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NOVALURON’UN Daphnia magna UZERINDEKI TOKSIK ETKILERININ
GELISIM, MORFOLOJI, FiZYOLOJIi VE GEN EKSPRESYONU
DUZEYINDE iNCELENMESI

OZET

Pestisitler, zararli organizmalar1 kontrol etmek icin kullanilan kimyasallardir ve
tarimda verimliligi artirmak amaciyla yaygin olarak kullanilir. Bocek, yabani ot,
mantar ve kemirgen gibi zararlilara karsi insektisit, herbisit, fungusit ve rodentisit
olarak siniflandirilirlar. Tarim disinda evlerde, isyerlerinde ve bah¢e bakiminda da
kullanilirlar. Novaluron, bocek gelisimini diizenleyici bir insektisit olup 6zellikle
tarimsal zararlilara karsi kullanilir. Kimyasal olarak kitin sentez inhibitérii olarak
bilinen bu madde, boceklerin dis iskeletlerinin olusumunu engelleyerek larvalarin
gelisimini durdurur. Novaluron gibi pestisitler, yiizey akisi, toprak erozyonu, yeralti
sularina sizma ve atmosferik taginim gibi pek ¢ok yolla sucul eksosisteme karigmakta
ve sucul canlilarda toksik etkilere sebep olabilmektedir. Dolayisiyla bu tez ¢alismasi
kapsaminda Novaluron’un en 6nemli sucul model organizmalardan olan Daphnia
magna'daki akut toksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Novaluron’un Daphnia magna'daki toksisitesini belirlemek igin 24 saatten kiiglik
dafnidlere 100 mg/L, 10 mg/L, 1mg/L, 0,1 mg/L, 0,01 mg/L, 0,001 mg/L ve 0,0001
mg/L'lik konsantrasyonlarda uygulama yapilmistir. Novaluron’un Daphnia
magna'daki 48 saatlik LCso konsantrasyonu 61 pg/L olarak tespit edilmistir.
Calismamizda bir kontrol ve 3 deney grubu olmak iizere toplamda 4 grup
olusturulmustur ve her bir grupta 24 saatten kiiclik 10 daphnid kullanilmistir. Kontrol
grubuna hi¢ bir uygulama yapilmazken deney gruplarina 72 saat boyunca subletal
konsantrasyonlar olan 3,75 pg/L 7,5 pg/L ve 15 pg/L Novaluron uygulamasi
yapilmistir. Boy uzunlugu, gelisim deformitelerinin yan1 sira, kalp biiytikliigi, kalp
atim hizi, toraks ve abdominal kavite hareketleri yoniinden degerlendirilmistir.

Ayrica bu g¢alismada; Novaluron pestisitinin subletal konsantrasyonlarina 24 saat
boyunca maruz birakilan Daphnia magna yavrularinda detoksifikasyon sistemi
(cyp314, cyp360A8, gst ve p-gp) ile ilgili genlerin ekpresyon seviyelerinin incelenmesi
amaglanmustir. Calisma, Novaluron pestisitinin subletal konsantrasyonlar1 olan 3,75
ng/L, 7,5 ng/L ve 15 pug/L konsantrasyonlarinin Daphnnia magna’ya 24 saat boyunca
uygulanmasi ile gerceklestirilmistir. Genlere ait ekpresyon profilleri Real Time PCR
kullanilarak belirlenmistir.

Elde edilen verilerin dagilimi SPSS program kullanilarak Shapiro-Wilk testi ile
incelenmistir. Normal dagilima sahip gruplar i¢in istatiksel anlamlilik parametrik test
olan One-way ANOVA kullanilirken, normal dagilima sahip olmayan gruplar igin
parametrik olmayan Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Daha sonra gruplar arasi
anlamlilik i¢in post-hoc testleri uygulanmistir. Analizler, %95; %99, %99.,9 giiven
diizeyi; 0,05, 0,01 ve 0,001 anlamlilik degeri kullanilarak yapilmaistir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde, en fazla toksik etki 15 pg/L Novaluron’a
maruz kalan grupta tespit edilmistir. Deney gruplarinin tamaminda, kontrol grubuna
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kiyasla kalp atiminda artis goézlemlenirken toraks ve abdominal kavite gibi diger
fizyolojik faaliyetlerinde azalma tespit edilmistir. Ozellikle abdominal kavite
aktivitesinin 72. saatte 15 pg/L konsantrasyona maruz kalan grupta durma noktasina
geldigi gozlemlenmistir. Deney grularinda Novaluron maruziyeti sonrasinda boy
uzunlugunda artis tespit edilirken kalp capinda azalma oldugu belirlenmistir.
Novaluron uygulamas: yapilmis bireyler kontrol ile kiyaslandiginda kuyruk
deformasyonu, karin pengesi deformasyonu, sekonder anten deformasyonu ve
perkardiyal 6dem olustugu gézlemlenmistir.

Calisma siiresi sonunda pestisit uygulanan Daphnia yavrularinda; cyp314 ve gst
genlerindeki ekpresyon seviyeleri kontrol gurubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
artig gosterirken (p<0,05, p<0,01 ve p<0.001), cyp360A8 geninin ekspresyon seviyesi
kontrol gurubuna kiyasla istatistiksel olarak azalmistir (p<0,05, p<0,01 ve p<0.001).
p-gp geninin ekspresyonu kontrol ile kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamli
bir degisime neden olmamistir

Sonug olarak, bu calisma Novaluron’un Daphnia magna iizerindeki akut toksik
etkilerini kapsamli bir sekilde ortaya koymustur. Elde edilen bulgular, diisiik
konsantrasyonlarda dahi tarimda siklikla kullanilan bu pestisitin, sucul organizmalarda
belirgin fizyoloji, morfoloji ve gen ekspresyonu tizerinde etkiler olusturabilecegini
gostermektedir. Bu bulgular, Daphnia magna’nin tatli su ekosistemlerinde kilit bir tiir
ve sucul toksisitenin degerlendirilmesinde O6nemli bir model organizma olmasi
nedeniyle, Novaluron'un yarattig1 potansiyel ekolojik riskleri anlamak agisindan 6nem
tasimaktadir. Sonug olarak, bu ¢alisma, Novaluron’un Daphnia magna tizerindeki akut
toksik etkilerini ortaya koyarak, sucul ortamlarin kirlenmesini dnlemek amaciyla
pestisit kullaniminin daha dikkatli bir sekilde yonetilmesi ve diizenlenmesi gerektigini
vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Daphnia magna, Novaluron, akut toksisite, morfolojik
deformasyonlar, fizyolojik degisiklikler, gen ekspresyonu

XXIV



INVESTIGATION OF TOXiC EFFECTS OF NOVALURON ON Daphnia
magna AT THE LEVEL OF DEVELOPMENT, MORPHOLOGY,
PHYSIOLOGY AND GENE EXPRESSION

SUMMARY

Pesticides are chemicals used to control harmful organisms and are widely used in
agriculture to increase productivity. With the increase in human population, it has
become very important to increase productivity in agricultural activities in order to
meet the demand for food. In this direction, the use of pesticides has become
widespread and their environmental impacts have become a subject of debate. They
are classified as insecticides, herbicides, fungicides and rodenticides against pests such
as insects, weeds, fungi and rodents. Apart from agriculture, they are also used in
homes, workplaces and garden maintenance.

Novaluron is an insect growth regulator insecticide and is used especially against
agricultural pests. Novaluron, chemically known as a chitin synthesis inhibitor,
inhibits the formation of chitin in target organisms, stops the development of the
exoskeleton and prevents the growth of larvae. However, the spread of these pesticides
used in agricultural areas into the environment and their effects on non-target
organisms pose a serious risk, especially in aguatic ecosystems. Pesticides such as
Novaluron can be transported to aquatic ecosystems by various means such as surface
runoff, soil erosion, groundwater infiltration and atmospheric transport, and can have
toxic effects on organisms there. There is limited information on the effects of
Novaluron especially in aquatic ecosystems.

Aquatic organisms such as Daphnia magna have an important place in
ecotoxicological research with their sensitivity to environmental pollutants. These
organisms are used as biomarkers to evaluate the effects of pollutants. These
biomarkers can be morphological such as secondary antennae, caudal abdominal
flagella, length and heart diameter; physiological such as heart rate, post abdominal
cavity, thorax activity or genetic such as changes in gene expression.

Heart rate, as a parameter that responds rapidly to environmental stressors, provides
critical information on the overall health status of the organism. Thoracic limb activity
serves as an important biomarker for early detection of responses to environmental
toxins as well as vital functions such as nutrient collection and oxygen transport. The
abdominal flagellum generates the post-abdominal pincer movement. Abdominal
flagella regulate the movement of water and are involved in essential functions such
as nutrient collection and oxygen transport. Environmental pollutants, such as
pesticides, distort the shape of this structure, directly affecting the speed and rhythm
of movements, and are therefore an important marker in toxicological studies.
Secondary antennae, with their functions of movement and adaptation to
environmental changes, are a valuable parameter in monitoring both physical and
behavioural effects. In addition, tail structure is an important biomarker for balance
and mobility, and may show significant changes such as deformation when exposed to
environmental stressors. Stature is a basic parameter that provides information about
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the growth rate and general health status of the organism. Cardiophysiological
indicators such as heart diameter are considered as an important tool to understand the
metabolic and circulatory effects of environmental pollutants on the organism. Finally,
pericardial oedema is characterised by the accumulation of fluid in the region of the
heart, which interferes with the efficient functioning of the organism's cardiovascular
system, negatively affecting cardiac function. Fluid accumulation can significantly
weaken the general state of health of the organism by disrupting the regular
functioning of the circulatory system. The presence of pericardial oedema can be
considered an indicator of cardiovascular damage caused by exposure to
environmental pollutants

In this study, to determine the toxicity of Novaluron in Daphnia magna, daphnids less
than 24 hours old were treated at concentrations of 100 mg/L, 10 mg/L, 1 mg/L, 0,1
mg/L, 0,01 mg/L, 0.001 mg/L and 0.0001 mg/L. The 48-hour LC50 concentration of
novaluron in Daphnia magna was determined as 61 pg/L. In our study, 4 groups were
formed in total, one control and 3 experimental groups, and 10 daphnids younger than
24 hours were used in each group. While no treatment was applied to the control group,
sublethal concentrations of 3.75 ug/L 7.5 pg/L and 15 ug/L Novaluron were applied
to the experimental groups for 72 hours. During the experiments, survival rates, length,
developmental deformities, heart size, heart rate, thoracic and abdominal cavity
movements, as well as heart size, heart rate, thorax and abdominal cavity movements
of the organisms were examined by inverted microscope. Thus, data on the sublethal
effects of the pesticide in Daphnia magna were obtained.

In addition, in this study, in order to investigate the expression levels of genes related
to detoxification system (cyp314, cyp360A8, gst and p-gp) in Daphnia magna
juveniles exposed to sublethal concentrations of Novaluron pesticide for 24 hours,
sublethal concentrations of Novaluron pesticide (3.75 ug/L, 7.5 pg/L and 15 ug/L)
were applied to Daphnia magna for 24 hours. Expression profiles of genes were
determined using Real Time PCR.

The distribution of the obtained data was analysed by Shapiro-Wilk test using SPSS
programme. One-way ANOVA, which is a parametric test, was used for statistical
significance for groups with normal distribution, while the non-parametric Kruskal-
Wallis test was used for groups without normal distribution. Then, post-hoc tests were
applied for significance between groups. The analyses were performed using 95%
confidence level; 0.05, 0,01 and 0,001 significance value. The statistical analyses used
in the experiments confirmed the significance of the observed differences and
increased the reliability of the results. Data from both acute and chronic toxicity tests
provide strong evidence for the ecological risks of Novaluron in aquatic ecosystems.

When the data obtained were evaluated, the highest toxic effect was found in the group
exposed to 15 pg/L Novaluron. While an increase in heart rate was observed in all
experimental groups compared to the control group, a decrease in other physiological
activities such as thorax and abdominal cavity was detected. In particular, it was
observed that abdominal cavity activity came to a halt in the group exposed to 15 pg/L
concentration at 72 hours. Changes in biological parameters such as heart rate, thoracic
activity and post-abdominal pincer movements were considered as valuable
biomarkers for early detection of toxic effects of pesticide. Moreover, these changes
clearly reveal the harmful effects of the pesticide on the organism in response to
environmental stress factors. When Novaluron-treated individuals were compared
with the control, significant changes such as tail breakage, pericardial oedema,
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secondary antennal deformations, abdominal clefts and decreased heart diameter were
observed at 72 hours of exposure. In addition, it was determined that there was an
increase in the length of the experimental groups after Novaluron exposure, while there
was a decrease in heart diameter.

At the end of the study period, the expression levels of cyp314 and gst genes in
pesticide-treated Daphnia fry showed a statistically significant increase compared to
the control group (p<0.05, p<0.01 and p<0.001), while the expression level of
cyp360A8 gene decreased statistically compared to the control group (p<0.05, p<0.01
and p<0.001). The expression of p-gp gene did not cause a statistically significant
change compared to the control group.

In summary, the findings revealed that Novaluron causes significant toxic effects on
Daphnia magna even at low concentrations. It was observed that at high
concentrations the survival rate of organisms was significantly reduced, while at low
concentrations exposure caused changes in physiology, morphology and gene
expression in the organism.

In conclusion, this study comprehensively demonstrated the acute toxic effects of
Novaluron on Daphnia magna. The findings indicate that this pesticide, which is
frequently used in agriculture, can cause significant effects on physiology,
morphology and gene expression in the ecosystem, especially in aquatic organisms,
even at low concentrations. Since Daphnia magna is an important species in
freshwater ecosystems and an important model organism for the assessment of aquatic
toxicity, these findings are important for understanding the potential ecological risks
posed by Novaluron. In conclusion, this study reveals the acute toxic effects of
Novaluron on Daphnia magna. Therefore, it is recommended that regulations to
reduce the environmental impacts of Novaluron should be implemented and the
pesticide should be used in a controlled manner. Furthermore, the promotion of
environmentally friendly agricultural practices is recognised as an important strategy
to reduce the impacts of pesticides on aquatic ecosystems.

Future studies should examine the acute and chronic consequences of Novaluron as
well as other pesticides in the aquatic ecosystem. More detailed assessment of the
effects of pesticides on non-target organisms can provide a stronger basis for
environmental risk management. This study provides important information on the
environmental effects of pesticides and constitutes a valuable reference for the
protection of aquatic ecosystems and the promotion of sustainable agricultural
practices.

Keywords: Daphnia magna, Novaluron, acute toxicity, morphological deformations,
physiological changes, gene expression

XXVii






1. GIRIS

Tatl su ekosistemlerinin durumu sucul model organizmalar iizerinde gerceklestirilen
toksikoloji ¢alismalariyla degerlendirilmektedir. Daphnia magna, sucul toksisite
arastirmalart basta olmak iizere birgok ekotoksikoloji ¢aligmasinda yaygin olarak
kullanilan model organizma olarak One ¢ikmaktadir. Yavru iiretiminin kolayligi,
bakim maliyetinin diisiik ve yontemlerinin basit olmasi, hizli tireme dongiisii ve seffaf
viicut yapist gibi 6zellikleri, onu toksisite degerlendirmelerinde ideal bir biyolojik
model haline getirmistir. Dolayisiyla, Daphnia magna, 6zellikle pestisitlerin sucul

ekosistemler lizerindeki olasi etkilerinin belirlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir.

Pestisitler tarim harici giinliik hayatta da zararli organizmalardan korunmak amagh
kullanilan kimyasallardir. Zararli bocekler, yabani otlar, mantarlar ve kemirgenlerle
miicadele i¢in kullanilan bu maddeler, tarimsal verimliligi artirirken cevresel
stirdiiriilebilirlik tizerinde olumsuz etkiler yaratabilmektedir. Pestisitler, yiizey akisi,
toprak erozyonu, yeralt1 sular1 ve atmosferik taginim gibi yollarla ¢cevreye yayilmakta

ve Ozellikle sucul ekosistemlerde ciddi toksik etkiler olusturabilmektedir.

Bu calisma kapsaminda kitin sentez inhibitorii olan ve pestisit olarak siklikla
kullanilan Novaluron’un Daphnia magna’da yarattigi toksik etkinin incelenmesi

amagclanmustir.

24 saattten kiigiik Daphnia magna yavrularina gesitli konsantrasyonlarda (100 mg/L,
10 mg/L, 1mg/L, 0,1 mg/L, 0,01 mg/L, 0,001 mg/L ve 0,0001 mg/L'lik) Novaluron
uygulamas1 yapilmis ve 48 saatlik LCso konsantrasyonu 61 ug/L olarak tespit
edilmistir. Daphnia bireylerine subletal konsantrasyonlar olan 3,75 ug/L 7,5 ug/L ve
15 pg/L Novaluron uygulamasi yapilmis ve gelisimi 72 saat siiresince invert
mikroskop ile izlenmistir. Novaluron maruziyetinin Daphnia magna’da 6lim orant,
kalp atim hizi, toraks ve abdominal kavite parametrelerine etkileri tespit edilmistir.
Novaluron’un bireylerde boy uzunlugu, kuyruk, sekonder anten, abdominal kamg1 ve

kalp ¢ap1 gibi morfolojk 6zelliklere olan etkileri de detayl bir sekilde incelenmistir.



Ayrica Novaluron’ un Daphnia yavrularinda detoksifikasyon sistemi (cyp314,
cyp360A8, gst ve p-gp) ile ilgili genlerin ekpresyon seviyelerine olan etkileri
incelenmistir. Kontrol grubu ile Novaluron’un 3,75 pg/L, 7,5 pg/L ve 15 nug/L
konsantrasyonuna 24 saat boyunca maruz birakilmasinin ardindan genlere ait
ekpresyon profilleri Real Time PCR kullanilarak bakilmistir. Ulasilan sonuglarda
Novularun’un cyp314, cyp360A8, gst ve p-gp genlerine olan etkileri belirlenmistir.

Elde edilen verilerin, pestisitlerin sucul organizmalarda olusturdugu potansiyel

ekolojik risklerin daha iyi anlagilmasina katki sunacag diistintilmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Pestisit

2.1.1. Pestisitlerin tanim ve kullanimi

Diinya yiiz dl¢timii ayn1 kalirken niifus hizla artmaktadir. Niifus artisginin yani sira
dogal afetler ve kentlesme nedeniyle ekilebilir alanlar giderek daralmaktadir.
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii'niin (FAO) raporlarma gére, diinya
genelinde birgok insan yeterli ve dengeli beslenme imkanindan mahrum kalmaktadir
(FAO, 2019). Bu nedenle kullanilan alanlarda elde edilen iiriin miktarinin artirilmasi
amaglanmaktadir. Uriiniin kalite ve miktarmin artirilmasi bitkilerin maruz kaldig
hastalik, bocek ve zararli otlarin dldiiriilmesiyle miimkiindiir. Tarimda ana miicadele
yontemi etkili, ekonomik ve hizli sonu¢ veren pestisitlerin kullanildigi kimyasal

miicadeledir (Calli, 2007).

Amerika Cevre Koruma Ajansi (EPA), tarimsal iiretime zarar veren yabani otlar,
hasereler ve mantarlar gibi organizmalara karst kullanilan fiziksel, kimyasal veya
biyolojik maddeleri "pestisit" olarak tanimlamaktadir (EPA, 2009). Tirk Gida
Kodeksi (TGK), tarimsal miicadelede kullanilan tiim kimyasal maddeleri "pestisit"
olarak tanimlarken, bu miicadele sonrasinda tarim Uriinlerinde bulunabilecek aktif
maddeleri, onlarin bozunma veya reaksiyon iiriinlerini ise "pestisit kalintis1" olarak

ifade etmektedir (TGK, 2017).

Pestisitler kullanilan doza bagl olarak zararli organizmalarda 6liimciil ya da 6limciil
olmayan etkilere neden olabilmektedir (Hwang ve ark., 2000; Guedes ve ark., 2016).
Morfoloji, fizyoloji, davranis ve dogurganliktaki degisim gibi 6liimciil olmayan etkiler
zararl ilacin sinifina ve hedeflenen tiire gore degismektedir (Meng ve ark., 2017;
FAO, 2019; Hwang ve ark, 2000;). Bu etkileri degerlendirmek amaci ile fizyolojik ve
biyokimyasal degisiklikler kullanilmaktadir (Zhao ve ark., 2018).

2.1.2. Pestisitlerin tarihi
1900°1i yillardan sonra yayginlasan pestisit kullanimi eski Yunan zamanina

dayanmaktadir. Kiikiirt, bakir, arsenik ve demir kullanilan ilk pestisitlerdendir. Ikinci



Diinya Savasi'nin ardindan, insanlarin viicudunda organik klorlu pestisit kalintilarina
rastlanmistir. Bazi pestisitlerin toksik etkilerinin bulunmadigi, ancak bazilarinin sinir
sistemini etkiledigi, karsinojenik ve mutajenik Ozellikler gosterebildigi tespit

edilmistir (Karabay, 2000; Tiryaki ve ark. 2010).

Amerika Birlesik Devletleri'nde 1947 yilinda Pestisit Kalint1 Yasas1 kabul edilmistir
ve 1970 yilinda EPA (Amerika Koruma Dairesi) kurulmustur. Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO) ile Diinya Saglik Orgiitii (WHO), 1960 yilinda Pestisit Kalintilar1 Kodeksi
Komitesini kurmus olup bu komite, pestisitlere iligkin tanimlar yapmis ve izin verilen

maksimum kalint1 seviyelerini belirlemistir (WHO, 1962).

Giliniimiizde 6zellikle gelismis tilkelerde pestisitlerin bilingli ve kontrollii bir sekilde
kullanim1 yayginlagsmistir. Avrupa Birligi (AB), Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
ve Tiirkiye gibi lilkelerde bu konuda bir¢ok yasa ¢ikarilmis, resmi kuruluslarin yani
stra goniillii kuruluslar da siiregte etkin rol oynamistir. Bu sayede, bilgisiz ve kuralsiz
pestisit kullaniminin 6niine gegilerek, ¢evre dostu ve diisiik riskli pestisitlerin tercih
edilmesi saglanmistir. Amerika Cevre Koruma Ajansi (EPA) ise daha giivenilir olan

bu pestisitlerin kullanimini tesvik etmistir. (EPA, 2017).

2.1.3. Pestisitlerin bozunma mekanizmalari

Pestisitlerin ¢evredeki kaliciligi, birkag giinden baglayarak 20 yila kadar
uzanabilmektedir (Beyoglu, 2006). ilaglama yapildiktan sonra etken maddeler havaya
karismaktadir. Pestisitlerin pargalanmasinda iki temel mekanizma rol oynar: serbest
radikal reaksiyonlar1 ve fotokimyasal reaksiyonlar. Giines 15181 etkisiyle havada veya
suda gerceklesen reaksiyonlar, fotokimyasal reaksiyonlar olarak adlandirilir. Bu
bozunmadan kaynaklanan yeni iiriiniin toksisitesi ana bilesigin toksisitesinden daha
fazla veya daha az olabilmektedir. Diger bir hasar tiirii olan radikal reaksiyonda ise
fotonlar havadaki molekiillerle etkilesime girerek serbest radikaller olusturur ve bu
serbest radikaller pestisitteki aktif maddelerle reaksiyona girerek bozunma olusturur
(Linde, 1994).

2.1.4. Pestisitlerin zararlar

Pestisitler su ve toprag: kirleterek ekosistemin bozulmasina yol acar. Pestisitlerin
stirekli kullaniminin birgok olumsuz etkisi vardir. Pestisit kalintilar1 cevrede uzun siire
kalarak hedef olmayan organizmalar1 da etkilemektedir (Cao ve ark., 2015). Boylece

hedef olmayan organizmalarda bu kimyasallar kronik toksisite olusturabilmektedir



(FAO, 2016; WHO,2016). Ayrica organizmalar bu kimyasallara direncli hale
gelebilmektedir (Tatli, 2006).

Pestisitler canlilara deri ve solunum yoluyla dogrudan veya pestisit bulagsmis besin
maddelerinin tiiketilmesi ile dolayli olarak etki eder. Pestisitler, insanlarda kronik
(uzun siireli maruziyetle birikim) veya akut (tek doz maruziyet) zehirlenmelere yol
acabilmektedir. Kronik zehirlenmeler, kanser, beyin hasari, akciger hastaliklari,
bobrek ve karacigerde nefroz, alerjiler, teratojenik etkiler (anne karnindaki bebekte
deformasyonlar) ve mutajenik etkiler (genetik bozukluklar) gibi ciddi saglik
sorunlarina neden olabilmektedir (Williams ve ark.,1992; Gomez ve ark., 1988;
Casmin, 1999; Tiryaki ve ark., 2010). Baz1 pestisitlerin saglik iizerindeki etkilerine
gore smiflandirilmasi, Tablo 2.1'de ayrintili bir sekilde sunulmustur. Bu tablo,
pestisitlerin insan sagligina olan farkli etkilerini kategorize ederek genel bir bakis

saglamaktadir.

Tablo 2.1. Pestisitlerin saglik iizerine etkilerine gore siniflandirilmasi (Ayaz ve
Yurttagiil, 2012).

Saghik Uzerine Etki Pestisit Adlar

Mutajen Aldicarb, Aldrin, Aldrazin, Benomil, Captofol, Carbofuran,
Clorfenvinfos, Cyanizin, Diclofluanid, Dimethoate, Disulfaton,
Paraquat, Simazine, Tiram

Karsinojen Aldrin, Benomil, Captofol, Captan, Carbofuran, Clorotalonil, 2, 4-D,
Lindan, Tiram, Trifluralin, Zineb

Alerjen Benomil, Captofol, Captan, Clorotalonil, Lindan, Maneb, Paraquat,
Propachlor, Tiram, Zineb

Teratojen Aldrin, Benomil, Captofol, Captan, 2, 4-D, Dinoseb, Diquat, Lindan,
Maneb, MCPA, Paraquat, Propachlor, Tiram, Zineb

Pestisitlere kronik maruziyet sonucunda; cilt, gozler, sinir sistemi, kardiyovaskiiler
sistem, gastrointestinal sistem, karaciger, bobrekler, lireme sistemi, endokrin sistem ve
kan tizerinde gesitli etkilere neden olabilir (WHO, 2010). Organofosforlu bir pestisit
olan Metil Parathion’un ince bagirsak dokusundaki patolojik etkisini konu alan
calismada, Parathion uygulanan sicanlarin ince bagirsak villuslarinda bozulma,
genisleme, graniilasyon, lokal hiicre inflitrasyonu belirlenmistir (Ogiitcii ve ark.,
2007). Malathionin pestisiti kullanilarak yapilan bir ¢alismada bu pestisitlerin reaktif
oksijen tiirlerini (ROT) ve lipid peroksidasyonunu artirdig belirlenmistir (Olakkaran,
2020). Yapilan diger bir ¢alismada, Malathionin ve Klorpirifos pestisitlerinin beyin



dokusunda ROT iiretimine neden oldugu prooksidan ve antioksidan dengesini

bozdugu bildirilmistir (Yadav ve ark., 2016).

Pestisit zehirlenmeleri ilagh gidalarin tiiketilmesi, pestisit liretim ve ilag hazirlama
asamalarinda  yeterli  korunma  saglanamamasi  gibi  bircok  nedenle
gerceklesebilmektedir. Besinlerde mevcut olan pestisitlerin zararli etkisini azaltmak
bol su ile yikama, kabuk soyma ve 1s1l islemler ile miimkiin olabilmektedir. Uretim ve
hazirlik asamasinda pestisite maruz kalmada ise koruyucu ekipman kullanilmasi;
uygun sekilde ve minimum konsantrasyonlarda pestisit kullanimi insan sagligi

konusunda korunmay1 saglamaktadir (Tungbilek ve ark., 1998).

2.1.5. Pestisitlerin kalhint1 sorunu ve nedenleri

Tarimsal tiretimde, bitki veya hayvan sagligini korumak amaciyla kullanilan {irtinler
ve bu iirlinlerin bozunma sonucu olusan bilesenleri "kalint1" olarak adlandirilmaktadir.
Pestisitler, hormonlar ve veteriner ilaglar1 en ¢ok bilinen kalintilardir (Sik ve ark.,
2011). ilag uygulamasinda yiiksek dozda pestisit kullanimi ve amaca uygun pestisit

kullanilmamasi kalint1 sorununu ortaya ¢ikarmaktadir (Call1, 2007).

Dogmamis bebekler ve ¢ocuklar gibi hassas gruplar da dahil olmak iizere tiiketicilere
fark edilebilir bir saglik riski olusturmayan, bireyin viicut agirligina gére yasam boyu
gidalardan alabilecegi pestisit miktarinin {ist sinir1 "maksimum kalint1 limiti" olarak
tammlanmaktadir. Ulkemizde Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligince pestisit kalinti

limitleri belirlenmektedir (TGK, 2017).

2.1.6. Pestisitlerin siniflandirilmasi

2.1.6.1. Etki ettikleri canh tiirlerine gore pestisitler

Pestisit siniflandirmasi ve etkiledigi gruplar Tablo 2.2.’de verilmistir.

Tablo 2.2. Etki ettigi zararh gruplara gore pestisitler (Tiryaki ve ark., 2010).

Pestisitin Simifi Etki Ettigi Zararhnin Grubu
Insektisitler Bocek

Rodentisitler Kemirgenler

Herbisitler Yabanci otlar

Akarasitler Akarlar

Bakterisitler Bakteriler

Mollusisitler Yumusakgalar

Nematisitler Parazitik kurtlar

Fungusitler Mantarlar




Tarimsal iiretimi olumsuz etkileyen zararli tiiriine gore kullanilan pestisit
degismektedir.  Fungusitler, mantarlarin  {iremesini  engellemek  amagh
kullanilmaktadir (Ivic, 2010). Herbisitler, yabanci otlarin yok edilmesinde
kullanilmaktadir (Kellogg ve ark., 2000). Akarisitler, tarim haricinde giinliik
hayatimizda da yer alan akarlarin kontroliinde kullanilmaktadir (Atabey, 2016).
Bakterisitler, bakterileri yok etmede kullanilmaktadir (Atabey, 2016). Mollusisitler,
salyangoz gibi yumusakcalara karst kullanilmaktadir (Yilmaz ve ark., 2008).
Rodentisitler, kemirgenlere kars1 genellikle depo ve evlerde kullanilmaktadir (Atabey,
2016). Nematisitler, toprak fumigantlari olarak da bilinir ve toprak solucanlarini yok
etmek icin kullanilir. Bu kimyasallar, solucanlarin enzim aktivitelerini bozarak sinir
sistemi ve solunum islevlerini aksatir ve bu durum genellikle 6liimleriyle sonuglanir
(Chitwood, 2003). Insektisitler bocekler ile miicadelede kullanilmaktadir. Bu
kimyasallar, boceklerde belirli enzimleri inhibe ederek sinir sistemi islevlerini bozar
ve bunun sonucunda sinir sistemi deformasyonlarina yol acar (Colin ve ark., 2004;

Costa, 2008; Atabey, 2016).

2.1.6.2. Kimyasal yapilaria gore insektisitler

2.1.6.2.1. Organofosfatlar

Organik fosforlu (OP) insektisitler olarak da bilinir. Organofosfatlar fosforik asidin
amid veya tiyol tiirevidir (Vural, 2005). Bu heterojen kimyasallar zararli bocek ve
otlar1 kontrol etmek igin tasarlanmistir. OP insektisitler bitkilerin haserelere karsi
korunmasinda kabul goren en etkili yontemdir ve mahsul verimine énemli katkilari
bulunmaktadir. OP insektisitler temas, solunum ve sindirim yoluyla etkilerini gosterir
(Costa, 2006). Sinapslarda kolin esteraz enzimini tek yonlii inhibe ederek asetilkolin
birikmesine neden olur boylece bocekte paraliz ve 6liime neden olur (Vural, 2005;
Becker ve ark., 2010).

Organik fosforlu (OP) insektisitler, organik klorlu (OK) insektisitlerin kalici
etkilerinin neden oldugu olumsuzluklar1 6nlemek amaciyla alternatif kullanim
yontemi olarak ortaya ¢ikmistir. OP insektisitler OK insektisitler ile kiyaslandiginda
daha diisiik kimyasal stabilite ve omurgalilara kars1 daha yiiksek toksisite
gostermektedir (Becker ve ark., 2010). Diinyanin baz1 bolgelerinde kullanimi devam
ediyor olsa da bu insektisitlerin kullanim1 Tiirkiye'de halk sagligini1 olumsuz etkiledigi

nedeniyle yasaklanmustir (Vural, 2005).



OP smifindaki insektisitler arasinda; Diazinon, Pirimiphos methyl, Temephos,
Fenitrothion, Malathion, Naled, Dichlorvos (DDVP: Dimethyl 2, 2- dichlorovinyl
phosphate), Fenthion, Chlorpyrifos benzeri bilesikler bulunmaktadir (Alten ve Caglar,
1998; Becker ve ark., 2010; Kumar ve ark., 2010).

2.1.6.2.2. Karbamatlar

Karbamatli insektisitler, karbamik asit esterleridir. isvigre'de 1951 yilinda iiretilen ilk
bilesiklerde stabilite problemleri ortaya ¢ikmistir bu nedenle yiiksek aktiviteli N-metil
karbamatli bilesikler gelistirilmistir. Gelistirilen bu bilesikler, zaman iginde 6nemli bir
insektisit sinifina doniismistiir (Becker ve ark., 2010). Alkil ve aril gruplar igeren
bilesikler, insektisit ve nematosit olarak; aromatik ya da alifatik gruplara sahip olanlar

ise herbisit olarak islev gormektedir (Becker ve ark., 2010).

Karbamat smifindaki insektisitler, kolin esteraz enzimini geri dondiiriilebilir sekilde
inhibisyona ugratir (Alten ve Caglar, 1998; Vural, 2005; Becker ve ark., 2010). Kolin
esteraz inhibisyonu, asetil kolinin kolinerjik sinapslarda birikmesine yol agar; bu da
sinir sisteminin asir1 uyarilmasina ile kasilma, paraliz ve 6liime neden olur. Karbamatl
insektisitler hem temas hem de mide yoluyla etkilerini gostermektedir (Alten ve
Caglar, 1998; Vural, 2005).

Karbamat smifindaki insektisitler arasinda; Carbaryl, Carbosulfan, Propoxur ve
Bendiocarb benzeri bilesikler bulunmaktadir (Smith, 1987; Alten ve Caglar, 1998;
Becker ve ark., 2010).

2.1.6.2.3. Organoklorinler

Organoklorlu (OK) insektisitler, alifatik veya aromatik karbon, klor ve hidrojen igeren
bilesiklerdir. Bu bilesikler, klorlanmis hidrokarbonlar, klorlanmis organikler ve klorlu
insektisitler gibi cesitli isimlerle de anilmaktadir. OK insektisitler boceklere kismen
solunum yoluyla etki etsede genelde temas yoluyla etkisini gosterir (Alten ve Caglar,
1998). Etkisini sinir sistemi sensorik néronunda sodyum ve potasyum seviyelerinin
dengesini bozup impulsun saglikli gegisini engelleyerek gosterir (Becker ve ark.,
2010).

OK insektisitler tarim ve ormancilik sektoriinde 1940-1960 yillar1 arasinda yogun
olarak kullanilmis ancak ¢ogu iilkede barindirdigi tehlikeler nedeniyle kullanim
yasaklanmis veya sinirlandirilmistir. Bu bilesiklerin olumsuz etkileri arasinda, ¢evrede

uzun siire kalma, suyla diisiik, yagla yiiksek ¢6ziinme, biyotransformasyonlarinin ve
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biyolojik pargalanmalarinin yavaghgi, genis spektrumlu etkinlik ve hedef canlilarda

direng gelisimi gibi pek ¢ok faktor yer almaktadir (Mural, 2005; Becker ve ark., 2010).

OK simifindaki insektisitler arasinda; Aldrin, Endrin, Dieldrin, DDT (Dikloro Difenil
Trikloretan), BHC (Benzen Hekza Kloriir), Chlordane ve Heptachlor benzei bilesikler
bulunmaktadir (Alten ve Caglar, 1998; Vural, 2005; Kang ve Chang, 2011).

2.1.6.2.4. Piretrin, sentetik piretroidler

Piretrinler dogal insektisitlerdir. Pire otu (Chrysanthemum cinerariaefolium) bitkisinin
ciceklerinden elde edilen dogal piretrinler, insektisit etkisi gosteren en az alt1 esterin
(Pretrin 1-2, Cinerin 1-2 ve Jasmolin 1-2) karisimini igerir. Isik ve hava ile temasa
girdiginde kolayca bozunmaktadir (Alten ve Caglar, 1998; Vural, 2005).

Sentetik piretroidler (SP), dogal piretrinlerin alkol ve asit gruplarinda yapilan
modifikasyonlar ile gelistirilmistir (Alten ve Caglar, 1998). SP, dogal piretrinlere
kiyasla daha yiiksek kimyasal stabilite ve biyolojik aktivite icermektedir (Becker ve
ark., 2010). Bu maddeler sinir hiicre membranlarindaki sodyum kapilarina etki ederek
bocekler lizerinde norotoksik etki gostermektedir (Coats, 1990). Sentetik piretroidler
knock-down (disiiriicii), oldiirticii ve repellent (kovucu) etkilere neden olmaktadir. SP
aktivitelerini artirmak amaci ile sinerjistik bilesikler (PBO: Piperonil Biitoksit,
Siilfoksit gibi) ile kullanilmaktadir (Mueller, 1990, Alten ve Caglar, 1998; Becker ve
ark., 2010). SP genis etki alanina sahip insektisitlerdendir bu nedenle zararli boceklerin
yaninda baliklar dahil diger canlilar i¢in de toksiktir (Mueller, 1990; Aydin ve ark.,
2005). SP insektisitler tarim haricinde sivrisinek gibi bir¢ok eklem bacaklinin

etkilerinden korunma amaciyla da kullanilmaktadir (Becker ve ark., 2010).

SP sinifindaki insektisitler arasinda; Permethrin, a-Cypermethrin, Bifenthrin,
Cyfluthrin, Cyphenothrin, Deltamethrin, Etofenprox, A-Cyhalothrin, Metofluthrin,
Phenothrin, Resmethrin ve Tetramethrin benzeri bilesikler bulunmaktadir (Alten ve
Caglar, 1998; Becker ve ark., 2010).

2.1.6.2.5. Bocek gelisim diizenleyiciler (BGD)

Bocek gelisim diizenleyici insektisitler, boceklerin normal biiylime ve gelisimini
etkilemektedir. Bu insektisitler, etki sekillerine gore kitin sentez inhibitdrii (KSI) ve
jivenil hormon analogu (JHA) olarak ayrilmaktadir (Tunaz ve Uygun, 2004;
Yanikoglu ve Cetin 2018).



e Kitin sentez inhibitorleri (KSI)

Kitin, N-asetilglukozamin polimeridir. Kitin sentez inhibitérleri (KSI) benzoiliire
bilesikleridir. Bu tiir bilesikler kitin sentetaz enziminin katalizledigi N-
asetilglukozaminin polimerizasyon siirecini inhibisyona ugratir boylece boceklerin dig
iskelet kitin tabakasinin sentezini etkiler (Becker ve ark., 2010). Insektisit
uygulanmasindan sonra deri degisim sirasindaki bozulma seviyesi kullanilan
insektisite, doza ve bocek tiiriine gore degismektedir. KSI mide ve bagirsak yoluyla
alindiginda toksisitesini hedef organizmada daha fazla gostermektedir. Bu bilesikler
derideki degisimi genellikle 3 bigimde etkilemektedir.

a) Derideki degisimin engellenmesiyle bocegin eski deri i¢inde 6lmesi.
b) Deri degisiminin baglamasi fakat tamamlanamamasi.
c) Eski kiitikiil kalintilarinin bas kapsiilii ve mandibular bolgede kalmasiyla

beslenmeyi ve gelismeyi engellemesi.

Zararli bdceklerin kontroliinde, kitin sentez inhibitdrleri (KSI) larvasit olarak islev
goriir. Boceklerde maruziyet sonrasi 6liim larva, pupa ya da ergin ¢ikist evrelerinde
goriilmektedir. Ergin bireylerde Oliimciil olmayan durumlarda ise iireme

kapasitelerinde diisiis goriilmektedir (Thavara ve ark., 2007).

Kitin sentez inhibitori sinifindaki insektisitler arasinda; Novaluron, Diflubenzuron ve

Triflumuron benzeri bilesikler bulunmaktadir (Becker ve ark., 2010).

e Jiivenil Hormon Analoglar: (JHA)

Juvenil hormon analoglari (JHA) kimyasal ozellikleri bakimindan terpenoid
yapisindadir boylece bocegin kiitikiilasindan hedef doku olan epidermise zahmetsizce
gecerek etkilemektedir. JHA'nin memeliledeki toksisitesi oldukga diisiiktiir (Wright,
1976).

Levy ve Miller (1978) omurgasiz bir canli olan Dugesia dorotocephala’da yiiksek
dozda JHA olan Methoprene’e maruz birakilan larva ile beslenmesi ile yapilan
calismada yan etki gozlenmemis olsa da diger omurgasiz canlilarda toksisite

gerceklestirebilmektedir.

Miura ve Takahashi (1974) tarafindan yapilan ¢alismada, Methoprene'nin sivrisinek

kontrol etmek amaciyla kullanilan  konsantrasyonlardan daha  yiiksek

10



konsantrasyonlardaki maruziyetinde Daphnia magna, Hyalella azteca ve Triops

longicaudatus gibi baz1 organizmalarda akut toksisite gosterdigi belirlenmistir.

JHA simifindaki insektisitler arasinda; Pyriproxyfen, Methoprene ve Fenoxycarb
yaygin olarak kullanilmaktadir. Fenoxycarb karbamat sinifindaki bir insektisit
olmasina kargin JHA ile benzer sekilde etki gosterir (Becker ve ark., 2010).

2.1.7. Novaluron

2.1.7.1. Novaluron’un tanim ve tarihgesi

Novaluron, kitin olusumunu giiclii bir sekilde inhibe eden bir benzoilfenil tiredir
(Ishaaya ve ark., 1974, 2001, 2002). Novaluron trips, beyaz sinek ve yaprak
madencileri gibi bocek zararlilarinin kontrolii i¢in kullanilmaktadir. Novaluron,
Amerika Birlesik Devletleri'nde elma, patates, brassicas, siis bitkileri ve pamuk gibi
pek ¢ok tarim tirtintinde kullanilmistir. Cevreye ve hedef dis1 organizmalara diisiik risk
tasidigr i¢in Avrupa, Asya, Giiney Amerika ve Avustralya gibi bir¢ok iilkede
kullanimina izin verilmistir (EPA, 2017).

2.1.7.2. Novaluron’un fiziksel ve kimyasal ozellikleri
Novaluron, (+)-1- [3-kloro-4-(1, 1, 2-trifloro-2-trifloro- metoksietoksi) fenil]-3-(2, 6-
diflorobenzoil) iiredir ve dort asamali bir reaksiyon siirecinde sentezlenir (Zou, 2008).

Novaluron’un kimyasal yapist Sekil 2.1.’de verilmistir.

Sekil 2.1. Novaluron’un kimyasal yapis1 (NIH, 2024).

Novaluron Ph’dan etkilenmez, diisiik buhar basinci ve diisiik su ¢oziiniirliigiine (3

pg/L) sahiptir. Hidroliz ve fotoliz olma olasilig1 diistiktiir bu nedenle ¢evrede uzun
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stire bozunmadan kalabilmektedir. Bu insektisit toprakta kuvvetli bir sekilde
emilmekle birlikte toprak solunumu iizerinde olumsuz etki yaratmamaktadir.
Novaluron’un toprak tarafindan kuvvetli bir sekilde emilmesi yeralti sularinin

kirlenme olasiligini azaltmaktadir (EPA, 2001).

2.1.7.3. Novaluron’un etki mekanizmasi

Boceklerin dis iskeleti, epidermiste bulunan ¢ok katmanli kiitikiilden olugsmaktadir
(Akai ve King, 2013). Epidermise ek olarak orta bagirsak peritrofik membran denilen
koruyucu kitin bazli hiicre dis1 matrisi tiretir (Dixit ve ark., 2008; Noh ve ark., 2018).
Kitin deasetilaz proteinlerini kodlayan genler, kitin ile iligkili hiicre dis1 matris
tizerinde bocek gelisimi ve deri degistirmede olumsuz etkiye sahiptir (Arakane ve ark.,
2009; Xi ve ark., 2014).

Benzoilfenil iire bilesigi olan Novaluron kiitikiil bilesimini ve kitini degistirir bu
durum endokiitikiiliin elastikiyetini ve sikiligini etkiler (Grosscurt ve ark., 1980).
Larva agamalarini etkileyerek, anormal endokutikiiler birikimine ve rahatsiz edici tily

dokiimiine neden olarak dliime sebebiyet verir (Santorum ve ark., 2021).

Novaluron g¢evreye ve hedef olmayan organizmalara yonelik riskleri az olan bir
insektisiktir. (Tunaz ve Uygun, 2004; Dhadialla ve ark., 2005). Bu insektisit
memelilere karsi ¢ok diisiik toksisiteye sahip iken (LDso> 5000 mg/kg) kuslara,
solucanlara ve toprak mikroflorasina karsi toksik degildir (Ishaaya ve ark., 2002).
Novaluron dahil olmak iizere benzoilfenil iireler, larvalarda kitin biyosentez yolunu
bloke etmemekle birlikte hiicresiz sistemlerde kitin sentezini de engellemez

(Oberlander ve Silhacek, 1998).

2.2. Cladocera

Cladocera genelini su pireleri olarak adlandirilan kiiclik kabuklularin olusturdugu
takimdir (Forr6 ve ark., 2008). Bu takim Anomopoda, Ctenopoda, Onychopoda ve
Haplopoda olarak 4 alt takima ve agik bir sekilde tanimlanmis 11 familyaya
siifandirilmaktadir (Korhola ve ark., 2001). Cladocere takiminin yaklagik 620 tiirii

tanimlanmistir (Korovchinsky ve ark., 1992; Forr6 ve ark., 2008).

Cladocera bireyleri pire benzeri haraketle suda sarsilarak yiizer (Dodson ve ark.,

2010). Cladocera’ya ait tiirler tatli sularda, kiiciik su birikintileri, golciikler,

12



akarsularin sakin alanlar1 ve aci ile tuzlu goller gibi yerlerde yayilirlar (Goldman ve

Horne, 1983; Demirsoy, 1992; Korhola ve ark., 2001; Haney, 2010; Tanyolag, 2011).

Cladocera, 2-6,0 mm uzunlugunda, ortada tek bilesik gbzii bulunan, kafasi asagiya
doniik ve gogiis kafesi ile karnimi kaplayan kabuk bulunduran bir organizmadir
(Lennon ve ark., 2001). Karapaks olarak adlandirilan bu kabuk genellikle seffaftir ve
bu canlilar1 kalp ve beslenme konularinda gozlemlenebilir kilar (Ebert, 2005; EPA,
2009).

Cladocera'nin viicudu, kiitikiiler bir ¢ift karapaksla ¢evrilidir. Bu iki karapaks arasinda
viicut uzantilarini tasiyan boliim, abdomen (karin) ve toraks (gogiis) olarak ikiye
ayrilir. Yanlardan yassilasan viicutlarinda iki kabugun uzantilariyla sekillenen tek bir

diken ve karin boliimiiniin sonunda bir ¢ift penge bulunur (Edmondson, 1959; Erengin

ve ark., 1981).

Bu takiminin bir¢ok tiiriinde iki ¢ift anten ve 5 veya 6 uzuv bulunur. Birinci ¢ift anten
(anteniil) kisa ve dallanmamistir ikinci ¢ift anten (antenna) biiyiik ve oldukga
dallanmis bir yapiya sahiptir. Bunlar haricindeki uzuvlar beslenme ve solunum igin

kullanilan aparatlardir (Dodson ve ark., 2010).

Cladocera’da erkekler ve disiler morfolojik olarak benzerdir. Erkek bireyler disilere
kiyasla kiigiik boyutlari,biiyiik anteniilleri ve bir kanca ile donatilmis ilk bacaklariyla
ayirt edilebilirler (Dodson ve ark., 2010). Clodocera dongiisel partogenez gosterir bu
nedenle popiilasyon yogunlugunu disiler kontrol eder (Forré ve ark., 2008). Dongiisel
partogenezde eseysiz lireme bazi araliklarla eseyli ireme ile desteklenir. Eseyli iireme
ile diren¢ yumurtalar1 saglanir, bu yumurtalar canlilarin zorlu kosullarda hayatta

kalmasini ve uzak habitatlara dagilim gostermesini saglar (Decaestecker ve ark.,
2009).

2.2.1. Daphnia magna’nin tanim

Cladocera takiminda yer alan ve su piresi olarak da bilinen da bilinen Daphnia magna
bakteri ve alg ile beslenmektedir (Jonczyk ve ark., 2005; Tan ve ark., 2011).
Tanimlanan 100’den fazla Daphnia tiirti bulunmaktadir (Ebert, 2022).

Daphnia magna, hizli biiyiime oranlari, yiiksek iireme potansiyelleri ve kisa yasam
dongiileri gibi bir¢ok 6zelligi ile ideal bir model organizmadir (Canton ve ark., 1978;

Harmon ve ark., 2003; Cooman ve ark., 2005; Jemec ve ark., 2007; Altindag ve ark.,
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2008). Akuatik ekosistem basta olmak iizere birgok toksikololoji ¢calismasinda sikca
kullanilmaktadir (Kado ve ark., 1998).

Daphnia yiiksek oranda protein ve temel yag asidi icerir. Icerdikleri besin degeri canli
tiiriine ve yasina gore degisir. Besin degerinin yaklagik %50°si proteinlerden olusur.
Ergin bireyler daha yiiksek miktarda yag asidine sahiptir. Daphnia besleyici
Ozelliginin yiiksek olmas1 sayesinde predator balik ve omurgasizlarin en degerli besin
kaynaklarindandir (Akyildiz, 1992; Cirik ve Gokpinar, 1993; Dodson ve ark., 1995;
Tan ve ark., 2011).

2.2.2. Daphnia magna’nin Sistematigi
Daphnia magna’nin taksonomik hiyerarsisi Integrated Taxonomic Information

System (ITIS) tarafindan asagidaki gibi bildirilmistir (ITIS, 2014).

Ust alem: Eukaryota (Okaryotlar)

Alem: Animalia (Hayvanlar)

Alt Alem: Mandibulata (Ceneliler)

Sube: Crustacea (Kabuklular)

Alt Sube: Hexapoda (Altibacaklilar)

Sinif: Branchiopoda (Kollarayaklilar)

Alt Smif: Phyllopoda (Yaprakayaklilar)

Takim: Cladocera (Damarl kollarayaklar)

Alt Takim: Diplostraca (Cift kalkanli kollarayaklar)

Familya: Daphniidae (Daphniidae familyasi)

Cins: Daphnia (Daphnia cinsi)

Tiir: Daphnia magna (Biiyiik su piresi)

2.2.3. Daphnia magna’nin anatomisi ve morfolojisi

Daphnia, kalsiyumsuz kabuk ile ¢evrili bir organizmadir. Karapaks olarak bilinen bu
kabuk, c¢ift cidarli olup i¢inde hemolimf akisi olan viicut boslugunu olusturur.

Karapaks bilesiminin biiyiik bir ¢ogunlugunu kitin polissakariti olusturur. Daphnia

magna ergin birey olana kadar 4 ile 6 kez kabuk degistirir. Ergin olduktan sonra kabuk
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degistirme ve gelisim belirli araliklar ile devam eder (Alpbaz ve ark., 1992; Ebert,
2005).

Viicut yapilari; bas, govde ve diken olmak iizere ti¢ kistmdan olusan Daphnia magna
boyutu 0,2-3 mm arasinda degisir. Duyu organlarinin en Onemlisi gozleridir ve
ylzerek yonlendirilmesine yardimci olur. Bu gozler embriyo gelisiminin son
asamasinda iki kahverengi goz lekesi gibi goziikiirken gen¢ ve yetiskin bireylerde
mediyan ¢izgisinde birleserek biiyiik bilesik goz halini alir. Bilesik bu goz 6zel kaslar
sayesinde siirekli devam eden titreme hareketi yapar (Clare, 2002; Ebert, 2005;
Demirsoy, 2001; Haney, 2010).

Daphnia’nin basinda 5 ¢ift uzant1 barindirir. Ik ¢ift uzant: antenniillerdir. Antenniiller
cubuk seklinde, seksiicl dimorfizm gosteren, duyusal tiiyler ve koklama duyusal
killarin1 tasiyan uzantilardir. ikinci ¢ift uzanti, haraketi olusturan yapisi olan
antenlerdir. Diger ti¢ ¢ift uzantiyi ise besin almak i¢in kullanirlar (Cirik ve Gokpinar,
1993).

Sahip birlegik 90z Gz kasi: Goz hareketi igin 3 ¢ift kas bukinur
Ikinci Ganglion opticus (=Lobus opticus)
Beyn (=Lobus opticus)
4 Hepatk geka
Oceolu . (sindirim
supligns) sivisi Uretimi)
Ona
Bagirsak
Ik anten = Duyusal organ \
e o Anten kastan
Mandibul: Mekank besin iglonmesi
Kabuk Bazi
(Shel gland)
Gagos
Ekleri
Karapaks (di3 skelot ve
korunmak igin ) sedest
Abdominal
Penge

Sekil 2.2. Su piresi (Daphnia magna) morfolojik yapisi (Ebert, 2005).

2.2.4. Daphnia magna’nin fizyolojisi

Cladocera’da solunum ayaklar ve karapaksin i¢ duvarinda gerceklesir (Edmondson,
1959). Bir ¢ift ostiyuma sahip olan kalp sirt kisminda yer alir, oval veya uzun bir kese
seklinde yapiya sahiptir. Kalp, kan1 bir ¢ift ostium deligi araciligiyla alir ve viicuda

dagitir. Kan damarlar1 olmamasina ragmen kalbe alinan kan tiim viicuda dagitilirken
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belirgin bir yol izler. Genelde renksiz olan kan, hemoglobin miktarinin fazla olmasi
durumda kirmizidir ve bu canlilarda tiim viicut kirmizi goriiniir (Ebert, 2005). Daphnia
magna’nin viicut rengi hemoglobin orani haricinde diyetindeki ana besine gore de
degisebilmektedir. Yesil algler ile beslenen bireyler yesil veya sarimtirak renge sahip
iken bakteri ile beslenenler beyaz veya somon pembesi renktedir. Renklerdeki
belirginlik ise beslenme ile orantili olarak artmaktadir (Edmondson, 1959; Demirsoy,
1998). Karapaksin 6n kisminda, yassi bir organ olan maksillar (kabuk bezi) yer alir.

Maksillar bosaltim ve osmoregiilasyondan sorumludur (Edmondson, 1959).

Dapnia magna nin agiz ile baslayan basit yapili sindirim sistemi bulunur. Bu sistem
yemek borusu, orta bagirsak ve arka bagirsak olmak iizere ii¢ ana boliimden olusur.
Orta bagirsagin bas kisminda iki kii¢iik sindirim kesesi (divertikiil) bulunur. Orta
bagirsagin 6n kismi pH 6 ila 6,8 arasinda, arka kismi ise 6.6 ila 7,2 arasinda degisir.
Orta bagirsak, mikrovilluslara sahiptir ve epitelyumla kaplidir. Besin bagirsak
duvarinin peristaltik kasilmasi ile bagirsak boyunca ilerler ve arka bagirsaktan atilir
(Ebert, 2005).

Daphnia magna tiirlerinde sicaklik diislisii yasam siiresini artirir (Pennak, 1989). Bu
tiirler 25°C’de 40, 20 °C’de 56 giin boyunca yasayabilmektedir (Jonczyk ve Gilron,
2005). Bu nedenle yaz aylarinda Dahnia magna popiilasyonu azalirken sonbahar
aylarinda artar (Jonczyk ve Gilron, 2005; Grzesiuk ve ark, 2010; Pietrazak ve ark.,
2010).

Daphnia’da oksijen tasimay1 destekleyen ¢ok alt birimli makromolekiil olan hiicre dis1
solunum proteini hemoglobin (Hb) bulunur. Oksijenle yiiklii olan oksihemogblobin,
kirmizi renktedir ve seffaf olan Daphnia tiiriine kizil goriiniim verir. Bu bireylerde en
az dort adet Hb geni vardir. Daphnia, ¢evresel degisikliklere (oksijen konsantrasyonu,
sicaklik) yanit olarak, suyun oksijen alinimini artirmak amaciyla Hb

konsantrasyonunu yaklasik 20 kat kadar degistirebilmektedir (Ebert, 2005).

2.2.5. Daphnia magna’nin beslenmesi

Su pireleri sudaki besinleri filtre ederek beslenir. Filtrasyon oranlari sicakliga, viicut
bliyiikliigline, oksijen konsantrasyonuna; yiyecek yogunluguna ve kalitesine baghdir.
Daphnia bireyleri genellikle bakteri, alg, protozoa ve detritus benzeri canlilarla
beslenir. Bu nedenle genis besin kaynagina sahiplerdir (Lurling ve ark., 1997).

Daphnia besinlerini genelde segmeden alsa da aldiklar1 besinlerin kalitesi dnemlidir.
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Besinin bireyler icin kalitesini etkileyen faktdrler: besin maddesinin morfolojik
Ozellikleri, sindirilebilirligi, besinsel degeri ve potansiyel toksik bilesimleridir

(Lurling ve ark., 1997; Repka, 1997; Ebert, 2005).

Daphnia tiirleri su akimi iiretmek i¢in kabuklarinin altinda bulunan filopod ad1 verilen
yaprak benzeri uzantilar1 kullanir. Filtrelenen besin partikiilleri ritmik haraketlerle
tutularak ventral besin oluklarinda toplanir. Besin ventral besin oluklarindan
ogiitiilmek amaciyla ag1z salgisi ile maksiller ve mandibullar arasina itilir. Ogiitiilmiis
besinler yemek borusu ile orta bagirsaga ordan da son bagirsaga ilerler ve antisle disar1
atilir (Hanski ve ark., 1983; Demirsoy, 1998; Roozen ve ark., 2001; Haney, 2010;
Buck ve ark., 2011).

2.2.6. Daphnia magna’nin iiremesi

Daphnia tiirleri hem eseysiz hem de eseyli lireyerek heterogonik tireme gosterir. Bu
tiirde popiilasyon c¢ogunlukla eseysiz iireyen disilerden devam eder. Bu eseysiz
yumurtalarin biiyiik ¢ogunlugu disi ¢ikarken bazilar1 erkek olarak gelisir. Optimal
kosullarda bulunan bu canlilar 2.5-3 giinde bir yeni yumurtlama donemine baglar

(Cirik ve Gokpnar, 1993; Alekseev ve ark, 2001).

Partogenetik donemde tiretilen diploid (2n) yumurtalara subitan yumurta veya yaz
yumurtast denilmektedir. Uretilen bu yumurtalar, karapaksimn altinda bulunan
yavrulama odasina yerlestirilir. Bu oda abdominal siireglerde kapanir. Partogenetik
yumurta gelisimi genelde hemen olur. 20°C'de, embriyolar yaklasik 1 giin sonra
yumurtadan ¢ikar ama ileri gelisim yaklasik 3 giin yavrulama odasinda devam eder.
Siire bittikten sonra yavrulama odasinda bulunan gen¢ Daphnia, annenin post-
abdomenini ventral olarak egerek serbest birakilir. Yeni dogan ve yetiskin Daphnia
cok benzerdir fakat yeni doganda yavrulama odas1 heniiz gelismemistir (Wetzel, 1975;

Demirsoy, 2001).

Fazla birey olusturarak tiiriin yayilmasini saglayan partogenetik yumurta liretimi bazi
faktorler nedeniyle azalmakta ve yerini seksiiel tiremeye birakmaktadir. Bu faktorler:
kisa fotoperiyot, kuraklik, rekabet, diisiik sicaklik, mevcut besinin azalmasi ve asiri

populasyon yogunlugu olarak siralanabilir (Hiilsman, 2001; Rose ve ark., 2002).

Ortam kosullar1 bozuldugunda partogenez ile erkek bireyler meydana gelir ve haplid
(n) yumurtalar olusur. Meydana gelen erkek bireyler kopulasyon organi olarak gorev

yapan bir veya iki gonofora sahiptir. Bu sayede disi ile ¢iftlestiginde koruyucu zar ile
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kaplidir biiyiik yumurta (ephippium) olusur. Disinin kendi kabugundan yapilmis kilifta
bulunan bu tiir yumurtalara, kis yumurtas: veya latent yumurta denilmektedir (Lavens
ve ark., 1996). Laboratuvar sartlarinda saklanabilen, kuraklik ve sogukluga dayanikl
olan kig yumurtasi suyun dibine batar ve uzun bir dinlenme siiresinden sonra gelismeye
baslar (Tessier ve ark., 1983; Enserink ve ark, 1995; Clare, 2002; Ignace ve ark, 2011;
Ebert, 2022).

Sekstiel
¢ogalma

Seksiiel yumurta esles

¢atlama

Partenogenetik
Ureme

catlama

Partenogenetik
digi Haploid

yumurta
Q olusumu
Seksiiel \
disi

Partenogenetlk erkek

Sekil 2.3. Su piresi (Daphnia magna) yasam dongiisii (Ebert, 2005).

2.2.7. Daphnia magna’nin biiyiime ve gelismesi
Biiylime ve gelisme, ¢esitli faktorlere baglidir. Bu faktorler arasinda besin tiirii, besin
miktar1 ve kalitesi, rekabet, predator baskisi, suyun kimyasal yapisi ve sicaklik yer alir

(Cowgill ve ark., 1986; Glazier, 1992; Gliwicz ve ark., 1992; Kliittgen ve ark., 1996).

Daphnia tiirlerinin olgunlagmasi i¢in gegen siire 6 ile 10 giin arasindadir ve bu
olgunlasma viicut biytkligi ile iliskilidir (Pennak, 1989). Daphnia’larin yasam
dongiileri dort sathadan olusur. Bu safhalar: yumurta, juvenil, adolesan ve yetiskinlik
(Jonczyk ve ark., 2005). Daphnia’da biiyiime kulugka kesesinde yumurta olusumu ile
baslar. Yumurtalar olgunlastiktan sonra digar1 atilir ve kabuk degisimi baslar; kabuk

degisimi tamamlandiginda biiylime siireci baslar (Geldiay, 1970).
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2.2.8. Daphnia magna’nin davrams ekolojisi
Daphnia magna yiyecek kaynaklarindan, tiirdeslerinden ve olas1 avcilardan koku ve
kimyasal duyulari ile haberdar olur (Young, 1974; Consi ve ark., 1990; Roozen ve

ark., 2001).

Daphnia tiirleri gruplar halinde yasar ve habitatta bu ¢ok yaygindir. Sosyal bir
hiyerarsi olmamasina ragmen bu tiirlin bireyleri arasinda kaynak rekabeti vardir.
Daphnia magna’nin su i¢indeki sigrama benzeri davranislari, kullandiklari antenlerin
carpmasindan kaynaklanmaktadir. Bu davranis, asagi dogru vurus ardindan hizli bir
yukari ¢ikis seklinde tanimlanabilir. Haraketsiz kalan Daphnia magna zemine batma
egilimindedir (Ebert, 2005; Coors ve ark., 2009).

Daphnia magna genel go¢ davranisi gol ve goletlerin kiy1 kesimine dogrudur. Buna
ek olarak 151k ve balik varligindan etkilenen fototaktik davranis sayesinde yaptiklari
giinliik dikey goc ¢esidine de sahiptir. Pozitif fototaktik genotipler iist seviyede,
negatif fototaktik genotipler ise tabana yakin seviyede bulunur. Ayrica su iginde
bulunan balik sayisinin fazla olmasi gibi durumlarda negatif fototaktik haraket ile
tabana go¢ saglanir. Giinliik dikey gog ile Daphnia, gece suyun {ist seviyelerine dogru
go¢ ederken giindiizleri ise tekrar asagi go¢ eder. Boylece giindiizleri avlanan
baliklardan ve devamli giines 1siklarinin olumsuz etkisinden kac¢inmis olurlar (Hanski

ve ark., 1983; Ebert, 2005; Coors ve ark., 2009; Haney, 2010).

2.2.9. Daphnia magna’nin yayilis alanlar

Daphnia tiirleri baskin zooplanktonlar olarak g6l ve goletlerin besin zincirinin bir
parcasini olusturur. Daphnia tiirlerinin dagilimini ve yasam dongiisiinii aver varligi da
etkiler. Bu tiirler genellikle planktivor baliklarin besin kaynagi oldugu gollerde daha
kiiciik ve seffaftir (Ebert, 2005; Hooper ve ark., 2008).

Daphnia popiilasyonlar1 genis bir cografyaya yayilmaktadir. Bu popiilasyonlar, kuzey
ve giiney yarim kiirelerdeki goller, nehirler, havuzlar, rezervuarlar gibi tath su
birikintilerinde ve nadiren tuzlulugu %4-20 arasinda degisen deniz kiyisindaki tuzlu
sularda da yer almaktadir. (Demirsoy, 2001). Bu tiirler biiyiime kosullarinin optimum
oldugu periyotlarda (Cirik ve Gokpinar 1993), littoral kesimde ve organik maddelerin
dekompozisasyona ugradigi alanlarda oldukga fazla sayida bulunur (Erencin ve ark.,

1981).
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Sicaklik Daphnia magna’da biiyiime, iireme, yasam siiresi gibi bir¢ok fizyolojik
faktori tizerinde etkilidir. Daphnia tiirlerinin gelisimi i¢in en uygun sicaklik araligi

20-24 °C olarak tespit edilmistir (Onalan, 1996).

2.2.10. Daphnia magna’min optimal Kiiltiir kosullar

Daphnia ¢ogunlukla gol veya goletlerde bulunan tatli su organizmasidir bu nedenle
kiiltiir sartlart durgun tathi su ortamlarina benzer olmalidir. Daphnia igin kiiltiir
ortamlar1 standartlasmistir. Bu ortamlar besin maddeleri, biiylime i¢in gerekli temel
mineraller ve kalsiyumu igeren distile su igerir (Clare, 2002). Diger bir segenek ise
musluk suyunun istii acik sekilde 24 saatten fazla siireyle birakilip klorunun
buharlastiriimasidir. Iyi bir biiyiime ve iireme igin kiiltiir suyu belirli sertlikte (170 mg
karbonat) olmalidir. Bu canlilar sicakliga, oksijene, iletkenlige, pH seviyesine ve
kimyasal kirleticilere duyarhidir (EPA, 2009). Optimum biiyiime i¢in gerekli kosullar
Tablo 2.3.’de verilmistir. Optimal kosullarda korunan kiiltirde 30 Daphnia ile
doldurulmus 1,2 litrelik bir kap, haftada yaklasik 120 yenidogan iiretecektir
(Heckmann ve ark., 2007).

Tablo 2.3. Daphnia magna i¢in uygun kiiltiir kosullar1 (EPA, 2009).

Faktor Optimum oran
Ph 7-8,6
Sicaklik 20-25°C
Cozilinmiis oksijen > 6mg/L
Sertlik 160-180 mg CaCOs/L
Isik 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik

2.2.11. Daphnia magna’nin toksikoloji cahismalarda kullanim

Daphnia magna, Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan akut ve kronik toksisite
testleri i¢in Onerilen standart sucul test model organizmasidir (EPA, 2002). Bu canli
kirleticilere duyarli, diisiik maliyetli ve laboratuvar kosullarinda kolay yetistirilebilir
olmast nedeniyle biyoanalizlerde ve sucul ortam analizlerinde siklikla kullanilir.
Daphnia magna’da kimyasal birikimi morfoloji, kalp atim hizi, nefes alma, gelisim,
beslenme ve yiizme davranisi gibi bircok faktorii etkiler (lee ve ark., 2021). Yiizme
davranigindaki etki: yiizme hizi, doniis siklig1 ve hizlanma olarak gdzlemlenebilir

(Persoone ve ark., 1993; Lilius ve ark., 1994; Ren ve ark., 2007).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma yeri
Aragtirmalar Sakarya Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Histoloji

Embriyoloji ve Genel Biyoloji Laboratuvarlarinda yapilmistir.

3.1.2. Canh materyali
Aragtirmada  kullanilan  Daphnia  magna  Sakarya Universitesi  Biyoloji

Laboratuvarinda bulunan kiiltiirden elde edilmistir.

Sekil 3.1. Daphnia magna.

3.1.3. Kullamlan kimyasal
Rimon Supra (Novaluron CAS: 116714-46-6) ticari olarak satin alinmigtr.

Sekil 3.2. Novaluron.



Tablo 3.1. Novaluron’un kimyasal 6zellikleri.
N-[[3-kloro-4-[1,1,2-trifloro-2-(triflorometoksi)  etoksi]

Kimyasal Adi fenil] karbamoil]-2,6-diflorobenzamid
Molekiil Agirhig: 492,7 gr/mol
Erime Sicakhigi Erime Sicakligi
Yogunluk 1,66 gr/cm?
Kapah Formiil Ci17H9CIFsN204
3.2. Metod

3.2.1. Daphnia magna kiiltiirii ve beslenme sartlari

D. manga kiiltiirii icin klordan arindirilmis ¢esme suyu kullanilmistir. Kiiltlir 65 x 26
x 40 cm ebatindaki cam akvaryumda, su seviyesi 35-40 cm olacak sekilde
ayarlanmistir (sekil 3.3). Populasyon yogunlugu, birey/ 2 ml su olacak sekilde
ayarlanmistir. Daphnia kiiltiiriine aydinlik stiresi 16 saat ve karanlik siiresi 8 saat olan
fotoperiyot uygulanmistir. Aydinlatma icin beyaz floresan 15181 kullanilmistir. Kiiltiir
sicakligt 20+2 °C’de sabit tutulmus ve havalandirma motoru ile siirekli

havalandirilmistir. Akvaryumdaki bireyler Spirulina ile giinde bir kez beslenmistir.

Sekil 3.4. Daphnia magna kiiltiirii.
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3.2.2. LCs Degerinin belirlenmesi

Novaluron’un 24 saatten kii¢iikk Daphnia magna populasyonun yarisini dldiiren letal
konsantrasyonunu (LCso) belirlemek amaciyla yavrular kontrol ve konsantrasyon
gruplarina ayrildi. Novaluron’a maruz birakmak i¢in 24 saatten kiiciik bireyler secildi.
Kontrol grubu yanlizca akvaryum suyuna maruz birakildi, konsantrasyon gruplarina
ise sirastyla 100 mg/L, 10 mg/L, 1 mg/L, 0,1 mg/L, 0,01 mg/L, 0,001 mg/L ve 0,0001
mg/L Novaluron uygulamasi yapildi. Hazirlanan tiim konsantrasyon ortamlarina
20’ser birey konuldu ve deneyler 5 kez tekrarlandi. 48 saat siiren akut toksisite testi
uygulamas sirasinda, canlilara herhangi bir besleme yapilmamis ve tiim uygulamalar
ayni sartlarda (16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik, 20+2 °C) yiiriitilmiistiir. 24 ve 48
saatlik LCso konsantrasyonlar1 SPSS 20.0 programi Probit Analizi ile hesaplanmistir.
Belirlenen LCso degeri, daha sonra yapilan testlerde en yiiksek konsantrasyon degeri

olarak kabul edilmistir.

3.2.3. Sub-letal Novaluron konsantrasyon uygulamalari

Novaluron’un Daphnia magna tizerindeki LCso degerlerinin belirlenmesinin ardindan
gelisim toksisitesinin tespiti icin konsantrasyonlar 3,75 ug/L 7,5 pg/L ve 15 png/L
olarak belirlenmistir (Sekil 3.5.). Kontrol ve tiim konsantrasyon gruplarinin deney
stiresince ¢Ozeltileri yenilenmistir. 3 glin boyunca hazirlanan kontrol ile tiim
konsantrasyon ortamlarina 10 birey konulmus ve deneyler 5 tekrarh
gerceklestirilmistir. 72 saat maruziyetin ardindan boy wuzunlugu ve gelisim
deformitelerinin yani sira, kalp biiytikligi, kalp atim hizi, toraks ve abdominal kavite

hareketleri yoniinden degerlendirilmistir.

3.2.4. Fizyolojik analizler

72 saat maruziyetin ardindan Bownik (2017) yontemiyle kalp atim, toraks ve
abdominal kavite aktivitesi belirlenmistir. invert mikroskop altinda kalp, abdominal
kamg¢1 ve gogiis uzuvlarn bir dakika siireyle izlenmistir ve fizyolojik aktiviteleri
belirlenmistir. Dakikadaki kalp atimi, toraks ve abdominal kavite degerleri icin bes

gbzlemin ortalamasi alinmistir.

3.2.5. Morfolojik analizler

72 saat maruziyetin ardindan morfolojileri Invert mikroskop altinda incelenip
gozlenen anomalilerin not edilmesinin ardindan Leica LAS-X programu ile goriintiiler

kayit altina alinmastir.
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3.2.5.1. Daphnia magna uzunluk ve kalp ¢ap1 6l¢iimii

72 saat maruziyetin ardindan uzunluk (g6z ucundan kuyruk baslangicina kadar) ve
kalp ¢ap1 Invert mikroskop ile incelenmistir ve Leica LAS-X programu ile goriintiiler
kayit altina alinmistir. Kayit altina alinan goriintiilerin Leica LAS-X Office programi

ile uzunluk ve kalp ¢ap1 6l¢lilmiistiir.

Sekil 3.5. Leica LAS-X Office programi ile uzunluk (A) ve kalp ¢ap1 (B) 6lgiimdi.
3.2.6. Gen Expresyon analizi

3.2.6.1. RNA izolasyonu icin 6rnek toplanmasi
Novaluron’un 3,75 pg/L, 7,5 ng/L ve 15 pg/L’lik sub-letal konsantrasyonlarina 24 saat
boyunca maruz kalan Daphnia magna yavrular siiziilerek eppendorf tiipiine konulmus

ve -80°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.6.2. Total RNA izolasyonu

Real Time PCR da kullanmak icin gerekli olan ¢cDNA’larin olusturulmasinda ilk
basamak RNA izolasyonudur. -80°C’den ¢ikartilan 6rnekler total RNA izolasyonu igin
homojenizasyon tiipii ile ezildi. Ezilen 6rneklere daha sonra RNA izolasyon Kitinin
(A.B.T.™ RNA Purification Kit) protokoliindeki islemler gerceklestirildi. Elde edilen
total RNA’nin konsantrasyon ve safliklar1 Nanodrop cihazi ile 6l¢iildiikten sonra tim

RNA’ lar -80°C de saklandi.
3.2.6.3. cDNA sentezi

Izole edilen RNA’lardan esit konsantrasyonlarda kullanarak, A.B.T.™ cDNA
Synthesis Kit (dT20) protokoliine uygun olarak ¢cDNA sentezi gergeklestirildi. Elde
edilen cDNA o6rnekleri Real Time PCR' da kullanilmak {izere -20°C'de saklandi.

3.2.6.4. Real-Time PCR

Farkli dozlarda Novaluron uygulamasi yapilmis Daphnia magna yavrularindan elde
edile numunelerden mRNA analizi i¢in A.B.T.™ 2X qPCR SYBR-Green MasterMix
(without ROX) kullanilmustr.
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Tablo 3.2. mRNA ekspresyonu i¢in hazirlanan RT-PCR karigimu.

Hacim
2X gPCR SYBR-Green MasterMix karigimi 10 uL
Forward primer 1uL
Reverse primer 1ul
cDNA 5ulL
RNase-free water 3uL
Toplam hacim 20 pL

Tablo 3.3. mRNA ekspresyonu i¢in RT-PCR dongiisii.

Asamalar Sicaklik (°C) Siire Dongii sayis1
Polimeraz aktivasyonu 95 5 dk 1
Denatiirayon 95 10 sn 40

Yapigma 60 30 sn 40

Uzama 60 Ssn 1

Tablo 3.4. Primer dizilimleri.

Primer Forward primer (5°-3°) Reverse primer (5°-3’) Referan
S
p-gp CCACTTGCGTTCAACTTCTT TTCGCCGATTGATGTTCC Liuet
C al. 2017
gst GGGAGTCTTTTACCACCGTT TCGCCAGCAGCATACTTG Wang et
TC TT al. 2016
p-Actin . GCCCTCTTCCAGCCCTCATT TGGGGCAAGGGCGGTGAT Houde
CT TT etal.
2013
cyp360A TCGGCGAGATTTCACAGT GCACATTCGGTTATCAAG Wang et
8 AC al. 2016

3.2.7. istatistiksel analizler
Biitiin istatistiksel analizler SPSS 20.0 yazilimi ile gerceklestirildi. 24 ve 48 saatlik

LCso konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in Probit analizi uygulanmistir. Sonuglar

ortalama + st sapma seklinde verilmistir.

Elde edilen verilerin dagilimlarinin homojenligi Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir.
Normal dagilima sahip gruplar i¢in istatistiksel anlamlilik analizinde parametrik bir
test olan One-way ANOVA kullanilirken, normal dagilima sahip olmayan gruplarda
ise parametrik olmayan Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Daha sonra gruplar arasi
anlamlilik ANOVA Post Hoc testi olan Tukey HSD testleri yapilmistir. Analizler, %95,
%99, %99,9 giiven diizeyi ve 0,05, 0,01, 0,001 anlamlilik degeri kullanilarak

yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. LCso Degerinin Hesaplanmasi

Novaluron’a maruz birakilan Daphnia magna yavrulart SPSS 20.0 program ile
yapilan Probit analizleri sonucunda LCso degerleri 24 saat igin 2,405 +1,154 ng/L, 48
saatigin 61 =11 pg/L olarak tespit edildi. Elde edilen LCso degerleri gbz 6niine alinarak
arastirma boyunca uygulanacak konsantrasyonlar 3,75 pug/L, 7,5 pg/L ve 15 pg/L
olarak belirlendi.

4.2. Morfolojik analizler

Kontrol ve Novaluron uygulamasi yapilan gruplarda, Daphnia magna yavrular1 72 saat
boyunca invert mikroskop ile izlendi. Kontrol grubunda anormal gelisen
rastlanmazken 3,75 pg/L, 7,5 ng/L ve 15 pug/L uygulamasi yapilan gruptaki Daphnia
magna’larda anormal gelisim tespit edildi. Sekonder anten, abdominal kamg1, kuyruk

ve sirt yapilarinda gozlemlenen anormallikler kayit altina alind1.

4.2.1. Kontrol grubu
Kontrol grubu bireylerinde normal gelisim gozlendi. Sekonder anten, abdominal

kame1, kuyruk ve sirt yapisinda herhangi bir morfolojik bozukluga rastlanmadi (Sekil

4.1).

Sekil 4.1. Kontrol grubu, Daphnia magna anatomisi.



4.2.2. 3,75 ng/L Novaluron uygulamasi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, 72. saatin sonunda 3,75 pg/L Novaluron’a maruz
birakilan bireylerin morfolojilerinde ¢esitli anomaliler tespit edildi. Sekonder antende
kirilma (Sekil 4.2), abdominal kamgida yarik (Sekil 4.3), kuyrukta kirilma (Sekil 4.4)
ve perikardiyal 6dem (Sekil 4.5) gbzlemlendi.

Sekil 4.2. 3,75 pg/L Novaluron uygulamas: yapilan grup, sekonder antende kirilma
(0k).

500 pm

Sekil 4.3. 3,75 pg/L Novaluron uygulamasi yapilan grup, abdominal kamgida yarik
(ok).
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Sekil 4.4. 3,75 ng/L Novaluron uygulamasi yapilan grup, kuyrukta kirilma (ok).

Sekil 4.5. 3,75 pg/L Novaluron uygulamasi yapilan grup, perikardiyal 6dem (ok).

4.2.3. 7,5 ug/L Novaluron uygulamasi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 7,5 pg/L Novaluron’a maruz birakilan gruba ait
Daphnia magna yavrularinda 72. saatte morfolojik farklilagmalar tespit edildi.
Goriilen anomaliler 3,75 pg/L Novaluron uygulamasi yapilan grupla kiyaslandiginda
daha siddetliydi. Sekonder antende kirilma gozlendi (Sekil 4.6). Abdominal kamg¢ida
yarik olusumu (Sekil 4.7) ve perikardiyal 6dem (sekil 4.8) gibi bulgular 3,75 pg/L
Novaluron uygulamasi yapilan grupta oldugu gibi bu grupta da izlendi. Bunun yani
sira kuyruk ucunda kopma (Sekil 4.9) ve abdominal kismin viicudun kaudal kismina

dogru ¢ikmasi (Sekil 4.10.) gbzlemlendi.
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Sekil 4.6. 7,5 pg/L Novaluron uygulamasi yapilan grup, sekonder antende kirilma
(0k).

Sekil 4.7. 7,5 pg/L Novaluron uygulamasi yapilan grup, abdominal kam¢ida yarik
(ok).

Sekil 4.8. 7,5 ng/L Novaluron uygulamasi yapilan grup, perikardiyal 6dem (ok).
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500 pm

Sekil 4.9. 7,5 ug/L Novaluron uygulamasi yapilan grup, kuyruk ucunda kopma (ok).

500 pm

Sekil 4.10. 7,5 pg/L Novaluron uygulamasi yapilan grup, abdominal kismin viicudun
kaudal kismina dogru ¢ikmasi (0K).

4.2.4. 15 pg/L novaluron uygulamasi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 15 pg/L Novaluron’a maruz birakilan gruba ait
Daphnia magna yavrularinda 72. saatte morfolojik farklilagmalar tespit edildi.
Goriilen anomaliler, 7,5ug/L Novaluron uygulamasi yapilan grupla kiyaslandiginda
daha siddetliydi. Sekonder antende kirilma gézlendi (Sekil 4.11.). Abdominal kamg¢ida
yarik olusumu (Sekil 4.12.), perikardiyal 6dem (sekil 4.13.) ve abdominal kismin
viicudun kaudal kismina dogru ¢ikmasi (Sekil 4.14.) gibi bulgular 7,5 pg/L Novaluron
uygulamasi yapilan grupta oldugu gibi bu grupta da izlendi. Bunun yani sira kuyruk TA
kivrilma (Sekil 4.15.) goézlemlendi.
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Sekil 4.11. 15 pg/L Novaluron uygulamasi yapilan grup, sekonder antende kirilma
(ok).

Sekil 4.12. 15 pg/L Novaluron uygulamasi yapilan grup, abdominal kamgida yarik
(ok).

500 pm

Sekil 4.13. 15 pg/L Novaluron uygulamasi yapilan grup, perikardiyal 6dem (ok).
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500 um

Sekil 4.14. 15 ng/L Novaluron uygulamasi yapilan grup, abdominal kismin viicudun
kaudal kismina dogru ¢ikmasi (0K).

500 pm

Sekil 4.15. 15 pg/L Novaluron uygulamasi yapilan grup, kuyrukta kivrilma (ok).

4.3. istatistiksel Analizler

4.3.1. Mortalite analizleri

Novaluron’a maruz kalan deney grubundaki bireylerde, kontrol grubuna kiyasla 24.,
48. ve 72. saatlerde sagkalim oraninda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edilmistir (Sekil 4.16.). Novaluron uygulamasi, konsantrasyon artisina bagli olarak
mortaliteye sebep olmustur. Kontrol grubuna gore en diisiik birey sayis1 uygulamanin

72.saatte 9,14+0,00 degeriyle 15 pg/L’lik Novaluron uygulanan grupta saptanmustir.
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Sekil 4.16. Novaluron maruziyetinin D. magna’da sagkalim oranina etkisi. Veriler
aritmetik ortalama+standart sapma seklinde sunulmustur. * ile gosterilen
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir. Farkli
harflerle ifade edilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmaktadir (p<0,05).
4.3.2. Fizyolojik toksisite analizleri
4.3.2.1. Kalp atim sayisi
Novaluron uygulamasi sonucunda, kontrol grubuna kiyasla deney grubundaki
bireylerde, kalp atim hizinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlemlenmistir
(Sekil 4.17). Daphnia’da kalp atim hizinin Novaluron konsantrasyon artisina paralel
olarak arttigi goriilmiistiir. Kontrol grubuna gore en yiiksek kalp atim sayisi

uygulamanin 72. saatinde 348,00+3,00 degeriyle 15 pg/L’lik Novaluron uygulanan
grupta saptanmuistir.
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Sekil 4.17. Novaluron maruziyetinin Daphnia magna’da kalp atim sayisina etkisi.
Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma seklinde sunulmustur. * ile
gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir.

Farkl1 harflerle ifade edilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
farklilik bulunmaktadir (p<0,05).
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4.3.2.2. Toraks aktivitesi

Novaluron uygulama sonucunda, 1 dakikadaki toraks atim sayisi sayildiginda, kontrol
grubuna kiyasla deney grubundaki bireylerde azalma gozlemlenmistir (Sekil 4. 18).
Novaluron konsantrasyonu artisina bagli olarak toraks aktivitesinde anlamli diizeyde
bir azalma tespit edilmistir. Kontrol grubuna gore en diisiik toraks aktivitesi ise

uygulamanin 72. saatinde 270,33+0,58 degeriyle 15 ng/L’lik Novaluron uygulanan

grupta saptanmistir.
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Sekil 4.18. Novaluron maruziyetinin Daphnia magna’da toraks aktivitesine etkisi.
Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma seklinde sunulmustur. * ile
gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir.

Farkl1 harflerle ifade edilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmaktadir (p<0,05).

4.3.2.3. Post- abdominal kavite

Novaluron uygulamast sonucunda, kontrol grubuna kiyasla deney grubundaki
bireylerde post-abdominal kavite aktivitesinde istatistiksel olarak azalma oldugu tespit
edildi (Sekil 4.19). Deney gruplar1 kendi igerisinde kiyaslandiginda, Novaluron
konsantrasyonu artisina bagli olarak post-abdominal kavitede istatistiksel bir fark
tespit edilmedi. Kontrol grubuna gore en diisiik abdominal kavite aktivitesi ise
uygulamanin 72. saatinde 0,00+0,00 degeriyle 15 pg/L’lik Novaluron uygulanan

grupta saptanmastir.
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Sekil 4.19. Novaluron maruziyetinin Daphnia magna’da post-abdominal kavite
aktivitesine etkisi. Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma seklinde
sunulmustur. * ile gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir. Farkli harflerle ifade edilen gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05).

4.3.3. Morfolojik analizler
Kontrol ve deney grubuna ait Daphnia magna yavrulart 72 saat boyunca invert

mikroskop ile izlendi. 72 saat normal ve anormal geligsen yavru sayilart not edildi.
Kontrol grubunda anormal gelisen yavrulara rastlanmazken 3,75 pg/L, 7,5 pg/L ve 15

ug/L uygulamasi yapilan gruptaki Daphnia magna’da anormal gelisimler tespit edildi.

4.3.3.1. Sekonder anten anomalisi

Gelisimin 72. saati itibari ile Novaluron uygulamasi yapilmis deney gruplarinda,
sekonder anten anomalisi olan birey sayilar1 not edilmis ve Sekil 4.20°de verilmistir.
Novaluron uygulamasinin, konsantrasyon artigina paralel olarak sekonder anten

malformasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artisa sebep oldugu

gOriilmiistiir.
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Sekil 4.20. Novaluron maruziyetinin 72. Saatinde sekonder anten anomalisine etkisi.
Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma seklinde sunulmustur. * ile
gosterilen gruplar arasin istatiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir. Farkli
harflerle ifade edilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmaktadir (p<0,05).

4.3.3.2. Perikardiyal 6dem anamolisi

Gelisimin 72. saati itibari ile Novaluron uygulamas: yapilmis deney gruplarinda,

perikardiyal 6dem goriilen birey sayilart not edilmis ve Sekil 4.21°de verilmistir.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, Novaluron uygulamasinin, konsantrasyon artigina

paralel olarak istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde perikardiyal 6deme sebep oldugu

goriilmiistiir
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Sekil 4.21. Novaluron maruziyetinin 72. saatinde Daphnia magna’da perikardiyal
O0deme etkisi. Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma seklinde
sunulmustur. * ile gosterilen gruplar arasin istatiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir. Farkli harflerle ifade edilen gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05).
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4.3.3.3. Kuyruk anomalisi

Gelisimin 72. saati itibari ile Novaluron uygulamas: yapilmis deney gruplarinda,
kuyruk deformasyonu goriilen birey sayilar1 not edilmis ve Sekil 4.22°de verilmistir.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, Novaluron uygulamasinin, konsantrasyon artisina
paralel olarak istatistiksel olarak anlamli bir sekilde kuyruk deformasyonuna sebep

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.22. Novaluron maruziyetinin 72. saatinde Daphnia magna’da kuyruk
anomalisine etkisi. Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma seklinde
sunulmustur. * ile gosterilen gruplar arasin istatiksel olarak anlamh fark
bulunmaktadir. Farkli harflerle ifade edilen gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05).

4.3.3.4. Abdominal kamg¢1 anomalisi

Gelisimin 72. saati itibari ile Novaluron uygulamasi yapilmis deney gruplarinda,

abdominal kam¢1 deformasyonu goriilen birey sayilart not edilmis ve Sekil 4.23’te

verilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, Novaluron uygulamasinin,

konsantrasyon artigina paralel olarak istatistiksel olarak anlamli bir sekilde abdominal

kam¢1 deformasyonuna sebep oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.23. Novaluron maruziyetinin 72. saatinde Daphnia magna’da abdominal
kamg1 anomalisine etkisi. Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma
seklinde sunulmugtur. * ile gosterilen gruplar arasin istatiksel olarak anlamli
fark bulunmaktadir. Farkli harflerle ifade edilen gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05).

4.3.3.4. Abdominal kismin viicudun kaudal kismina dogru ¢ikmasi

Gelisimin 72. saati itibari ile Novaluron uygulamas: yapilmis deney gruplarinda,
abdominal kismin viicudun kaudal kismina dogru ¢ikmast deformasyonu goriilen birey
sayilart not edilmis ve Sekil 4.24’te verilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
Novaluron uygulamasinin, konsantrasyon artigina paralel olarak istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde abdominal kismin viicudun kaudal kisma ¢ikma deformasyonuna

sebep oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.24. Novaluron maruziyetinin 72. saatinde Daphnia magna’da abdominal
kamginin dista kalmasina etkisi. Veriler aritmetik ortalama+standart sapma
seklinde sunulmugtur. * ile gosterilen gruplar arasin istatiksel olarak anlamli
fark bulunmaktadir. Farkli harflerle ifade edilen gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05).
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4.3.3.5. Boy uzunlugu ve kalp ¢ap1 analizleri
e Boy uzunlugu él¢iimii

Gelisimin 72. saati itibari ile Novaluron uygulamas: yapilmis deney gruplarinda,
bireylerin boy uzunlugu olciilerek not edilmis ve Sekil 4.25’te verilmistir. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, Novaluron uygulamasinin, konsantrasyon artigina paralel

olarak istatistiksel olarak anlamli bir sekilde boy uzunlugunda artiga sebep oldugu

gOriilmiistiir.
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Sekil 4.25. Novaluron maruziyetinin 72. saatinde Daphnia magna’da boy uzunluguna
etkisi. Veriler aritmetik ortalama+standart sapma seklinde sunulmustur. *
ile gosterilen gruplar arasin istatiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir.
Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel ayrim
bulunmaktadir (p<0,05).

e Kalp cap1 ol¢iimii

Gelisimin 72. saati itibari ile Novaluron uygulamasi yapilmis deney gruplarinda,

bireylerin kalp caplari 6lgiilerek not edilmis ve Sekil 4.26°de verilmistir. Kontrol grubu

ile kiyaslandiginda, Novaluron uygulamasinin, konsantrasyon artigina paralel olarak

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde kalp ¢apinda azalmaya sebep oldugu

gOriilmiistiir.
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Sekil 4.26. Novaluron maruziyetinin 72. saatinde Daphnia magna’da kalp c¢apina
etkisi. Veriler aritmetik ortalama+standart sapma seklinde sunulmustur. *
ile gosterilen gruplar arasin istatiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir.
Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel ayrim
bulunmaktadir (p<0,05).

4.3.4. Gen ekspresyon analizleri
Bu calismada akut Novaluron toksikasyonuna maruz kalan Daphnia magna’da

detoksifikasyon (cyp314, cyp360A8, gst ve p-gp) sistem ile iligkili genlerin MRNA
transkript seviyesi Real Time PCR ile belirlenmistir. cyp360A8 genine ait ekspresyon
seviyesi 24. saatte kontrol grubuna gore diistiigii gézlemlenmistir (p<0,05, p<0,01,
p<0,01) (Sekil 4.27). cyp314 ve Glutathione S-transferase (gst) genlerine ait
ekspresyon seviyeleri 24. saatte kontrol grubuna gore arttig1 gézlemlenmistir (p<0,05,
p<0,01, p<0,01) (Sekil 4.27). P-glycoprotein (p-gp) genine ait ekspresyon seviyesi 24.
saatte kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farka neden

olmadig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.27. Novaluron maruziyetinin 24. saatinde Daphnia magna’da gen
ekspresyonuna etkisi. Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma seklinde
sunulmustur. ****** jle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak
anlamli fark bulunmaktadir. Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasinda
istatistiksel ayrim bulunmaktadir (p<0,05, p<0,01, p<0,001).
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5. TARTISMA VE SONUC

Daphnia magna gibi sucul organizmalar, pestisitlerin ekotoksikolojik etkilerini
degerlendirmede ve cevresel risk analizlerinde dnemli bir model organizma olarak
kabul edilmektedir. Bu ¢alismada kitin sentez inhibitor pestisitlerinden Novaluron’un
Daphnia magna yavrularinin fizyoloji, morfoloji ve gen ekspresyonlarinda
olusturdugu toksik etkiler analiz yontemleri ile tespit edilmistir. 48 saatlik LCso
konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, Daphnia yavrularma 72 saat boyunca 3,75
ug/L, 7,5 pg/L ve 15 pg/L konsantrasyonlarda Novaluron uygulamasi yapilmistir.
Daphnia magna gelisimi kontrol ve deney gruplarinda deney siiresince invert
mikroskop ile izlenmistir. Novaluron maruziyetinin deney gruplarinda 6liime ve
morfolojik anomalilere neden oldugu goriilmiistiir. Deney gruplarinda maruziyetin 72.
saatinde kuyrukta kirilma ve kopma, perikardiyal 6dem, sekonder antenlerde kirilma,
abdominal kamg¢ida yarik, abdominal kismin viicudun kaudal bolgeye dogru ¢ikmast,
boy uzunlugunda artma ve kalp capinda azalma gibi morfolojik anomaliler tespit
edilmistir. Ayrica maruziyetin 24. saati itibari ile kalp atim hizinda artma, toraks ve

abdominal kavite aktivitelerinde azalma tespit edilmistir.

Kalp atis hiz1 gibi fizyolojik parametreler, gevresel stres faktorlerinden hizli bir sekilde
etkilenerek Daphnia magna gibi sucul organizmalarin genel sagligina dair 6nemli
bilgiler sunmaktadir. Kabuklularda kalp atis hizi, sicaklik, pH, 151k, kan bilesimi,
solunum ve viicut biiyiikliigii gibi birgok faktdrden etkilenir (Florey ve Kriebel, 1974).
Ozellikle gevresel stres faktodrleri, kabuklularin fizyolojik tepkilerini dnemli dlciide
sekillendirmektedir. Kentlesme ve sanayilesme ile kimyasal madde kullanim1 giderek
artmis ve bu durum sucul ekosistemler lizerinde ciddi tehditler olusturmustur. Daphnia
magna gibi hassas sucul organizmalar, ¢evresel kirleticilere kars1 yiiksek duyarlilik
gostermekte ve ekotoksikolojik degerlendirmelerde model organizma olarak

kullanilmaktadir (Haniffa ve Porselvi, 1985).

Daphnia magna’da kirleticilerin kalp atis hizi iizerindeki etkisi arastiran birgok
calisma mevcuttur. Friberg-Jensen ve ark. (2010) tarafindan Daphnia magna'da

sipermetrin ve azoksistrobin pestisitlerinin etkisini arastirdiklar1 ¢alismada



Sipermetrin’in sub-letal konsantrasyonlarinin kalp aktivitesini artirdigi tespit
edilmistir. Benzer olarak Novaluron’un da diger pestisitler gibi Daphnia kalp atis
hizim1 kontrol ile kiyasla deney gruplarinda artirdigini gostermistir. Bu sonuglar,
Novaluron’un sub-letal konsantrasyonlarda dahi sucul organizmalarda fizyolojik

degisimlere neden olabilecegini géstermektedir.

Kalp atim hizina ek olarak, bu organizmalarin diger temel fizyolojik aktiviteleri de
benzer sekilde kirleticilerin etkilerine duyarlidir. Ornegin, torasik ekstremite aktivitesi,
yalnizca besin toplama ve oksijen tasima gibi hayati islevlerde degil, ayn1 zamanda
cevresel toksinlere yanit olarak ortaya ¢ikan degisimlerin erken tespitinde de kritik bir
biyomarker gorevi gormektedir. Toraks aktivitelerindeki degisikliklerin incelenmesi,
kirleticilerin organizma diizeyindeki etkilerini anlamada degerli bir katki sunmaktadir.
Toraks ektremite aktivitesi besin toplama ve oksijen tagima gibi fizyolojik aktiviteler
icin su akisimni gerceklestirir (Ebert, 2005). Ekstremiteler, suyu filtreleme odasindan
ritmik hareketlerle pompalar bu nedenle pestistler gibi ¢esitli kimyasallardan hizlica
etkilenebilmektedir. Torasik ekstremite aktivitesindeki degisiklikler, bu tiir
kimyasallarin organizmalar {lizerindeki potansiyel zararli etkilerini erken dénemde
degerlendirmek i¢in etkili bir biyomarker olarak kullanilmaktadir (Tkaczyk ve ark.,
2021). Daphnia magna iizerinde Kkirleticilerin toraks aktivitesine olan etkisini
inceleyen bir¢ok ¢alisma, bu parametrenin toksik etkilerin belirlenmesinde degerli bir
gosterge oldugunu ortaya koymustur. Daphnia magna'da Bisfenol AF'nin (BPAF)
kronik ve akut toksik etkisinin arastirildigi bir ¢alismada Bisfenol AF'nin sub-letal
konsantrasyonlarinin toraks aktivitesini azaltig1 tespit edilmistir (Guo ve ark., 2019).
Novaluron’un da BPAF’ye benzer sekilde Daphnia magna’da toraks aktivitesini
azalttigr belirlenmistir. Bu bulgu, Novaluron’un sucul organizmalar iizerindeki

fizyolojik etkilerini daha iyi anlamak i¢in 6nemli kanitlardan biridir.

Daphnia magna’nin post-abdominal kiska¢ hareketleri gibi diger fizyolojik
parametreleri de pestisitlere maruz kalma durumunda O©nemli degisiklikler
gostermekte ve toksik etkilerin degerlendirilmesinde bir diger potansiyel biyomarker
olarak one g¢ikmaktadir. Daphnia magna'nin karin bolgesinde karyonik bacaklara
yapismis ve parcacik temizlemek i¢in kullanilan bir ¢ift kiskag, dinlenme, kivrilma ve

gerilme olmak {izere ii¢c asamali post-abdominal kiska¢ hareketini olusturur (Ebert,

2005;
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Bownik, 2019). Bu hareket, ¢esitli cevresel ve fizyolojik faktorlerden etkilenebilir ve
toksinlere maruz kaldiginda bu hareketin hizinda ve seklinde degisiklikler
gozlemlenebilir. Daphnia magna’da kirleticilerin post- abdominal kiska¢ haraketi
tizerindeki etkisi aragtiran bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Bownik ve Szabelak (2021)
tarafindan Fipronil (FIP)’in Daphnia magna iizerindeki etkisinin arastirildigi bir
calismada fibronil’in yiizme hizinda ve penge aktivitesinde azalmaya neden oldugu
tespit edilmistir. Bu arastirmada benzer olarak Novaluron’un Daphnia post-abdominal

kiskag hareketini kontrol ile kiyaslandiginda deney gruplarinda azaltigin1 géstermistir.

Toraks ve post-abdominal kiskag hareketlerinin yani sira, Daphnia magna'nin kuyruk
yapisi, sekonder antenleri ve kalp gibi organlar1 da kirletici maddelere kars1 belirgin
degisimler gostermektedir. Bu noktada, organizmanin hareket kabiliyeti ve ¢evresel
degisimlere uyum saglama becerisi, toksik etkilerin ve c¢evresel kirleticilerin
organizma lizerindeki genel etkisini daha iyi degerlendirmek i¢in biiyiik bir 6neme
sahiptir. Kuyruk ve anten gibi yapilar, ¢evresel faktorlerin organizmadaki etkilerini
gozlemlemede diger onemli gostergeler olarak ortaya ¢ikmaktadir. Daphnia magna'da
kuyruk, sadece organizmanin hareket yeteneginde degil, ayn1 zamanda denge saglama
fonksiyonlart i¢in de olduk¢a 6nemli bir yapidir. Kuyruk, ayni zamanda Daphnia'nin
yon kontrolii ve su icindeki hareketliligi lizerinde etkilidir (Ebert, 2005). Cesitli
kimyasallara maruz kalindiginda, Daphnia’da kuyruk deformasyonlart meydana
gelebilmektedir. Cui ve ark. (2017) tarafindan Klorantraniliprol, Siyantraniliprol ve
Flubendiamid gibi diamidlerin Daphnia magna iizerindeki etkisinin arastirtldigi bir
calismada diamidlerin kavisli kuyruk dikenine neden oldugu tespit edilmistir.
Calismamizda diamidlerden farkli olarak, Novaluron’un Daphnia magna’da kuyruk

dikeninde kirilma ve kopmalara sebep oldugu tespit edilmistir.

Daphnia magna'daki sekonder antenler hareket etmesini, ¢evresel degisimlere uyum
saglamasini ve av aramasini kolaylastiran yapilar olarak tanimlanir (Ebert, 2005). Bu
yapilar, sucul ortamdaki fiziksel degisimlere ve kimyasal etmenlere son derece duyarl
olup, cevresel stres kosullar1 ve toksik maddelerle karsilastiginda hizli bir sekilde
etkilenebilir. Dolayisiyla da organizmanin ¢evresel kosullara verdigi yanitlari izlemek
icin 6nemli biyomarkerler olarak kullanilirlar. Daphnia magna’da Kkirleticilerin
sekonder antenler tizerindeki etkileri, birgok ekotoksikolojik ¢aligmanin odak noktasi
olmustur. Ornegin, Toumi ve ark. (2015) tarafindan organofosforlu insektisit olan

Malathion’un akut ve kronik etkisinin aragtirildigi bir calismada Malathion’un
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gelismemis sekonder antenlere ve kavisli veya kisa kuyruk dikenine neden oldugu
tespit edilmistir. Benzer sekilde, bu c¢alismada Novaluron’un Daphnia magna
sekonder antenlerinde kirilmalara neden oldugu gozlemlenmistir. Bu bulgu,
Novaluron'un Daphnia iizerindeki potansiyel zararli etkilerini daha iyi anlamak igin
onemli bir gosterge sunmakta ve sekonder antenlerin toksik etkilere karsi gosterdigi
duyarliligr vurgulamaktadir. Ayrica, sekonder antenlerin bozulmasi, organizmanin
cevresel stresle basa ¢ikma yetenegini zayiflatabilir ve bu durum, organizmanin

hayatta kalma sansin1 olumsuz yonde etkileyebilir.

Daphnia magna'nin boy uzunlugu da tipki diger parametreler gibi organizmanin
saghigl, gelisimi ve cevresel kosullara adaptasyonu hakkinda oOnemli bilgiler
sunmaktadir. Boy uzunlugu, Daphnia'nin biiyiime hizim1 ve saghigini izlemek igin
kullanilan temel bir biyomarker olup, ¢evresel stres kosullarinin organizma tizerindeki
etkilerini anlamada Onemli bir aragtir. Bu organizmanin boy uzunlugu, genetik
faktorler, besin durumu, su sicakligi ve kirletici etmenler gibi cesitli cevresel
faktorlerden etkilenmektedir. Daphnia magna’da Kkirleticilerin boyut iizerindeki
etkisini arastiran birgok ¢alisma mevcuttur. Ornegin, Gottardi ve ark. (2017) tarafindan
a-Sipermetrin‘in Daphnia magna iizerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢caligmada, o-
Sipermetrin‘in  sub-letal konsantrasyonlarmin yetiskinlerin  biiylimesini  ve
yenidoganlarin boyutunu olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir. Buna karsilik,
Novaluron'un Daphnia boyutunda artisa neden oldugunu gostermistir. Trinitrotoluen
uygulamasinin, Novaluron’a benzer olarak Daphnia magna’da viicut uzunlugunda ve
yenidogan sayisinda onemli bir artisa neden oldugu goriilmiistiir. Diisiik dozlarin
yararlt etki, yliksek dozlarin ise toksik etki gosterdigi bir hormetik tepki tespit
edilmistir (Stanley ve ark., 2013). Novaluron da Daphnia magna’da boy uzunlugu

acisindan hormetik bir etki gostermis olabilir.

Kalp ¢ap1 gibi kardiyofizyolojik parametreler, organizmanin genel sagligi hakkinda
onemli bilgiler sunarak, cevresel kirleticilerin etkilerinin daha kapsamli bir sekilde
anlagilmasimna yardimci olmaktadir. Kalp, organizmanmn metabolik siireglerini
diizenleyen ve oksijen ile besinleri viicuda dagitan bir organ olarak kritik bir rol oynar
(Ebert, 2005). Kalp cap1, ¢evresel kosullar, toksik maddelere maruz kalma, sicaklik
degisiklikleri ve diger fizyolojik faktorlerden etkilenebilir. Bu nedenle, kalp ¢apindaki
degisiklikler, organizmanin metabolik durumu ve ¢evresel streslere nasil tepki verdigi

hakkinda degerli bilgiler sunar. Bu parametreyi anlamak, Daphnia'nin genel sagligini
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degerlendirmede ve g¢evresel degisimlerin organizma {izerindeki etkilerini
gozlemlemede faydali olabilmektedir. Daphnia magna gibi sucul organizmalarda,
kirleticilerin kalp ¢api iizerindeki etkisi bir¢ok arastirmanin konusu olmustur. Ribeiro
ve ark. (2023) tarafindan Rasemik amfetamin (rac-AMP) ve enantiyomerlerinin
Daphnia magna tizerindeki etkisinin arastirildigi ¢alismada Rasemik amfetamin’in
kalp alanimmi daraltigi ve kalp hizim1 disiirdiigi tespit edilmistir. Bu bulgular,
kirleticilerin kalp fonksiyonlar1 tizerindeki olumsuz etkilerini ve bu parametrenin
toksik etkilerin degerlendirilmesindeki dnemini ortaya koymaktadir. Benzer sekilde,
Novaluron’un Daphnia magna {izerindeki etkileri arastirildiginda, bu pestisit
uygulamasinin da kalp ¢apini daraltig1 ve kalp alaninda belirgin bir azalma meydana
getirdigi goézlemlenmistir. Bu sonug, Novaluron’un sucul organizmalar {izerindeki
toksik etkilerini daha iyi anlamak i¢in 6nemli bir bulgudur. Kalp capindaki bu tiir
degisiklikler, organizmanin stres altinda nasil tepki verdigi ve kirletici maddelere karsi

hassasiyetinin bir gostergesi olarak kullanilabilir.

Cevresel kirleticiler, sucul organizmalarda gesitli fizyolojik degisikliklere yol acabilir
ve bunlardan biri de perikardiyal ddemdir. Perikardiyal 6dem, kalp bdlgesinin
etrafinda sivi birikmesiyle karakterize edilir ve bu durum, kalp fonksiyonlarimi
olumsuz etkileyebilir. Bu tiir 6dem, organizmanin kardiyovaskiiler sisteminin verimli
bir sekilde ¢aligmasini engelleyebilir ve genel saglik durumunu bozar. Perikardiyal
O6demin gozlemlenmesi, ¢evresel kirleticilerin organizmanin kalp saglig: iizerindeki
olumsuz etkilerini degerlendirmede nemli bir biyomarker olarak kullanilabilir. Olii
organizmalarda bulunan, 6zellikle 6liim sonrasi bozulma ve cliriimeyle iligkili olan
kadaverin ve putresin gibi aminlerin Daphnia magna'da perikardiyal 6deme neden
oldugu gosterilmistir (Braga ve ark., 2024). Diger bir ¢alismada genellikle ylizey
sularinda bulunan bu herbisit olan Atrezin’in zebra baligi embriyolarinda perikardiyal
0deme neden oldugu bildirilmistir. Calisma 6ncelikli olarak zebra baligina odaklanmis
olsa da Atrezin’in Daphnia magna gibi diger sucul organizmalarda da benzer etkilere
neden olma potansiyelini vurgulamistir (Souza ve ark., 2023). Park ve ark. (2019)
tarafindan kitin sentez inhibitorii Etoksazol ile yapilan ¢alismada Etoksazol’iin Danio
rerio’da kalp 6demi ile canlilik kaybi, anormal kalp hiz1 ve gelisimsel yetersizlige
neden oldugu tespit edilmistir. Bu arastirmada, Novaluron’un Daphnia magna’da
kontrol ile kiyaslandiginda deney gruplarinda perikardiyal 6dem gozlemlenmistir. Bu

bulgular, cevresel Kirleticilerin sucul organizmalar iizerindeki toksik etkilerini
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anlamada perikardiyal 6demi 6nemli bir biyolojik gostergelerden biri olarak 6n plana

¢ikarmaktadir.

Toksik kimyasallara maruz kalan organizmalar, bu durumun olusturdugu stresi
hafifletmek ve hayatta kalabilmek i¢in detoksifikasyon sistemlerini igeren savunma
mekanizmalarini etkinlestirir. Bu sistem, 6zellikle toksik maddelere kars1 adaptif yanit
olusturarak organizmanin hayatta kalmasini1 destekler (Ankley ve Villeneuve, 2006).
Bu nedenle fizyolojik ve morfolojik parametrelere ek olarak Novaluron’un
detoksifikasyon genlerinin (cyp314, gst, cyp360A8 ve p-gp) ekspresyonu iizerindeki

etkisi de incelenmistir.

Glutatyon S-transferaz (gst), serbest oksijen radikallerine (ROS) karsi Onemli
koruyucu mekanizmalar saglayan bir Faz II enzim sinifidir (Liu ve ark., 2017). Bu
calismada, Novaluron maruziyetinin gst gen ekspresyonu iizerindeki etkileri
incelenmigtir. Bulgular, Novaluron'un 24 saatlik kisa siireli maruziyetinde bile gst
ekspresyonunun indiiklendigini ortaya koymustur. Bu durum, Novaluron’un Daphnia
magna’da oksidatif stres olusumuna yol agtigini ve organizmanin bu strese karsi gst

yoluyla adaptif bir yanit verdigini gostermektedir.

cyp360A8, omurgasizlarda cyp3A geninin homologu olarak islev goriir ve ¢evresel
toksinlere kars1t onemli bir adaptif yanit mekanizmasi sunar. Bu genin, 6zellikle
ksenobiyotik bilesiklere (yabanci kimyasallar) maruz kalindiginda detoksifikasyon
stirecini desteklemek amaciyla eksprese edildigi bilinmektedir (Liu ve ark., 2017).
cyp360A8 gen ekspresyonu kontrol grubu ile kiyaslandiginda, kontrole gore anlaml
sekilde azaldig1 belirlenmistir. Bu durum akut Novaluron toksikasyonunun Daphnia

magna’larda detoksifikasyon sistemi olumsuz yonde etkilegini géstermektedir.

cyp314, sitokrom p450 ailesine ait bir enzim olup, Ozellikle steroid hormon
metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir. Bu gen, ekdizon gibi hormonlarin
biyotransformasyonunu gerceklestirerek biiyiime, iireme ve deri degistirme gibi
fizyolojik siiregleri diizenler (Rewitz ve Gilbert 2008). cyp314 gen ekspresyonu da en
diisiik Novaluron konsantrasyonu olan 3.75 pg/L grubunda kontrol grubuna goére
anlamli bir artig gostermis. 7,5 pg/L ve 15 ug/L konsantrasyonunda gen
ekspresyonunda azalma gozlemlenmistir. Bu durum, diisiik dozlarda adaptif bir
savunma yaniti olustugunu, ancak yiiksek dozlarda toksik yiikiin gen ekspresyonunu

baskilayabilecegini isaret eder.
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p-gp, ATP enerjisi kullanarak plazma zar1 boyunca substrat taginmasini gergeklestirir
ve ABC tasiyici ailesinin kritik bir {iyesidir. Sucul organizmalarda, p-gp’nin 6zellikle
yumurtalar, embriyolar, larvalar ve solungaglarda lokalize oldugu ve bu bolgelerde
cevresel toksinlere karst doku koruma bariyeri olusturdugu belirlenmistir (Campos ve
ark., 2014). Calismada, p-gp gen ekspresyonu Novaluron konsantrasyonlarinin
hi¢birinde anlamli bir degisiklik géstermemistir. Bu nedenle, p-gp'nin Novaluron’un
toksik etkilerine kars1 belirgin bir savunma yanitt olusturmadigini veya bu genin bu

pestisite duyarsiz oldugu sdylenebilir.

Sonug olarak, bu g¢alisma Novaluron'un Daphnia magna {iizerindeki akut toksik
etkilerini vurgulamakta ve sucul ortamlarin kirlenmesini onlemek igin pestisit
kullannminin dikkatli bir sekilde yonetilmesi ve diizenlenmesi gerektiginin altini
cizmektedir. Novaluron’un kalp atim hizin1 artirmast, toraks ve abdominal aktiviteleri
azaltmasi, morfolojik degisikliklere yol agmas1 ve gen ekspresyonunu etkilemesi gibi
bulgular, bu kimyasallarin sucul ekosistemler iizerindeki etkilerini anlamak i¢in daha
kapsamli, uzun siireli aragtirmalara ihtiya¢ duyuldugunu ortaya koymaktadir.
Novaluron'un kronik etkilerini ve sucul ekosistemler tizerindeki uzun vadeli etkisini
arastiran daha fazla calisma, ekotoksikolojik risklerini daha iyi anlamak ve sucul

ortamlarin korunmasina yonelik 6nemli ¢ikarimlar sunmak igin gereklidir.
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