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OZET

Bu calismada, captan (CPL), mancozeb (MCZ) ve azoxystrobin (AZS) fungisitlerinin
gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) sperm hiicreleri iizerine in vitro etkileri
arastirilmistir. Bu amagla, farkli derisimlerdeki bu fungisitlere 2 saat boyunca maruz
birakilan spermatozoa oOrneklerinde motilite parametreleri, lipid peroksidasyon
seviyeleri, toplam antioksidan kapasiteleri (TAK), sliperoksit dismutaz enzimi (SOD)
aktiviteleri, DPPH inhibisyonlar1 ve motilitenin %50 civarma diistiigii 6rneklerde yag
asidi kompozisyonlar1 tayin edilmistir. Buna gore, CPL >2 pg/L derisimlerde, MCZ
>1 pg/L derisimlerde ve AZS >5 pg/L derisimlerde spermatozoa motilite
parametrelerini istatistiki olarak azalttig1 saptanmistir (P<0,05). Benzer derisimlerde,
TAK degerleri, SOD aktiviteleri ve DPPH inhibisyon seviyelerinde azalmalar, lipid
peroksidasyonunda ise artmalar belirlenmistir. Degerlendirilen fungisitlerinin
spermatozoa motilite degerlerini %50 seviyesine diisiirdiigii derisimler CPL igin 10
ng/L, MCZ i¢in 5 pg/L ve AZS i¢in 200 png/L olarak tayin edilmistir. Bu derisimlerin
bulundugu spermatozoa Orneklerinin yag asidi profilleri incelendiginde fungisit
gruplarinin neredeyse tiim yag asitlerinde degisimlere neden oldugu gézlemlenmistir.
Ozelikle ¢oklu-doymamis yag asitlerinin miktarlarinda onemli azalmalar
belirlenmistir. Sonug¢ olarak 3 farkli fungisitin, gokkusagi alabali§1 sperm hiicreleri
kullanilarak farkl: toksik etkilere sahip oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Azoxystrobin, Captan, Mancozeb, Spermatozoa.

Subat, 2024; 33 sayfa
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EFFECTS OF COMMONLY USED FUNGICIDES IN CROP PROTECTION
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ABSTRACT

In this study, the effects of captan (CPL), mancozeb (MCZ) and azoxystrobin (AZS)
fungicides on rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) spermatozoa were investigated in
vitro. With this aim, spermatozoa samples were incubated with different
concentrations of these fungicides for 2 hours, and then motility parameters, lipid
peroxidation levels, total antioxidant capacity (TAC), superoxide dismutase (SOD)
activities, DPPH inhibitions and fatty acids profiles of spermatozoa samples which are
at 50% motility due to the fungicides were determined. Accordingly, >2 ng/L of CPL,
>1 pg/L of MCZ and >5 pg/L of AZS caused significantly decreases of spermatozoa
motility parameters (P<0,05). At the similar concentrations, decreases in TAK levels,
SOD activities and DPPH inhibitions, and increases in lipid peroxidation levels were
recorded. CPL at concentration of 10 pg/L, MCZ at concentration of 5 ug/L and AZS
at concentration of 200 pg/L reduced spermatozoa motility to around %50 in the
relevant samples. When fatty acids profiles of the spermatozoa samples exposure to
these concentrations of the fungicides were evaluated, almost all fatty acids profiles
have shown differences. Significant reductions particularly in the amount of
polyunsaturated fatty acids were observed. Consequently, the different toxic effects of
these fungicides have been revealed using with rainbow trout spermatozoa.

Keywords: Azoxystrobin, Captan, Mancozeb, Spermatozoa.

February, 2024; 33 pages
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1. GIRIS

Bitkilerde ekonomik kayba neden olan zararli organizmalar iizerine toksik etkiye sahip
kimyasallar kullanilarak yapilan miicadeleye kimyasal miicadele denmektedir. Bu
kimyasallar sentetik veya dogal yollarla {iretilmis olabilmektedir. Kimyasal
miicadelede zararl1 6ldiiren anlam1 tagiyan pestisit adi verilen iiriinler kullanilmaktadir.
Pestisitler fakli sekillerde hedef organizmaya etki eder, o organizmaya zarar verir veya
oldiirtirler. Pestisitlerin uygulanmalar1 sirasinda hedef dis1 olan diger canlilara ve
dogadaki besin zincirine veya su dongiisiine dahil olabilmektedirler. Boylelikle, dahil
olduklar1 canli ve cansiz ekosisteme gore birikme ve parcalanma siirecine girerler
(Birisik, 2018). Artan tarimsal ihtiyaca bagli olarak pestisitlerin kullanim miktarlar
gerek tlilkemizde gerekse diinyada her gecen yil artmaktadir. Diinya ¢apinda pestisit
kullaniminin 2 milyon ton civarinda oldugu tahmin edilmekle beraber, yakin gelecekte
bu miktarin 3,5 milyon tona kadar yiikselecegi tahmin edilmektedir (Zhang, 2018).
T.C. Tarim ve Orman Bakanlhig1 Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii, Tarimsal Ilag
[statistiklerine gore iilkemizde 2011-2015 yillarinda 40.000 tonun altinda olan

kullanim, 2016 yilindan sonra bu rakamin iistiine ¢ikmaistir.

Etki ettikleri zararli grubuna gore siniflandirilabilen pestisitlerin, miktar agisindan
degerlendirildiginde en yaygin olarak kullanilan siniflarindan biri fungisitlerdir.
Mantarlar iizerine 6ldiiriicii etkiye sahip fungisitler 2020 yilinda tilkemizde 20.600 ton
kullanilmistir. Bu kullanim degeri fungisitlerin, yaygin kullanilan diger iki pestisit
sinifi olan insektisitlere (12.347 ton) ve herbisitlere (13.250 ton) kiyasla daha ¢ok
miktarda kullanildigin1 gostermektedir. Diger pestisit siiflarindaki etken maddeler
gibi fungisitlerde, hedef dis1 bir ortam olarak sucul ekosisteme dahil olarak sucul
ortamda bulunan organizmalar iizerine etkilere sebep olabilmektedirler. Oyle ki, zirai
miicadele uygulamalarinda kullanilan bu kimyasallarin kontaminasyonlar1 ve kiiresel
ekosisteme etkileri incelendiginde, sucul ekosistemin 6nemli derecede etkilendigi ve
bu kimyasallarin c¢ogunlugunun sucul ekosistemde bulundugu tespit edilmistir
(Carvalho vd., 2009). Bu durumun bir getiri olarak fungisitlerin sucul canlilara
olumsuz etkileri, etki mekanizmalarinin, etki etme miktarlarinin degerlendirilmesi ile
birlikte birbirleri ile karsilagtirilmalar1 son yillarda daha da onem kazanmaktadir

(Margal vd., 2020).



Alabaliklarda oldugu gibi birgok balik tiiriinde sperm hiicreleri viicut igerisinde
hareketsizdirler (Alavi ve Cosson, 2005). Bunlar dis ortama birakilip, ortam suyu ile
karistiklarinda hareket etmeye baslarlar. Bu hareket (motilite) kazanimindan once
sagim yolu ile alinan sperm hiicreleri (spermatozoa) seminal plazma igerigine benzer
bir ¢ozeltide (suni seminal plazma, sulandirici) hareket kazanmadan muhafaza
edilebilmektedir. Bu durumda spermatozoa motilitesi, ¢esitli uygun aktivasyon
cozeltiler1 seyreltilerek saglanabilmektedir. Spermatozoa hareket kazanmadan
muhafaza edildiginde ortamimin 6zellikleri, sperm motilite kalitesini ve diger
biyokimyasal parametrelerini etkilemektedir (Morisawa ve Suzuki, 1980; Krasznai
vd., 1995; Cosson, 2004). Bunula beraber, kaliteleri direk olarak tireme potansiyelini
etkileyen balik sperm hiicrelerinin motilitesi, sucul kirlilik etmenleri i¢in hassas ve
dogru bir biyoindikator olarak kabul edilmektedir (Hulak vd., 2013). Sonugcta,
sulandirici igerisine eklenen fungisitler gibi kirleticilerin sperm hiicresine etkilerinin
incelenmesi, sucul ortamin geneli i¢in iyi bir model teskil edebilmektedir (Hatef vd.,

2010; Margal vd., 2020).

Bu c¢alismada anag¢ gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) erkek bireylerinden
elde edilen spermatozoa drneklerine, diinyada ve iilkemizde yaygin olarak kullanilan
captan (CPL), mancozeb (MCZ) ve azoxystrobin (AZS) fungisitlerinin etkileri
degerlendirilmistir. Bu amag ile bu fungisitlerin farkli derisimlerine 2 saatlik maruz
birakilan spermatozoa drneklerinin motilite parametreleri, oksidatif stres kosullar1 ve

yag asidi kompozisyonlar1 analiz edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. CPL ve ozellikleri

300,59 g/mol molekiil agirligina sahip CPL ninformiilii CoHgCI13NO-S’dir ve molekiil
sekli Sekil 2.1°de sunulmustur. Carboximid grubunda olan bu fungisit, bircok meyve,
sebze, tiitlin ve siis bitkileri hastaliklar i¢in kullanilan genis spektrumlu bir fungisit
olup hiicrede protein ve enzimlerin ¢aligmasini engeller, mitokondrilerdeki oksidatif
fosforilasyon asamalarin1 etkileyerek solunumu engellenmektedir. Sonug¢ olarak
sporlarin ¢imlenmesini ve biiytimesini 6nlemektedir (Gopalakrishnan vd., 2012; Zhou
vd., 2019). Ayrica, CLP kiif 6nleyici olarak boya, vernik ve duvar kagid1 yapistiricisi
gibi tirlinlerde endiistriyel alanlarda da kullanilmaktadir (Boran vd., 2012).

2.2. MCZ ve ozellikleri

Molekiil agirlig1 661,36 g/mol olan MCZ’ ninmolekiil sekli Sekil 2.1°de verilmis olup
formiili  CsHi2MnaN4SsZn,2’dir. MCZ  bir  ethylenebisdithiocarbamate grubu
fungisittir. Ascomycete, basidiomycete, oomycete subeleri lizerine etkilidir. Kullanim
alan1 ¢ok genistir tarla, siis bitkileri ilaglamalarinda yayginca kullanilmakta olup
70’ten fazla zirai tirlinde ve 400 civarinda farkli hastalik i¢in kullanilmaktadir (Saha
vd., 2016; Wang vd., 2021). MCZ mangan, ¢inko ve bir organosiilfiir bilesigi olan
etilen tiyoiire (CsHsN-2S) alt gruplarinda olusmustur ve bu alt gruplar ¢oklu toksik etki
yaratmaktadir. Enzim aktivitelerinin ve diger hiicresel fonksiyonlarin durdurarak

fungusun gelismesini engellemektedir (Geissen vd., 2010).

2.3. AZS ve ozellikleri

C22H17N30s5 formiiliine sahip olan AZS molekiil sekli Sekil 2.1°de sunulmustur. AZS’
nin molekiil agirlig1 403,39 g/mol’ diir. Genis spektrumlu ve yiiksek etkili bir fungisit
olan AZS strobilirin grubundadir. Bu fungisit, soya fasulyesi, piring, tahillar, sebzeler
ve meyveler i¢in ilaglamada yaygin olarak kullanilir (Rodrigues vd., 2013). AZS
elektron transfer sistemini bloke ederek mitokondriyal solunumu engeller (Jia vd.,

2018). Boylece metabolizmada bozulmalar meydana gelir ve biiylime engellenir

(Olsvik vd., 2010).



Sekil 2.1. CPL (a), MCZ (b) ve AZS’ nin (c¢) molekiil sekilleri.




3. GEREC VE YONTEM
3.1. Anac Baliklar ve Sperm Orneklemesi

Tez calismasi, Aksaray Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi 2022/4-8 karar sayili izni ile gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda ticari
bir isletmede, liretimde kullanilan ana¢ gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss)
erkek bireylerinden elde edilen spermatozoa ornekleri kullanilmistir. Caligmada, 2-3
yasindaki 15 anag¢ bireyden (575420 gr., 29+2 cm) aliman spermatozoa ornekleri
kullamlmistir. Ornekler erkek anaglardan abdominal masaj (sagim) yontemi ile
alinmistir. Sagim ile alinan 6rneklerde, su, kan, idrar veya feges kaynakli herhangibir
kontaminasyon olmamasina dikkat edilmistir. Her bir Ornekteki spermatozoa

yogunlugu, Thoma lami kullanilarak hemositometrik yontem ile belirlenmistir.
3.2. Sperm Diliisyonlar1 ve Fungisit Maruziyetleri

Sperm hiicrelerinin hareketsiz kilinmasi i¢in sulandirici olarak 130 mM NaCl, 40 mM
KCl, 3 mM CaCly, 3 mM MgCl,, 2 mM NaHCOs, pH 8.0 kullanilmistir (Kobayashi
vd., 2004). CPL, MCZ ve AZS fungisitleri i¢in dimetil siilfoksit (DMSO) ile
¢oziindiriilerek stok soliisyonlar hazirlanmistir. Sonrasinda sulandirict yardimi ile
hedeflenen derisimler hazirlanmistir. Hedef derisimi igeren sulandiricilar ile
spermatozoa ornekleri 5x10% hiicre/ml yogunlugu olacak sekilde fungisit maruziyeti
uygulanmistir (Li vd., 2010). Nihai derisimlerdeki DMSO derisimi %0,5’den az
miktarda bulunmustur. Bu sebeple, calismada fungisit igermeyen sadece sulandirici ile
muamele edilen ve kontrol olarak kabul edilen grup ile %0,5 DMSO igeren bir kontrol
gurubu daha olusturulmustur. Fungisit maruziyeti, sulandirilan spermatozoa
orneklerinin 2 saat 4°C’de saklanmas ile gergeklestirilmistir (Hulak vd., 2010). Her

sulandirma 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
3.3. Sperm Motilite Parametreleri

Fungisit maruziyetleri sonrasinda, sperm hiicreleri %0,5 BSA, 60 mM NaHCO3, 50
mM Tris, pH=9,0 (Lahnsteiner, 2000) icerigine sahip bir aktivasyon soliisyonu ile
hareketlendirilmistir. Ornek ve aktivasyon soliisyonu oran1 1:400 olarak ayarlanmistir
(Inanan ve Y1lmaz, 2018). Calismada sperm motilite parametreleri olarak motilite (%)

ve VCL (kavisli hareket hizi, um/s) belirlenmistir. Bu parametreler, spermatozoa



aktivasyonunun 12. saniyesinde goriintiiye gore tayin edilmistir. VCL degeri 25
um/s’den biiylik degere sahip sperm hiicreleri hareketli (motil) kabul edilmistir.
Motilite parametreleri tayinleri, Leica DM 750 mikroskop ve Leica MC190 HD kamera
(Wetzlar, Almanya) ile kaydedilen goriintiilerin  degerlendirilmesi ile
gerceklestirilmistir (Wilson-Leedy ve Ingermann, 2007; Boryshpolets vd., 2013;

Inanan ve Kanyilmaz, 2020). Her bir 6rnek 3 tekrarli olarak degerlendirilmistir.
3.4. Sperm Hiicrelerinde Oksidatif Stres Parametreleri

Fungisitler ile maruziyet sonrasinda, kontrol 6rnekleri dahil tiim 6rnekler yikama ve
santrifiij islemlerinden gegirilmistir. Tiim 6rnekler, 1.000 x g hizinda 4°C’de 10 dakika
santrifiij edilmislerdir. Siipernatantlar atilarak, kalan pelletler yukarida belirtilen
sulandirici ile 5x10% hiicre/ml yogunlugu dikkate alinarak tekrar sulandirilmislardar.
Bu islem tekrar edilmistir. Daha sonrasinda bu siispansiyonlar buz igerisinde
ultrasonikasyon ile 10 s boyunca homojenize edilmistir. Homojenatlar tekrar 5.000 x
g hizinda 4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek iglerinden hiicre kalintilarindan
kurtarilmistir.  Bu homojenatlara ait siipernatantlar almarak oksidatif stres

parametrelerinin 6l¢timiinde kullanilmistir.

Spermatozoa Orneklerinin lipid peroksidasyonu seviyelerinin bir gostergesi olarak
TBARS (Tiyobarbitiirik ile reaksiyona giren maddeler) degerleri spektrofotometrik
olarak 535 nm’de belirlenmistir. Sulandirilan sperm 6rnekleri 4°C’de 12.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmis, slipernant atilarak olusan pelet analiz edilmistir (Asakawa ve
Matsushita, 1980; Dzyuba vd., 2014). TBARS degerleri nmol/10® spermatozoa (spz)
olarak hesaplanarak sunulmustur. Toplam antioksidan kapasitesi (TAK) molibden
(Mo) indirgenmesi ile 6l¢iilmiistiir. Mo(VI)’nin Mo(V)’e asidik ortamda indirgenerek
yesil renkli fosfat ve Mo(V) kompleksinin olusumuna dayali olarak dl¢iilmiistiir. Mo
kaynagi olarak amonyum molibdat kullanilarak elde edilen karisim 95°C°de 90 dakika
inkiibe edildikten sonra 695 nm'de absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Standart olarak askorbik
asit ¢ozeltisi kullanilmistir. Elde edilen TAK degerleri ug Askorbik asit (AA) olarak
hesaplanmistir (Prieto vd., 1999). Siiperoksit dismutaz enzimi (SOD) aktivitesi
pirogallolun otooksidasyonuna gore Olc¢lilmiistiir. Spermatozoa ornekleri SOD
aktiviteleri 420 nm’de sperktorofotometric olarak tayin edilmistir. SOD aktivitesimU
(miliunit)/ 10® spz olarak ifade edilmistir (Marklund ve Marklund, 1974; Shaliutina-

Kolesova vd., 2014). Ayrica, elde edilen spermatozoa Orneklerin DPPH serbest
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radikalinin inhibisyonu kabiliyeti dl¢limii de degerlendirilmistir. Hazirlanan DPPH
cozeltisi ile muamele edilen Orneklerin absorbanst 517 nm'de Slgiilmiistiir. Pozitif
kontrol olarak askorbik asit kullanilmistir (Wang vd., 2014). DPPH inhibisyonu ylizde
(%) olarak tayin edilmistir.

3.5. Sperm Hiicrelerinde Yag Asidi Analizleri

Tez caligma kapsaminda, motilite degerlerinin %50 seviyesine indigi fungisitleri
igeren sulandirma derisimlerinde yag asitleri profilleri tayin edilmistir. Bu yag asitleri
analizleri i¢in spermatozoa Orneklerinin Oncelikle orneklerden yag ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir (Bligh ve Dyer, 1959). Yag eldesinden sonra ornekler yag asidi
profili analizleri i¢in hazir hale getirilmistir. Hazirlanan 6rneklerin yag asidi metil ester
kantitatif analizi i¢in 0,1 gram yag numunesine 10 ml hekzan eklenerek iyice
karistirtlmistir. 0,5 ml 2N metanollii KOH ¢ozeltisi eklenmistir. 2 saat karanlik
ortamda bekletilerek {ist faz alinmistir. Bu 6n islem sonrasinda yagin igerik analizi
GC/MS (Shimadzu GCMS QP 2010 ULTRA) ile yapilmistir. Analizdeki sistem
bilgileri su sekildedir; kolon: RTX-2300 Kapiler kolon (60m ; 0.25 mm; 0.2 pyum),
tastyici gaz: helyum, kolon firin sicakligi: 100°C, enjeksiyon sicakligi: 250°C, basing:
90 kPa, enjeksiyon modu: split, split orani: 50, enjeksiyon hacmi: 1 pl, firin sicaklik
programi: 100°C’de 5 dk, 100°C’den 240°C’ye 4°C/dk artisla, 240°C’de 15 dk.,
interface sicakligi: 250°C, iyon kaynagi sicakligi: 200°C, Standart referans madde
olarak USP FAME mix kullanilmistir. Elde edilen sonuglar mg/g yag olarak

sunulmustur.
3.6. Istatistik Analiz

Her bir fungisitin farkli derisimlerdeki spermatozoa motilite parametreleri, Oksidatif
Stres Parametreleri ve saptanan Yag Asitlerinden edilen veriler {izerinde, tek yonlii
varyans (ANOVA) ve ikili karsilastirma i¢in Tukey’ s testi yapilmistir. Istatistiki
analizlerde farkliliklar, 6nem derecesi 0,05 dikkate alinarak belirlenmistir. Veriler
ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. Grafiklerde ve cizelgede, istatistiki
farkliliklar farkl kiiciik harfler ile, istatistiki olarak 6nemli farklar olmadig1 durumlar

ise ayni kiiclik harfler ile ifade edilmistir.



4. BULGULAR
4.1. Fungisitlerin Spermatozoa Motilite Parametreleri Uzerine Etkileri

Calismada degerlendirilen fungisitlerin farkli derisimlerdeki spermatozoa motilite ve
VCL degerleri tizerine etkileri incelenmistir. CPL fungisitinin motilite ve VCL
degerleri lizerine etkileri Sekil 4.1. ve 4.2°de sirasiyla verilmistir. Buna gore 10 pg/L
derisimindeki CPL inkiibasyonu sonucunda sperm motilite degeri %48+6 olarak
kaydedilmis, ayn1 oranda VCL degeri 77+4 um/s olarak hesaplanmistir. >2 ug/L CPL,
motilite ve VCL degerlerine istatistiksel olarak onemli derecede diislislere sebep
oldugu belirlenmistir (P <0,05). Buna karsin 5 pg/L derisimindeki MCZ fungisiti
motilite degerini %5143 degerine diisiirmektedir (Sekil 4.3). Ayn1 derisimdeki MCZ
grubunda VCL degerini ise 73+4 pm/s olarak bulunmustur (Sekil 4.4). Ortamdaki en
az MCZ derisimi motilite parametrelerini olumsuz yonde etkilemektedir (P <0,05).
Sekil 4.5. ve 4.6’da AZS fungisitinin spermatozoa motilite ve VCL degerlerine etkileri
gosterilmistir. 200 pg/L. AZS, motilite degerini %52+5’e diisiirmiistiir. Ayni
derisimde, VCL degeri 83+4 um/s olarak saptanmistir. >5 pg/L. AZS, spermatozoa

motilite parametreleri negatif yonde etkilemektedir (P <0,05).
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Sekil 4.1. CPL’ nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm motilite oranlarina etkileri.
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Sekil 4.2. CPL’nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm VCL degerlerine etkileri.
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Sekil 4.3. MCZ’nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm motilite oranlarina etkileri
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Sekil 4.4. MCZ’nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm VCL degerlerine etkileri.
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Sekil 4.5. AZS’nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm motilite oranlarina etkileri.
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Sekil 4.6. AZS’ nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm VCL degerlerine etkileri.
4.2. Fungisitlerin Spermatozoa Yag Asidi Profiline Etkileri

Incelenen fungisitlerin spermatozoa motilite degerlerini %50 seviyesine diisiirdiigii
derisimlerinde inkiibe edilen spermatozoa 6rneklerinin yag asidi profillerinin kontrol
gruplart ile karsilagtirilmalar1 Cizelge 4.1°de sunulmustur. Saptanan neredeyse tiim
yag asitlerinde kontrol gruplar ile fungisit gruplar1 arasinda istatistiki farklar
bulunmustur (P <0,05). Bu farkliliklar toplam SFA, MUFA ve PUFA degerlerine de
yansimistir. Fungisitlerin inkiibasyonu sunucunda SFA, MUFA ve PUFA degerlerinde
azalmalar saptanmustir. Ozellikle PUFA degerleri uygulanan her 3 fungisit icinde
istatistiki farklar gostermistir. Yag asidi miktarlar1 agisindan bir siralama yapildiginda

kontrol > MCZ > CPL > AZS oldugu gozlemlenmektedir.
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Cizelge 4.1. Fungisitlerin 2 saatlik maruziyet sonrasinda spermatozoa yag asidi

profillerine etkileri.

'Yag Asitleri Kontrol Kontrol CPL MCZ AZS

(mg/g yag) (DMSO) (10 pg/L) (S ng/L) (200 pg/L)
C8:0 0,16+0,01° 0,17+0,01°¢ 0,41+0,01? 0,21+0,01° 0,22+0,01°
C10:0 0,21+0,012 0,21+0,01? 0,23+0,01° 0,24+0,01° 0,22+0,01 ®
C12:0 0,36+0,022 0,350,012 0,360,012 0,350,012 0,34+0,01°
C14:0 10,62+0,47%  110,90+0,10° 10,53+£0,09%*  [10,24+0,10*  9,32+0,05°
C16:0 297,27+0,79* [297,57+1,00°  [293,08+0,62° [291,36+0,44° [262,85+0,65°
Cl16:1 9,55+0,33? 9,51+0,17° 8,51+0,13% 8,91+0,17° 7,94+0,11¢
C17:0 2,45+0,10% 2,56+0,122 2,36+0,01° 2,4340,012 2,12+0,02°¢
C18:0 59,64+0,38%  60,08+0,77% 58,09+£0,09¢ 59,04+0,10°  |50,95+0,21¢
C18:1 151,42+0,64* |150,40+0,52°  |144,914+0,69° |150,51+0,62% (131,89+0,65°
C18:2 107,54+1,08*  |106,52+0,62*  102,01+0,73"> |102,13+0,47° [92,21+0,37°
C20:0 0,66+0,02° 0,66+0,01° 0,69+0,01° 0,83+0,01° 0,62+0,01°¢
C18:3 5,69+0,28° 5,55+0,47° 5,07+0,072° 5,17+0,12% 4,69+0,14°
C20:1 4,46+0,452 4,25+0,20° 4,12+0,13% 4,26+0,19° 3,67+0,12%
C21:0 0,38+0,03 0,38+0,02 0,37+0,01 0,40+0,01 0,37+0,01
C20:3 96,53+0,66*  96,43+0,63° 86,55+0,40° 88,46+0,62°  [82,23+0,57¢
C20:5 127,66+1,66°  |126,72+0,59°  |119,724+0,36° |123,12+0,63° [110,75+0,84¢
C24:1 1,43+0,19* 1,42+0,132 1,1120,09° 1,33+0,05% 1,07+0,05°
C21:1 8,37+0,51° 8,17+0,16° 7,45+0,09% 7,84+0,082° 7,08+0,12¢
C22:6 290,82+£2,11*  [292,09+2,25*  [266,55+1,13°  [279,67+1,21° 256,801,824
SFA 371,77+£0,90*° [372,88+0,84*  [366,12+0,53°> [365,10+£0,48" [327,00+0,87*
MUFA 166,86+£0,74*  |165,58+0,43®  |158,64+0,86° |165,00£0,67° (144,56+0,92¢
PUFA 636,61£3,13*  635,49+3,05°  [587,35+£2,54°  [606,39+£2,90"  |553,76+2,94¢

4.3. Fungisitlerin Spermatozoa Lipid Peroksidasyonuna Etkileri

Farkli derisimlerdeki CPL, MCZ ve AZS fungisitlerinin spermatozoa Lipid
Peroksidasyonu seviyelerinin degerlendirilmesi i¢in Olciilen TBARS degerleri
sirastyla Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9°da verilmistir. Motilite degerlerinin %50 seviyesine
diistiigii derisimlerde CPL inkiibasyonu sonucu TBARS 1,2£0,2 nmol/10®
spermatozoa olarak, MCZ inkiibasyonunda 1,1£0,1 nmol/10® spermatozoa ve AZS
inkiibasyonunda 1,5+0,2 nmol/10® spermatozoa olarak 6l¢iilmiistiir. TBARS degerleri
2 ug/L CPL,, 1 ng/L MCZ ve 5 pg/L AZS derisimleri ve daha yiiksek derisimlerde

istatistiki agidan anlamli olarak artmistir (P <0,05).

12



1,50

N
o
o

TBARS (nmol/10" spz)

‘o
S

,00

de
cd
be (== ]
a
é
Kontrol DMSO 1 ng/L 2 ug/L 5 ug/L 10 pg/L

Sekil 4.7. CPL’ nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm TBARS degerlerine etkileri.
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Sekil 4.8. MCZ’nin2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm TBARS degerlerine etkileri.
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Sekil 4.9. AZS’nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm TBARS degerlerine etkileri.
4.4. Fungisitlerin Spermatozoa TAK Degerlerine Etkileri

Sekil 4.10, 4.11 ve 4.12°de sunulan, CPL, MCZ ve AZS fungisitlerinin spermatozoa
TAK degerlerine etkileri incelendiginde, derisime bagli olarak bu degerlerde azalmalar
gbozlemlenmektedir. 10 pg/L. CPL inkiibasyonu sonucunda TAK degeri 1,08+0,10 ug
AA olarak, 5 pg/L MCZ’de 0,84+0,12 olarak 200 pg/L AZS’de 1,2040,08 olarak

Olciilmiistiir.
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Sekil 4.10. CPL’nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm TAK degerlerine etkileri.
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Sekil 4.11. MCZ’nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm TAK degerlerine etkileri.

2.50 a &

a
é < B &=
2.00 b
b
= £ C

<
.50 = d
< = d
4
= =
1.00

50

00

Kontrol DMSO 1 ug/L 2 pg/L 5 pg/L 10 ug/L  20pg/L 50 pug/L 200 pg/L

Sekil 4.12. AZS’nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm TAK degerlerine etkileri.

4.5. Fungisitlerin Spermatozoa SOD Aktivitesine Etkileri

Sekil 4.13, 4.14 ve 4.15’de sunulan farkli derisimlerdeki CPL, MCZ ve AZS
fungisitlerinin, spermatozoa SOD aktivitelerine olumsuz etkileri goriilmektedir.
Istatistiki agidan anlaml1 bir sekilde kontrol gruplarinda farkli olan 10 pg/L CPL, 5
ng/L MCZ ve 200 pg/L AZS inkiibasyon gruplarinda SOD aktiviteleri 1,91+0,11,
1,6120,09 ve 2,08+0,11 mU/10® spz olarak sirastyla dl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.13. CPL’nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm SOD aktivitesine etkileri.

5,00 a
= a
~ 4,00
g
wg .
Z 3,00 =
= c
g
: ==
< 2,00
a d
o —
1,00
,00
Kontrol DMSO 1 pg/L 2 pg/L S nug/L

Sekil 4.14. MCZ’nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm SOD aktivitesine etkileri.
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Sekil 4.15. AZS nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm SOD aktivitesine etkileri.

4.6. Fungisitlerin Spermatozoa DPPH inhibisyonuna Etkileri

Farkli derisimlerde 2 saatlik CPL, MCZ ve AZS fungisitlerinin maruziyetleri
sonucunda, spermatozoa DPPH inhibisyon seviyelerindeki degisimler Sekil 4.16, 4.17
ve 4.18’de sunulmustur. 10 pg/L. CPL, 5 ng/LL. MCZ ve 200 pg/L AZS inkiibasyon
gruplarinda DPPH inhibisyonlar1 %2,30+0,14, %1,78+0,14 ve %2,52+0,24 olarak
sirastyla 6l¢tilmiistiir. >5 pg/LL CPL, DPPH inhibisyon ylizdelerinde istatistiksel olarak
onemli derecede diisiislere sebep oldugu belirlenmistir (P <0,05). Degerlendirilen tim
derisimlerde MCZ fungisiti DPPH inhibisyonunu olumsuz yonde etkilemektedir (P
<0,05). >10 pg/L AZS, spermatozoa DPPH inhibisyon seviyesinin negatif yonde
etkilemektedir (P <0,05).
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Sekil 4.16. CPL’nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda

etkileri.
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Sekil 4.17. MCZ’nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm DPPH inhibisyonuna

etkileri.

18



i -~
&

== = b
6,00
=
C
S 4 d
z =
S ;
Z 4,00
£ =
jan]
Ay
E f
2,00

,00

Kontrol DMSO 1 ue/L 2 ug/L 5 ue/l 10 ug/L 20 ue/L 50 ug/L 200 ue/L

Sekil 4.18. AZS’nin 2 saatlik maruziyet sonrasinda sperm DPPH inhibisyonuna
etkileri.
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5. TARTISMA

Fungisitler de diger pestisitler gibi 6zellikle tarim alanlarinda uygun miktarin tizerinde
kullanildiginda farkli sekilde sucul ekosisteme gecebilmekte ve bu ekosistemde
bulunan mavi yesil alg, alg, eklem bacakli ve balik tiirleri gibi bir¢ok hedef dis1
organizmaya etki edebilmektedir. Sucul canlilar iizerindeki bu etkilerin
degerlendirilme i¢in gerek in vivo gerek ise in vitro deneyler igeren birgok arastirma
yapilmaktadir (Vlaardingen ve Vonk, 2008). Bu caligsmalarin kapsami da LCso (%50
Oldiiriicii konsantrasyon) degerleri saptanmasindan hedef dis1 sucul organizmadaki
fizyolojik, histolojik, patolojik, biyokimyasal vb. birgok farkli parametrenin
degerlendirilmesi gibi genis bir cesitlilige sahiptir. Dahasi, bu etkiler sadece farklh
tirlerde gozlemlenmekle kalmamistir, Ozellikle baliklarda embriyo, larva ve

yetiskinlik gibi farkli biiyiime evrelerindeki etkiler de ortaya konmustur.

CPL kalintilar1, diinyanin farkli bolgelerindeki sucul ekosistemler farkli kisimlarinda
belirlenmistir. Brezilya’da tarimsal sulama alani yiizey suyunda CPL miktar1 0,78
pg/L olarak tespit edilirken, Yunanistan’da 5 farkli nehirde yapilan incelemelerde
maksimum CPL seviyelerinin 24 ve 260 ng/L arasinda degistigi bulunmustur
(Konstantinou vd., 2006; Zhou vd., 2019). 96 saatlik LCso degerleri Zebra baligi
(Danio rerio) yetiskinlerinde 0,65 mg/L embriyolarinda ise 0,81mg/L olarak
bulunmustur. Ayrica embriyolardaki 48 ve 72 saatlik 0,76 mg/L CPL maruziyetinin
bu baligin larvalarinda biiylimeyi engelledigi ve bir¢ok deformasyona sebep oldugu
gosterilmistir (Zhou vd., 2019). Yiriiyen kedi baliginda (Clarias batrachus) CPL’nin
akut etkisi incelendiginde LCso degerlenin 9 mg/L civarinda oldugu, 0,53 ve 1,06 mg/L
seviyesinde 45 giinliik olumsuz kronik etkilerinin hemoglobin ve hematokrit gibi kan
parametrelerinde, bilylime ve tiroid hormonlari gibi endokrin parametrelerinde,
kondisyon faktorii ve hepatosomatik indeks gibi biiylime parametrelerinde
gozlenmistir (Saha vd., 2022). Gokkusag alabaliginda, CPL i¢in 96 saatlik LCso
degeri 0,38+0,13 mg/L olarak bulunmustur. Ozelikle 4 giin sonunda 0,65 mg/L
derisimindeki CPL’nin solungag, karacigeri bobrek ve dalak dokularinda enflamasyon
ve nekroza sebep oldugu saptanmistir (Boran vd., 2012). Bununla beraber CPL i¢in 96
saatlik LCso degerleri kurbaga ve semender gibi amfibi tiirleri i¢in 0,25-2 mg/L olarak
bulunmustur. CPL’nin balik sperm hiicreleri iizerine etkilerini degerlendirilen bir

calismaya rastlanmamstir.
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MCZ ve MCZ’nin yikim diirlinii olan etilen tiyoiirenin varligr farkli sucul
ekosistemlerin saptanmistir. MCZ, Veneziiella’da tarimsal aktivitenin yogun oldugu
bir alanda i¢gme suyunda 0,46 ila 1,28 pg/L araliginda saptanmistir (Flores-Garcia vd.,
2011). Baska bir calismada, Meksika’da muz iiretiminin yapildigi bir tarimsal alan
civarindaki sucul ortamlarin ylizey sularinda 22,5 pg/L, yiizey alt1 sularinda ise 4,3
pg/L seviyelerinde etilen tiyolire saptanmistir (Geissen vd., 2010). MCZ i¢in LCso
degerleri gokkusag alabaliginda 1,9 ve 2,2 mg/L arasinda, Mozambik tilapyasinda
(Oreochromis mossambicus) 11,68 mg/L, zebra baligi embriyolarinda 2,17 mg/L
olarak tayin edilmistir (Bisson ve Hontela, 2002; Atamanalp ve Yanik, 2003; Saha vd.,
2016; Vieira et al., 2020). 1,1 mg/L derisimindeki MCZ gokkusag: alabaligi
eritrositlerinde hafifi artis, hemaoglobin ve Idkosit sayisinda ise azalmaya sebep
olmustur (Atamanalp ve Yanik, 2003). 21 giinliik maruziyet sonrasinda 5,5 ng/LL MCZ
bir bagka fungisit olan metalaksil ile zebra baligi hapatosit hiicrelerinde lipid
peroksidasyonu ve enzimatik aktivitelerinde degisimlere neden olmustur (Banaee vd.,
2023). Ayrica, ortamda bulunan >0,5 ug/L MCZ zebra balig1 embriyolarinin gelisimini
etkileyerek larva ¢ikis oranlarini 6nemli derecede azaltmaktadir (Vieira vd., 2020). 3
giin boyunca 0 MCZ maruziyeti sonucunda Yilan balig1 (4Anguilla anguilla) kan
orneklerinde 0,29 ng/L derisimde eritrosit ¢cekirdeklerinde anormallikler, 2,9 ng/L’de
eritrosit ¢cekirdeklerinde anormallik ve buna ilaveten DNA hasarinda istatistiki agidan

onemli derece artiglar gézlemlenmistir (P > 0,05) (Marques vd., 2016).

Diinyanin farkl tilkelerde ve farkli sucul ekosistemlerde ¢ok ¢esitli AZS miktarlari
tayin edilmistir. Ozellikle tarimsal alanlardaki akarsu sistemlerinde yapilan
caligmalara AZS’ nin Gl¢iilmesinde diinyanin farkl iilkelerinden bazi ornekler su
sekilde ozetlenebilmektedir; Isve¢’te 0,3 ile 1 pg/L, Danimarka’da 0,15 pg/L
Almanya’da 29,7 pg/L, Arjantin’de 0,01 to 0,06 pg/L, ABD’de 0,16 ile 4,55 pg/L,
Cin’de 34 pg/L (Han vd., 2016; Berenzen vd., 2005; Wang vd., 2009; Cao vd., 2019;
Battaglin vd., 2011; Jergensen vd., 2013 Corcoran vd., 2020).

Zebra balig1 embriyosunda, larvasin ve yetiskininde AZS icin LCso degerleri sirastyla
0,61, 0,39 and 1,37 mg/L olarak belirlenmistir (Mu vd., 2017). Zebra balig1 dollenmis
yumurtalarinin 96 saatlik > 25 ug/LL. AZS maruziyeti enzim aktivitelerinde ve lipid
peroksidasyon seviyelerinde artisa sebep olmustur (Jia vd., 2018). 4 giinliik 352 pg/L

derisimindeki AZS maruziyeti Atlantik somonunda (Salmo salar) mitokondriyal
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solunumu engelleyerek hiicre biiyiime mekanizmasini bozdugu ve oksidatif strese ve
apoptozise neden oldugu gen ekspresyon seviyelerinin analiz edilmesiyle ortaya
konmustur (Olsvik vd., 2010). 48 saatlik 50 pg/L AZS maruziyeti bir ¢iklit tiirii olan
Australoheros facetus’un yavru ve yetiskin bireylerinde kan parametrelerini negatif
yonlii etkiledigi, hiicrelerde oksidatif strese ve DNA hasarma neden oldugu rapor
edilmistir (Crupkin vd., 2021). Bunlarin yanm sira, AZS’nin baz1 kronik etkileri de
saptanmigstir. 28 gilinlik 10 pg/L AZS maruziyeti zebra balig1 karacigerinde
genotoksisiteye ve oksidatif stres kosullarina yol agmistir (Han vd., 2016).

Tez ¢alismasinda incelenen 3 fungisit i¢in de balik sperm hiicreleri etkileri {izerine
gergeklestirilmis bir caligmaya rastlanmamistir. Diger hayvan tiirleri i¢in bu
incelendiginde, MCZ’nin in vitro kosullarda boga spermatozoa orneklerine etkileri
gosterilmistir. > 1000 ug/L MCZ derisiminin 2 saatlik maruziyet sonrasinda, > 100
pg/L MCZ derisiminin 4 saatlik maruziyet sonrasinda spermatozoa motilite
parametrelerin de Onemli derece azalmaya sebebiyet verdigi belirlenmistir

(Kodithuwakku vd., 2021).

Toksik olabilecegi diigiiniilen veya toksik oldugu bilinen bircok maddenin, sucul
ekosisteme ve bunun Onemli pargasi olan sucul canlilara olumsuz etkilerinin
gosterilmesinde balik sperm hiicrelerinin kullanilmasi etkin bir yontemdir. Bunun igin,
farkli derisimlerdeki kirletici spermatozoa sulandiricisinin igine eklenerek belirli bir
siire, genellikle 2 saat, inkiibe edilerek sonrasinda bu hiicrelerdeki basta motilite
parametreleri olmak iizere degisimlerin gozlenmektedir. Pamuk bitkisine 6zgilin bir
pigment madde olan ve ayni zamanda toksik etkisi olan gossipol ~ 5 mg/L derisiminde,
2 saat sonunda +4 °C’de sar1 tathi su levregi (Perca flavescens) spermatozoa motilite
parametrelerini azaltmig, ~5 mg/L derisiminde istatistiki olarak anlamli derecede
azaltmis, ~104 mg/L derisiminde ise motiliteyi durdurmustur. Ayrica bu orneklerde,
LDH (Laktat dehidrogenaz), aktivitesinde azalma, bu 6rnekler ile yapilan dolleme
calismalarinda dollenme oraninda azalma, anormal embriyo sayisinda artig
gbzlenmistir (P < 0,05) (Ciereszko ve Dabrowski, 2000). Epoksik recinesi ve
polikarbonat plastiklerin sertlestirilmesinde kullanilan bisfenol A bilesiginin bir
mersin balig1 tiirii olan ¢uka balig1 (4Acipenser ruthenus) sperm hiicrelerine etkileri
incelenmistir. 2 saatlik maruziyet sonrasi, > 1,75 pg/L bisfenol A motilite

parametrelerini 6zellikle VCL degerleri azaltmakta ve hiicrelerde DNA hasarina neden
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olmaktadir (Hulak vd., 2013). Ayn1 baligin sperm hiicreleri kullanilarak sularda dogal
olarak kirletici olarak da bulanabilen ve bir ksenobiyotik madde olan durokinonun
toksisitesi gosterilmistir. ~ 4 ila ~ 25 mg/L aralifindaki durokinon derisimlerinin
tiimilinde spermatozoa motilite parametrelerinde ve ATP iceriklerinde azalma oldugu
bulunmustur (Linhartova vd., 2013). Bir diger ¢calismada, antiepileptik bir ilag olan ve
sucul ekosistemde bir kirlilik 6zelligi olusturabilen karbamazepin 0,2, 2 ve 20 mg/L
derisimlerinde sazan baligi (Cyprinus carpio) sperm hiicreleri ile 2 saatlik maruz
birakilmistir. Ortamdaki karbamazepin varlig1 her derisimde lipid peroksidasyonunu
arttirmig, 2 ve 20 mg/L karbamazepin spermatozoa motilitesini ve SOD aktivitesini
istatistiki agidan 6nemli derece diistirmiistiir (Li vd., 2010). Bunlarla birlikte, baz1
elementlerinde in vitro kosullardaki spermatozoa iizerine etkileri incelenmistir.
Ornegin, ortamdaki 10 mg/L derisiminde ¢inkonun varligi, 2 saat sonunda +4 °C’de
motilite parametrelerine olumsuz etkilemistir. 100 mg/L’de ise motilite
parametrelerinde tamamiyla bir azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (Chyb vd.,

2000).

Farkli pestisitlerin in vitro maruziyetleri balik sperm hiicrelerine olumsuz
gostermektedirler. Bir fungisit olarak yayginca kullanilan vinklozolinin g¢uka balig1
spermatozoa Orneklerine 2 saaatlik maruziyeti sonucaunda 2 ila 50 ug/L derisiminde
spermatozoa motilitesi ve VCL degerini azalttigi > 10 pg/L derisiminde DNA hasarina
neden oldugu, enzimatik aktiviteler ve lipid peroksidasyonunda degisikliklere neden
oldugu raporlanmistir (Gazo vd., 2013). Insektisit grubunda yer alan sipermetrin >
1.025 pg/L derisiminde ve lambda-sihalotrin > 0.6 pg/L derisiminde gokkusagi
alabalig1 sperm hiicrelerinde motilite kaybina, lipid peroksidasyonuna ve enzimatik

aktivitelerde degisime neden olmustur (Kutluyer vd., 2015; 2016).

Tez calismasinda, CPL, MCZ ve AZS fungisitlerinin gokkusagi alabaligi sperm
hiicreleri iizerine toksik etkileri degerlendirilmistir. Buna goére, CPL >2 pnug/L
derisimlerde, MCZ >1 ng/L derisimlerde ve AZS >5 pg/L derisimlerde spermatozoa
motilite parametrelerini istatistiki olarak azalttig1 saptanmistir. Benzer derisimlerde,
TAK degerleri, SOD aktiviteleri ve DPPH inhibisyon seviyelerinde azalmalar, lipid
peroksidasyonunda ise artmalar belirlenmistir. Bu degerler goz Oniine alindiginda,
fungisit miktarlar1 agisindan bir siralama yapildiginda AZS > CPL > MCZ oldugu

gbzlemlenmektedir.
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Degerlendirilen fungisitlerinin spermatozoa motilite degerlerini %50 seviyesine
diisiirdiigii degerler CPL i¢in 10 pg/L, MCZ icin 5 pg/L ve AZS ig¢in 200 pg/L olarak
tayin edilmistir. Bu derisimlerin bulundugu spermatozoa orneklerinin yag asidi
profilleri incelendiginde fungisit gruplarinin heneikosanoik asit (C21:0) haricinde
diger yag asitlerinde degisimler oldugu gézlemlenmistir. Ozelikle toplam PUFA’y1
olusturan linoleik asit, linolenik asit, eikosatrienoik asit, eikosapentaenoik asit (EPA),
heneikosapentaenoik asit, dokosahegzaenoik asit (DHA) miktarlarinda 6nemli
azalmalar belirlenmistir. Yag asidi miktarlar1 acisindan bir siralama yapildiginda
kontrol > MCZ > CPL > AZS oldugu gozlemlenmektedir. Motilitenin %50
seviyesinde oldugu bu derisimlerde, AZS uygulamasinda saptanan lipid peroksidasyon

degerlert MCZ ve CPL’deki degerlere gore daha yiiksektir.

Genel olarak degerlendirildiginde, toksik maddeler olarak nitelendirilen fungisitler
cesitli yollarla sperm hiicreleri iizerine olumsuz etkiler gosterebilmektedirler. Sperm
membran biitiinliigiinde ve gegirgenliginde bozulmalara sebep olabilirler, 6zelikle
hiicrede bulunan ve serbest radikallere karsi hassas olan PUFA’lara zarar vererek
oksidatif stres kosullari olusabilir ve bazi enzimlerin ¢alismasina engel olarak
mitokondriyal solunumu engelleyebilirler (Rao ve Gangadharan, 2008; Zhou vd.,
2006; Liv vd., 2010; Hulak vd., 2013). Birbiri ile baglantili olan bu temel etkime
yollarinin biri veya birkac1 hatta hepsi birlikte hiicreye zarar verebilmektedir. Sperm
membran biitiinliigii, sperm hiicresinin motilite kazaniminda son derece Snemlidir
(Morisawa, 1985). Hareketsiz olarak sucul orama birakilan spermatozoa, segici
gecirgen zar kabiliyeti ile dis ortam ile Ca?’, Na* ve K' iyonlarin alisverisinde
bulunarak zar polarizasyonunu degistirmektir (Krasznai vd., 2003). Boylelikle hiicre
icerisinde motilitenin baslamasi i¢in sinyal molekiilii olan cAMP (siklik adenozin
monofosfat) sentezi (yani miktari) hiicre iginde artar (Cosson vd., 1993). cAMP,
spermatozoa i¢indeki mitokondrilerde olusan ATP’den (adenozin trifosfat) sentezlenir
ve kamg¢1 hareketi i¢in gerekli enerji bu mekanizmadan saglanir (Dzyuba vd., 2017).
Fungisitlerin onemli etkilerinden biri mitokondriyal solunumu durdurmasidir
(Rodrigues vd., 2013). Tez calismasinda, fungisitlerin lipid peroksidasyonunu
arttirarak oksidatif dengeyi bozdugu gosterilmistir. Buna karsin, degerlendirilen diger
iki fungisit olan CPL ve MCZ’ ye kiyasla en ¢ok lipid peroksidasyonunun oldugu ve
en diisiik PUFA degerlerinin 0Olciildiigii AZS daha yiiksek miktarlarda (200 pg/L)

motiliteyi %50 seviyesine indirmistir. Bu durum, bu fungisitlerin toksik etkilerinin,
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lipid peroksidasyon seviyesi ve yag asitlerinin olumsuz etkilenmelerinden ziyade,
bunlarin mitokondriyal solunum ve ilgili enzimleri daha 6ncelikli olarak etkiledigini

diistindiirmektedir.
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6. SONUC

Bir¢ok kirletici gibi pestisitler de sucul ekosistemler gibi kullanim alanlar1 disina
ulasarak, buradaki hedef dis1 organizmalara olumsuz etkiler olusturmaktadirlar. Son
yillarda artan tarimsal iiretim ve gereginden fazla kullanim gibi sebepler ile 6zellikle
fungisitlerin yillara gore miktar olarak kullanimi yiikselmistir. Dogal olarak bunlarin
sucul ekosisteme karisma oraninin da artis1 beklenmektedir. Ozellikle iilkemizde,
fungisitlerin farkli sucul ekosistemler ve sucul canlilarda tayin edilmesi iizerine
caligmalara ihtiya¢ vardir. Fungisitlerin ve yikim {riinlerinin, sucul ekosistemde
bulunmalarina bagli olarak, bunlarin canlilar {izerine etkilerini degerlendirmek énem
kazanmaktadir. Bu tez c¢alismasinda 3 farkli fungisitin, balik sperm hiicreleri

kullanilarak farkli toksik etkilere sahip oldugu gosterilmistir.

Her ne kadar sucul toksisite gosteriminde baliklar ve doku kiiltlirlerinin kullanimlari
yaygin olmasina karsin, sperm hiicrelerinin gecerli bir alternatif oldugu goriilmektedir.
Ayrica bu tez caligmasinda fungisitler arasinda toksik etki farkliliklarin1 géstermesinde
de balik sperm hiicrelerinin kullanilabilirligi belirlenmistir. Dahast sperm hiicrelerinin
kullanilmasinda bazi avantajlarda beraberinde gelmektedir. Ornegin baliklarin
toksisite deneylerinde kullanilmasinda daha uzun siireli deney siiresi gereklidir (3 ila
21 giin gibi), daha maliyetlidir, daha ¢ok is giicii gerektirir ve deney sonucunda
baliklarin dliimleri ile sonug¢lanmaktadir. Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda da daha fazla
maliyet ve is giiclinlin yaninda, laboratuvarda steril kosullarin olusturulmasi gibi

zorluklar bulunmaktadir.

Sonug olarak alabalig1 sperm hiicreleri kullanilarak CPL, MCZ ve AZS fungisitlerinin
etkileri gézlemlenmistir. Bu fungisitlerin, derisimlerine bagli olarak spermatozoa
orneklerinin motilite parametrelerine, oksidatif stres kosullarina ve yag asidi

kompozisyonlara etki ettikleri gésterilmistir.
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