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OZET

Bu c¢alismada, kadmiyum (Cd)’un Gammarus pulex’te sicakliga bagli olarak
olusturdugu oksidatif stres incelenmistir. G. pulex’e 10, 14 ve 18 °C’de 96 saat siireyle
farkli Cd konsantrasyonlari uygulanarak LCsy degerleri belirlenmistir. Probit analizi
sonucunda LCsg degeri; 10 °C sicaklik igin 51,79 + 1,2 ng'l, 14 °C sicaklik i¢in 47,67 +
0,6 pgL™ ve 18 °C sicaklik igin 33.93 + 0.6 ugL™ olarak belirlenmistir. LCso degerlerinin
sicaklik artigina bagl olarak azaldigi goriilmiistiir.

G. pulex’e 10, 14 ve 18°C su sicakliginda 0,00 pgL™"Cd (kontrol), 1,25 pugL™, 2,50
pgl™ ve 5,00 pgL™ konsantrasyonlarinda Cd uygulanmus ve Oksidat,f stresin bir
gostergesi olarak malondialdehit (MDA) diizeyi ile katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GPx) enzim aktivitelerindeki degisim ler belirlenmistir.

MDA diizeyinin sicaklik ve Cd konsantrasyon artisina bagl olarak arttig:
belirlenmistir. MDA diizeyi, 14 ve 18 °C sicaklikta 2,50 pugL™ Cd ve 5,00 pgL™ Cd
uygulanan gruplarda, 10 °C sicaklikta kontrol ve 1,25 ugL™ Cd uygulanan gruplara kiyasla
istatistiksel agidan anlaml diizeyde artmistir (p<0,05).

CAT enzim aktivitesinin artan sicaklikla diistiigii, Cd’un konsantrasyonundaki
artisa bagli olarak arttig1 belirlenmistir. En diisiik CAT enzim aktivitesi 18 °C sicakliktaki
ve kontrol grubunda, en yiiksek enzim aktivitesi 10 °C sicaklik ve 5,00 pgL™ Cd uygulanan
grupta tespit edilmistir. Gruplar arasindaki farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu
belirlenmistir (p<0,05).

GPx enzim aktivitesinin artan sicaklikla diistiigli, Cd’un konsantrasyonundaki artiga
bagli olarak arttig1 belirlenmistir. En diisiik GPx enzim aktivitesi 18 °C sicaklik ve kontrol
grubunda, en yiiksek enzim aktivitesi 10 °C sicaklik ile 0,00 pgL™ ve 5,00 pgL™ Cd
uygulanan gruplarda tespit edilmistir. Gruplar arasindaki farkin istatistiksel agidan anlamli
oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Oksidan diizeyleri ve antioksidan aktivitelerinin ortalama degerleri artan sicaklik ve
konsantrasyon agisindan incelendiginde; sicaklikla MDA diizeyleri ve CAT enzim
aktivitelerinin arttigi, GPx enzim aktivitesinin diistiigli belirlenmistir. Konsantrasyona
bagli olarak ise MDA diizeylerinde, CAT ve GPX enzim aktivitelerinde artis oldugu
belirlenmistir

Calismada elde edilen sonuglara gore; sicakligin, Cd’un G. pulex’te olusturdugu
oksidatif stresi daha da arttirdig1 tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gammarus pulex, Kadmiyum, Oksidatif Stres, Antioksidan,
MDA, CAT, GPx



ABSTRACT
Determination of the Effect of Temperature Changing on Cadmium Toxicity in

Freshwater Amphipod Gammarus pulex (L., 1758)

In this study, the oxidative stress effects of cadmium (Cd) toxicity depend on water
temperature was investigated on Gammarus pulex. The lethal concentration (LCsp) values
for G. pulex which were exposed to various Cd concentrations for 96 hours were
determined at different temperatures as 10, 14 and 18 °C. LCsq values from probit analysis
was found to be; 51.79 + 1.2 l,tgL'1 for 10 °C, 47.67 £ 0.6 ugL'1 for 14 °C and 33.93 £ 0.6
ngL™ for 18 °C. LCs values were decreasing with increasing the temperature.

The temperatures of 10, 14 and 18°C and the concentrations of 0,00 pgL™Cd
(control), 1,25 pgL™, 2,50 pgl ™" and 5,00 pgL ™ Cd were applied To G. Pulex and oxidant
level malondialdehyde (MDA) with catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx)
enzyme activities were investigated.

The level of MDA was increasing with increasing of temperature and Cd
concentration. MDA levels were statisticly meaningful increased at 14 and 18 °C and 2,50
ngl? Cd, 5,00 pgL™* Cd than 10 °C control group and 1,25 pgL™ Cd applied samples
(p<0,05).

CAT enzyme activities were decreasing with increasing temperature, but increasing
with increasing Cd concentration. The lowest CAT enzyme activities were seen at 18 °C
and control group but the highest enzyme activities were determined at 10 °C and 5,00
ugL™ Cd applied control group. The differences between groups due to statistic are
meaningful (p<0,05).

GPx enzyme activities were decreasing with increasing temperature, but increasing
with increasing Cd concentration. The lowest GPx enzyme activities were seen at 18 °C
and control group but the highest enzyme activities were detected at 10 °C and 5,00 pugL™
Cd applied control group. The differences between groups due to statistic are meaningful
(p<0,05).

The oxidant levels and average values of antiaxidation activities with increasing
temperature shows that MDA levels and CAT enzyme activities increase with raising
temperature, but GPx enzyme activities decrease. It can be said that MDA levels, CAT and
GPx enzyme activities increase with concentration.

The results of this study show that oxidative stress due to Cd on G. pulex was
increasing with temperature.

Key Words: Gammarus pulex, cadmium, oxidative stress, antioxidant, MDA,
CAT, GPx
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1. GIRiS

Su, medeniyetlerin gelismislik seviyelerinin belirlenmesi, toplumlarin yasam
kalitelerinin arttirilabilmesi ve canliligin devam ettirilebilmesi i¢in en 6nemli dogal
kaynaktir (Tokatli, 2012).

Sucul ortamlarda muazzam bir canl varlik hazinesi, dolayis1 ile gida deposu
bulunur. Sularda olabilecek bozulma, besin zinciri ve ekolojik dengeyi olumsuz yonde
etkilemektedir. Su kirliliginin, ortamda yasayan canlilar iizerinde dogrudan etki yaptig
bilinmektedir. Bu nedenle su kirliliginin gevre kalitesinde yarattig1 diisiisii belirlemek i¢in
biyoindikatdr tiirlerden faydalanilmaktadir (Kazanci ve ark., 1997).

Ozellikle endiistriyel atiklar ve baz1 pestisitler igerisinde bulunan ve sulari kirleten
en Onemli inorganik faktdrler olan agir metaller, desarj edildikleri ortamda uzun siire
kalabilmeleri, sucul canlilarda toksik etkiler meydana getirmeleri ve besin zincirinde
birikerek insan sagligimi tehdit etmeleri nedeniyle biiyiik 6nem tagirlar (Wildi ve ark.,
2004; Kose, 2007; Tokatli, 2012).

Sucul ekosistemlerde agir metal Kirliligi ekosistem sagligini tehdit eden biiyiik stres
kaynaklarindan biridir ve su canlilari igin biiyiik bir risk olusturmaktadir (Del Valls ve ark.,
1998; Tiirkoglu, 2008; Tokatli, 2012).

Cevresel kirleticiler igerisinde toksik etkiye sahip agir metallerden biri olan
kadmiyum (Cd), diisik konsantrasyonlar da bile sucul canlilar igin oldukg¢a zararldir.
(Katalay ve Parlak, 2002; Asri ve ark., 2007). Cd, suda ¢6ziinebilirligi en yiiksek agir
metal elementtir. Bu sebeple yaymim hizi yiiksektir. Ayrica insan yasami igin gerekli
elementlerden biri degildir. Coziinebilirlik 6zelliginden dolayr Cd*? halinde bitki ve sucul
canlilar tarafindan biyolojik sistemlere alinir ve birikme 6zelligine sahiptir (Duffus, 1981).

Cd’un neden oldugu serbest radikal iiretimi i¢in dolayli bir mekanizma One
stirilmektedir. Cd, metalloenzimlerdeki ¢inko (Zn), kalsiyum (Ca), bakir (Cu) ve demir
(Fe)’in yerini alarak bu metallerin bagli olmayan formlarinin miktarmi artirir; glutatyon
gibi serbest radikal siipiiriiciilerin tiyol gruplarina baglanir, katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimleri inhibe eder.
Fenton metali olmamasina ragmen, sliperoksit ve nitrik oksidinde i¢inde oldugu birgok

serbest radikalin iiretimine neden oldugu ve bdylece hiicre membranindaki yapilarin



peroksidasyonuna, DNA hasarina ve protein oksidasyonuna yol actig1 diisiiniilmektedir.
Membran lipidlerinin oksidasyonu, membran yapisinin polimerizasyonuna ve g¢apraz
baglarla bozulmasina neden olur. Mitokondri membranindaki hasar, Ca’un mitokondriden
hiicre i¢ine saliverilmesini saglar (Brzoska ve Moniuszko-Jakoniuk, 2001; Waisberg ve
ark., 2003; Bertin ve Averbeck 2006; Goktas, 2007).

Oksidatif stres; kisaca oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar
lehine kaymasi olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif strese neden olan serbest oksijen
radikalleri oksijen metabolizmasi sonucu olusan bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
sahip, molekiil agirhg1 disiik, kisa omiirlii, kararsiz, etkin, aktif ara bilesikler olarak
tanimlanmaktadir (Abdollahi ve ark., 2003). Bu radikaller; metal-katalizorlii reaksiyonlarin
iiriinii olarak, UV, X-ray ve gamma-ray isinlarinin radyasyonu sirasinda, atmosferde
mevcut olan kirletici maddeler nedeniyle, enfeksiyon sirasinda nétrofiller ve makrofajlar
tarafindan Uretilerek, mitokondri-katalizli elektron tasima zinciri reaksiyonlar1 veya diger
mekanizmalarin Giriinleri olarak meydana gelmektedir (Cadenas, 1989).

Lipit peroksidasyonu, membran yapisini bozarak, iyon gecirgenliginin artmasina,
membran akigkanliginda kayba sebebiyet verir. Lipid peroksidasyonu reaktif oksijen
tirlerine (ROS) bagh hasar ile ilgili en ¢ok arastirilan konulardan bir tanesidir.
Membranlarda bulunan fosfolipidler ROS un etki edebilecegi, en bol bulunan hedeflerdir.
Ozellikle poliansatiire yag asidi (PUFA) gruplar ROS tepkimelerine oldukga duyarlidirlar
(De Zwart ve ark., 1999; Piner, 2009). Biyolojik &rneklerde lipid peroksidasyonunun bir
gostergesi olarak malondialdehid (MDA) tayini yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
MDA, biyolojik materyallerde serbest ve bagl sekillerde bulunur (Ozden, 2006).

MDA, ugucu, diisiikk molekiil agirligina sahip, zayif asid karakterde, kisa zincirli bir
1,3-dikarbonil bilesigidir. Notral ve alkali kosullarda enolat iyon formunda bulunur. MDA
asidik (Amax: 245 nm) ve alkali ya da nétral ¢ozeltilerde (Amax: 267 nm) 15181 UV alanda
absorbe eder. MDA, 2 yada daha fazla ¢ifte bag iceren ¢oklu doymamis yag asitlerinin
(linolenik asid, arasidonik asid, dokosaheksaenoik asid) oksidatif peroksidasyonu sonucu
olusur (Ozden, 2006).

Antioksidanlar, ksenobiyotiklerin, ilaglarin, kanserojenlerin, toksik maddelerin ve
radikallerin olumsuz etkilerine kars1 dogrudan ya da dolayli olarak hiicreyi korumaktadir
(Eaton ve Hale, 1993). Antioksidanlar etkilerini iki sekilde gosterirler (Ozbey, 2009):

1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi;

v' Baglatici reaktif tiirevlerini uzaklastirici etki

2



v" Oksijeni uzaklastirici veya konsantrasyonunu azaltici etki
v' Katalitik metal iyonlarini uzaklagtirict etki
2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi;

v" Toplayict (scavenging) etki: ROS’u etkileyerek onlari tutmasi veya g¢ok
daha az reaktif bagka bir molekiile doniistiiriilmesi (6rnegin: Enzimler),

v" Bastirici (quencher) etki: ROS ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek
aktivite gostermesi (6rnegin: Vitaminler)

v" Onarict (repair) etki: Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamir edilmesi
(6rnegin: Glutatyon),

v' Zincir kirict (chain breaking) etki: ROS’u ve zincirleme reaksiyonlari
baslatacak diger maddeleri kendilerine baglayip zincirlerini kirarak
fonksiyonlarini 6nleyici etki.

Antioksidan savunma sistemi, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlardan
molekiillerden olusmaktadir. Enzimatik antioksidanlar:

v' SOD

v’ CAT

v' GPx

v' Glutatyon-S-Transferazlar (GST)

v" Glutatyon Rediiktaz (GR)

Enzimatik olmayan antioksidanlar ise,

v' Glutatyon (GSH)

v Vitaminler (A, C, E)

v Melationin (MT)

gibi baz1 elementleri kapsayan antioksidan molekiillerden olusmaktadir (Ozbey, 2009).

Normal metabolizma disinda, ¢ok sayida ¢evresel kirletici sucul canlilarda oksidatif
stresi indiikleme kapasitesine sahiptir. Organizmalarda, ROS’un olusumu ile gerceklesen
oksidatif strese engel olmak i¢in, antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki (GPx, GST, GR,
CAT vb.) degisimle paralel olarak antioksidan savunma sistemi de cevap olugturmaktadir
(Glingordii, 2007).

CAT, yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Bu enzim, esas
olarak peroksizomlarda daha az olarak da sitozolde ve mikrozomal franksiyonlarda

bulunmaktadir. Hidrojen peroksiti (H,O;) suya ve oksijene pargalayarak lipid



peroksidasyonuna karsi koruyucu rol oynamaktadir. CAT, H,0, varliginda bir takim kiigiik
substrat molekiillerine kars1 peroksidatif aktivite gostermektedir (Paller, 1991).

Enzim iki tip tepkimeyle etkisini gosterir:

1-H,07’nin dismutasyonu (katalitik tepkime)

2-Alifatik alkollerin peroksidasyonu (peroksidatia aktivite) (Mavelli ve Rotilio,
1984).

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

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

CAT monofonksiyonel hem Kkatalazlar, katalaz-peroksidazlar ve Mangan (Mn)
iceren katalazlar olmak iizere {i¢ enzim ailesine ayrilmaktadir: (Chelikani ve ark., 2004).

GPx enzimi H,0, ve lipit peroksidasyonunda zincir kirict etkiyi katalizler. GPx
enzimi reaksiyon sirasinda indirgenmis GSH elektron alicis1 olarak kullanir ve olusan
okside glutatyon (GSSG) NADPH bagimli GSH-Rd enzimi tarafindan rejenere edilir.
Reaksiyonlar1 asagidaki gibi gosterilebilir (Ak ve ark., 1994; Yanbeyi, 1999).

H202+ 2 GSH P GSSG+2H:0

2GSH+ROOH _°™ | GSSG+2H,0 +ROH

GSSG +NADPH ~ _CSHRI | 5 GsH + NADP

Gilinlimiizde diinyanin karsilagtigi en biiyilk sorunlardan birisi de artan kiiresel
1istnmadir. Ozellikle fosil yakitlarin asir1 kullanimi sonucu meydana gelen kiiresel 1s1 artist,
tim diinyay1 etkilemektedir. Sera gazlari, pestisitler, agir metaller, insan faaliyetleri
sonucunda artmakta ve sucul ortamlar ile sucul canlilar {izerinde olumsuz rol oynamaktadir
(Mol ve Dogruyol, 2012).

Temiz su indikatorii olarak bilinen gammaruslarm, bircok toksik maddeye karst
duyarli oldugu bilinmektedir. Gammaruslar toksikolojik ¢aligmalarda en fazla kullanilan

canli gruplarindan birisi olup, akarsularda bol bulunmasi, kolay elde edilmesi, laboratuvar
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kosullarma kolay uyum saglamalar1 ve iremelerinin hizli olusu gibi avantajlari vardir
(Arthur, 1980). Bu sebeple toksikolojik calismalarda kullanimi giderek artmaktadir
(Demirsoy, 1999).

Herhangi bir maddenin canlilar tizerindeki zehirleyici seviyesini belirleyebilmek
icin akut toksisite testlerinin yapilma zorunlulugu vardir. Kullanilan en yaygin akut
toksisite, oldiiriicii doz (letalite) testidir. Bu testteki amag, bir kimyasala maruz birakilan
canl {izerinde ortaya ¢ikabilecek toksik semptomlari, beyin, bobrek, karaciger gibi belli
bagli organlarin etkilenme derecesini veya 6ldiiriicii doz seviyesini saptamaktir. Letal doz
veya konsantrasyon degeri, o maddenin ne kadar giivenli kullanilabileceginin de bir
gostergesi olarak kabul edilir (Saygi, 2003).

Sucul ortamdaki kirliligin belirlenme yontemlerinden biride, ortamda yasayan
canlilarin etkilenmesi ile yapilmaktadir. Bu amagla indikator tiirler kullanilmaktadir. Agir
metal kirliliginin sucul indikator tiirlere olan toksisitesi, biyobelirte¢ olarak kullanimlari ve
etkileri lizerine bazi aragtirmalar yapilmustir.

Bosgelmez ve ark. (1981), G. pulex L., Notoneete glauca L. ve fitoplankton
populasyonlar1 {izerine bir insektisit olan malathionun etkisi arastirilmis ve sonugta
fitoplankton populasyonlarindan Chlorococcales grubunun malathion'un uygulanan
dozlarindan olumsuz yonde etkilenmedigi aksine populasyon biiyiikliiklerinde artislarin
oldugu saptanmistir

Ritterhoff ve Zauke (1997), Gronland Denizi'nden topladiklar1 bazi zooplankton
tiirlerinde Cd, kursun (Pb), Cu ve nikel (Ni) gibi agir metallerin viicut uzunlugu, yasam
dongii 6zelliklerini ve cinsiyete bagli olarak etkisini aragtirmiglardir. Cd, Pb, Cu ve Ni
konsantrasyonlari ile baz1 zoolanktonlarin viicut boylari arasinda iissel iliski elde ettiklerini
bildirmislerdir. Sonug olarak, rutin biyolojik izleme ¢aligmalarinda kullandiklar: tiirlerin
sadece yetiskin bireylerinin kullanilmasini 6nermislerdir.

Lawrence ve Poulter (1998), canlilar tizerinde oldiriicii olmayacak sekilde
Kirlenmis sularda Gammarus duebeni amfipodunu biyomonitér olarak kullanimini
aragtirmiglar ve bu organizmalarin  biyomonitér kullanimina uygun olduklarini
bildirmislerdir.

Bat ve ark. (2000), tath su amfipodlarindan G. pulex pulex (L., 1758)’lerde ¢inko
(Zn), Cu ve Pb toksisitesi lizerine sicakligin etkisini aragtirmiglardir. Bu amagla 15, 20 ve
25 °C sicaklikta Cu, Zn ve Pb’nun G. pulex pulex iizerine 96 saatlik LCsy degerlerini
belirlemislerdir. LCsy degerlerinin artan sicaklikla Cu’da 0,080; 0,041 ve 0,028 mgL'l,
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Zn’da 12,1; 9,3 ve 5,2 mgL™ ve Pb’da 23,2; 16,1 ve 11,2 mgL™ olarak bulmuslardir.
Calisma verilerine gore sicakligin artisina bagli olarak toksik etkinin arttigin1 ve ayrica bu
tire ait en toksik metalin Cu oldugunu ve bunu Zn daha sonra da Pb’nun izledigini
bildirmiglerdir.

Calta (2001), farkli Cd konsantrasyonlarinda aynali sazan (Cyprinus carpio L)
yumurtalarmin  déllenme, yumurta rengi, pigmentasyonu, kulugka islemi, embriyo
biiylimesi ve larvalarin hayatta kalma oranina etkilerini arastirmistir. Cd uygulanan
yumurtalarda hacim artisinin kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmustur.
Kulugka siiresinin Cd uygulananlarda kontrol grubuna gore 6nemli derecede geciktigi
tespit edilmistir. Cd konsantrasyonunun artmasiyla 6lim ve deforme olmus larvalarin
arttigi bildirilmistir. Larva ve embriyolarda bas malformasyonu ve sipinal egrilikleri i¢eren
deformitelerin, Cd’dan kaynaklandigi, Cd uygulanan larvalarda agirhk ve uzunlukga
biiylimenin kontrole gore 6nemli 6l¢lide geciktigi belirlenmistir. Ayrica, 96 saatlik toksisite
test sonuglari ile sazan larvalarinda larval siirecin artmasiyla, Cd’a duyarlhiliginin azaldig
bildirilmistir.

Poyraz (2001), bir agir metal olan Pb’un sucul bir amfipod olan G. pulex’teki GR
enzimi tzerine etkilerini incelemis, enzimin biyokimyasal ve kinetiksel analizlerini
yaparak sucul kirliligin 6l¢iilmesinde bir biomarker olarak kullanilip kullanilamayacagini
aragtirmistir. Sucul ortam kirliliginin tespiti i¢in G. pulex’lerin sonraki g¢aligmalarda
kullanilabilir oldugunu bildirmistir.

Brooks ve Mills (2003), tatli su amfipodu G. pulex’te osmoregiilasyon iizerine
Cu’mn etkisini incelemislerdir. Deney ¢ozeltisi iginde 10 pgL™ veya daha iistinde olan
Cu’1n, solungag Na'/K" ATPaz aktivitesini nemli 6l¢iide diisiirdiigiinii belirlemislerdir.

Cold ve Forbes (2004), kisa siireli pyrethroid pestisit uygulamalarinin G. pulex’in
hayatta kalma ve c¢ogalmasma etkisini incelemislerdir. Sonu¢ olarak yaygin olarak
kullanilan esfenvalerate pestisitinin maruz kalabilecekleri konsantrasyonlarinin G. pulex'in
yasam siiresini ve ¢ogalmasini 6nemli bir sekilde etkiledigini belirlemislerdir.

De Lange ve ark. (2006), antidepresan fluoksetin, analjezik ibuprofen ve anti-
epileptik karbamazepin ilaglarimin diisitk konsantrasyonlarinin uygulandigi G. pulex'in
davranigsal tepkilerini belirlemislerdir. Kontrol grubuna gore ibuprofen ve fluoksetin
uygulamasinin davranigsal tepkilerde onemli bir disiise yol agtigini, karbamazepinin

benzer ama istatistiksel agidan 6nemsiz sonuglar verdigini bildirmislerdir.



Geffard ve ark. (2007), G. pulex'teki metal maruziyeti sonucu metallotiyoneinlerin
cinsiyet, boy-agirlilk ve mevsim degiskenlerinin protein seviyesinde etkilerini
belirlemislerdir. Metallotiyonein diizeyleride, G. pulex lerin agirliklarindaki artigla negatif
korelasyon tespit etmislerdir. Erkek ve disi 6rneklerin metallotiyonein diizeyleri arasinda
istatistiksel bir fark olmadigini bildirmislerdir. Mevsimsel agidan metallotiyonein diizeyleri
sonbahar ve ki donemlerinde anlamli farkliliklarin oldugunu tespit etmislerdir.
Metallothionein diizeylerindeki en yiiksek degerin iireme periyodunda tespit edildigini ve
bunun sebebinin Zn gibi temel metabolik metal ihtiyaclariyla baglantili olabilecegini
bildirmislerdir.

Xuereb ve ark. (2007), G. pulex’deki kolinesteraz (ChE) aktivitesini karakterize
etmek i¢in ilk olarak biyokimyasal ve farmakolojik 6zellikleri arastirmiglardir. Bunun igin
farkli substratlar (asetiltiookolin iyodiir, propiyoniltiyoikolin iyodiir ve biitiril tiokolin
iyodiir) ve selektif inhibitorler (eserin siilfat, Pentan-3-bir dibromiir ve pyro fosfor tetra-
mide) kullanmislardir. Calismanini ikinci boliimde ise yaygin olarak kullanilan
organofosforlu chlorpyrifos pestisiti in vitro ve in vivo etkilerinin ChE aktivitesi
aragtirllmigtir.  Yaptiklart ¢alisma sonucunda G. pulex’in asetilkolinesteraz tipik
ozelliklerini gosteren tek bir ChE’ye sahip oldugu bildirilmistir.

Felten ve ark. (2008a), laboratuvar kosullarinda farkli pH diizeylerinin (4,1; 5,1 ve
6,0) G. pulex'te olusturdugu fizyolojik ve davranigsal etkileri arastirmislardir. Sirkiile
olmayan 38 saatlik asidik uygulamada G. pulex'in hayatta kalma oraninda 6nemli bir diisis
oldugunu belirlemiglerdir.

Manyin ve Rowe (2008), Cim karidesine (Palaemonetes pugio) larva doneminden
ireme olgunluguna erisinceye kadarki yasam dongiisinde Cd konsantrasyonlari
uygulamiglar ve popiilasyon artigi ilizerine modelleme caligsmasi sonuglarini ortaya
koymuslardir. Caligma sonuglarina gére yetiskinlerin hayatta kalma siiresinin, 2,51 ugL'1
Cd*? konsantrasyonunda belirgin sekilde azaldigim, ancak Cd’un, embriyo, larva ve
yavrularin hayatta kalmasi lizerinde etkisi olmadigini belirlemislerdir.

Adam ve ark. (2009), ahsap koruyucu olarak kullanan insektisit ve fungisitlerin
toksisitesini belirlemek igin G. pulex’e propikonazol, tebukonazolin, 3-iyodo-2-propinil
biitil karbamat (IPBC, fungisid) ve cypermethrini tek ve karisim halinde uygulamislardir.
Ticari uygulama konsantrasyonlarinda propikonazol ve tebukonazolinin tek olarak G.
pulex’e uygulandiginda toksik olmadiklarini, 3-iyodo-2-propinil biitil karbamatin orta

olgiide toksik oldugunu ve cypermethrinin asir1 derecede toksik oldugunu belirlemislerdir.
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Pestisit, ¢oziicli ve katki maddeleri igeren ticari karigim uygulandiginda toksik etkiler
yaptigini, yaygin olarak kullanilan %0,002’lik cypermethrin igeren diger bir karigimin 2,5-
18 kat fazla 6liimciil sonug verdigini belirlemislerdir.

Alonso ve ark. (2009), G. pulex’i kullanilarak ¢ok yonlii (beslenme, kadmiyumlu
beslenme, cinsiyet ve davranig) biyolojik deney yapmislardir. Bu amagla gelistirdikleri
cihaz (Multispecies Freshwater Biomonitor = MFB) ile G. pulex’lerin suyun igindeki
hareketleriyle iirettikleri belirli frekanslari, Fourier doniigiim vasitasiyla her bir frekansin
(0,5 ila 8,5 Hz) zaman yiizdesini hesaplayarak kayit etmislerdir. Sonug olarak kullandiklart
MFB ile toksik maddeler uygulanan G. pulex'in beslenme davranisini kayit edebildiklerini,
ylizme gibi bazi davraniglarinin benzer sinyaller verdiginden kompleks hareketlerin
incelenmesi i¢in MFB'yi kullanarak daha fazla arastirmaya ihtiyag duyduklarim
belirtmislerdir.

Geffard ve ark. (2010), G. fossarum’da Cd, Ni ve Pb metallerinin karsilastiriimali
yontemlerle hiicre igindeki etkisini belirlemiglerdir. Bu amagla metallotiyonein benzeri
proteinler (MTLP) ve metallotiyonein benzeri olmayan proteinler (non-MTLP)’i boyut
dislama kromatografisi, 1s1l islem ve santrifiijle ayirarak, metal boliinmesinin degisimlerini
belirlemislerdir. Ekolojik agidan onem tasiyan G. fossarum'da metal boliinmesi, trofik
olarak mevcut metal fraksiyonunu tanimlayan ve biinyesinde metal biriktirmesi gibi
sonuglar1 incelemislerdir.

Issartel ve ark. (2010), Cd uygulanan G. fossarum amfipodunun hiicresel ve
molekiiler osmoregiilasyon yanitlarini, hemolimf osmolitesi (HO), solungag yapisi,
solungaglarda Na'/K® -ATPaz (NKA) lokalizasyonu ve nispi ekspresyonu ile
belirlemislerdir. Cd uygulanan G. fossarum'da, ortalama HO’nun, kontrol grubuna kiyasla
o6nemli Olgiide azaldigini, 3 ve 7 giin siiren denemede organizmalardaki HO degerlerinde
yiiksek varyasyonlar goriildiigiinii, HO'mun kabuklu hayvanin sagligimi degerlendirmek i¢in
onemli bir biyolojik belirte¢ oldugunu ve kontaminantlara karsi bireysel cevaplarin
degerlendirilmesi gerektigini bildirmislerdir.

Noél ve ark. (2011), avladiklari 1stakoz, oriimcek yengecleri, ortak yengegler,
ylizme yengegler ve kral yengegler de Pb, Cd ve Hg nin birikimlerini incelemislerdir. Elde
ettikleri verilerin Avrupa mevzuatt maksimum diizeyinin altinda oldugunu belirtmislerdir.

Batista ve ark. (2012), sicaklik ve Cd’un ¢iiriik¢iil sucul organizma olan
Limnephilus sp.’nin bitki-yaprak ayrigmasi iizerindeki etkilerini belirlemislerdir. Yaptiklari

calisma sonucuna gore sicakligin artmasi, mantar iiremesi, yaprak tiiketimi ile yaprak
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ayrigmasini uyardigini, Cd konsantrasyonlarinda artis ise mantar ¢esitliliini, cogalmasim
ve Limnephilus sp. tarafindan yaprak tiiketiminin engellendigini bildirmislerdir.

Gismondi ve ark. (2012), Cd uygulanan G. roeseli'nin enerji rezervleri ve savunma
kapasiteleri tizerindeki mikrosporidyen enfeksiyonlarinin etkisini belirlemek amaciyla
yalnizca disilere iki mikrosporidya parazit tiiri (Dictyocoela roeselum ve Dictyocoela
muelleri) enfekte etmislerdir. Sonug olarak, mikrosporidyan parazitlerinin G. roeseli'nin
enerji rezervleri ve savunma kapasiteleri iizerinde onemli bir etkisi olmadigini, Cd
uygulamasi ile enerji rezervleri ve antioksidan savunma sistemlerinin enfekte disilerde
azaldigimi, ayrica MDA seviyesindeki artis sebebiyle hiicresel zarar saptandigin
bildirmislerdir.

Giusto ve ark. (2012), Hyalella curvispina’da Cd toksisitesini belirlemislerdir.
Kadmiyumun geng bireylerin gelisimlerini olumsuz etkiledigini bildirmislerdir.

Vellinger ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢aligmada arsenat (AsO,) ve Cd’un G. pulex
tizerindeki toksik etkisini karsilastirmali olarak belirlemislerdir. Arsenatin 240 saatlik LCsx
degerinin Cd’un LCsy degerinden 100 kat daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Boudet ve ark. (2013), metal kirliligi olan (Los Padres) ve kirlenmemis (Nahuel
Ruca) lagiinlerden yakalanan beyaz karides (Palaemonetes argentinus) tizerine Cd’un akut
toksisitesini degerlendirmisler. Her iki gruba 96 saat siireyle 3,06; 12,26; 30,66; 61,32;
306,0 ve 6132 mgL™ konsantrasyonlarda Cd uygulayarak LCsy degerlerini
belirlemislerdir. Sonu¢ olarak Los Padres lagiiniinden yakalanan karideslerin LCsg
degerlerinin (24. saatte 269,8; 48. saatte: 67,45; 72. saatte 30,66 ve 96. saatte 24,50 mgL'l
Cd), Nahuel Ruca lagiiniinden yakalanan karideslerin LCsp degerlerinin (24. saatte 153,3;
48. saatte 32,65; 72. saatte 18,40 ve 96. saatte 12,26 mgL™ Cd) oldugunu ve P.
argentinus’un, Cd’a kars1 yiiksek bir duyarlilik gosterdigini, 96 saat i¢in LCsq degerlerinin
diisiik ve oldukca hassas degerler oldugunu ve bu nedenle, iyi bir indikator tiir olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Demirci (2013) yaptigi ¢alismada, endosulfan, indoxacarb, thiomethoxam ve
atrazin pestisitlerinin tek ve kombine kullanimlarinin, G. kischineffensis’in antioxidan ve
detoksifikasyon enzimleri iizerine etkilerini incelemis ve bu organizmalarda biraktigi
kalint1 diizeylerini arastirmistir. Sonug olarak, pestisitlerin tek ve kombine kullanimlarinin
G. kischineffensis'in antioksidan ve detoksifikasyon enzimleri iizerinde modiilator etki

gosterdigini, endosulfan disindaki tiim pestisitlerin kalint1 olugturdugunu ifade etmislerdir.



Funck ve ark. (2013), gimiis (Ag) agir metali uygulanan G. fossarum'un
davraniglarini ve fizyolojik yanitlarin1 da inceledikleri ¢aligmada, juvenil, yetiskin disi ve
yetiskin erkeklere ait LCsy degerlerini sirasiyla 1,01; 1,9 ve 2,2 ugLﬁl olarak bulunmustur.

Paliizar (2013), yaptig1 ¢alismada malation, diklorvos, deltamethrin ve lambda
cyhaloetrin pestistlerinin antioksidan enzimlerinden CAT, SOD, GPx enzim aktiviteleri
tizerine etkilerini ve bu etkilerin 2-PAM (2-aldoksim metiyodiir) ile yenilenmesi tizerinde
calismistir. Deneysel olarak calistigi ii¢ enzim arasindan, sadece CAT enziminin tim
pestisitlerin artan konsantrasyonlariyla dogru orantili inhibisyon ve 2-PAM ile yenilenme
gosterdigini bildirmisgtir.

Prato ve ark. (2013), yaptiklart ¢alismada G. aequicauda'min hayatta kalmasi,
biiylimesi ve ¢ogalmasi {izerine Cu’in subletal etkilerini aragtirmiglardir. Bu amagla
amfipodlar 2 nominal Cu konsantrasyonlarina (50 ve 100 pgL™), 77 giin siireyle maruz
birakilmiglardir. Cu etkisinin en hassas ol¢limiiniin hayatta kalmak oldugunu ve 6zellikle
geng bireylerde s6z konusu etkinin énemli 6l¢iide azaldigini bildirmislerdir. Amfipodlarin
bilyimesinin de Cu’dan olumsuz etkilendigini ve G. aequicauda'daki biiyiime
bozuklugunun artan metal konsantrasyonuyla birlikte artmis oldugunu, iireme
ozelliklerinin bozuldugunu tespit etmislerdir.

Vellinger ve ark. (2013), tarafindan yapilan ¢alismada G. pulex’te Cd ve AsO4> n
tek ve kombine uygulamalarinin fizyolojik ve davranmissal tepkiler arasindaki iliskiye
etkilerini belirlemislerdir. Biyomarkerlerin Cd ve AsO,*a tek basgma veya birlikte
verdikleri yanitin G. pulex'de benzer oldugunu bildirmislerdir.

Ugurlu ve ark. (2015), tiametoksamin akut toksisitesini ve G. kischineffensis’in
solungac dokusundaki histopatolojik etkilerini ortaya koymuslardir. Tiametoksamin tiim
dozlarinda en yaygin degisikliklerin G. kischineffensis'in solunga¢ dokusunda meydana
geldigini ve vakuolizasyon ve hemostatik infiltrasyon olusturdugu gostermislerdir.

Franco ve ark. (2016), Mytilus galloprovincialis solungaglarinda Pb, Cd ve Cu agir
metal kirliliginin tek ve kombine etkisini biyokimyasal a¢idan inceleyerek, biyobelirteg
olarak kullanilabilirligini arastirmiglardir. Bu amagla M. galloprovincialis solungag
orneklerinde esteraz aktivitesini (EA), total oksidan durumunu (TOS) ve total antioksidan
kapasitesini (TAC) belirlemislerdir. Sonug olarak midye solungaglarinda EA, TOS ve TAC
Olglimleri igin elde ettikleri veriler 1s51gimda M. galloprovincialis’in biyolojik izleme

programlarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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Piazza ve ark. (2016), genis tuzluluk ve sicaklik araliklarinda sucul organizma olan
Amfibalanus amfitrite larvasi tizerine Cd’un letal ve subletal etkilerini arastirmislardir.
Sicaklik i¢in (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ve 40 ° C) araliginda ve tuzluluk i¢in (%010, 20, 30,
37, 40, 50, 60 ve 70) konsantrasyonlarinda 6liim, immobilizasyon ve yiizme hizi degisimi
olmak {izere li¢ parametre 6lgmiislerdir. Ayrica 24 ve 48 saat i¢in LCsq ve ECso degerlerini,
hesaplamak amaciyla farkli sicaklik ve tuzluluk konsantrasyonlarinda A. amfitrite larvasina
Cd (NO3)2 (0; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 ve 3,2 mgL'l) konsantrasyonlar1 uygulamiglar ve Cd
toksisitesinin artan tuzluluk degerleriyle azaldigin ve artan sicakliklarda arttigini tespit
etmislerdir.

Sanayi, kentsel, zirai vb. gibi gelismeler giiniimiiz ¢evresel sorunlarini artirmakta,
bu ¢evresel sorunlar kiiresel 1sinma ile canlilar tizerine olumsuz sinerji etki yapmaktadir.
Yapilan bu ¢alisma ile Cd’un G. pulex’te 10, 14 ve 18 °C sicakliklardaki LCsy degerleri
tespit edilmesi ve Cd’un subletal konsantrasyonlarinin, 10, 14 ve 18 °C sicaklikta G.
pulex’te oksidan diizeyleri ve antioksidan aktiviteleri iizerine etkisinin belirlenmesi
amaclanmustir. Literatiir taramasi ve incelenen ¢aligmalar 1s18inda su ana kadar bu konuda
yapilmis bir arastirmaya rastlanmamustir. Bu ¢alismanin bundan sonraki benzer ¢aligmalara

151k tutacag ve literatiirdeki boslugu dolduracag diistiniilmektedir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Cahismada Kullanilan Canli Materyal

Calismanin canli materyalini olusturan G. pulex (L., 1758) &rnekleri, Tunceli li
Munzur Akarsuyu yan kollarindan (39.156820 N, 39.499640 E) temin edilmistir (Resim
2.1).

G. pulex’ler Aralik 2015 — Subat 2016 doneminde, 6rnekleme noktasinin akintili
kisimlarindan dip kepgesi yardimiyla, durgun kisimlarindan hortumla vakumlanmak

suretiyle toplanarak, hava takviye edilmis tanklarla Munzur Universitesi Su Uriinleri

Fakiiltesi Aragtirma Laboratuvarina canli olarak getirilmistir.
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Agin ; Karakogan
Tozkoparan ]
Pertek
= Kirkbulak
Keban iz

Beyhan

.5 Palu
Flazia

Resim 2.1. G. pulex 6rneklerinin toplandigi alan (URL-1, 2016)



Gammarus pulex tiiriiniin sistematikteki yeri,
Alem: Animalia

Sube : Arthropoda

Altsube : Crustacea

Sinif : Malacostraca

Takim : Amphipoda

Aile : Gammaridae

Cins : Gammarus

Tiir : Gammarus pulex (Resim 2.2)

Resim 2.2. G. pulex (Orijinal)

2.2. G. pulex’lerin Laboratuvar Kosullarina Adaptasyonu

Laboratuvara canli olarak getirilen G. pulex 6rnekleri dogal ortamina benzer sekilde
hazirlanmig akvaryumlara yerlestirilmistir. Bu amagla canli materyalin yagam ortamindan
getirilen sedimentler distile su ile yikanarak 80x40x25 cm ebatlarindaki stok
akvaryumlarina ilave edilmistir. Akvaryumlara 6rneklerin temin edildigi dogal ortamlardan
alinan dinlenmis su konulmustur. Laboratuvar aydinlatmasinda, 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik olacak sekilde fotoperyot uygulanmistir (Welton ve Clarke, 1980). Ortam sicaklig
termostath klima sayesinde hem adaptasyon hem de test asamalarinda 10, 14 ve 18°C’ye
ayarlanarak sabit tutulmustur. G. pulex’lerin dogal ortamlarindan toplanan salkim sogiit ve
cayir sogidii aga¢ yapraklart cam bir kapta, Suyun iginde ciiriitiilerek G. pulex’lerin
beslenmesinde (Resim 2.3) kullanilmistir (Cold ve Forbes, 2004).
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Resim 2.3. Adaptasyon sonrast G. pulex’lerin salkim sogiit ve ¢ayir sogidi yapraklar ile beslenmeleri
(Orijinal)

Stok akvaryumlarinda su sirkiilasyonu i¢in harici filtre, G. pulex’lerin oksijen

ihtiyacini kargilamak igin hava motoru kullanilmistir (Resim 2.4). Akvaryumlardaki sularin

%70’1 canlilarin dogal ortamindan temin edilen dinlenmis suyla haftada bir degistirilerek

yenilenmistir. Adaptasyon siiresince canlilarin beslenmesi ve hareketliligi gézlemlenmistir.

Resim 2.4. Stok akvaryumlart ve adaptasyon ortami (Orijinal)
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G. pulex’in temin edildigi akarsuyun fiziko-kimyasal 6zellikleri standart titrimetrik
yontem ve multiparametre cihazi (YSI marka Professional Plus model) ile 6lgtilmiistiir.
Stok akvaryum sularmm sicaklik, oksijen ve pH gibi fiziko-kimyasal 6zellikleri
multiparametre cihazi ile giinliik olarak ol¢iilmiistir.

Calismada yapilan tim deneyler igin ireme olgunluguna erismis G. pulex
orneklerinin saglikli olanlar se¢ilmistir. Segilen orneklerin cinsiyet olgunluguna erigmis,
kabuk degisimini tamamlamis erkek bireyler olmasma dikkat edilmistir. Kontrol grubu

dahil tiim konsantrasyon gruplari ve tekerriirler i¢in 10’ar adet canli birey kullanilmigtir.

2.3. Calismada Kullanilan Agir Metal

Calismada kullanilan Cd, kadmiyum kloriir (CdCl, 99,99%) bilesigi formunda
kullanilmistir. Bu kimyasal ticari bir firmadan temin edilmistir.
2.4. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Calisma i¢in kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 2.1.’de, kullanilan laboratuvar

cihaz ve malzemeleri Tablo 2.2.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Caligmada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde

2-Thiobarbituric acid (TBA)
Trikloroasetik asit (TCA)

Potasyum kloriir (KCI)

Perklorik asit

Serum fizyolojik tuzlu su % 0,9
Bakir-2-siilfat

Folin ciocalteu phenol

Nitrik asit (HNO3)

Potasyum tartarat

Sodyum karbonat (Na,CO3)

Hidrojen peroksit (H,O,)

Potasyum dihidrojenfosfat (KH,PQO,)
Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPOy,)
Etilen diamin tetra asetat (EDTA)
Rediikte glutatyon (GSH)

Sodyum Azide (NaNHs)
Nikotinamid adenin diniikleotidfosfat (NADPH)
Amonyum Siilfat (NH4)2SO4

GSH rediiktaz
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Tablo 2.2. Calismanin yiiritilmesinde kullanilan laboratuvar ekipmanlari

Kullanilan Arag ve Geregler Marka - Model
Hassas terazi (+0,0001) BEL M214Ai
Calkalamali su banyosu Mikrotest MCS-20
Saf su cihaz1 Niive
Homojenizator IKA Ultra-Turrax T-10
Multiparamerte cihazi YSI Professional Plus
Otomatik pipetler Brand
Sogutmali santrifiij Niive 12000R
UV-Visible spektrofotometre  Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis
Vortex Benchmark
Manyetik karistirict WiseStir

2.5. LCsp Degerinin Belirlenmesi

LCso degeri, 10, 14 ve 18 °C sicakliklarin her biri igin deneysel olarak
belirlenmistir. Bu amagla yapilan aralik belirleme ¢alismasindan sonra her bir sicaklik i¢in
litrede pg diizeyinde Cd konsantrasyonlart hazirlanmistir (Tablo 2.3). LCsy degerini
belirlemede statik test uygulanmistir (APHA, 1998).

Tablo 2.3. LCs, degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan konsantrasyon araliklari

Sicaklik (°C)  Kaontrol Konsantrasyonlar (ng/L)
10 0,0 40,0 425 450 475 50,0 525 550
14 0,0 375 400 425 450 475 500 525
18 0,0 300 325 350 375 400 425 450

Her bir sicaklik igin uygulama ortami sicakligi +0,5 °C olacak sekilde
ayarlanmigtir. Sicaklik faktorli sabitlendikten sonra cam akvaryumlara canli ortamindan
temin edilen ve belirlenen konsantrasyonlarda Cd igeren bir litre su konulmustur.
Akvaryumlara yeterli hava akimini saglayan hava motorlar1 baglanarak G. pulex 6rnekleri
icin gerekli oksijen akimi verilmistir (Resim 2.5). Hazirlanan konsantrasyonlarda G. pulex
bireyleri 96 saat Cd etkisinde birakilmistir. Denemenin 24, 48, 72 ve 96. saatlerinde
gdzlemlenmis, 6len G. pulex sayilari tespit edilmistir. Olen bireyler deneme ortamindan
uzaklastirilmis ve not edilmistir. Bu siire iginde G. pulex’lere besleme yapilmamustir. LCsg
deneyleri her bir sicaklik i¢in {i¢ defa tekrarlanmistir. Elde edilen veriler probit analizi ile

hesaplanarak 96 saat igin LCs degerleri tespit edilmistir.
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Resim 2.5. Subletal konsantrasyon diizenegi (Orijinal)

2.6. Deneme Dizaym

Cd’un G. pulex’teki etkilerini biyokimyasal olarak incelemek i¢in MDA diizeyi,
CAT ve GPx enzim aktivitelerindeki degisimler incelenmistir. Bu amagla 10, 14 ve 18 °C
sicakliklarda Cd’un subletal konsantrasyonlarinin uygulandigi toplam dort grup
olusturulmustur. Subletal konsantrasyonlar LCsy degerlerinin yaklasik 1/40, 1/20 ve 1/10
oranlarina esdeger olan sirastyla 1,25; 2,50 ve 5,00 ugL™ Cd uygulanmistir (Tablo 2.4). 96
saat sonunda her gruptan alian 10’ar adet G. pulex 6rnekleri biyokimyasal analiz yapilana
kadar -20 °C’ta tutulmustur.

Tablo 2.4. Caliymada kullanilan gruplar

o Kontrol Konsantrasyonlar (ugL™ Cd)
Sicaklik °C K C C, Cs
10 0,00 1,25 2,50 5,00
14 0,00 1,25 2,50 5,00
18 0,00 1,25 2,50 5,00

2.7. Biyokimyasal Analizler

2.7.1. Homojenatlarin Hazirlanmasi

Homojenatlarin hazirlanmasi i¢in uygulama yapilan G. pulex ornekleri saf sudan
gecirilmistir. Orneklerden homojenat olusturulabilmesi icin 10 bireyden (toplamda
yaklagik 0,5 g) havuz olusturulmustur. Kurutma kagidi ile suyu alindiktan sonra 0,5 g
tartilip %1,15’lik KCl iginde 1/10 oraninda sulandirilarak homojenize edilmistir. Elde
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edilen homojenatlar cam tiiplerde sogutmali santrifiijde 3200 rpm’de +4 °C’ de 15 dakika
kadar santrifiij edildikten sonra siipernatantlari ayrilmistir (Yonar, 2008).

2.7.2. MDA Diizeyinin Belirlenmesi

MDA diizeylerinde meydana gelen degisimler Placer ve ark. (1966)’den modifiye
edilen yonteme gore spektrofotometrik olarak Slgiilmiistiir. Ug veya daha fazla ¢ift bag
ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda tiobarbitiirik asit (TBA) ile olgiilebilen
MDA meydana gelmektedir. Yag asidi peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, TBA ile
reaksiyona girerek pembe renkli bir kompleks olusturur. Olusan bu pembe renk 532 nm’de
okunur. Buna gore, elde edilen homojenatlardan 0,25 ml alinarak iizerine 2,25 ml renk

ayiract (TBA ve %10’luk triklorasetik asit) ilave edilmistir.

2.7.3. CAT Aktivitesinin Olgiilmesi

CAT aktivitesi Aebi (1984)’e¢ gore tayin edilmistir. Bunun i¢in elde edilen
slipernatantlardan aliarak, {izerine fosfat tamponu ve hidrojen peroksit ilave edilmistir.

240 nm’de 0. ve 30. saniyedeki absorbans farki spektrofotometrede dl¢iilmiistiir..

2.7.4. GPx Aktivitesinin Ol¢iilmesi

G. pulex orneklerindeki GPx aktivitelerinin tayini Beutler (1975) tarafindan tarif
edilen metoda gore yapilmistir. Glutatyon peroksidaz, H,O, varliginda GSH’yi okside
glutasyon (GSSG)’a donilismesini katalize eder. H,O,’nin bulundugu ortamda GPx’in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimiyla tekrar GSH’a doniistiiriiliir.
Glutatyon peroksidaz aktivitesi, deney ortamindaki NADPH i NADP+’ya gevrilmesi ile
optik dansiditede meydana gelen 0. ve 3. dakikalardaki absorbans farkinin 340 nm’de

spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi ile belirlenmistir.

2.7.5. Protein Diizeyinin Belirlenmesi

G. pulex orneklerine ait protein miktarlart spesifik enzim aktiviteleri ve MDA
diizeylerini hesaplamak amaciyla ¢alisilmistir. Bunun i¢in protein miktart Lowry (1951)’e

gore belirlenmistir.
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2.8. istatistiksel Analizler

G. pulex’te Cdun LCsy degeri probit analizi kullanilarak SPSS 24.0 paket
programinda belirlenmistir. Biyokimyasal analizler sonucu oksidan / antioksidan
parametreleride meydana gelen degisimler ise iki yonlii varyans analizi (Two Way —
Anova) ile belirlenmistir (Siimbiiloglu, 1998; Kocagaliskan ve Bing6l, 2008; Kalayci,
2010). Grafik ¢izimleri i¢in Microsoft Office 2010 Excel paket programi kullanilmustir.
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3. BULGULAR

Caligsmada kullanilan G. pulex 6rneklerinin ortalama agirliklarinin 0,053 + 0,008 g,
ortalama uzunluklarinin ise 8,7 + 0,7mm’ oldugu belirlenmistir.
G. pulex’in yakalandigi Munzur Akarsuyu’nun fiziko-kimyasal ozellikleri Tablo

3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1. G. pulexin toplandig: su kaynagimnin fiziko-kimyasal 6zellikleri

Fiziko-kimyasal parametreler

Sicaklik (°C) 12,1
pH 8,65
Coziinmiis oksijen (mgL™) 10,23
Ca (mgL™) 18,04
Mg (mgL™) 55,20
Toplam sertlik (CaCO3; mgL™) 245,00
Nitrat-N (mgL™) 4,12
Nitrit-N (mgL™) <0,002
Amonyum-N (mgL™) 0,41
Toplan Fosfat (mgL™) <0,02

Calisma boyunca stok akvaryumlarindaki suyun ortalama oksijen degerleri 9,8 +

0,7 mgL™, pH degerleri ise 8,65 + 0,38 olarak belirlenmistir.
3.1. LCsp Bulgular:

Aralik belirleme testlerinden sonra G. pulex ornekleri i¢in 10, 14 ve 18 °C

sicakliklarina ait LCsq degerleri belirlenmistir (Tablo 3.2).



Tablo 3.2. G. pulex’e farkli sicakliklarda uygulanan Cd’un LCs degerleri

Sicaklik LCso Degeri (ngL™)  Alt Sumir (ugL™) Ust Simir (ugL™)
10 °C 51,79 +1,2 49,03+ 1,3 54,43+ 1,3
14 °C 47,67 +0,7 45,27 £ 0,67 50,10+ 0,7
18°C 33,93+0,7 31,39+0,8 37,00+ 0,8

Cd’un akut toksistesi tizerine sicakligin etkisi incelelendiginde, 10 °C sicaklikta
Cd’un LCsy degerinin 51,79 £ 1,2 ugL'l, alt siir degerinin 49,03 = 1,3 ugL'1 ve Ust siir
degerinin 54,43 + 1,3 pgL™ oldugu bulunmustur (Sekil 3.1).

10 Derece Sicaklikta Probit Analiz Yaniti
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Sekil 3.1. Probit analiziyle belirlenen, 10 °C sicaklikta Cd’unLCsy degeri

Cd’un 14 °C sicakhiktaki LCso degerinin 47,67 + 0,7 pgL™, alt sinir degerinin 45,27
+0,7 ugL'l ve Ust siir degerinin 50,10 + 0,7 ugL'l oldugu bulunmustur (Sekil 3.2).
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14 Derece Sicaklikta Probit Analiz Yaniti
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Sekil 3.2. Probit analiziyle belirlenen, 14 °C sicaklikta Cd’un LCsq degeri

Cd’un 18 °C sicakliktaki LCsy degerinin 33,93 + 0,7 pgL™, alt sinir degerinin 31,39
+0,8 ugL'1 ve Ust siir degerinin 37,00 + 0,8 ugL'l oldugu saptanmustir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Probit analiziyle belirlenen, 18 °C sicaklikta Cd’un LCsq degeri

Yapilan LCso deneyleri sonucunda sicaklik arttikca G. pulex bireylerinin Cd

toksistesine olan hassasiyetlerinin arttig1 saptanmustir.
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3.2. Biyokimyasal Analizlere Ait Bulgular

3.2.1. MDA Diizeyindeki Degisimler

G. pulex’e farkli sicakliklarda uygulanmis Cd konsantrasyonlarinin MDA diizeyine
etkisi Tablo 3.2’de verilmistir.

Istatistiksel analiz sonucuna gore, konsantrasyon artisina bagli olarak MDA
diizeyleri incelendiginde;

K grubu ve Cd uygulanan, C; C, ve Cs gruplarinin 10 °C’taki MDA diizeyleri
sirastyla 1,03 + 0,4; 0,75 £ 0,3; 1,41 + 0,4 ve 1,85 + 0,7 nmol/mg protein olarak tespit
edilmigtir. C; ve C, gruplart MDA diizeyi K grubuna benzer (p>0,05), C; grubunun ise K
grubundan yiiksek ve aralarindaki farkin istatistiksel olarak onemli (p<0,05) oldugu
belirlenmistir.

K grubu ve Cd uygulanan, C; C, ve C;z gruplarinin 14 °C’taki MDA diizeyleri
sirastyla 1,93 + 0,6; 1,86 + 1,0; 1,81 + 1,7 ve 2,13 + 1,7 nmol/mg protein olarak tespit
edilmistir. Bu sicaklikta Cd uygulanan gruplarm arasinda MDA diizeyleri arasinda
istatistiksel agidan farkin 6nemli olmadigi bulunmustur (p>0,05).

K grubu ve Cd uygulanan, C; C, ve Cz gruplarinin 18 °C’taki MDA diizeyleri
sirastyla 0,90 + 0,3; 2,02 + 1,0; 2,71 + 0,2 ve 3,15 + 1,0 nmol/mg protein oldarak
bulunmugtur. C;, C; ve C; konsantrasyon gruplarinin MDA diizeyleri K grubundan
istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Istatistiksel analiz sonucuna gore, sicaklik artisina bagl olarak MDA diizeyleri
incelendiginde;

K grubu 6rneklerinin 10, 14 ve 18 °C sicakliktaki MDA diizeyleri sirasiyla 1,03 +
0,4; 1,93 + 0,6 ve 0,90 £ 0,3 nmol/mg protein olarak belirlenmistir. MDA diizeylerinin 14
°C sicaklikta, 10 ve 18 °C sicakliktakinden daha yiiksek ve aralarindaki farkin istatistiksel
acidan anlamli (p<0,05) oldugu tespit edilmistir.

C1 grubu MDA diizeylerinin 10, 14 ve 18 °C sicakliklarda sirasiyla 0,75 + 0,3; 1,86
+ 1,0 ve 2,02 £+ 1,0 nmol/mg protein oldugu tespit edilmistir. C; grubu MDA diizeylerinin
14 ve 18 °C’deki MDA diizeylerinin birbirine yakin ve aralarindaki farkin 6nemsiz oldugu
(p>0,05), 10 °C’deki MDA diizeyinin ise daha diisiik ve farkin 6nemli oldugu bulunmustur
(p<0,05).
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C, grubu MDA diizeylerinin 10, 14 ve 18 °C sicakliklarda sirasiyla 1,41 + 0,4; 1,81
+ 1,7 ve 2,71 £ 0,2 nmol/mg protein oldugu tespit edilmistir. 18 °C sicaklikta MDA
diizeylerinin 10 °C sicakliktakinden istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu (p<0,05) tespit
edilmigtir. 14 °C sicakliktaki MDA diizeyinin 10 ve 18 °C sicaklik degerleri ile benzer
oldugu tespit edilmistir (p>0,05).

Cs grubu MDA diizeylerinin 10, 14 ve 18 °C sicakliklarda sirasiyla 1,86 +0,7; 2,13
+ 1,7 ve 3,15 + 1,0 nmol/mg protein oldugu tespit edilmistir. Cz grubunda tiim
sicakliklarda belirlenen MDA diizeyleri istatistiksel olarak Onemli herhangi bir fark

gostermemistir (p>0,05).

Tablo 3.3. G. pulex bireylerinde farkl sicaklik ve konsantrasyonlardaki MDA diizeyleri (nmol/mg protein)

Sicaklik Kontrol Subletal Cd Konsantrasyon Gruplari
°C) 0,00 (K) 1,25 (Cy) 2,50 (Cy) 5,00 (Cs)
10 1,03+04™"  0,75+0,3°" 14104 185+0,7*
14 1,93+£0,6% 1,86+1,0% 181+1,7% 2,13+1,7%
18 090+0,3% 2,02+1,0" 271+02* 315+1,0%

abed Aym satirda farkli harfler tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemli (p<0,05)
bulunmustur.
*YZ Aym siitunda farkli harfler tagtyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemli (p<0,05)
bulunmustur.

Belirlenen konsantrasyonlarda sicaklik artisina baglh olarak MDA diizeyleri
incelendiginde sicaklik arttikca MDA diizeyinde artisin meydana geldigi tespit edilmistir
(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Sicakliga bagli olarak farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanmis gruplarin MDA diizeyleri

Belirlenen sicakliklarda konsantrasyon agisindan MDA diizeyleri incelendiginde,

konsantrasyon arttikca MDA diizeylerinde artis oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Cd konsantrasyona bagl olarak farkli sicakliklarda MDA diizeyleri

Yapilan c¢alismada sicaklik ve konsantrasyondaki artiga bagli olarak MDA

diizeyinin K grubu hari¢ diger tiim gruplarda arttig1 belirlenmistir.
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3.2.2. CAT Aktivitesindeki Degisimler

Farkli sicakliklarda Cd konsantrasyonlarinin uygulandigi G. pulex’in CAT enzim
aktivitesindeki meydana gelen degisimler Tablo 3.4’te verilmistir.

Istatistiksel analiz sonucuna gore, konsantrasyon artisina bagl olarak CAT enzim
aktivitesi incelendiginde;

K grubu ve Cd uygulanan, C; C, ve C; gruplarinin 10 °C’taki CAT enzim
aktiviteleri sirasiyla 64,40 + 40,4; 76,91 + 60,7; 159,66 + 66,6 ve 179,94 + 78,8 k/img
protein olarak tespit edilmistir. C; grubunda CAT enzim aktivitesi K grubuna benzer
(p>0,05), C, ve C3 gruplarinda ise K grubundan istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur
(p<0,05).

K grubu ve Cd uygulanan, C; C, ve Cs gruplarinin 14 °C’taki CAT enzim
aktiviteleri sirasiyla 82,16 + 33,7; 157,02 + 13,1; 103,42 + 39,0 ve 108,32 + 32,7 k/Img
protein olarak tespit edilmistir. C; grubunda CAT enzim aktivitesi diger gruplardan
istatistiksel agidan yiiksek bulunmustur (p<0,05).

K grubu ve Cd uygulanan, C; C, ve Cz gruplarmin 18 °C’taki CAT enzim
aktiviteleri sirasiyla 4,86 + 1,8; 9,20 + 2,5; 28,29 + 3,6 ve 45,32 + 17,6 k/mg protein olarak
tespit edilmistir. C3 grubuna ait CAT enzim aktivitesi K grubundan yiiksek olup,
aralarindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Istatistiksel analiz sonucuna gore, sicaklik artisina bagl olarak CAT enzim
aktivitesi incelendiginde;

K grubu orneklerinin 10, 14 ve 18 °C sicakligindaki CAT enzim aktiviteleri
sirastyla 64,40 + 40,4; 82,16 + 33,7 ve 4,86 + 1,8 k/mg protein olarak belirlenmistir. CAT
enzim aktivitesinin 14 °C sicaklikta, 10 ve 18 °C sicakliktakinden daha yiiksek ve
aralaridaki farkin istatistiksel agidan anlamli (p<0,05) oldugu tespit edilmistir.

Ci grubu CAT enzim aktivitesinin 10, 14 ve 18 °C sicakliklarda sirasiyla 76,91 +
60,7; 157,02 £ 13,1 ve 9,20 £ 2,5 k/mg protein oldugu tespit edilmistir. C; grubu CAT
enzim aktivitesi 14 °C sicaklikta, 10 ve 18 °C sicakliktaki enzim aktivitesinden daha
yiikksek olup, aralarindaki farkin istatistiksel acidan anlamli (p<0,05) oldugu tespit
edilmigtir.

C, grubu CAT enzim aktivitesi 10, 14 ve 18 °C sicakliklarda sirasiyla 1,41 + 0,4;
1,81 £ 1,7 ve 2,71 £ 0,2 k/img protein olarak tespit edilmistir. En yiiksek CAT enzim
aktivitesi 10 °C sicaklikta, en diisiik aktivitenin ise 18 °C sicaklikta oldugu tespit edilmistir.
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Tim sicakliklara ait CAT enzim aktivitesi arasindaki farklar istatistiksel agidan 6nemlidir
(p<0,05).

Cs grubu CAT enzim aktivitesi 10, 14 ve 18 °C sicakliklarda sirasiyla 179,94 +
78.,8; 108,32 + 32,7 ve 45,32 + 17,6 k/mg protein olarak tespit edilmistir. 10 ve 14 °C
sicakliklardaki CAT enzim aktivitelerinin 18 °C sicakliktaki enzim aktivitesinden daha

yiiksek ve aralarindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugu (p<0,05) tespit edilmistir.

Tablo 3.4. G. pulex bireylerinde farkl sicaklik ve konsantrasyonlardaki CAT aktiviteleri

Sicaklik Kontrol Subletal Cd Konsantrasyon Gruplari
(°C) 0,00 (K) 1,25 (Cy) 2,50 (Cy) 5,00 (C3)
10 64,40 £40,4°" 76,91 +£60,7°" 159,66 66,6 179,94 + 78,8
14 82,16 +33,7° 157,02+13,1% 10342+39,0°" 108,32+32,7°
18 486+1,8% 920+25%  2829+36° 4532+17,6%

abed Ayni satirda farkli harfler tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05)

bulunmustur.
XYZ Aym siitunda farkh harfler tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemli (p<0,05)

bulunmustur.

Cd’a maruz birakilan G. pulex bireylerinde 14 °C sicakliktaki K ve C1 gruplari
harig, diger tiim gruplarda sicakligin artisiyla birlikte belirlenen konsantrasyonlarda CAT

enzim aktivite seviyelerinde diisiis gozlenmistir (Sekil 3.6).

CAT
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Sekil 3.6. Sicakliga bagli olarak farkli Cd konsantrasyonlardaki CAT enzim aktiviteleri
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G. pulex bireylerinin farkli Cd konsantrasyonlarinda artan sicaklikla CAT enzim
aktivite diizeylerindeki degisimler belirlenmistir (Tablo 3.6). Belirlenen degerlere gore
artan konsantrasyon ve sicak ile CAT enzim diizeylerinde artma tespit edilmistir (Sekil
3.7).

200 -
(=
.g
S 150 -
)
£
= 100 - —e—109C
g —e—14°C
>
£ 50 18 °C
<
<
o 0 T T T
K C1 C2 Cc3

Konsantrasyon (ugCd.L")

Sekil 3.7. Cd Konsatrasyonuna bagl olarak farkl sicakliklarda CAT enzim aktiviteleri

3.2.3. GPx Aktivitesindeki Degisimler

Farkli sicakliklarda Cd konsantrasyonlarinin uygulandigi G. pulex’in GPx enzim
aktivitesinde meydana gelen degisimler Tablo 3.5’te verilmistir.

Istatistiksel analiz sonucuna gore, konsantrasyon artisina bagl olarak GPx enzim
aktivitesi incelendiginde;

K grubu ve Cd uygulanan, C;, C, ve Csz gruplarinin 10 °C’taki GPx enzim
aktiviteleri sirasiyla 24,54 + 40,4; 7,29 + 0,2; 19,67 + 0,7 ve 20,88 + 1,6 U/mg protein
olarak tespit edilmistir. GPx aktivitesi en yiiksek K grubunda ve en diisiik C; grubunda
olup, aralarindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05) oldugu belirlenmistir.

K grubu ve Cd uygulanan, C;, C, ve C; gruplarinin 14 °C’taki GPx enzim
aktiviteleri sirasiyla 17,03 + 0,2; 20,33 + 0,9; 17,48 + 0,9 ve 19,67 + 0,7 U/mg protein
olarak tespit edilmistir. K ve C, gruplarmin GPx enzim aktiviteleri birbirine yakin
bulunurken (p>0,05), C3 ve C; gruplarinin GPx enzim aktiviteleri K grubundan yiiksek
bulunmustur (p<0,05).
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K grubu ve Cd uygulanan, C;, C, ve C; gruplarinin 18 °C’taki GPx enzim
aktiviteleri sirasiyla 3,54 +0,8; 7,15 + 0,8; 11,64 + 2,8 ve 13,18 + 0,3 U/mg protein oldugu
tespit edilmistir. C;, C, ve Cs gruplarina ait GPx enzim aktiviteleri K grubundan yiiksek
olup aralarindaki fark istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0,05).

Istatistiksel analiz sonucuna gore, sicaklik artigna bagli olarak GPx enzim
aktiviteleri incelendiginde;

K grubu 6rneklerinin 10, 14 ve 18 °C sicakliktaki GPx enzim aktiviteleri sirasiyla
24,54 £ 0,4; 17,03 £ 0,2 ve 3,54 = 0,8 U/mg protein oldugu tespit edilmistir. GPx enzim
aktivitesi 10 °C sicaklikta en yiiksek, 18 °C sicaklikta en diisiik olup, aralarindaki farkin
istatistiksel agidan anlamli (p<0,05) oldugu tespit edilmistir.

Ci grubu GPx enzim aktivitesi 10, 14 ve 18 °C sicakliklarda sirasiyla 7,29 £ 0,2;
20,33 £ 0,9 ve 7,15 +£ 0,8 U/mg protein olarak bulunmustur. C; grubunun GPx enzim
aktivitesi 14 °C sicaklikta, 10 ve 18 °C sicakliktakinden daha yiiksek olup aralarindaki
farkin istatistiksel agidan anlaml1 (p<0,05) oldugu tespit edilmistir.

C, grubu GPx enzim aktivitesinin 10, 14 ve 18 °C sicakliklarda sirasiyla 19,67 +
0,7; 17,48 £ 0,9 ve 11,64 + 2,8 U/mg protein oldugu tespit edilmistir. GPx enzim aktivitesi
en yiikksek 10 °C sicaklikta, en diisiik ise 18 °C sicaklikta tespit edilmistir. Tiim
sicakliklarda GPx enzim aktivitesinin birbirinden farkli oldugu saptanmistir (p<0,05).

Cs grubu GPx enzim aktivitesinin 10, 14 ve 18 °C sicakliklarda sirasiyla 20,88 +
1,6; 19,67 + 0,7 ve 13,18 + 0,3 U/mg protein oldugu tespit edilmistir. 10 ve 14 °C
sicakliklarda ki GPx enzim aktivitesinin 18 °C sicakliktaki enzim aktivitesinden

istatistiksel agidan daha yiiksek oldugu (p<0,05) tespit edilmistir.

Tablo 3.5. G. pulex bireylerinde farkli sicaklik ve konsantrasyonlardaki GPx aktiviteleri

Sicaklik Kontrol Subletal Cd Konsantrasyon Gruplar1
(°C) 0,00 (K) 1,25 (Cy) 2,50 (Cy) 5,00 (Cs)
10 2454+04% 729+02% 1967+0,7% 2088+1,6"
14 17,03+£0,2° 20,33+0,9% 1748+0,9°" 1967+0,7%
18 354+08% 715+08°" 1164+28% 13,18+0,3%

a,b,c,d Aym satirda farkli harfler tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05)
bulunmustur.
X,Y,Z Aym siitunda farkli harfler tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05)
bulunmustur.
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Cd konsantrasyonlarinin uygulandigi G. pulex’te, 14 °C’deki grup hari¢ tiim
gruplarda sicaklik arttikga GPx enzim diizeylerinde azalma tespit edilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Sicakliga bagli olarak farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanmis gruplarm GPx enzim aktiviteleri

Sicakliga bagl olarak konsantrasyon arttikca GPx enzim diizeylerinde de artma

tespit edilmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Cd konsantrasyonuna bagli olarak farkl sicakliklarda GPx enzim aktiviteleri
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3.3. Oksidan Diizeyleri ve Antioksidan Aktiviteleri Ortalama Degerlerinin
Sicakhga Bagh Olarak Degerlendirilmesi

Yapilan bu calismada belirlenen sicakliklarda, subletal Cd konsantrasyonlarmna
maruz birakilan G. pulex’te MDA diizeyi, GPx ve CAT enzim aktiviteleri ortalamalarinin
sicaklikla degisimi incelenmistir (Tablo 3.6).

Tiim konsantrasyonlara ait ortalama MDA diizeyi 14 ve 18 °C sicakliklarinda en
yiiksek ortalama degeri gostermis ve aralarinda istatistiksel agidan benzerlik goriilmistiir
(p>0,05). 10 °C sicakliktaki ortalama deger daha diisiik olup, istatistiksel olarak 10 ve 14
°C sicakliktaki ortalama MDA diizeylerinden farkli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Tim konsantrasyonlara ait ortalama CAT enzim aktivitesi en yiiksek 18 °C
sicaklikta tespit edilmistir. 10 ve 14 °C sicakliktaki ortalama degerler daha diisiik olup, 18
°C sicakliktaki enzim aktivitesi ile aralarinda istatistiksel acidan 6nemli farkin oldugu
tespit edilmistir (p<0,05).

Tiim konsantrasyonlara ait ortalama GPx enzim aktivitesine ait en diisiik deger
18°C sicaklikta tespit edilmistir. 10 ve 14 °C sicakliktaki ortalama degerler daha yiiksek
olup, 18 °C sicakliktaki enzim aktivitesi ile aralarinda istatistiksel agidan 6nemli farkin

oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Tablo 3.6. Sicakliga bagli olarak ortalama oksidan ve antioksidan degerleri

Sicaklik (°C)
10 14 18
MDA 1,26 £0,18° 1,93 +0,18° 2,19+0,18°
CAT 21,92 + 8,36 112,73 + 8,36" 120,23 + 836"
GPx 18,10 +0,23" 18,63 +0,23" 8,88 + 0,232

Ayni satirda farkli harfler tagtyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Gruplara ait biyokimyasal analiz verilerinin ortalama degerleri sicakliga bagh
olarak incelenmistir. Sicakligin artmasiyla MDA diizeyleri ve CAT enzim aktivitesinde

artig, GPX enzim aktivitesinde ise azalmanin meydana geldigi tespit edilmistir.
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3.4. Oksidan Diizeyleri ve Antioksidan Aktiviteleri Ortalama Degerlerinin
Konsantrasyona Bagh Olarak Degerlendirilmesi

Yapilan bu ¢alismada subletal Cd konsantrasyonlarina farkli sicakliklarda maruz
birakilan G. pulex orneklerinin MDA diizeyi, GPx ve CAT enzim aktiviteleri
ortalamalarinin konsantrasyonla degisimi incelenmistir (Tablo 3.7).

MDA diizeyi C3 grubu ortalama konsantrasyon degeri K ve C; gruplari MDA
ortalama degerlerinden yiiksek olup, aralarindaki farkin istatistiksel agidan Onemli
(p<0,05) oldugu belirlenmistir. En diisik MDA enzim aktivitesi K grubunda tespit edilmis
ve C; konsantrasyon grubu ile benzerlik géstermistir (p>0,05).

CAT enzim aktivitesi C3 grubu ortalama konsantrasyonun degeri K ve C; gruplari
CAT enzim aktivitesi ortalama degerlerinden yiiksek olup, aralarindaki farkin istatistiksel
acidan 6nemli (p<0,05) oldugu belirlenmistir.

GPx enzim aktivitesi C; konsantrasyonu ortalama degeri diger gruplarin GPX enzim
aktivitesi ortalama degerlerinden yiiksek olup, aralarindaki farkin istatistiksel agidan

onemli oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Tablo 3.7. Konsantrasyona bagl olarak oksidan ve antioksidan degerleri

Konsantrasyon (ug.1™)

K Cl C2 C3

MDA 1,28 £ 0,21° 1,55+021%  1,98+0,21" 2,38+0,21°¢
CAT 50,47+9,65%  81,04+9,65° 97,12+9,65" 111,19+9,65°¢
GPx 15,04 +0,26°  11,59+0,26% 1626+0,26°  17,91+0,26¢

Ayni satirda farkli harfler tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Gruplara ait  biyokimyasal analiz  verilerinin ortalama degerleri Cd
konsantrasyonuna bagli olarak incelenmistir. Konsantrasyonlardaki artisin MDA diizeyler,

CAT ve GPx enzim aktivite {izerinde artiga sebep oldugu tespit edilmistir.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Diinya genelinde, cesitli kirleticiler tarafindan toprak ve su gibi ekosistemlerin
kontaminasyonlar1 hem insan sagligi hem de diger tiim canlilar i¢in énemli bir problemdir.
Ciinkii gerek zirai miicadelede kullanilan pestisitler gerekse de g¢esitli sanayi
faaliyetlerinden kaynaklanan ve kimyasal kirlenmeye neden olan birgok faktor,
ekosistemlerde besin zincirinin en alt halkasindaki canlilardan besin zincirinin en st
halkasindaki canlilara biyolojik birikim yolu ile taginabilmektedir (Demirci, 2013).

Toksikoloji, fiziksel veya kimyasal etmenlerin canli organizmalar iizerindeki zarar
ve tahrip edici etkilerini inceler. Bu baglamda akuatik toksikoloji testlerinin amaci sucul
canlilar izerinde herhangi bir maddenin hangi konsantrasyonda organizmalara zarar verip
vermedigini belirlemektir (Karatag, 2005).

Agir metallerin canlilar iizerine olan etkileri ve antioksidan aktiviteleri iizerine
yapilmis ¢aligsmalar olmasina ragmen bu caligmalar giiniimiizde kiiresel 1sinmayla birlikte
etkisi lizerinde pek durulmamigtir. Yapilmig ¢aligmalarda daha ¢ok sicakligin etkisi veya
sanayilesmenin etkisi seklinde ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Bu sebeple kiiresel 1sinma ve
sanayilesmenin canlilar iizerine kombine etkisinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu
etkilerin oksidatif stres parametrelerinin ne yonde etkilediginin belirlenmesi ile sonraki
benzer ¢aligmalar icin de belirleyici bir rol alacagi diisiiniilmektedir.

Yapilan bu caligmada farkli su sicakliklarinda ve farkli konsantrasyonlarda Cd’a
maruz birakilan G. pulex indikator canlisinin LCso degerleri arastirilmistir.

Felten ve ark. (2008b), Cd’un G. pulex' teki fizyolojik ve davranigsal yanitlari
lizerindeki etkilerini arastirdiklar ¢aligmada kuyu suyu kullanarak 12 °C sicaklikta Cd’a
maruz biraktiklart G. pulex bireyleri i¢in akut toksisite deneyleri yapmiglar ve LCsp
degerlerini 96. saatte 82,1 pgL™, 120. saatte 37,1 pgL™, 168. saatte 21,6 pgL™ ve 264.
saatte 10,5 pgL™ olarak belirlemislerdir. Deney siiresince bireylerin davramislari
gozlemlendiginden bireyleri beslenmeye devam etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada ise, 10,
14 ve 18 °C sicakliklarda Cd’un G. pulex igin 96. saatteki LCs degerleri sirasiyla 51,79 +
1,2 ugL'l, 49,03 £ 1,3 ugL'1 ve 54,43 £ 1,3 ng'l oldugu tespit edilmistir. Bu farkliliklar
kullanilan suyun fiziko-kimyasal ozelligi, suyun sicakligi, canlinin biiyiikliigli, canli

organizmanin beslenmemesi veya Cd’un uygulanan formundan kaynaklanabilir.
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Zauke (1982), Cd’un G. tigrinus (Sexton 1939) dogal popiilasyonlarinda
mevsimsel degisimi ile segilen cevresel degiskenler arasindaki iligkiyi arastirmustir.
Korelasyon analizi sonuglarinda, G. tigrinus'taki goézlenen Cd degisiminin Cd
konsantrasyonu ve su sicakligina bagli oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte, kismi
korelasyon katsayisi analiziyle su sicakligmin en onemli faktdr oldugunu bildirmistir.
Yapilan bu g¢aligmada G. pulex bireylerinin sicakliga bagli Cd toksisite degerlerinin
sicaklikla iligkili oldugu, bu agidan benzer sonuglara varildigi tespit edilmistir.

Oksijenden tek elektronun indirgenmesiyle meydana gelen serbest radikaller
degisik birgok reaksiyon sonucunda hiicre ve dokularda olusur. Bu radikallerin viicutta
asir1 tiretilmesi sonucu protein, lipit, karbonhidrat ve niikleik asitler yikima ugrar. Ayrica
DNA zarar goriir, enzimlerin aktivasyonu bozulur ve membran gecirgenligi olumsuz
etkilenir. Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi olan lipit peroksidasyon, serbest
radikallerin uyardigi hiicre yikiminda 6nemli bir mekanizmadir (Benzer, 2001).

Baglica yumusakgalar olmak {izere omurgasiz hayvan tiirlerinde ROS’un iiretimine
bagli olarak olusan antioksidan cevap ve oksidatif hasarla ilgili pek ¢ok ¢aligma yapilmistir
(Correia ve ark., 2003). Fakat krustaselerin bu mekanizmalar1 hakkinda fazla bilgi yoktur.

Diger yiiksek omurgalilar ve baliklarda oldugu gibi gammaruslarda da lipit
peroksidasyonun bir {iriinii olan MDA hiicresel bilesenlerde meydana gelen oksidatif
zararin en 6nemli gostergesidir (Kandemir ve ark., 2011).

Chandran ve ark. (2005), Cd ve Zn’nin Achatina fulica’daki antioksidan enzim
aktivitesini arasgtirmiglardir. Caligma verilerine gore artan Cd konsantrasyonu ile birlikte
MDA seviyelerinin de arttigmmi bildirmislerdir. Yapilan bu g¢alismada da Cd
konsantrasyonuna bagli olarak MDA seviyeleri artmis, calisma verileri paralellik
gOstermistir.

Sroda ve Cossu-Leguille (2011) mevsimsel degisikliklerin G. roeselli’de enerji
rezervleri, antioksidan belirtegleri ve cinsiyet ayriminin etkisini arastirmiglardir.
Erkeklerde su sicakligindaki artisin MDA diizeyleri ile pozitif yonde (r = 0,87; n = 57; p
<0,05) korelasyon icerdigini bildirmiglerdir. Sicakligin yiikselmesine paralel olarak MDA
diizeyinin, artigim bildirmislerdir. Disiler i¢in ise, MDA diizeylerinin dogrudan sicaklik ile
iliskili olmadigini bildirmislerdir. Yapilan ¢alismada erkek bireyler kullanmis olmamiz ve
sicaklikla birlikte MDA seviyelerindeki artis yoniiyle, yapilan bu ¢alisma ile benzerlik

gostermektedir.
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Gismondi ve ark. (2012), Microsporidia parazitleri ile enfekte ettikleri
gammaridlere  Cd uygulamislardir. MDA  diizeylerinin ~ enfeksiyon —durumuna
bakilmaksizin, kontrol grubuna gére Cd uygulanan disilerde ¢ok daha yiiksek bulunmustur.
Bununla birlikte, enfeksiyonun MDA diizeylerini 6nemli 6lgiide etkiledigi ve Cd
uygulamasiyla etkilesim i¢inde olduklari sonucuna varilmistir. Enfekte olmayan disilerde,
Cd konsantrasyonu ile MDA diizeyinin paralel sekilde yiikseldigini bildirmislerdir.
Yapilan bu ¢aligmada da MDA diizeyinin artan Cd konsantrasyonuyla arttigi bulunmus
olup, aragtirmacilarin bulgulariyla paralellik gostermektedir.

Velinger ve ark. (2013), Cd ve As’in tek ve birlikte uygulandigi G. pulex’te MDA
diizeylerinin kontrol grubuna oranla yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica, bireylerde
artan Cd konsantrasyonuyla MDA diizeyininde 6nemli derecede (% 67,2) arttigini
bildirmislerdir. Yapilan bu ¢aligmada da hem sicaklik hemde konsantrasyon artigina bagh
olarak MDA diizeylerinde artis meydana geldigi bulunmustur. Bu baglamda her iki ¢alisma
verileri paralellik gostermektedir.

Katalaz, yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Bu enzim, esas
olarak peroksizomlarda daha az olarak da sitozolde ve mikrozomal franksiyonlarda
bulunmaktadir. H»O,’i suya ve oksijene pargalayarak lipid peroksidasyonuna karsi
koruyucu rol oynamaktadir. Katalaz, hidrojen peroksit (H,O;) varliginda bir takim kiiciik
substrat molekiillerine kars1 peroksidatik aktivite gostermektedir (Paller, 1991).

Yapilan bu ¢alismada farkli sicaklik ve Cd’un subletal konsantrasyolari i¢gin CAT
enzim aktivitesindeki degisimler belirlenmistir.

Franco ve ark. (2006), kahverengi midye (Perna perna)’ye Zn agir metalini farkli
konsantrasyonlarda (0, 10, 30 ve 100 uM) uygulamislardir. Sonug olarak, P. perna’ya
sadece 10 uM konsantrasyon Zn uygulandiginda CAT enzim aktivitesinin, oksidatif stres
kosullarinda tepki verdigini, artan konsantrasyonla organizmanin etkilenmedigini
bildirmislerdir. Ayrica, artan konsantrasyonla birlikte CAT enzim aktivite degerleri de
artmistir. Yapilan bu ¢alisma ile CAT enzim aktivite degerlerindeki farkliligin, denemede
tatlisu organizmasi kullanilmasi ve farkli agir metal uygulanmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir.

Sroda ve Cossu-Leguille (2011) mevsimsel degisikliklerin G. roeselli’"de CAT
enzim aktivitesine etkilerini aragtirmiglar ve en yiiksek enzim aktivitesini yiiksek su
sicakliginda (yaz aylarinda) belirlemiglerdir. Sicaklik agisindan CAT enzim aktivitesindeki

degisimler bu ¢aligma ile benzerlikler gostermistir.
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Func ve ark. (2013), 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda Ag uygulanan G.
fossarum’da yiiksek mortalite nedeniyle, CAT ve Se-GPx aktiviteleri ile LPO diizeyini
belirlemislerdir. Caligma sonucuna gore 96. saat uygulamasinda CAT enzim aktivitesinin
azaldigimi ve kontrol grubuna kiyasla istatistiksel agidan anlaml fark oldugunu, ancak Ag
uygulamasinin 48. saat ile kontrol grubu arasinda enzim aktivite diizeyinde azalma
olmasina ragmen, istatistiksel agidan anlamli olmadigini bildirmislerdir. Arastiricilarin, Cd
uygulanan gruplarda sicaklik ve konsantrasyonlarin artisi ile CAT enzim aktivitelerinin
artt1g1 tespit edilmistir. Yapilan bu caligmada da artan sicaklik ve konsantrasyon ortalama
degerlerine gore CAT enzim aktiviteleri artmustir. Yapilan ¢aligmalar bu yoniiyle benzerlik
gostermektedir.

Rajeshkumar ve ark. (2013), yaptiklari ¢alismada siit baliklarinin (Chanos chanos)
farkli dokularinda agir metallerin antioksidanlara ekspresyonu arastirmiglardir. Agir metal
kirligi bulunan bolgelerdeki baliklarin SOD, CAT, GPx, GST ve GR seviyelerinin arttigini,
diger yandan kirli olmayan bolgelerde, tim enzim seviyelerinin azaldigini bildirmislerdir.
Sonug olarak, artan konsantrasyona bagli olarak CAT, GPx ve MDA seviyelerinde artis
oldugu belirlenmistir. Denemizin canli materyali bir tatlisu omurgasizi olmasina ragmen,
stit baliklarinda yapilan g¢alismanin enzim aktivitelerindeki degisimleri ile benzerlik
gostermistir.

Stiperoksid, hidroksil ve hidrojen peroksit radikali gibi reaktif oksijen tiirleri
ozellikle mitokondri membranlarindaki oksidatif olaylarin bir sonucu olarak normal
metabolizma sirasinda olusmaktadir. Fakat bu radikaller, viicuttaki ¢esitli antioksidanlarla
inhibe edilmektedirler. Bu antioksidanlarin en onemlilerinden biri glutatyon peroksidaz
(GPx)’dir. Sitozolde yerlesik bir enzim olan GPx, tetramer yapida 4 selenyum atomu
iceren bir enzimdir. GPX hidrojen peroksit ve inorganik hidroperoksitlerin indirgenmesini
saglar (Piner, 2009).

Yapilan bu ¢aligmada farkl sicaklik ve Cd’un subletal konsantrasyolar1 igin GPx
enzim aktivitesindeki degisimler belirlenmistir.

Erdem (2002), ¢esitli ¢evresel kirleticilerin G. pulex'teki Se-bagimli ve Se-bagimsiz
GPx enzim aktivitesine olan etkilerini ve enzimin bazi biyokimyasal o6zelliklerini
aragtirmistir. Deney sonuglarina gore Se-bagimli GPx aktivitesinin Cu*? ve Zn*? iyonlari
ile azaldigin bildirmistir. Yapilan bu ¢alismada da artan Cd konsatrasyonu ile birlikte GPx

enzim aktivitesinin diistigii belirlenmistir.
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Chandran ve ark. (2005), yaptiklart ¢alisgmada Cd ve Zn’nun A. fulica’daki
antioksidan enzim aktivitesini arastirmiglardir. Arastiricilara gore artan Cd konsantrasyonu
ile birlikte GPx seviyelerinde azalma oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢alisma G.
pulex’ uygulanan Cd verilerine gore GPx seviyeleride azalmistir. Caligmalar bu yonleri ile
paralellik gdstermistir.

Franco ve ark. (2006), kahverengi midye (Perna perna)’de Zn agir metali farkli
konsantrasyonlarinin (0, 10, 30 ve 100 uM) etkilerini arastirmiglardir. Sonug olarak 10uM
Zn uygulananlarin GPx diizeyleri 0, 30 ve 100 pM Zn uygulanan konsantrasyonlara
kiyasla daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bu c¢alismada da artan Cd
konsatrasyonu ile birlikte GPx enzim aktivitesinin diistiigii belirlenmistir. Bu farkliligin
sebebi tiir, metabolizma ve metal farkligiyla agiklanabilir. Yapilan bu ¢alisma sonuglarina
gore artan Cd konsantrasyonu G. pulex’in GPx enzim aktivitesini inhibe ettigi
belirlenmistir.

Kim ve ark. (2014a), yaptiklari ¢aligmada Tigriopus japonicus sucul
omurgasizlarda bazi agir metallerin oksidatif stres ve 1s1 sok proteinlerini ve bunlar
arasindaki etkilesimi arastirmiglardir. Cd ig¢in belirlemis olduklart iki farkli
konsantrasyonlarin GPx enzim aktivitelerinde indiiksiyona sebep oldugunu bildirmislerdir.
Yapilan ¢alismada da artan Cd konsantrasyonlarinin G. pulex bireyleri iizerindeki GPx
aktivite seviyelerinde azalmaya sebep oldugu, bu degisimin Cd maruziyetine bagli oldugu
belirlenmistir.

Kim ve ark. (2014b), agir metallerin Euplotes crassus iizerine, antioksidan genlerin
akut etkilerini aragtirmiglardir. Arastirma bulgularina goére, GPx mRNA seviyelerinde Cd
konsantrasyonuna ve zamana bagli olarak belirgin bir diisiis gozlemlemislerdir. Yapilan bu
calismada da GPx enzim aktivitesinde artan konsantrasyonla birlikte azalma oldugu tespit
edilmistir.

Rodrigues ve ark. (2014), antropojenik etki altinda kalmig Seria Irmaginda yasayan
yengegleri (Carcinus maena) biyobelirteg olarak kullanmis, bu organizmalarin iizerine
metallerin etkisini aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda GPx aktivitesinde dnemli bir fark
bulamamislardir. Yapilan bu ¢alismada Cd konsantrasyonuna ve sicakliga bagh olarak elde
edilen GPx seviyelerindeki fark, ¢alismanin deneysel olmasi, konsantrasyon ve organizma
farklilig1 ile aciklanabilir.

Proki¢ ve ark. (2016), Ponjavica Nehrinden ve Danube-Tisza-Danube Kanalindan

yakaladiklar1 kurbagalarin dokularinda agir metal kirliliginin antioksidan cevabini
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arastirmiglardir. Caligmadan elde ettikleri verilere gore SOD, GPx ve GR aktivitelerinin
istatistiksel olarak yiiksek oldugunu, antioksidan sistem parametreleriyle en fazla etkilesim
sergileyen elementlerin Ni, Zn, Hg, Cr ve Cd’un oldugunu bildirmislerdir. Cd’un
antioksidan parametreleriyle etkilesiminin elde edilen verilerle benzerlik gostermistir.
Yapilan bu ¢alismada kabuklu omurgasiz canli materyali kullanilmasina ragmen, omurgali
canli olan kurbagalarla yapilan ¢alismanin enzim aktivitelerindeki degisimler ile benzerlik

gostermistir.
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5. ONERILER

Bir metal, herhangi bir canlinin biyolojik sistemine girdigi zaman, o canlinin
tizerindeki yasamsal islevlerine zarar verme kapasitesine sahiptir (Hu, 2000; Kayhan,
2006). Sucul ortamlarda konsantrasyonu artan agir metaller sucul organizmalar tarafindan
alinarak besin zinciri vasitasiyla iist trofik diizeylere tasinmaktadir. Su ortamindan yasayan
canlilarda agir metal birikiminin incelenmesi, agir metallere karsi duyarlihi@i yiiksek
tiirlerin  belirlenmesinin yani1 sira organizmada meydana gelen yapisal ve islevsel
bozukluklarin belirlenmesi bakimindan da onem tasimaktadir. Agir metallerin subletal
konsantrasyonlarda etkisinde kalan sucul organizmalarin karaciger, bobrek ve dalak gibi
metal metabolizmasi ve metal detoksifikasyonu ile ilgili organlarinda yiiksek diizeyde
birikmektedir. Canlilar aleminin ortak serveti olan su rezervleri ve barindirdiklar sucul
organizmalar, kaliteli protein arayisi iginde olan toplumlarin gida deposudur. Tim
toplumlarin ana hedefi, endiistrilesmenin yaninda, yasam kalitesini bozmadan, taze ve
temiz {iriinlerle saglikli beslenme olanaklarini korumak ve siirekliligini saglamak olmalidir
(Kayhan, 2006).

Sulardaki metal kirliligi, zirai, endiistriyel atiklar ve eski madenlerdeki sizintilardan
kaynaklanmaktadir. Yagmur sular1 da c¢evredeki topraktan metallerin siiziilmesine sebep
olmaktadir. Balik fizyolojisi {izerine yapilmis c¢aligmalarda kirlilik etkilerinin en yaygin
oldugu goriilen metaller; Cu, Zn, Sn, Cd, Hh, Cr, Pb, Ni, As ve Al’dir. Salmonlarda toksik
etki acisindan agir metallerin siralamis1 Hg > Cd > Cu seklindeyken, viicutta birikme
bakimindan siralama Hg >> Pb >Cr ve Cd olmaktadir (Atamanalp ve Yanik, 2003).

Biitiin sucul ortamlarda, icerisinde barindirmis olduklar1 organizmalara zarar
verebilecek her cesit yabanct maddelerin karistirillmamas: insan sagligi agisindan, cevre
cali iliskileri agisindan, ekonomik agidan ve organizmalarin saglig1 agisindan biiyiik 6nem
arz etmektedir (Atamanalp ve Yanik, 2003). Dolayisiyla gerekli 6n tedbirler ve yasal
diizenlemelerin yanisira giicli bir denetimin olmasi elzemdir. Su yasamin temel
kaynaklarindan biri olup yasamin idamesi i¢in olmazsa olmazidir. Bu sebeple dogal su
kaynaklarimizin her ¢esit kirleticilerden korunmasi zorunludur.

Bu aragtirmada elde edilen bulgularin sonuglarina gore;

e Kadmiyum agir metalinin G. pulex sucul indikator canli bireylerine ¢ok diisiik

konsantrasyonlarda dahi toksik etki yaptig1 tespit edilmistir. Bu nedenle alici
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ortamlara karigma olasilig yiiksek gelismis sanayiye sahip kentlerde agir metallerin
dogaya salmimi kontrol altinda tutulmasi, salimim esnasinda sucul ortamdaki
metallerin ortama bulastirilmadan giderimi {izerine arastirma ve yatirimlarin
yapilmasi tavsiye edilebilir.

Yetkili kurum ve kuruluslarca belirlenen, su kalite siniflarina ait Cd’un alici
ortamlardaki konsantrasyonu limit degerlerinin istliine c¢iktiginda sucul
organizmalarda ani 6liimler olabilecegi gibi canli organizmada birikim yaparak av
avct iligkisiyle balik, kus ve insanlara taginabilme riskleri gozardi edilmemelidir.

Bu tiir calismalarda toksikolojik maddelerin canli bireyler iizerindeki etkisi
sicakligin artisiyla daha da arttig1 belirlenmistir. Giiniimiiz ¢evre sorunlarindan olan
kiiresel 1sinmanin silsile yoluyla tiim sucul ve kara canlilarin1 etkileyecegi tahmin
edilmektedir. Toksik maddelerin canli iizerindeki zarar veren birikim limitlerinin
artan sicaklikla degisebildigi ve ¢ok daha diisiik diizeylerde maddelerin canli
organizmalar iizerinde hasara yol acabilecegi lizerinde durulmalidir. Hatta bu
degerler artan sicaklik ortalamalariyla ilgili kurumlarca degerlendirilip
giincellenmelidir.

Deneysel ¢alismalarda laboratuvar ortaminda toksik maddeye maruz birakilan canli
bireylerin i¢ gidiisel (avlanma, beslenme, iireme vb.) davranmslarinin da
etkilenebilecegi ve bir¢ok canli neslinin tehlike altinda olabilecegi igin farkli
davranis sekillerindeki degisimlerin de belirlenmesi Onerilir.

Agir metal gibi toksik maddelerin olusturdugu Kirliliklerin, kirlilige duyarli
indikator tiirler ve gida zincirinin basamaklarindaki canlilar kullanilarak bu tiir
caligmalar yayginlastirilmalidir.

Toksik maddelerin canlilara oldiiriicii etkisinin yaninda canlinin toksik madde
tarafindan nasil etkilendigi, norotoksik ve genotoksik etkileri ve bu etkilerin
canlilarin  dokularinda ne gibi degisiklikler yaptiginin da bilinmesi igin

histopatalojik caligmalar yayginlastirilmalidir.
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