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2013

Diinyada en fazla kullanilan tarimsal miicadele yontemleri, kimyasal yontemlerdir.
Kimyasal miicadelenin temelinde pestisit denilen sentetik zirai maddeler vardir. Pestisitler
tarimda kullanilan, {irlin kaybina yol acan bdcek, hayvan ve bitkilerin geligimini dnlemek, bu
zararl canlilan yok etmek, geri piiskiirtmek veya bu canlilarin sayisini azaltmak i¢in tiretilmis
kimyasal maddeler ya da biyolojik ajanlardir (viriis, bakteri). Bilingsiz pestisit kullanimi1
sonucunda insan, hava, su, toprak ve yabani hayat olumsuz etkilenmekte, hedef alinan canlilarda
diren¢ olusmakta, dogal hayatin ve yararli canlilarin 6ldiiriilmesiyle dogal denge bozulmakta ve
bitkilerde fitotoksisite goriilmektedir.

Yiizey sulan ve igerdikleri dogal kommiinite, pek ¢ok antropojenik toksik kimyasalla
kontamine olmustur. Sucul ekosistemlerin korunabilmesi i¢in bu kimyasallarin etkilerinin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu antropojenik kimyasallardan en ciddi problem yaratanlar
pestisitlerdir. Cilinkii pestisitler canlilari (hem hedef hem de hedef olmayan organizmalari)
oldiirmek icin oOzel olarak tasarlanmis ve c¢ogunlukla kasitli olarak dogaya birakilan
kimyasallardir. Yogun tarim, hava ve yiizey sularinin kirlenmesine, su sistemlerinin
oOtrifikasyonuna, sera gazlari emisyonlarina ve asit yagmurlarina neden olmaktadir. Uzun
zamandir tarimsal alanlarda zararlilarla miicadele etmek, dolayisi ile verimi artirmak igin
kullanilan pestisitler insan sagligini ve ¢evreyi ciddi anlamda tehdit etmektedir.

Calismamizda kullandigimiz Gammarus kischineffensis, Crustacea smifina ait bir
tiirdiir. Crustacea sinifina ait tiirler genelde su sistemlerindeki kirliligi belirlerken biyoindikator
olarak kullanilmaktadir. Ayrica Gammarus kischineffensis baliklar i¢in besin kaynagidir bu
nedenle besin piramidinin temel basamaklarindan birini olusturmaktadir ve biyolojik
birikimdeki yeri nedeniyle 6nem arz etmektedir. Bu arastirma kapsaminda, endosulfan,
indoxacarb, thiomethoxam ve atrazinin ve bu pestisitlerin kombine kullanimlarinin, Gammarus
kischineffensis’in antioxidan ve detoksifikasyon enzimleri {izerine etkilerinin incelenmesi ve bu
organizmalarda biraktig1 kalint1 diizeyleri aragtirilmistir.

Sonug olarak, pestisitlerin tek ve kombine kullanimlariin Gammarus kischineffensis'in
antioksidan ve detoksifikasyon enzimleri {izerinde etkili oldugu goézlenmisir. Endosulfan
disindaki tiim pestisitler i¢in kalint1 tespit edilmistir ve sonuglarin enzim cevaplari ile uyumlu
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Gammarus kischineffensis, antioksidan enzimler, asetilkolinesteraz,
pestisit kalintisi.
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Chemical methods are the most used agricultural combat methods in the World.
Pesticides used in agriculture are chemical materials or biological agents (virus, bacteria), which
are produced to prevent growth of harmful insects, animals and plant or to destroy, to repulse
these pests or to reduce the number of these pests. As a result of sensless usage of pesticides;
human, air, water, soil and wild life is adversely effected, resistance occurs in target organizms,
natural balance disturbs because of killing natural life and phytotoxicity has been detected in
plants.

Surface waters and their natural communities are contaminated with several
anthropogenic toxic chemicals. In order to protect aquatic ecosystems, the effects of these
chemicals should be evaluated. Among the anthropogenic chemicals, pesticides may cause the
most serious problems because they are designed specifically to kill organisms (both the
noxious target organisms and other non-target ones) and they are released into the natural
environment intentionally. Intensive agriculture causes polution of air and surface water,
eutrophication of water systems, emissions of greenhouse gases and acid rains. While pesticides
used in every field of life increase the quality of life, they cause adverse effects on environment
and living organizms. Pesticides used in order to fight with pests, thereby to increase yield for
many years, seriously threaten human health and environment.

Gammarus kischineffensis used in the study is a species which belongs Crustacea
Subfylum. Generally, the species belonging to Crustacea Subfylum are used as an indicator in
order to determine pollution in water systems. Also Gammarus kischineffensis is among the
daily dietary of some freshwater fish species, consists basic step of food pyramid and so, is
important because of place in bioaccumulation (biomagnification) process. In this research, it is
aimed to examine the effects of some pesticides such as endosulfan, indoxacarb, thiomethoxam
and, atrazine and combined effects of these pesticides on antioxidant and detoxification
enzymes of Gammarus kischineffensis and to investigate residue levels of these pesticides in
this organizm.

Finally, it was observed that use of pesticides single or combined have effects on
antioxidant and detoxification enzymes of Gammarus kischineffensis. The residues of all
pesticides except endosulfan were determined and the results are in agreement with enzymes
response.

Keywords: Gammarus kischineffensis, antioxidant enzymes, acetilcolinesterase, pesticide
residue.
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AChE:
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GSSG
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H,0,

KH,POy,

LO
LOO"

LOOH

pL

mL

NAD"

NADPH

KISALTMA VE SIMGELER

:Asetilkolin esteraz
:Asetiltiokoliniodid

:Bovine Serum Albumin
:Katalaz

:1-kloro, 2-4 dinitrobenzen
:Diklorodifeniltrikloroetan
:5-5’- dithiobis (2-nitrobenzoik asit)
:Etilendiamin tetraasetikasit
:Glutatyon peroksidaz
:Glutatyon rediiktaz
:Rediikte Glutatyon

:Okside Glutatyon
:Glutatyon S-transferaz
:Hidrojen peroksit
:Potasyum dihidrojen fosfat
:Alkoksil Radikali

:Peroksil Radikali

:Lipid Hidroperoksit
:Molar

:Mirolitre

:Mililitre

:Normal

:Nikotinamid adenin diniikleotid (okside)

:Nikotinamid adenin diniikleotid (rediikte)
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NaH2P 04
NaHCO3

nm

‘OH
ppm
ROT

SOD

:Sodium dihidrojen fosfat
:Sodyum bikarbonat
:Nanometre

:Stiperoksit anyonu
:Singlet (Tekil) Oksijen
:Hidroksil radikalini
:Milyonda bir birim
:Reaktif oksijen tiirlerinin

:Siiperoksit dismutaz
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OZLEM DEMIRCI

1. GIRIS

Insanlar yiizyillarca gevreyi denetim altina alma cabasi igerisinde olmuslardir.
Glinlimiizde iirlin alma, yasama standardi, yerlesme vb. agilardan akil almaz olanaklara
kavusurken, cevre iizerindeki etkisi siirekli olarak artmis ve kendi varligini tehlikeye
diisiiriir duruma gelmistir. Cesitli amaglarla her yil yiizlerce yeni kimyasal madde
iretilerek satisa sunulmakta ve neticede c¢evreye verilmektedir. Bu yeni ve eski
kimyasal bilesiklerin ¢cogu biyosfer igin toksik etkiye sahiptir. Ozellikle pestisitler gibi
cevreye biiyilk miktarda ve bilingli olarak birakilan kimyasallar kaygi vericidir.
Pestisitler islevleri geregi en azindan biyosferin bir kismi i¢in toksik olmak zorundadir.
Ancak bir bilesigin ¢evresel toksisitesi ¢ok daha genis boyutlardadir ve bu devamlilik
genel olarak ciddi bir kaygiya neden olmaktadir (Fernandez-Alba ve ark. 2002).
Cevreye herhangi bir materyalin girisi, biyolojik sistemler iizerinde bir etkiye sahiptir.
Gliniimiizde cevreye verilen kimyasallarin yarattigi etkilerin belirlenmesi ve olasi

¢Ozlim yollarinin bulunmasi amaciyla ¢esitli ¢evresel izleme ¢alismalar1 yapilmaktadir.

Genelde igme sularinda, nehirlerde, gollerde ve diger sucul ortamlarda,
pestisitler tek basina veya bir karisim olarak karsimiza ¢ikmaktadir. (Fernandez-Alba ve
ark. 2002) Bu nedenle pestisitlerin olumsuz etkilerine maruz kalan 6nemli canl
gruplarinin basinda sucul ortamlarda yasan organizmalar gelmektedir. Tathi sularda
yasayan ve siklikla biyoindikator olarak kullanilan Gammarus (Crustacea) tiirleri de bu
organizmalar arasindadir (Kuhn ve Streit 1994, Giiven ve ark. 1999, Sornom ve ark.

2010).

Calismamizda kullandigimiz endosulfan insektisiti Tiirkiye’de ve pek ¢ok
gelismis ilkelerde kullanimi yasaklanmistir. Fakat iilkemizin bulundugu konum
nedeniyle hava, su vb. yollarla diger kullanilan bolgelerden kolaylikla taginmaktadir.
Ayn1 zamanda organoklorlu bir pestisit oldugu i¢in dogadaki ve canlilardaki yar1 émrii
fazladir ve yagda ¢oziinebilme 6zelliginden dolay1 organizmalarda depolanmaktadir.
Tiim bu ozellikleri nedeniyle calismamizda kullanilmistir. Kullandigimiz diger
insektisitler yeni nesil olarak adlandirilan ve "daha az toksik" olarak siniflandirilan
pestisitlerdir. Fakat DDT’nin II. Diinya Savasi'nda "zararsiz" oldugu diisiiniilerek
insanlar iizerinde dogrudan kullanildig1 g6z onilinde bulundurulacak olursa, gliniimiizde

de gilivenli olarak smiflandirilan bu pestisitlerin mutlaka toksikolojik agidan test



1. GIRIS

edilmesi gerekmektedir (Gililer ve Cobanoglu 1997). Ayrica kullandigimiz pestisitler
bolgemizde yaygin olarak {iretilen tarimsal {iriinlerin (pamuk vb.) korunmasinda
kullanilan ¢evresel kirleticilerdir. Bu caligmada yaygin olarak kullanilan bir herbisit
olan atrazinin diger insektisitlerle (indoxacarb, thiamethoxam, endosulfan) olan

kombine etkisi incelenmistir.

Calismamizda oOncelikle tiim pestisitler i¢in 96 saatlik LCsy degeleri
belirlenmistir. LCsy her zaman i¢in bir kimyasal maddenin tiim toksisite veya zararlilik
spektrumunu yansitmayabilir. Toksisitesi diisilk olan bazi kimyasal maddeler, akut
toksisite gostermedikleri dozda karsinojenik veya teratojenik olabilir. Bu nedenle
calismamizda oksidatif stresin varligini ve derecesini ortaya koymak icin biyobelirte¢
olarak kullanilan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR)
gibi antioksidan enzimler ve glutatyon (GSH) miktari; detoksifikasyondan sorumlu olan
glutatyon S-transferaz (GST) enzimi ve cevresel Kkirleticilerin ndrotoksik etkilerini
ortaya koymak icin siklikla biyobelirte¢ olarak kullanilan asetilkolinesteraz (AChE)
enziminin farkli konsantrasyonlardaki (LCsy/100 ve LCsy/10) pestisitler (endosulfan,
indoxacarb, thiamethoxam, atrazin) ile zamana bagl olarak degisimleri incelenmistir.
Ayrica  pestisit  kalinti1  analizleri  gerceklestirilmistir.  Cevre  kirliliginin
degerlendirilmesinde, kimyasal analiz ile elde edilen verilerin ve biyobelirte¢ olarak
adlandirilan biyolojik cevaplarin birlikte kullanilmasi, kirleticilerin organizmalar

tizerindeki zararlarinin arastirilmasinda oldukga 6nemlidir.

Yaptigimiz ¢alismada endosulfan gibi organoklorlu bir insektisit ile yeni nesil
insektisitler olan indoxacarb ile thiamethoxam ve triazin bir herbisit olan atrazinin, tath
sularda yasayan, biyoindikator bir tlir olan Gammarus kischineffensis Schellenberg,
1937 iizerindeki toksik etkilerinin arastirilmast amaglanmistir. Ekotoksikoloji alaninda
yapilan kombine etki calismalarinda ¢ogunlukla insektisitler kullanilmaktadir. Fakat
bugiin canlilar "kimyasal maddelerin olusturdugu bir okyanus" i¢inde yasamaktadir. Bu
nedenle dogal alanlarda siklikla birlikte kullanilan insektisitler ve herbisitlerin birlikte
etkileri onem arz etmektedir. Yaptigimiz ¢aligmada bu konudaki eksikliklerin ortadan

kaldirilmasi hedeflenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Su Kirliligi

Su insanoglu i¢in en 6nemli dogal kaynaklardan biridir. Dogru su yonetimi evsel
ve endiistriyel ihtiyaclart karsilama, sulama, ticari balik¢ilik, enerji tretimi ve
tagkinlardan korunmak i¢in gereklidir. Fakat su yonetiminin en 6nemli amact sucul
yasami olusturan 6gelerin, yani dogal flora ve faunanin korunmasidir. Bu amag
dogrultusunda suyun derinligi, akint1 rejimi, sicaklik, bulaniklik, substrat 6zellikleri gibi
pek ¢ok faktdr belirli sinirlar i¢inde tutulmalidir. Bilingli ya da bilingsiz desarjlar
(bosaltim) sonucunda bu faktorlerde olusan degisiklikler sucul canlilar tarafindan tolere
edilemeyebilir ve suyun biyolojik 6zelliklerinin de degismesine yol agabilir (Abel

1996).

Sucul ortamlarda su kalitesi anahtar parametredir. Ancak bazi kirleticilerin tiir ve
kominite diizeyindeki etkileri ile ilgili bilgilerimiz olduk¢a kisithdir. Ozellikle toksik
kirleticilerin (pestisitler, agir metaller, boyalar, petrol ve tiirevleri v.b) karisimlarinin
etkileri daha da belirsizdir. Geleneksel su kalitesi izleme ¢alismalar1 daha ¢ok tek bir
kimyasalin olmas1 gereken esik degerini belirlenmesi seviyesinde kalmaktadir.
kimyasallarin karigiminin subletal kombine etkileri ile ilgili ¢ok az ¢alisma yapilmistir.
Bu caligmalar gergekei biyolojik etki araglarinin kullanilabilmesi ve g¢evresel koruma
icin stratejiler gelistirilebilmesinde olduk¢a 6nemlidir (Langston ve ark. 2007, Donner

ve ark. 2010).

2.2. Crustacea Tiirlerinin Biyoindikator Olarak Kullanimi

Crustacea'lar pek c¢ok sucul sistemde biyoindikator ve biyomonitér olarak
siklikla kullanilmaktadir. Crustacea'larin kullanilmasinin baslica nedeni karalar, denizler
ve tath sular gibi ¢ok ¢esitli habitatlarda yayilis gOstermesidir. Bu nedenle
karsilagtirmali toksisite ¢aligsmalari i¢in oldukga ilgi ¢ekici canlilardir. Crustacea'larin
iireme stratejileri gibi baz1 Ozellikleri, bu organizmalarin biyoindikatér olarak
kullanildig1 calismalardan elde edilen bilgilerin yorumlanmasinda ve c¢evre
toksikolojisinde gelinen noktanin gelistirilmesinde olduk¢a onemlidir. Crustacea’lar
kisa hayat dongiisiine sahiptir. Ayrica bu canlilar, ¢evresel bozulmalara son derece

duyarhdirlar ve deneysel ¢alismalarda ksenobiyotiklere kolaylikla yanit olustururlar.
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Iste tim bu nedenlerden dolay1r Crustacea’lar ekotoksikolojik ¢alismalar icin ideal
canlilardir (Winston ve Di Giulio 1991, Costa 2000). Biyoindikatér ve biyomonitor

terimleri her zaman acik bir sekilde ayirt edilemeyebilir.

Biyoindikator terimini, varliklarinin ya da yokluklarinin bize ortamin gevresel
durumu, canlilarin yasam hikayesi veya popiilasyon dinamikleri hakkinda bilgi veren

canli topluluklar i¢in kullaniriz.

Biyomonitor terimi ise kirleticilerin varligi ile meydana gelen gecici ve cografik
degisimleri, canlinin biitiin viicudunda yada belli bir dokusunda biriken kimyasal
konsantrasyonlarint 6lgerek ortaya koymak igin kullanilabilen organizmalar1 tanimlar

(Rainbow 1995, Gestel ve Brummelen 1996, Rinderhagen ve ark. 2000).

Yani biyoindikatorler ¢evre ile ilgili nitel bilgiler saglarken, biyomonitorler hem

nitelik hem de nicelikle ilgili bilgiler sunabilmektedir (Markert ve ark. 2003).

2.3. Gammarus kischineffensis Schellenberg, 1937

Gammaridae familyas1 Avrupa'nin temiz su kaynaklarinda bulunan en 6nemli
omurgasiz gruplarindan biridir (Cold ve Forbes 2004). Bu familya, tath su
ekosistemlerinin besin zincirinde biiylik bir rol oynar ve bir¢ok balik tiirii icin énemli
bir besin kaynagidir (Maltby 1994). Bu calismada kullanilan Gammarus kischineffensis
Schellenberg 1937’in taksonomisi agsagidaki gibidir:

* Phylum: Arthropoda
— Subphylum: Crustacea
— Classis: Malacostraca
— Subclassis: Eumalacostraca
— Superordo: Peracarida
*  Ordo: Amphipoda
* Subordo: Gammaridea
*  Superfamilia: Gammaroidea
* Familia: Gammaridae
— Genus: Gammarus

— Gammarus kischineffensis Schellenberg, 1937
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Toksisite testlerinde Gammarus kischineffensis gibi indikatér bir tliriin
kullanilmasi, akuatik sistemlerin korunmasi i¢in onemlidir. Gammarus genusuna ait
amfipodlar tatli sular i¢in risk degerlendirmesi yapilirken yaygin olarak
kullanilmaktadir (Rinderhagen ve ark. 2000). Dolayistyla Gammarus kischineffensis

gibi tiirler olas1 bir ¢evresel kirleticiden en ¢ok etkilenecek canlilar arasinda yer alir.

2.4. Pestisitler

Diinya niifusunun hizla artmasi aglik tehlikesini giindeme getirmektedir. Diinya
niifusunun stiratle artmasia paralel olarak, gida maddesi talebi de artmaktadir. Bu
talebin karsilanabilmesi i¢in, birim alandan daha fazla verim elde etmede kullanilan
maddelerden birisi de pestisitlerdir (Atasoy 2007). Amerika Cevre Koruma Dairesi
(U.S. Environmental Protection Agency, EPA)’ne gore; tarimsal {iretimi olumsuz yonde
etkileyen hagereler, kemiriciler, mantarlar ve yabani otlar gibi zararlilara karsi

kullanilan fiziksel, kimyasal veya biyolojik ajanlara pestisit denir (Klaassen 2001).

Pestisitler cevremize amagsiz, sinirsiz, nerede ise kontrolsiiz olarak atilan bir kag
toksik kimyasal grubundan birisidir. Bunlar toksik ve biyosidal maddelerdir. Her tiirlii
pestisitin bu 6zelliginin goz Oniline alimmasi, dogal yasamla ilgili degerlendirmelerde
bunun animsanmasi gerekir. Pestisitler hemen hemen her tiirli cevresel 6gede
bulunmaktadir. Havada, suda, toprakta, yagmurda, karda, buzda, yiizeysel sularda ve
siste bulunabilmektedir. Diinyadaki biitiin canlilar pestisitlerden etkilenir. ABD'deki bir
yasada pestisitlerden "ekonomik zehirler" olarak bahsedilmektedir (Giiler ve Cobanoglu
1997). Pestisitler kullanildiklar1 alanlardan ve {iretildikleri tesislerden ¢esitli yollarla
dogal ortamlara ulasarak, c¢ok uzak mesafelerde bile ekolojik problemlere yol
acmaktadir. Bu nedenle dogal ortamlara bulasan kirleticilerin, bu ortamlarda yasayan

organizmalar tizerinde ne tiir etkiler yapabilecegini bilmemiz énem kazanmaktadir.

Tiirkiye’de yillik pestisit tiiketimi, yillik inis ve ¢ikiglara ragmen, 1979-2007

yillar1 arasinda %270 oraninda artmistir (Durmusoglu ve ark. 2013).

2.4.1. Pestisit Kullanmiminin Tarihcesi

Kullanilan en eski pestisitler arasinda derris agacinin kdklerinden elde edilen

rotenon ve tiitiin bitkisinden elde edilen nikotin gibi dogal insektisitler bulunmaktadir.
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1980’lerden beri bakir siilfat ve kalsiyum hidroksit karisimi gibi bakir fungusitler

kullanilmaktadir.

1930’lu yillarda pestisit iiretiminde 6nemli gelismeler olmustur. Bir Alman
firmasi tarafindan organik fosforlu bilesiklerin bocek dldiiriicii etkisi ilgili bir ¢alisma
yuritiiliirken sentetik insektisitler gelistirilmigtir. Bu ¢alismalarda organofosfatli (OPs)
insektsitlerin insanlar gibi hedef olmayan organizmalardan ¢ok bdcekler iizerine toksik
etkisi ortaya konulmustur. Hegzoklorosiklohegzan gibi organoklorlu insektisitler ile
organofosfatlilarin iiretimi hemen hemen aym1 zamanda gerceklestirilmistir. DDT
(Diklorodifeniltrikloroetan) ise ilk olarak 1874 yilinda sentezlenmis olmasina ragmen

1939 yilina kadar insektisit 6zelligi kesfedilmemistir. (Brooks 1974).

1942 yilinda italya'da askeri birliklerdeki bir tifiis salgminda DDT kullanimu,
salgin1 kisa siirede ortadan kaldirmustir. Pestisitlerle ilgili ilk ciddi elestiri biyolog
Rachel Carson'un 1962 yilinda yayimladig: "silent spring" kitabiyla ortaya ¢ikti. DDT
ve klorlu hirokarbonlarin c¢evredeki dayamikliligini, insan ve hayvanlarin yag
dokularinda birikimini, hedef olmayan veya olmamasi gereken tiirler {izerindeki toksik

etkisiyle, ekolojik ve insan sagligiyla ilgili yikici etkilerini dile getirdi.

WHO'nun baslattig1 sitma eradikasyon programi ise 1965 tarihinden baslayarak
15 milyon yasami kurtarmistir. 1960’11 yillarda baslayan diger bilimsel aragtirmalarda
DDT’nin farelerde karsinojenik oldugu belirlenmis, 1971 yilinda ABD’de
yasaklanmistir. 1974-1984 yillar1 arasinda Ingiltere'de goniillii olarak terk edilmesi
yoluna gidilmis, giiniimiizde timiiyle yasaklanmistir. Biitiin bunlar pestisitlerle ilgili
ikilemleri ¢ok net bir sekilde ortaya koymaktadir. Bir yandan pestisitlerin sagladigi
yararlar1 diger yandan zararlar1 savunanlar kuskusuz hakli bircok gerekceye sahiptiler.
DDT’ye karsit olan gruplar sitma eradikasyon programinin uygulandigi bolgelerde
DDT’nin etkili olmadigmni, buna karsi1 hizla direng gelistigini belirlediler. Ustelik
DDT’nin sivrisineklerle beslenen bir¢ok hayvan tiiriinlin de Oliimiine neden oldugu
gosterildi. 1930'lu yillara kadar daha ¢ok bitkisel kaynakli (Nicotiana tobacum,
Strychnosnux vomica gibi) veya anorganik (bakir siilfat, kursun arsenit, bakir arsenit
gibi) maddeler, pestisit aktif maddesi olarak kullanilmistir. 1930'lu yillardan itibaren
modern sentez kimyasindaki devrim ile birlikte alkil tiyosiyanat insektisitleri,

ditiyokarbamat fungusitleri, etilen bromiir, karbon siilfiir fumiganlar1 gibi cesitli etken
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maddeler gelistirilmistir. II. Diinya Savasi baslarinda ise c¢esitli kimyasal maddeler
(DDT, klorofenoksiasetik asit grubu maddeler gibi) deneysel olarak arastirilmaya
baslanmistir ve savas sirasinda bu aktiviteler sir olarak kalmistir. II. Diinya Savasi’ndan
sonra tarimsal ilaglarda ¢ok hizli bir gelisme olmustur. Biitiin bu arastirma ve
gelismelerde en Onemli hedef, pestisitin yok edilmesi istenen zararliya karst selektif
(secici) ve spesifik toksisite gostermesi ve diger canlilar igin minumum toksik etkiye
sahip olmasidir. Bdylece ilk sentez edilen pestisit aktif maddelerinin ikinci ve iiciincii
jenerasyonlar: olarak isimlendirilen daha giivenilir maddelerin sentezi yapilmistir.
Ancak her pestisitin bir dereceye kadar toksisitesi vardir ve saglik acisindan "tam
gilivenceli" bir pestisit yoktur. Bununla beraber, belirli kosullarda kullanildiklarinda
riskleri azaltilabilir (Vural 1995, Giiler ve Cobanoglu 1997). Pestisit gelisiminin
kronolojisi Cizelge 2.1.'de 6zetlenmistir (Ongley 1996).

Cizelge 2.1. Pestisit gelisiminin kronolojisi

[Dénem | Ornek I Kaynak I Ozellik
[lkin organikler, nitro- Genellikle 6zgiilliigi
fenol, klorofenol, Organik kimya, komiir gaz iiretimi || distiktiir ve kullanici ya da
1800-1920 . IR . L
kreozot, naftalin, petrol yan Uriinleri, vs hedef dis1 organizmalar i¢in
yaglari toksiktir
Kalicy, 1yi segicilik, iyi tarim
Klorlu organik, DDT, ozellikleri, iyi bir halk
1945-1955 HCCH, klorlu Organik sentez saglig1 performans,
siklodien dayaniklilik, zararh ekolojik
etkileri
inhigggeisite(f? Zanik Organik sentez, iyi yapi-etki Disitk kahc.ll.lk’ baz1
1945-1970 >T1, orgar g Jntez, 1y1 yap kullanici toksisitesi, bazi
fosfor bilesikleri, iligkileri

karbamatlar cevre sorunlari

Sentetik piretroitlerden

i ; ; o e Eksik segicilik, direng,
1970-1985 avermektinler, juvenil || Rafine edilmis yap1 etki iligkileri,

yiiksek maliyet ve degisken

hormon taklitcileri, yeni hedef sistemler
) . s kalicilik
biyolojik pestisitler
Faydali bitki ve hayvanlara ve diger
organizmalara biyolojik pestisit Mutasyonlarla ilgili olasi
1985- Genetigi degistirilmis iiretimi i¢in gen transferi. problemler mikrobiyal
organizmalar Pestisitlerin hedef dis1 etkilerine ekolojideki bozulmalar
direnglilik i¢in genetik ¢esitlilige tirtinlerdeki monopoli

sahip bitkiler
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2.4.2. Pestisitlerin Simiflandirmasi

Pestisitler temel olarak hedef organizmaya gore, kimyasal yapilarina gore ve etki

sekillerine gore siniflandirilmaktadir.

Hedef organizmaya gore baslica pestisitler:

PESTISITLER HEDEF ORGANIZMA
Insektisitler Bocekler

Fungusitler Mantarlar

Herbisitler Bitkiler

Mollusitler Yumusakcalar
Rodentisitler Kemirgenler
Akarasitler Akarlar

Nemotisitler Nematodlar

Kimyasal yapilarina gore pestisitler:

Organofosfatlar

Karbomatlar
Organoklorinler

Piretrum; sentetik pretiroitler
Fenoller

Morfolinler
Kloroalkiltiyoller
Organometalikler

Azoller

10. Bipiridilyum Bilesikler

A S RO

11. Ureazlar=tiyoiireaz
12. Anilinler
13. Kloronitril
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Etki sekillerine gore pestisitlerin siniflandirilmasi:

Asetilkolinesteraz (kolinesteraz) inhibitdrleri

Kitin sentezi inhibitdrleri

Ekdizon agonisti

GABA bloklayict (-amino biitirik asit inhibitorii)
Jiivenil hormon analogu (bocek biiylime regiilatorleri)
Antikoagiilant

Glutamin sentetaz inhibitorii

Steroit demetilasyon (ergosterol biyosentezi) inhibitorii

A S S AU

Protoporfirinojen oksidaz inhibitorii
10. RNA-polimeraz inhibitorii

11. Tiyol reaktanti

12. Protein sentezi inhibitorii

13. Fotosentetik elektron tasima inhibitorii

14. Mitokondriyal solunum inhibitorii

2.4.3. Calismada Kullanilan Pestisitler

2.4.3.1. Atrazin

Atrazin 1950’11 yillardan itibaran iiretilen tarimda ve ormancilikta yaygin olarak
kullanilan bir pestisitdir. Ornegin; ¢im alanlarda, genis yaprakli yabani otlarin
kontroliinde, baglarda, meyve bahgelerinde, narenciye bahgelerinde, seker kamisi
bulunan alanlarda ve cayirlik alanlarda kullanilmaktadir. Diinya genelinde yillik 70.000-
90.000 tonluk kullanimiyla en ¢ok kullanilan pestisittir (Graymore ve ark. 2001).

Atrazin  (6-chloro-N-ethyl-N'-(1-methylethyl)-1,3,5-triazine-2,4-diamine)  bir
triazin herbisitdir. Bu kimyasal tersinir olarak fotosentezi inhibe ederek istenmeyen
bitkilerin gelisimini durdurur (Solomon ve ark. 1996). Atrazin canlilar i¢in endokrin
bozucu olarak etkisini gosterir (Colborn ve ark. 1993) Bu herbisit oda sicakliginda
kristal yapida sert ve beyaz bir kimyasaldir. Sudaki ¢oziliniirliigii litrede 28 mg, erime
sicakligt 176°C ve buhar basinct 0.04 mPa’dir (Kidd ve James 1991). Atrazinin
molekiiler yapisi Sekil 2.1.'de verilmistir (Wiegand ve ark. 2000).
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Sekil 2.1. Atrazinin molekiiler yapis1

Son yillarda sucul alanlara ve yeralti sularina siirekli atrazin girisiyle ilgili
endiseler artmaktadir. Atrazin, soguk ve kuru ortamlarda, genis bir pH araliginda
oldukca kalicidir. Bundan dolayr bu herbisit soguk iklime sahip bir ¢ok {ilkede
yasaklanmistir (Graymore ve ark. 2001). Atrazinin etkisi nemli toprakta artt11 i¢in daha
cok kis yagmurlarindan sonra uygulanmaktadir. Bu nedenle pestisitin topraktan
stiziilerek yeralti sularma veya direk ylizey sularina ulagsmasi da kolaylasmaktadir.
ABD’deki yeralt1 sularinda diger herbisitlere oranla 20 kat fazla atrazin tespit edilmistir
(Graymore ve ark. 2001). Atrazin diinyada yogun bir sekilde kullanilmasina ragmen bu
herbisidin sucul komiiniteler ve ekosistemelere etkisine dair ¢ok az ¢alisma yapilmistir.
Yapilan az sayidaki ¢alismalardan birinde, Chiristopher ve Bird (1992), Chesapeake
korfezindeki baliklarin sayisinda meydana gelen azalmanin su altt bitkilerinin
azalmasindan &tiirii meydana geldigini bildirmislerdir. Su bitkilerinde meydana gelen
bu azalmanin ise sedimentte yiliksek miktarda tespit ettikleri atrazin seviyesinden
kaynaklandigini rapor etmislerdir.

Atrazin kismen hidrofiliktir ve yliksek derecede siv1 ¢oziiniirliigiine sahiptir. Bu
durum atrazinin topraga yiliksek oranda baglanma kabiliyetini gostermektedir
(Graymore ve ark. 1999). Daha onceki ¢aligmalarda yiizey sularinda ve akintilarinda
onemli miktarda atrazin ve metabolitlerinin varlig1 bildirilmistir (Frank ve Sirons 1979,
Glotfelty ve ark. 1984, Gish ve ark. 1991).

Atrazin kalicilig1 ve toksisitesi ¢esitli olan bir¢ok metabolite pargalanabilir.
Atrazinin en kalict metabolitleri hidroksi atrazin (HA), deetilatrazin (DEA),
deizopropilatrazin (DIA), didealkilatrazin (DDA) ve dietilhidroksi atrazin (DEHA)’dur.
Toprakta atrazinin degredasyonunu hidroliz, adsorbsiyon, buharlagma, fotodegredasyon

ve mikrobiyal degredasyon siiregleri belirler (Graymore ve ark. 2001).

10
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Atrazin iirlinlere uygulandiktan sonra topraktaki yiiksek hareketliliginden dolay1
su kaynaklarina karisabilir (Waring ve Moore 2004). Hussein ve arkadaslar1 (1996),
atrazinin sucul ekosistemlere ulagmasinin su kaynaklarinin tarim arazilerine olan
yakinligt ya da tarim cevrelerinde dikkatsiz uygulamalar nedeniyle oldugunu
bildirmislerdir. WHO raporuna gore (1996) atrazin yiizey suyunda fotoliz ve

mikroorganizmalar tarafindan degrade edilebilir.

2.4.3.2. Endosulfan

Organoklorlu pestisitler, yapilarinda klor bulunan aromatik veya alifatik
bilesiklerdir. Kimyasal yapilarina gore 3 sinifta toplanirlar; diklorodifeniletan yapisinda
(DDT, DDD, dicofol, metoksiklor, metloklor gibi), klorlu siklodien yapisinda (aldrin,
dieldrin, endosulfan, heptoklor gibi) ve klorlu benzen ve siklohekzan (BHC, HCB,
lindan gibi) yapisinda olanlar (Klaassen 2001).

Endosulfan (6,7,8,9,10,10- hexa chloro- 1,5,5a,6,9,9a- hexahydro — 6,9-
methano- 2,4,3- benzodioxathiepine-3-oxide) genis spektrumlu siklodien bir
organoklorlu pestisittir ve WHO (1984) tarafindan kismi tehlikeli kimyasallar i¢inde
siiflandirilmistir (Shao ve ark. 2012). ilk kez 1950 yilinda iiretilmistir. Tarimda
akarisit ve insektisit olarak kullanilir. Teknik endosulfan genellikle kahverenkli, seffaf,
ince tabakalar halinde satilir ve 70:30 oranindaki iki steroizomer olan alfa ve beta

endosiilfanin karisimindan olusmaktadir (Kwon ve ark. 2002).

Endosulfan endokrin bozucu ve norotoksin olarak etkisini gdsterir. Canlilardaki

GABA reseptor kompleksini inhibe eder (Pennington ve ark 2004, Sohn ve ark. 2004).

Erime noktast 70-100°C, buhar basinct 25°C *de 1x10° mm Hg’dir ve sudaki
coziinlirliigli dusiiktiir (Cengiz 1997). Bu nedenle toprakta alfa izomeri 60 giin beta
izomeri 800 giin kalic1 iken suda 3 ila 15 giin kalicidir (Ballesteros ve ark. 2009).
Endosulfanin molekiiler yapis1 Sekil 2.2.'de verilmistir (Bisson ve Hontela 2002).

11
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Sekil 2.2. Endosulfanin molekiiler yapist

2.4.4. Indoxacarb

Indoxacarb ((S)-methyl 7-chloro-2, 5-dihydro-2- [[(methoxycarbonyl) [4 -
(trifluoromethoxy) phenyl] amino] carbonyl] indeno[1,2-¢][1,3,4] oxadiazine-4a(3H)-
carboxylate), 2001 yilinda tanitilan, oksadiazin sinifina ait sodyum kanali bloke edici ilk
ticari insektisittir (Zhao ve ark. 2005). Indoxacarbin dekarbometoksilat metaboliti
(DCJW) boceklerde sodyum kanallarini inhibe ederek bocegin 6liimiine neden olur
(Wing ve ark. 1998). Teknik indoxacarb beyaz tozlu solid bir yapidadir. Kokusu
yumusaktir ve zararsizdir. Oda sicakliginda bir y1l boyunca stabil kalabilir. Hafif asidik
solisyonlarda stabil kalirken, bazik ve noétral soliisyonlarda hizlica hidrolize olur.
Indoxacarb S-izomerli bir kimyasal yapiya sahiptir. Bu yapi tiretici firmasi olan Dupont
tarafindan DPX-KN128 olarak adlandirilmaktadir ve indoxacarbin R-izomeri olan
DPX-KN127 insektisit aktivitesi gostermemektedir. DPX-MP062 bu iki izomerin 75:25
oraninda karistirilmasindan elde edilmistir. DPX-JW062 ise ayni iki izomerin 50:50
oraninda karistirilmasindan olusmustur. DPX-JW062, DPX-MP062’ye gore daha az
insektisit aktivitesi gostermektedir fakat bir¢ok fizikokimyasal calismadan ve alan
calismalarindan elde edilen bilgiler DPX-JW062 kullanilarak saglanmigtir (Brugger
1997). Indoxacarbin molekiiler yapis1 Sekil 2.3.'de verilmistir (Gamil ve ark. 2011).

o 0
II (!
AN
jr’ “‘N ~0—CH,
cl 0
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CH
3 0\ /F
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Sekil 2.3. Indoxacarbin molekiiler yapisi
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Indoxacarb, meyve (elma, armut ve domates), sebze (brokoli, biiriiksel lahanasi,
lahana, karnabahar, misir, patlican, alabas, patates, biber ve marul) ve pamuk gibi ¢ok
sayida tarimsal iirlinlerin zararlilara karst korunmasinda kullanilmaktadir. Indoxacarb
pancar kokii tirtili, lahana tirtili, misir tirtili, elmas sirth giive, domates kil kurdu ve
domates meyve tirtili gibi zararlilarin kontroliinde kullanilmaktadir. Bocekler
indoxacarba direkt ya da sindirim yoluyla maruz kalirlar. Indoxacarb bocek tarafindan
absorbe edildiginde ya da sindirildiginde bdcekte beslenme, 2 ya da 8§ saat i¢inde durur.
Bu kimyasal, sinir hiicrelerindeki iyon kanallarina baglanir ve bu kanallar1 inhibe ederek
sodyumun kanallardan gegmesine engel olur. Boylece sinir iletimi zayiflar, bocek felce

ugrar ve Oliir (Brugger 1997).

Indoxacarb olduk¢a iyi toksikolojik ve ekotoksikolojik profile sahiptir.
Organafosfat ve karbamatlarla karsilastirildiginda oldukc¢a diisiik memeli ve kus
toksisitesine sahiptir. Indoxacarb sistemik degildir ve EPA tarafindan diisiik riskli

pestisitler sinifina alinmistir (EPA 2000).

Indoxacarb 25°C de 1.0X107 mm Hg’dan daha diisiik basing altinda ucucu
degildir. Diislik buharlagsma basinci, buharlagsmanin indoxacarb icin ¢evreye yayilmada
onemli bir mekanizma olmadigin1 gostermektedir (Cobranchi ve Schmuckler 1997).
Kubiak (1996) tarafindan DPX-JW062 kullanilarak yapilan bir caligmada bitkilerden ve
topraktan hektar basina sikilan 600 gr aktif maddenin 7 giin sonunda %3’linden azinin

buharlastig1 gosterilmistir.

Indoxacarb; alkalin katalizli bozunmaya, suda fotodegredasyona (isikla
parcalanma) ve mikrobiyal degredasyona maruz kalmaktadir. Notral aerobik sucul
sistemlerde indoxacarbin yar1 6mrii 18 ile 34 giin arasinda degismektedir. Anaerobik
ortamlarda indoxacarb stabildir (Hetrick ve ark. 2005). Indoxacarbin hidroliz oran1 pH
ile dogru orantili olarak artmaktadir. DPX-JW062’nin yarilanma 6émrii pH 5, 7 ve 9 da
sirastyla 500, 38 ve 1 giin olarak hesaplanmistir (Ferraro ve McEuen 1996). Hidroliz,

indoxacarb i¢in ¢evrede 6nemli bir dagilma mekanizmasidir.

Akuatik fotoliz ¢aligmalarinda radyoaktif olarak isaretlenmis DPX-JW062 ve
DPX-MP062 yapay giines 15181 altinda merkezi ¢ekirdeklerini kaybederek hizlica
bozunurlar. Sudaki yar1 émriiniin az olmasi indoxacarbin akuatik sistemlerde kisa bir

siire varligim1 siirdiirmesine neden olmaktadir. Bu durum indoxacarb i¢in akuatik
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sisitemlerde kronik maruziyetin ¢ok onemli olmadigin1 gostermektedir (Ferraro ve

McEuen 1996, Lentz 2002).

Berg’in yaptig1 toprak fotolizi c¢alismasinda (1997) Tama’dan alinan aliivyon
sediment Orneklerinde indoxacarbin bozunmasinin yapay giines 15181 altinda oldukca
yavag oldugu gozlenmistir. Bu durum toprak fotolizinin ¢evrede Onemsiz bir rol

oynadigini gostermektedir.

DPX-MP062 suda bozunur ve sedimente geger. Burada tekrar bozunarak diger
metabolitlere doniislir, sedimentin organik yapilariyla birlesir ve karbondioksite
mineralize olur. DPX-MP062’nin hem suda hem de sedimentette dagilimi oldukca
hizlidir. Suda dagilma yar1 dmrii (DT50) 1-2 giin iken, sedimentte dagilma yar1 omrii 3-
12 giin arasindadir. Akuatik ortamlarda indoxacarbin diisiik bozunma orani sucul

canlilar i¢in diisiik maruziyetin var oldugunu gostermektedir (Russell 1997).

Indoxacarbin potansiyel olarak si1g yeralti sularina erisimi Onemsenmeyecek
kadar diisiiktiir. U.S. EPA tarafindan son yillarda yapilan hesaplamalarda indoxacarb ve
sinirli sayida metabolitlerinin g¢evresel konsantrasyonun sig yer alti sularinda 0.02

ug/l’yi asmadig1 gosterilmistir (U.S. EPA 2004, Hetrick ve ark. 2005).

Indoxacarbin 25°C’de anaerobik toprakta bozunma orani aerobik toprakta
bozunma oranindan daha yavastir. Indoxacarb toprakta kismen kalicidir. Aerobik
toprakta yarilanma 6mrii 1 giinle 693 giin ve anaerobik toprakta yarilanma omrii 147 ile
233 giin arasinda degismektedir (U.S. EPA 2000, Singles 2004). Campell ve
arkadaslarinin (2005) yaptig1 bir calismada indoxacarb 90 giin i¢inde farkli bes topraga
hizlica ve sikica baglanmistir. Bu ¢alismada topragin diizelme oraninin topraktaki diisiik
su c¢oziiniirligli ve indoxacarbin topraktaki karbon kalintilariyla giiclii etkilesimi
yiliziinden 30 ila 60 giin arasinda diisiik oldugu gozlenmistir. Fakat 60 ila 90 giin
arasinda toprakta siirekli bir diizelme gergeklesmistir. Indoxacarbin toprakta bozunmasi

ile toprak pH’1 arasinda her hangi bir iliski gozlenmemistir.
2.4.5. Thiamethoxam

Neonikotinoidler yiiksek segici toksisiteleri olan olduk¢a yeni insektisitlerdir
(Beketov ve Liess 2008). Neonikotinoidler yiiksek segicilikle boceklerin asetilkolin
reseptorlerine baglanirlar (Costa ve ark. 2009). Ayni zamanda suda yliksek ¢oziiniirliige

sahip ucucu olmayan bilesiklerdir. Bu durum dogada hareketli olmalarina neden olsa da
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kaliciliklarini kisitlar ve hedef olmayan canlilarda uzun siireli etkilerini azaltir (Barbee
ve Stout 2009). Bu grup insektisitlerin sicakkanli hayvanlara toksisiteleri diisiiktiir.
Sicakkanli canlilar igin zararsiz olarak diisliniilmelerine ragmen, neonikotinoidler yiizey
sularinda potansiyel olarak birikebilme egilimine sahiptirler (EPA  2003).
Neonikotinoidler dogada biiyiik miktarda kullanildik¢a bu kimyasallarin yiizey sularina
karisma ve birikme olasilig1 da artmaktadir. Boylece bu pestisitlerin hedef olmayan
akuatik boceklerde, kabuklularda ve baliklarda toksik etki gdsterme olasiligi da
artmaktadir (Tisler ve ark. 2009).

Thiamethoxam, (3-(2-chloro-thiazol-5-ylmethyl)-5-methyl-[1,3,5]oxadiazinan-
4- ylidene-N-nitroamine) ilk ticari ikinci jenerasyon neonikotinoid insektisittir. Bu
insektisit nikotinik asetilkolin reseptorlerine baglanarak bu reseptdrii inhibe ederek
bircok zararli boécegin kontroliinde kullanilmaktadir (Maienfisch ve ark. 2001).
Thiamethoxam 1998’den itibaren ticari olarak toprak ve tohum uygulamalari igin
kullanilmaktadir. Tiirkiye’de de tohum uygulamalarinda ve 6zellikle patates i¢in zararh

olan boceklerin kontrolinde kullanilir.

Thiamethoxam suda sicakliga bagli olarak nétralden alkaline kadar bircok pH
araliginda hidrolize olur. Bu kimyasal, 1s18a duyarlidir ve sedimente baglanir ayrica
indirgenmemis olmasina ragmen canlilar i¢in substrat olarak kullanilabilir.
Thiamethoxam suda oldukg¢a ¢oziiniirdiir. Bu kimyasalin suda degredasyonu temel
olarak biyolojik ve fotolitik siire¢ler sonucu meydana gelmektedir. Thiamethoxam
sedimente baglanip ya indigendigi ya da ekstrakte edilemeyen kalintilar olusturdugu
icin bu kimyasalin suda ve sediment sistemleri i¢cinde dagilabildigi diistiniilmektedir.
Anaerobik ortamlarda degredasyon meydana gelir ve thiamethoxam genellikle
metabolitlerine doniisiir. Sedimente potansiyel olarak baglanma yetenegi olan ana iiriin
NOA 407475 (ilkin kimyasalin % 63’{inlin degredasyonu sonucu olusan de-nitro tiirevi)
thiamethoxamin rediiksliyonu sonucu olusur. Thiamethoxamin ekotoksikolojik olarak
en tehlikeli metaboliti olan CGA 322704 su ve sediment ¢aligmalarinda degredasyon
tirtinii olarak ortaya ¢ikmamigtir. Fakat bu metabolit suda her pH ve sicaklik araliginda
stabildir. Su ve sediment sistemlerinde bu metabolit sedimente baglanabilir ve de-
nitrifikasyonla bozunabilir. Thiamethoxamin molekiiler yapis1 Sekil 2.4.'de verilmistir

(Maienfisch ve ark. 2001).
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Sekil 2.4. Thiamethoxamin molekiiler yapisi
2.5. Akut Toksisite Testleri

Bir kimyasal maddenin toksisite potansiyelini 6grenmek icin akut toksisite
testlerini yapmak zorunlulugu vardir. En yaygin kullanilan akut toksisite testi letalite
testidir. Letal doz degeri, o maddenin ne kadar gilivenli kullanilabileceginin de bir
gostergesi olarak kabul edilir. Kimyasal maddelerin hava veya sudaki Oldiiriicii doz
degerleri ise, letal konsantrasyon (LCs) ile ifade edilir ve belli zaman periyodunda
maruz birakildiginda deney hayvanlarinin %50'sini 6ldiiren dozu ifade eder (Parlak ve
ark. 2009). Akut letal testler nispeten kisa siirelidir. Bu testler bir hafta veya daha kisa
siireli olup, etkileri genellikle dort giinde ortaya ¢ikmaktadir. Oliim, deneyi sonlandiran
etkidir (Parlak ve ark. 2009). Trevan (1927) ilk defa LCsy veya agik tanimiyla letal
konsantrasyon-50 kavramini ‘‘toksik maddeye maruz birakilmis organizmalarin %
50’sini 6ldiiren doz’’ olarak tanimlamugtir. Toksik etkiyi istatistiksel olarak giivenilir bir
tayin sekli olarak teklif etmistir. Bu durumda, doz yerine ¢esitli konsantrasyonlarda
madde iceren ortamlara maruz birakilan canlilar i¢in LCsy degeri hesaplanmaktadir.
LCso, herhangi bir kimyasalin gilivenilir miktarin1 ifade etmez. Daha cok cevresel
kirliligin s6z konusu oldugu durumlarda en iyi 6l¢iim seklidir (Parlak ve ark. 2009).
Letal doz (LD) ise ¢ok genis bir sinir igine yayilmis ve kimyasal maddelerin, canli
organizmalarda zararli etkilerini gostererek Oliime neden olan miktar olarak ifade
edilmektedir (Vural 1995). US EPA (U.S. Environmental Protection Agency) tarafindan
sucul organizmalar i¢in tespit edilen LCsy degerlerine gore yapilan toksisite

siiflandirilmasi Cizelge 2.2.'de verilmistir (US EPA 2013).
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Cizelge 2.2. Sucul organizmalar i¢in toksisite katagorileri

LC50 (ppm) Toksisite Kategorileri
<0.1 Cok yiiksek toksik
>0.1-1 Yiiksek toksik

>1-10 Kismen toksik
>10-100 Cok az toksik

> 100 Pratik olarak toksik degil

2.6. Biyobelirtecler

Biyobelirtegler saha veya yar1 saha caligsmalari icin degerli bilgiler saglayan ve
kimyasallarin biyokimyasal hiicresel ve doku diizeyindeki fizyolojik etkilerini dlgmek
icin kullanilan araglardir. 1980'lerin sonundan beri yaygin olarak kullanilan
biyobelirtegler kirleticilerin ve ¢evresel stresin biyolojik etkilerini izleme ¢alismalarinda
kullanilmaktadirlar (Beliaeff ve Burgeot 2002). Biyobelirtecler hem deniz hem de tath

sulardaki biyolojik izleme i¢in umut verici araglardir (Den Besten 1998).

Calismamizda da yararlandigimiz biyokimyasal belirtecler dnemli kirleticilerin
toksikolojik mekanizmalarinda meydana gelen erken molekiiler olaylar arasindan
secilmektedir (Banni ve ark. 2005). Biyobelirtegler biyolojik organizasyonlarin farkl
mekanizmalar1 kullanilarak gelistirilmistir. Biyokimyasal seviyedeki ¢alismalar agirlikli
olarak, cesitli kontaminantlar tarafindan indiiklenen toksisitenin genel metabolik yolu
olarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretilmesini inceler (Correia 2003). Bu ROT

stiperoksit anyonu (O,"), hidrojen peroksit (H>O) ve oldukea reaktif hidroksil radikalini
(‘OH) v.b. igermektedir (Winston ve Di Giulio 1991).

Ideal bir biyobelirtegin &zellikleri asagida siralanmustir (Grandjean ve ark.

1994);
1. Ornek toplama ve analiz basit ve giivenilir olmalidir.
2. Biyobelirteg, maruziyetin belli tiplerine 6zgii olmalidir.
3. Biyobelirteg, geri doniisebilen degisiklikleri yansitabilmelidir.

4. Duruma miidahale edilebilmek veya Onleyici Onlemler almak igin

kullanilabilmelidir.

5. Kullanilan biyobelirtecin etik olarak uygun olmasi gerekmektedir
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Biyobelirteg Tiirleri (Langston ve ark. 2007);
1. Biyokimyasal biyobelirtecler:

GSH, GST, AChE, SOD, GR, EROD (Etoksiresorufin-O-deectilaz), total

oksiradikal siipiiriicii kapasitesi (TOSC), 1s1 sok proteinleri.
2. Molekiiler ve hiicresel biyobelirtecler:
Immiin sistem fonksiyonlar1, peroksizomal poliferasyon.
3. Genotoksisite, DNA hasar1 ve kromozomal sapmalar:
Komet, mikroniikleus yapisi.
4. Ureme ile ilgili belirtegler ve endokrin bozucular:

Ureme hormonlari, vitelojenin (VTG), zona radiata proteini (ZRp)

indiiklenmesi.
5. Fizyolojik indikatorler:
Histopatolojik degisiklikler, tiimor formasyonu,

6. Davranigsal biyobelirtegler

2.7. Reaktif Oksijen Tiirleri

Molekiiler oksijen, aerobik canlilarda bol miktarda bulundugu ve kolaylikla
elektron alabildigi i¢in bu organizmalarda serbest oksijen radikalinin olusmasi oldukca
stk gerceklesen bir durumdur. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) mitokondriyal solunum,
intraseliiler sinyal transdiiksiyonu, fagositoz ve ksenobiyotiklerin metabolize edilmesi
esnasinda tiiretilmektedir (Badouard ve ark. 2005). Bir¢ok radikal tiirli olmasina karsin,
biyolojik sistemlerde en c¢ok goriilen tiir oksijenden olusan ve ortak olarak reaktif
oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilan radikallerdir. Reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi

endojen ve eksojen kaynakli olabilmektedir (Sekil 2.5.) (Afonso ve ark. 2007).
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Sekil 2.5. Reaktif oksijen tiirlerinin endojen ve eksojen kaynaklari

Potansiyel endojen kaynaklar; mitokondri, sitokrom P450 metabolizmasi,
peroksizomlar, noétrofiller ve makrofajlardir. Eksojen kaynaklar; hava kirleticileri,
pestisidler, metaller, klorlanmis bilesikler, nanopartikiiller ve UVB radyasyon (290-320
nm) olarak siralanabilir (Bekdeser 2012).

Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu sonucu serbest oksijen tiirleri olusum

mekanizmasi Sekil 2.6.'da 6zetlenmistir (Borazan 2004).
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Sekil 2.6. Ksenobiyotiklerin detoksifikasyon yollar1 1. Faz I metabolizma: Reaktif metabolitler ya faz II

enzimlerince detoksifiye edilir ya da hiicre bilesenleri ile reaksiyona girer. 2. Faz I
metabolizmasi redoks siklusu bilesenleri. 3. Redoks siklusu firiinleri flavoproteinlerce
rediiklenir ve radikal metabolitler olusur. 4. Siklus tamamlanir ve radikal metabolitler
otooksidasyona ugrayarak siiperoksit anyonu olusturur ve rejenerasyon gerceklesir. 5. Demir
varhiginda superoksit anyonu hidroksil radikaline doniisiir. 6. Siiperoksit anyonu SOD
tarafindan hidrojen perokside doniistiiriiliir.7. Demir varliginda hidrojen peroksit Fenton
reaksiyonu sonucu molekiiler oksijen ve hidroksil radikaline ¢evrilir. 8. Hidrojen peroksit, ya
CAT yada GPx tarafindan suya doniistiiriiliir. 9. Okside glutatyon GR tarafindan rediikte

forma doniistiriliir.

Oksidadif hasara neden olan serbest oksijen tiirleri (ROT), serbest oksijen

radikalleri ve radikal olmayan ROT olarak iki sinifta incelenebilir. Serbest oksijen
radikalleri, bir yada daha fazla ortaklanmamis elektrona sahip bagimsiz kimyasal tiirler
olarak tanimlanabilir. Serbest radikaller, radikal olmayan ROT ile reaksiyona girdiginde

yeni radikaller olusabilir (Halliwell ve Gutteridge 1984). Dioksijenden enerji transferi ile

diger oksijen radikallerinin olusumu Sekil 2.7.'de gosterilmistir (Apel ve Hirt 2004)
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Dioksijen Siiperoksit Peroksit Oksijen Oksit
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Oksijen Radikah Peroksit Radikali

Sekil 2.7. Oksijen radikallerinin olusumu

Yaygin olarak goriilen serbest radikaller hidroksil radikali (OH), nitrik oksit
(NO) ve stiperoksit anyonudur (O,"), singlet oksijen radikal olmayan ROT ise hidrojen

peroksitdir (H,O,) (Shackelford ve Kaufmann 2000). Radikal ve radikal olmayan reaktif
olsijen tiirleri asagida siralanmistir (Cavdar ve ark. 1997).

1 - Radikaller:

Stiperoksit radikal ( O;")
Hidroksil radikal ((OH)
Alkoksil radikal ( LO )
Peroksil radikal ( LOO )

2 - Radikal olmayanlar:

Hidrojen peroksit ( H,O; )
Lipid hidroperoksit ( LOOH )
Hipoklorik asit ( HOC1)
3 - Singlet oksijen ('0,)
2.7.1. Siiperoksit Radikali (O,")
ROT hiicreler ve dokular i¢in oldukca toksikdir. Hiicresel metabolizma
stirecinde en fazla tretilen ROT siiperoksit anyonudur (O,”). Bu oksijen radikalleri bazi

enzimatik reaksiyonlarin (oksidaz, oksijenaz) yan {riinii olmasina ragmen

mitokondrideki elektron transport zincirinin de baglica Uriniidiir. Ayrica O,” bazi
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molekiillerin hepatik metabolizmasi ve oksihemoglobinlerin parcalanmasi sonucunda da
iiretilmektedir. Canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal olan siiperoksit, baslica su

mekanizmalarla tretilmektedir:

1. Indirgeyici 6zellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirlerken siiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler gibi yiizlerce biyolojik molekiil

aerobik ortamda oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olurlar.

2. Basta cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere, ylizlerce enzimin

katalitik etkisi sirasinda siiperoksit radikali bir {iriin olarak olusabilir.

3. Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin %]1-5 kadar1 siiperoksit yapimu ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni
NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron

kacaginin olmasidir.

4. Aktive edilen fagositik 16kositler bol miktarda siiperoksit iireterek fagozom

icine ve bulunduklar1 ortama verirler (Kili¢c ve Kili¢ 2002).

Oy +te — 0"
2.7.2. Hidrojen Peroksit (H,0,) ve Hidroksil Radikali (OH)

Siireroksit anyonunun (02'-) dismutasyonu sonucunda hidrojen peroksit (H,O5)
olugmaktadir (Halliwell 1994).

20,7+ 2H" —— H,0,+0’

Bu molekiil aslinda bir serbest radikal degildir. Fakat fenton reaksiyonu

sonucunda hidroksil radikaline (OH.) doniismektedir (Kehrer 2000).

Fe’+0,” ——» Fe’'+0, (1)

Fenton Reaksiyonu
Fe’+H,0, — > Fe*" + OH + OH )
0,”+ H0, — 0, + OH + OH (3) Net Reaksiyon
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Ayni zamanda canlilar iyonize radyasyona maruz kaldiginda sudaki O-H

baglarinin kirilmasi ile hidroksil radikali (OH') ortaya ¢ikmaktadir (Kehrer 2000).

H,O0O — H + OH

Serbest radikaller kimyasal olarak farkli diizeyde reaktiftir. En reaktif olan
radikal hidroksil radikali ((OH)’dir ve bu nedenle hidroksil radikali (OH) biiyiik dl¢iide

en ¢ok hasar olusturan radikal olarak bilinmektedir.
2.7.3. Singlet (Tekil) Oksijen ('0)

Enerji vermek suretiyle meydana gelebilen oksijenin oldukga reaktif sekli singlet
oksijen ('0,) olarak bilinmektedir. Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi
nedeniyle serbest radikal olmadigi halde ROT arasinda yer alan ('O,) serbest radikal
reaksiyonlarinin baslamasina neden olmasi agisindan 6nem tagimaktadir (Sies 1997).

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya igerdigi enejiyi transfer eder,
ya da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon c¢ift baglar1 singlet oksijenin
tepkimeye girdigi baglardir. Bu molekiillerin basinda tokoferoller, fenoller, bilirubin,
DNA, karotenler, kolesterol, NADPH, triptofan, methionin, sistein ve histidin gibi

bilesikler gelir. Doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek peroksi radikalini
(ROO) olusturur ve HO™ kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu baslatabilir

(Kiling ve Kiling 2002).

2.8. Oksidatif Stres ve Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Genel olarak serbest oksijen radikalleri ve 6zellikle OH  hiicrelerdeki tiim temel

molekiillerle (lipidler, amino asitler, karbonhidratlar, niikleotidler) reaksiyona girerek
yiiksek oranda zarar vermektedirler. Artmis reaktif oksijen tiirlerinin zararlar1 asagidaki

gibi siralanabilir (Halliwell 1991).
-Hiicre organelleri ve membrandaki lipid ve protein yapisini bozarlar,
-Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler,

-DNA'y1 tahrip ederler,
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-Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar,

-Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantinoksidaz,
indolamindioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz oksidaz gibi litik

enzimleri aktive ederler,

-Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar,
-Trombosit agregasyonunu arttirirlar,
-Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar,

-Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve

transmitterleri yikarlar,

Bu hasar sonucunda kanser, noron dejenerasyonu ve immiin sistem bozuklullar
gibi fizyopatolojik durumlara neden olmaktadir. Serbest radikallerin neden oldugu bu
hasarlardan hiicrelerin korunabilmesi i¢in hiicreden ROT nin hizli ve etkili bir sekilde
uzaklastirilmast  gerekmektedir. Bu nedenle organizmalar bazi  savunma
mekanizmalarina (Antioksidan sistem) sahip olacak sekilde evrimlesmislertir. Serbest
oksijen radikalleri (oksidanlar) ve antioksidan sistem arasindaki denge oksidanlar lehine
degistiginde ’Oksidatif Stres’’ olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikmaktadir (Halliwell
1991, Halliwell 1994, Rodriguez ve ark. 2004).

Normal metabolizma (Stres kosullar1 disinda) igerisinde ROT ve diger pro-
oksidanlarin detoksifikasyonu ve antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge
bulunmaktadir (Halliwell 1991). Antioksidanlar serbest radikalleri ve raktif oksijen
tiirlerini ortadan kaldiran ve lipid, karbonhidrat, protein ve niikleik asitler (DNA) gibi
biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek, hasar vermesini onleyen dogal molekiillerdir.
Normal metabolizma disinda, ¢ok sayida cevresel kirletici sucul hayvanlarda oksidatif
stresi indiikleme kapasitesine sahiptir. Organizmalarda, ROT nin olusumu ile hiicresel
bilesenlerin oksidatif hasari sonucu gerceklesen oksidatif strese engel olmak igin,
antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki (GPx, GST, GR, CAT vb.) degisimle parallel

olarak antioksidan savunma sistemi de cevap olusturmaktadir (Giingordii 2007).
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2.9. Antioksidanlar

Antioksidanlar, ksenobiyotiklerin, ilaglarin, kanserojenlerin, toksik maddelerin

ve radikallerin olumsuz etkilerine karsi dogrudan ya da dolayli olarak hiicreyi

korumaktadir (Eaton ve Hale 1993). Antioksidanlar etkilerini iki sekilde gosterirler
(Ozbey 2009):

Y

1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi;

Baslatici reaktif tiirevlerini uzaklastirici etki
Oksijeni uzaklastirict veya konsantrasyonunu azaltici etki

Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki
2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi;

Toplayici (scavenging) etki: Reaktif oksijen tiirlerini (ROT) etkileyerek onlar
tutmasi veya ¢ok daha az reaktif baska bir molekiile doniistiiriilmesi (6rnegin:
Enzimler),

Bastiric1 (quencher) etki: Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ile etkilesip onlara bir
proton ekleyerek aktivite gostermesi (6rnegin: Vitaminler)

Onarici (repair) etki: Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamir edilmesi (6rnegin:
Glutatyon),

Zincir kirici (chain breaking) etki: Reaktif oksijen tiirlerini ve zincirleme
reaksiyonlar1 baslatacak diger maddeleri kendilerine baglayip zincirlerini kirarak

fonksiyonlarii 6nleyici etki (6rnegin: Fe selatorleri).

Antioksidan  savunma  sistemi, enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidanlardan molekiillerden olusmaktadir. Enzimatik antioksidanlar:

vV V VY V

\4

Stiperoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT)

Glutatyon Peroksidaz (GPx)
Glutatyon-S-Transferazlar (GST)
Glutatyon Rediiktaz (GR)

Enzimatik olmayan antioksidanlar ise,

Glutatyon (GSH)
Vitaminler ( A, C, E)
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» Melatonin
gibi baz1 eser elementleri kapsayan antioksidanlardan molekiillerden olusmaktadir.

Viicutta iretilen radikaller her zaman tehlikeli kimyasal tiirler olarak
degerlendirilmemelidir. Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullanilmasi igin reaktif

formlarina ¢evrilmesi zorunludur. Ornegin:

» Steroid yapidaki ¢ok sayidaki bilesiklerin, eikozanoidler gibi biyolojik aktif
molekiillerin sentezi

Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu

Cok sayidaki oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin etkileri i¢in

Fagositoz olayinin gerceklesmesi sirasinda (solunum patlamasi)

YV V V VY

Sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar1 i¢in radikallerin sentezi

olmazsa olmaz bir kosuldur.

2.10. Antioksidan Enzimler

Antioksidan savunmada gorev alan 6nemli enzimler ve sistemin isleyisi Sekil

2.8.’de 6zetlenmistir (Weydert ve Cullen 2010).

L- Glutamat

v-GCS l

Y- Glutamil sistein

GSl
H,0 ‘\ GSH NADPH :;Lc;:sc:z;lakton
GPy, C )GF{ ( ) G-6-PD
O,

CAT
0, + H,0 <—— H, GSSG NADP™
Glukoz-6-fosfat
A
SOD
|
Glukoz

Sekil 2.8. Onemli antioksidan enzimler
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2.10.1. Katalaz ( CAT, EC 1.11.1.6)

Katalaz (CAT), yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Bu
enzim, esas olarak peroksizomlarda daha az olarak da sitozolde ve mikrozomal
franksiyonlarda bulunmaktadir. H,0O;’i suya ve oksijene pargalayarak lipid
peroksidasyonuna karsit koruyucu rol oynamaktadir. CAT, hidrojen peroksit (H,O,)
varhginda bir takim kiiciik substrat molekiillerine karsi peroksidatik aktivite

gostermektedir (Paller ve Patent. 1991).
Enzim iki tip tepkime kullanarak etkisini gosterir:
1-H,0O;’nin dismutasyonu (katalitik tepkime)

2-Alifatik alkollerin peroksidasyonu (peroksidatik tepkime) (Marvelli ve Rotilio
1984).

CAT
2 H,0, — 2H,0 + O, (Katalitik Aktivite)

CAT
ROOH + AH, —— H,0+ ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

Katalaz ii¢ enzim ailesine ayrilmaktadir: monofonksiyonel hem katalazlar,

katalaz-peroksidazlar ve Mn igeren katalazlar (Chelikani ve ark. 2004).
2.10.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1)

Stiperoksit dismutaz (SOD) ilk olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich
tarafindan tanimlanmigtir. Siiperoksit dismutaz, oksijene gecici ya da uzun siireli
periyotlarda maruz kalan organizmalarda bulunan bir metalloenzimdir (Akkus 1995)
SOD, siiperoksit radikalinin (O,7), hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler oksijene (O;)
doniislimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir (Moody ve Hassan 1984). SOD bir
radikal iizerine direkt olarak etki eden tek enzimdir ve pek c¢ok farkli tiirii

bulunmaktadir.

Manganez iceren SOD (Mn-SOD) mitokondride, bakir ve ¢inko igeren SOD
(CuZn-SOD) sitoplazma ve niikleusda, ekstraseliiler SOD (EC-SOD) ise bazi dokularda
ekstraseliiler olarak ifade edilir. CuZn-SOD Okaryotik hiicrelerde toplam SOD
aktivitesinin % 90’nin1 olusturmaktadir (Liu ve ark. 2004). CuZn-SOD’un en ¢ok
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bulundugu yer sitoplazma olmasimma ragmen bu enzimin az bir kismi lizozom
peroksizom ve niikleusda yer alir. Son yillarda yapilan ¢alismalardaki bazi bulgular
CuZn-SOD’un yaklasik %2’lik kisminin mitokondride intermembran alanda oldugunu
gostermistir (Okado-Matsumoto ve Fridovich 2001, Sturtz ve ark. 2001). Bu alandaki
CuZn-SOD’un mitokondriden kaynaklanan stiperoksit radikal sizintilariin 6nlenmesi
ve ROT'a karsi daha etkili bir savunmanin gergeklestirilmesinde rol oynadigi

diistiniilmektedir.

EC-SOD heparine baglanabilen alanlara sahip odugu igin hiicreye
baglanabilmektedir. EC-SOD, CuZn-SOD gibi bakir ve ¢inkoyu katalitik kofaktor
olarak kullanmasma ragmen, SOD’un ekstraseliilar alanlarinda ifade edilen tek

izoformudur (Sandstrom ve ark. 1992).

Mn-SOD mitokondriyal matrikste bulunur ve dkaryotlar paraquat, radyasyon ve

hiperoksiye maruz kaldiginda indiiklenebilir (Weydert ve ark. 2010).

SOD aktivitesindeki her hangi bir artig, SOD {iriinli olan H,O nin iiretimini de
arttirdig1 i¢in beraberinde CAT ve GPx aktivitesinde de degisimlere neden olmaktadir.
Eger SOD aktivitesi H,O; siipiiriiciilerinin aktivitesini asarsa H,O, birikiminden dolayz,
radikal toksisitesinde artiglara yol agmaktadir. Hiicrede olusan hidrojen peroksit (H,0,),
hidroksil radikali (‘OH) olusumunu 6nlemek i¢in CAT ve GPx tarafindan ortadan
kaldirmaktadir (Ozbey 2009).

SOD
0, + 0, + 2H  ——— H,0, + O, (Scandalios 1993)

2.10.3. Glutatyon S-Transferaz (GST, EC 2.5.1.18)

Glutatyon S-transferaz elektrofilik karbon, nitrojen ya da siilfiir atomlarini igeren
polar olmayan bilesiklerin rediikte glutatyonla (GSH) konjugasyonunu katalizleyen bir
enzim grubudur (Hayes ve ark. 2005). GST bu yolla ilaglarin, pestisitlerin ve diger
ksenobiyotiklerin metabolize edilmesini saglamaktadir. Bu enzim, glutatyonun —SH
gruplart ile bazi1 bilesiklerin (ksenobiyotikler) reaksiyonunu katalizleyerek onlarin
elektrofilik alanlarini nétralize eder ve suda iyi ¢oziinen bilesikleri olustururlar (Habig
ve ark. 1974). GST ve ksenobiyotik iligkisi Sekil 2.9.'da gosterilmistir (Townsend ve
Tew 2003).
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Sk
0
xn;\(v”\hHLﬁMl\/mnn + Ksenobiyotik
)

COOH

Glutatyon

GST

o /SX
I
,\‘I{;Y\/L NH._-COOH

NH 1
COOH (8]

Glutatyon-S-Konjugat

Sekil 2.9. GST-ksenobiyotik konjugasyonu

2.10.4. Glutatyon Rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon peroksidazin (GPx) ve glutatyon S-
transferaz’in (GST) katalizledigi reaksiyonlar esnasinda olusan okside glutatyonu
(GSSG) rediikte glutatyona (GSH) doniistiirmek suretiyle, dolayli olarak antioksidan
etki gosteren bir enzimdir (Sekil 2.10.). Bu katalizi gerceklestirirken koenzim olarak
NADPH’1 kullanmaktadir. Hiicrelerdeki fizyolojik GSH-GSSG orani ¢ok onemlidir.
GSSG olmadigr durumlarda NADPH’in hiicre i¢i seviyesinin diigmesi glutatyon
rediiktazi inaktive etmektedir. Oksidatif bir stres sonucu GSSG’nin hiicre i¢i seviyesi
artinca glutatyon rediiktaz yeniden aktive olmaktadir (Winston ve Di Giulio 1991,

Candas ve ark. 1997, Noctor 2001, van der Oost ve ark. 2003).

Bu nedenle glutatyon (GSH) ve glutatyon rediiktaz (GR), bir¢ok protein ve
polipeptid hormonlarin distilfid baglar1 iizerinde ve ksenobiyotik metabolizmasinda

onemli bir yer tutmaktadirlar (Rodwell 1993).
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GSH [====GSSG
(GR)

Transport
Konjugasyon| == | Eksport
Degredasyon

Sekil 2.10. Glutatyon biyosentezi ve etkilesim siiregleri
2.11. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH, y-glutamil-sistein-glisin) Okaryot hiicrelerde bol miktarda
bulunan non-protein tiol bilesigidir. GSH iki basamakli bir reaksiyonla

sentezlenmektedir (Meister 1991):

v-glutamil sistein sentetaz
Glutamat+ Sistein + ATP » y-glutamil-sistein+ ADP+P;

Glutatyon sentetaz
y-glutamil Sistein + Glisint ATP »3SH ADP+P;

GSH pek cok fizyolojik siirecte rol oynamaktadir. Fakat en 6nemli gorevleri

asagida siralanmigtir (Terradez ve ark. 1993, Um ve ark. 2004, Li ve ark. 2004);

1. Elektron verme kapasitesi ve hiicredeki yiiksek konsantrasyonu nedeniyle
onemli bir indirgeyicidir. Bu o6zelligi ile hiicreyi serbest radikallere karsi
korumada Onemli bir gorev iistlenmektedir. GSH’a antioksidan o6zelligini
sisteinin tiyol grubu kazandirir. Oksidatif stres sonucunda artan reaktif oksijen
tiirlerinin  detoksifikasyonu, rediikte glutatyonun (GSH) oksitlenmis dimer
formuna (GSSG) doniisiimii ile saglanmaktadir. Glutatyon peroksidazin (GPx)

katalizledigi bu reaksiyonda, GSH’1n GPx aktivitesi i¢in Onemi biiyiiktiir.

2. Anti viral ajan potansiyeli ile immiin savunmada 6nemli bir rol oynamaktadir.
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3. Eksojen elektrofillerle (ksenobiyotikler) konjiigasyon yapabilme
potansiyeli olmasi nedeniyle GST tarafindan detoksifikasyon mekanizmasinda

kullanilmaktadir.

2.12. Asetilkolin Esteraz (AChE, EC 3.1.1.7)

Calismamizda antioksidan enzimler gibi ¢evresel kirleticilerin etkilerini tespit
etmekte yaygin bir sekilde kullanilan Asetilkolin esteraz (AChE) enzimi de biyobelirteg
olarak kullanilmistir. Asetilkolin esteraz (AChE), bir ndrotransmitter olan asetilkolini,
asetik asit ve koline hidrolizleyen 6zgiil bir esterazdir (Aydin 2004). Asetilkolin (ACh)
omurgalilarda ve baliklarda sinir sisteminde, Ozellikle néromuskiiler sinapslarda,
otonomik sinir sisteminde ve beyinde birincil norotransmitterdir. Sinir impluslarinin
iletimi sirasinda ACh, nikotinik reseptorler veya muskarinik reseptorler gibi bir ya da
iki genel reseptore baglanir. Noromuskiiler sinapslarda ACh’nin nikotinik reseptore
baglanmasi uyarma ve kas kasilmasi ile sonuglanir. AChE postsinaptik membrana
baglanarak ACh’nin baglantisim1 keser ve bdylece kolinerjik ndral transmisyon sona

erer (Glingdrdii 2007).

AChE inhibisyonu merkezi ve gevresel sinir sisteminin asir1 uyarilmasina bu da
organizmalar iizerinde zararli ndrotoksik etkilere ve 6liime yol agmaktadir (Xuereb ve

ark. 2009).

AChE norotoksisite i¢in olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir biyobelirtegtir.
Ozellikle organofosfat ve karbomat pestisitler igin hassas bir belirte¢ olmasina ragmen
metaller, deterjanlar ve alg toksinleri i¢in de biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir. AChE
enziminin inhibisyonun 6l¢iilmesi invertebrat tiirleri i¢cin adapte edilerek kullanilan basit

ve ucuz bir spektrofotometrik yontemdir (Galloway ve ark. 2002).

2.13. Konu Kapsami

Palma ve arkadaslar1 (2008), Daphnia magna tizerinde atrazinin 48 saatlik EC50
degerini 35.5 mg/L belirlemislerdir. Lukancic ve arkadaslar1 (2010), atrazinin
Gammarus fossarum tzerindeki akut toksik etkisini incelemis ve 48 saatlik LCs

degerini 7.5 mg/L olarak rapor etmiglerdir.
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Leigth ve Van Dolah (1999), endosulfanin teknik formulasyonunun Gammarus
palustris lizerine akut toksisitesini arastirmislar ve bu canli i¢in endosulfanin 96 saatlik

LCso degerini 0.43 pg/L olarak tespit etmiglerdir.

Cengiz ve Unlii (1999) endosulfan icerikli Thiodan® adli ticari insektisitin bir
balik tiirii olan Gambusia affinis i¢in 96 saatlik LCsy degerini 6.116 pg/L olarak

bildirmislerdir.

Barata ve arkadaglar1 (2005) endosulfanin Crustacea sinifina ait Dapnia magna

icin 48 saatlik LCsy degerini 950 pg/L bulunmustur.

Yapilan ¢aligmalar indoxacarbin su canlilart i¢in toksik oldugunu gostermistir.
Hetrick ve arkadaglar1 (2005) indoxacarbin teknik formiilasyonunun goék kusagi

alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) igin LCsg degerini 0.65 mg/L olarak bildirilmigtir.

Hetrick ve arkadaslar (2005) Ictalurus punctatus i¢in LCsy degerinin 0.29 ve
Cyprinus carpio igin 1.02 mg/L olarak bildirmislerdir. Ay arastirmacilar Daphnia
magna i¢in indoxacarbin LCsy degerini 0.0640 mg/L olarak bildirmislerdir. Rattus
norvegicus tiirline ait erkek bireyleri i¢in LDsy degerini 843 mg/kg olarak

bildirilmislerdir.

Yapilan bir diger ¢alismada ise Beketov ve Liess (2008) indoxacarbin teknik
formiilasyonunun Gammarus pulex igin 96 saatlik LCsy degerinin 2.5 mg/L oldugunu

bildirmislerdir. Bu caligmalar gostermistir ki indoxacarb su canlilar1 i¢in oldukca

toksikdir.

Devi (2007), bir tath su balig1 olan Channa punctatus i¢in indoxacarbin 96
saatlik LCsg degerini 0.0531 olarak bulmustur.

Song ve arkadaslart (1997) Daphnia magna tzerinde thiamethoxam gibi
neonikotinoid bir insektisit olan imidaclopridin 48 saatlik LCsy degerini 10 mg/L olarak

rapor etmislerdir.

Antunes-Kenyon ve Kennedy (2001) tarafindan yapilan bir arastirmada
thiamethoxamin su piresi (Daphnia magna) igin ECsy degerinin 106 mg/L’den yliksek
oldugu gosterilmistir. Yine ayni arastirmacilar gokkusagi alabaligi (Salmo gairdneri)
icin thiamethoxamin 96 saatlik LCsy degerinin 100 mg/L'den ve Lepomis macrochirus

icin 114 mg/L’den biiyiik oldugunu rapor etmislerdir.
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Cox (2001) tuzlu su karidesi (Mysidopsis bahia) lizerinde bir neonikotinoid olan

imidacloprid’in 96 saatlik LCsy degerini 37 ug/L olarak bulmustur.

Atrazin tathisu ekosistemlerinde ¢ok sik gdzlenen bir pestisit olmasina ragmen,
Crustacea’lar tlizerindeki etkisi ile ilgili ¢ok az ¢alisma yapilmistir (Jin-Clark ve ark.
2010, Graymore ve ark. 2001). Davies ve akadaglari (1994) yaptiklar1 ¢aligmalarda
AChE aktivitesi, hepatik GST, aktivitesi ve hepatik GSH miktar1 gibi parametreleri
kullanarak atrazinin Crustacea’larin iizerindeki toksik etkisini belirlemisler ve atrazinin
subletal konsantrasyonunun bu parametreler i¢in Onemli diizeyde bir etkisinin

olmadigini rapor etmislerdir.

Salaberria ve arkadaslar1 (2009) yaptiklar1 ¢alismada 6 giin atrazinin 2 ve 200
ug/kg'lik dozlarina maruz kalan gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss)
karacigerindeki GST ve CAT enzim aktivitesini incelemistir. GST aktivitesinde kontrol
grubuna gore onemli fark gozlenmezken CAT aktivitesinin 200 pg/kg'lik uygulama

grubunda kontrole gore indiiklendigi tespit edilmistir.

Jin-Clark ve arkadaslar1 (2010) yaptiklar1 ¢alismada, 14 giin boyunca atrazin
uyguladiklar1 disi zebra baliklarinin (Danio rerio) karaciger ve yumurtaliklarindaki
SOD ve CAT enzim aktivitesini incelemiglerdir. Ovaryumdan elde edilen CAT
aktivitesinin yaptigimiz ¢alismaya paralel olarak 14. giindeki enzim aktivitesinin yiiksek

konsantrasyonda inhibe oldugu gézlenmistir.

Ballesteros ve arkadaglar1 (2009) yaptiklari ¢alismada bir balik tiirii olan
Jenynsia multidentata'nin endosulfanin dort farkli subletal konsantrasyonuna (0.014,
0.072, 0.288 ve 1.4 mg/L) 24 saat maruz kalmas1 sonucunda beyin, solungag, bagirsak,
karaciger ve kaslardaki GST, GR, GPx ve CAT aktivitelerindeki degisikligi
incelemiglerdir. Genel olarak beyin disindaki tiim dokularda 24. saatte enzim aktivitesi

kontrole gore inhibe oldugu rapor edilmistir.

Dortsa ve arkadaslar1 (2009) yaptiklar1 calismada bir karides tiirli olan Penaeus
monodon'nu dort giin boyunca 0.1 ve 1 pg/L endosulfana maruz biraktiklarida 0. giine

gore hepatopankreastaki GST aktivitesinin zaman bagli olarak diistiigli gdzlenmistir.

Dutta ve Arends (2003) bir balik tiirii olan Lepomis macrochirus ile yaptiklari
calismada canliy1 24, 48, 72, 96 saat boyunca 1.0 pg/L (LCsp: 1.2 pg/L iken)
endosulfana maruz biraktiktan sonra beyindeki AChE aktivitesindeki degisikligi
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incelemis AChE aktivitesinin farkli zaman araliklarinda kontrole gore inhibe oldugu
tespit etmislerdir. Cater 1971'de yaptig1 ¢alismada farkli balik tiirlerindeki AChE
aktivitelerinin bile farkliliklar gdsterdigini tespit etmistir (Dutta ve Arends 2003).

Mudaraddi ve arkadaslar1 (2012), 30 giin boyunca indoxacarba (6, 12, 18 ve 24
mg/kg) maruz biraktiklar1 disi albino farelerdeki GST, SOD ve CAT enzim
aktivitelerindeki degisiklikleri incelemislerdir. Bu calismada GST, SOD ve CAT

enzimlerinde dozdaki artisa paralel bir artis rapor edilmistir.

Korkutan ve ark. (2008) Rana ridibunda'min kas dokusunu 10 mM'lik
indoxacarb ¢Ozeltisine bir saat maruz biraktiklarinda CAT aktivitesinin kontrol grubuna

gore 6nemli diizeyde indiiklendigini tespit etmislerdir.

Neonikotinoidlerin sucul canlilarin enzimlerinde meydana getirdigi degisimler
ile ilgili literatiirde cok sayida caligma bulunmaktadir, fakat diger neonikotinoid
pestisitlere oranla thiamethoxamin etkileriyle ilgili daha az sayida literatiire
rastlanmigtir. Bunlar arasinda, Kumar ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan bir
caligmada, bir tathi su balig1 olan Channa punctatus’un karaciger, beyin, solungag, kas
ve bobrek enzimleri lizerine thiamethoxamin 24, 48, 72 ve 96 saatlik subletal dozlarinin

etkisini incelemislerdir.

Jemec ve arkadaslar1 (2007) neonikotinoit bir insektisit olan imidaclopridin
ticari formiilasyonu olan Confidor SL 200 ve diazinonun D. magna nin biyokimyasal,
lireme ve yasama parametreleri iizerine kronik etkilerini incelemigler ve bu pestisitlerin
bu canlilarda bazi enzimlerin aktivitelerini disiirdiigiinii rapor etmiglerdir. Bu ¢alima
sonucunda, farkli dokularda artan nétral ve alkalin proteaz aktivitesinin enerji
kaynaklarinda meydana gelen bozulmanin olusturdugu bir hasar oldugunu ve alkalin
proteaz aktivitesinin yliksek protein bozulmasimi gosterdigini tespit etmiglerdir.
Arastirmacilar aspartat amino transferaz (AAT), alanin amino transferaz ve glutamat
dehidrojenaz aktivitelerinin baligin thiamethoxama maruziyeti sirasinda arttigini rapor

etmislerdir.

Beneteau ve arkadaslarinin (2012) thiamethoxamin bal arilarinin enzim
yanitlarin1  inceledigi ¢alismada 48 saat boyunca farkli subletal uygulama
konsantrasyonlarindaki (2.6, 5.1, 51.2 ng/ar1) CAT, GST ve AChE degerlerindeki

degisimleri 60 giin boyunca ekstraksyon yaparak incelenmislerdir. Bu ¢alismanin
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sonucunda CAT, GST ve AChE enzimlerinin thiamethoxam toksisitesi i¢in uygun

biyobelirtegler oldugu sonucuna varmislardir (Beneteau ve ark 2012).

Malev ve arkadaslar yaptiklar1 ¢alismada neonikotinoidlerin dolayli inhibitor
etkisini test etmislerdir fakat tiim konsantrasyonlar i¢in AChE inhibistonu tespit
edememislerdir (Malev ve ark. 2012).

Adam ve arkadaslart (2009) yaptiklar1 c¢alismada igne yaprakli agaclari
bdceklerden ve mantarlardan korumak i¢in propiconazol, tebukonazol (Fungusit), IPBC
(3-Iodo-2-propinil biitil carbomat) ve sipermetrinin Gammarus pulex igin hem ayr1 hem
de kombine etkisini arastirmiglardir. Bu kimyasallarin Gammarus pulex igin 96 saatlik
LCsy degerleri sirastyla 4703, 1643, 604 ve 0.09 pg/LL olarak tespit edilmistir.
Propiconazol, tebukonazol (Fungusit), IPBC (3-lodo-2-propinil biitil carbomat) 1liml1
toksik spermetrin ise asir1 toksik etki gdstermektedir. Kombine etki ¢aligmasinda ise
ticari soliisyonda kullanilan sekliyle (%18.2 sipermetrin, %45.8 propikanazol, %17.2
tebukonazol, %18.8 IPBC) Gammarus pulex’e uygulanmistir. Fakat yapilan ¢alismada
bu karisimin etkisinin sipermetrinin ortaya koydugu etkiyle ayni oldugunu ortaya
koymustur.

Orug¢ ve arkadaslar1 (2004) 2,4-D ve azinfosmetilin ayr1 ve kombine haline
maruz kalan balik tiirlerinin (Oreochromis niloticus ve Cyprinus carpio) karaciger,
beyin ve solunga¢ dokularindaki SOD, CAT, GPx ve GST enzim aktivitelerindeki
degisimi incelemislerdir. Orug ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada karaciger dokusunda
2,4-D ve azinfosmetilin kombine etkisinin kontrole oranla GST aktivitesini 6nemli

diizeyde indiikledigini tespit edilmislerdir.

Lenoir ve arkadaslar1 Gammarus tirlerininde aralarinda bulundugu sucul
organizmalar {izerinde pestisitlerin etkileri konusunda bir c¢alisma yapmuslardir.
Arastirma sonunda yaptiklar1 pestisit kalinti analizlerinde birkag¢ o6rnekte dedeksiyon
limitinin tlizerinde pestisit kalintis1 belirlemislerdir. Bu arastirmada da GC cihazi

kullanilmistir (Lenoir ve ark. 1999).

Literatiirde atrazinin Crustacea'larda ki kalinti analizinin antioksidan enzim
sonuclar ile karsilastirildig: ile ilgili daha 6nce yapilmis ¢alismalara rastlanmamustir.
Yapilan caligmalarin ¢ogu su kalitesinin Crustacea'lar iizerine etkisinin incelenmesi ile

stnirli kalmistir (Taylor ve ark. 1991).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Caliymada Kullanilan Organizma

Bu calismada kullanilmis olan Gammarus kischineffensis Schellenberg 1937
Dog. Dr. Murat OZBEK tarafindan teshis edilmistir.

5mm

Sekil 3.1. Gammarus kischineffensis Schellenberg, 1937

3.2. Calismada Kullanilan Pestisitler

Caligsmada triazin bir herbisit olan atrazin (6-chloro-N-ethyl-N'-(1-methylethyl)-
1,3,5-triazine-2,4-diamine), organoklorlu bir insektisit olan endosulfan (6,7,8,9,10,10-
hexachloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahydro—6,9-methano-2,4,3- benzodioxathiepine-3-oxide),
oksadiazin sinifina ait bir insektisit olan indoxacarb ((S)-methyl 7-chloro-2, 5-dihydro-
2- [[(methoxycarbonyl) [4 -(trifluoromethoxy) phenyl] amino] carbonyl] indeno[1,2-
e][1,3,4] oxadiazine-4a(3H)-carboxylate) ve neonikotinoid bir insektisit olan
thiamethoxamin (3-(2-chloro-thiazol-5-ylmethyl)-5-methyl-[1,3,5]oxadiazinan-4-
ylidene-N-nitroamine) teknik formiilasyonlar1 kullanilmistir. Kullanilan pestisit

standartlarinin timii Sigma-Aldrich firmasindan saglanmustir.
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3.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismamiz esnasinda kullanilan okside glutatyon (GSSG), 5-5dithiobis (2-
nitro-benzoik asit) (DTNB), rediikte glutatyon (GSH), Bovine Serum Albumin (BSA),
1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), Bradfoard Reaktifi, nikodinamid adenin diniikleotid
fosfat (rediikte) (NADPH), Sodyum bikarbonat (NaHCOs), Asetiltiokoliniodid (ACTI)
ve Trizma tamponu (pH 8.0; 0.IM) Sigma firmasindan; potasyum dihidrojen fosfat
(KH,PO4), sodium dihidrojen fosfat (NaH,PQOs), etilen diamintetraasetik asit (EDTA),
hidrojen peroksit (H,O,) Merck firmasindan temin edilmistir. Numune hazirlikta
kullanilan kloroform (Kromatografik saflikta) ve toluen (Kromatografik saflikta),

Merck’ten (Almanya) saglanmistir. Kalibrasyon ¢ozeltileri toluen i¢inde hazirlanmistir.

3.4. Canlilarin Elde Edilmesi

Gammarus kischineffensis érnekleri Dicle Universitesi kampiisii i¢inde, ilahiyat
Fakiiltesi ve Mimarlik-Miihendislik Fakiiltesi arasinda bulunan ve Dicle nehrine
dokiilen kiigiik bir su kaynaginda, kaynagin daha yavas akan ve nispeten daha derin
boliimlerinden yaprak ve taglarin altindan toplanmustir (Sekil 3.2.). Gammarus cinsine
ait tiirlerdeki omiir uzunlugu 1-2 yildir. Kullanilan canlilarin yaslar tespit edilemedigi
icin ancak yetiskin canlilarda gozlenebilen prekopulasyon davranisi temel alinarak bu

davranis1 gosteren bireyler secilerek kullanilmistir.
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Sekil 3.2. Gammarus kischineffensis'in toplandigi alan

3.5. Canhlarin  Laboratuar Kosullarina Adaptasyonu ve Deney

Diizeneklerinin Hazirlanmasi

Laboratuvara getirilen Gammarus kischineffensis ornekleri 40 x 35 x 40 cm
ebatlarinda iki tane cam akvaryuma alinmistir. Akvaryumlara yaklasik olarak 5 cm
yiiksekliginde dinlenmis (deklorize) ve dogal ortamlarindan alinmis su konularak ve
canlilarin yasadig1 ortamdan getirilen sediment akvaryumlara ilave edilmistir. Canlilar
laboratuvarda bulunan 6zel bir kabine alinarak adaptasyon igin 15 giin boyunca
bekletilmis ve bu siirede herhangi bir iglem ger¢eklestirilmemistir. Kabin 1siklar1 13 saat
aydinlik 11 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmustir. Kabin sicakligi 18+1 °C de sabit
tutulmustur. Canlilarin dogal ortamlarindan alinan kurumus sogiit agaci (Salix sp.,
Salicaceae) yapraklari cam bir kapta, yine dogal ortamdan alinmis kaynak suyunun
icinde en az iki hafta ¢iiriitiilmeye birakilmig (Cold ve Forbes 2004) ve canlilar

adaptasyon periyodu boyunca bu ¢iiriitiilmiis yapraklarla beslenmistir.
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Cizelge 3.1. Laboratuar sartlarinda kullanilan kavanozlardaki suyun kimyasal 6zellikleri
Kimyasal Parametreler

PH 7.94+0.505
(Coziinmiis Oksijen (O,) 7.5+0.38mg/1

Total klor 42.6 mg/l

Toplam Sertlik 287+2.35mg/1 CaCOs3
Mg 36 mg/l

Elektriksel iletkenlik 7.94 Mmho/cm
NOsz-N 2.1 mg/l

NO,-N 0.002 mg/1

Sicaklik 17+1°C

3.6. Akut Toksisite Deneyi

Deneylerde 2 litrelik cam kavanozlar kullanilmistir. Bu cam kavanozlara 1 litre
su konulmustur. Kavanozlar hava motorlarina bagli, ucunda cam pipetler bulunan
plastik borularla havalandirilmistir. Boylece plastigin  kimyasallarla etkilesimi

engellenmistir. Deneyler siiresince plastik malzemeler kullanilmamistir.

Deneyler i¢in lireme olgunluguna erigsmis, saglikli bireyler secilmis ve kontrol grubu da
dahil her konsantrasyon basina 20 canli kullanilmistir. Deneyler ii¢ tekrarli olarak 96
saat boyunca gerceklestirilmistir. Akut toksisite testinde 24, 48, 72, 96 saatlik LC50
degerlerini tayin etmek i¢in her 24 saatte bir kavanozlardaki canlilar sayilarak 6li ve
canlt sayilar1 not edilmistir. Toksisite testlerinde hareketsizlik ve viicut sertligi 6lim
kriteri olarak kabul edilmistir. Aralik belirleme deneylerinden sonra atrazin igin pestisit
konsantrasyonlari, 0.0, 1.0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0, 40.0, 45.0 ve 50.0
mg/L; endosulfan i¢in, 0.0, 1.0, 1.25, 1.50, 1.75, 2.00, 2.25, 2.50, 2.75, 3.00, 3.25, 3.75
ve 4.00 pg/L; indoxacarb i¢in, 0.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0, 40.0, 45.0, 50.0, 55.0,
60.0 ve 65.0 mg/L; thiamethoxam i¢in, 0.0, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0, 17.5,
20.0, 22.5, 25.0, 27.5 ve 30.0 mg/L olarak belirlenmistir Akut toksisiteyi belirlemek i¢in
yenilenen statik (renewal) test uygulanmistir (APHA 1998).

3.7. Subakut Toksisite Deneyleri

96 saatlik LCsy degerleri belirlenen dort pestisit (indoxacarb, thiamethoxam,
endosulfan, atrazin) i¢in subletal konsantrasyonlar belirlenmistir. Deney siiresi 14 giin

olarak belirlenmistir. ondort giin boyunca canlilar Salix sp. yapraklar ile beslenmis ve
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biitlin deneyler kontrol grubu da dahil olmak iizere 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.
Pestisitler i¢in belirlenen 96 sattlik LCsy degerinin 1/10 ve 1/100°lik konsantrasyonlar1

kullanilmustir.

3.8. Kombine etki

96 saatlik LCsy degerleri belirlenen dort pestisit (indoxacarb, thiamethoxam,
endosulfan, atrazin) i¢in kombine etki tespit edilirken herbisit olan atrazin ile
insektisitler indoxacarb, thiamethoxam, endosulfan birlikte kullanilmistir. Deney siiresi
14 giin olarak belirlenmistir. Kombine etkinin bulunmasinda her bir pestisit igin

belirlenen LCs degerinin 1/100°1lik konsantrasyonlart kullanilmistir.

3.9. Canhlarin Uygulama Sonras1 Alinmasi ve Homojenizasyonu

Uygulama yapilan canlilar distile sudan gegcirilerek, sodyum fosfat tamponunun
(0.1 M pH 6.5) icinde homojenize edildikten sonra 25000 g’de + 4°C’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifligasyon igsleminden sonra ependorflara alinan siipernatant
enzim aktiviteleri saptanmak iizere — 20°C’de muhafaza edilmistir (Timofeyev 2008).
Enzim aktiviteleri okunmak iizere — 20°C’de muhafaza edilen siipernatanlar soguk
zincir kosullarma uygun olarak Indnii Universitesi Arastrma Merkezinin Biyolojik

Bilimler Laboratuvarlari'na getirilerek ve — 80°C’de saklanmustir.

3.10. Enzimatik Calismalar
Biitiin enzimlerin aktiviteleri her pestisit i¢in {i¢ tekrarli olarak dl¢iilmiistiir.
3.10.1. Katalaz Aktivite Tayini

Katalaz enzim aktivitesinin tayini Luck (1963) yontemine gore yapilmistir.
Aktivite tayini icin pH 7°de 1/15 M’lik Sodyum-Potasyum (K,HPO4-NaH,;PO,)
tamponu hazirlanmig ve tamponun 100 mL’sine 160 pl H,O, eklenmistir. Enzim
aktivite tayininde kor olarak hazirlanan tampon + H,O, karisimi kullanilmistir. Enzim
aktivitesinin Ol¢iimii i¢in ise tampon + HO, karisiminin iizerine 15 veya 20 pL
siipernatan eklenmis ve 240 nm’de 1 dakika boyunca absorbans degisimi tespit
edilmistir. Absorbans tespit edildikten sonra mililitredeki enzim iinite sayisi
hesaplanmis ve elde edilen sonuglar siipernatanin mililitresindeki miligram proteine

boliinerek spesifik aktivite hesaplanmugtir.
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3.10.2. Glutatyon S-Transferaz Aktivite Tayini

Glutatyon S-transferaz aktivitesinin Olgiilmesi amaci1 ile 1-kloro, 2-4
dinitrobenzen (CDNB) substrat olarak kullanildi1 (Habig 1973). Substrat %96’lik etanol
icinde hazirlandi (0.15 M). Tampon olarak potasyum fosfat tamponu (0.1 M; pH: 6.5)
ve kofaktor olarak rediikte glutatyon (0.002 M) kullanildi. Mikroplaka c¢ukurlarina
sirayla 10 pL siipernatant, 100 pL fosfat tamponu+100 pL. GSH karisimi pipetlendi ve
karisim mikroplaka sistemi i¢inde 15 saniye karistirildi. Absorbans degisimi 340 nm
dalga boyunda, 25 °C’ de 2 dakika siire ile okundu. Her ornek i¢in en az {i¢ tekrarli
okuma yapildi. Enzim aktivitesine bagli hesaplanan absorbans degisim degerleri
kayedildi. Ayn1 6rnek igin elde edilen absorbans degisim degerleri arasinda %10’ dan
daha yiiksek korelasyon farki bulunanlar i¢in okuma islemi tekrar edildi. Okunan mOD

cinsinden absorbans degerleri OD degerine ¢evrilerek hesaplamalar yapildi.
3.10.3. Glutatyon Rediiktaz Aktivite Tayini

GR aktivitesi Cribb ve ark. (1989) tarafindan kullanilan mikroplaka sistemi ile
Olclim yontemine gore hepatosit sitozoliinde 6lgiildii. Reaksiyon soliisyonu 0.1 mM, 150
uL 5, 5'-dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), 12 mM, 20 pL NADPH ve 10 puL
ornek icermektedir. 20 LI, 3.25 mM GSSG’nin ilavesi ile reaksiyon baglatildi. Biitiin
cozeltiler, ImM EDTA igeren, 0.1 M potasyum fosfat tamponunda (pH 7.5) hazirlandi.
Reaksiyon esnasinda GSSG’den GSH olusumu nedeniyle DTNB miktar1 azalmistir.
DTNB azalis1 oda sicakliginda 405 nm’de izlendi ve elde edilen absorbans degerlerinde

GR aktivitesi hesaplandi (DTNB i¢in €=14.151 M-' cm™).
3.10.4. Asetilkolin Esteraz Enzim Aktive Tayini

Asetilkolin esteraz enzim aktivitesi Olgililirken kullanilan yontem 1961°de
Ellman ve arkadaslar1 tarafindan énerilen yontemin Ozmen (Ellman 1961, Ozmen ve
ark. 1999) tarafindan modifiye edilmis seklidir. Calismalarda substrat olarak
Asetiltiokoliniodid (ACTI) kullanildi. Enzim aktivitesini 6l¢gmek i¢in mikroplaka
cukurlara 10 pL slipernatant, 100 uLL Trizma tamponu (pH 8.0; 0.1 M) ve 3.73 uL
DTNB (son konsatrasyonda 9.39x10”° M olmak iizere) (Aldrich, USA) konuldu ve
mikroplaka okuyucu sistem i¢inde 10 saniye karistirildiktan sonra 25 °C’de 412 nm
dalga boyunda 1 dakika okuma yapildi. Enzim aktivitesine bagli hesaplanan absorbans

degisim degerleri kaydedildi. Ayn1 6rnek i¢in elde edilen absorbans degisim degerleri

42



OZLEM DEMIRCI

arasinda %10’dan daha yiiksek korelasyon farki bulunanlar i¢cin okuma islem tekrar
edildi. mOD cinsinden alinan absorbans degerleri OD’ye c¢evrilerek hesaplamalar

yapildi.
3.10.5. Siiperoksit Dismutaz Aktive Tayini

Ksantin-Ksantin oksidaz sisteminde iiretilen siiperoksit radikallerinin sitokrom
¢’ yi indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline dayanan Sigma SOD Assay

Kit 19160 (SIGMA) kullanilarak enzim aktivite tayini gerceklestirilmistir.

3.11. Glutatyon Miktar Tayini

Glutatyon miktar tayini GSH Assay Kit CS0260 (SIGMA) kullanilarak
yapilmistir.

3.12. Total Protein Miktar

Total protein miktar1 Bradford (1976) metodu kullanilarak belirlendi. Bu amagla
mikroplaka okuyucu sistem kullanildi. 5 pL 1/10 oraninda diliie edilmis 6rnek ve 250
puL Bradford belirteci (Sigma, USA) mikroplaka ¢ukurlarina pipetlendi. 15 dakikalik
inkiibasyondan sonra 750 nm’de endpoint absorbans degerleri okundu. Elde edilen
degerler, olusturulan BSA (bovine serum albumin) standart egrisi degerleri ile
karsilagtirilarak, Ornekteki total protein degerleri , Slide programi kullanilarak
hesaplandi. Sulandirma faktoriine bagli olarak, daha sonra orneklerdeki total protein
degeri hesaplandi. Hesaplanan total protein degerine bagli olarak ACP enzim aktivitesi

haricinde tiim enzim degerleri spesifik aktivite degeri olarak ifade edildi.
3.13. Pestisit Kalint1 Analizleri
Ornekler kromatografi laboratuvarinda pestisit kalint1 analizi i¢in hazirlanmustir.

3.13.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Alman o6rneklerin 10 g’1 Heidolph-Diax 900 marka homojenizator ile 24000
rpm’de Ogiitiilerek homojen hale getirilmistir. Ekstraksiyon igin alinacak ornek
miktarlar1 homojenize edilmis bu 6rneklerden tartilarak alinmistir. Eppendorf tiip iginde
hassas terazide tartimi yapilan homojenize edilmis 5 g numune tizerine 1 mL acetonitril
eklenmis homjenize edildikten sonra {izerine bir spatiil ucu susuz MgSO; ilave edilmis

iist faz berraklasincaya kadar santrfiijlenip list fazin tamami alinip sisteme enjekte
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edilmigtir.  Partikiill olmamasma dikkat edilmistir. Gerektiginde siizlilmiistiir.
Kalibrasyon grafigi i¢in standartlar 1000 ppm ana stok olacak sekilde asetonda
coziilerek hazirlanmigtir. Kalibrasyon grafikleri Microcal Origin  Matematiksel
programla ¢izilmistir. Numune alanlar1 seyrelme faktorleri dikkate alinarak

hesaplanmustir.
3.13.2. Analiz

Pestisit kalinti analizlerinin hepsi Siileyman Demirel Universitesi, Deneysel ve
Gozlemsel Ogrenci Arastirma ve Uygulama Merkezi, Kromatografi Laboratuvari’nda

gergeklestirilmistir.
3.13.3. Kullanilan Cihaz ve Kromatografik Sartlar

Calismada, Shimadzu 17 A GC cihaz1 ve azot-fosfor (NPD) dedektorii ile
elektron yakalama dedektorii (ECD) kullanilmistir. Kolon olarak, 30 m uzunluga, 0.32
mm i¢ ¢apa ve %S5 fenil metilsiloksan dolgu maddesinden olusan 0.10 pm film
kalinligina sahip TRB-5 (Teknokroma) kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 1 pl’dir.
Belirlenen sicaklik programi su sekildedir; baslangic sicakligi 80°C ’de 1 dakika
bekletilmistir. Ardindan sicaklik programi dakikada 20°C’lik artiglarla 275°C ’ye
ylikseltilmistir. Bu sicaklikta hi¢ bekletilme yapilmadan dakikada 4 °C’lik artiglarla
295°C’ye ¢ikilarak bu sicaklikta analiz sonlandirilmistir. Enjektor sicakligi ve dedektor

sicaklig1 300°C, kullanilan gaz He, akis hiz1 10 psi olarak ayarlanmistir (Cizelge 3.2.)

Cizelge 3.2. Gammarus kischineffensis'de kalinti analizi i¢in GC caligma sartlari

Enjeksiyon Blogu 300 °C

Dedektor (NPD) 300 °C

Akis Hizi (psi) 10

Kullanilan Gaz Helyum

Kullanilan Kolon TRB-5. 30m * 0.32mm * 0.25um

Sicaklik Programi 80°C de 1 dakika bekledikten sonra 160°C’e dakikada 10°C’lik

artisla ulagmistir. 160°C’de 5 dakika bekletilmistir. Sonra dakikada
3°C’lik artisla 240°C’ye yiikseltilmistir. Bu sicaklikta beklemeden
25°C’lik artigla 300°C’ye yiikseltilmistir. Bu sicaklikta 20 dakika
bekletilmistir.
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3.14. Kombine Etki icin Hesaplamalar

Pestisitlerin kombine etkisine maruz kalan canlilardaki enzim aktiviteleri,
pestisitlerin tek kullanimma maruz kalan canlhilardaki enzim aktiviteleri ile

karsilastirilirken;

Her bir enzim igin LCs¢/100'lik uygulama gruplarindan elde edilen spesifik
aktivitenin kontrole gore yiizdelik degerleri hesaplanmis ve sonuglar istatistiksel olarak

karsilagtirilmustir.

. _ =x100
KOMBINE ETK] %=1
Kontrol

3.15. istatistiksel Analiz

Akut toksisite (LCsg) degerlerinin hesaplanmasinda SPSS programinda Probit
Analizi kullanilmigtir (Finney 1952). Enzim aktivite tayinlerinden elde edilen bulgularin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla istatistiksel paket program (MedCalc for
Windows") kullanilmistir. Uygulanan dozlar arasinda her bir zaman diliminde enzim
aktiviteleri arasindaki farkliliin incelenmesi ve her bir dozda zamana bagli degisimin
test edilmesi amaciyla Kruskal Wallis testi kullanilmigtir. Kruskal Wallis testi sonrasi
ikili karsilagtirmalar Mann-Whitney U testi kullanilarak istatistiksel degerlendirmeler

yapilmistir Testlerde anlamlilik diizeyi p<<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Akut Toksisite Testi Sonuclari
4.1.1. Atrazinin 24, 48, 72 ve 96. Saat LCsy Degeri

Aralik belirleme deneylerinden sonra atrazinin bir litre icin belirlenen
pestisit konsantrasyonlar1 0.0, 1.0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0, 40.0, 45.0
ve 50.0 mg/L olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1.). Testler ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Ayrica testlerde pestisiti ¢ozerken kullanilan alkol kontrolii igin
180 pL/L alkol kullanilmistir. Yapilan akut toksisite deneylerinde atrazinin 96
saatlik LCsodegeri 18.96 mg/L olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Atrazin 24, 48, 72, 96. Saat LCsy Degerleri

ATRAZINE LCs) DEGERLERI
24, saat 35.57 mg/L
48. saat 26.82 mg/L
72. saat 23.42 mg/L
96. saat 18.96 mg/L

4.1.2. Endosulfanin 24, 48, 72 ve 96. Saat L.Cs) Degeri

Aralik belirleme deneylerinden sonra endosulfan igin belirlenen pestisit
konsantrasyonlar1 0.0, 1.0, 1.25, 1.50, 1.75, 2.00, 2.25, 2.50, 2.75, 3.00, 3.25, 3.75
ve 4.00 pg/L olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2.). Testler ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir.  Ayrica testlerde alkol kontrolii i¢in 18.4 pL/L  alkol
kullanilmigtir. Yapilan akut toksisite deneylerinde endosulfanin 96 saatlik LCs

degeri 1.56 ng/L olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. Endosulfan 24, 48, 72, 96. Saat LCs, Degerler

ENDOSULFAN LCso DEGERLERI
24, saat 3.91 pg/L
48. saat 2.49 pg/L
72. saat 1.89 ng/L
96. saat 1.56 ng/L
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4.1.3. Indoxacarbin 24, 48, 72 ve 96. Saat LCsy Degeri

Aralik belirleme deneylerinden sonra indoxacarb i¢in belirlenen pestisit
konsantrasyonlar1 0.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0, 40.0, 45.0, 50.0, 55.0, 60.0 ve
65.0 mg/L olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3.). Testler {ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Ayrica testlerde alkol kontrolii igin 180 pL/L  alkol
kullanilmistir. Yapilan akut toksisite deneylerinde indoxacarbin 96 saatlik LCsg

degeri 39.04 mg/L olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. Indoxacarb 24, 48, 72, 96. Saat LCs, Degerleri

INDOXACARB LCs, DEGERLERI
24. saat 54.49 mg/L
48. saat 45.25 mg/L
72 saat 44.90 mg/L
96. saat 39.04 mg/L

4.1.4. Thiamethoxamin 24, 48, 72 ve 96. Saat L.Csy Degeri

Aralik belirleme deneylerinden sonra thiamethoxam i¢in belirlenen pestisit
konsantrasyonlar1 0.0, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0, 17.5, 20.0, 22.5, 25.0, 27.5
ve 30.0 mg/L olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4.). Testler ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Ayrica testlerde alkol kontrolii i¢in 200 pL/L alkol
kullanilmistir. Yapilan akut toksisite deneylerinde thiamethoxamin 96 saatlik LCs

degeri 8.985 mg/L olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Thiamethoxam 24, 48, 72, 96. Saat LCs, Degerleri

THIAMETHOXAM LCs, DEGERLERI
24, saat 25.51 mg/L
48. saat 19.46 mg/L
72. saat 15.14 mg/L
96. saat 8.985 mg/L
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OZLEM DEMIRCI

4.1.5. Subletal Pestisit Uygulamalar1 Sonucunda Belirlenen Enzim

Aktiviteleri

4.1.1. Gammarus kischineffensis’in LCs¢/100 ve LCs0/10 Atrazine
Maruz Birakilmast1 Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE

Aktivitesindeki Degisimleri

4.1.1.1. GST Aktivitesi
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Sekil 4.1. Gammarus kischineffensis’in LCsy/100 ve LCs/10 atrazine maruz birakilmasi sonucu
GST aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCs¢/100 ve LCs¢/10 uygulama gruplarindan

farki (p<0.05); * LCs¢/100 ve LCs/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki atrazine farkli silirelerde maruz kalmanin
canlilarin GST enzimi tizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.1.); akut
uygulamanin ilk gilinlerinde diisiik konsantrasyona (LCs¢/100) maruz kalan
Gammarus kischineffensis’in GST aktivitesi, yiiksek konsantrasyona (LCsy/10)
maruz kalan canlilara gore daha yiiksek iken 72. ve 96 saatlerde yliksek
konsantrasyonda olusan enzim cevaplarinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir

(p<0.05). Subakut uygulama siiresince diisiik konsantrasyona (LCs¢/100) maruz
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kalan canlilardaki enzim aktivitesi yliksek konsantrasyona (LCsy/10) gore daha

yliksek bulunmustur (p<0.05).

4.1.1.2. CAT Aktivitesi

80 — B Kontrol
- B LCs/100
70 — B LCs/10
L ya
__ 60—
=
:.q-_.J -
o
B £ 50
g5 | a
ZE
® S 40
E X N b
S3
S 30— "
20 * " *,a
° I i iII 'I'
0 l—
24s 48s 72s 96s 79 149

Zaman
Sekil 4.2. Gammarus kischineffensis’in LCs¢/100 ve LCs¢/10 atrazine maruz birakilmasi sonucu
CAT aktivitesindeki degisimler *Kontrolin LCs0/100 ve LCsy/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCs0/100 ve LCso/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki atrazine farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin CAT enzimi {izerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.2.); hem kontrol
hem de iki farkli dozdaki enzim aktivitesinin zamana bagli olarak inhibe oldugu
gozlenmistir. Tiim zaman araliklarinda yiiksek konsantrasyona (LCs¢/10) maruz
kalan canlilardaki enzim aktivitesinin diisiik konsantrasyona (LCsy/100) maruz

kalan canlilardaki CAT aktivitesine gore inhibe oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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4.1.1.3. SOD Aktivitesi
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Sekil 4.3. Gammarus kischineffensis’in LCsy/100 ve LCs/10 atrazine maruz birakilmasi sonucu
SOD aktivitesindeki degisimler *Kontrolin LCsy/100 ve LCsy/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCs0/100 ve LCs0/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki atrazine farkli silirelerde maruz kalmanin
canlilarin SOD enzimi iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.3.); uygulamanin
24., 48. ve 72. gilinlinde diisiik konsantrasyonun (LCs¢/100) olusturdugu enzim
aktivitesinin yiiksek konsantrasyonun (LCs¢/10) neden oldugu aktiviteye gore daha
ylksek oldugu gozlenmistir (p<0.05). 96. saat . ve 7. giinde ise yiiksek
konsantrasyona (LCs(/100) maruz kalan canlilardaki SOD enzim aktivitesinin daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Genel olarak en yiiksek aktivasyon 96.
saat ve 7. giinde gdzlenmistir (p<0.05).
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4.1.1.4. GR Aktivitesi
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Sekil 4.4. Gammarus kischineffensis’in LCsy/100 ve LCs¢/10 atrazine maruz birakilmasi sonucu GR
aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCsp/100 ve LCs¢/10 uygulama gruplarindan farki

(p<0.05); * LCs0/100 ve LCsy/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki atrazine farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin GR enzimi iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.4.); uygulamanin
ilk 24. saatinde diisiik konsantrasyondaki enzim aktivitesinin yiiksek doza maruz
kalan canlilardaki enzim aktivitesine gore daha fazla indiiklendigi gozlenmistir
(p<0.05). 24. saatte LCs¢/10'luk konsantrasyona maruz kalan canlilardaki GR
aktivitesinin diger zamanlara gore kismen yiiksek oldugu tespit edilmistir. GR
aktivitesindeki degisim zamana bagli degildir. Akut uygulama siirecinde 72. saatte
inhibisyon gozlenirken 96. saatte indiiklendigi tespit edilmistir. Subakut
ugulamalarda hem kontrol hem de konsantrasyonlar arasinda fark gozlenmistir

(p<0.05).
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4.1.1.5. AChE AKktivitesi
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Sekil 4.5. Gammarus kischineffensis’in LCs¢/100 ve LCs¢/10 atrazine maruz birakilmasi sonucu
AChE aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCsy/100 ve LCs¢/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCs0/100 ve LCs0/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki atrazine farkli silirelerde maruz kalmanin
canlilarin AChE ezimi iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.5.); genel olarak
akut uygulamalarda yiiksek konsantrasyona (LCs¢/10) maruz kalan canlilardaki
AChE aktivitesinin diisiik doza (LCs¢/100) maruz kalanlara gore daha fazla inhibe
oldugu goézlenmistir (p<0.05). Ayrica akut uygulama siiresince 24. ve 72. saat
disindaki tiim zaman dilimlerinde enzim aktivitesi kontrole goére daha yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Subakut uygulama déneminde ise yiiksek doza maruz kalan

canlilardaki AChE enziminin kontrole gore inhibe oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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4.1.1.6. Gammarus Kkischineffensis’in  LC5¢/100 ve LCsy/10 Atrazine
Maruz Birakilmasi Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE Aktivitesindeki

Degisimleri

Her bir zaman diliminde LCs¢/100 ve LCsy/10 konsantrasyonlarda atrazine
maruz kalan Gammarus kischineffensis’in GST, CAT, SOD, GR ve AChE

enzimlerindeki spesifik aktivite degisimleri asagidaki Cizelge 4.5. ile 6zetlenmistir.

Cizelge 4.5. Her bir zaman diliminde LC5,/100 ve LCs,/10 konsantrasyonlarda atrazine maruz kalan
Gammarus kischineffensis’in enzim aktivite degisimleri *Kontroliin LCsy/100 ve
LCsy/10 uygulama gruplarindan farki (p<0.05); * LCs¢/100 ve LCsy/10 gruplari
arasindaki fark (p<0.05) Enzim spesifik aktivitelerinin birimleri: GST, GR ve AChE i¢in

nmol/dakika/mg protein; CAT ve SOD i¢in umol/dakika/mg protein

Zaman n Kontrol LC5,/100 LCs5,/10
24.s 3 | 63.3798+ 1. 3889 77.265543.4553** 64.7624+0.9549
48.s 3 | 52.6481+ 1.6670 79.34714+4.3563* 77.4662+3.8662%*
GST | 72.s 3 | 53.6545+6.2506 68.7503+3.6612* 75.7478+1.8948%*
96. s 3 | 54.8482+2.9566 70.591444.6454* 83.4391+4.3149**
7.g 3 | 59.1210+ 4.7433 82.6225+2.5385* 80.5404+3.4506*
14. g 3 | 58.5038+4.3785 78.3079+5.1398%* 50.7376+3.8547*
24.s 3 | 69.1569+ 1.8796 61.1758+2.0373%* 29.6256+4.4555*
48.s 3 | 44.3474+5.2459 39.5765+4.0303 24.6967+1.4176*
CAT 72.s 3 | 43.9482+0.9472 20.251342.3324** 15.3863+0.7373*
96. s 3 | 21.0788+1.8195 19.8593+3.2020% 13.5261+3.1953*
7.8 3 | 11.2122+2.9673 16.8449+2.0435 14.5636+2.8328
14. ¢ 3 | 10.3063+2.2098 16.1153+1.7273%* 8.7042+0.6230
24.s 3 | 8.6454+0.6137 10.6551+0.4266** 8.5499+0.3142
48.s 3 | 6.5095+0.5262 9.3383+0.409%*2 8.5328+0.1742*
SOD 72.8 3 | 6.1105+0.3482 9.0490+0.2735**? 7.6880+0.3436*
96. s 3 | 6.1367+0.7179 7.9918+0.9804* 11.79584+0.629*" 8
7.g 3 | 6.9112+0.2103 9.5213+0.4873* 12.54934+1.0967%*
14. g 3 | 6.7135+0.1788 5.8732+0.1907 6.0913+0.5844
24.s 3 | 2.6226+0.3413 4.88714£0.1651%* 3.6305+0.1700*
48. s 3 | 2.8077+0.2456 2.6183+0.08188 2.4034+0.2793
GR 72.s 3 | 3.0169+0.3335 2.4262+0.1412* 2.4057+0.09074*
96. s 3 | 2.2177+£0.0301 2.8124+0.3249* 3.2547+0.3451*
7.g 3 | 3.4949+0.1618 2.582140.06437%* 3.3363+0.3700
14. ¢ 3 | 3.1251+0.1435 2.6882+0.09071%* 2.1382+0.1467*
24.s 3 | 43.6610+4.4630 101.6178+6.2874** 55.2129+6.8176
48.s 3 | 44.6856+4.7499 84.1776+2.4259** 65.0334+2.6625%*
AChE 72.8 3 | 44.8452+2.0508 74.4858+5.11 15*"‘( 55.4285+4.3322
96. s 3 | 41.2029+1.5999 115.7427+5.4867%* 83.5352+4.7620*
7.g 3 | 101.0827+4.0645 73.6065+5.4331* 81.2790+7.7293*
14. g 3 | 119.0689+3.8682 107.0961+3.8189 75.0066+£6.5965%?
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4.1.2. Gammarus kischineffensis’in LCs¢/100 ve LCs0/10 Endosulfan
Maruz Birakilmasi Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE Aktivitesindeki

Degisimleri

4.1.2.1. GST Aktivitesi

80 - H Kontrol
- ¥g B LCs,/100
70 - ? [l LC;,/10
60
£
3 L
.- O
E s 50 a *,a
B S 40
B ﬁ r * a *
(OIS .
° 30
E | *
20 —
10 —
0 (-
24s 48s 72s 96s 79 149

Zaman

Sekil 4.6. Gammarus kischineffensis’in LCsp/100 ve LCs¢/10 endosulfana maruz birakilmast sonucu
GST aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCs¢/100 ve LCs¢/10 uygulama gruplarindan

farki (p<0.05); * LCs¢/100 ve LCs/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki endosulfana farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin GST enzimi iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.6.); 24. saatte her
iki doza maruz kalan canlilarin enzim aktivitesinin kontrole goére inhibe oldugu
gozlenmigtir. 72. saatte ise yiiksek doza maruz kalan canlilardaki enzim aktivitesi
hem LCsy/100'liik uygulama grubuna hem de kontrole gore inhibe olmustur.
Uygulamanin 7. giliniinde diisik doz (LCs¢/100) uygulanan canlilarda enzim
aktivitesi oldukca yiiksek bulunmustur. Uygulamanin 14. giiniinde ise yiliksek doz
uygulanan canlilarda (LCs¢/10) enzim aktivitesi hem kontrolden hem de

LCs¢/100'liik uygulamadan 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).
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4.1.2.2. CAT Aktivitesi
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Sekil 4.7. Gammarus kischineffensis’in LCs¢/100 ve LCs¢/10 endosulfana maruz birakilmasi sonucu
CAT aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCsx/100 ve LCsy/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCs0/100 ve LCs0/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki endosulfana farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin CAT enzimi iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.7.); 24. saat
disindaki tim uygulamalarda diisiik doza (LCsy/100) maruz kalan canlilardaki
enzim diizeyinin yiiksek doza (LCs/10) maruz kalanlara ve kontrole gore 6nemli
diizeyde arttig1 saptanmistir. Uygulamanin erken donemlerinde (24., 48., 72., 96.
saatler) hem LCs(/100'liik hem de LCs¢/10'luk dozlara maruz kalan canlilardaki
enzim seviyesinin kontrole goére anlamli sekilde indiiklendigi tespit edilmistir

(p<0.05).
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4.1.2.3. SOD Aktivitesi
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Sekil 4.8. Gammarus kischineffensis’in LCs¢/100 ve LCs¢/10 endosulfana maruz birakilmasi sonucu
SOD aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCsy/100 ve LCs/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCsy/100 ve LCso/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki endosulfana farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin SOD enzimi iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.8.); sadece 72.
saatte diisiik doza (LCs¢/100) maruz kalan canlilarda kontrolle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlenmistir (p<0.05).
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4.1.2.4. GR Aktivitesi
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Sekil 4.9. Gammarus kischineffensis’in LCs/100 ve LCs¢/10 endosulfana maruz birakilmast sonucu
GR aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LC50/100 ve LCs¢/10 uygulama gruplarindan

farki (p<0.05); 4 LC50/100 ve LCs/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki endosulfana farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin GR enzimi iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.9.); genel olarak
disiik doza (LCs¢/100) maruz kalan canlilarin enzim aktivitesinin yiiksek doza
(LCs0/10) maruz kalan canlilardaki aktiviteden daha ytiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). Diisiik dozda (LCs(/100) pestisite maruz kalan canlilarda 24. ve 72. saate
enzim seviyesi olduk¢a yiiksek bulunmustur. Subakut uygulama siirecinde ise 7.
giindeki enzim seviyesi her iki dozdaki uygulamada da 14. giine gore daha ytiksek

bulunmustur.
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4.1.2.5. AChE AKktivitesi
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Sekil 4.10. Gammarus kischineffensis’in LCs/100 ve LCs¢/10 endosulfan maruz birakilmas: sonucu
AChE aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCsy/100 ve LCs¢/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCs¢/100 ve LCs¢/10 gruplart arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki endosulfana farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin AChE enzimi iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.10.); 14 giinde
LCs¢/100'liik doza maruz kalan canlilardaki enzim aktivitesi hari¢ tiim saat ve
giinlerde LCs¢/100'liik ve LCs¢/10'luk doza maruz kalan canlilardaki enzim
aktivitelerinin kontrolden anlamli diizeyde farkli oldugu gozlenmistir (p<0.05).
Uygulamanin 24. ve 72. saatlede LCs¢/10'luk doza maruz kalan canlilardaki enzim
aktivitesi LCs¢/100'lik uygulamanin aktivitesinden Onemli diizeyde yiiksek

bulunmustur (p<0.05).
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4.1.2.6. Gammarus kischineffensis’in LCs¢/100 ve LCs0/10 Endosulfan
Maruz Birakilmasi Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE Aktivitesindeki

Degisimleri

Her bir zaman diliminde LCsy/100 ve LCso/10 konsantrasyonlarda
endosulfana maruz kalan Gammarus kischineffensis’in GST, CAT, SOD, GR ve

AChE enzimlerindeki spesifik aktivite degisimleri asagidaki Cizelge 4.6 ile

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.6. Her bir zaman diliminde LCs¢/100 ve LCs,/10 konsantrasyonlarda atrazine maruz kalan
Gammarus kischineffensis’in enzim aktivite degigimleri *Kontrolin LCsy/100 ve
LCsy/10 uygulama gruplarindan farki (p<0.05); “LCs0/100 ve LCsy/10 gruplart
arasindaki fark (p<0.05) Enzim spesifik aktivitelerinin birimleri: GST, GR ve AChE i¢in
nmol/dakika/mg protein; CAT ve SOD i¢in umol/dakika/mg protein

Zaman | n Kontrol LC5,/100 LC5/10
24.s 3 [ 37.3942+1.2614 21.8384 +1.0909* 27.6720+3.3790**
48.s 3 | 40.4595+1.7202 44.5987+3.4881 38.0335+3.7326
GST |72 ¢ 3 | 39.5327+2.7945 42.9301 £3.7034? 30.7338+2.0735
96. s 3 | 37.6733+2.3200 40.0205+5.0043 34.5013+4.1559
7. g 3 | 40.5958+3.4343 67.4141+3.1194** 46.5712+4.8048
14. ¢ 3 [ 29.7132+3.0397 35.3405+5.4848 43.5503+3.5146*"
24.s 3 [ 19.3837+0.4370 21.9097+1.3420 21.5995+1.4510
48.s 3 | 19.819420.7440 36.2276+0.7788*" 23.0685+2.2366*
CAT |72 3 [ 20.0115+0.7028 35.2693+1.2188*" 23.3124+0.4597*
96. s 3 | 8.9696+1.5672 34.7175+1.3440%* 29.7468+2.5127*
1.¢ 3 | 4.1651+0.4552 11.7384+0.6653** 5.8082+0.4216*
14. ¢ 3 | 4.1104+0.1592 7.3014+0.4726*° 4.8125+0.8897
24.s 3 | 0.4765+0.004996 0.4547+0.01671 0.4521+0.01176
48.s 3 | 0.4661+0.02731 0.4472+0.02085 0.4429+0.03523
sop |72 3 [ 0.4611+0.01627 0.4065+0.02779* 0.4350+0.006136
96. s 3 [ 0.4745+0.009841 0.4650+0.004583 0.4671£0.01725
7. g 3 | 0.4535+0.01992 0.4412+0.01585 0.42110.02061
14. ¢ 3 | 0.4664+0.02253 0.4594+0.01878 0.4813+0.01297
24.s 3 | 1.6586+0.003365 2.3086+0.07168** 1.7960+0.1537
48.s 3 [ 1.7511£0.1592 1.8991+0.1471 1.7677+0.01124
GR 725 3 | 1.7439+0.04399 2.5339+0.1482%* 1.7537+0.1331
96. s 3 | 1.5504+0.04051 1.23310.1330%* 1.0605+0.1172*
1.¢ 3 | 1.4697+0.1220 2.6298+0.2082** 2.0956+0.1351*
14. ¢ 3 | 1.2327+0.1030 1.7973+0.1332* 1.7611+0.1744*
24.s 3 | 36.52183.7071 53.3373+5.7095* 65.4532+6.3204*"
48.s 3 | 41.7363+2.5922 77.4554+1.9414% 80.8052+5.6125*
ACHE 1725 3 | 49.2157+1.3079 60.2479+5.9968* 72.0932+0.7441%*
96. s 3 | 39.1677+2.0443 48.757242.1865* 49.0485+2.5663*
7. g 3 | 35.9418+2.0600 56.3974+4.6707* 61.3627+1.5440%
14. ¢ 3 | 65.2776+0.7326 63.7391+2.6842 85.4053+6.3521**
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OZLEM DEMIRCI

4.1.3. Gammarus Kkischineffensis’in LCs¢/100 ve LCs¢/10 Indoxacarb
Maruz Birakilmasi Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE Aktivitesindeki

Degisimleri

4.1.3.1. GST Aktivitesi
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Sekil 4.11. Gammarus kischineffensis’in LCs0/100 ve LCsy/10 indoxacarba maruz birakilmasi
sonucu GST aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCso/100 ve LCs¢/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCs0/100 ve LCso/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki indoxacarba farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin GST enzimi iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.11.); akut
uygulamada enzim aktivitesinin kontrolde zamana bagli olarak azaldigi, buna
ragmen 48. ve 96. saatlerde enzim aktivitesinin her iki dozda da kontrole gore
yiksek oldugu tespit edilmistir. Subakut uygulama doneminde ise 7. giinde hem
kontrolde hem de uygulama gruplarinda enzim aktivitelerinin inhibe oldugu

gozlenmistir.
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4.1.3.2. CAT Aktivitesi
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Sekil 4.12. Gammarus kischineffensis’in LCsy/100 ve LCs¢/10 indoxacarba maruz birakilmast
sonucu CAT aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCs¢/100 ve LCs/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCs¢/100 ve LCs¢/10 gruplart arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki indoxacarba farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin CAT enzimi lizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.12.); 48. saatte
LCs0/10'luk doza maruz kalan canlilardaki CAT aktivitesinin hem kontrolden hem
de LCs¢/100'lik doza maruz kalan canlilardakinden anlamli bir sekilde yiiksek
oldugu gozlenmistir (p<0.05). 48. saat digsindaki zamanlarda genel olarak
LCs0/100'lik doza maruz kalan canlilardaki enzim aktivitesi kontrole ve

LCs¢/10'Tuk uygulamaya gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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4.1.3.3. SOD Aktivitesi
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Sekil 4.13. Gammarus kischineffensis’in LCsy/100 ve LCs¢/10 indoxacarba maruz birakilmast
sonucu SOD aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCs¢/100 ve LCs¢/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCs¢/100 ve LCs¢/10 gruplart arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki indoxacarba farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin SOD enzimi iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.13.); akut
uygulama siiresince indoxacarba maruz kalan canlilardaki enzim aktivitesinin
zamana bagli olarak arttig1 tespit edilmistir. 7 giinde LCso/10'luk dozda, 14. giinde
ise her iki dozdaki uygulamalarda kontrole gore yiiksek aktivite tespit edilmistir.
Uygulamanin ilk giinii disindaki her zaman araliginda yiiksek doza (LCs(/10) maruz
kalan canlilardaki enzim aktivitesi diisiik doza (LCs0/100) maruz kalan canlilardaki

aktiviteye gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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4.1.3.4. GR Aktivitesi
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Sekil 4.14. Gammarus kischineffensis’in LCsy/100 ve LCs¢/10 indoxacarba maruz birakilmast
sonucu GR aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCsy/100 ve LCsy/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCs0/100 ve LCs0/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki indoxacarba farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin  GR enzimi {iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.14.); akut
uygulamada 72. ve 96. saatlerde her iki doza maruz kalan canlilardaki enzim
seviyelerinin kontrole gore onemli diizeyde farkli oldugu goézlenmistir (p<0.05).
Uygulamanin 7. ve 14. giinlerinde her iki doza maruz kalan canlilardaki GR

enziminin kontrole gére 6nemli diizeyde inhibe oldugu bulunmustur (p<0.05).
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4.1.3.5. AChE AKktivitesi
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Sekil 4.15. Gammarus kischineffensis’in LCsy/100 ve LCs¢/10 indoxacarba maruz birakilmast
sonucu AChE aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCs/100 ve LCsy/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCs¢/100 ve LCs¢/10 gruplart arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki indoxacarba farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin AChE enzimi iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.15.); ilk 96
saatlik zaman diliminde kontrol grubundaki AChE diizeyinin sabit kaldigi, 7. ve 14.
giinlerde ise arttig1 gozlenmistir. Uygulamanin ilk giiniinde diisiik doza (LCs/100)
maruz kalan canlilardaki enzim aktivitesi hem LCs¢/10'luk pestisite maruz kalan
canlilardaki hem de kontrol grubundaki enzim aktivitesine gore daha yiiksektir
(p<0.05). 48. 72. ve 96. saatlerde ise yiikksek doza (LCsy/10) maruz kalan
canlilardaki enzim aktivitesinin diger iki gruba gore 6nemli diizeyde yiiksek oldugu
tespit edilmistir (p<0.05). Uygulamanin 7. ve 14. giinlerinde ise LCs¢/100'lik ve
LCs¢/10'Tuk dozlara maruz kalan canlilardaki enzim diizeyinin kontrole gére onemli

diizeyde diisiik oldugu gozlenmistir (p<0.05).
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4.1.3.6. Gammarus kischineffensis’in LCs¢/100 ve LCs,/10 Indoxacarba

Maruz Birakilmasi Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE Aktivitesindeki

Degisimleri

Her bir zaman diliminde LCs¢/100 ve LCso/10 konsantrasyonlarda

indoxacarba maruz kalan Gammarus kischineffensis’in GST, CAT, SOD, GR ve

AChE enzimlerindeki spesifik aktivite degisimleri asagidaki Cizelge 4.7. ile

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.7 Her bir zaman diliminde LCsy/100 ve LCs(/10 konsantrasyonlarda indoxacarba maruz

kalan Gammarus kischineffensis’in enzim aktivite degisimleri *Kontroliin LCs/100 ve
LCsy/10 uygulama gruplarindan farki (p<0.05); “LCs0/100 ve LCsy/10 gruplar
arasindaki fark (p<0.05) Enzim spesifik aktivitelerinin birimleri: GST, GR ve AChE i¢in
nmol/dakika/mg protein; CAT ve SOD i¢in umol/dakika/mg protein

Zaman n Kontrol LC5,/100 LC5/10
24.s 3 | 63.3798+1.3889 53.6883+3.0787* 49.54004+3.6585*
48. s 3 | 52.6481+1.6670 61.1188+5.0146* 63.4846+3.0873*
GST | 72.s 3 | 44.4082+3.0532 45.4330+1.9723 47.53354+5.7035
96. s 3 | 31.5149+3.7506 51.0480+2.8639* 53.0386+1.4396*
7.8 3 | 88.0002+2.0232 68.1929+0.8101* 74.9027+5.7234*
14. g 3 | 58.5038+4.3785 47.6009+2.8525 52.6732+7.2597
24.s 3 | 80.1385+3.5041 29.822243.2420% 45.874243.5607**
48. s 3 | 51.9459+2.7811 60.0214+4.6381 91.0779+6.0896**
CAT 72.s 3 | 8.8726+2.9312 30.7825+3.9942** 23.1830+1.0593*
96. s 3 | 7.9177+1.3895 61.01014+2.5514%* 41.8600+2.3104*
7.8 3 | 8.2717+0.2930 18.6899+0.8807* 17.2052+3.5261*
14. g 3 | 13.3012+2.2717 34.588142.3784%* 14.4740+6.4858
24.s 3 | 8.6454+0.7994 8.1975+0.5012? 6.8260+0.3945%
48. s 3 | 6.5095+0.07625 8.2920+0.3154* 9.7228+0.2186**
SOD 72.s 3 | 6.6868+0.2872 9.0921+0.1324* 9.9306+£0.2367**°
96. s 3 | 5.8034+0.5614 9.3712+0.1862* 10.5112+0.4455%*
7.8 3 | 9.7382+0.4074 9.6435+0.3860 11.7764+0.3053**
14. g 3 | 6.4640+0.6477 8.0796+0.2438* 9.1752+£0.3916**
24.s 3 | 2.6226+0.1121 2.9839+0.03941 2.8727+0.2390
48.s 3 | 2.2077+0.1400 2.5668+0.2167 2.5105+0.1447
GR 72.s 3 | 1.5834+0.08575 2.2153+0.1515% 2.1146+0.04473*
96. s 3 | 1.3177+0.09567 3.2770+0.1898** 2.9450+0.1128%*
7.8 3 | 3.4949+0.1618 2.7661+0.1070* 2.8624+0.1447*
14. g 3 | 3.1251+0.1093 2.5525+0.2655* 2.6028+0.1754*
24.s 3 | 43.6610+2.5583 63.9569+2.9266** 52.3700+£3.763*1
48. s 3 | 38.8426+2.9407 48.0921+1.7900 69.4467+7.5905%*
AChE 72.s 3 | 37.6716+£7.0216 58.7436+2.9261* 70.2113+£1.8272%*
96. s 3 | 41.2029+1.5999 60.0870+£5.2120* 73.233245.0371*%*
7.8 3 | 108.2314+7.7153 75.5035+4.2829* 94.6316+3.8887**
14. g 3 | 109.0689+6.1685 69.7022+0.8544* 89.8675+2.9920**

66




OZLEM DEMIRCI

4.1.4. Gammarus kischineffensis’in LCs¢/100 ve LCs¢/10 Thiamethoxam
Maruz Birakilmasi Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE Aktivitesindeki

Degisimleri

4.1.4.1. GST Aktivitesi
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Sekil 4.16. Gammarus kischineffensis’in LCsy/100 ve LCsy/10 thiamethoxama maruz birakilmast
sonucu GST aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCs0/100 ve LCsy/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCs0/100 ve LCs0/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki thiamethoxama farkl siirelerde maruz kalmanin
canlilarin GST enzimi tlizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.16.); uygulamanin
ilk li¢ glinlinde LCs¢/100'liik ve LCsy/10'Tuk doza maruz kalan canlilardaki enzim
aktivitesinin kontrole goére onemli diizeyde yliksek oldugu gézlenmistir (p<0.05).
Akut uygulama siiresince 24. ve 48. saatlerde LCsy/10'luk doza maruz kalan
gruplardaki enzim aktivitesinin LCs¢/100'llik pestisit dozuna maruz kalan
canlilaridaki enzim aktivitesine gore Onemli diizeyde yiiksek oldugu tespit
edilmigtir. Uygulamanin subakut doneminde ise kontrol ve LCs¢/10'luk doza maruz

kalan gruplardaki enzim aktivitesi farkli degilken, LCs¢/100'liik doza maruz kalan
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canlilardaki enzim aktivitesi hem kontrol hem de LCsy/10'luk doza maruz kalan

gruplardaki enzim aktivitesinden 6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05).

4.1.4.2. CAT Aktivitesi
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Sekil 4.17. Gammarus kischineffensis’in LCs0/100 ve LCsy/10 thiamethoxama maruz birakilmasi
sonucu CAT aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCs¢/100 ve LCs/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCs0/100 ve LCs0/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki thiamethoxama farkl siirelerde maruz kalmanin
canlilarin  CAT enzimi tizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.17.);
organizmanin uygulamanin ilk giinlerinde pestisite hizli bir cevap olusturdugu fakat
daha sonra enzim aktivitelerinin tiim gruplarda zamana bagli olarak azaldigi
gbzlenmistir. 24., 48., 72., 96. saatlerde ve 14. giinde LCs¢/100'liik doza maruz
kalan gruplardaki enzim aktivitesinin hem kontrol hem de LCsy/10'luk doza maruz
kalan gruplardaki enzim aktivitesinden 6nemli diizeyde yiiksek oldugu gozlenmistir

(p<0.05).
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4.1.4.3. SOD Aktivitesi
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Sekil 4.18. Gammarus kischineffensis’in LCs¢/100 ve LCsy/10 thiamethoxama maruz birakilmast
sonucu SOD aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCs¢/100 ve LCs¢/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCso/100 ve LCso/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkl1 konsantrasyonlardaki thiamethoxama farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin SOD enzimi lizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.18.); LCso/10'Tuk
doza maruz kalan canlilarin LCs,/100'liik doza maruz kalanlara gore genel olarak
daha 6nemli diizeyde cevap olusturdugu gozlenmistir (p<0.05). Uygulamanin akut
doneminde enzim aktivitelerinin 72. saate kadar arttifi 96. saatte ise kismen
distiigi gézlenmistir. 7. giinde enzim aktivitesinin LCs/10 grubunda, kontrole ve
LCs¢/100'e gore 6nemli diizeyde indiiklendigi saptanmustir (p<0.05). 14. giinde ise
her iki dozda kontrole gére 6nemli diizeyde artis tespit edilmistir (p<0.05).
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4.1.4.4. GR Aktivitesi
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Sekil 4.19. Gammarus kischineffensis’in LCs/100 ve LCsy/10 thiamethoxama maruz birakilmast
sonucu GR aktivitesindeki Degisimler *Kontrolin LCs0/100 ve LCsy/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCso/100 ve LCso/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkl1 konsantrasyonlardaki thiamethoxama farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin  GR enzimi {iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.19.); akut
uygulama siirecinde 96. saate kadar, LCs¢/10'luk ve LCs0/100'liik pestisit
konsantrasyonuna maruz kalan canlilardaki enzim seviyesinin kontrolle
karsilagtirildiginda indiiklendigi gozlenmistir. 48. saate LCsy/10'luk doza maruz
kalan canlilardaki enzim seviyesinde, hem kontrol hem de LCsy/100'liik pestisit
dozuna maruz kalan canlilardaki enzim seviyesine gore Onemli diizeyde artis
gbzlenmistir (p<0.05). 96. saate gelindiginde ise LCs¢/100'lik doza maruz kalan
canlilardaki enzim seviyesi LCs¢/10'luk doza maruz kalan canlilara ve kontrole gore

yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.05).
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4.1.4.5. AChE AKktivitesi
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Sekil 4.20. Gammarus kischineffensis’in LCs0/100 ve LCsy/10 thiamethoxama maruz birakilmasi
sonucu AChE aktivitesindeki degisimler *Kontroliin LCsy/100 ve LCs¢/10 uygulama

gruplarindan farki (p<0.05); * LCsy/100 ve LCsy/10 gruplari arasindaki fark (p<0.05)

Farkli konsantrasyonlardaki thiamethoxama farkli siirelerde maruz kalmanin
canlilarin  AChE enzimi {zerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.20.);
uygulamanin ilk 48. saatinde LCs¢/10'luk doza maruz kalan canlilarda enzim
seviyesi kontrole ve LCs¢/100'lik uygulama grubundaki canlilarin AChE enzim
seviyesine gore onemli diizeyde inhibe olmusken, 96. saatte LCs¢/10'luk doza
maruz kalan canlilardaki enzim seviyesinde kontrole ve LCso/100'ik
konsantrasyona maruz kalan canlilardaki enzim seviyesine gore daha yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Subakut uygulama siirecinde ise hem LCs(/100'liik hem de
LCs0/10'luk doza maruz kalan canlilarda enzim seviyesi kontrole goére onemli

diizeyde inhibe olmustur (p<0.05).
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4.1.5. Gammarus kischineffensis’in LC50/100 ve LCs50/10
Thiamethoxama Maruz Birakilmasi Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE

Aktivitesindeki Degisimleri

Her bir zaman diliminde LCs¢/100 ve LCso/10 konsantrasyonlarda
thiamethoxama maruz kalan Gammarus kischineffensis’in GST, CAT, SOD, GR ve
AChE enzimlerindeki spesifik aktivite degisimleri asagidaki Cizelge 4.8 ile

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.8 Her bir zaman diliminde LCsy/100 ve LCsy/10 konsantrasyonlarda thiamethoxama
maruz kalan Gammarus kischineffensis’in enzim aktivite degisimleri *Kontroliin
LCs¢/100 ve LCs¢/10 uygulama gruplarindan farki (p<0.05); LCs/100 ve LCsy/10
gruplar1 arasindaki fark (p<0.05) Enzim spesifik aktivitelerinin birimleri: GST, GR ve

AChE i¢in nmol/dakika/mg protein; CAT ve SOD i¢in pmol/dakika/mg protein

Zaman | n Kontrol LC5,/100 LCs/10
24.s 3 | 30.4720+2.2372 38.7612+2.9356* 51.3840+1.5743**
48. s 3 | 37.2211+0.3207 40.42114+2.5804 56.1496+1.8240**
GST | 72.s 3 | 40.7821+2.8575 46.1614+1.0116* 48.1483+2.8916*
96. s 3 | 40.2398+1.7438 40.1999+2.2893 43.5867+1.5123
7.g 3 | 47.2579+2.1683 67.5628+1.9789** 51.342343.6429
14. g 3 | 48.5909+1.8494 67.36154+2.4633** 50.5797+3.9963
24.s 3 | 23.0708+0.7180 56.5980+2.7360** 49.5639+3.4205*
48. s 3 | 21.5509+1.8904 37.0208+1.3388** 27.87154+2.5604*
CAT 72.8 3 | 8.2118+1.7512 25.6527ﬂ:2.1191’f"*’l 17.1011+1.8874*
96. s 3 | 3.7544+0.3286 5.8450+0.5926**° 4.1566+1.2711
7.g 3 | 2.3280+0.03708 5.0015+0.1584* 3.7138+1.1582*
14. g 3 | 5.6907+0.1127 9.4955+0.3808**° 2.6364+0.3216*
24.s 3 | 6.9128+0.2272 5.4346+0.4150 7.9346+0.4828
48. s 3 | 5.2552+0.3202 6.2758+0.9085 6.0786+0.4689
SOD 72.8 3 | 6.4313+0.7537 8.4150+0.2745* 9.1626+0.4934*
96. s 3 | 6.8640+0.5394 6.6915+0.5662 8.0163+0.7050
7.g 3 | 7.1836+0.4016 7.3979+0.4376 8.6835+0.4117**
14. g 3 | 7.3336+0.2374 10.22754+0.1244* 10.3726+0.1230*
24.s 3 [ 1.7617+0.1168 2.0277+0.1891 1.8528+0.05412
48. s 3 | 1.9334+0.06791 2.5399+0.09728* 2.8448+0.1619**
GR 72.8 3 [ 1.9032+0.1503 2.6184+0.1039* 2.5980+0.0870*
96. s 3 [ 2.1578+0.1041 2.6675+0.1292%* 2.4390+0.09617*
7.g 3 [ 2.2581+0.1777 2.1716+0.1229 2.3163+£0.1213
14. g 3 | 2.2663+0.08264 1.4651+0.1302* 2.2390+0.1740°
24.s 3 | 69.2790+4.4205 68.6685+2.0508* 62.6869+3.5643*
48. s 3 | 70.0112+2.7960 71.3924+2.5105 62.3137+1.0878**
AChE 72.8 3 | 60.6052+1.8673 68.0725+3.2144* 69.4802+3.0799*
96. s 3 | 56.1209+3.0077 60.7593+1.9913* 81.0444+0.9897**
7.8 3 | 66.0058+0.9834 59.37814+4.5311%* 50.8089+1.2103*
14. g 3 | 79.2676+4.8390 74.7869+4.6956 67.5844+2.5559*
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OZLEM DEMIRCI

4.2. Subletal Kombine Etki Sonuc¢lari

4.2.1. Gammarus Kischineffensis’in LCs¢/100 Atrazin ve Endosulfan
Kombinasyonuna Maruz Birakilmasi1 Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE

Aktivitesindeki Kontrole Gore % Degisimler

4.2.1.1. GST Aktivitesi
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Sekil 4.21. Atrazin ve endosulfanin LCsy/100'liik konsantrasyonlarinin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gére % GST enzim aktivitesi degisimleri
*Atrazin ve Endosulfan kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimmdan farki (p<0.05);
Atrazin ve Endosulfan kombinasyonunun Endosulfanin tek kullanimindan farki

(p<0.05)

Atrazin ve endosulfanin LCs¢/100'liik konsantrasyonlarinin  kombine
etkisine farkli siirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in GST enzimi
iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.21.); ilk 48. saatte kombinasyon etkisi
gbzlenmistir (p<0.05). Uygulamanin 72. ve 96. saat; 7. ve 14. giinlerinde ise atrazin
ve endosulfanin LCsy/100'lik dozuna maruz kalan canlilara gore kombine etkiye

maruz kalan canlilarda 6nemli diizeyde sinerjistik bir etki gdzlenmistir (p<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.2.1.2. CAT Aktivitesi
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Sekil 4.22. Atrazin ve endosulfanin LCs,/100'lik konsantrasyonlarinin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gore % CAT enzim aktivitesi degisimleri
Atrazin ve Endosulfan kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki (p<0.05);
Atrazin ve Endosulfan kombinasyonunun Endosulfanin tek kullanimindan farki
(p<0.05)

Atrazin ve endosulfanin LCs¢/100'liik  konsantrasyonlarinin kombine
etkisine farkli siirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in CAT enzimi
iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.22.); her zaman diliminde kombine
etkinin, sadece atrazinin LCs0/100'liik dozuna maruz kalan canlilardaki CAT enzim
aktivitesi kargilagtirlldiginda o6nemli diizeyde artis gozlenmistir (p<0.05).
Pestisitlerin birlikte kullanildiklarinda sinerjistik etki gosterdigi gozlenmistir
(p<0.05). Ozellikle 72. saatte kombine etki oldukgca yiiksek bir cevap olusturmustur
(p<0.05).
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OZLEM DEMIRCI

4.2.1.3. SOD Aktivitesi
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Sekil 4.23. Atrazin ve endosulfanin LCsy/ konsantrasyonlarinin kombine etkisine maruz kalan
Gammarus kischineffensis’in kontrole gére % SOD enzim aktivitesi degisimleri *Atrazin
ve Endosulfan kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki (p<0.05); "Atrazin
ve Endosulfan kombinasyonunun Endosulfanin tek kullanimindan farki (p<0.05)

Atrazin ve endosulfanin LCs¢/100'liik konsantrasyonlarinin  kombine
etkisine farkli siirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in SOD enzimi
iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.23.); 24. saatte pestisitlerin kombine
kullaniminin hem atrazinin hem de endosulfanin tek kullanimlarina goére enzim
aktivitesinde oldukca fazla artis gézlenmistir (p<0.05). Uygulamanin 96. saati, 7. ve
14. giinlerinde pestisit karisiminin diger iki pestisit uygulamasina oranla SOD
enzim diizeyini 6nemli derecede indiikledigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu deneyde
genel olarak pestisitlerin birlikte kullanimi1 daha toksik bir etkiye neden oldugu

goriilebilir (p<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.2.1.4. GR Aktivitesi

250 — B Atrazin
Il Endosulfan
Bl Atrazin+Endosulfan
200
€ a
2 150 |- o
@ b
=2
R
= b
wr
2 100} a,b
=
kv
(1)
o
O
50
0 | -
24s 48s 72s 96s 79 149

Zaman
Sekil 4.24. Atrazin ve endosulfanin LCsy/100'liik konsantrasyonlarinin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gére % GR enzim aktivitesi degisimleri
*Atrazin ve Endosulfan kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki (p<0.05);
Atrazin ve Endosulfan kombinasyonunun Endosulfanin tek kullanimindan farki

(p<0.05)

Atrazin ve endosulfanin LCs¢/100'liik konsantrasyonlarinin kombine
etkisine farkli slirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in GR enzimi
tizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.24.); pestisitlerin kombine etkisine
maruz kalan canlilardaki enzim seviyesinin tiim gruplarda tek kullanimlara oranla
azalma egiliminde oldugu goriilmekle beraber, zamana bagli olarak artig

gbzlenmistir (p<0.05).
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OZLEM DEMIRCI

4.2.1.5. AChE AKktivitesi
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Sekil 4.25. Atrazin ve endosulfanin LCsy/100'liik konsantrasyonlarinin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gére % AChE enzim aktivitesi degisimleri
*Atrazin ve Endosulfan kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki (p<0.05);
Atrazin ve Endosulfan kombinasyonunun Endosulfanin tek kullanimindan farki
(p<0.05)

Atrazin ve endosulfanin LCs¢/100'liik konsantrasyonlarinin kombine

etkisine farkli siirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in AChE

enzimi tizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.25.); 14. gilin hari¢ tiim zaman

dilimlerinde kombine etkiye maruz kalan canlilardaki AChE aktivitesinin

pestisitlerin tek kullanimina gore inhibe oldugu gézlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.2.1.6. Gammarus kischineffensis’in LCs¢/100 Atrazin ve Edosulfan
Kombinasyonuna Maruz Birakilmasi1 Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE

Aktivitesindeki % Degisimler

Her bir zaman diliminde atrazin ve edosulfanin ayr1 ve karigim halindeki
LCs¢/100'lik konsantrasyonuna maruz kalan Gammarus kischineffensis’in GST,
CAT, SOD, GR ve AChE enzim aktivitelerinin kontrole goére % degisimleri
asagidaki Cizelge 4.9. ile 6zetlenmistir.

Cizelge 4.9. Her bir zaman diliminde LCsy/100'liik konsantrasyonlarda atrazin ve endosulfanin
kombine etkisine maruz kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gére % enzim
aktivite degigimleri “Atrazin ve Endosulfan kombinasyonunun Atrazinin tek
kullammindan farki (p<0.05); "Atrazin ve Endosulfan kombinasyonunun Endosulfanin
tek kullanimindan farki (p<0.05)

Zaman | n Atrazin Endosulfan Atrazint+Endosulfan
24.s 3 | 121.8681+2.8163 58.48434+4.3638 113.4420+11.4803°
48.s 3 | 150.6252+4.0832 110.1174+1.1221 133.7203+7.3681 *P
GST | 72.s 3 | 129.6527+6.0277 108.5135+1.7611 187.6111+8.5191 &P
96.s 3 | 128.8363+3.7532 106.3526+3.8408 165.3324+12.1014 *°
7.8 3 | 140.5572+5.4063 166.8327+6.8952 194.9171+11.9813 *°
14. ¢ 3 [ 133.9993+6.2784 121.0594+4.5929 180.6464+4.9238 *°
24.s 3 | 88.4501+0.6826 113.0479+6.8167 122.4832+15.9419%
48.s 3 | 89.4207+4.6304 182.6228+6.9141 203.7494+19.6165?
CAT 72.s 3 | 46.0201+4.3043 176.6572+21.7663 626.2225+23.9766 *°
96.s 3 [ 95.2993+21.6711 391.5153+19.3025 405.6846+33.1386%
7.8 3 [ 156.7775+11.7029 282.0179+21.9251 376.9456+24.1099 *°
14. g 3 | 162.94524+20.2355 177.0582+30.2209 294.4956+35.3392 &P
24.s 3 | 123.6870+7.3193 95.4177+2.8587 190.7539+7.3144 P
48.s 3 | 145.8438+8.3716 96.1187+6.3539 130.0934+13.6216°
SOD 72.s 3 | 142.5442+6.2478 88.3246+8.1445 136.7917+1.3971° .
96.s 3 | 133.0431+3.8923 98.0361+2.5429 159.5068+15.9056 *
7.8 3 | 142.5353+4.7587 97.3395+3.0380 182.1224+3.4254®P
14. g 3 | 87.4875+1.8031 98.5511+3.9200 227.9448+5.3390 &P
24.s 3 | 192.5312+6.8248 139.1920+4.4109 78.9683+12.2276°
48.s 3 [ 97.3703+£5.0143 109.3072+0.8953 98.0476+8.5121%
GR 72.s 3 | 78.7450+£8.9025 145.2384+1.6299 92.6196+13.0641
96. s 3 | 126.7635+3.9970 79.7470+7.8200 120.7066+9.1458°
7.8 3 | 73.9798+3.6684 180.184+ 8.0064 139.8702+1.1989 %
14. g 3 | 98.2058+4.0467 145.8869+2.4110 147.9145+5.2476%
24.s 3 | 244.6870+11.5023 146.8591+4.0255 120.5654+10.8425 *°
48.s 3 | 191.4143+11.3954 186.1027+13.3056 115.8015+3.3574°
AChE 72.s 3 | 172.9404+9.4101 122.3768+9.9776 1 18.969617.2319';
96.s 3 | 168.3723+10.1406 118.9052+16.4910 114.3636+7.2254
7.8 3 | 72.9425+6.9762 167.7912+7.7272 143.1978+15.2849 *°
14. g 3 1 90.0656+10.4619 97.6249+3.2421 108.1239+2.1268°
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OZLEM DEMIRCI

4.2.2. Gammarus kischineffensis’in LCs¢/100 Atrazin ve Indoxacarb
Kombinasyonuna Maruz Birakilmasi1 Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE

Aktivitesindeki % Degisimler

4.2.2.1. GST Aktivitesi
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Sekil 4.26. Atrazin ve indoxacarbin LCs¢/100'liik konsantrasyonlarinin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gore % GST enzim aktivitesi degisimleri
Atrazin ve Indoxacarb kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki (p<0.05);
Atrazin ve Indoxacarb kombinasyonunun Indoxacarbm tek kullammindan fark:
(p<0.05)

Atrazin ve indoxacarbin LCsy/100'liik konsantrasyonlarinin kombine
etkisine farkl siirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in GST enzimi
iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.26.); uygulamanin sadece 72. ve 96.
saatlerinde kombine etkiden kaynaklanan GST aktivitesinde, pestisitlerin tek
kullanimindan kaynaklanan aktiviteye gore Onemli diizeyde artis gozlenmistir

(p<0.05).

79



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.2.2.2. CAT Aktivitesi
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Sekil 4.27. Atrazin ve indoxacarbin LCsy/100'lik konsantrasyonlarmin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gore % CAT enzim aktivitesi degisimleri
*Atrazin ve Indoxacarb kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki (p<0.05);
PAtrazin ve Indoxacarb kombinasyonunun Indoxacarbm tek kullammindan farki
(p<0.05)

Atrazin ve indoxacarbin LCsy/100'liik konsantrasyonlarinin kombine
etkisine farkl stirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in CAT enzimi
iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.27.); 24. ve 48. saatlerde kombine
etkinin CAT enzim aktivitesinde pestisitlerin ayr1 uygulandig: canlilardaki enzim
aktivitesine gore Onemli diizeyde indiikklenmeye neden oldugu goézlenmistir
(p<0.05). Uygulamanin sonraki giinlerinde ise kombine uygulamanin CAT enzim
aktivitesi endosulfanin ve atrazinin LCs0/100'liik dozuna maruz kalan canlilardaki

aktiviteye gore daha diisiiktiir (p<0.05).
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OZLEM DEMIRCI

4.2.2.3. SOD Aktivitesi
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Sekil 4.28. Atrazin ve indoxacarbin LCsy/100'lik konsantrasyonlarmin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gore % SOD enzim aktivitesi degisimleri
Atrazin ve Indoxacarb kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki (p<0.05);
PAtrazin ve Indoxacarb kombinasyonunun Indoxacarbm tek kullammindan farki
(p<0.05)

Atrazin ve indoxacarbin LCsy/100'liik konsantrasyonlarinin  kombine
etkisine farkl stirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in SOD enzimi
iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.28.); kombine etkiye maruz kalan
canlilardaki enzim aktivitesinin 48., 72. saatlerde ve 14. giinde her iki pestisitin tek

kullanimlarina gore 6nemli diizeyde farkli oldugu gézlenmistir (p<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.2.2.4. GR Aktivitesi

350 — B Atrazin
B Indoxacarb
Bl Atrazin+Indoxacarb

300
E 250 a,b
[
o
[«}]
©
200
ot a,b
w
2 ab
= 150 - b
® a
4
O 100 a,b

a I I I II II

0 L
24s 48s 72s 96s 79 149

Zaman

Sekil 4.29. Atrazin ve indoxacarbin LCsy/100'lik konsantrasyonlarmin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gore % GR enzim aktivitesi degisimleri
*Atrazin ve Indoxacarb kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki (p<0.05);
PAtrazin ve Indoxacarb kombinasyonunun Indoxacarbmn tek kullammindan farki
(p<0.05)

Atrazin ve indoxacarbin LCs¢/100'liik konsantrasyonlarinin  kombine
etkisine farkli slirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in GR enzimi
iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.29.); uygulamanin akut doneminde 72.
saatte pestisit karistmina maruz kalan canlilardaki GR aktivitesinin artis egiliminde
oldugu saptanmistir. Subakut uygulamada kombine etkiye maruz kalan canlilarda
enzim aktivitesinin pestisitlerin ayr1 ayr1 LCsy/100'liik konsantrasyonuna maruz

kalan canlilardakine gore oldukea fazla indiiklendigi gézlenmistir (p<0.05).
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OZLEM DEMIRCI

4.2.2.5. AChE AKktivitesi
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Sekil 4.30. Atrazin ve indoxacarbin LCsy/100'lik konsantrasyonlarmin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gére % AChE enzim aktivitesi degisimleri
*Atrazin ve Indoxacarb kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki (p<0.05);
PAtrazin ve Indoxacarb kombinasyonunun Indoxacarbmn tek kullammindan farki
(p<0.05)

Atrazin ve indoxacarbin LCsy/100'lik konsantrasyonlarinin kombine
etkisine farkli siirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in AChE
enzimi iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.30.); 24. ve 48. saatlerde
pestisitlerin kombine etkisine maruz kalan canlilarin enzim aktivitesinin tek bir
pestisite  maruz kalan canlilarinkine gore O©nemli diizeyde inhibe oldugu
gbzlenmistir (p<0.05). Akut uygulamada 72. saatte pestisitlerin kombine etkisine
maruz kalan canlilarin AChE aktivitesi yiiksek seviyesine ulasmistir. Subakut
uygulamada ise kombine etkiye maruz kalan canlilardaki enzim aktivitesi diger
gruplardaki AChE aktivitesine gére 6nemli diizeyde yliksek oldugu tespit edilmistir
(p<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.2.2.6. Gammarus kischineffensis’in LCs¢/100 Atrazin ve Indoxacarba
Maruz Birakilmasi Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE Aktivitesindeki %

Degisimler

Her bir zaman diliminde atrazin ve indoxacarbin ayr1 ve karisim halindeki
LCs¢/100'lik konsantrasyonuna maruz kalan Gammarus kischineffensis’in GST,
CAT, SOD, GR ve AChE enzim aktivitelerinin kontrole goére % degisimleri
asagidaki Cizelge 4.10. ile 6zetlenmistir.

Cizelge 4.10. Her bir zaman diliminde LCs/100'liik konsantrasyonlarda atrazin ve endosulfanin
kombine etkisine maruz kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gére % enzim
aktivite degisimleri °“Atrazin ve Indoxacarb kombinasyonunun Atrazinin tek
kullanimmundan fark: (p<0.05); *Atrazin ve Indoxacarb kombinasyonunun Indoxacarbin
tek kullanimindan farki (p<0.05)

Zam | n Atrazin Indoxacarb Atrazin+Indoxacarb
an
24.s | 3| 121.8681+2.8163 84.7850+6.3459 107.1749+3.7113*°
48.s | 3| 150.6252+4.0832 116.2887+12.2027 145.0346+3.7741°
GST 72.s | 3] 129.6527+6.0277 102.4322+2.7964 186.7241+0.9149 *°
96.s | 3| 128.8363+3.7532 164.2537+1.8636 179.3915+6.6822 *°
7.8 3 | 140.5572+5.4063 77.5062+1.0291 121.6668+3.5602 *°
14.g | 3 | 133.9993+6.2784 81.8602+10.3417 119.7901+3.3366°
24.s | 3 | 88.4501+0.6826 37.145442.3872 186.8766+10.0687 *°
48.s | 3 | 89.4207+4.6304 115.4682+4.0917 139.0639+14.0361 *°
CAT 72.s | 3| 46.0201+4.3043 362.8775+£19.3484 152.6158+5.0298 :b
96.s | 3] 95.2993+21.6711 655.3091+8.3379 113.2345+6.3490
7.8 3| 156.7775+11.7029 226.3372+17.8829 104.2401+5.2411*°
14. g | 3 | 162.9452+20.2355 263.7242+33.4666 96.0481+4.5285 *°
24.s | 3| 123.6870+£7.3193 95.7450+5.8925 123.5759+4.0511°
48.s | 3 | 145.8438+8.3716 127.3667+3.9583 167.1132+5.6092 &
SOD 72.s | 3| 142.5442+6.2478 136.1301+5.8642 163.0435+7.4142 a’z
96.s | 3| 133.0431+£3.8923 162.6632+2.9662 145.5297+1.1638 %
7.g 3 | 142.5353+4.7587 99.1067+4.7145 133.4131+6.2396°
14.g | 3 | 87.4875+1.8031 125.7845+2.9955 142.3903+0.8036 *°
24.s | 3| 192.5312+6.8248 114.8742+7.2255 85.0639+3.2142 %P
48.s | 3| 97.3703+5.0143 117.0250+10.0248 116.2578+4.0704 %
GR 72.s | 3| 78.7450+8.9025 140.2994+3.6904 163.2196+1.2653 *°
96.s | 3| 126.7635+£3.9970 236.5286+4.1761 129.9451+10.3406°
7.8 3 | 73.9798+3.6684 78.9330+9.2665 140.7296+7.9592 &P
14.g | 3 | 98.2058+4.0467 81.9370+11.1808 222.7049+9.1456 %P
24.s | 3| 244.6870+11.5023 147.0822+6.3147 81.6634+1.8984 *°
48.s | 3 | 191.4143+11.3954 124.1249+6.8197 102.9288+3.0837 *°
AChE 72.s | 3| 172.9404+9.4101 159.5147+4.6622 179.1517+7.4059°
96.s | 3 | 168.3723+10.1406 146.2231+7.5962 149.2345+1.8418%
7.g 3| 72.9425+6.9762 69.9488+5.5551 135.9185+45.7978 *®
14.g | 3 ] 90.0656+10.4619 64.0685+4.3062 151.7298+11.8139*°
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4.2.3. Gammarus kischineffensis’in LC50/100 Atrazin ve
Thiamethoxama Maruz Birakilmasi Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE

Aktivitesindeki % Degisimler

4.2.3.1. GST Aktivitesi
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Sekil 4.31. Atrazin ve thiamethoxamin LCsy/100'liik konsantrasyonlarmin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gére % GST enzim aktivitesi degisimleri
*Atrazin ve Thiamethoxam kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki
(p<0.05); °Atrazin ve Thiamethoxam kombinasyonunun Thiamethoxammn tek
kullanimindan farki (p<0.05)

Atrazin ve thiamethoxamin LCs¢/100'liik konsantrasyonlarinin kombine
etkisine farkli siirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in GST enzimi
iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.31.); 24. saatte, 7. ve 14. giinlerde
kombine etkiye maruz kalan canlilardaki GST enzim aktivitesinin pestisitlerin
LCs0/100'lik tek uygulamalarindaki aktiviteye gore dnemli diizeyde diisiikk oldugu
gozlenmistir (p<0.05).
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4.2.3.2. CAT Aktivitesi
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Sekil 4.32. Atrazin ve thiamethoxamin LCsy/100'liik konsantrasyonlarinin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gore % CAT enzim aktivitesi degisimleri
*Atrazin ve Thiamethoxam kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki
(p<0.05); PAtrazin ve Thiamethoxam kombinasyonunun Thiamethoxamin tek
kullanimindan farki (p<0.05)

Atrazin ve thiamethoxamin LCs¢/100'liik konsantrasyonlarinin kombine
etkisine farkl siirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in CAT enzimi
iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.32.); uygulamadaki tiim zamanlarda
pestisit kombinasyonuna maruz kalan canlilardaki CAT aktivitesinin, LCs,/100'liik
thiamethoxama maruz kalan calilardaki enzim aktivitesine gore anlamli sekilde

inhibe oldugu goézlenmistir (p<0.05).
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4.2.3.3. SOD Aktivitesi
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Sekil 4.33. Atrazin ve thiamethoxamin LCsy/100'liik konsantrasyonlarmin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gore % SOD enzim aktivitesi degisimleri
*Atrazin ve Thiamethoxam kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki
(p<0.05) °Atrazin ve Thiamethoxam kombinasyonunun Thiamethoxamin tek
kullanimindan farki (p<0.05)

Atrazin ve thiamethoxamin LCs¢/100'liik konsantrasyonlarinin kombine
etkisine farkli siirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in SOD enzimi
iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.33.); kombine etkiye maruz kalan
canlilarda sadece 96. saat ve 14. giinde enzim seviyesi pestisitlerin tek kullanildigi

uygulamalardaki enzim aktivitesine oranla yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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4.2.3.4. GR Aktivitesi
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Sekil 4.34. Atrazin ve thiamethoxamin LCsy/100'liik konsantrasyonlarmin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gére % GR enzim aktivitesi degisimleri
*Atrazin ve Thiamethoxam kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki
(p<0.05); °Atrazin ve Thiamethoxam kombinasyonunun Thiamethoxammn tek

kullanimindan farki (p<0.05)

GR aktivitesi (% degisim)

&)
=]

Atrazin ve thiamethoxamin LCs¢/100'liik konsantrasyonlarinin kombine
etkisine farkli stirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in GR enzimi
iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.34.); atrazine maruz kalan canlilarda
enzim aktivitesindeki degisim zaman bagli degilken thiamethoxama maruz kalan
canlilarda 24. saat disindaki giinlerde GR aktivitesindeki degisim zaman baghdir.
24. saatte kombine etkiye maruz kalan canlilardaki enzim aktivitesi pestisitlerin
ayr1 ayr1 kullanildig1 gruplardaki enzim aktivitesine gore diisiik olmasina ragmen

diger uygulama zamanlarinda daha yiiksek aktivite gdzlenmistir.
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4.2.3.5. AChE AKktivitesi
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Sekil 4.35. Atrazin ve thiamethoxamin LCsy/100'liik konsantrasyonlarinin kombine etkisine maruz
kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gore % AChE enzim aktivitesi degisimleri
*Atrazin ve Thiamethoxam kombinasyonunun Atrazinin tek kullanimindan farki
(p<0.05); ®Atrazin ve Thiamethoxam kombinasyonunun Thiamethoxamin tek
kullanimindan farki (p<0.05)

Atrazin ve thiamethoxamin LCs¢/100'liik konsantrasyonlarinin kombine
etkisine farkli siirelerde maruz kalmanin Gammarus kischineffensis’in  AChE
enzimi lizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.35.); akut uygulama doneminde
kombine etkiye maruz kalan canlilardaki AChE aktivitesinin LCso/100'liik atrazine
ve thiamethoxama maruz kalan canlilardaki AChE aktivitesine gore inhibe oldugu
gbzlenmistir (p<0.05). Uygulamanin subakut doneminde kombine etkiye maruz
kalan canlilardaki AChE enzim aktivitesi tek kullanilan pestisitlere maruz kalan

canlilardaki aktiviteye gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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4.2.3.6. Gammarus kischineffensis’in LC5¢/100 Atrazin ve
Thiamethoxama Maruz Birakilmasi Sonucu Antioksidan Enzimler ve AChE

Aktivitesindeki % Degisimler

Her bir zaman diliminde atrazin ve thiamethoxamin ayr1 ve karisim
halindeki ~ LCs¢/100'liik
kischineffensis’in GST, CAT, SOD, GR ve AChE enzim aktivitelerinin kontrole

konsantrasyonuna  maruz  kalan = Gammarus

gore % degisimleri asagidaki Cizelge 4.11. ile 6zetlenmistir.

Cizelge 4.11. Her bir zaman diliminde LCsy/100'liik konsantrasyonlarda atrazin ve thiamethoxamin
kombine etkisine maruz kalan Gammarus kischineffensis’in kontrole gore % enzim
aktivite degisimleri °Atrazin ve Thiamethoxam kombinasyonunun Atrazinin tek
kullammindan farki  (p<0.05); P°Atrazin ve Thiamethoxam kombinasyonunun

Thiamethoxamin tek kullanimindan farki (p<0.05)

GST |Zam | n Atrazin Thiamethoxam Atrazin+Thiamethoxa
an m
24.s | 3] 121.8681+2.8163 129.7951+1.2366 105.9611+9.8263
48.s | 3| 150.6252+4.0832 109.5162+7.4233 153.9518+5.5937°
72.s | 3| 129.6527+6.0277 114.7588+2.9991 130.7584+7.6501°
96.s | 3| 128.8363+3.7532 99.9201+8.2127 131.8511+3.6224°
7.g 3| 140.5572+5.4063 143.2642+2.7572 123.3042+2.6256°
14.g | 3| 133.9993+6.2784 138.8470+9.4770 102.8502+5.6408 °

CAT |[24.s | 3| 88.4501+0.6826 245.7198+19.5550 98.1081+7.3052°
48.s | 3| 89.4207+4.6304 181.7102+14.9132 97.1901+7.5046°
72.s | 3| 46.0201+4.3043 303.0691+4.9492 73.8555+3.4489 P
96.s | 3| 95.2993+21.6711 155.5984+4.2492 80.0067+4.5968 *°
7.g 3| 156.7775+11.7029 214.9457+10.2351 65.2100+6.3732°
14.g | 3] 162.9452+20.2355 166.8810+6.7288 51.8919+2.4305 *°

SOD |24.s | 3| 123.6870+7.3193 78.5443+3.4249 100.2431+7.4668 *°
48.s | 3| 145.8438+8.3716 120.3186+3.5287 138.8424+6.9430°
72.s | 3| 142.5442+6.2478 132.3666+5.6686 145.0339+4.5286
96.s | 3| 133.0431+3.8923 97.4929+3.1184 146.8266:+0.9225 *°
7.8 3| 142.5353+4.7587 103.2312+9.1383 130.1600+4.5654°
14.g | 3| 87.4875+1.8031 139.5386=+3.8800 165.5473+3.5002 *°

GR 24.s | 3| 192.53124+6.8248 114.9723+3.6863 76.6932+6.5972 *°
48.s | 3] 97.3703+5.0143 131.4506+6.0661 138.4638+6.4321°
72.s | 3| 78.7450+8.9025 138.4262+7.1025 154.4866+11.0764*°
96.s | 3| 126.7635+3.9970 123.6860+4.9531 145.0360+14.6202
7.g 3| 73.9798+3.6684 97.4741+8.8128 142.6191+1.4414°
14.g | 3| 98.2058+4.0467 64.2887+10.3179 85.119949.5567°

AChE | 24.s | 3| 244.6870+11.5023 99.3471+5.9497 80.9663+2.5441 *°

48.s | 3| 191.4143+11.3954 102.1750+7.5922 145.6902+8.8378 *°
72.s | 3| 172.9404+9.4101 114.9512+8.7187 140.8257+6.7502 *°
96.s | 3| 168.3723+10.1406 105.2050+3.2525 139.0905+6.3845*°
7.8 3| 72.9425+6.9762 90.0372+8.2050 111.4729+16.3668?
14.g¢ | 3] 90.0656+10.4619 94.7524+10.6513 131.5080+10.4131*°
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4.3. Pestisit Kalint1 Analiz Sonuc¢lar1

Arastirma kapsaminda 22 adet Gammarus kischineffensis Ornegi pestisit
kalintilarinin belirlenmesi amaci ile incelenmistir. Pestisit kalint1 analizleri gaz

kromatografi kiitle spektrofotometre (GC-MS) cihazinda gergeklestirilmistir.

Arastirmada standart karisima ait kromatogram Sekil 4.36’da verilmistir.
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Sekil 4.36. Standart karisima ait kromatogram

Kontrol numuneleri {izerinde yapilan kromatografik analizlerde beklendigi
izere higbir pestisit kalintis1 belirlenmemistir. Ayni1 sekilde yine higbir ornekte
organoklorlu bir pestisit olan endosiilfan kalintis1 da belirlenmemistir. Bu pestisitin
kimyasal igerigi diger pestisitlerden farklidir ve yapisinda klor igermektedir. Bu
yiizden ileride bu pestisite 6zgii elektron yakalama dedektorii (ECD) kullanilarak

yapilacak analizler konuyu daha fazla aydinlatacaktir.

Sekil 4.37., Sekil 4.38., Sekil 4.39. ve Sekil 4.40.’de atrazin belirlenen

ornege ait kromatogramlar verilmistir.

JTIC

2000¢3

1500e3

42.099

1000¢3

500e3

1p3.475

2 AO' i '225 ) '2§A0' i '2’,5' i '3d.0' i '32.5' i '3&0' i '3’5' i '4(5,0' i '42.5' i '4§.0' i '4i5' i 'SdAO' i '525' i '5 .0
Sekil 4.37. Atrazinin LCsy/100'lik konsantrasyonuna 7 giin maruz kalan Gammarus
kischineffensis’e ait kromatogram.
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Sekil 4.39. Atrazinin LCsy/100'liik konsantrasyonuna 14 gin maruz kalan Gammarus
kischineffensis’e ait kromatogram
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Sekil 4.40. Atrazinin LCsy/10'luk konsantrasyonuna 14 giin maruz kalan Gammarus
kischineffensis’e’e ait kromatogram

Bu calisma kapsaminda  Thiamethoxamda oldugu gibi farkhi
konsantrasyonlar uygulanan tim Orneklerde indoxacarb kalintis1 belirlenmistir.
Indoxacarb su ve sucul organizmalarda kalinti birakabilen bir insektisittir. Sekil
4.42., Sekil 4.43. ve Sekil 4.44.°de indoxacarb kalintis1 belirlenen Ornege ait

kromatogramlar verilmistir.
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Sekil 4.41. Indoxacarbin LCsy/10'luk konsantrasyonuna 7 giin maruz kalan Gammarus
kischineffensis’e ait kromatogram
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Sekil 4.42. Indoxacarbin LCsy/100'lik konsantrasyonuna 14 giin maruz kalan Gammarus
kischineffensis e ait kromatogram
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Sekil 4.43. Indoxacarbin LCsy/10'luk konsantrasyonuna 14 giin maruz kalan Gammarus
kischineffensis’e ait kromatogram

Thiamethoxam belirlenen 6rnege ait kromatogramlar Sekil 4.45., Sekil 4.46.

ve Sekil 4.47.’de verilmistir.
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Sekil 4.44. Thiamethoxamin LCsy/100'lik konsantrasyonuna 7 giin maruz kalan Gammarus
kischineffensis’e ait kromatogram
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Sekil 4.45. Thiamethoxamin LCsy/10'luk konsantrasyonuna 7 giin maruz kalan Gammarus
kischineffensis’e ait kromatogram
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Sekil 4.46. Thiamethoxamin LCsy/10'luk konsantrasyonuna 14 giin maruz kalan Gammarus
kischineffensis’e ait kromatogram.

Cizelge 4.12. Kalint1 analizi sonuglari

Uygulama Siiresi
Numune Adi Uygulanan Doz 7giin (ppm) [14giin (ppm)
KONTROL - - -
ATRAZIN LCs0/100 (0.1896 mg/L) 1.476 ;
ATRAZIN LCs0/10 (1.896 mg/L) 7.9285 5.5975
ENDOSULFAN LCs0/100 (0.0156 pg/L) ; .
ENDOSULFAN LCs0/10 0.156 pg/l) ; ;
INDOXACARB 1.Cs50/100 (0.3904 mg/L) ; 2.8175
INDOXACARB LCs0/10 (3.904 mg/L) 6.7225 19.417
THIAMETHOXAM LCs¢/100 (0.08985 mg/L) 1.0005 -
THIAMETHOXAM  [LCsy/10 (0.8985mg/L) 2.09 2.396
Yaptigimiz  calismada  atrazinin  LCs¢/100'Tik  ve  LCs¢/10'Tuk

konsantrasyonuna 7 ve 14 giin boyunca maruz kalan canlilarda zaman bagl olarak
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kalintt miktarinin azaldig1 gézlenmistir. Atrazinin LCsy/100'liik konsantrasyonuna
maruz kalan canlilarda 14. giin kalintiya rastlanmamistir. Konsantrasyon artisina

bagli olarak kalint1 miktarinda artis gézlenmistir.

Endosulfanin LCsy/100'liik ve LCs¢/10'luk konsantrasyonuna 7 ve 14 giin

boyunca maruz kalan canlilarda kalintiya rastlanmamustur.

Calismada indoxacarbin LCs¢/100'liik ve LCs¢/10'luk konsantrasyonuna 7 ve
14 gilin boyunca maruz kalan canlilarda zaman bagli olarak arttig1 tespit edilmistir.
LCs¢/100'lik konsantrasyona maruz kalan canlilarda uygulamanin 7. giiniinde
pestisit kalintisina rastlanmamistir. Indoxacarb uygulamalarinda kalintt miktarinin

konsantrasyon artigina bagli olarak arttig1 gozlenmistir.

Thiamethoxama LCsy/100'liik ve LCs0/10'luk konsantrasyonuna 7 ve 14 giin
boyunca maruz kalan canlilarda yiiksek doza maruz kalan canlilarda pestisit kalint1
miktarinin zamana bagl olarak arttig1 gozlenmistir. Fakat diisiik konsantrasyonda

7. ginde kalint1 tespit edilirken 14. giinde pestisit kalintisina rastlanmamustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinya genelinde, ¢esitli kirleticiler tarafindan toprak ve su gibi ekosistemlerin
kontaminasyonlar1 hem insan sagligt hem de diger tiim canlilar i¢in 6nemli bir
problemdir. Ciinkii gerek zirai miicadelede kullanilan pestisitler gerekse de cesitli
sanayi faaliyetlerinden kaynaklanan ve kimyasal kirlenmeye neden olan bir ¢ok faktor,
ekosistemlerde besin zincirinin en alt halkasindaki canlilardan besin zincirinin en {ist

halkasindaki canlilara biyolojik birikim yolu ile taginabilmektedir.

Baglica yumusakcalar olmak iizere omurgasiz hayvan tiirlerinde ROT’nin
tiretimine bagli olarak olusan antioksidan cevap ve oksidatif hasarla ilgili pek cok
calisma yapilmistir (Correia ve ark. 2003). Fakat Crustacea’larin bu mekanizmalari
hakkinda daha az bilgi mevcuttur. Ayrica son yillarda AChE aktivitesi, pestisit
kirliliginin sucul organizmalar {lizerinde olusturdugu norotoksik stres i¢in biyobelirteg
olarak kullanilmaktadir. AChE ile ilgili ¢alismalar baliklar tizerinde uzun zamandir
devam etmektedir fakat sucul omurgasizlarla yapilan ¢alismalar olduk¢a az sayidadir

(Kunz ve ark., 2010).

Uzun yillardir insektisitlerin ve herbisitlerin toksisitesi iizerine pek ¢ok calisma
yapilmis olmasina ragmen pestisitlerin kombine etkileri ile ilgili ¢ok az bilgi mevcuttur.
Bunun nedeni pestisitlerin etkileri degerlendirilirken Oncelikle ayr1 etkilerine
odaklanilmis olmasidir. Ancak dogada pestisitler kimyasal bir karigim olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu nedenle olusan bu karisimlarin etkisinin arastirilmasi gergek etkilerin

ortaya konmasinda oldukg¢a 6nemlidir.

Pestisitlerin kombine etkilerinin tahmin edilebilmesi igin ¢esitli matematiksel
modeller gelistirilmistir. Fakat bu konuyla ilgili ¢ok az deneysel g¢alisma rapor
edilmistir. Bu g¢alismalarin ¢ogunda da sadece insektisit karigimlari kullanilmistir.
Ayrica insektisit karigimlarinin baliklar iizerine etkilerini saptamak igin yapilan
caligmalara oranla, diger sucul organizmalar {lizerine yapilan g¢alismalar oldukg¢a az

sayidadir (Kyle ve ark. 1993).

Calismamizda oOncelikle atrazin, thiamethoxam, endosulfan ve indoxacarbin

Gammarus kischineffensis igin 24, 48, 72 ve 96 saatlik LCsy degerleri saptanmustir.
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Yaptigimiz calismada atrazinin Gammarus kischineffensis i¢in 24, 48, 72 ve 96
saatlik LCso degerleri sirasi ile 35.57, 26.82, 23.42 ve 18.96 mg/L olarak bulunmustur.
EPA tarafindan yapilan smiflandirmaya gore atrazinin 96 saatlik LCsy degerleri
Gammarus kischineffensis igin pratik olarak toksik degildir. Benzer sekilde Taylor ve
arkadaslar1 (1991) yaptiklar1 ¢alismada 4 kimyasalin (lindan, bakir, DCA ve atrazin)
Gammarus pulex lizerinde toksisitesini incelemisler ve bu kimyasallar arasinda bu canli
izerinde en az toksisiteye sahip olanin atrazin oldugunu bildirmislerdir.

Bu c¢alismada endosulfanin Gammarus kischineffensis i¢in 24, 48, 72 ve 96
saatlik LCsy degerleri sirasi1 ile 3.91, 2.49, 1.89 ve pg/L olarak bulunmustur. EPA
tarafindan yapilan siniflandirmaya gore endosulfanin 96 saatlik LCsy degerleri
Gammarus kischineffensis igin kismen toksikdir. Cengiz ve Unlii (1999), yaptigimiz
calismaya benzer olarak endosulfan igerikli Thiodan® adli ticari insektisitin Gammarus
pulex i¢in 96 saatlik LCsy degerini 3.248 pg/L olarak (kismen toksik) rapor etmislerdir.
Jonsson ve Toledo (1993), endosulfanin 96 saatlik LCsy degerini zebra baligi ve sari
tetra i¢in sirasiyla 2.6 ve 1.6 pug/L olarak bildirmiglerdir. Salvo ve arkadaslar1 (2008),
yaptiklar1 bir ¢calismada endosulfanin Cyprinus carpio i¢in LCsy degerini 0.002 mg/L
olarak belirlemislerdir. Bu durum endosulfanin baliklar i¢in de oldukga toksik oldugunu

gostermektedir.

Yaptigimiz ¢alismada indoxacarbin Gammarus kischineffensis igin 24, 48, 72 ve
96 saatlik LCsy degerleri sirasi ile 54.49, 45.25, 4490 ve 39.04 mg/L olarak
bulunmustur. EPA tarafindan yapilan siniflandirmaya gore indoxacarbin 96 saatlik LCs
degerleri Gammarus kischineffensis icin pratik olarak toksik degildir. Indoxacarb ve
ilgili metabolitleri tatli su baliklar1 ve omurgasizlari i¢in kismen toksik veya yiiksek
derecede toksik olabilirler. Indoxacarb ve metabolitlerinin LCsy degerleri 0.024 mg/L ve
2.94 mg/L arasinda degismektedir. Ayn1 zamanda indoxacarb ve metabolitlerinin tuzlu
su baliklar1 ve omurgasizlari i¢in kismen toksik oldugu gosterilmis ve ECsy degerinin
0.0542 ile 0.37 mg/L aralifinda degistigi belirtilmistir (U.S. EPA 2000, Hetrick ve ark.
2005). Ayrica indoxacarb ve metabolitlerinin, yiizey sularina akut ya da kronik bir etki

olusturabilecek kadar yiiksek konsantrasyonlarda ulasabilecegi unutulmamalidir.

Calismamizda thiamethoxamin Gammarus kischineffensis igin 24, 48, 72 ve 96

saatlik LCsg degerleri sirast ile 25.51, 19.46, 15.14 ve 8.985 mg/L olarak bulunmustur.
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EPA tarafindan yapilan siniflandirmaya gore thiamethoxamin 96 saatlik LCs, degerleri
Gammarus kischineffensis igin pratik olarak toksik degildir. Yapilan ¢alismalar
neonikotinoidlerin sucul kabuklular icin toksik oldugunu gostermistir. Benzer sekilde
Stark ve Banks (2001) thiamethoxam igerikli ticari insektisit Actara’nin bir tatli su
Amphipod’u olan Daphnia pulex i¢in 48 saatlik LCsy degerinin 41 mg/L oldugunu

bildirmislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada atrazin, thiamethoxam, endosulfan ve indoxacarbin
LCs0/100 ve LCs¢/10 gibi subletal konsantrasyonlarina ve kombine kullanimlarina
maruz birakilan Gammarus kischineffensis’in GST, GR, SOD, CAT, AChE
enzimlerindeki ve GSH miktarlarindaki degisiklikler saptanmistir. Canlilar dogal
ortamlarinda da genellikle laboratuarlarda belirlenen LCsy degerlerinin oldukga altindaki

ksenobiyotik konsantrasyonlarina maruz kalmaktadir (Roast ve ark. 2000).

Bu calismada tiim orneklerde GSH miktar1 tespit edilememistir. Hoguet ve
Key’in (2008) yaptig1 calismada denizde yasayan bir crustacea tiirli olan Leptocheirus
plumulosus 'un larvalari, juvenil ve yetiskin bireylerinin GSH miktarlar1 karsilagtirilmis
ve sirast ile 150.18 nmol/g 1slak agirlik 138.12 nmol/g 1slak agirlik 92.32 nmol/g 1slak
agirlik olarak tespit edilmistir. Larva ve juvenil bireylerin GSH seviyeleri yetiskin
bireylere gore onemli diizeyde (p<0.001) yiiksek oldugu rapor edilmistir (Hoguet ve
Key 2008). Yaptigimiz calismada Gammarus kichneffensis’in yetigkin bireylerinin
kullanildig1 goéz oOniinde bulundurularak GSH seviyesinin tespit edilebilir seviyede
olmadigr ve GSH''!n Gammarus kischineffensis’in pestisitlere maruziyeti i¢in iyi bir

biyobelirte¢ olmadigi sonucuna ulasilabilir.

Uretimine 1950'li yillarda baslanan atrazin, en ¢ok kullanilan herbisitlerden
biridir. Avrupada 2004 yilinda yasaklanmasinin ardindan benzer bir kimyasal olan
tetrabiitilazin yerini almistir. Diger iilkelerde ise atrazin kullanimu ile ilgili cok az bir

kisitlama mevcuttur (Salaberria 2009).

Yaptigimiz calismada atrazinin subletal konsantrasyonlarina (LCsy/100:0.1896
mg/L ve LCs¢/10:1.896 mg/L) maruz kalan Gammarus kichneffensis’in GST aktivitesi
incelendiginde; akut uygulamanin ilk giinlerinde diisiik konsantrasyona (LCso/100)
maruz kalan Gammarus kischineffensis’in GST aktivitesi yiiksek konsantrasyona

(LCs0/10) maruz kalan canlilara gore daha yiiksek iken 72. ve 96 saatlerde yliksek
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konsantrasyonda olusan enzim cevaplarinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). Subakut uygulama siiresince diisiik konsantrasyona (LCsy/100) maruz kalan
canlilardaki enzim aktivitesi yiiksek konsantrasyona (LCso/10) gore daha yliksek

bulunmustur (p<0.05).

Salaberria ve arkadaslar1 (2009) yaptiklar1 ¢calismada 6 giin atrazinin 2 ve 200
pg/kg'lk dozlarina maruz kalan gokkusaglr alabaliginin (Oncorhynchus mykiss)
karacigerindeki GST ve CAT enzim aktivitesini incelemistir. GST aktivitesinde kontrol
grubuna gore onemli fark gozlenmezken CAT aktivitesinin 200 pg/kg'lik uygulama
grubunda kontrole gore indiiklendigi tespit edilmistir. Yaptigimiz caligmada ise
atrazinin subletal konsantrasyonlarmma (LCso/100 ve LCso/10) maruz kalan G.
kichneffensis’in yiikksek doza maruz kalan canlilarin CAT enzimi aktivitesi
incelendiginde; hem kontrol hem de iki farkli dozdaki enzim aktivitesinin zamana bagh
olarak inhibe oldugu gozlenmistir. Tiim zaman araliklarinda yiiksek konsantrasyona
(LCs0/10) maruz kalan canlilardaki enzim aktivitesinin diisiik konsantrasyona
(LCs0/100) maruz kalan canlilardaki CAT aktivitesine goére inhibe oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). 96 saatlik LCso degerine (18.96 mg/L) bakildiginda atrazinin
Crustacea'lar i¢in siddetli tosik etki gdstermemesine ragmen subakut uygulamada

enzimin baskilanmasi toksik etkinin bir gostergesi olarak yorumlanabilir.

Calismamizda atrazinin her iki doza maruz kalan canlilardaki SOD aktivitesi
incelendiginde; uygulamanin 24., 48. ve 72. giiniinde diisiik konsantrasyonun
(LCs0/100) olusturdugu enzim aktivitesinin yiiksek konsantrasyonun (LCs¢/10) neden
oldugu aktiviteye gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir (p<0.05). 96. saat . ve 7. glinde
ise yliksek konsantrasyona (LCs(/10) maruz kalan canlilardaki SOD enzim aktivitesinin
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Genel olarak en yiiksek aktivasyon 96.
saat ve 7. giinde gozlenmistir (p<0.05). Calismamizda atrazine maruz kalan Gammarus
kichneffensis’in ~ GR  aktivitesinde uygulamanin ilk 24. saatinde diislik
konsantrasyondaki enzim aktivitesinin yiiksek doza maruz kalan canlilardaki enzim
aktivitesine gore ¢cok daha fazla indiiklendigi gozlenmistir (p<0.05). Ayrica 24. saatte
LCs0/10'Tuk konsantrasyona maruz kalan canlilardaki GR aktivitesinin diger zamanlara
gore kismen yliksek oldugu tespit edilmistir. GR aktivitesindeki degisim zamana baglh
degildir. Akut uygulama siirecinde 72. saatte inhibisyon gozlenirken 96. saatte

indiiklendigi tespit edilmistir. Subakut ugulamalarda hem kontrol hem de
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konsantrasyonlar arasinda fark goézlenmistir (p<0.05). Yaptigimiz calismada genel
olarak atrazinin akut uygulamalarinda yiiksek atrazin konsantrasyonuna (LCsy/10)
maruz kalan canlilardaki AChE aktivitesinin diisiik doza (LCs¢/100) maruz kalanlara
gore daha fazla inhibe oldugu gozlenmistir (p<0.05). Ayrica akut uygulama siiresince
24. ve 72. saat disindaki tiim zaman dilimlerinde enzim aktivitesi kontrole gore daha

ylksek olmustur (p<0.05).

Santos ve Martinez (2012), neotropikal bir balik tiirii olan Prochilodus
lineatus'un atrazinin 2 ve 10 pg/L'lik konsantrasyonlarina 24 ve 48 saat maruz
kaldiginda karaciger hiicrelerinde SOD, CAT, GR ve GPx beyinde ve kaslarda ise
AChE enzimlerinde olusan degisiklikleri incelenmislerdir. Bu ¢alismada, yaptigimiz
calismadan farkli olarak 24 ve 48 saat sonunda atrazine maruz kalan canlilardaki enzim
aktivitelerinde konsantrasyona bagli bir farklilik gdézlenmemistir. Fakat CAT enzim
aktivitesi atrazine maruz kalan Prochilodus lineatus'da da kontrole gore 6nemli diizeyde

inhibe olmustur. Stperoksit radikalindeki artis (O,”) CAT aktivitesinde inhibisyona

neden olabilmektedir (Santos ve Martinez 2012). Ayni zamanda SOD enzim

aktivitesindeki artigin nedeni de stiperoksit radikalindeki (O,”) artistan kaynaklandig:

diisiiniilebilir. Ayrica SOD ve CAT enziminin invertebrat tiirlerinde antioksidan olarak
onemli bir rol iistlendigi diistiniilmektedir (Barata ve ark. 2005). Santos ve Martinez'in
yaptiklar1 ¢aligmada (2012), 24. ve 48. saatlerde atrazine maruz kalan Prochilodus
lineatus'daki GR enziminin aktivitesinde zaman bagli bir diisiis oldugunu rapor
etmislerdir. Bu ¢alismada yaptigimiz calismadan elde edilen sonuglara benzer sekilde
24. saatte GR enzim aktivitesinin kontrole gore onemli diizeyde indiiklendigini
bildirmislerdir (p<0.05). Atrazine maruz kalan Prochilodus lineatus'un hem beyin hem
de kasinda ki AChE aktivitesi yaptigimiz ¢alismadan farkli olarak kontrolden anlamli
diizeyde farkli degildir. Fakat her iki calismada da 24. ve 48. saatlerdeki enzim
diizeyinin zaman baglh olarak diistiigii gozlenmistir. Jin-Clark ve arkadaslar1 (2010)
yaptiklar1 caligmada, 14 gilin boyunca atrazin uyguladiklar1 disi zebra baliklarinin
(Danio rerio) karaciger ve yumurtaliklarindaki SOD ve CAT enzim aktivitesini
incelemiglerdir. Ovaryumdan elde edilen CAT aktivitesinin yaptigimiz calismaya
paralel olarak 14. giindeki enzim aktivitesinin yliksek konsantrasyonda inhibe oldugu
gozlenmistir. Ayrica yaptigimiz c¢alismada farkli dozlarda (LCs¢/100 ve LCs(/10)

atrazine maruz kalan canli gruplarindaki SOD aktivitesinde Onemli diizeyde bir
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degisiklik gozlenirken Jin-Clark ve arkadaslarinin yaptigir calismada (2010) diisiik ve
yliksek konsantrasyonlarda kontrole goére 6nemli bir fark gozlenmemistir.

Gelistirildigi 1954 yilindan itibaren endosulfan diinyada en yaygin olarak
kullanilan insektisitlerinden biridir. Endosulfan kullanimi 30'dan fazla gelismis ve
gelismekte olan iilkede yasaklanmis olmasina ragmen Hindistan, Endonezya,
Avusturalya, ABD, Cin, Avrupa Birligi, Tayland gibi bir ¢ok iilkede kullanilmaktadir
(Weber ve ark. 2010). Bu nedenle endosulfan kalintilar1 ¢evre i¢in hala problem olarak

kabul edilmektedir (Shao ve ark. 2012).

Endosulfanin akuatik canlilarin antioksidan enzimleri {izerine etkilerine dair
caligmalar literatiirde mevcuttur. Yaptigimiz ¢alismada endosulfanin LCs/100 (0.0156
ng/L)'lik ve LCs0/10 (0.156 ng/L)'luk konsantrasyonuna maruz kalan canlilarin GST
enzim aktivitesinde zamana bagli anlamli bir degisiklik olugsmadig1 gézlenmistir. Ancak
gruplar arasindaki degisimler incelendiginde 24. saatte her iki doza maruz kalan
canlilarin enzim aktivitesinin kontrole gore inhibe oldugu gézlenmistir. 72. saatte ise
yiiksek doza maruz kalan canlilardaki enzim aktivitesi hem LCs¢/100'liik uygulama
grubuna hem de kontrole gore inhibe oldugu gozlenmistir. Uygulamanin 7. giiniinde
diistik dozdaki (LCs¢/100) enzim aktivitesi oldukca yiiksek bulunmustur. Uygulamanin
14. giiniinde ise yiiksek doz uygulanan canlilarda (LCsy/10) enzim aktivitesi hem
kontrolden hem de LCs¢/100'lik uygulamadan 6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur

(p<0.05).

Ballesteros ve arkadaglar1 (2009) yaptiklart ¢alismada bir balik tiirii olan
Jenynsia multidentata'nmin endosulfanin dort farkli subletal konsantrasyonuna (0.014,
0.072, 0.288 ve 1.4 mg/L) 24 saat maruz kalmasi sonucunda beyin, solungag, bagirsak,
karaciger ve kaslardaki GST, GR, GPx ve CAT aktivitelerindeki degisikligi
incelemislerdir. Yaptigimiz ¢alismadan elde ettigimiz sonuglara benzer sekilde genel
olarak beyin disindaki tiim dokularda 24. saatte enzim aktivitesi kontrole goére inhibe
oldugu rapor edilmistir. Barata ve arkadaglar1 (2005), Crustacea sinifina ait Daphnia
magna ile yaptiklart calismada endosulfanin antioksidan enzimler {izerine etkisini
inceledikleri calismada endosulfanin farkli dozlarma (200, 400, 600, 800 nug/L) 48 saat
maruz kalan canlilarda GST aktivitesinin dozdaki artisa bagli olarak onemli diizeyde

arttigini tespit etmislerdir (p<0.05).
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Yaptigimiz calismada ise Gammarus kischineffensis'de 48. saatte GST
aktivitesinde kontrol ve gruplar arasinda onemli bir fark gézlenmemistir. Fakat CAT
aktivitesi icin benzer bir sonu¢ elde edilmistir. Her iki ¢alismada da 48. saatte doz
artisina bagl olarak enzimin diisiik dozda kontrole gore oldukga yiiksek aktivite yiliksek
dozda ise kontrole yakin oranda diislik aktivite verdigi gézlenmistir. Ayrica yaptigimiz
calismada uygulamanin erken donemlerinde (24., 48., 72., 96. saatler) hem LCsy/100'lik
hem de LCs¢/10'luk dozlara maruz kalan canlilardaki enzim seviyesinin kontrole gore

anlamli sekilde indiiklendigi tespit edilmistir (p<<0.05).

Yaptigimiz ¢aligmada sadece 72. saatte endosulfanin diisiik dozuna (LCsy/100)
maruz kalan canlilardaki SOD aktivitesinde kontrolle karsilastirildiginda inhibisyon
seklinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmistir (p<<0.05). Benzer olarak
Barata ve arkadaslarinin Daphnia magna ile yaptig1 calismada da SOD enziminde doza
bagl bir degisim gozlenmemistir. Shao ve arkadaslart (2012) endosulfanin farkl
konsantrasyonlarina (0.01, 0.1, 1, ve 10 pg/L) 7, 14, 21 ve 28 giin maruz kalan
zebrabaligi'nin (Danio rerio) CAT ve SOD aktiviteleri iizerine etkisini incelemistir.
Hem disi hem de erkek bireylerdeki CAT aktivitesinin yaptigimiz ¢alisma ile uyumlu
olarak 7. ve 14. giinde dozdaki artigla inhibe oldugu tespit edilmistir. Fakat SOD
aktivitesinde endosulfana maruz kalan Gammarus kischineffensis'in verdigi cevaptan
farkli olarak, kontrol ve endosulfanin farkli konsantrasyonlarina maruz kalan
zebrabaliginin karacigerinde SOD aktivitesi agisindan onemli diizeyde fark tespit
edilmistir (p<0.05). Vertebratlarin ve invertebratlarin endosulfana karsi olusturduklari

SOD enzim cevaplar1 oldukc¢a farkhidir.

Calismamizda endosulfana maruz kalan canlilarin GR enzim aktivitesi
incelendiginde; genel olarak diisiik doza (LCs¢/100) maruz kalan canlilarin enzim
aktivitesinin yiiksek doza (LCs¢/10) maruz kalan canlilardaki aktiviteden daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Diisiik dozda (LCs¢/100) pestisite maruz kalan
canlilarda 24. ve 72. saate enzim seviyesi olduk¢a yiiksek bulunmustur. Subakut
uygulama siirecinde ise 7. giindeki enzim seviyesi her iki dozdaki uygulamada da 14.

giine gore daha yiiksek bulunmustur.

Ballesteros ve arkadaslar1 (2009) yaptiklar1 ¢alismada tespit ettikleri Jenynsia

multidentata'min beyin, solungac, bagirsak, karaciger ve kaslarindaki GR aktivitesinin,
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yaptigimiz ¢alismanin sonuglarina uyumlu oldugu goriilmektedir. Her iki ¢alismada da
yliksek konsantrasyonda GR enziminin inhibe oldugu tespit edilmistir. Zhang ve ark.
(2004) ve Moreno ve ark. (2005)'na gore GR aktivitesindeki inhibisyon hiicelerdeki
NADPH seviyesindeki farkliliga baglidir. Yaptigimiz ¢alismada endosulfanin LCsy/100
(0.0156 pg/L)Tik ve LCsy/10 (0.156 pg/L)luk konsantrasyonuna maruz kalan
canlilarin AChE aktivitesi farkli zamanlarda incelenmistir. Elde edilen sonuclarda 14
giinde LCs¢/100'ik doza maruz kalan canlilardaki enzim aktivitesi hari¢ tiim saat ve
giinlerde LCs¢/100'lik ve LCs¢/10'luk doza maruz kalan canlilardaki enzim
aktivitelerinin kontrolden anlamli diizeyde farkli oldugu gozlenmistir (p<0.05).
Uygulamanin 24. ve 72. saatlede LCs¢/10'luk doza maruz kalan canlilardaki enzim
aktivitesi LCso/100'liik uygulamanin aktivitesinden 6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur

(p<0.05).

AChE inhibisyonu, sucul ve karasal ekosistemlerde organo fosforlu (OP)
insektisitlere maruz kalmanin bir biyobelirteci olarak ve maruz kalan hayvan iizerindeki
fizyolojik etkilerin belirlenmesi i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Fulton ve Key
2001). Fakat calismamizda kullandigimiz endosulfan OP sinifina ait degildir ve genel
olarak AChE aktivitesinde dnemli bir inhibisyon gézlenmemistir. Xuereb ve arkadaslari
(2009) yaptiklar1 ¢alismada 24, 48 ve 96 saat boyunca OP bir pestisit olan chlorpyrifos'a
maruz kalan Gammarus fossarum'un AChE aktivitesinde kontrole gore 6nemli diizeyde
bir inhibisyon tespit etmisler fakat AChE enzim aktiviteside zamana bagl bir degisim

olmadigini rapor etmislerdir.

Calismamizda kullandigimiz  bir diger insektisit olan indoxacarb sinir
hiicrelerindeki sodyum kanallarini inhibe ederek hedef organizmanin felg olmasina ve
Olmesine neden olan yeni oksadiazin sinifina ait bir insektisitdir (Ahmad ve ark. 2003).
Indoxacarbin amid azotundaki karbometoksilasyon tarafindan bilesik bocekler i¢cin daha
secici hale gelmistir (Zhao ve ark. 2003). Indoxacarbin sucul organizmalar {izerindeki
etkisini aragtirmak i¢in yapilmis antioksidan enzimler ve detoksifikasyon enzimleri ile
ilgili literatiire rastlanilmamistir. Yaptigimiz calismada indoxacarbin subletal
konsantrasyonlaria (LCsy/10: 3.904 mg/L ve LCs¢/100: 0.3904 mg/L) maruz kalan G.
kichneffensis’in GST enzim aktivitesinin 24. saatte her iki doz i¢inde kontrole gore
diistik oldugu gozlenmistir. Fakat 48. ve 96. saatlerde GST aktivitesinin her iki dozda da
kontrole gore yiiksek oldugu tespit edilmistir. 48. saatte indoxacarbin LCsy/10'luk doza
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maruz kalan canlilardaki CAT aktivitesinin hem kontrolden hem de LCsy/100'lik doza
maruz kalan canlilardakinden anlamli bir sekilde yiiksek oldugu gozlenmistir (p<0.05).
72., 96. saatlerde ve 14. giinde LCs(/100'liik doza maruz kalan canlilardaki CAT enzim
aktivitesi kontrole ve LCsy/10'Tuk uygulamaya gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).
Korkutan ve ark. (2008) Rana ridibunda'min kas dokusunu 10 mM'lik indoxacarb
cOzeltisine bir saat maruz biraktiklarinda CAT aktivitesinin kontrol grubuna gore
onemli diizeyde indiiklendigini tespit etmislerdir.Yaptigimiz ¢calismada ilk giin disindaki
tim zaman araliklarinda indoxacarbin LCs¢/10'luk yiiksek dozuna maruz kalan
canlilardaki SOD aktivitesinin hem kontrole hem de diisiik doza maruz kalan
canlilardaki enzim aktivitesine gore yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Ayrica 7
giinde LCs¢/10'luk dozda, 14. giinde ise her iki dozdaki uygulamalarda kontrole gore
yiiksek aktivite tespit edilmistir. Hem CAT hem de SOD aktivitesinin adaptasyon
stirecinden sonra kontrole gore indiiklenmesi oksidatif strese karsi antioksidan savunma

mekanizmasinin harekete gectigi anlamina gelebilir.

Yaptigimiz ¢aligmada indoxacarba maruz kalan canlilarda GR aktivitesinin akut
uygulamada 72. saat ve 96. saatte her iki doza maruz kalan canlilarda kontrole gore
onemli diizeyde farkli oldugu gozlenmistir (p<0.05). Uygulamanin 7. ve 14. giinlerinde
her iki doza maruz kalan canlilardaki GR enzim diizeyi kontrole gore dnemli diizeyde
inhibe oldugu bulunmustur (p<0.05).Tim bu veriler degerlendirildiginde GST'nin
detoksifikasyon enzimi olarak indoxacarb maruziyetinde cok etkin c¢alisamadigi
sonucuna varilabilir. Uygulamanin ilk giinlerinde GST ve GR enzim cevaplarindaki
benzer oldugu gozlenmistir ve bu durumun GR'nin yeterli diizeyde GSSG'yi GSH'a

doniistirememesinden kaynaklandig: diistiniilebilir.

Bu c¢alismamizda indoxacarba maruz kalan canlilarda ilk 96 saatlik zaman
diliminde kontrol grubundaki AChE diizeyi sabit kaldigi, 7. ve 14. giinlerde ise arttig1
gozlenmistir. Uygulamanin ilk giliniinde diisik doza (LCsy/100) maruz kalan
canlilardaki enzim aktivitesi hem LCs(/10'luk pestisite maruz kalan canlilardaki hem de
kontrol grubundaki enzim aktivitesine gére daha yiiksektir (p<0.05). 48. 72. ve 96.
saatlerde ise yiiksek doza (LCs¢/10) maruz kalan canlilardaki enzim aktivitesinin diger
iki gruba gore onemli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<<0.05). Uygulamanin
7. ve 14. giinlerinde ise LCs(/100'liik ve LCs¢/10'luk dozlara maruz kalan canlilardaki

enzim diizeyinin kontrole 6nemli diizeyde diisiik oldugu goézlenmistir (p<<0.05). Gamil
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ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada 24 saat indoxacarba maruz birakilan Spodoptera
littoralis larvalarinin 2. ve 4. larva donemlerindeki AChE aktivitesinde 6nemli diizeyde
bir inhibisyon tespit etmislerdir. Buradan yola ¢ikarak bu dénemlerde indoxacarbin
toksik etki gosterdigi igin sinir sisteminin bloke oldugu sonucuna varmislardir.
Yaptigimiz calismada ise canlilar endosulfan disinda ki tiim pestisitlere ancak 7 ve 14
giin maruz kaldiktan sonra AChE enziminde kontrole gore dnemli diizeyde inhibisyon
tespit edilmistir (p<0.05). Indoxacarb bir pro-insektisittir. Toksik olabilmesi ig¢in
oncelikle metabolize olmasi gerekmektedir. Bocegin pestisidi sindirmesinden sonra
pestisitin aktif maddesi olan DPX-KN128 bocegin barsaginda hizlica azalarak IN-JT333
(DCJW-dekarbometoksilatlanmis DPX-JW062)’e doniisiir. IN-JT333’iin  sodyum
kanallarin1 inhibe edici etkisi indoxacarba gore daha etkilidir (Tsurubuchi ve Kono
2003). 24 saat indoxacarba maruz kalan canlilarda GST, CAT, SOD enzimlerinin
aktivitesinin kontrole gore diisiik olmasmin nedeni indoxacarbin pro-insektisit

ozelliginden kaynaklandigi s6ylenebilir.

Calismada kullandigimiz thiamethoxam neonikotinoid bir insektisit olarak
nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR) i¢in agonistik etkiye sahiptir (Oliveira ve ark.
2010). Sentetik organik pestisitlerin yeni bir smifi olan neonikotinoitler genis
spektrumlu insektisitlerdir. Neonikotinoitlerle yapilan c¢alismalarda boceklerdeki
nAChR i¢in memelilere gore daha segici olduktar: tespit edilmistir (Schulz-Jander ve
ark. 2002). Fakat Ford ve Casida (2006), farelerde yaptiklar1 ¢aligmada 20 mg/kg
thiamethoxamin sistemik uygulamasi sonucunda insektisitin %44'{iniin metabolize

edildigini ve beyinde temel metabolitlerin tespit edildigini rapor etmislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada thiamethoxam subletal konsantrasyonlarma (LCsy/10:
0.8985 mg/L ve LCs¢/100: 0.08985 mg/L) maruz kalan Gammarus kichneffensis’in GST
enzim aktivitesinin uygulamanin ilk ii¢ giiniinde kontrole gére onemli diizeyde yiiksek
oldugu goézlenmistir (p<0.05). Akut uygulama siiresince 24. ve 48. saatlerde LCs/10'Tuk
doza maruz kalan gruplardaki enzim aktivitesinin LCs,/100'liik pestisit dozuna maruz
kalan canlilaridaki enzim aktivitesine gore Onemli diizeyde yiiksek oldugu tespit
edilmigtir. Uygulamanin subakut doneminde ise kontrol ve LCsy/10'luk doza maruz
kalan gruplardaki enzim aktivitesi farkli degilken, LCs¢/100'liik doza maruz kalan
canlilardaki enzim aktivitesi hem kontrol hem de LCsy/10'luk doza maruz kalan

gruplardaki enzim aktivitesinden ©6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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Thiamethoxamin farkli konsantrasyonlarina maruz kalan Gammarus kischineffensis’in
CAT aktivitesi incelendiginde ise organizmanin uygulamanin ilk giinlerinde pestisite
hizl1 bir cevap olusturdugu fakat daha sonra enzim aktivitelerinin tiim gruplarda zamana
bagl olarak azaldig1 gézlenmistir. 24., 48., 72., 96. saatlerde ve 14. giinde LCs,/100'lik
doza maruz kalan gruplardaki enzim aktivitesinin hem kontrol hem de LCs/10'luk doza
maruz kalan gruplardaki enzim aktivitesinden Onemli diizeyde yiiksek oldugu
gbzlenmistir (p<0.05). Yaptigimiz calismada thiamethoxama maruz kalan
canlilardaki SOD enzim aktivitesinin LCsy/10'luk doza maruz kalan canlilarda
LCsy/100'liik doza maruz kalanlara gore genel olarak daha onemli diizeyde cevap
olusturdugu gozlenmistir (p<0.05). Uygulamanin akut doéneminde SOD enzim
aktivitelerinin 72. saate kadar arttigi 96. saatte ise kismen diistiigi gbzlenmistir. 7.
giinde enzim aktivitesinin LCs¢/10 grubunda, kontrole ve LCs/100'e¢ gore Onemli
diizeyde indiiklendigi saptanmistir (p<0.05). 14. Gilinde ise her iki dozda kontrole gore
onemli diizeyde artis tespit edilmistir (p<0.05). Yaptigimiz ¢alismada thiamethoxama
maruz kalan canlilarda SOD enziminin zaman bagli olarak arttig1 tespit edilmistir.
Atrazin ve thiamethoxamin CAT ve SOD enzim cevaplari karsilastirilacak olursa benzer

sekilde davrandiklart gorilebilir. Bu durum siiperoksit radikalindeki artis (O,”) CAT

aktivitesinde inhibisyona neden olmasi ve ayn1 zamanda SOD enzim aktivitesindeki

artisgin nedeni de stiperoksit radikalindeki (O,”) artistan kaynaklandigi diisiincesini

destekleyebilir (Santos ve Martinez, 2012). Malev ve arkadaslar1 (2012) yaptiklari
calismada neonikotinoit bir insektisit olan imidaclopridin ticari formiilasyonunun
(Confidor 200SL) standart imidaclopridin ve onun transformasyon {iriinii olan 6-
kloronikotinik asitin farkli konsantrasyonlarinin (62.8, 94.6, 126.2, 157.7 ve 315.5
ng/L) hedef olmayan sucul canlilar (Gammarus fossarum) lizerindeki 24 saatlik etkisini
incelemiglerdir. Bu g¢aligmanin sonucunda imidacloprid uygulana canlilarin CAT ve
GST enzim aktivitelerinde oOnemli bir degisim gozlenmezken Confidor 200SL
uygulanan canlilarda enzimler 6nemli diizeyde indiiklenmistir. Yaptigimiz ¢aligmayla
benzer sekilde 24 saat subletal dozlara maruz kalan canlilardaki CAT enzim
aktivitesinin yiiksek doza maruz kalma sonucunda, diisiik doza nazaran inhibe oldugu
tespit edilmistir. CAT aktivitesinideki bu diisiis pestisit uygulamasina bagl olarak artan
H,0O, seviyesiyle iligkilendirilebilinir. Bu durum pestisit uygulamasiyla indiiklenen

reaktif oksijen tiirlerindeki artis ve bu reaktif oksidanlarin enzim sentezinde goérev
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yapan genlerin ifadelerindeki baskilanma ile, enzimin aktivasyonunun engellenmesi ile
ya da sentezlenen enzimlerin yapilarindaki oksidasyonla agiklanabilir. Thiamethoxam
subletal konsantrasyonlaria (LCsy/10: 0.8985 mg/L ve LCs¢/100: 0.08985 mg/L) maruz
kalan G. kichneffensis’in GR aktivitesi incelendiginde; akut uygulama siirecinde 96.
saate kadar, LCso/10'Tuk ve LCs(/100'lik pestisit dozuna maruz kalan canlilardaki enzim
seviyesinin kontrolle karsilastirildiginda indiiklendigi gozlenmistir. 48. saate
LCs0/10'luk doza maruz kalan canlilardaki enzim seviyesinde, hem kontrol hem de
LCs0/100'lik pestisit dozuna maruz kalan canlilardaki enzim seviyesine gore Onemli
diizeyde artis gozlenmistir (p<<0.05). 96. saate gelindiginde ise LCs(/100'liik doza maruz
kalan canlilardaki enzim seviyesi LCs¢/10'luk doza maruz kalan canlilara ve kontrole
gore yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.05). GR aktivitesi ve GST aktivitesi arasinda
pozitif bir korelasyon saptanmigtir. GST aktivitesinin pestisit, agir metaller veya farkl
ksenobiyotikler gibi her tiirlii stres kosullarindan etkilendigi bilinmektedir. GST, reaktif
bir elektrofilik merkeze sahip ¢esitli ksenobiyotikleri glutatyonun thiol grubu ile
konjugasyonunu katalizleyen bir enzimdir. GST enzimi bu reaksiyonlar1 katalizlerken
GSH da GSSG’ye doniismektedir. Stres altindaki bir canlida ya da hiicrede GR
aktivitesinin yiiksek olmasi, GR’nin GSSG’yi GSH’a doniistiiren bir enzim olmastyla
iliskilendirilebilir.

Neonikotinoidler nikotinik asetilkolin reseptorlerinin (nAChRs) agonisti
olmalarina ragmen, AChE aktivitesini OP pestisitler gibi direkt olarak inhibe etmezler
(Malev ve ark. 2012). Dondero ve arkadaslarimin yaptiklart ¢alismada ise
thiamethoxama maruz kalan deniz midyesi Mytillus galloprovinciallisin AChE
enziminin 6nemli diizeyde inhibe oldugu gozlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada benzer
sekilde uygulamanin ilk 48. saatinde LCs¢/10'luk doza maruz kalan canlilarda enzim
seviyesi kontrole ve LCsy/100'lik uygulama grubundaki canlilarin AChE enzim
seviyesine gore onemli diizeyde inhibe olmusken, 96. saatte LCsy/10'luk doza maruz
kalan canlilardaki enzim seviyesinde kontrole ve LCs(/100'liik konsantrasyona maruz
kalan canlilardaki enzim seviyesine gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Ayrica
subakut uygulama siirecinde ise hem LCs¢/100'liik hem de LCsy/10'luk doza maruz
kalan canlilarda enzim seviyesi kontrole gore 6nemli diizeyde inhibe olmustur (p<0.05).
Bu sonuclardan yola c¢ikarak thiamethoxamin dolayli olarak AChE enzimini inhibe

ettigi soylenebilir.
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Ksenobiyotikler ile ilgili ¢galismalarin biiylik cogunlugunda bu kimyasallarin tek
olarak kullanildiklarinda ne tiir etkilerin ortaya ¢ikacagi arastirilmistir. Fakat kirli
ekosistemlerde canlilar bir tek kimyasal yerine cok cesitli toksik maddelere birlikte
maruz kalmaktadirlar. Bu kirleticiler arasinda maruz kalan canhdaki toksik tepkiyi
arttiran veya azaltan (durduran) bir iliski vardir. Etkilesim, kinetik fazda canli tarafindan
toksik maddenin alintmini, dagilimini, depolanmasini ve metabolizmasinmi degistirerek
ya da dinamik fazda, toksik madde-reseptor baglanma aktivitesi ve c¢ekimini
degistirerek kimyasal ya da fiziksel olabilir. "Coklu toksisite olusturan etkilesim
mekanizmalart Anderson ve D' Apolonia (1978) tarafindan asagidaki sekilde ifade
edilmistir. Oncelikle toksik kimyasal, ¢evresel ortamda bulunan diger kimyasallar ile
etkileserek yeni bilesikler, selatlar, kompleksler olusturur veya kimyasal durumu
degisir. Ozetle kirletici maddeler ve diger substratlar arasi etkilesim, kirleticinin
fizikokimyasal yapisint ve toksik olma durumunu degistirir. Canliya gegiste c¢oklu
kirleticiler ayn1 hedef organda ayni bolgeyi etkileyebilir veya farkli hedef dokularda
farkli bolgeleri etkileyebilir ve bu sekilde yaygin olumsuz tepki ortaya ¢ikar. Bir
kirletici tosik madde olarak normalde inaktif oldugu halde diger maddeler ile birlikte
etkisi degisebilir ve ¢oklu kirleticilerde kimyasallarin tek tek olusturduklar tosik etki
bir arada olduklarinda degisebilir. Kinetik fazda ise, c¢oklu kirleticiler igindeki
maddelerin hedef doku tarafindan alinmasi farklilik gosterebilir. Coklu kirleticilerde
bulunan maddeler orijinal maddelere gore metabolitlerin {liretimini arttirir veya azaltir"
(Parlak 2009)

Yaptigimiz calismada bir herbisit olan atrazinin insektisitler ile (indoxacarb,
thiamethoxam, endosulfan) LCs¢/100'Tik konsantrasyonlarinin pestisit
kombinasyonlarinin GST, CAT, SOD, GR ve AChE enzimleri iizerine etkileri
incelenmistir. Caligmadan elde edilen spesifik aktivitelerin kontrole gore yiizdelikleri
hesaplanarak karsilastirma yapilmistir.

Tierney ve arkadaslar1 (2008) somon baliklar ile yaptiklari ¢alismada atrazin ve
endusulfaninda dahil oldugu 10 pestisitin karistminin dogada bulunan dozunu baz
alarak diisiik ve yiikksek dozlarmin GST enzimi iizerine etkilerini incelemislerdir.
Calisma sonucunda dogada tespit edilen dozun ve diisilk dozun enzim aktivitesini

yiiksek doza gore indiikledigi tespit edilmistir. Bu nedenle kombine etki
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incelemelerinde diisiik doza maruz kalmanin daha gercekei sonuglar verecegi sonucuna

varilabilir.

Yaptigimiz calismada atrazin ve endosulfanin LCs¢/100'Tik
konsantrasyonlardaki kombine etkisine farkli siirelerde maruz kalmanin Gammarus
kischineffensis’in GST enzimi {izerindeki etkileri incelendiginde; ilk 48. saatte
kombinasyon etkisi gozlenmistir (p<0.05). Uygulamanin 72. ve 96. saat; 7. ve 14.
giinlerinde ise atrazin ve endosulfanin LCs(/100'lik dozuna maruz kalan canlilara gore
kombine etkiye maruz kalan canlilarda onemli diizeyde sinerjistik bir etki tespit
edilmistir (p<0.05). Atrazin ve indoxacarbin tek ve kombine etkisine maruz kalan
canlilarda, uygulamanin sadece 72. ve 96. saatlerinde kombine etkiden kaynaklanan
GST aktivitesinin, pestisitlerin tek kullanimindan kaynaklanan aktiviteye gore dnemli
diizeyde artig1 gozlenmistir (p<0.05). Yaptigimiz ¢alismada atrazin ve thiamethoxamin
LCs/100'Tik konsantrasyonlardaki kombine etkisine maruz kalan Gammarus
kischineffensis’in GST enzim aktivitesinin 24. saatte, 7. ve 14. giinlerde pestisitlerin
LCs¢/100'lik tek uygulamalarindaki aktiviteye gore Onemli diizeyde diisiik oldugu
gbzlenmistir (p<0.05). Oru¢ ve Uner (2000) vyaptiklart c¢alismada 2,4-D ve
azinfosmetilin Oreochromis niloticus "un antioksidan enzimleri ve lipid peroksidasyonu
iizerine etkilerini arastirmislardir. Oncelikle 96 saatlik LCso degeri 2,4-D i¢in 80 ppm
azinfosmetil i¢in 0.09 ppm olarak tespit edilmistir. Daha sonra 24, 48, 72 ve 96 saat
boyunca 27 ppm 2,4-D ve 0.03 azinfosmetile birlikte ve ayr1 maruz birakilan
Oreochromis niloticus 'un antioksidan enzimlerine incelenmistir. Pestisitlerin birlikte ve
ayr1 uygulamalar1 sonucunda CAT ve GST aktivitesinde Onemli bir degisiklik
olmamistir. Benzer sekilde Riviere ve ark., (1990) yaptiklar1 ¢alismada 4-kloro-2 metil
fenoksi asetik asite 3 glin maruz kalan Cyprinus carpio'da GST aktivitesinde dnemli bir
degisiklik olmadigini rapor etmislerdir. Fakat Egaas ve arkadaglari (1993) yaptiklar
caligmada 14 giin atrazine maruz kalan gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss)
karacigerindeki GST aktivitesinin sitiimiile oldugunu tespit etmislerdir. Tiim bu
bulgular bakilarak GST aktivitesinin farkl tiirler ve farkli ksenobiyotik tiirleri i¢in ayni
cevabr olusturmadigini disiiniilebilir.Yaptigimiz ¢alismada CAT enziminin atrazin
endosiilfan kombinasyonuna maruz kalma sonucunda her zaman diliminde kombine
etkinin, sadece atrazinin LCsy/100'liik dozuna maruz kalan canlilardaki CAT enzim

aktivitesine gore onemli diizeyde artigi gozlenmistir (p<0.05). Pestisitlerin birlikte
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kullanildiklarinda aditif veya sinerjistik etki gosterdigi sonucuna varilabilir (Giiven,
1999). Ozellikle 72. saatte kombine etki oldukca yiiksek bir cevap olusturmustur
(p<0.05). Atrazin ve indoxacarbin tek ve kombine etkisine maruz kalan canlilarda CAT
aktivitesi incelendiginde 24. ve 48. saatlerde kombine etkinin CAT enzim aktivitesinde
pestisitlerin ayr1 uygulandigi canlilardaki enzim aktivitesine gore onemli diizeyde
indiiklenmeye neden oldugu gézlenmistir (p<0.05). Uygulamanin sonraki giinlerinde ise
kombine uygulamanin CAT enzim aktivitesi atrazin ve indoxacarbin LCs,/100'liik
dozuna maruz kalan canlilardaki aktiviteye gore daha diisiiktiir (p<0.05). Atrazinin
thiamethoxam ile olusturdugu kombine etkin ve pestisitlerin ayr1 kullanimindan
kaynaklanan CAT enzim aktivitelerin incelendiginde ise uygulamadaki tiim zamanlarda
pestisit kombinasyonuna maruz kalan canlilardaki CAT aktivitesinin, LCs,/100'liik
thiamethoxama maruz kalan calilardaki enzim aktivitesine gore anlamli sekilde inhibe
oldugu gdzlenmistir (p<0.05). Yaptigimiz ¢alismada Orug ve Uner (2000); Riviere ve
ark., (1990) tarafindan yapilan c¢alismalardan elde ettikleri sonucun aksine CAT
aktivitesi tiim pestisitler i¢in kontrolden dnemli diizeyde farkli yanitlar olusturmustur
(p<0.05). Buradan yola ¢ikarak G. kichneffensis’in kombine etki ile olusan oksidatif

stres i¢in balik tiirlerine gore daha iyi bir biyoindikator tiir oldugu sonucuna ulasilabilir.

Yaptigimiz calismada atrazin ve endosulfanin LCs0/100'Tuk
konsantrasyonlardaki kombine etkisine maruz kalan canlilarda SOD enzim aktivitesinde
24. saatte pestisitlerin kombine kullanimmin hem atrazinin hem de endosulfanin tek
kullanimlarina gore enzim aktivitesinde oldukg¢a fazla artis goézlenmistir (p<0.05).
Uygulamanin 96. saati, 7. ve 14. giinlerinde pestisit karigiminin diger iki pestisit
uygulamasina oranla SOD enzim diizeyini 6nemli derecede indiikledigi tespit edilmistir
(p<0.05). Bu deneyde genel olarak pestisitlerin birlikte kullanimi daha toksik bir etkiye
neden oldugu goriilebilir (p<0.05). Atrazin ve indoxacarbin kombine etkisine farkli
siirelerde maruz kalan Gammarus kischineffensis’de ise SOD enzim aktivitesinin 48.,
72. saatlerde ve 14. giinde her iki pestisitin tek kullanimlarina goére énemli diizeyde
farkli oldugu goézlenmistir (p<0.05). Atrazin ve thiamethoxamin kombine etkisine
maruz kalan canlilarda ise sadece 96. saat ve 14. giinde SOD enzim seviyesi pestisitlerin
tek kullanildig1 uygulamalardaki enzim aktivitesine oranla yiliksek bulunmustur

(p<0.05).
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Oru¢ ve arkadaglar1 (2004) 2,4-D ve azinfosmetilin ayr1 ve kombine haline
maruz kalan balik tiirlerinin (Oreochromis niloticus ve Cyprinus carpio) karaciger,
beyin ve solunga¢ dokularindaki SOD, CAT, GPx ve GST enzim aktivitelerindeki
degisimi incelemislerdir. Orug ve arkadaslar1 yaptiklart ¢calismada karaciger dokusunda
2,4-D ve azinfosmetilin kombine etkisinin kontrole oranla GST aktivitesini Onemli
diizeyde indiikledigini tespit edilmislerdir. Bu sonu¢ yaptigimiz c¢alismada atrazinin
endosulfan ve indoxacarb ile birlikte kullanildiginda olusan GST cevabi ile benzerdir.
GST aktivitesindeki indiiklenmenin nedeninin, enziminin pestisit toksisitesine kars1
daha iyi bir cevap olusturmasi olarak degerlendirilebilir (Orug¢ ve ark. 2004). Orug ve
arkadaglarinin (2004) yaptig1 calismada SOD enzim aktivitesi karaciger ve beyin
dokularinda kontrole goére Onemli diizeyde bir degisiklik gozlenmemistir. Fakat
solungaclarda hem pestisitler ayr1 hem de birlikte uygulandiginda SOD enziminin
aktivitesinde anlamli diizeyde indiiklenme oldugunu tespit etmiglerdir. Ayni1 sekilde
CAT enzim aktivitesinde de sadece karaciger dokusunda onemli bir degisiklik oldugu
saptanmistir. Bu sonuclar bize bir ksenobiyotigin ayni canlinin farkli dokularinda bile

benzer olmayan diizeyde oksidadif strese neden oldugunu diisiindiirebilir.

Yaptigimiz ¢aligmada atrazin ve endosulfanin kombine etkisine maruz kalan
canlilardaki GR enzim seviyesinin tiim gruplarda tek kullanimlara oranla azalma
egiliminde oldugu goriilmekle beraber, zamana bagli olarak artis tespit edilmistir
(p<0.05). Atrazinin ve indoxacarbin karigimina maruz kalan canlilarda ise uygulamanin
akut doneminde 72. saate GR aktivitesinin artig egiliminde oldugu saptanmistir.
Subakut uygulamada kombine etkiye maruz kalan canlilarda enzim aktivitesinin
pestisitlerin ayr1 LCs¢/100'liik konsantrasyonuna maruz kalan canlilardakine gore
oldukca fazla indiiklendigi gozlenmistir (p<0.05). Yaptigimiz calismada atrazin ve
thiamethoxamin birlikte ve ayr1 kullanildigi uygulama gruplarn karsilastirildiginda,
atrazine maruz kalan canlilarda enzim aktivitesindeki degisimin zaman bagli olmadigi,
thiamethoxama maruz kalan canlilarda ise 24. saat digindaki gilinlerde GR
aktivitesindeki degisimin zaman bagli oldugu gozlenmistir. 24. saatte kombine etkiye
maruz kalan canlilardaki enzim aktivitesi pestisitlerin ayr1 kullanildigr gruplardaki
enzim aktivitesine gore diisiik olmasina ragmen diger uygulama zamanlarinda daha
yiiksek aktivite tespit edilmistir. Orug¢ ve arkadaglar1 (2000) yaptiklar1 ¢alismada 2,4-D

ve azinfosmetilin kombine etkisine maruz kalan canlilarin kontrole goére GR
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aktivitesinde kontrolle karsilastirildiginda 6nemli diizeyde artis rapor etmislerdir. GPx
aktivitesinde ise kombine pestisit uygulamasi sonucunda ayri kullanimlara oranla bir

azalma gozlenmistir.

Yaptigimiz calismada atrazinin endosulfanin birlikte ve ayr1 olarak
uygulanmasina maruz kalan Gammarus kichneffensis’in ~ AChE  seviyeleri
incelendiginde; 14. giin hari¢ tim zaman dilimlerinde kombine etkiye maruz kalan
canlilardaki AChE aktivitesinin pestisitlerin tek kullanimina gore inhibe oldugu
gozlenmistir. Atrazin ve indoxacarbin kombine ve ayrt kullanimmin etkisi
incelendiginde; 24. ve 48. saatlerde pestisitlerin kombine etkisine maruz kalan canlilarin
enzim aktivitesinin tek bir pestisite maruz kalan canlilarinkine gore 6nemli diizeyde
inhibe oldugu gozlenmistir (p<<0.05). Akut uygulamada 72. saatte pestisitlerin kombine
etkisine maruz kalan canlilarin AChE aktivitesi yiiksek seviyesine ulagsmistir. Subakut
uygulamada ise kombine etkiye maruz kalan canlilardaki enzim aktivitesi diger
gruplardaki AChE aktivitesine gore onemli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). Calismamizdan elde etti§imiz sonuglara goére akut uygulama doneminde
atrazin ve thiamethoxamin kombine etkisine maruz kalan canlilardaki AChE
aktivitesinin LCs¢/100'liik atrazine ve thiamethoxama maruz kalan canlilardaki AChE
aktivitesine gore inhibe oldugu gozlenmistir (p<0.05). Uygulamanin subakut déneminde
kombine etkiye maruz kalan canlilardaki AChE enzim aktivitesi tek kullanilan
pestisitlere maruz kalan canlilardaki aktiviteye gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).
Xing ve arkadaglar1 (2010) 40 giin maruziyet sonunda atrazin ve klorpirifosun ayri ve
kombinasyon halinde sazanlarin beyin ve kas dokularinda olusturduklart AChE enzim
cevaplarin1 incelemislerdir. Yapilan calismada her iki uygulamada da enzim
aktivitesinin doz artisina bagli olarak inhibe oldugu saptanmistir. Jin-Clark ve
arkadaslarinin (2010) yaptiklar1 calismada ise iki herbisitin (atrazin ve siyanazin) 1, 10,
100 ve 1.000 mg/L konsantrasyonlarina ve organoklorlu insektisit kloropirifosun 0.25
mg/L'lik konsantrasyonuna ikili kombine olarak maruz birakilan ve bir sucul Diptera
tiirlii olan Chironomus tentans''n AChE enzimi iizerine etkisini incelemislerdir. 48 saat
sonunda enzim cevaplari incelendiginde; bizim yaptigimiz ¢alismaya benzer bir sekilde
pestisit karistmima maruz kalan grupdaki canlilarda AChE enzimi inhibe olurken,
atrazinin ve kloropirifosun tek kullanildigi gruptaki canlilarda inhibisyon

gozlenmemistir. Bu durum pestisitlerin ayr1 kullanimmin Chironomus tentans igin
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norotoksik etkilerinin olmadigimi gostermistir. Kloropirifos organofosfatli  bir
insektisittir ve genelde OP pestisitler i¢in AChE enziminin ilk hedef olmasi
beklenmektedir. Fakat OP insektisitler sitokrom P450 enzimi tarafindan saglanan
oksidatif aktivasyonla, okson analoglarina doniistiiriilmeleri gerekmektedir. Ancak bu
sekilde AChE enzim inhibisyonu i¢in daha etkin olabilmektedirler. Buradan yola
cikarak atrazinin sitokrom P450 enzimini indiikleyerek kloropirifosun kloropirifos-
oksona doniistiiriildiigi ve bu sekilde AChE enziminin kombine etkiye maruz kalan
canlilarda inhibe olurken atrazine maruz kalan canlilarda neden inhibe olmadig:

aciklanabilir (Jin-Clark 2010).

Canlilar bu ve bunun gibi pek¢ok mekanizmay1 birlikte kullanarak
ksenobiyotikler icin cevap olusturmaktadir. Yaptigimiz ¢alismada bu mekanizmalarin
bir kismin1 kullanarak atrazin, endosulfan, indoxacarb ve thiamethoxamin ayri ve
kombine etkilerinin pestisitler icin hedef olmayan sucul bir canli olan Gammarus

kichneffensis ve dolayisi ile ¢evre lizerine etkileri incelenmeye ¢alisilmistir.

Calismanin  diger bir basamagini atrazinin, endusuldan, indoxacarb ve
thiamethoxamin LCs¢/100'liik ve LCs¢/10'luk konsantrasyonuna 7 ve 14 giin boyunca
maruz kalan Gammarus kichneffensis'lerde yapilan kalinti analizi olusturmaktadir

(Cizelge 4.12.).

Bu c¢alisma kapsaminda oOrneklerinde pestisit kalinti analizi i¢in GC cihazi
kullanilmigtir. Yapilan bir ¢ok derleme ve arastirma sucul organizmalarda pestisit
kalint1 analizi i¢gin GC’nin 6nemini vurgulamigtir (Arts ve ark. 1995, Viana ve ark.
1996, Simon ve ark. 1998). Metabolomik bir hiicrede, dokuda veya biyolojik sivilarda
bulunan tiim metabolitler GC-MS’de yliksek verimli teknolojilerle kisa siirede, ucuz ve

dogru ayrilarak, tanimlanabilir ve Slciilebilir (Ozkara 2008).

Yaptigimiz ¢alismada atrazinin indoxacarb ve thiamethoxamin LCs¢/100'liik ve
LCs¢/10'Tuk konsantrasyonuna 7 ve 14 giin boyunca maruz kalan canlilarada kalinti
analizi sonuclar1 incelendiginde canlilarda tespit edilen atrazin miktarinin zamanla

azaldig tespit edilmistir (Cizelge 4.12.).

Atrazin bir herbisittir ve tarimsal savasimda ¢ok yaygin olarak kullanilan orta
derecede kalic1 bir herbisittir (Basaran 2010). Bu nedenle incelenen 6rneklerde atrazin

kalintis1 belirlenebilmistir. Atrazin sucul organizmalarda oldugu gibi toprakta da orta
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derecede kalicilik 6zelligi tasimaktadir. 7 ve 14 giin boyunca atrazinin LCs/100'liik ve
LCs¢/10'luk konsantrasyonlarina maruz kalan canlilarda gerceklestirilen kalinti

analizinde pestisit miktarinin zaman bagl olarak diistiigli gozlenmistir.

Endosulfan uygulanan canli 6rneklerinde yapilan pestisit kalint1 analizlerinde
dedeksiyon limitinin tiizerinde pestisit kalintis1 belirlenememistir. Bunun durumun
deneylerde pestisitlerin LCso/100'liik ve LCs¢/10'luk konsantrasyonlar1 gibi subletal
konsantrasyonlar kullanilmis olmasindan kaynaklanabilecegini sonucuna varilabilir.
Ancak bu cok diisiik konsantrasyonlarda bile dedeksiyon limitinin altinda pestisit
kalintisinin belirlenmesi bu canlilarin birer biyoindikatdr organizma oldugu gercegini
bir kez daha gostermektedir. Yine kullanilan bu pestisitin canli organizmalar iizerinde
kalint1 birakabilirligi ve olumsuz etkiler ortaya ¢ikarabilecegi (enzim degismeler ile) bu

calisma kapsaminda bir kez daha ortaya koyulmustur.

Indoxacarb canlilarin sinir hiicrelerindeki sodyum kanallarini kapatarak onlarin
hareket kabiliyetlerinin durmasina sebep olur. Bu etki sekli 6nemlidir. Ciinkii bilinen
diger bir cok insektisit bu etki mekanizmasi ile ¢alismaz. Indoxacarb 24-60 saat sonra
bile etkili olup kalintilar1 belirlenebilir (Wing 2000). Yaptigimiz c¢alismada
indoxacarbin LCsy/100'liik ve LCsy/10'Tuk konsantrasyonuna 7 ve 14 giin boyunca
maruz kalan canlilarda yapilan kalint1 analizi sonucunda konsantrasyon artisina paralel
olarak indoxacarb kalinti miktarinin da olduk¢a 6nemli diizeyde arttig1 gozlenmistir
(Cizelge 4.12.). Beketov ve Liess, 2008 yilinda yaptiklar1 ¢calismada farkli pestisitlerin
(thiacloprid, imidacloprid, acetamiprid, iprodione, fenvalerate,ve indoxacarb) Simulium
latigonium larvalar ve Gammarus pulex iizerine etkilerini incelemislerdir. Indoxacarbin
Gammarus pulex igin 96 saatlik LCsy degerini 2520 pg/L olarak tespit etmisler ve
indoxacarbin subletal konsantrasyonuna 4 saat maruz kalan canlilarda indoxacarb
kalinti miktarinin LCsy degerine gore oOnemli dilizeyde yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir. Bu sonug yaptigimiz ¢alismadan elde ettigimiz bulgular1 desteklemektedir.

Yaptigimiz calismada farkli konsantrasyonlarda thiamethoxama maruz kalan
Gammarus kichneffensis'de olusan kalintt miktarlar1 belirlenmistir. Thiamethoxam
neonikotinoid simifi insektisittir ve sistemiktir. Sistemik olmasi bu pestisitin etki
spektrumunu ve kalint1 birakabilirligini arttirabilmektedir (Gokbayrak 2006). Beketov
ve Liess 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada thiamethoxam gibi neonikotinoid bir pestisit

olan imidacloprid ve thiaclopridin 4 saatlik maruziyet sonundaki kalintt miktarlarim
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incelemis ve bu iki pestisit i¢in farkli sonuglar elde etmislerdir. Imidacloprid kalinti
miktar1 LCsy degerine oranla onemli diizeyde yiiksek iken thiaclopridin kalinti
analizinde benzer bir sonu¢ goézlenmemistir. Yaptigimiz calismada thiamethoxamin
LCs0/10'Tuk konsantrasyonuna maruz kalan canlilarda tespit edilen kalinti miktarinin
zamanla arttigr gozlenmistir fakat bu artis indoxacarb uygulamasindaki kadar yiiksek

degildir (Cizelge 4.12.).

Yaptigimiz ¢alismada atrazinin LCs¢/100'liik ve LCs0/10'luk konsantrasyonuna 7
ve 14 giin boyunca maruz kalan canlilarda kalint1 analizi ve enzim aktivite sonuglari
karsilastirildiginda; LCsy/10'Tuk yiliksek konsantrasyona maruz kalan canlilarda daha
belirgin bir korelasyon gozlenmistir (Cizelge 4.12.). Yiiksek doza maruz kalan
canlilarda zamana bagl olarak atrazin kalint1 miktar1 azalmis ve buna bagli olarak GST,
CAT, SOD ve GR aktivitesinin diistiigii gézlenmistir. Fakat AChE 6nemli bir degisiklik
olmamustir. GST, CAT, SOD ve GR antioksidan sistem igerisinde énemli enzimlerdir
ve canlilarin maruz kaldig1 pestisit miktar1 zamanla azaldigi i¢in olusan enzim

aktivitesinde de bir diisiis oldugu diisiiniilebilir.

Endosulfanin LCs¢/100'liik ve LCs¢/10'luk konsantrasyonuna 7 ve 14 giin
boyunca maruz kalan canlilarda analiz sonucunda kalintiya rastlanmamistir (Cizelge
4.12.). Organoklorlu bir pestisit olarak endosulfanin LCsy degerinin pg/L diizeyinde

olmasindan dolayi kalint1 tespit araliginin oldukga altinda oldugu diistintilmektedir.

Indoxacarbin LCs¢/100'liik ve LCs¢/10'luk konsantrasyonuna 7 ve 14 giin
boyunca maruz kalan canlilarda kalinti analizi ve enzim aktivite sonuglart
karsilastirildiginda (Cizelge 4.12.); 6zellikle LCsy/10'luk konsantrasyonuna maruz kalan
canlilarda zaman baglh olarak kalint1 miktarinin 6nemli diizeyde arttig1 gozlenmistir.
GST, SOD ve GR aktivitelerinde ise LCs¢/10'luk  konsantrasyona maruz kalan
canlilarda enzim aktivitelerinin inhibe oldugu gozlenmistir. AChE aktivitesinde ise
zamana bagli onemli bir degisiklik olmamustir. Indoxacarbin zaman bagl kalinti
miktarmin bu denli yiiksek olmasinin antioksidan ve detoksifikasyon mekanizmasi

tizerinde olumsuz etkilere neden oldugu diisiiniilebilir.

Yaptigimiz  c¢aligmada  thiamethoxamin  LCs¢/100'lik ve  LCsy/10'Tuk
konsantrasyonuna 7 ve 14 giin boyunca maruz kalan canlilarda kalint1 analizi ve enzim

aktivite sonuglart  karsilastinnldiginda (Cizelge 4.12.); ozellikle LCso/10'Tuk
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konsantrasyonuna maruz kalan canlilarda zamana bagli olarak kalinti miktarinda 6nemli

bir degisiklik gozlenmemistir. Enzim aktivitelerinde de benzer bir sonug elde edilmistir.

Sonu¢ olarak, yaptigimiz c¢alismada atrazin, indoxacarb ve thiamethoxamin
Gammarus kischineffensis igin 96 saatlik LCsy degerlerinin pratik olarak toksik olmadig1
tespit edilmistir. Buna ragmen bu pestisitlerin subletal konsantrasyonlarinin, tek ve
kombine kullanimlarinin bile ksenobiyotikler i¢in biyobelirte¢ olan antioksidan
enzimlerin (CAT, GST, SOD ve GR) seviyelerinde ve AChE enziminde degisiklige yol
actig1 tespit edilmistir. Ayrica kullanilan pestisitlerden indoxacarb ve thiamethoxamin
yeni nesil pestisitler olarak Gammarus kischineffensis gibi hedef olmayan organizmalar
i¢cin daha az toksik oldugu diistiniilmektedir. Fakat yaptigimiz ¢alismada bu iki pestisitin
atrazin ve endosulfan kadar toksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Buradan yola ¢ikarak
cevrede bulunan bir ksenobiyotigin daha az toksik oldugu ileri siiriilemeyecegi gibi
hedef olmayan pek ¢ok canli iizerindeki toksik etkisinin belirlenmesinin de zorunlu
oldugu sonucuna varilabilir. Ozellikle tarimda verimi artirmak ve kaliteli {iriinler elde
etmek icin kullanilan pestisitler diger ksenobiyotiklerden farkli olarak canlilar1 (hem
hedef hem de hedef olmayan organizmalari) 6ldiirmek i¢in 6zel olarak tasarlanmig ve
istenmeyen canlilar1 yok etmek amaci ile kullanilan kimyasallar olmasi nedeniyle
onemli diizeyde cevresel kirlilige neden olmaktadir. Pestisit kullanimindaki riskleri
gosterebilmek ve bu konudaki bilinci arttirmak amaciyla bu ve benzeri calismalar yol

gosterici olacaktir.
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