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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

PESTISITLERIN TROFIK TRANSFER SONUCU ORTAYA CIKAN ETKILERININ
IKI TURDEN OLUSAN (Chlorella vulgaris ve Daphnia magna) TATLI SU BESIN
ZINCIRINDE DEGERLENDIRILMESI

Ramazan TANER

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dali

51+ix sayfa
2021
Danisman: Prof. Dr. Abbas GUNGORDU

Pestisitler uygulandiklar1 alanda bulunan biitiin organizmalan farkli diizeylerde de
olsa dogrudan etkilerken maruz kalan organizmalarda birikebilirler, biyotransforme olarak
daha toksik metabolitlere doniisebilirler ve/veya canli etkilesimleri ve besin zinciri yoluyla
canlidan canliya transfer olabilirler. Bu ¢alismada glifosat bazli bir herbisit (GBH) ve
trifloksistrobin bazli bir fungusite (TBF) besin zinciri yolu ile maruz kalmanin Daphnia
magna tzerindeki etkileri, biyokimyasal ve morfolojik belirtecler kullanilarak
degerlendirildi. Caligmada tathi su ekosistemlerinin {iireticiler diizeyini temsil eden bir alg
tiiri olan Chlorella vulgaris ve birincil tiiketiciler diizeyini temsil eden su piresi,
Daphniamagna test organizmasi olarak se¢ildi. Hem ortalama letal konsantrasyon (LCs)
belirleme caligmalarinda hem de farkli ortamlarin (beslenmeyen, karisim yemle beslenen
ve Chlorella ile beslenen) pestisit toksisitesi iizerine etkilerinin degerlendirildigi
caligmalarda, maruz birakilan D. magna bireylerinin letalite diizeyleri, boy, en ve spin
uzunluklart belirlendi. Ayrica farkli ortamlarda pestisitlere maruz birakilan D. magna
erginlerinde glutatyon S-transferaz, glutatyon reduktaz, katalaz (CAT), karboksilesteraz,
asetilkolinesteraz aktiviteleri ve rediikte glutatyon diizeyi 6l¢iildii. GBH ve TBF’nin D.
magna igin 48 saatlik LCsy degerleri sirasiyla 253.1 mg/L ve 20.7 ng/L olarak belirlendi.
Farkli ortamlarin pestisit toksisitesi iizerine etkilerinin degerlendirildiginde ¢alismalarda
hem GBH ve hem de TBF i¢in letalitenin konsantrasyon iliskili olarak arttig1 saptandi.
Benzer sekilde her iki pestisit de CAT aktivitesinde artisa neden oldu. Letalitenin ve CAT
aktivitesinin  birlikte artmasi oksidatif stresle miicadele mekanizmast olarak
diistiniilmektedir. Diger yandan, her iki pestisit i¢in de Chlorella ile beslenen gruplarda
letaliteye benzer sekilde CAT aktivitesinin de daha az artis gdstermesi Chlorella ile
beslemenin oksidatif stres ve toksik etkiyi azalttig1 sonucuna varilabilir.

Anahtar Kelimeler: Pestisit, Chlorella vulgaris, Daphnia magna, besin zinciri, toksisite,
biyobelirteg
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EVALUATION OF THE EFFECTS OF PESTICIDES RESULTING FROM TROPHIC
TRANSFER IN FRESHWATER FEED CHAIN CONSISTING OF TWO SPECIES
(Chlorella vulgaris and Daphnia magna)

Ramazan TANER

Inonu University
Graduate School of Nature and Applied Sciences
Department of Biology

51+ix pages
2021
Supervisor: Prof. Dr. Abbas GUNGORDU

While pesticides directly affect all organisms in the area where they are applied,
although at different levels, they can accumulate in the exposed organisms, turn into more
toxic metabolites as biotransform, and/or be transferred from one organism to another
through interactions and food chain. In this study, the effects of food chain exposure to a
glyphosate-based herbicide (GBH) and a trifloxystrobin-based fungicide (TBF) on
Daphnia magna were evaluated using biochemical and morphological markers. In the
study, Chlorella vulgaris, an alga representing the producers level of freshwater
ecosystems, and Daphnia magna, representing the primary consumers level, were selected
as the test organism. Lethality, height, width, and spin lengths of exposed D. magna
individuals were determined both in studies to determine the mean lethal concentration
(LCsp) and in studies evaluating the effects of different environments (non-fed and mixed
feed and fed with Chlorella) on pesticide toxicity. In addition, glutathione S-transferase,
glutathione reductase, catalase (CAT), carboxylesterase, acetylcholinesterase activities,
and reduced glutathione levels were measured in D. magna adults exposed to pesticides in
different environments. 48 hour LC50 values of GBH and TBF for D. magna were
determined as 253.1 mg/L and 20.7 pg/L, respectively. When the effects of different
environments on pesticide toxicity were evaluated, it was found that lethality increased in
relation to concentration for both GBH and TBF in studies. Similarly, both pesticides
caused an increase in CAT activity. The increase in lethality and CAT activity together is
thought to be a mechanism to combat oxidative stress. On the other hand, for both
pesticides, the CAT activity showed less increase in the groups fed with Chlorella, similar
to lethality, and it can be concluded that feeding with Chlorella reduced the oxidative
stress and toxic effect.

Keywords: Pesticide, Chlorella vulgaris, Daphnia magna, food chain, toxicity, biomarker
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1. GIRIS

ABD Cevre Koruma Ajansina gore (USEPA) pestisit, herhangi bir zararlinin
engellenmesi, yok edilmesi, uzaklastirilmasi veya azaltilmasi i¢in kullanilan kimyasal veya
kimyasal karisimi olarak tanimlanmaktadir (Casarett ve dig, 2001). Cok genis bir
spektruma sahip olan pestisitler tarim alanlarindaki ¢esitli zararli organizmalarin
kontroliinde kullanilmakta ve bu yolla her yil milyonlarca ton tahil {iriinli kurtarilmaktadir
(Gupta, 2006). Ancak pestisitlerin cogunlugu hedef gézetmeksizin biitiin canlilar tizerinde
olumsuz etkilere neden olabildiklerinden, bilim adamlar1 bir taraftan zararhilar disindaki
fauna ve flora iizerinde olumsuz etkiye yol agmayacak 6zgiil pestisitlerin {iretilmesi i¢in
caba harcarken diger taraftan halihazirda kullanilan pestisitlerin ekosistem {izerine olumsuz
etkilerini, hedef olmayan organizmalar i¢in toksik etki mekanizmalarin1 ve zararh etkilerin
iyilestirilmesi yoniinde ¢alismalar yiiriitmektedirler (Gupta, 2006). Oregin, DDT ve diger
organoklorlu pestisitler kullanima sunulduklarinda zararli boceklerle miicadelede bir
devrim yasandig1 diisliniilmiis ancak ¢evrede uzun siire kalic1 olduklar1 ve kuskuya yer
birakmayan bir sekilde ekotoksik olduklarinin tespit edilmesi bu pestisitlerin kullaniminin
yasaklanmasini ve yerini, asamali olarak dogada daha hizli yikilan organofosfat (OP) ve
karbamat bilesiklerin almasina yol agmistir (Bonfanti ve dig, 2004; Marrs ve Ballantyne,
2004). Nispeten daha yeni olan ve dogada gorece daha hizli yikima ugrayan yeni nesil
pestisitlerin ise metabolitlerinin kalic1 olmasi, biyobirikimleri veya hedef olmayan
organizmalar {izerine etkilerinin belirlenmesi onlarmn da kullanimlarinin sinirlanmasina ve
yasaklanmasina neden olmugstur. Belirtilen nedenlerden kaynakli olarak pestisitlerin
ekosistem bilesenleri ve etkilesimleri {izerine direkt ve dolayli etkilerinin hizli ve etkili

olarak belirlenmesi gerekmektedir.

Tathh su ekosistemleri birgok insan kaynakli toksik kimyasal madde ile
kirlenmektedir. insan kaynakli kimyasal maddeler arasinda, pestisitler en ciddi sorunlara
neden olanlar arasindadir, c¢linkii bu maddeler organizmalar1 (hem tarim zararlis1 hedef
organizmalar1 hem de diger hedef olmayanlar1) 6ldiirmek i¢in 6zellikle tasarlanmislardir ve
kasitl olarak dogal ortama salinirlar (Hanazato, 2001). Bu ¢aligma kapsaminda test edilen

pestisitlerden biri herbisit digeri ise fungisittir. Herbisitler, tarimda uygulanan tim
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pestisitlerin  %60'mdan fazlasin1 olusturan yaygin olarak kullanilan pestisit smifidir.
Herbisitler tarim alanlarinda istenmeyen bitkileri 6ldiirmek tizere tasarlandigindan, karasal
bitkilerin sudaki emsali makrofit ve mikroalgler iizerinde de yikici etkilere neden
olmaktadirlar (Vidal ve dig, 2012). Fungisitler ise bitkilerde hastaliklara neden olarak
tarimsal mahsule zarar veren mantarlart kontrol altina almak ig¢in kullanilmaktadir.
Fungisitler ¢ogunlukla sterol biyosentezi, enerji iiretimi, amino asit sentezi veya hiicre
boliinmesini inhibe ederek etki gosterirler. Bu pestisitler mantar patojenlerini kontrol
etmek i¢in tasarlanirken, etki sekilleri mantarlara 6zgii degildir. Ciinkii enerji {iretimi,
hiicre boliinmesi siiregleri ve siilfidril grubu iceren enzimler dier organizmalarda da
biiyiik oranda korunmustur. Bu sebeple, belirtilen siirecleri veya fonksiyonel gruplar1 hedef
alan mantar oldiriicliler ¢ok ¢esitli organizmalar i¢in toksik olmaktadir (Maltby ve dig,
2009). Bununla birlikte, her iki grup pestisit de sucul ekosistem organizmalarina diisiik
konsantrasyonlarda bile tehlikeli olabilmektedir. Yogun tarim faaliyetlerinin dogal su
sistemlerine yakin verimli topraklarda yapildigi goz oOniine alindiginda, akuatik biyota
yiizey sularindan gelen pestisit girdilerine, toprak yiizeyinde yagislarla yikanma, havadan
piiskiirtme, kazara dokiilme ve sizinti dahil olmak {izere ¢esitli yollarla maruz kalma
egilimindedir. Bu nedenle, pestisitlerin hedef disi, sucul organizmalar iizerindeki

toksisitesini anlamak dnemlidir (Vidal ve dig, 2012).

Her ne kadar suda yasayan tiirler i¢in pestisitlere maruz kalmanin baskin yolu su
sisteminde dogrudan maruz kalma seklinde olsa da, organizmalar beslenme yoluyla da
toksik pestisit diizeylerine maruz kalabilirler. Sucul ekosistemlerin ¢ogunda, fitoplankton
hem omurgasiz hem de omurgali olan birincil tiiketicilerin hayatta kalmasi i¢in enerji
saglayan kilit bir gruptur. Birincil tiiketiciler biyosentetik reaksiyonlar, biiyliime, lireme ve
onarim i¢in besinlerindeki organik ve inorganik bilesikleri asimile ederler, ancak ayni
zamanda, kirleticilerin besin zincirinin daha yiiksek trofik seviyelerine taginmasina yol
acarlar. Tatli su besin zincirindeki birincil tiiketicilerden olan Daphnia cinsi su pireleri,
fitoplankton iizerindeki yiiksek otlanma aktiviteleri nedeniyle, 6trofikasyonun kontroliinde

onemli bilesenlerdir (da Silva ve dig, 2016).

Bu calismada pestisitlerin trofik transferle etkilerinin degerlendirilmesi i¢in, sucul
ekosistemlerin ana bilesenlerinden olan mikroalglerden Chlorella vulgaris “Uretici” olarak
secilmigstir. Mikroalglerle beslendigi i¢in daha yliksek bir trofik seviyede bulunan, kiigiik
boyutlu, kisa yasam dongiisii, kolay kullanim ve yemleme Ozelliklerine sahip bir sucul

kabuklu olan Daphnia magna ise birincil tiiketici olarak se¢ilmistir. Bu organizmalar agir



metaller, nanopartikiiller gibi ¢ok sayida maddenin trofik diizeydeki etkilerini belirlemede
kullanilmaktadir. Mikroalgler, besin zincirinin {reticileri temsil ettiklerinden, bu
organizmalar tizerindeki bir etki, daha yiiksek trofik seviyeleri etkileyebilir; buna gore,
cevresel etkilerin 6ngoriilmesi i¢in temel bilgiler saglarlar. Ek olarak, mikroalgler, tatli su
ekosistemlerinde yaygin olarak tespit edilen ¢ok sayida kirleticiye karsi oldukca hassastir
ve bilimsel aragtirmalarda kullanimlari etik bir ikilem olusturmaz (Gosset ve dig, 2018).
Diger yandan, birincil tiiketici olan D. magna, pestisitlerin uygulandigi tarimsal alanlarda
veya bu alanlarin ¢evresindeki kiiciik su kiitlelerinde yasadiklarindan pestisit etkilerini
dogrudan maruz kalan organizmalardir. Pestisitlere kars1 hassas oldugu bilinen D. magna,
sudaki risk degerlendirmelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Barata ve dig, 2004). D.
magna, laboratuvar kosullarinda kolayca kiiltiire edilebilir, bu nedenle toksikolojide ¢ok

kullanigli bir model organizmadir.

D. magna 1ile yapilan toksikolojik arastirmalarin ¢ogu, ortalama Oliimciil
konsantrasyonun (LCsy) veya ortalama etkili konsantrasyonun (ECsy) belirlendigi akut
toksisite testlerine dayanmaktadir. Bununla birlikte, toksisite hakkinda daha ayrintili bilgi
saglamak i¢inozellikle diisiik toksik madde konsantrasyonlarinin neden oldugu sub-letal
etkiler icin, daha hassas biyobelirtecler gereklidir (Bownik, 2017). Ksenobiyotiklerin
organizmalar iizerindeki sub-letal etkilerini degerlendirmek i¢in, maruz kalan
organizmalardaki bozulmus fizyolojik siireclerden kaynaklanan anormal biyokimyasal
tepkilere biyobelirte¢ denmektedir. Biyobelirteg olarak da adlandirilan yanitlar, ¢evresel
risk degerlendirmelerinde pestisitlerin diisiik, sub-letal konsantrasyonlarda etkilerinin
degerlendirilmesinde  kullanilmaktadir. Bu c¢alismada Olgiilen  biyobelirteglerden
asetilkolinesteraz (AChE) norotoksik etki belirteci olarak; glutation S-transferaz (GST) ve
karboksilesteraz (CaE) detoksifikasyon belirteci olarak; katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz
(GR) ve rediikte glutatyon (GSH,eq) ise oksidatif stres belirteci olarak akuatik toksikoloji
caligmalarinda ¢ok sayida omurgali ve omurgasiz test organizmasinda Olgiilmiistiir
(Gungordu ve dig, 2016; Santos ve dig, 2018; Vrankovic ve dig, 2018; Xiong ve dig,
2018).



1.1 Biyoakiimiilasyon

Organik kirleticilerin, ortamdaki konsantrasyonlarina bagli olarak, organizmalarin
viicutlarinda yiiksek konsantrasyonlarina ulasabildikleri yaygin olarak goézlenmektedir.
Organizmalar i¢inde yasadiklar1 ve yakindan temas ettikleri hava, su, toprak, sediment ile
tiikettikleri yiyecekleri yoluyla kirleticilere maruz kalirlar ve bazi durumlarda bu
kirleticiler canli viicudunda birikirler. Biyobirikim baliklar, memeliler, siirlingenler ve
kuslar dahil olmak {izere omurgali ve omurgasiz hayvanlarda ve bitkilerde

gerceklesebilmektedir (Mackay ve Fraser, 2000; Zenker ve dig, 2014).

Cevresel kimyasallar, suda yasayan organizmalarda farkli mekanizmalar yoluyla
birikebilmektedir. ~ Sudan, solungaclar veya deri yoluyla dogrudan alm
(biyokonsantrasyon), askida kalan partikiillerin alinmasi (yutma) ve kontamine gida
tikketimi (biyomagnifikasyon) birikim mekanizmalarindandir (van der Oost ve dig, 2003).
Biyakiimiilasyon kirletici maddelerin organizmalar tarafindan ¢evre ortamindan alinmasi
ve tutulmasidir. Cogunlukla bu terim biyokonsantrasyon ile es anlamli kullanilir.
Organizmadaki ve dis ortamdaki kirletici  diizeylerinin  oranlar1  genellikle
biyoakiimiilasyondan ziyade biyokonsantrasyon olarak bilinirken, bu iki terimin tam olarak
birbirinden ayirt edilmesi de zordur. Baz1 durumlarda kirletici maddelerin biyota tarafindan
alimi, hava, toprak, sediment veya su gibi ortamlardan dogrudan gerceklesir (Sekil 1.1).
Bununla birlikte, diger durumlarda, kirleticiler 6ncelikle besin zincirleri veya besin aglari
yoluyla birikir ve konsantrasyonlarin trofik diizeyde artig1 (daha yiiksek tiiketicilere dogru)
bu siire¢ i¢in “biyomagnifikasyon” terimi kullanilmaktadir (Calow, 1993). Standart
ekotoksisite testlerinde saptanabilir akut veya kronik etkiler olmasa bile, biyoakiimiilasyon
kendi bagma bir tehlike kriteri olarak goriilmelidir. Ciinkii baz1 etkiler yalnizca sonraki
kusaklarda veya besin zincirinin daha yliksek {iyelerinde belirlenebilmektedir. PCB'lerin
kuslarda yumurtalarin kulucka basarisina olumsuz etkisi biyomagnifikasyon ig¢in en iyi

bilinen 6rneklerden biridir (van der Oost ve dig, 2003).
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Sekil 1.1:. Sucul organizmalar i¢in biyoakiimiilasyon modeli. Koc: sorpsiyon katsayisi;
BCF: biyokonsantrasyon faktorii; BSAF: biota-sediman birikim faktorii; BMF: biyolojik
biiylitme faktorii. C, bir konsantrasyona ve k, bir hiz sabitine karsilik gelir. SED, S, B,
BIY, BOS ve MET alt simgeleri sirastyla sediment, su, gida, biyota, bosaltim ve
metabolizmaya ifade etmektedir. Sindirilebilir sediment fraksiyonu, gidanin bir parcasi

olarak kabul edilir (van der Oost ve dig, 2003).

1.1.1 Biyokonsantrasyon

Biyokonsantrasyon, bir kimyasalin yalnizca sudan absorpsiyon yoluyla alinmasini
igerir, solunum yiizeyi ve/veya deri yoluyla meydana gelebilir ve suda yasayan bir
organizmadaki kimyasal konsantrasyonun sudakinden daha yiiksek olmasina neden olur.
(Mackay ve Fraser, 2000). Biyokonsantrasyon faktorii (BCF), bir organizmadaki kimyasal
konsantrasyonun, sudaki toplam kimyasal konsantrasyona veya suda serbest¢e ¢Oziinmiis

kimyasal konsantrasyona orani olarak tanimlanir (Sekil 1.1) (van der Oost ve dig, 2003).

1.1.2 Biyomagnifikasyon

Biyomagnifikasyon (biyolojik yiikseltgenme, biomagnification) terimi, organizmaya
ana kimyasal maruziyetin gida yoluyla oldugu durumlarda, bir organizmadaki kirletici
konsantrasyonunun diyetindeki kirletici konsantrasyonunu astigt  durum olarak
tanimlanmistir. Daha detayli olarak, besin ag1 biyomagnifikasyonu terimi, ayni besin
agimndan Orneklenen organizmalarin artan trofik durumu ile kirletici konsantrasyonundaki
artis olarak tanimlanmistir (Drouillard, 2008). Trofik yiikseltgenme hem pestisitler hem

diger ¢evresel kirleticiler igin gosterilmistir (Favari ve dig, 2002). Yapilan bir ¢alismada



ABD’de Ontario goliinde poliklorlu bifenillerin su ekosisteminde besin zinciri boyunca
giderek arttig1 gosterilmistir (Sekil 1.2) (Braune ve Norstrom, 1989).
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Sekil 1.2: Biyolojik yiikseltgenme 6rnegi: Ontario Golii'ndeki poliklorlu bifenillerin
(PCB!'ler) gida ag1 biyomagnifikasyonu (Braune ve Norstrom, 1989).

Cevreye salman kimyasallarin akibetini, biyolojik birikimini, maruziyetini ve
potansiyelini anlamak ve 6lgmek icin bilimsel ve ekosistemlerin korunmasi yoniinde bir
caba vardir. Bir besin zinciri veya besin ag1 boyunca trofik biyomagnifikasyon, daha diistik
trofik seviyelerdeki konsantrasyonlara kiyasla daha yiiksek trofik seviyelerde kimyasal
konsantrasyonlari, dolayisiyla maruziyeti ve potansiyel riski Onemli Olglide

artirabilmektedir (Mackay ve dig, 2016).

1.1.3 Biyotransformasyon

Bir organizmada bir kimyasali ortadan kaldirmanin iki ana yolu vardir ya ana bilesik
olarak atilir ya da organizma tarafindan biyolojik olarak  doniistiriliir.
Biyotransformasyon, lipofilik (yagda ¢oziiniir), ksenobiyotik (yabanci) veya endobiyotik
(endojen) kimyasallarin viicutta enzimatik reaksiyonlarla daha hidrofilik (suda ¢oziiniir)
tirtinlere doniistliriildiigli stireci ifade eder (Casarett ve dig, 2001). Biyotransformasyon,
ana bilesikten daha kolay atilan daha hidrofilik bir bilesigin olusumuna yol agar.

Biyotransformasyon, organizma i¢in yararli veya zararli olabilen bir bilesigin toksisitesini



de degistirebilir. Bir detoksikasyon reaksiyonu durumunda, viicuttan atilim genellikle
yiikselirken bilesigin toksisitesi azalir. Biyoaktivasyon durumunda ise olusan yeni bilesik,
ana bilesikten daha toksik olan reaktif bir metabolite doniistiiriiliir. Biyotransformasyon
siireci bu nedenle bir bilesigin aktivitesinin, bu aktivitenin siiresinin ve bilesigin viicuttaki

yar1 Omriiniin belirlenmesinde 6nemli olabilir (Casarett ve dig, 2001).

1.2 Test Organizmalari

1.2.1 Daphnia magna

Daphnia, filopoda taksonuna bagli planktonik krustaselerdendir (Cizelge 1.1).
Filopodlarin i¢inde ise, gdvdeleri karapaks (carapace, kabuk) olarak bilinen kireclenmemis
bir kabukla ¢evrelenmis olan Cladocera taksonuna baglidirlar. Aralarinda hemolimf akan
ve viicut boslugunun bir parcasi olan ¢ift cidarhidir. Karapaks biiyiik Olgiide, bir
polisakkarit olan kitinden yapilir. Cladocera'nin (6nden arkaya dogru) en fazla 10 gift
uzantisi vardir: kiiciik antenler, antenler (ikinci anten, yiizmek i¢in kullanilir); maksilla; ve
mandibulalar; ardindan govdede 5 (Daphnia'da oldugu gibi) veya 6 uzuv gelir. Uzuvlar,
beslenme ve solunum icin bir aparat olustururlar. Karnin sonunda bir ¢ift pence bulunur.
(Sekil 1.3). Cladocera bireylerinin viicut uzunlugu 0.5 mm'den 6 mm'ye kadar degisir.
Erkekler disilerden daha kiiciik boyutlari, daha biiyiik antenleri ve tutunmada kullanilan bir
kanca ile donanmus ilk bacaklari ile ayirt edilir (Ebert, 2005).

Daphnia cinsi, diinya ¢apinda bilinen 100'den fazla tiir igerir. Kaplicalar gibi ekstrem
habitatlarin disinda ¢ogu tatli su sisteminde yasarlar. Tiim yas gruplar iyi yiiziicidiir ve
cogunlukla pelajiktir, yani a¢ik suda bulunurlar. Yetigkinlerin boyutlar1 1 mm'den 5 mm'ye
kadar degisir ve daha kiigiik tiirler genellikle baliklarin avlandig1 goletlerde veya gollerde
bulunur. Daphnia cinsinin ekolojisi, diger organizma gruplari ile karsilastirildiginda gérece

daha 1yi bilinmektedir (Ebert, 2005).
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Sekil 1.3: Cladocera’da (Branchiopoda’da) viicut organizasyonu, (Cizim Demirsoy,

(2003)’ten alinmistir)

Daphnia sudaki kiiglik, asili parcaciklari filtre ederek beslenen bir organizmadir.

Yiyecek, su akimi iireten diizlesmis yaprak benzeri bacaklar olan filopodlardan olusan bir

filtreleme aparat1 yardimiyla toplanir. Akim 6nden arkaya dogru akarken, Daphnia 6zel

killar tarafindan gida oluguna aktarilan parcaciklari toplar. Besleme aparati, bakterilerin

bile toplanabilecegi kadar etkili olmasina ragmen, yiyecek genellikle planktonik alglerden

olusur. Yesil algler en iyi gidalar arasindadir ve laboratuvar deneylerinin ¢ogu,

kiltiirlenmesi kolay olan Scenedesmus, Chlamydomonas veya Chlorella ile yapilr.

Daphnia genellikle 1 pm ila 50 um arasindaki partikiilleri tiiketir, ancak ¢ap1 70 pm'ye

kadar olan partikiiller biiytik bireylerin bagirsak i¢eriginde bulunabilir (Ebert, 2005).



Cizelge 1.1:Daphnia magna’nin sistematikteki yeri

Kategori Takson Otor
Regnum Animalia
Subkingdom Bilateria
Infraregnum Protostomia
Stiperfilum Ecdysozoa
Filum Arthropoda
Subfilum Crustacea Briinnich, 1772
Klasis Branchiopoda Latreille, 1817
Subklasis Phyllopoda Preuss, 1951
Takim Diplostraca Gerstaecker, 1866
Subordo Cladocera Latreille, 1829
Ifraordo Anomopoda Stebbing, 1902
Familya Daphniidae Straus, 1820
Genus Daphnia O.F. Miiller, 1785
Spesies Daphnia magna Straus, 1820

*: Belirtilen internet sitesinden alinmistir (Son erisim: 14 Temmuz 2021)

https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search topic=TSN&search value=83884#null

Daphnia kullanilarak yapilan 48 saatlik toksisite testleri ile atik sularin,
kimyasallarin tathh su kabuklular1 iizerindeki akut toksisitesi degerlendirilmektir. Bu
testlerin baslica iki kullanimi sekli ve amaci vardir: (a) diizenleyici uygunluk testi ve
endiistriyel atiklarin izlenmesi (6rnegin kagit hamuru ve kagit ve metal madenciligi
sektorleri) ve (b) ticari kimyasallarin ekolojik risk degerlendirmesi. Ayrica, bir¢ok tilkede
(0rnegin, Kanada, ABD, Avrupa Birligi tlkeleri) tath yiizey sularmin cesitli organik
ve/veya inorganik kirleticilerden etkilenebilecegi durumlarda c¢evresel izleme ve ekolojik
risk degerlendirme ¢alismalarinda yaygin olarak pelajik omurgasiz test organizmasi olarak

da kullanilmaktadir (Jonczyk ve Gilron, 2005).

1.2.2 Chlorella vulgaris

Mikroalgler, yaklasik 40.000' zaten tanimlanmis veya analiz edilmis olan muazzam
bir biyolojik cesitliligi temsil etmektedir. En dikkat ¢ekici olanlardan biri, asagida bilimsel
siiflandirmadaki yeri verilen ve yesil okaryotik mikroalg olan C. vulgaris'tir (Sekil 1.4).

Ik defa Hollandali bir arastirmact olan Martinus Willem Beijerinck tarafindan 1890°da



tanimlanmistir (Cizelge 1.2). Chlorella adi, yesil anlamina gelen Yunanca chloros
(XAopog) kelimesinden ve mikroskobik boyutuna atifta bulunan Latin eki ella'dan gelir.
Tatli suda yasayan ve 2.5 milyar yil 6nce Kambriyen 6ncesi donemden bu yana
yerylizinde bulunan ve o zamandan beri genetik biitiinliigii biiylik oranda sabit kaldig
diisiiniilen tek hiicreli bir mikroalgdir. Giiniimiizde atmosferik CO;’nin azaltilmasi, tibbi
tedavi (bagisiklik  diizenleyici ve anti-kanser Ozelliklerine sahip  oldugunu
diisiintilmektedir), biyodizel tliretimi gibi pek c¢ok alanlarda kullanilmaktadir (Safi ve dig,
2014).

Cizelge 1.2:Chlorella vulgaris’in sistematikteki yeri

Kategori Takson Otor
Regnum Plantae
Subregnum Viridiplantae

Infraregnum  Chlorophyta
Division Chlorophyta
Subdivision Chlorophytina
Klasis Trebouxiophyceae
Takim Chlorellales
Familya Oocystaceae

Genus  Chlorella Beijerinck, 1890 !

Spesies Chlorella vulgaris Beijerinck, 1890 -

*: Belirtilen internet sitesinden alinmistir (Son erisim: 14 Temmuz 2021)

https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search topic=TSN&search value=5815#null
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Sekil 1.4:C. vulgaris' in farkli organellerini temsil eden sematik yapisi (Safi ve dig, 2014).

Chlorella hiicreleri genellikle kiiresel veya elipsoidaldir ve hiicre boyutu 2 ila 15 pm
capinda olabilir. Tathi su, deniz suyu, toprak gibi cesitli habitatlarda yaygin olarak
goriillirler ve hatta likenler ve protozoalarla simbiyotiktirler. Chlorella yasam dongiisiinde
eseyli iireme yoktur ve aseksiiel otospor iiretimi ile iirerler. Olgunlastiginda, otosporlar
ayni zamanda ana hiicre duvarmin riiptiiriiyle serbest birakilirlar. Tek bir ana hiicreden
tiiretilen otospor sayisi 2 ila 16 arasinda biiyiik 6l¢iide degisebilmektedir (Liu ve Chen,
2014).

Sekil 1.5:C. vulgaris'te tireme evreleri ve yavru hiicre duvarinin olusumu: (a) erken hiicre

bliylime evresi; (b) geg hiicre biiylime evresi; (c¢) kloroplast boliinme evresi; (d) erken
protoplast boliinme evresi; (€) geg¢ protoplast boliinme evresi; (f) yavru hiicrelerin

olgunlagsma evresi ve (g) kulucka evresi (Safi ve dig, 2014)

11



1.3 Toksisitesi Test Edilen Pestisitler

1.3.1 Glifosat bazh herbisit (GBH, Syngenta)

Glifosat (GLY), diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan bir herbisittir. 1995 ile 2014
yillar1 arasinda iiretimi 12 kat artarak 826 milyon kg’a c¢ikmistir (Benbrook, 2019).
GLY'nin ana hedefi, bitkilerdeki aromatik amino asit sentez yollarindaki anahtar enzim
olan 5-enolpiruvilshikimate-3-fosfat sentazi inhibe etmektir. GLY veya GLY igeren
trlinler tizerinde yapilan toksisite caligmalarinin sayis1 da ticari formiilasyonlarin
bilesimindeki farkliliklar ve test tiirlerinin yanitlarindaki degiskenlik nedeniyle artmaya
devam etmektedir (lummato ve dig, 2018; Lajmanovich ve dig, 2011; Samanta ve dig,

2014).

GLY, cesitli adjuvanlarla formiile edilmis 750'den fazla GBH'nin aktif bilesenidir
(Sekil 1.6) (Guyton ve dig, 2015; Li ve dig, 2005). Diinya Saglik Orgiitii veritaban,
GLY'nin sucul organizmalar i¢in diisiik toksisiteye neden oldugunu gostermektedir (Hong
ve dig, 2018). Ancak, calismalar, farkli katki maddeleri iceren GBH'lerin farkli toksisite
diizeylerine neden olabilecegini bildirmistir (Edge ve dig, 2014; Mann ve Bidwell, 1999).
Ticari GBH'lerin solunum, protein ve niikleik asit sentezi dahil olmak {iizere c¢esitli
biyokimyasal siire¢leri bozabildigi ve genotoksisiteye neden olabildigi bilinmektedir (Gill
ve dig, 2018; Yanniccari ve dig, 2012). Birgok ¢alisma ticari GBH'lerin omurgasizlar,
baliklar ve amfibiler dahil olmak iizere ¢esitli hedef olmayan sucul organizmalar {izerinde
olumsuz etkilere neden oldugunu gostermistir (Bonfanti ve dig, 2018; Carvalho ve dig,
2019; Edginton ve dig, 2004; Gungordu, 2013; Gungordu ve dig, 2016; Hansen ve Roslev,
2016; Lajmanovich ve dig, 2013; Moore ve dig, 2012; Pereira ve dig, 2018; Relyea ve
Jones, 2009; Silveira ve dig, 2019; Wagner ve dig, 2013).
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Sekil 1.6: Test edilen pestisitlerin ticari formiilasyonlarda bulunan aktif maddelerin

molekiil yapilar
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1.3.2 Trifloksistrobin bazh fungusit (TBF, Flint, Bayer)

Ozel fiziksel ve kimyasal ozelliklerinden dolayi, strobilurinler Amerika Birlesik
Devletleri ve Biiyiik Britanya'da tarimda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Flint®, Bayer
Crop Science iiriin portfdyiindeki strobilurin gruplarinin ilk fungisitidir (Junges ve dig,
2012). Bu formiilasyon, aktif bilesen olarak trifloksistrobin igerir. Amerika Birlesik
Devletleri Cevre Koruma Ajanst (USEPA) Pestisit bilgi sayfasina gore, trifloksistrobinin
cogu toprak ve su ortaminda hizli bir sekilde (saatler veya giinler) bozunmaktadir. Asit
metabolitinin serbest formu olan CGA-321113, hareketli ve daha fazla parcalanabilen
ancak ana bilesikten daha yavas bir hizda parcalanan kalici metabolittir. Bununla birlikte,
birincil metaboliti [(E, E) -trifloksistrobin asit] suda ¢dziiniir; bu nedenle suda yasayan
organizmalar bu {iriinlere maruz kalma riski altindadir. Giinlimiizde bazi arastirmacilar,
trifloksistrobinin topraktan/havadan suya ve su ekosistemlerine ¢ok yiiksek bir
hareketlilik/yayilma egiliminde oldugunu diigiinmektedirler. CASAFE (Camara de Sanidad
Agropecuaria y Fertilizantes) gore trifloksistrobinin insanlar, kuglar, memeliler, arilar ve
diger faydali bocekler ve solucanlar i¢in diisiik akut ve kronik toksisite gosterse bile hedef
olmayan sucul tiirler i¢in oldukca toksik olarak smiflandirilmistir. Ornegin, Avustralya
Pestisitler ve Veteriner Ilag Kurumu (APVMA), Oncorhynchus mykiss alabalig1 igin
trifloksistrobinin 96 saatlik LCsy diizeyinin 15 ile 78 pg/L arasinda ve Mysidopsis bahia
icin ortalama etkili konsantrasyonun (ECsp) 9 ile 34 pg/L arasinda degistigini rapor
etmistir. Ayrica Belden ve ark. (2010) 40 pg/Ltrifloksistrobin konsantrasyonununBufo
cognatus iribaglar1 iizerindeki toksik etkilere neden oldugu ve trifloksistrobinin av
hareketlerini azaltarak yilan baligi-kurbaga yavrusu etkilesimini olumsuz etkileyecegini
bulmustur (Junges ve dig, 2012). Trifloksistrobinin, Chlorella da ii¢ genin transkript
sayisin1 azalttigimi  gosterildigi bir ¢alismada, arastirmacilar sucul organizmalarda
trifloksistrobinin toksik ve oldiirlicii dozlarim1 degerlendiren bir dizi calisma olsa da,
potansiyel etkiler ve etki mekanizmalar ile ilgili bilgilerin hala eksik oldugu sonucuna

varmislardir (Shen ve dig, 2014).

13



2. KAYNAK OZETLERI

Fitoplankton ve zooplankton, sucul ekosistemlerde sirasiyla birincil iireticiler ve
birincil tiiketicilerdir. Bunlar arasinda “mikroalg-D. magna” besin zinciri, 6énemli bir
birincil sucul besin zinciridir (Liu ve dig, 2020). Onceki bircok ¢alisma, alglerin organik
kirleticiler i¢in giiclii adsorpsiyon ve zenginlestirme yeteneklerine sahip oldugunu
dogrulamistir (Peng ve dig, 2014). Kirleticiler mikroalgler tarafindan adsorbe edilebilir,
mikroalg fazinda tutulabilir ve ikincil organizmalara transfer olabilirler. Bu durum, ikincil
organizmalarda kirletici maddelerin biyo-bulunurluklarinda (bioavailability) degisikliklere
neden olabilir. Bu nedenle, sucul gida zincirinin temelini olusturan birincil ireticiler olarak
mikroalgler kirleticilerin toksisitesini degerlendirmede vazgecilmezdir. Daphnia ise kiigiik
boyutu, kisa yasam dongiisii ile daha yiiksek bir trofik seviyede bulunan bir test
organizmasidir. D. magna, lreticileri ve iist diizey tiiketicileri birbirine baglayan ve su
ekosistemleri i¢in standart bir biyoindikator tiir olarak yaygin sekilde kullanilan énemli bir

tatli su zooplanktondur (Zhang ve dig, 2020).

Alevlenmeyi geciktirici Ozellikleri ve termal kararliliklar1 nedeniyle polibromlu
difenil eterler (PBDE'ler) poliiiretan plastiklerde, tekstillerde ve ev aletlerinde alevlenmeyi
geciktirici olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Liu ve dig. (2018) yaptiklar1 caligmada,
kalic1 bir organik kirletici olan 2,2',4,4'-tetrabromodifenil eter (BDE-47)’in D. magna
lizerinde bariz beslenme inhibisyonuna neden oldugunu belirlemislerdir. BDE-47'nin
Chlorella pyrenoidosa ve D. magna arasindaki akuatik besin zincirinde c¢evresel tehlike
aktarimi ile sonuglanan bariz bir biyomagnifikasyona neden oldugu gosterilmistir. Bununla
birlikte, maruz kalma deneyi sirasinda hi¢gbir metabolit bulunamamistir ve 6zellikle besin
zincirlerinde BDE-47'nin trofik transferinin i¢sel mekanizmalarini arastirmak i¢in daha

fazla calisma yapilmasi onerilmistir.

TiO, nanopargaciklarin su ekosisteminde, beslenme maruziyeti yoluyla besin
zincirindeki cesitli trofik seviyelerde biyomagnifiye olabildigi diisiincesinden hareketle
yapilan bir ¢alismada, TiO,'nin iki kristal fazi olan anataz ve rutil NPlerin (tekli ve ikili bir
karisim) trofik transfer potansiyeli, alg-Daphnia sistemi kullanilarak gol suyu ortaminda
degerlendirilmistir. Clorella sp.veCeriodaphnia dubia, tath su ekosisteminin alg-Daphnia
besin zincirini temsil icin test organizmalart olarak kullanilmistir. Algal diyetle verilen
TiO, NP’lerin yalnizca 300 ve 1200 uM konsantrasyonlarinda onemli letaliteye neden

olmustur. Tek tek NP'lerle karsilastirildiginda ikili karisim C. dubia lizerinde daha az
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Olime neden olmustur. Bu da NP'lerin karisim halinde antagonistik etkisini
gostermektedir. Tekli NP uygulamalar1 diyet yoluyla sudaki besin zincirinde trofik transfer
potansiyellerini dogrulamistir. Buna karsilik, ikili karisimda, C. dubia Ti birikimindeki
azalma i¢in neden olarak, biyoakiimiilasyonunu 6nemli Ol¢iide azaltan antagonistik etki

oldugu ileri siiriilmiistiir (Iswarya ve dig, 2018).

4-tert-Oktilfenol (OF)’un C. vulgaris'te biyokonsantrasyonu ve alg kiiltiirii {izerine
etkilerinin arastirildig1 bir calismada, alglerde OF birikim diizeyi 24 saat sonra yaklasik
113 mg/kg olarak belirlenmistir. OF alim ve eliminasyon hizi belirlendikten sonra C.
vulgaris'te OF’nin hesaplanan biyokonsantrasyon faktori 4.0 x 10* L/kg olarak
hesaplanmistir. Ayn1 ¢alismada ayrica, D. magna'da OF'nin biyolojik birikimi, hem sulu
hem de diyet (C. vulgaris) maruziyetleri dikkate alinarak arastirilmistir. D. magna'daki OF
birikimi, diyete (%37) gore agirlikli olarak su (%63) yoluyla meydana gelmistir. Bu da
C.vulgaris-D.magna trofik iligkisinde OF biyomagnifikasyonunun olasi olmadigini

sonucuna vardirmistir (Achar ve dig, 2020).

Biyolojik olarak sentezlenmis Ag NP'lerin ve Ag' iyonlari ve kaplama maddesi gibi
Onciilerinin tathi su besin zincirinin farkli trofik seviyelerindeki organizmalar {izerindeki
toksik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada fitoplankton (C. vulgaris), zooplankton (D.
magna) ve balik (Danio rerio) olmak lizere ii¢ organizma kullanilmistir. Bu ii¢ sucul
organizma i¢in Ag NP'lerin kaplama maddeleri toksik etki gostermemis ve Ag’ iyonlar1 Ag
NP'lere kiyasla daha toksik oldugu belirlenmistir. Daha ileri aragtirmalar, Ag NP’lerin
yiiksek stabilitesi nedeniyle Ag" iyonlarinin Ag NP'lerden test ortamina saliniminin énemli
olmadigini, dolayisiyla toksisitenin esas olarak ii¢ trofik seviyenin tiimiinde Ag NP'lerin
parcaciklarindan kaynaklandigin1 ortaya koymustur. Calismada, Ag NP'lere maruz
kalmaya en duyarh organizmanin D. magna (ikinci trofik seviye) oldugu tespit edilmistir

(Khoshnamvand ve dig, 2020).

Steroid Ostrojenler, baliklarda endokrin bozucu etkilerden sorumlu anahtar
kimyasallar olarak tanimlanmistir ve su ortaminda oncelikli kirleticiler olarak kabul
edilmektedir. Bir steroid Ostrojen olan Ostronun D. magna’da biyobirikiminin
degerlendirildigi bir c¢alismada biyobirikimin gergeklestigi ispatlanmistir. Sulu ortam
yoluyla dogrudan alimin maruz kalmanin ilk 16 saati i¢inde meydana geldigi
belirlenmistir. Sonuglar, besin kaynagi C. vulgaris yoluyla D. magna'ya transferin
biyokonsantrasyondan daha az gerceklestigini gdstermistir. Ostronun D. magna'da C.

vulgaris yoluyla biyomagnifikasyonu, su ortamindan gelen biyo-konsantrasyondan dokuz
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kat daha azdir. Bu, son derece hidrofobik kimyasallar disinda, biyokonsantrasyon yoluyla
alimla karsilagtirildiginda biyomagnifikasyonun daha az o6nemli oldugunu belirten bir

calismadir (Gomes ve dig, 2004).

Tetrabromobisfenol-A (TBBPA) yaygin olarak kullanilan bromlu alev geciktiricidir.
6 tath su yesil mikroalgi tarafindan TBBPA'min biyotransformasyonu ve
biyotrasformasyon {iriinlerinin etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, 10 giinliik
inkiibasyonun ardindan TBBPA'nin Scenedesmus quadricauda ve Coelastrum sphaericum
tarafindan neredeyse tamamen uzaklagtirdigr gosterilmistir. Kiitle spektrometrisi ile
belirlenen bes metabolit (TBBPA siilfat, TBBPA glukozit, siilfatlanmis TBBPA glukozit,
TBBPA monometil eter ve tribromobisfenol-A) TBBPA'nin biyotransformasyonunda yer
alan mekanizmalarin siilfatlama, glukosilasyon, O-metilasyon ve debrominasyon oldugunu
gostermistir. Bu sonuglar, mikroalglerin sucul ortamlarda TBBPA'nin kaderinde 6nemli bir

rol oynayabilecegini gostermistir (Peng ve dig, 2014).

Diger bir calismada su sistemleri i¢in onemli bir kirletici oldugu diisiiniilen
mikroplastiklerin tatli su ekosistemi bilesenlerinden D. magna'ninmorfolojisi, yasam
dongiisiit ve molekiiler diizeyde etkilerini incelenmistir. Yetiskin Daphnia igin ne
morfolojik (viicut uzunlugu, en ve spine uzunlugu) ve lireme parametrelerinde ne de
mortalitede artig gozlenmistir. Juvenil Daphnia analizlerinde ise morfolojik 6zelliklerde

anlaml degisiklikler belirlenmistir (Imhof ve dig, 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kimyasallar ve Cozeltiler

Bu calismada test edilen Glifosat Bazli Herbisit (Touchdown Premium, Syngenta) ve
Trifloksistrobin Bazli Fungusitin (Flint, Bayer) teknik formiilasyonlar1 yerel tarim
marketlerinden alindi. GBH’deki aktif madde miktar1 441 g/L glifosatin izopropilamin
tuzudur. TBH i¢in ise ticari formiilasyonda % 50 oraninda aktif madde trifloksistrobin
bulunmaktadir. Biyokimyasal analizlerde kullanilan; 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB),
5,5-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), p-nitrofenil asetat (PNPA), asetiltiyokolin
iyodit (ACTI), rediikte glutatyon (GSH), bovin serum albiimini (BSA) ve Bradford reaktifi
Sigma'dan (ABD) satin alindi. Okside glutatyon (GSSG) ve indirgenmis -nikotinamid
adenozin difosfat (NADPH) MP Biomedicals (ABD) 'den satin alinmastir.

3.2 Test Organizmalari

Daphnia magna: Bir tath su eklembacaklisi olan D. magna laboratuvarimizda koloni
olarak siirekli kiiltlirii yapilan ve yasatilan bir tiirdiir. Koloni pH 7.4-7.8; sicaklik 21°C
(£1°C); iletkenlik 620 (+30) uS/cm olan ortam kosullarinda, 14:10 saat aydinlik karanlik
fotoperiyodunda 25 L kapasiteli cam tanklarda yetistirilmektedir. Organizmalar giinde iki
kez karisim yem (soya unu-sipurulina-maya) beslenmekte olup, bu organizmanin
barindirilmasinda Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD) standartlar1 (2004)
uygulandi.

Chlorella vulgaris: Tek hiicreli bir klorofittir. Cesitli ortamlara kolay adapte olabilen
kozmopolit bir yesil alg tiiriidiir (Alvarez-Diaz ve dig, 2017). Bu ¢alismada sucul ortamda,
secilen pestisitlerin trofik transfer sonucu etkilerinin degerlendirilmesi i¢in bu alg tiirii
se¢ilmistir. Calismalar icin bu tiiriin se¢imindeki temel etmenler jenerasyon siiresinin
kisaligi, hiicre boyutu biiyiikligl (yaklasik 2-8 um), kolay kiiltiire edilmesi ve karanlik

ortamda da iiremeye devam edebilmesidir.

3.3 Test Edilen Pestisitlerin D. manga i¢in L.Csy Diizeylerinin Belirlenmesi

D. magna ile ilgili letalite belirleme calismalarinda 24 saatlik yavru bireyler (neonat)
kullanildi. Bunun igin bir giin 6nceden secilen normal gelisim gosteren erigkinler kiiglik

hacimli kaplara alinarak neonatlar elde edildi. D. magna neonatlar ile yiiriitillen tim
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calismalarda pH 7.4’e ayarlanmis su ortami kullanildi. Bu nedenle neonatlarin, bu suya
adaptasyonu amaciyla erigkin bireyler bu suya alinmak sureti ile iremeleri saglandi ve yeni
doganlarin deneysel kosullar ile aymi fizikokimyasal 6zellige sahip ortamda bulunmasi
saglandi.D. magna testleri i¢in kullanilan nanokozm ortami1 (NCM) ise, baz1 degisiklikler
yapilarak hazirlandi. NCM igin, Taub#36 ¢ozeltisi ve 5 mM HEPES tamponu (0.004 mg/L
sodyum selenit i¢ceren) 50:50 oraninda karistirildi ve karigimin pH’s1 0.1 M NaOH ile 7.4°¢e
ayarlandi. Testte kullanilan neonatlarin eldesi i¢in, teste baglamadan 24 saat dnce yetiskin
bireyler NCM ortamina alindi ve 24 saatin sonunda elde edilen <24 saatlik neonatlar
toplanarak testte kullanildi. Testler icin, OECD (2004) tarafindan tanimlanan kilavuzda
belirtildigi gibi neonat (yeni dogan) D. magna bireyleri kullanildi. D. magna toksisite
testlerinde polietilen propilen test kiivetleri kullanildi. Kontrol ve her pestisitin her bir
konsantrasyonu ig¢in 5 tekrarli test diizenegi olusturuldu. Her kiivete 20 mL pestisit
cozeltisi eklendi ve ortamlarin pH’lar1 7.4’e ayarlandi. Her kiivete 7 adet neonat konuldi.
Cozeltilere maruz birakilan neonatlarin, 24. ve 48. saatlerde hareketleri kontrol edildi.
Temasla uyarildigi halde 15 saniye silireyle hareket etmeyen bireyler o6lii olarak

degerlendirildi.

Test edilen pestisitlerin D. magna neonatlar1 i¢in 48 saatlik letal konsantrasyonlar
belirlendikten sonra, GBH ve TBF’nin farkli ortamlarda toksik etkilerini degerlendirmek
icin D. magna bireyleri pestisitlerine secilen konsantrasyonlarina (LCsy, LCso/2 ve

LCs¢/4)maruz birakildi.

3.4 Test edilen Pestisitlerin Farklh Ortamlarda D. manga Uzerindeki Etkilerinin

Belirlenmesi

3.4.1 Chlorella vulgaris kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Tris-Asetat-Fosfat (TAP) kiiltiir ortaminda (Gorman ve Levine, 1965) kiiltive edilen
ve haftalik olarak pasajlar1 yapilan alg kiiltiirii ¢alismalar i¢in kullanildi. Hazirlanan TAP
kiiltiir ortam1 pH 7.4 olarak ayarlandiktan sonra saklama siselerinde otoklavize edildi ve
buzdolabinda sakland1 ve gerektiginde oda sicakligina getirilen besiyeri 250 mL’lik
erlenlere yaklasik 150 mL olarak steril kosullarda konulduktan sonra siinger tampon ile
korundu. Stok alg kiiltiirii ortamindan yaklasik 4-5 x10* hiicre/mL olacak sekilde pasaj
yapildi. Ortam steril pipete baglanan hava hortumu ile havalandirilarak beyaz giin 15181
floresans lamba altinda yaklasik 2500 liimen 151k ortaminda 16:8 saat aydinlik: karanlik

fotoperiyodunda kiiltive edildi. Testlerde kullanilan kiiltiir ortamindaki hiicre sayisi ve
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hiicre 6zellikleri LUNA-II™ Otomatik Hiicre Sayici (Logos BioSystems) kullanilarak
belirlendi.

3.4.2 Dogrudan toksisite testleri

Tek organizmali toksisite testlerinden farkli olarak pestisitlerin farkli ortamlarda
(beslenmeyen, 2 mg/mL karisim yemle (%25 soya unu, %25 spirulina ve %50 maya)
beslenen ve Chlorella ile beslenen (10° hiicre/mL) D. manga iizerindeki etkilerinin
belirlenmesine yonelik toksisite testleri Sekil 3.1°de belirtilen plana gore yapildi. Buna
gore, her iki test organizmasi (Chlorella ve Daphina) ayni test ortaminda test edilen her bir
pestisitin LCso/4, LCs¢/2 ve LCspkonsantrasyonlarina birlikte maruz birakildi. Ayrica D.
magna biitlin ortamlarda bulunurken bir gruba Chlorella yerine ticari karisim yem (2mg/L)
verilirken, diger bir grup da beslenmemistir (ne besin karisimi ne de Chlorella eklendi).
Boylece konsantrasyonlar haricinde maruz birakilan ortamlar da ¢ farkli sekilde
diizenlendi. Her bir test i¢in 24 ve 48 saatin sonunda D. magna i¢in 6lim diizeyleri

kaydedildi.

Beslenmeyen Karigim yemle Chlorella ile

beslenen beslenen
- .
9
7]
(]
m —

Sekil 3.1: Pestisitlerin farkli ortamlarda D. manga tizerindeki etkilerinin belirlenmesi

yonelik ¢aligmalar i¢in maruz birakma plani
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3.4.3Dolayh toksisite testleri

Bu testlerde, dogrudan toksisite testlerine benzer sekilde Sekil 3.1°de oldugu gibi
maruz birakma ortamlar1 hazirlandi. Farkli olarak, ortama D. magna eklenmeksizin 24 saat
ortam bekletildi ve siirenin sonunda ortamlar 15000 xg’de 10 dk santrifiij edildi. Boylece
Chlorella bulunan ortamlarda hiicreler ve diger guruplarda ise ortamdaki partikiiller
¢oktiiriildii. Santrifiij sonrasi pellet 1 mL NCM ile sulandirilip karstirildi. I¢inde 20 mL
NCM c¢ozeltisi ve 7 ser D. magna bireyi bulunan ortamlara eklendi. Dogrudan toksisite

testlerine benze sekilde 24 ve 48 saatin sonunda D. magna i¢in 6liim diizeyleri kaydedildi.

3.5 D. magna ile Ilgili Morfolojik Ol¢iimler

Hem test edilen pestisitlerin letal konsantrasyonlarini belirleme ¢alismalarinda hem
de farkli ortamlar-besin zinciri yoluyla toksisite testlerinin sonunda hayatta kalan D.
magna bireylerinin en, boy ve spin boyutlar (Sekil 3.2) bir stereo mikroskop kullanilarak

Euromex Image Focus 4.0 yazilim ile belirlendi.

BOY

EN
X
' SPIN

Sekil 3.2: Toksisite testleri sonunda hayatta kalan D. magna bireylerinde 6l¢iilen

morfolojik parametreler
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3.6 Biyokimyasal Analizler

Yukarida belirtilen “Pestisitlerin Farkli Ortamlarda D. manga Uzerindeki Etkilerinin
Belirlenmesi” ¢alismalarinda dogrudan toksisite testlerinin benzeri bir test de maruz kalan
organizmalarda biyokimyasal degisiklikleri belirlemek i¢in yapilmistir. Biyokimyasal
analizler i¢in yapilan testte farkli olarak, biyobelirte¢ diizeylerinin belirlenebilmesi i¢in D.
magna neonatlar1 yerine erginleri ¢alismada test organizmasi olarak kullanildi. D. magna
erginleri pestisit konsantrasyonlarma Sekil 3.1°de oldugu gibi,30 ml’lik c¢ozeltilerde
polikarbonat kaplarda maruz birakildi. Her bir grup i¢in 5 ayr1 kapta, 25’er neonat
(toplamda her grup i¢in 125) olacak sekilde deney diizenegi olusturuldu. Cozeltilere maruz
birakilan neonatlar 24. ve 48., saatlerde kontrol edilerek, gozlemlere bagli olarak
ortamdaki 6lii neonatlar glinliilk olarak uzaklastirildiktan sonra, 48 saatin sonunda kalan
neonatlar mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak biyokimyasal ¢aligmalarinin yapilacag giine
degin -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza edildi. Biitiin enzim aktiviteleri, toplam
protein miktart1 ve diger biyokimyasal parametrelerin (CAT hari¢) oOlgiim islemleri,
santrifiij isleminden hemen sonra, ornekler bekletilmeksizin, mikropleyt okuyucu sistem

(Versamax, Molecular Devices Corp., USA) kullanilarak yapildi.

3.6.1 Tiim viicut homojenatlarimin hazirlanmasi

Homojenizasyona baslanirken, derin dondurucudan alinan ve mikrosantrifiij tiipleri
icerisinde bulunan neonatlarin buz iizerinde ¢6ziinmesi saglandi ve tartim yapildi.
Homojenizasyon, toplam neonat agirliklarinin 5 kati hacimde (w/v) sogutulmus
homojenizasyon tamponu (pH 7.4, 0.1 M potasyum fosfat tamponu i¢inde: 0.15 M KCI; 1
mM EDTA; 0.05 mM DTT bulunmaktadir) ile bir buz kabinda yapildi. Neonat 6rnekleri
mikrosantrifiij tiiplerinde, buz kabi i¢inde, bir el-tipi homojenizator kullanilarak, 30 saniye
sireyle pargalandi. Elde edilen homojenat mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak,
homojenatlar 4 °C’de 16,000 xg devirde 20 dakika siire ile santrifiij edildi (Allegra 64R,
Beckman, ABD). Santrifiij sonrasi siipernatant kismi alinarak, elde edilen post-
mitokondrial fraksiyonda bekletilmeksizin biyokimyasal olgiimler yapildi. Caligsmalarin

tiim asamalarinda 6rnekler buz tizerinde tutuldu.

3.6.2 GST aktivitesi

GST aktivitesi Olgiimiinde substrat olarak 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
kullanildi. Calismada Habig ve dig. (1974)’nin gelistirdigi yontem, baz1 modifikasyonlar
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yapilarak kullanildi. Buna gore, 10 ul siipernatant alinarak, icerisinde potasyum fosfat
tamponu (0.1 M, 100 pl pH 6.5), rediikte glutatyon (2 mM, 100 pl GSH) ve CDNB (20
mM, 10 pl) bulunan ortamda reaksiyon baglatildi ve 344 nm dalga boyunda 2 dakika

siireyle absorbans okumasi yapildi. GSH reaksiyonda kofaktor olarak kullanildi.

3.6.3 GR aktivitesi

GR aktivitesi Stephensen ve dig. (2000) tarafindan kullanilan yonteme gore saptandi.
Reaksiyon ¢ozeltisi 0.1 mM, 150 ul 5, 5'-dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), 12 mM,
20 ul NADPH ve 20 ul 6rnek igerecek sekilde hazirlandi. 20 pl, 3.25 mM GSSG’nin
ilavesi ile reaksiyon baslatildi. Biitiin ¢ozeltiler, ImM EDTA igeren, 0.1 M potasyum
fosfat tamponunda (pH 7.5) hazirlandi. Reaksiyon oda sicakliginda 405 nm’de izlendi ve
elde edilen absorbans degerlerine gore GR aktivitesi hesaplandi (reaksiyon {iriinii; 2-nitro-

5-thiobenzoat anyonu i¢in €=14,151 M'em™).
3.6.4 CAT aktivitesi

CAT aktivitesi Aebi (1974) tarafindan kullanilan yonteme goére saptandi bir
spektrofotometre kullanilarak 6lgiildii. Enzim aktivitesi, 240 nm dalga boyunda substrat
olarak kullanilan hidrojen peroksitin (H,O;) tiiketimine bagli olarak saptandi. Bu amagla 1
ml’lik kuvartz kiivete, 20 pl 6rnek ve 480 pl 12.5 mM H»0, igeren 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7.0) pipetlendi. 25°C’de 1 dakika siireyle absorbans degisimi kaydedildi.
Spesifik CAT aktivitesi nmol/dk/mg protein cinsinden hesaplandi.

3.6.5 AChE aktivitesi

AChHE aktivitesi Ol¢timiinde Ellman ve dig. (1961) tarafindan gelistirilen yontemin,
Ozmen ve dig. (1998) tarafindan modifiye edilmis sekli kullanildi. Enzim aktivitesi
Olgiimiinde asetiltiokolin 1odid substrat olarak kullanildi. Neonatlardan elde edilen
siipernatant toplam reaksiyon karigiminda 10 ul olacak sekilde mikropleyt cukurlarina
pipetlendi. Siipernatantin {izerine son reaksiyon karigiminda 0.701 mM ACTI ve 0.136 mM
DTNB olacak sekilde, trizma tamponu igerisinde (0.1 M, pH 8.0) hazirlanmis karisimdan
200 pl ilave edildi. 25 °C’de 1 dakika siire ile 412 nm dalga boyunda absorbans degisimi
kaydedildi.

3.6.6 CaE aktivitesi

CaE aktivitesi belirlenirken, Santhoshkumar ve Shivanandappa (1999) tarafindan

belirtilen spektrofotometrik yontem mikropleyt okuyucu sisteme uyarlanarak kullanildi.
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Enzim aktivitesi Ol¢limiinde p-nitrofenolasetat (PNPA) substrat olarak kullanildi. Buna
gore mikropleyt kuyucuklarina 5 pl 6rnek pipetlendikten sonra ortama 250 pl, 0.05 M
trizma 7.4 eklendi. 3 dakikalik inkiibasyon sonrasinda ortama 5 pl PNPA (karisimdaki
konsantrasyonu 0.5 mM olacak sekilde) eklenerek reaksiyon baslatildi. 405 nm dalga
boyunda 2 dakika boyunca absorbans okumasi yapildi.

3.6.7 GSH,q diizeyi

Rediikte glutatyon diizeyi (GSH..q), DTNB kullanilarak spektrofotometrik olarak
belirlendi. Parihar ve dig. (1997)’nin yontemi modifiye edilerek, 96 ¢ukurlu mikropleytlere
uyarlandi. Buna gére, 5 ul 6rnek, mikropleyt cukurlarina pipetlenecektir. Orneklerin
tizerine 0.5 mM DTNB igeren 120 pl fosfat tamponuna (0.1 M, pH 6.8) ilave edildi.
Karisim oda sicakliginda 5 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra, 412 nm'de absorbans
diizeyleri olgiildii. Orneklerdeki GSH,eq diizeyi olusturulan bir standart GSH (0.195-12.5
mM GSH) kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplandi.

3.6.8 Toplam protein miktar1 tayini

Neonat homojenatlarindan elde edilen siipernatantlarda toplam protein miktarlar
Bradford (1976) yontemine gore, mikropleyt okuyucu sistemi kullanilarak belirlendi.
Stipernatant 6rnekleri 1/5 oraninda sulandirildiktan sonra, sulandirilmis 6rneklerden 5 pL
mikropleyt kuyucuklarina pipetlendi ve ftizerine 250 pl Bradford c¢ozeltisi eklendi.
Reaksiyon karisimi oda sicakliginda, karanlikta 15 dakika siireyle inkiibe edildi. Renk
degisimine bagli olarak, 595 nm dalga boyunda absorbans degeri 6l¢iildii. Elde edilen
degerler BSA (Bovine Serum Albumin) standart egrisi degerleri ile karsilastirilarak,
ornekteki toplam protein miktarlart saptandi. Tiim 6rneklerden elde edilen toplam protein
degerleri, elde edilen enzim aktivite degerleri ile birlikte, spesifik enzim aktivitesi

degerlerinin hesaplanmasinda kullanildi.

3.7 Istatistiksel Analiz ve Hesaplamalar

Elde edilen bulgularin istatistiksel analizi i¢in GraphPad Prism 5 programi kullanildi.
D. magna neonatlarinda, 48 saatlik ortalama 6ldiiriicti konsantrasyon (LCsy) degerlerinin
saptanmasi i¢in probit regresyon analizi yontemi uygulandi (Finney, 1971). Hem
morfolojik parametreler hem de biyokimyasal biyobelirteglerin istatistiksel analizi igin,

veriler baglangigta sirasiyla Bartlett ve Kolmogorov-Smirnov testleri ile varyanslarin
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homojenligi ve normallik dagilimlar1 agisindan test edildi. Parametrik olmayan veriler
Kruskal-Wallis testi kullanilarak analiz edildi ve ardindan Dunn ¢oklu karsilastirma testi
kullanildi. Parametrik veriler, Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve ardindan

Bonferroni testi kullanilarak analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Test Edilen Pestisitlerin D. manga icin LCsy Diizeyleri

Toksisitesi test edilen ticari pestisitlerden Glifosat Bazli Herbisitin (GBH, Roundup)
8.67-500 mg/L araliginda 10 ayr1 konsantrasyonuna, 48 saat siireyle maruz birakilan D.
magna neonatlari i¢in elde edilen 6liim diizeylerinden hareketle LCsy diizeyi 253.1 mg/L
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Toksisitesi test edilen diger ticari Trifloksistrobin Bazli
Fungusitin (TBF, mg/L) 9.43-100 pg/L araliginda 10 ayr1 konsantrasyona, 48 saat siireyle
maruz birakilan D. magna neonatlari icin elde edilen 6liim diizeylerinden hareketle LCs

diizeyi 20.71 mg/L olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1: Test edilen pestisitlerin D. magna neonatlarinda LCs, diizeyleri

Kons. LCso (mg/L)
Pestisit Kons. n
sayis1 24 h 48 h
Glifosat Bazli Herbisit 350.9 253.1
8.67-500 11 35
(GBH , mg/L) (295.9-435.0) (212.9-287.9)
Trifloksistrobin Bazli Fungusit 38.22 20.71
9.43-100 10 35
(TBF, pg/L) (34.87-41.96) (18.25-22.95)

Calismada, test edilen pestisitlerin her bir konsantrasyonuna maruz birakildiktan
sonra sag kalan bireylerin boy, en ve spin ol¢iimleri alind1 (Cizelge 4.2, 4.3). GBH’ye 48
saat siireyle maruz birakilan D. magna neonatlarinda boy ve spin acisindan biiyiime

geriligi tespit edildi (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2: GBH’ye maruz birakilan D. magna neonatlarinda zamana bagli toksisite ve

gelisim verileri

Kons. Oliim (%)

- Boy (mm) En (mm) Spine (mm)
(mg/L) 24s 48s
Bas. - - 1.158 + 0.018 0.591 + 0.011 0.411 0.007
Kontrol 0 17  1.288 + 0.021 0.706 + 0.017 0.474 + 0.010
8.67 6 17 1.140£0.018 7 0.662 + 0.023 0.418 + 0.016
13.01 9 20 1.165+0.022 7 0.652 £ 0.020 0.460 + 0.024
19.51 9 26 1.122+0.019 7 0.677 £ 0.013 0.419 + 0.011
29.26 6 20 1.079+0.013 7 0.685+ 0.011 0.354 + 0.012
43.9 0 14 11060019 7 0.669 + 0.014 0.346 + 0.011 ™
65.84 0 3 1.131 £ 0.024 ™ 0.686 < 0.010 0.357 + 0.008
98.77 9 17 1128 £0.019 7 0.679 + 0.011 0.358 £ 0.012
148.15 20 31 1.174+0.021 ©  0.672 £ 0.016 0.389 + 0.011
22222 26 46 1.099 +£0.030 T 0.682 = 0.010 0.367 + 0.010
333.33 46 74  1.153 £ 0.033 0.700 + 0.014 0337 £ 0.014
500 74 100 - - -

n: Her konsantrasyon i¢in 5x7 = 35 birey kullanilmistir.

* ok
>

diizeyinde 6nemliligi gdstermektedir.

ve " Kontrol grubu ile karsilastirildiginda sirastyla p<0.05, p<0.01 ve p<0.001

Test edilen diger bir ticari pestisit olan Trifloksistrobin Bazli Fungisitin (TBF, Flint)

letalitesinin degerlendirilmesine yonelik testlerden yola cikilarak 24 ve 48 saatlik LCs

degerleri hesaplandi (Cizelge 4.1). GBH’de oldugu gibi TBF i¢in de her bir konsantrasyon

icin sag kalan bireylerin boy, en ve spin dl¢limleri alindi (Cizelge 4.3). GBH’den farkli

olarak TBF’ye maruz birakilan neonatlarda konsantrasyon iligkili olmayan boy ve en

geriligi tespit edildi (p<0.05).
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Cizelge 4.3: TBF’ye maruz birakilan D. magna neonatlarinda zamana bagl toksisite ve

gelisim verileri

Kons. Oliim (%)

I Boy (mm) En (mm) Spine (mm)
(ng/L) 24s 48s
Bas. - - 1.158 + 0.018 0.591 = 0.011 0.411  0.007
Kontrol 0 6 1.252 + 0.026 0.713 + 0.017 0.485 + 0.011
9.43 0 9 1.281 + 0.033 0.743 + 0.023 0.494 + 0.017
12.26 3 11 1.180 + 0.023 0.645 £ 0.016 =~  0.455 = 0.011
15.94 3 34 1.140 + 0.023 0.640 £ 0.018 ~  0.433 + 0.014
20.72 14 63  1.177 = 0.035 0.688 + 0.023 0.490 + 0.017
26.93 200 63 1.131 +0.022 0.613 +0.019 ~  0.443 + 0.019
35.01 37 89  1.190 £ 0.156 0.618 % 0.065 0.433 = 0.028
45.52 71 100 - - -
59.17 77 100 - - -
76.92 97 100 - - -
100 94 100 - - -

n: Her konsantrasyon i¢in 5x7 = 35 birey kullanilmistir.
" ™ye ™. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda sirasiyla p<0.05, p<0.01 ve p<0.001
diizeyinde 6nemliligi gdstermektedir.

4.2 D. magna Bireylerinin Pestisitlere Farklh OrtamlardaMaruz Birakilmasi

Pestisitlerin letal diizeylerinin belirlenmesine yoOnelik calismalardan elde edilen
verilerden hareketle, pestisitlere trofik transfer yoluyla maruz kalmanin etkilerini
degerlendirmeye yonelik calismalar yapildi. Bu amagla, Daphnia suyu ortaminda C.
vulgaris ve D. magna bireyleri, Sekil 3.1°de belirtilen plana gore pestisitlere maruz

birakaldi.

Oncelikle, maruz birakma &ncesi ortama verilen stok soliisyonda bulunan Chlorella
hiicre sayis1 ve 6zellikleri belirlendi ve “Chlorella ile beslenen” gruplarda maruz birakma
ortamindaki Chlorella diizeyinin 10° birey/mL olmasi saglandi (Cizelge 4.4). Buna gore ii¢
farkli calisma i¢in kiiltlir ortaminin yasayan ve 6lii Chlorella bireylerinin yiizdesi sirastyla

%70-30. %68-32 ve %62-38 olarak belirlendi.
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Cizelge 4.4:D. magna neonat ve erginlerinin farkli ortamlarda pestisitlere maruz birakma

deneylerinde ortama ilave edilen Chlorella kiiltiirlerinin 6zellikleri

Farkh ortamlarda pestisitlere maruz birakma

deneyleri
Parametre Direkt Dolayh Biyobelirteg¢
Toplam hiicre kons. (x10°birey/mL) 62.4 £ 10.9 94.0 £21.3 92.7 £25.9
Yasayan hiicre kons. (x10°birey/mL)  43.8 + 7.7 63.9 £ 13.5 57.7 = 14.0
Olii hiicre kons. (x10°birey/mL) 18.5 £ 3.7 30.1 + 8.0 35.1 +£12.7
Canlilik (%) 70.3 £ 2.6 68.5+24 62.8 + 3.6
Ortalama hiicre boyutu (pm) 6.9 £ 0.3 7.2 £0.3 72 £0.2
Toplam hiicre sayis1 1378 + 241 2077 £ 472 2049 + 572
Yasayan hiicre sayis1 968 + 170 1412 + 299 1274 + 311
Olii hiicre sayis1 410 + 81 665 + 177 775 + 281

4.2.1 D. magna neonatlarimin farkh ortamlarda, pestisitlere direkt maruz birakilmasi

Elde edilen veriler, kontrol gruplarn ile kiyaslandiginda direkt GBH uygulamalarinin
letaliteyi konsantrasyon iliskili olarak artirdigin1 gostermektedir. Beslenmeyen gruplarda
LCso ve LCso/2 konsantrasyonlar1 icin letalite diizeyleri %80 ve %9, karisim yemle
beslenen gruplar i¢in %71 ve %31, Chlorella ile beslenen gruplarda ise %17 ve %6 olarak
belirlenmistir. Buna gore en az olim, Chlorella ile beslenen gruplarda belirlenmistir.
Ayrica hem kontrol grubunda hem de LCs¢/4 ve LCs¢/2 konsantrasyonlarinda Chlorella ile
besleme neonat boylarinda artisa neden olmustur (p<0.05). Kontrol grubunda olmasa da
LCs/4 ve LCso/2 konsantrasyonlarinda ortama karisim yem ilavesi de neonat boylarinda

artisa yol agmustir (»<0.05)
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Cizelge 4.5: GBH ye farkli ortamlarda, direkt maruz birakilan D. magna neonatlarinda

zamana bagl toksisite

Kons. Oliim (%)
(ng/L) Grup is 18s Boy (mm)* En (mm)* Spin (mm)*
Bas. - - - 1.124+£0.020 0.616 = 0.013  0.392 + 0.009
Kontrol Beslenmeyen 0 0 1.097+£0.015 0.698 +£0.012 0.419+0.010
- Karigim yemle beslenen 0 0 1.108 +£0.023 0.700+ 0.017 0.442+0.018
- Chlorella ile beslenen 0 0 1.342+0.020* 0.726+0.015 0.468 +0.013
63.3 Beslenmeyen 0 6 1255+0.018* 0.646+0.011 0.395+0.010
Karisim yemle beslenen 0 11 1.247+0.021 ¥ 0.657+0.013 0.431+0.016
Chlorella ile beslenen 0 0 1.195+0.031 ** 0.672+0.013 0.428+0.011
126.6  Beslenmeyen 0 9 1.183+0.019 0.641+ 0.016 0.442 + 0.009
Karigim yemle beslenen 0 31 1.241+0.024 * 0.664 + 0.017 0.468 + 0.013
Chlorella ile beslenen 0 6 1290+0.016 * 0.747+0.035 0.429+0.010
253.1 Beslenmeyen 6 80 1.017+0.096 0.681+0.041 0.424+0.019
Karigim yemle beslenen 6 71 1.102 £+ 0.024 0.663 +0.022 0.420+ 0.014
Chlorella ile beslenen 6 17 1.172+0.027 * 0.639+0.016 * 0.435+ 0.011

n: Her konsantrasyon i¢in 5x7 = 35 birey kullanilmistir.
“:Morfolojik parametreler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
*:Beslenmeyen kontrol grubu ile karsilastirildiginda énemlidir (»p<0.05).
”:Karisim yem ile beslenen kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemlidir (»p<0.05).
“:C. vulgaris ile beslenen kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 6nemlidir (p<0.05).

TBF ile ilgili veriler incelendiginde, kontrol grubu ile kiyaslandiginda TBF

uygulamalarinin letaliteyi konsantrasyon iligkili olarak artirdigi belirlendi. Beslenmeyen

gruplarda LCsp ve LCs¢/2 konsantrasyonlar1 i¢in letalite diizeyleri %9 ve %26, besin

karisimlart i¢in %40 ve %11, Chlorella ile beslenen grupta ise %34 ve %]11 olarak

belirlenmistir. GBH’den farkli olarak TBF’nin LCs, konsantrasyonlarina maruz birakilan

her ii¢ grupta da, LCsy/2 konsantrasyonununa maruz birakilanlarda ise beslenen (karisim

yem ve Chlorella ile) gruplarda boy ve spin uzunlugunda gerilik belirlenmistir.
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Cizelge 4.6: TBF ye farkli ortamlarda, direkt maruz birakilan D. magna neonatlarinda

zamana bagl toksisite

Kons. Oliim (%)
g/l Grup STYTYS Boy (mm)* En (mm)* Spin (mm)*
Bas. - - - 1.124+0.020 0.616+0.013  0.392 +0.009
Kontrol Beslenmeyen 0 0 1.238+0.014 0.661 £0.008 0.427 + 0.008
Karisim yemle beslenen 0 0 1.224+0.013 0.660+0.007 0.413+0.007
Chlorella ile beslenen 0 0 1314£0.015% 0.715+0.012 0.402 + 0.006
5.18  Beslenmeyen 0 11 1276+0.015 0.663+0.010 0.399 + 0.008
Karigim yemle beslenen 6 6 1.231+0.015 0.668 = 0.009  0.398 = 0.007
Chlorella ile beslenen 3 3 1.231+0.012°% 0.664+0.008 0.397+0.006
10.36  Beslenmeyen 26 26 1.244+0.013 0.649+0.010 0.404 £ 0.007
Karisim yemle beslenen 11 11 1.176 £0.014  0.688 =0.011  0.386 +0.008 *
Chlorella ile beslenen 3 11 1.180+0.014° 0.678£0.008 0.372 +0.009 *
20.71 Beslenmeyen 9 9 1.109+0.015* 0.665+0.009 0.357+0.008 *

1.124+0.019 * 0.684+0.011 0.364+0.018 *
1.125+0.016 ** 0.683 £ 0.019 * 0.350+0.012 **

Karisim yemle beslenen 40 40
Chlorella ile beslenen 11 34

n: Her konsantrasyon ic¢in 5x7 = 35 birey kullanilmistir.

“:Morfolojik parametreler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
*:Beslenmeyen kontrol grubu ile karsilastirildiginda énemlidir (»p<0.05).

”:Karisim yem ile beslenen kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemlidir (»p<0.05).
“:C. vulgaris ile beslenen kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemlidir (»p<0.05).

4.2.2 D. magna neonatlarimin farkh ortamlarda, pestisitlere dolaylh maruz birakilmasi

Direkt maruz birakmadan farkli olarak,ortamlara pestisitler (GBH veya TBF)
eklendikten sonra, 24 saat bekletilen ii¢ ortam (beslenmeyen, karisim yemle beslenen ve
Chlorella ile beslenen) santrifiil edilmis ve santrifiij sonrasi pellet 1 mL NCM c¢ozeltisi ile

sulandirilarak icinde Daphnia neonatlarinin bulundugu ortama eklenmistir.

Dolayli GBH uygulamalarinda en yiiksek letalite diizeyi GBH’nin LCsg
konsantrasyonuna maruz birakilirken beslenmeyen D. magna Orneklerinde %23 olarak
belirlenmistir. Direkt pestisit uygulamasi ile kiyaslandiginda dolayli pestisit uygulamasi
letaliteyi Onemli oranda azaltmistir. Beslenmeyen kontrol grubu ile kiyaslandiginda
Chlorella ile beslenen biitiin gruplarda boy, en ve spin diizeyleri 6nemli diizeyde artig

gostermistir (p<0.05). Diger yandan, GBH’nin LCsy ve LCs¢/2 konsantrasyonuna maruz
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birakilirken beslenmeyen veya karisim yemle beslenen gruplarda en ve spin acisindan

biiyiime geriligi tespit edilmistir (p<0.05).

Cizelge 4.7: GBH’ye farkli ortamlarda, dolayli maruz birakilan D. magna neonatlarinda

zamana bagl toksisite.

Kons. Oliim(%) . , _ .
(ng/L) Grup YT Boy (mm) En (mm) Spin (mm)
Bas - - - 1.153+0.016 0.618+0.009  0.398 £ 0.006
Kontrol Beslenmeyen 0 0 1.274+0.014 0.755+0.011 0.452 +0.010
Karigim yemle beslenen 3 11 1.251+0.013 0.756 £ 0.009  0.453 £ 0.009
Chlorella ile beslenen 0 0 1.515+£0.013° 0.851+£0.011* 0.504+0.008 *
63.3  Beslenmeyen 6 11 1.283+0.008 0.687+0.007* 0.400+ 0.006 *
Karigim yemle beslenen 9 14 1.310£0.009  0.695 + 0.004 ** 0.390 + 0.006 **
Chlorella ile beslenen 3 3 1.630+0.012* 0.797+0.008  0.500 + 0.007 *
126.6  Beslenmeyen 6 14 1218+0.012 0.685+0.006 * 0.381+0.007 *
Karigim yemle beslenen 6 17 1.270£0.010  0.686 + 0.007 ** 0.392 + 0.009 **
Chlorella ile beslenen 3 3 1.590+0.012* 0.811+0.008* 0.498+0.015*
253.1 Beslenmeyen 11 23 1253+£0.014 0.720+0.008  0.404 + 0.008
Karisim yemle beslenen 9 14 1.244 £ 0.015 0.735+0.008  0.431+0.009

Chlorella ile beslenen 3 3 1.563+0.013° 0.820+£0.010* 0.504+0.007 *

n: Her konsantrasyon i¢in 5x7 = 35 birey kullanilmistir.

“:Morfolojik parametreler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
*:Beslenmeyen kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 6nemlidir (p<0.05).

”:Karigim yem ile beslenen kontrol grubu ile kargilastirildiginda 6nemlidir (p<0.05).
“:C. vulgaris ile beslenen kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 6nemlidir (p<0.05).

Dolayli TBF wuygulamalarinda en yiiksek letalite diizeyi TBF’nin LCsg
konsantrasyonuna maruz birakilirken karisim yemle beslenen ve beslenmeyen D. magna
orneklerinde sirastyla %29 ve %26 olarak belirlenmistir. GBH’de oldugu gibi direkt
pestisit uygulamasi ile kiyaslandiginda dolayli TBF uygulamasi letaliteyi dnemli oranda
azaltmistir. Yine dolaylt GBH uygulamasinda oldugu gibi, beslenmeyen kontrol grubu ile
kiyaslandiginda Chlorella ile beslenen biitiin gruplarda boy diizeylerinde onemli oranda
artis gozlenmistir (p<0.05). Diger yandan, TBF’nin her {i¢ konsantrasyonuna maruz
birakilirken beslenmeyen veya karigim yemle beslenen gruplarda boy, en ve spin agisindan

biiyiime geriligi tespit edilmistir (p<0.05).
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Cizelge 4.8: TBF ye farkli ortamlarda, dolayli maruz birakilan D. magna neonatlarinda

zamana bagl toksisite

Kons. Grup OIL(%) Boy (mm)* En (mm)* Spin (mm)*
(ng/L) 24h 48h
Basg - - - 1.153+£0.016 0.618+0.009  0.398 + 0.006
Kontrol Beslenmeyen 0 0 1.274+0.014 0.755+0.011 0.452+0.010
Karigim yemle beslenen 3 11 1.251+0.013  0.756+0.009  0.453 £ 0.009
Chlorella ile beslenen 0 0 1.515+£0.013* 0.851+0.011 " 0.504=+0.008
5.18  Beslenmeyen 6 6 1.254+0.013 0.664+0.008  0.390+0.007 *
Karigim yemle beslenen 9 17 1.247+0.011  0.677 £ 0.006 * 0.396 + 0.006 **
Chlorella ile beslenen 0 0 1.323+£0.007° 0.722+0.006° 0.431+0.007 ¢
10.36  Beslenmeyen 11 23 1.232+0.012 0.633+0.008* 0.387+0.006 *
Karisim yemle beslenen 11 23 1.203+0.014  0.664 + 0.008 *¥ 0.401 + 0.007 %
Chlorella ile beslenen 0 0 1.351+£0.009 % 0.704 +0.007 * 0.393 £ 0.009 **
20.71 Beslenmeyen 14 26 1.157+0.010° 0.654+0.008* 0.367+0.007 *
Karigim yemle beslenen 14 29 1.254+0.009  0.689 + 0.005 *¥ 0.384 £+ 0.009 **
Chlorella ile beslenen 6 6 1.316+£0.009* 0.683+0.008 ** 0.398 = 0.008 **

n: Her konsantrasyon ic¢in 5x7 = 35 birey kullanilmistir.

“:Morfolojik parametreler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
*:Beslenmeyen kontrol grubu ile karsilastirildiginda énemlidir (»p<0.05).

”:Karisim yem ile beslenen kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemlidir (»p<0.05).
“:C. vulgaris ile beslenen kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemlidir (»p<0.05).

4.2.3 D. magna erginlerinin biyokimyasal analizler icin farkh ortamlarda, pestisitlere

direkt maruz birakilmasi

Calismanin bu asamasinda neonatlar yerine ergin bireyler tercih edildi. Tek basina
pestisit uygulamalarindan elde edilen verilerden hareketle, pestisitlere trofik transfer
yoluyla maruz kalmanin subletal etkilerini degerlendirmeye yonelik ¢calismalar yapildi. Bu
amagla, Daphnia suyu ortaminda C. vulgaris ve D. magna bireyleri, Sekil 4.1°de verilen
maruz birakma planina gore pestisitlere maruz birakildi. Elde edilen veriler, kontrol grubu
ile kiyaslandiginda GBH uygulamalarimin letaliteyi konsantrasyon iliskili olarak artirdigini
gosterdi. Beslenmeyen gruplarda LCsy ve LCsy/2 konsantrasyonlari i¢in letalite diizeyleri
%33 ve %18, karisim yemle beslenen gruplarda %29 ve %9 Chlorella ile beslenen
gruplarda ise %20 ve %6 olarak belirlenmistir. Ancak neonat uygulamasindan farkli orak
bu toksisite testinde beslenmeyen, karisim yemle beslenen ve Chlorella ile beslenen

kontrol gruplarinda da sirasiyla %11, 14 ve 9 diizeyinde 6liim belirlendi.
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GBH’ye farkli ortamlarda, direkt maruz birakilan D. magna erginlerinde biyobelirteg
diizeyleri incelendiginde kontrol gruplar ile karsilastirildiginda GST ve CAT aktiviteleri
icin istatistiksel olarak onemli farkliliklar belirlenmistir (Cizelge 4.9) (p<0.05). Kontrol
gruplarinda GST aktivitesi, beslenmeyen, karisim yemle beslenen ve Chlorella ile beslenen
gruplar i¢in sirastyla 90, 119 ve 101 nmol/dak/mg protein olarak belirlenirken, GBH’nin
LCs¢/4 konsantrasyonuna maruz birakilan ayni gruplarda sirasiyla 186,194 ve 149
nmol/dak/mg protein olarak belirlenmistir. GBH’nin LCsy konsantrasyonuna maruz
birakilirken Chlorella ile beslenen grupta da hem beslenmeyen hem de Chlorella ile
beslenen kontrol gruplariyla kiyaslandiginda enzim aktivitesinde 6nemli diizeyde artis

belirlenmistir (p<0.05).

TBF’ye farkli ortamlarda, direkt maruz birakilan D. magna erginlerinde GST
aktivitesi LCs¢p/4 ve LCso/2 konsantrasyonlarina maruz birakilan D. magna bireylerinde
enzim aktivitesinde azalis belirlense de istatistiksel olarak oOnemli bir farklilik
belirlenmemistir (Cizelge 4.10) (p>0.05). CAT aktivitesinde, Chlorella ile beslenen grup
haricindeki gruplarda (beslenmeyen ve karisim yemle beslenen) kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda onemli diizeyde artis belirlenmistir (p<0.05). Diger biyokimyasal
belirteclerde ise uygulama ve kontrol gruplart arasinda istatistiksel bir farklilik

belirlenmemistir.
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Cizelge 4.9: GBH’ye farkli ortamlarda, direkt maruz birakilan D. magna erginlerinde biyobelirteg diizeyleri

Oliim (%)

Kons. (mg/L) Grup 24P < GST* GR* CaE* CAT ACHE" GSH,.{"
Kontrol Beslenmeyen 3 11 899+12.71 433+1.23 1794+218 25.21+7.34 8.34+2.52 3.85+0.78
Karigim yemle beslenen 7 14 119.0+12.01 242 +0.76 2045 +201 25.54+6.48 12.21 +3.48 3.68 +0.81
Chlorella ile beslenen 3 9 100.8+17.86 1.28£0.38 2207+56 51.13+20.62 10.67 £1.54 296 +0.11
63.3 Beslenmeyen 10 14 186.1+6.39 * 1.39+047 2130+78 43.19+8.88 11.71 £2.18 4.00+0.48
Karigim yemle beslenen 8 21 193.7+9.81 456+0.29 2573 +£218 82.12+22.21 1290 £1.68 5.16 +0.38
Chlorella ile beslenen 7 7 148.5+9.60 430+ 1.29 2163 +129 63.79+7.22 9.66+1.11 3.29+0.31
126.6 Beslenmeyen 10 18 115.7+5.99 3.88+0.32 1595+125 70.15+2.47 10.65+1.67 3.08 +£0.40
Karigim yemle beslenen 4 9 113.1+9.34 457+227 1755+251 98.74 +23.65 11.98+£2.24 3.91+0.73
Chlorella ile beslenen 6 6 116.9+11.36 3.03+0.63 1667 +129 76.74 +10.66 13.35+2.01 2.85+0.37
253.1 Beslenmeyen 17 33 11141772 10.75+0.12 2220 +340 142.8 +24.06 * 16.54+2.25 6.18+0.74
Karigim yemle beslenen 16 29 134.0 +4.55 4.85+0.78 2265+392 159.0+52.17 *¥ 18.60 +£6.77 5.53 +1.03
Chlorella ile beslenen 15 20 1644+888 “* 3.18+0.65 1990+68 98.69+953 * 1141+1.19 3.81+0.39

n: Her konsantrasyon i¢in 5x25 = 125 birey kullanilmstir.

“: Enzim aktivitesi nmol/dak/mg protein + standart hata olarak ifade edildi.

b. GSH,q diizeyi nmol/mg protein + standart hata olarak ifade edildi.
*:Beslenmeyen kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 6nemlidir (p<0.05).

”:Karisim yem ile beslenen kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemlidir (»p<0.05).
“:C. vulgaris ile beslenen kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 6nemlidir (p<0.05).
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Cizelge 4.10: TBF’ye farkli ortamlarda, direkt maruz birakilan D.

magna erginlerinde biyobelirte¢ diizeyleri

Kons. (ug/L) Grup Omm O e GR CaE" CAT* ACHE*  GSH,
24s 48s

Kontrol Beslenmeyen 3 11 89.9+12.71 433+1.23 1794+218 252+7.34 8.34+252 385+0.78
Karigim yemle beslenen 7 14 119.0+12.01 2.42+0.76 2045+201 25.5+6.48 12.21 £3.48 3.68 +0.81
Chlorella ile beslenen 3 9 100.8+17.86 1.28+0.38 2207 +56 51.1 £20.62 10.67+1.54 2.96+0.11

5.18 Beslenmeyen 10 14 84.1+11.14 5.14+1.81 1324+99 88.2 £ 10.62 12.33 +£0.67 4.02 +0.38
Karisim yemle beslenen 17 27 421+837 320+1.00 1457+189 1263 +20.08 * 22.14+492 4.22+0.49
Chlorella ile beslenen 8 12 763+ 12.70 3.27+1.05 1342 +£68 73.9+9.01 1093 +£0.69 2.67+0.14

10.36 Beslenmeyen 22 29 31.1£430 631+1.77 1617+108 1562+24.61 * 17.88+1.49 6.02+0.80
Karisim yemle beslenen 21 24 669+ 1233 491+1.42 1567111 113.6+1292 * 19.55+3.21 4.90+0.64
Chlorella ile beslenen 4 7 45.1+£4.63 238+0.74 1445+93 67.0 +4.75 1097 £1.12 2.39+0.26

20.71 Beslenmeyen 21 39 159.7+1136 4.10+0.50 2356+482 122.6+21.63 ™ 18.09+544 5.29=+0.64
Karigim yemle beslenen 34 49 115.6+11.88 2.83+1.91 2266+369 1049+1794 * 12.60+537 554+1.16
Chlorella ile beslenen 12 15 1199+14.86 5.01 £1.27 1481 81 74.5 £ 10.28 7.35+0.93 2.88+0.25

n: Her konsantrasyon i¢in 5x25 = 125 birey kullanilmstir.
“: Enzim aktivitesi nmol/dak/mg protein + standart hata olarak ifade edildi.
b. GSH,q diizeyi nmol/mg protein + standart hata olarak ifade edildi.
*:Beslenmeyen kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 6nemlidir (p<0.05).

”:Karisim yem ile beslenen kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemlidir (»p<0.05).

“:C. vulgaris ile beslenen kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 6nemlidir (p<0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Glifosat bazli herbisitlerin (GBH) toksisitesinin degerlendirildigi ¢cok sayida ¢alisma
oldugu ve ticari formiilasyonlarda bulunan siirfaktan maddelerin pestisit formiilasyonunun
toksisitesini biiylik oranda etkiledigi bilinmektedir. Ticari formiilasyonlardan en iyi
bilinenlerden biri Roundup’tir (Turhan ve dig, 2020). Bu formiilasyonun toksisitesi ¢ok
sayida omurgali ve omurgasiz organizmada ortaya konmustur. Roundup formiilasyonunda
stirfaktan olarak kullanilan polioksietilen tallov amin’in (POEA) toksisiteyi 6énemli 6l¢iide
artirdigr bilinmektedir. Bu ¢aligmada farkli bir ticari GBH formiilasyonunun etkileri
incelenmistir. Ilgili literatiir incelediginde D. magna igin glifosat ve farkli GBH
formilasyonlariin LCsy degerlerinin olduk¢a degisken oldugu goriilmektedir (Cuhra ve
dig, 2013). Ornegin, D. magna ile toksisite testlerinin yapildig1 ¢alismalarda GBH’ler igin
LCs degerleri 13 ila 24 mg/L (FAO, 2016) ila 2000 mg/L arasinda degismektedir (Pereira
ve dig, 2009). Calismamizda GBH’nin D. magna icin 48 saatlik LCsy degeri 253.1 mg/L
gibi gorece yliksek bir diizeyde belirlenmistir.

Strobilurinler, diinyada en yaygin kullanilan yeni bir fungisit sinifin1 olusturmaktadir.
Daha oOnceki c¢aligmalarda ii¢ yaygm strobilurin fungisitinin = (kresoksim-metil,
pyraklostrobin ve trifloksistrobin) D. magna igin 48 saatlik LCs diizeyleri sirasiyla 443.3,
20.9 ve 23.0 pg/L olarak belirlenmistir (Cui ve dig, 2017). Calismamizda TBF’nin D.
magna i¢in 48 saatlik LCsy degeri ise 20.7 pg/L olarak belirlenmis olup literatiirde
belirtilen degere ¢ok yakindir.

Farkli ortamlarin pestisit toksisitesi iizerine etkileri degerlendirilirken {i¢ toksisite
caligmasinda elde edilen letalite verileri birlestirildiginde, letalitenin hem GBH ve hem de
TBF icin konsantrasyon iligkili olarak arttig1 goriilmektedir (Sekil 5.1 ve 5.2). Buna gore
hem GBH hem de TBF i¢in Chlorella ile beslemenin D. magna igin letaliteyi azalttig
sOylenebilir. Bu durum iki sekilde aciklanabilir: (i) Chlorella, pestisitleri tutuklayip
metabolize ediyor ve toksisitesini azaltiyor olabilir (i1) Chlorella varligt Daphnia’larin
pestisitle etkilesimini smirliyor olabilir. Steroid 0Ostrojenlerin biyomagnifikasyonunun
degerlendirildigi bir calismada, Ostronun sulu ortam yoluyla dogrudan alim diizeyinin

(biyokonsantrasyon) C. vulgaris yoluyla alimdan (biyomagnifikasyon) daha yiiksek bir
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birikime neden oldugu gosterilmistir. Belirtilen ¢alismada, besin kaynagi olan C. vulgaris
yoluyla D. magna'ya Ostron transferinin daha az 6nemli oldugu sonucuna varilmistir

(Gomes ve dig, 2004).

GBH
75
B Beslenmeyen
B Kansim vemle beslenen
B Chinrella ile baslanen
a0
25
O -
Kontrol LC50/4 L5042 LCa50
Konsantrasyon

Sekil 5.1: GBH’ye 48 saat siireyle maruz birakilan D. magna bireylerinde letalite diizeyleri

(Cizelge 4.5, 4.7 ve 4.9°da verilen letalite verilerinden hazirlanmistir)

TBF

75

® Beslenmeyen

B Kansum yemle beslenen

0 Chlopaila ile beslenen
a0
25

O -

Eontrol L5044 LC50/2 LZs0

Eonsantra Sy 01l

Sekil 5.2: TBF’ye 48 saat siireyle maruz birakilan Daphni magna bireylerinde letalite

diizeyleri (Cizelge 4.6, 4.8 ve 4.10°da verilen letalite verilerinden hazirlanmistir)

37



GBH ig¢in farkli ortamlarin pestisit toksisitesi iizerine etkilerinin degerlendirilirken
neonat boyutlarinin direkt ve dolayli maruz kalma durumunda birbirinden farkli etkilere
neden oldugu goriilmektedir. Hem direkt hem de dolayli pestisit maruziyetinde diger
gruplardan farkli olarak Chlorella ile beslenen grupta boyda énemli bir artis olurken, direkt
uygulamada en yiiksek uygulama konsantrasyonu boy uzunlugunda gerilie neden
olmustur (Sekil 5.3 ve 5.4). Mikroplastiklerin D. magna iizerine toksik etkilerinin
degerlendirildigi bir calismada, mikroplastikler yetiskinlerinin morfolojik yapisini
etkilenmese de, neonat viicut uzunlugu, viicut genisligi ve spin uzunlugunda farkliliklara

neden olmustur (Imhof ve dig, 2017).

GBH (Direkt)

1.75
B Beslenmeyen
H EKansm yvemle beslenen
Chlaralla tle heslenen
= Bl
=
g
= T
=]
A
1.25
1.00 -

Kontrol LC50/4 L5042 LC50

Konsantrasyon

Sekil 5.3: GBH’ye 48 saat siireyle direkt maruz birakilan D. magna neonatlarinda boy

uzunlugu (Cizelge 4.5 verilen verilerinden hazirlanmigtir)
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GBH (Dolayh)

1.75
H Beslenmeyen
B Kanam vemle beslenen
8 Chlorella ile besienen
= a0
5
=]
o]
1.25
1.00 -
Kontrol LC50/ L5022 LCa0
Konsantrasyon

Sekil 5.4: GBH ye 48 saat siireyle dolayli maruz birakilan D. magna neonatlarinda boy

uzunlugu (Cizelge 4.7°de verilen verilerinden hazirlanmistir)

GBH’ye benzer sekilde TBF i¢in farkli ortamlarin pestisit toksisitesi lizerine etkileri
degerlendirilirken neonat boyutlarinin, direkt ve dolayli maruz kalma durumunda
birbirinden farkli etkilere neden oldugu belirlenmistir. Yine, dolayli TBF maruziyetinde
Chlorella ile beslenen grupta boyda énemli bir artig olurken, direkt uygulama gruplarinin
hepsinde konsantrasyon iligkili olarak boy uzunlugunda gerilik belirlenmistir (Sekil 5.5 ve
5.6). Baz1 kirleticilerin alg varliginda toksisitesinin azaldig1 ve bu da serbest halde toksik
etkilerini gosteren kirleticilerin alglere baglanmasi nedeniyle toksisitelerinin azalmasi ile

iligkilendirilmistir (Taylor ve dig, 1998).
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TBF (Direkt)

1.75
B Beslenmeyen
B EKansm vemle beslenen
B Chlaralla ile beslenen
_ 1.50
-
=]
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1.25
1.00
Kontrol LC50/4 L5042 LCa50
Konsantrasyon

Sekil 5.5: TBF’ye 48 saat siireyle direkt maruz birakilan D. magna neonatlarinda boy

uzunlugu (Cizelge 4.6’da verilen verilerinden hazirlanmaistir)

TBF (Dolayh)
1.75
H Beslenmeyen
B Kanam vemle beslenen
B Chinrella ile baslanen
- 1.50
=
=]
A
1.25 A
1.00 -
Kontrol LC50/M4 L5042 LCa0
Konsantrasyon

Sekil 5.6: TBF’ye 48 saat siireyle dolayli maruz birakilan D. magna neonatlarinda boy

uzunlugu (Cizelge 4.8 de verilen verilerinden hazirlanmistir)
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Bu caligmada, letalite verileri ile CAT aktiviteleri dikkate alindiginda hem GBH
(Sekil 5.8) hem de TBF’nin CAT aktivitesinde artisa neden oldugu gdsterilmistir. Pestisit
konsantrasyonundaki artigla birlikte letalitenin diizeyi ve CAT aktivitesinin birlikte artisi
oksidatif stresle miicadele mekanizmasi olarak diisiiniilmektedir. Bir tibbi ila¢ olan
diklofenakin D. magna'da yliksek MDA igerigine neden oldugu ve bunun nispeten giiclii
oksidatif stres baslattigini, buna karsin antioksidatif stresten korumanin daha az 6lciide
uyarildigint gosterilmistir. D. magna'yr oksidatif hasardan korumak icin antioksidan
enzimlerin uyarilmasinin ve SOD, CAT ve GR enzimlerinin eliminasyon yeteneginin

yetersiz kaldig1 gosterilmistir (Gomez-Olivan ve dig, 2014).

GBH

150

B Beslenmeyen
B Eangim yvemle beslenen
= Chlorella ile beslenen

100

CAT alktivitesi
(nmol/daldka/mg protein)

Lk
L]

Fontrol LC50/4 L5042 LC50

Konsantrasyon

Sekil 5.7: GBH ye 48 saat silireyle maruz birakilan D. magna erginlerinde CAT aktivitesi

(Cizelge 4.9°da verilen verilerden hazirlanmistir)

GBH’nin LCs¢/4 konsantrasyonuna maruz birakilirken beslenmeyen, karisim yemle
beslenen ve Chlorella ile beslenen gruplarda GST aktivitesinde, ayni ortamlarda tutulan
kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda sirasiyla, %107, 63 ve 48 oraninda artig
belirlenmistir (Sekil 5.8). Ayrica GBH’nin LCs, konsantrasyonuna maruz birakilirken
Chlorella ile beslenen grupta da hem beslenmeyen hem de Chlorella ile beslenen kontrol
gruplariyla kiyaslandiginda enzim aktivitesinde oOnemli diizeyde artis belirlenmistir
(»<0.05). Daha onceki c¢alismalarda siyanobakteriyel mikrosistin varliginda GST
aktivitesinin  indiikksiyonu  gosterilmis ve Daphnia'daki  GST indiiksiyonunun
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detoksifikasyondan ziyade bir oksidatif stres tepkisi nedeniyle oldugu sonucuna varilmistir
(Sadler ve von Elert, 2014). Daha yiiksek konsantrasyonlarda ise bu Olclide bir artig
olmamas1 letalite ile GST diizeyi arasinda bir paralelligin olmadigin1 gostermektedir.
Onceden yapilan bir ¢alismada da Cr®", Cd*" ve diazinon maruziyetinde GST diizeyi ile D.

magna'nin letalitesi arasinda bir baglant1 bulunamamistir (Jemec ve dig, 2007).

GBH

200

B Beslentneyen
B Earisim vemle beslenen
B Chiorella ile beslenen

—
h
L]

GST aktvitesi
{nmol/dakilz/mg protein)
un o
o o

Kontrol LC50/4 LC50/2 LC50

Konsantra Sy on

Sekil 5.8: GBH’ye 48 saat siireyle maruz birakilan D. magna erginlerinde GST aktivitesi

(Cizelge 4.9°da verilen verilerden hazirlanmistir)

TBF’ye farkli ortamlarda, direkt maruz birakilanD. magna erginlerinde CAT
aktivitesinde, Chlorella ile beslenen grup haricindeki gruplarda (beslenmeyen ve karisim
yemle beslenen) kontrol gruplariyla kiyaslandiginda énemli diizeyde artig belirlenmistir
(Sekil 5.9) (p<0.05). Diger biyokimyasal belirtegler icin ise uygulama ve kontrol gruplari
arasinda istatistiksel bir farklilik belirlenmemistir. Letaliteye benzer sekilde Chlorella ile
beslenen gruplarda CAT aktivitesinin de indiiklenmemesinden dolay1 oksidatif stres ve

toksik etkinin sinirlandig1 sonucuna varilabilir.
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TBF
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Sekil 5.9: TBF’ye 48 saat siireyle maruz birakilan D. magna erginlerinde CAT aktivitesi

(Cizelge 4.10°da verilen verilerden hazirlanmistir)

Sonug olarak, bu ¢alisma GBH ve TBF’nin D. magna’da toksik etki gosterdigini,
morfolojik ve biyokimyasal parametrelerin bazilarinin konsantrasyon iliskili yanitlara
neden oldugu gosterilmistir. Ozellikle boy uzunluklarmmn 48 saatlik bir maruziyette
degisiklik gdstermesi, bu biyobelirteglerin olas1 bir pestisit toksisitesini agiklamada onemli
yanitlar olacagimi gostermektedir. CAT aktivitesinin letalitedeki artigla birlikte artmasi,
oksidatif stresin letalite ile iligkili oldugunu ve CAT nin biyobelirte¢ olma potansiyelinin
diger belirteclere gore daha yliksek oldugunu gostermektedir. Diger yandan, trofik
transferle yanitlarin degisimi incelendiginde ise Chlorella ile beslenen gruplarin,
beslenmeyen veya karigim yemle beslenen gruplara gore letalite diizeylerinin diistiigi
goriilmektedir. Bu da trofik transfer yoluyla madde transferinin gergeklesmedigi veya

Chlorella varliginda toksisitenin azaldigini gostermektedir.
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