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oz

Bu calismada, en 6nemli ¢evresel ostrojenler (endokrin bozucular) olan bisfenol A
(BPA), 4-nonilfenol (4-NP) ve A4-tert-oktilfenol (4-tert-OP)'Un  Drosophila
melanogaster’in gelisim biyolojisi (gelisim dénemleri, ortalama yavruddl sayisi,
esey orani, yumurta verimi) ve 6mur uzunluguna etkileri arastiriimistir. Drosophila
melanogaster larvalarina s6z konusu maddeler 0.1mg/l, 1mg/l ve 10mg/lI'lik

dozlarda uygulanmis ve sonuclar kontrol gruplariyla karsilastiriimistir.

Gelisim donemlerinin izlenmesi deneyinde, Drosophila larvalarina belirlenen
dozlarda BPA, 4-NP ve 4-tert-OP uygulanmis ve larvadan pupaya, pupadan ergine
gecis sureleri ve sayilarl tespit edilerek kontrol gruplariyla karsilastiriimistir.
Uygulanan maddelerin tim dozlarinda larvadan pupaya, pupadan ergine gecis
yuzdelerinde istatistiksel olarak fark godzlenmemistir (p>0.05). Bisfenol A’nin
uygulanan tum dozlarinda ortalama pupalasma ve erginlesme sureleri kontrol
gruplarina gore uzamistir (p<0.05). Nonilfenoliin 1mg/l ve 10mg/l'lik dozlan
ortalama pupalasma sdresini uzatirken, 0.1mg/l ve 1mg/l'lik dozlari ortalama
erginlesme sdresini kisaltmistir (p<0.05). Oktilfenoliin uygulanan tim dozlar
ortalama pupalagsma suresini geciktirmistir (p<0.05). 0.1mg/l ve 10mg/l oktilfenol
uygulamasi ortalama erginlesme zamanini uzatirken, 1mg/I'lik uygulama bu sureyi
kisaltmistir (p<0.05). Cevresel 0strojenler olarak bilinen bu kimyasallarin
Drosophila'nin ortalama yavrudol sayisina ve esey oranina etkisi, uygulama
gormus larvalardan gelisen disilerin yavrulari incelenerek arastiriimistir. Kontrol
gruplarina gére 0.1mg/l ve 1mg/l BPA uygulama gruplarinin yavrudél sayilarinda
anlamh bir azalma (p<0.05) godzlenmistir. Nonilfenol ve oktilfenol uygulamalari
yavrudol sayisinda anlamli bir degisime neden olmamistir (p>0.05). Uygulanan
maddelerin tum dozlan esey oraninda anlamli bir degisime yol acmamistir
(p>0.05). BPA, 4-NP ve 4-tert-OP’nin gunlik ortalama yumurta verimine etkileri,

uygulama gormus larvalardan gelisen Drosophila digilerinde arastiriimis ve bu



maddelerin tim dozlarinin yumurta verimini kontrole gore azalttigi (p<0.05)
saptanmigtir. Cevresel dstrojenlerin émir uzunluguna etkisi uygulama goérmus
larvalardan gelisen Drosophila digi ve erkeklerinde arastiriimistir. 1mg/l ve 10 mg/l
BPA uygulamasi disilerin, 1mg/l uygulamasi erkeklerin émrint kontrole gore
kisaltirken, 0.1mg/l BPA uygulamasi erkeklerin 6mrint uzatmistir (p<0.05). 10mg/I
NP uygulamasi disilerin 6émrint kisaltirken (p<0.05), uygulanan tim dozlarda
erkeklerin 6mur uzunlugunda anlamh bir degisim gorilmemistir (p>0.05). Oktilfenol
uygulamalari ise disilerin émir uzunlugunda anlamli bir fark ortaya cikarmamis
(p>0.05), ancak 0.1mg/I'lik uygulama erkeklerin 6mriunt kisaltmistir (p<0.05).
Boylece, cevresel 0Ostrojenler olarak bilinen bu kimyasallarin Drosophila
melanogaster’in gelisim biyolojisini, yumurta verimini ve dmir uzunlugunu cesitli

sekillerde etkileyebilecedi saptanmistir.
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ESTROGENS ON THE DEVELOPMENT AND LONGEVITY IN Drosophila
melanogaster

Emel Atli

ABSTRACT

In this study, the effects of bisphenol A (BPA), 4-nonylphenol (4-NP) and 4-tert-
octylphenol (4-tert-OP), which are the most important environmental estrogens
(endocrine disrupters), on the development (developmental stages, mean offspring
numbers, sex ratios, fecundity) and life span of Drosophila melanogaster have
been investigated. Larvae of D. melanogaster were exposed to 0.1mg/l, 1mg/l and
10mg/l of BPA, 4-NP and 4-tert-OP. The results were compared with the control

groups.

In the experiments regarding developmental stages, Drosophila larvae were
exposed to BPA, 4-NP and 4-tert-OP, then amount and duration of transition to
pupae and pupae to adults were determined. Comparisons were made with the
control groups. No differences were found in the percentage of pupation and
maturation in all doses of these chemicals (p>0.05). It was found that the mean
pupation and maturation durations were increased in all BPA exposed groups
(p<0.05). In addition, it was determined that there was a delay in the mean
pupation time of 1mg/l and 10mg/l 4-NP exposure groups, but a decrease in the
mean maturation time of 0.1mg/l and 1mg/l 4-NP exposure groups (p<0.05). The
mean pupation time was delayed with the treatment of 4-tert-OP exposures in all
doses (p<0.05). The mean maturation time was increased in the groups of 0.1mg/I
and 10mg/l octylphenol exposures but it was decreased with 1mg/l octylphenol
exposure (p<0.05). The effects of these environmental estrogens upon the mean
offspring number and the sex ratio of Drosophila were examined by using the
offsprings of females which had been exposed as larvae. In the 0.1mg/l and 1mg/I
BPA exposure groups, the mean offspring numbers were significantly less than

that of the control groups (p<0.05). Nonylphenol and octylphenol exposures were



not caused statistically significant differences from the control groups in the mean
offspring numbers (p<0.05). No differences were found in relation to the sex ratios
of all doses of all these chemicals (p<0.05). The effects of BPA, 4-NP and 4-tert-
OP on the daily fecundity were searched by using the females which had been
exposed to mentioned chemicals as larvae. It was found that all these
environmental estrogens were caused to a decrease the mean fecundity as
compared to the control groups of all exposed doses (p<0.05). The effects of these
chemicals on the life span were also investigated by usage of D. melanogaster
females and males which had been exposed as larvae. 1mg/l and 10mg/l| BPA
exposures were caused a decrease in the life span of females (p<0.05). However
the life span of males were increased with 1mg/l BPA exposure, but it was
decreased with 0.1mg/l BPA exposure (p<0.05). Although 10mg/l 4-NP exposure
were caused a decrease in the life span of females (p<0.05), no differences were
found the life span of males in all 4-NP exposure groups (p>0.05). It was also
found that 4-tert-OP exposures didn’t have any effect on the life span of females
(p>0.05), but 0.1mg/l 4-tert-OP exposure was decreased the life span of males
(p<0.05).

Thus, it was found that these environmental estrogens affected to some extend
developmental biology, fecundity and life span of Drosophila melanogaster in

various ways.

Keywords: Drosophila melanogaster, environmental estrogens, bisphenol A,
4-nonylphenol, 4-tert-octylphenol, developmental biology, offspring number, sex
ratio, fecundity, life span.
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1. GIRIS

Gelisim, genel anlamda, doéllenmis bir yumurtanin boélinme ve farklilasma ile
zaman igindeki biyolojik degisimi sonucu, olduk¢a karmasik ve bagimsiz organlar
sistemine donusmesini igine alan bir olgudur. Diger bir deyigle gelisim, bir
organizmanin buyimesi sirasinda artan komplekslige yol acan duzenli degisimler

dizilimidir.

Gelisim biyolojisi, uzun yillardan beri c¢esitli organizmalar kullanilarak
arastirilmaktadir. Drosophila melanogaster, c¢ok sayida yavru dol vermesi, kisa
omurla olmasi, kullanis kolayhgdi ve kicuk yapili olmasi gibi nedenlerden dolayi

biyolojik calismalarda en sik kullanilan organizmalardan biridir.

D. melanogaster, yasam dongusunde, yumurta, larva, pupa ve ergin olmak tzere
dort farkh evreye sahip holometabol bir bocektir. Sicaklik, nem, beslenme,
populasyon yodunlugu gibi dis etkenler ile genetik yapi, yas gibi i¢ etkenler D.
melanogaster‘in biyolojik dzelliklerini farkli sekillerde etkileyebilmektedir (Lints and
Lints, 1971a; David et al., 1975; Economos and Lints, 1984; Yonemura et al.,
1991; Foley and Luckinbill, 2001).

Modern Uretim tekniklerinin sonucu olarak gecmis elli yil boyunca cesitli
kimyasallar uretilip cevreye salinmiglardir. Cevresel dstrojenler (ksenodstrojenler)
de bu zararl kimyasal gruplarindan biridir. Genel olarak endokrin bozucular olarak
da isimlendirilen ¢evresel 6strojenler, hayvanlarda ve insanlarda ¢strojen hormonu
gibi davranabilen sentetik kimyasallardan ve dogal bitki bilesiklerinden
olusmaktadir. Ostrojenik bilesiklerin cogu, 6zel bir amag icin uretilmekte ya da bir
yan Uurin olarak ortaya cikmaktadir veya pestisit, plastik, boya, temizlik
malzemelerinin yapiminda kullaniimaktadir. Insanlar, hava, su, toprak, yiyecekler,
bircok tiketim maddesi (deterjanlar, boyalar vb.) ve ev arac¢ gerecleri yoluyla bu
maddelere maruz kalabilmektedir. Bu bilesiklerin yaygin kullaniminin ve
cesitliliginin sonucu olarak basta insan olmak tzere balik, kus vb. hayvanlarda pek

cok istenmeyen etki ortaya ¢cikmaktadir.



Son yillardaki raporlar, dogada bulunan ¢ok sayidaki endokrin bozucu kimyasalin,
bircok hayvandaki normal hormon fonksiyonunu bozma yetenegine sahip
oldugunu goéstermistir. Hormon taklitcisi bu kimyasallarin etkilerini tespit etmek icin
yapillan calismalarin ¢odu omurgalilar Gzerine yogunlasmistir. Omurgasizlar
uzerine olan etkiler ve etki mekanizmalari hakkindaki bilgiler sinirlidir ve ancak
son 10 yilhk sure zarfinda arastirilmaya baglanmistir. Oysa ki omurgasizlar,
hayvanlar alemindeki bilinen tirlerin %95’inden daha fazlasini temsil eder ve
ekosistemin yapisi ve fonksiyonu igin ¢cok dnemlidir (Hutchinson, 2002; Oetken et
al., 2004).

Bisfenol A (BPA) ve alkilfenoller, yiksek seviyedeki Uretimleri ve yaygin
kullanimlari nedeniyle dikkatleri Uzerine toplayan en 6nemli endokrin bozucu
kimyasallardir. Bisfenol A, plastik Uretiminde, yiyecek kutularindaki koruyucu
kaplamalarda, dis dolgularinda kullanilan bir kimyasaldir. Alkilfenoller ise plastikler,
deterjanlar gibi endustriyel ve evsel tiketim maddelerinde yaygin olarak
kullaniimaktadir (Xu et al., 2005).

Bu caligmada, bisfenol A ve en onemli alkilfenoller olan 4-tert-oktilfenol ve 4-
nonilfenol Drosophila melanogastere 0.1mg/L, 1mg/L ve 10mg/L’lik dozlarda
uygulanmis ve bu maddelerin Drosophila’nin gelisim biyolojisi (gelisim zamant,
viabilite, esey orani, yavru dol sayisi, yumurta verimi) ve 6mur uzunlugu tzerine
olan etkileri arastiriimistir. Birinci deney grubunda D. melanogaster’in yabanil
Oregon soyu larvalarina 0.1mg/L, 1mg/L ve 10mg/L’lik dozlarda bisfenol A, 4-tert-
oktilfenol ve 4-nonilfenol uygulanmistir. Larvadan pupaya, pupadan ergine gegis
sureleri ve sayllari 4 saatlik periyotlarla takip edilmistir. Birinci deney grubundaki
larvalardan gelisen virjin disiler ile ikinci deney grubu kurulmus bisfenol A, 4-tert-
oktilfenol ve 4-nonilfenolin ortalama yavru dol sayisina ve esey oranina etkisi
arastinimistir. Uclincli deney grubunda, yabanil Oregon soyu larvalarina bisfenol
A, 4-tert-oktilfenol ve 4-nonilfenol uygulanmis ve bu larvalardan gelisen erginlerde
gunluk ortalama yumurta verimindeki farklar arastiriimistir. Dordlncl deney
grubunda ise, yabanil Oregon soyu larvalarina bisfenol A, 4-tert-oktilfenol ve 4-
nonilfenol uygulanmis ve bu larvalardan gelisen ergin bireyler kullanilarak s6z
konusu kimyasallarin Drosophila melanogasterin émur uzunluguna olan etkileri

saptanmaya caligiimistir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Drosophila melanogaster’in Yagam Dongusu

Drosophila melanogaster, yasam dongusinde yumurta, larva, pupa ve ergin
olmak tzere dort farkh evreye sahip holometabol bir bdcektir (Sekil 2. 1).

erkek

1.evre larvasi

baslangici 2.evre larvasi

3.evre larvasi

Sekil 2. 1. Drosophila melanogasterin yasam dongusu (http://flymove.uni-
muenster.de).

2. 1. 1. Yumurta

Drosophila melanogaster yumurtalari, ventral ylzi yuvarlak, dorsal yuzl ise daha
diz olmak uzere yaklasik 0.5 mm boyunda, 0.2 mm eninde oval sekillidir. Dorsal

bdlgenin 6n ucunda yumurtalarin 1slak besiyerine batmasini engelleyen ve



yasamsal dneme sahip oksijenin alinmasindan sorumlu iki adet filament bulunur
(Sekil 2. 2). Filamentler, tim yumurtay! cevreleyen koruyucu kabuk, koryonun
uzantilaridir. Koryonun icinde, yumurtaya siUt beyazi goruntisini veren 1sik
yansimasina neden olan hava ile dolu stingerimsi bir tabaka vardir (Graf et al.,
1992). Dollenmis yumurtalar, cifttesmeden hemen sonra birakilir. Drosophila
melanogaster’de yumurtalar 25°C’de 22 — 24 saat icinde acilir ve larva c¢ikar (Graf
et al., 1992).

Filamentler

Sekil 2. 2. Drosophila melanogaster yumurtalari

2.1.1.1. Yumurta olu sumu

Yumurta olusumu (oogenez), ovaryumlarin ovariolleri igcinde gergeklesir. Normal
bir disi, toplam 40 ovariolden olugan 2 tane ovaryuma sahiptir. Oogenez, diploid
bir oogonium ile baslar. Oogonium, 16 htcrelik bir yi1§in olusturacak sekilde mitotik
olarak bolunur (Sekil 2. 3). Yigin icindeki bireysel hicreler birbirlerine plazma
kopraleri ile baglanmistir (Graf et al.,, 1992; Kalthoff, 1996). Yigin buyurken
yumurta ¢cemberi adi verilen yapi meydana gelir (Sekil 2. 4). Yumurta ¢cemberi, bir
oosit, 15 yardimci hicre ve folikil hiicre tabakasindan olusur. Yardimci hicreler,
besin saglayarak oositin bluylimesine yardim eder (Browder et al., 1991; Fulga and
Rorth, 2002). Buyume fazinin sonunda oosit, baslangi¢c hacminin yaklasik 100.000
katina ulasir. Daha sonra yardimci hucreler dejenere olur ve foliktl hicreleri
koryonu salgilar. Birka¢c gun icinde oosit olgunlasir. Mayoz baslar fakat metafaz

I'de kalir. Mayoz ancak déllenme gerceklesirse tamamlanir.
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Sekil 2. 3. Yumurta cemberinin sematik gosterimi (Kalthoff, 1996).

Folikal

Qosit

Sekil 2. 4. Yumurta cemberi (Pokrywka, 2008)

Dollenme sirasinda, disinin uterusu igine transfer edilen spermler, reseptakulum

seminalis (seminal havuz) ve spermateka (sperm deposu)ya aktarilarak

depolanirlar (Tyler, 2000). Yumurta, uterusta ilerlerken ddollenir ve déllenmis

yumurta hemen besiyerine birakilir. Doéllenme mayozun devamini saglar ve

yaklasik 15 dakika icinde mayoz tamamlanir. Mayotik bolinme sonucu meydana

gelen disi pronukleusu, erkege ait proniukleus ile birleserek zigotu olusturur.

Embriyonik gelisim, zigotun arka arkaya mitotik bdlinmesi ile yumurtadan larva

ctkana kadar surer (Graf et al., 1992).



2.1. 2. Larva

Larvalar, yumurtadan yaklasik 22 — 24 saat sonra ¢ikarlar ve hemen beslenmeye
baslarlar. Larva, 1 bas, 3 toraks ve 8 abdomen olmak lizere 12 segmentten olugur.
Larvalarin vicut duvari oldukca yumusak ve esnektir (Sekil 2. 5). Vicut duvari,
dista ince bir ekzokutikula ve kalin bir endokutikula, icte ise bir epidermis
tabakasindan olusur (Graf et al., 1992). Larval gelisim sirasinda kutikil tabakasi
iki kez atilarak yenisi ile degistirilir. Gomlek degistirme olarak bilinen bu olay larval
yasami U¢ evreye ayirir. Iki gomlek degistirme arasindaki dénem bir evre (instar)
olarak adlandirilir. Larva gelisiminde, L1 (1. evre), L2 (2. evre) ve L3 (3. evre)
olmak uzere U¢ donem vardir. Birinci evre 1giin, 2. evre 1 glin, 3. evre ise 2 gun
surer. Birinci donemdeki larva (L1), besiyeri yuzeyinde beslenir ve yalnizca L2
asamasina gectikten sonra besiyerinin icine girmeye baslar. Larvalar besiyeri
icinde tuneller kazarak beslenirler, bu sirada sadece posterior bolge ytizeydedir.
Drosophila melanogaster larvalari, normal gelisimleri boyunca, agirliklarinin
yaklagik 3-5 kati kadar beslenirler. Larvalarin pupalasmaya gecebilmeleri igin
belirli bir agirhga (esik agirlik) ulasmalari gerekmektedir. Larvalar beslenmelerini
tamamlayip yaklasik 0.3 mg’lik esik agirhiga ulastiklarinda besiyerini terkederler ve
pupalasma icin kuru bir yere (kultir sisesinin duvarina) gecerler. D.
melanogasterde bu asamadan 24 saat sonra (25°C), pupalasma baslar
(Ashburner, 1989).

Sekil 2. 5. Drosophila melanogaster 3. evre larvalari



2.1. 3. Pupa

Besiyerini terk ederek kultir sisesinin duvarina tirmanan larvalar, agiz kisimlari
asaglya dogru gelecek sekilde yerleserek pupalagsmaya baslarlar (Graf et al.,
1992). Ergin cikana kadar hareketsiz hayvani cevreleyen sertlesmis kutiktlden
olusan larval 6rtiye “puparium” denir. Puparium olusumu, larval gelisimin son
birka¢ saatinde meydana gelen ektisteroid hormon miktarindaki artis ile baslar.
Puparium ilk olustugunda, yumusak ve beyazdir (Ashburner, 1989). Yaklasik iki
saat sonra sarlya, sonra da kahverengine donusur (Sekil 2. 6). Kahverengilesme
surerken puparium sertlesir (Graf et al., 1992). Pupalasma, puparium
olusumundan yaklasik 12 saat, yumurta birakildiktan 120 saat sonra meydana
gelir (Ashburner, 1989). Sinekler metamorfoz evrelerini pupa iginde gegirirler.
Larval doku ve organlar parcalanir, tikrik bezleri, yag doku, bagirsak ve kaslar
tamamen ayrisir. Beyin ve malpigi tlpleri ayrismaz, fakat yapisal olarak degisiklige
ugrar. Farkhlasmamis hicre gruplan (histoblastlar) ve imajinal disklerden ergin
vicut yapilari olusur. (Graf et al., 1992).

Sekil 2. 6. Drosophila melanogaster pupalari

2.1. 4. Ergin

Pupadan ergin cikmasi icin yaklasik 4-5 gin gereklidir. Pupadan yeni ¢ikmis
erginlerin kanatlari agilmamistir, uzun, ince ve kismen pigmentsiz viucutlar vardir.

Kanatlarin agilmasi pupadan ¢iktiktan sonra bir saat i¢cinde, pigmentasyon ise 2-3



saat icinde gerceklesir. Drosophila melanogaster’in disileri pupadan ciktiklarinda
eseysel olgunluga erigmemistir, 5-6 saat sonra eseysel olgunluga erisir ve
ciftlesme yetenegini kazanirlar (Ashburner, 1989; Graf et al., 1992). Disi ve

erkekler, esey taragdi, abdomen sekli ve rengi gibi morfolojik farklara sahiptir
(Sekil 2. 7).

Sekil 2. 7. Drosophila melanogaster ergin bireyleri

2.1.4.1. Esey taraqi

Erkek bireylerde, birinci ¢ift bacagin ilk tarsal segmenti Gizerinde 10 adet kisa kalin
kildan olusan ve “esey taradl” adi verilen bir yapi vardir (Sekil 2. 8). Bu yapi,
ciftlesme sirasinda erkegin disiyi kavramasi icin gereklidir ve disilerde yoktur.

D
P3eS

Sekil 2. 8. Esey taragi (http://flymove.uni-muenster.de).

2.1.4.2. Abdomen sekli ve renaqi

Disiler 7 abdominal segmente sahipken, erkeklerde yalnizca 5 abdominal segment

mevcuttur. Erkeklerde abdomenin posterior kismi siyah renklidir (Sekil 2. 9).



Bunun nedeni sondaki segmentlerde pigment miktarinin fazla olmasidir. Diger
taraftan, erkeklerde abdomenin posterior sonu yuvarlakken, disilerde anal plakanin
yaptigi cikinti nedeniyle sivridir (Graf et al., 1992).

Sekil 2. 9. Erkek ve disi birey

2. 2. Gelisim D6nemleri ve Yumurta Verimini Etkileyen Faktorle

Drosophila’nin yasam dongist, yumurta verimi ve omur uzunlugunu sicaklik,
beslenme, populasyon yogunlugu, nem orani gibi dig etkenler ile genetik yapi ve
yas gibi i¢c etkenlerden etkilenmektedir.

2. 2. 1. Dig (cevresel) etkenler
2.2.1.1. Sicaklik

Bocekler sogukkanl (poikilotermal) olduklarindan metabolik hizlari c¢evresel
sicakliklardan buyuk oranda etkilenmektedir. Belli sicakhk sinirlari igerisinde
yasayabilen sogukkanli hayvanlarin metabolik 1silari ¢evresel sicakligin

yukselmesi ile artmakta, dismesi ile azalmaktadir (Bagci, 1983).

Gelisim sicakh@inin  birinci etkisi gelisim sdresi Uzerinedir. Drosophila
melanogaster'de 25C’de zigotun ergine donu smesi 9-10 giin surer. Daha yuksek
sicakliklar bu streyi kisaltirken daha dusuk sicakliklarda gelisim siresinin uzadigi
gOrilmustdr (Lints and Lints, 1971a,b; Economos and Lints, 1984; Ashburner,
1989).



Al-Saffar ve arkadaslari (1995, 1996), dusuk sicakliklarda embriyonik, larval ve
pupal gelisimin uzadigini rapor etmiglerdir. Bu durum, gelisim ile ilgili cgesitli
biyokimyasal asamalarin hizi tzerine sicakhdin etkisinin bir sonucudur. Sicaklik
azaldiginda canlilardaki biyosentez reaksiyonlari yavaslar ve gelisim streleri uzar.
Bununla beraber disuk sicakliklarda larvalarin beslenme periyodu uzar. Bunun
nedeni besinin etkili bir sekilde kullanilamamasidir (Economos and Lints, 1984).

Gelisim sicakliginin, gunlik ortalama yumurta verimi Uzerine olan etkileri
arastirildiginda en yiksek yumurta veriminin 25C'de oldu gu go6zlenmigtir. Daha
yuksek ve daha distk sicakliklarda gunlik ortalama yumurta veriminin azaldigi
belirtimektedir (Lints and Lints, 1971b). Huey ve arkadaslar (1995), D.
melanogaster’in yumurta veriminin, sicakliktan nasil etkilendigini arastirmis ve
25C'de tutulan sineklerin 18C‘'de tutulanlara gére daha erken ve daha fazla

yumurta biraktigini gbzlemislerdir.

Sicakligin diger bir etkisi, ergin buydkliga Gzerinedir. Lints ve Lints (1971c)
tarafindan yapilan ¢aligmada, gelisim sicakhgindaki dususin ergin blayukliginde

artisa neden oldugu kaydedilmistir.

2.2.1. 2. Beslenme

Bdceklerde beslenme gelisimi etkileyebilmektedir. Uygun olmayan besiyeri gelisim
siresini uzatir ve viicut biyukligiuni azaltir (Ashburner, 1989). Ozellikle larval
yogunlugun fazla oldugu ortamlarda, nitrojenli artiklarin 6zellikle de amonyagin
birikimi ile ortam kosullari fizyolojik stres yaratir ve beslenme azalir. Boylece yeteri
kadar beslenemeyen larvalarin pupalasma icin gerekli esik agirliga ulagsmasi

gecikir ve gelisim suresi uzar (Foley and Luckinbill, 2001).

Beslenmenin yumurta verimi Uzerine de etkisi vardir. Protein bulunmayan
ortamlarda, ©rnegin sukrozlu besiyerinde, uzun sure tutulan Drosophila’larda
yumurta veriminin azaldigi ya da durdugu rapor edilmistir (Ashburner, 1989).
Acosta ve Goni (2000), disilerin fekunditesinin besin ortamindan etkilendigini ve
yumurtlama sdreci boyunca disileri iyi beslemenin ¢ok 6nemli oldugunu

belirtmiglerdir. Good ve Tatar (2001) tarafindan yapilan bir calismada, seker/maya

10



diyetinden mayanin cikariimasinin Drosophila’nin yumurta birakmasini engelledigi
rapor edilmistir. Benzer sekilde, Chippindale ve arkadaslari (1993) tarafindan
yapllan benzer bir calismada, beslenme ortamindaki maya azaltildiginda

fekunditenin de azaldigi belirlenmistir.

2.2.1. 3. Populasyon yo qunlu qu

Gelisim Uzerine larval yogunlugunun etkisini arastiran ¢alismalarda, yogunlugun
rekabeti arttirarak gelisimi yavaslattigi ve vicut blayukluguna azalttigi rapor
edilmektedir (Lints and Lints, 1969, 1971b; Economos and Lints, 1984; Yonemura
et al., 1991, Foley and Luckinbill, 2001).

Artan populasyon yogunlugu Drosophila ve Musca’'da larval ve pupal yasayabilirligi
(viabilite) de azaltmaktadir. Populasyon yogunlugunun fazla oldugu ortamlarda
larvalar, pupalasma icin gereken esik agirliga ulasamazlar ve larval 6limler
gerceklesir. Bununla beraber, kalabalik ortamlarda gelisen larvalar pupalassalar
bile yeteri kadar besin depo edemedikleri icin pupal 6limler de meydana
gelebilmektedir (Ashburner, 1989; Mcintyre and Gooding, 2000).

Larval populasyon yodunluguna bagli olarak gunlik ortalama yumurta verimi de
degdismektedir. Larval yogunluk arttiginda, bu larvalardan gelisen erginlerin

yumurta verimi azalmaktadir (Lints and Lints, 1969, 1971b).

2.2.1. 4. Nem orani

Drosophila larva ve pupalarinin neme olan duyarlihdi soylar ve tiurler arasinda
cesitlilik gostermesine karsin bircok Drosophila tirtiniin normal gelisimi icin yiksek

nem orani gereklidir (Ashburner, 1989).

Al-Saffar ve arkadaslari (1995, 1996) vyaptiklann caligmalarda, pupalarin
yasayabilmesi ve normal olarak geligsebilmesi icin nemin % 55’in altina inmemesi
ve en uygun nem oraninin % 60 — 100 arasinda olmasi gerektigini rapor
etmiglerdir. Ayrica kademeli olarak degdisen nemin D. melanogaster’in gelisim

suresi Uzerine bir etkiye sahip olmadigini bildirmiglerdir.
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Larvalarin beslendigi ortamin nem icerigi, ergin D. melanogaster ve D. hydei‘nin
vicut boydklagant, pupal yasayabilirligi  ve bireylerin  gelisim suresini
etkilemektedir (Hodge, 2001). Bu calismada, ¢cok kuru ve cok nemli ortamlarda
pupalarin yasayabilirliginin azaldi§i ve larvalarin gelisim siresinin kisaldigi tespit

edilmigtir.

2. 2. 2. Ic etkenler

2. 2. 2. 1. Genetik yapi

Bir organizmanin yasam periyodu ve toplam yumurta verimi onun sahip oldugu
genetik 6zellikler ve organizmanin etrafini ¢ceviren cevresel etkenlerin etkilesimi ile
belirlenir. Cevre kontrol edildiginde, organizmanin degisik soylarinda gortlen
gelisim periyotlari ve yumurta verimlerindeki ¢ok belirgin farklar genetik etmenlere
baglanir (Keller, 1964; McMillan et al., 1970; Lints and Lints, 1971b; Yesilada,
1988).

Yapilan calismalarda, farkli Drosophila tdrlerinin gelisim dénemleri, yavru dol
sayllari ve yumurta verimleri incelenmis ve incelenen tiurler arasinda olcgilen
Ozellikler bakimindan farkliliklar gézlenmistir. Bu sonugclar tirlerin farkli genetik
Ozelliklerine baglanmistir (Yesilada, 1988; Yesilada ve Bozcuk, 1991). Gelisim hizi
ve yumurta verimi Uzerine genetik ozelliklerin etkisini arastiran bir calismada,
heterozigotluk arttiginda gelisimin hizlandidi ve yumurta veriminin arttiy1 tespit
edilmistir (Keller and Mitchell, 1964).

2.2.2.2.Yas

Drosophila'nin gunlik yumurta Uretimi yasam boyu sabit kalmaz. David ve
arkadaslan (1975), D. melanogasterde yumurta dretiminin yasa bagl olarak
dusus gosterdigini ve bu dusisun yaslanmaya bagli olarak hicre bélinmesinin

yavaslamasi nedeniyle ortaya c¢iktigini bildirmiglerdir.

Yapilan bagka bir arastirmada, yash disi sineklerin yavrularinin geng digilerinkilere
oranla daha disuk bir yasayabilirlik oranina sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada, genc disilere ait yumurtalarin %88.3’'Unun acildigi ancak yasli digilere

ait olanlarda bu oranin %76.6 oldugu rapor edilmistir. Ayrica yasl bireylerden
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meydana gelen larvalarin gelisim hizinin gen¢ bireylerden meydana gelenlere
gore daha yavas oldugu da belirtiimistir (Mcintyre and Gooding, 2000).

2. 3. Yaglanmanin Tanimi ve Ya glanma Teorileri

Yaslanma tim hayvan turlerini etkileyen evrimsel bir sirectir. Bir organizmanin
genetigi, cevresi ve yasam bigimi arasindaki etkilesimler yaslanmaya neden olur
(Bozcuk ve Ozsoy, 2002). Yaslanmanin kesin bir tanimi olmasa da bu terim farkl
arastirmacilar tarafindan degisik acilardan ele alinarak tanimlanmaya calisiimistir.
Comfort (1959)'a gore yaslanma (senesens) bozulan bir siregctir. Olgllen sey,
yasayabilirlikteki azalma ve zarar gorulebilirlikteki artmadir. Yaslanma hizi, farkl
turlerde ve ayni turtn farkh soylarinda farklidir. Baska bir tanima gore yaslanma,
“genetik bir programla dizenlenen ve organizmay! yapisal ve fonksiyonel
degisimlerle olime goturen olaylar toplamidir” seklinde tanimlanabilir (Bozcuk,
1981). Rose’un tanimina gore (1991) ise yaslanma, “ i¢sel fizyolojik bozukluklar
nedeniyle organizmanin yasa bagli uyum (fitness) bilesenlerindeki (hayatta kalma

olasiligi ya da reproduktif verimlilik) devamli bir azalmadir” (Avise, 1993).

Bilimsel olarak yaslanmayi anlayabilmek ic¢in birgcok teori ortaya atilmistir. Bugun
bilim cevrelerinde en ¢cok benimsenen teoriler, mutasyon birikimi ve antagonistik

pleiotropi teorileridir (Tower, 1996).

2. 3. 1. Mutasyon birikimi teorisi

Medawar (1952) tarafindan ortaya atilan bu teorinin merkezindeki fikir, dogal
seleksiyon baskisinin yasla birlikte azalmasidir. Bir populasyonda etkisini erken
yasta goOsteren bir mutasyon varsa bu mutasyon, populasyonun buylk bir
cogunlugunu etkileyeceginden yok edilmesi icin gucli bir seleksiyon baskisi
olusacak ve populasyondan hizla elimine edilecektir. Ancak bu mutasyon etkisini
ge¢ yaslara kadar gostermezse, bu mutasyonu tagiyan bircok birey daha
mutasyon ifade edilmeden cogalmis ve bu mutasyonu yavrularina aktarmis
olacaktir. Boylece bu mutasyonlar icin seleksiyon baskisi daha dustk olacaktir.
Evrim sdrecinde bu gec¢ etkili mutasyonlar bir nesilden digerine gecerek
birikebilecek ve bu ge¢ mutasyonlarin kiimalatif etkisi yaslanmaya yol acabilecektir
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(Partridge and Barton, 1993; Tower, 1996; Rose, 1999; Zwaan, 1999; Partridge,
2001; Bozcuk ve Ozsoy, 2002; Gavrilov and Gavrilova, 2002).

2. 3. 2. Antagonistik pleiotropi teorisi

Williams (1957) tarafindan ortaya atilan bu teoriye gore, yasamin erken
donemlerinde vyararli etkileri olan genler, ge¢ dodnemlerde zararh etkiler
gosterebilmektedir. Boylece, yasamin erken dénemlerinde Ureme basarisi ya da
hayatta kalma gibi uyum (fithess) karakterleri tGzerine olumlu etkileri olan, ancak
ilerleyen yasla beraber olumsuz etkiler sergileyen genler pozitif olarak secilecek ve
yaslanmaya neden olacaktir (Luckinbill et al., 1984; Tower, 1996; Rose, 1999;
Zwaan, 1999; Bozcuk ve Ozsoy, 2002; Gavrilov and Gavrilova, 2002). Ornegin,
erken fekundite gosteren Drosophila soylarinda omuir uzunlugunda azalma
gozlenirken (Luckinbill et al., 1984; Zwaan, 1999; Partridge, 2001), erken
fekunditesi bastiriimis soylarda yaslanmanin ertelendigi ve dolayisiyla émrin
uzadigr saptanmistir (Rose and Charlesworth, 1980, 1981; Rose, 1984). Sokal
(1970) tarafindan Tribolium castaneum (un biti) ile yapilan bir calismada,
Drosophila ile benzer sonuglar ortaya cikmis ve erken yaslardaki Uremenin
Tribolium’'un 6mrunt kisalttigr bulunmustur. Tim bu sonuclar, azalmis erken
fekundite ile ertelenmis yaslanma arasinda pleiotropik bir etkilesim oldugunu

ortaya koymakta ve bu teoriyi desteklemektedir.

2. 4. Omur Uzunlu gunu Etkileyen Faktorler

Drosophila’nin  6mir uzunlugu, sicaklik, beslenme, radyasyon, populasyon
yogunlugu gibi dis etkenler ile anasal yas, fekundite, eseylik ve genetik yapi gibi i¢
etkenlerden etkilenmektedir (Unlii and Bozcuk, 1979a, 1979b; Unli, 1991a,
1991b, 1991c; Bagci ve Bozcuk, 1991; Memmi and Unlii, 2007).

2. 4. 1. Dig (cevresel) etkenler
2.4.1.1. Sicaklk

Poikilotermik (sogukkanli) canhlarin, 6zellikle de bo6ceklerin metabolik hizlar
cevresel sicakliktan blyuk olcude etkilenir. Bu canlilarin émur uzunluklari,

cevresel sicakligin yikselmesiyle kisalmaktadir. Diger bir deyisle, omdar
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uzunluguyla sicaklk ters orantilidir (Bagci vd., 1990; Bagci ve Bozcuk, 1991,
Sestini et al., 1991).

Maynard Smith (1958) tarafindan yapilan bir calismada, farkh sicakliklarin (20,
25, 30.5 ve 33C) Drosophila subobscura’nin émir uzunlugu Uzerine etkileri
arastiriimis ve sicaklk arttikga dmir uzunlugunun azaldigi saptanmigtir. Lints ve
Lints (1971a), 16, 19, 22, 25, 28 ve 31TC’lerde gelisimlerini tamamlayan bireylerin
Omur uzunluklarini 25C’de 6lgmu s ve dusuk sicakliklarda gelisimini tamamlayan
bireylerin 6mur uzunlugunun yuiksek sicakliklarda gelisenlere gore daha fazla
oldugunu bulmuslardir. Sestini ve arkadaslari (1991) tarafindan yapilan benzer bir
calismada, D. melanogasterin 6mur uzunlugu 19, 24 ve 29TC’lerde dl¢ilimus ve

Omur uzunlugunun sicaklikla ters orantili oldugu saptanmistir.

Bagci ve arkadaslari (1990) tarafindan D. melanogaster ile yapilan bir calismada,
minimum sicaklik dalgalanmalarinin émur uzunlugu Gzerine etkisi arastiriimistir.
Yeni besiyerine transfer sirasinda ettivde tutulan ve disari cikarilan bireylerin dmar
uzunluklari kargilastinldiginda, transfer sirasinda 28C’deki etlivden 10 dakik a igin
20-22TC’ye cikarilan bireylerin daha uzun yasadigi saptanmistir. Bu bulgu
sicakhgin émur uzunlugu tzerinde oldukca etkili oldugunu gostermesi acgisindan

onemlidir.

2.4.1. 2. Beslenme

Maya, nematod, Drosophila ve kemirgenleri iceren bircok organizmanin 6mur
uzunlugu besinsel kisittama ile artabilmektedir (Min and Tatar, 2006).
Organizmanin besinsel durumu ve bunun Greme Uzerine etkisi émur uzunlugunun
belirlenmesinde anahtar bir rol oynamaktadir (Piper et al., 2005). Yapilan cesitli
calismalarda, besinsel kisitlamanin 6mur uzunluguna etkisi arastiriimistir.
Chippindale ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada (1993), Drosophila
besiyerinde maya miktarini azaltarak besinsel kisitlama uygulamis ve besinsel
kisittamaya maruz kalan bireylerin kontrol gruplarina gére daha uzun 6murli
oldugunu belirlemigtir. Bununla beraber, besinsel kisittama altindaki bireylerin
kontrole gore aclik stresine daha dayanikli oldugu saptanmigtir. Benzer bir
calismada, Drosophila’nin besi ortamindaki maya miktari degistiriimis (%1, %2,
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%4, %8, %16) ve bireylerin Gmur uzunluklari belirlenmigtir. Besi ortamindaki maya
miktari %2'den %16 dogru arttikga ortalama Omuar uzunlugunun azaldigi
bulunmustur. %1 maya eksik beslenmeye (aclik) neden oldugu icin
degerlendiriimeye alinmamistir (Min and Tatar, 2006). Mair ve arkadaslarinin
yaptigi baska bir calismada (2003), yuksek besin icerikli kontrol besiyerinde
gelisen bireyler dusuk besin icerikli besiyerine, dusik besin icerikli ortamda
gelisenler ise kontrol besiyerine aktariimistir. 48 saat sonra sinekler bulunduklar
yeni ortamlara adapte olmus ve kontrol sineklerinin 6lum orani azalirken, disuk

besin icerikli ortamda geligsen sineklerin 6lim orani artmistir.

2.4.1. 3. Populasyon yo qunlu qu

Omir uzunlugunu etkileyen faktorlerden biri de populasyon yogdunlugudur.
Drosophila’da populasyon yogdunlugunun etkilerini incelemek igin yapilan
calismalarda 6zellikle larval yogunlugun erginlerin dGmur uzunlugu tzerine etkileri
arastinimistir. Yapilan calismalarda, ergin oOncesi evredeki larval yogunlugun
erginlerin gec¢ ve kicuk cikmasina yol actigi ve kiucik bireylerin normallere gore
daha uzun yasamasina neden oldugu saptanmistir. Boylece, larval yogunluk artisi
ile ergin viucut buydkligunun azaldigi ve dmir uzunlugunun arttigr bildirilmistir
(Miller and Thomas, 1958; Lints and Lints, 1969; Luckinbill and Clare, 1986). Bu
calismalarin aksine Graves ve Mueller (1993) artan populasyon yogunlugunun
besin kaynaklarinda azalma, fiziksel cevrenin degisimi ve hastalik gibi bircok

mekanizma ile 6mur uzunlugunu azaltacagini belirtmiglerdir.

2. 4. 1. 4. Radyasyon

Ergin sineklerin somatik hucrelerinin bélinerek yenilenmemesi (Bozcuk, 1972)
radyasyona dayaniklilik nedenlerinden birisidir. DUsuk radyasyon dozunun bazi
durumlarda 6émur uzunlugunu arttirabildigini gosterilmistir (Lamb, 1964). Yiksek
dozdaki radyasyon ise somatik mutasyon birikimine neden olarak ve canli
vicudundaki birgok yapi ve molekuli bozarak 6mur uzunlugunu azaltir (Ashburner
and Wright, 1978).
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2. 4. 2. Ic etkenler

2.4.2.1. Anasalya s

Anasal yas Omur uzunlugunu belirleyici bir rol oynar. Lansing (1947, 1948)
tarafindan rotiferlerle yapilan calismalarda yasli analardan gelisen kusaklarin
gelisim hizinin dolden doéle giderek birikimli bir etki gostererek arttigi ve émdar
uzunlugunun giderek azaldigi gosterilmistir. Anasal yas arttikca yavru dolin émur
uzunlugunun azalmasi “Lansing etkisi” olarak bilinmektedir ve bu etki pek ¢ok
arastirmaci tarafindan test edilmistir. Ornegin, Hercus ve Hoffman (2000)
tarafindan yapilan bir calismada, anasal yasin yasayabilirlik Gzerine olan etkisi
Drosophila serrata’da arastinimistir. Yavru doélin yasayabilirliginin artan anasal
yas ile azaldigi saptanmistir. Bu calismada, farkli ¢evrelerin d6mur uzunluguna
etkisi de incelenmis ve gen¢ annelerin yavru ddllerinin gevresel strese (besinsel
kisittama ve soguk uygulamasi) yasli annelerinkinden daha dayanikh oldugu ve
daha uzun yasadigi belirlenmistir. Kern ve arkadaslari (2001), anasal yas arttikca
yavru dol d6mur uzunlugunun azalmasini, annede gec¢ yaslarda etkili olan zararl
mutasyonlarin etkisine baglamiglardir. Bu c¢aligmalarin aksine Yilmaz ve
arkadaslar (2008) tarafindan D. melanogaster ile yapilan bir ¢calismada, annenin
yasl ile yavru dolin émur uzunlugu arasinda bir iliski olmadigdi ve tipik bir Lansing

etkisinin bulunmadigi saptanmistir.

2. 4. 2. 2. Ciftle sme ve Yumurta Uretimi (fekundite)

Ciftlesme ve yumurta Uretimi yaslanmayi etkileyen faktorlerdendir. Genel olarak,
ciftlesme ve yiksek seviyelerdeki yumurta tretiminin digilerin hayatta kalis oranini
dusurdugu belirtiimektedir (Tatar and Promislow, 1997). Bu konuda yapilan
calismalarin birinde Tatar ve arkadaslari (1993), ciftesme ve yumurta Uretiminin
bir ari tird olan Callosobruchus maculates disilerinde yasa 6zgu mortalite oranini
artirdigini ve senesensi hizlandirdigini belirlemislerdir. Drosophila melanogaster
ile yapilan bir calismada, erken yumurta Uretiminde disis meydana geldiginde
disilerin mortalite hizinin ve erken mortalite oraninin azaldig1 saptanmistir (Sgro
and Partridge, 1999).

Drosophila melanogaster erkekleriyle yapilan bir calismada, Gremenin mortalite

oranini etkiledigi bulunmustur. Bu ¢alismaya gore ureyen erkeklerin mortalite orani
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uremeyen erkeklerinkine goére daha fazladir (Miyo and Charlesworth, 2004).
Benzer bir calismada, cifttesmenin erkek Drosophila’larin émrind kisalttigi
saptanmistir (Prowse and Partridge, 1997). Diger bir calismada ise ¢iftlegsmenin D.
melanogaster’'in yabanil tip Oregon (OR) ve Canton S (CS) soylarinin émdr
uzunlugu tzerine etkisi arastiriimistir. Ciftlesmis CS erkekleri ¢iftlesmemis olanlara
gore daha uzun yasarken, ciftlesmis disiler virjin olanlara gére daha kisa 6murlu
olarak belirlenmistir. Benzer sonuclar OR disileri icin de saptanirken erkeklerde

herhangi bir fark bulunmamistir (lliadi et al., 2009).

2.4.2. 3. Eseylik

Esey ile Omur uzunlugunun etkilesimini aragtiran calismalarda genellikle
Drosophila erkeklerinin digilere gére daha kisa dmurlu olduklar goruldr. Lints ve
arkadaslarinin (1983) yaptig1 arastirma sonucunda, disilerin genelde erkeklerden
daha uzun yasadigdi sonucuna varilmistir. Ancak cesitli Drosophila soylariyla
yapilan arastirmalarin bu genellemeyi zayiflattigir gorilmastir. Ornegin, lliadi ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada (2009), D. melanogasterin Oregon soyu
disilerinin erkeklerine goére daha uzun Omdurli oldugu saptanmistir. Ancak
arastirlan Canton S soyunda boyle bir fark gozlenmemistir. Unli (1991c)
tarafindan yapilan bir calismada ise, Oregon soyu erkekler digilerden daha uzun
yasarken vermilion ve miniature mutantlarinin digileri erkeklerden daha uzun

yasamistir.

2. 4. 2. 4. Genetik yapi

Hucreyi ve dolayisiyla organizmayi yoneten molekil olan DNA Uzerindeki genler
ve bu genlerdeki bazi degisimler d6mur uzunlugunda etkili olmaktadir. Genlerin
Omidr uzunlugu Gzerindeki etkisini arastirmaya yonelik birgok c¢alisma
bulunmaktadir. Ornegin, Lin ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada (1998) émiir
uzunlugu arttirllmis ve cesitli streslere dayanikli hale getirilmis methuselah (mth)
isimli Drosophila mutantinda dmur uzunlugunun %35 oraninda arttig1 goézlenmistir.
Benzer bir calismada, Drosophila melanogaster’in, P elementi insersiyon soyunda,
mth geninin dmur uzunlugunu arttirdig! tespit edilmistir. Ancak, yabanil tip mth
geninin 6mir uzunlugunu azaltan etkisinin de oldugu ve bu etkinin genin negatif

pleiotropik etkisinden kaynaklandigi belirtiimistir (Partridge, 2001). Rogina ve
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arkadaslan tarafindan Drosophila melanogaster kullanilarak yapilan bir baska
calismada (2000) ise, tek bir gendeki badimsiz bes P-elementi insersiyon
mutasyonunun, fertilite ve fiziksel aktivitede herhangi bir azalma olmaksizin
ortalama ergin 6émur uzunlugunu %40-80 oraninda artirdigl bulunmustur. Bu genin
arana “Indy” (’'m not dead yet) olarak isimlendirilmistir. Drosophila ile yapilan
bagska bir calismada, bir P elementi olan EF-1a’nin yerlestirildigi transgenik
soylarda 6mur uzunlugunun arttigr gézlenmistir (Kaiser et al., 1997; Rose, 1999).
Clancy ve arkadaslarinin yaptidi bir calismada (2001) ise *“chico” geninde
meydana gelen bir mutasyonun Drosophila’nin ortalama émur uzunlugunu %48,

maksimum omur uzunlugunu ise %41 oraninda arttirdigi saptanmistir.

Orr ve Sohal (1994) tarafindan Drosophila ile yapilan bir calismada, reaktif oksijen
turevlerini (ROS) ortadan kaldiran superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
enzimlerini kodlayan genlerin aktarildigi transgenik bireylerde 6mir uzunlugunun
arttigi saptanmistir. Yine bu calismada, Cu-Zn SOD veya katalazin tek basina
overekspresyonunun ortalama 6émri %10 oraninda artirdigi gosterilmistir. Yapilan
benzer bir calismada, Cu-Zn SOD overekspresyonu Drosophila’nin  émur
uzunlugunu %48 oraninda artirmigtir (Sun and Tower, 1999). Parkes ve
arkadaslan (1998) tarafindan yapilan baska bir calismada ise, ergin insan motor
noronlarindan elde edilen SOD 1 (Cu-Zn SOD)’in aktariimasi ile elde edilen
transgenik Drosophila’larda, SOD 1'in overekspresyonunun 6muir uzunlugunu

%40 1n Gzerinde arttirdigi gorulmustar.

Bozcuk ve arkadaslan (2004) tarafindan D. melanogaster ile yapilan bir
calismada, alkol dehidrogenaz (Adh) polimorfizminin émir uzunluguna etkileri

h 7 genotipindeki bireylerin Adh ™ ve Adh S° bireylerden daha

arastinimistir. Ad
uzun yasadigi ve Adh lokusundaki varyasyonun émur uzunlugu ile iliskili oldugu

saptanmistir.

Bir nematod olan Caenorhabditis elegans Uzerinde yapilan arastirmalarda, age-1,
age-2, gro-1, daf-23, daf-2, clk-1 gibi bazi genlerin, émir uzunlugunu 6nemli
oranda degistirdigi bulunmustur. Ornegin, age-2 mutasyonunun ortalama omur
uzunlugunu %17, maksimum 6mur uzunlugunu ise %21 oraninda artirdigi, age-1

ve age-2 mutasyonunu ayni anda tasiyan bireylerin ise normal bireylere gore iki
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kat daha uzun yasadiklari belirlenmistir (Yang and Wilson, 1999). Larsen ve
arkadaslan (1995) tarafindan yapilan baska bir calismada ise, daf-2 ve daf-23 gen
mutasyonlarini tagityan bireylerin émur uzunluklarinin yabanil bireylere goére iki kat

arttigi saptanmistir.

Drosophila’da mutantlar, yabanil tip ve hibridler (melezler) arasinda yapilan 6mur
uzunlugu calismalarinda, omudr uzunlugu hibrid bireylerde en fazla iken,
mutantlarda en az oldugu belirlenmistir. Bu sonuclar 1s1§inda, hibridizasyonun
Omur uzunlugunda 6nemli bir artisa neden oldugunu ve birbirinden farkli genetik
altyapiya sahip bireylerin daha uzun yasadigi belirtiimistir (Bozcuk, 1977, 1978,
1981; Unlu and Bozcuk, 1979a, 1979b; Unli, 1991a, 1991b).

2. 5. Boceklerde Endokrin Sistem ve Hormonlarin G6r  evleri

Cok kucuk miktarlarda bulunmalarina ragmen hormonlar, organizma tarafindan
belli merkezlerde uretilen ve etkiledikleri bolgelere viicut sivilari ile iletilen
kimyasallardir. Bocek hormonlari yalnizca elde edilmesi kolay turlerde calisiimis
olmasina ragmen Uretimleri ve goérevleri tim boéceklere uygulanabilir derecede

benzerlik gbstermektedir.

2. 5. 1. Endokrin (Hormon) Merkezleri

Bdcek vicudundaki hormonlar, néronal, néroglandular ya da glandular merkezler
tarafindan dretilir. Ovaryum gibi bazi organlar da hormon Uretimini geceklestirir
ancak bdcek vucudundaki bazi doku ve organlar bu is igin 6zellesmistir (Sekil 2.
10) (Gullan and Cranston, 2005).

Bdcek vicudundaki en buyik endokrin bezler basin hemen yanindaki protoraks
bdlgesinde bulunur. Protorasik bezler olarak isimlendirilen bu bdlgeden, en 6nemli
hormon gruplarindan biri olan ektisteroidler salgilanir. Ektisteroidler steroid
hormonlardir ve gomlek degistirme ile sonucglanan bir dizi fizyolojik olayi

baslatmaktan sorumludurlar (Meyer, 2005).

Bdcek vicudundaki diger bir hormon merkezi corpora cardiaca’dir. Bu yapi beynin
hemen yaninda bulunan aort duvarina yerlesmis bir néroglandular yapidir. Bu bez,
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boceklerde kolesteroliin ektizona donusiminde Onemli bir hormon olan
protorasikotropik hormonu (PTTH) salgilar (Gullan and Cranston, 2005).

Onemli hormon merkezlerinden biri olan corpus allata ise epitelden kdken alan ve
corpora cardiaca’nin hemen yakininda bulunan bir cift glandular yapidir. Bu
yapidan, metamorfozu ve Uremeyi kontrol etmekle gorevli 6nemli bir hormon olan

javenil hormon salgilanmaktadir (Gullan and Cranston, 2005).

Hormon merkezlerinden bir digeri ise nérosekretdr (néroendokrin) hicrelerdir. Bu
hiicreler boceklerin sinir sistemi boyunca yiginlar halinde bulunan modifiye sinir
hicreleridir. Bunlar bircok hormonun salgilanmasi igin gereklidirler (Gullan and
Cranston, 2005; Meyer, 2005).

beyin beyindeki ndrosekretdr hiicreler

oz

corpus cardiacum
norosekretor
hiicreler

corpus allatum

protorasik bez

norosekreton
hiicreler

oUAryUm

Sekil 2. 10. Boceklerde endokrin sistem (Gullan and Cranston, 2005)

Boceklerdeki bu yapilar birbirleriyle etkilesim halinde bulunurlar. Ornegin,
protorasik bezlerden ektisteroidlerin salgilanmasi i¢in bu bezlerin corpora cardiaca
tarafindan salgilanan PTTH ile uyariimasi gereklidir. Corpora cardiaca ise
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yalnizca beyindeki norosekretor htcrelerden bir sinyal aldiktan sonra PTTH
salgilar. Beyindeki norosekretor hicreler ayni zamanda corpora allata’nin da
aktivitesini duzenleyerek juvenil hormon salgilanmasini saglar (Sekil 2. 11)
(Meyer, 2005).

Corpora cardiaca

Corpora allata

Jivenil hormon

Larva

Pupa

Ektizon

Sekil 2. 11. Boceklerde hormon salgilanmasi
(http://cas.bellarmine.edul/tietjen/Laboratories/BioPix 4U/Imagel140.gif)

2.5. 2. Bocek Hormonlari

Bdceklerde bircok farkli hormon olmasina karsin biylime ve treme fonksiyonlari
icin temel 6neme sahip U¢ hormon tipi bulunmaktadir. Bunlar, ektisteroidler, javenil

hormonlar ve nérohormonlar (néropeptidler) dir.

2.5. 2. 1. Ektisteroidler

Ektisteroidler boceklerin sentezleyemedidi ve beslenme yolu ile disaridan almalari
gereken kolesterol gibi sterollerden olusmaktadir. Ektizon ve 20-hidroksiektizon
(20E) bu grubun en bilinen Gyeleridir (Gullan and Cranston, 2005).
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Ektizon hormonu, dider tim steroid hormonlar gibi bir kolesterol turevidir (Sekil 2.
12). Kolesteroliin ektizona donusimui bir seri enzimatik yolla protorasik bezde
gerceklesir (Thummel and Chory, 2002). Protorasik bezden ektizonun
salgilanmasi icin merkezi sinir sisteminden protorasikotropik hormonun (PTTH)
salgilanmasi gereklidir. Ektizon, bdceklerde protorasik bezden salgilanan temel
ektisteroid olmasina karsin periferal dokularda biyolojik olarak daha aktif bir form
olan 20-hidroksiektizona (20E) cevrilir (Baker et al., 2000).

HO
H H o

BiTKISEL STEROLLER =i KOLESTEROL —————p 7-DEHIDROKOLESTEROL —  KETODIOL

OH OH OH OH ¢
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HO™ *

HO™ HO™

Ho Ho

20-HIDROKSIEKTIZON (20E) <————  EKTIZON <————  2-DEOKSIEKTIZON g——— KETOTRIOL

Sekil 2. 12. Ektizon hormonun sentez basamaklari (Warren et al., 2002).

Ektizon miktarindaki degisimler gdmlek degistirme ve metamorfozu iceren bir dizi
gelisimsel cevabi baslatarak bocek yasam dongisunt kontrol eden gegici sinyaller
olarak is gorur ve temel gelisimsel degisimleri baslatir (Sekil 2. 13). Embriyonik
gelisim sirasinda meydana gelen hormonal dedisim 1. evre larvanin vicut planini
ortaya koyan morfogenetik hareketleri koordine ederken, 1. ve 2. larval evreler
sirasinda gerceklesen degisimler gomlek degdistirme sinyalini verir. 3. larval
evrenin sonunda meydana gelen ektizon miktarindaki degisim ise prepupal
basamagi baslatarak pupal kilifin olusumuna ve metamorfozun baslamasina
neden olur. Bu agsamada, larva beslenmesini sonlandirir ve salgiladigi yapiskan bir
madde ile pupalasmak icin uygun bir yere kendini sabitler. Bu sirada larval kilf

sertleserek metamorfoz boyunca organizmayi cevreleyecek olan pupal kilifa
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donusur. Larval dokular programli hiicre 6lumu ile yikilirken imajinal diskler ergin
kanat ve bacak taslaklarini olusturmak Uzere degisime ugrarlar ve ergin yapilarin
taslaklarini olusturmayi sardurdrler. Larvadan pupaya gecis sirasinda meydana
gelen ektizon miktarindaki degisim ile bas déntisime ugrar (evajinasyon), kanatlar
ve bacaklar uzar ve larval tukrik bezleri yikilir. Pupal evrede gerceklesen ektizon
miktarindaki degisim ise pupanin ergine farklilasmasina neden olur. Ektizon
hormonunun miktarindaki bu degisimler larvadan ergine gecisi saglar (Kozlova
and Thummel, 2000; Thummel, 2001; Gilbert, 2006).
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Sekil 2. 13. Gelisim basamaklari tizerine ektizonun etkisi
(http://www.biology.ualberta.ca/king-jones_lab/KKJ_lab/steroids_files/Lifecycle.jpg)

2.5. 2. 2. Juvenil hormonlar (JH)

Juvenil hormonlar, corpora allata tarafindan dretilir ve bir sesquiterpenoid
ailesinden olusur. JH sembold, JH-I, JH-11, JH-III ve JH-0 iceren bir hormon ya da

hormon karisimi anlamina gelmektedir. Bu hormonlarin metamorfozu kontrol
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etmek ve reproduktif gelisimin dizenlenmesi olmak Uzere iki temel gorevi vardir
(Gullan and Cranston, 2005). JH dretimi, larval evreler boyunca devam eder,
erginlige geciste inhibe edilir ve ergin birey Ureme ic¢in hazir oldugunda yeniden
aktive edilerek disi bireylerin ovaryumlarinda yumurta dretimini diizenler (Meyer,
2005).

2.5. 2. 3. Noérohormonlar

Norohormonlar, bocek hormonlarinin tglnci ve en genis sinifini olusturur. Bunlar
genellikle peptid yapisindadirlar ve bu nedenle néropeptidler olarak da
isimlendirilirler. Bu protein mesajcilar, ektisteroidlerin ve JH’larin salgilanmasini
saglayarak bocek gelisimi, homeostasis, metabolizma ve Uremenin birgok

asamasinda etkili bir rol oynarlar (Gullan and Cranston, 2005).

2. 6. Endokrin Bozucular (Cevresel Ostrojenler)

Son yillarda, pestisitler ve endistriyel kimyasallar gibi maddelerin canlhlar tzerine
olan hormon benzeri etkilerine ait 6nemli kanitlar elde edilmistir (Sonnenschein
and Soto, 1998). Bu bilesikler endokrin bozucular olarak isimlendirilmislerdir.
Endokrin bozucular, hayvanlarda ve insanlarda dogal hormonlar gibi davranabilen
veya bunlara zit etki gosterebilen sentetik kimyasallardan ve dogal bitki
bilesiklerinden olusmaktadir (White et al, 1994).

Endokrin sistem ile endokrin bozucularin nasil etkilestigine dair bircok teori vardir.

Bu teorilere gére endokrin bozucular:

< Bir hicrenin cekirdedindeki spesifik reseptor bélgelerine baglanarak dogal
hormon cevabini taklit edebilirler. Bu etkilesim agonistik etki olarak
isimlendiriimektedir.

S Hucre cekirdegindeki reseptér bolgelerine baglanarak dogal hormon
cevabini bloke edebilirler. Bu etkilesim antagonistik etki olarak
isimlendirilmektedir.

2 Hem antagonistik hem de agonistik etki gosterebilirler.
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< Dogal hormonlarin ve hormon reseptdrlerinin Uretimini ya da yikimini
degistirebilirler (Sonnenschein and Soto, 1998; e. hormone, 2004; Roepke
et al., 2005).

Endokrin bozucu endustriyel kimyasallarin etkilerini arastirmak icin yapilan
calismalarin ¢cogu omurgahlar tzerine yogunlagmistir. Oysa ki omurgasizlar,
hayvanlar alemindeki bilinen tirlerin %95’inden daha fazlasini temsil eder ve
ekosistemin yapisi ve fonksiyonu icin ¢ok 6nemlidir. Omurgasizlarda endokrin
fonksiyonunun bozulmasina ait orneklerin sinirli  olugu, bunlarin  hormonal
sistemlerinin  omurgalilara goére kismen daha az bilinmesindendir. Birgok
calismada, bu bilesiklerin endokrin bozulmasina neden olabilecegi belirtiimesine
karsin, bu zararl etkiler kolaylikla g6zden kacabilmekte ya da kolaylkla

Olcilememektedir (Hutchinson, 2002; Oehlmann and Schulte-Oehlmann, 2003).

Bu calismada kullanilan G¢ ayri endokrin bozucu bisfenol A (BPA), 4-nonilfenol
(4-NP) ve A4-tert-oktilfenol (4-tert-OP) ylUksek seviyedeki Uretimleri ve yaygin
kullanimlari nedeniyle dikkatleri Gzerine toplayan en énemli kimyasallardir (Xu et
al., 2005).

2. 6. 1. Bisfenol A (BPA)

2.6. 1. 1. Bisfenol A'nin yapisi ve kullanim alanl  ari

Bisfenol A (BPA), polikarbonat plastik ve epoksi recinesinin tretiminde kullanilan
onemli bir endustriyel kimyasaldir. Bu maddeler go6zlik lenslerinde, medikal
malzemelerde, CD ve DVD’lerde, yiyecek ve icecek kutularinin i¢ kaplamalarinda,
cep telefonlarinda, bilgisayarlarda, termal faks kagitlarinda, guvenlik kasklarinda,
kursun gecirmez malzemelerde, PVC pencerelerde, otomobil parcalarinda,
koruyucu giysilerde, toz boyalarda, polikarbonat siseler ve kaplarda (sut ve su
siseleri, bebek biberonlari), elektrik malzemeleri ve elektronik parcalarin
kaplamalarinda, dis dolgu malzemelerinde ve yapigkanlar gibi pek cok alanda
yaygin olarak kullaniimaktadir (Adachi et al.,, 2005; BPA INFO, 2002; WWF
European Toxics Programme Report, 2000). Bisfenol A’nin molekdler yapisi Sekil

2. 14'te, kimyasal 6zellikleri ise Cizelge 2. 1'de verilmektedir.
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Sekil 2. 14. Bisfenol A'nin molekdler yapisi

Cizelge 2. 1. Bisfenol A’nin bazi kimyasal 6zellikleri

Molekil Formulu Ci5H1602
Molekul A girli g1 228,29 g/mol
Yogunlu gu 1,20 g/cm?®
Erime Noktas 150-159°C
Kaynama Noktas| 220°C

Son yillardaki calismalar, BPA'nin yiyecek ve icecek kutularindan, polikarbonat
siselerden vyiyecek ve iceceklere, dis dolgularindan da tikurige sizdigini
gostermistir. icme sulart su borularinda kullanilan maddeler, kaynak sulari ise
depolama sirasinda kullanilan plastik siseler araciigiyla BPA ile kirlenmektedir
(Sonnenschein and Soto, 1998; Cok ve Oztok, 2003).

2.6. 1. 2. Bisfenol A'nin omurgasizlar tGzerine biy  olojik etkileri

Bisfenol A'nin biyolojik etkilere sahip oldugu ve disi cinsiyet hormonu 6strojeni
taklit ederek canlilari etkiledigi tespit edilmistir. Bu nedenle BPA, “endokrin
(hormon) bozucu” ya da “cevresel dstrojen” olarak tanimlanmistir ( WWF European

Toxics Programme Report, 2000).

Pek cok endokrin bozucu gibi BPA'nin etkileri, omurgali canlilar kullanilarak
belirlenmeye calisiimistir. Omurgasiz canlilarla 6zellikle de bdceklerle yapiimis
cok az sayida calisma bulunmaktadir. BPA'nin ektisteroidlerle iligkisini arastiran
bir calismada, Bl biyoanalizi adi verilen in vitro bir test ile bu bilesigin Drosophila

melanogasterde ektisteroid hormonlarla antagonistik etkilesim icinde oldugu
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belirlenmistir (Dinan et al., 2001). Bisfenol A’nin sucul bir bécek olan Chironomus
riparius’un (Diptera) gelisimi ve Uremesi Uzerine olan etkilerini arastiran bir
calismada, 78 ng/L ile 0.75 mg/L arasindaki dozlarda uygulanan maddenin
pupadan cikis zamaninda istatistiksel olarak anlamh bir gecikmeye neden oldugu
ve ergin cikis ylzdesini azalttigi saptanmistir (Watts et al., 2001). Ayni
arastirmacilarin yaptigi baska bir calismada (Watts et al., 2003), 10 ng/L ile 1
mg/L arasindaki dozlarda uygulanan BPA’'nin agiz parcalarinda deformasyona
neden oldugu, 1 mg/L BPA uygulamasinin ise larval gomlek degistirmeleri
geciktirdigi ve larval agirhgi azalttigi tespit edilmistir. Benzer bir calismada, C.
riparius’un yumurta ve larvalarina uygulanan BPA'nin gelisim (zerine etkileri
oldugu belirlenmigtir. Bu calismada, 2. evre C. riparius larvalan icin LCsy dozu
11.51 mg/L olarak belirlenmistir. Ayrica C. riparius’un 1. evre larvalarina 78 ng/L
ile 0.75 mg/L arasindaki dozlarda BPA uygulandiginda gelisimde gecikmeler
ortaya cikmistir (Segner et al., 2003). Bu calismalarda dizenli bir doz-cevap
iligkisine rastlanmamistir. C. riparius ile yapilan baska bir calismada, 4. evre larva
icin LCso degeri 6.03 mg/L olarak saptanmis ve bu degerden yola cikarak larvalara
0.001-100 pg/L arasindaki dozlarda BPA uygulanmistir. Biyume uzerine olan
etkiler icin larvalarin yas ve kuru agirliklarindaki degisimler incelenmis ve 0.001,
0.01 ve 0.1 pg/L BPA uygulamasinin kuru agirhklari arttirdigi belirlenmistir. Yas
agirhkta ise anlamli bir degisim gozlenmemistir. Uygulanan dozlar pupalasma ve

pupadan ¢ikis tzerine etkili olmamigtir (Lee and Choi, 2007).

lzumi ve arkadaslarinin (2008) karasinek Musca domestica ile yaptiklari bir
calismada, BPA'nin gelisim, blyime ve esey orani Uzerine etkileri arastiriimistir.
100 pg/kg ve 1000 pg/kg’lik BPA uygulamalari yumurtadan larvaya, larvadan
pupaya gecis oranini azaltmis ve pupadan ¢ikis zamanini ilk nesilde 23 saat, 2. ve
3. nesillerde 34 saat geciktirmistir. Bununla beraber, esey orani erkek bireylerden
yana artis gostermistir. Ayrica, 100 ug/kg BPA uygulamasi pupal agirlikta artisa,

1000 ng/kg’lik uygulama ise azalmaya neden olmustur.
Bisfenol A’'nin omurgasizlara etkileri, Lemos ve arkadaslari (2009) tarafindan

karasal bir omurgasiz olan Porcellio scaber (Crustacea: Isopoda) kullanilarak

arastiriimistir. BPA topraga karistirilarak ergin erkek isopodlara 10 hafta boyunca
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10, 30, 100, 300 ve 1000 mg BPA/kg toprak dozlarinda uygulanmis ve bu
maddenin gémlek degistirme ve toplam ektisteroid (20E) konsantrasyonu tzerine
etkileri belirlenmeye calisiimistir. Birer haftallk zaman araliklarinda goémlek
degistirme izlenmis ve BPA uygulamasinin gomlek degistirmeyi hizlandirdigi
saptanmigtir. Kontrol grubunda bireylerin %25'i ilk haftada, %50'si ise ikinci
haftada gomlek degistirirken BPA uygulanan gruptaki bireylerin %87.5’'i ancak 3.
haftada gomlek degistirmeye baslamistir. 28 glunlik uygulama sonucunda 10, 300
ve 1000 mg BPA/kg toprak dozlarinda 20E konsantrasyonunda artis ortaya ciktigi
gorulmustar. Calismanin diger bir bolimiinde ise juvenillere 10 hafta boyunca 10,
25, 50, 150 ve 300 mg BPA /kg toprak uygulanmis ve esey oranlari aragtiriimigtir.
10 mg/kg toprak BPA uygulamasi sonucunda 2 disiye karsilik 1 erkek birey (2:1)
olusurken daha ylksek dozlardaki uygulamalar kontrolden farkh bir oran (1:1)
vermemigtir. Lemos ve arkadaslarinin (2010) yaptigi benzer bir calismada,
BPA'nin P. scaberin buylmesi Uzerine etkileri erkek ergin bireyler ve eseysel
olarak farklilasmamis juaveniller kullanilarak arastirilmistir. BPA topraga
karistirilarak erginlere 10, 30, 100, 300 ve 1000 mg BPA/Kkg toprak, juvenillere ise
10, 25, 50, 150 ve 300 mg BPA/kg toprak dozlarinda uygulandiginda hem ergin
hem de juvenillerde agirhk ve boyut artiglarini baska bir deyigle buylimeyi
azaltarak gelisimsel toksisiteye yol acmistir. Ayni arastirmacilarin yaptigi baska bir
calismada (2010), BPA'nin P. scaber’in dremesi Uzerine etkileri arastiriimis ve
BPA uygulamalarinin (10, 30, 100, 300 ve 1000 mg BPA/kg toprak) ureme istegini
azalttigi ve yavru olusumunu %30 oraninda dusurdigu saptanarak ureme

toksisitesine neden oldugu belirlenmistir.

Endokrin bozucu kimyasallarin sucul bir omurgasiz olan Tigriopus japonicus
(Copepoda) tUzerine etkilerini arastiran bir calismada, 0.01, 0.1, 1, 10 ug/L BPA
uygulanan bireylerde gelisim ve Ureme olaylari incelenmistir. 24 saatlik atasal
bireylere 21 gin boyunca uygulama vyapilmis ve 2 nesil boyunca etkiler
gozlenmistir. Hayatta kalis, fekundite ve esey oraninda herhangi bir degisime
rastlanmamistir. Ancak 0.1 — 10 pg/L BPA uygulamalari gelisimde gecikmelere yol
acmistir. 1 ve 10 pg/L BPA uygulanan bireyler kontrole gore daha gec¢ eseysel
olgunluga ulagsmistir. Ortaya cikan etkiler F1 neslinde daha belirgin olarak

izlenmistir (Marcial et al., 2003).
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Roepke ve arkadaslar (2005) tarafindan yapilan bir ¢calismada, deniz kestanesi
embriyolarina 121.6 — 323.5 ng/L arasindaki dozlarda BPA uygulanmistir. Bu
calismanin sonunda, 226.5 ng/L’lik dozun en etkili doz oldugunu ve embriyolarin
gelisimini geciktirdigini saptamislardir. Deniz kestanesi Paracentrotus lividus’'un
sperm ve embriyolarinda BPA'nin spermiotoksik ve embriyotoksik etkilerini
arastiran baska bir calismada, bu canlinin sperm ve dollenmis yumurtalarina
300 — 3500 ug/L BPA uygulanmistir. Spermlere BPA uygulandiginda, spermlerin
dolleme basarisinda doza bagli bir azalma ve iskelet malformasyonlu larvalarin
sayisinda artma ortaya c¢ikmistir. DOllenmis yumurtalara yapilan uygulamalar ise
benzer sekilde buyiimede azalmaya ve iskelet deformasyonlari olarak ortaya ¢ikan
larval deformasyonlarda artisa yol agcmistir (Cakal Arslan and Parlak, 2008). Deniz
kestaneleri ile yapilan baska bir calismada, BPA'nin iki farkli kestane tlrinin
(Hemicentrotus pulcherrimus, Strongylocentrotus nudus) gelisimi Uzerine olan
etkileri arastirlmigtir. 0.1 — 2.5 yM arasindaki BPA uygulamalari embriyogenez
Uzerine etkili olmazken, yumurtadan c¢ikan jlvenillerin buydmesini baskilamistir
(Kiyomoto et al., 2006).

Omurgasiz canlilarla yapilan diger bir calismada, 1pg/L BPA uygulamasi, tath su
salyangozu Marisa cornuarietis digilerinde fazladan disilik organi olusumu, esey
bezlerinde blyime, artan disi 6limleriyle sonuclanan oviduct malformasyonlarina
yol acarken, deniz salyangozu Nucella lapillus disilerinde benzer sekilde esey
bezlerinde blylime ve oosit Uretiminde artisa, N. lapillus erkeklerinde ise kontrole
gore penis ve prostat bezi buyudkliginde azalmaya neden olmustur (Oehimann et
al., 2000). M. cornuarietis ile yapilan baska bir ¢alismada, 50 ve 100 ug/L BPA
uygulanmis ve bazi gelisim parametreleri Uzerine etkiler arastinimistir. Her iki doz
yumurtadan cikig suresini geciktirirken, 100 pg/L uygulamasi kalp atim hizini
azaltmig, yeni cikan bireylerin agirhgini artirmistir (Schirling et al., 2006). BPA'nin
M. cornuarietis'in fekunditesi, yumurtadan c¢ikisi ve blylumesine olan etkilerini
arastiran diger bir calismada ise, 0.1 — 640 ug/L arasinda degisen BPA
uygulamalarinin bu parametreler Gizerinde istatistiksel olarak anlaml bir etki ortaya

ctkarmadigi belirlenmistir (Forbes et al., 2008).

Evrimsel olarak ilkel bir omurgasiz olan Hydra oligactis'in eseyli ve eseysiz
uremesine BPA'nin toksik etkisini arastiran bir ¢alismada, 0.5 — 4 mg/L BPA
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uygulamalarinin her iki tUreme Uzerine de olumsuz etkileri oldugu saptanmigtir.
BPA'nin eseyli Ureme Uzerine etkileri testis ve yumurta olusumu incelenerek
arastinlmistir. 1 — 4 mg/L BPA uygulamalari testis olusumunu inhibe etmis ve
ortalama yumurta sayisini azaltmistir. 0.5 mg/L BPA uygulamasi ise etkKili
olmamigtir. Eseysiz Ureme Uzerine etkiler ise tomurcuklanma incelenerek
saptanmigtir. 1mg/L BPA uygulamasi tomurcuklanmayi uyarirken 2 ve 3 mg/L’lik
uygulama tomurcuklanmay! baskilamis, 4 mg/L ise tomurcuklanma hizini yari
yarlya azaltmistir. 0.5 mg/L’lik uygulama ise etkili olmamistir (Fukuhori et al.,
2005).

Bisfenol A'nin sucul bir omurgasiz olan tath su karidesi Hyalella azteca'ya olan
etkilerini arastiran bir calismada 1.1 mg/L BPA uygulamasi, buyime (uzunluk ve
agirhk) tzerine etkili olmazken disi basina ortalama yavru dol sayisini anlamli
derecede azaltmistir (Mihaich et al., 2009). Bagka bir ¢caligmada, BPA'nin tatlisu
suingeri Heteromyenia’'nin buyumesi ve gelisimi tUzerine etkileri incelenmis ve 16
ppm BPA uygulamasinin gelisimsel anormalliklere ve biyime hizinda

yavasglamaya neden oldugu saptanmigtir (Hill et al., 2002).

Endokrin bozucu kimyasallarin etkilerini arastiran bir calismada, biyolojik etki
belirleyici olarak, vitellogenez kullaniimistir. Boceklerde vitellogenez hormonal
kontrol altindadir ve yolk protein diizeyindeki degisimler hormonal bir bozulmay:i
gostermektedir. Bu calismada, Chironomus riparius’un 24 saatlik erkek ve disi
bireylerindeki yolk protein icerigi ELISA ile belirlenmistir. C. riparius erkeklerinde
1, 100 ve 3000 ug/L BPA uygulamasi yolk konsantrasyonunu kontrole gére %20-
25 azaltmistir. Disilerde ise yalnizca en yiksek uygulama dozu olan 3000 ug/L’'de
yolk konsantrasyonunda kontrole gore %10 azalma gorulmustir (Hahn et al.,
2002). Bir baska calismada ise, 50 upg/L BPA uygulamasinin midye Mytilus
edilus’un vitellogenin miktarinda artisa yol acgtigi saptanmistir (Aarab et al., 2006).

Literatirde bisfenol A’nin omurgasizlarin dmir uzunluguna etkisini arastiran bir

calismaya rastlanmamistir.
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2. 6. 2. Nonilfenol (NP)

2.6.2.1. Nonilfenoliin yapisi ve kullanim alanla ri

Nonilfenol alkilfenoller ailesine ait bir bilesiktir. Endustride yaygin olarak kullanilan
bir alkilfenol etoksilat olan nonilfenol etoksilatlarin yikim Granaduar. Bir alkilfenol
etoksilat molekuld, alkilfenol ve etoksilat olmak tzere iki kisimdan olusmaktadir.
Bu yapi, alkilfenol etoksilatlari suda ¢ozinir hale getirerek kirli ylizeylerden Kkirin
uzaklastirimasina yardim etmektedir. Nonilfenoller, deterjanlarin yapiminda, lastik
ve plastik endustrisinde kullaniimaktadirlar (Bechmann, 1999; Ying et al., 2002).
Bununla beraber, pestisit ve herbisitlerde, boyalarda, kisisel bakim urinlerinde
(Grisolia, 2004; Adachi et al., 2005), bebek biberonlarinda, oyuncaklarda (Cakal
Arslan and Parlak, 2007) ve kondomlarda kullaniimaktadirlar (Routledge and
Sumpter, 1996).

Alkilfenol etoksilatlar, atik su isleme merkezlerinin son UrinG olarak cevreye
salinan bilesiklerdir. Nonilfenol etoksilatlarin atik su isleme merkezlerindeki yikimi,
nonilfenol olusumuna neden olmaktadir (Bechmann, 1999). Nonilfenol etoksilatlar,
kagit endustrisinde, kagit yapim asamalari boyunca kullaniimaktadir (Latorre et
al., 2005; Cakal Arslan and Parlak, 2007). Bu fabrikalarin atiklari yoluyla nonilfenol
cevreye salinmaktadir. Bunlar, cevrede bulunan nonilfenollerin ve nonilfenol
etoksilatlarin en 6nemli kaynaklarindan birini olugturmaktadir (Ying et al., 2002).
Nonilfenoliin molekiler yapisi Sekil 2. 15'te, kimyasal 6zellikleri ise Cizelge 2. 2’de

verilmektedir.

OH

CH,(CH.)-CH,

Sekil 2. 15. Nonilfenoliin molekuler yapisi
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Cizelge 2. 2. Nonilfenolin bazi kimyasal 6zellikleri

Molekul Formali CisH240
Molekul A girli g1 220,25 g/mol
Yogunlu §u 0,94 glcm®
Erime Noktas| 44-45°C
Kaynama Noktas| 180-181°C

2. 6. 2. 2. Nonilfenoliin omurgasizlar tizerine biyo lojik etkileri

Nonilfenoller, cesitli endustri kollarinda en ¢ok kullanilan alkilfenollerdir. Bu derece
yuksek kullanimi bu madde Uzerine olan ilgiyi arttirmigtir. Yapilan arastirmalar
sonucunda, nonilfenoliin o6strojenik aktiviteye sahip oldugu ve organizmalarin
normal hormonal siklusunu bozdugu tespit edilmistir. Bu nedenle bu bilesik
“endokrin bozucu” olarak siniflandiriimistir (Soto et al., 1991; Bettinetti and Provini,
2002).

Nonilfenolin (NP) gelisim ve omur uzunlugu Uzerine olan etkileri farkh sucul
omurgasizlar kullanilarak test edilmistir. Kahl ve arkadaslari (1997) tarafindan
yapilan bir calismada, 4-NP uygulamasi, Chironomus tentans’in pupadan ¢ikisini,
esey oranini, ureme ve yumurta yasayabilirligini etkilememistir. Ancak yiksek
konsantrasyonlarda bazi yumurtalarda deformasyon go6zlenmistir. Benzer bir
sekilde, 31 pg/L 4-NP uygulanan sucul plankton Tisbe battagliai'de fekundite,
Omur uzunlugu, esey orani ya da gelisim zamani uygulamadan etkilenmemistir
(Bechmann, 1999). Bu calismalarin aksine, Meregalli ve arkadaslan (2001)
tarafindan yapilan bir calismada, Chironomus riparius larvalarina uygulanan 4-
NP'nin agiz parcalarinin deformasyonuna neden oldudu tespit edilmistir. Bu
calismada da belirtildigi gibi, agiz parcalarindaki deformasyonun hormonal bir

bozukluk sonucu olustugu dusunulmektedir.

Brown ve arkadaslarinin (1999) vyaptigi bir calismada, 10ug/L’lik 4-NP
uygulamasinin sucul bir omurgasiz olan ¢camur karidesi Corophium volutator’'un
biyumesinde ve hayatta kalma oraninda azalmaya neden olurken, disilerin

uretkenliginde ve erkeklerin anten uzunlugunda ise artmaya neden oldugu
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saptanmistir. Sucul bir omurgasiz olan Eurytemora affinis (Crustacea: Copepoda)
ile yapilan diger bir calismada, larvalara 4 - 44 pg/L arasindaki konsantrasyonlarda
4-NP uygulandiginda bu larvalarin bir larval basamaktan digerine gecemedigi ve
gomlek degistirmenin geciktigi belirlenmistir. Ancak fekundite ve yavru dol sayisi
uygulamalardan etkilenmemigstir (Forget-Leray et al., 2005). Nonilfenoltin etkilerini
arastiran diger bir calismada, karides Americamysis bahaia (Crustacea:
Mysidacea) juvenillerine 1, 3, 10 ve 30 pg/L NP uygulanmis ve bu maddenin
hayatta kalis, bliylime, eseysel gelisim ve gomlek degistirme Uzerine etkileri
arastirnilmistir. 7 gunluk juvenillere 14 gin boyunca uygulanan NP ortalama viicut
biyukluiguinde ve hayatta kalma oraninda azalmaya, gomlek degistirmede
gecikmeye neden olmustur. Esey oraninda ise herhangi bir degisim

belirlenmemistir (Hirano et al., 2009).

Nice ve arkadaslari (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada, sucul bir omurgasiz
olan istiridye Crassostrea gigas'a (Mollusca: Ostreidae) farkli konsantrasyonlarda
(0.1, 1, 10, 100, 1000 ve 10.000 pg/L) 4-NP uygulanmis ve bu canlinin 6zel bir
larval basamaga (D-sekline) gelisimi 8 saatlik araliklarla 72 saatlik bir zaman
periyodunda izlenmistir. Kontrol gruplarinda embriyolarin ¢cogunlugu 40. saatte D-
sekline ulasirken bu sitre en dusiuk 3 konsantrasyonda 48. saat, 100 ug/L
uygulamada 56. saate uzamistir. En ylksek 2 konsantrasyonda ise tim embriyolar
bu evreye ulasamadan 6lmustir. Gelisim siuresinde olugan gecikmenin yani sira
D-sekilli larvaya ulasan birey sayisinda da azalmalar ortaya c¢ikmistir. Bununla
beraber, 100 pg/L 4-NP uygulama grubunda larvalarin %73’tiinde deformasyonlar
gorulmustar. Bir baska calismada ise, 11 ppm ve 22 ppm NP uygulamasi tath su
sungeri Heteromyenia’'da gelisimsel anormalliklere yol agmis, 22 ppm’lik uygulama
iIse buyume hizinda istatistiksel olarak anlamli azalmalara neden olmustur (Hill et
al., 2002).

Ostrojenik kimyasallarin sucul bir omurgasiz olan Tigriopus japonicus (Copepoda)
Uzerine etkilerini arastiran bir ¢calismada, 0.01, 0.1, 1, 10 pg/L 4-NP uygulanan
bireylerde gelisim ve Ureme incelenmigtir. 24 saatlik atasal bireylere 21 gin
boyunca uygulama yapilimis ve 2 nesil boyunca etkiler gozlenmistir. Hayatta kalis,

fekundite ve esey oraninda herhangi bir degisime rastlanmamistir. Ancak 1 ve 10
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pHg/L 4-NP uygulamalari gelisimde gecikmelere neden olurken, 10 pg/L 4-NP
uygulanan bireyler kontrole gore daha ge¢ eseysel olgunluga ulasmistir. Ortaya

ctkan etkiler F1 neslinde daha belirgin olarak izlenmistir (Marcial et al., 2003).

Zhang ve arkadaslarinin (2003) yaptidi bir calismada, Daphnia magna (Crustacea)
erginlerine uygulanan 50 pg/L 4-NP’nin yenidoganlarda gelisimsel anormalliklere
yol actigr belirlenirken, fekundite ve esey oraninda herhangi bir degisime
rastlanmamistir. 800-1000 pg/L 4-NP uygulamasi ise embriyolarin gelisimini
tamamen durdurmustur. Benzer bir calismada, D. magna disilerine 3 hafta
boyunca 0.46 pyM ve 0.91 pM 4-NP uygulandiginda yavru doéllerde gelisimsel
anormallikler ortaya cikmistir. Kivrilmis ya da uzamamis kabuk dikenleri ve
gelismemis ilk antenler seklinde ortaya ¢ikan bu anormalliklerin doza bagli olarak
arttigi saptanmistir. Uygulamalar yavru dol sayisini etkilememis ancak 0.91 pM
NP uygulamasi anne bireylerde %50 oraninda letaliteye neden olmustur (LeBlanc
et al., 2000). Bagka bir calismada, Daphnia galeata erginlerine 10-100 pg/L NP
uygulanmis ve fekunditede azalma ve gelisimsel anormallikler tespit edilmistir
(Shurin and Dodson, 1997). Comber ve arkadaslarinin (1993) yaptig1 bir
calismada 0.13 mg/L NP uygulamasli, D. magna’nin ortalama yavru dol sayisinda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana getirmistir. D. magna
ile yapilan baska bir calismada, 100 pg/L NP uygulamasi fekunditede anlamh bir
azalmaya yol acarken, hayatta kalis ve yavru dol sayisi tzerine etkili olmamigtir
(Baldwin et al., 1997). Diger bir calismada, 50 pg/L NP uygulamasi tath su rotatoru
Brachionus calyciflorus digilerinin verimliginde azalmaya neden olmustur (Preston
et al., 2000).

Nonilfenolin deniz kestanesi Arbacia lixula embriyolari Uzerine embriyotoksik
etkilerini belirlemek igin yapilan bir ¢aligmada, 0.937 — 18.74 pg/L arasinda
degisen konsantrasyonlarda NP uygulamasinin bir takim gelisimsel bozukluklara
yol actigi saptanmistir. DusUk konsantrasyonlardaki uygulamalar iskelet
sisteminde bozukluklara yol acarken, vyiksek konsantrasyonlar mitozu
engelleyerek erken yasam basamaklarinda embriyolarin biylimesini inhibe
etmistir (Cakal Arslan and Parlak, 2007). Billinghurst ve arkadaslari (2001), kaya
midyesi Elminius modestus larvalarina 0.01 — 10 pg/l 4-NP uygulamis ve bu
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maddenin gelisim Gzerine etkilerini arastirmiglardir. NP uygulamasi ergin

buyudkligunde azalmaya neden olurken, larval gelisimi hizlandirmistir.

Nonilfenolin ektisteroidlerle iliskisini arastiran bir calismada, Drosophila
melanogaster'de BIl biyoanalizi adi verilen in vitro bir test ile bu bilesigin
ektistroidlerle antagonistik etkilesim icinde oldugu belirlenmistir (Dinan et al.,
2001).

Karasal bir omurgasiz olan Folsomia fimetaria (Collembola: Isotomidea) ile yapilan
bir calismada, NP’nin toksisitesi bircok farkli 6zellik incelenerek arastiriimistir.
Toprak ve atik su ile yapilan uygulamalarda %10 etki konsantrasyonlari (EC10)
saptanmistir. NP-toprak uygulamalarinda EC10 degerleri mortalite i¢cin 55 mg
NP/kg toprak, ergin biayukligu icin 32 mg NP/kg toprak, dreme icin 23 mg NP/kg
toprak olarak belirlenmistir.  Javenil bayOkligu ise bu uygulamadan
etkilenmemistir. NP-atik su uygulamalarinda ise EC10 degerleri mortalite i¢in 45
mg NP/kg toprak, ergin buyukligu icin 91 mg NP/kg toprak, Ureme igin 6 mg
NP/kg toprak, juvenil blayuklugu icin 23 mg NP/kg toprak olarak belirlenmistir
(Scott-Fordsmand and Krogh, 2004).

Endokrin bozucu kimyasallarin etkilerini arastiran bir calismada, hormonal
bozulma igin biyolojik belirleyici olarak kullanilan yolk protein icerigi Chironomus
riparius’un 24 saatlik erkek ve disi bireylerinde ELISA yontemi ile saptanmistir.
C. riparius erkeklerinde 1.9 — 30 ug/L NP uygulamasi yolk konsantrasyonunu
kontrole gbre %15 — 20 azaltirken, 2000 pg/L %7 artirmistir. Disilerde ise anlaml
bir etki g6zlenmemistir (Hahn et al., 2002).

2. 7. 3. Oktilfenol (OP)

2.7.3.1. Oktilfenoltn yapisi ve kullanim alanla i

Oktilfenol de tipki nonilfenol gibi alkilfenoller ailesine ait bir bilesiktir. Oktilfenoller,
deterjanlarin yapiminda, plastik endustrisinde (Bechmann, 1999; Ying et al.,
2002), kagit (Latorre et al., 2005), tekstil, deri ve metal (BAFU, 2007)

endustrilerinde, pestisitler, herbisitler, boyalar, antioksidanlarin sentezinde, kisisel
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bakim drinlerinde (Grisolia, 2004; Adachi et al., 2005), oyuncaklarda, bebek
biberonlarinda, kontakt lenslerde (Cakal Arslan and Parlak, 2007), kondomda ve
vajinal gebelik dnleyici ilagclarda spermisidal ajan olarak (Leung and Ballantyne,
1999) kullaniimaktadirlar.

Oktilfenol etoksilatlarin yikimi sonucunda oktilfenoller olusmaktadir (Warhurst,
1995). Oktilfenolleri kullanan fabrikalarin atiklari yoluyla oktilfenol cevreye
salinmaktadir. Bunlar, ¢cevrede bulunan oktilfenollerin en dnemli kaynaklarindan
birini olusturmaktadir (Ying et al., 2002). Oktilfenoliin molekuler yapisi Sekil
2.16'da, kimyasal 6zellikleri ise Cizelge 2. 3’te verilmektedir.

Sekil 2. 16. Oktilfenoliin molekuler yapisi

Cizelge 2. 3. Oktilfenoliin bazi kimyasal 6zellikleri

Molekul Formali C14H220
Molekdl A girh g1 206,36 g/mol
Yogunlu §u 0,89 g/cm®
Erime Noktas| 81-84 °C
Kaynama Noktas| 175°C

2. 4. 3. 2. Oktilfenoliin omurgasizlar tizerine biyo lojik etkileri

Oktilfenol ¢ok cesitli alanlarda sikhkla kullanilan en 6nemli alkilfenollerden biridir.
Yapilan arastirmalar sonucunda, oktilfenolin baliklar, amfibiler ve memelilerde
dstrojen hormonunu taklit ettigi ve organizmalarin normal hormonal siklusunu
bozdugu belirlenmistir. Bu nedenle bu bilesik “endokrin bozucu” olarak
siniflandinimistir (Soto et al., 1991; White, 1994; Zou and Fingerman, 1997).
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Oktilfenoliin omurgasiz canlilar tzerine olan etkilerini arastiran ¢ok az calisma
bulunmaktadir. Calismalar ¢ogunlukla omurgal canlilar kullanilarak yapilmigstir.
Oktilfenoliin (OP) omurgasiz canllar tzerine etkilerini arastiran calismalardan
birinde, sucul bir omurgasiz olan Daphnia magna’ya uygulanan 0.01, 0.02 ve
0.04 mg/L OP’nin gomlek degistirme Uzerine higbir etkisi bulunamamistir. Ancak
0.09 mg/L’lik dozun Daphnia icin toksik oldugu tespit edilmistir (Zou and
Fingerman, 1997). Andersen ve arkadaslari (2001) tarafindan yapilan diger bir
calismada, OP uygulamasi deniz omurgasizi Acartia tonsa (Copepoda)
larvalarinin geligsimini inhibe etmistir. Bir bagka ¢alismada, Roepke ve arkadaslar
(2005), deniz kestanesi (Strongylocentrotus purpuratus ve Lytechinus anamesus)
embriyolarina 0.035 - 0.489 ng/L arasinda degdisen dozlarda OP uygulamistir. Bu
calismanin sonunda, 0.174 ng/L’lik dozun en etkili doz oldugunu ve embriyolarin

gelisimini geciktirdigini saptamislardir.

Endokrin bozucu kimyasallarin sucul bir omurgasiz olan Tigriopus japonicus
(Copepoda) uzerine etkilerini arastiran bir calismada, 0.01, 0.1, 1, 10 pg/L p-tert-
oktilfenol (p-t-OP) uygulanan bireylerde gelisim ve Greme incelenmistir. 24 saatlik
atasal bireylere 21 gin boyunca uygulama yapiimis ve 2 nesil boyunca etkiler
gozlenmistir. Hayatta kalis ve esey oraninda herhangi bir degisime
rastlanmamistir. Ancak 0.1 ve 1 pg/L p-t-OP uygulamalari gelisimde gecikmelere
yol acmistir. Ortaya cikan etkiler F1 neslinde daha belirgin olarak izlenmistir. 1
Hg/L p-t-OP uygulamasi fekundite Uzerinde etkili olmus ve kontrole gore disi

basina yavru sayisini artirmistir (Marcial et al., 2003).

Omurgasiz canllarla yapilan diger bir calismada, tatll su salyangozu Marisa
cornuarietis ve deniz salyangozu Nucella lapillus’a 1 ile 100 pg/L arasinda degisen
konsantrasyonlarda OP uygulanmis ve 1ug/L uygulamasinda bir takim degisimler
g6zlenmistir. M. cornuarietis disilerinde fazladan digilik organi olugsumu, esey
bezlerinde blyime, artan disi olumleriyle sonuclanan yumurta kanali (oviduct)
malformasyonlari ortaya cikarken, N. lapillus disilerinin esey bezlerinde biyime ve
oosit Uretiminde artis ortaya cikmistir. N. lapillus erkeklerinde ise kontrole gore
penis ve prostat bezi buyukliginde azalma tespit edilmistir (Oehlmann et al.,
2000).
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Deniz kestanesi Arbacia lixula embriyolari Gzerine oktifenolin embriyotoksik
etkilerini belirlemek i¢in yapilan bir caligmada, embriyolara 5 — 160 pg/L arasinda
degdisen konsantrasyonlarda OP uygulanmis ve disik konsantrasyonlardaki
uygulamalarin  iskelet sisteminde  bozukluklara  yol actigi, yuksek
konsantrasyonlarin ise mitozu engelleyerek erken yasam basamaklarinda
embriyolarin buydmesini inhibe ettigi bulunmustur (Cakal Arslan and Parlak,
2007).

Oktilfenoliin  ektisteroidlerle iligkisini arastiran bir calismada, Drosophila
melanogaster’de B, biyoanalizi adi verilen in vitro bir test ile bu bilesigin herhangi
bir agonistik ya da antagonistik etkiye sahip olmadidi belirlenmistir (Dinan et al.,
2001).

Oktilfenoliin dmur uzunlugu Uzerine olan etkisi konusunda ise omurgasizlarda

yapilmis bir calismaya rastlanmamistir.

Yukarida 6rneklenmis calismalarda oldugu gibi pek ¢ok calismada, bu maddelerin
zararh etkilerini aragtirmak igin sucul omurgasizlar kullaniimigtir ve bunlar temel
omurgasiz gruplarinin tamamini temsil etmemektedir (Hutchinson, 2002). Ayrica,
cok cesitli omurgasiz turlerini endokrin bozucular olarak bilinen maddelere maruz
birakarak yapilan degisik laboratuvar ¢alismalari, bu maddelerin biyolojik etkilerini
tanimlamakta yetersiz kalmistir (Watts et al., 2001). Bu nedenle, bu tezde
endokrin bozucu olarak tanimlanan bu maddelerin gelisim biyolojisi ve 6mir
uzunlugu Uzerine olan etkilerine aciklik getirmek icin biyolojik deneylerde c¢ok
kullanigh bir organizma olan Drosophila melanogaster ile kapsaml bir calisma

yapilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Kullanilan Organizma

Bu calismada, Drosophila melanogasterin (Diptera, Drosophilidae) yabanil tipi

(wild type) Oregon soyuna ait larva ve erginler kullaniimistir.

Meyve (sirke) sinedi Drosophila melanogaster, 1900’lerden beri genetik
calismalarda kullanilan deneysel bir organizmadir. Drosophila’nin deney hayvani

olarak kullaniimasini kolaylastiran bazi 6zellikleri;

e Kiultirinin kolay olmasi,

e Cok sayida yavru vermeleri,

e Yagam dongulerinin kisa olmasi,

e Genetik ari dol olarak saklanabilmeleri,

e Kuguk yapil oluslari,

e Az sayida kromozoma sahip olmalari,

e Uclncl evre larvalarinda dev tukriik bezi kromozomlarinin bulunmasi,

e Ekonomik olusu,

seklinde siralanabilir (Graf et al., 1992, Rubin, 1988).

Deneyimizde kullanilan Drosophila melanogaster ‘in Oregon soyu, yuvarlak-kirmizi
gozli, normal kanat yapisina sahip ve herhangi bir mutant karakter tagimayan
yabanil tip bir soydur. ABD Oregon eyaletinden koéken alarak 1920’lerden beri
kullanilmaktadir. Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolumu Genetik
laboratuvarinda 1970 yilindan bu yana kendilestiriimis ve boylece genetik anlamda
ileri derecede homojen hale gelmis bir laboratuvar stogudur (Bozcuk, 1978; Unli
and Bozcuk, 1979a, b).

3. 2. Deney Ko sullari
3. 2. 1. Cevre ko sullan

Deneyler sirasinda kullanilan bittn stok kdlttrler ve kurulan deney sistemleri %50
— 60 bagil nem, 25£1°C sicaklik ile 12 saat aydinhk, 12 saat karanlik kosullarina
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sahip kultir odasinda tutuldu. Sadece deneylerin kurulmasi agsamasinda stoklar
kaltur odasindan cikarildi.

3. 2. 2. Besiyerinin hazirlanmasi

Laboratuvar stok kultiirleri, standart Drosophila besiyerinde (Unli, 1978)
tutulmaktadir. Standart Drosophila besiyerini hazirlamak icin gerekli maddeler,
misir unu, toz seker, bira mayasi, agar, distile su ve asit karisimidir (Cizelge 3. 1).
Asit karisimi anti — fungal amacli olarak, ortofosforik asit, propionik asit ve distile
su ile hazirlanir (Cizelge 3. 2). Asit karisimi disinda, diger maddeler belirli
Olculerde karistirilarak kaynatilir ve kisik ateste 5 — 10 dakika pigirilir. Bu sirenin
sonunda atesten alinir ve asit karigimi ilave edilerek iyice karistirilir. Hazirlanan
besiyeri sicakken 250 mL’lik kultir siselerine 4 — 5 cm ya da 2.5 x 7.5 cm
boyutlarindaki cam tiiplere 1 — 2 cm yukseklikte olacak sekilde dokualtr. Siselerin
ve tuplerin Ustl temiz kurutma kagitlari ile kapatilarak kurumaya birakilr.
Besiyerleri soguyup katilastiginda, siselerin ya da tuplerin agizlari hidrofob pamuk

ve gazli bezden yapiimis tipalarla kapatilir.

Cizelge 3. 1. Drosophila besiyeri icerigi (Unlu, 1978).

Kullanilan Madde Miktar
Misir Unu (g) 156 g
Seker (g) 141 ¢
Maya (g) 28,59
Agar (9) 99
Asit (mL) (Cizelge 3. 2'ye bakiniz) 9 mL
Distile su (mL) 1530 mL

Cizelge 3. 2. Drosophila besiyerinde kullanilan asit karigimi (Unlii, 1978).

Kullanilan Madde Miktar (mL)
Ortophosphorik Asit 83
Propionik Asit 836
Distile Su 1081
Toplam 2000
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Larva toplamak icin kullanilacak besiyerlerinin tzerine, yumurtlamayi arttirmak ve
larvalarin daha iyi beslenmelerini saglamak icin bira mayasi ve distile sudan
olusan bir karisim, besiyerinin tzerini tamamen kaplamayacak sekilde ilave edilir.
Burada bu karisimin besiyerinin yizeyini tamamen kaplamamasi ¢ok onemlidir;
kapladigi taktirde larvalar gerekli oksijeni alamaz ve hayatta kalamazlar (Roberts,
1986; Ashburner, 1989).

3. 2. 3. Bayiltma yontemi

Deneyler sirasinda, calisma kolayligi agisindan Drosophila erginleri eterize edilir.
Deneylerimizde ekonomik olusu nedeniyle eter yerine dietileter kullaniimigtir.
Bayiltma, 250 mL’lik bayiltma siselerine eter damlatiimis mantar tipa kapatilarak

yapilmistir.

Deneyimizde bayiltma (eterizasyon) iglemi, deney stoklarinin kurulmasi, kontrol ve
uygulama gruplarini olusturacak bireylerin toplanmasi ve yavru dol sayisinin

belirlenmesi sirasinda kullaniimistir.

3. 3. Larva Toplama

“Gelisim DoOnemlerinin  izlenmesi” deneyinde 72+4 saatlik Drosophila
melanogaster’in yabanil tip Oregon soyu larvalari kullaniimistir. Bu larvalar elde
etmek icin laboratuvarimizdaki Oregon soyu stoklardan ayni yasta, virjin disi ve
erkekler toplandi. Bireyler ¢ gunlik oldugunda 5 disi 10 erkek olacak sekilde
caprazlar yapildi. Burada bireylerin ¢ gunlik olmasinin nedeni, eseysel olarak
olgunlagsmasini saglamaktir. Capraza alinan bireyler, sekiz saat sonra kultur
siselerinden uzaklastirildi. Bu kilturlerden 72 + 4 saatlik L3 larvalari NaCl yontemi
ile elde edildi (Idaomar et al., 2002; Atli and Unlii, 2006). Bunun icin, kiltir siseleri
icine %20’lik NaCl ¢ozeltisi eklenir. Boylece larvalar, hipertonik ortamin etkisiyle
sivinin yiizeyinde toplanir. iginde larvalari barindiran sivi, tabani tikanan bir cam
huni igcine bosaltilir. Larvalarin tamami tuzlu suyun dsttiinde kaldigi icin huninin
tabani biraz acilarak hunideki sivinin fazlasi atilir. Tabani yeniden kapatilan
huninin icine bu kez yikama amagl olarak distile su konur. ince delikli bir bez ile
kapatildiktan sonra huninin tabani acilir. BoOylece larvalar bezin ylzeyinde
toplanmis olur. Elde edilen bu larvalar, icerisine %5’lik sikroz ¢ozeltisi emdirilmis
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kurutma kagitlar yerlestirilmis 2,5 x 7,5 cm ebatlarindaki cam ttplere, her tipe 80-
100 larva olacak sekilde itina ile yerlestirildi ve deneysel gruplar (kontrol grubu ve

uygulama gruplar) olusturuldu.

3. 4. Bisfenol A, 4-Nonilfenol ve 4-tert-Oktilfenol Cozeltilerinin Hazirlani g1 ve

Uygulamalarin Yapil si

Calisma kapsaminda Bisfenol A, 4-tert-oktilfenol ve 4-nonilfenol’iin 0.1 mg/L, 1
mg/L ve 10 mg/L’lik dozlar kullaniimistir. Kullanilan bu dozlar doz tarama
calismalarinin  sonuglarina ve bu konudaki mevcut literatire uygun olarak

secilmigtir.

Uygulamada kullanilacak ¢ozeltiler hazirlanirken kimyasal maddeler 1 mL aseton
icinde ¢6zulmus ve daha sonra %5’lik stikroz ¢ozeltisi ile istenilen miktara (1 litre)
tamamlanmistir. Bu nedenle %5’lik sukroz kontrol grubunun yanisira aseton
kontrol grubu da calismalara eklenmistir. Uygulanan maddeler i¢cin 10 mg/L’lik stok
cozeltiler hazirlanmis ve diger dozlar (1 mg/L ve 0.1 mg/L) seri sulandirma

yontemi ile elde edilmigtir.

3. 5. Geligim Dénemlerinin  izlenmesi

Uygulama, 2.5 x 7.5 cm boyutlarindaki bos steril tliplerin tabanina 2.5 cm capinda
10 kat filtre kagidi yerlestirilerek gerceklestirilmisti. Bu tlplere belirlenen
konsantrasyonlardaki maddelerden 1’er mL emdirilerek 72 + 4 saatlik 3. evre
larvalar bu ortamda 6 saat sureyle tutulmus ve bu slrenin sonunda standart
besiyeri iceren 250 mL’lik kultir siselerine her siseye 25 larva olacak sekilde
aktariimistir. Tim deneysel gruplar, gelisimleri takip edilmek tGzere kultir odasina
alinmis ve larvadan pupaya, pupadan ergine gecis sureleri ve sayilari 4 saatlik
araliklarla kaydedilmistir. Cikan erginlerden “gunlik ortalama yavru dol sayisinin

saptanmasi” deneyinde kullaniimak tzere virjin disiler toplanmistir.

3. 6. Gunluk Ortalama Yavru Dol Sayisinin ve E  sey Oraninin Saptanmasi

Bir disinin gunlik ortalama yavru dél sayisinin saptanmasi igin, endokrin bozucu
kimyasallar (BPA, 4-NP ve 4-tert-OP) uygulanan larvalardan gelisen virjin digiler

kullanildi. Kontrol ve uygulama larvalarindan gelisen ve 3 gunlik olan disilerle,
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bagka bir Oregon stogundan toplanan, uygulama gérmemis ayni yastaki erkekler,
1 disi 3 erkek olacak sekilde capraza alindi. Ilk pupa gérildiigiinde ergin bireyler
(ana — baba) atildi. ilk erginler cikmaya basladiktan sonra 10 giin boyunca 24 saat
ara ile yavru dol sayimi yapildi. Yavru dol sayimi sirasinda erkek ve disi sayilari

ayri ayri kaydedildi ve esey oranlari belirlendi.

3. 7. Gunluk Ortalama Yumurta Veriminin Saptanmasi

Gunluk ortalama yumurta veriminin saptanmasi deneyinde Drosophila
melanogaster Oregon soyuna ait 3. evre larvalar kullaniimigtir. Uygulama, 2.5 x
7.5 cm boyutlarindaki bos steril tlplerin tabanina 2.5 cm c¢apinda 10 kat filtre
kagidi yerlestirilerek gerceklestiriimigtir. Bu tlplere belirlenen konsantrasyonlardaki
maddelerden 1'er ml emdirilerek 72 * 4 saatlik 3. evre larvalar bu ortamda 6 saat
sureyle tutulmus ve bu sirenin sonunda standart besiyeri iceren 250 mL’lik kaltar
siselerine her giseye 25 larva olacak sekilde aktariimistir. Tum deneysel gruplar
kaltur odasina alinmig ve bu larvalardan ¢ikan virjin digiler toplanmigtir. Kontrol ve
uygulama disileri ile uygulama gérmemis baska bir Oregon stogundan toplanan
ayni yastaki erkekler 1 disi 3 erkek olacak sekilde bos kiltur siselerinde capraza
alindi. Yumurta sayimini kolaylikla yapabilmek icin bu kilttr siselerine besiyeri
iceren plastik tath kasiklar yerlestirildi. Boylece digilerin kasiklara yumurta
birakmasi saglandi. Bu sekilde her grup icin 25 sise ile deneylere baslandi.
Kazasal nedenlerle 6len disilerin bulundugu siseler iptal edildi. Olen erkeklerin

yerine ise yenileri konuldu.

Bu deneyde tum gruplar 25°C ve %50-60 bagil neme sahip kultir odasina alindi.
Kasiklar 24 saatlik araliklarla yenileri ile degistirildi ve diseksiyon mikroskobunda

incelenerek yumurta sayimi yapildi. Bu igslem 10 giin boyunca surduralda.
Yumurta sayiminin 10 gin sdre ile yapilmasi bu dénemde (Uretilen yumurta
sayisinin yasam boyu Uretilen yumurta sayisi ile yakin iligkili olmasi nedeniyledir

(Yesilada ve Bozcuk, 1995; Yesilada, 1999).

3. 8. Omir Uzunlu gunun Saptanmasi



Endokrin  bozucu kimyasallarin (BPA, 4-NP ve 4-tert-OP) Drosophila
melanogaster'in  d6mur uzunluguna olan etkisinin incelenmesi deneyinde
Drosophila melanogaster Oregon soyuna ait 3. evre larvalari kullanildi. Uygulama,
2.5 x 7.5 cm boyutlarindaki bos steril tiplerin tabanina 2.5 cm ¢apinda 10 kat filtre
kagidi yerlestirilerek gerceklestirildi. Bu tuplere belirlenen konsantrasyonlardaki
maddelerden 1'er ml emdirilerek 72 + 4 saatlik 3. evre larvalar bu ortamda 6 saat
sureyle tutuldu ve bu sirenin sonunda standart besiyeri iceren 250 mL’lik kaltar
siselerine her siseye 25 larva olacak sekilde aktarildi. Tum deneysel gruplar kalttr
odasina alindi ve bu larvalardan c¢ikan virjin digi ve erkekler toplandi. Toplanan
ergin bireylerden 110 disi ve 110 erkek ile deney gruplari olusturuldu. Erkek ve disi
bireyler, icinde standart besiyeri bulunan ttplere 10’arli gruplar halinde yerlestirildi.
Haftada iki kez taze besiyerine aktarimlar sirasinda oli sinekler (varsa)
kaydedilerek ortamdan uzaklastirildi. Aktarim sirasinda kagan bireyler toplam
sayidan dusuldi. Aktarimlar son birey 6lene kadar sirdirildi (Unli and Bozcuk,
1979).

3. 9. istatistiksel Yontemler

Gergeklestirilen deneylerin istatistikleri, SPSS 11.5 istatistik programi kullanilarak
yapildi. Gelisim donemlerinin izlenmesi deneyinde larvadan pupaya, pupadan
ergine gecis yuzdelerinin 6nem kontroll varyans analizi, larvadan pupaya gecis
surelerinin karsilastiriimasi ise iki degiskenli t — testi ile belirlendi. Glnluk ortalama
yavru dol sayisi, gunlik ortalama yumurta sayisi ve omur uzunluklarinin tespit
edilmesinde ise ANOVA testi kullanildi. Esey oraninin saptanmasinda khi-kare
testinden yararlanildi. Grafiklerin c¢iziminde SPSS 11.5 istatistik programi ve

Windows Excel programindan faydalanildi.
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4. BULGULAR
4. 1. Bisfenol A'nin Drosophila melanogaster Geligsimine Etkileri
4. 1. 1. Bisfenol A'nin Pupa Olu sumuna Etkisi

4.1.1.1. Larvadan pupaya geci s oranlari

Drosophila melanogaster’in yabanil Oregon soyunun bisfenol A (BPA) uygulanan
ve uygulanmayan larvalarindan pupalasanlar sayilarak larvadan pupaya gecis
yuzdeleri saptandi (Cizelge 4. 1). Kontrol ve aseton kontrol gruplarinda larvalarin
%96'sinin, 0.1 mg/L uygulama grubunda (Bl) %98inin, 1 mg/L uygulama
grubunda (B2) %95’inin, 10 mg/L uygulama grubunda (B3) ise %92’sinin
pupalastig1 saptandi.

Pupalasan larva sayisinda kontrol gruplarina gére Bl'de artma, B2 ve B3'te
azalma oldugu Cizelge 4. 1'de g6zlenmektedir. Ancak, Cizelge 4. 2'de goruldugu
gibi tek degiskenli varyans analizinin sonugclari, pupalasan larva sayisi agisindan
BPA uygulamalarinin etkisinin istatistiksel olarak anlamsiz oldugunu gostermistir
(p>0.05).

Cizelge 4. 1. Larvadan pupaya gecis oranlarinin BPA uygulama dozlarina gére
degisimi.

Grup Larva Sayisi Pupa Sayisi Oran = S.H. S.S.
Kontrol 100 96 96+1,63 3,266
Aseton Kontrol 100 96 96+2,31 4,619
0.1 mg/L (B1) 100 98 98+2,00 4,000
1 mg/L (B2) 100 95 95+1,92 3,830
10 mg/L (B3) 100 92 92+2,83 5,657

B: Bisfenol A uygulama grubu, S.H.: Standart hata, S.S.: Standart Sapma
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Cizelge 4. 2. Larvadan pupaya gecis degerlerinin varyans analizine gére énem
dereceleri (p>0.05).

Tﬁgﬁ; sd Oralama F Onemiilik
Gruplar arasi 7,680 4 0,00192 1,014 0,431
Gruplar ici 2,840 15 1,893
Toplam 3,608 19

sd: serbestlik dere

cesi

4.1.1. 2. Larvadan pupaya geci s sureleri

Drosophila melanogaster’in yabanil tip Oregon soyunda larvadan pupaya gecis

surelerine bisfenol A'nin etkisini arastirmak icin, 4’er saatlik araliklarla yapilan

sayimlarin sonuclari istatistiksel olarak karsilastirildi (Cizelge 4. 3). Ayrica

ortalama pupalasma surelerini karsilastiran bir grafik olusturuldu (Sekil 4. 1).

Cizelge 4. 3. Kontrol ve BPA uygulama gruplarinda ortalama pupalagma sureleri.

Ortalama Gruplar Arasi
Grup Grup Pupalagma S s Onem Kontroli
No Ismi Siresi (saat) T (Sadece anlamli
farklar)
1 |Kontrol 62,8 25,63
2 | Aseton Kontrol 63,1 25,82 1-3* 1-4*
1-5% 2-3*
3 [0.1 mg/L (B1) 65,8 24,78 o.4% D.5*
4 |1 mg/L (B2) 66,0 24,15
S |10 mg/L (B3) 65,3 24,93

B: Bisfenol A uygulama grubu, S.S.: Standart Sapma

* 1 p<0.05 seviyede anlamlidir.
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Sekil 4. 1. Kontrol (K), Aseton kontrol (AK), 0.1 mg/L (B1), 1 mg/L (B2) ve 10 mg/L
(B3) BPA uygulama gruplarinda pupalasma suresinin degisimi.

Kontrol grubunda larvalarda ortalama pupalasma zamani 62,8 saatken bu sure,
aseton kontrol grubunda 63,1 saat, 0.1 mg/L uygulama grubunda 65,8 saat, 1
mg/L uygulama grubunda 66,0 saat, 10 mg/L uygulama grubunda ise 65,3 saattir.
Bu veriler karsilastirildiginda uygulama gruplarinda, kontrol ve aseton kontrole
gore ortalama pupalasma suresinin arttigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlaml

oldugu (p<0.05) gorulmektedir.

4. 1. 2. Bisfenol A'nin Ergin Olu sumuna Etkisi

4.1.2.1. Pupadan ergine geci s oranlari

Drosophila melanogaster’in bisfenol A (BPA) uygulanan ve uygulanmayan
gruplarinda, yabanil tip Oregon soyunun pupadan ergine gegis yuzdeleri saptandi
ve istatistiksel olarak karsilastirldi. Cizelge 4. 4’'te goéruldugu gibi, kontrol ve
aseton kontrol gruplarinda pupalarin % 93,75’i, 0.1 mg/L uygulama grubunda
(B1) % 89,80’i, 1 mg/L uygulama grubunda (B2) % 85,26’siI ve 10 mg/L uygulama
grubunda (B3) % 92,39'u erginlesmistir.

Cizelge 4. 4 incelendiginde, erginlesen pupa sayisinda kontrol ve aseton kontrole
gore tum uygulama gruplarinda azalma goOzlenmektedir. Ancak bu azalislar
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istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Cizelge 4. 5'te verilen varyans analizi
sonuclarina gore, %95 guven araliginda, erginlesen pupa sayisinin BPA

uygulamalarindan etkilenmedigi gérilmektedir (p>0.05).

Cizelge 4. 4. Pupadan ergine gecis oranlarinin BPA uygulama dozlarina goére
degisimi.

Grup Pupa Sayisi | Ergin Sayisi | Oran + S.H. S. S.
Kontrol 96 90 93,75+ 2,12 4,242
Aseton Kontrol 96 90 93,75 +2,18 4,359
0.1 mg/L (B1) 98 88 89,80 +1,32 2,630
1 mg/L (B2) 95 81 85,26 +5,12 0,102
10 mg/L (B3) 92 85 92,39 + 3,15 6,292

B: Bisfenol A uygulama grubu, S. H.: Standart hata, S.S.: Standart Sapma

Cizelge 4. 5. Pupadan ergine gecis degerlerinin varyans analizine gére 6nem
dereceleri (p>0.05).

f:prg;rl sd Org";‘é"a F Onemlilik
Gruplar arasi 2,159 4 5,397 1,434 0,271
Gruplar ici 5,645 15 3,763
Toplam 7,804 19

sd: serbestlik derecesi

4.1.2.2. Pupadan ergine geci s sureleri

Drosophila melanogaster’'in yabanil tip Oregon soyunda pupadan ergine gecis
surelerine bisfenol A'nin etkisini arastirmak igin, 4’er saatlik araliklarla yapilan
sayimlarin sonuclari istatistiksel olarak karsilastirildi. Kontrol ve aseton kontrol
grubu pupalarinda ortalama erginlesme zamani 79,4 saat iken bu sire, 0.1 mg/L
uygulama grubunda 80,7 saat, 1 mg/L uygulama grubunda 80,2 saat, 10 mg/L
uygulama grubunda ise 80,3 saattir (Cizelge 4. 6). Bu veriler karsilastinidiginda
uygulama gruplarinda, kontrol ve aseton kontrole gore ortalama erginlesme
suresinin arttigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05)
gorulmektedir. Ortalama erginlesme sdrelerine ait grafikler $Sekil 4. 2'de

gOzlenmektedir.
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Cizelge 4. 6. Kontrol ve BPA uygulama gruplarinda ortalama erginlesme sureleri.

Ortalama Gruplar Arasi Onem
Grup Grup Erginle sme S s Kontrollui (Sadece

No Ismi Siresi (saat) C anlamh farklar)

1 [Kontrol 79,4 32,17

2 | Aseton Kontrol 79,4 31,67 1-3* 1-4*
1-5% 2-3*

3 0.1 mg/L (B1) 80,7 31,67 > a4t 2.5

4 |1 mg/L (B2) 80,2 31,97

5 |10 mg/L (B3) 80,3 32,17

*

Erginlesme slresi (saat)

a2z

: Bisfenol A uygulama grubu, S.S.: Standart Sapma
: p<0.05 seviyede anlamlidir.
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Sekil 4. 2. Kontrol (K), Aseton kontrol (AK), 0.1 mg/L (B1), 1 mg/L (B2) ve 10 mg/L
(B3) BPA uygulama gruplarinda erginlesme suresinin degisimi.
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4. 1. 3. Bisfenol A'nin Gunltk Yavru D6l Sayisi Ort  alamasina ve E sey Oranina
Etkisi

Gunluk ortalama yavru dol sayisi ortalamasini ve esey oranini saptamak igin,
“gelisim dénemlerinin izlenmesi” deneyinde kontrol, aseton kontrol, 0.1mg/L BPA,
1mg/L BPA ve 10mg/L BPA uygulama gruplarina ait larvalarin gelisimiyle elde
edilen virjin disiler kullanildi. Bu disilerle, muamele gérmemis baska bir Oregon
stogundan toplanan ayni yastaki erkekler 19 X 33 olacak sekilde ¢apraza alindl.
Ik pupa gorildugiinde ergin bireyler (ana — baba) morga atildi. 10 giin boyunca
24 saat ara ile yavru dol (erkek ve disi) sayimi yapildi. Bundan sonra uygulama
gruplarinin ortalama yavru dol sayilari, kontrol ve aseton kontrol gruplarindaki

ortalama yavru dol sayilari ile kargilastirildi.

Gunluk ortalama yavru dél sayisi kontrol grubunda 5,72 = 0,24, aseton kontrol
grubunda 5,68 + 0,24, 0.1mg/L uygulama grubunda (B1) 4,85 + 0,33, 1mg/L
uygulama grubunda (B2) 4,62 + 0,30, 10mg/L uygulama grubunda (B3) 5,51 +
0,35 olarak saptandi (Cizelge 4. 7).

Cizelge 4. 7. BPA uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster Oregon
soyunda bir disinin guinlik ortalama yavru dol sayisi.

Gnlik Gruplar
_ Yavru Arasi Onem
Grup Grup Disi y Ortalama N
b Dol N S.S. Kontroll
No. Ismi Sayisl Savis| Yavru Dol (Sadece
y Sayisl £+ S.H.
anlamli
farklar)
1 |Kontrol 64 3659 572+0,24 | 6,073 1-3*
2 | Aseton Kontrol 54 3070 5,68+0,24 | 5,495 1-4*
3 |0.1 mg/L (B1) 30 1457 4,85+0,32 | 5,683 0.3+
4 |11 mg/L (B2) 33 1526 4,62 +£0,30 | 5,399 .
5 |10 mg/L (B3) 32 | 1762 | 551+0,35 | 6,347 24

B: Bisfenol A uygulama grubu, S.H.: Standart Hata, S.S.: Standart Sapma
* 1 p<0.05 seviyede anlamlidir.
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Cizelge 4. 7'de goruldugu gibi, 0.1mg/L (B1) ve 1mg/L (B2) uygulama gruplarinda
kontrol ve aseton kontrol grubuna gore ortalama yavru dol sayisinda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma (p<0.05) gdzlenmistir. Diger gruplarda gozlenen ufak

sapmalar istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

Yavru dol sayimi sirasinda disi ve erkek birey sayilari ayri ayri kaydedilmis ve
BPA'nin esey orani Uzerine olan etkisi arastiriimistir. Yapilan khi-kare testi
sonucunda %95 guven aralhiginda BPA'nin D. melanogaster’in esey orani Gizerine

etkisi olmadigi saptanmistir (Cizelge 4. 8).

Cizelge 4. 8. BPA uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster Oregon
soyunda esey oranlari.

Disi Erkek Toplam Erkek ve Digi Ese
Gl\zgp Ci;srrl:ﬁ Yg\érlu Yg\érlu Ya?/FuaDél Oranindaki Earklzry
' Sayisi | Sayisi Sayisi (Sad;ece anlamli
arklar)

1 Kontrol 1861 1798 3659

2 Aseton Kontrol 1533 1537 3070

3 0.1 mg/L (B1) 733 724 1457

4 1 mg/L (B2) 758 768 1526

5 10 mg/L (B3) 872 890 1762

B: Bisfenol A uygulama grubu

4. 1. 4. Bisfenol A’'nin Ginlik Yumurta Verimi Ortal amasina Etkisi

Drosophila melanogaster Oregon soyuna ait 3. evre larvalarina 0.1mg/L, 1mg/L ve
10mg/L BPA uygulandi ve bu larvalardan gelisen virjin disiler toplandi. Bu disiler,
muamele gormemis erkekler ile 1 disi 3 erkek olacak sekilde caprazlandi. Tum
gruplar 25°C ve %50 — 60 bagil neme sahip kultir odasina alinarak 24 saatlik
surelerle yumurta sayimi yapildi. Bu islem 10 giun boyunca sudrduruldid. Gunluk
ortalama yumurta sayilari ve ortalamalar arasi 6nem kontrolleri Cizelge 4. 9'da

verilmektedir.
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Cizelge 4. 9. BPA uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster Oregon
soyunda bir diginin gunlik ortalama yumurta verimi.

- Gruplar
O(?tl;rr;l:rl:a Arasi Onem
Grup Grup Disi | Yumurta Kontroll
c n Yumurta S.S.
No. Ismi Sayisi | Sayisl S (Sadece
ayisl £
SH anlamli
T farklar)
1 Kontrol 25 1712 6,85+0,52 | 8,147
2 Aseton Kontrol 25 1770 7,08+0,52 | 8,163 | 1.3x 2.3*
3 0.1 mg/L (B1) 25 1068 4,27 +0,25 | 4,007 1.4+ 2.q*
4 1 mg/L (B2) 25 1093 4,37 £0,27 | 4,344 . i
5 |10 mg/L (B3) 25 1175 | 4,70+0,31 | 4,861 | 1" 2O

B: Bisfenol A uygulama grubu, S.H.: Standart Hata, S.S.: Standart Sapma
* :p<0.05 seviyede anlamlidir.

Yapilan sayimlar sonucunda gunliik ortalama yumurta sayisi, kontrol grubunda
6,8510,52, aseton kontrol grubunda 7,08+0,52, 0.1mg/L uygulama grubunda (B1)
4,27+0,25, 1mg/L uygulama grubunda (B2) 4,37+0,27, 10mg/L uygulama
grubunda (B3) ise 4,70+0,31 olarak bulundu (Cizelge 4. 9).

Tdm gruplar icin digi basina gunlik ortalama yumurta veriminin zamana bagli

degisimi Sekil 4. 3'te verilmektedir. Grafik incelendiginde, tim BPA uygulama

gruplarinda yumurta veriminin kontrol gruplarina gére azaldigi gbze carpmaktadir.
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Sekil 4. 3. Farkli dozlarda BPA uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D.
melanogaster Oregon soyunda bir disinin gunlik ortalama yumurta veriminin
zamana bagli degisimi.

Yapilan istatistiksel analizler, tim uygulama gruplarinda ortalama yumurta
veriminin kontrol ve aseton kontrol gruplarina gore anlamli bir sekilde azaldigini
(p<0.05) gostermigtir.  Ancak doza bagh olarak kademeli bir azalma

g6zlenmemisgtir.

4. 1. 5. Bisfenol A'nin Omir Uzunlu  guna Etkisi

Drosophila melanogaster Oregon soyuna ait 3. evre larvalarina 0.1mg/L, 1mg/L ve
10mg/L BPA uygulandi ve bu larvalardan gelisen virjin digi ve erkekler toplandi.
Toplanan ergin bireylerden 110 digi ve 110 erkek ile deney gruplari olusturuldu.
Erkek ve disi bireyler, icinde standart besiyeri bulunan tuplere 10’arli gruplar
halinde yerlestirildi. Her doz icin 6len disi ve erkek bireylerin sayisi kaydedildi.
Ortalama 0mur uzunluklari ve ortalamalar arasi Gnem kontrolleri Cizelge 4. 10 ve

Cizelge 4. 11'de verilmektedir.

Yapilan hesaplamalar sonucunda disilerin ortalama ©omir uzunludu, kontrol
grubunda 74,77 £ 1,13 gln, aseton kontrol grubunda 75,12 + 1,18 giin, 0.1mg/L
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uygulama grubunda (B1) 75,19 + 1,18 guin, 1mg/L uygulama grubunda (B2) 71,58
+ 1,06 gin, 10mg/L uygulama grubunda (B3) ise 71,58 + 1,07 guin olarak bulundu
(Cizelge 4. 10).

Cizelge 4. 10. BPA uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster
Oregon soyu digilerinin ortalama émur uzunluklart.

Gruplar Arasi
Ortalama Onem
Grup Grup Disgi Omiir Ss Kontrol
No. Ismi Sayisl Uzunlu gu " (Sadece
(Gun) £ S.H. anlamli
farklar)
1 Kontrol 103 74,77 £1,13 11,52
2 Aseton Kontrol 105 75,12+1,18 12,06 2.4*
3 0.1 mg/L (B1) 103 75,19 +1,18 12,03 5.5
4 1 mg/L (B2) 103 71,58 + 1,06 10,72
5 10 mg/L (B3) 106 71,58 £1,07 10,98

B: Bisfenol A uygulama grubu, S.H.: Standart Hata, S.S.: Standart Sapma
* :p<0.05 seviyede anlamlidir.

Kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak fark yoktur (p>0.05). Cizelge 4.10'da
goruldugu gibi, Img/L (B2) ve 10mg/L (B3) uygulama gruplarinda aseton kontrol
grubuna gore ortalama omir uzunlugunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
(p<0.05) go6zlenmigtir. Diger gruplarda gozlenen ufak sapmalar istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0.05).

Oregon digileri i¢in, kontrol, aseton kontrol ve uygulama gruplari igin ¢izilen émdar
egrileri Sekil 4. 4'te gorilmektedir. Omir egrileri incelendiginde de B2 ve B3

uygulama gruplarinin 6mur uzunlugundaki azalma goze carpmaktadir.
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Sekil 4. 4. BPA uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster Oregon
soyu disilerinin ortalama 6émur uzunlugu egrileri.

D. melanogaster erkeklerinin ortalama omir uzunlugu, kontrol grubunda 68,20 +

1,20 gun, aseton kontrol grubunda 70,06 = 1,18 giin, 0.1mg/L uygulama grubunda
(B1) 72,73 £ 1,33 gun, 1mg/L uygulama grubunda (B2) 66,47 = 1,28 gun, 10mg/L

uygulama grubunda (B3) ise 69,51 + 1,10 giuin olarak bulundu (Cizelge 4. 11).

Cizelge 4. 11. BPA uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster
Oregon soyu erkeklerinin ortalama émar uzunluklari.

Gruplar Arasi
Ortalama Onem
Grup Grup Erkek Omdr S S Kontrol
No. Ismi Sayisi Uzunlu gu " (Sadece
(Gln) £ S.H. anlamli
farklar)
1 Kontrol 97 68,20 +£1,20 11,77
2 Aseton Kontrol 105 70,06 +£1,18 12,11 1-3*
3 0.1 mg/L (B1) 106 72,73 +1,33 13,66 0.3%
4 1 mg/L (B2) 103 66,47 +£1,28 13,03 .
5 10 mg/L (B3) 96 | 69,51+1,10 | 10,79 2-4

B: Bisfenol A uygulama grubu, S.H.: Standart Hata, S.S.: Standart Sapma
* :p<0.05 seviyede anlamlidir.
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Istatistiksel karsilastirmalarda, kontrol ve aseton kontrol grubu erkeklerinin émiir
uzunluklari arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur (p>0.05). 1mg/L (B2)
uygulama grubunun omir uzunlugunda ise aseton kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli bir azalma (p<0.05) vardir. 0.1mg/L (B1) uygulama
grubunun 6mur uzunlugu, kontrol ve aseton kontrol gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli olarak uzamistir (p<0.05). Diger gruplarda gozlenen ufak sapmalar

istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

Oregon erkekleri igin, kontrol, aseton kontrol ve uygulama gruplari igin ¢izilen 6mdar
egrileri Sekil 4. 5'te gorulmektedir. Omir egrileri incelendiginde de B1 uygulama
grubunun 6mur uzunlugundaki artma, B2 uygulama grubunun 6mur uzunlugundaki

azalma goze carpmaktadir.
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Sekil 4. 5. BPA uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster Oregon
soyu erkeklerinin ortalama émir uzunlugu egrileri.
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4. 2. 4-Nonilfenolin Drosophila melanogaster Geligsimine Etkileri
4. 2. 1. 4-Nonilfenoliin Pupa Olu sumuna Etkisi

4.2.1.1. Larvadan pupaya geci s oranlari

Drosophila melanogasterin yabanil Oregon soyunun 4-nonilfenol (4-NP)
uygulanan ve uygulanmayan larvalarindan pupalasanlar sayilarak larvadan
pupaya gecis yluzdeleri saptandi (Cizelge 4. 12). Kontrol ve aseton kontrol
gruplarinda larvalarin %96’sinin, 0.1 mg/L uygulama grubunda (N1) %98'’inin, 1
mg/L uygulama grubunda (N2) %99’'unun, 10 mg/L uygulama grubunda (N3) ise
%93’'Unun pupalastig1 saptandi.

Cizelge 4. 12. Larvadan pupaya gecis oranlarinin 4-NP uygulama dozlarina gére
degisimi.

Grup Larva Sayisi | Pupa Sayisi | Oran =S.H S.S.
Kontrol 100 96 96+1,63 3,266
Aseton Kontrol 100 96 96+2,31 4,619
0.1 mg/L (N1) 100 98 98+2,00 4,000
1 mg/L (N2) 100 99 99+1,00 2,000
10 mg/L (N3) 100 93 93+1,92 3,830

N: Nonilfenol uygulama grubu, S. H. : Standart hata, S.S.: Standart Sapma

Pupalasan larva sayisinda kontrol gruplarina gére N1 ve N2'de artma, N3'te ise
azalma oldugu Cizelge 4. 12’de g6zlenmektedir. Ancak, Cizelge 4. 13’te goruldugu
gibi tek degiskenli varyans analizinin sonuclari, pupalasan larva sayisi agisindan
4-NP uygulamalarinin etkisinin istatistiksel olarak anlamsiz oldugunu gostermistir
(p>0.05).

Cizelge 4. 13. Larvadan pupaya gecis degerlerinin varyans analizine gore dnem
dereceleri (p>0.05).

Tﬁgﬁ; sd Oralama F Onemlilik
Gruplar arasi 8,480 4 2,120 1,590 0,228
Gruplar ici 2,000 15 1,333
Toplam 2,848 19

sd: serbestlik derecesi
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4.2.1.2. Larvadan pupaya geci s sureleri

Drosophila melanogaster’in yabanil tip Oregon soyunda larvadan pupaya gecis
surelerine 4-nonilfenoliin etkisini arastirmak igin, 4’er saatlik araliklarla yapilan
sayimlarin sonuglari istatistiksel olarak karsilastirildi. Kontrol grubunda larvalarda
ortalama pupalagsma zamani 62,8 saatken bu sire, aseton kontrol grubunda 63,1
saat, 0.1 mg/L uygulama grubunda 63,2 saat, 1 mg/L uygulama grubunda 64,3
saat, 10 mg/L uygulama grubunda ise 63,7 saattir (Cizelge 4. 14). Bu veriler
karsilastirildiginda uygulama gruplarinda, kontrol ve aseton kontrole gére 1 mg/L
ve 10 mg/L uygulama gruplarinda ortalama pupalasma suresinin arttigi ve bu
artisin istatistiksel olarak anlamh oldugu (p<0.05) go6rulmektedir. Ortalama
pupalasma surelerine ait grafikler Sekil 4. 6’da gézlenmektedir.

Cizelge 4. 14. Kontrol ve 4-NP uygulama gruplarinda ortalama pupalasma
sureleri.

G Ortalama ‘Gruplar Arasi

Grup i rup Pupalasma S.S. Onem Kontroli

No sm Siresi (saat) (Sadece anlamli

farklar)

1 |[Kontrol 62,8 25,63

2 | Aseton Kontrol 63,1 25,82 L en

3 0.1 mg/L (N1) 63,2 25,87 2:4*

4 |1 mgl/L (N2) 64,3 25,11 oG

S5 |10 mg/L (N3) 63,7 25,85

N: Nonilfenol uygulama grubu, S.S.: Standart Sapma
* 1 p<0.05 seviyede anlamlidir.
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Sekil 4. 6. Kontrol (K), Aseton kontrol (AK), 0.1 mg/L (N1), 1 mg/L (N2) ve 10 mg/L
(N3) 4-NP uygulama gruplarinda pupalagsma siresinin degisimi.

4. 2. 2. 4-Nonilfenoliin Ergin Olu sumuna Etkisi

4.2.2.1. Pupadan ergine geci s oranlari

Drosophila melanogaster'in 4-nonilfenol (4-NP) uygulanan ve uygulanmayan
gruplarinda, yabanil tip Oregon soyunun pupadan ergine gegis yuzdeleri saptandi
ve istatistiksel olarak karsilastirildi. Cizelge 4. 15'te goéruldigu gibi, kontrol ve
aseton kontrol gruplarinda pupalarin %93,75’i, 0.1 mg/L uygulama grubunda (N1)
%90,82’si, 1 mg/L uygulama grubunda (N2) %94,95’i ve 10 mg/L uygulama
grubunda (N3) ise %93,55’i erginlesmistir.

Cizelge 4. 15 incelendiginde, erginlesen pupa sayisinda kontrol ve aseton kontrole
gore N1 ve N3'te azalma, N2'de ise artma gdzlenmektedir. Ancak bu degisimler
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Cizelge 4. 16’da verilen varyans
analizi sonuclarina gére, %95 guven araliginda, erginlesen pupa sayisinin 4-NP

uygulamalarindan etkilenmedigi goérilmektedir (p>0.05).
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Cizelge 4. 15. Pupadan ergine gecis oranlarinin 4-NP uygulama dozlarina gére

degisimi.

Grup Pupa Sayisi | Ergin Sayisi Oran +S.H S.S.
Kontrol 96 90 93,75+2,12 4,242
Aseton Kontrol 96 90 93,75+2,18 4,359
0.1 mg/L (N1) 98 89 90,82+6,61 0,132
1 mg/L (N2) 99 94 94,95+1,92 3,830
10 mg/L (N3) 93 87 93,55+2,61 5,227

N: Nonilfenol uygulama grubu, S. H. : Standart hata, S.S.: Standart Sapma

Cizelge 4. 16.

dereceleri (p>0.05).

Pupadan ergine gecis degerlerinin varyans analizine gére dnem

Kareler

Ortalama

Toplami sd Kare F Onemlilik
Gruplar arasi 3,557 4 8,894 0,175 0,948
Gruplar ici 7,609 15 5,073
Toplam 7,965 19

sd: serbestlik dere

cesi.

4.2.2.2. Pupadan ergine geci s sureleri

Drosophila melanogaster’'in yabanil tip Oregon soyunda pupadan ergine gecis

surelerine 4-nonilfenoliin etkisini arastirmak icin, 4’er saatlik araliklarla yapilan

sayimlarin sonuglari istatistiksel olarak karsilastirildi (Cizelge 4. 17, Sekil 4. 7).

Cizelge 4. 17. Kontrol ve 4-NP uygulama gruplarinda ortalama erginlesme

sureleri.
G Ortalama ‘Gruplar Arasl

Grup i rup Erginle sme S. S. Onem Kontroli

No sm Siresi (saat) (Sadece anlamli

farklar)

1 [Kontrol 79,4 32,17

2 | Aseton Kontrol 79,4 31,67 o

3 0.1 mg/L (N1) 75,2 33,08 2:3*

4 |1 mg/L (N2) 75,2 32,59 2.4*

S5 |10 mg/L (N3) 79,3 32,88

N: Nonilfenol uygulama grubu, S.S.: Standart Sapma
* . p<0.05 seviyede anlamlidir.
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Sekil 4. 7. Kontrol (K), aseton kontrol (AK), 0.1 mg/L (N1), 1 mg/L (N2) ve 10 mg/L
(N3) 4-NP uygulama gruplarinda erginlesme siresinin degisimi.

Kontrol ve aseton kontrol grubu pupalarinda ortalama erginlesme zamani 79,4
saat iken bu sire, 0.1 mg/L ve 1 mg/L uygulama gruplarinda 75,2 saat, 10 mg/L
uygulama grubunda ise 79,3 saattir (Cizelge 4. 17). Bu veriler karsilastiriidiginda
uygulama gruplarinda, kontrol ve aseton kontrole goére 0.1 mg/L ve 1 mg/L
uygulama gruplarinda ortalama erginlesme suresinin kisaldigr ve bu kisalmanin
istatistiksel olarak anlamh oldugu (p<0.05) gorilmektedir. Ortalama erginlesme

surelerine ait grafikler Sekil 4. 7’de gbzlenmektedir.

4. 2. 3. 4-Nonilfenolin Gunlik Yavru Dol Sayisi Or talamasina ve E sey

Oranina Etkisi

Gunluk ortalama yavru dol sayisi ortalamasini ve esey oranini saptamak igin,
“gelisim doénemlerinin izlenmesi” deneyinde kontrol, aseton kontrol, 0.1mg/L NP,
1mg/L NP ve 10mg/L NP uygulama gruplarina ait larvalarin gelisimiyle elde edilen
virjin digiler kullanildi. Bu disilerle, muamele goérmemis bagka bir Oregon
stogundan toplanan ayni yastaki erkekler 19 X 33 olacak sekilde ¢apraza alind..
Ik pupa gorildugiinde ergin bireyler (ana — baba) morga atildi. 10 giin boyunca
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24 saat ara ile yavru dol (disi ve erkek) sayimi yapildi. Bundan sonra uygulama
gruplarinin ortalama yavru dol sayilari, kontrol ve aseton kontrol gruplarindaki

ortalama yavru dol sayilari ile karsilastirildi.

Gunluk ortalama yavru doél sayisi kontrol grubunda 5,72 + 0,24, aseton kontrol
grubunda 5,68 + 0,24, 0.1mg/L uygulama grubunda (N1) 5,23 + 0,40, 1mg/L
uygulama grubunda (N2) 6,53 + 0,31, 10mg/L uygulama grubunda (N3) 6,82 *
0,37 olarak saptandi (Cizelge 4. 18).

Cizelge 4. 18. 4-NP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster
Oregon soyunda bir diginin gunlik ortalama yavru dol sayisi.

Gnlik Gruplar
. Yavru Arasi Onem
Grup Grup Disi . Ortalama N
cr Dol y S.S. Kontrolu
No. Ismi Sayisi Savisi Yavru Dol (Sadece
y Sayisl + S.H.
anlamli
farklar)
1 Kontrol 64 3659 5,72+0.24 | 6,073
2 Aseton Kontrol 54 3070 5,68 +£0.24 | 5,495
3 0.1 mg/L (N1) 28 1464 5,23+0,40 | 6,651
4 1 mg/L (N2) 43 2807 6,53+0,31 | 6,512
5 10 mg/L (N3) 36 2452 6,82 +0,37 | 7,092
N: Nonilfenol uygulama grubu, S.H.: Standart Hata, S.S.: Standart Sapma

Cizelge 4. 18'de goérulduaga gibi, 0.1mg/L uygulama grubunda (N1) kontrol ve
aseton kontrol grubuna gére ortalama yavru dol sayisinda azalis, 1mg/L (N2) ve
Img/L (N3) uygulama gruplarinda ise artis gozlenmistir. Ancak bu azalis ve

artislar istatistiksel olarak anlaml degildir (p>0.05).

Yavru dol sayimi sirasinda disi ve erkek birey sayilari ayri ayri kaydedilmis ve 4-

NP’nin esey orani Gizerine olan etkisi arastiriimistir (Cizelge 4. 19).
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Cizelge 4. 19. 4-NP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster
Oregon soyunda esey oranlari.

Disi Erkek Erkek ve Di si
Grup C_Brup Ya\{ru Ya\_/_ru Y-;?/Ptljalgntjl Esey Oranlndzki
No. Ismi Dol Dol Sayisi Farklar (Sadece
Saylsl Says anlamli farklar)
1 Kontrol 1861 1798 3659
2 Aseton Kontrol 1533 1537 3070
3 0.1 mg/L (N1) 735 729 1464
4 1 mg/L (N2) 1439 1368 2807
5 10 mg/L (N3) 1251 1201 2452
N: Nonilfenol uygulama grubu

Yapilan khi-kare testi sonucunda %95 given arahdinda 4-NP’nin

D. melanogaster’in esey orani tzerine etkisi olmadigi1 saptanmistir (Cizelge 4. 19).

4.2. 4. 4-Nonilfenoliin Gunlik Yumurta Verimi Orta  lamasina Etkisi

Drosophila melanogaster Oregon soyuna ait 3. evre larvalarina 0.1mg/L, 1mg/L ve
10mg/L 4-NP uygulandi ve bu larvalardan gelisen virjin digiler toplandi. Bu disiler,
muamele goérmemis erkekler ile 1 disi 3 erkek olacak sekilde caprazlandi. TUm
gruplar 25°C ve %50 — 60 bagil neme sahip kultir odasina alinarak 24 saatlik

surelerle yumurta sayimi yapildi. Bu islem 10 giin boyunca surduruldd.

Yapilan sayimlar sonucunda gunlik ortalama yumurta sayisi, kontrol grubunda
6,85 £ 0,52, aseton kontrol grubunda 7,08 = 0,52, 0.1mg/L uygulama grubunda
(N1) 3,72 £ 0,19, 1mg/L uygulama grubunda (N2) 3,55 = 0,19, 10mg/L uygulama
grubunda (N3) ise 3,72 + 0,19 olarak bulundu (Cizelge 4. 20).

Tdm gruplar icin digi basina gunlik ortalama yumurta veriminin zamana bagli

degisimi Sekil 4. 8'de verilmektedir. Grafik incelendiginde, tim 4-NP uygulama

gruplarinda yumurta veriminin kontrol gruplarina gére azaldigi gbze carpmaktadir.
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Cizelge 4. 20. 4-NP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster
Oregon soyunda bir diginin ginlik ortalama yumurta verimi.

- Gruplar
O?tl;r;;l:rl?a Arasi Onem
Grup Grup Disi | Yumurta Kontroll
ot Yumurta S.S.
No. Ismi Sayisi | Sayisl S (Sadece
ayisl =
SH anlamli
T farklar)
1 Kontrol 25 1712 6,85+0.52 | 8,147 | 1-3* 2-3*
2 Aseton Kontrol 25 1770 7,08+£0.52 | 8,163 | 1.4* 2.4
3 0.1 mg/L (N1) 25 929 3,72+0.19 | 3,050 1-5% 2.5
4 1 mg/L (N2) 25 887 3,55+0.19| 3,069
5 10 mg/L (N3) 25 931 3,72+0.19| 3,055

N: Nonilfenol uygulama grubu, S.H.: Standart Hata, S.S.: Standart Sapma
* :p<0.05 seviyede anlamlidir.
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Sekil 4. 8. Farkll dozlarda 4-NP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D.
melanogaster Oregon soyunda bir disinin gunlik ortalama yumurta veriminin
zamana bagli degisimi.

Yapilan istatistiksel analizler, tim uygulama gruplarinda ortalama yumurta
veriminin kontrol ve aseton kontrol gruplarina gore anlamli bir sekilde azaldigini
(p<0.05) gostermistir.  Ancak doza bagh olarak kademeli bir azalma

gozlenmemisgtir.
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4. 2.5. 4-Nonilfenolin Omur Uzunlu  guna Etkisi

Drosophila melanogaster Oregon soyuna ait 3. evre larvalarina 0.1mg/L, 1mg/L ve
10mg/L 4-NP uygulandi ve bu larvalardan gelisen virjin digi ve erkekler toplandi.
Toplanan ergin bireylerden 110 disi ve 110 erkek ile deney gruplari olusturuldu.
Erkek ve disi bireyler, icinde standart besiyeri bulunan tuplere 10’arli gruplar
halinde yerlestirildi. Her doz icin 6len digi ve erkek bireylerin sayisi kaydedildi.
Ortalama 6mur uzunluklari ve ortalamalar arasi 6nem kontrolleri Cizelge 4. 21. ve

Cizelge 4. 22'de verilmektedir.

Yapilan hesaplamalar sonucunda digilerin ortalama ©6mir uzunlugu, kontrol
grubunda 74,77 £ 1,13 gln, aseton kontrol grubunda 75,12 + 1,18 giun, 0.1mg/L
uygulama grubunda (N1) 71,77 £ 0,97 gun, 1mg/L uygulama grubunda (N2) 73,61
*+ 1,34 gin, 10mg/L uygulama grubunda (N3) ise 70,40 £ 1,25 gtin olarak bulundu
(Cizelge 4. 21).

Cizelge 4. 21. 4-NP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster
Oregon soyu disilerinin ortalama émur uzunluklari.

Gruplar Arasi
- Onem
Grup Grup Disi Ortalama Qmur Kontroll
No ismi Sayisi Yzunlu gu S-S, (Sadece
' (Gun) £ S.H.
anlamli
farklar)
1 Kontrol 103 74,77 £1,13 11,52
2 Aseton Kontrol 105 75,12 +1,18 12,06 1-5*
3 0.1 mg/L (N1) 103 72,77 £0,97 9,83 o 5k
4 1 mg/L (N2) 107 73,61 +1,34 13,89
5 10 mg/L (N3) 105 70,40 £ 1,25 12,79

N: Nonilfenol uygulama grubu, S.H.: Standart Hata, S.S.: Standart Sapma
* :p<0.05 seviyede anlamlidir.

Kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0.05).
Cizelge 4. 21'de goraldugu gibi, 10mg/L (N3) uygulama grubunda kontrol ve
aseton kontrol gruplarina gore ortalama omuir uzunlugunda istatistiksel olarak
anlamh bir azalma oldugu (p<0.05) go6zlenmistir. Diger gruplarda go6zlenen

azalmalar istatistiksel olarak anlaml degildir (p>0.05).
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Oregon digileri i¢in, kontrol, aseton kontrol ve uygulama gruplari igin ¢izilen émdar
egrileri Sekil 4. 9'da gorulmektedir. Omur egrileri incelendiginde de kontrol

gruplarina gére N3 uygulama grubunun Omur uzunlugundaki azalma goze

carpmaktadir.
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Sekil 4. 9. 4-NP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster Oregon
soyu digilerinin ortalama dmur uzunlugu egrileri.

D. melanogaster erkeklerinin ortalama omir uzunlugu, kontrol grubunda 68,20 +
1,20 gln, aseton kontrol grubunda 70,06 £ 1,18 giin, 0.1mg/L uygulama grubunda
(N1) 66,85 = 1,21 gun, 1mg/L uygulama grubunda (N2) 70,55 + 1,11 gin, 10mg/L

uygulama grubunda (N3) ise 67,79 £ 1,23 gun olarak bulundu (Cizelge 4. 22).
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Cizelge 4. 22. 4-NP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster
Oregon soyu erkeklerinin ortalama dmur uzunluklari.

Ortalama Omir Gruplar Arasi

Grup Grup Erkek < Onem Kontrolu
P Uzunlu gu S.S.

No. Ismi Sayisl y (Sadece anlamli

(Gun) £ S.H. farklar)

1 Kontrol 97 68,20 +£ 1,20 11,77
2 Aseton Kontrol 105 70,06 +£1,18 12,11
3 0.1 mg/L (N1) 100 66,85 + 1,21 12,12
4 1 mg/L (N2) 94 70,55 +1,11 10,72
5 10 mg/L (N3) 95 67,79 +1,23 11,96

N: Nonilfenol uygulama grubu, S.H.: Standart Hata, S.S.: Standart Sapma
* :p<0.05 seviyede anlamlidir.

Istatistiksel karsilastirmalarda, kontrol ve aseton kontrol grubu erkeklerinin émiir

uzunluklari arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur (p>0.05). Cizelge 4.

22'de goruldugu gibi,

uygulama gruplarinin é6mir uzunlugunda da kontrol

gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlenmemistir (p>0.05).
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Sekil 4. 10. 4-NP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster Oregon
soyu erkeklerinin ortalama 0mur uzunlugu egrileri.
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Oregon erkekleri igin, kontrol, aseton kontrol ve uygulama gruplari igin ¢izilen 6mdar
egrileri Sekil 4. 10’da gorilmektedir. Omur egrileri incelendiginde gruplarin émur

uzunluklari arasinda belirgin bir fark olmadigi gérulmektedir.

4. 3. 4-tert-Oktilfenolin Drosophila melanogaster Geligimine Etkileri
4. 3. 1. 4-tert-Oktilfenoliin Pupa Olu sumuna Etkisi

4.3.1.1. Larvadan pupaya geci s oranlari

Drosophila melanogaster’in yabanil Oregon soyunun 4-tert-oktilfenol (4-tert-OP)
uygulanan ve uygulanmayan larvalarindan pupalasanlar sayilarak larvadan
pupaya gecis yluzdeleri saptandi (Cizelge 4. 23). Kontrol ve aseton kontrol
gruplarinda larvalarin %96’sinin, 0.1 mg/L uygulama grubunda (O1) % 94’Unun, 1
mg/L uygulama grubunda (0O2) % 98’inin, 10 mg/L uygulama grubunda (O3) ise %
92’sinin pupalastigl saptandi.

Pupalasan larva sayisinda kontrol gruplarina gore O1 ve O3'te azalma, O2'de ise
artma oldugu Cizelge 4. 23'de g6zlenmektedir. Ancak, Cizelge 4. 24’te goruldugu
gibi tek degiskenli varyans analizinin sonuclari, pupalasan larva sayisi agisindan
4-OP uygulamalarinin etkisinin istatistiksel olarak anlamsiz oldugunu gdstermistir
(p>0.05).

Cizelge 4. 23. Larvadan pupaya gecis oranlarinin 4-tert-OP uygulama dozlarina
gore degisimi.

Grup Larva Sayisi |Pupa Sayisi | Oran +S.H S.S.
Kontrol 100 96 96+1,63 3,266
Aseton Kontrol 100 96 96+2,31 4,619
0.1 mg/L (O1) 100 94 94+3,46 6,928
1 mg/L (02) 100 98 98+1,16 2,309
10 mg/L (O3) 100 92 92+3,65 7,303

O: Oktilfenol uygulama grubu, S. H. : Standart Hata, S.S.: Standart Sapma
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Cizelge 4. 24. Larvadan pupaya gecis degerlerinin varyans analizine gére 6nem
dereceleri (p>0.05).

Tﬁgﬁ; sd Oralama F Onemiilik
Gruplar arasi 8,320 4 2,080 0,750 0,573
Gruplar ici 4,160 15 2,773
Toplam 4,992 19

sd: serbestlik derecesi

4.3.1. 2. Larvadan pupaya geci s sureleri

Drosophila melanogaster’in yabanil tip Oregon soyunda larvadan pupaya gecis
surelerine 4-tert-oktilfenoliin etkisini arastirmak icin, dért saat araliklarla yapilan
sayimlarin sonuglari istatistiksel olarak karsilastirildi. Kontrol grubunda larvalarda
ortalama pupalagma zamani 62,8 saatken bu sure, aseton kontrol grubunda 63,1
saat, 0.1 mg/L uygulama grubunda 65 saat, 1 mg/L uygulama grubunda 64,3
saat, 10 mg/L uygulama grubunda ise 65 saattir (Cizelge 4. 25). Bu veriler
karsilastirildiginda uygulama gruplarinda, kontrol ve aseton kontrole goére tim
uygulama gruplarinda ortalama pupalagsma sdresinin arttigi ve bu artisin
istatistiksel olarak anlamh oldugu (p<0.05) gorilmektedir. Ortalama pupalasma
surelerine ait grafikler Sekil 4. 11'de verilmektedir.

Cizelge 4. 25. Kontrol ve 4-tert-OP uygulama gruplarinda ortalama pupalasma
sureleri.

G Ortalama ‘Gruplar Arasl
Grup i rup Pupalasma S. S. Onem Kontroli
No sm Siresi (saat) (Sadece anlamli
farklar)
1 [Kontrol 62,8 25,63
2 | Aseton Kontrol 63,1 25,82 1-3* 1-4*
1-5% 2-3*
3 0.1 mg/L (01) 65,0 25,04 % D5
4 |1 mg/L (02) 64,3 25,37
5 |10 mg/L (O3) 65,0 25,11

O: Oktilfenol uygulama grubu, S.S.: Standart Sapma
* 1 p<0.05 seviyede anlamlidir.
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Sekil 4. 11. Kontrol (K), aseton kontrol (AK), 0.1 mg/L (01), 1 mg/L (O2) ve 10
mg/L (O3) 4-tert-OP uygulama gruplarinda pupalasma siresinin degisimi.

4. 3. 2. 4-tert-Oktilfenoltin Ergin Olu  sumuna Etkisi

4. 3. 2. 1. Pupadan ergine geci s oranlari

Drosophila  melanogasterin  4-tert-oktilfenol  (4-tert-OP)  uygulanan  ve
uygulanmayan gruplarinda, yabanil tip Oregon soyunun pupadan ergine gecis
yluzdeleri saptandi ve istatistiksel olarak karsilastirildi. Cizelge 4. 26’da géruldiagu
gibi, kontrol ve aseton kontrol gruplarinda pupalarin % 93,75'’i, 0.1mg/L uygulama
grubunda (O1) % 87,23'U, 1 mg/L uygulama grubunda (O2) % 89,80’i ve 10 mg/L
uygulama grubunda (O3) ise % 82,61’i erginlesmistir.

Cizelge 4. 26 incelendiginde, erginlesen pupa sayisinda kontrol ve aseton kontrole
gore tum uygulama gruplarinda azalma goOzlenmektedir. Ancak bu azalislar
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Cizelge 4. 27°'de verilen varyans
analizi sonuclarina goére, %95 guven araliginda, erginlesen pupa sayisinin 4-tert-

OP uygulamalarindan etkilenmedigi gorilmektedir (p>0.05).
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Cizelge 4. 26. Pupadan ergine gecis oranlarinin 4-tert-OP uygulama dozlarina
gore degisimi.

Grup Pupa Sayisi  |Ergin Sayisi Oran +S.H S.S.
Kontrol 96 90 93,75+2,12 4,242
Aseton Kontrol 96 90 93,75+2,18 4,359
0.1 mg/L (O1) 94 82 87,23+2,72 5,447
1 mg/L (02) 98 88 89,8045,29 0,106
10 mg/L (O3) 92 76 82,61+6,04 0,121

O: Oktilfenol uygulama grubu, S. H. : Standart Hata, S.S.: Standart Sapma

Cizelge 4. 27. Pupadan ergine gecis degerlerinin varyans analizine gére dnem
dereceleri (p>0.05).

f:prg;rl sd Orﬂ";‘é"a F Onemlilik
Gruplar arasi 3,402 4 8,505 1,311 0,311
Gruplar ici 9,733 15 6,489
Toplam 0,131 19

sd: serbestlik derecesi.

4. 3. 2. 2. Pupadan ergine geci s sureleri

Drosophila melanogaster’in yabanil tip Oregon soyunda pupadan ergine gecis
surelerine 4-tert-oktilfenollin etkisini arastirmak igin, 4’er saatlik araliklarla yapilan
sayimlarin sonuglari istatistiksel olarak karsilastirnidi. Kontrol ve aseton kontrol
grubu pupalarinda ortalama erginlesme zamani 79,4 saat iken bu sire, 0.1 mg/L
ve 10 mg/L uygulama gruplarinda 81,1 saat, 1 mg/L uygulama grubunda 77,5
saattir (Cizelge 4. 28). Bu veriler karsilastirildiginda uygulama gruplarinda, kontrol
ve aseton kontrole gore 0.1 mg/L ve 10 mg/L uygulama gruplarinda ortalama
erginlesme suresinin  uzadigi, 1 mg/L uygulama grubunda ise kisaldigi
saptanmistir. Bu degisimler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Ortalama

erginlesme sirelerine ait grafikler Sekil 4. 12'de gbzlenmektedir.
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Cizelge 4. 28. Kontrol ve

sureleri.
G Ortalama ‘Gruplar Arasi
Grup i rup Erginle sme S. S. Onem Kontroli
No smi Suresi (saat) (Sadece anlaml
farklar)
1 [Kontrol 79,4 32,17
2 | Aseton Kontrol 79,4 31,67 1-3* 1-4*
1-5* 2-3*
3 0.1 mg/L (O1) 81,1 31,89 o4* 2.5+
4 |1 mg/L (O2) 77,5 32,88
S5 |10 mg/L (O3) 81,1 31,75
O: Oktilfenol uygulama grubu, *: p<0.05 seviyede anlamlidir.
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Sekil 4. 12. Kontrol (K), aseton kontrol (AK), 0.1 mg/L (01), 1 mg/L (O2) ve 10
mg/L (O3) 4-tert-OP uygulama gruplarinda erginlesme siresinin degisimi.
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4. 3. 3. 4-tert-Oktilfenolin Gunlik Yavru D6l Sayr si Ortalamasina ve E sey

Oranina Etkisi

Gunluk ortalama yavru dol sayisi ortalamasini saptamak icin, “gelisim
donemlerinin izlenmesi” deneyinde kontrol, aseton kontrol, 0.1mg/L OP, 1mg/L OP
ve 10mg/L OP uygulama gruplarina ait larvalarin gelisimiyle elde edilen virjin
disiler kullanildi. Bu digilerle, muamele gérmemis baska bir Oregon stojundan
toplanan ayni yastaki erkekler 19 X 33 olacak sekilde capraza alindi. ilk pupa
goruldugunde ergin bireyler (ana — baba) morga atildi. 10 giin boyunca 24 saat
ara ile yavru dol sayimi yapildi. Bundan sonra uygulama gruplarinin ortalama
yavru doél sayilari, kontrol ve aseton kontrol gruplarindaki ortalama yavru dol

sayilari ile karsilastirildi.

Gunluk ortalama yavru dél sayisi kontrol grubunda 5,72 = 0,24, aseton kontrol
grubunda 5,68 = 0,24, 0.1mg/L uygulama grubunda (O1) 5,11 + 0,37, 1mg/L
uygulama grubunda (O2) 5.81 + 0.37, 10mg/L uygulama grubunda (O3) 6,30 +
0,38 olarak saptandi (Cizelge 4. 29).

Cizelge 4. 29. 4-tert-OP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster
Oregon soyunda bir disinin guinliik ortalama yavru dol sayisi.

Gnlik Gruplar
. Yavru Arasi Onem
Grup Grup Disi y Ortalama N
: F Dol y Kontroll
No. Ismi Sayisl Yavru Dol S.S.
Sayisl (Sadece
Sayisl £+ S.H.
anlamli
farklar)
1 Kontrol 64 3659 572+0,24 | 6,073
2 Aseton Kontrol 54 3070 5,68 £0,24 | 5,495
3 0.1 mg/L (O1) 28 1432 511+0,37 | 6,651
4 1 mg/L (02) 34 1974 581+0,37 | 6,784
5 10 mg/L (03) 28 1765 6,30 +0,38 | 7,092
O: Oktilfenol uygulama grubu, S.H.: Standart Hata, S.S.: Standart Sapma

Cizelge 4. 29'da goraldugu gibi, 0.1mg/L uygulama grubunda (O1) kontrol ve

aseton kontrol grubuna gore ortalama yavru dol sayisinda azalig, 1mg/L (O2) ve
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Img/L (O3) uygulama gruplarinda ise artis goOzlenmistir. Ancak bu azalis ve

artislar istatistiksel olarak anlamh degildir (p>0.05).

Yavru dol sayimi sirasinda disi ve erkek birey sayilari ayri ayri kaydedilmis ve
4-tert-OP’nin esey orani Uzerine olan etkisi arastinimistir. Yapilan khi-kare testi
sonucunda %95 guven araliginda 4-tert-OP’nin D. melanogaster'in esey orani

Uzerine etkisi olmadigi saptanmistir (Cizelge 4. 30).

Cizelge 4. 30. 4-tert-OP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster
Oregon soyunda esey oranlari.

Disi Erkek Toplam Erkek ve Di si
Grup C_srup Ya\./.ru YaYru Yavru D8l Esey .
No. Ismi Dol Dol Sayisi Oranindaki
Sayisi Sayisi Farklar (Sadece
anlaml farklar)
1 Kontrol 1861 1798 3659
2 Aseton Kontrol 1533 1537 3070
3 0.1 mg/L (O1) 701 731 1432
4 1 mg/L (02) 1011 963 1974
S 10 mg/L (O3) 885 880 1765
O: Oktilfenol uygulama grubu

4. 3. 4. 4-tert-Oktilfenoliin GuUnluk Yumurta Verimi Ortalamasina Etkisi

Drosophila melanogaster Oregon soyuna ait 3. evre larvalarina 0.1mg/L, 1mg/L ve
10mg/L OP uygulandi ve bu larvalardan geligsen virjin disiler toplandi. Bu digiler,
muamele gormemis erkekler ile 1 disi 3 erkek olacak sekilde caprazlandi. Tum
gruplar 25°C ve %50 — 60 bagil neme sahip kultir odasina alinarak 24 saatlik

surelerle yumurta sayimi yapildi. Bu islem 10 gin boyunca sarduraldd.

Yapilan sayimlar sonucunda gunliik ortalama yumurta sayisi, kontrol grubunda
6,85 + 0,52, aseton kontrol grubunda 7,08 + 0,52, 0.1mg/L uygulama grubunda
(O1) 3,72 £ 0,19, 1mg/L uygulama grubunda (02) 3,55 +£ 0,19, 10mg/L uygulama
grubunda (O3) ise 3,72 £ 0,19 olarak bulundu (Cizelge 4. 31).
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Cizelge 4. 31. 4-tert-OP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster
Oregon soyunda bir diginin ginlik ortalama yumurta verimi.

- Gruplar
O?:;Tg:ﬁa Arasi Onem
Grup Grup Disi | Yumurta Kontroll
c b Yumurta S.S.
No. Ismi Sayisi | Sayisl S (Sadece
ayisi +
SH anlamli
U farklar)
1 Kontrol 25 1712 6,85+0,52 | 8,147 | 1-3* 2-3*
2 Aseton Kontrol 25 1770 7,08+£0,52 | 8,163 | 1.4 2.4
3 0.1 mg/L (O1) 25 848 3,39 +£0,19 | 3,000 1-5% 9.5
4 1 mg/L (02) 25 846 3,38 +£0,21| 3,384
5 10 mg/L (O3) 25 865 3,46 £0,18 | 2,813

O: Oktilfenol uygulama grubu, S.H.: Standart Hata, S.S.: Standart Sapma
* :p<0.05 seviyede anlamlidir.

Tdm gruplar icin digi basina gunlik ortalama yumurta veriminin zamana bagli
degisimi Sekil 4. 13'te verilmektedir. Grafik incelendiginde, tum 4-tert-OP
uygulama gruplarinda yumurta veriminin kontrol gruplarina gére azaldigi géze

carpmaktadir.
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Sekil 4. 13. Farkh dozlarda 4-NP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D.
melanogaster Oregon soyunda bir disinin gunlik ortalama yumurta veriminin
zamana bagli degisimi.
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Yapilan istatistiksel analizler, tim uygulama gruplarinda ortalama yumurta
veriminin kontrol ve aseton kontrol gruplarina gore anlamli bir sekilde azaldigini
(p<0.05) gostermistir. Ancak doza bagh olarak kademeli bir azalma

gozlenmemisgtir.

4. 3. 5. 4-tert-Oktilfenoliin Omur Uzunlu  guna Etkisi

Drosophila melanogaster Oregon soyuna ait 3. evre larvalarina 0.1mg/L, 1mg/L ve
10mg/L 4-NP uygulandi ve bu larvalardan gelisen virjin digi ve erkekler toplandi.
Toplanan ergin bireylerden 110 disi ve 110 erkek ile deney gruplari olusturuldu.
Erkek ve disi bireyler, icinde standart besiyeri bulunan tuplere 10’arli gruplar
halinde yerlestirildi. Her doz icin 6len digi ve erkek bireylerin sayisi kaydedildi.
Ortalama 6mur uzunluklari ve ortalamalar arasi Gnem kontrolleri Cizelge 4. 32 ve

Cizelge 4. 33'te verilmektedir.

Yapilan hesaplamalar sonucunda digilerin ortalama 6mir uzunlugu, kontrol
grubunda 74,77 £ 1,13 gln, aseton kontrol grubunda 75,12 + 1,18 gin, 0.1mg/L
uygulama grubunda (O1) 76,02 + 1,02 gun, 1mg/L uygulama grubunda (02) 77,17
+ 0,96 gun, 10mg/L uygulama grubunda (O3) ise 73,13 £ 1,78 gtin olarak bulundu
(Cizelge 4. 32).

Cizelge 4. 32. 4-tert-OP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster
Oregon soyu digilerinin ortalama émur uzunluklart.

Ortalama Omiir Gruplar Arasi

Grup Grup Disi < Onem Kontrolu
P Uzunlu gu S.S.

No. Ismi Sayisl y (Sadece anlamli

(Gln) = S.H. farklar)

1 Kontrol 103 74,77 £1,13 11,52
2 Aseton Kontrol 105 75,12 +1,18 12,06
3 0.1 mg/L (O1) 102 76,02 £ 1,02 10,28
4 1 mg/L (02) 102 77,17 £0,96 9,70
5 10 mg/L (O3) 101 73,13 +1,78 17,84

O: Oktilfenol uygulama grubu, S.H.: Standart Hata, S.S.: Standart Sapma
* :p<0.05 seviyede anlamlidir.
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Kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0.05).
Cizelge 4. 32'de goruldugu gibi, uygulama gruplarinin 6mur uzunluklarinda kontrol

gruplarinin ~ é6mur uzunluklarindan istatistiksel olarak anlamli  bir fark

gozlenmemistir (p>0.05).

Oregon digileri i¢in, kontrol, aseton kontrol ve uygulama gruplari igin ¢izilen émdar
egrileri Sekil 4. 14'te gorulmektedir. Omur egrileri incelendiginde gruplarin émur

uzunluklari arasinda fark olmadidi gorilmektedir.
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Sekil 4. 14. 4-tert-OP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster
Oregon soyu disilerinin ortalama émur uzunlugu egrileri.

D. melanogaster erkeklerinin ortalama omir uzunlugu, kontrol grubunda 68,20 +
1,20 gln, aseton kontrol grubunda 70,06 £ 1,18 giin, 0.1mg/L uygulama grubunda
(O1) 63,28 + 1,53 gun, 1mg/L uygulama grubunda (02) 71,65 £ 1,35 gun, 10mg/L
uygulama grubunda (O3) ise 66,79 + 1,34 gun olarak bulundu (Cizelge 4. 33).
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Cizelge 4. 33. 4-tert-OP uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) D. melanogaster

Oregon soyu erkeklerinin ortalama dmur uzunluklari.

Grup

Grup

Erkek

Ortalama Omir

Gruplar Arasi
Onem Kontrolu

No. ismi Sayisl U"zunlu gu S-S, (Sadece anlamli
(Gun) £ S.H.
farklar)

1 Kontrol 97 68,20 +£ 1,20 11,70

2 Aseton Kontrol | 105 70,06 +1,18 12,11 -3

3 |0.1mgl (O1) | 102 | 6328153 | 1542 2-3

4 1 mg/L (02) 93 71,65+ 1,35 13,04

S 10 mg/L (O3) 97 66,79 £ 1,34 13,16

O: Oktilfenol uygulama grubu, S.H.: Standart Hata, S.S.: Standart Sapma
* :p<0.05 seviyede anlamlidir.

Istatistiksel karsilagtirmalarda kontrol ve aseton kontrol grubu erkeklerinin dmiir

uzunluklari arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur (p>0.05). 0.1mg/L

uygulama grubunun (O1) omir uzunlugunda kontrol ve aseton kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlaml bir azalma gézlenmistir (p<0.05). Diger gruplarda

gozlenen sapmalar istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

Oregon erkekleri igin, kontrol, aseton kontrol ve uygulama gruplari igin ¢izilen 6mdar

egrileri Sekil 4. 15'te gorilmektedir. Omur egrileri incelendiginde de O1 uygulama

grubunun 6mur uzunlugundaki azalma gbéze carpmaktadir.
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5. TARTISMA

Son yillardaki calismalar, dodada bulunan c¢ok sayidaki kimyasalin, bir¢ok
hayvanda normal endokrin fonksiyonunu bozma yetenegine sahip oldugunu
gostermistir. Cevresel 0strojenler (ksenoostrojenler) de bu zararh kimyasal
gruplarindan biridir ve genel olarak endokrin bozucular olarak isimlendirilmislerdir.
Bu bilesikler, hayvanlarda ve insanlarda dstrojen hormonu gibi davranabilen

sentetik kimyasallardan ve dogal bitki bilesiklerinden olugsmaktadir.

Ostrojenik bilesiklerin ¢cogu, 6zel bir amag icin uretilmekte ya da bir yan riin
olarak ortaya clkmaktadir ve pestisitler, plastikler, konserve kutulari, oyuncaklar,
kozmetikler, boyalar, deterjanlar, sampuanlar, boyalar gibi bir¢cok tiketim Grandnin
yapiminda kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin yaygin kullanim ve c¢esitliliginin sonucu
olarak basta insan olmak Uzere balik, kus vb. hayvanlarda pek cok istenmeyen
etki ortaya ¢ikmaktadir (NIEHS, 2006).

Endokrin  bozucu kimyasallarin kullanimina dinyanin  pek c¢ok dlkesinde
kisittamalar ve yasaklamalar getirilmesine ragmen, bazilarinin 100 yila varan yari
omdurleri, cevrede parcalanmadan kalmalari ve sediment, su ve toprakta birikmeleri
bu maddelere maruz kalma riskini artirmakta ve bu bilegiklerin 6nemine dikkat
cekmektedir (Cok ve Oztok, 2003). Bununla beraber, ¢ok disik dozlarinin bile
hem laboratuvar hayvanlarinda hem de yabani tirlerde olumsuz etkilerinin

saptanmasi bu bilesiklere olan ilgiyi artirmistir (NIEHS, 2006).

Endokrin bozucu kimyasallarin etkilerine iligkin yapilan ¢aligmalarin cogu omurgal
canhlar Uzerine yogunlagmistir. Bu kimyasallarin omurgasiz canlilara etkileri ancak
2000’li yillarda yodun olarak arastiriilmaya baslanmistir ve etki mekanizmalari
konusundaki bilgiler kisithidir. Oysa ki omurgasizlar, hayvanlar aleminde bilinen
turlerin %95’ini temsil eder ve ekosistemin yapisi ve fonksiyonu igin ¢ok
onemlidirler (Hutchinson, 2002; Oehlmann and Schulte-Oehlmann, 2003).
Omurgasiz canlilarla yapilan calismalarin  blyuk c¢ogunlugunda ise sucul
organizmalar kullaniimistir. Ancak sucul omurgasizlar temel omurgasiz gruplarini

temsil etme konusunda yetersiz olabilir (Hutchinson, 2002). Bu bakimdan karasal
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bir omurgasiz olan Drosophila melanogaster ile yaptigimiz bu calisma 6nem

tasimaktadir.

Bu calismada, en 6nemli endokrin bozucu kimyasallardan olan bisfenol A (BPA),
4-nonilfenol (4-NP) ve 4-tert-oktilfenolin (4-tert-OP) D. melanogaster’in gelisim
biyolojisi Uzerine olan etkileri, larvadan pupaya, pupadan ergine gecis orani ve
suresi, yavru dol sayisli, esey orani ve yumurta verimi test edilerek arastiriimistir.
Ayni zamanda bu maddelerin émir uzunluguna olan etkileri de incelenmistir.
Deney kosullarinda, gelisim, yumurta verimi ve émur uzunlugunu etkileyebilecek
cevresel ve i¢ etkenler sabit tutulmustur. Bu deneyler icin olusturulan kontrol ve
aseton kontrol grubu sonuclari arasinda fark bulunmamaktadir. Bu nedenle, elde

edilen sonuclarin farkhligi uygulanan maddelerin etkisi olarak yorumlanmistir.

Calismalarimizin sonuglarina genel olarak bakildiginda, endokrin bozucu olarak
tanimlanan bisfenol A, 4-nonilfenol ve 4-tert-oktilfenol, D. melanogaster’in gelisim

biyolojisi ve émir uzunlugu tzerinde farkli etkilere yol agcmiglardir.

5. 1. Gelisim Biyolojisine Etkiler

Uygulanan bisfenol A dozlar (0.1 mg/L, 1 mg/L, 10 mg/L), larvadan pupaya,
pupadan ergine gecis orani Uzerinde istatistiksel olarak 6nemli bir degisim
meydana getirmemistir (p>0.05) (Cizelge 4. 2 ve 4. 5). Ancak larvadan pupaya,
pupadan ergine gecis suresi, kontrol ve aseton kontrol gruplarina gore tim
uygulama gruplarinda istatistiksel olarak onemli derecede gecikmistir (p<0.05)
(Cizelge 4. 3 ve 4. 6).

Bircok arastirma sonucunda da bisfenol A'nin gelisimi geciktirici etkileri
bulunmustur. Bisfenol A, omurgalilarda hormon reseptorleriyle etkilesime girerek
endokrin sistemde olumsuz etkiler ortaya ¢ikaran bir ¢cevresel dstrojendir (Planello
et al., 2008). BPA'nin omurgasizlarin gelisim ve Ureme parametreleri Uzerinde de
etkili olabilecegi saptanmigtir. BPA'nin sucul bir bodcek olan Chironomus
riparius’un (Diptera) gelisimi ve Gremesi Uzerine olan etkileri Watts ve arkadaslari
(2001) tarafindan arastiriimis ve uygulanan maddenin pupadan ¢ikis zamaninda

gecikmeye neden oldugu ve ergin c¢ikis yuzdesini azalttigi saptanmistir. Ayni
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arastiricillarin  yaptigi baska bir calismada (2003), uygulanan BPA'nin agiz
parcalarinda deformasyona neden oldugu ve larval gomlek degistirmeleri
geciktirdigi tespit edilmigtir. Benzer bir ¢alismada, C. riparius’'un yumurta ve
larvalarina uygulanan BPA'nin gelisim tzerine etkileri oldugu belirlenmistir (Segner
et al., 2003). Endokrin bozucu kimyasallarin sucul bir omurgasiz olan Tigriopus
japonicus (Copepoda) Uzerine etkilerini arastiran bir calismada, hayatta kalis,
fekundite ve esey oraninda herhangi bir degisime rastlanmazken, gelisimde
gecikmeler ortaya cikmistir. (Marcial et al., 2003). Roepke ve arkadaslari (2005)
tarafindan yapilan bir calismada, BPA uygulamalarinin embriyolarin gelisimini
geciktirdigi saptanmistir. Izumi ve arkadaslarinin (2008) karasinek Musca
domestica ile yaptiklarn bir ¢calismada, BPA’nin yumurtadan larvaya, larvadan
pupaya gecis oranini azalttigi ve pupadan ¢ikis zamanini geciktirdigi belirlenmistir.
Marisa cornuarietis ile yapilan baska bir calismada, 50 ve 100 upg/L BPA
uygulamasi, yumurtadan ¢ikis suresini geciktirmistir (Schirling et al., 2006).

4-nonilfenolin 0.1 mg/L, 1 mg/L ve 10 mg/L’lik dozlari, D. melanogaster’in
larvadan pupaya, pupadan ergine gecis oranini etkilememistir (p>0.05) (Cizelge
4.13 ve 4.16). Nonilfenoliin 1 mg/L ve 10 mg/L’lik dozlari, larvadan pupaya gegis
suresinde istatistiksel olarak énemli bir gecikmeye neden olurken (p<0.05), 0.1
mg/L 4-NP uygulamasi bdyle bir gecikme meydana getirmemistir (p>0.05) (Cizelge
4. 14). Pupadan ergine gegcis suresi ise 0.1 mg/L ve 1 mg/L’lik uygulamalardan
etkilenmis ve kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
meydana gelmistir (p<0.05). 10 mg/L uygulama grubunda bdyle bir azalma s6z
konusu degildir (Cizelge 4. 17).

Sucul bir omurgasiz olan Eurytemora affinis ile yapilan bir calismada, larvalara 4 -
44 pg/L arasindaki konsantrasyonlarda 4-NP uygulandiginda bu larvalarin bir
larval basamaktan digerine gecemedigi ve gomlek degistirmenin geciktigi
belirlenmistir. (Forget-Leray et al., 2005). Brown ve arkadaslarinin (1999) yaptigi
bir baska calismada, 800-1000 pg/L 4-NP uygulamasinin embriyolarin geligimini
tamamen durdurdugu saptanmistir. Zhang ve arkadaslarinin (2003) yaptig1 benzer
bir calismada, 800-1000 pg/L 4-NP uygulamasi Daphnia magna embriyolarinin
gelisimini tamamen durdurmustur. Nice ve arkadaslari (2000) tarafindan yapilan

bir calismada, sucul bir omurgasiz olan Crassostrea gigas’a farkh
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konsantrasyonlarda (0.1, 1, 10, 100, 1000 ve 10.000 pg/L) 4-NP uygulandiginda
bu canlinin Ozel bir larval basamaga (D-sekline) gelisimi gecikmistir. Gelisim
suresinde olusan gecikmenin yani sira D-sekilli larvaya ulasan birey sayisinda da
azalmalar ortaya cikmistir. Ostrojenik kimyasallarin sucul bir omurgasiz olan
Tigriopus japonicus (Copepoda) Uzerine etkilerini arastiran bir calismada, 1 ve 10
Hg/L 4-NP uygulamasi gelisimde gecikmelere neden olmustur (Marcial et al.,
2003). Nonilfenollin etkilerini arastiran diger bir calismada, karides Americamysis
bahaia (Crustacea: Mysidacea) juvenillerine uygulanan NP gomlek degistirmede
gecikmeye neden olmustur (Hirano et al., 2009). Bir baska calismada ise, 11 ppm
ve 22 ppm nonilfenol uygulamasi tatlisu singeri Heteromyenia’da gelisimsel
anormalliklere yol acmis, 22 ppm’lik uygulama ise blyume hizinda istatistiksel
olarak anlamli azalmalara neden olmustur (Hill et al., 2004). Benzer bir ¢calismada,
deniz kestanesi Arbacia lixula embriyolarina 0.937 — 18.74 ug/L arasinda degisen
konsantrasyonlarda NP uygulamasi embriyolarin buylimesini inhibe etmistir (Cakal
Arslan and Parlak, 2007). Diger bir calismada ise, kaya midyesi Elminius
modestus larvalarina 0.01 — 10 pg/l 4-NP uygulandiginda ergin buyudkliginde
azalma ve larval gelisimde hizlanma saptanmistir (Billinghurst et al., 2001).
Omurgasiz canllarla yapilan bu calismalarin ve benzer sekilde bizim
calismalarimizin sonugclari, 4-NP’nin genel olarak gelisimsel etkilere neden

oldugunu gostermektedir.

4-tert-oktilfenol uygulamalari (0.1 mg/L, 1 mg/L, 10 mg/L), larvadan pupaya,
pupadan ergine gecis oranlarinda onemli bir degisim meydana getirmemistir
(p>0.05) (Cizelge 4. 24 ve 4. 27). Larvadan pupaya gecis suresi, uygulanan tim
oktilfenol dozlarindan etkilenmis ve ortalama pupalasma siresinde kontrol
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir gecikme meydana gelmistir (p<0.05)
(Cizelge 4. 25). 0.1mg/L ve 10mg/L oktilfenol uygulamasi pupadan ergine gecis
suresinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olurken, 1 mg/L’lik uygulama

istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana getirmistir (p<0.05) (Cizelge 4. 28).
Andersen ve arkadaslari (2001) tarafindan yapilan bir ¢calismada, 5.2 ug/L OP

uygulamasi deniz omurgasizi Acartia tonsa larvalarinin gelisimini inhibe etmistir.

Benzer bir calismada, 0.001 — 5 ng/L arasinda degisen miktarlardaki OP ‘nin deniz
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kestanesi (Strongylocentrotus purpuratus ve Lytechinus anamesus) embriyolarinin
gelisimini inhibe ettigi saptanmistir (Roepke et al., 2005). Benzer sekilde, deniz
kestanesi Arbacia lixula'ya 5 — 160 pg/L OP uygulamasinin embriyolarin
bldyumesini inhibe ettigi bulunmustur (Cakal Arslan and Parlak, 2007). Endokrin
bozucu kimyasallarin sucul bir omurgasiz olan Tigriopus japonicus (Copepoda)
Uzerine etkilerini arastiran bir calismada, 0.1 ve 1 pg/L p-t-OP uygulamalari
gelisimde gecikmelere yol acmistir (Marcial et al., 2003). Yaptigimiz calismada
uygulanan tum dozlarin Drosophila melanogaster’in ortalama pupalasma suresini
geciktirdigi saptanmistir. Ortalama erginlesme zamaninda ise hem gecikme hem
de kisalma ortaya cikmistir. Bizim sonuglarimiz da oktilfenolin omurgasiz
canhlarin  gelisimini  geciktirme veya durdurma yonundeki sonuclarini

desteklemektedir.

Basarili bir gelisim ve metamorfoz, bir gok enzim, hormon ve bunlarin etkilesimini
kapsayan bir kimyasal dengeler sistemine baglidir. Bocek gelisimi ve Uremesinde
meydana gelen degisimlerin  c¢cogu endokrin sistemdeki degisimlerden
kaynaklanmaktadir. Larvadan pupaya gecis sirasinda etkili olan en dnemli
hormonlar, ektisteroidler (ektizon ve 20-hidroksiektizon) ve juvenil hormondur.
Pupalasma sirasinda ektizon miktari artarken, juvenil hormon miktari azalir
(Kalthoff, 1996).

Ektizon hormonu, yasam dongulerinin belli donemlerinde gomlek degistiren
bdceklerde bulunmaktadir. Steroid bir hormon olan ektizon, gémlek degistirme ve
metamorfozu kapsayan temel postembriyonik gelisimsel degisimleri dizenleyerek
bdcek gelisimi boyunca anahtar bir rol oynar (Hall and Thummel, 1998). Ektizon,
gelisim Uzerine olan etkisini, ektizon reseptor (ECR) ve Ultraspiracle (USP) olmak
uzere nukleer reseptor ailesinin iki Uyesinin olusturdugu bir heterodimerik bir
kompleksle etkilesime girerek gosterir (Baker et al, 2000; Kozlova and Thummel,
2000). Molekuler calismalar, Drosophila’nin ektisteroid reseptérinin (USP)
omurgalilarin steroid hormon (Retinoid X) reseptorleri ile homoloji gosterdigini
ortaya cikarmistir (Hall and Thummel, 1998). Bununla beraber, ektisteroid hormon
reseptorii ve DNA kompleksi arasindaki etkilesimin omurgahlardaki ile benzer
oldugu (Ozyhar et al.,, 1991; Zou and Fingerman, 1997) ve steroid hormon
reseptorlerine baglanma yetenegine sahip endokrin bozucu kimyasallarin
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omurgasizlarin ektisteroid reseptdrlerine de baglanabilecegi 6ne surtlmustar
(Watts et al., 2001). Drosophila melanogaster'de By in vitro analizi adi verilen bir
test teknigi ile yapilan bir arastirmada, endokrin bozucu kimyasallarin (BPA, NP,
OP) reseptor kompleksindeki ligand baglanma bdolgesi icin ektisteroidler ile rekabet

edebilecegi belirlenmigtir (Dinan et al., 2001).

Drosophila gelisimi buytk oranda ektisteroidler ile dizenlenir (Kozlova and
Thummel, 2000; Thummel, 2001; Gilbert, 2006). Ektisteroid hormonlarla yapisal
benzerlik godsteren &strojenik kimyasallarin ektisteroid reseptorlerine baglanip
endojen ektisteroidlerin reseptorlerine baglanmasini engelleyerek gelisimde bir
takim bozulmalar meydana getirmesi olasidir (Zou and Fingerman, 1997; Forget-
Leray et al., 2005). Ornegin, ksenodstrojenik bir bilesik olan dietilstilbestroliin
(DES) metabolik olarak 20-hidroksiektizon (20-E) sentez kapasitesini degistirerek
ya da dogrudan dogruya 20-E reseptérlerine baglanarak Daphnia magna’nin
gomlek degistirmesini etkiledigi belirlenmistir (Baldwin et al., 1995). Calisma
kapsaminda uygulanan cevresel &strojenler (BPA, 4-NP ve 4-tert-OP),
Drosophila’nin  ektisteroid hormon reseptorleri ile etkilesime girip gelisim
zamaninda degisimler ortaya cikarmis olabilir. Dinan ve arkadaslan (2001), D.
melanogasterde “Bn biyoanaliz yontemi” ile BPA ve NP’nin ektisteroidler ile
antagonistik etkilesimde bulundugunu belirlemislerdir. Uygulanan tim maddeler
larvadan pupaya gecisi geciktirmigtir. Larval donemde uygulanan 6strojenik
bilesikler, ektisteroidler ile rekabete girerek dogal hormonlarin reseptorlerine

baglanmasini engellemis (antagonistik etki) ve gelisimi geciktirmis olabilir.

Calismamizda pupadan ergine geciste BPA uygulamasi gecikmeye, 4-NP
uygulamasi hizlanmaya, 4-tert-OP uygulamasi ise hem gecikme hem de
hizlanmaya neden olmustur. Pupadan ergine gegiste her maddenin etkisinin farkh
olmasli, maddeler arasindaki konsantrasyon farkina baglanabilir. Baslangicta ayni
dozda uygulanmis olmalarina ragmen, pupal dénemde bu maddelerin her biri farkli

hizda metabolize edilerek konsantrasyon farkhligi ortaya ¢ikmis olabilir.

Endokrin bozucularin hem antagonistik etkili hem de agonistik etkili olabildigi
bilinmektedir (e. hormone, 2004). 4-tert-OP’nin 0.1 mg/L ve 10 mg/L dozlarn
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antagonistik etki, 1 mg/L dozu ise agonistik etki gostererek pupadan ergine gecisi
farkli sekillerde etkilemis olabilirler.

Endokrin bozucu kimyasallarla yapilan calismalarda, bu maddelere maruz
kalmanin hiicrelerde stresi indiikleyebilecegi saptanmistir. Ornegin BPA ile yapilan
calismalarda, BPA uygulamasinin kemirgenlerde karaciger, beyin, bobrek ve
testislerde oksidatif stresi indtkledigi gosterilmistir (Roy et al.,, 1997; Obata and
Kubota, 2000; Bindhumol et al., 2003; Kabuto et al., 2003; Cho et al., 2008). Hiicre
kendini korumak icin stres nedeni ile zarar goren proteinlerini tamir eder ya da bazi
Ozel proteinlerin Uretimini arttirir. Bu proteinlerin bazilari, “isi soku proteinleri” (heat
shock protein, hsp) olarak adlandirilir. Bunlar, hiicre koruma sisteminin énemli bir
parcasini olustururlar. Bu proteinler adlarindan belli oldugu gibi i1siya duyarhdir,
yalniz son zamanlarda yapilan ¢aligmalar bu proteinlerin sadece isi ile degil diger
bircok stres faktorinden (cevresel degisimler, hipertermi, metabolik degisimler,
toksik kimyasallar, viriis enfeksiyonu v.b.) de etkilenerek arttigini géstermistir. Isi
soku proteinleri, hasar gérmus proteinlerin lizozomlara tagsinmasini ya da normal
kosullara dondldaginde proteinin  eski halini almasini  saglayarak hasarl
proteinlerin tamirine yardimci olurlar (Roberts and Feder, 1999; Neven, 2000;
Morrow and Tanguay, 2003). Sicaklik gibi stres faktorlerinin gelisim Uzerine olan
etkilerini arastirmak icin yapilan bir calismada, uygulanan stres faktort (sicaklk),
hsp70 artisina neden olmus ve gelisim suresini uzatmistir. Geligim suresindeki
uzamanin strese bir yanit oldugu belirtilmistir (Sorensen and Loeschcke, 2004). Bir
baska calismada da hsp70 transkripsiyonu arttiginda gelisim siresinin de uzadigi

gosterilmistir (Krebs and Feder, 1998).

Planello ve arkadaslari (2008), Chironomus riparius (Diptera) larvalarina 3-12
mg/L BPA uygulandiginda hsp70 transkripsiyonunun arttigini saptamiglardir.
Benzer bicimde, hsp70 mRNA miktarinin bisfenol A ve nonilfenoll de iceren farkh
Kirletici uygulamalari ile arttigi belirlenmistir (Lee et al., 2006). Rhee ve arkadaslari
(2009) tarafindan Tigriopus japonicus (Copepoda) ile yapilan bir calismada, BPA
uygulamasinin hsp70 ifadesinde artisa neden oldugu, NP ve OP uygulamalarinin

ise bu genin ifadesinde azalmaya yol actigi saptanmistir.
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Calismamizda uyguladigimiz BPA, NP ve OP larvadan pupaya geciste
(pupalagsma siresinde) gecikmelere neden olmustur. Erginlesme suresindeki
degisimler ise maddelere gore degisiklik gostermis ve hem gecikmelere hem de
hizlanmalara yol acmistir. Ortaya c¢ikan bu degisimlerin nedeni uygulamalara bagh
olarak hsp ifadesinde meydana gelen degisimler olabilir. IsI soku proteinlerinin
(hsp) ifadesinin larval — pupal sire¢ boyunca, ektisteroidler tarafindan
dizenlendigi, bunlarin kodlandigi gen bdlgeleri arasinda karsilikli bir etkilesim
oldugu, hsp sentezinin yapisal ve gelisimsel olarak ayarlandigi rapor edilmistir
(Morrow and Tanguay, 2003). Bu nedenle, stres kosullari altinda indiklenen hsp
sentezi, ektizon sentezini etkileyerek gelisimi etkilemis olabilir.

Bir disinin gunlik ortalama yavru dél sayisinin belirlenmesi deneyinde 0.1 mg/L ve
1 mg/L BPA uygulamasi yavru ddl sayilarini kontrol ve aseton kontrol gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaltmistir (p<0.05). 10mg/L uygulama
grubunda, yavru dol sayisi bakimindan anlamli bir azalma go6zlenmemistir
(p>0.05) (Cizelge 4. 7). BPA'nin test edilen tum dozlar Drosophila'nin esey
oraninda istatistiksel olarak 6nemli bir farka neden olmamistir (p>0.05) (Cizelge 4.
8.). 4-NP ve 4-tert-OP’nin (0.1 mg/L, 1 mg/L, 10 mg/L) D. melanogaster’in yavru
dol sayisi ve esey orani Uzerine istatistiksel olarak anlamh bir etkisine
rastlanmamistir (p>0.05) (Cizelge 4. 18, 4. 19, 4. 29 ve 4. 30).

Endokrin bozucu kimyasallarin zararsiz olarak tanimlanmis dozlarinin canlilar
Uzerinde daha fazla etkili olabilecegi konusunda tartismalar bulunmaktadir. “Dusuk
doz hipotezi” olarak isimlendirilen bu hipotezin dogrulugu arastiriimaya devam
etmektedir (BPA INFO, 2002; Vom Saal and Hughes, 2005). Bisfenol A’nin disik
konsantrasyonlarinin daha etkili olduguna dair ¢alismalar vardir (Welshons et al.,
2006; Izumi et al., 2008; Lemos et al., 2009; Goodman et al., 2009). Uygulanan en
yuksek BPA dozunun yavru dol sayisi tzerine etkili olmamasi bu maddenin disuk
dozlarinin gelisim Gzerine yuksek dozlara oranla daha etkili olabilecegini

dusundirmekte ve bu hipotezi destekler niteliktedir.

Ektisteroidlerin dogrudan ya da dolayli yollardan oogenez ve spermatogenezi
etkiledigi bilinmektedir. Ektizon metabolizmasini etkileyebilen BPA'nin erkek ve

disilerde Ureme ulzerinde etkili oldugu rapor edilmigtir (Lemos et al., 2010).
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Calismamizda uyguladigimiz BPA spermatogenez velya da oogenezi etkileyerek

yavru dol sayisinda azalmalara neden olmus olabilir.

Bir disinin gunluk ortalama yumurta verimi tzerine endokrin bozucu kimyasallarin
etkisi incelendiginde, kontrol gruplarina gore buttin uygulama gruplarinin yumurta
veriminde genel bir azalma vardir. BPA, 4-NP ve 4-tert-OP’nin uygulanan tim
dozlari (0.1 mg/L, 1 mg/L, 10 mg/L) D. melanogasterin yumurta verimini
istatistiksel olarak anlamli oranda azaltmistir (p<0.05) (Cizelge 4. 9, 4. 20 ve 4.
31). Ancak tum bu degisimler doza bagl olarak lineer bir artis ya da azalis
seklinde gozlenmemistir.

lzumi ve arkadaslarinin (2008) karasinek Musca domestica ile yaptiklari bir
calismada, 100 pg/kg ve 1000 ng/kg BPA uygulamasi ile esey orani erkek
bireylerden yana artis gostermistir. Lemos ve arkadaslari (2009), karasal bir
omurgasiz olan Porcellio scaber juvenillerine 10 mg BPA /kg toprak
uyguladiklarinda 2 disiye karsilik 1 erkek birey (2:1) olusurken daha yuksek
dozlardaki uygulamalar kontrolden farkli bir oran (1:1) vermemistir. Endokrin
bozucu kimyasallarin sucul bir omurgasiz olan Tigriopus japonicus (Copepoda)
Uzerine etkilerini arastiran bir calismada ise, 0.01, 0.1, 1, 10 pug/L BPA uygulanan
bireylerde hayatta kalis, fekundite ve esey oraninda herhangi bir degisime
rastlanmamistir (Marcial et al.,, 2003). Benzer olarak, BPA’nin Marisa
cornuarietis’in  fekunditesi, yumurtadan c¢ikisi ve blyumesine olan etkilerini
arastiran diger bir calismada da, 0.1 - 640 pg/L arasinda degisen BPA
uygulamalarinin bu parametreler Gizerinde istatistiksel olarak anlaml bir etki ortaya
ctkarmadigi belirlenmistir (Forbes et al., 2008). Bisfenol A’nin sucul bir omurgasiz
olan Hyalella azteca'ya olan etkilerini aragtiran bir baska calismada 1.1 mg/L
uygulamasi, buyime (uzunluk ve agirhk) Uzerine etkili olmazken disi basina
ortalama yavru dél sayisini anlamli derecede azaltmistir (Mihaich et al., 2009).
Evrimsel olarak ilkel bir omurgasiz olan Hydra oligactis'in eseyli ve eseysiz
uremesine BPA'nin toksik etkisini arastiran bir calismada ise, 0.5 — 4 mg/L BPA

uygulamasi ortalama yumurta sayisini azaltmistir (Fukuhori et al., 2005).

Bircok calismada, nonilfenolin (NP) gelisim Uzerine herhangi bir etkisi

g6zlenmemistir. Ornegin, nonilfenoliin etkilerini arastiran bir calismada 4-NP
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uygulamasi, Chironomus tentans’in esey oranini, Ureme ve yumurta
yasayabilirligini etkilememistir (Kahl et al., 1997). Nonilfenollin etkilerini arastiran
diger bir calismada, karides Americamysis bahaia (Crustacea: Mysidacea)
juvenillerine uygulanan NP esey oraninda herhangi bir degisime yol agmamistir
(Hirano et al., 2009). Benzer bir sekilde, 31 ug/L 4-NP uygulanan sucul plankton
Tisbe battagliai’de fekundite ve esey orani uygulamadan etkilenmemistir
(Bechmann, 1999). Sucul bir omurgasiz olan Eurytemora affinis ile yapilan diger
bir calismada, NP uygulamasinin fekundite ve yavru dol sayisini etkilemedigi
belirlenmistir (Forget-Leray et al., 2005). Baska bir calismada, 4-NP uygulamasi
sucul bir omurgasiz olan Tigriopus japonicus’un (Copepoda) hayatta kalis,
fekundite ve esey oraninda herhangi bir degisime neden olmamigtir (Marcial et al.,
2003). Diger bir cahismada, Daphnia magna erginlerine uygulanan 50 pg/L 4-NP
fekundite ve esey oraninda herhangi bir degisime yol acmamistir (Zhang et al.,
2003). D. magna ile yapilan bir calismada da, 0.46 pM ve 0.91 uM 4-NP

uygulamasi yavru dél sayisini etkilememistir (LeBlanc et al., 2000).

Bu calismalarin yani sira NP uygulamalarinin ortalama yavru dol sayisi ve
fekunditede azalmaya neden oldugunu gosteren calismalar da vardir. Comber ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada (1993) 0.13 mg/L NP uygulamasi, D.
magna’nin ortalama yavru dol sayisinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamh
bir azalma meydana getirmistir. Brown ve arkadaslarinin (1999) yaptigi bir
calismada, 10ug/L’lik 4-NP uygulamasinin sucul bir omurgasiz olan Corophium
volutator disilerinin Uretkenliginde artmaya neden oldugu saptanmistir. Diger bir
calismada, Daphnia galeata erginlerine 10-100 pg/L nonilfenol uygulanmis ve
fekunditede azalma ve gelisimsel anormallikler tespit edilmistir (Shurin and
Dodson, 1997). D. magna ile yapilan bagka bir calismada, 100 pg/L NP
uygulamasi fekunditede anlamli bir azalmaya yol acarken, hayatta kalis ve yavru
dol sayisi Uzerine etkili olmamistir (Baldwin et al., 1997). Ayrica, 50 pg/L NP
uygulamasi tatli su rotatoru Brachionus calyciflorus disilerinin verimliginde

azalmaya neden olmustur (Preston et al., 2000).

Endokrin bozucu kimyasallarin sucul bir omurgasiz olan Tigriopus japonicus

(Copepoda) uzerine etkilerini arastiran bir calismada, 0.01, 0.1, 1, 10 pg/L p-tert-
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oktilfenol (p-t-OP) uygulanan bireylerde gelisim ve Greme incelenmigtir. Hayatta
kalis ve esey oraninda herhangi bir degisime rastlanmamistir. Ancak 1 pg/L p-t-
OP uygulamasi fekundite Uzerinde etkili olmus ve disi basina yavru sayisini

artirmistir (Marcial et al., 2003).

Bu calismalardan da anlasilacagl gibi calisma kapsaminda kullanilan endokrin
bozucu kimyasallarin (BPA, 4-NP ve 4-tert-OP) esey orani, yavru dol sayisi ve
fekundite Gzerine etkileri cesitlidir. Bazi calismalarda anlamli etkiler gozlenirken
bazilarinda etki gorilmemistir. Ortaya ¢ikan sonuglarin gesitliligi uygulanan farkh

dozlara ve farkli omurgasiz turlerine baglanabilir.

Tez calismasi kapsaminda uygulanan tim endokrin bozucu kimyasallar (BPA, 4-
NP ve 4-tert-OP) yumurta verimini kontrol gruplarina goére anlamli oranda
azaltmistir. Bircok ic ve dis faktérin Drosophila melanogaster’in yumurta verimini
etkiledigi bilinmektedir. Stres de yumurta verimini etkileyebilen bir faktordr.
Endokrin bozucu kimyasallarla yapilan calismalarda, bu maddelere maruz
kalmanin hticrelerde stresi indukleyebilecegi saptanmistir (Roy et al., 1997; Obata
and Kubota, 2000; Bindhumol et al., 2003; Kabuto et al., 2003; Cho et al., 2008).
Yumurta veriminde meydana gelen azalmanin nedeni, endokrin bozucu bu
kimyasallardan kaynaklanan stresin yumurta verimini etkilemesi olabilir. Stres
kosullari altinda, Drosophila melanogasterin Greme fonksiyonunda degisimler
meydana geldigi ve ektisteroid sistemin (ektizon ve 20-hidroksiektizon) bu

durumdan sorumlu oldugu bildirilmistir (Rauschenbach et al., 2000).

Drosophila melanogaster erkek ve digileri, hedef dokuda 20-hidroksiektizona
(20-E) donusturdlebilen bir 6ncul hormon olan ektizona sahiptir. 20-E ovaryum
gelisimini kontrol ettiginden, disilerde erkeklerden daha fazla bulunmaktadir. 20-E
miktari ile yumurta verimi arasinda negatif geri bildirim mekanizmasi oldugu rapor
edilmistir. Ornegin, ac birakilan ve yiiksek sicaklik uygulanan disilerde 20-E
konsantrasyonu artarken yumurta verimi azalmistir (Rauschenbach et al., 2000).
Lemos ve arkadaslari (2009) karasal bir omurgasiz olan Porcellio scabera BPA
uyguladiklarinda bu maddenin 20E konsantrasyonunu artirdigini saptamislardir.
Calismamizda uyguladigimiz endokrin bozucu kimyasallar ektizon hormonunda bir

artisa neden olmus ve boylece yumurta verimini azaltmig olabilir.
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Lemos et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, ortaya ¢ikan hiperektizonizmin
uremede cok Onemli bir anahtar protein olan yumurta yolk proteini Oncisu
vitellogenine (vtg) zarar vererek fekunditeyi azaltabilecedi yorumu yapilmistir.
Artan 20-E miktarl, yolk protein sentezinde bozulmalara yol acarak Ureme
Uzerinde etkili olabilmektedir. BPA uygulamasini takiben vtg Uretimindeki artis
baliklar, amfibiler ve omurgasizlarda rapor edilmigtir (Crain et al., 2007). Calisma
kapsaminda uyguladigimiz o6strojenik bilesikler vtg Uretimine zarar vererek

yumurta veriminde azalmaya yol acmis olabilir.

Geligsim ve yumurta veriminde ortaya cikan degigsimlerin hormonal bir bozukluk
nedeniyle olup olmadidi konusu fizyolojik ve molektler calismalar yapilarak daha
ayrintili  olarak incelenmelidir. Hormon dizeyleri Olclilerek yapilan analizler

sonucunda bu maddelerin gelisimsel etkileri tam olarak aydinlatilabilecektir.

5. 2. Omir Uzunlu gu Uzerine Etkiler

Bir organizmanin ergin émur siresi, sahip oldugu genetik etkenler ve cevresel
etkenlerin etkilesimiyle belirlenir. Eger bu dis etmenler dmriin basindan sonuna
sabit tutulursa, erginlerin yasama suresi genotiplerinin bir ifadesi olarak ortaya
cikar (Unlii and Bozcuk, 1979a,b).

Calismanin basinda deginildigi gibi ¢cevresel etmenlerden sicaklik (25°C), besin
(standart Drosophila besiyeri), populasyon yogunlugu (10 birey/tip), i1sik (ginde
12 saat aydinlik) ve bir oranda bagil nem (%50 — 60) sabit tutulmustur. Ayrica
calismalarin tumuinde Drosophila melanogasterin Oregon soyu kullaniimistir.
Deneylerde degisen etmen, organizmaya uygulanan endokrin bozucu
kimyasallardir. Dolayisiyla deneylerde ergin  6muir uzunlugunda gortlen

degdisimler, endokrin bozucu bu kimyasallarin etkisiyle ortaya ¢ikmis olmalidir.

Daha oOnceki calismalara gore Oregon soyunun Omdir uzunlugu arastiricilarin
deneysel kosullarina gore belli oranda degisiklik gostermektedir. Calisma ortami,
bireysel deneyim ve uygulama farklari ayni labotatuvar kosullarinda bile émur
uzunlugu farkhliklarina neden olabilmektedir  (Unlii, 1991c). Ornegin

D.melanogaster'in Oregon soyunun Clark ve Gould (1970)'un verilerine gore
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erkekleri 25TC'de yaklasik 67 gin, disileri 56 giin yasarken, Unlii and Bozcuk
(1979a)’un verilerine goére, Oregon erkekleri 67 gun, digileri ise 61 gin yasamistir.
Arastirmamizdaki bulgulara gore Oregon kontrol grubunda disiler 74,77 gun,

erkekler 68,20 gun yasamistir.

Bisfenol A, 4-nonilfenol ve 4-tert-oktilfenolin Drosophila melanogaster'in dmur
uzunlugu Uzerine olan etkileri disi ve erkeklerde ayri ayri incelenmis, eseye ve

doza baglh farkh sonuclar elde edilmistir.

Kontrol gruplari arasinda fark olmamasi asetonun 6mur uzunlugunda herhangi bir
degdisiklige neden olmadigini, 6mir uzunlugunda goézlenen degdisimlerin endokrin

bozucu kimyasallarin etkisiyle oldugunu gostermektedir.

Bisfenol A uygulanan gruplarda 1mg/L ve 10mg/L’lik dozlarda, disilerin ortalama
Omur uzunlugu anlaml derecede azalmistir (p<0.05) (Cizelge 4. 10). Bu iki grubun
ortalama omdir uzunluklari benzer (71,58 gin) oldugundan belirgin bir doz cevap
iliskisinden bahsedilememektedir. Ancak belirli bir dozun esik etkisi yaratmis
olabilecedi dusunulmektedir. Erkeklerde, 1mg/L’lik BPA uygulamasi, aseton
kontrole gére 6mur uzunlugunda 6énemli bir azalmaya neden olmustur (p<0.05).
0.1mg/L BPA uygulamasi ise, kontrol gruplarina gére anlamh bir artisa yol acmistir
(Cizelge 4. 11).

Nonilfenol uygulamalarinda, digilerin Gmir uzunlugunun sadece 10mg/L dozundan
etkilendigi ve kontrol gruplarina gore anlaml derecede kisaldigi gozlenmistir
(p<0.05) (Cizelge 4. 21). Erkeklerde ise kontrol gruplarindan farkh bir émur
uzunluguna rastlanmamistir (p>0.05) (Cizelge 4. 22).

Oktilfenol uygulanan disilerin émur uzunlugunda kontrol gruplarindan farkh bir
degisim gozlenmezken (p>0.05), erkekler sadece 0.1mg/L oktilfenol uygulanan
grupta kontrol gruplarina gore daha kisa yasamistir (p<0.05) (Cizelge 4. 32 ve 4.
33). Bu grupta en dusuk doz olan 0.1mg/L OP’nin azaltici etkisi, bu maddenin ¢ok
dusuk dozlarinin bile canhlarin d6mur uzunlugunu kisalttigini géstermesi agisindan
oldukca o©nemlidir. Oktilfenol gibi endokrin bozucu maddelerle vyapilan

calismalarda dusuk dozlarin yiksek dozlardan daha etkili olabilecegdi
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belirtiimektedir. “Digtik doz hipotezi” olarak adlandirilan bu hipotez ginimuzde
halen arastiriimaktadir (BPA INFO, 2002). Calismamizda ortaya cikan omur
uzunlugunu azaltan bu etki oktilfenolin disik dozlardaki azaltici etkisini

aciklayabilir.

Yapilan literattr taramalarinda, ¢alismamizda kullandigimiz gevresel dstrojenlerin
omurgasizlarin d6mur uzunluguna etkileri konusunda yapilmis calismalarin sinirh
oldugu gorialmustir. Bechmann (1999) tarafindan yapilan ve bu konuda tek olan
bir calismada, 31 pg/L 4-NP uygulanan sucul plankton Tisbe battagliai'de 6mur

uzunlugunun uygulamadan etkilenmedigi belirlenmistir.

Drosophila melanogaster ile vyapilan calismalarda, ektisteroidlerin  dmur
uzunlugunu etkiledigi belirlenmistir (Simon et al., 2003; Moskalev et al., 2006;
Tricoire et al.,, 2009). Simon ve arkadaslar (2003) tarafindan Drosophila
melanogaster'de yapilan bir calismada, ektizon reseptér (ECR) mutasyonu
bakimindan heterozigot olan bireylerin kontrole gére dmur uzunlugunda %40-50
oraninda artis go6zlenmistir. Ayni calismada, ektizon biyosentez mutasyonu
tasiyan 6zel bir soyun 6mur uzunlugunda artis meydana gelmistir. Moskalev ve
arkadaslarinin  yaptigi bir calismada (2006), ektizon hormonunun 6mdar
uzunluguna etkisi D. melanogaster kullanarak arastirilmis ve ektizon hormonu
uretme bakimindan hasarli olan woc soyunun, yabanil Canton S soyuna gére %46
daha uzun yasadigi belirlenmigtir. Ektizon hormonu woc soyuna disaridan
verildiginde 6mir uzunlugu azalarak Canton S soyununkine yakin bir degere
ulagmistir. Bu sonuglar, 6muir uzunlugunun belirlenmesinde ektizon hormonunun

onemini gostermigtir.

Tricoire ve arkadaslarn (2009) tarafindan yapilan bir calismada, RU486 adi verilen
bir sistem kullanilarak, ektizon reseptori (EcR) farkh oranlarda inaktive edilmis ve
D. melanogaster erkek ve disilerinde 6mur uzunluguna olan etkiler arastirilmigtir.
Erkeklerde hafif inaktivasyon durumunda 6émur uzunlugu kontrole goére %26 — 45
artarken, daha gugclu bir inaktivasyon 6mur uzunlugunu %14 oraninda azaltmistir.
Disilerde ise hafif inaktivasyon bile 6mur uzunlugunda %43 — 80 oranlarinda bir

azalma meydana getirmistir. Bu calismadan da anlasildigi gibi ektizon reseptoru
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Omur uzunlugunun belirlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Ayrica bu reseptorin
inaktivasyonu erkek ve disilerin mur uzunlugunda farkli sonuclara yol agmaktadir.
Cevresel 0Ostrojenlerin  omurgasizlarin  ektisteroid reseptorlerine  baglanma
yetenegine sahip oldugu ©One sdrdlmastir (Ozyhar et al.,, 1991; Zou and
Fingerman, 1997; Watts et al.,, 2001). Ayrica BPA ve NP’nin ektisteroidlerle
antagonistik etkilesim icinde oldugu saptanmigtir (Dinan et al., 2001).
Calismamizda kullandigimiz cevresel 6strojenler (BPA, 4-NP ve 4-tert-OP) ektizon
reseptorleri ile etkilesime girerek D. melanogaster erkek ve disilerinin 6mur

uzunluklarinda degisimler meydana getirmis olabilir.

Tam bu bilgilerin 1s1ginda, endokrin bozucular olarak isimlendirilen Bisfenol A, 4-
nonilfenol ve 4-tert-oktilfenoliin Drosophila melanogaster’in gelisim biyolojisi,
yumurta verimi ve 6mur uzunlugu Uzerine olumsuz ve bazi durumlarda belirgin
olmayan etkileri oldugunu soyleyebiliriz. Ancak ortaya c¢ikan tim bu degisimlerin
hormonal bir bozukluk sonucunda mi yoksa sadece toksik bir etki sonucu mu
ortaya ciktigi kapsamlh olarak arastiriimalidir. Ulkemizde ve diinya genelinde
yaygin olarak kullanilan ve atik olarak cevreye salinan bu maddelerin diger
canhlara ve besin zincirinin en dstinde bulunan insana olasi zararl etkilerini

onlemek icin, bu maddelerin kullanimina iligkin 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir.
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