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OZET

Son yillarda pestisit kullanimi ciddi oranda artmis ve bu artis pestisitlerin canlilar
tizerindeki zararl etkilerindeki artis1 da beraberinde getirmistir. Sentetik bir piretroid olan
Tau-fluvalinat’in Daphnia magna’daki oksidatif stres diizeyinin tespiti bu tez ¢alismasinin
amacini olusturmaktadir. Bu amagla canli materyalini olusturan D. magna 6rnekleri farkl
konsantrasyonlar da pestisit igeren ortamlarda ile 24 ve 96 saat siire ile calisilmistir.
Fluvalinat’in oksidatif etkilerini belirlemek i¢in siliperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(KAT), Glutatyon S-transferaz (GST) enzim aktiviteleri ve Glutatyon (GSH) ve
malondialdehid (MDA) diizeyleri tespit edilmistir.

SOD aktiviteleri 24 saat sonrasinda C grubu hari¢ tiim gruplarda azalmistir ve 96 saat
sonrasinda C grubu hari¢ tiim gruplarda artmistir. Bu azalma 24 saat sonrasinda A ve B
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), C grubunda ise anlamsiz olarak
gozlenmistir (p>0.05). 96 saat sonrasinda ise SOD seviyesindeki artis ve azaliglar tiim
gruplarda anlamli olarak saptanmistir (p<0.05). SOD aktivitesindeki degisimler farkli
uygulama siirelerine gore kontrol hari¢ tiim gruplarda istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.05). KAT diizeyleri kontrolle kiyaslandiginda her iki grupta da 24 ve 96
saatlik uygulama siireleri sonrasinda azalmistir. (p<0.05). Bu azalis 24 saat sonrasinda A
ve B gruplarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), C grubunda ise anlamsiz olarak
gozlenmistir (p>0.05) C grubunda ise anlamsiz olarak gozlenmistir (p>0.05). 96 saat
sonrasinda ise KAT seviyesindeki azaliglar tiim gruplarda anlamli olarak saptanmistir
(p<0.05). Maruz kalma siireleri karsilastirildiginda ise sadece B ve C grubundaki azalis
maruz kalma siiresine gore anlamli olarak bulunmustur (p<0.05). GSH diizeyleri kontrolle
kiyaslandiginda 24 saat sonrasinda tiim gruplarda azalmistir (p<0.05). 96 saat sonrasinda
sadece A grubunda azalmis B ve C gruplarinda artmistir (p<<0.05). Maruz kalma siireleri
kiyaslandiginda ise kontrol hari¢ tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir artig
saptanmistir (p<0.05). GST diizeyleri kontrolle kiyaslandiginda 24 saat sonrasinda tiim
gruplarda azalmistir. (p<0.05). Kontrolle kiyaslandiginda 96 saat sonrasinda tiim gruplarda
artmistir. Maruz kalma stireleri kiyaslandiginda ise kontrol hari¢ tiim gruplarda istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p>0.05). MDA diizeyleri kontrolle kiyaslandiginda
24 saat sonrasinda tim gruplarda azalmistir (p<0.05). 96 saat sonrasinda sadece A
grubunda azalmis B ve C gruplarinda artmistir (p<0.05). Maruz kalma siireleri
kiyaslandiginda ise kontrol hari¢ tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir artig
saptanmistir (p<0.05).

Enzim aktivitelerinin farkli konsantrasyon ve farkli uygulama siirelerine bagli olarak
degisim gosterdigi saptanmistir. Tau-fluvalinat’a karst D. magna dokularinda SOD, KAT
ve GST enzimleri ile GSH ve MDA diizeylerindeki degisikliklerin yararli birer
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Daphnia magna, Oksidatif stres, Tau-fluvalinat, Pestisit, Enzim
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ABSTRACT

In recent years, the use of pesticides has been increasing consciously, but this use is
unconsciously damaging to organisms. Determination of the oxidative stress level of
Fluvalinate, a synthetic pyretroid on Daphnia manga is the purpose of this study. For this
purpose, individuals of D. magna which make up living materials were studied at different
concentrations for 24 and 96 hours. To determine oxidative effects of Fluvalinate,
Superoxide Dismutase (SOD), Catalase (CAT) and Gluthathion S-Transferase (GST)
enzyme activities and levels of Glutathion (GSH) and Malondialdehyde (MDA) were
detected.

SOD activities decreased in all groups except group C after 24 hours and increased in
all groups except group C after 96 hours. This decrease was statistically significant
(p<0.05) in groups A and B after 24 hours and insignificant in group C (p>0.05). After 96
hours, increases and decreases in SOD levels were found to be significant in all groups
(p<0.05). The changes in SOD activity were statistically significant in all groups except the
control according to different application periods. (p<0.05). CAT levels were decreased
after 24 and 96 hour treatment periods in both groups when compared to control (p <0.05).
This decrease was statistically significant (p<0.05) in groups A and B after 24 hours and
insignificant in group C (p>0.05). After 96 hours, decreases in CAT levels were found to
be significant in all groups (p<0.05). When the exposure times are compared; only the
decrease in groups B and C was significant according to the exposure time (p<0.05). GSH
levels decreased in all groups after 24 hours compared to the control (p<0.05). It decreased
only in group A and increased in groups B and C after 96 hours (p<0.05). The changes in
GSH activity were statistically significant in all groups except the control according to
different application periods. (p<0.05). GST levels decreased in all groups after 24 hours
compared to the control (p<0.05). It increased in all groups after 96 hours compared to the
control group. The changes in GST activity were statistically insignificant in all groups
except the control according to different application periods (p>0.05). MDA levels
decreased in all groups after 24 hours compared to the control (p<0.05). It decreased only
in group A and increased in groups B and C after 96 hours (p<0.05). The changes in MDA
activity were statistically significant in all groups except the control according to different
application periods. (p<0.05).

It was determined that enzyme activities changed depending on different
concentrations and different durations of application. Against Tau-fluvalinat, changes in
the levels of SOD, CAT and GST enzymes and GSH and MDA in Daphnia manga tissues
have been shown to be useful as biomarkers.

Key words: Daphnia magna, Oxidative stress, Tau-fluvalinat, Pesticide, Enzyme



1. GIRIS

Tarim alanindaki iiretim, aqua kiiltiir ve toplum sagligindaki faydalar1 bilindikce
pestisist kullanimi giderek yayginlasmaktadir (Atamanalp ve Yanik, 2001). Ancak
pestisitlerin rastgele kullanimlar1 neticesinde genis bir alanda biraktiklar1 kalintilariyla
ekolojik sistemin dengesini bozmasinin yani sira su, toprak, hava kirlenmesine neden
olmaktadir. Boylece de ekonomik yonden onemli bir alani kapsayan ve baliklar1 da
kapsayan c¢ogu hedef dis1 organizma zarar gdrmektedir (Oru¢ ve Uner, 1999). Tau-
fluvalinat, C,cH,,CIF3N,05 kimyasal formiiliine sahip sentetik bir piretroid kimyasal
bilesiktir. Sentetik piretroidler, insektisitler arasinda en ¢ok kullanilan gruplardan biridir.
Organik fosforlu ve neonicotinoid grubundaki bir takim ilaclar dogal dengeyi
bozabilmektedir (Portakaldali ve Satar, 2015; Satar ve ark., 2018). Faydali bodcek
popiilasyonu iizerinde bu insektisitlerin yan etkisi ve zararli boceklerin bu insektisitlere
kars1 direng gelistirmeleri ve ¢evresel zararlarindan dolayr ¢ogu pestisitin yasaklanmast,
sentetik piretroid grubundaki insektisitlerin kullanim alanini daha da genisletmistir (Satar
ve ark., 2013; Satar ve ark., 2018). Tau-fluvalinat sentetik piretroid (3A) grubunda
bulunan ve son yillarda ruhsatlanmis piretroid grubu bir insektisittir. Bunlar piretrum
papatyalarindan  (Chrysanthemumspp.) ekstrakte edilen 6 piretrinden meydana
gelmektedir. Dogal piretrinler ¢igeklerde bulunan kimyasallardandir (Johnson ve ark.,
2006). Son 30 yilda; memeliler iizerindeki diisiik toksik etkisi, hizla etki gostermesi, genis
bir spektrumunun olmasi ve biyolojik birikim potansiyelinin diisiik olmasi nedeniyle
kullanimlar1 artmigtir. Artan pestisit kullanimiyla birlikte yeni piretroid inseksitler
gelistirilmeye baslanmistir (Naumann, 1990). Bu gruptaki insektisitler, tiirlere gore
degisim gostermekle birlikte, hedef organizma i¢in maksimum toksite ve yararl
organizmalar i¢in diisiik toksisiteye neden olabilmektedir (Johnson ve ark., 2006).

Tarmmsal ve ev araglari i¢in piretroidler genis bir kullanim alanina sahiptir. Kullanim
sikligindaki en 6nemli avantaji, boceklere kars1 yiiksek oranda toksik etki gdsterirken, hizl
metabolizmalar1 dolayisiyla memelilerde diisiik oranda toksik olmasi ve toprak bilinyesinde
birikim yapmamasidir (Kakko, 2004). Bunun temel nedeni de bu piretroidlerin segici
toksisitesinde asil mekanizmanin, bdceklerin sinir sisteminde bulunan sodyum kanallarinin
piretroidlere kars1 yiiksek oranda hassas olmasidir (Song ve Narahashi, 1996).

Serbest radikaller, organizmalarda her zaman olusan ve antioksidan savunma sistemi

sayesinde giderilen molekiillerdir. Serbest radikallerin olusumu ve antioksidan sistem



tarafindan giderilmesi arasinda oksidatif denge olarak adlandirilan bir denge vardir.
Oksidatif dengenin saglanmadigi durumlarda organizmalar, bu radikallerin olumsuz
etkilerinden zarar goriir. Antioksidan savunma mekanizmasimin yeterli olmamasi ya da
serbest radikal olusumunun artmasi durumunda oksidatif stres ortaya ¢ikar (Kayis, 2010).

Aerobik organizmalar, cesitli dig g¢evresel etkiler sonucu olarak ya da normal
metabolik aktiviteleri boyunca meydana gelen toksik oksijen ara iiriinlerinin neden oldugu
oksidatif hasarlarin engellenmesi i¢in enzim yapisinda var olan ve enzim yapisinda var
olmayan savunma sistemlerine sahiptirler.

Stres kosullarinda ortaya c¢ikan O, radikallerine karst gelisen enzimatik
antioksidantlar; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon S-transferaz (GST) ve glutatyon rediiktaz (GR)’dir (Ketterer, 2001). Enzimatik
olmayan antioksidantlar ise rediikte glutatyon (GSH; L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin),
karotenoidler ve flavonoidleri icermektedir (Caylak, 2011).

Tatli su ekosistemlerinin hayati bir bileseni olan Daphnia gibi zooplanktonlar,
fitoplanktonlarin birincil avcilaridir ayrica kendilerinden daha biiyiik avcilar i¢in ise ¢ok
onemli bir besin kaynagidir. Kisa dmiirleri, hizli tiremeleri, genis yasam alanlari, kolay
kiiltiirleme ve kirletici maddelere duyarliligi gibi benzersiz 6zellikleri, Daphnia’y1 suda
yasayan organizmalarin ekolojisi, fizyolojisi ve toksikolojisini arastirmak i¢in en uygun
model organizma haline getirirmistir. (Liu ve ark., 2020). Daphnia’lar, uluslararasi ¢evre
koruma kuruluslan tarafindan da (OECD, ASTM, US EPA) ¢esitli akut ve kronik toksisite

testi protokolleri i¢gin model organizma olarak kabul edilmektedir (Sousa ve Nunes, 2020).

1.1. Yapilan Calismanin Amaci ve Onemi

Sosyo-ekonomik, kiiltiirel ve teknoloji alanlarinda gergeklesen degisimler ylizyilin
kosullar1 dogrultusunda insanlarin hayatindaki her alana etki etmeye devam etmektedir.
Degisimin devam etmesi nedeniyle hava ve toprak Kkirliliginin yam sira su Kkirliligi
problemi de O6nemli unsurlar arasinda yerini almaktadir. Su kirliligi probleminin ortaya
cikmasindaki nedenler arasinda; kanalizasyon ve sanayi atiklari, zirai alanda kullanilan
maddeler vb. sayilabilir. Tarimsal maddeler, akarsu kirliliginin %350’lik kismim
olusturmaktadir (Cook ve ark., 1995; Alberdi ve ark., 1996).

Yapilan bu tez ¢alismasinin amaci Tau-fluvalinat’in farkli dozlarina maruz kalan D.

magna’da olusabilecek oksidatif stres diizeyinin belirlenmesidir. Ayrica, bitkinin strese



karst savunma sistemlerinde GSH ve MDA nonenzimatik antioksidan miktarlarindaki
degisimler ve enzimatik antioksidanlardan SOD, KAT ve GST aktivitelerindeki
degisiklikler belirlenerek kirliligin birer biyobelirteci olarak s6z konusu biomarkirlarin
kullanilabilirlikleri de ¢alismanin amaglarindan biridir.

Bu tez c¢aligmasi sonucunda; sentetik olarak hazirlanmig suya eklenen Tau-
fluvalinat’in, D. magna’nin GSH ve MDA diizeyleri ile SOD, KAT ve GST enzim
aktivitesi tizerinde etkisinin olup olmadig1 da incelenmistir. Elde edilen sonuglar ile bu
alanda yapilacak caligmalar i¢in ve alinacak 6nlemler konusunda bir 6n ¢alisma olacak ve

kaynak saglayacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Pestisitler

Pestisitler biiyiik ¢cogunlukla organik sentez maddelerinden olugsmaktadir. “zararli”
anlaminda kullanilan pestisit kelimesi Latince kokenlidir. Pestisit terimi, insan yasami igin
zararl etkilere sahipve canli organizmalariyok etmek amaciyla kullanilan bilesikleri ifade

eder (McEven ve Stephenson, 1979).

2.1.1. Pestisitlerin tarihgesi ve kullanimi

19. ylizyilin sonlarinda pestisit iiretimi i¢in organik kimya sayesinde en ¢ok bilinen
pestisit DDT ve diger insektisit ve herbisitler bulunmustur. II. diinya savasinin ardindan
dabu alanda biiylik gelismeler izlenmistir (Carlson, 1994).

Inorganik yapida olan bakir, kiikiirt, demir ve arsenik tuzlari ilk kullanilan
pestisitlerdendir. Bitki ekstraktlar1 olan derris, nikotin ve piretrium organik yapidaki
pestisitler arasinda yer almaktadir. Bunlarm biiyiik ¢ogunlugu yiiksek diizeyde toksik
etkiye sahiptir ve kullanimlart tehlike arz etmektedir. Giiniimiizde binlerce aktif maddenin
karisimi sonucu elde edilen 35000°e¢ kadar preparat pestisit bulunmaktadir. (Carlson,

1994).

2.1.2. Pestisitlerin hedef olmayan canllar iizerine etkileri

Hastalik yapici parazitler, tarimsalalanlardaki zararli bocekler, insan ve hayvanlarin
etrafindaki bircok hasere ile kontrolde kimyasal miicadele yontemi olarak pestisitler
kullanilmaktadir. Cogu pestisit asil hedeflerine yonelik segici etkinlik gdsterememekte ve
insan ve hayvanlar tizerinde de toksik etki meydana getirebilmektedir.

Genel olarak pestisitler; kus vb. canlilarin lireme ve ¢ogalma potansiyelinde azalma;
omurgali ve omurgasiz canlilar gibi bazi organizmalarda yagamin sonlanmasi; hedef dis1
organizmalarda diren¢ olusumu ile bocek ve parazitler yoluyla insanlara hastalik tagima;
uzun vadeli etkileriyle ekosistem yapisi ve tiir sayilarinin degisimine etki ederler (Soy6z ve

Ozgelik, 2003).



2.1.3. Pestisitlerin insanlar tizerine etkileri

Mesleki zehirlenme ya da kaza ile meydana gelebilen pestisit maruziyeti insan
saglig1 lizerinde bir¢ok etkiye neden olmaktadir. Zehirlenme nedenleri arasinda asagida

belirtilen hususlar yer almaktadir;

- Depolama yontemlerinin uygunsuz olmasi,

- Kaza sonucu pestisitlerin dagilmasi ve gida maddelerinin kontamine olmast,

- Pestisit kaplarinin yeterince temizlenmemesi,

- Diizensiz yilikleme ve tasima yapilmasi,

- Bakim ve atiklarin degerlendirilme islemlerinde eksiklik,

- Pestisitlerle ilgili yeterli bilginin toplum tarafindan bilinmemesi ve pestisitlerin
toksisite etkilerinin bilinmemesi.

Sinir sistemini daha ¢ok etkileyen kronik zehirlenmeler, karacigere =zarar
vermektedir. iki sekilde pestisitlerin besinler icerisindeki kalmtilarmin kronik toksisitesi
arastirilmaktadir;

1. Kabul edilebilir gilinliik alim (mg/kg)

2. Maksimum kalint1 degerleri (ppm)

Pestisitlerin insanlarda gozlerde tahris, dermatit, solunum yolu rahatsizliklari,
kasilma krizi, sperm gelisiminin olumsuz etkilenmesi gibi sonuglara neden oldugu
bilinmektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalarla kronik toksisite etkilerinden baska,
insanlar iizerinde teratojenik, mutajenik ve kanserojenik etkilerinin de oldugu tespit

edilmistir (Kiely ve ark., 2004).

2.1.4. Pestisitlerin cevreye olan etkileri

Birgok kullanim alan1 bulunan pestisitler, tarimsal alanlarda, bahgelerde ya da
ormanlarda uygulanmaktadir. Bu yolla su, hava ve topraga gecen pestisitler, bu ortamlarda
yasamini slirdliren organizmalara geger ve burada doniisiime ugrar. Pestisitlerin hareketi
tizerinde iklimsel ve tarimsal sartlarin, pestisitlerin kimyasal yapisinin, formiilasyon

tipinin, fiziksel 6zelliklerinin ve uygulama seklinin etkili oldugu bilinmektedir.



Askidaki maddelere ve suya baglanan ila¢ kalintilari, dip sedimanlarinda birikim
yapar veya canlilar tarafindan adsorbe edilir (Rand ve Petrocelli, 1985). Pestisitlerle
yiiksek oranda kontamine olmus sularda oksijen yetersizligi ortaya ¢ikmaktadir. Sucul
ortamda yasayan canlilarda zehirlenmelere yol agmakla birlikte balik ve diger canlilarin
toplu 6liimlerine neden olmaktadir.

Tarimmsal alanlarda herhangi bir kimyasal ila¢ kullanilmadan yapilan iiretimler %65
oraninda Uriin kaybina neden olmaktadir. Tarimda verimliligi diinya genelinde arttirmak
amaciyla pestisit kullanimi zorunlu kilmmigir (Oztiirk, 1990). Cevre kirliligi problemini
olusturan ve ¢evresel kirleticiler arasinda yer alan bu maddeler, tarimda 6nemli faydalari
oldugu bilinmesine ragmen c¢evreye yayilmasi neticesinde canlilar igin toksik etki

olusturmaktadir (Yazgan, 1997).

2.2. Insektisitler

Insektisitler bocek ve haserelere kars1 kullanilan bir gesit pestisit olarak tanimlanr.
Hedef organizmalarin sinir sistemine etki eden kimyasal insektisitlerin tamami norotoksik
etkiye sahiptir. Boceklerin merkezi sinir sistemleri (MSS) ileri diizeyde gelismis 6zellige
sahip olmasiyla, memeli canlilarla benzer Ozelliklere sahiptir ve insektisitlerin etki
mekanizmalar1 hedefledikleri organlarin tamaminda aynidir. Fakat s6z konusu etki
dozlama ile alakalhidir (Vural, 2005). Sentetik organik insektisitler, bitkisel insektisitler ve
inorganik ve dogal insektisitler olmak iizere 3 grupta siniflandirilabilirler.

Bunun yaninda 1949 yilinda alletrin, 1968 yilinda tetrametrin ve 1973 yilinda
permetrin bulunmustur (Oztiirk, 1990).

1940 yillarinda sentetik pestisitlerin kesfiyle birlikte ¢evresel sorunlar ortaya ¢ikmis
olup endiselerin artmasi ile birlikte bunun azaltilmasina yonelik caligmalara baslanmistir.
Calismalar sonucunda elde edilen verilerle sentetik ilaclarin fizikokimyasal 6zellikleri
kalicilik 6zelligini ortaya koymustur. Sentetik ilaglarin kullaniminin artis1 ile ¢cok sayida
kus ve balik dliimlerine yol actig1 ve buna bagli olarak besin zincirinin son halkasinda yer
alan insanlara etkisinin yogun bir sekilde ulastig1 tespit edilmistir. Bu etkiler goz oniine
alindiginda baz iilkelerde insektisitlerin kullanimi tamamen yasaklanmasina ragmen bazi
tilkelerde kullanimima yonelik kisitlamalar getirilerek 6nlem alinmaya calisgiimaktadir

(Deveci, 2012).



2.2.1.Piretroidlerin genel 6zellikleri

Piretroidler, aktif piretrin bilesikleri iizerinde yapisal ve insektisit etkileri benzerlik
gosteren sentetik maddelerdir. Kimyasal yapilarina gore, alpha-cyano grubu tastyanlar ve
tasimayanlar olmak iizere 2’ye ayrilirlar (Balcioglu ve ark., 2004).

Piretroidler, boceklerde yogun toksik ozellik gosterirken, memelilerin  hizh
metabolizmalaridan dolay1 diisiik toksik etki gdstermesi ve toprakta birikim yapmamasi en

onemli avantajlar1 arasinda yer almaktadir (Kakko, 2004).

2.2.2. Piretroidlerin etki mekanizmasi

Piretroidlerin sodyum kanallarinin agik kalmasina sebep vererek bocekleri felg edip
oldiirdiikleri, pretroid grubunun sinir sisteminde aksonlardaki iletime etki ettigi,
zehirlenme belirtileri ve norofizyolojik etkileri aragtirmalar sonucunda ortaya ¢ikmistir.
Genellikle diisiik sicakliklarda etkinliklerinin daha yiiksek oldugu bilinmesine ragmen bazi
piretroid grubunun sicaklikla dogru orantili olarak etkilerinin arttig1 belirlenmistir (Song ve
Narahashi, 1996).

Yapilan caligmalar gostermektedir ki piretroidler, insan biinyesinde fazla metabolize
olmadan hizli bir sekilde viicuttan atilmaktadir ve mesleki olarak bu gruba maruz kalan
insanlarin Urelerinde ana bilesigin degismedigi insanlar iizerinde akut ve sistemik toksisite
etkisinin diisiik oldugunu gostermektedir (Zhang ve ark., 1991). Alpha-cyano grubunu
tasiyan piretroidlerin, tagimayan piretroidlere oranla viicuttan daha diisiik hizla atildig
belirlenmistir. Piretroidlerin zehirleme belirtileri, organik fosforlularin belirtileri ile ¢ok

benzerdir. Bundan dolayi, tan1 koymada dikkatli olunmasi gerekmektedir (Kakko 2004).

2.2.3. Tau-fluvalinat

Fluvalinat ilk olarak Tau-fluvalinat formlarindan kaydedilmistir. Fluvalinat sentetik
bir piretrioddir; sar1 renkli, s1vi, su igerisinde kolay ¢coziinmeyen ancak organik ¢oziiciilerle
¢oOziinen ve 1518a karsioldukca kararli bir maddedir (Kaya ve ark., 2002). Fluvalinat EPA
toksisite II smifinda ve orta derecede toksik bir bilesendir (URL-1, 2021). Fluvalinat’in

yapisal formiilii Sekil 2.1°de, genel 6zellikleri ise Tablo 2.1°de verilmistir.



Sekil 2.1. Fluvalinat’in yapisal formiilii (Tomlin, 1995).

Tablo 2.1. Fluvalinat’in genel 6zellikleri (Kidd ve James, 1991)

Goriiniisii Viskoz ve sar1

Genel Adx Tau-fluvalinat
(RS)-alfa-siyano-3-fenoksifenil N-(2-kloro-a,a,a-trifloro-

Kimyasal Adi p-tolin)-D-valinat

Molekiil Formiilii C26H22CIF3N203

Molekiil Agirhg: 502.93

Sudaki Coziiniirliigii

(25°C) ¢ 8% 10.002 mg/L

Diger Coziiciilerde Organik coziiclilerde ve aromatik hidrokarbonlarda
Coziiniirligii ¢ozilinebilir

Kaynama Noktasi > 450 °C

Buharlasma Basinci
(25°C)
Yogunluk

0.013 mPa

1.29 g/ cm®

Fluvalinat, genis spektrumlu bir insektisittir ve emiilsiyon, siispansiyon veya sivi
formda sentetik bir piretiroiddir (URL-1, 2021). Bircok bitki {izerinde bulunan 6riimcek
akarinin ve ar1 kovanlarinda yer alan parazitlerin kontroliinde kullanilmaktadir (Roberts ve
Hutson, 1999). Fluvalinat pestisitinin kullanilan bazi formiilleri gézde kasintiya neden
olmaktadir. Bu maddeyi igeren iirlin etiketlerinde giivenlik amagli tehlike madde uyarisi

bulunmalidir. Sodyum kanallarinin inhibisyonuna neden olan sentetik bir piretroiddir. Sinir



hiicrelerinin zarlarinda sodyum kanallarini acik tutarak etki eder. Ilk olarak sinir

hiicrelerinde bir uyarmaya ve ardindan bu hiicrelerde felce neden olurlar (URL-2, 2021).

2.2.3.1. Fluvalinat’in ekolojik etkileri

Sentetik piretroidlerin hayvanlardaki toksik etkisi farkli sekillerde ve derecelerde
meydana gelmektedir. Memeli canlilar ve kuslarda kullanimi daha giivenli olmakla
birlikte, artropodlara ve baliklara kars1 da akut etkisi bulunmaktadir. Hangi yollarla maruz
kalindi1g1, metabolizma ve eliminasyon orani toksisite miktarina etki etmektedir (Solomon
ve ark., 2001). Insektisite kars1 verilen tepkiler, toksik etkinin oldugu yere gore biiyiik
farkliliklar gosterir. Giintimiizde ve gelecekte kullanimlari i¢in sentetik pretroid gruplarinin
su, hava, toprak ve hedef disinda kalan tiirlerde var olmalarinin sonuclar1 arastirilmalidir
(Satoh ve Gupta, 2011).

Sucul ortamda yasayan canlilara belli bir siire etki ederek niifusun yarisinin limiiyle
sonuglanan konsantrasyon LCsg olarak adlandirilir.

Baliklar i¢in fluvalinat bliyiik 6l¢iide zehirlidir (Meister, 1992). Bluegill sunfish ile
yapilan calismada 96 saat sonundaki LCsy degeri 0,09 pg/l, Gokkusagi alabaligi i¢in 2,9
ug/l, kiictik tath su kabuklu D. manga 48 saat sonundaki LCsy degeri ise 74 pg/I’dir.
Midsidkarideste ise 2,9 pg/I’dir (EPA, 2009). Akut toksisitesinin tespiti i¢in yapilan bir
arastirmada; Fluvalinat uygulamasi yapilan Poecilia reticulata’da 96 saatlik LCsy degeri
0,026 = 0,5 png/L olarak bulunmustur (Yal¢inkaya, 2013).

Fluvalinat’in kullanildig1 bir ¢alismaya gore Kuzey Amerika Ay Baligi’'nda (Mola
mola) 96 saatlik calisma sonucunda LCsy degerinin 0,9 pg/L oldugu goriilmiistiir (Kidd ve
James, 1991). Baska bir ¢alismada ise; Oncorhynchus mykiss i¢in bu deger 2,9 ug/L;
Cyprinus carpio iginse 2,9 ng/L olarak tespit edilmistir (Gupta, 2011).

Fluvalinat’in mutajenik bir etkisi yoktur ancak belli dozlarda canli organizmalar {izerinde
teratolojik bir etkiye sahiptir. Bunun yaninda teratolojik etkinin olusmasinda dozlama ve
stres varlig1 onem arzetmektedir (EPA, 2009).

6-8 giinliik yarilanma siiresine sahip olmasiyla toprakta diisiik seviyelerde kalinti
birakmaktadir (Kidd ve James, 1991; Wauchope ve ark., 1992). Killi ve kumlu topraklarda
fluvalinat yarilanma siiresi aerobik kosullar altinda 4-8 giine kadar diistirmektedir. Bunun
yaninda anaerobik kosullar altinda kumlu topraklarda fluvalinat’in yarilanma siiresi 15 giin

civarindadir (Anonymous, 2005). Fluvalinat suda hemen hemen hi¢ ¢oziinmemektedir.



Toprak partikiillerini baglamada kuvvetli bir yonelim gostermektedir (Wauchope ve ark.,

1992). Fluvalinat’in sudaki yarilanma siiresi 1 giindiir ve 151k etkisinde bozunmaktadir.

2.3. Cladocera

Yaklagik 400 tiiri bulunan bu grup ¢ogunlukla mikroskobiktir. Bu tiirlerin ¢ogu tath
sularda genis bir yer bulur. Gollerin genellikle limnetik bolgelerinde yer alirlar. Bununla
birlikte akarsularin durgun bélgelerinde, kiigiik su birikintilerinde, golciiklerde, tuzlu ve aci
gollerde de yer bulan tiirleri mevcuttur. Ayrica makrofit sucul bitki ortiisii i¢inde yasayan

bazi tiirleri de bulunmaktadir (Goldman ve Horne, 1983; Demirsoy 1992; Tanyolag 2000).

2.3.1. Daphnia magna (Cladocera, Crustacea)

Bilinen hayvan tiirlerinin en az %95’ini omurgasiz canlilar olustururlar ve
ekosistemin yap1 ve fonksiyonlari a¢isindan ¢ok onemlidirler. Genel olarak su piresi olarak
da bilinen D. magna, ideal bir test organizmasidir ve toksikololojik ¢alismalarda 50 yildir
sikca kullanilmaktadir (Jemec ve ark., 2007).

D. magna balik ciftliklerinde besin olarak siklikla kullanmilmaktadir. Ozellikle
Esoxidae, Cyprinidae ve Percidae familyalarimin yavru donemlerinde yeme ihtiyag
duyarlar (Cirik ve Gokpinar, 1993). Akvaryumda yasayan baliklarin beslenmesinde de
kullanildiklar1 gibi tath su baliklarindan bagka farkli bocek tiirleri tarafindan da tiiketilirler.
Deney hayvani olarak laboratuvarlarda da kullanilmaktadir.

Daphnia’lar bir tathisu kabuklusu olarak yiiksek oranlarda protein ve temel yag
asitleri igermektedir. Daphnia’larin besin degeri tiirline ve yasina gore farklilik
gostermesinin yaninda kuru agirlik olarak yaklasik 9%50’si proteinlerden olusturmaktadir.
Geng bireyler ergin bireylere gore daha diisiikk miktarda yag asidine sahiptir. Bu nedenle de
tatlt su baliklar i¢in besleyici 6zelligi yiiksek kaliteli bir yemdir (Akyildiz 1992; Cirik ve
Gokpinar, 1993).

Akuatik ekosistem kirleticilerinin etkisini arastiran bir¢cok bilimsel c¢alismada,
baliklar, mikroorganizmalar, bitkiler ve omurgasizlar gibi birgok farkli model canl
kullanilmistir (Kado ve ark., 1998). Besin zincirinin orjininde olmasi1 ve kimyasallara kars1
hassasiyeti bulunmasi sebebiyle zooplanktonlar ekotoksikolojik deneylerde daha ¢ok

kullanilmaktadir (Hanazato, 1998). Akuatik ortamlarda besin zincirinde énemli bir halka



olan su pireleri, toksikoloji ¢alismalarinda ¢ok sik kullanilan akuatik test organizmalardir.
Toksikoloji c¢alismalarinda indikatdr organizma olarak kullanilan Daphnia tiirleri hizh
biliylime oranlari, yliksek iireme potansiyelleri ve kisa yasam dongiileriyle biiyiik bir 6neme
sahiptir (Adema, 1978; Harmon ve ark., 2003; Cooman ve ark., 2005; Altindag ve ark.,
2008).

Hemen hemen diinyanin her yerinde gol ve akarsularin durgun bolgelerinde
bulunabilen D. magna, genellikle 3 mm’den daha kii¢iik boyuttadir (Tatarazako ve Oda,
2007). Akuatik besin zincirinde kilit bir rol almasinin yanisira dogal sartlar altinda
oncelikle bakteri ve alglerle beslenirler (Jonczyk ve Gilron, 2005; Li ve Tan, 2011) ve
predatdr balik ve omurgasizlarin (makro eklembacaklilarin) en 6nemli besin kaynagidirlar.
(Dodson ve Hanazato, 1995; Tatarazako ve Oda, 2007; Li ve Tan, 2011). Besin
zincirindeki 6neminden dolayi, Daphnia’larda olusabilecek negatif herhangi bir durum
ekosistem diizeyinde yanitlar verebilmektedir (Flaherty ve Dodson, 2005). Diisiik
metabolik aktivitelerinden dolay: sicaklik diisiisii ile yasam siireleri artmaktadir (Pennak,
1989). 250 °C’de 40, 200°C’de 56 giin kadar yasayabilmektedirler (Jonczyk ve Gilron,
2005). 6-120 °C’nin lizerindeki sicakliklarda Daphnia populasyonu olduk¢a artmakta ve
litrede 200-500 organizmaya kadar cikabilmektedir. Yaz aylar1 boyunca popiilasyonlar
genellikle azalir, sonbaharda artar ve kis aylarinda tekrar azalir (Jonczyk ve Gilron, 2005).
Daphnia’in olgunlagmasi i¢in gereken siire 6 ila 10 giin arasindadir ve bu viicut
bliytikliikleriyle ilgilidir (Pennak, 1989). Daphnia’larin yumurta, juvenil, adolesan ve
yetiskin olmak iizere dort 6nemli safthadan olusan bir yasam dongiileri vardir (Jonczyk ve

Gilron, 2005).

2.3.2. Daphnia magna >mn sistematigi (Ustaoglu, 2004)

Phylum : Arthropoda
Subphylum : Crustacea
Classis : Branchiopoda
Subclassis : Phyllopoda
Ordo : Diplostraca
Subordo : Cladocera
Familia : Daphniidae

Genus : Daphnia



Species : D. magna (Straus, 1820)

2.3.3. Daphnia sp’nin morfolojisi ve fizyolojisi

Daphnia sp. ¢ogunlukla tath sularda yasayan, 0,2 ila 3 mm boyutunda, kiigiik, ilkel
Crustaceae’lardir.

Baslar1 disarida kalmak suretiyle viicutlar1 bir kabuk (karapaks) ortiisii ile kaplidir
(Alpbaz ve ark., 1992). Arka kismi genellikle mevsimsel olarak uzayip kisalabilen kuyruk
seklindedir ve tizeri disli bir ¢ikintiya sahiptir (Barnes, 1974) (Sekil 2.2).

Daphnia. sp.’nin viicudu bir gévde ve 5 extremiteli bastan olusmustur. 1. ¢ift,
seksiiel dimorfizm antenleridir. 2. ¢ift, hareketi saglayan organel antenlerdir. Diger ii¢ ¢ift
ise organizmaya besin alim metabolizmasinda kullanilmaktadir. D. sp.’ler dis kabuklarin
belirli periyotlarda degistirirler (Cirik ve Gokpinar, 1993). D. manga nin genel yapis1 Sekil

2.2 de verilmistir.

Sekil 2.2. D. magna’nin genel yapist (Baykan, 2007)

1. Seksiiel dimorfizm anten, 2. Hareketi saglayan organel antenler, 3. Anteniil,
4. Karapaks, 5. Yumurtalar, 6. Spin

2.3.4.Daphnia magna’mn sucul ekosistemler icin ekolojik onemi

Gol, golet ve havuzlarda yasayabilen Cladoceranlar ve 6zellikle de D. magna basta
olmak {izere Daphnia tiirleri besin zincirinde 6nemli bir baglanti olusturur: Baliklar
Daphnia tiirleri tizerinden beslenir onlar ise fitoplanktonlarla beslenirler. Bu nedenle tath
sulardaki besin aginda birincil ireticilerden daha yiiksek trofik seviyelere enerji

transferinde 6nemli bir rol oynarlar (Dodson ve Frey, 2001; Dumont ve Negrea, 2002).



Bu nedenle Daphnia’lar, sadece yasam siirelerine ait parametreleri anlamak icin degil
ayn1 zamanda farkli besin, predasyon ve sicaklik sartlart altindaki durumlari karsilagtirmak
iginde oldukea 1yi bir ‘“model organizma’’ olarak hizmet ederler (Gliwicz, 2003).

Su 6zellikler Daphnia’y1 bir model organizma olarak ¢ok uygun kilar:

e Daphnia tiirleri cografik olarak genis bir dagilima ve diinya 6l¢eginde genis bir
yayilima sahiptir. Bu nedenle dagilim (dispersal) ve filocografya ¢aligmalari icin ilging bir
canlidir.

e Hizli ve direk gelisimle tirerler (6rnegin bir larval donemleri yoktur). Bu nedenle
kisa zamanda biiyiik populasyonlar olusturulabilir ve bu populasyonlar c¢evresel
degisimlere ¢ok hizli cevap verirler (Ersoy, 2005).

e Kiiltiirlerini yapmak kolaydir.

e Oldukca saydamdirlar, bu nedenle icteki organlarin islevleri disardan goriinebilir,
boylece morfolojik ve fizyolojik ¢calismalar i¢in genellikle uygun bir denektir.

e Gelisen yumurtalarin1 bir kulucka kesesinde tasir; boylece yasam dongiisiinii ve
populasyon dinamigi parametrelerini kolayca hesaplama firsati olusur.

e Kiiciik (milimetrik boyda) olmalarina ragmen yine de ele gelir bir biiyiikliikleri (el
ile ¢alisma imkani) vardir. Boylece mikrokozm ve mezokozm deneyleri i¢in uygundurlar
(Demirel, 2011).

e Cogunlukla partenogenetik olarak iirerler. Uzun donemli laboratuvar
caligmalarinda klonlar1 olusturulabilir. Populasyon genetigi calismalarinda, bu klon ile
seleksiyon birimleri ¢aligmalari yliriitmek miimkiindiir.

e Dongiisel partenojendirler; Orne8in bazi sartlar altinda seksiiel {ireyebilirler.
Seksiiel iiremenin iiriinleri, dayanikli bir efipium i¢inde sarmalanmis dormant (gelisimi bir
stireligine durmus) yumurtalardir. Boylece, hem zor kosullara yillarca dayanikli, hem de
iyl bir dagilim ajani olarak fonksiyon gorebilecek haldedirler. Tiim bunlar aseksiiel ve
seksiiel tiremenin neticelerini ¢alismaya izin verir.

e Akuatik besin aginda merkezi bir pozisyonu isgal ederler (birincil iireticileri
tikketerek ve predatorler tarafindan tiiketilerek); boylece, trofik seviyelerdeki etkilesimleri
calismak miimkiin olur. Bir¢cok golde, Daphnia’lar nicel olarak son derece énemlidirler ve
“anahtar tiir’” olarak rol oynarlar.

e Bu merkezi pozisyon, “bir besin agi icindeki coklu iligkilere adaptasyonlari”

calisma konusunda onlar1 ideal denekler yapar.



e Cesitli seviyelerdeki matematik modellemeler i¢in uygundurlar; fizyolojileri,
populasyon dinamikleri ve ekosistem etkileri ¢cok i1yi caligilabilir.

e Fenotipik ve genotipik degiskenlikleri ve filogenileri ¢ok iyi tanimlanmistir
(Lampert, 2006).

e Giiglii otlama kapasitelerini kullanarak Daphnia bireyleri fitoplanktonlar iizerinde
beslenerek, sadece su berrakligini arttirmakla kalmaz, aym1 zamanda fitoplanktonlarin
biiylimelerini de kontrol altinda tutarlar (Schriver ve ark., 1995; Jeppesen ve ark., 1999;
Scheffer, 1999). Onlarin bu gii¢lii otlama kapasitesinin bir sonucu olarak, su berrakligi
artar ve bu bir¢ok sucul canli ¢ok 6nemli sigiaklar teskil eden makrofitlerin (6rnegin
sazlarin) biiylimesi i¢in firsat yaratir.

e Daphnia su berrrakliginin korunmasinda ¢ok énemli bir role sahiptir ve bu durum,
g0l ekosistemlerinin biyogesitliliginin korunmasi sonucunu dogurur. Bu nedenle, Daphnia
populasyonlarin1 etkileyebilecek faktorler, su berrakligt ve sucul cevredeki cesitlilik
tizerinde de direkt olarak etkili olacaktir.

Daphnia, tatlisu sistemlerinin “ekolojik risk degerlendirmesinde” yardimci olabilecek

bir “biyomarker” olarak kullanilabilir (Edmondson ve Litt, 1982).

2.4. Enzimatik Antioksidanlar
2.4.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit anyonunun, hidrojen peroksit ve oksijene parcalanmasini kataliz eden
enzimlerdir (Altag, 2009). Hayvansal organizmalara benzer olarak 0? in H,0%¢
dismutasyonunu gergeklestirir. Mn-SOD mitokondrilerde, Fe-SOD kloroplast stromasinda

ve CuZn-SOD ise kloroplastlarda ve stoplazma da bulunmaktadir (Alscher ve Hess, 1993).

2.4.2. Katalaz (KAT)

Katalaz, bitki hiicrelerinde, hayvanlarda ve aerobik bakterilerde bulunan bir
enzimdir. Katalaz enziminin baglica gorevi; hidrojen peroksiti molekiiler oksijen ve suya
dontistirmektedir (Kayis, 2010). Katalaz, Siiperoksit dismutaz tarafindan inhibe edilmesi
sirasinda olusan hidrojen peroksidi su ve molekiiler oksijene parcalar (Grangerve ark.,

1981).



2H,0, — T S 2H,0+0;

KAT H,0,’e 6zgiidiir, diger organik peroksitler etkilenmez (Siems ve ark.,1994).

2.4.3. Glutatyon S-transferaz (GST)

Glutatyon, hayvan ve bitki dokularinda genellikle herbisitlerin, ksenobiyotiklerin ve
pestisitlerin metabolizmasinda rol oynar. Bir¢ok ksenobiyotik bilesikle beslenmis yasayan
organizma glutatyon S-transferazin konjugasyonu ile metabolize edilir (Yildirim, 2017).
Organik hidroperoksitlerin bir¢ok formuna ve hidrojen peroksite karsi aktif &zellikte
degildir (Sun, 1990). GS’nin detoksifiye edici fonksiyonu elekrofilik substratlari ile

rediikte glutatyonun konjugasyonunu katalizlemesi ile gerceklesir (Reid ve Jahoor, 2001).

ROOH + 2GSH GST GSSG + ROH + H,0

2.5. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.5.1. Rediikte glutatyon (GSH)

GSH, cogu hayvan hiicresi tarafindan iiretilen ve yaygin olarak bulunan bir
tripeptitdir. Yapisinda glisin, glutamik asit ve sisteinden olusan detoksifiye enzimlerin ve
antioksidanlarin kofaktorii olarak goérev yapar. Antioksidan savunma sistemindeki gorevi
reaktif oksijen tiirleri ve elektrofillere karsidir. GSH (y-glutamil-sisteinil-glisin), birbirini
izleyen ATP bagimli iki enzimatik reaksiyonla yeniden sentezlenir. Ilk basamakta, sistein
ve glutamat, y-glutamilsisteinsentaz (y-GCS) katalizorliigii esliginde baglanarak -
glutamilsistein formuna doniigmiistiir. GSH sentezinin tamamlanmasi glutatyon sentaz
katalizorliigiinde  glisinin ~ kovalent olarak y-glutamil-sistein’e  kovalent olarak
baglanmasiyla gerceklesir. Tiyol (-SH) grubunda bulunan enzimlerin ¢ogu diisiik hizla
okside olur veya O,’nin dogrudan etki etmesiyle aktivitelerinde hizla diisiis meydana gelir.
Proteinlerdeki siilfidril (-SH) gruplarin1 rediikte sekilde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona
kars1t korur. Glutatyon peroksidaz ile hidrojen peroksit hizlica suya indirgenir ve GSH

kendisi okside olarak tiyol gruplarini yeniden indirgeyerek bunlarin aktivasyonunu saglar.



Ozellikle H,O,’in eliminasyonunda GSH’m oksitlenebilir &zelliginden faydalanilir
(Yildirim, 2017). Serbest radikalleri direk olarak temizlemesinin yani sira bir kofaktor

olarak, GPx ile birlikte etki gosterir (Van Der ve ark., 2003).

2.5.2.Malondialdehid (MDA)

MDA, lipid peroksidasyonunda dogal olarak ortaya ¢ikan bir oksidatif indirgenme
trliniidiir ve ayn1 zamanda biyolojik membranlardan gegerek oksidatif hasarin 6nemli
belirleyicisi olarak tanimlanabilir (Strmac ve Braunbeck, 2002). Uzun bir yasama sahip
olan Aldehit yapili bilesimlerdir. Ayn1 zamanda hiicre membranlarindan gecis yapabilirler
ve bundan kaynakli olarak lipit peroksidasyonunun etkileri organizmada c¢ikabilir
(Cobanoglu ve ark., 2011). Peroksidasyonla olusan MDA, 3 veya daha fazla c¢ift bag
iceriginde bulunduran bir dialdehittir (Masella vd. 2005).



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Model Organizma Daphnia manga

Bu calismada kullanilan test organizmalar1 (D. magna) yerel saticilardan temin
edilmistir. Cevre toksikolojisi laboratuvarina alinan test organizmalarinin laboratuvar
ortamina adaptasyonunun tam olarak saglanabilmesi i¢cin 100-150 L’lik hacimlerde degisen
akvaryumlarda hayatlarina devam etmeleri saglanmistir. Bunun ig¢in 18-20 ‘C (£1)
sicaklikta ve 12:12 saat aydinlik: karanlik fotoperiyot siiresi uygulanmistir. Ortama
adaptasyonun tam olarak gerceklestigini anlamak i¢in giinliik 6liim oraninin %10’dan daha
az olmasi beklenmistir. D. magna bireyleri giinde bir kez kuru spirulina tozu ve ekmek
mayast (Saccharomyces cerevisiae) karisimi ile diizenli olarak beslenmis ve her bir
akvaryum, igerisindeki ¢oziinmiis oksijen miktarinin hayati tehlike olusturacak kadar
azalmamas1 i¢in bir hava pompasiyla diizenli olarak havalandirilmistir. Ayrica akvaryum
suyunun %25 ile 35’1 arasindaki miktarlar1 her bes giinde bir yenilenmistir. Stok D. manga

akvaryumlar1 Resim 3.1°de; pestisit uygulamasi ise Resim 3.2’de verilmistir.

Resim 3.1. Stok D. magna akvaryumlar1



Resim 3.2. Pestisit uygulama

3.2. Tau-fluvalinat Temini

Calismada kullanilan Tau-fluvalinat MAVRIK ® 2F ticari ad1 ile ADAMA Turkey

firmasindan satin alinarak temin edilmistir.

3.3. Akut Toksisite Deneyi (LCs )

Calismada Tau-fluvalinat’in D.magna iizerindeki akut toksisitesini belirlemek icin
hem 24 saatlik hem de 96 saatlik statik LCsg testi uygulanmistir. Bu amagla organizmalara
aralik belirleme testi uygulanmastir.

24 saatlik aralik belirleme testi sonuglarina gore ortama sirastyla 0.000 (kontrol);
6,08; 7,00; 8,05; 9,25; 10,64; 12,24; 14,07; 16,19; 18,62; 21,41; 24,62; 28,31 pg/L Tau-
fluvalinat konsantrasyonlar1 uygulanmistir. LCso degeri i¢in belirlenen konsantrasyonlar da
350 mililitre hacme sahip polikarbonat kaplara 10’ar adet D.magna kullanilarak toksisite
testi uygulanmistir. Akut toksisite testlerinin, aralik belirleme testleri dahil tiim asamalar1
tic tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

96 saatlik LCsy degerlerinin saptanmasi amaciyla sirasiyla 0.000 (kontrol); 1,98;
2,28; 2,62; 3,02; 3,47, 4,00; 4,59; 5,28; 6,08; 7,00; 8,05; 9,25 pg/L Tau-fluvalinat
konsantrasyonlar1 uygulanmigtir. LCso degeri icin belirlenen konsantrasyonlar da 350
mililitre hacme sahip polikarbonat kaplara 10° ar adet D.magna kullanilarak toksisite testi
3 tekrarh sekilde uygulanmustir.

Deney baslangicindan sonuna kadar hem 24 saatlik hem de 96 saatlik uygulama

gruplarinda herhangi bir sekilde test organizmalarina yemleme yapilmamistir. Deneme



stiresince her bir konsantrasyon grubu 24, 48, 72 ve 96. saatlerde gozlemlenmistir. Hayat
belirtisi gdstermeyen bireyler deneme ortamindan uzaklastirilarak not edilip kayit altina
alinmistir. Elde edilen verilerden probit analizi kullanilarak LCs, toksisite degerleri

hesaplanmistir. Probit analizinde EPA V1.6 programi kullanilmistir.

3.4. Subletal Tau-fluvalinat Konsantrasyon Uygulamalari

Tau-fluvalinat’in organizmalar {izerindeki LCs degerlerinin belirlenmesinden sonra
biyobelirtegler iizerindeki degisimlerin tespit edilmesi adina 3 farkl: subletal konsantrasyon
(1/20 konsantrasyon, A; 1/40 konsantrasyon, B; 1/60 konsantrasyon, C) uygulamasi
olusturularak, 24 ve 96 saatlerdeki yanitlar tespit edildi.

3.5. Glutatyon Ol¢iimii i¢cin Hiicre Peletinin Ekstraksiyonu

Hiicre peletleri %0,9°luk NaCl ile yikama islemi gerceklestikten sonra, 1slakken
kiitleleri belirlenip ve 10 mL 50 mM Tris-20 mM EDTA (pH= 7,40) tampon karisim ile
soguk olan bir ortamda homojen karigim elde edilmistir. Bu homojen karisim +4 °C’de
9000 rpm’de 15 dakika siire ile santrifiij islemine tabi tutulmustur. Santrifiijjden hemen
sonra Ust slipernatan kisim alinarak GSH aktivitelerinin Sl¢limii yapilmistir. Santrifii

islemi i¢in Hettich Universal 32R cihazi kullanilmistir (Resim 3.3).

Resim 3.3. Hettich Universal 32R



3.6. GSH Miktarimin HPLC Cihazinda Ol¢iimii

GSH miktarlariin 6l¢iimleri HPLC cihazi ile analiz edilmistir (Klejdus ve ark. 2004;
Yilmaz ve ark., 2009). Kisaca, 1 mL homejanat alinir tizerine 1 mL %10’luk TCA
eklenerek de protenize edilmis ve 6000 rpm’de santrifiij isleminin sonrasinda ise 1 mL
otosamplerviallerine alinarak, HPLC cihazinda 214 nm’de kantitatif 6l¢lim Shimadzu
marka tam otomotik HPLC cihazinda yapilmistir (Shimadzu RID-10A) (Resim 3.4).

Mobil faz olarak %0,1 TFAve metanol karisimi (%94/%6, v/v) kullanilmistir.
Ayirma igslemi ODS-3 HPLC kolonunda saglanmistir. Hesaplama islemleri standart
karigimlardan hazirlanan kalibrasyon egrisine gore Class VP6,26 programi (Shimadzu,

Kyota, Japan) ile yapilmustir.

Resim 3.4. Shimadzu RID-10A

3.7. Lipid Peroksidasyon Diizeyinin Ol¢iimii

MDA miktarlarinin 6l¢iimleri HPLC cihazinin kullanildigi analiz metodu ile
gerceklestirilmistir (Karatas ve ark., 2002). Tris tamponu ile homojenize edilen
siipernatandan 1 mL alinmis %10’ luk perklorik asit (PCA) ile birlestirilerek proteinler
coktiirtilerek ve karistm 5000 devirde 5 dakika santrifiij islemi gerceklestirildikten sonra
siipernatan kisim oto sampler viallerine konularak HPLC’de analizi yapilmistir. Analiz igin

tam otomotik Shimadzu marka HPLC sistemi (Kyoto, Japan) kullanilmistir. Mobil faz



olarak 30 mmol KH,PO4 ve metil alkol karisimi (Karatepe, 2004) (%82,5-%17,5) H3POy4
ile kolon olarak da ODS-3 HPLC kolonu (150 mm x 4,6- 5 um) kullanilmistir. Mobil faz
akis hizi1 1 mL/dk ve PDA dedektoriiniin dalga boyu 244 nm‘de ayarlanmistir. Hesaplama
islemleri ise standart karisimlardan elde edilen kalibrasyon egrisine gére Class VP 6,26

soft ware (Shimadzu, Kyota, Japan) ile hesaplamalar1 yapilmistir.

3.8. Lipidlerin Ekstraksiyonu

Hiicre pelletinden lipidlerin ekstraksiyonu 3/2 (v/v) hekzan-izopropil alkol
karisimindan kullanilan Hara ve Radin (1978) metoduna gore yapilmistir. Bunun igin;
hiicre peletleri iizerine 10 mL hekzan/izopropil alkol karistminin 3/2, (v/v) ilave edilerek
11000 rpm’de 1 dakika siire ile homojen edilmis ve sonrasinda ise 6000 rpm’de santrifiij

yapilarak iist supernatantalani esit olarak iki kisma ayrilmistir.

3.9. Katalaz Aktivitesinin Olciimii

Hiicre homojenatindaki katalaz aktivitesi Aebi (1984) belirtilen yontemler ile
hesaplamalar1 yapilmistir. Katalaz aktivitesi, spektrofotometrik olarak 240 nm’de 1 dakika
icinde H,O,’in azalan konsantrasyonuna uygun bir sekilde belirlenmistir.

Spektrofotometrik olarak 6l¢iimde SHIMADZU UVmini-1240 kullanilmistir (Resim 3.5).

Resim 3.5. ShimadzuUVmini-1240



3.10. Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Ol¢iimii

Reaksiyon, potasyum fosfat tamponu (0.05 M, pH=7.8), 0.1 mM EDTA, 100 ul
adrenalin, 100 pl ksantin ve 200 pl hiicre homojenat1 ve son olarak 50 ul ksantinoksidaz
eklenerek baglanmistir. 20 dakika sonra, absorbans degerleri 480 nm dalga boyunda
okunmustur (Panchenko ve ark. 1975; Pinho ve ark. 2006).

3.11. Glutatyon S-Transferaz (GST) Aktivitesinin Olciimii

Glutatyon S-transferaz aktivitesi Habig ve ark.,, (1974)’nin metoduna gore
yapilmistir. Bu 6l¢iim i¢in, 1 mM 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), 1 mM GSH ve 0,1
M fosfat (pH= 6,5) tamponu kullanilmistir. pH cihazi olarak Thermo SCIENTIFIC ORION
3 STAR pH portable kullanilmistir (Resim 3.6). Enzim aktivitesi 340 nm’ de
spektrofometrik olarak belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 0,1 mL GSH ve 0,1 mL CDNB
ilave edilerek fosfat tamponu ile hacmi 2,9 mL’ye tamamlanmis ve 0,1 mL enzim ¢ozeltisi
ilave edilerek reaksiyon baglatilmistir. Reaksiyon baslangicindan sonra her 15 saniyede
absorbans degisimi distile su blank’ ine karsi 340 nm’de Sl¢iilmiistiir. Bu 6l¢iim 3 dakika

icinde tamamlanarak kaydedilmistir.

Resim 3.6. Thermo SCIENTIFIC ORION 3 STAR

3.12. istatistiksel Analizler

Calismada elde ettigimiz verilerin istatistiksel analizleri, SPSS 24.0 istatistik

programu ile yapilmistir. Probit analizi kullanilarak Tau-fluvalinat’in D. magna’daki LCsg



degeri hesaplanmistir. Kontrol ve uygulama gruplarimin biyokimyasal parametrelerindeki
degisimler iki yonlii varyans analiziyle (ONEWAY—-ANOVA) test edilmistir (Stimbiiloglu,
1998; Kocagaliskan ve Bingol, 2008; Kalayci, 2010).



4. BULGULAR

Bu calismada Tau-fluvalinat pestisitinin farkli dozlarina maruz kalan D. magna > da
Glutatyon S-transferaz (GST), Katalaz (KAT) ve Stiperoksit Dismutaz (SOD) diizeyleri ile
Glutatyon (GSH) ve Malondialdehit (MDA) seviyeleri belirlenmis olup elde edilen

sonuclar Tablo 4.2.’de verilmistir.

4.1. Akut Toksisite Degerleri

Tau-fluvalinat’mn D. manga toksisite test sonucu 24 saat ve 96 saat sonra okunan
akut toksisite degerleri Tablo 4.1°de bazi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan

aktivitesindeki degisimler ise Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.1. Tau-fluvalinat’mn D. magna tizerindeki akut toksisite degerleri

LCso(ng/L) Alt Seviye (ug/L) Ust Seviye (ug/L)

24 saatlik 18,167 14,910 24,804

96 saatlik 3,298 2,882 3,720




Tablo 4.2. Tau-fluvalinat’a maruz birakilan D. magna’da bazi enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan aktivitesindeki degisimler

Antioksidan 24, saat 96. saat
parametreler

GST (ng/g/1 dk) | Kontrol 298,79+7,27a 302,11+£7,19d

A 225,62+7,05bc 766,00+23,05a*

B 191,80+12,52¢ 544,93+38,14b*

C 249,86+18,97b 436,40+17,49¢c*
KAT (pg/g/1 dk) | Kontrol 58,87+1,77a 53,71+1,01a

A 19,71+1,08b 31,33+2,12b

B 20,83+1,99b 31,40+1,49b*

C 57,46+2,15a 27,89+1,16b*
SOD (U/g) Kontrol 178,46+0,85a 178,31+6,85¢

A 176,34+4,44ab 231,45+11,3b*

B 160,89+4,40b 295,01+7,90a*

C 180,76+7,80a 142,4+5,60d*
GSH (ug/g) Kontrol 3618,51+£103,93a 3870,02+210,69bc

A 2252,22+125,85b 3538,63+£109,99¢*

B 1213,76+46,94¢ 4269,94+132,35b*

C 2207,31+£120,11b 6207,18+238,32a*
MDA (nmol/g) Kontrol 164,05+1,73a 150,48+8,17¢

A 67,77+11,90b 100,83+5,04d*

B 28,48+4,21c¢ 253,36+16,15a*

C 59,37+3,73b 188,45+11,33b*

*Ust simgedeki a, b, ¢ ve d harfleri ayni saatteki farkli gruplar arasindaki ve * isareti ise ayn1 grubun
farkli saatleri 1/20 konsantrasyon, A; 1/40 konsantrasyon, B; 1/60 konsantrasyon, C) uygulamasi

olusturularak (24. ve 96. saatler) arasindaki istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

4.2. Enzimatik Antioksidan Degerleri

4.2.1. GST seviyesi

Farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat maddesine maruz kalan D. magna’da GST
diizeyleri arastirilmis olup sonuglar Tablo 4.2°de gosterilmistir. GST diizeyleri kontrol ile
kiyaslandiginda 24. saatte tiim gruplarda azaldigi gozlenmistir (p<0.05). Yine kontrol
grubuna kiyasla 96. saatte tiim gruplarda arttig1 saptanmistir (p<0.05).

Maruz kalma stireleri karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak kontrol hari¢ tiim
gruplar arasinda 6nemli farkliliklar oldugu bulunmustur (p<0.05). Sadece 24. ve 96. saatte
kontrol grubundaki artisin maruz kalma siiresine gore anlamli olmadigi gorilmistiir

(p>0.05) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat’a maruz kalan D. magna da GST
(ng/g/1 dk) seviyesindeki degisiklikler

4.2.2. KAT seviyesi

Farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat maddesine maruz kalan D. magna’da KAT
aktivitesi arastirllmis olup sonuglar Tablo 4.2°de gosterilmistir. KAT aktivitesinin
kontrolle kiyaslandiginda hem 24. hem de 96. saatte tiim gruplarda azaldig1 gozlenmistir.
Bu artig 24.saatte A ve B gruplarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), C grubunda ise
anlamsiz olarak gozlenmistir (p>0.05). 96. saatte ise tim gruplarda anlamli olarak
saptanmistir (p<0.05).

Maruz kalma siireleri karsilastirildiginda ise sadece B ve C grubundaki artis maruz

kalma siiresine gore anlamli olarak bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat’a maruz kalan D. magna *da
KAT (ng/g/1 dk) seviyesindeki degisiklikler

4.2.3. SOD seviyesi

Farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat maddesine maruz kalan D. magna’da SOD
aktivitesi arastirllmis olup sonuglar Tablo 4.2°de gosterilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda SOD aktiviteleri 24. saatte C grubu hari¢ tiim gruplarda azalmis ve 96.
saatte C grubu hari¢ tiim gruplarda artmistir. Bu azalma 24. saatte A ve B gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), C grubunda ise anlamsiz olarak gézlenmistir (p>0.05).

96. saate bakildiginda SOD seviyesindeki artis ve azaliglar tiim gruplarda anlamli olarak

saptanmistir (p<0.05).

SOD aktivitesindeki degisimler farkli uygulama siirelerine gore kontrol hari¢ tiim

gruplarda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat’a maruz kalan D. magna *da

SOD (U/g) seviyesindeki degisiklikler

4.3. Enzimatik Olmayan Antioksidan Degerleri

4.3.1. GSH seviyeleri

Farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat maddesine maruz kalan D. magna’da GSH
aktivitesi arastirilmis olup sonuglar Tablo 4.2°de gosterilmistir. GSH diizeyleri kontrol ile
kiyaslandiginda 24. saate tiim gruplarda azalmistir (p<0.05). 96. saat sonrasinda sadece A

grubunda azalmis B ve C gruplarinda artmistir (p<<0.05).

Maruz kalma siireleri kiyaslandiginda ise kontrol hari¢ tiim gruplarda 24. ve 96. saat

sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir artig saptanmistir (p<<0.05) (Sekil 4.4).

4.3.2. MDA seviyeleri

Farkli konsantrasyonlarda Tau-Fluvalinat maddesine maruz kalan D. magna ’da
MDA aktivitesi arastirilmis olup sonuglar Tablo 4.2°de gdsterilmistir. MDA diizeyleri 24.
saat sonrasinda kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda azalmistir (p<0.05). 96. saat

sonrasinda ise A grubunda azalmis B ve C gruplarinda artmistir (p<0.05).



Farkli maruz kalma zamanlarinda ise kontrol hari¢ tiim gruplarda anlamli farkliliklar

saptanmistir (p<0.05) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat’a maruz kalan D. magna *da

GSH (ng/g) seviyesindeki degisiklikler
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat’a maruz kalan D. magna *da

MDA (nmol/g) seviyesindeki degisiklikler



5. TARTISMA

Pestisitlerin baliklar tizerindeki etkileri arasinda en cok goriilen sinir sistemini
etkilemesinden kaynakli olusan davranis bozukluklari, istem dis1 hareketler ve solunum
felci gibi etkileri de sinirsisteminin olumsuz yonde etkilenmesinden kaynakli ortaya
cikabilir (Vural, 1984).

Ayni cesit hayvanlarin toksik kimyasallara karsi gosterdigi direng ile farkli tiir
hayvanlarin aym toksik kimyasal birlesenlere gosterdikleri tepkiler farkli olabilmektedir.
pH, suyun sertligi, sicaklik, baligin cinsi, blyiikliigii, dayanikliligi, kullanilan pestisitin
icerigi ve maruz kaldigi siire sucul bir ortamda toksisiteye etki eden baslica unsurlar
arasinda yer alir (Yalginkaya, 2013). Fluvalinat ile ilgili yapilan deneylerin az olmasindan
kaynakl1 kiyaslama yapmak zorlagsmaktadir. Fluvalinat’in ¢evreye verdigi zararlar bilinerek
kullanilmahdir (Yalginkaya, 2013). Fluvalinat’in kullanildig1 bir ¢alismaya gore Kuzey
Amerika Ay Baligi’nda (Mola mola) 96 saatlik ¢alisma sonucunda LCs, degerinin 0,9 pg/L
oldugu goriilmiistiir (Kidd ve James, 1991). Farkli bir calismada Akut toksisitesinin tespiti
icin yapilan bir arastirmada; Fluvalinat uygulamasi yapilan Poecilia reticulata’da 96
saatlik LCso degeri 0,026 + 0,5 pg/L olarak bulunmustur (Yal¢inkaya, 2013).
Calismamizda ise LCsy degeri 3,298 pg/L bulunmustur. Yapilan ¢aligmalarda ortaya ¢ikan
sonuglar arasindaki farkliligin sebebi; deney siiresinin ve yonteminin farkli olmasi, deney
caligmalarinda kullanilan organizmalarin direnglerinin farkli olmasi, suyun pH’1, suyun
sertligi ve ortam sicaklig1 gibi faktdrlerin degiskenligi ile bu durum agiklanabilir (Ozok ve
ark 2017).

Cesitli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat maddesine maruz birakilan D. magna nin
enzimatik ve enzimatik olmayan bazi antioksidan parametreleri arastirilmis ve oksidatif
stres iizerindeki etkilerini degerlendirmek iizere D. magna ekotoksikolojik caligmalarda
kullanilmistir (Watts ve ark., 2001; Schirling ve ark., 2006). Yaptigimiz bu calismada,
antioksidan enzimlerinden SOD, KAT ve GST ile enzimatik olmayan antioksidanlardan
MDA ve GSH seviyeleri ve degerlerinin uygulamasindaki etkilerini 6n gérmede biyolojik
belirte¢ olarak kullanilmistir.

SOD, KAT ve GSH enzimleri toksikolojik etkilere kars1 birincil savunma hattini
olusturmaktadir. Bunun yani sira toksisitenin belirlenmesinde de bu enzimler biyobelirteg

olarak kullanilmaktadir (Pandey ve ark., 2003). SOD, oksijen tiirevi serbest radikallere



kars1 reaktif ve toksik siiperoksit radikallerini hidrojen peroksit (H,O) haline doniistiiren
ilk savunma yoludur (Duman ve Kar, 2015). SOD, fagosite edilen bakterilerin intraselliiler
(hiicre i¢i) 6liim oraninda etkili olmasinin yami sira membran yapili hiicrelerin lipid
peroksidasyonunun 6nlenmesinde de dnemli bir rol oynamaktadir. Hiicre disinda faaliyeti
cok diisiik olmasina karsin SOD, oksijen tiikketiminin yiiksek oldugu yapilarda ytiksektir
(Ihara ve ark., 2005; Lushchak ve Bagnyukova, 2006). SOD aktivitesi, sicak bdlgelerde
yasayan baliklarda soguk bdlgelerde yasayan baliklara goére daha azdir (Abele ve
Puntarulo, 2004). Yaptifimiz c¢alismada farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat
maddesine maruz kalan D. magna’da SOD aktivitesi arastirilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda SOD aktiviteleri 24. saatte C grubu harig tiim gruplarda azalmis ve 96.
saatte C grubu hari¢ tiim gruplarda artmistir. Bu azalma 24. saatte A ve B gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), C grubunda ise anlamsiz olarak gézlenmistir (p>0.05).
96. saate bakildiginda SOD seviyesindeki artis ve azalislar tim gruplarda anlamli olarak
saptanmistir (p<0.05). SOD aktivitesindeki degisimler farkli uygulama siirelerine gore
kontrol hari¢ tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). SOD
aktivitesinin belirli bir konsantrasyonda ve uygulama siiresinden sonra azalma gosterdigi
belirlenmigtir. Bu durum enzimin bu konsantrasyonlarda inhibe edildigi seklinde
yorumlanabilir. Enzim aktivitesindeki azaligin nedeni hiicre igerisinde olusan H,O,’in SOD
enzimini inhibe etmesi olabilir (Tasdemir, 2009). SOD aktivitesindeki artisin H,O,
birikimine yol acabilecegi ve bunun da KAT’1n islevini sinirlayacagi diistiniilmektedir (Li
ve ark., 2012). Daha 6nce yapilan ¢alismalar ROS tiirlerinin KAT aktivitesini inhibe
edebilecegi bildirilmistir (Kono ve Fridovich 1982; Escobar ve ark, 1996).

KAT, karaciger, bobrek ve eritrositte yogun olarak bulunan ve yapisinda Fe®
bulunduran 4 alt grubundan meydana gelen bir antioksidan enzim olmasinin yani sira
hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene dismutasyonunu katalizlemektedir (Young ve
Woodside, 2001). Farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat maddesine maruz kalan D.
magna’da KAT aktivitesi aragtirllmistir. KAT aktivitesinin kontrol ile kiyaslandiginda hem
24. hem de 96. saatte tliim gruplarda azaldigr gézlenmistir. Bu azalis 24.saatte A ve B
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), C grubunda ise anlamsiz olarak
gozlenmistir (p>0.05). 96. saatte ise tiim gruplarda anlamli olarak saptanmistir (p<0.05).
Maruz kalma siireleri karsilastirildiginda ise sadece B ve C grubundaki artis maruz kalma
siiresine gore anlamli olarak bulunmustur (p<0.05). Katalaz; SOD enzimi tarafindan

tiretilen H,O,’1 H,O ve O;’e doniistiiren bir enzimdir. KAT aktivitesi de diisiik uygulama



stireleri ve konsantrasyonlar da azalmis, azalan konsantrasyonlarda KAT enzim aktivitesi
de azalmistir. Diisiik konsantrasyonlar da KAT enzim aktivitesinin azalmasi sebebi diisiik
konsantrasyonlardaki SOD aktivitesinin yiiksek olmasi nedeniyle SOD’un substrati olan su
H,0, diizeyinin yiiksek olmasi olabilir. Artan konsantrasyon ve uygulama siirelerinde
KAT enziminin azalan konsantrasyon ve siirelerde azalmasi ise KAT enziminin
inaktivasyonu sebebiyle olmalidir (Tasdemir, 2009).

MDA, lipid peroksidasyonunun temel bir oksidatif indirgenme iiriiniidiir ve biyolojik
membranlarda meydana gelen oksidatif hasarin 6nemli bir biyomarkir1 olarak fonksiyon
goriir (Strmac ve Braunbeck, 2002). Serbest radikal olusumunu artirma ya da hiicrede
meydana gelen peroksidasyon reaksiyonlarina karsi savunma seviyesini azaltma yoluyla
MDA miktarim yiikseltebilirler (Lackner, 1998). Farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat
maddesine maruz kalan D. magna’da MDA aktivitesi arastirilmistir. MDA diizeyleri 24.
saat sonrasinda kontrol grubuna kiyasla tim gruplarda azalmistir (p<0.05). 96. saat
sonrasinda ise A grubunda azalmig B ve C gruplarinda artmistir (p<0.05). Maruz kalma
stireleri karsilastirildiginda ise kontrol hari¢ tiim gruplarda anlaml farkliliklar saptanmustir
(p<0.05). Yapilan baz1 ¢alismalarda her ii¢ antioksidan enzim i¢in diisiik konsantrasyon ve
uygulama siirelerinde enzim aktivitesinin arttigi, ancak konsantrasyon ve uygulama
stiresinin artigina bagli olarak enzim aktivitelerinin inhibe edildigi belirlenmistir. Ayrica D.
magna nin arsenik tilirlerine kars1 olusturdugu biyolojik cevapta hem uygulama
konsantrasyonunun hem de uygulama periyodunun 6nemli oldugu ve mutlaka birlikte
degerlendirilmesi gerektigi belirlenmistir (Tasdemir, 2009). Genel olarak MDA
diizeylerinin uygulama siiresi ve konsantrasyona bagli olarak siirekli bir artis egiliminde
oldugu goriilmektedir. Protein igeriginin ise diisiik konsantrasyon ve uygulama siirelerinde
artt1g1 ancak artan konsantrasyon ve uygulama siirelerinde azaldigi soylenebilir. MDA
diizeyinin artmas1 lipid peroksidasyonunun varliina isaret eder. Lipid peroksidasyonunda
meydana gelen degisimler ile birlikte GSH diizeyininde artmasi antioksidan savunmasinin
aktifligini ortaya koymaktadir.

GSH-Px, g-glutamin, sistein ve glisin igeren bir tripeptitdir. Bu molekiil
zenobiyotiklerin atilimimi kolaylastirmak i¢cin GST tarafindan baglayici kullanilan bir
molekiildiir ayrica reaktif aracilarin metabolizmasinda indirgeyici olarak kullanilir
(Almroth, 2008). Hiicresel fonksiyonlarin savunmasinda 6nemli derecede etkin rolii olan
GSH diizeyindeki artisin, fazlalasan strese karsi olusan adaptasyonun bir karsiligi

olabilecegi bildirilmistir (Montiro ve ark., 2006; Serbes, 2011). GSH seviyesinin hafif



oksidatif stress altinda adaptif bir mekanizma olarak sentezindeki artis ile birlikte
yiikselebildigi diger taraftan siddetli oksidatif stresin, adaptif mekanizmalardaki
bozulmadan dolay1 GSH seviyesini baskilayabildigi bildirilmistir (Zhang ve ark., 2004;
Mamuk, 2015). Yaptigimiz ¢alismada farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat maddesine
maruz kalan D. magna’da GSH aktivitesi arastirllmistir. GSH diizeyleri kontrole gore
kiyaslandiginda 24. saatte tiim caligma gruplarinda azalmistir (p<0.05). 96. saat sonrasinda
sadece A grubunda azalmig B ve C gruplarinda artmistir (p<0.05). Maruz kalma stireleri
kiyaslandiginda ise kontrol hari¢ tiim gruplarda 24. ve 96. saatin ardindan istatistiksel
olarak anlamli bir artis saptanmistir (p<0.05). Dolayisiyla c¢aligma materyalimiz D.
magna’da goézlenen artiglarin, strese karsit gelistirilen adaptasyon mekanizmalarindan
kaynaklanabilecegini soyleyebiliriz (Tiirkmenoglu, 2018). GSH diizeyindeki diisiisler ise
GST ve GPx tarafindan okside GSH (GSSG)’a ¢evrilmesinden ya da glutatyon rediiktazin
yeterli GSH iiretememesinden kaynaklanabilir (Monteria ve ark., 2006).

Lipid peroksidasyonunda olusan {iriinlerinin GSH ile konjugasyonunu ve
peroksidasyon zincir reaksiyonunun sonlanmasini sagladigi i¢in GST 6nemli bir enzimdir.
Bu enzimlerin asil fonksiyonu, organo fosforlar1 da igeren ksenobiyotikleri ve metabolitleri
hiicre i¢inde detoksifiye etmektir (Akbiiber, 2018). Farkli konsantrasyonlarda Tau-
fluvalinat maddesine maruz kalan D. magna’da GST diizeyleri arastirilmistir. GST
diizeyleri kontrol ile kiyaslandiginda 24. saatte tiim gruplarda azaldigi gozlenmistir
(p<0.05). Yine kontrol grubu ile kiyaslandiginda 96. saatte tiim gruplarda arttigi
saptanmistir (p<0.05). Maruz kalma siireleri karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak
kontrol harig¢ tiim gruplar arasinda énemli farkliliklar oldugu bulunmustur (p<0.05). Sadece
24. ve 96. saatte kontrol grubundaki artisin maruz kalma siiresine gore anlamli olmadigi
bulunmustur (p>0.05). GST enziminin antioksidan olarak rolii, lipit peroksidasyonu
tirlinlerini glutatyona parcalayarak oksidatif zarar1 en az indirgemektir. GST strese karsi
savunma mekanizmasina ve olusan lipit peroksidasyon iiriinlerinin metabolizmasina katilir.
GST aktivitesindeki artis, detoksifikasyon isleminin meydana geldigini gosterir.
Yaptigimiz ¢calismada, Tau-fluvalinat’a maruz kalan GST ifadesinin zamana bagh iligkisi
gozlenmistir. GST kisa slire (24 saat) Tau-fluvalinat maruziyetinde indiiklenip 96 saatte
onemli Olgiide ekspresyon seviyesinin arttifi gézlemlenmistir. Bu durum kisa siireli Tau-

fluvalinat maruziyetinin D. magna’larda oksidatif strese neden oldugunu gostermektedir.



6. SONUC VE ONERILER

Elde ettigimiz bulgularin sonucunda Tau-fluvalinat’in, farkl stres biyobelirteci olan
antioksidan enzimlerinin spesifik aktivitelerinde farkliliklara neden oldugu goriilmiistiir.
Bunun yani sira sublethal konsantrasyonlarinin 96 saat gibi kisa siirelerde bile molekiiler
seviyede Onemli etkiler meydana getirerek hiicre =zarlarinin islevsel ve yapisal
biitlinliigiiniin  bozunumuna sebep olan lipid peroksidasyonuna yol agabilecegini
gostermistir.

Farkli konsantrasyonlarda Tau-fluvalinat pestisitine maruz birakilan D. magna nin
enzimatik ve enzimatik olmayan bazi antioksidan parametreleri arastirilmis ve oksidatif
stres iizerindeki etkilerini degerlendirmek iizere D. magna ekotoksikolojik caligmalarda
kullanilmistir. Yaptigimiz bu ¢aligmada, antioksidan enzimlerinden SOD, KAT ve GST ile
enzimatik olmayan antioksidanlardan MDA ve GSH seviyeleri degerlerinin
uygulamasindaki etkilerini 6n gérmede biyolojik belirteg olarak kullanilmistir. SOD
aktivitesinin belirli bir konsantrasyonda ve uygulama siiresinden sonra azalma gosterdigi
belirlenmigtir. Bu durum enzimin bu konsantrasyonlarda inhibe edildigi seklinde
yorumlanabilir. KAT aktivitesi de diisiik uygulama siireleri ve konsantrasyonlarda azalmus,
azalan konsantrasyonlarda KAT enzim aktivitesi de azalmistir. Diisiik konsantrasyonlarda
KAT enzim aktivitesinin azalmasimin sebebi diisiik konsantrasyonlardaki SOD
aktivitesinin yiiksek olmasi nedeniyle SOD’un substrati olan su H,O, diizeyinin yiiksek
olmasi olabilir. Genel olarak MDA diizeylerinin uygulama siiresi ve konsantrasyona bagl
olarak stirekli bir azalma egiliminde oldugu goriilmektedir. Protein igeriginin ise diigiik
konsantrasyon ve uygulama siirelerinde arttig1 ancak azalan konsantrasyon ve uygulama
siirelerinde azaldig1 soylenebilir. Lipid peroksidasyonunda meydana gelen degisikliklerle
GSH seviyesinin artmasi antioksidant savunma sisteminin ¢alistigin1 géstermektedir. D.
magna’da goézlenen artiglarin, strese karsi gelistirilen adaptasyon mekanizmalarindan
kaynaklanabilecegini sdyleyebiliriz. GSH diizeyindeki diisiisler ise GST ve GPx tarafindan
okside GSH (GSSG)’a c¢evrilmesinden ya da glutatyon rediiktazin yeterli GSH
tiretememesinden kaynaklanabilir. GST’1n 24 saat Tau-fluvalinat maruziyetinde indiiklenip
96 saatte onemli Olclide ekspresyon seviyesinin arttigi gozlemlenmistir. Bu durum kisa

siireli Tau-fluvalinat maruziyetinin D. magna’larda oksidatif strese neden oldugunu



gostermektedir. Sadece morfolojik 6zelliklerinden dolay1 degil, molekiiler ve biyokimyasal

karakteristikleri ile de Daphnia tiirlerinin test organizmasi olarak kullanimi faydalidir.
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