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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

GLĠFOSATIN ZEBRA BALIĞI (Danio rerio) EMBRĠYONĠK GELĠġĠMĠNDE 

ANTĠOKSĠDAN SĠSTEME ETKĠLERĠ 
 

AyĢegül YILMAZ 

 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimler Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Genetik Bilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof. Dr. Orhan ERDOĞAN 

 

Bu çalıĢmada, özellikle tarımsal alanlarda bulunan istenmeyen yabani bitkilerin 

öldürülmesinde kullanılan glifosatın zebra balığı (Danio rerio) embriyoların antioksidan 

sistemleri üzerindeki etkisi araĢtırılmıĢtır. Bu amaç için 20 balık embriyosu 96 saat 

boyunca 1, 5, 10 ve 100 mg/L glifosata maruz bırakılmıĢtır. Deney aĢaması tam Ģansa 

bağlı basit deneme planına göre, dört tekrarlı olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Bir kontrol ve 

dört muamele grubu olarak toplamda beĢ grup ile çalıĢma yürütülmüĢtür. ÇalıĢma 

sonucunda glifosatın uygulama gruplarındaki SOD ve GSH-Px‟e ait mRNA 

ekspresyonlarını istatistiki olarak önemli ölçüde düĢürdüğü gözlemlenmiĢtir. 

2016, 50 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Zebra balığı (danio rerio), antioksidan sistem, glifosat 
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ABSTRACT 

MS Thesis 

 

EFFECTS OF GLYPHOSATE ON ZEBRA FISH (Danio rerio) EMBRYONIC 

DEVELOPMENT IN ANTIOXIDANT SYSTEM 

 

AyĢegül YILMAZ 

 

Ataturk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Molecular Biology and Genetics 

Department of Microbiology 

 

Supervisor: Prof. Dr. Orhan ERDOĞAN 

 

In this study, we investigated the effects of glyphosate which is frequently used for 

killing of undesired wild plant in agricultural areas on antioxidan system of Danio 

rerio‟s embriyonic stage. For this purpose, 20 fish embryo were exposed to 1, 5, 10 and 

100 mg/L of glyphosate for 96 hours. The experiment was designed according to simple 

experimental design as four replicates. The experiment was completed in totally five 

groups which are one control and four experiment groups. The results of this study 

showed that SOD and GSH-Px mRNA expression was significantly decreased in 

glyphosate treatment group samples compared with control groups. 

2016, 50 pages 

Keywords: Zebra fish (Danio rerio), antioxidant system, glyphosate 
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1. GĠRĠġ 

Beslenme problemi günümüzde ve gelecekte hızla artan dünya nüfusunun önemli 

problemlerinden biridir. Nüfusun hızlı artmasına karĢı tarım alanlarının kısıtlı 

olmasından dolayı birim alandan en yüksek verimin alınması istenen bir durumdur 

(Öztürk 1990). 

Ġstenmeyen mikroorganizma, böcek, yabani ot ve zararlıları öldürmek, çoğalmalarını 

engellemek ve ortamdan uzaklaĢtırmak amacıyla kullanılan kimyasal, biyolojik veya 

fiziksel aktif maddelere pestisit denir. Fare, böcek ve diğer hayvanlar ile istenmeyen 

mantar ve küfler, bitki ve yabani otlar, bakteri ve virüs gibi mikroorganizmalara pest 

denir. Pestleri kontrol altına almak için pestisitler yüzyıllardır kullanılmaktadır. Kükürt, 

Çinliler tarafından M.Ö. 1000 yıllarında ilk defa pestlerin kontrolünde kullanılan bir 

fumiganttır (Yurdun 2007). 

Hedef organizmalar üzerine pestisitlerin spesifik toksisite göstermesi istenirken, hedef 

olmayan ve zararsız organizmalara toksik etkilerinin minimum olması istenen bir 

durumdur. Bunu sağlamak için ilk sentezlenen maddelerin ikinci ve üçüncü nesilleri 

olarak adlandırılan ve daha güvenilir olduğu düĢünülen maddelerin sentezi yapılmıĢtır. 

Fakat, her pestisit belli bir toksisiteye sahiptir ve sağlık için tam güvenli pestisit türü 

yoktur (Vural 2005). 

Pestisitlerin Türkiye‟de tüketim miktarlarını yüzde olarak kıyaslarsak, %47 ile en fazla 

intektisitlerin, sonrasında %24 ile herbisitlerin ve %16‟lık oranla fungusitlerin 

kullanıldığı gözlenmiĢtir (Tarım ve Köy iĢleri Bakanlığı Zirai AraĢtırma Merkezi 2005). 

Tarımsal alanlara uygulanan pestisitler bu alanlardan atmosfer ile, kar ve yağmur 

sularının oluĢturduğu erezyon ile ve drenaj sularıyla ekosisteme dağıldıkları 

görülmüĢtür (Egemen 2000). 
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Pestisitlerin çevreye olan etkileri; uygulama zamanlarına, uygulama Ģekillerine ve 

formülasyonlarına bağlı olarak farklılık gösterir. Uygulanan pestisitlerin %0.1‟den daha 

az miktarı hedef organizmaya ulaĢırken, geri kalan kısmı ekosisteme karıĢmaktadır 

(Yıldız vd 2005). 

Tarım alanlarının yüzölçümü azalırken dünya nüfusu hızla artmaktadır. Bu azalmayla 

beraber birim alandan alınan verimin arttırılması zorunlu hale gelmiĢtir. Ziraii alanda 

mücadele için en çok kullanılan metot pestisit grubundan olan herbisitler ile yapılan 

kimyasal mücadeledir (Tepe 1997). 

Doku ve hücreler, canlı organizmalarda patolojik yolla veya normal metabolizma ile 

ortaya çıkan radikal ürünleri ve reaksiyonlarını baskılayan güçlü bir savunma sistemine 

sahiptir. Radikaller ile hızla reaksiyona girerek zararlı etkileri önleyen maddelerin 

hepsine birden kısaca “antioksidanlar“ veya “antioksidan savunma sistemleri“ denir 

(Mccord and Fridowich 1969). 

Antioksidanlar, 

 GeçiĢ metal iyonlarını uzaklaĢtırarak, 

 Reaktif oksijen türlerini temizleyerek veya baskılayarak, 

 Oksijeni uzaklaĢtırarak veya 

 BaĢlamıĢ olan reaksiyonları kırarak etkili olurlar (Halliwell 1997). 

Bu araĢtırmaların yapılmasında model organizma olarak zebra balığı (Danio rerio) 

tarafımızdan seçilmiĢtir. Zebra balığı, laboratuvar koĢullarında kolay yetiĢmesi, Ģeffaf 

yapılı olmasından dolayı gözleme uygun olması, haftalık 100-200 yumurta bırakma 

yeteneği gibi özelliklerinden dolayı son zamanlarda çok tercih edilen bir türdür. 

Yaptığım tez çalıĢmamda, 96 saat süre ile 1, 5, 10 ve 100 mg/L konsantrasyonlarında 

glifosata maruz bırakılan 20 adet zebra balığı embriyoları 24, 48, 72 ve 96. saatlerde 
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gözlenmiĢ ve deneme sonunda glifosatın antioksidan savunma mekanizmasını oluĢturan 

bazı enzimler üzerine nasıl etki ettiği belirtilmiĢtir. 

1.1. Genel Bilgiler 

1.1.1. Pestisitler ve sınıflandırılmaları 

Tarım ürünlerine veya hayvansal gıdalara, üretim, hasat, depolama, taĢıma ve tüketim 

sırasında zarar verebilen herhangi bir organizmayı (yabancı otlar da dahil) kontrol altına 

almak ve bu organizmaların zararlarını önlemek amacıyla uygulanan veya hayvanların 

vücutlarındaki herhangi bir zararlının kontrolü için kullanılan madde veya karıĢımlara 

pestisit denilmektedir (Soyöz ve Özçelik 2003; Çakıroğulları 2006). Pestisit kullanımı, 

tarım ürününü hastalık ve yabancı otların zararından korumak, kaliteli üretim 

yapabilmeyi güvence altına almak için kullanılan bir tarımsal mücadele Ģekli olup ürün 

kayıplarını büyük oranlarda azaltan en önemli ifadelerden biridir (Damalas et al. 

Eleftherohorinos 2011). 

Bulunduğu yerde yetiĢmesi istenmeyen tüm bitki türlerine yabancı ot denilmektedir. Bu 

yabancı otlar tarımı yapılan bitkilerle rekabet içinde olurlar. Pestisit, insan yaĢamında 

zararlı olan canlıları öldürmede kullanılan bileĢik veya maddeleri ifade eden genel bir 

terim olarakta tanımlanabilir (McEven and Stephenson 1979). 

Genellikle içme sularında, nehir, göl ve diğer sucul ortamlarda, pestisitler tek baĢına 

veya karıĢım olarak karĢımıza çıkabilir (Fernández-Alba et al. 2002). Bu sebepten 

dolayı pestisitlerin olumsuz taraflarına maruz kalan canlı gruplarının belki de en önde 

geleni sucul ortamlarda yaĢayan organizmalardır (Kuhn and Streit 1994; Güven vd 

1999; Sornom et al. 2010). 

Herbisitlerin tarımsal ekosistemlerde kullanılmakta olan pestisitlerin önemli bir 

bölümünü oluĢturduğunu ve genel olarak alglerin tür kompozisyonlarını değiĢtirerek 

akuatik toplulukların yapısını ve fonksiyonlarını bozabildiği belirtilmiĢtir (ErmiĢ 2006). 
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Tarım alanlarının dıĢında da kullanılan pestisitler, depolanmıĢ ürünlerin korunmasında, 

ormanlara zarar veren organizmalara karĢı ve su kanallarında akıĢı engelleyen yabani 

otlara karĢı da geniĢ bir yelpazede kullanılabilmektedir (Rajendran et al. 2005; 

Çakıroğulları 2006). 

Farklı açıdan bakıldığında, gereğinden fazla, zamansız ve bilinçsizce kullanılan 

pestisitler zararlıların daha dayanıklı hale gelmesine, üründe kalitesizleĢmenin 

yaĢanmasına, hayvan ve insanların zehirlenmelerine neden olmaktadır (Gürcan 2001). 

Ġdeal bir pestisit özellikleri; 

 Ġstenmeyen zararlı maddeleri kontrol edebilmeli, 

 Hedef olmayan organizmaya zarar vermemeli, 

 Uygun bir sürede ekolojik olarak çözünür olmalı, 

 Uygulama alanı dıĢına çıkma eğilimi olmamalı, 

 Çevrede birikme potansiyeli olmamalıdır (Yalvaç 2005). 

Fakat günümüzde kullanımı olan hiçbir pestisit yukarıdaki ideal niteliklerin tümüne 

sahip değildir. Yapılan araĢtırmalarda, pestisitlerin toprak kirleticisi olduğu, yeraltı 

sularına ve denizlere de karıĢtığı gösterilmiĢtir (Sapota 2004; Yalvaç 2005). 

Çok düĢük düzeydeki pestisit kalıntıları bile sulardaki canlı organizmalarda birikim 

göstererek canlı sağlığı ve çevreyi çok ciddi etkileyebilmektedir. Aynı zamanda 

gıdalarla ve sulardaki kalıntılarla veya hava yolu aracılığıyla insanlara geçebilmektedir 

(Shukla et al. 2006). 

Toksikoloji biliminin temelini pestisitler oluĢturur. Ġster doğal ister sentetik kimyasallar 

olsun, hem insan hem de diğer organizmalar için toksik etkilere sahip oldukları 

bilinmektedir. Uzun süreli olarak çevrede kalan pestisitler, mutajen, teratojen ve en 

önemlisi karsinojen olabilirler (Siemering et al. 2004; Güven 2005). 
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Pestisitlerin çevresel etkilerinde en çok bilinenlerinden birisi de mutasyonların 

baĢlatılması durumudur (Epstein and Legator 1971; Yoder et al. 1973). Özellikle 

uygulamalardan sonra ürünlerde pek çok pestisitin yüksek dozlarda gözlenmesine 

rağmen topraktaki bileĢiklerin dilüsyonu düĢünüldüğünde en az bir test sisteminde 

mutasyon artıĢının gözlemlenebildiği gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmalar tavsiye edilen tarım 

uygulamalarının sonucunda pestisit artıklarını ve genotoksitesini hesaplamak için 

yapılmıĢtır (Rodrigues et al. 1998). 

Çizelge 1.1. Pestisitlerin sınıflandırılması (Buchel 1983) 

Ġlacın Fiziki 

Haline Göre 

ĠĢlevlerine 

Göre 

Zararlının 

Biyolojik 

Dönemine Göre 

BileĢimindeki 
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Göre 

Yarı 

Ömürlerine 

Göre 

Hedef Aldığı 

Organizmaya 

Göre 

Katı 

formülasyonlar 

Yaprak 

dökücü 

Larvaları 

öldürenler 

(larvasitler) 

Organofosfatlar 

Dayanıksı

z (1-2 

hafta) 

Böcek 

öldürenler 

(intektisitler) 

Sıvı 

formülasyonlar 

 

Kurutucu  

Yumurtaları 

öldürenler 

(ovisitler) 

N-metil 

Karbamatlar 

Orta 

dayanıklı  

(1-8 yıl) 

Fungusları 

öldürenler 

(fungusitler) 

 

         
KısırlaĢtırıcı  

Yumurta ve 

larvaları 

öldürenler 

(Ovalarvasitler) 

Organoklorinler 
Dayanıklı 

(2-5 yıl) 

Fungusların 

faaliyetini 

durduranlar 

(fungustatikler) 

 

         
Çekici 

Erginleri 

öldürenler 

Sentetik 

pyretroitler ve 

pyretrinler 

 

Yabancı otları 

öldürenler 

(herbisitler) 

 

         
Kaçırıcı  

 

       
Arsenikler  

Örümcekleri 

öldürenler 

(akarisitler) 

 

         

Büyüme 

yönlendirici 

 

       

 

      
 

Bakterileri 

öldürenler 

(bakterisitler) 

                             

Yaprak 

bitlerini 

öldürenler 

(aphisitler) 
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Palüzar (2013) tarafından bildirildiğine göre, pestisitlerin sınıflandırılması daha genel 

olarak ele alınırsa, hedef aldığı organizmaya göre yapılmaktadır. Bu sınıflandırmaya 

göre Dünyada ve Türkiye‟de en yaygın kullanılanlar sırasıyla Ġnsektisidler (böcek 

öldürücüler), Herbisidler (yabani ot öldürücüler), Fungusidler (fungus öldürücüler) ve 

Rodentisidlerdir (kemirgen öldürücüler). Pestisitlerin organizmalar üzerindeki zararlı 

etkilerinin incelenebilmesi için de kimyasal yapılarının bilinmesi gerekir ve bundan 

dolayı kimyasal yapılarına göre sınıflandırma daha önemlidir ifadeleri öne sürülmüĢtür. 

Pestisitler kimyasal yapılarına göre; 

1. Organoklorinler 

2. Organofosfatlar 

3. Karbamatlar 

4. Pretrinler ve Sentetik Pretroitler Ģeklinde sınıflandırılabilir (Palüzar 2013). 

Dünyada ve ülkemizde zararlıları yok ederek daha rahat bir yaĢam ve kaliteli ürünler 

elde etmemizi sağlayan pestisitler, hedef organizmalar gibi hedef olmayan 

organizmalara da zarar verebilmektedirler (McEven and Stephenson 1989; Amdur 

Doull and Klassen 1991). 

Bu maddeler hedef dıĢı organizmalara çeĢitli yollarla bulaĢmakta ve organizmalarda 

sinir, immün ve endokrin gibi sistemleri; karaciğer, kalp gibi organları etkilemektedir 

(Guest et al. 1991). 

Pestisitler, su birikintileri ve havzalara doğal olarak yağmur suyu ile veya sulama yolu 

aracılığıyla girebilir (Tardiff 1992; Hosokawa et al. 1995). 

Sucul ortama bulaĢan pestisitlerin davranıĢı pestisitin kararlılığına ve çözünürlülüğüne 

bağlıdır. Daha kararlı olan pestisitlerin genellikle sucul ortamdaki etkileri daha fazladır. 

Eser miktarlarda dahi olsa suda pestisit kalıntılarının bulunması suda yaĢayan 
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organizmaların besin zincirinde oldukça önemli olan fitoplankton ve zooplanktonların 

geliĢimleri durmaktadır (Khan 1977). 

Pestisitlerin endiĢe verici özelliklerinden bir tanesi de sucul ortamda yaĢayan 

organizmalar tarafından biriktirilmesidir. Polarite, çözünürlük, dağılma ve uçuculuk gibi 

pestisit özellikleri biyolojik birikimi etkilemektedir. Pestisitleri sudan alan planktonlar 

biriktirirler ve sonrasında omurgasızlara ve balıklara aktarırlar, bu canlılar da kuĢlar, 

balıklar, memeliler ya da insanlar tarafından tüketilebilirler (Chau and Afghan 1982). 

1.1.2. Glifosat (N-fosfonometilglisin) 

Tarım alanları, ormanlık alanlar ve bahçe bakımında istenmeyen bitkilerden kurtulma 

amacıyla uygulanan ve organofosfatlı bir herbisit olan glifosat, bu bitkilerin kontrolünde 

büyük baĢarı sağlamıĢtır, bu sebepten dolayı yaygın kullanıma sahiptir (Chan and 

Mahler 1992; Baylis 2000; Woodburn 2000). Glifosat, geniĢ spektrumlu ve seçici 

olmayan bir herbisiddir. Tek ve çok yıllık bitkilerde bu herbisid yüksek bir aktiviyeye 

sahiptir (Franz 1985). 

 

ġekil 1.1. Glifosatın açık formül yapısı (C3H8NO5P) (Journal of Pesticide Reform 

2004). 

Glifosat, özellikle pirinç, mısır ve soya ekimi yapılan tarımsal alanlarda, bahçe 

bakımında, ormanlık alanlarda, otlakların ve yeĢillik alanların istenmeyen bitkilerinden 

kurtulmak gibi amaçlardan dolayı sık olarak kullanılmaktadır (Dallegrave et al. 2003). 
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Glifosat tarım alanları ve ormanlık alanlar gibi yerlerde istenmeyen yabancı otların 

öldürülmesinde kullanılan seçici olmayan bir herbisittir (Chan and Mahler 1992; Baylis 

2000; Woodburn 2000). 

Gifosatın sudaki çözünürlüğü yüksektir bu sebepten dolayı hem toprak hem de sucul 

ekosistem sürekli olarak kontamine olmaya açık haldedir. Hedef olmayan 

organizmaların da etkilenmesinden dolayı bu canlıların geliĢimi, fizyolojisi, morfolojisi, 

biyokimyası ve immünolojisi üzerinde mutasyonlar ortaya çıkabilir (Tate et al. 1997). 

Glifosat, bir yıllık bitkilerin kontrolünde oldukça büyük baĢarı sağlamaktadır. Bundan 

dolayı glifosat dünyada kullanım olarak önde gelen herbisiti olmuĢ ve hala marketi en 

fazla büyüme gösteren herbisittir (Baylis 2000). 

Pestisitlerin çoğunda olduğu gibi, bitki hücresine giriĢi kolay olması istendiğinden 

glifosatta da sürfektan madde eklenerek birçok ticari isme sahip (Roundup®, Rodeo®, 

Accord®, Vision®) ticari formları piyasaya sürülmüĢtür. ABD‟nde 1970‟lerin baĢında 

kimyasal Ģirketi olan Monsanto tarafından üretilen Roundup ilk glifosatlı herbisittir (St. 

Louis, MO, USA) ve Avrupa ülkeleri ile ABD‟de sıklıkla kullanılmaktadır (Tominack 

et al. 1991; Lee et al. 2000; Bradberry et al. 2004). Glifosat, Roundup‟ın aktif 

bileĢenidir ve dünya pazarındaki yerini 1995-2001 yılları arasında üç katına çıkarmıĢtır 

(Monsanto 2001). 

Mitchell et al. (1987) göre, glifosatın en fazla tercih edilen ticari formu Roundup, 

formulasyonunda farklı oranlarda olacak Ģekilde, bir sürfektan madde olan 

polioksietilen amin (POEA) içerir ve bu madde glifosatın bitki hücresine nüfuz etmesini 

kolaylaĢtırır. 

Glifosatın toksik etkisi aktif madde ile beraber kullanılan sürfektan maddeyle alakalıdır. 

Sürfektan madde tek baĢına uygulandığında glifosata oranla daha az toksiktir, fakat 

diğer bileĢenlerle beraber Roundup‟ın toksisitesini artırmaktadır (Carlisle and Trevors 

1988; Cox 1996; Giesy et al. 2000). 
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Roundup‟ın glifosata göre toksik etkisinin daha fazla olduğu yapılan bir anafaz-telofaz 

soğan testinde saptanmıĢtır (Rank et al. 1993). Martinez and Brown (1991) ise yaptığı 

bir çalıĢmada farelerin ölümüne neden olan Roundup dozunun, glifosat dozunun 1/3‟ü 

kadar olduğunu görmüĢlerdir. Bunlara ek olarak akut toksisite alanında yapılan 

çalıĢmalarda da, glifosatın sürfektanla birlikte kullanımında açığa çıkan toksik etkisinin, 

tek baĢına glifosatın toksik etkisinden daha güçlü olduğu saptanmıĢtır (Adam et al.  

1997; Dallegrave et al. 2002). 

2010 yılında yapılan bir çalıĢmaya göre Türkiye‟de pestisit kullanımı yaklaĢık 33.000 

tondur. Bu pestisit miktarının %47‟sini intektisitler, %24‟ünü herbisitler, %16‟sını 

fungusitler, %13‟ünü diğer gruplar oluĢturmaktadır. Bu pestisitlerin yıllık satıĢ tutarıda 

yaklaĢık 230- 250 milyon dolar olduğu bildirilmiĢtir (Tiryaki vd 2010). 

Çizelge 1.2‟de belirtildiği gibi, 2009 yılında 12 bin ton civarı olan ithalat miktarı 2011 

yılında 25.776 tona çıkmıĢtır, 2013 yılında ise 20.637 tona kadar bu sayı düĢmüĢtür. 

Önceki beĢ yıllık dönem göz önüne alındığında 2005 yılında 11.000 ton ihracatın 2008 

yılında 26.000 tona çıktığı gözlenmiĢtir. Tüm bu verilere bakarak Türkiye‟de pestisit 

kullanımı sabit olarak değil daha çok dalgalı bir seyir izlemekte Ģeklinde yorum 

yapılabilir (Demirci vd 2015). 
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Çizelge 1.2. Yıllara göre Türkiye‟de pestisitlerin ithalat miktarları 

 

Glifosatın toprakta parçalanması hızlı bir Ģekilde olur, suda parçalanması ise minimum 

seviyededir. Aminometilfosfonik (AMPA) yıkım ürünlerinden biridir. Bu yıkım 

ürününden ise formaldehit meydana gelir ve bu bileĢik toksik bir bileĢiktir. Glifosatın 

biyolojik parçalanması ise C-N arasındaki bağın ayrılması ve AMPA oluĢumu 

Ģeklindedir. Oksijenli durumlarda parçalanma oksijensize oranla daha hızlı olmaktadır 

(Brewster et al. 1991). 

1.1.3. Zebra balığı (Danio rerio) 

Toksikolojik denemelerde kullanılan canlılar olabildiğince ekosistemi temsil edebilen 

yerli türler olmalıdır. Seçilecek olan türün ekonomik ve ekolojik öneme sahip olması 

ayrıca temininin de kolay olması gerekir. Türler arası ve tür içi duyarlılık farklılık 

gösterdiği için duyarlılık aralığı geniĢ olan canlıların tercihi büyük avantaj 

sağlamaktadır. Seçtiğimiz türlerin kültürlerinin yapılabilir olması ve laboratuvar 

koĢullarına dayanıklılığı yüksek olması gerekir. 

2009 
12% 

2010 
21% 

2011 
25% 

2012 
22% 

2013 
20% 
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Balık gibi sucul omurgalılar çevrelerinden yayılan stres faktörlerine diğer canlılardan 

daha fazla maruz kaldıkları için balıklarla alakalı yapılan ekotoksikolojik araĢtırmalar 

oldukça önemlidir. Son yıllarda yapılan ekotoksikoloji çalıĢmalarında Zebra balığı 

(Danio rerio) yumurta ve embriyolarının sıklıkla kullanıldığı görülmektedir. 

Dayanıklı olmalarının yanında kolay bulunmaları, laboratuvar ortamında kolay beslenip 

çoğaltılabilmesi, yüksek üreme kapasitesi, yumurta ve embriyolarının saydam 

olmasından dolayı kolay izlenebilir olması, jenerasyon zamanlarının kısa olması ve 

toksik ajanlara yumurtalarının duyarlı olması gibi sebeplerden dolayı (Hisaoka and 

Battle 1958; Kimmel et al. 1995; Lele and Krone 1996) günümüzde model organizma 

olarak daha sık kullanılmaya baĢlanmıĢtır. 

Sunulan tez çalıĢmasında deney türü olarak zebra balığı (Danio rerio) larvaları 

seçilmiĢtir. Bu türü çalıĢmamızda tercih etmemizin sebepleri ise; 

 Laboratuvar ortamına uyum kabiliyetinin yüksek olması, 

 Genetik yapısı, genel fizyolojisi ve davranıĢlarının iyi bilinmesi, 

 DıĢ döllenme gerçekleĢtirdiğinden embriyonik tüm safhalarının izlenebilir olması 

ve değiĢiklik yapılabilmesi, 

 Ġnsana ait birçok geliĢim ve hastalık genleriyle benzeyen genler bulundurması, 

 Genetik analizlere uygun olması, 

 Birey baĢına haftada yaklaĢık olarak 120-150 yumurta üretebilme kapasitesinin 

olması ve 

 Ġnsan genlerine ait karĢılaĢtırmalı haritalamada kullanılması gibi özellikleri 

bulundurduğu içindir (Greenberg et al. 1985; Rand 1995; Atamanalp 2004). 

Cyprinidae familyasına ait tropikal olan bir türdür zebra balığı. Zebra balıklarının ana 

vatanı Güneydoğu Himalayadır ve yaygın olarak Pakistan ile Hindistan‟da 

yaĢamaktadırlar (Mayden et al. 2007). 
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Bütün bu özelliklere ek olarak, zebra balıklarının hayat döngüsünü laboratuvar 

farelerine göre daha erken sürede tamamlaması, fareler ile yapılan deneylerin 

tamamının zebra balıkları ile de yapılabilmesi ayrıca daha fazla neslin takip edilebilir 

olması da bu balıkların avantajları arasındadır. Toksikoloji çalıĢmalarında zebra 

balığının araĢtırmacılar tarafından tercih edilmesinin baĢka bir sebebi de uygulanan 

testin kısa ve sonuçlarının tartıĢmasız net oluĢudur (Din 2002). 

Westerfield (1995) ve Spence (2008)‟in görüĢlerine göre zebra balıklarının döllenme 

periyodu yaklaĢık 3-4 aydır ve diĢi balıkların yumurtlama yetenekleri 2-3 gün 

aralıklarladır. Ovulasyonun olması ve yumurtlamanın gerçekleĢebilmesi için aynı 

ortamda bir de erkek bulunmalıdır. DöllenmiĢ yumurta ilk andan itibaren Ģeffaftır ve 

geliĢimi hızlı bir Ģekilde ilerler. Embriyoların geliĢiminde en ideal sıcaklık 28,5°C‟dir. 

Döllenmenin 36. saatinde balığın tüm ana organları taslak olarak ortaya çıkar. 

Yumurtadan çıkan larvalar birkaç gün sonra daha vitellüs kesesi tükenmeden dıĢ 

ortamdan yem almaya baĢlarlar. 90 günlük olmuĢ ergin bir birey yaklaĢık olarak 2 cm 

uzunluğunda ve üreme fonksiyonlarına sahiptir. 

Zebra balıkları zooplankton, böcekler, fitoplankton ve böcek larvaları ile beslenebilirler. 

Eğer tercih ettikleri beslenme kaynaklarına ulaĢamazlarsa farklı besinler ile de 

beslenebilirler (Spence et al. 2008). 

Bakımının uygun koĢullarda kolay olması, tek seferde fazla sayıda yumurta verebilmesi 

ve bu yumurtaların Ģeffaf olması bu balığın geliĢim psikolojisi, toksikoloji, onkoloji, 

embriyoloji, teratoloji, nörobiyoloji, genetik, kök hücre ve çevre bilimleri gibi pek çok 

çalıĢma için uygun bir model organizma olmasını sağlamıĢtır (Fabacher 2000; Nagel 

2002). 

1.1.4. Antioksidan sistemler 

Serbest radikal kaynaklarını ve yapabildiklerini bildiğimiz vakit bu bileĢikleri nötralize 

eden antioksidanları daha iyi anlamıĢ oluruz. Yiyecekleri, özellikle de yağları bozulma 
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ve oksidasyondan koruyan antioksidanlar mikro besin maddeleridir. Adından da 

anlaĢılacağı gibi vücuttaki maddelerin oksijenle birleĢmesini engelleyerek canlıdaki bu 

maddelerin oksidasyonunu engeller. Temel olarak antioksidan sistem, serbest 

radikallerin nükleik asitlere (DNA), hücre zarına ve hücre bileĢenlerine saldırmasını 

önlemek amacıyla bu radikalleri kendine çeker ve bağlar. Antioksidan özellikte olan 

birçok madde bulunur. Bu maddelerin bir kısmı vücut tarafından üretilirken, bir kısmı 

dıĢarıdan özellikle de bitkiler aracılığıyla alınır. Antioksidanlar baĢlıca endojen (doğal) 

ve eksojen kaynaklı olarak iki ana gruba ayrılsa bile aynı zamanda serbest radikallerin 

oluĢumunu engelleyenler ve mevcut olan radikalleri etkisiz hale getirenler olarak veya 

enzim olanlar ile enzim olmayanlar Ģeklinde de sınıflandırmak mümkündür (Palüzar 

2013). 

Reaktif oksijen türlerin oluĢması ve bu türlerin ortaya çıkardığı hasarların önlenmesi 

için vücutta çeĢitli savunma mekanizmaları bulunmaktadır. „Antioksidan savunma 

sistemleri‟ veya „antioksidanlar‟ diye adlandırılan bu sınıflar; serbest radikalleri 

nötralize ederler ve sebep oldukları hasarı tamir etmeye yardımcı olarak, vücudun 

etkilenmesini en aza indirir veya vücudun yenilenmesini sağlarlar (Ames et al. 1993). 

Oksidatif stres, serbest radikallerin üretimi ve üretilen bu serbest radikallerin yıkıcı 

etkilerine karĢı hücrelerin karĢı koyabilme yetkileri arasındaki sitopatolojik zincirleri 

ifade eder (Simonian and Coyle 1996). 

Herhangi bir sebepten dolayı reaktif oksijen bileĢiklerinin aĢırı oluĢumu veya 

antioksidan savunma ve onarım sistemlerindeki yetersizliklerden dolayı oksidatif stres 

geliĢir (Kökoğlu 1998). 

Serbest radikaller: Az sayıda molekül tek elektronlu olup, çoğu molekül çift 

elektronludur. Tek, yani eĢleĢmemiĢ elektron bulunduran bu moleküller, bulabildikleri 

herhangi bir molekülle etkileĢerek bu molekülden elektron alırlar veya ona bir elektron 

verirler. Bu Ģekilde baĢka moleküller ile kolayca elektron alıĢveriĢine girerek yapılarını 



14 

 

 

bozan bu moleküllere “reaktif oksijen türleri‟‟, „‟serbest radikaller‟‟ veya “oksidan 

moleküller‟‟ adı verilir (Halliwell and Chirico 1993). 

Pryor (1982)„un araĢtırmalarına göre, nitröz oksid (NO) veya azot dioksid (NO2) gibi 

moleküllerde de görüldüğü üzere en dıĢ orbitallerinde eĢleĢmemiĢ bir elektron 

barındıran herhangi bir atom grubu ya da atom serbest radikal molekülüdür. Biradikaller 

ise, dıĢ orbitallerinde eĢleĢmemiĢ iki adet elektron içeren moleküllerdir ve misal olarak 

moleküler oksijen (O2) verilebilir. Bunlara ek olarak radikal iyonlar ise, negatif (O2
-
) 

veya pozitif (H3N
+
) yük taĢıyan serbest radikallere örnektir. 

Moleküler veya atomik yapıda bulunan ve eĢleĢmemiĢ tek elektron bulunduran bu 

bileĢikler komĢu moleküllerden kendi orbitallerini tamamlamak amacıyla elektron 

kopararak bir takım zincir reaksiyonunu baĢlatırlar (Rabideau 2001). 

Serbest elektronunu eĢlemek amacıyla baĢka molekülden elektron alan oksijen radikali 

diğer molekülü kararsız hale getirmiĢ olur. Bu ifadede de görüldüğü gibi serbest 

radikaller organizmalarda önemli moleküllere hasar veren tepkimeler zincirini 

baĢlatabilir (Cheeseman and Slater 1993; Halliwell and Chirico 1993). 

Pestisit gibi bazı yabancı toksik maddeler ile hücrelerde serbest radikal üretimi büyük 

oranda artırılabilir. Bu maddeler antioksidan aktiviteyi düĢürürler ya da doğrudan 

serbest radikal üretimini sağlarlar (Cross et al. 1987; Oruç ve Üner 2004). 

Antioksidan savunma sistemleri, serbest radikal oluĢumlar ile ortaya çıkan hasarları 

önlemek ve detoksifikasyonunu sağlayabilmek amacıyla normal fizyolojik Ģartlarda 

geliĢen sistemlerdir. „‟Antioksidanlar‟‟ olarak da adlandırılırlar ve bu sistemde bulunan 

moleküller, serbest radikallerin ortadan kaldırılarak oksidatif hasarın önlenmesinde 

büyük katkı sağlarlar (Halliwell and Gutteridge 1999,2000; Urso and Clarkson 2003). 

Genel olarak antioksidanlar, 
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 GeçiĢ metal iyonlarını uzaklaĢtırarak, 

 Oksijeni uzaklaĢtırarak, 

 Reaktif oksijen türleri temizleyerek veya baskılayarak 

 BaĢlatılmıĢ zincir reaksiyonunu kırarak etkili olabilirler (Halliwell 1997). 

Dündar et al. (2000) görüĢlerine göre, hücre ve doku yıkımı ile sonuçlanma oranı 

yüksek olan oksidatif hasara karĢı antioksidan sistemler her düzeyde aktivite 

gösterebilir. 

Aktif oksijen oluĢumunu önleyerek veya oluĢan aktif oksijenleri serbest bırakmayarak 

hücresel düzeyde oksidasyondan kaynaklı zararları engelleyebilen antioksidan 

maddeler, dejeneratif hastalıkların oluĢumunu durdurabilir (Baublis et al. 2000). 

Çizelge 1.3. Antioksidanların sınıflandırılması (Gutteridge 1995) 

                 ENZĠMATĠK       

          ANTĠOKSĠDANLAR 

         ENZĠMATĠK OLMAYAN           

            ANTĠOKSĠDANLAR 

Süperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH)                 Melatonin 

Katalaz (CAT) α-Tokoferol (Vit. E)            Seruloplazmin 

Glutatyon peroksidaz (GPx) Askorbat (Vit. C)                 Transferin 

Glutatyon peroksidaz (GPx) β-Karoten (Vit. A)               Ferritin 

Peroksidaz (PLGPx) Flonoidler                            Laktoferrin 

Glutatyon-S-transferaz (GST) Ürat                                      Albumin 

Glutatyon redüktaz (GSSG-R) Biluribin                               Lipoik asid 

1.1.4.a. Enzimatik antioksidanlar 

Aerobik canlılar baĢlıca üç enzim yardımıyla oksijen toksisitesinden korunur. Bu 

enzimler; süperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidazdır (Bhagavan 2002). 
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Süperoksid dismutaz (SOD): Süperoksid dismutaz (SOD) enzimi ilk olarak Mc Cord 

ve Fridovich tarafından 1969 yılında tanımlandı. Bu enzim, lipid peroksidasyonunu 

inhibe eden ve O2
 
¯ radikalini katalitik Ģekilde uzaklaĢtıran bir metalloenzimdir. O2

 
¯ 

radikalinin H2O2 ve O2 dönüĢümüne katalizini sağlar (McCord and Fridovich 1969). 

   
          

   
→                

Denklemde de görüldüğü gibi baĢlangıçta membranları geçemeyen O2
ˉ  

radikali 

reaksiyon sonucunda membrandan kolayca geçen H2O2 molekülüne dönüĢmektedir 

(Rigo et al. 1977; Halliwell and Gutteridge 1999). 

SOD, süperoksit serbest radikalinin etkisiz hale getirilmesinde glutatyon peroksidaz 

(GPx) ve katalaz (CAT) enzimleri ile beraber rol alan bir metalloproteindir. SOD 

enziminin antioksidan özelliği ilk olarak Noumohammadi et al. (2001) da belirttiği 

üzere, Mc Cord ve Fridovich tarafından (1969) yapılan araĢtırmalar sonucu 

anlaĢılmıĢtır. 

SOD enzimi oksijeni metabolize eden tüm hücrelerde bulunur ve oksijen 

zehirlenmesine karĢı bu hücreleri korumada önemlidir. Aerobik organizmaları 

süperoksitin zararlı etkisinden korumak da SOD‟un görevidir. SOD enziminin 

enzimatik aktivitesi oldukça yüksektir (Frıdovıch 1973; Lavelle et al. 1973; Petkau et 

al. 1975; Sheng et al. 2004). 

Üç sınıf SOD enzimi vardır, bunlar kofaktör olarak içerdiği metal iyonuna göre 

sınıflandırılır: 

(a) CuZn-SOD: Mann ve Keilin, 1939 yılında sığır kanından mavi-yeĢil renkte ve 

bakır içeren hemokuprein diye isimlendirilern bir protein izole etmiĢlerdir. Benzer bir 

protein 1953 yılında at karaciğerinden izole edilmiĢ ve hepatokuprein olarak 

adlandırılmıĢtır. 1970 yılında ise eritrositlerde keĢfedilen bu proteinin bakıra ek olarak 
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çinko da içerdiği görülmüĢtür. Bu proteinin baĢlangıçta hiçbir enzimatik etkinliği tespit 

edilememiĢ ve sadece bir metal yığını olduğu ileri sürülmüĢtür. McCord ve Fridovich 

adındaki araĢtırmacılar 1969 yılında bu proteinin bir SOD aktivitesi göstererek 

eritrositlerde O2
ˉ 

 i katalitik olarak yıktığını ortaya koymuĢlardır (Chance et al. 1979; 

Halliwell and Gutteridge 1999). 

CuZn-SOD enzimindeki bakır iyonları, redüksiyon ve oksidasyona uğrayarak 

dismutasyon reaksiyonunda rol oynarlar. Çinko metalinin ise katalitik bir etkisi 

bulunmamaktadır, yalnızca enzimi stabil halde tuttuğu bildirilmektedir (Fridovich 

1995). 

(b) Mn-SOD: CuZn-SOD‟dan tamamen farklı olduğu ortaya konulan Mn-SOD ilk kez 

Escherichia coli‟den izole edilmiĢtir. Bu enzim pembe renklidir, aktif bölgesinde Mn
+3

 

metali bulundurur, kloroform-etanole karĢı dayanıksızdır ve moleküler kütlesi 40.000 

Da kadardır. Bu farklı özelliklere sahip olmasına rağmen Mn-SOD lar da CuZn-SOD lar 

gibi aynı reaksiyonları tetiklerler (Fridovich 1995; Halliwell and Gutteridge 1999). 

(c) Fe-SOD: Ġlk olarak E. Coli bakterisinde saptanan Fe-SOD genellikle iki protein alt 

ünitesine sahiptir ve her proteinde bir ya da iki demir iyonu bulundurur. Enzim normal 

durumda iken demir +3 değerlikli, katalitik döngüde ise +3 ve +2 değerlikleri arasında 

bir dönüĢüm görülür. Ginkgo, domates, biloba ve hardal gibi bitkilerde tespit edilmiĢ 

olsa dahi henüz hiçbir hayvan organizmasında Fe-SOD‟a rastlanmamıĢtır (Yost and 

Fridovich 1973). 

Katalaz (CAT): 1937 yılında Dounce ve Sumner tarafından sığır karaciğerinden izole 

edilen bir enzimdir. YaklaĢık olarak 240.000 Da molekül ağırlığına sahiptirler. Aktif 

bölgesine hem grubu (Fe
+3

- protoporfirin) bağlı olan CAT‟lar dört protein alt ünitesinde 

oluĢurlar. Alt ünitelerin her biri aynı zamanda enzimi H2O2‟ye karĢı koruyan 

indirgenmiĢ NADPH molekülü içerir. Dondurarak kurutma, depolama, alkali ve asite 

karĢı maruz kalma alt ünitelerin ayrılmasına ve enzimin aktivitesinin ortadan 
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kalkmasına sebep olur (Yost and Fridovich 1973; Halliwell and Gutteridge 1999; Aydın 

vd 2001). 

Özellikle karaciğer ve eritrositler yoğunlaĢmak üzere hayvanların tüm organlarında 

bulunur CAT. Hücre içerisinde ise öncelikli olarak peroksizomlara konumlanmıĢlardır 

ve kloroplast, mitokondri ve endoplazmik retikulumda da az oranda bulunurlar 

(Halliwell and Gutteridge 1999). 

SOD enzimine benzeyen bir reaksiyon mekanizması yardımıyla H2O2 „i O2 ve H2O 

Ģeklinde parçalar ve biyolojik sistemlerde zararlı olan H2O2 e karĢı organizmayı korur 

(Aebi 1984). 

                        

                                 

Denklemde (Lardinnois 1995) de görüldüğü gibi hidrojenperoksidi moleküler oksijen ve 

suya çevirir. Bir dakika gibi oldukça kısa bir zamanda 6 milyon hidrojenperoksidi 

oksijen ve suya dönüĢtürecek kadar etkili bir enzimdir (Valko et al. 2006). 

Katalazın aktivitesi, ortamda bulunan hidrojenperoksidin konsantrasyonuyla doğru 

orantılı olarak artar. Eğer ortamda düĢük konsanrasyonda H2O2 bileĢiği bulunuyor ise, 

bu bileĢiği substrat olarak kullanan glutatyon peroksidaz gibi enzimler devreye girerek 

zararlı bileĢiği ortamdan uzaklaĢtırırlar (Agar et al. 1986). 

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Bu enzimden bahsetmeden önce substrat olarak 

kullandığı glutatyon (GSH)‟u bilmek gerekir. Glutatyon, glutamik asit, glisin ve 

sisteinden oluĢmaktadır. Hemen hemen bütün canlılarda mevcut, düĢük molekül 

ağırlıklı ve serbest sülfhidril grubuna sahip önemli bir tripeptittir (Meister and Anderson 

1983; Meister 1994). Hücresel fonksiyonları hariç tutulursa glutatyon, GSH-Px 
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enziminin katalizörlüğü ile organik peroksit ve hidrojen peroksitleri metabolize ederek 

antioksidan hücre savunmasında önemli bir yere sahiptir (Meister and Anderson 1983; 

Deneke and Fanburg 1989; Ambrosia et al. 1992). 

1957‟de Mills tarafından keĢfedilen Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi bir 

antioksidandır (Knapen et al. 1999). Hücre membranı, mitokonkri ve sitozolde bulunan 

glutatyon peroksidaz 85000 dalton molekül ağırlığına sahiptir (AkkuĢ 1995; Deaton and 

Marlin 2003). Elektron kaynağı olarak glutatyonu kullanan glutatyon peroksidaz, 

organik hidroperoksit ve hidrojen peroksitlerin redüksiyonunu katalize etmekte ve 

hücrenin oksidatif stresten korunmasına önemli ölçüde yardım etmektedir (Deaton and 

Marlin 2003). 

Selenyum-bağımlı GSH-Px‟ler ve selenyum-bağımsız GSH-Px‟ler olmak üzere iki 

gruba ayrılabilirler. Organik hidroperoksit ve H2O2‟yi indirgeyebilen grup selenyum-

bağımlı GSH-Px‟lerdir. Selenyum-bağımsız olan GSH-Px‟ler ise sadece organik 

hidroperoksitlerin indirgenmesini sağlayarak H2O2 için inaktif durumdadırlar (Cnubben 

2001). 

                    

                        

Denklemlerde de görüldüğü üzere GSH-Px H2O2 molekülünü iki molekül H2O‟ya ve bir 

molekül membran peroksitlerini (LOOH/ROOH) alkol (LOH/ROH) ve bir molekül H2O 

Ģeklinde indirger (Piner 2005). 

Eritrositlerde oksidatif strese karĢı oldukça etkili bir antioksidan olan GSH-Px enzimi, 

fagositik hücrelerdeki solunum patlaması esnasında ortaya çıkan serbest radikal 

bozunmasından fagositik hücrelerin olumsuz etkilenmesini önlemede önemli iĢlevlere 

sahiptir (Mayes 1993). 
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Sucul canlılardaki antioksidan sistemlerin içeriğindeki temel enzim (SOD, GPx, CAT) 

gruplarının (Kehrer 1993; Keramati et al. 2010) ROS (reaktif oksijen türleri)‟u inhibe 

edici etkilerinin olduğu ve pestisitlerden kaynaklı olan serbest radikallerin zararlı 

etkilerine karĢılık olarak hücresel sistemi koruyabildikleri (Banerjee et al. 1999; Yarsan 

et al. 1999; Banerjee et al. 2001) görülmüĢtür. Kısaca pestisitlerin organizmalardaki 

antioksidan sistemlerine etki ettiği söylenebilir. 

1.1.5. Gen ekspresyonu 

Gen ekspresyonu veya gen ifadesi, DNA dizisini oluĢturan genlerin, fonksiyonel protein 

formuna dönüĢme süreci olarak tanımlanan bir terimdir. DNA‟da var olan genetik 

bilgilerin bir RNA molekülü olan mRNA‟nın sentezi yardımıyla transkripsiyonu 

(kopyalanması) ve kopyalanan bu genetik kodların translasyon (protein molekülü haline 

çevrilmesi) iĢlemlerinin tamamına gen ekspresyonu (ifadesi) denilmektedir. 

DNA‟nın farklı bölgelerindeki baz dizilimleri farklı genlere karĢılık gelir ve o gen 

tarafından kodlanan proteinin aminoasit diziliĢini gösterir. DNA‟da bulunan bu baz 

dizisinin proteinin amino asit dizilimini  nasıl kodladığı biyokimyasal ve genetik 

yöntemlerin beraber  kullanılmasıyla ortaya konmuĢtur (Yauk and Berndt 2007). 

KarĢılaĢtırma gen ekspresyonunun en genel ölçüm amacıdır. Bir organda tümör 

hücresiyle normal hücreyi karĢılaĢtırma, farklı hücrelerdeki genlerin mRNA düzeylerini 

karĢılaĢtırma, toksik maddeye maruz kalan ya da farklı sürelerle ilaç uygulaması yapılan 

canlılarda genlerde oluĢan ekspresyon değiĢimlerini karĢılaĢtırma amacıyla da yapılan 

ölçümlerdir (Suter et al. 2004). 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

Khan (1977)‟ın yaptığı çalıĢmalara göre su ortamında bulunan pestisitlerin davranıĢı 

pestisitlerin kararlılığına ve çözünürlülüğüne bağlıdır. Genel olarak daha kararlı olan 

pestisitler su yaĢamında daha etkili olmaktadırlar. Su ekosistemine giren pestisitler su 

flora ve faunasını olumsuz olarak etkilemektedir. Eser miktarda dahi olsa suda pestisit 

kalıntılarının bulunması sucul organizmaların beslenmesinde önemli yeri olan 

fitoplankton ve zooplanktonların geliĢmeleri durmaktadır. 

Miles and Harris (1971) yaptığı çalıĢmalarda su ekosisteminde istenmeyen bazı 

böceklere veya akvatik bitkilere karĢı ilaçların doğrudan suya uygulanması, ilaçlanmıĢ 

bu bitkilerden toprağa, oradan yer altı sularına, dolayısıyla su ekosistmenine karıĢmıĢ 

olması veya ilaç ile bulaĢmıĢ olan atmosferdeki partiküllerin yağmur suları ile 

taĢınmasıyla suların ilaçla bulaĢmıĢ olacağının görülme ihitimalini belirtmiĢlerdir. 

Glyphosate Facts (1993)„e göre yapılan çalıĢmalar, glifosatın memeli organizmalar 

üzerinde farklı etkilere neden olduğunu göstermektedir. Gebe olan sıçanlar ve sıçan 

fetüsleri ile yapılan toksisite deneylerinde, uygulama yapılan hayvanların vücut 

ağırlığında eksilme, burun akıntısı, diyare, yavru böbreklerinde ve sindirim sisteminde 

bozukluklar veya gebe bireylerde ölümler tespit edilmiĢtir. 

Glifosat içeren herbisitlerle çalıĢmalar yapan Cox (1996) ise glifosatın hedef olmayan 

bitki organizmalarında akut toksisiteye sebep olduğunu göstermiĢtir. Sucul bitkiler ve 

alglerde bu gruba dâhildir. Glifosata maruziyeti, kuĢların, yer solucanlarının, bal arıları 

gibi yararlı böceklerin, bazı küçük memelilerin ve balıkların da içinde olduğu hayvansal 

organizmaları zararlı yönde etkilediği gösterilmiĢtir. 

Kolpin et al. (2006), glifosat bazlı herbisitlerin, sucul organizmalara karĢı glifosatın saf 

halinden daha toksik olduğunu çalıĢmalarında göstermiĢtir. Mitchell et al. (1987) ise, 
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balıklardaki toksik etkilerinin balık türlerine göre değiĢmesine rağmen Roundup®‟ın 

glifosata göre 30 kat fazla toksik olduğunu göstermiĢlerdir. 

Peixoto (2005)‟da yaptığı çalıĢmasında sağlıklı 80-100 g.‟lık Cyprinus carpio‟ları 

kullanmıĢtır. Bu balıklar 205 ve 410 mg glifosat/L olmak üzere 2 ayrı Roundup® 

dozuna maruz bırakılmıĢtır. Elektron mikroskobu ile incelendiğinde Roundup® 

uygulanan balıklarda mitokondrionlarda büyüme ile mitokonrion iç zarının görünmez 

hale gelmesi ve hepatositlerde miyelin benzeri yapılara rastlamıĢtır. Bu sonuçlara 

dayanarak bu balık türünde iki dozun da toksik olduğu gösterilmiĢtir. 

Beuret et al. (2005) gebe sıçanlarda yaptıkları çalıĢmalarda gebeliğin ilk gününden 21. 

gününe kadar glifosat uygulanmasının (0,4 mL glifosat/20mL su) karaciğer ağırlığında 

ve hayvan ağırlığında azalmaya sebep olduğunu göstermiĢlerdir. Fetüs vücut ve 

karaciğer ağırlığında ise önemli farklılıklar bulunmamıĢtır. 

Soso et al. (2007) diĢi bir balık olan Jundia‟lar ile yaptıkları çalıĢmada, canlılara glifosat 

içerikli kimyasal madde uygulanmıĢ ve karaciğer somatik indekslerinde kontrol grupları 

ile karĢılaĢtırıldığında uygulama gruplarında artıĢ kaydedilmiĢtir. Yapılan bu çalıĢmaya 

göre glifosat içeren herbisitlerin karaciğer metabolizmasında etkili olduğu ve protein ve 

glikoz sentezi gibi diğer metabolik yolları da etkilediği rapor edilmiĢtir. 

Sinhorin et al. (2014) Pseudoplatystoma spp. türü balıklara 4.5 ve 7.5 mg/L glifosatın 

96 saat uygulanması sonucunda, balıkların dokularında lipid peroksidasyonu 

görüldüğünü belirtmiĢlerdir. 

Ġnsan sağlığına herhangi bir zararının olmadığı üretici raporları ile belirtilmiĢ olsa bile; 

Sivikova et al. (2006) yaptıkları çalıĢmalarda glifosat ürünleri ile uğraĢan kiĢilerde baĢ 

ağrısı, mide bulantısı, göz ve deri tahriĢi, kalp basıncında artma gibi farklı klinik 

belirtiler belirlemiĢlerdir. Kolpin et al. (2006) da çalıĢmaları ile glifosat 

uygulanmasından az bir süre sonra çiftçilerin idrarlarında glifosat kalıntılarına 

rastlamıĢlardır. Glifosat içerikli herbisitlerin kullanımının bazı tarım iĢçilerinde üreme 
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ile ilgili problemlere sebep olduğu ve bazı enzimlerin de aktiviteleri üzerine etki ettiği 

rapor edilmiĢtir (Savitz et al. 1997; Williams et al. 2000; Daruich et al. 2001; 

Acquavella et al. 2004). 

Favari et al. (2002) yaptıkları çalıĢmalarla, su ekosisteminde, zooplankton, fitoplankton 

ve balıklarda karbamat ve organofosforlu pestisit birikimiyle karĢılaĢmıĢlardır. 

Pestisitler suya oranla zooplanktonda 10-25 kat, alglerde 2-10 kat ve balıklarda 8-140 

kat birikim göstermiĢtir. Pestisitlerin etkisiyle çevresel strese yanıt olarak balıklarda 

glutatyon ve lipid peroksidasyonu artmıĢ fakat asetilkolinesteraz aktivitesi azalmıĢtır. 

AraĢtırmacılar bu kirleticilerin insan ve balıklardaki birikiminin tehdit olarak 

algılandığını belirtmiĢlerdir. 

Herbisitler, bütün canlı organizmaları kalıcılık ve toksisite özelliğine göre 

etkilemektedir. Doğal olarak bu etkileĢim sisteminde insan en hassas hedef 

durumundadır. Herbisitlerin vücuda solunum, deri veya sindirim yolları aracılığıyla 

alınması insanlarda zehirlenmelere yol açmaktadır. Delen et al. (2005) yaptıkları 

çalıĢmalarla herbisit kalıntılarının gıdalar aracılığıyla vücuda alınması ile oluĢan kronik 

zehirlenme sonucu kanser, akciğer hastalıkları, beyinde hasar, böbrek ve karaciğerde 

nefroz oluĢumu gözlemlemiĢlerdir. Mutajen (genetik bozukluklar), teratojen (bebekte 

deformasyon) ve alerjen olarak etkileyen herbisit çeĢitleri de vardır. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. AraĢtırma yeri 

AraĢtırma, Atatürk Üniversitesi Su Ürünleri Fakültesi Akvaryum Balıkları Uygulama ve 

AraĢtırma Merkezi deneme ünitesinde yapılmıĢtır. 

3.1.2. Deneme ortamı ve kullanılan malzemeler 

Kimyasal maddemiz steril olan 100 mL lik cam beher kapların içinde uygulanmıĢtır. Bu 

beherlerde her grup için 20 adet yumurta bulunmaktadır ve beherler 28.5°C 

sıcaklığındaki su banyosuna koyularak deneme boyunca yumurtalar için optimum 

sıcaklığın korunması amaçlanmıĢtır. Denememiz için kullanılan karanlık odada 14 saat 

gece 10 saat gündüz olacak Ģekilde ayarlanmıĢ fotoperiyot uygulaması yapılmıĢtır. 

 

ġekil 3.1. Zebra balığı tankları  
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3.1.3. Balık materyali 

ÇalıĢmamızda, baĢta toksikoloji çalıĢmaları olmak üzere birçok çalıĢmada sıkça tercih 

edilen bir model organizma olan AB genotipli zebra balığı (Danio rerio) embriyoları 

kullanıldı. Zebra balıklarının çalıĢmalarda kullanılma avantajları vardır. En önemlileri, 

beslenme ve büyüme araĢtırmalarında model organizma olarak rahat kullanılabilmesi, 

son yirmi yılda insan hastalıklarını modelleme ve omurgalı geliĢiminde kullanılması da 

yaygınlaĢmıĢtır. 

Zebra balığı Cyprinidae ailesine ait bir tür olup, baskın olarak Pakistan ve Hindistan‟da 

bulunurlar fakat anavatanları Güneydoğu Asyadır. Bu çalıĢmada, Oregon Üniversitesi 

(ABD) Uluslararası Zebra Balığı Kaynak Merkezi‟nden elde edilmiĢ AB genotipli zebra 

balıkları embriyolarında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Genel olarak özellikleri; 

 Zebra balıkları ismini vücudunun yanlarında bulunan yatay, tek tip ve kuyruk 

yüzgecinin sonuna dek uzanan 5 tane mavi çizgiden alır. Mavi çizgilerin arası erkek 

balıklarda altın rengi çizgiler ile doludur, diĢilerde ise altın çizgiler yerine gümüĢ 

çizgiler bulunur ve erkeklerdeki çizgilere göre daha iridir. 

 Genel olarak 4 cm‟ye kadar büyüyebilirler ama 6,4 cm‟ye kadar büyüyen zebra 

balıkları da mevcuttur, 

 Ortalama hayatta kalma süreleri 2-3 yıldır, fakat ideal koĢullarda 5 yıla kadar 

yaĢayabilirler (Spence et al. 2008). 

 DiĢi bireyleri anal yüzgeçleri erkek bireylere göre daha küçüktür, 

 DiĢi bireylerin karın bölgesi erkek bireylere göre daha ĢiĢkince bir yapıdadır, 

 Hayat döngüsü 72 saat gibi kısa bir süredir (yumurtadan çıkma süresi) (Din 2002). 

 Üreme periyodu yaklaĢık 3-4 ay sürer. DiĢiler 2-3 gün aralık 

 Zebra balığının üreme periyodu yaklaĢık 3-4 aydır. DiĢiler 2-3 gün aralıklı olarak 

yumurtlama yeteneğine sahiptirler. Tabiki ovulasyonun olması ve yumurtlamanın 



26 

 

 

meydana gelmesi için aynı ortamda bir erkek bulunmalıdır. Oran olarak genelde 

tanklara 1 diĢiye 2 erkek olacak Ģekilde ergin bireyler bırakılır. 

 DöllenmiĢ yumurta anında ĢeffaflaĢır ve hızlı bir geliĢim gözlenir. 

 Embriyoların geliĢmesi için ideal sıcaklık 28,5°C‟dir. 

 Döllenmenin 36.saatinde tüm organlar taslak olarak görünmeye baĢlar, 

 Embriyonun iç koĢulları ve dıĢ sıcaklığa bağlı olarak yumurta, döllenmeden 48-72 

saat sonra çıkar ve bu aĢamada 3,5 mm boyundadır. 

 Döllenmeden 30 gün sonra yaklaĢık olarak 1 cm uzunluğuna eriĢen balıklarda ergin 

bir balığın sahip olacağı yüzgeçler Ģekillenir 

 90 günlük olan ergin bir birey yaklaĢık 2 cm boyundadır ve üreme fonksiyonlarına 

sahiptir (Westerfield 1995; Spence et al. 2008) 

jfkk  

ġekil 3.2. DiĢi (♀)ve erkek (♂) zebra balığı (Danio rerio)  

3.1.4. Uygulanan kimyasal 

Yapılan denememizde glifosat kaynağı olarak 480 g/L konsantrasyona sahip ve glifosat 

isopropilamin tuzu içeren, ticari adı Roundup olan herbisit kullanılmıĢtır. 

Glifosat‟ın moleküler yapısı ve özellikleri; 
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1. C3H8NO5P (HO-COH2NHCH2P=O (OH)2) formülüne sahip, 

2. Renksiz katı kristaller formundadır. 

3. Görünümü: Kehribar renkli, berrak ve yapıĢkandır. 

4. Molekül ağırlığı: 169,08 Dalton 

5. Erime noktası: 200°C‟dir (Madsen et al. 1978; Knuuttila and Knuuttila 1979). 

3.1.5. Kullanılan kimyasal maddeler 

I. Tris HCl Tamponu; 

 25mM Tris 

 0,1 Na2SO4 

II. Veronal Tamponu; 

 0,025 M Sodyum barbatil (C8H12N2O3) 

III. E3 Medium Çözeltisi; 

 5mM NaCl 

 0,17 mM KCl 

 0,33 mM CaCl2 

 0,33 mM MgSO4 

 %0,01 Metilen Mavisi 

3.1.5.a. RNA izolasyonu için kullanılan kimyasallar 

1- Kloroform 

2- Trizol 

3- %70‟lik etanol 
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4- Ġzopropilalkol 

5-MOPS (3-(N-Morpholino) propanesulfonic acid) solüsyonu 

20x MOPS (500 mL) hazırlanıĢı; 

6.8 g sodium acetate (mw 136,08) 

41.9 gr MOPS 

2.6 g EDTA (mw 372,24) 

400 mL DEPC H2O erlen içerisine konulmuĢ ve daha sonra pH NaOH ile 7,0‟ye 

ayarlanmıĢtır. DEPC‟li su ile 500 mL‟ye tamamlanmıĢtır. 

6- DEPC (Diethylpyrocarbonate) su 

7- Formamid 

8- Agaroz 

9- ddH2O 

10- Etidium bromür 

3.1.5.b. Super scriptTM III reverse transcriptase ile cDNA oluĢturulması için 

gerekli kimyasallar 

1- dNTP Mix ( pH=7,0 olan dATP, dGTP, dCTP ve dTTP her birinden 10 mM) 

2- Oligo dT20 

3- ddH2O 

4- DTT 

5- 5x First- Strand Solüsyon 

6- RNaseOUT
TM 

7- SuperScript
TM 

III RT 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Deneme planı ve kimyasalın uygulanması 

Deneme çalıĢmamız tam Ģansa bağlı basit deneme planına göre, dört tekrarlı olarak 

ortamı yenilenen toksikoloji deneyleri esasına göre tasarlanmıĢtır. Deneylerde biri 

kontrol, dördü muamele olmak üzere toplamda 5 grup bulunmaktadır. Bu muamele 

gruplarına 1, 5, 10 ve 100 mg/L konsantrasyonlarında glifosat uygulanmıĢtır. 

Denemenin birinci gününde alınan yumurtalardan 20 tanesi rastgele olarak seçilmiĢ ve 

bu yumurtalar içine 30 mL E3 solüsyonu bulunan beherlere alınmıĢtır. Döllenmeyi 

izleyen ilk 4 saat boyunca yumurtalar sürekli olarak izlenmiĢ ve döllenmeyen 

yumurtalar alınarak yerlerine döllenmiĢ yumurtalar ilave edilmiĢtir. Denememize 20 

embriyo ile baĢladık. 4. saatin sonunda muamele ve kontrol grupları, verilen 

konsantrasyonlarda E3 ortamı ile hazırlanan kaplara koyularak sıcaklık 28,5°C‟ye ayarlı 

olan su banyosuna yerleĢtirilmiĢtir. Bu deneme ortamlarının tümü hergün yenilenmiĢtir. 

3.2.2. Balıklardan doku örneklerinin alınması ve RNA izolasyonu 

Deneme baĢlangıcından itibaren 96. saatin sonunda her gruptan 5 adet larva uygun 

miktarda Tris-HCl tamponunun içinde homojenizatör (Qiagene marka Tissue Laser 

model) yardımı aracılığıyla homojenize edilmiĢtir. 

Total RNA izolasyonu, protokolde belirtilen yöntemler kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Total RNA konsantrasyonları ve varlığı, elektroforez ve spektrofotometrik ölçümler 

kullanılarak gösterilmiĢtir. 

1- Her 4 mL Trizol‟e 400-750 mg doku örneği alınmıĢ ve örnek Trizol içerisinde 

homojenize edilmiĢtir. 

2- Homojenizasyon iĢleminin ardından 4°C‟de 10 dk 11000 devirde santrifüj iĢlemi 

yapılmıĢ ve supernatant kısmı alınmıĢtır. 
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3- 800 μl kloroform eklenen tüplerin ağızları güvenli bir Ģekilde kapatılmıĢtır.15 sn el 

ile oldukça güçlü bir Ģekilde çalkalanarak oda sıcaklığında bu tüpler 2-3 dk inkübe 

edilmiĢtir. 

4- Ġnkübe edilen örnekler daha sonra 4°C‟de 15 dakika 11.000 rpm‟de santrifüjlenerek 

süpernatant kısmı alınmıĢtır. 

5- Bu örneklere 2 mL izopropilalkol katılarak oda sıcaklığında 5-10 dakika boyunca 

inkübasyon için bırakılmıĢtır. 

6- Elde edilen örnekler 4°C‟de 11.000 rpm‟de 15 dakika santrifüj edilerek üst faz tam 

olarak uzaklaĢtırılmıĢtır. 

7- Geriye kalan alt faza %70‟lik 4 mL etanol ilave edilerek hafif bir Ģekilde vorteks 

yapılmıĢtır. Ardından 4°C, 8000 rpm‟de 5 dakika santrifüj yapılmıĢtır. 

8- Son olarak etanol uzaklaĢtırılmıĢ ve tüpler iyice kurumaları için kurutma kağıdına 

ters çevrilmiĢtir. Örneklere 40 μl DEPC su eklenerek -80°C‟de depolanmıĢtır (Erdoğan 

vd 2008). 

3.2.3. Total RNA’nın kantiatif tayini 

Ġzole edilen RNA‟ların konsantrasyonları spektrofotometre aracılığıyla 2 tekrarlı Ģekilde 

ölçülmüĢtür. Elde edilen bu değerlerin ortalaması alınmıĢ ve seyrelme faktörü ile 

çarpılarak RNA yoğunluğu hesaplanmıĢtır. RNA dilüsyonu 1/50 olacak biçimde 

hazırlanan örnekler 260/280 nm dalga boylarında spektrofotometrik yöntemle ölçülerek 

absorbans değerleri belirlendikten sonra yoğunluk değerleri ölçülmüĢtür. RNA‟nın 

yapısında yer alan ve hücrelerdeki genetik bilgilerin kodlanmasında oldukça önemli rol 

oynayan pürin ile pürimidin bazları 260/280 nm dalga boyunda absorbe olduğu için biz 

de bu dalga boylarında ölçüm gerçekleĢtirdik. 

3.2.4. Super scriptTM III reverse transcriptase ile cDNA oluĢturulması 

Total RNA‟nın izolasyonundan sonra RNA‟nın tek zincirli formdan çift zincirli forma 

dönüĢtürülmesi gerekir ve bu yapıya komplementer DNA (cDNA) adı verilir. Elde 

edilen bu verilerin bir canlı organizmasının yaklaĢık olarak bütün gen yapısını ihtiva 
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eden bir kütüphaneye çevrilmesi iĢlemine ise cDNA kütüphanesi oluĢturma 

denmektedir. Elde edilen total RNA‟lardan reverse transkriptaz enzimi aracılığıyla 

cDNA kütüphanesi oluĢturuldu ve çalıĢılıncaya kadar örnekler –20°C‟de saklandı. 

cDNA kütüphanesi oluĢturma yöntemi Ģu Ģekildedir; 

1. Steril bir mikrosantrifüj tüpüne; 1 μL 50 μM Oligo dT20 

a) 10 pg-5 μg total RNA veya 10 pg-500 ng mRNA 

b) 1 μl 10 mM dNTP Mix (pH=7.0 olan dATP, dGTP, dCTP ve dTTP‟nin her 

birinden 10 mM) 

c) 13 μl‟ye ddH2O ile tamamlanmıĢtır. 

2. KarıĢım 65°C‟de 5 dakika kadar ısıtılıp buz üzerinde en az 1 dakika inkübe 

edilmiĢtir. 

3. KarıĢım kısa süreli santrifüjlenip üzerine Ģu kimyasallar eklenmiĢtir; 

4 μl 5xFirst-Strand Buffer, 1 μl 0.1 M DTT, 1 μl RNaseOUTTM Recombinant RNase 

Inhibitor. 

4. KarıĢım hafif bir pipetleme ile karıĢtırılmıĢtır. 

5. KarıĢım 50°C‟de 45 dakika inkübe edilmiĢ ve gene spesifik primer için 

reaksiyonsıcaklığı 55°C kadar arttırılmıĢtır. 

6. KarıĢım 70°C‟de 15 dakika ısıtılarak reaksiyon durdurulmuĢtur (Erdoğan vd 2008). 

3.2.5. Primer dizaynın yapılması 

Ġnternette bulunan gen bankasından (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) zebra balığındaki 

GPx ve SOD genlerine ait mRNA baz dizilimlerini kullanarak internet ortamında 

bulunan baĢka bir primer dizayn programında 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cgi/) elimizdeki genlerin 

maksimum 250 bp‟lik bölümüne spesifik problar ve primerler oluĢturulmuĢtur. 

Primerlerden daha uzun olan TaqMan probları bir oligonükleotiddir (Tm dereceleri 
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10°C daha fazla ve 20-30 baz uzunluğundadırlar). TaqMan problar genel olarak 3‟ 

ucunda quencher (baskılayıcı; çoğunlukla TAMRA) ve 5‟ ucunda flouresan iĢaretleyici 

kullanırlar. Uyarılan bu flouresan iĢaretleyicinin enerji aktarımı, yakınında bulunan 

quencher iĢaretleyicisinden daha fazla olduğu zaman ıĢınım oluĢur 

(FRET=Fluorescence Resonance Energy Transfer). 

Çizelge 3.1. GPx ve SOD primer-prob bilgileri 

 

Genler  

 

Primer dizilimi (5′ → 3′) 

Gen bankası 

eriĢim numarası 

GPx Forward ACCAGCGGCTTCTACGTG  

GPx Reverse TGCACAGTCGGTCTATATCAAACT NM_001007281.2 

GPx Prob FAM-AACCGTCCACTGCACATCACATGC-TAMRA  

SOD Forward  TCTAATGGAAGAGCCGGTTG  

SOD Reverse AACAAATAAAAGGTTGCCCACA  NM_131294.1  

SOD Prob FAM-ATGCCTCTGAAAGCACTTAGCCCGC-TAMRA  

3.2.6. Multipleks Real-Time PCR 

Daha az bir zamanda daha fazla hedef bölge amplifikasyonu gerçekleĢtirebildiğinden 

Multiplex PCR kullanıĢlı bir inceleme metodudur. Bu avantajına rağmen önemli ölçüde 

optimizasyon gerektirir. Farklı hedeflerin aynı reaksiyon koĢullarında amplifikasyonunu 

gerçekleĢtirmek için kullanılacak primerler dikkatli seçilmeli, birbirleri ile dimerizasyon 

oluĢturmamaları, bağlanma sıcaklıklarının birbirlerine uygun olması gibi önemli Ģartları 

sağlamaları gerekir. Doku hücrelerinden elde edilen RNA‟nın revers transkripsiyonu 

sonrası oluĢturulan cDNA‟lar üzerindeki istenilen alanlar Real-Time PCR ile çoğaltılır 

(Anonim 2016). 
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Çizelge 3.2. Real-Time PCR karıĢımında kullanılan kimyasallar ve miktarları 

          BileĢenler  Final Konsantrasyonu Miktar (μL) 

FastStart TaqMan® Probe Master              __      25 

Hydrolysis Probe          5 µM 1 

cDNA              __ 10 

Forward Primer          10 pmol 2 

Reverse Primer          10 pmol 2 

ddH2O (Steril)              __ 10 

Toplam Hacim              __ 50 

Çizelge 3.2. Real-time PCR programı 

Döngü  Döngü süresi Sıcaklık 

1 2 dakika 50°C 

1 

45 

1 

10 dakika 

15 dakika 

1 dakika 

95°C  

95°C 

60°C  

Real time PCR‟da Livak matematiksel modeli göreceli (karĢılaĢtırmalı) ölçüm için 

kullanlmıĢtır (Livak and Schmittgen 2001). 

                 
(          ) 

                         

(             )                                
 

Hedef gen oranı: Relatif ekspresyon seviyesi (ΔΔCT değeri) 

Ehedef gen: Hedef geni çoğaltan primer etkinlik oranı 

Ereferans gen: Referans (housekeeping) geni çoğaltan primer etkinlik oranı 

E değerleri kendi değerlerinin slope değerleri ile iliĢkilidir ve E=10
-1/slope

 Ģeklindedir. 
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∆CT: PCR reaksiyonu sırasında ürünün miktar olarak anlamlı bir Ģekilde artıĢının 

gerçekleĢtiği CT değeridir. 

∆CThedef (kontrol-örnek): Hedef genin ortalama CT değeridir (kontrol grubu hedef genin CT 

değeri- uygulamaya ait hedef genin CT değeri). 

∆CTreferans (kontrol-örnek): Referans genin ortalama CT değeridir (kontrol grubu referans 

genin CT değeri- uygulamaya ait referans genin CT değeri). 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI  

4.1. Gen Ekspresyonu Sonuçları 

Glifosat herbisitinin farklı dozlarına maruz kalan zebra balığı (Danio rerio) 

embriyolarında GPx gen ekspresyonu istatistiksel olarak 1ppm, 5ppm, 10ppm ve 

100ppm uygulama gruplarında kontrole göre mRNA seviyesi 5, 10 ve 100 ppm de daha 

anlamlı bulunmuĢtur (ġekil 4.1) 
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ġekil 4.1. Zebra balığı embriyosunda GPx gen ekspresyon Tukey's Multiple 

Comparison test analizi sonuçları 
*p˂0,05=*, p˂0,01=**, p˂0,001=***, p<0.0001=**** 

Zebra balığı embriyosunda GPx gen ekspresyonu seviyeleri yıldız ile gösterilmiĢtir. Bu 

değerler Tukey's Multiple Comparison Test analizi sonucu elde edilen verileri 

göstermektedir. Önemlilik derecesi yıldız sayısı ile doğru orantılı olarak artmaktadır (1 

ile 4 arasında). 

Glifosatın farklı dozlarına maruz kalmıĢ zebra balığı embriyolarında GPx mRNA 

seviyesi arasında istatiksel farklılıklar bulunmuĢtur. Kontrol ile karĢılaĢtırılmalarında 
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1ppm, p<0,001=***, 5ppm, 10ppm ve 100 ppm kontrol ile karĢılaĢtırıldığında p< 

0,0001=**** bulunanlar anlamlı kabul edilmiĢtir. 

Glifosat herbisitinin farklı dozlarına maruz kalan zebra balığı (Danio rerio) 

embriyolarında SOD gen ekspresyonu istatistiksel olarak 1ppm, 5ppm, 10ppm ve 

100ppm uygulama gruplarında kontrole göre mRNA seviyesi 5, 10 ve 100 ppm de daha 

anlamlı bulunmuĢtur. 

K
o

n
tr

o
l

1
 p

p
m

5
 p

p
m

1
0
 p

p
m

1
0
0
 p

p
m

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

S O D

G lifo s a t K o n s a n tra s y o n u

G
ö

r
e

c
e

li
 e

k
s

p
r
e

s
y

o
n

 (
%

)

* * * * * *

* * * *

* * *

 

ġekil 4.2. Zebra balığı embriyosunda SOD gen ekspresyonu Tukey's Multiple 

Comparison Test analizi sonuçları 
*p˂0,05=*, p˂0,01=**, p˂0,001=***, p<0,0001=**** 

Zebra balığı SOD gen ekspresyonunun kontrole göre karĢılaĢtırmalarında Tukey's 

Multiple Comparison Test analizi sonucu elde edilen p<0,001=*** ve p<0,0001=**** 

değerleri anlamlı olarak kabul edilmiĢtir. 

Zebra balığı embriyosunda SOD gen ekspresyonu seviyeleri yıldız ile gösterilmiĢtir. Bu 

değerler Tukey's Multiple Comparison Test analizi sonucu elde edilen verileri 

göstermektedir. Önemlilik derecesi yıldız sayısı ile doğru orantılı olarak artmaktadır (1 

ile 4 arasında). 
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Glifosatın farklı dozlarına maruz kalmıĢ zebra balığı embriyolarında SOD mRNA 

seviyesi arasında istatiksel farklılıklar bulunmuĢtur. Kontrol ile karĢılaĢtırılmalarında 

1ppm, 5ppm ve 100 ppm p<0,001=***, 10ppm kontrol ile karĢılaĢtırıldığında 

p<0,0001=**** Ģeklindeki sonuçlar anlamlı kabul edilmiĢtir. 

Çizelge 4.1. Glifosat muamelesi sonucu elde edilen nispi Gpx ve Sod mRNA 

ekspresyon seviyelerine ait istatistiki sonuçlar. 

Gen Kontrol 1 ppm 5 ppm 10 ppm 100 ppm 

Gpx 1,000 ± 0.0 0,2 ± 0,0058 0,97 ± 0,00058 0,9 ± 0,00058 0,9 ± 0,00058 

Sod 1,000 ± 0.0 0,8 ± 0,0058 0,8 ± 0,0058 0,6 ± 0,0016 0,7 ± 0,0058 

Gösterilen veriler SEM (Standard Error of the Difference Between the Means of Two 

Samples) değerleridir. Ġstatistiki önem dereceleri p > 0.05 (önemli değil, ns), *p < 0.05 

(önemli), ** p < 0.01 (çok önemli), ***p < 0.001 (aĢırı önemli) Ģeklindedir. 

Çizelge 4.2. Glifosat muamelesi sonucu elde edilen nispi GPx mRNA ekspresyon 

seviyelerine ait çoklu karĢılaĢtırmanın istatistiki sonuçları 

Gruplar arası Güven Aralığı* Önemlilik Derecesi P değeri 

Kontrol - 1 ppm 0,1807 - 0,2695 Var *** 0,0005 

Kontrol - 5 ppm 0,9595 - 0,9684 Var **** <0,0001 

Kontrol - 10 ppm 0,9387 - 0,9476 Var **** <0,0001 

Kontrol - 100 ppm 0,9354 - 0,9443 Var **** <0,0001 

1 ppm - 5 ppm 0,6988 - 0,7788 Var **** <0,0001 

1 ppm - 10 ppm 0,678 - 0,758 Var **** <0,0001 

1 ppm - 100 ppm 0,6748 - 0,7547 Var **** <0,0001 

5 ppm - 10 ppm - - -  

5 ppm - 100 ppm - - -  

10 ppm - 100 ppm -0,003255 - -0,003255 Var **** <0,0001 
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Çizelge 4.3. Glifosat muamelesi sonucu elde edilen nispi SOD mRNA ekspresyon 

seviyelerine ait çoklu karĢılaĢtırmanın istatistiki sonuçları 

Grup Güven Aralığı* Önemlilik Derecesi P değeri 

Kontrol - 1 ppm 0,8013 - 0,8902 Var **** <0,0001 

Kontrol - 5 ppm 0,7674 - 0,8562 Var **** <0,0001 

Kontrol - 10 ppm 0,5893 - 0,6128 Var **** <0,0001 

Kontrol - 100 ppm 0,6816 - 0,7705 Var **** <0,0001 

1 ppm - 5 ppm -0,03396 - -0,03396 Var **** <0,0001 

1 ppm - 10 ppm -0,2782 - -0,2111 Var **** <0,0001 

1 ppm - 100 ppm - - - - 

5 ppm - 10 ppm -0,2443 - -0,1772 Var **** <0,0001 

5 ppm - 100 ppm -0,08574 - -0,08574 Var **** <0,0001 

10 ppm - 100 ppm 0,09145 - 0,1585 Var ** 0,0030 

Çizelge 4.2‟ye göre glifosatın farklı dozlarına maruz kalmıĢ zebra balığı embriyolarında 

GPx mRNA seviyeleri arasında istatiksel farklılıklar bulunmuĢtur. Bu çizelgede 

muameleler hem kontrol ile hem de kendi aralarında karĢılaĢtırılmıĢtır. Bu 

karĢılaĢtırmalara göre ise kontrol ile tüm muamale grupları arasında anlamlı bir farklılık 

olduğu görülmüĢtür (p< 0,001=*** ve p< 0,0001=****). 

Çizelge 4.3‟e göre glifosatın farklı dozlarına maruz kalmıĢ zebra balığı embriyolarında 

SOD  mRNA seviyeleri arasında istatiksel farklılıklar bulunmuĢtur. Bu farklılıklara göre 

kontrol ile muameleler ayrı ayrı karĢılaĢtırıldığında anlamlı bir farklılık görülmüĢtür (p< 

0,0001=****). Kontrol grupları ise kendi aralarında karĢılaĢtırıldığında 10ppm-100ppm 

karĢılaĢtırması hariç genel olarak anlamlı sonuçlar elde edilmiĢtir (p< 0,0001=****) 

Çizelge 4.1 ile ġekil 4.1 ve ġekil 4.2‟den yola çıkarak genel manada sonuçlarımızın tüm 

dozlar için anlamlı olduğu sonucuna varabiliriz. 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Ceyhun vd (2015), karaciğer doku hasarını tespit etmek için gökkuĢağı alabalıklarını 

2.5, 5 ve 10 mg/L glifosat miktarına maruz bırakmıĢlardır. Pestisit uygulamasını takiben 

her bir örnek için 10 balık 6, 12, 24, 48 ve 96 saat kısa süreli ve 21 günde uzun süreli 

olmak üzere çalıĢılmıĢtır. Kısa süreli çalıĢmaya 2.5, 5 ve 10 mg/L glifosat dozları 

uygulanırken uzun süreli çalıĢmaya 2.5 ve 5 mg/L dozlarında glifosat uygulanmıĢtır. 

Uzun süreli uygulamada 5 mg/L glifosat uygulanmasından sonra GPx aktivitesi hariç 

diğer enzimlerin aktivitesinin kontrol grubu ile aynı seviyede kaldığı gözlenmiĢtir. Bu 

enzimlerin gen ekspresyon seviyelerinin birbirleriyle kıyaslanamayacağı sonucuna 

varılmıĢtır.  Deneylere her bir akvaryumda 60 balık ile baĢlanmıĢ, pestisit 

uygulamasından sonra her bir akvaryumdan rastgele 10 balık seçilmiĢtir. 

Enzim aktivite sonuçlarına göre GPx aktivitesi kontrol ile karĢılaĢtırıldığında 2.5 mg/L 

glifosat uygulanmasının 12.saatinde GPx aktivitesinin önemli ölçüde arttığı 

gözlenmiĢtir. Bu artıĢın benzeri CAT aktivitesinde de görülmüĢ fakat SOD aktivitesinde 

aynı durum gözlenmemiĢtir. SOD aktivitesinin sadece 2.5 ve 5 mg/L glifosat 

uygulamasının 6. saatinde önemli artıĢ gösterdiği gözlenmiĢtir. Enzim aktivitesi ve gen 

ekspresyonu düzeyinde bakılan bu çalıĢmada her iki sonucun birbiriyle çeliĢtiği 

gözlenmiĢtir. Örneğin enzim olarak CAT ve GPx‟e bakıldığında, 10 mg/L glifosat 

uygulamasından sonra 24. ve 48. saatler ile karĢılaĢtırılan 96.saatde gen ekspresyon 

seviyesinde önemli bi artıĢ gözlenmiĢtir, fakat enzim aktivitesinde benzer sonuç 

görülmemiĢtir. 

Tersi olarak, enzim aktivite seviyesinde yükselme gözlenirken gen ekspresyon 

seviyesinde düĢüĢ gözlenen durumlar tespit edilmiĢtir. 

Bu sonuçlar dikkate alındığında glifosatın antioksidan sistem üzerinde bozucu veya 

engelleyici etkilere sebep olduğu görülmektedir. 
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Daruich et al. (2001) da belirttiği gibi organofosfat yapılı olan glifosat herbisiti, glisin 

ve fosfonometil içerikli zayıf bir organik asittir. Farklı alanlar da dahil olmak üzere 

özellikle tarımsal alanda yabani otlara karĢı kullanım olarak yaygın bir alana sahip olan 

herbisittir. 

Glifosatların etki mekanizmaları hakkında kısıtlı sayıda literatür olmasından dolayı 

farklı organofosfat veya herbisit türleri ile de karĢılaĢtırma yaparak sonuçlarımızı 

yorumlamaya çalıĢtık. 

Rastogi et al. (2001) ile et al. (2007) yaptıkları çalıĢmalarda organofosfatlar aracılığıyla 

indüklenen toksikolojik etkilerin antioksidan dengenin bozulması ve reaktif oksijen 

türlerinin artması ile alakalı olduğu yapılan çalıĢmalar ile ortaya konmuĢtur. ¼ LD50 tek 

doz chlorpyrifos-ethyl (intektisit) uygulanan sıçanlarda çalıĢmalar yapılmıĢ ve 

eritrositlerde SOD aktivitesinin değiĢmediği, GSH-Px aktivitesinin ise önemli ölçüde 

azaldığı gözlenmiĢtir. GSH-Px aktivitesinin böbreklerde ise aktivitesinin değiĢmediği, 

SOD aktivitesinin ise önemli ölçüde azaldığı tespit edilmiĢtir. Bu sonuçlar ile 

çalıĢmamız karĢılaĢtırıldığında benzer Ģekilde konsantrasyon değiĢikliği olduğu 

görülmüĢtür. Bu sonuçlara bakarak glifosatın SOD ve GPx ekspresyonlarını inhibe edici 

özelliği olduğu söylenebilir. 

Abarikwu et al. (2009) yaptıkları çalıĢmada 20 adet wistar sıçanına 7-16 gün boyunca 

atrazine herbisiti uygulamıĢlar ve bu herbisitin testis dokusundaki sperm kalitesi ile 

oksidatif strese etkilerini incelemiĢlerdir. ÇalıĢma sonucunda testis dokusunda SOD ve 

GPx seviyelerinin belirli bir azalma gösterdiği tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmamızdaki benzer 

sonuçlardan da yola çıkarak bazı herbisit türlerinin oksidatif stresi artırarak doku 

hasarına yol açtığı söylenebilir. 

Jiang and Yang (2009) buğdaya uyguladıkları prometryn herbisitinin GPx aktivitesini 

kök ve yapraklarda, yüksek konsantrasyonlarda azaltmasına rağmen düĢük 

konsantrasyonlarda arttırdığını gözlemlemiĢlerdir. Uygulanan model organizmanın bitki 

kökenli olmasından dolayı böyle bir farklılık görüldüğü söylenebilir. Fakat bu farklılığa 
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rağmen GPx aktivitesindeki azalmanın bitki hasarının göstergesi olduğu, aktivite 

artıĢının ise stresin sebebi olduğu Ģeklinde bir yorum yapılabilir. 

Atmaca (2010) yapmıĢ olduğu çalıĢmada, trifluralin herbisitine maruz bırakılan 

sıçanların karaciğerlerinde SOD ve GPx aktivitelerine bakılmıĢtır. ÇalıĢmanın 

sonucunda karaciğer dokusunda SOD ve GPx aktivitesinin anlamlı bir Ģekilde azaldığı 

gözlenmiĢtir. ÇalıĢmamızla benzer sonuçları içeren bu çalıĢmadan da yola çıkarak 

herbisit türlerinin dokulardaki antioksidan savunma mekanizmasını bozduğu 

söylenebilir. 

Berntssen et al. (2000) somon alabalığı (Salmo salar L.) ile yaptıkları çalıĢmada yüksek 

düzeyde toksik bir metal olan kadmiyum ve besinsel bakır uygulanmıĢtır. Uygulanma 

sonrasında GPH-Px (glutatyon peroksidaz) aktivitesi ölçülmüĢtür. Yapılan denemeler 

sonucunda antioksidan savunma sistemini hasara uğratan kadmiyumun GSH-Px enzim 

aktivitesini azalttığı rapor edilmiĢtir. Toksisite açısından sonuçlara bakıldığında 

glifosatın ile kadmiyumun antioksidan sistem üzerine benzer etkiler yaptığı söylenebilir. 

Heise et al. (2006) Zoarces viviparus türü balıkları 1-5°C sıcaklıklarda strese maruz 

bırakarak 12°C sıcaklıkta bulunan balıklara oranla oksidatif stres oranlarındaki değiĢimi 

incelemiĢlerdir. Yüksek sıcaklık stresi (18, 22, 26°C) uygulanan aynı balıkların 

oksidatif hasar değerlerindeki artıĢın SOD enzimindeki aktivite azalması ile beraber 

gerçekleĢtiği kaydedilmiĢtir. 

Gerek yaptığımız literatür araĢtırmaları, gerek elde ettiğimiz deney sonuçları ve tartıĢma 

kısmında kıyasladığımız çalıĢmalar olsun hepsinde glifosatın organizmalar üzerindeki 

toksik etkileri gözlenmiĢtir. Antioksidan savunma sistemine yapmıĢ olduğu baskılama 

bunun örneklerinden biridir. Model organizmalar üzerinde yapılan deneylerde vücut 

morfolojilerini etkilediği de görülen diğer sonuçlardandır. 
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Söz konusu pestisitin yaygın kullanılması, araĢtırmalar sonucu elde edilen bulgular, 

suda kolaylıkla çözünebilmesi ve uygulanan düĢük dozluluk göz önüne alındığı zaman 

Ģu sonuçlara ulaĢabiliriz; 

I- Özellikle anne adayı olan hamilelerin sakınması gereken bir üründür, 

II- Ġlaçlama yapılırken su kaynaklarına bu maddenin bulaĢması engellenmelidir, 

III- Tarım alanlarında kontrollü olarak glifosat uygulanması yapılmalıdır, 

IV- Ġlaçlama iĢlemlerinin havadan ziyade yakın mesafeli olarak hedef organizmaya 

yapılmasına dikkat edilmelidir, 

V- Bu herbisitin insanların sofralarına kadar taĢınmasını önlemek için tarımsal 

ürünlerin pazara ulaĢmasından önce gerekli tedbirler alınmalıdır, 

VI- Rüzgarlı havalarda taĢınma ihtimalinin yüksek olacağı düĢünülerek atmosfer 

koĢulları dikkate alınmalıdır. 
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