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OZET

Yiksek Lisans Tezi

GLIFOSATIN ZEBRA BALIGI (Danio rerio) EMBRIYONIK GELiSIMINDE
ANTIOKSIDAN SIiSTEME ETKIiLERI

Aysegiil YILMAZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimler Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Genetik Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Bu caligmada, oOzellikle tarimsal alanlarda bulunan istenmeyen yabani bitkilerin
oldiiriilmesinde kullanilan glifosatin zebra baligi (Danio rerio) embriyolarin antioksidan
sistemleri lizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu amag icin 20 balik embriyosu 96 saat
boyunca 1, 5, 10 ve 100 mg/L glifosata maruz birakilmistir. Deney asamasi tam sansa
bagli basit deneme planina gore, dort tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Bir kontrol ve
dort muamele grubu olarak toplamda bes grup ile calisma yiiriitilmiistiir. Calisma
sonucunda glifosatin uygulama gruplarindaki SOD ve GSH-Px’e ait mRNA

ekspresyonlarini istatistiki olarak 6nemli 6l¢iide diislirdiigii gdzlemlenmistir.

2016, 50 sayfa

Anahtar Kelimeler: Zebra balig1 (danio rerio), antioksidan sistem, glifosat



ABSTRACT

MS Thesis

EFFECTS OF GLYPHOSATE ON ZEBRA FISH (Danio rerio) EMBRYONIC
DEVELOPMENT IN ANTIOXIDANT SYSTEM

Aysegiil YILMAZ

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Department of Microbiology

Supervisor: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

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
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1. GIRIS

Beslenme problemi giiniimiizde ve gelecekte hizla artan diinya niifusunun 6nemli
problemlerinden biridir. Niifusun hizli artmasina karsi tarim alanlarimin  kisith

olmasindan dolay1 birim alandan en yiiksek verimin alinmasi istenen bir durumdur

(Oztiirk 1990).

Istenmeyen mikroorganizma, bdcek, yabani ot ve zararlilar1 dldiirmek, ¢ogalmalarini
engellemek ve ortamdan uzaklastirmak amaciyla kullanilan kimyasal, biyolojik veya
fiziksel aktif maddelere pestisit denir. Fare, bocek ve diger hayvanlar ile istenmeyen
mantar ve kiifler, bitki ve yabani otlar, bakteri ve viriis gibi mikroorganizmalara pest
denir. Pestleri kontrol altina almak icin pestisitler ylizyillardir kullanilmaktadir. Kiikiirt,
Cinliler tarafindan M.O. 1000 yillarinda ilk defa pestlerin kontroliinde kullanilan bir
fumiganttir (Yurdun 2007).

Hedef organizmalar iizerine pestisitlerin spesifik toksisite gostermesi istenirken, hedef
olmayan ve zararsiz organizmalara toksik etkilerinin minimum olmasi istenen bir
durumdur. Bunu saglamak i¢in ilk sentezlenen maddelerin ikinci ve tligiincii nesilleri
olarak adlandirilan ve daha giivenilir oldugu diisiiniilen maddelerin sentezi yapilmistir.
Fakat, her pestisit belli bir toksisiteye sahiptir ve saglik i¢cin tam glivenli pestisit tiirii

yoktur (Vural 2005).

Pestisitlerin Tiirkiye’de tilketim miktarlarint yiizde olarak kiyaslarsak, %47 ile en fazla
intektisitlerin, sonrasinda %24 ile herbisitlerin ve %]16’lik oranla fungusitlerin

kullanildig1 gozlenmistir (Tarim ve Koy isleri Bakanlig1 Zirai Arastirma Merkezi 2005).

Tarimsal alanlara uygulanan pestisitler bu alanlardan atmosfer ile, kar ve yagmur
sularinin  olusturdugu erezyon ile ve drenaj sulariyla ekosisteme dagildiklart

goriilmiistiir (Egemen 2000).



Pestisitlerin ¢evreye olan etkileri; uygulama zamanlarina, uygulama sekillerine ve
formiilasyonlarina bagl olarak farklilik gosterir. Uygulanan pestisitlerin %0.1’den daha
az miktar1 hedef organizmaya ulasirken, geri kalan kismi ekosisteme karigmaktadir

(Yildiz vd 2005).

Tarim alanlarinin ylizélgimii azalirken diinya niifusu hizla artmaktadir. Bu azalmayla
beraber birim alandan alinan verimin arttirilmasi zorunlu hale gelmistir. Ziraii alanda
miicadele i¢in en ¢ok kullanilan metot pestisit grubundan olan herbisitler ile yapilan

kimyasal miicadeledir (Tepe 1997).

Doku ve hiicreler, canli organizmalarda patolojik yolla veya normal metabolizma ile
ortaya ¢ikan radikal iirlinleri ve reaksiyonlarini baskilayan gii¢lii bir savunma sistemine
sahiptir. Radikaller ile hizla reaksiyona girerek zararli etkileri 6nleyen maddelerin
hepsine birden kisaca ‘“‘antioksidanlar* veya “antioksidan savunma sistemleri® denir

(Mccord and Fridowich 1969).

Antioksidanlar,

Gecis metal iyonlarini uzaklastirarak,
Reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek veya baskilayarak,

Oksijeni uzaklastirarak veya

<N S X

Baglamis olan reaksiyonlari kirarak etkili olurlar (Halliwell 1997).

Bu aragtirmalarin yapilmasinda model organizma olarak zebra baligi (Danio rerio)
tarafimizdan secilmistir. Zebra baligi, laboratuvar kosullarinda kolay yetismesi, seffaf
yapili olmasindan dolay1 gozleme uygun olmasi, haftalik 100-200 yumurta birakma

yetenegi gibi Ozelliklerinden dolay1 son zamanlarda ¢ok tercih edilen bir tiirdiir.

Yaptigim tez calismamda, 96 saat siire ile 1, 5, 10 ve 100 mg/L konsantrasyonlarinda

glifosata maruz birakilan 20 adet zebra balig1 embriyolar1 24, 48, 72 ve 96. saatlerde



gbzlenmis ve deneme sonunda glifosatin antioksidan savunma mekanizmasini olusturan

baz1 enzimler {izerine nasil etki ettigi belirtilmistir.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Pestisitler ve siniflandirilmalari

Tarim iriinlerine veya hayvansal gidalara, tiretim, hasat, depolama, tasima ve tiikketim
sirasinda zarar verebilen herhangi bir organizmayi (yabanci otlar da dahil) kontrol altina
almak ve bu organizmalarin zararlarin1 6nlemek amaciyla uygulanan veya hayvanlarin
viicutlarindaki herhangi bir zararlinin kontrolii i¢in kullanilan madde veya karigimlara
pestisit denilmektedir (Soydz ve Ozgelik 2003; Cakirogullar1 2006). Pestisit kullanima,
tarim Uriiniinii hastalik ve yabanci otlarin zararindan korumak, kaliteli {iretim
yapabilmeyi gilivence altina almak i¢in kullanilan bir tarimsal miicadele sekli olup iiriin
kayiplarin1 bliyikk oranlarda azaltan en onemli ifadelerden biridir (Damalas et al.
Eleftherohorinos 2011).

Bulundugu yerde yetismesi istenmeyen tiim bitki tiirlerine yabanci ot denilmektedir. Bu
yabanci otlar tarimi yapilan bitkilerle rekabet i¢inde olurlar. Pestisit, insan yagaminda
zararli olan canlilar1 6ldiirmede kullanilan bilesik veya maddeleri ifade eden genel bir

terim olarakta tanimlanabilir (McEven and Stephenson 1979).

Genellikle icme sularinda, nehir, gél ve diger sucul ortamlarda, pestisitler tek basina
veya karigim olarak karsimiza ¢ikabilir (Fernandez-Alba et al. 2002). Bu sebepten
dolay1 pestisitlerin olumsuz taraflarina maruz kalan canli gruplarmin belki de en 6nde
geleni sucul ortamlarda yasayan organizmalardir (Kuhn and Streit 1994; Giiven vd
1999; Sornom et al. 2010).

Herbisitlerin tarimsal ekosistemlerde kullanilmakta olan pestisitlerin 6nemli bir
boliimiinii olusturdugunu ve genel olarak alglerin tiir kompozisyonlarini degistirerek

akuatik topluluklarin yapisini ve fonksiyonlarini bozabildigi belirtilmistir (Ermis 2006).



Tarim alanlarinin diginda da kullanilan pestisitler, depolanmis iirlinlerin korunmasinda,
ormanlara zarar veren organizmalara karsi ve su kanallarinda akisi engelleyen yabani
otlara kars1 da genis bir yelpazede kullanilabilmektedir (Rajendran et al. 2005;
Cakirogullar1 2006).

Farkli acidan bakildiginda, gereginden fazla, zamansiz ve bilingsizce kullanilan
pestisitler zararlilarin daha dayanikli hale gelmesine, iiriinde kalitesizlesmenin

yasanmasina, hayvan ve insanlarin zehirlenmelerine neden olmaktadir (Giircan 2001).

Ideal bir pestisit 6zellikleri;

v' Istenmeyen zararli maddeleri kontrol edebilmeli,
v Hedef olmayan organizmaya zarar vermemeli,

v Uygun bir siirede ekolojik olarak ¢6ziiniir olmall,

v Uygulama alan1 disina ¢ikma egilimi olmamali,

v Cevrede birikme potansiyeli olmamalidir (Yalvag 2005).

Fakat giiniimiizde kullanimi olan hicbir pestisit yukaridaki ideal niteliklerin tiimiine
sahip degildir. Yapilan arastirmalarda, pestisitlerin toprak Kkirleticisi oldugu, yeraltt

sularina ve denizlere de karistig1 gosterilmistir (Sapota 2004; Yalvag 2005).

Cok diisiik diizeydeki pestisit kalintilar1 bile sulardaki canli organizmalarda birikim
gostererek canli saghigi ve cevreyi ¢ok ciddi etkileyebilmektedir. Ayni zamanda

gidalarla ve sulardaki kalintilarla veya hava yolu araciligiyla insanlara gegebilmektedir
(Shukla et al. 2006).

Toksikoloji biliminin temelini pestisitler olusturur. Ister dogal ister sentetik kimyasallar
olsun, hem insan hem de diger organizmalar ic¢in toksik etkilere sahip olduklari
bilinmektedir. Uzun siireli olarak cevrede kalan pestisitler, mutajen, teratojen ve en

onemlisi karsinojen olabilirler (Siemering et al. 2004; Giiven 2005).



Pestisitlerin ¢evresel etkilerinde en c¢ok bilinenlerinden birisi de mutasyonlarin
baslatilmas: durumudur (Epstein and Legator 1971; Yoder et al. 1973). Ozellikle
uygulamalardan sonra friinlerde pek c¢ok pestisitin yiiksek dozlarda gdzlenmesine
ragmen topraktaki bilesiklerin diliisyonu diisiliniildiiglinde en az bir test sisteminde
mutasyon artisinin gozlemlenebildigi gosterilmistir. Bu ¢alismalar tavsiye edilen tarim

uygulamalarinin sonucunda pestisit artiklarini ve genotoksitesini hesaplamak igin

yapilmistir (Rodrigues et al. 1998).

Cizelge 1.1. Pestisitlerin siniflandirilmas: (Buchel 1983)

Ilacin Fiziki | Islevlerine | Zararhnmn Bilesimindeki Yan Hedef Aldig1
Haline Gore Gore Biyolojik Etkili Maddeye [Omiirlerin¢ Organizmaya
Donemine Gore Gore Gore Gore
Larvalar Dayaniks1 |Bocek
If%ll‘:lllﬁlasyonlar dY:gSE oldiirenler Organofosfatlar |z (1-2 Oldiirenler
(larvasitler) hafta) (intektisitler)
Sivi }(ugmrtalan N-metil Orta Fugguslarl
formiilasyonlar | Kurutucu glironlor Karbamatlar dayanikly | Oldarenler
(ovisitler) (1-8 y1l) | (fungusitler)
Yumurta ve Funguslarin
Kisirlastirici l’ird\;irljrﬁer Organoklorinler ]()22}}5/3;111)(11 Ijalljarl(ljfr}::;ar
(Ovalarvasitler) (fungustatikler)
Erginleri Sentetil_< Yabanci otlari
Cekici 1 e pyretroitler ve Oldiirenler
Oldiirenler . o
pyretrinler (herbisitler)
Oriimcekleri
Kagirici Arsenikler Oldiirenler
(akarisitler)
Biiyiime ?ﬁilfterilleri
. . oldiirenler
yonlendirici (bakterisitler)
Yaprak
bitlerini
Oldiirenler
(aphisitler)




Paliizar (2013) tarafindan bildirildigine gore, pestisitlerin siniflandirilmasi daha genel
olarak ele aliirsa, hedef aldig1 organizmaya gore yapilmaktadir. Bu siniflandirmaya
gore Diinyada ve Tiirkiye’de en yaygin kullanilanlar sirasiyla Insektisidler (bdcek
Oldiirticiiler), Herbisidler (yabani ot dldiiriiciiler), Fungusidler (fungus oldiiriiciiler) ve
Rodentisidlerdir (kemirgen oldiiriiciiler). Pestisitlerin organizmalar iizerindeki zararh
etkilerinin incelenebilmesi i¢in de kimyasal yapilarmin bilinmesi gerekir ve bundan

dolay1 kimyasal yapilarina gore siniflandirma daha 6nemlidir ifadeleri 6ne siiriilmiistiir.

Pestisitler kimyasal yapilarina gore;

Organoklorinler
Organofosfatlar

Karbamatlar

M WD

Pretrinler ve Sentetik Pretroitler seklinde siniflandirilabilir (Paliizar 2013).

Diinyada ve iilkemizde zararlilar1 yok ederek daha rahat bir yasam ve kaliteli {irlinler
elde etmemizi saglayan pestisitler, hedef organizmalar gibi hedef olmayan
organizmalara da zarar verebilmektedirler (McEven and Stephenson 1989; Amdur
Doull and Klassen 1991).

Bu maddeler hedef dis1 organizmalara cesitli yollarla bulagsmakta ve organizmalarda
sinir, immiin ve endokrin gibi sistemleri; karaciger, kalp gibi organlar etkilemektedir

(Guest et al. 1991).

Pestisitler, su birikintileri ve havzalara dogal olarak yagmur suyu ile veya sulama yolu
araciligiyla girebilir (Tardiff 1992; Hosokawa et al. 1995).

Sucul ortama bulasan pestisitlerin davranisi pestisitin kararliligina ve ¢oziintirliiliigline
baglidir. Daha kararli olan pestisitlerin genellikle sucul ortamdaki etkileri daha fazladir.

Eser miktarlarda dahi olsa suda pestisit kalintilarinin bulunmasi suda yasayan



organizmalarin besin zincirinde olduk¢a 6nemli olan fitoplankton ve zooplanktonlarin

gelisimleri durmaktadir (Khan 1977).

Pestisitlerin endise verici Ozelliklerinden bir tanesi de sucul ortamda yasayan
organizmalar tarafindan biriktirilmesidir. Polarite, ¢oziiniirliikk, dagilma ve uguculuk gibi
pestisit 6zellikleri biyolojik birikimi etkilemektedir. Pestisitleri sudan alan planktonlar
biriktirirler ve sonrasinda omurgasizlara ve baliklara aktarirlar, bu canlilar da kuslar,

baliklar, memeliler ya da insanlar tarafindan tiiketilebilirler (Chau and Afghan 1982).
1.1.2. Glifosat (N-fosfonometilglisin)

Tarim alanlari, ormanlik alanlar ve bahge bakiminda istenmeyen bitkilerden kurtulma
amaciyla uygulanan ve organofosfatli bir herbisit olan glifosat, bu bitkilerin kontroliinde
biiylik basar1 saglamistir, bu sebepten dolayr yaygin kullanima sahiptir (Chan and
Mahler 1992; Baylis 2000; Woodburn 2000). Glifosat, genis spektrumlu ve segici
olmayan bir herbisiddir. Tek ve ¢ok yillik bitkilerde bu herbisid yiiksek bir aktiviyeye
sahiptir (Franz 1985).

o] 8]
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Sekil 1.1. Glifosatin agik formiil yapisi (C3HgNOsP) (Journal of Pesticide Reform
2004).

Glifosat, ozellikle piring, misir ve soya ekimi yapilan tarimsal alanlarda, bahge
bakiminda, ormanlik alanlarda, otlaklarin ve yesillik alanlarin istenmeyen bitkilerinden

kurtulmak gibi amaglardan dolay1 sik olarak kullanilmaktadir (Dallegrave et al. 2003).



Glifosat tarim alanlart ve ormanlik alanlar gibi yerlerde istenmeyen yabanci otlarin
oldiirtilmesinde kullanilan se¢ici olmayan bir herbisittir (Chan and Mahler 1992; Baylis
2000; Woodburn 2000).

Gifosatin sudaki ¢oziiniirliigii yiiksektir bu sebepten dolayr hem toprak hem de sucul
ekosistem silirekli olarak kontamine olmaya agik haldedir. Hedef olmayan
organizmalarin da etkilenmesinden dolay1 bu canlilarin gelisimi, fizyolojisi, morfolojisi,

biyokimyas1 ve immiinolojisi {izerinde mutasyonlar ortaya ¢ikabilir (Tate et al. 1997).

Glifosat, bir yillik bitkilerin kontroliinde oldukca biiyiik basar1 saglamaktadir. Bundan
dolay1 glifosat diinyada kullanim olarak onde gelen herbisiti olmus ve hala marketi en

fazla biiylime gosteren herbisittir (Baylis 2000).

Pestisitlerin ¢ogunda oldugu gibi, bitki hiicresine girisi kolay olmasi istendiginden
glifosatta da siirfektan madde eklenerek bir¢ok ticari isme sahip (Roundup®, Rodeo®,
Accord®, Vision®) ticari formlari piyasaya siiriilmiistiir. ABD’nde 1970’lerin basinda
kimyasal sirketi olan Monsanto tarafindan tiretilen Roundup ilk glifosatli herbisittir (St.
Louis, MO, USA) ve Avrupa iilkeleri ile ABD’de siklikla kullanilmaktadir (Tominack
et al. 1991; Lee et al. 2000; Bradberry et al. 2004). Glifosat, Roundup’in aktif
bilesenidir ve diinya pazarindaki yerini 1995-2001 yillar1 arasinda {i¢ katina ¢ikarmistir

(Monsanto 2001).

Mitchell et al. (1987) gore, glifosatin en fazla tercih edilen ticari formu Roundup,
formulasyonunda farkli oranlarda olacak sekilde, bir siirfektan madde olan
polioksietilen amin (POEA) icerir ve bu madde glifosatin bitki hiicresine niifuz etmesini

kolaylastirir.

Glifosatin toksik etkisi aktif madde ile beraber kullanilan siirfektan maddeyle alakalidir.
Siirfektan madde tek basina uygulandiginda glifosata oranla daha az toksiktir, fakat

diger bilesenlerle beraber Roundup’in toksisitesini artirmaktadir (Carlisle and Trevors

1988; Cox 1996; Giesy et al. 2000).



Roundup’m glifosata gore toksik etkisinin daha fazla oldugu yapilan bir anafaz-telofaz
sogan testinde saptanmistir (Rank et al. 1993). Martinez and Brown (1991) ise yaptigi
bir ¢alismada farelerin 6liimiine neden olan Roundup dozunun, glifosat dozunun 1/3’i
kadar oldugunu gormiislerdir. Bunlara ek olarak akut toksisite alaninda yapilan
calismalarda da, glifosatin siirfektanla birlikte kullaniminda aciga ¢ikan toksik etkisinin,
tek basma glifosatin toksik etkisinden daha giiglii oldugu saptanmistir (Adam et al.
1997; Dallegrave et al. 2002).

2010 yilinda yapilan bir ¢alismaya gore Tiirkiye’de pestisit kullanim1 yaklasik 33.000
tondur. Bu pestisit miktarinin %47’sini intektisitler, %24’inii herbisitler, %16’smn1
fungusitler, %13’linli diger gruplar olusturmaktadir. Bu pestisitlerin yillik satig tutarida

yaklagik 230- 250 milyon dolar oldugu bildirilmistir (Tiryaki vd 2010).

Cizelge 1.2°de belirtildigi gibi, 2009 yilinda 12 bin ton civari olan ithalat miktar1 2011
yilinda 25.776 tona ¢ikmistir, 2013 yilinda ise 20.637 tona kadar bu say1 diismiistiir.
Onceki bes yillik dénem goz dniine alindiginda 2005 yilinda 11.000 ton ihracatin 2008
yilinda 26.000 tona ¢iktig1r gozlenmistir. Tiim bu verilere bakarak Tiirkiye’de pestisit
kullanim1 sabit olarak degil daha c¢ok dalgali bir seyir izlemekte seklinde yorum

yapilabilir (Demirci vd 2015).



Cizelge 1.2. Yillara gore Tiirkiye’de pestisitlerin ithalat miktarlari

2009
2013 12%

2010
21%
2012
22%

2011
25%

Glifosatin toprakta parcalanmasi hizli bir sekilde olur, suda par¢alanmasi ise minimum
seviyededir. Aminometilfosfonik (AMPA) yikim dirlinlerinden biridir. Bu yikim
iriiniinden ise formaldehit meydana gelir ve bu bilesik toksik bir bilesiktir. Glifosatin
biyolojik pargalanmasi ise C-N arasindaki bagin ayrilmasi ve AMPA olusumu
seklindedir. Oksijenli durumlarda pargalanma oksijensize oranla daha hizli olmaktadir

(Brewster et al. 1991).

1.1.3. Zebra bahg (Danio rerio)

Toksikolojik denemelerde kullanilan canlilar olabildigince ekosistemi temsil edebilen
yerli tiirler olmalidir. Secilecek olan tiiriin ekonomik ve ekolojik dneme sahip olmasi
ayrica temininin de kolay olmasi gerekir. Tiirler arast ve tiir i¢i duyarlilik farklilik
gosterdigi i¢in duyarlilbik araligi genis olan canlilarin tercihi biiyiik avantaj
saglamaktadir. Segtigimiz tirlerin kiltiirlerinin yapilabilir olmasi ve laboratuvar

kosullarina dayaniklilig1 yiiksek olmasi gerekir.
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Balik gibi sucul omurgalilar ¢evrelerinden yayilan stres faktorlerine diger canlilardan
daha fazla maruz kaldiklar1 i¢in baliklarla alakali yapilan ekotoksikolojik arastirmalar
oldukca oOnemlidir. Son yillarda yapilan ekotoksikoloji ¢alismalarinda Zebra baligi

(Danio rerio) yumurta ve embriyolarinin siklikla kullanildigr gériilmektedir.

Dayanikli olmalarinin yaninda kolay bulunmalari, laboratuvar ortaminda kolay beslenip
cogaltilabilmesi, yiiksek iireme kapasitesi, yumurta ve embriyolarinin saydam
olmasindan dolay1 kolay izlenebilir olmasi, jenerasyon zamanlarinin kisa olmasi ve
toksik ajanlara yumurtalarimin duyarli olmasi gibi sebeplerden dolay1r (Hisaoka and
Battle 1958; Kimmel et al. 1995; Lele and Krone 1996) giiniimiizde model organizma

olarak daha sik kullanilmaya baglanmaistir.

Sunulan tez calismasinda deney tiirii olarak zebra baligi (Danio rerio) larvalar

sec¢ilmistir. Bu tiiri calismamizda tercih etmemizin sebepleri ise;

v Laboratuvar ortamina uyum kabiliyetinin yiiksek olmasi,

v Genetik yapisi, genel fizyolojisi ve davranislarinin iyi bilinmesi,

v Dis dollenme gergeklestirdiginden embriyonik tiim safhalarinin izlenebilir olmasi
ve degisiklik yapilabilmesi,

v' Insana ait birgok gelisim ve hastalik genleriyle benzeyen genler bulundurmast,

v Genetik analizlere uygun olmas,

v Birey bagina haftada yaklasik olarak 120-150 yumurta iiretebilme kapasitesinin
olmasi ve

v Insan genlerine ait karsilastirmali haritalamada kullanilmas1 gibi &zellikleri

bulundurdugu igindir (Greenberg et al. 1985; Rand 1995; Atamanalp 2004).

Cyprinidae familyasina ait tropikal olan bir tlirdiir zebra baligi. Zebra baliklarmin ana
vatan1 Glineydogu Himalayadir ve yaygm olarak Pakistan ile Hindistan’da

yasamaktadirlar (Mayden et al. 2007).
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Biitiin bu oOzelliklere ek olarak, zebra baliklariin hayat dongiisiinii laboratuvar
farelerine gore daha erken silirede tamamlamasi, fareler ile yapilan deneylerin
tamaminin zebra baliklar1 ile de yapilabilmesi ayrica daha fazla neslin takip edilebilir
olmast da bu baliklarin avantajlar1 arasindadir. Toksikoloji calismalarinda zebra
baliginin arastirmacilar tarafindan tercih edilmesinin bagka bir sebebi de uygulanan

testin kisa ve sonuglarinin tartismasiz net olusudur (Din 2002).

Westerfield (1995) ve Spence (2008)’in goriislerine gére zebra baliklarinin déllenme
periyodu yaklasik 3-4 aydir ve disi baliklarin yumurtlama yetenekleri 2-3 giin
araliklarladir. Ovulasyonun olmasi ve yumurtlamanin gerg¢eklesebilmesi igin ayni
ortamda bir de erkek bulunmalidir. D6llenmis yumurta ilk andan itibaren seffaftir ve
gelisimi hizli bir sekilde ilerler. Embriyolarin gelisiminde en ideal sicaklik 28,5°C’dir.
Doéllenmenin 36. saatinde baligin tiim ana organlar1 taslak olarak ortaya cikar.
Yumurtadan ¢ikan larvalar birkag¢ giin sonra daha vitelliis kesesi tiikenmeden dis
ortamdan yem almaya baslarlar. 90 giinliik olmus ergin bir birey yaklasik olarak 2 cm

uzunlugunda ve iireme fonksiyonlarina sahiptir.

Zebra baliklar1 zooplankton, bdcekler, fitoplankton ve bocek larvalari ile beslenebilirler.
Eger tercih ettikleri beslenme kaynaklarina ulasamazlarsa farkli besinler ile de

beslenebilirler (Spence et al. 2008).

Bakiminin uygun kosullarda kolay olmasi, tek seferde fazla sayida yumurta verebilmesi
ve bu yumurtalarin seffaf olmas1 bu baligin gelisim psikolojisi, toksikoloji, onkoloji,
embriyoloji, teratoloji, ndrobiyoloji, genetik, kok hiicre ve ¢evre bilimleri gibi pek cok
calisma i¢in uygun bir model organizma olmasini saglamistir (Fabacher 2000; Nagel

2002).

1.1.4. Antioksidan sistemler

Serbest radikal kaynaklarini ve yapabildiklerini bildigimiz vakit bu bilesikleri nétralize

eden antioksidanlar1 daha iyi anlamig oluruz. Yiyecekleri, 6zellikle de yaglart bozulma
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ve oksidasyondan koruyan antioksidanlar mikro besin maddeleridir. Adindan da
anlasilacagr gibi viicuttaki maddelerin oksijenle birlesmesini engelleyerek canlidaki bu
maddelerin oksidasyonunu engeller. Temel olarak antioksidan sistem, serbest
radikallerin niikleik asitlere (DNA), hiicre zarma ve hiicre bilesenlerine saldirmasini
onlemek amaciyla bu radikalleri kendine ¢eker ve baglar. Antioksidan &zellikte olan
birgok madde bulunur. Bu maddelerin bir kismi1 viicut tarafindan tretilirken, bir kismi1
disaridan Ozellikle de bitkiler araciligiyla alinir. Antioksidanlar baslica endojen (dogal)
ve eksojen kaynakli olarak iki ana gruba ayrilsa bile ayn1 zamanda serbest radikallerin
olusumunu engelleyenler ve mevcut olan radikalleri etkisiz hale getirenler olarak veya
enzim olanlar ile enzim olmayanlar seklinde de smiflandirmak miimkiindiir (Paliizar

2013).

Reaktif oksijen tiirlerin olugsmasi ve bu tiirlerin ortaya ¢ikardigi hasarlarin onlenmesi
icin viicutta cesitli savunma mekanizmalart bulunmaktadir. ‘Antioksidan savunma
sistemleri’ veya ‘antioksidanlar’ diye adlandirilan bu siniflar; serbest radikalleri
notralize ederler ve sebep olduklari hasari1 tamir etmeye yardimci olarak, viicudun

etkilenmesini en aza indirir veya viicudun yenilenmesini saglarlar (Ames et al. 1993).

Oksidatif stres, serbest radikallerin tiretimi ve iretilen bu serbest radikallerin yikict
etkilerine karsi hiicrelerin kars1 koyabilme yetkileri arasindaki sitopatolojik zincirleri

ifade eder (Simonian and Coyle 1996).

Herhangi bir sebepten dolay1 reaktif oksijen bilesiklerinin asir1 olusumu veya
antioksidan savunma ve onarim sistemlerindeki yetersizliklerden dolayr oksidatif stres

gelisir (Kokoglu 1998).

Serbest radikaller: Az sayida molekiil tek elektronlu olup, ¢ogu molekiil cift
elektronludur. Tek, yani eslesmemis elektron bulunduran bu molekiiller, bulabildikleri
herhangi bir molekiille etkileserek bu molekiilden elektron alirlar veya ona bir elektron

verirler. Bu sekilde baska molekiiller ile kolayca elektron aligverisine girerek yapilarini
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bozan bu molekiillere “reaktif oksijen tiirleri’’, ‘’serbest radikaller’” veya “oksidan

molekiiller’” ad1 verilir (Halliwell and Chirico 1993).

Pryor (1982)‘un arastirmalarina gore, nitroz oksid (NO) veya azot dioksid (NOy) gibi
molekiillerde de gorildigi tizere en dis orbitallerinde eslesmemis bir elektron
barindiran herhangi bir atom grubu ya da atom serbest radikal molekiiliidiir. Biradikaller
ise, dis orbitallerinde eslesmemis iki adet elektron iceren molekiillerdir ve misal olarak
molekiiler oksijen (O,) verilebilir. Bunlara ek olarak radikal iyonlar ise, negatif (O;)

veya pozitif (HsN") yiik tasiyan serbest radikallere drnektir.

Molekiiler veya atomik yapida bulunan ve eslesmemis tek elektron bulunduran bu
bilesikler komsu molekiillerden kendi orbitallerini tamamlamak amaciyla elektron

Kopararak bir takim zincir reaksiyonunu baslatirlar (Rabideau 2001).

Serbest elektronunu eslemek amaciyla bagka molekiilden elektron alan oksijen radikali
diger molekiilii kararsiz hale getirmis olur. Bu ifadede de goruldiigii gibi serbest
radikaller organizmalarda o6nemli molekiillere hasar veren tepkimeler zincirini

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

Pestisit gibi baz1 yabanci toksik maddeler ile hiicrelerde serbest radikal iiretimi biiyiik
oranda artirilabilir. Bu maddeler antioksidan aktiviteyi diisiiriirler ya da dogrudan

serbest radikal iiretimini saglarlar (Cross et al. 1987; Orug ve Uner 2004).

Antioksidan savunma sistemleri, serbest radikal olusumlar ile ortaya ¢ikan hasarlar
onlemek ve detoksifikasyonunu saglayabilmek amaciyla normal fizyolojik sartlarda
gelisen sistemlerdir. ’Antioksidanlar’’ olarak da adlandirilirlar ve bu sistemde bulunan
molekiiller, serbest radikallerin ortadan kaldirilarak oksidatif hasarin 6nlenmesinde

biiyiik katki saglarlar (Halliwell and Gutteridge 1999,2000; Urso and Clarkson 2003).

Genel olarak antioksidanlar,
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Gecis metal iyonlarini uzaklastirarak,
Oksijeni uzaklastirarak,

Reaktif oksijen tiirleri temizleyerek veya baskilayarak

RN NERN

Baslatilmis zincir reaksiyonunu kirarak etkili olabilirler (Halliwell 1997).

Diindar et al. (2000) goriislerine gore, hiicre ve doku yikimi ile sonuglanma orani
yilksek olan oksidatif hasara karsi antioksidan sistemler her diizeyde aktivite

gosterebilir.

Aktif oksijen olusumunu Onleyerek veya olusan aktif oksijenleri serbest birakmayarak
hiicresel diizeyde oksidasyondan kaynakli zararlar1 engelleyebilen antioksidan

maddeler, dejeneratif hastaliklarin olusumunu durdurabilir (Baublis et al. 2000).

Cizelge 1.3. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Gutteridge 1995)

ENZIMATIK ENZIMATIK OLMAYAN

ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Melatonin
Katalaz (CAT) a-Tokoferol (Vit. E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GPx) Askorbat (Vit. C) Transferin
Glutatyon peroksidaz (GPx) B-Karoten (Vit. A) Ferritin
Peroksidaz (PLGPXx) Flonoidler Laktoferrin
Glutatyon-S-transferaz (GST) Urat Albumin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Biluribin Lipoik asid

1.1.4.a. Enzimatik antioksidanlar

Aerobik canlilar baslica {i¢ enzim yardimiyla oksijen toksisitesinden korunur. Bu

enzimler; siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidazdir (Bhagavan 2002).
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Siiperoksid dismutaz (SOD): Siiperoksid dismutaz (SOD) enzimi ilk olarak Mc Cord
ve Fridovich tarafindan 1969 yilinda tanimlandi. Bu enzim, lipid peroksidasyonunu
inhibe eden ve O, radikalini katalitik sekilde uzaklastiran bir metalloenzimdir. O,

radikalinin H,O, ve O, dontisiimiine katalizini saglar (McCord and Fridovich 1969).

SOD
20; +2H* — H,0, + 0,

Denklemde de goriildiigii gibi baslangicta membranlari gecemeyen O, radikali
reaksiyon sonucunda membrandan kolayca gecen H,O; molekiiliine doniismektedir

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

SOD, siiperoksit serbest radikalinin etkisiz hale getirilmesinde glutatyon peroksidaz
(GPx) ve katalaz (CAT) enzimleri ile beraber rol alan bir metalloproteindir. SOD
enziminin antioksidan 6zelligi ilk olarak Noumohammadi et al. (2001) da belirttigi
tizere, Mc Cord ve Fridovich tarafindan (1969) yapilan arastirmalar sonucu

anlagilmistir.

SOD enzimi oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunur ve oksijen
zehirlenmesine karst bu hiicreleri korumada Onemlidir. Aerobik organizmalari
stiperoksitin zararli etkisinden korumak da SOD’un gorevidir. SOD enziminin
enzimatik aktivitesi olduk¢a yiiksektir (Fridovich 1973; Lavelle et al. 1973; Petkau et
al. 1975; Sheng et al. 2004).

Ug siif SOD enzimi vardir, bunlar kofaktdr olarak igerdigi metal iyonuna goére

smiflandirilir;

(@ CuZn-SOD: Mann ve Keilin, 1939 yilinda sigir kanindan mavi-yesil renkte ve
bakir iceren hemokuprein diye isimlendirilern bir protein izole etmislerdir. Benzer bir
protein 1953 yilinda at karacigerinden izole edilmis ve hepatokuprein olarak

adlandirilmigtir. 1970 yilinda ise eritrositlerde kesfedilen bu proteinin bakira ek olarak
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cinko da icerdigi goriilmiistiir. Bu proteinin baslangicta higbir enzimatik etkinligi tespit
edilememis ve sadece bir metal yigin1 oldugu ileri siiriilmiistiir. McCord ve Fridovich
adindaki arastirmacilar 1969 yilinda bu proteinin bir SOD aktivitesi gdstererek
eritrositlerde O, i katalitik olarak yiktigin1 ortaya koymuslardir (Chance et al. 1979;
Halliwell and Gutteridge 1999).

CuZn-SOD enzimindeki bakir iyonlari, rediiksiyon ve oksidasyona ugrayarak
dismutasyon reaksiyonunda rol oynarlar. Cinko metalinin ise katalitik bir etkisi
bulunmamaktadir, yalnizca enzimi stabil halde tuttugu bildirilmektedir (Fridovich
1995).

(b) Mn-SOD: CuZn-SOD’dan tamamen farkli oldugu ortaya konulan Mn-SOD ilk kez
Escherichia coli’den izole edilmistir. Bu enzim pembe renklidir, aktif bolgesinde Mn*?
metali bulundurur, kloroform-etanole karsi dayaniksizdir ve molekiiler kiitlesi 40.000
Da kadardir. Bu farkli 6zelliklere sahip olmasina ragmen Mn-SOD lar da CuZn-SOD lar
gibi ayni reaksiyonlari tetiklerler (Fridovich 1995; Halliwell and Gutteridge 1999).

(c) Fe-SOD: Ilk olarak E. Coli bakterisinde saptanan Fe-SOD genellikle iki protein alt
tinitesine sahiptir ve her proteinde bir ya da iki demir iyonu bulundurur. Enzim normal
durumda iken demir +3 degerlikli, katalitik dongiide ise +3 ve +2 degerlikleri arasinda
bir doniisiim goriliir. Ginkgo, domates, biloba ve hardal gibi bitkilerde tespit edilmis

olsa dahi heniiz hi¢bir hayvan organizmasinda Fe-SOD’a rastlanmamustir (Yost and
Fridovich 1973).

Katalaz (CAT): 1937 yilinda Dounce ve Sumner tarafindan sigir karacigerinden izole
edilen bir enzimdir. Yaklasik olarak 240.000 Da molekiil agirligina sahiptirler. Aktif
bélgesine hem grubu (Fe*3- protoporfirin) bagl olan CAT’lar dért protein alt {initesinde
olusurlar. Alt {nitelerin her biri aym zamanda enzimi HO;’ye karst koruyan
indirgenmis NADPH molekiilii i¢erir. Dondurarak kurutma, depolama, alkali ve asite

kars1 maruz kalma alt {nitelerin ayrilmasina ve enzimin aktivitesinin ortadan
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kalkmasina sebep olur (Yost and Fridovich 1973; Halliwell and Gutteridge 1999; Aydin
vd 2001).

Ozellikle karaciger ve eritrositler yogunlasmak iizere hayvanlarin tiim organlarinda
bulunur CAT. Hiicre igerisinde ise oncelikli olarak peroksizomlara konumlanmislardir
ve Kkloroplast, mitokondri ve endoplazmik retikulumda da az oranda bulunurlar
(Halliwell and Gutteridge 1999).

SOD enzimine benzeyen bir reaksiyon mekanizmasi yardimiyla H,O; ‘i O, ve H,O

seklinde parcalar ve biyolojik sistemlerde zararli olan H,O; e kars1 organizmay1 korur

(Aebi 1984).

CAT — Fe*™3 + H,0, — Bilesik I

Bilesik I + H,0, - CAT — Fe*3 + 2H,0 + 0,

Denklemde (Lardinnois 1995) de goriildiigii gibi hidrojenperoksidi molekiiler oksijen ve
suya cevirir. Bir dakika gibi olduk¢a kisa bir zamanda 6 milyon hidrojenperoksidi

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

Katalazin aktivitesi, ortamda bulunan hidrojenperoksidin konsantrasyonuyla dogru
orantili olarak artar. Eger ortamda diisiik konsanrasyonda H,0O; bilesigi bulunuyor ise,
bu bilesigi substrat olarak kullanan glutatyon peroksidaz gibi enzimler devreye girerek

zararl1 bilesigi ortamdan uzaklastirirlar (Agar et al. 1986).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Bu enzimden bahsetmeden Once substrat olarak
kullandig1 glutatyon (GSH)’u bilmek gerekir. Glutatyon, glutamik asit, glisin ve
sisteinden olusmaktadir. Hemen hemen biitiin canlilarda mevcut, diisik molekiil
agirlikli ve serbest siilfhidril grubuna sahip 6nemli bir tripeptittir (Meister and Anderson

1983; Meister 1994). Hiicresel fonksiyonlart hari¢ tutulursa glutatyon, GSH-Px
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enziminin katalizorliigii ile organik peroksit ve hidrojen peroksitleri metabolize ederek
antioksidan hiicre savunmasinda 6nemli bir yere sahiptir (Meister and Anderson 1983;
Deneke and Fanburg 1989; Ambrosia et al. 1992).

1957°de Mills tarafindan kesfedilen Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi bir
antioksidandir (Knapen et al. 1999). Hiicre membrani, mitokonkri ve sitozolde bulunan
glutatyon peroksidaz 85000 dalton molekiil agirligina sahiptir (Akkus 1995; Deaton and
Marlin 2003). Elektron kaynagi olarak glutatyonu kullanan glutatyon peroksidaz,
organik hidroperoksit ve hidrojen peroksitlerin rediiksiyonunu katalize etmekte ve
hiicrenin oksidatif stresten korunmasina énemli dlgiide yardim etmektedir (Deaton and

Marlin 2003).

Selenyum-bagimli GSH-Px’ler ve selenyum-bagimsiz GSH-Px’ler olmak {izere iki
gruba ayrilabilirler. Organik hidroperoksit ve H,0,’yi indirgeyebilen grup selenyum-
bagimli GSH-Px’lerdir. Selenyum-bagimsiz olan GSH-Px’ler ise sadece organik
hidroperoksitlerin indirgenmesini saglayarak H,O, i¢in inaktif durumdadirlar (Cnubben

2001).

H,0, + 2GSH - 2H,0 + GSSG

LOOH + 2GSH —» H,0 + LOH + GSSG

Denklemlerde de goriildigii tizere GSH-Px H,0, molekiiliinii iki molekiil H,O’ya ve bir
molekiil membran peroksitlerini (LOOH/ROOH) alkol (LOH/ROH) ve bir molekiil H,O
seklinde indirger (Piner 2005).

Eritrositlerde oksidatif strese kars1 oldukea etkili bir antioksidan olan GSH-Px enzimi,
fagositik hiicrelerdeki solunum patlamasi esnasinda ortaya c¢ikan serbest radikal
bozunmasindan fagositik hiicrelerin olumsuz etkilenmesini 6nlemede 6nemli islevlere

sahiptir (Mayes 1993).
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Sucul canlilardaki antioksidan sistemlerin igerigindeki temel enzim (SOD, GPx, CAT)
gruplarinin (Kehrer 1993; Keramati et al. 2010) ROS (reaktif oksijen tiirleri)’u inhibe
edici etkilerinin oldugu ve pestisitlerden kaynakli olan serbest radikallerin zararh
etkilerine karsilik olarak hiicresel sistemi koruyabildikleri (Banerjee et al. 1999; Yarsan
et al. 1999; Banerjee et al. 2001) goriilmistiir. Kisaca pestisitlerin organizmalardaki

antioksidan sistemlerine etki ettigi sdylenebilir.

1.1.5. Gen ekspresyonu

Gen ekspresyonu veya gen ifadesi, DNA dizisini olusturan genlerin, fonksiyonel protein
formuna donligme siireci olarak tanimlanan bir terimdir. DNA’da var olan genetik
bilgilerin bir RNA molekiili olan mRNA’nin sentezi yardimiyla transkripsiyonu
(kopyalanmasi) ve kopyalanan bu genetik kodlarin translasyon (protein molekiilii haline

¢evrilmesi) islemlerinin tamamina gen ekspresyonu (ifadesi) denilmektedir.

DNA’nin farkli bolgelerindeki baz dizilimleri farkli genlere karsilik gelir ve o gen
tarafindan kodlanan proteinin aminoasit dizilisini gdsterir. DNA’da bulunan bu baz
dizisinin proteinin amino asit dizilimini nasil kodladigi biyokimyasal ve genetik

yontemlerin beraber kullanilmasiyla ortaya konmustur (Yauk and Berndt 2007).

Karsilagtirma gen ekspresyonunun en genel Ol¢lim amacidir. Bir organda timor
hiicresiyle normal hiicreyi karsilastirma, farkli hiicrelerdeki genlerin mRNA diizeylerini
karsilagtirma, toksik maddeye maruz kalan ya da farkl siirelerle ila¢ uygulamasi yapilan
canlilarda genlerde olusan ekspresyon degisimlerini karsilastirma amaciyla da yapilan

Olgtimlerdir (Suter et al. 2004).
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2. KAYNAK OZETLERI

Khan (1977)’1n yaptig1 ¢alismalara gore su ortaminda bulunan pestisitlerin davranisi
pestisitlerin kararliligina ve ¢ozlniirliiliigline baghdir. Genel olarak daha kararli olan
pestisitler su yasaminda daha etkili olmaktadirlar. Su ekosistemine giren pestisitler su
flora ve faunasini olumsuz olarak etkilemektedir. Eser miktarda dahi olsa suda pestisit
kalintilarinin - bulunmasi sucul organizmalarin beslenmesinde Onemli yeri olan

fitoplankton ve zooplanktonlarin gelismeleri durmaktadir.

Miles and Harris (1971) yaptigi g¢alismalarda su ekosisteminde istenmeyen bazi
boceklere veya akvatik bitkilere karsi ilaglarin dogrudan suya uygulanmasi, ilaglanmis
bu bitkilerden topraga, oradan yer alt1 sularina, dolayisiyla su ekosistmenine karigmis
olmasi veya ila¢ ile bulasmis olan atmosferdeki partikiillerin yagmur sulart ile

taginmastyla sularin ilagla bulagsmis olacaginin gériilme ihitimalini belirtmislerdir.

Glyphosate Facts (1993)‘e gore yapilan calismalar, glifosatin memeli organizmalar
tizerinde farkli etkilere neden oldugunu gostermektedir. Gebe olan sicanlar ve sican
fetiisleri ile yapilan toksisite deneylerinde, uygulama yapilan hayvanlarin viicut
agirhginda eksilme, burun akintisi, diyare, yavru bobreklerinde ve sindirim sisteminde

bozukluklar veya gebe bireylerde oliimler tespit edilmistir.

Glifosat iceren herbisitlerle caligsmalar yapan Cox (1996) ise glifosatin hedef olmayan
bitki organizmalarinda akut toksisiteye sebep oldugunu gostermistir. Sucul bitkiler ve
alglerde bu gruba dahildir. Glifosata maruziyeti, kuslarin, yer solucanlarinin, bal arilari
gibi yararl boceklerin, bazi1 kiiglik memelilerin ve baliklarin da i¢inde oldugu hayvansal

organizmalari zararl yonde etkiledigi gosterilmistir.

Kolpin et al. (2006), glifosat bazli herbisitlerin, sucul organizmalara kars1 glifosatin saf
halinden daha toksik oldugunu g¢alismalarinda gdstermistir. Mitchell et al. (1987) ise,
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baliklardaki toksik etkilerinin balik tiirlerine gore degismesine ragmen Roundup®’in

glifosata gore 30 kat fazla toksik oldugunu gostermislerdir.

Peixoto (2005)’da yaptig1 calismasinda saglikli 80-100 g.’lik Cyprinus carpio’lari
kullanmistir. Bu baliklar 205 ve 410 mg glifosat/L olmak iizere 2 ayr1 Roundup®
dozuna maruz birakilmistir. Elektron mikroskobu ile incelendiginde Roundup®
uygulanan baliklarda mitokondrionlarda biiyiime ile mitokonrion i¢ zarinin gériinmez
hale gelmesi ve hepatositlerde miyelin benzeri yapilara rastlamistir. Bu sonuglara

dayanarak bu balik tiiriinde iki dozun da toksik oldugu gosterilmistir.

Beuret et al. (2005) gebe siganlarda yaptiklari ¢alismalarda gebeligin ilk giiniinden 21.
giintine kadar glifosat uygulanmasinin (0,4 mL glifosat/20mL su) karaciger agirliginda
ve hayvan agirhiginda azalmaya sebep oldugunu gostermislerdir. Fetiis viicut ve

karaciger agirliginda ise dnemli farkliliklar bulunmamastir.

Soso et al. (2007) disi bir balik olan Jundia’lar ile yaptiklari ¢alismada, canlilara glifosat
icerikli kimyasal madde uygulanmis ve karaciger somatik indekslerinde kontrol gruplar
ile karsilagtirildiginda uygulama gruplarinda artis kaydedilmistir. Yapilan bu ¢aligmaya
gore glifosat igeren herbisitlerin karaciger metabolizmasinda etkili oldugu ve protein ve

glikoz sentezi gibi diger metabolik yollar1 da etkiledigi rapor edilmistir.

Sinhorin et al. (2014) Pseudoplatystoma spp. tiirii baliklara 4.5 ve 7.5 mg/L glifosatin
96 saat wuygulanmasi sonucunda, baliklarin dokularinda lipid peroksidasyonu

goriildiigiinii belirtmislerdir.

Insan saghigina herhangi bir zararinin olmadigi iiretici raporlari ile belirtilmis olsa bile;
Sivikova et al. (2006) yaptiklar1 ¢alismalarda glifosat iiriinleri ile ugrasan kisilerde bas
agrisi, mide bulantisi, géz ve deri tahrisi, kalp basincinda artma gibi farkli klinik
belirtiler belirlemislerdir. Kolpin et al. (2006) da ¢alismalar1 ile glifosat
uygulanmasindan az bir siire sonra c¢iftcilerin idrarlarinda glifosat kalintilarina

rastlamiglardir. Glifosat igerikli herbisitlerin kullaniminin bazi tarim is¢ilerinde {ireme
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ile ilgili problemlere sebep oldugu ve bazi enzimlerin de aktiviteleri lizerine etki ettigi
rapor edilmistir (Savitz et al. 1997; Williams et al. 2000; Daruich et al. 2001,
Acquavella et al. 2004).

Favari et al. (2002) yaptiklar1 ¢alismalarla, su ekosisteminde, zooplankton, fitoplankton
ve baliklarda karbamat ve organofosforlu pestisit birikimiyle karsilagmislardir.
Pestisitler suya oranla zooplanktonda 10-25 kat, alglerde 2-10 kat ve baliklarda 8-140
kat birikim gostermistir. Pestisitlerin etkisiyle c¢evresel strese yanit olarak baliklarda
glutatyon ve lipid peroksidasyonu artmis fakat asetilkolinesteraz aktivitesi azalmstir.
Aragtirmacilar bu Kkirleticilerin insan ve baliklardaki birikiminin tehdit olarak

algilandigini belirtmiglerdir.

Herbisitler, biitiin canli organizmalar1 kalicilik ve toksisite Ozelligine gore
etkilemektedir. Dogal olarak bu etkilesim sisteminde insan en hassas hedef
durumundadir. Herbisitlerin viicuda solunum, deri veya sindirim yollar1 araciligryla
alinmasi insanlarda zehirlenmelere yol agmaktadir. Delen et al. (2005) yaptiklar
caligmalarla herbisit kalintilariin gidalar araciligiyla viicuda alinmasi ile olusan kronik
zehirlenme sonucu kanser, akciger hastaliklari, beyinde hasar, bobrek ve karacigerde
nefroz olusumu gozlemlemislerdir. Mutajen (genetik bozukluklar), teratojen (bebekte

deformasyon) ve alerjen olarak etkileyen herbisit ¢esitleri de vardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma yeri

Aragtirma, Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Akvaryum Baliklar1 Uygulama ve

Arastirma Merkezi deneme iinitesinde yapilmaistir.

3.1.2. Deneme ortami ve kullanilan malzemeler

Kimyasal maddemiz steril olan 100 mL lik cam beher kaplarin i¢inde uygulanmistir. Bu
beherlerde her grup i¢in 20 adet yumurta bulunmaktadir ve beherler 28.5°C
sicakligindaki su banyosuna koyularak deneme boyunca yumurtalar i¢in optimum
sicakligin korunmasi amaglanmistir. Denememiz i¢in kullanilan karanlik odada 14 saat

gece 10 saat giindiiz olacak sekilde ayarlanmig fotoperiyot uygulamasi yapilmistir.

Sekil 3.1. Zebra balig1 tanklar
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3.1.3. Balik materyali

Calismamizda, basta toksikoloji ¢alismalar1 olmak lizere birgok ¢aligmada sik¢a tercih
edilen bir model organizma olan AB genotipli zebra baligi (Danio rerio) embriyolar
kullanildi. Zebra baliklarinin galismalarda kullanilma avantajlar1 vardir. En 6nemlileri,
beslenme ve biiylime arastirmalarinda model organizma olarak rahat kullanilabilmesi,
son yirmi yilda insan hastaliklarini modelleme ve omurgali gelisiminde kullanilmas1 da

yayginlagmistir.

Zebra balig1 Cyprinidae ailesine ait bir tiir olup, baskin olarak Pakistan ve Hindistan’da
bulunurlar fakat anavatanlar1 Giineydogu Asyadir. Bu calismada, Oregon Universitesi
(ABD) Uluslararas1 Zebra Baligi Kaynak Merkezi’nden elde edilmis AB genotipli zebra

baliklar1 embriyolarinda gerceklestirilmistir.

Genel olarak 6zellikleri;

v Zebra baliklar1 ismini viicudunun yanlarinda bulunan yatay, tek tip ve kuyruk
yilizgecinin sonuna dek uzanan 5 tane mavi ¢izgiden alir. Mavi ¢izgilerin arasi erkek
baliklarda altin rengi ¢izgiler ile doludur, disilerde ise altin ¢izgiler yerine giimiis
cizgiler bulunur ve erkeklerdeki ¢izgilere gore daha iridir.

v Genel olarak 4 cm’ye kadar biiyiiyebilirler ama 6,4 cm’ye kadar biiyiliyen zebra
baliklar1 da mevcuttur,

v Ortalama hayatta kalma siireleri 2-3 yildir, fakat ideal kosullarda 5 yila kadar
yasayabilirler (Spence et al. 2008).

Disi bireyleri anal yiizgecleri erkek bireylere gore daha kiigtiktiir,

Disi bireylerin karin bolgesi erkek bireylere gore daha siskince bir yapidadir,

Hayat dongiisii 72 saat gibi kisa bir siiredir (yumurtadan ¢ikma siiresi) (Din 2002).
Ureme periyodu yaklasik 3-4 ay siirer. Disiler 2-3 giin aralik

NN

Zebra baligimnin iireme periyodu yaklasik 3-4 aydir. Disiler 2-3 giin aralikli olarak

yumurtlama yetenegine sahiptirler. Tabiki ovulasyonun olmasi ve yumurtlamanin
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meydana gelmesi i¢in ayni ortamda bir erkek bulunmalidir. Oran olarak genelde
tanklara 1 disiye 2 erkek olacak sekilde ergin bireyler birakilir.

v' Doéllenmis yumurta aninda seffaflagir ve hizl bir gelisim gozlenir.

v' Embriyolarin gelismesi i¢in ideal sicaklik 28,5°C’dir.

v Déllenmenin 36.saatinde tiim organlar taslak olarak goriinmeye baslar,

v Embriyonun i¢ kosullar1 ve dis sicakliga bagli olarak yumurta, dollenmeden 48-72
saat sonra ¢ikar ve bu asamada 3,5 mm boyundadir.

v" Doéllenmeden 30 giin sonra yaklasik olarak 1 cm uzunluguna erisen baliklarda ergin
bir baligin sahip olacagi yiizgegler sekillenir

v" 90 giinliik olan ergin bir birey yaklasik 2 ¢cm boyundadir ve iireme fonksiyonlarina
sahiptir (Westerfield 1995; Spence et al. 2008)

Sekil 3.2. Disi (?)ve erkek (&) zebra baligi (Danio rerio)

3.1.4. Uygulanan kimyasal

Yapilan denememizde glifosat kaynagi olarak 480 g/L konsantrasyona sahip ve glifosat

isopropilamin tuzu igeren, ticari adi Roundup olan herbisit kullanilmigtir.

Glifosat’in molekiiler yapis1 ve 6zellikleri;
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C3HgNOsP (HO-COH,;NHCH,P=0 (OH),) formiiliine sahip,

Renksiz kati kristaller formundadir.

Goriintimii: Kehribar renkli, berrak ve yapiskandir.

Molekiil agirhigi: 169,08 Dalton

Erime noktasi: 200°C’dir (Madsen et al. 1978; Knuuttila and Knuuttila 1979).

o B~ W D

3.1.5. Kullamlan kimyasal maddeler

I. Tris HCI Tamponu;

v’ 25mM Tris
v 0,1 Na,SO,

I1. Veronal Tamponu;

v' 0,025 M Sodyum barbatil (CgH12N205)

I11. E3 Medium Cozeltisi;

5mM NacCl

0,17 mM KClI

0,33 mM CacCl,

0,33 MM MgSO,
%0,01 Metilen Mavisi

D N N N N

3.1.5.a. RNA izolasyonu icin kullanilan kimyasallar

1- Kloroform
2- Trizol
3- %70’1lik etanol
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4- izopropilalkol
5-MOPS (3-(N-Morpholino) propanesulfonic acid) soliisyonu

20x MOPS (500 mL) hazirlanisi;

6.8 g sodium acetate (mw 136,08)

41.9 gr MOPS

2.6 g EDTA (mw 372,24)

400 mL DEPC H,O erlen igerisine konulmus ve daha sonra pH NaOH ile 7,0’ye

ayarlanmistir. DEPC’li su ile 500 mL’ye tamamlanmustir.

6- DEPC (Diethylpyrocarbonate) su
7- Formamid

8- Agaroz

9- ddH,0

10- Etidium bromir

3.1.5.b. Super scriptTM 111 reverse transcriptase ile ¢cDNA olusturulmasi i¢in

gerekli kimyasallar

1- dNTP Mix ( pH=7,0 olan dATP, dGTP, dCTP ve dTTP her birinden 10 mM)
2- Oligo dT20

3- ddH,0

4-DTT

5- 5x First- Strand Soliisyon

6- RNaseOUT™

7- SuperScript ™ 11l RT
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3.2. Yontem

3.2.1. Deneme plani ve kimyasalin uygulanmasi

Deneme calismamiz tam sansa bagli basit deneme planina gore, dort tekrarli olarak
ortami yenilenen toksikoloji deneyleri esasina gore tasarlanmistir. Deneylerde biri
kontrol, dordii muamele olmak iizere toplamda 5 grup bulunmaktadir. Bu muamele
gruplarma 1, 5, 10 ve 100 mg/L konsantrasyonlarinda glifosat uygulanmustir.
Denemenin birinci giliniinde alinan yumurtalardan 20 tanesi rastgele olarak secilmis ve
bu yumurtalar i¢cine 30 mL E3 soliisyonu bulunan beherlere alinmistir. Dollenmeyi
izleyen ilk 4 saat boyunca yumurtalar siirekli olarak izlenmis ve dollenmeyen
yumurtalar alinarak yerlerine déllenmis yumurtalar ilave edilmistir. Denememize 20
embriyo ile basladik. 4. saatin sonunda muamele ve kontrol gruplar, verilen
konsantrasyonlarda E3 ortami ile hazirlanan kaplara koyularak sicaklik 28,5°C’ye ayarli

olan su banyosuna yerlestirilmistir. Bu deneme ortamlarinin timii hergiin yenilenmistir.

3.2.2. Baliklardan doku 6rneklerinin alinmasi ve RNA izolasyonu

Deneme baslangicindan itibaren 96. saatin sonunda her gruptan 5 adet larva uygun
miktarda Tris-HCl tamponunun iginde homojenizator (Qiagene marka Tissue Laser

model) yardimi araciligiyla homojenize edilmistir.

Total RNA izolasyonu, protokolde belirtilen yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir.
Total RNA konsantrasyonlar1 ve varligi, elektroforez ve spektrofotometrik olglimler

kullanilarak gdsterilmistir.

1- Her 4 mL Trizol’e 400-750 mg doku o6rnegi alinmis ve ornek Trizol igerisinde
homojenize edilmistir.
2- Homojenizasyon isleminin ardindan 4°C’de 10 dk 11000 devirde santrifiij islemi

yapilmis ve supernatant kismi alinmastir.
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3- 800 pl kloroform eklenen tiiplerin agizlari giivenli bir sekilde kapatilmistir.15 sn el
ile oldukga giiglii bir sekilde ¢alkalanarak oda sicakliginda bu tiipler 2-3 dk inkiibe
edilmistir.

4- Inkiibe edilen &rnekler daha sonra 4°C’de 15 dakika 11.000 rpm’de santrifiijlenerek
stipernatant kismi alinmistir.

5- Bu orneklere 2 mL izopropilalkol katilarak oda sicakliginda 5-10 dakika boyunca
inkiibasyon i¢in birakilmistir.

6- Elde edilen ornekler 4°C’de 11.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek list faz tam
olarak uzaklastirilmistir.

7- Geriye kalan alt faza %70’lik 4 mL etanol ilave edilerek hafif bir sekilde vorteks
yapilmustir. Ardindan 4°C, 8000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmigtir.

8- Son olarak etanol uzaklastirilmis ve tiipler iyice kurumalari i¢in kurutma kagidina
ters cevrilmistir. Oreklere 40 pl DEPC su eklenerek -80°C’de depolanmistir (Erdogan
vd 2008).

3.2.3. Total RNA’nin kantiatif tayini

Izole edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 spektrofotometre aracilifiyla 2 tekrarl sekilde
Olctilmiistiir. Elde edilen bu degerlerin ortalamasi alinmis ve seyrelme faktorii ile
carpilarak RNA yogunlugu hesaplanmistir. RNA diliisyonu 1/50 olacak bigimde
hazirlanan 6rnekler 260/280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik yontemle 6lgiilerek
absorbans degerleri belirlendikten sonra yogunluk degerleri Ol¢lilmiistiir. RNA’nin
yapisinda yer alan ve hiicrelerdeki genetik bilgilerin kodlanmasinda olduk¢a 6nemli rol
oynayan piirin ile plirimidin bazlar1 260/280 nm dalga boyunda absorbe oldugu icin biz
de bu dalga boylarinda 6l¢tim gerceklestirdik.

3.2.4. Super scriptTM 11 reverse transcriptase ile cDNA olusturulmasi

Total RNA’nin izolasyonundan sonra RNA’nin tek zincirli formdan ¢ift zincirli forma
dontstiiriilmesi gerekir ve bu yapiya komplementer DNA (cDNA) adi verilir. Elde

edilen bu verilerin bir canli organizmasinin yaklagik olarak biitiin gen yapisini ihtiva
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eden bir kiitiiphaneye c¢evrilmesi iglemine ise c¢DNA kiitiiphanesi olusturma
denmektedir. Elde edilen total RNA’lardan reverse transkriptaz enzimi aracilifiyla

cDNA kiitiiphanesi olusturuldu ve calisilincaya kadar 6rnekler —20°C’de saklandi.

cDNA kiitiiphanesi olusturma yontemi su sekildedir;

1. Steril bir mikrosantrifiij tiiptine; 1 uL 50 uM Oligo dT20

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

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

c) 13 ul’ye ddH20 ile tamamlanmistir.

2. Karisim 65°C’de 5 dakika kadar isitilip buz tlizerinde en az 1 dakika inkiibe
edilmistir.

3. Karigim kisa siireli santrifiijlenip tizerine su kimyasallar eklenmistir;

4 ul 5xFirst-Strand Buffer, 1 pul 0.1 M DTT, 1 ul RNaseOUTTM Recombinant RNase
Inhibitor.

4. Karisim hafif bir pipetleme ile karigtirilmastir.

5. Karnigim 50°C’de 45 dakika inkiibe edilmis ve gene spesifik primer igin
reaksiyonsicakligi 55°C kadar arttirilmistir.

6. Karisim 70°C’de 15 dakika 1sitilarak reaksiyon durdurulmustur (Erdogan vd 2008).

3.2.5. Primer dizaynin yapilmasi

Internette bulunan gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) zebra baligindaki
GPx ve SOD genlerine ait mRNA baz dizilimlerini kullanarak internet ortaminda
bulunan baska bir primer dizayn programinda
(http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cgi/) elimizdeki genlerin
maksimum 250 bp’lik boliimiine spesifik problar ve primerler olusturulmustur.

Primerlerden daha uzun olan TagMan problar1 bir oligoniikleotiddir (Tm dereceleri
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10°C daha fazla ve 20-30 baz uzunlugundadirlar). TagMan problar genel olarak 3’
ucunda quencher (baskilayici; gogunlukla TAMRA) ve 5” ucunda flouresan isaretleyici
kullanirlar. Uyarilan bu flouresan isaretleyicinin enerji aktarimi, yakininda bulunan
quencher isaretleyicisinden daha fazla oldugu zaman 1smmim  olusur

(FRET=Fluorescence Resonance Energy Transfer).

Cizelge 3.1. GPx ve SOD primer-prob bilgileri

Gen bankasi

Genler Primer dizilimi (5" — 3) erisim numarasi
GPx Forward |ACCAGCGGCTTCTACGTG
GPx Reverse |TGCACAGTCGGTCTATATCAAACT NM_001007281.2

GPx Prob FAM_AACCGTCCACTGCACATCACATGC-"MRA
SOD Forward |TCTAATGGAAGAGCCGGTTG

SOD Reverse |AACAAATAAAAGGTTGCCCACA NM_131294.1
SOD Prob FAM_ATGCCTCTGAAAGCACTTAGCCCGC-MRA

3.2.6. Multipleks Real-Time PCR

Daha az bir zamanda daha fazla hedef bolge amplifikasyonu gergeklestirebildiginden
Multiplex PCR kullaniglh bir inceleme metodudur. Bu avantajina ragmen 6nemli 6lglide
optimizasyon gerektirir. Farkli hedeflerin ayn1 reaksiyon kosullarinda amplifikasyonunu
gergeklestirmek igin kullanilacak primerler dikkatli segilmeli, birbirleri ile dimerizasyon
olusturmamalari, baglanma sicakliklarinin birbirlerine uygun olmasi gibi dnemli sartlar
saglamalar1 gerekir. Doku hiicrelerinden elde edilen RNA’nin revers transkripsiyonu
sonrasi olugturulan cDNA’lar tizerindeki istenilen alanlar Real-Time PCR ile ¢ogaltilir
(Anonim 2016).
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Cizelge 3.2. Real-Time PCR karisiminda kullanilan kimyasallar ve miktarlar

Bilesenler Final Konsantrasyonu | Miktar (uL)
FastStart TagMan® Probe Master . 25
Hydrolysis Probe 5 uM 1
cDNA - 10
Forward Primer 10 pmol 2
Reverse Primer 10 pmol 2
ddH,0 (Steril) _ 10
Toplam Hacim . 50

Cizelge 3.2. Real-time PCR programi

Dongii Dongii siiresi Sicakhik
1 2 dakika 50°C
1 10 dakika 95°C
45 15 dakika 95°C
1 1 dakika 60°C

Real time PCR’da Livak matematiksel modeli goreceli (karsilastirmali) olglim igin

kullanlmigtir (Livak and Schmittgen 2001).

ACT hedef (kontrol—oérnek
(Ehedef gen) f( )

HEDEF GEN ORANI = ( ) ACT referans (kontrol-referans)
referans gen

Hedef gen orani: Relatif ekspresyon seviyesi (AACt degeri)

Enedef gen: Hedef geni ¢ogaltan primer etkinlik orani

Ereferans gen: Referans (housekeeping) geni ¢ogaltan primer etkinlik orani

0-1/slope

E degerleri kendi degerlerinin slope degerleri ile iligkilidir ve E=1 seklindedir.
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ACT: PCR reaksiyonu sirasinda {iriiniin miktar olarak anlamli bir sekilde artiginin

gerceklestigi Crdegeridir.

ACT hedef (kontrol-srneky: Hedef genin ortalama Cr degeridir (kontrol grubu hedef genin Cr

degeri- uygulamaya ait hedef genin C+degeri).

ACT referans (kontrol-srnek): R€ferans genin ortalama Cr degeridir (kontrol grubu referans

genin Ctdegeri- uygulamaya ait referans genin Ct degeri).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Gen Ekspresyonu Sonuglari

Glifosat herbisitinin farkli dozlarina maruz kalan zebra baligi (Danio rerio)
embriyolarinda GPx gen ekspresyonu istatistiksel olarak 1lppm, Sppm, 10ppm ve
100ppm uygulama gruplarinda kontrole gére mRNA seviyesi 5, 10 ve 100 ppm de daha
anlamli bulunmustur (Sekil 4.1)
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Glifosat Konsantrasyonu

Sekil 4.1. Zebra baligi embriyosunda GPx gen ekspresyon Tukey's Multiple
Comparison test analizi sonuglar
*p<0,05=*, p<0,01=**, p<0,001="***, p<0.000]=****

Zebra balig1 embriyosunda GPx gen ekspresyonu seviyeleri yildiz ile gosterilmistir. Bu
degerler Tukey's Multiple Comparison Test analizi sonucu elde edilen verileri
gostermektedir. Onemlilik derecesi yildiz sayisi ile dogru orantili olarak artmaktadir (1

ile 4 arasinda).

Glifosatin farkli dozlarima maruz kalmis zebra baligi embriyolarinda GPx mRNA

seviyesi arasinda istatiksel farkliliklar bulunmustur. Kontrol ile karsilastirilmalarinda
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1ppm, p<0,001=*** Sppm, 10ppm ve 100 ppm kontrol ile karsilastirildiginda p<

0,0001=**** bulunanlar anlamli kabul edilmistir.

Glifosat herbisitinin farkli dozlarina maruz kalan zebra baligi (Danio rerio)
embriyolarinda SOD gen ekspresyonu istatistiksel olarak 1ppm, 5ppm, 10ppm ve
100ppm uygulama gruplarinda kontrole gére mRNA seviyesi 5, 10 ve 100 ppm de daha

anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.2. Zebra baligi embriyosunda SOD gen ekspresyonu Tukey's Multiple
Comparison Test analizi sonuglari
*p<0,05=*, p<0,01=**, p<0,001=***, p<0,0001=****

Zebra baligit SOD gen ekspresyonunun kontrole gore karsilastirmalarinda Tukey's
Multiple Comparison Test analizi sonucu elde edilen p<0,001=*** ve p<0,0001=****

degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.

Zebra balig1 embriyosunda SOD gen ekspresyonu seviyeleri yildiz ile gosterilmistir. Bu
degerler Tukey's Multiple Comparison Test analizi sonucu elde edilen verileri
gostermektedir. Onemlilik derecesi yildiz sayis1 ile dogru orantili olarak artmaktadir (1

ile 4 arasinda).
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Glifosatin farkli dozlarina maruz kalmig zebra baligi embriyolarinda SOD mRNA
seviyesi arasinda istatiksel farkliliklar bulunmustur. Kontrol ile karsilastiriimalarinda
lppm, S5ppm ve 100 ppm p<0,001=*** 10ppm kontrol ile karsilastirildiginda

p<0,0001=**** geklindeki sonuglar anlamli kabul edilmistir.

Cizelge 4.1. Glifosat muamelesi sonucu elde edilen nispi Gpx ve Sod mRNA
ekspresyon seviyelerine ait istatistiki sonuglar.

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

Gosterilen veriler SEM (Standard Error of the Difference Between the Means of Two
Samples) degerleridir. Istatistiki dnem dereceleri p > 0.05 (énemli degil, ns), *p < 0.05

(6nemli), ** p <0.01 (¢ok onemli), ***p < 0.001 (asir1 dSnemli) seklindedir.

Cizelge 4.2. Glifosat muamelesi sonucu elde edilen nispi GPx mRNA ekspresyon
seviyelerine ait coklu karsilagtirmanin istatistiki sonuglari

Gruplar arasi Giiven Arahgr* Onemlilik | Derecesi | P degeri
Kontrol - 1 ppm 0,1807 - 0,2695 Var ol 0,0005
Kontrol - 5 ppm 0,9595 - 0,9684 Var Fkkx <0,0001
Kontrol - 10 ppm | 0,9387 - 0,9476 Var Fkkx <0,0001
Kontrol - 100 ppm | 0,9354 - 0,9443 Var falakaled <0,0001
1 ppm - 5 ppm 0,6988 - 0,7788 Var Fkkx <0,0001
1 ppm - 10 ppm 0,678 - 0,758 Var Fkkx <0,0001
1 ppm - 100 ppm | 0,6748 - 0,7547 Var falsiaie <0,0001
5 ppm - 10 ppm - - -

5ppm - 100 ppm | - - -

10 ppm - 100 ppm | -0,003255 - -0,003255 | Var falalalel <0,0001
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Cizelge 4.3. Glifosat muamelesi sonucu elde edilen nispi SOD mRNA ekspresyon
seviyelerine ait coklu karsilagtirmanin istatistiki sonuglari

Grup Giiven Arahigr* Onemlilik | Derecesi P degeri
Kontrol - 1 ppm 0,8013 - 0,8902 Var Fxkk <0,0001
Kontrol - 5 ppm 0,7674 - 0,8562 Var Fxkk <0,0001
Kontrol - 10 ppm 0,5893 - 0,6128 Var falelale <0,0001
Kontrol - 100 ppm | 0,6816 - 0,7705 Var Frkk <0,0001
1 ppm - 5 ppm -0,03396 - -0,03396 | Var Frkk <0,0001
1 ppm - 10 ppm -0,2782 - -0,2111 Var Fkkk <0,0001
1 ppm - 100 ppm - - - -

5 ppm - 10 ppm -0,2443 - -0,1772 Var o <0,0001
5 ppm - 100 ppm -0,08574 - -0,08574 | Var Fkkx <0,0001
10 ppm - 100 ppm | 0,09145 - 0,1585 | Var = 0,0030

Cizelge 4.2°ye gore glifosatin farkli dozlarina maruz kalmis zebra baligi embriyolarinda
GPx mRNA seviyeleri arasinda istatiksel farkliliklar bulunmustur. Bu cizelgede
muameleler hem kontrol ile hem de kendi aralarinda karsilastirilmistir. Bu
karsilastirmalara gore ise kontrol ile tiim muamale gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik

oldugu gériilmiistiir (p< 0,001=*** ve p< 0,0001=****),

Cizelge 4.3’e gore glifosatin farkli dozlarina maruz kalmis zebra baligr embriyolarinda
SOD mRNA seviyeleri arasinda istatiksel farkliliklar bulunmustur. Bu farkliliklara gore
kontrol ile muameleler ayr1 ayri karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gortilmiistiir (p<
0,0001=****)_ Kontrol gruplari ise kendi aralarinda karsilastirildiginda 10ppm-100ppm

karsilastirmasi hari¢ genel olarak anlamli sonuglar elde edilmistir (p< 0,000 1="****)

Cizelge 4.1 ile Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°den yola ¢ikarak genel manada sonuglarimizin tiim

dozlar i¢in anlamli oldugu sonucuna varabiliriz.
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5. TARTISMA ve SONUC

Ceyhun vd (2015), karaciger doku hasarini tespit etmek i¢in gokkusagi alabaliklarimi
2.5, 5 ve 10 mg/L glifosat miktarina maruz birakmislardir. Pestisit uygulamasini takiben
her bir 6rnek i¢in 10 balik 6, 12, 24, 48 ve 96 saat kisa siireli ve 21 giinde uzun siireli
olmak tizere calisilmistir. Kisa siireli caligmaya 2.5, 5 ve 10 mg/L glifosat dozlari
uygulanirken uzun siireli ¢aligmaya 2.5 ve 5 mg/L dozlarinda glifosat uygulanmaistir.
Uzun siireli uygulamada 5 mg/L glifosat uygulanmasindan sonra GPx aktivitesi hari¢
diger enzimlerin aktivitesinin kontrol grubu ile ayni seviyede kaldig1 gézlenmistir. Bu
enzimlerin gen ekspresyon seviyelerinin birbirleriyle kiyaslanamayacagi sonucuna
vartlmistir.  Deneylere her bir akvaryumda 60 balik ile baslanmis, pestisit

uygulamasindan sonra her bir akvaryumdan rastgele 10 balik se¢ilmistir.

Enzim aktivite sonuglarina goére GPx aktivitesi kontrol ile karsilagtirildiginda 2.5 mg/L
glifosat uygulanmasimnin 12.saatinde GPx aktivitesinin 6nemli Olglide arttigi
gozlenmistir. Bu artisin benzeri CAT aktivitesinde de goriilmiis fakat SOD aktivitesinde
ayni durum goézlenmemistir. SOD aktivitesinin sadece 2.5 ve 5 mg/L glifosat
uygulamasinin 6. saatinde 6nemli artig gosterdigi gozlenmistir. Enzim aktivitesi ve gen
ekspresyonu diizeyinde bakilan bu calismada her iki sonucun birbiriyle celistigi
gozlenmistir. Ornegin enzim olarak CAT ve GPx’e bakildiginda, 10 mg/L glifosat
uygulamasindan sonra 24. ve 48. saatler ile karsilastirilan 96.saatde gen ekspresyon
seviyesinde 6nemli bi artis gozlenmistir, fakat enzim aktivitesinde benzer sonug

goriilmemistir.

Tersi olarak, enzim aktivite seviyesinde yilikselme gozlenirken gen ekspresyon

seviyesinde diislis gozlenen durumlar tespit edilmistir.

Bu sonuglar dikkate alindiginda glifosatin antioksidan sistem {iizerinde bozucu veya

engelleyici etkilere sebep oldugu goriilmektedir.
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Daruich et al. (2001) da belirttigi gibi organofosfat yapili olan glifosat herbisiti, glisin
ve fosfonometil igerikli zayif bir organik asittir. Farkli alanlar da dahil olmak {izere
Ozellikle tarimsal alanda yabani otlara kars1 kullanim olarak yaygin bir alana sahip olan

herbisittir.

Glifosatlarin etki mekanizmalar1 hakkinda kisitli sayida literatiir olmasindan dolay1
farkli organofosfat veya herbisit tiirleri ile de karsilagtirma yaparak sonuglarimizi

yorumlamaya c¢alistik.

Rastogi et al. (2001) ile et al. (2007) yaptiklar1 ¢alismalarda organofosfatlar araciligiyla
indiiklenen toksikolojik etkilerin antioksidan dengenin bozulmasi ve reaktif oksijen
tirlerinin artmasi ile alakali oldugu yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur. %4 LDsg tek
doz chlorpyrifos-ethyl (intektisit) uygulanan siganlarda ¢alismalar yapilmis ve
eritrositlerde SOD aktivitesinin degismedigi, GSH-Px aktivitesinin ise dnemli Olciide
azaldig1 gozlenmistir. GSH-Px aktivitesinin bobreklerde ise aktivitesinin degismedigi,
SOD aktivitesinin ise onemli Olglide azaldigi tespit edilmistir. Bu sonuglar ile
calismamiz karsilastirildiginda benzer sekilde konsantrasyon degisikligi oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglara bakarak glifosatin SOD ve GPx ekspresyonlarini inhibe edici

ozelligi oldugu soylenebilir.

Abarikwu et al. (2009) yaptiklar1 ¢alismada 20 adet wistar sicanina 7-16 giin boyunca
atrazine herbisiti uygulamislar ve bu herbisitin testis dokusundaki sperm kalitesi ile
oksidatif strese etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda testis dokusunda SOD ve
GPx seviyelerinin belirli bir azalma gosterdigi tespit edilmistir. Calismamizdaki benzer
sonuglardan da yola c¢ikarak bazi herbisit tiirlerinin oksidatif stresi artirarak doku

hasaria yol actig1 sOylenebilir.

Jiang and Yang (2009) bugdaya uyguladiklari prometryn herbisitinin GPx aktivitesini
kok ve yapraklarda, yiiksek konsantrasyonlarda azaltmasina ragmen dislik
konsantrasyonlarda arttirdigin1 gézlemlemislerdir. Uygulanan model organizmanin bitki

kokenli olmasindan dolay1 boyle bir farklilik goriildiigii sdylenebilir. Fakat bu farkliliga
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ragmen GPx aktivitesindeki azalmanin bitki hasarinin gostergesi oldugu, aktivite

artiginin ise stresin sebebi oldugu seklinde bir yorum yapilabilir.

Atmaca (2010) yapmis oldugu calismada, trifluralin herbisitine maruz birakilan
siganlarin  karacigerlerinde SOD ve GPx aktivitelerine bakilmistir. Calismanin
sonucunda karaciger dokusunda SOD ve GPx aktivitesinin anlamli bir sekilde azaldig1
gbzlenmistir. Calismamizla benzer sonuglar1 igeren bu g¢alismadan da yola ¢ikarak
herbisit tiirlerinin dokulardaki antioksidan savunma mekanizmasini bozdugu

sOylenebilir.

Berntssen et al. (2000) somon alabalig1 (Salmo salar L.) ile yaptiklari ¢alismada ytiksek
diizeyde toksik bir metal olan kadmiyum ve besinsel bakir uygulanmistir. Uygulanma
sonrasinda GPH-Px (glutatyon peroksidaz) aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Yapilan denemeler
sonucunda antioksidan savunma sistemini hasara ugratan kadmiyumun GSH-Px enzim
aktivitesini azalttigi rapor edilmistir. Toksisite ag¢isindan sonuglara bakildiginda

glifosatin ile kadmiyumun antioksidan sistem iizerine benzer etkiler yaptig1 soylenebilir.

Heise et al. (2006) Zoarces viviparus tiirli baliklar1 1-5°C sicakliklarda strese maruz
birakarak 12°C sicaklikta bulunan baliklara oranla oksidatif stres oranlarindaki degisimi
incelemislerdir. Yiiksek sicaklik stresi (18, 22, 26°C) uygulanan ayni baliklarin
oksidatif hasar degerlerindeki artisin SOD enzimindeki aktivite azalmasi ile beraber

gerceklestigi kaydedilmistir.

Gerek yaptigimiz literatiir aragtirmalari, gerek elde ettigimiz deney sonuglar1 ve tartigma
kisminda kiyasladigimiz ¢aligmalar olsun hepsinde glifosatin organizmalar {izerindeki
toksik etkileri gézlenmistir. Antioksidan savunma sistemine yapmis oldugu baskilama
bunun Orneklerinden biridir. Model organizmalar iizerinde yapilan deneylerde viicut

morfolojilerini etkiledigi de goriilen diger sonuglardandir.
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S6z konusu pestisitin yaygin kullanilmasi, arastirmalar sonucu elde edilen bulgular,
suda kolaylikla ¢oziinebilmesi ve uygulanan diisiik dozluluk g6z 6niine alindigi zaman

su sonuclara ulasabiliriz;

I-  Ogzellikle anne aday1 olan hamilelerin sakinmas1 gereken bir iiriindiir,

II- ilaglama yapilirken su kaynaklarina bu maddenin bulasmasi engellenmelidir,

I1l- Tarim alanlarinda kontrollii olarak glifosat uygulanmasi yapilmalidir,

IV- Ilaglama islemlerinin havadan ziyade yakin mesafeli olarak hedef organizmaya
yapilmasina dikkat edilmelidir,

V- Bu herbisitin insanlarin sofralarina kadar taginmasini onlemek icin tarimsal
tirtinlerin pazara ulagsmasindan once gerekli tedbirler alinmalidir,

VI- Riizgarli havalarda tasinma ihtimalinin yiliksek olacagi diisiiniilerek atmosfer

kosullar1 dikkate alinmalidir.
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