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Bu tez ¢aligmasinda cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve indoxacarb etken maddeli
ticari pestisit formiilasyonlarinin dar pengeli kerevitteki (Pontastacus leptodactylus) toksik
etkileri arastirilmustir. Tlk etapta boy ve agirlik ortalamalar sirasiyla 43,7+0,2 g ve 11,0£0,1
cm olan her iki cinsiyetten yetiskin 160 adet dar penceli kerevit bireyi 96 saatlik akut toksisite
testinde pestisitlerin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmis ve Oliimler kaydedilerek
pestisitlerin bu tiir icin LCso degerleri hesaplanmistir. fkinci etapta ise ortalama agirlik ve
boylar1 sirastyla 45,4+0,3 g ve 12,1+£0,1 cm olan her iki cinsiyetten yetiskin 120 adet dar
penceli kerevit bireyi 3 tekerriirli diizenekte 96 saatlik subletal akut toksisite testine
(belirlenen LCsy degerlerinin %20’si kullanilarak) tabi tutulmustur. Her iki deneyde de
herhangi bir maddeye maruz birakilmayan kontrol grubu kullamilmistir. Subletal testin
sonunda akvaryum bagina 3, grup basina toplamda 9 kerevitten hemolenf ve hepatopankreas
numuneleri alinmis ve bu numuneler hemolenf biyokimyasal parametrelerinin, antioksidan
enzim aktivitelerinin, histopatolojik degisimlerin ve genotoksik etkinin belirlenmesinde
kullanilmistir. Elde edilen verilere gore cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve
indoxacarb etken maddeli ticari pestisit formiilasyonlarinin LCsy degerleri sirasiyla 18,402;
59,715 ve 13,133 mg/L olarak bulunmustur. Subletal toksikoloji testi sonuglarina gore
cyprodinil etken maddeli pestisitin dar pengeli kerevitte oksidatif hasara, bagisiklik yanitin
harekete gecmesine, antioksidan sistemin baskilanmasina ve siddetli hepatopankreas hasarina
yol agtig1 tespit edilmistir. Glyphosate isopropilamin tuzu etken maddeli pestisite maruz
birakilan grupta hafif siddette hepatopankreas hasar1 belirlenirken ¢ok siddetli genotoksisite
meydana geldigi miisahede edilmistir. Son olarak indoxacarb etken maddeli pestisitin ise
oksidatif hasar ve hepatopankreasta ciddi histopatolojiye neden oldugu saptanmistir. Elde
edilen LCsy degerleri, bahsedilen pestisitlerin nicel olarak toksisitesinin dar pengeli kerevitte
diisiik olduguna isaret etmektedir. Dolayisiyla bu denli yiliksek konsantrasyonlarin su
kaynaklarinda bulunmasi ihtimali olmadigindan bu pestisitlerin kullaniminin dogal dar penceli
kerevit popiilasyonlar1 agisindan riski diigiiktiir. Fakat yine de dar penceli kerevitlerin
bulundugu sularda cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve indoxacarb
konsantrasyonlarinin izlenmesi Onerilir. Bununla birlikte glyphosate isopropilamin tuzu
grubunda tespit edilen siddetli genotoksisite dikkate deger bir bulgudur. Tiim canlilarda DNA
aynm yapida oldugundan, glyphosate isopropilamin tuzu maruziyetinin bu pestisitle temasa
gecen insanlar ve diger canlilar acisindan da potansiyel tehlike arz edebilecegi
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ongoriilmektedir. Bununla birlikte bu arastirmada elde edilen sonuglar bu pestisitlerin dar
pengeli kerevitteki akut toksik etkilerini ortaya koymustur. Bunlarin toksikoloji alanindaki
bilgi boslugunun doldurulmas1 maksadiyla gelecekteki ¢alismalarda kronik toksik etkilerinin
de belirlenmesi gerekmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Hedef dis1 organizma, pestisit, toksikoloji, Pontastacus
leptodactylus, dar penceli kerevit.

Mayis 2024, 81 Sayfa



ABSTRACT

PH.D THESIS

TOXIC EFFECTS OF PESTICIDES WITH ACTIVE INGREDIENTS
CYPRODINIL, GLYPHOSATE ISOPROPYLAMINE SALT AND
INDOXACARB ON NARROW-CLAWED CRAYFISH (Pontastacus
leptodactylus)

YiGIT TASTAN

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF AQUACULTURE

SUPERVISOR:ASSOC. PROF. DR. ADEM YAVUZ SONMEZ

In this thesis study, the toxic effects of commercial pesticide formulations with active
ingredients cyprodinil, glyphosate isopropylamine salt and indoxacarb on narrow-clawed
crayfish (Pontastacus leptodactylus) were investigated. In the first stage, 160 adult narrow-
clawed crayfish individuals of both sexes, whose average height and weight were 43.7+0.2 g
and 11.0+£0.1 cm, respectively, were exposed to different concentrations of pesticides in the
96-hour acute toxicity test, and the LCso values of the pesticides for this species were
calculated by recording the mortalities. In the second stage, 120 adult narrow-clawed crayfish
individuals of both sexes, with average weight and length of 45.4+0.3 g and 12.1+0.1 cm,
respectively, were subjected to a 96-hour sublethal acute toxicity test (by using 20% of the
determined LCs values) in a 3-replication setup. A control group that was not exposed to any
substance was used in both experiments. At the end of the sublethal test, hemolymph and
hepatopancreas samples were taken from 3 crayfish per aquarium, a total of 9 crayfish per
group, and these samples were used to determine hemolymph biochemical parameters,
antioxidant enzyme activities, histopathological changes and genotoxic effect. According to
the data obtained, the LCso values of commercial pesticide formulations with active ingredients
cyprodinil, glyphosate isopropylamine salt and indoxacarb were found to be 18.402, 59.715
and 13.133 mg/L, respectively. According to the results of the sublethal toxicology test, it was
determined that the pesticide with active ingredient cyprodinil caused oxidative damage,
activation of the immune response, suppression of the antioxidant system and severe
hepatopancreas damage in narrow-clawed crayfish. While mild hepatopancreas damage was
detected in the group exposed to pesticide with active ingredient glyphosate isopropylamine
salt, very severe genotoxicity was observed. Finally, it was determined that the pesticide with
active ingredient indoxacarb caused oxidative damage and serious histopathology in the
hepatopancreas. Obtained LCsy values indicate that the quantitative toxicity of the mentioned
pesticides is low in narrow-clawed crayfish. Therefore, the use of these pesticides poses a low
risk to natural narrow-clawed crayfish populations as such high concentrations are unlikely to
be found in water sources. However, it is still recommended to monitor cyprodinil, glyphosate
isopropylamine salt and indoxacarb concentrations in waters where narrow-clawed crayfish
inhabits. Moreover, the severe genotoxicity detected in the glyphosate isopropylamine salt
group is a remarkable finding. Since DNA has the same structure in all living beings, it is
predicted that glyphosate isopropylamine salt exposure may pose a potential danger to humans
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and other living beings that come into contact with this pesticide. Furthermore, the results
obtained in this study revealed the acute toxic effects of these pesticides on narrow-clawed
crayfish. Their chronic toxic effects also need to be determined in future studies in order to fill
the gap in the toxicology field.

KEYWORDS: Non-target organism, pesticide, toxicology, Pontastacus leptodactylus,
narrow-clawed crayfish.

May 2024, 81 Pages
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1. GIRIS

Hizla artan diinya niifusunun besin ihtiyacinin karsilanmasinda siirdiiriilebilir gida arzi
cok biiylik 6nem tagimaktadir. Gida arzinin siirekliligi ancak gida iiretim sektorlerinin
devamlilig1 ile miimkiindiir. Bu baglamda tarimsal iiretim sektorii sliphesiz ki diinya
gida ihtiyacinin karsilanmasinda 6nde gelen faaliyet alanlarindan birisidir. Ancak ne
var ki tarimsal {iretimi sekteye ugratan bir¢ok unsur mevcuttur. Bunlarin baslicalari;
toprak (6rn. toprak bozunumu ve erozyon), su (6rn. su kitligi ve etkin olmayan sulama
sistemleri), iklim (6rn. kiiresel 1sinma nedeniyle sicaklik ve yagis rejimlerindeki
degisiklikler) ve zararlilar olarak siralanabilir (Ruttan, 2005). Bu kisitlayici unsurlar
sirdiriilebilirligin  6niinde bir engel olustururken, iretim sathasinda simirh
kaynaklardan daha fazla yararlanma ve birim alandan maksimum fayda elde etme
adina konveksiyonel tarim uygulamalart 6n plana ¢ikmaktadir. Bu sistem bir¢ok
tartismali uygulama veya metodu beraberinde getirse de maksimum fayda elde etme

cabasi kontrollii sartlarin 6niine gegememektedir.

Hig siiphesiz ki tarimda iiretim siirecini etkileyen bircok dis faktér bulunmakla birlikte
konveksiyonel tarimm en Onemli problemlerinden birisi bitki zararlilaridir.
Gilinlimiizde tarimsal lretimde zararlilarla miicadelede kullanilan etkin ydntemler
mevcuttur. Bu yontemlerin baglicas1 ve en biiyiik paya sahip olani pestisitlerdir. US
EPA’ya gore pestisit; bir zararliy1 6nleme, yok etme, uzaklastirma veya uysallastirma
hedefiyle veya bitki diizenleyici, yaprak dokiicli veya kurutucu olarak kullanilan
herhangi bir madde veya maddeler karigimi olarak tanimlanmaktadir (URL-1, 2024).
Bu tanimdan da anlasilacag: {izere pestisitler birincil olarak bir organizmaya zarar
vermek lizere tasarlanmis bilesiklerdir. Bu kullanim amacinin dogurdugu istenmeyen
en onemli yan etki ise pestisitlerin hedeflenen tiirden baska canlilara da zarar
vermesidir. Pestisitlerin hedef dis1 organizma olarak adlandirilan bu canlilara zararl
olmasmin birka¢ temel nedeni vardir. Bunlardan baslicalar1 asagidaki sekilde

Ozetlenebilir.

Pestisitlerin Genis Spektrumlu Etkileri: Pek ¢ok pestisit, ¢esitli boceklerde ve diger

canlilarda ortak olan biyolojik siirecleri hedef alir. Ornegin bazi bocek ilaglari tiire dzel



olmayip, tim bdceklerin sinir sistemine miidahale ederek etki gostermektedir. Bu,
zararlilart Oldiirmede etkili olsa da aym1 zamanda mahsullerin ve c¢iceklerin
tozlagmasina fayda saglayan civardaki coccinellid ve bombus gibi faydali boceklere

de zarar verebilmektedir (Motta ve Moran, 2023; Stanley ve Preetha, 2016).

Ekosistem Dengesinin Bozulmasi: Pestisitlerin faydali organizmalara verdigi zararin
dogurdugu sonuglar yalnizca mahsullerin veya ¢igeklerin tozlasmasina ket vurmakla
sinirl degildir. Pestisitler besin zincirinde 6nemli bir rol iistlenen bir organizmay1 yok
ederek bolgedeki ekolojik dengeyi bozabilmektedir. Ayni zamanda bir tiiriin avcisina
zarar verip lizerindeki av baskisini hafifleterek veya kaldirarak popiilasyon dinamigini
etkileyebilmektedir. Hatta bu durum, iizerindeki av baskist kalkan zararli bir
organizmanin daha da ¢ogalarak mahsullere daha fazla zarar vermesiyle

sonuclanabilmektedir (Douglas vd., 2015; Martinou vd., 2014).

Cevresel Kahcilik: Bazi pestisitler ¢evrede kolayca bozunmamaktadir. Bu durum,
toprakta ve suda kalabilecekleri, bitkiler tarafindan alinabilecekleri veya yanlislikla
hayvanlar tarafindan tiiketilebilecekleri anlamina gelmektedir. Bunun sonucunda da
hayvan dokularinda birikerek biyobirikime (biyoakiimiilasyon) neden olabilmektedir.
Her ne kadar bu pestisit konsantrasyonlar1 ¢ogu zaman iz miktarlarda olsa da besin
zincirinde yukart dogru gidildikce bilhassa predator organizmalarda artan
konsantrasyonlarda birikerek biyoartis (biyomagnifikasyon) yoluyla en nihayetinde
toksik etki meydana getirebilecek seviyelere ulasabilmektedir (Iyaniwura, 1991;

Narayanan vd., 2022).

Tasinabilirlik: Pestisitler cogu zaman kullanimi amaclanan alanla sinirli kalmamakta,
civar bolgelere tasinmaktadir. Bu baglamda su kaynaklar1 da pestisit
kontaminasyonuna maruz kalabilmektedir. Pestisitlerin su kaynaklarina taginmasi,
sularin ve kiyilarin ilaglanmasi ve endiistriyel atiklarin su kaynaklarina dokiilmesi gibi
yollarla (S6nmez vd., 2021) dogrudan gerceklesebilecegi gibi ilaglanan tarim arazisi
atiklarinin yagmur sular1 ve drenaj ile yikanmasi, kanalizasyon, riizgar ve topraktan
sizma gibi yollarla (J. Gao vd., 2012; Sénmez vd., 2021) dolayli olarak da
gerceklesebilir. Her ne kadar su kaynaklar kirleticiler bakimindan her zaman nihai

alict ortam olmasa da dinyamizin yaklasik %71’inin sularla kapli oldugu



diisiiniildiginde ve su kaynaklarmmin hareketliligi, ¢oziicii 6zellikleri ve dogal
dongiilerdeki yeri géz Oniine alindiginda bir¢ok farkli kirletici i¢in su kaynaklar
onemli bir tastyict ortam rolii iislenmekte, bazi kirleticiler i¢in ise nihai durulma yeri
gorevi gormektedir (McCarthy ve Zachara, 1989; Schwarzenbach vd., 2003). Buradan
hareketle su kaynaklarina taginan pestisitlerin sucul organizmalar agisindan risk teskil

ettigini ifade etmek miimkiindiir.

Pestisitlerin tiim bu zararl etkileri ve riskleri g6z 6niine alindiginda ikame yontemlerin
uygulamaya geg¢irilmesi gerektigi sonucunu ¢ikarmak en makul yol gibi goriinse de bu
yontemlerin uygulanabilirligi halen tartisma konusudur. Ornegin pestisit kullanimina
alternatif olarak genetigi degistirilmis, zararlilara direngli mahsullerin tiretilmesi fikri
uzun zamandir siiregelen bir yaklagimdir. Her ne kadar bu yaklasim giinlimiizde baz1
bolgelerde kullamliyor ve Diinya Saghk Orgiiti (WHO) gibi bazi kurumlarca
piyasadaki mevcut genetigi degistirilmis gidalarin kullanimi giivenli olarak lanse
ediliyor olsa da (URL-2, 2014) bunlarin gerek insan sagligi gerekse mahsullerin
stirdiiriilebilirligi agisindan uzun vadeli etkilerinin bilinmiyor olmas1 ve hatta etik ve
dini inanglar bakimindan endiselerin var olmasi bu yaklasimin kullaniminm
kisitlamaktadir (National Academies of Sciences, 2016). Bir baska alternatif yaklasim
olan “biitiinlesik pestisit yonetimi” (BPY) ise cok asamal1 bir yaklasimdir. Detaylarina
burada c¢ok girilmeyecek olsa da bu yontem 6nleme (mahsul rotasyonu, sanitasyon,
direngli varyetelerin ekilmesi, faydali organizmalara habitat olusturulmasi), izleme
(mahsullerde zararlilara dair emare arama, zararli hareketlerini takip etmek igin
tuzaklar kurma), hedeflenmis kontrol (biyolojik kontrol, mekanik kontrol, biyopestisit
kullanimi) ve karar verme gibi basamaklardan olusmaktadir (URL-3, 2024; URL-4,
2023). Kisacasi, bu yaklasim c¢ok karmasik ve derin bilgi gerektiren siirecleri
icermektedir. Bu, yeterli yonetimsel siirecleri ve organizasyonu olan biiyiik firmalarca
uygulanabilecek olsa da kiigiik ¢iftciler tarafindan kullanilmasi pek olas1 degildir.
Ancak diinya gida {iretiminin %70’inden fazlasinin kii¢iik 6lcekli giftciler tarafindan
yapildigi tahmin edilmektedir (Wolfenson, 2013). Bu durum da bu metodun
kullantmin1 sinirlamaktadir. Buradan hareketle pestisit kullaniminin yakin zamanda
alternatif bir yontemle degistirilmesi pek miimkiin goziikmemektedir. Nitekim giin
gectikce artan ve 2021 yilinda kiiresel 6lgekte 3,54 milyon ton olarak gerceklesen
pestisit tiiketim miktar1 da (URL-5, 2024) bu sav1 destekler niteliktedir. Ulkemizde de



yil bazinda c¢esitlilik olsa da pestisit kullanimi uzun vadede artis egilimindedir.
Ornegin 2006 yilinda 45.376 ton olarak gerceklesen pestisit kullanimi 2021 ve 2022
yillarinda sirasiyla 52.965 ve 55.374 ton olarak kayitlara gegmistir (URL-6, 2024).

Elbette tilkemizde tarim sektorii; istihdam edilen niifus sayisi, ekonomik getiri ve gida
arzt bakimindan ¢ok onemli bir yere sahiptir. Ayni1 zamanda kiiresel dlgekte de
Tiirkiye’nin kayda deger bir konumu vardir. Ornegin 2020 verilerine gore Tiirkiye
global tarimsal {iretim degerine 86 milyon $ dolar katki saglamis ve %2’lik payla tim
iilkeler arasinda 7. sirada yer almistir (URL-7, 2023). Ulkemizde bircok farkli mahsul
yetistirilmekle birlikte en ¢ok iiretimi yapilan meyve ise elmadir. Elma iiretimi tim
meyve lretiminin %18’ini tegkil etmekle birlikte 2022 yilinda 4,82 milyon ton olarak
gerceklesmistir (URL-7, 2023). Bununla birlikte elma iiretim miktarlarinda en 6nde
gelen ilimiz %2611k payla Isparta’dir. Isparta’da elma yetistiriciligi bilhassa Egirdir
Goli Havzasi’nda yogun olarak yapilmaktadir. Isparta’da elma yetistiriciliginde
zararlilarla miicadelede kullanilan ¢esitli pestisitler olmasina karsin bu ¢alismanin

kapsami1 geregi bunlardan bazilarina asagida deginilmistir.

1.1 Elma Yetistiriciliginde Kullanilan ve Bu Tez Cahsmasina Konu Olan

Pestisitler

1.1.1  Cyprodinil

Cyprodinil (Ci4HisN3) zirai iiretimde c¢esitli fungal hastaliklarin kontroliinde
kullanilan genis spektrumlu bir fungusittir. Anilinopirimidin kimyasal sinifina dahil
olan bu pestisitin biyolojik etki mekanizmasi; metiyonin sentezinin baskilanmasi ve
hidrolitik enzimlerin salgilanmasina dayanmaktadir (Waechter vd., 2010). Etken
maddesi cyprodinil olan ¢esitli ticari formiilasyonlar mevcuttur. Bu formiilasyonlar
tilkemizde, bunlarla sinirli olmamakla birlikte, baglarda kursuni kiif (Botrytis cinerea),
elmada elma karalekesi (Venturia inaequalis) ve kayisida ¢icek monilyasi1 (Monilinia
laxa = Sclerotinia laxa) gibi hastaliklarla miicadelede kullanilmaktadir (URL-8, 2024).
Cyprodinil i¢eren ticari formiilasyonlara lilkemizde ilk ruhsat 1997 yilinda verilmis ve
o zamandan beri kullanimi siiregelmektedir (URL-9, 2024). Fakat bir¢ok pestisitte

oldugu gibi cyprodinil kullaniminda da potansiyel endiseler mevcuttur. Her ne kadar



yapilan ¢aligmalara gére EPA (URL-10, 1998) tarafindan kuslara, kiiclik memelilere,
arilar ve solucanlara neredeyse toksik olmadigi sonucuna varilsa da baliklara orta
diizeyde, tath su ve tuzlu su omurgasizlarina ise yiiksek derecede toksik oldugu

bildirilmigtir.

1.1.2  Glyphosate Isopropilamin Tuzu

Glyphosate IPA veya IPA tuzu olarak da bilinen glyphosate isopropilamin tuzu
(CeH17N205P), genis spektrumlu herbisit olan glyphosate bileseninin yaygin olarak
kullanilan bir formiilasyonudur (URL-11, 2024). Glyphosate isopropilamin tuzu,
tarimsal tiretimde cogunlukla ¢alims1 ve odunsu bitkiler ile yabani otlarla miicadelede
kullanilmaktadir. Ornegin bag, findik, turunggiller ve meyve bahgelerinde yabani
havu¢ (Daucus carota) ve sirken (Chenopodium album) gibi tek yillik ve tarla
sarmas181 (Convolvulus arvensis) ve biiyiik 1sirgan otu (Urtica dioica) gibi ¢ok yillik
otlara kars1 etkili bir pestisittir (URL-12, 2024). Diinya genelinde de ¢ok yaygin
kullanima sahip olan bu pestisitin lilkemizdeki ilk kullanim ruhsati 1989 yilinda
verilmistir (URL-13, 2024). Bununla birlikte glyphosate igerikli ticari
formiilasyonlarin toksisitesi ile ilgili literatiirde celiskili veriler mevcuttur. Ornegin
EPA (URL-14, 1993) glyphosatein diisiik akut toksisiteye sahip oldugunu, insanlar
icin risk teskil etmedigini belirtse de Alvarez-Moya vd. (2014) glyphosate
isopropilamin tuzunun Nil tilapyasinda (Oreochromis niloticus) ve insan lenfosit

hiicrelerinde genotoksik etki gosterebilecegini ortaya koymustur.

1.1.3 Indoxacarb

Oksadiazin kimyasal sinifina ait bir insektisit olan indoxacarb (C22H17CIF3N307),
tarimsal tiretimde bocekleri dldiirmekte kullanilmaktadir (URL-15, 2000). Kullanimi
tavsiye edilen bazi zararhilar bagda salkim giivesi (Lobesia botrana), domateste
yesilkurt (Helicoverpa armigera) ve elmada elma ickurdudur (Cydia pomonella)
(URL-16, 2024). Indoxacarb, boceklerin sodyum kanallarin1 bloke ederek sinir
sistemine etki eder, bu siire¢ nihayetinde fel¢ ve 6liimle sonuglanir (Lapied vd., 2001).
Ulkemizde indoxacarb etken maddeli ticari pestisit formiilasyonlarmnin kullanimi 1999

yilindan beri stiregelmektedir (URL-17, 2024). Ancak indoxacarbin EPA (URL-15,



2000) tarafindan memelilere, kuslara, baliklara ve sucul omurgasizlara toksik oldugu
belirtilmistir. Bu baglamda cevresel agidan sakincali bir pestisittir ve kullanirken

bilhassa su kaynaklarina karigsmamasi i¢in azami dikkat gosterilmelidir.

Tim bu bilgilerden anlasilacagi lizere Egirdir GOli Havzasi’nda yiiriitiilen elma
yetistiriciligi faaliyetlerinde kullanilan pestisitlerin dogrudan veya dolayli olarak
taginarak Egirdir Golii'ne karigma ihtimali ve burada yasayan sucul organizmalara
kars1t potansiyel riskleri mevcuttur. Nitekim WWF (2013) tarafindan yayimlanan
Egirdir Goli’nde Kirlilik Durumu ve Kirlilik Kaynaklart Modelleme Caligmasi
Raporu’nda goliin havzadaki elma yetistiriciligi faaliyetlerinden kaynaklanan pestisit
kirliliginin baskis1 altinda oldugu bildirilmistir. Egirdir G6li, elma iiretiminin yani sira
su lirlinleri agisindan da 6nemli bir su kaynagidir. Bu golde 1500°1i yillardan beri su
iriinleri avcilig1 yapildigina dair bulgular mevceuttur (Arikan, 1988; Hobanoglu, 2001
akt. Zaman ve Cetin, 2006). Bununla birlikte ticari aveilik 1955 yilinda sudak baliginin
(Sander lucioperca) gole asilanmasiyla baglamistir (Zaman ve Cetin, 2006). Akabinde
1960’11 yillarin basinda dar pengeli kerevit (Pontastacus leptodactylus, sinonim:
Astacus leptodactylus) avcili@i baglamis ve oOzellikle iilkemizde tiiketilmedigi icin
Avrupa’ya ihracati nedeniyle onemli bir doviz getirisi saglamis ve bunun sonucu
olarak da kerevit avciligina yonelen balik¢1 sayist artis gostermistir (Zaman ve Cetin,
2006). Buna binaen kerevit iiretim miktarlar1 artmaya devam etmis, 1984 yilinda
Tiirkiye kerevit tiretimi 7.937 tona ulagmis ve bu rakam avcilik yoluyla tiretilen diinya
tatli su kabuklu tiretiminin yaklasik %6’sin1 teskil etmistir (FAO, 2021). Fakat ayn1 y1l
bulastig1 popiilasyonlarda %100 mortaliteye neden olabilen kerevit vebasi hastaligi
iilkemiz kerevit popiilasyonlarinda goriilmeye baslanmis ve bunun sonucunda kerevit
tiretimi neredeyse 8.000 tona yaklagsmigken bir sonraki yil, yani 1985 yilinda birkag
yiiz tona kadar gerilemistir (Baran ve Soylu, 1989; Rahe ve Soylu, 1989). Hastalik
nedeniyle kerevit avciligit 1986-1999 yillarinda yasaklanmistir (URL-18, 2009).
Giliniimiizde kerevit avciligr faaliyetleri siirdiiriilmekle birlikte eski iiretim
miktarlarina heniiz ulagilamamistir. Bununla birlikte son yillarda artis gdsteren kerevit
liretimi, en azindan yeniden bu potansiyele ulasma imkani olabilecegine isaret

etmektedir (Tablo 1.1).



Tablo 1.1 Tiirkiye kerevit {iretim miktarlar1 (TUIK, 2024)

Yillar Uretim Miktar1 (ton)
2018 524

2019 696

2020 1.233

2021 1.011

2022 662

Kerevit avciliginin tavan yaptig1 yillarda iiretimin c¢ok biiyiik bir kismi Egirdir
Golii’nden saglanmustir. Ornegin 1977 yilinda toplam 3.000 ton olan Tiirkiye kerevit
tiretiminin 2.852 tonu Egirdir Golii’'nden gergeklestirilmistir (Zaman ve Cetin, 2006).
Benzer sekilde giiniimiizde de Egirdir Go6li, tiretim miktarlart bakimindan kerevit

avciliginda 6nde gelmektedir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2 Isparta kerevit iiretim miktarlar1 (TUIK, 2024)

Yillar Uretim Miktar1 (ton)
2018 217
2019 401
2020 891
2021 658
2022 454

Kerevitler, yalnizca ekonomik olarak degil ekolojik olarak da biiylik 6nem teskil eden
bir canli grubudur. Tatli su ekosistemlerinde hem avci hem de av olarak davranarak
besin zincirinde miithim bir rol oynarlar. Omnivor olan kerevitler, ¢lirliimekte olan
bitki/hayvan atiklari, algler, bocek, solucan ve salyangoz gibi kiiciik omurgasizlar,
balik yumurtas: ve larvalar1 da dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli organik maddelerle
beslenirler. Sucul ortamdaki detritusu (giirliyen organik madde) tiiketerek besin
dongiisiine katkida bulunurlar. Kii¢ilk omurgasizlart yemeleri, popiilasyonlarin
kontroliine ve dengeli bir ekosistem saglanmasina yardimci olur. Kerevitler; bazi
baliklar (levrek, yayin gibi), amfibiler (kurbaga gibi), kuslar (balik¢il, 6rdek gibi) ve
memeliler (su samuru, misk faresi gibi) i¢in de bir besin kaynagidir ve bu canlilarin

saglikli diyetlerinde 6nemli bir rol oynarlar. Kerevitler kendilerini sedimente gommeyi



sevdikleri i¢in bunu yaparken sucul ortamlarda su akisini iyilestirerek oksijenlenmeyi
arttiran kanallar olustururlar. Bu kendilerini gdmme hareketi ayn1 zamanda organik
maddenin yikilmasina ve besin maddelerinin salinmasina neden olur. Bunlara ek
olarak kerevitler cogunlukla kirlilige duyarli ve yeterli oksijene sahip temiz sular
tercih ederler. Bu 6zellikleri ile biyobelirte¢ gorevi gorebilirler (Reynolds vd., 2013;
URL-19, 2021). Bu bilgilerden de anlasilacagi tizere kerevitlerin bu genis cesitli
ekolojik katkilar1 sucul ortamlarin sagligi, islevselligi ve siirdiiriilebilirligi i¢in biiyiik
onem arz etmektedir. Bu baglamda dogal kerevit popiilasyonlarimin korunmasi,
iyilestirilmesi ve bunlara etki edebilecek risklerin belirlenmesi lizerine diisiilmesi

gereken konulardir.

Yukarida bahsedilen tiim bilgiler 1s18inda Egirdir Goli'nde yasayan kerevit
poplilasyonlarinin elma yetistiriciliginde kullanilan ticari pestisit formiilasyonlarina
maruz kalabilecegi anlasilmaktadir. Bu baglamda bu pestisitlerin kerevitler {izerindeki
etkilerinin belirlenmesi, kerevit popiilasyonlarinin ve avciliginin stirdiiriilebilirligi
acisindan 6nem teskil etmektedir. Buradan hareketle bu tez ¢alismasinda cyprodinil,
glyphosate isopropilamin tuzu ve indoxacarb etken maddeli ticari pestisit
formiilasyonlarinin dar penceli kerevitteki (P. leptodactylus) akut toksik etkilerinin
tespit edilmesi amaglanmistir. Bu amaca ulasmak icin bir grup dar pengeli kerevit 96
saatlik bir akut toksisite testine tabi tutulmus ve ilgili pestisitlerin LCso degerleri
belirlenmistir. Akabinde ikinci bir akut toksisite testinde ayni tiiriin bir baska grubu
belirlenen LCso konsantrasyonlarinin %20’sine (subletal konsantrasyon) yine 96 saat
siireyle maruz birakilmis ve kerevitlerin 96 saatin sonunda biyokimyasal hemolenf
parametreleri, antioksidan enzim aktiviteleri, histopatolojik degisimleri ve DNA

hasarlari tayin edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Kimyasallarin canli organizmalar iizerindeki toksik etkilerini anlamak; insan
sagliginin ve cevre refahinin korunmasinda kritik bir rol oynamakta ve toksik
maddelerin gilinliik yasamlarimizda olusturdugu riskleri azaltmaya yonelik yaklasimlar
gelistirmek i¢in hayati 6nem tasimaktadir (Matsumura, 2012). Bu etkileri anlamanin

yolu da toksikoloji bilim dalindan faydalanmaktan gecmektedir.

Toksikolojide bir maddenin toksisitesini degerlendirmek i¢in c¢esitli teknikler
kullanilmaktadir. In vitro ¢aligsmalar, bir toksik maddenin hiicresel siirecler tizerindeki
dogrudan etkilerini degerlendirmek igin hiicre kiiltiirlerini kullanir. Cogunlukla
laboratuvar hayvanlari lizerinde yiiriitiilen in vivo ¢alismalar ise bir toksik maddenin
tiim organizma iizerindeki etkisine iliskin daha biitiinsel bir bakis acist saglar. Bu
calismalar toksik maddelerin hem sistemik etkilerini anlamaya yardime1 olur hem de
organa 0zgii etkilerine, gelisimsel anormalliklere ve potansiyel kanserojenlige 151k

tutabilir (Eaton ve Gilbert, 1996).

In vivo ¢aligmanin amacina gore akut veya kronik toksisite testi uygulanabilir. Akut
toksisite testleri genellikle 24-96 saat araliginda olup deney hayvaninin yiiksek
dozlara/konsantrasyonlara verecegi yaniti tayin etmek icin kullanilmakta, kronik
toksisite testleri ise organizmay1 daha diisiik konsantrasyonlara 1 hafta ila 1 aya kadar
(veya daha uzun siire) maruz birakarak 6zellikle gelisim ve ilireme gibi uzun siirecleri
takip etmek icin gergeklestirilmektedir (Reish ve Oshida, 1987; Saed, 2020; Unsal,
1998).

Sucul akut toksisite testlerinde ise genellikle Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii
(OECD)’niin 203 numaral “Balik Akut Toksisite Testi” rehberi uygulanmaktadir. Bu
rehbere gore baliklar test edilen kimyasala 96 saat maruz birakilmali, mortalite ile
goriiniim ve davraniga ait anomaliler kaydedilmeli ve miimkiin olan kosullarda
baliklarin %50°sini 6ldiiren konsantrasyon (LCso) belirlenmelidir (OECD, 2019).
Bununla beraber sucul omurgasizlarin (6rnegin kerevit gibi kabuklularin) test
kosullarina iligskin boyle bir rehber bulunmamaktadir. Bu nedenle sucul omurgasizlarin

denek olarak kullanildig1 toksisite ¢aligmalarinda da genellikle OECD’nin 203



numarali rehberi uygulanmaktadir (Banaee vd., 2019; Stara vd., 2019; X. Gao vd.,
2021). Pestisitlerin kerevitlerde toksik etkilerini arastiran birgok ¢alisma olmasina
karsin elbette baliklarda yapilan toksikoloji caligmalarina kiyasla nispeten az sayida
ve yeni caligmalar oldugunu sdylemek miimkiindiir. Bu caligmalardan bazilarina

asagida deginilmistir.

Lidova vd. (2019) 2 farkli pestisitin (etken maddeleri sipermetrin ve deltametrin) 5
farkli kerevit tiirtindeki (Procambarus virginalis, P. clarkii, Pacifastacus leniusculus,
Faxonius limosus ve Cherax destructor) toksisite diizeylerini arastirmislardir. Bu
caligsmada iki pestisitin de test edilen tiim kerevitler i¢in asir1 derecede toksik oldugu
tespit edilmistir. Arastirmacilar, sipermetrin etken maddeli pestisitin 96 saatlik LCso
degerlerinin 0,09 ile 0,30 pg/L, deltametrin etken maddeli pestisitin ise 0,03 ile 0,76
png/L arasinda degistigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde Yuan vd. (2019) de
sipermetrin pestisitinin Cherax quadricarinatus’a karst 96 saatlik LCso degerinin 0,22

ug/L oldugunu bildirmislerdir.

Diazinon pestisitinin iki farkli kerevit tlirtinde (Faxonius limosus, sinonim: Orconectes
limosus ve Pacifastacus leniusculus) toksisite seviyesinin aragtirildigi baska bir
calismada (Bufi¢ vd. 2013), kerevitler 96 saatlik akut toksisite testine tabi tutulmus,
diazinon pestisitinin yiiksek derecede toksik oldugu ve 0,15 ile 0,51 mg/L arasinda
degisen (farkli yas gruplarinda) LCso degerleri hesaplandig: bildirilmistir. Bufic¢ vd.
(2013) bu sonuglara istinaden gevresel diazinon maruziyetinin azaltilmasini ve hatta

diinya ¢apinda kullaniminin sinirlandirilmasini 6nermislerdir.

Bir diger benzer arastirmada (Barbee vd., 2010) klorantraniliprol pestisitinin
Procambarus clarkii’deki 96 saatlik LCso degerleri belirlenmistir. Bu pestisitin test
edilen kerevitlere asir1 toksik etki gosterdigi ve LCso degerinin 951 ng/L olarak
hesaplandigi bildirilmistir. Yine benzer bir calismada atrazin, heksazinon, metribuzin,
prometryn, simazin ve terbutryn pestisitlerinin Pasifastacus leniusculus’ta diisiik
toksisiste gosterdikleri ve 96 saatlik LCso degerlerinin 12,1 ile 77,9 mg/L arasinda
degistigi belirtilmistir (Velisek vd., 2013).
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Elbette yalnizca LCso degerlerini belirlemek yeterli olmamakta, pestisitlerin ne gibi
etkiler ~ gosterdiklerini  anlamak  i¢in  kerevitleri  pestisitlerin  subletal
konsantrasyonlarina maruz birakarak da denemeler yapmak gerekmektedir.
Literatiirde bu minvalde farkli pestisitlerle yapilan bircok calisma mevcuttur. Bu
calismalarda genellikle kerevitleri pestisitlerin subletal konsantrasyonlarina 96 saat
stireyle maruz birakarak hemolenf biyokimyasi, antioksidan enzim aktiviteleri, immiin
yanitlar (zaman zaman gen ifade diizeyleri), genotoksisite ve histopatolojik bulgular
gibi parametreler incelenmektedir. Ornegin Alkan Ugkun ve Barim Oz (2020)
Pontastacus leptodactylus’ta penkonazol pestisitinin toksik etkilerini arastirmislardir.
Elde ettikleri sonuglara gdre penkonazolun subletal konsantrasyonlar1 kerevitlerde
karboksilesteraz, asetilkolinesteraz ve ATPaz enzim aktivitelerini diistirmiis,
antioksidan enzimlerin (sliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon-s-
transferaz) ise artmasina neden olmustur. Bu sonuglara gore arastirmacilar penkonazol

pestisitinin kerevitte ciddi toksik etkileri oldugu sonucuna varmislardir.

Bir baska calismada imidakloprid pestisitinin kerevitlerde (Faxonius rusticus,
sinonim: Orconectes rusticus) davranigsal degisikliklere neden oldugu bildirilmistir
(Sohn vd., 2018). Bu arastirmada imidakloprid pestisitine 10 giin siireyle maruz
birakilan bireylerin tehditlere karst kayitsiz kaldigi ve yiiksek konsantrasyona maruz
birakilan bireylerin sirt tstii birakildiklarinda kendilerini 30 saniye igerisinde
diizeltemedikleri rapor edilmistir. Sohn vd. (2018) bu pestisit maruziyetinin
kerevitlerin savunma davranigini azaltarak hayatta kalma yetilerini etkileyebilecegini

ileri stirmiislerdir.

Zhang vd. (2023) Procambarus clarkii’de glufosinate-ammonium (GLA) pestisitinin
toksik etkilerini arastirmiglardir. Elde ettikleri sonuglara gére GLA maruziyeti
hepatopankreasta histopatolojik degisimlere ve hemolenfte toplam hemosit sayisinin
azalmasina neden olmustur. Bununla birlikte kerevitlerin hepatopankreasinda reaktif
oksijen tiirleri liretiminin arttig1, glutatyon gen ifadesinin ve katalaz aktivitesinin ise
inhibe edildigi bildirilmistir. Ayrica hemolenfteki bagisiklikla iligkili enzimlerin (asit
fosfataz, alkalin fosfataz ve lizozim) gen ifade diizeylerinin azaldig1 belirlenmistir.

Zhang vd. (2023) bu bulgular 1s181nda GLA nin hepatopankreasta yapisal hasara neden
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olduguna ve kerevitlerin antioksidan kapasitesini ve dogal bagisikligini diistirdiigline

kanaat getirmislerdir.

Yuan vd. (2023)’nin arastirmasinda subletal konsantrasyonlarda sipermetrin
maruziyetinin 96 saatin sonunda Cherax quadricarinatus’ta siiperoksit dismutaz ve
katalaz aktivitesini inhibe ettigi; malondialdehit, protein karbonil, glutatyon
peroksidaz, 7-etoksiresorufin-o-deetilaz, karboksil esteraz ve glutatyon-s-transferaz
igerigini arttirdigi ortaya konulmustur. Ayrica ATPaz, fenoloksidaz ve alkalin fosfataz
enzimlerinin de azaldigi bildirilmistir. Tiim bunlara ek olarak kerevitlerin 1s1 sok
proteini (hsp70) ve ¢oklu ilag direnci ile iliskili protein-2 (abcc2) gen ifadelerinin
arttig1 rapor edilmistir. Bu verilere gére Yuan vd. (2023) sipermetrin pestisitinin C.
quadricarinatus’ta immiin toksisiteye ve hepatopankreasta oksidatif hasara neden

oldugu sonucuna ulagsmislardir.

Literatiirde bu tez ¢alismasinda kullanilan cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu
ve indoxacarb etken maddeli pestisitlerin kerevitlerde toksik etkilerini aragtiran bir
caligmaya rastlamlmamustir. Ote yandan glyphosate etken maddeli bir pestisitin
Pontastacus leptodactylus’ta toksik etkilerini arastiran bir calisma daha Once
yapilmistir. Fakat glyphosate isopropilamin tuzu, glyphosate pestisitinin farkli bir
formiilasyonudur. Bahsi gecen calismada (Banaee vd., 2019) glyphosate etken
maddeli pestisitin 96 saatlik LCso degeri 7,83+0,50 mg/L olarak tespit edilmistir.
Akabinde kerevitler bu pestisitin subletal konsantrasyonlarina 7 giin siireyle maruz
birakilmigtir. Banaee vd. (2019)’nin elde ettigi sonuglara gore kerevitlerin laktat
dehidrogenaz ve gama glutamil transferaz enzim aktiviteleri artig gostermistir. Buna
karsin asetilkolin esteraz, alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, alkalin
fosfataz ve fenoloksidaz aktivitelerinde ise azalma gozlenmistir. Kerevitlerin
hemolenfindeki toplam protein ve kolesterol seviyelerinin ise 7 giin sonunda diistiigii
bildirilmistir. Ayrica pestisite maruz birakilan kerevitlerde trigliserit ve glikoz
diizeyleri artis gostermistir. Sonug olarak Banaee vd. (2019) glyphosate pestisitinin P.
leptodactylus’ta hiicresel homeostazinin ¢okmesine ve hemolenf biyokimyasinda
degisikliklere neden olabilecegini ve bu durumun kerevitlerin hayatta kalmasini

etkileyebilecegini ileri stirmiislerdir.
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Cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve indoxacarb etken maddeli pestisitlerin
bu tezde tercih edilme nedenleri: (i) daha 6nce arastirilmadiklari i¢in ¢aligmanin 6zgiin
olmasi, (ii) Egirdir Golii civarindaki elma yetistiricilik faaliyetlerinde yaygin olarak
kullanilmalari (il bazinda hangi pestisitin kullanildigina dair bir veri saglayicisi yoktur
ancak bu pestisitler Egirdir’deki zirai ilag firmalari ile yapilan telefon goriismeleri
sonucunda belirlenmistir), (3) ti¢ farkli pestisit grubunu (sirastyla fungisit, herbisit ve
insektisit) temsil etmeleri ve (4) ililkemizde kullanimlarinin heniiz (1 Agustos 2023

tarihi itibariyle) yasaklanmamis olmasidir (URL-20, 2023).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1  Materyal

Bu ¢alismada deney hayvami olarak kullanilan dar pengeli kerevit (Pontastacus
leptodactylus) 6rnekleri Egirdir Golii'nden temin edilmistir. Egirdir Goli, Isparta ili
sinirlar igerisinde yer alan tektonik-karstik olusumlu bir tath su goliidiir (Coskun ve
Ertan, 2016; Kazanci, 1993). Deniz seviyesinden 916 m yukarida yer alan bu goliin
yiizél¢iimii 468 km?dir ve 16,5 m’lik azami derinlige sahiptir (Hosgodren, 1994; URL-
21, 2024). Gerek barindirdigr ekonomik 6neme sahip cesitli sucul tiirler (kerevit,
sudak, sazan gibi) gerekse ev sahipligi yaptig1 birgok kus tiirii bakimindan (URL-22,
2024) ekolojik ehemmiyeti olan Egirdir Goli, turizm agisindan da bolge halki igin
kayda deger bir konuma sahiptir (Korkmaz ve Baskalkan, 2011). Ayrica g6l civarinda
briit 50.000 hektardan fazla tarim alanm1 bulunmaktadir (Esendal, 2007) ve bu tarim
alanlarindan kaynaklanan ve gole tasinan pestisitler Egirdir Goli’'nde yasayan

organizmalar i¢in birer tehlike unsurudur.

Arastirmada cinsiyet farki gozetilmeksizin kabuk degistirme evresinde olmayan,
yetiskin ve goriinlirde saglikli toplam 280 adet dar pengeli kerevit bireyi kullanilmistir.
Bireyler (400 adet) pinter araciligiyla avlanmistir. Avlanan ornekler Kastamonu
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Akuatik Toksikoloji Laboratuvari’na canli olarak

getirilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Calismada kullanilmak {izere avlanan ve laboratuvara getirilen kerevit bireyleri

Arastirmada kullanilan, FRAGMAN® 50 WG (%50 cyprodinil), KNOCK OUT®
(480 g/L glyphosate isopropilamin tuzu) ve GREMLIN® (150 g/L indoxacarb) ticari
adlartyla piyasada olan pestisit formiilasyonlar: ise zirai ilag firmalarindan temin
edilmistir. Ug pestisit formiilasyonu da Hektas Ticaret T.A.S. (Tiirkiye) etiketi ile
satilmakta olup KNOCK OUT® Takimsan Tarim Kimya San. ve Tic. A.S. (Tirkiye)

tarafindan tretilirken diger iki pestisit Hektas’in kendi imalatidir.
3.2  Yontem
3.2.1 Kerevitlerin Barindirilmasi

Laboratuvara getirilen dar pengeli kerevitler ortam sicakligina birka¢ saat siireyle
alistirlldiktan sonra 100 L kapasiteye sahip, 80 L kloru ugurulmus ¢esme suyu iceren
dikdortgen cam akvaryumlara 10’ar adet olacak sekilde yerlestirilmislerdir. Kerevitler
yerlestirilirken fiziksel muayeneye tabi tutulmus ve goriiniirde saglikli olmayanlar ile

deneye uygun boyutta olmayan veya lireme doneminde olanlar deneyden ¢ikarilmak
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tizere ayrilmistir. Kerevitler 14 giin boyunca aklimasyon donemine alinmis ve deneme
gerceklestirilinceye kadar 2 mm alabalik yemiyle (Ozpekler Yem, Denizli) giin asir1
beslenmiglerdir. Akvaryumlar hem aklimasyon siirecinde hem de denemeler siiresince
siirekli olarak hava motoru ile havalandirilmistir. Arastirma siiresince dogal
fotoperiyot (yaklasik 12 saat gilindiiz, 12 saat gece) uygulanmistir. Ayn1 zamanda
kerevitleri stresten korumak maksadiyla saklanma gereksinimlerini karsilamak i¢in
her akvaryuma 10 adet 15 cm uzunlugunda 8 cm ¢apinda PVC borular yerlestirilmistir
(Sekil 3.2). Sicaklik, pH ve ¢oziinmiis oksijen seviyeleri denemeler siiresince giinliik
olarak Hach Lange (HQ40D, ABD) multiparametre ile 6l¢iilmiistiir. Deneylerden 6nce
her bir kerevitin boy ve agirligi kumpas ve hassas terazi yardimiyla belirlenerek kayit
altina alinmistir. Toksikoloji deneylerinden 24 saat dnce yemleme durdurulmus ve

deneyler sirasinda yemleme yapilmamistir.
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Sekil 3.2 Calismada kullanilan akvaryum diizeni ve kerevitler

3.2.2 LCso Degerlerinin Belirlenmesi

Bu calisma, LCso konsantrasyonlarinin belirlenmesi (birinci agama) ve subletal
toksikoloji deneyleri (ikinci asama) olmak iizere iki agsamada yiiriitiilmiistiir. Birinci
asamada ortalama agirlik ve boylar1 sirasiyla 43,7+0,2 g ve 11,0+0,1 cm olan toplam
160 adet dar pengeli kerevit; ikinci agsamada ise ortalama agirlik ve boylar1 sirasiyla
45,44+0,3 g ve 12,1£0,1 cm olan 120 adet dar penceli kerevit bireyi kullanilmistir. Tk
asamada bahsi gecen 160 adet kerevit, grup basma 10’ar birey olacak sekilde 16
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akvaryuma rastgele dagitilmistir. Bu akvaryumlara iliskin deney diizenegi Sekil 3.3’te

verilmisgtir.
K
Cl C2 C3 C4 C5
Gl G2 G3 G4 G5
I1 12 I3 14 I5

Sekil 3.3 Birinci asamaya (LCso diizeylerinin belirlenmesi) iliskin deney diizenegi (K:
Kontrol grubu, C1-5: Cyprodinil gruplari, G1-G5: Glyphosate isopropilamin tuzu gruplari,
I1-5: Indoxacarb gruplari)

LCso konsantrasyonlarinin belirlenmesi OECD (2019)’ye gore 96 saatlik yar1 statik
akut toksisite testi ile gergeklestirilmistir. Sekil 3.3’te goriildiigli {izere bu asamada
tekerriir kullanilmamigstir. Bunun temel nedeni yeterli sayida akvaryuma sahip
olunmamasidir. Nitekim OECD (2019)’ye gore LCso konsantrasyonu belirlenirken
tekerriir kullanilmasina ihtiyag yoktur. Buna gore bir adet kontrol grubu ve 15 adet
deneme grubu olusturulmus, deneme gruplar: ilgili pestisitin aralindaki geometrik
katsayr 2,2 olacak sekilde 5 farkli konsantrasyonuna 96 saat siireyle maruz
birakilmigtir. Akvaryumlardaki suyun %50°si 24 saatte bir degistirilmis ve pestisit
konsantrasyonunun nominal diizeyde kalmasi i¢in maruz birakilan konsantrasyonun
%50’s1 yeniden akvaryuma eklenmistir. Denemenin 24, 48, 72 ve 96. saatlerinde 6liim
oranlar1 kaydedilmis, 6lii kerevitler akvaryumlardan ¢ikarilmis ve 96. saatin sonunda

Probit analizi ile LCs¢ konsantrasyonlar1 hesaplanmistir (Banaee vd., 2019).
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3.2.3  Subletal Toksikoloji Deneyi

Arastirmanin ikinci asamasinda cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve
indoxacarb etken maddeli pestisitlerin akut subletal toksik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla bir deneme diizenegi daha olusturulmustur (Sekil 3.4). Bu diizenekte 4 farkl
grup olusturulmus (K = Kontrol, C = Cyprodinil, G = Glyphosate isopropilamin tuzu
ve I = Indoxacarb), 3 tekerriirlii olarak toplamda 12 akvaryuma akvaryum basma 10
dar pencgeli kerevit olacak sekilde rastgele dagitilmis ve c¢alismada belirlenen LCso
konsantrasyonunun %20’sine (C, G ve I i¢in sirasiyla 3,68; 11,94 ve 2,63 mg/L) 96
saat slireyle maruz birakilmigtir. Kontrol grubu ise herhangi bir maddeye maruz
birakilmamistir. Bu asama da yari statik olarak uygulanmis, suyun %50’si 24 saatte
bir degistirilmis ve her pestisitin verilen konsantrasyonunun %50°si su degisiminden
sonra yeniden akvaryumlara ilave edilmistir (Sekil 3.5). Her iki agsamada da kontrol
grubunun da suyu deneme gruplarinda oldugu gibi degistirilmis ve pestisit eklenmesi
stirecinden (eklenmesi ve akabinde karistirilmasi) kaynaklanabilecek stresi taklit
etmek i¢cin kontrol grubuna da herhangi bir madde icermeyen su eklenmis ve

karigtirilmastir.

K K K
C C C
G G G
I I I

Sekil 3.4 ikinci asamaya (subletal toksikoloji testi) iliskin deney diizenegi (K: Kontrol
gruplari, C: Cyprodinil gruplari, G: Glyphosate isopropilamin tuzu gruplari, I: Indoxacarb
gruplari)
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Sekil 3.5 Akvaryumlara eklenmek {izere hazirlanan pestisit karisimlari (a: Cyprodinil, b:
Glyphosate isopropilamin tuzu, c: Indoxacarb, D: kontrol grubu, yalnizca su)

324  Ornek Toplama

Subletal toksikoloji deneyinin bitiminde (96. saatte) her akvaryumdan 3 adet olmak
lizere, toplamda grup basina 9 adet dar pengeli kerevit bireyine buz {istiinde anestezi
uygulanarak 0,5 ml antikoagiilan (0,14 M NaCl, 0,1 M Glikoz, 30 mM Trisodyum
sitrat, 26 mM Sitrik asit, 10 mM EDTA, pH 4,6) ihtiva eden 2 mL’lik siringalar
vasitasiyla ventral abdomenden (Persson vd., 1987) yaklasik 1,5 mL hemolenf 6rnegi
alinmistir (Johansson ve Soderhaill, 1985) (Sekil 3.6). Hemolenf 6rneklerinin bir kismi1
(18 uL) tek hiicre jel elektroforezi (Comet Assay) i¢in hemen kullanilmis, kalani ise 4
°C ve 6.000 RCF’de 15 dk siireyle santrifiij edilmis (Banaee vd., 2019) ve siipernatanti
alinarak elde edilen plazma, ilgili biyokimyasal analizlere dek -20 °C’de muhafaza

edilmistir.

Sekil 3.6 Kerevitlerden hemolenf alma iglemi

Hemolenf numuneleri alinan dar penceli kerevit bireylerine, buz {izerinde 6tanazi
uygulanmis ve steril diseksiyon aletleri yardimiyla hepatopankreas ornekleri
toplanmistir. Hepatopankreas orneklerinin yaris1 histopatolojik inceleme ig¢in, diger

yarisi ise lipit peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi igin
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kullanilmistir. Bu amagla histopatolojik inceleme i¢in kullanilacak olan kisim hemen
fiksatife alinmis, lipit peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in kullanilacak kisim ise homojenizasyon tampon g¢ozeltisi (Alkan
Ucgkun ve Barim Oz, 2020) igerisinde homojenize edildikten (Sekil 3.7) sonra 4 °C ve
16.000 RCF’de 20 dk santrifiij edilip stipernatant1 alinarak ilgili analizlere kadar -20

°C’de saklanmustir.

Sekil 3.7 Hepatopankreas homojenizasyon iglemi

3.2.5 Biyokimyasal Parametrelerin Belirlenmesi

Pestisitlerin subletal dozlariin akut toksik etkilerini belirlemek amaciyla kerevitlerde
alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalin fosfataz
(ALP), laktat dehidrogenaz (LDH), glikoz, trigliserit, kolesterol, toplam protein ve
alblimin analizleri yapilmistir (Banaee vd., 2019; Karasu Benli vd., 2016; Saed, 2020).
Globulin degerleri ise toplam proteinden albiiminin ¢ikarilmasi ile elde edilmistir
(Busher, 1990). Bu analizler, “Ornek Toplama” baslig1 altinda belirtilen sekilde elde
edilen hemolenf plazmasindan gergeklestirilmistir. Bioanalytic (Tiirkiye) ve Improgen
(Tiirkiye) marka diagnostik kitleri (EK-A) kullanilarak {iretici firma protokoliine goére
yapilan analizlerin okumalar1 MultiSkan GO (ThermoFisher Scientific, ABD)

spektrofotometresinde gerceklestirilmistir.
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3.2.6  Lipit Peroksidasyonu ve Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Kerevitlerdeki doku hasari ve antioksidan enzim aktiviteleri hepatopankreas
dokusundan belirlenmistir (Alkan Uckun ve Barim Oz, 2020; Stara vd., 2018). Bu
islemlerde “Ornek Toplama” bashiginda belirtilen yontemle elde edilen
hepatopankreas siipernatantt kullanilmistir. Doku hasarinin  belirlenmesi ig¢in
stipernatanttan malondialdehit (MDA) diizeyi TBARS yontemiyle CAYMAN marka
(ABD) ticari kit (EK-A) kullanilarak belirlenmistir. Antioksidan enzim aktiviteleri
(SOD, KAT, GPx) ise yine hepatopankreas siipernatantindan tayin edilmistir. KAT
aktivitesi Goth (1991)’un yontemine gore analiz edilirken SOD ve GPx aktiviteleri
ticari kitler (BT Lab, Cin) yardimiyla spektrofotometrik yontemle belirlenmistir (EK-
A).

3.2.7 Histolojik Inceleme

Subletal pestisit konsantrasyonuna maruz birakilan dar pengeli kerevitlerden 96 saatin
sonunda alinan hepatopankreas dokular1 %10 formalin soliisyonunda tespit edilmis,
48 saat sonra %70’lik etanol ¢ozeltisine gecirilmistir. Akabinde rutin histolojik
yontemler kullanilmistir. Kisaca, dokular 4 kez %70’lik etanol ile yikanmus,
isopropanol ile suyu alinmis, ksilen ile saydamlastirilmis, parafine géomiilmiis ve
mikrotom araciligiyla beser pm kalinliginda kesitler alinmistir (Luna, 1968). Son
olarak lama aktarilan kesitler hematoksilen & eozin ile boyanarak 11k mikroskobu
altinda goriintiilenmis ve fotograflanmistir. Rastgele secilen 10 goriintii alanindaki
histolojik degisimler hasar siddetine gore doku degisim Olcegi ile degerlendirilmistir.
Biitiin numuneler yar1 nicel skorlama sistemi ile puanlanmais ve her kritere tespit edilen
degisikligin siddetine gore skorlama yapilmistir (O: Hasar yok, 1: Hafif hasar, 2: Orta
derecede hasar, 3: Ciddi hasar, 4: Cok ciddi hasar).

3.2.8 Genotoksik Etkinin Belirlenmesi

Pestisitlerin neden oldugu genotoksik etki tek hiicre jel elektroforezi (Comet Assay)
yontemiyle tespit edilmistir (Malev vd., 2010; Saed, 2020; Singh vd., 1988). Bunun
icin kerevitlerden subletal konsantrasyona maruziyetin 96. saatinde alinan taze

hemolenf 6rnekleri kullanilmistir. Rodajli lamlar, analizin 24 saat dncesinde normal
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erime 1s1l1 agaroz (NMP agaroz) ile kaplanmistir (1. Tabaka). Hemolenften 18 pL
almarak 1 mL Ca ve Mg icermeyen PBS ile karigtirllmistir. Elde edilen hiicre
siispansiyonundan alinan 10 uLL. numune, 37 °C’de bekletilmis 75 uL diisiik erime 1s1l1
agaroz (LMP agaroz) ile karigtirllmistir. Hazirlanan karistmdan 75 pL alinarak
onceden tizerleri NMP ile kaplanan lamlara aktarilmis ve tizerleri lamelle kapatilmistir
(2. Tabaka). Bu tabakanin donmasi i¢in 10 dakika +4 °C’de bekletilmistir. Son
tabakay1 (3. Tabaka) olusturmak i¢in ise %0,5’lik LMP’den 75 pL eklenmis ve iizeri
kapatilmadan 4 °C’de 10 dk siireyle agarozun donmasi beklenmistir. Elde edilen
slaytlar daha 6nce hazirlanan ve 4 °C’de bekletilen liziz soliisyonu igerisinde karanlik
ortamda 2 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra slaytlar 4 °C’de elektroforeze
yerlestirilmis ve sicakligin dengelenmesi icin 30 dakika boyunca bekletilmistir.
Akabinde ornekler 4 °C sicakliktaki elektroforezde 24 V 300 mAh’da 30 dakika
boyunca yiritilmiistiir. Slaytlar daha sonra nétralize tampon ¢dzeltisi igerisine
alinmig ve burada 10 dakika bekletildikten sonra 5 dk siireyle saf su ile yikamis ve
akabinde 0,5 pg/mL etidium bromiir ile 10 dakika boyunca boyanmistir. Bu analizde
negatif kontrol olarak herhangi bir pestisite maruz birakilmayan grubun hemolenfi
kullanilmistir. Ayrica, negatif kontrol grubunun hemolenf hiicreleri genotoksik etki
meydana getirdigi bilinen 50 pL %30’luk hidrojen peroksit (H202) ile muamele
edilmis ve bu slaytlar pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Son olarak boyanan slaytlar
kamera (Olympus EP50, Japonya) ve floresan lamba (Olympus U-RFL-T) ile
donatilmis 151k mikroskobunda (Olympus BX43) goriintiilenmis (Sekil 3.8) ve elde
edilen fotograflar ImageJ programi kullanilarak analiz edilmistir. Olgiimler igin
Imagel programina entegre edilen bir makro yazilmis ve bu makroya iliskin kod EK-

B’de verilmistir.
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Sekil 3.8 Tek hiicre jel elektroforezi analizinde hazirlanan slaytlar goriintiilendigi
mikroskop

3.2.9 istatistiki Analiz

Arastirma siiresince elde edilen tiim veriler IBM SPSS (versiyon 23.0, ABD) programi
kullanilarak analiz edilmistir. LCso konsantrasyonlari Probit analizi ile hesaplanmistir.
Kerevitlerin agirlik ve boy verileri, suyun sicaklik, pH ve ¢ozlinmiis oksijen degerleri
ve subletal toksikoloji testleri sonrasinda elde edilen verilere iligkin gruplar arasindaki
farklar Kruskal-Wallis testi ile belirlenmis, hangi gruplarin birbirinden farkli oldugu
ise Mann-Whitney testi ile tayin edilmistir. Veriler ortalama+standart hata olarak

verilmis ve tiim istatistiki analizlerde %95 giiven araligi tercih edilmistir.
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4. BULGULAR

Cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve indoxacarb etken maddeli pestisitlere
maruz birakilan dar penceli kerevitlerin agirlik ve boy verileri Tablo 4.1’de (LCso
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan 160 adet kerevitin) ve Tablo 4.2’de (subletal
toksikoloji deneyinde kullanilan 120 adet kerevitin) verilmistir. Her iki kerevit
grubuna yonelik yapilan istatistiki analizlerde deneme gruplari arasinda anlamli bir

fark tespit edilememistir (p>0,05).

Tablo 4.1 LCso konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kullanilan 160 adet dar penceli
kerevitin (Pontastacus leptodactylus) ortalama boy ve agirlik verileri

Gruplar (n: 10) Agirlik (g) Boy (cm)
K 43,3+0,9 10,9+0,2
Cl 43,5+0,7 11,2+0,3
C2 43,0+0,7 10,8+0,4
C3 44,6+0,7 11,240,3
C4 43,5+1,0 10,9+1,1
C5 42,1+0,7 11,6+0,4
Gl 42,5+0,7 10,5+0,3
G2 45,1+0,7 10,8+0,3
G3 43,7+0,9 11,4+0,5
G4 44,8+0,9 10,8+0,3
G5 43,0+0,8 10,3+0,4
I1 43,5+0,9 10,9+0,4
12 43,6%0,8 11,3+0,3
I3 43,5+0,9 10,94+0,4
14 44,7+0,6 11,1+0,5
I5 44,3+1,0 11,6+0,4

K: Kontrol grubu, C1-5: Cyprodinil gruplari, G1-G5: Glyphosate isopropilamin tuzu
gruplari, I1-5: Indoxacarb gruplar
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Tablo 4.2 Subletal toksikoloji deneyinde kullanilan 120 adet dar pengeli kerevitin
(Pontastacus leptodactylus) ortalama boy ve agirlik verileri

Gruplar (n: 30) Agirlik (g) Boy (cm)
K 45,3+0,5 12,0+0,2
C 46,2+0,5 12,1+0,2
G 45,3+0,5 12,0+0,2
I 44,8+0,5 12,2+0,2

K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I:
Indoxacarb grubu

Denemeler siiresince kayit altina alinan ortalama sicaklik, pH ve ¢ozlinmiis oksijen
degerleri LCso testi icin sirasiyla 14,5+0,3 °C; 7,73+£0,13 ve 8,82+0,26 mg/L olarak
tespit edilmistir. Ayn1 degerlerin subletal toksikoloji deneyinde ise sirasiyla 15,0+0,3
°C; 7,86+0,19 ve 8,46+0,31 mg/L oldugu belirlenmistir. Bahsedilen su kalitesi
parametreleri gruplar bazinda LCs testi i¢in Tablo 4.3de, subletal toksikoloji testi i¢in

ise Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.3 LCso deneyindeki suyun sicaklik, pH ve ¢oziinmiis oksijen degerleri

Cozlinmiis Oksijen

Gruplar Sicaklik (°C) pH (mg/L)
K 14,4+0,2 7,70+0,05 8,66+0,16
Cl 14,5+0,2 7,69+0,03 8,63+0,20
C2 14,5+0,2 7,53+0,18 8,82+0,16
C3 14,4+0,2 7,73+0,05 8,78+0,21
C4 14,5+0,1 7,79+0,05 8,88+0,06
C5 14,5+0,2 7,78+0,04 8,74+0,14
Gl 14,5+0,2 7,80+0,05 8,87+0,10
G2 14,5+0,2 7,71+0,03 8,88+0,08
G3 14,4+0,1 7,74+0,06 8,91+0,09
G4 14,7+0,1 7,75+0,05 8,92+0,17
G5 14,5+0,2 7,69+0,03 8,84+0,05
I 14,5+0,2 7,79+0,04 8,90+0,15
12 14,4+0,1 7,73+0,04 8,78+0,15
I3 14,4+0,1 7,74+0,07 8,77+0,24
14 14,4+0,2 7,84+0,04 8,79+0,11
I5 14,3+0,1 7,68+0,04 8,92+0,05

K: Kontrol grubu, C1-5: Cyprodinil gruplar1, G1-G5: Glyphosate isopropilamin tuzu
gruplari, [1-5: Indoxacarb gruplari
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Tablo 4.4 Subletal toksikoloji deneyindeki suyun sicaklik, pH ve ¢6ziinmiis oksijen degerleri

Coziinmiis
Gruplar Sicaklik (°C) pH
Oksijen (mg/L)
K 15,0+0,1 7,85+0,05 8,36+0,10
C 14,9+0,1 7,90+0,06 8,43+0,09
G 15,0+0,1 7,86%0,06 8,58+0,08
I 15,0+0,1 7,82+0,07 8,48+0,09

K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I:
Indoxacarb grubu

41  LCso Degerleri

LCso denemesinde dar penceli kerevitlerin 96 saat slireyle maruz birakildigr pestisit
konsantrasyonlar1 ve 24, 48, 72 ve 96. saatlerde meydana gelen 6liim oranlarindan
Probit analizi ile hesaplanan LCso degerleri Tablo 4.5’de verilmistir. Elde edilen
sonuclara gore ¢alismada kullanilan cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve
indoxacarb etken maddeli ticari pestisit formiilasyonlarinin LCso degerleri sirasiyla

18,402; 59,715 ve 13,133 mg/L olarak bulunmustur.

Tablo 4.5 LCso denemesinde kullanilan pestisit konsantrasyonlar1 ve hesaplanan LCso

degerleri
Konsantrasyonlar (mg/L)
Pestisit Hesaplanan LCso degeri (mg/L)
1 2 3 4 5
C 70,28 31,94 14,52 6,6 3 18,402 (p=0,009)
G 100 58,82 34,6 2035 11,97 59,715 (p=0,007)
I 70,28 31,94 14,52 6,6 3 13,133 (p=0,033)

C: Cyprodinil, G: Glyphosate isopropilamin tuzu, I: Indoxacarb

4.2  Subletal Toksikoloji Bulgular:

4.2.1 Biyokimyasal Parametreler

Caligmada kullanilan pestisitlerin subletal akut toksik etkilerini belirlemek maksadiyla
yapilan 96 saatlik yar statik akut toksisite testi sonucunda dar pengeli kerevitlerin

hemolenf plazmasindaki biyokimyasal parametrelerde meydana gelen degisiklikler bu
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boliimde sunulmustur. Bu dogrultuda elde edilen alanin aminotransferaz (ALT)
degerleri Tablo 4.6 ve Sekil 4.1°de verildigi gibidir. Elde edilen sonuglara gore tiim
deneme gruplarinda kontrol grubuna gore bir diisiis oldugu gozlense de bu azalmanin

istatistiki olarak anlamli bir fark ortaya ¢ikarmadig: tespit edilmistir (p>0,05).

Tablo 4.6 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama alanin aminotransferaz (ALT) degerleri

Gruplar ALT (U/L)
K 11,25+4,69
C 9,13+1,71
G 7,11£1,13
I 4,49+1,11

Veriler ortalama+standart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu

ALT (U/L)

K C G I

Sekil 4.1 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar pengeli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama alanin aminotransferaz (ALT) degerlerine iliskin grafik (Hata
cubuklari: Standart hata, n: 9, K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate

isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu)

b e e e e
S N bk~ O

S N N

Hemolenf plazmasindan elde edilen aspartat aminotransferaz (AST) degerleri Tablo
4.7 ve Sekil 4.2’de sunulmustur. Sonuglara gore tim deneme gruplarinin AST
degerlerinde kontrol grubuna kiyasla fark bulunmamasina ragmen (p>0,05) cyprodinil
etken maddeli pestisite maruz birakilan kerevitlerin AST degerlerinin, diger deneme

gruplarindan daha diisiik oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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Tablo 4.7 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama aspartat aminotransferaz (AST) degerleri

Gruplar AST (U/L)
K 3,33+0,70%
C 2,35+1,29*
G 4,44+0,41°
I 4,06+0,82°

Veriler ortalamazstandart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu. Ayni siitundaki farkli
harfler gruplar arasindaki istatistiki farki belirtir (p<0,05)

AST (U/L)

b b
ab
i a
K C G I
Sekil 4.2 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar pengeli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama aspartat aminotransferaz (AST) degerlerine iligskin grafik (Hata
cubuklari: Standart hata, n: 9, K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate

isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu, siitunlar lizerindeki farkli harfler gruplar
arasindaki istatistiki farki belirtir, p<0,05)

N

W

\S)

Ju—

Calismada elde edilen alkalin fosfataz (ALP) degerleri Tablo 4.8 ve Sekil 4.3’de
verilmistir. Cyprodinil etken maddeli pestisite maruz birakilan dar pengeli kerevitlerin
ALP degerlerinin kontrol grubuna kiyasla arttig1 tespit edilmistir (p<<0,05). Bununla
beraber diger deneme gruplariyla kontrol grubu arasinda anlaml istatistiki fark ortaya

ctkmamastir (p>0,05).
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Tablo 4.8 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama alkalin fosfataz (ALP) degerleri

Gruplar ALP (U/L)
K 9,50+1,52°
C 20,38+3,91°
G 10,56+0,94°
I 18,07+4,52%

Veriler ortalama+standart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu. Ayni siitundaki farkli
harfler gruplar arasindaki istatistiki farki belirtir (p<0,05)

ALP (U/L)
30

25

b
ab

20
15

a a
: i i

0
K C G I

Sekil 4.3 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar pengeli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama alkalin fosfataz (ALP) degerlerine iliskin grafik (Hata ¢ubuklari:
Standart hata, n: 9, K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate isopropilamin

tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu, siitunlar iizerindeki farkli harfler gruplar arasindaki
istatistiki farki belirtir, p<0,05)

(9,3

Dar penceli kerevitlerin hemolenf plazmasinda tespit edilen laktat dehidrogenaz
(LDH) seviyeleri Tablo 4.9 ve Sekil 4.4’de sunulmustur. LDH degerlerinde kontrol
grubuna nazaran bazi gruplarda artis, bazilarinda ise azalma var gibi goriinse de bu

farkliliklarin istatistiki olarak anlam ifade etmedigi tespit edilmistir (p>0,05).
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Tablo 4.9 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama laktat dehidrogenaz (LDH) degerleri

Gruplar LDH (U/L)
K 26,87+12,31
C 16,54+3,78
G 15,40+2,42
I 30,47+15,19

Veriler ortalamastandart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu

LDH (U/L)
50
45
40
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K C G I

Sekil 4.4 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar pengeli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama laktat dehidrogenaz (LDH) degerlerine iliskin grafik (Hata
cubuklari: Standart hata, n: 9, K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate
isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu)

W

Subletal konsantrasyonlarda pestisitlere maruz birakilan dar pengeli kerevitlerin 96.
saat sonunda hemolenf plazmasindan elde edilen glikoz degerleri Tablo 4.10 ve Sekil
4.5’te verilmistir. Elde edilen sonuglara gore deneme gruplar1 ve kontrol grubu benzer

diizeylerde glikoz degerleri sergilemistir (p>0,05).
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Tablo 4.10 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama glikoz degerleri

Gruplar Glikoz (mg/dL)
K 779,23+17,62
C 737,09+£53,74
G 857,08+50,12
I 718,56+45,83

Veriler ortalamazstandart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu

Glikoz (mg/dL)

1000
900
800
700
600
500
400
300
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Sekil 4.5 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar pengeli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama glikoz degerlerine iliskin grafik (Hata ¢ubuklari: Standart hata, n: 9,
K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I:
Indoxacarb grubu)

Dar penceli kerevitlerin subletal toksikoloji testi sonrasi tespit edilen trigliserit
degerleri Tablo 4.11 ve Sekil 4.6’da sunulmustur. Her ne kadar cyprodinil ve
glyphosate isopropilamin tuzu etken maddeli pestisitlere maruz birakilan dar pencgeli
kerevitlerin trigliserit degerleri kontrol grubuna kiyasla daha az olarak tespit edilse de

bu farkliligin istatistiki olarak anlam ifade etmedigi belirlenmistir (p>0,05).
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Tablo 4.11 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama trigliserit degerleri

Gruplar Trigliserit (mg/dL)
K 23,11+13,31
C 9,75+£2,79
G 7,65+1,12
I 24,67+13,20

Veriler ortalamastandart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu

Trigliserit (mg/dL)
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Sekil 4.6 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar pengeli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama trigliserit degerlerine iliskin grafik (Hata ¢ubuklari: Standart hata, n:
9, K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I:
Indoxacarb grubu)

9}

Doksan alt1 saatlik pestisit maruziyetinden sonra dar pengeli kerevitlerin hemolenf
plazmasinda belirlenen kolesterol degerleri Tablo 4.12 ve Sekil 4.7°de sunulmustur.
Elde edilen sonuglara gore deneme gruplarinin tiimiinde kontrol grubundan hafifge
diisiik degerler tespit edilse de gruplarin istatistiki olarak birbirlerinden anlamli bir

farka sahip olmadig1 miisahede edilmistir (p>0,05).
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Tablo 4.12 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama kolesterol degerleri

Gruplar Kolesterol (mg/dL)
K 30,07+8,03
C 26,70+7,04
G 15,40+2,42
I 24,22+7.47

Veriler ortalamastandart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu

Kolesterol (mg/dL)

K C G I

Sekil 4.7 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar pengeli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama kolesterol degerlerine iliskin grafik (Hata ¢ubuklari: Standart hata, n:
9, K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I:
Indoxacarb grubu)
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Deneme sonunda hemolenf plazmasindan tayin edilen toplam protein miktarlar1 Tablo
4.13 ve Sekil 4.8’de verildigi gibidir. Bu verilere gore cyprodinil etken maddeli
pestisite maruz birakilan dar pencgeli kerevitlerin toplam protein miktarlarinin kontrol
grubuna kiyasla artt11 gdzlenmistir (p<0,05). Ote yandan cyprodinile maruz birakilan
dar penceli kerevitlerin toplam protein miktari, indoxacarba maruz birakilan dar
penceli kerevitlerinkinden de yliksek bulunmus (p<0,05) fakat diger gruplar arasinda
herhangi bir anlaml istatistiki fark olmadigi belirlenmistir (p>0,05).
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Tablo 4.13 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama toplam protein degerleri

Gruplar Toplam Protein (g/dL)
K 6,34+0,80*
C 12,86+1,72°
G 9,1242,13%
I 6,45+0,83"

Veriler ortalama+standart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu. Ayni siitundaki farkli
harfler gruplar arasindaki istatistiki farki belirtir (p<0,05)

Toplam protein (g/dL)
16
14
12

b
ab
10
a a
0 i i
K C G I
Sekil 4.8 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar pengeli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama toplam protein degerlerine iliskin grafik (Hata ¢ubuklari: Standart
hata, n: 9, K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu,

I: Indoxacarb grubu, siitunlar tizerindeki farkli harfler gruplar arasindaki istatistiki farki
belirtir, p<0,05)
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Hemolenf plazmasindan tayin edilen albiimin verileri Tablo 4.14 ve Sekil 4.9’da
sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore tiim gruplarin albiimin degerleri birbirine

benzer olarak bulunmustur (p>0,05).
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Tablo 4.14 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama alblimin degerleri

Gruplar Albilimin (g/dL)
K 0,078+0,011
C 0,085+0,010
G 0,074+0,007
I 0,069+0,008

Veriler ortalamazstandart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu

Albiimin (g/dL)
0.10
0.09

0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.01
0.00
K C G 1

Sekil 4.9 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar pengeli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama alblimin degerlerine iliskin grafik (Hata ¢ubuklari: Standart hata, n:
9, K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I:
Indoxacarb grubu)

Dar pengceli kerevitlerin 96 saatlik pestisit maruziyeti sonrasinda tespit edilen globulin
degerleri Tablo 4.15 ve Sekil 4.10°da verildigi gibidir. Analiz sonuglarina gore
cyprodinil etken maddeli pestisite maruz birakilan kerevitlerin globulin degerleri
kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur (p<0,05). Cyprodinil grubu ayni zamanda
indoxacarb grubuna kiyasla da yliksek globulin degerleri sergilemis (p<0,05), diger

gruplarin birbirleri arasinda istatistiki anlam tasiyan fark gézlenmemistir (p>0,05).
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Tablo 4.15 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama globulin degerleri

Gruplar Globulin (g/dL)
K 6,76:0,80"
C 12,78+1,72°
G 9,0542,13%
I 6,38+0,83*

Veriler ortalama+standart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu. Ayni siitundaki farkli
harfler gruplar arasindaki istatistiki fark: belirtir (p<0,05)

Globulin (g/dL)
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Sekil 4.10 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama globulin degerlerine iligkin grafik (Hata ¢ubuklari: Standart hata, n:
9, K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I:

Indoxacarb grubu, siitunlar tizerindeki farkli harfler gruplar arasindaki istatistiki farki
belirtir, p<0,05)
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4.2.2  Lipit Peroksidasyonu ve Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve indoxacarb etken maddeli pestisitlerin
subletal konsantrasyonlarina 96 saatlik silireyle maruz birakilan dar pengeli kerevitlerin
lipit peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktiviteleri hepatopankreas
siipernatantindan belirlenmistir. Lipit peroksidasyonu, malondialdehit (MDA) diizeyi
tespit edilerek degerlendirilmistir. Buna gore dar pengeli kerevitlerin MDA

diizeylerine iliskin bulgular Tablo 4.16 ve Sekil 4.11°de sunulmustur. Elde edilen
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sonuclara gore tim gruplarin MDA seviyeleri birbirine benzer olarak bulunmustur

(p>0,05).

Tablo 4.16 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar pengeli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama malondialdehit (MDA) degerleri

Gruplar MDA (nmol/mL)
K 70,55+12,50
C 90,71+10,89
G 83,22+12,38
I 45,01£16,40

Veriler ortalama+standart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu

MDA (nmol/mL)
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Sekil 4.11 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama MDA degerlerine iligkin grafik (Hata ¢ubuklari: Standart hata, n: 9,
K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I:
Indoxacarb grubu)

Calisma kapsaminda incelenen antioksidan parametreleri arasindan siiperoksit
dismutaz (SOD) bulgularina iliskin veriler Tablo 4.17 ve Sekil 4.12°de aktarilmistir.
Elde edilen verilere gore SOD bakimindan gruplar arasinda istatistiki anlam ifade eden

bir fark tespit edilememistir (p>0,05).
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Tablo 4.17 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama siiperoksit dismutaz (SOD) degerleri

Gruplar SOD (U/mL)
K 3,58+0,45
C 3,32+0,21
G 4,15+0,30
I 4,23+0,26

Veriler ortalamazstandart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu

SOD (U/mL)
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Sekil 4.12 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar pengeli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama siiperoksit dismutaz (SOD) degerlerine iliskin grafik (Hata
cubuklar: Standart hata, n: 9, K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate
isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu)

Subletal pestisit maruziyetinin 96. saati sonunda dar pengeli kerevitlerin katalaz
(KAT) diizeyleri Tablo 4.18 ve Sekil 4.13’de verildigi gibidir. KAT bakimindan
gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli farklar tespit edilmistir. Elde edilen
sonuclara gore cyprodinil grubunun KAT seviyesi kontrol grubundan diisiik
bulunurken (p<0,05), indoxacarb grubunun KAT seviyesi kontrol grubuna gore daha
yuksek seyretmistir (p<0,05). Glyphosate isopropilamin tuzu grubundaki KAT

seviyeleri ise kontrol grubu ile benzerlik géstermistir (p>0,05).
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Tablo 4.18 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama katalaz (KAT) degerleri

Gruplar KAT (U/mL)
K 93,59+14,66°
C 51,17+10,73%
G 73,99+7,36°
I 201,76+58,32°¢

Veriler ortalama+tstandart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu. Ayn siitundaki farkl
harfler gruplar arasindaki istatistiki farki belirtir (p<0,05)

KAT (U/mL)
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Sekil 4.13 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama katalaz (KAT) degerlerine iliskin grafik (Hata cubuklari: Standart
hata, n: 9, K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu,
I: Indoxacarb grubu, siitunlar iizerindeki farkli harfler gruplar arasindaki istatistiki farki
belirtir, p<0,05)

Dar pengeli kerevitlerin 96 saatlik subletal pestisit maruziyeti sonrasi hepatopankreas
stipernatantindan belirlenen bir diger antioksidan enzim olan glutatyon peroksidaz
(GPx) bulgular1 Tablo 4.19 ve Sekil 4.14’de sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore
cyprodinil etken maddeli pestisite maruz birakilan dar penceli kerevitlerin GPx
diizeylerinde kontrol grubuna gore anlamli bir azalma (p<0,05), indoxacarb etken
maddeli pestisite maruz birakilan dar penceli kerevitlerin GPx seviyelerinde ise yine
kontrol grubuna oranla anlamli bir artis (p<0,05) tespit edilmistir. Glyphosate

isopropilamin tuzu etken maddeli pestisite maruz birakilan dar penceli kerevitlerde ise

GPx diizeyleri kontrol grubu ile benzer degerler gostermistir (p>0,05).
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Tablo 4.19 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama glutatyon peroksidaz (GPx) degerleri

Gruplar GPx (U/mL)
K 34,91+2,79°
C 23,00+1,40%
G 33,48+1,23°
I 65,80+2,12°¢

Veriler ortalama+standart hata olarak verilmistir (n: 9). K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil
grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu. Ayni siitundaki farkli
harfler gruplar arasindaki istatistiki fark: belirtir (p<0,05)

GPx (U/mL)

C
b b
i | i
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Sekil 4.14 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) ortalama glutatyon peroksidaz (GPx) degerlerine iliskin grafik (Hata
cubuklari: Standart hata, n: 9, K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate

isopropilamin tuzu grubu, I: Indoxacarb grubu, siitunlar {izerindeki farkli harfler gruplar
arasindaki istatistiki farki belirtir, p<0,05)
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4.2.3 Histolojik Degisimler
Subletal konsantrasyonlarda pestisitlere maruz birakilan dar pengeli kerevitlerden 96

saatin sonunda alinan hepatopankreas dokularindaki degisimlere iliskin yar1 nicel

degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.20°de sunulmustur.

41



Tablo 4.20 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) hepatopankreas dokularindaki histopatolojik degisimlerin yar1 nicel

degerlendirmesi

K C G 1

Graniilositik hemosit agregasyonu 0 3 1 1
Diizensiz hepatopankreas hiicreleri 0 3 1 3
Belirsiz hiicre sinirlari 0 2 2 3
Hiicresel nekroz 0 2 1 2
Hepatopankreasin vakuolizasyonu 0 2 2 4
Tiibiil liimeninin genislemesi 0 2 1 3
Tiibiillerin dejenerasyonu 0 2 1 2
Toplam skor 0 16 9 18

K: Kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I:
Indoxacarb grubu (n: 9)

4.2.3.1 Kontrol grubu bulgularn

Kontrol grubundan alinan hepatopankreasin histolojik kesitleri normal olarak
gozlenmistir (Sekil 4.15). Hepatopankreatik tiibil (Tu) boyunca diizenlenmis
psodostratifiye epitel hiicrelerinden olusan bir yapida oldugu goriilmiistiir. Normal
hepatik tiibiilde, hepatopankreas hiicreleri iyi diizenlenmis ve dairesel yapida olan
cekirdekleri hiicre tabaninda yer almistir (Sekil 4.15A). Bazal membranin (Bm)
yapisal biitiinliige sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.15B). R-hiicresi kompozisyonu
ile normal hepatopankreatik yapida oldugu miisahede edilmistir. Temiz ve berrak tiibiil
limeni (Lu) yildiz seklinde, normal yapida gozlenmistir. Tibiiler yapilarin

birbirlerinden gevsek bag dokusu tarafindan ayrildigi saptanmistir (Sekil 4.15C).
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Sekil 4.15 Subletal akut toksikoloji testinden sonra kontrol grubu dar pengeli kerevitlerinin
(Pontastacus leptodactylus) hepatopankreas doku kesitlerinin normal histolojik goriiniimii

(Tu: Tubiil, Bm: Bazal membran, Lu: Liimen, H&E, Bar = 200 um, A, B, C, D: histolojik
kesitlerin farkli goriintiileri)

4.2.3.2 Cyprodinil grubu bulgular:

Cyprodinil etken maddeli pestisite maruz birakilan dar penceli kerevitlere ait
hepatopankreas kesitlerinde orta siddette dejenerasyon gozlenmistir (Sekil 4.16).
Epitel hiicrelerinde diizensiz bir dizilim, belirsiz hiicresel sinirlar (Sekil 4.16B) ve
hiicresel biitliinliiglin bozuldugu (Sekil 4.16C) saptanmustir. Epitel hiicrelerinde hafif
vakuol olusumu tespit edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla hem tiibiil yapisinin hem de
liimen yapisal biitiinliigiiniin orta siddetle bozuldugu goézlenirken, bazi tiibiillerde
yildiz seklindeki liimen yapisinin bozularak belirgin sekilde genisledigi (Sekil 4.16A)
belirlenmistir. Yogun bir sekilde tiibiiller arasi interstisyel siniislerinde graniilositik

hemosit agregasyonu saptanmistir (Sekil 4.16C).
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Sekil 4.16 Subletal akut toksikoloji testinden sonra cyprodinil grubu dar penceli
kerevitlerinin (Pontastacus leptodactylus) hepatopankreas doku kesitlerinin histolojik

goriiniimil (Lu: Liimen, Hi: Hemositik infiltrasyon, H&E, Bar =200 um, A, B, C, D:
histolojik kesitlerin farkli goriintiileri)

4.2.3.3 Glyphosate isopropilamin tuzu grubu bulgulari

Glyphosate isopropilamin tuzu grubuna ait hepatopankreasin histolojik kesitlerinde
hafif dejeneratif ozellikler fark edilmistir (Sekil 4.17). Tibiil duvarimmi olusturan
epitelde hem diizensiz hiicresel dizilim hem de hiicresel biitiinliigiin bozuldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.17C). Psodostratifiye epitel hiicrelerinde hafif vakuol olusumu
(Sekil 4.17A, B) saptanmistir. Tiibiil limeni hafif genislemekle birlikte belirgin y1ldiz
seklindeki goriinlimiinii  korumustur (Sekil 4.17). Tiibiillerin arasinda hafif

graniilositik hemosit agregasyonu saptanmistir (Sekil 4.17B, D).

44



- -
- -
Sekil 4.17 Subletal akut toksikoloji testinden sonra glyphosate isopropilamin tuzu grubu dar
pengeli kerevitlerinin (Pontastacus leptodactylus) hepatopankreas doku kesitlerinin

histolojik goriiniimii (Bm: Bazal membran, Hi: Hemositik infiltrasyon, Lu: Liimen, H&E,
Bar =200 pm, A, B, C, D: histolojik kesitlerin farkli goriintiileri)

4.2.3.4 Indoxacarb grubu bulgular

Indoxacarb etken maddeli pestisite maruz birakilan dar penceli kerevitlerden alinan
hepatopankreasin histolojik kesitlerinde siddetli dejenerasyon goézlenmistir (Sekil
4.18). Tibiil duvarin1 olusturan epitel hiicrelerinde diizensiz bir dizilim, hiicresel
siirlarin belirsiz (Sekil 4.18A) ve hiicresel biitiinliglin bozuldugu gorilmiistiir.
Ayrica hiicresel nekroz gibi dejeneratif 6zelliklerin mevcut oldugu saptanmistir. Bazal
membran yapisinin yer yer dagildigi fark edilmistir (Sekil 4.18B). Tiibiiliin
psodostratifiye epitel hiicrelerinde siddetli vakuol (Va) olusumu (Sekil 4.18B) tespit
edilmistir. Ttbil limeni temiz ve berrak olmakla birlikte belirgin bir sekilde
genislemistir. Tibiillerinin interstisyel siniislerinde hemositik infiltrasyon (Hi)

saptanmistir (Sekil 4.18C, D).
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Sekil 4.18 Subletal akut toksikoloji testinden sonra indoxacarb grubu dar pengeli
kerevitlerinin (Pontastacus leptodactylus) hepatopankreas doku kesitlerinin histolojik

goriiniimil (Lu: Limen, Hi: Hemositik infiltrasyon, Va: Vakuol, H&E, Bar = 200 pm, A, B,
C, D: histolojik kesitlerin farkli goriintiileri)

4.2.4 Genotoksik Etki

Pestisitlerin subletal konsantrasyonlarinin dar pencgeli kerevitlerde meydana getirdigi
DNA hasar1 tek hiicre jel elektroforezi (Comet Assay) yontemi ile belirlenmistir. Elde
edilen veriler Tablo 4.21 ve Sekil 4.19°da sunulmustur. Bu sonuglara gore cyprodinil
ve indoxacarb etken maddeli pestisit formiilasyonuna maruz birakilan dar penceli
kerevitlerin bulgularinda negatif kontrol grubu ile farklilik goériilmezken (p>0,05)
glyphosate isopropilamin tuzu etken maddeli pestisite maruz birakilan dar pengeli
kerevitlerde pozitif kontrol grubu (hidrojen peroksit) ile benzer DNA hasar1 miktari
belirlenmigtir (p>0,05). Pozitif kontrol grubu ve glyphosate isopropilamin tuzu ile
negatif kontrol, cyprodinil ve indoxacarb gruplari arasindaki farkin ise istatistiki

acidan anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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Tablo 4.21 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar pengeli kerevitlerin (Pontastacus

leptodactylus) DNA hasar diizeyleri

Bas % Kuyruk % Kuyruk Kuyruk
Gruplar
DNA DNA Uzunlugu Momenti
PK (H20») 9,42+3,50°  90,58+3,50° 150,51£29,44 136,33
NK 94,30+1,37°  5,70+1,37° 30,22+1,18 1,72
C 90,33+2,11°  9,67+2,11% 43,414+2,28 4,20
G 4,32£2,00°  95,68+2,00° 190,78+25,14 182,54
I 94,02+1,28"  5,98+1,28" 45,16+1,98 2,70

Veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir (n: 9). PK: Pozitif kontrol grubu, NK:
Negatif kontrol grubu, C: Cyprodinil grubu, G: Glyphosate isopropilamin tuzu grubu, I:
Indoxacarb grubu. Aym siitundaki farkli harfler gruplar arasindaki istatistiki farki belirtir

(p<0,05)
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Sekil 4.19 Subletal akut toksikoloji testinden sonra dar penceli kerevitlerin (Pontastacus
leptodactylus) DNA gociinii temsil eden fotograflar (a: Negatif kontrol, b: Cyprodinil, c:
Glyphosate isopropilamin tuzu, d: Indoxacarb, e: Pozitif kontrol = H>O5)
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5. TARTISMA

Pestisitler genel olarak zirai faaliyetlerde hastalik ve zararlilarla miicadelede kullanilsa
da dogaya karistiginda hedef dis1 organizmalar icin risk teskil etmektedir (Katip,
2019). Bu baglamda pestisitlerin ¢evresel risklerini en aza indirgemek icin ilgili yerel
ve uluslararasi kuruluglar (T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, ABD Cevre Koruma
Ajans1, Ekonomik Kalkinma ve Is Birligi Orgiitii vb.) pestisit kullanim ile ilgili
diizenleme ve yonetmelikleri yliriitmektedir. Ayrica pestisitlerin olas1 risklerini tespit
etmek i¢in hedef dis1 organizmalara olan etkileri de bir¢ok bilimsel arastirmaya konu
olmustur (Stanley vd., 2016). Bu arastirmalar sayesinde az once bahsedilen yetkili
kuruluslar zararli oldugu tespit edilen pestisitlerin kullanimu ile ilgili gerekli kararlar
almaktadirlar. Bu nedenle; dogal siiregler, tarimsal faaliyetler veya bilingsiz kullanim
sonucu suya karisabilen (Altikat vd., 2009; Demircan ve Yilmaz, 2005) pestisitlerin
sucul organizmalara teskil ettigi riski ortaya koymak yliksek 6nem arz etmektedir. Bu
arastirmada cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve indoxacarb etken maddeli
ticari pestisit formiilasyonlarinin dar pengeli kerevitteki (Pontastacus leptodactylus)
toksik etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir. Elde edilen sonuglara gore ¢alismada
kullanilan cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve indoxacarb igeren pestisit
formiilasyonlarinin LCso degerleri sirasiyla 18,402; 59,715 ve 13,133 mg/L olarak
hesaplanmistir. Bu degerler Banaee (2012)’nin 96 saatlik LCso degerleri ig¢in
olusturdugu toksisite siniflandirmasina gore (10-100 mg/L: Az toksik; 1-10 mg/L:
Orta toksik; 0,1-1 mg/L: Yiiksek toksik; 0,1 mg/L’den az: Asir1 toksik) az toksik
grubunda yer almaktadir. Buradan bu pestisitlerin dar pengeli kerevitlerde toksisite
meydana getirebilmesi icin suda ¢ok yliksek konsantrasyonlarda bulunmas1 gerektigi
anlasilmaktadir. Benzer sekilde Velisek vd. (2013) atrazin, heksazinon, metribuzin,
prometryn, simazin ve terbutryn pestisitlerinin sinyal kerevitinde (Pasifastacus
leniusculus) 96 saatlik LCso degerlerinin 12,1 ile 77,9 mg/L araliginda degistigini
tespit etmislerdir. Bunun aksine bir baska calismada pymetrozine pestisitinin
Procambarus clarkii’de yiiksek derecede toksik oldugu (96 saatlik LCso: 0,479 mg/L)
bildirilmistir (Yu vd., 2018). Literatiirde bu tez ¢alismasinda kullanilan pestisitlerin
kerevitlerdeki etkilerini arastiran bir ¢alismaya rastlanilmamis olmasina ragmen

glyphosate pestisitinin P. leptodactlus'da toksisiteni inceleyen bir arastirma mevcuttur.
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Bu arastirmaya (Banaee vd., 2019) gore glyphosate pestisitinin 96 saatlik LCso degeri
7,83 mg/L olarak bulunmustur. Su sicakligi, pH, oksijen, kerevitlerin boy, agirlik ve
cinsiyetleri toksisiteyi etkileyebilecek faktorler olsa da bu c¢alisma ile Banaee vd.
(2019)’nin ¢alismasinda kullanilan kerevitlerin boy ve agirliklari ile su kosullarinin
yakin degerlere sahip oldugu miisahede edilmistir. Bununla birlikte deney
diizeneginde bu ¢eliskili sonuglar1 agiklayabilecek bazi farkliliklar tespit edilmistir.
Bahsi gegen calismada arastirmacilar her bir akvaryum i¢in 10 adet kereviti 25 L su
igerisinde barindirmislardir. Mevcut tez calismasinda ise 10 kerevit i¢in 80 L su
kullanilmistir. Ayrica bu ¢alismada kerevitlerin saklanma ihtiyaglarini gidermek igin
PVC borular kullanilmistir. Banaee vd. (2019)’nin ¢alismasinda ise bdyle bir bilgiye
yer verilmemistir. Bu nedenlerden dolayr Banaee vd. (2019)’nin arastirmasindaki
yiiksek stok yogunlugunun ve muhtemelen kerevitlerin saklanamayisinin toksisite
toleransin1 diistirmiis olabilecegi disiliniilmektedir. Nitekim P. leptodactylus’da
yiiksek stok yogunlugunun biiyiimeyi ve hayatta kalma oranini azalttig1 ve agresif
davranisa neden oldugu bildirilmistir (Mazlum, 2007; Mazlum ve Uzun, 2022). Ayrica
glyphosate (C3HsNOsP) ile glyphosate isopropilamin tuzunun (Cs¢H17N20sP) farkli
molekiiller oldugunu unutmamak gerekir. Bu da atomik diizeyde farkli agirliklara ve
suda farkli ¢dziiniirliiklere sahip olduklar1 anlamina gelmektedir (Hanson, 2017). {lgili
mekanizmalart bu calisma kapsaminda yorumlanamayacak olsa da bu farklilik
glyphosate ¢esitlerinin kerevit bilinyesine alimmi ve dolayisiyla toksisitesini
etkileyebilir. Bunlara ek olarak mevcut arastirmada Egirdir Golii'nden avlanan dar
pengeli kerevit bireyleri kullanildig: i¢in, bu gdliin calismada kullanilan pestisitlerle
kontamine olma ihtimali de g6z Oniine alindiginda, denek olarak kullanilan bireylerin
cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve indoxacarba karsi tolerans gelistirmis
olmast muhtemeldir. Bu unsur, mevzubahis pestisitlerle daha once hi¢ temasa
gecmemis bireyler kullanarak caligmanin tamamen kontrollii sartlarda yapilmasini
kisitlayan bir durumdur. Bu nedenle ilgili pestisitlerin dar penceli kerevitte de facto
LCso degerlerinin bu arastirmada belirlenen degerlerden daha diisiik olabilecegi

dikkate alinmalidir.

Subletal toksisite testi toksikolojide etkin bir aragtir ¢iinkii kirleticilerin organizmalari
ani Oliimiin 6tesinde nasil etkiledigini anlamamiza yardimci olur. Bu arastirmada dar

penceli kerevitlerde cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve indoxacarb etken
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maddeli ticari pestisit formiilasyonlarinin subletal etkilerinin belirlenmesi ig¢in
calismada elde edilen LCso degerlerinin (sirasiyla 18,402; 59,715 ve 13,133 mg/L)
%20’s1 (sirastyla 3,68; 11,94 ve 2,63 mg/L) kullanilmis ve dar penceli kerevitler bu
konsantrasyonlara 96 saat siireyle yari-statik diizenekte maruz birakilmistir. Nitekim
her ne kadar farkli arastirmalarda cesitli subletal konsantrasyonlar kullanilsa da (%10,
%20, %40 gibi) literatiirde subletal toksikoloji deneyi i¢in LCso degerinin %10 veya
daha fazlasinin kullanilabilecegi Onerilmistir (Banaee, 2012). Subletal toksikoloji
denemesinin bitiminde incelenen hemolenf biyokimyasal parametrelerinden alanin
aminotransferaz (ALT) bir¢ok Okaryot canlida Ozellikle karacigerde bulunan,
aspartatin ve alfa ketoglutaratin oksaloasetat ve glutamata doniisiimiinii katalize eden
bir transaminaz enzimidir (Washington ve Van Hoosier, 2012). Kerevitlerde de ayni
islevi goren bu enzimin (Orlicky vd., 1977) hemolenf konsantrasyonundaki
degisiklikler, hepatopankreas sorunlarina isaret edebildiginden ALT diizeyleri benzer
calismalarda biyobelirte¢ olarak tayin edilmektedir (Banaee vd., 2019; Chabera vd.,
2021). Bu ¢alismada higbir pestisit grubundaki dar penceli kerevitlerin ALT degerleri
kontrol grubuna gore degisim gdstermemistir. Bu, arastirmada kullanilan pestisit
formiilasyonlarimin P. leptodactlus'un ALT degerlerini etkilemedigine isaret
etmektedir. Bu sonuglara benzer sekilde atrazin pestisitine 7 ve 14 giin siireyle maruz
birakilan kerevitlerin (Cherax destructor) ALT diizeylerinin kontrol grubu ile farkl
bulunmadig: bildirilmistir (Stara vd., 2018). Bunun aksine chlorpyrifos ve glyphosate
pestisitlerinin subletal dozlarina maruz birakilan dar pengeli kerevitlerde (P.
leptodactylus) ALT seviyelerinin azaldigi rapor edilmistir. Bir baska arasgtirmada
chloridazon maruziyetinin sinyal kerevitinde (Pacifastacus leniusculus) ALT’yi

arttirdig1 ortaya konulmustur (Chabera vd., 2019).

Bu arastirmada incelenen bir diger biyokimyasal parametre olan aspartat
aminotransferaz (AST) da ALT ye benzer sekilde transaminasyon siirecinde rol alan
ve hemolenfteki konsantrasyonu ile hepatopankreas hasar belirteci olarak kullanilan
bir enzimdir (Yang vd., 2022). AST diizeylerinin normalin {izerine ¢ikmasi
hepatopankreatik hiicrelerde hasara isaret edebilir (Banaee vd., 2019; Gholamhosseini
vd., 2023). Bu c¢alismada elde edilen sonuglara gore subletal pestisit
konsantrasyonlarina maruz birakilan dar pengeli kerevitlerin AST diizeyleri kontrol

grubuna kiyasla farklilik gostermemistir. Buna karsin Banaee vd. (2019) chlorpyrifos
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ve glyphosate maruziyeti sonucu P. leptodactylus'da AST aktivitesinin azaldigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada belirlenen verilere benzer sekilde ise atrazin pestisitine
maruz birakilan kerevitlerin (C. destructor) AST diizeyleri kontrol grubuna kiyasla
degisim gostermemistir (Stara vd., 2018). Ayni1 sekilde s-metolachlor maruziyeti (4,2
ng/L) sonucu mermer kerevitinde (Procambarus virginalis) AST diizeyleri degisim
gostermezken s-metolachlor pestisitinin metaboliti olan metolachlor OA’ya ve 42
ng/L s-metolachlor pestisitine maruz birakilan bireylerin AST diizeyleri ylikselmistir

(Stara vd., 2019).

Alkalin fosfataz (ALP), bir¢ok farkli biyolojik role sahip baslica hiicresel membran
enzimlerinden birisidir. ALP fosfat hidrolizinde 6nemli bir rol oynar (Hatami vd.,
2019). Ayn1 zamanda sert dokularda mineralizasyonda gorev alir (Golub ve Boesze-
Battaglia, 2007). Biyolojik sistemlerde yaygin kullanilan bir stres biyobelirtecidir ve
membran hasarina igaret edebilir (Banaee vd., 2014, 2019). Bu ¢alismada glyphosate
isopropilamin tuzu ve indoxacarb etken maddeli pestisitlere maruz birakilan dar
pengeli kerevitlerin ALP degerlerinin kontrol grubu ile benzer diizeylerde seyrettigi
tespit edilmistir. Buna karsin cyprodinil pestisitine maruz birakilan dar penceli
kerevitlerin ALP degerleri kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide artis gostermistir.
Bu bulgu, arastirmada kullanilan cyprodinil etken maddeli pestisit formiilasyonunun
P. leptodactylus'da hiicre hasarima ve/veya strese neden olabilecegine isaret
etmektedir. Bu sonucglara benzer sekilde atrazin pestisitine maruz birakilan C.
destructor’un ALP diizeyleri artis gdstermistir (Stara vd., 2018). Bagka bir arastirmada
endosiilfan pestisitine 15 giin siireyle maruz kalan kerevitlerin (P. leptodactylus) ALP
degerleri farklilik gostermezken 30 giin siireyle maruz kalindiginda ALP seviyelerinin
kontrol grubuna nazaran yliikseldigi rapor edilmistir (Banaee ve Ahmadi, 2011). Bu
sonuclarin aksine Stara vd. (2019) s-metolachlor pestisitine maruz birakilan
kerevitlerin  (Procambarus  virginialis) ~ALP  seviyelerinin  degismedigini

bildirmisledir.

Calismamizda subletal toksisite testi sonucunda incelenen bir diger biyokimyasal
parametre olan laktat dehidrogenaz (LDH), bitkiler ve hayvanlar da dahil olmak tizere
bir¢cok canlida bulunan anaerobik metabolik yolun (hiicresel solunum) 6nemli bir

enzimidir. Bu enzimin temel islevi NAD+ nin NADH’a indirgenmesi suretiyle laktatin
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piriivata dontigiimiinii (glikoliz) katalize etmektir (Farhana ve Lappin, 2023).
Canlilarda doku hasarmin ve hiicresel hipoksinin bir belirteci olarak kullanilmaktadir
(Banaee vd., 2019; Farhana ve Lappin, 2023). Bu arastirmada LDH degerleri tiim
deneme gruplarinda kontrol grubu ile benzer seyretmistir. Bu bulgu, kullanilan
pestisitlerin dar pengeli kerevitte LDH diizeyini etkilemedigini gostermektedir. Bu
sonuclara benzer sekilde Stara vd. (2018) atrazine maruz birakilan kerevitlerin (C.
destructor) LDH degerlerinin degismedigini bildirmistir. Yine mermer kerevitinin
(Procambarus virginalis) LDH diizeyleri s-metolachlor pestisiti maruziyeti sonrasi
kontrol grubuna kiyasla degisim gostermemistir (Stara vd., 2019). Bu sonuglara zit
olarak endostilfan (Banaee ve Ahmadi, 2011), chlorpyrifos ve glyphosate (Banaee vd.,
2019) maruziyeti sonucunda kerevitlerin (P. leptodactylus) LDH diizeylerinde artis

rapor edilmistir.

Glikoz, basit bir seker molekiilii olup bir¢ok hiicre i¢in birincil enerji kaynagidir ve
hem oksijenli hem de oksijensiz solunum i¢in elzemdir (Hantzidiamantis vd., 2022).
Toksikolojik deneylerde hemolenfteki glikoz miktari, test edilen kimyasalin enerji
metabolizmasini etkileyip etkilemedigini belirlemek ve kerevitin genel saglik
durumuna iliskin fikir edinebilmek maksadiyla tayin edilmektedir (Banaee vd., 2019).
Bu arastirmada elde edilen sonuglara gére deneme gruplar1 ve kontrol grubu arasinda
glikoz bakimindan bir farklilik gozlenmemistir. Bu verilerle uyumlu olarak s-
metolachlor pestisitine maruz birakilan kerevitlerin (Procambarus virginialis) glikoz
seviyeleri degisiklik gostermemistir (Stara vd. 2019). Bu sonuglarin aksine
chlorpyrifos ve glyphosate pestisitlerine maruz birakilan P. leptodactylus’un hemolenf
glikoz seviyeleri kontrol grubuna kiyasla ytlikselmistir (Banaee vd., 2019). Bir bagka
caligmada atrazin pestisiti maruziyeti C. destructor’un hemolenf glikoz diizeylerinin

artmasina neden olmustur (Stara vd., 2018).

Trigliseritler gliseroliin yag asidi esterleri olup besinsel yagin ve hayvanlarin yag
depolariin ana lipit bilesenini teskil ederler (Cox ve Garcia-Palmieri, 1990). Glikoz
tayininde oldugu gibi trigliserit diizeyinin belirlenmesi test edilen kimyasalin lipit ve
enerji metabolizmasini etkileyip etkilemedigi ile hepatopankreas sagligi ve
organizmanin genel kondisyonu hakkinda fikir verir (Banaee vd., 2019; Olsvik vd.,

2015). Bu tez calismasinda gruplar arasinda varyasyon goézlense de cyprodinil,
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glyphosate isopropilamin tuzu ve indoxacarb etken maddeli pestisitlere maruz
birakilan dar pengeli kerevitlerin trigliserit degerlerinde istatistiki agidan anlamli bir
fark belirlenmemistir. Glikoz sonuglar1 ile birlikte degerlendirildiginde, kullanilan
pestisitlerin dar pengeli kerevitlerin enerji metabolizmasina etki etmedigi sonucuna
varilmigtir. Bu sonuglarin aksine Banaee vd. (2019) chlorpyrifos ve glyphosate
pestisitine maruz birakilan kerevitlerin (P. leptodactylus) hemolenf trigliserit
diizeylerinin artig gosterdigini tespit etmislerdir. Ayni arastirmacilarin chlorpyrifos ve
glyphosate pestisitlerinin sinerjik etkilerini arastirdiklar1 baska bir c¢alismasinda
(Banaee vd., 2020) yine P. Ieptodactylus’da trigliserit diizeyleri pestisit
konsantrasyonlari arttikca yiikselmistir. Bunlara ek olarak Abd El-Atti ve Saied (2018)
spinosad pestisitine maruz birakilan Procambarus clarkii’nin disi bireylerinin
hemolenf trigliserit diizeylerinin arttigin1 belirlerken erkek kerevitlerde degisim

olmadigini rapor etmislerdir.

Kolesterol, birgok organizmada kanda yer aldig1 gibi kerevitte de hemolenfte bulunan,
hiicrelerin normal islevlerini yerine getirmesinde onemli bir rol oynayan lipofilik bir
molekiildir (Huff vd., 2023; Safaeian vd., 2020). Omegin hiicre membraninin
yapisinda bulunur ve hiicrenin akiskanligini diizenler (Huff vd., 2023). Ayn1 zamanda
eklem bacakli kabuklularda kabuk degistirme ve tireme fizyolojisinde de gorev alir
(Sin vd., 2015). Bu o6zellikleriyle toksikoloji ¢alismalarinda hiicre ve doku hasarinin
belirlenmesinde ve genel fizyolojik durumu degerlendirmede biyobelirte¢ olarak
kullanilmaktadir (Capen, 1996). Bu arastirmada elde edilen sonuglara gére dar pengeli
kerevitlerin hemolenf kolesterol degerleri cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu
ve indoxacarb etken maddeli pestisitlere maruziyetten etkilenmemistir. Bunun aksine
chlorpyrifos ve glyphosate pestisitlerine maruz birakilan P. leptodactylus’un
kolesterol diizeyleri azalma gdstermistir (Banaee vd., 2019). Ilgingtir ki chlorpyrifos
ve glyphosate pestisitlerinin birlikte kullanimi sonucu ise P. leptodactylus’ta
kolesterol diizeyi artmistir (Banaee vd., 2020). Bagka bir arastirmada da spinosad
pestisiti  erkek kerevitlerin  (Procambarus clarkii) hemolenfteki kolesterol
seviyelerinde artisa, disi kerevitlerin kolesterol seviyelerinde ise azalmaya neden

olmustur (Abd El-Atti ve Saied, 2018).
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Calismamiz kapsaminda incelenen bir bagka biyokimyasal parametre olan toplam
protein, albiimin ve globulinin olusturdugu hemolenfteki toplam protein miktarini
ifade etmektedir (Banaee vd., 2020; Busher, 1990). Alblimin bir¢ok farkli role sahip
bir proteindir. Baglica gorevleri arasinda kolloid ozmotik basincin (onkotik basing)
ayarlanmasi ile hormonlar, metaller ve ilaglar gibi maddelerin tasinmasi yer almaktadir
(Busher, 1990). Toplam proteinin globulin kismi1 ise tasiyici proteinler, enzimler,
komplementler ve immunoglobulinler de dahil olmak iizere bir¢ok farkli proteini
icermektedir (Busher, 1990). Bu calismada elde edilen bulgulara gore albiimin
seviyeleri gruplar arasinda farklilik gostermezken cyprodinil etken maddeli pestisite
maruz birakilan dar pengeli kerevitlerin hemolenfteki globulin ve toplam protein
seviyeleri artis gostermistir. Bu, cyprodinil gruplarindaki dar penceli kerevitlerin
bagisiklik sisteminin harekete gectigi anlamina gelebilir (Lu vd., 2020). Bu sonuglarin
aksine chlorpyrifos ve glyphosate pestisitlerinin P. leptodactlyus’ta toplam protein
diizeylerini azalttig1 bildirilmistir (Banaee vd., 2019). Ayrica kerevitlerdeki diger
caligmalarda spinosad pestisitine maruz biraklin Procambarus clarkii’de (Abd El-Atti
ve Saied, 2018), s-metolachlor pestisitine maruz birakilan Procambarus virginialis’de
(Stara vd., 2019), tiyametoksam pestisitine maruz birakilan P. leptodactylus’ta (Uckun
vd., 2021) ve atrazin pestisitine maruz birakilan Cherax destructor’da hemolenf

toplam protein degerlerinin etkilenmedigi rapor edilmistir.

Bu ¢aligmada cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve indoxacarb etken maddeli
ticari pestisit formiilasyonlarinin antioksidan sistem {izerindeki etkileri de
belirlenmistir. Bu amagla dar penceli kerevitlerin hepatopankreastaki antioksidan
enzim aktiviteleri ve lipit peroksidasyon diizeyleri analiz edilmistir. Lipit
peroksidasyonu serbest radikallerin neden oldugu, hiicre membranlarindaki lipitlerin
degradasyonuyla sonuglanan, hiicrelerin hasar almig olabilecegine isaret eden bir
siirectir (Recknagel vd., 2020; Valgimigli, 2023). Lipit peroksidasyonu birgok
calismada malondialdehit (MDA) miktarinin tayin edilmesiyle belirlenir. Ciinkii
MDA, hiicrelerdeki lipit peroksidasyonunun nihai iirtinlerinden birisidir (Gawet vd.,
2004). Bu arastirmada pestisitlere maruz birakilan dar penceli kerevitlerin MDA
diizeylerinin etkilenmedigi gozlenmistir. Bu sonuglarla uyumlu olarak s-metolachlor
pestisitine maruz birakilan kerevitlerin (Procambarus virginialis) hepatopankreas lipit

peroksidasyonu degisim gdstermemistir (Stara vd., 2019). Bir baska calismada da
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glufosinate-ammonium  pestisiti  Procambarus clarkii’”de MDA  diizeylerini
etkilememistir (Zhang vd., 2023). Benzer sekilde atrazin pestisitine maruz birakilan
Cherax destructor’ta MDA seviyeleri kontrol grubu ile benzer olarak bulunmustur
(Stara vd., 2018). Bu sonuglarin aksine lipit peroksidasyonunun tiyametoksam (Ugkun
vd., 2021), penkonazol (Alkan Ugkun ve Barim Oz, 2020) ve azoksistrobin (Alkan
Uckun ve Barim Oz, 2021) pestisitlerine maruz birakilan P. leptodactylus’ta ve
sipermetrin pestisitine maruz birakilan Cherax quadricarinatus’ta (Yuan vd., 2019)

artis gosterdigi bildirilmistir.

Stres; fizyolojik olarak homeostazinin i¢ veya dis nedenlere bagl olarak tehdit altinda
oldugu hal olarak tanimlanmaktadir (Kyrou ve Tsigos, 2009). Organizmanin
homeostaziyi korumak icin stres faktorlerinden kurtulmasi gerekir. Bu durumda
antioksidan savunma sistemi devreye girer. Zira Onemli stres faktorlerinden olan
serbest radikaller (reaktif oksijen tiirleri, hidrojen peroksit, reaktif nitrojen tiirleri) bu
sistem tarafindan elimine edilir. Antioksidan sistemin baslica enzimleri arasinda
stiperoksit dismutaz (SOD) yer almaktadir. SOD tiim aerobik organizmalarda bulunur
ve siiperoksit radikalinin (O2") oksijen ve hidrojen peroksite doniisiimiinii katalize eder
(Wang vd., 2018). Bu arastirmada elde edilen bulgulara gore dar penceli kerevitlerin
SOD aktiviteleri cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve indoxacarb etken
maddeli pestisit maruziyetinden etkilenmemistir. Bu sonuglar, ¢alismada kullanilan
pestisitlerin P. leptodactylus’ta siiperoksit iiretimine neden olmadigina ve siiperoksit
tiretimi ile sonuglanan metabolik siirecleri etkilemedigine isaret etmektedir. Bu
sonuglara benzer sekilde Stara vd. (2019) mermer kerevitinde (Procambarus
virginialis) s-metolachlor maruziyeti sonrasinda SOD aktivitesinde degisim
olmadigint bildirmislerdir. Yine bir bagka arastirmada subletal konsantrasyonlarda
thiamethoxam pestisitine maruz birakilan kerevitlerin (P. leptodactylus) SOD
diizeyleri kontrol grubu ile benzer seyretmistir (Ugkun vd., 2021). Bu bulgulara karsin
Zang vd. (2023) glufosinate-ammonium pestisitinin toksik etkilerini inceledikleri
aragtirmada Procambarus clarkii’'nin SOD seviyelerinin artis gosterdigini rapor
etmislerdir. Bir bagka pestisit olan azoksistrobin maruziyeti ise P. leptodactylus’un

SOD aktivitesinin artmasina neden olmustur (Alkan Ugkun ve Barim Oz, 2021).
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Antioksidan sistemin bir diger 6nemli bileseni olan katalaz (KAT), hidrojen peroksitin
su ve oksijene doniistiiriilmesini katalize eden bir enzimdir (Nandi vd., 2019). KAT
aktivitesindeki degisimler oksidatif stres durumun bir belirtecidir. Bu ¢alismada
glyphosate isopropilamin tuzu etken maddeli pestisit formiilasyonuna maruz birakilan
dar penceli kerevitlerin KAT seviyeleri degisiklik gostermezken cyprodinil etken
maddeli pestisite maruz birakilan dar pencgeli kerevitlerde bu degerler azalmus,
indoxacarb etken maddeli pestisite maruz birakilan dar penceli kerevitlerde ise artis
gostermistir. Glpyhosate isopropilamin tuzu grubunun sonuglarina benzer sekilde
atrazin pestisitine 7 giin slireyle maruz birakilan Cherax destructor’da KAT aktivitesi
degisiklik gostermemistir (Stara vd., 2018). Cyprodinil pestisitine maruz birakilan dar
penceli kerevitlerden elde edilen bulgulara paralel olarak 96 saatlik sipermetrin
pestisiti maruziyeti Cherax quadricarinatus’ta KAT aktivitesinin azalmasina neden
olmustur (Yuan vd., 2019). Benzer sekilde s-metolachlor pestisiti Procambarus
virginalis’in KAT aktivitesini diislirmistir (Stara vd., 2019). Indoxacarb etken
maddeli pestisit formiilasyonuna maruz birakilan dar pengeli kerevitlerin KAT
aktivitesinde goriildiigii gibi s-metolachlor pestisitinin metaboliti olan metolachlor
OA’ya maruz birakilan Procambarus virginalis’te KAT diizeyleri yiikselmistir (Stara

vd., 2019).

Calismamiz kapsaminda incelenen bir bagka antioksidan enzim olan glutatyon
peroksidaz (GPx), katalazda oldugu gibi hidrojen peroksitin suya ve oksijene
doniistiiriilmesinde gorev alir (Lubos vd., 2011). GPx ayni1 zamanda yaglarin
detoksifikasyonunda da 6énemli bir rol oynar (Xia vd., 2013). Bu calismadaki GPx
degerleri, katalaz degerleri ile ayn1 egilimde bulunmustur. Cyprodinil etken maddeli
pestisite maruz birakilan grupta azalirken indoxacarb etken maddeli pestisite maruz
birakilan grupta artmis, glyphosate isopropilamin tuzu gruplarinda ise degisiklik
gostermemistir. Ozellikle katalaz sonuglariyla birlikte degerlendirildiginde indoxacarb
etken maddeli pestisit formiilasyonunun hidrojen peroksit iiretimine neden oldugu
sOylenebilir. Bu sonuglara benzer sekilde thiamethoxam pestisiti P. leptodactylus’ta
GPx aktivitesinin artmasina yol agmistir (Ugkun vd., 2021). Ayn sekilde sipermetrin
pestisitine maruz birakilan Cherax quadricarinatus’un GPx aktivitesi artis
gostermistir (Yuan vd., 2019). Baska bir arastirmada P. leptodactylus’ta azoksistrobin

maruziyeti sonucu GPx aktivitesi yiikselmistir (Alkan Ugkun ve Barim Oz, 2021).
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Yine katalaz sonuglari ile birlikte degerlendirildiginde cyprodinil etken maddeli
pestisite maruz birakilan gruptaki azalma; katalaz ve glutatyon peroksidazin cyprodinil
maruziyeti nedeniyle gen ifadelerinin baskilanmasi veya mevcut olan molekiillerin
substratlarinin inhibe edilmesi nedeniyle ger¢eklesmis olabilir (Czenave vd., 2006;

Yuan vd., 2019).

Histopatolojik inceleme, test edilen kimyasal kaynakli dokularda meydana gelebilecek
mikroskopik degisimlere dogrudan bir bakis sagladigi i¢in toksikoloji ¢aligmalarinda
kritik bir rol oynamaktadir. Bilhassa kirleticilerin kronik ve subletal etkilerinin bir
belirteci olarak kullanilan faydali bir aragtir (Bernet vd., 1999). Kerevit
hepatopankreas: sindirim sivilarinin salgilanmasi, sindirilen gidanin emilim ve
depolanmasi ile ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu gibi bircok fizyolojik siirecte
gorev almaktadir (Icely ve Noot, 1992; Stara vd., 2019). Bu tez ¢alismasinda kontrol
grubunda hepatopankreas doku kesitinin histolojik goriiniimiiniin saglikli (normal)
oldugu miisahede edilmistir. Cyprodinil ve indoxacarb gruplarina ait histopatolojik
bulgular birbirine benzer olmakla birlikte ciddi dejeneratif degisimler goriilmiistiir. Bu
gruplarin hiicrelerinin diizensiz dizilimi tespit edilmistir. Ayrica genel olarak tiibiil
yapisinin bozuldugu ve limenin genisledigi belirlenmistir. Bunlara ek olarak hiicre
sinirlarinin belirsiz olmasi ile birlikte hiicresel biitiinliigiin bozuldugu ve tiibiiller arasi
bag dokuda yogun bir sekilde graniilositik hemosit agregasyonu saptanmistir.
Glyphosate isopropilamin tuzu etken maddeli pestisite maruz birakilan dar pengeli
kerevitlerde ise hafif derecede dejenerasyon gézlenmistir. Bu gruptaki bireylerin epitel
hiicrelerinde vakuol olusumu meydana geldigi tespit edilirken, llimen genislemis
ancak yildiz seklini korumustur. Bu bulgulara gore arastirmada kullanilan cyprodinil
ve indoxacarb etken maddeli ticari pestisit formiilasyonlariin dar pengeli kerevitlerin
hepatopankreasinda ciddi histopatolojik degisimlere neden oldugunu sdylemek
miimkiindiir. Glyphosate isopropilamin tuzu etken maddeli pestisit ise hafif
histopatolojik degisime yol a¢mistir. Benzer sekilde Procambarus clarkii’de
glufosinate-ammonium (GLA) maruziyeti sonucu hepatopankreaste vakuol olusumu
ve liimen genislemesi tespit edilmistir (Zhang vd., 2023). Bir baska aragtirmada
calismamizin sonuglarina paralel olarak atrazin pestisitine maruz birakilan kerevitlerin
(Cherax destructor) tiibiil epitelinde biitiinliigiin bozuldugu belirlenmistir (Stara vd.,

2018). Bunlara ek olarak literatiirde cesitli kirleticilerin kerevitlerde histopatolojik
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degisimlere neden oldugunu bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (Chupani vd., 2016; Li

vd., 2023; Yu vd., 2017; Zhang vd., 2019).

Genotoksisite, genellikle bir kimyasal veya ajanin DNA veya kromozom hasarina
neden olmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu hasar iireme hiicrelerinde meydana gelirse
kalitsal olarak degismis bir ozellige, somatik hiicrelerde meydana gelirse farkl
biyolojik sonuglara ve hatta kansere neden olabilecek bir somatik mutasyona neden
olabilir (Phillips ve Arlt, 2009). Bu baglamda giinliik hayatimizda kullanilan
kimyasallarin genotoksik etkilerinin belirlenmesi yalnizca ekotoksikolojik acidan
maruz kalan hedef dis1 organizmalarin saghigi agisindan degil ayn1 zamanda nihai
kullanict ve tiiketici olan insan sagligi acisindan da yiiksek 6nem arz etmektedir. Bu
calismada toksik etkileri belirlenen cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu ve
indoxacarb etken maddeli ticari pestisit formiilasyonlarinin dar pengeli kerevitlerdeki
genotoksik etkileri ortaya konulmustur. Tek hiicre jel elektroforezi (Comet Assay)
yontemi ile tayin edilen genotoksik etki sonuglarina gore cyprodinil ve indoxacarb
etken maddeli pestisitlerin DNA hasaria yol agmadigi tespit edilmistir. Buna karsin
glyphosate isopropilamin tuzu etken maddeli pestisitin asir1 yiiksek DNA hasarina
neden oldugu belirlenmigstir. Literatiirde kerevitlerde pestisit kaynakli genotoksik
etkiyi arastiran ¢alismalar siirl olsa da bazi arastirmalar yapilmistir. Ornegin Marcal
vd. (2022) penoxsulam pestisitinin kerevitlerde (Procambarus clarkii) genotoksik
etkiye neden oldugunu bildirmislerdir. Bir baska calismada deltametrin pestisitinin
yine P. clarkii’de DNA hasarina yol actig1 rapor edilmistir (Hong vd., 2021). Benzer
sekilde chlorpyrifos ve dieldrin pestisitlerinin  Cambarellus montezumae’de

genotoksik etki gdsterdigi tespit edilmistir (Diaz-Barriga Arceo vd., 2015).

Bu ¢aligmada elde edilen tiim bulgular bir arada degerlendirildiginde cyprodinil etken
maddeli pestisite maruz birakilan dar penceli kerevitlerde hiicre hasarina ve/veya
strese isaret eden alkalin fosfatazin ve bagisiklik yanitin harekete gegtiginin
gostergeleri olan globulin ve toplam protein miktarlarinin arttig1 belirlenmistir. Ayrica
bu grupta katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerinin baskilandigi miisahede
edilmistir. Bununla birlikte hepatopankreasta ciddi histopatolojik hasar tespit
edilmistir. Cyprodinil etken maddeli pestisitlerin toksik etkileri diger organizmalarda

da arastinlmistir. Ornegin bu ¢alisma sonuglarina benzer sekilde cyprodinilin zebra
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balig1 (Danio rerio) embriyolarinda da oksidatif hasara yol agtig1 belirlenmistir (Kim,
2022). Baska bir aragtirmada Tang vd. (2020) cyprodinilin zebra balig1 (D. rerio)
larvalarinda basta kalp olmak iizere gelisimi olumsuz etkiledigini belirlemislerdir.
Yine disi zebra baliklarinda (D. rerio) cyprodinil maruziyeti sonrasinda iiremenin
olumsuz etkilendigini ve cyprodinile maruz birakilan disilerin alt soyunda gelisim

sorunlart oldugunu tespit edilmistir (Tang vd., 2022).

Mevcut tez calismasinda glyphosate isopropilamin tuzu etken maddeli pestisite maruz
birakilan dar pengeli kerevit bireylerinde incelenen higbir biyokimysal parametre
kontrol grubuna kiyasla degisim gostermemistir. Benzer sekilde antioksidan enzim
aktiviteleri de glyphosate isopropilamin tuzu maruziyetinden etkilenmemistir. Buna
karsin bu grupta hafif derecede histopatolojik hasar ve ciddi derecede genotoksik hasar
belirlenmigtir. Literatiirdeki bircok calismada glyphosate etken maddeli pestisitlerin
farkli canlilarda genotoksik etki meydana getirdigi bildirilmistir. Mesela Alvarez-
Moya vd. (2014) glyphosate isopropilamin tuzunun Nil tilapyasinda (Oreochromis
niloticus), telgraf ¢igeginde (Tradescantia) ve insan lenfosit hiicrelerinde genoetoksik
etki meydana getirdigini gostermislerdir. Benzer sekilde Acar vd. (2021) glyphosate
potasyum tuzunun Nil tilapyasinda (O. niloticus) genotoksik etkiye neden oldugunu
belirlemislerdir. Bunlara ek olarak glypsohate iceren pestisitlerin bagka
organizmalardaki etkileri de incelenmistir. Jofré vd. (2013) glyphosate isopropilamin
tuzu etken maddeli iki farkl: ticari pestisit formiilasyonunun etkilerini arastirdiklar bir
caligmada her iki pestisitin de zebra balig1 (D. rerio) ve lepisteste (Poecilia reticulata)
yuksek toksik etki meydana getirdigini rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda sadece D.
rerio ile yaptiklar kronik toksisite deneyinde, kullanilan her iki pestisitin de potansiyel
hepatopankreas hasarina isaret eden alanin aminotransferaz ve aspartat
aminotransferaz enzimlerinin artmasima neden oldugunu bildirmislerdir. Bir baska
arastirmada glyphosate isopropilamin tuzu etken maddeli ticari bir pestisitin si¢canlarda
alanin aminotransferaz, astpartat aminotransferaz, alkalin fosfataz ve lipit

peroksidasyonu arttirdig1 bildirilmistir (EI-Shenawy, 2009).

Arastirmamizdaki tiglincli ve son pestisit olan indoxacarb maruziyeti sonucunda ise
glyphosate isopropilamin tuzu grubuna benzer olarak biyokimyasal parametreler

degisim gostermemistir. Fakat indoxacarb grubunda katalaz ve glutatyon peroksidaz

60



aktivitesi artmigtir. Bunlara ek olarak bu grupta da yine ciddi histopatolojik degisimler
gbzlenmistir. Diger iki pestisitte oldugu gibi indoxacarbin da kerevitlerdeki toksik
etkilerinin bugiine dek bilinmiyor olmasina karsin diger bazi sucul canlilarda yapilan
calismalar mevcuttur. Ornegin Ghelichpour vd. (2019), indoxacarb maruziyetinin
sazan (Cyprinus carpio) baliginda enflamasyon, oksidatif hasar ve doku hasarina
neden olabilecegini tespit etmislerdir. Bagka bir calismada indoxacarbin kerevitler gibi
krustasea alt subesinde bulunan bir tathh su kabuklusu olan Gammarus
kischineffensis’te bu calismada hepatopankreasta oldugu gibi solunga¢ dokusunda
hemositik infiltrasyona yol actigi tespit edilmistir (Ugurlu vd., 2024). Ayrica
indoxacarbin rohu (Labeo rohita) baliginda da toksik etki gosterdigi belirlenmis ve
deneklerin solumalarinin giiclendigi ve diizensiz yiizme, hizl1 operkulum hareketi ve
oksijen almak i¢in yiizeye ¢ikma davranisi gosterdikleri bildirilmistir (Bantu vd.,

2017).

Bu tez caligmasinda cyprodinil grubunda artis gosteren alkalin fosfataz aktivitesi
disinda doku hasarina isaret eden bir bulgu olmamasma karsin tim gruplarda
histopatolojik hasar tespit edilmistir. Bunun birkag nedeni olabilir. Oncelikle
calismamizda tayin edilen parametreler (6rnegin laktat dehidrogenaz ve
malondialdehit) 1y1 birer doku hasar1 biyobelirteci olsalar da her zaman doku hasarina
eslik etmeyebilirler ve bir protein diizeyinin analiz edilmesi her zaman organizmanin
gercek saglik ve metabolik durumu hakkinda tam anlamiyla bilgi veremeyebilir
(Costa, 2018). Bu celiskiyi agiklayabilecek bir baska alternatif sebep bu calismada
belirlenen biyokimyasal parametre verilerindeki yiiksek varyasyon olabilir. Bunun
temel nedeninin ise her iki cinsiyetten dar pencgeli kerevit bireyleri kullanilmasi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Zira farkl kirleticilerin erkek ve disi kerevitlerde ¢ok
farkli sonuglara neden oldugunu rapor eden ¢alismalar mevcuttur. Ornegin spinosad
pestisitine maruz birakilan erkek Procambarus clarkii bireylerinin hemolenfinde
kolesterol artis gosterirken, disi bireylerde diismiistiir (Abd El-Atti ve Saied, 2018).
Yine ayni calismada erkek bireylerin hemolenf trigliserit seviyeleri degismezken,
disilerde artis gstermistir. Atrazin pestisitinin toksik etkilerinin incelendigi bagka bir
arastirmada (Nassar vd., 2022) disi P. clarkii bireylerinin hemolenfindeki toplam

protein diizeyleri azalirken erkek bireylerde degisim gostermemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Elde edilen verilere gore bu tez g¢alismasinda kullanilan cyprodinil, glyphosate
isopropilamin tuzu ve indoxacarb etken maddeli pestisit formiilasyonlarinin dar
pengeli kerevitte (Pontastacus leptodactylus) 96 saatlik akut toksisitelerinin diisiik
oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber subletal konsantrasyonlarda cyprodinil etken
maddeli formiilasyonun oksidatif hasara, bagisiklik yanitin harekete ge¢cmesine,
antioksidan sistemin baskilanmasina ve siddetli hepatopankreas hasarma yol actig
sOylenebilir. Glyphosate isopropilamin tuzu etken maddeli formiilasyon; dar pengeli
kerevitlerin genel saglik durumu parametrelerini ve antioksidan sistemi etkilemezken
hafif derecede histopatolojik degisimlere ve siddetli genotoksisiteye neden olmustur.
Indoxacarb etken maddeli formiilasyonda ise oksidatif ve ciddi histopatolojik hasarin
meydana geldigine dair bulgular elde edilmistir. Belirlenen LCso diizeyleri
dogrultusunda, bahsi gecen pestisitlerin toksik etki meydana getirebilmesi i¢in suda
cok yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi gerektiginden, Egirdir Golii’'ndeki kerevit
popiilasyonlarinin su an i¢in bu pestisitlerden kaynakli bir risk altinda olmadigi
sOylenebilir. Ancak bu bir varsayimdir ve Egirdir Golii ile birlikte diger dogal su
kaynaklarindaki pestisit konsantrasyonlarinin arastirilmasi ve diizenli olarak izlenmesi

gerekmektedir.

Glyphosate isopropilamin tuzunun neden oldugu genotoksisite, bu ¢alismanin en
dikkate deger bulgular1 arasindadir. DNA tiim organizmalarda ayni yapida
oldugundan, bu c¢alismada elde edilen sonuglar; glyphosate isopropilamin tuzunun bu
pestisitleri kullanan veya bu pestisit ile kontamine olmus gidalar1 veya suyu tiiketen
insanlar ve bu pestisitin uygulandig1 ekosistemdeki diger canlilar agisindan da tehlike
arz edebilecegine ve hatta potansiyel bir karsinojen olabilecegine isaret etmektedir.
Farkli canlilar veya hiicre kiiltiirleri iizerinde yapilan literatiirdeki birgok diger
calismada da benzer sonuglar elde edildiginden bu konuda artan bir bilgi birikimi
oldugu asikardir. Bu baglamda etken maddesi glyphosate ve tiirevleri olan pestisit
formiilasyonlarinin kullanimi konusunda dikkatli olunmasi ve bu hususta karar

mekanizmalar tarafindan eyleme gegilmesi tavsiye edilmektedir.
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Bu arastirmada nicel verilerde cinsiyet farkliligindan kaynaklanmis olabilecegi
diisiiniilen varyasyonun azaltilmasi i¢in kerevitlerde toksikoloji caligmast yapacak
gelecekteki aragtirmalarda denemelerin  farkli cinsiyet bazli  olusturulmasi
onerilmektedir. Ayrica bu tez ¢calismasinda cyprodinil, glyphosate isopropilamin tuzu
ve indoxacarb etken maddeli pestisitlerin dar pengeli kerevitte akut toksik etkileri
belirlenmistir. Gelecek calismalarda bu pestisitlerin daha uzun siireli maruziyet ve
daha diisiik konsantrasyon ile subletal kronik etkilerinin de incelenmesi

gerekmektedir.
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EKLER



EK A. Biyokimyasal Parametrelerin ve Antioksidan Enzim Aktivitelerinin

Belirlenmesinde Kullanilan Ticari Kitler

ALT: Bioanalytic B80016, AST: Improgen AST9921, ALP: Bioanalytic B80011,
LDH: Bioanalytic B80216, Glikoz: Improgen GLU9911, Trigliserit: Improgen
TRG9921, Kolesterol: Improgen TCH9911, Toplam protein: Improgen TPR9911,
Alblimin: Improgen ABM9911, MDA: CAYMAN 10009055, SOD: BT Lab EO018FTI,
GPx: BT Lab EAO029FI.
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EK B. DNA Hasarmin Tayininde Kullanmilan Makro Kodu

"non

run("Set Measurements...", "centroid center integrated redirect=None decimal=3");
setFont("SansSerif", 18);

setColor(255, 255, 255);

/fprint("Tail Length Tail Moment % Tail DNA");
do {

setTool("oval");

waitForUser("Draw an oval around the comet head; Click OK");
run("Measure");

waitForUser("Draw an oval around the comet tail; Click OK");
run("Measure");

1 = nResults -1;

tailx = getResult("XM", 1);

headx = getResult("X", i-1);

taily = getResult("YM", 1);

heady = getResult("Y", i-1);

tailden = getResult("RawlIntDen",i);

headden = getResult("RawIntDen",i-1);

CometLen = sqrt( ((tailx-headx)* (tailx-headx)) + ((taily-heady)*(taily-heady)) );
setResult("TailLen",i,(CometLen));

setResult("TailMoment",i , (CometLen * tailden));
setResult("%TailDNA",i ,(tailden/(tailden + headden))*100);

/Iprint(CometLen," ", (CometLen * tailden), " ", (tailden/(tailden +

headden))*100);

updateResults();

label =toString (i +1);
drawString(label, tailx, taily);
Dialog.create("Do Another?");
Dialog.addCheckbox("Yes", true);
Dialog.show();

again = Dialog.getCheckbox();

} while (again ==true);
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