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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ZEBRA BALIGI (Danio rerio) EMBRIYONIK GELiSiMi UZERINE
GLYPHOSATE'NIN TOKSIK ETKILERI

Ekrem SULUKAN

Atatiitiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Su Uriinleri Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Saltuk Bugrahan CEYHUN

Bu calismada, tarim alanlarinda ve ormanlik alanlarda yabanci otlarin Oldiiriilmesi
amaci ile sik¢a kullanilan, organofosfatli ve segici olmayan bir herbisit olan
Glyphosate’nin zebra baliginin (Danio rerio) embriyonik gelisim doneminde viicut
morfolojisi ve karbonik anhidraz enzimi aktivitesi tizerine etkileri arastirildi. Bu amagla
ana¢ zebra baliklarindan alinan embriyolar 1, 5, 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda
Glyphosate 96 saat siireyle muamele edildi.

Deneme tam sansa bagli basit deneme planina gore, dort tekerriirlii olarak
yuriitiilmiistiir. Calisma bir kontrol, dért muamele grubu olmak tiizere toplam bes grup
bulunmaktadir. Déllenmeyi takiben 4. saatten itibaren Glyphosate’ye maruz birakilan
embriyolar 24, 48, 72 ve 96. saatlerde mikroskop altinda incelenerek, vuciit ve kuyruk
anormallikleri, 6dem varlig1 ve hayatta kalma oranlari degerlendirilmistir. 96. saatin
sonunda larvalardan hazirlanan homojenttan karbonik anhidraz enzim aktivitesi hidrataz

aktivitesi tayin yontemine gore Ol¢lilmiistiir.

Deneme sonunda omurga ve kuyruk bozuklugu bulgularinin yaninda perikardiyal ve
yumurta kesesi 6demi bulgularina da rastlanmis ve fotograflanmistir. 96. saatin sonunda
yapilan enzim aktivitesi Ol¢limii sonucunda, uygulanan Glyphosate konsantrasyonuna

bagli olarak enzim inhibisyonun arttig1 gézlenmistir.
2015, 39 sayfa

Anahtar Kelimeler: Glyphosate; zebra baligi; embriyonik gelisim; karbonik anhidraz.



ABSTRACT

Master Thesis

TOXIC EFFECTS OF GLYPHOSATE ON EMBRYONIC DEVELOPMENT OF
ZEBRAFISH (Danio rerio)

Ekrem SULUKAN

Atatlirk University
Graduate School of Agriculture Faculty
Departmant of Fishery Sciences

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Saltuk Bugrahan CEYHUN

In this study, we investigated the effects of Glyphosate, which is an herbicide
organophosphate and unselective widely used agriculture and forest areas for killing
weeds, on body morphology and enzyme activity of carbonic anhydrase during the
embryonic development of zebrafish. For this purpose, embrios which are obtained
from zebra broodfish were treated with glyphosate concantration respectively
1,5,10,100 mg/I for 96 hours.

The study was carried on according to full aleatory simple test plan and four
replications. There are five groups one is control whereas others are treated. We
evaluated the body and tail abnormalities, presence of oedema and survival rate of
embryos treated Glyphosate from 4 hpf with stereo microscope in 24, 48, 72 ve 96 th
hours. The enzyme activity of carbonic anhydrase was detected with hydratase activity
method from homogenate prepared end of the 96 th hour.

As a result we had determined and photographed vertebra and tail abnormalities besides
pericardial and yorcsak oedema. According to results of enzyme activity we observed
that the activities of the enzyme decreased with increasing Glyphosate concentrations.

2015, 39 pages

Keywords: Glyphosate; zebrafish; embryonic development; carbonic anhydrase.
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1. GIRIS

Giliniimiizde su, en O6nemli dogal kaynaktir ve yasam i¢in mutlak gereklidir. Bilim
adamlarmin yapmis oldugu ¢alismalara gore kiiresel 1sinma ve Kirlilik nedeniyle mevcut
su kaynaklarinin giderek azaldigi saptanmistir. Giiniimiizde diinya niifusu bir 6nceki
yiizyila oranla ii¢ kat artmasina ragmen, su kaynaklarindaki kullanimin alt1 kat arttig
bildirilmektedir (Karaman ve Gokalp 2010). Diger taraftan ziraat ve sanayi kaynakli
kirliligin yaninda evsel atiklarin artmast sonucu kaynak sularimizin daha fazla
kirletildigi gozlenmektedir. Bunun sonucunda da tamamen birbiriyle baglantili olarak,
besin zinciri en alt basamaktan en iist basamaga kadar etkilenmektedir. Ekolojik
dengenin olumsuz ydnde degismesi, beraberinde canli yasamini da olumsuz yonde
etkilemektedir. Bu kirlilik etmenleri besin zinciri yoluyla toprak, sucul ortam, bitki,

hayvan ve insanlara kadar taginarak yasamlar1 tehdit etmektedir.

Pestisitler, tarimsal triinleri, boceklerin, yabanci otlarin ve diger zararlilarin olumsuz
etkilerinden koruyarak verim ve kaliteyi giivence altina almayi amaglayan tarimsal
miicadelede Onemli bir yere sahiptir. Tarimsal alanlara, orman veya bahgelere
uygulanan pestisitler hava, su ve topraga oradan da bu ortamlarda yasayan canlilara
gegmekte ve doniisiime ugrayabilmektedirler (Pulatsti vd 2014). Tarimsal miicadelede
kullanilan pestisitler hedef organizmalar1 yok ederek iiriin artisina neden olabildikleri
gibi, hedef olmayan canlilarda da hasarlara yol agabilmektedirler (McEven and
Stephenson 1979; Amdur et al. 1991).

Pestisitlerin bilingsizce kullanilmasi, yararl tiirler ve direkt veya dolayl olarak insanlar
tizerinde olumsuz etkilere yol agmaktadir. Dogada kimyasal kirlilige yol acan, toprakta,
suda, meyvelerde, sebzelerde ve diger besin maddelerinde uzun siire bozulmadan kalan
ve besin zinciri yoluyla insanlara kadar ulasabilen pestisitlerin alerjik, karsinojenik,
mutajenik ve teratojenik etkilerinin oldugu c¢esitli canlilarda yapilan c¢alismalarla

gosterilmistir (Durmus 2009).



Pestisitlerin ne sekilde ve ne miktarda uygulanacagina yonelik kullanma talimatlarin
bulunmasina ve bu talimatlarin sucul ortamda pestisit bulasmasin1 minimuma indirmeyi
amaglamasina ragmen, pestisit kalintilar1 tarimsal alanlardan sulak alanlara c¢esitli

yollarla tasinabilmektedir (Kaellgvist and Romstad 1994).

Pestisitlerin baglica bulagma yollart:

* Tarimsal uygulamalar (havadan piiskiirtme, riizgar, yiizey akisi ile),

« Insektisit olarak evsel kullanimlar,

* Pestisit Uiretim tesislerinden sizintilar,

* Cesitli endiistriyel kuruluslarin atik sular1 ve bos pestisit ambalajlarinin sucul ortama

ve su kaynaklarina ulagma riski olan alanlara atilmasidir (Egemen 2000).

Tiirkiye’de pestisit tiikketimi etkili madde bazinda 1979°dan 2002 yilina kadar
%45.29’1uk bir artig gostermistir. Bu artisa Karsin tilkemizde pestisit tiikketimi gelismis
tilkelere gore oldukca distiktiir. Tiirkiye’de genel pestisit tiiketimi az olmakla birlikte,
en yogun tiiketilen pestisitler ¢evre ve saglik acisindan 6nemli riskler tasimaktadir

(Delen vd 2005).

Kimyasal miicadelede kullanilan pestisitler sunlardir (Onciier 2004);

« Insektisit : Bocek, haserelere kars: kullanilan ilaglardir.

e Fungusit : Funguslara (Mantar) kars1 kullanilan ilaglardir.
e Herbisit : Yabanci otlara kars1 kullanilan ilaglardir.

e Mollusit : Yumusakgalara kars1 kullanilan ilaglardir.

e Rodentisit : Kemirgenlere karsi kullanilan ilaglardir.

e Nematisit : Yuvarlak solucanlara kars1 kullanilan ilaglardir.

e Akarisit : Akarlara kars1 kullanilan ilaglardir.

Diger yandan zirai miicadelede yaygm olarak kullanilan 4 temel herbisit grubu

bulunmaktadir.



Bunlar;

e Organoklorinler (Organik Klorlular)
o  Pyretroidler
o  Karbamatlar

e Organofosfatlar (Organik Fosforlular) (Anonim 2010).

Organofosfath bilesikler arasinda yaygin olarak kullanilan ve sentetik bir herbisit olan
Glyphosate (GF) [C3HgNOsP (HO-COH;NHCH,P=0 (OH);)],1970 yillarinin basinda
Amerika’da arpa, bugday vb. tahil iirlinlerinde ve endiistri bolgelerinde kullanilirken,
daha sonra tiim diinyada yaygin olarak uygulanmaya baslanmistir. Brezilya’da yapilan
calismada ise GF [N-(phosphonomethyl] glycine]’in piring tarlalarin drenaj sularinin
sucul ekosisteme girisi balik beslenme mevsimi ile eszamanli gerceklestigi bu nedenle
sucul yasam i¢in potansiyel bir tehlike olusturdugu bildirilmistir (Giesy et al. 2000;
Primel et al. 2005).

GF’nin genel olarak uygulanan formiile edilmis iriinleri Roundup, Kleenup gibi
herbisitlerdir. Bu herbisitler isoproylamine tuzunun (¢6ziilebilirlie yardimci) bir
formunu igeren GF lerdir Ki, bunlar ¢esitli anjuvanlari ile daha gelismis bir herbisit
Ozelligi gostermektedir. En Onemli ve yaygin kullanilan anjuvanlardan biri

polioksietilen aminedir (POEA) (Brausch and Smith 2007).

GF tarim alanlarinda ve ormanlik alanlarda istenmeyen bitkilerin 6ldiiriilmesi amaci ile
sik¢a kullanilan, organofosfatli ve secici olmayan bir herbisittir. Bu tiir kimyasallarin
istenmeyen canlilar tizerindeki zararli etkilerinin belirlenmesi amaciyla 6zellikle model
canlilar tlizerine yapilan birgok calisma bulunmaktadir. GF’in etkilerini arastirirken
model organizma kullanilmasinin amaci hiicre, doku, organ ve sistem diizeyinde
biyolojik, fizyolojik ve patolojik mekanizmalar1 anlamak, sistem ve sistemler arasi
iliskiyi 6grenmek, hastaliklara kars1 tedavi yollar1 bulmak ve hastalik veya hasarin tanisi
icin yontemler gelistirmektir. Giliniimiizde pek ¢ok hastalik i¢in, ilgili hastaligin

gelisiminde etkili olan mekanizmalarin anlagilmasini hedefleyen hayvan modelleri



olusturulmustur. Hayvan modelleri, insan hastaliklarinin kaynagi ve gelismesi
sirasinda organizmada meydana gelen degisikliklerin tamamini anlamakta degerli birer
ara¢ olmakla beraber, bu canlilarin sahip olduklar1 tire 6zgli Ozellikler insan

hastaliklarinin tanisinda etkili olabilmektedir (Anonim 2015).

Model organizmalar, laboratuvar ortaminda {iretimi kolay, ucuz ve etik acidan fazla
sorun teskil etmeyen organizmalardir. Bu organizmalar insanlar dahil ¢aligilmasi zor
organizmalarin biyolojik Ozelliklerinin arastirilmasinda kullanilmaktadir. Model
organizmalar 3 farkli grup altinda toplanmaktadir: a. Genetik, b. Deneysel, c. Genomik
seklindedir. Zebra balig1 (Danio reiro) ve Sisen balik (Fugu rubripes) model organizma
olarak kullanilan iki balik tiiriidiir. Uretilen mutant zebra baliklar1 insan hastaliklar1 i¢in
uygun bir modeldir. ilaglarmn denenmesi iginde kullanilir. Alzheimer hastaligi,
konjenital kalp hastaligi, polisistik bobrek hastaligi ve kanser gibi modelleri de igerir

(Dogan 2015).

Zebra baliklari, dayanikli bir tiir olmalari, kolay bulunmalari, laboratuvar ortaminda
yumurta birakabilmeleri, kolay beslenebilmeleri ve ¢ogalmalari, ergin disilerin haftalik
araliklarla yiizlerce yumurta birakabilmeleri, dis dollenme ile tiremeleri, yumurta ve
embriyolarim1 saydam olusu, yumurta ve larva gelisimlerinin kolay izlenebilmesi,
jenerasyon zamanin kisa olmasi ve embriyolarin toksik ajanlara duyarli olusu
nedenleriyle toksikoloji caligmalarinda en siklikla kullanilan model organizmalardan
biridir (Atasayar 2011).

Son yillarda ekotoksikoloji ¢alismalarinda Danio rerio (Zebra baligl) yumurtalari ve
embriyolar1 siklikla kullanilmaya baslamistir (Kimmel et al. 1995). Ote yandan son
zamanlarda zebra balig1 insan ve diger omurgalilarin hastaliklarinin arastirilmasinda
miikemmel bir model organizma olarak kullanilmaktadir. Bunun nedenleri, Zebra balig1
ile insan ve diger omurgalilarin genom yapilarinin benzer olusu, metabolizmalarinin ve
embriyonik gelisimlerinin hemen hemen ayni olmasi, en 6nemlisi insanlarda bulunan
timor baskilayic1 genin (sitokrom P450 grubu) Zebra baliginda da kesfedilmis

olmasidir (Sisman ve Geyikoglu 2010). Ayrica gen transferi yapilarak yeni transgenik



zebra baliklar1 meydana getirilebilmekte ve laboratuvarda iiretilen transgenik baliklar
ayrica insan hastaliklarinda model olarak da kullanilmaktadir (Zon 1999; Dooley and
Zon 2000). Transgenik zebra baliklari, genlerin fonksiyonlarmin ve gen
regiilasyonlarinin calisilmasina olanak saglamalar1 bakimindan diger sistemlere gore

daha iistiin avantajlar sunmaktadir (Ekici 2007).

Baliklarda sitokromlar ve antioksidan enzimler gibi yapilar pestisitlerden kaynaklanan
zararl etkilere karsi hiicresel sistemi koruyabilirler (Alak vd 2011). Enzimler canli
hiicreler tarafindan olusturulan ve canli metabolizmasindaki kimyasal reaksiyonlari
hizlandiran ve higbir yan iriin olusturmadan %100’lik bir {iriin verimi saglayan

biyolojik katalizorlerdir.

Ornegin, karbondioksit’in (CO,) su ile reaksiyona girmesiyle karbonik asit meydana
gelir ve fizyolojik pH’da meydana gelen karbonik asidin bir kismi1 hemen bikarbonat
iyonuna doniismektedir. Iyonizasyon siireci enzim gerektirmez ve asit Ozelligine
baglidir. Canli viicudunda ise bikarbonat iyonu olusmasi karbonik anhidraz (CA)

enziminin katalizorliigiinde meydana gelir (Fresht 1999).

Karbonik anhidraz (CA) enzimi eritrositleri de igine alan pek ¢ok dokuda pH
diizenleyici enzim olarak karakterize edilmistir. Basta asit-baz dengesi olmak iizere
bircok metabolik olayda rol oynamaktadir. Doku/organlar ile akciger arasindaki
COg/bikarbonatin respirasyonu ve transportu ile ilgili kritik fizyolojik olaylarda, pH ve
CO; homeostazinda, elektrolit sekresyonunda, biyosentetik reaksiyonlarda
(glukoneogenez, lipogenez ve iire sentezi), kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, timor
olusumu ve diger birgok fizyolojik ve patolojik olayda gorev alir (Chegwidden et al.
2000; Supuran and Scozzafava 2000). Karbonik anhidraz enziminin Kkatalitik
mekanizmasi; son altmig yildir yapilan ¢alismalar sonucunda CA enziminin;
metabolizmada son derece dnemli olmasi, ¢ozelti ortaminda kararli olmasi ve uygun
sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire bekletilebilmesi gibi avantajli

ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Kiling 2011).



Karbonik anhidraz (Karbonat hidroliyaz, karbonat dehidrataz, karbonat anhidraz,
karbonik asit anhidraz E.C.4.2.1.1) prokaryot, okaryot ve archaea’da yaygin olarak
bulunan ve aktif bolgesinde Zn*? iyonu bulunduran bir metaloenzimdir. Ik defa sigir
eritrositlerinde kesfedilen karbonik anhidraz (CA), canlilarda CO2’nin hidratasyonu ve
HCOs; “in dehidratasyonu reaksiyonlarint tersinir olarak katalizleyen onemli bir

enzimdir (Supuran and Scozzafava 2001).

CO, + H,O z H,CO; 4__> HCO; + H*

Birinci reaksiyon karbonik anhidraz enzimi tarafindan katalizlenirken, ikincisi
kendiliginden yiirliyen bir mekanizmadir. Enzim karbonik asit meydana getirmeden
HCO; ve H olusturarak hem CO,’in uzaklastirilmasinda hem de asit-baz dengesinin

korunmasinda énemli rol oynar.

CA enziminin aktivitesi iki sekilde Olgiilebilmektedir; birincisi, CA’nin fizyolojik
aktivitesi olan CO; hidrataz aktivitesidir, ikincisi ise in vitro sartlarda gergeklestirilen
spektrofotometrik olarak takip edilebilen esteraz aktivitesidir. CO," hidrataz aktivitesi
CO,’nin hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H* iyonundan ileri gelen pH degisiminin brom
timol mavisi indikatdrii ile belirlenip, gegen siirenin Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir.
Esteraz aktivitesi yontemi, karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina

dayanmaktadir.

Canlilarda ¢ok yaygin olarak bulunan CA enzimin bulundugu ortamin sartlarina ve
ithtiyacina gore degisik izoenzimleri mevcuttur. Her gegen giin yeni bir izoenzimi ortaya
¢ikartilmakta olup bilinen 16 tane izoenzimi bulunmaktadir. (Lonnerholm et al. 1985;
Okuyama et al. 1995; Parkkila and Parkkila 1996; Christie et al. 1997; Raisanen et al.
1999). Bu izoenzimlerin bes tanesi sitoplazmik (CA I, II, III, VII ve XIII), iki tanesi
mitokondriyal (CA VA, VB), bir tanesi salgisal (CA VI), dort tanesi membrana baglh
(CA 1V, IX, XII ve XIV), ii¢ tanesi nonkatalitiktir (VIII, X, XI) (Supuran et al. 2004;
Hilvo 2005). CA-XV’nin ise katalitik aktivitesinin diisiik oldugu ve CA-1V ile benzer



ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. CA VIII, IX ve XII izoenzimlerinin tiimdrojen

oldugu belirlenmistir (Nishimoiri 2004; Hilvo 2005; Coban et al. 2009).

Insanda farkli izoenzimlerin gen yapisi belirlenmis ve bu izoenzimlerin hayati
fonksiyonlarinin doku ve organlara gore farklilik gosterdigi bulunmustur. Bu dokular
arasinda; akciger, bobrek, gastrit mukoza, goz lensi, tiikiirik bezleri, kaslar, sinir
miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokular basta gelmektedir ve bunlarin

cogundan CA enzimi karakterize edilmis ve fonksiyonlar1 belirlenmeye calisilmistir

(Hewett-Emmett 2000; Sugrue 2000).

Yapilan tez ¢alismasinda, 96 saat siireyle 1, 5, 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda
GF’ye maruz birakilan zebra baligi embriyolarinda, embriyolojik gelisim doneminde
morfolojik viicut bozukluklar ve hayatta kalma orani 24, 48, 72 ve 96. saatlerde

gbzlenmis ve deneme sonunda karbonik anhidraz enzim aktivitesi degerlendirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Sunulan tezin planlanmasinda, laboratuvar calismalari ve tezin yazim asamalarinda

faydalanilan literatiirlerin 6zetleri asagida verilmistir.

Calismamizda canli materyal olarak bir¢ok bilimsel ¢alismada model olarak kullanilan
zebra baligi tercih edilmistir. Gokge’nin bildirdigine gore zebra baliklart primer
hepatosit kiiltiiriiniin diger hayvan ornekleri kullanimina gére daha kisa siirede veri
toplanmasi, deney materyali olarak birgok avantaj sundugunu kanitlanarak insan
sagligiyla baglantili olarak arastirilmasi i¢in miikemmel laboratuvar modelleri oldugu

bildirilmistir (Gokge 2014).

Insan telomer kisalmasi mekanizmalarina ve telomeraz aktivitesindeki insanlarmkine
benzer degisimler sebebiyle, telomer ve telomeraz ¢alismalarinda Zebra balig1 yogun
olarak kullanilmaktadir. Yildiz yaptig1 calismada zebra baligmin ergin ve yavru
bireylerinde kalp, karaciger, dalak ve disi bireylerde ayrica yumurtalik dokularinda

telomeraz aktivitesini degerlendirmistir (Y1ldiz 2015).

Suda ¢oziinen metal bilesiklerinin baliklar iizerinde etkilerinin aragtirildig: bir diger
caligmada, farkli bakir konsantrasyonlarina maruz birakilan zebra baliklarinin ilk olarak
solungaglarimin etkilendigi, sadece morfolojik olarak degil molekiiler diizeyde de

etkilerinin oldugu saptanmistir (Griffitt 2007).

Karbon 60 (C60), titanyum dioksit (TiOy), bakir (Cu) ve gimis (Ag)
nanopartikiillerinin zebra baligi (Danio rerio) larvalar {izerine etkilerinin aragtirildigi
bir bagka ¢alismada, yeni gelistirdikleri test sistemi ile ii¢ farkli zamanda tekrarlanan
doz-etki deney sonuglarinin tekrarlanabilir oldugu goriilmiis ve LCso degerleri Ag, Cu
ve TiO; NP’ler i¢in sirastyla 0,27; 0,65 ve 897 mg/L olarak hesaplandig: bildirilmistir.
Hg " min farkli konsantrasyonlari ile yapilan MT-2 gen ekspresyon analizleri sonucunda

Hg"?nin gen ekspresyonunu kontrol grubuna oranla 10 kat (%89) arttirdigi tespit



edilmistir. C60 ve TiO, NP’ler ile Hg+2’n1n birlikte etkisinin arastirildigi gen
ekspresyon deneyleri sonucunda C60 ve TiO,’in Hg"?’nin toksisitesini énemli oranda
azalttig1 belirlenmistir. Cu*? ve Cu-NP’iin toksisitelerinin karsilastirildigi deneylerde
Cu*,’1n sebep oldugu gen ekspresyon artisinin Cu-NP’e gore 3 kat fazla oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, sertligi (mg/L CaCOs) yiiksek olan sularda Cu-NP’iin toksisitesinde
artis olurken, EDTA bulunan sularda Cu-NP’iin toksisitesinin azaldig1 saptanmistir

(Boran 2012).

Billsson et al. (1998) dollenmis zebra baligi yumurtalarina 50 pul PCB60, PCB104,
PCB173 ve PCB190 enjekte etmisler ve g¢aligmanin sonunda yiliksek oranda O6lim
meydana geldigi, ddem olusumu, embriyonik gelisimin yavas olmasi ve anterior kusurlu

olusumlar meydana geldigini saptamislardir.

Olsson et al. (1999) PCB60, PCB190 ve PCB104’{i zebra baliklarinin ergin disilerine
enjeksiyonla vermisler ve disilerin yumurta veriminde bir azalmanin oldugunu tespit

etmislerdir.

GF veya ticari tiriinii Roundup’m hayvanlarmn tiremeleri iizerine yapilan ¢alismada ise,
bu herbisitlere maruz kalan disi baliklarda cinsiyet hormon profilinde degisimler,
yumurta verimliligi ve embriyo yasayabilirliginde azalma bildirilmistir (Webster et al.
2014).

Kirleticilere karst sucul organizmalarin tepkileri fizyolojik ve hematolojik
parametrelerin 6lgiilebilecegi bildirilmislerdir (Gimeno et al. 1995; Sancho et al. 1998;
2000; Begum 2004). Glyphosatin toksikolojisi iizerine fare, tavsan, kopek ve sucul
omurgasizlar ve baliklar lizerine calismalar yapilmis olup bitkilerde yiiksek toksik
etkiye sahip iken hayvanlarda nispeten toksik etki tespit edilmemistir (Williams et al.
2000).
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Erkek tavsanlarda yapilan bir ¢alismada, GF maruz birakildiklarinda sperm hiicrelerinde
anormal Oliimlerin artmasima bagli olarak sperm konsantrasyonunun azalmasi tespit

etmislerdir (Yousef et al. 1995).

Cavas and Konen (2007), diinya genelinde yaygin olarak kullanilan GF herbisitin japon
balig1 (Carassius auratus) tizerindeki etkilerini incelemisler ve galismanin sonucunda
GF herbisitinin hedef olmayan sucul organizmalarda da DNA hasar1 meydana

getirdigini bildirmisleridir.

Cavalli et al. (2013)’in fareler lizerinde yapmis oldugu bir diger ¢alismada GF ve
Roundup herbisitlerinin spermatogenesis olusumunun devamliligini saglayan sertoli
hiicrelerinin 6liimlerini etkiledigini bildirmislerdir. Bunun yani sira Walsh et al. (2000)
yapmis olduklari ¢alismada GF’nin farelerde testis leydig hiicrelerindeki protein

olusumunda bozulmalar tespit etmislerdir.

Harayashiki et al. (2013) tarafindan lepistes baliklar1 (Poecilia) tiirleri iizerine yapmis
olduklari ¢alismada GF igerikli Roundup’un sperm fonksiyonlari iizerine negatif etkileri

gbzlemlenmistir.

Yapilan bir diger calismada yine Roundup’in farelerde sperm olusumu iizerinde

degisimlere neden oldugu bildirilmistir (Romano et al. 2012).

Baliklar iizerine yapilan ¢esitli ¢alismalarda, Roundup ve GF’nin hiicresel antioksidan
tiretimini engelleyerek veya ROS (Reaktif oksijen tiirleri) olusumunu tetikleyerek
oksidatif stresi neden oldugu bildirilmistir. Bu herbisitlerden Roundup 6 giinden fazla
stire 1-20 mg/l dozunda uygulandiginda baliklarda proteinler, lipitler ve DNA da
oksidatif zararlara neden oldugu ve hiicresel antioksidanlarin miktarin1 degistirdigi

tespit etmislerdir (Cavalcante et al. 2008; Ferreira et al. 2010).

Kedi baliklar1 (Clarias batrachus) ve yilan baliklarinda (Anguilla anguilla) da 9 giin

stire ile Roundup, GF ve POEA ile yapilan uygulamalarda karaciger hiicreleri ve kan
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hiicrelerinde DNA hasarlar1 bildirilmistir (Guilherme et al. 2010; Castilhos and Cestari
2013).

Glimiis kedi balig1 yavrular {izerine GF ve Roundupun etkilerinin arastirildig: bir baska
caligmada, 0,1 - 100 pg/L GF uygulamalar1 sonucu gonadlarinda herhangi bir degisim
belirlenmez iken 3,6 mg/L Roundup uygulamasinda bazi olumsuz etkiler tespit
etmiglerdir (Le Mer et al. 2013).

Yapilan bir diger ¢alismada GF’nin, yayin baligi (Clarias gariepinus) yavrularinin 6lim
orant ve davranissal tepkileri ilizerine etkileri arastirllmistir. Yavrularda huzursuzluk,
koordinasyonsuz hareketler, denge kaybi ve tankin alt kisimlarinda hareketsiz kalma
gibi birka¢ anormal davranig gdzlenmis ve bunun yani sira herbisit konsantrasyonunun

artisi ile yavrular tarafinda tiiketilen oksijenin azaldigi bildirilmistir (Okayi et al. 2010).

Yavru gokkusagi alabaliklar1 iizerine yapilan bir diger calismada GF’in baliklarin
yiizme performansi ve antioksidan sistemin iizerine etki ettigi ve bulunan degerlerin

karaciger histopatolojik bulgulari ile ortiistiigli bildirilmistir (Topal et al. 2014).

El-Shebly and El-kady (2008), Nil tilapialar1 (Oreochromis niloticus) {izerine Roundup
herbisitinin bityiime hormonu (GH) ve kas protein’inin serum konsantrasyonlari {izerine
etkilerinin arastirildigi calismada, kas protein icerigi Onemli Olgiide azaldigini

saptamislardir.

Herbisit GF bir asetilkolinesteraz inhibitorii olarak siniflandirilmamis olmasina ragmen,
bazi ¢alismalar, saf formu ve ticari formiilasyonlarina in vivo olarak maruz birakildiktan
sonra, asetilkolinesteraz aktivitesinde azalma oldugu bildirmislerdir. Ancak in vitro
olarak yapilan bir calismada kahverengi midye Perna perna, zebra baligi Danio rerio ve
Jenynsia multidentata tiirlerinde kolinesteraz enzim aktivitesi tizerine GF’in etkileri
belirlenmistir. Sonu¢ olarak GF, kolinesteraz enzim aktivitesini farkli balik tiirlerinde

farkli dokularinda inhibe edebildigi ortaya konulmustur (Sandrini et al. 2013).
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Lopes et al. (2014)’nin Zebra baligi (Danio rerio) sperm kalitesi iizerine GF’in
etkilerini arastirdig1 ¢alisma sonucunda, sperm konsantrasyonunda biiyiik bir farklilik
gozlenmedigi fakat sperm hareketlilik siiresinde azalma tespit edilmistir. Buda GF’in
zebra baligi {lreme parametreleri Tlizerine =zararlhi etkileri tetikleye bildigini

gostermislerdir.

Bir diger ¢alismada zebra baligina, Roundup ve GF uygulamasi sonucu embriyonun ilk
evresinde 6liim oranin1 ve yumurtadan erken ¢ikis oranini arttirdigi ve bu kimyasallarin
zebra baliginda oksidatif stres ve iireme toksititelerine neden oldugu tespit etmislerdir
(Webster et al. 2013).

Yapilan tez ¢alismasinda caligilan bir diger parametre olan karbonik anhidraz (CA)
enzimi insan ve fare eritrositlerinden, fare salyasindan, sigir 16kositlerinden ve sigir
kemiklerinden saflastirilmis ve calisilmistir. CA enzimi goz, ciger ve merkezi sinir

sistemi gibi cogu dokuda dagildigini bildirmislerdir (Beydemir and Giilgin 2004).

Lionettoli1 et al. (2000) in vitro sartlarda yapilan bir aktivite calismasinda, yilan
baliklarinda (Anguilla anguilla) kadmiyumun, hem solunga¢ hem de bagirsak CA
izoenzimleri lizerindeki etkisi arastirilmis, solungac ve bagirsak homojenatlarinda CA

aktivitelerinde 6nemli oranda inhibisyon oldugunu tespit etmislerdir.

Yapilan bir diger ¢alismada deltamethrine akut maruz birakilan gokkusagi alabaligi
solungaclarinda CA enziminin inhibisyonu gozlenmistir. Ayni ¢alismada CA enzimi
gokkusagi alabaligi solungacindan saflastirilmis ve deltamethrinin yaninda diazinon,
propoxur ve cypermethrinin inhibisyon etkisi in vitro ortamda arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore tiim pestisitlerin inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmstir (Ceyhun

et al. 2010).
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Bir diger ¢alismada hamsi (Engraulis encrasicolus) ve mezgit (Merlangius merlangus
euxinus) balliklarmin solunga¢ dokularindan CA enzimleri sirasiyla 1473, 2800 EU x
mg™ spesifik aktiviteleriyle ve %26,3, %23,3 saflikta Sepharose-4B-L-tirozin-
siilfanilamid afinite kromatografisi kullanilarak saflastirilmistir. Hamsi ve mezgit baligi
dokulari CA aktiviteleri lizerine bazi agir metallerin (bakir, ¢inko, giimis, nikel,
kadmiyum, kobalt, kursun, demir ve arsenik) inhibisyon etkileri hidrataz ve esteraz

metodu kullanilarak in vitro sartlarda ayr1 ayr1 incelenmistir (Arslan 2013).

Ceyhun et al. (2010) yiiriitmiis olduklar1 ¢alisma Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) solungaglarindan karbonik anhidraz enzimini i¢in afinite kromotografisi ile
Sepharose-4B anilin-siilfonilamid kullanarak saflagtirmislar g¢esitli pestisitlerin enzim

aktivitesi tizerine in vitro etkilerini incelemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma yeri

Arastirma, Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Akvaryum Baliklar1 Uygulama ve

Arastirma Merkezi deneme tinitesinde yapilmustir.

3.1.2. Deneme ortami ve kullanilan malzemeler

Deneme steril 100 ml lik cam beher kaplar igerisinde gergeklestirilmistir. Her grup igin
esit sayida yumurta iceren beherler 28.5°C sicakliktaki su banyosunda konularak
deneme siliresince yumurtalarin optimum sicaklikta kalmalar1 saglanmistir. Calisma igin
kullanilan karanlik odada 10 saat giindiiz 14 saat gece olmak iizere fotoperiyot

uygulamasi yapilmistir.

3.1.3. Balik materyali

Yapilan ¢alismada, 6zellikle toksikoloji ¢aligmalarinda siklikla tercih edilen bir model
organizma olan AB genotipli zebra baligi (Danio rerio) embriyolari kullanilmistir.
Aragtirmada zebra baliklarmin kullanilmasimin bir¢ok nedeni vardir. Bunlardan en
onemlileri, besleme ve biiylime c¢alismalarinda model organizma olarak kullanilmasi,
ozellikle son yirmi yilda omurgali gelisimi ve insan hastaliklarini modellemede

kullaniliyor olmasidir.

Zebra balig1 Cyprinidae familyasini ait bir tiir olup, anavatan1 Giineydogu Asya, baskin
olarak da Pakistan ve Hindistan’dir. Bu tez calismasi, Oregon Universitesi (ABD)
Uluslararas1 Zebra Baligi Kaynak Merkezi’nden temin edilen AB genotipli zebra

baliklar1 embriyolarinda yiiriitilmiistiir.
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Sekil 3.1. Denemede anag olarak kullanilan 1 yasindaki AB genotipli zebra baliklar
(Danio rerio)

Phyllum: Chordata
Classis: Actinopterygii
Ordo: Cypriniformes
Familia: Cyprinidae
Genus: Danio

Species: Danio rerio

AB genotipi ilk olarak 70’li yillarda daha giizel goriiniimlii ve saglikli yavrular elde
etmek icin Oregon Universitesi arastirmacilari tarafindan 1slah edilmistir. Sonralar1 bu
hat, 6zellikle molekiiler biyolojide yeni ve teknolojik yontemlerin gelismesi ile birlikte

toksikoloji ¢calismalarinda ideal bir model olmustur.

3.1.4. Uygulanan kimyasal

Yapilan caligmada GF kaynagi olarak 480 gr/l konsantrasyonunda glyphosate
isopropilamin tuzu iceren ve Kleenup ticari adiyla piyasada bulunan herbisit

kullanilmastir.
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Cizelge 3.1. Glyphosate’nin molekiiler yapis1 ve 6zellikleri

2-(phosphonomethylamino) asetat

@) O
PPN
HO™ | OH
HO

Renk: Sarims1 kahverengi - Beyaz
Form: Graniil (serbest akisli, tozsuz, higroskopik)
Koku: Hafif
Yanma noktasi: Yoktur, yanict kati madde olarak
siniflandirmaz
Erime Noktasi: 185 °C
Partikiil ebadi: 700 um (parcacik ¢api)
Molekiil agirligi: 169,1
Yogunluk: 0,70 g/cm3; (toz yogunlugu)
Cozintrlik (Su): 10,1 g/L (20°C)
pH: 3,6 10 g/L

3.1.5. Kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

e Tris HCI Tamponu;
e 25 mM Tris
e 0,1 Na,SO,

e Veronal Tamponu;
e 0,025 M Sodyum barbatil (CgH12N,03)

e E3 Medium Cozeltisi,
e 5mM NaCl

e 0,17 mM KCI

e 0,33 mM CaCl;

e 0,33 mM MgSO,

e %0,01 Metilen Mavisi
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3.2. Yontem

3.2.1. Deneme plam ve kimyasalin uygulanmasi

Deneme tam sansa bagli basit deneme planina gore, dort tekerriirlii olarak ortami
yenilenen toksikoloji deneyleri esasina gore dizayn edilmistir. Denemede biri kontrol,
dordii muamele olmak iizere toplam 5 grup bulunmaktadir. Muamele gruplarmna 1, 5, 10
ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda GF uygulanmistir. Denemenin ilk giiniinde alinan
yumurtalardan rastgele secilen 20 yumurta igerisinde 30 ml E3 (5mM NaCl, 0,17 mM
KCI, 0,33 mM CaCl,, 0,33 mM MgSO,, %0,01 metilen mavisi) bulunan 100 ml’lik
beherlere alinmistir. Dollenmeyi takip eden ilk 4 saat siiresinde yumurtalar siirekli
gozlenmis ve dollenmemis yumurtalar uzaklastirilarak yerine dollenmis yumurta ilave
edilerek 20 embriyo ile denemeye baslanmistir. 4. saat sonunda kontrol ve muamele
gruplar1, belirtilen konsantrasyonlarda E3 ortam icerisinde hazirlanmis kaplara
aktarilarak sicakligr 28,5°C’ye ayarlanmig su banyosuna konulmustur. Tiim deneme

ortamlar1 her giin yenilenmistir.

3.2.2. Embriyo morfolojilerinin izlenmesi ve degerlendirilmesi

Deneme baslangicindan itibaren 24, 48, 72 ve 96. saatlerde tiim gruplara ait tiim
embriyolar Zeiss marka Discovery V12 model stereo mikroskop altinda
gorlintiilenmistir. Bu asamada embriyolarin, viicut morfolojilerindeki anormallikler ve
hayatta kalma oranlar1 kaydedilmistir. Viicut morfolojilerindeki anormalliklerin
belirlenmesinde, kuyruk sekil bozuklugu, omur sekil bozuklugu, viicudun herhangi
bolgesinde meydana gelen 6dem bulgular aranarak kaydedilmistir. Hayatta kalma orani

ise, her giin her grupta bulunan 6lii embriyolar sayilarak hesaplanmistir.
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3.2.3. Enzim aktivite ol¢iimii

3.2.3.a. Homojenat hazirlanmasi

96. saat sonunda her gruptan 5 larva uygun miktar Tris-HCI tamponu igerisinde Qiagene
marka Tissue Laser model homojenizator yardimi ile homojenize edilmistir.
Homojenize edilen larvalar 4°C sicaklikta 13 000 rpm de 30 dk boyunca santrifiij

edilmis ve siipernatant aktivite 6l¢iimii i¢in kullanilmistir.

3.2.3.b. Enzim aktivite ol¢iimii

Karbonik anhidraz enzimi in vitro sartlarda iki farkli aktiviteye sahip olan nadir
enzimlerden bir tanesidir. Bu yiizden enzimin izoenzimlerinin bu o&zelliklerinden
faydalanilarak esteraz ve hidrataz olmak tizere farkli iki aktivite Ol¢lim yOntemi
gelistirilmistir. Yapilan tez ¢alismasinda hidrataz aktivitesi kullanilmustir. Hidrataz

aktivitesi ile CA aktivite 6l¢iimii icin saglam sonuglar alinmaktadir.

Bu yontem Rickli ve arkadaslar1 tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson
yontemidir (Wilbur and Anderson 1948). CO’nin hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H*
iyonundan ileri gelen pH degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gegen

stirenin Ol¢lilmesi esasina dayanmaktadir.

Karbonik anhidraz enzimi canli metabolizmasinda CO;’in HCOj3z’a doéniisiimiini
katalizlemektedir. Bu esasa dayanarak hidrataz aktivitesi deneyi ile bu enzimin
aktivitesi belirlenmektedir. Bu amagla, kor olarak hazirlanan deney tiipiine 1 ml 0,025
M veronal tamponu (pH:8,2), 0,1 ml %0,04°liikk brom timol mavisi, 0,6 ml saf su ve son
olarak 2,5 ml CO, (substrat) ¢ozeltisi ilave edilmistir. CO, ¢ozeltisi katildigi andan
itibaren indikatoriin mavi renginin sarimsi yesile doniismesi yani pH’in 8,2°den 6,3’e
diismesi i¢in gegen siire bir kronometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bu siire kor deger i¢in
hesaplandigindan to olarak adlandirilmaktadir. Numune tiipitinde ise sudan 0,05 ml

azaltarak bunun yerine siipernatant ilave edilmis ve yine deney tiipline en son substrat
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(CO,) ¢ozeltisi ilave edilerek, indikatoriin mavi renginin sarimsi yesile doniismesi

(pH:6,3) icin gegen siire bir kronometre vasitasiyla belirlenmistir (tc).

Bu yonteme gore CA aktivitesi i¢in bir enzim tinitesi (EU) enzimsiz olarak meydana
gelen CO; hidratasyonu siiresini yartya indiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir.
Calismada asagidaki formiil kullanilarak her gruba ait enzim fiinitesi hesaplanmigtir

(Maren 1960).

Cizelge 3.2. Hidrataz aktivitesinde kullanilan maddelerin katilma siras1 ve miktarlari

Kontrol Tiipii Nimiine TApi

Kor
Kullamlan maddeler (Kor) ((11))

(nD)
0,025 M veronal tamponu
pH=8,2
%0,04’liik brom timol mavisi

3.2.4. istatistiksel analiz

Yapilan ¢aligma tam sansa bagli basit deneme planina gore, dort tekerriirlii olarak
yapilmistir. Gruplar aras1 fark varyans analizi yapilarak belirlenmistir (ANOVA).
Istatistiksel dnem p<0,05 seviyesinde SPSS 17.0 ile Two-Way ANOVA and Duncan

¢oklu karsilastirma testleri kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Morfolojik Bulgular

4.1.1. Gozlenen viicut bozukluklar:

Dollenmeyi takiben 4. saatten itibaren dort farkli dozda GF uygulanan embriyolar, 96
saat boyunca 12, 24, 48 ve 96. saatlerde mikroskop altinda incelenmis ve gozlenen
viicut bozukluklar1 fotograflanmistir. inceleme sirasinda kuyruk sekil bozuklugu, omur
sekil bozuklugu, viicudun herhangi bolgesinde meydana gelen 6dem bulgular1 aranarak
kaydedilmistir. Yapilan inceleme sonucunda 10 mg/l dozunda 1 embriyoda ve 100 mg/I
dozunda ise 2 embriyoda perikardiyal 6deme rastlanmigtir (Sekil 4.4). 100 mg/l
dozunda 1 embriyoda ise yumurta kesesi ddemi bulgusuna rastlanmigtir. Yine yapilan
inceleme sonucunda, 1 mg/l dozunda 2 embriyoda, 5 mg/l dozunda 5 embriyoda, 10
mg/l dozunda 5 embriyoda ve 100 mg/l dozunda ise 9 embriyoda kuyruk ve/veya omur

bozuklugu bulgusuna rastlanmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.5).
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Sekil 4.1. Omur bozukluguna ait bulgu
(A kontrol 96 hpf, B 100 mg/l doz 96 hpf, C B’den detay) (Bar 50 um)
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Sekil 4.2. Kuyruk bozukluguna ait bulgu
(D kontrol 72 hpf, E 100 mg/l doz 72 hpf, F E’den detay) (Bar 50 um).
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Sekil 4.3. Viicut sekil bozukluguna ait bulgu
(G kontrol 96 hpf, H 100 mg/l doz 96 hpf) (Bar 50 um)

Sekil 4.4. Perikardiyal 6deme ait bulgular
(LK 100 mg/l doz 72 hpf) (Bar 50 um)
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Sekil 4.5. Gozlenen viicut bozukluklarinin uygulanan GF konsantrasyonuna gore seyri
(p<0,05)

4.2. Hayatta kalma orani

Dollenmeyi takiben 4. saatten itibaren dort farkli dozda GF uygulanan embriyolar 96
saat boyunca 12, 24, 48 ve 96. saatlerde incelenerek Olii embriyolar ortamdan

uzaklastirilarak sayilar1 kaydedilmis ve yiizde olarak hesaplanmistir (Sekil 4.6).

100 a
b b
80
b b
60
40
20
0
1 5 10 100

kontrol

HAYATTA KALMA ORANI (%)

GLYPHOSATE KONSANTRASYONU [MG / L]

Sekil 4.6. Uygulanan GF konsantrasyonuna gore embriyolarin 96 saat sonunda hayatta
kalma oranlar1 (p<0,05)
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4.3. Enzim aktivitesi bulgular:

96 saat boyunca 4 farkli dozda GF’ye maruz birakilan embriyolardan 5’er tanesi
uygulama sonunda karbonik anhidraz enzim aktivitesi analizi i¢in kullanilmistir.

Yapilan analiz neticesinde elde edilen sonuglar Sekil 4.7°de verilmistir.

100
80
60

40

ENZIM AKTIVITESI (EU/ML

20

a

kontrol

b
o
d
M .
1 5 10 100
GLYPHOSATE KONSANTRASYONU [MG / L]

Sekil 4.7.Uygulanan GF konsantrasyonuna gore 96 saat sonunda embriyolarda gézlenen
karbonik anhidraz enzimindeki inhibisyon (p<0,05)
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5. TARTISMA ve SONUC

Glyphosate (GF) (N-phosphonomethyl glycine), tarim alanlarinda ve ormanlik alanlarda
yabanci otlardan korunmak amaci ile yaygin bir sekilde kullanilan, organofosfatli ve
secici olmayan bir herbisittir (Chan and Mahler 1992). GF tarim alanlarinda uygulama
esnasinda havanin riizgarli ve yagisli olmasi nedeniyle ¢evreye yayilimi ve birikimi
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Daruich et al. 2001). GF, giderek artan kullanimi
nedeni ile hedef olmayan organizmalarda morfolojik ve fizyolojik degisikliklere ve
uygulama esnasinda yayildigi alanlarda hedef olmayan iirlinlerde hasara, neden
olmaktadir (Tate et al. 1997; Gilreath et al. 2000). Tarim iriinlerinin GF igerikli
herbisitlere kars1 direng kazandirilmasi amaci ile bazi kiiltiir bitkilerine genetik
modifikasyon yapilmis ve cift¢iler, bu modifiye {iriinlerinin direngli olmalarinin verdigi
rahatlikla GF igerikli herbisitleri tarim alanlarinda daha fazla kullanmaya baslamislardir
(Kolpin et al. 2006). Giiney Brezilya’da 2000-2002 yillar1 arasinda soya fasulyesi ve
misira 4562 ton GF uygulanmistir (Inoue et al. 2003). Bu bilingsizce kullanim
sonucunda, cevre tahribati, insan Oliimleri ve pek ¢ok canli tiiriiniin tiikenmesi ile
sonuglanmaktadir (Benbrook 2001). GF kullanim amaci bitkilerin {iretimiyle,
triinlerden alinan verimin arttirilmast amaclanmakta fakat bu bitkilerin tiiketilmesi yolu
ile insanlar ve hayvanlar GF’a maruz kalmaktadirlar (Takahashi et al. 2001). Diger
yandan GF direngli ‘siiper yabanci otlar’ ortaya ¢ikmakta ve bunlarin temizlenmesi de
daha fazla GF kullanimmi gerektirmektedir. Ozellikle tarim alanlarinda kullanilan
miktarindan diisiik dozlar1 dahi memeli hayvanlarin gebelik déneminde toksik etkiler
gostermektedir. Hamilelik doneminde GF igerikli herbisitlere maruz kalan kadin
is¢ilerde diisiik oraninda artis ve erken dogum gibi hamilelik problemlerinin oldugunu
gosteren ¢aligsmalar bulunmaktadir (Savitz et al. 1997; De Roos et al. 2005). GF’in su
ortaminda ¢oziiniirligi 15,7 mg/L’dir (Rodrigues and Almeida 1998). Sudaki yar1 6mrii
12 saatten 7 haftaya kadar degisiklik gosteren GFin, sudaki kaliciligi topraktaki
kaliciligina gore daha azdir ve sudaki yiiksek c¢oziiniirliigii genellikle ortamda

Polioksietilen amin’e baghdir (Perkins et al. 2000; Tsui and Chu 2003, 2004).
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Bilindigi ilizere tarim alanlarinda istenmeyen canlilarla miicadele ig¢in yaygin olarak
kullanilan kimyasallarin hedef olmayan canlilar {izerine etkilerinin arastirilmas1 biiyiik
onem arz etmektedir. S6z konusu kimyasal maddeler, organizmaya girdikten sonra
organizmada ¢esitli reaksiyonlar gerceklesir. Bunlardan ilki Faz I olarak nitelendirilen
ve Ozellikle sitokrom ailesinden birgogunun da i¢inde bulundugu cesitli enzimlerin
vasitastyla hidrofobik o6zellikte olan maddelerin hidrofilik 6zelligini artirarak su ile
birlikte viicuttan uzaklastirilmasidir. Bu esnada enzimler araciligi ile reaksiyona giren
maddelerin yapilar1 degisir ve metabolit adi1 verilen yeni bilesikler ortaya ¢ikabilir. Bu
durum kimyasal maddenin partitisyon katsayist ile orantili olarak degismektedir.
Logaritmik bir deger olan ve maddelerin organik ortamdaki ¢oziiniirliigiiniin sudaki
¢Oziiniirliigline oranini ile hesaplanan partitisyon katsayisi, viicuda giren maddelerin Faz
I reaksiyonlari ile atilip atila bilemeyecegi konusunda fikir sahibi olmamiz1 saglar. Oyle
ki partitisyon katsayist i¢cin 3 smir deger olarak kabul edilmektedir (Parlak vd 2009).
Bunun anlami, madde organik fazda suda ¢oziindiiginden 1000 kat daha fazla ¢oziinme
egilimindedir. Maddenin kimyasal yapisina da bagli olmakla birlikte genellikle bu
degerin 3’ten biiylikk olmasi durumunda Faz I reaksiyonlar1 yetersiz kalacak ve
organizma s0z konusu maddeyi atabilmek i¢in cesitli konjiigasyonlarin gerceklestigi
Faz II reaksiyonlarin1 kullanacaktir. Buradan da sonu¢ alinamamasi durumunda

biyoakiimiilasyon olarak isimlendirilen viicutta birikim ger¢eklesecektir.

Viicuda alman kimyasallar degisik organlarda toksik etki olusturabilir. Toksisiteyi
belirleyen 6nemli faktorler doz, kimyasalin 6zelligi ve birey duyarliligidir. Genel olarak
diisiik dozlarda toksisite goriilmemesine ragmen doz arttik¢a toksisite de artar. Diger
taraftan diisiik dozlarda ayni kimyasala siirekli maruz kalan canlilarda kimyasalin

ozelligine gore uzun siirede olumsuz etki goriliir.

Toksik maddelerin bu etkilerinin hedef alinmayan canlilarda belirlenmesi, bu triinlerin
kullanim kosullar1 ve dozlar1 hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir. Ayrica bu tiir
caligmalarin model organizmalar iizerinde yapilmasiyla, s6z konusu maruziyetin
insanlarda olmasi durumunda gozlenebilecek etkilerin tahmin edilebilmesi noktasinda

daha tatmin edici veriler elde edilebilmektedir.
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Yapilan bu tez g¢alismasi, bilim diinyasinda yaygin olarak kullanilan ve onemli bir
omurgali modeli olan zebra baliklar1 iizerinde yapilmistir. AB genotipli zebra baligi
anaglarindan elde edilen embriyolara 1, 5, 10 ve 100 mg/l dozlarinda GF uygulanmis ve
embriyonik gelisim donemindeki morfolojik bozukluklar tespit edilmistir. Yiriitmis
oldugumuz bu calismada kuyruk sekil bozuklugu, omur sekil bozuklugu, viicudun
herhangi bolgesinde meydana gelen 6dem bulgular aranarak kaydedilmistir. Elde edilen
sonuglara gore artan GF konsantrasyonuna paralel olarak gozlenen morfolojik
bulgularin sayis1 da artmustir (Sekil 4.5). Yapilan inceleme sonucunda 10 mg/l dozunda
1 embriyoda ve 100 mg/l dozunda ise 2 embriyoda perikardiyal 6deme rastlanmistir
(Sekil 4.4). Yine yapilan inceleme sonucunda, 1 mg/l dozunda 1 embriyoda, 5 mg/l
dozunda 3 embriyoda 10 mg/l dozunda 5 embriyoda ve 100 mg/l dozunda ise 7
embriyoda kuyruk ve omur bozuklugu bulgusuna rastlanmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3). Elde

edilen bulgular literatiirlerde yapilan benzer ¢alismalarla ortiismektedir. Oyle ki;

Yapilan bir ¢alismada 10 mg/L konsantrasyonunda 21 giin boyunca GF’ye maruz
birakilan zebra baliklarinda yumurta veriminin diistiigii tespit edilmistir. Ayni calismada
erken embriyonik donemde 6liim oraninin ve yumurtadan erken ¢ikis oraninin arttirdigi
ve bu kimyasallarin zebra baliginda stres gibi lireme toksititelerine neden oldugu

bildirilmistir (Webster et al. 2013).

Brezilya’da yiiriitiilen bir diger ¢alismada dogal sularda GF’mn 65 pg/L bulundugunu
tespit etmisler ve zebra baliklar1 bu orana 15 giin boyunca maruz birakilmigtir. Sonug
olarak zebra baliklarinda hedef olmayan organizmalara toksik etki ettigi, ayrica disi
baliklarin tiremesinde olumsuz yonde etkili olabilecegini saptamiglardir (Armiliato et al.

2014).

Lopes et al. (2014) yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 5 ve 10 mg/l konsantrasyonlarinda
GF’ye maruz birakilan zebra baliklarinda spermatik hiicre yogunlugu, sperm
hareketliligi gibi sperm kalite parametrelerini incelemislerdir. Elde edilen sonuglarina
gore sperm konsantrasyonunda onemli bir fark gdzlenmezken sperm hareketliliginde

azalma gozlenmistir.
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Willey and Krone (2001), tarafindan yapilan calismada zebra baligi embriyolarina
yiiksek dozda (10-7 M) endosiilfan ve nonilfenol uygulamasi yapilarak zebra balig
embriyo ve prelarvalarindaki degisimler gozlenmistir. Endosiilfan ve nonilfenol
uygulamalar1 dollenmeden sonraki 2. saatte yapilmustir. Endosiilfan uygulamasi
sonucunda 3-4 giinliik zebra baligi prelarvalarinda anormal dairesel yiiziis, omurgada
anormallikler ve govde ekseninde egrilmeler tespit edilmistir. Hem endosiilfan hem
nonilfenol uygulamasi1 sonucunda prelarvalarda 6dem olusumlari, mikrosephali (bas

olusumunun normalden kii¢iik olmasi) ve harekette yavaslama tespit edilmistir.

Farkli bir tiir tizerinde GF denemesinde ise, Tate et al. (1997) Pseudosuccinea
columella (su salyangozu) ile yaptiklari1 ¢alismada, uzun dénem sub-letal dozda (0,1-10
mg/L) yumurtadan c¢ikma oraninda, yumurta yayiliminda, iireme potansiyelinde,

biiylime ve gelisim oraninda azalma tespit etmislerdir.

Siluridae familyasina ait bir balik tiirii Jundi’a (Rhamdia quelen) ile yapilan sub-letal
calismada GF’imn, fertilizasyon oranmi, kulugka randimani, tek seferde yumurtadan
c¢ikan yavru sayisini, embriyonun hayatta kalmasi ve gelisimini etkileyebilecegi

belirtilmistir (Soso et al. 2007).

Saglikli 80-100 g’lik 72 Cyprinus carpio ile yapilan bir diger ¢alismada, kontrol grubu,
1. grup (Roundup’in %0,05°lik sulu ¢ozeltisi; 205 mg GF/L, 1 saat uygulama) ve 2.
grup (Roundup’in %0,1°lik sulu ¢ozeltisi; 410 mg GF/L, 0,5 saat uygulama) olmak
tizere li¢ grup olusturularak Roundup uygulamasi yapilmistir. Roundup uygulanan

baliklarda, her iki dozda da oliimler gortilmiistiir (Szarek et al. 2000).

Cyprinus carpio’larla yapilan diger bir akut toksisite testinde, 96 saatlik uygulama
sonucu Roundup’in LCsy degeri ise GF’inkinden daha diisiik olmakla birlikte (2 ila 55

mg/L), bu degerin balik tiiriine, gelisim donemine ve ortam kosullarina gore degistigi de

tespit edilmistir (Jiraungkoorskul et al. 2002).
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Brezilya’nin giiney ve gilineydogu bolgesinde biyoindikatér olarak tanimlanan
(Camargo and Martinez 2006; Simonato et al. 2007), neotropikal bir balik tiiri,
Prochilodus lineatus jiivenillerinde Roundup’mn LCsy degeri 13,7 mg/L gibi olduk¢a
diisiik bir deger olarak belirtilmistir (Langiano and Martinez 2008). Yapilan bu
calismada da GF’1n hayatta kalma oraninda biiyiik dl¢tide etki ettigi goriilmiistiir.

Bir diger organofosfat herbisit olan paraquat yilanbas (Channa punctata) (Parvez and
Raisuddin 2006), zebra balig1 (Danio rerio) (Bretaud et al. 2004) ve gokkusagi alabaligi
(Stephensen et al. 2002) {izerine uygulanmis ve sonugta oksidatif stresi artirdigi rapor

edilmistir.

Silika nanopartikiilleri (SiINPs)’ nin toksik etkisinin arastirildigi bir diger ¢aligmada ise
zebra baligi embriyolar1 96 siiresince SiNPs (25, 50, 100, 200 mg / ml) ile muamele
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore 6liimler, yumurtadan ¢ikma oraninda azalma ve
viicut anormallikleri tespit edilmistir. Ayrica bizim ¢aligmamiza benzer sekilde
uygulanan doza bagl bir sekilde perikardiyal 6dem, kuyruk ve bas abnormalite tespit
edilmistir (Duan et al. 2013).

Yiiriitilen ¢alismada incelenen bir diger parametre ise karbonik anhidraz enziminin
aktivitesindeki degisimdir. Karbonik anhidraz (CA) yetiskin zebra baliklarinda
karbondioksit atilimi i¢in ¢ok Onemliyken larva donemindeki karbonik anhidraz
fonksiyonu ve ekspresyonu ile ilgili ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Gilmour et al. (2009)
tarafindan yapilan calismada dollenmeden sonra 0-120 saat arasinda CA enzim
aktivitesi incelemislerdir. Calisma sonucunda 24 ile 48 saat arasinda olan zebra balig1
larvalarinda CO; atilimi artisi igin gerekli olan CA aktivitesi basladigini tespit

etmislerdir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda 1, 5, 10 ve 100 mg/l dozlarinda GF 96 siireyle maruz
birakilan uygulanan zebra baligi larvalarinda uygulama sonunda CA enzim aktivitesi
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore artan GF konsantrasyonun CA enziminde artan

inhibisyona neden oldugu saptanmistir (Sekil 4.7). Tiim uygulama gruplarinda kontrol
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grubuna gore 6nemli derecede inhibisyon goriilmiistiir. En fazla inhibisyonun goriildiigii
doz 100 mg/l olmasina karsin 10 kat daha diisiik uygulanan dozda goriilen inhibisyon
etkisi 100 mg/l dozunda goriilenden istatistiksel olarak farkli ¢tkmamistir. Bu durumda
zebra baligr embriyolar1 i¢in 96 siirelik maruziyette 10 mg/l dozun karbonik anhidraz
enzimi i¢in en etkin konsantrasyon oldugu sdylenebilir. CA 6zellikle baliklarda CO,’nin
eleminasyonunun yaninda asit-baz dengesinin ayarlanmasinda kritik 6neme sahip bir
enzimdir. Dolayisiyla s6z konusu doz CA aktivitesinde goriilen inhibisyon énemli bir

markir olabilir.

Beydemir et al. (2011) yaptig1 bir calismada ise, farkli stok yogunluklarinin gékkusagi
alabaliklar1 karaciger, kas, solungag ve bobrek CA enzimi aktivitesi iizerine etkileri
arastirilmistir. Elde edilen sonuglar solungaglarda CA enziminin aktivitesinin artan stok

yogunluguna paralel olarak arttig1 diger organlarda ise azaldig1 tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak yapilan calismada, ugulanan dozlardaki GF’in 6nemli bir model
organizma olan zebra baliklarinin embriyonik gelisimlerini olumsuz yonde etkiledigi,
viicut morfolojilerinde ¢esitli bozulmalara neden oldugu ayrica CA enzimi aktivitesinde
inhibisyona neden oldugu saptanmistir. Uygulanan dozlarin diisiikliigli, s6z konusu
pestisitin yaygin kullanimi, suda kolaylikla ¢6ziinebildigi ve elde edilen bulgular

15181nda asagidaki sonuglar ¢ikarilabilir;

e Tarim alanlarinda GF kullaniminin kontrollii olarak yapilmasi,

e  Ogzellikle hamilelik dénemdeki kadinlarin sakinilmasi,

e llaglama faaliyetlerinde havadan degil daha kisa menzilli yem araglarmin

kullanilmasi,

e llaglamalarda su kaynaklarma ulasimmin engellenmesi icin gerekli tedbirlerin

alinmasi,
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e Riizgarlh havalarda tasinma ihtimalinin artmasindan dolayi ilaglama faaliyetlerinde

atmosfer olaylarmin dikkate alinmasi,

e Insanlara ve insanlar tarafindan tiiketilen canlilara ulasmamasi ic¢in tarimsal

tirtinlerde pazara ulagmadan gerekli 6nlemlerin alinmasi.
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