in 9 farkli lokalitesinden toplaana Pelophylax ridibundus ornekleri iizerinde
yapilan karyolojik inceleme sonucunda bu tiirtin diploid kromozom sayisinin 2n=26 oldugu
tespit edilmistir. Bu tiirde karyotipin 10 metasentrik, 12 submetasentrik ve 4 subtelosentrik
kromozomdan olustugunu, 10. kromozom ¢iftinde ikincil bogum bulundugunu; 2. ve 10.

kromozom ¢iftlerinin uzun kollarinda, 9. kromozom ¢iftinin uzun kolunun telomerik
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bolgesinde ve 5. kromozom ¢iftinin kisa kolunda C hetorokromatin bolgelerin bulundugu da
belirtilmistir (Martirosyan ve Stepanyan 2009). Karasu Havzasi kurbagalarmin karyotipi

Ermenistan populasyonuna da benzerlik géstermektedir.

Giliniimiizde teknolojinin ilerlemesine paralel olarak cevreye birakilan agir metal iyonu
miktarinin ve c¢esidinin artmasi, tarimda zirai ilaglama faaliyetlerinin ve suni giibre
kullaniminin ¢ogalmasi, gida tiikketimindeki artisla birlikte suni iiretim artisina gidilmesi gibi
baz1 faktorleri de i¢ine alan pek ¢ok sebepten dolayr canli ¢evrenin kirlenip, bozuldugu
goriilmektedir. Buradan yola ¢ikarak calismamizin ikinci kisminda Karasu Havzasi icinde
zirai tarimin yapildigi, 6zellikle pestisit ve suni giibre kullanimin oldugu bolgelerde yasayan
ova kurbagalarinin (Pelophylax ridibundus) bundan etkilenip etkilenmedikleri aragtirilmistir.
Yaptigimiz ¢alismada Karasu Havzasi’nda belirlenen ii¢ istasyondan (Derebogazi I, II ve
Sogiitli) yakalanan Pelophylax ridibundus tirii kurbagalarda cevresel kirliliginin etkileri
genotoksik yontemle belirlenmistir. Bu amagla kurbagalarin periferal kan eritrositlerinde
cekirdek anormallikleri tespit edilmistir. Sogiitlii koyl kurbagalarinda tespit edilen ¢ekirdek
anormalliginin diger istasyonlardan fazla bulunmustur. Derebogazi Koyii (IT) istasyonunda ise
Derebogazi Koyii (I-Kontrol) istasyonuna kiyasla ¢ekirdek anormallikleri frekansinda biraz
artisin  oldugu gozlenmistir. Karasu Havzasi’ndaki tarimsal ve endistriyel kaynakli
kirlenmenin dogal fauna ve floray1 olumsuz yonde etkiledigi yaptigimiz bu ¢alisma ve diger
calismalarla net olarak gosterilmistir. Ornegin Sisman et al. (2015) yapmis olduklari bir
calismada Karasu Havzasi’nin tek akarsuyu olan Karasu Nehri ve civarinda yasayan
Pelophylax ridibundus tiirii kurbagalarin sucul kirlilikten etkilenip etkilenmedigini ayni
yontemle arastirmislar ve ¢imento fabrikasi yakinlarinda yasayan bu kurbaglarda mikro
cekirdek, bobrek sekilli ¢ekirdek, centikli ¢ekirdek ve loplu c¢ekirdek anormallikleri tespit
etmislerdir. Kirlenmis bdlge kurbagalarinin kanlarinda ¢ekirdek anormalligi frekansi temiz
bolge kurbagalarina gore Onemli Olgiide arttigr tespit edilen genotoksisitenin endiistriyel,
tarimsal ve evsel aktivitelerle ilgili olabilecegi kanaatine varmislardir. Benzer sonuglar
Aymak (2010)’1n Mersin yoresi Rana ridibunda tiirii kurbagalarda da tespit edilmistir. Tlgili
aragtirmada ¢ekirdek anormalligi frekansi ozellikle agir metal kirliliginin oldugu yerde
yasayan kurbagalarda olduk¢a fazla bulunmustur. Bir diger ¢alismada Vize Dag1 (Kirklareli)
ve Ida Dagi (Canakkale) etrafindan toplanan Pelophylax ridibundus tiirii kurbagalarin

eritrostileri lizerine ¢ekirdek anormallikleri arastirilmistir. Sonugta her iki alan kurbaglarinda
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da toplam c¢ekirdek anormalliginin olduk¢a fazla oldugu, Ozellikle Vize daginda mikro

¢ekirdek frekansinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Giirkan et al., 2012).

Amfibi eritrositleri olduk¢a esnek hiicrelerdir. Bu hiicreler i¢in mikro ¢ekirdek testini ilk
gelistiren kisi Jaylet et al. (1986)’dir. Buna gore kurbaganin periferal yayma kan preparatlari
hazirlanir ve her 1000 hiicrede meydan gelen ¢ekirdek anormallikleri sayilir. Bu test 1999
yilindan itibaren amfibilerde genotoksik ajanlarin varligini tespit etmek kullanilmaya
baslamistir (Zoll-Morreux and Ferrier, 1999). Mikrogekirdek ve diger ¢ekirdek anormallikleri
ozellikle sulardaki kirlenmenin bir derecesi olarak da kabul edilmistir (Compana et al., 2003;
Gauthier et al., 2004). Bu ¢alismada da kullanilan yontemle Karasu Havzasi’nda tarim yapilan

alanlardaki kurbagalarda ¢esitli ¢cekirdek anormallikleri tespit edilmistir.

Ulkemizde 6zellikle Dogu Anadolu Bolgesi’ndeki kurbagalarla ilgili karyotip ve Kirlilik
analizi i¢in daha dnceden yapilmis kapsamli bir arastirma bulunmamaktadir. Karasu Havzasi
icinde tarim yapilan bolgelerden yapilan kurbaga orneklemeleri neticesinde tiim alanlardan
yakalanan kurbagalarin karyotipleri 14M+10SM+2ST, 2n=26 ve FN=52 olarak tespit
edilmigstir. Kirlilik acisindan yapilan degerlendirmede ise Sogiitli Koyl yerleskesi
kurbagalarinda genotoksisitenin anlamli bir sekilde arttigi, Derebogazi II bolgesindeki
kurbagalarinda azaldigi ve Derebogazi I kurbagalarindaki anormallik frekansinin ise onemsiz
oldugunun bulunmasi1 Sogiitlii  bolgesi kurbagalarimin  buradaki tarimda kullanilan
pestisitlerden etkilenmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Kurbagalarin o6zellikle pestisit
uygulanmig tarlalardan secildigini hatirlarsak yorumu daha anlamli ve net yapabiliriz.
Derebogaz1 II bolgesinde ise suni giibre kullanimina bagli olarak kurbagalarda hafif bir
genotoksisite artisinin oldugunu diistinebiliriz. Derebogazi I ise ¢evresel kirlilik etkilerinin
neredeyse sifir oldugu bir bolge oldugu igin buradaki kurbagalarda anormallik durumlarin ¢ok
az oldugu bulunmus, bu da mevsim, beslenme ve yasa bagl olarak ortaya cikabilen hafif
degisiklikler olarak degerlendirilmistir. Mecvut kirliligin burada yasayan kurbagalar kadar
ayn1 ortamdaki diger canlilar1 da etkiledigini unutmamak gerekir. Keza besin zincirine karisan
pestisit ve kalintilar1 hem uygulandig bitki ile hem de bu bdlgenin otlaklarinda yayilan mera
hayvanlar1 yolu ile insana kadar ulasabilecegi goz ardi edilmemelidir. Herhangi bir 6nlem
alinmadig: takdirde yakin gelecekte tarimsal ve endiistriyel gelismelere bagl olarak Karasu
Havzasi’ndaki kirliligin daha fazla artabilecegi ve belki buradaki amfibi ve diger

omurgalilarda kalic1 hasarlara yol acabilecegi de dngoriilmektedir.
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arasinda, altr aylik periyotlarla (Mayis, Haziran, Temmuz, Agustos, Eylil ve Ekim aylarinda)
Erzurum il sinirlan igerinde kalan; Karasu Nehri, Coruh Irmag, Aras Irmag, Tortum Cayr,
Hunis Cayr ve bu akarsularin kollar: ile etrafinda yer alan sulak alanlarda (her akarsuda
ti¢ -3- bélge olmak iizere toplam onbes -15- istasyon) balik avlamak icin, germe ag, serpme ag
ve elektroyoker kullanilarak her istasyondan on -10- adet olmak tizere, onbes -15- istasyondan
toplam ytizelli -150- adet balik, kurbaga igin ise 50 cm capinda plastik atraplar kullamlarak
her istasyondan ‘bes -5- adet olmak lizere, onbes -15- istasyondan toplam yetmisbes -75- adet
kurbaga 6meklemesi yapilmasina,

Cahiymalarin yapilacag giinlerin; ¢alisma bélgesinde bulunan Gida, Tarim ve
Hayvancilik Il Miidiirliigi’ne snceden bildirilmesi, Il Miidiirliigiinde gorevli bir personelin proje
¢aliymalarina katilmasi, “3/1 ve 3/2 No’lu Su Urtinleri Avcihifim Diizenleyen Tebliglerde
belirtilen hiikiimlere riayet edilmesi, elde edilen su driinlerinin higbir suretle satiimamasi ve
yurtdisina ¢ikartilmamass, ¢alismalara yabama arastirmacinm katilmamas1 ve proje
calisma sonuclarinm Bakaabguniza gonderilmesi sartlarina  uyulmasi kaydi ile uygun
goritlmistitr.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

/2. Uos
N Dr. Durali KOCAK

/ Bakan a.
Genel Mudir

* Dr\GlT[MI

Geregi: Bilgi:
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