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OZET

Diflubenzuron, pek cok iilkede insektisit olarak kullanilmasindan dolay: tiim canlilarin
sagligin1 olumsuz etkileyen ekolojik bir 6neme sahiptir. Bu calismada da ekotoksikolojik
calismalarda model organizma olarak kullanilan tatli su midyelerinde (Unio delicatus)
diflubenzuronun olasi toksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Probit analiz yontemi
kullanilarak 96 saat stirelik ortalama 6ldiiriicii konsantrasyonu (LC50) (%95 giliven aralig1)
hesaplanmis ve 96 saatlik LC50 degeri 123,84 mg/L (87,97-166,15 mg/L) olarak
saptanmistir. 96 saatlik LC50 degerinin 1/10 ve 1/100’lik konsantrasyonlari, subletal
konsantrasyonlar olarak kullanilmis ve tatl su midyeleri 48 saat ile 7 giin siireyle 1,24 mg/L
ve 12,4 mg/L diflubenzurona maruz birakilmistir. Deney sonucunda tath su midyelerinin
toplam hemosit sayisi, toplam antioksidan durumu (TAS), toplam oksidan durumu (TOS),
dokularindaki siiperoksit dismiitaz (SOD), katalaz aktivitesi tayini (CAT) ve glutatyon
peroksidaz tayini (GPx) diizeylerine etkisi belirlenmistir. Elde edilen sonuclara gore toplam
hemosit miktar degerleri (THS/ml) DFB’ye maruz kalma sonucunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak 6nemli oranda bir artis gostermistir (p<0,05). Toplam oksidan durumu
(TOS) degerleri DFB’ye maruz kalma sonucunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
bir artis gostermistir (p<0,05). 48 saat son buldugunda kontrol grubuna kiyasla sindirim bezi
ve solunga¢ dokularindaki SOD diizeyleri istatistiksel olarak artig gostermisken (p<0,05), 7
giin siire son buldugunda kontrol grubuna kiyasla sindirim bezi ve solunga¢ dokularindaki
SOD diizeyleri istatistiksel olarak azalig gostermistir (p<0,05). Sindirim bezi ve solungag
dokularindaki CAT seviyesinin 48 saat ve 7 giin siire sonunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak arttigi saptanmistir (p<0,05). Sindirim bezi dokularindaki GPx
seviyesinin 48 saat ve 7 giin siire sonunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak arttigi
saptanmistir (p<0,05). Solungag bezi dokularindaki GPx seviyesinin 48 saat siire sonunda
azaldig1 saptanmisken (p<0,05), 7 glin siire sonunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
arttig1 saptanmistir (p<0,05). Sonug olarak, Diflubenzuron’un subletal konsantrasyonlarda
bile tatli su midyelerinin immunolojik ve biyokimyasal parametrelerini etkiledigi
saptanmistir.
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ABSTRACT

Diflubenzurone (DFB), an insecticide commonly used in many different countries, is an
ecologically important substance that potentially has negative effects on the organism. This
study investigates the toxic effects of diflubenzuron in freshwater mussels (Unio delicatus).
Using probit estimation, LC50 (for 96 hours) is 123.84 mg/L, on average (87.97-166.15
mg/L, 95% confidence interval) is found. 1/10 and 1/100 concentrations of LC50 (for 96
hours) are found to be sublethal. During the experiments, freshwater mussels were exposed
to 1.24 mg/L and 12.4 mg/L concentrations of DFB for 48 hours and 7 days. Total hemocyte
count (THCs/ml) and total oxidant stress in the treated group significantly increase compared
to the levels in the control group as a result of exposure to DFB (p<0.05). After the first 48
hours, a significant increase was observed in the SOD levels in the digestive gland and gill
tissues of treated mussels compared to the ones of control group (p<0.05), but after 7-days
exposure, the SOD levels fall below the ones in the control group (p<0.05). Both CAT and
GPx levels in digestive gland significantly rise in the first 48 hours and continue to increase
until 7 days (p<0.05). In the gill gland, the increase in CAT level of treated mussels persists
until 7 days (p<0.05), but GPx level first becomes significantly lower than in the control
group after 48 hours (p<0.05), and after 7-days exposure, grows to a level that is significantly
higher than the one in the control group (p<0.05). In conclusion, even at sublethal
concentrations, DFB significantly deteriorates the immunologic and biochemical parameters
of freshwater mussels.
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1. GIRIS

Bocekleri oldiiren, zarar veren ya da uzaklagmalarini saglayan kimyasallar olarak bilinen
insektisitler dogal ya da yapay olarak iiretilebilmektedir [1-3]. Bu tez igeriginde insektisit
terimi yapay olarak iiretilen bocek oldiiriiciiler anlaminda kullamlacaktir. Insektisitlerin
temel amaci zararli oldugu diisiiniilen bazi bdoceklerin zarar verici davraniglarini

engellemektir [1].

Insektisitler, tarimda, kentsel bdlgelerde, kamusal binalarda, endiistride ve evlerde siklikla
kullanilmaktadir [1]. Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi (USDA) tarafindan 2001
yilinda yapilan bir aragtirmaya gore ekinlere uygulanan pestisitlerin 6nemli bir oranini

insektisitler olusturmaktadir [1].

Insektisitler, uygulanacak alana ya da organizmaya gére farkli oranlarda ve ydntemlerde
uygulanabilmektedir. Bu yontemler arasinda piiskiirtme, serpme ya da etrafa yem olarak
koyma yer almaktadir [3-4]. Insektisitlerin zararli boceklere karst korunmada da yararh
oldugu diisiiniilse de ¢evre kirliligine sebep olmalari, memelilerde dahil olmak Uzere hedef
olmayan canlilar tizerinde toksik etkiler gostermeleri ve her yil insektisit direncinin artmast
dolayistyla olumsuz etkileri de bulunmaktadir [5]. Insektisitler ayrica riizgar ve yagmur
sular1 aracilifiyla yiizey akisi, yer alti akisi, buharlasma, adsorpsiyon ya da atmosferik
biriktirme yontemleri ile uygulandiklar1 ortamdan farkli ortamlara tasimnabilmektedir [6].

Insektisitlerin bu yéntemler ile tasindiklari ortamlarin en onemlilerinden biri ise sucul

ortamlardir [7-10].

Diflubenzuron, tim diinyada ve Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan ve bocek gelisim
diizenleyici (Insect Growth Regulator-IGR) kategorisinde bulunan bir ¢esit insektisittir [8].
Ticari olarak dimilin adi altinda satilmaktadir [8]. ABD’de pamuk bocegi, cizgili pamuk
yaprak kurdu, kadife fasulye tirtil1 gibi ekinlere zarar veren boceklerin yani sira ormanlarda
yetisen bazi tiir agaglara zarar veren boceklere karsi da kullanilmaktadir [5,8]. Diflubenzuron
ayrica ABD gibi bazi iilkelerde sivrisinekler aracilifiyla yayilan hastaliklarin engellenmesini
onlemek amagli da sivrisineklerin larvalar1 {izerinde kullanilmaktadir [5,9,11-12].
Tiirkiye’de ise 6zelikle pamuk, elma ve armut yetistiriciliginde, pamuk yaprak kurdu, elma
ickurdu, elma agkurdu, armut psillas1 ve armut yaprak galeri giivesi gibi haserelere karsi

kullanilmaktadir [13]. Diflubenzuron ayni zamanda kiiltiir balik¢iginda da kullanilmaktadir



[14]. Diflubenzuron gibi bocek gelisim diizenleyicisi insektisitlerin kullaniminin ¢evrede ve
odak olmayan canlilar iizerinde en az etkiye sahip oldugu disiiniilmektedir [2,11]. Bu
sebeple bu maddeler dogrudan gol, nehir, bataklik ve golet gibi alanlarda siklikla
kullanilmaktadir [15-16].

Diflubenzuron da hava piiskiirtmesi, ucak ve hidrolik sprey araglar1 gibi yontemlerle ilgili
bolgeye uygulanabilmektedir [1,17]. Canlilar bu kimyasali deriden emme veya soluma
yollariyla agiz ve burun gibi viicuttaki hava bosluklariyla viicutlarina alabilmektedir [18].
Kimyasalin uzman kuruluslar tarafindan onerilen oranlarda kullanilmasi gerekmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii'ne gore bu oranmn 0,25 mg/L’yi asmamasi1 gerekmektedir [10,15].
Yapilan caligmalarda ise diflubenzuronun canlilarda toksik etkiler gosterdigi anlasilmistir
[8,13,16,19]. Diflubenzuron, 6zellikle de tath ve tuzlu sularda yasayan omurgasiz canlilar

Uzerinde birikip, yuksek oranda toksik etki gostermektedir [19-22].

Tatli su midyeleri, ahtapotlar, salyangozlar, miirekkep baliklar1 ve siimiiklii bocekler gibi
yumusakcalar subesinde yer alan omurgasiz canlilardir. Suyu siizerek su igerisindeki
stispansiyon halindeki planktonlar ya da organik bilesiklerle beslenirler [23-24]. Tath su
midyeleri yavas hareket etmeleri, dipte yasamalari, dipten beslenmeleri, ortamda sabit olarak
durmalari, sularda bol miktar bulunmalari, metalleri yiiksek yogunluklarda biriktirip bunlar
uzun siire biinyelerinde tutmalar1 ve suyu filtre ederek beslenme 6zelliklerinden dolay1
sularda kirliligi yansitan biyolojik belirte¢lerin basinda gelirler [22,24-26]. Bu sebeple tath
su midyeleri, nehirlerdeki ve gollerdeki su kirliliginin belirtegleri olup tatli su midyelerinin

Oliim oranlarmin artmasi toksik bir kirlilik oldugunun en 6nemli gostergesidir [12,22].

Bu ¢alismada sucul ortamlarda bol miktar bulunan, ortamdan kolay toplanabilen, laboratuvar
ortamina kolay uyumlanan, giivenle ¢alisilabilen, ekotoksikolojik ¢alismalarda indikator tiir
ve model organizma olarak kullanilan tatli su midyesinde (Unio delicatus) bocek gelisim
dizenleyicisi insektisiti olarak kullanilan diflubenzuronun toksik etkilerinin arastirilmasi
amaglanmistir [12,22]. Yapilan c¢alismanin sonucunda sucul ekosistemlerde yasayan
canlilardan biri olan tatli su midyesi (Unio delicatus) iizerinde diflubenzuronun olusturdugu
kisa siireli etkiler incelenmis olup bu ve benzer pestisitlerin uzun vadedeki ekotoksikolojik

etkilerinin arastirilmasi i¢in 6n bilgi saglanmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. insektisitler

Baocek oldiruculer, bir veya birden fazla bocek tiirtine karsi gelistirilen kimyasal maddelerdir
ve insektisit olarak da bilinirler[1,13]. Insektisitlerin, temel amaci zarar verici oldugu
diisiintilen boceklerin 6ldiiriilmesini, zarar gérmesini, alandan uzaklagmasini ya da tamamen

g0¢ etmesini saglamaktir [13].

Siklikla restaurant, hastane, ev, tarla, ticari yerler ya da ambarlarda kullanilan insektisitler
giinlimiizde o6zellikle tarlalarda ekinlere zarar veren bodceklere da karsi koruma amagl
kullanilmaktadir [13]. Oyle ki Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanlig1 tarafindan 2001
yilinda yapilan bir aragtirmaya gore ekinlere uygulanan pestisitlerin %12’sini insektisitler
olusturmakta ve bu insektisitler [1]. en ¢ok misir ve pamuk bitkileri i¢in kullanilmaktadir
[1]. Rice ve Ostlie (1997)’e gore ise insektisitlerden gecmis yillardan bu yana ciftciler
tarafindan ekinlerin gévde kisimlarini ve ¢ekirdeklerini zararli boceklere karst korumak

amagl yararlanilmaktadir [27].

Bazi insektisitler ise bocekler araciligiyla tasinan sitma, sark ¢ibani (Kala-Azar), Chagas
hastaligi (Amerikan Trypanosoma Enfestasyonu) ve dang hummasi (dang atesi) gibi

hastaliklarin 6nlenmesi i¢in de kullanilmaktadir [13,28-29].

Insektisitler temel olarak molekiiler yapilarina ve etkilerine gore simiflandirilmaktadir [1].
Birgogu boceklerin sinir sistemine etki edecek sekilde formiilize edilse de bdceklerin
gelisimlerini engellemek ya da davranislarini degistirmek {izere formiilize edilen ¢esitleri de

bulunmaktadir [1].



Kullanilan bazi insektisit ¢esitleri ve etki alanlar1 ise Cizelge 2.1°de verilmistir [1].

Cizelge 2.1. Bazi insektisit gesitleri ve etki alanlar [1]

Organofosfat Asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek felg olusturur.

Organosulfir Yumurta 6limane sebep olur.

bilesikleri

Karbamat Asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek felg olusturur.

Pirazol Mitokondride elektron aligverisini engelleyerek ATP {iretimini
durdurur.

Kinazolin Boceklerde kitin olusumunu engeller.

Benzil iire bilesikleri Kitin sentezini engelleyerek larva gelisimini durdurur.

Gittikge artan kullanimi ile inektisitler yapay kimyasallar olmalar1 sebebiyle cevreyi
kirletmeleri, memeli canlilarda dahil olmak iizere hedef olmayan canlilar {izerinde toksik
etki gostermeleri ve insektisit direncinin artmasi sebebiyle ¢evreye daha az toksik oldugu
diistiniilen ve yiiksek verim gosteren yeni tiirleri gelistirilmistir [5,30]. Bu tlrlerden en
onemlilerinden bir grubu bocek gelisim diizenleyici (Insect Growth Regulators-IGRS)
insektisitlerdir [13].

2.2. BOcek Gelisim Diizenleyiciler (IGRs)

Bocek gelisim diizenleyleri, diger insektisitlerden farklt olarak boceklerin nasil

biiytidiiklerine, gelistiklerine ve davrandiklarina bakilarak gelistirilmistir [30].

Hoffmann ve Lorenz (1998)’e gore bocek gelisim diizenleyiciler, Gguncl nesil insektisit
olarak bilinmektedir ve siklikla kullanilan diger insektisitlerin aksine boceklerin normal
hormonal siireglerini olumsuz etkileyerek gelisim siireclerine, gelisim siireglerindeki

degisimlerine (metamorfozlarina) ve tiremelerine etki etmektedir [31].

Tunaz ve Uygun (2003)’e gore de bocek gelisim diizenleyiciler, boceklerin normal gelisim

ve yavrulama siireclerindeki bazi fizyolojik diizenleyici siireglerine etki ederek islevlerini



gostermektedir [32]. Bu insektisitler etki mekanizmalarindan dolay: organofosfat veya

karbamat gibi sinirsel siiregler tizerine etki eden diger insektisitlerden ayrilmaktadir [32].

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan, bocek gelisim diizenleyici insektisitleri cevreye ve

hedef olmayan canlilara en az etki gosteren insektisitler olarak tanimlanmaktadir [11].

Degheele, Yive Bai (1993)’e gore de bocek gelisim diizenleyici insektisitlerin cogunun yap1
tas1 olan benzoilfenil lirelerden olusan bu insektisitlerin insanlar ve hedef olmayan bocekler
uzerindeki toksik etkileri organik fosforlu ya da sentetik piretroitli bilesiklere gore daha azdir
[33].

Bocek gelisim diizenleyici insektisitleri islevlerine gore iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar kitin
sentezi engelleyiciler ve hormonlara etki eden juvenil hormon analoglari insektisitlerdir [ 34].

Bilinen en yaygin kitin sentezi engelleyici insektisitlerin ilki ise Diflubenzuron’dur.

2.3. Diflubenzuron

Diflubenzuron (C14HeCIF2N203), kokusuz, beyaz renkte ve kristal yapida benzoilfenil {ire
grubunda yer alan kat1 bir kimyasal bilesiktir [9,35-38]. 2,6-difluorobenzamide (C7HsF2NO)
ile 4-chlorophenylisocyanate (C7HsCINO)’in reaksiyonu sonucu olusmaktadir [9,39-40].
Diflubenzuron, diinyada yaygin olarak bocek gelisim diizenleyicisi insektisitleri kategorisi
altinda yer alan ve kitin sentezi engelleyicisi olan bir ¢esit insektisit olarak kullanilmaktadir
[9-10,17,34,41]. Philips-Duphar laboratuvarlarinda 1970’li yillarin basinda gelistirilmistir
ve kitin sentezi engelleyicisi olarak kullanilan insektisitlerin ilk bilesigidir [5,32,34,36-37].

Ticarette dimilin, difluron, TH-6040 ve larva éldurict olarak da bilinmektedir [17,35,37-
38]. Siklikla kullanilan kisaltmas1 “DFB”dir ve yapay olarak iiretilmektedir [9]. Molekuler
formlli C14HoCIF2N20O> olup, ABD Kimyasal Kuramlar Servisi (CAS) Kayit Numarasi:
35367-38-5 olan bir insektisittir [9,18]. Molekiiler formiiliinden de anlasilacagi lizere
diflubenzuron, karbon (C), hidrojen (H), klor (Cl), flor (F), azot (N) ve oksijen (O)

elementlerinden olusan bir bilesiktir.



Diflubenzuron’un kimyasal yapist ise Sekil 2.1°de gosterildigi sekildedir [35].
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Sekil 2.1. Diflubenzuron’un kimyasal yapisi [35]

Diflubenzuron, Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) tarafindan 1-(4-
chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoly)-urea, N-[[(4-chlorophenyl)amino]carbonyl]-2,6-
difluorobenzamide ya da 1-(2,6-difluorobenzoyl)-3-(4-chlorophenyl)urea  olarak
adlandirilmaktadir [38]. Molekiiler agirligi 310,7 g/mol’diir [18]. Suda eser miktarda
¢coziinmektedir (20°C’de 0,0002 g/L ya da 25°C’de 0,001 g/L) [18,38]. Polar organik
cozlcilerde ise orta seviyede ¢Oziinmekte olup asetonda 20°C’de 6,5 g/L, asetonitrilde
20°C’de 2 g/L, dimetil stlfoksit ve dimetilformamidde 20°C’de 120 g/L ve N-Metil-2-
pirolidonda 20°C’de 200 g/L, apolar organik ¢oziiciilerde ¢ok az ¢oziinmektedir [9].

Diflubenzuron’un yogunlugu ise 1,56 g/cm?® olup, erime noktas1 %95 saflikta ile 210-230°C,
%99 saflikta ile 230-232 °C, buhar basinci ise 25 °C’de 0,00012 mPa’dir (Cizelge 2.2)

[9,18,35,38].

Cizelge 2.2. Diflubenzuron’un fiziksel ve kimyasal 6zellikleri [9,19,35,38]

IUPAC Adlandirilmasi: 1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-
difluorobenzoly)-urea
Molekuler Formulu C14HoCIF2N20:
CAS Numarasi: 35367-38-5
Molekiiler Agirlig:: 310,7 g/mol
Fiziksel Durum: Kokusuz, Beyaz, Kristal bir yap1
Yogunluk: 1,56 g/cm?®
Erime Noktasi: > % 95 saflik 210-230°C
> % 99 saflik 230-232°C




Cizelge 2.2. (devam) Diflubenzuron’un fiziksel ve kimyasal 6zellikleri [9,19,35,38]

Buhar Basincr: 25°C’de 0,00012 mPa

Cozunarluk: Suda ¢ok az (20°C’de 0,0002 g/L ya da
25°C’de 0,001 g/L),

Orta seviyede aseton gibi polar organik
cozlcilerde;

Aseton 20°C’de 6,5 g/L,

Asetonitril 20°C’de 2 g/L,

Dimetil  sulfoksit ve  Dimetilformamid
20°C’de 120 g/L,

N-Metil-2-pirolidonda 20°C’de 200 g/L

ve ¢ok az apolar ¢oziiculerde

Diflubenzuron tiim diinyada yaygin olarak tarim, orman, meyve yetistiriciligi ve siis
bitkilerinde yaprak yiyen farkli bir¢ok tiir larvaya kars1 kullanilmaktadir [9,19,34]. Yani etki
ettigi bocek tiirli miktar1 oldukga genis kapsamlidir [14,38]. Kullanildig1 bocekler arasinda
cekirge, sivrisinek, sinek, tatarcik, pas akari, yonca biti, kahverengi kokarca bocegi
(Halyomorpha Halys), cizgili yaprak kurdu (Spodoptera exigua), Chrysodeixis Includens,
Meloidogyne arenaria, enginar tiyd glvesi (Platyptilia carduidactyla), Mormon circir
bocegi, ¢ingene giivesi (Lymantra dispar), pamuk bocegi (Anthonomus grandis), ¢cogu
hasere bocekler olarak bilinen Spodoptera tiirleri, mantarlara zarar verdigi bilinen Megaselia
halterata tiirti, velvetbean caterpillar tirtili ve giivesi (Anticarsia gemmatalis), Nantucket
cam uclu guvesi (Rhyacionia frustrana), Douglas-fir tussock glvesi (Orgyia
pseudotsugata), orman ¢adir1 tirtil giivesi (Malacosoma spp.) tiirleri bulunmaktadir [17-
18,38,42-43].

Goktay ve Kismali (1990)’a gore de diflubenzuron, kelebek ve giiveler gibi pul kanatlilarin
(Lepidoptera) yani sira ugur bocegi gibi kin kanatlilara (Coleoptera) ve sineklere (Diptera)
karsida etkili bir kimyasal bilesiktir [37].

Etki ettigi bitkiler arasinda ise besin olarak tiiketilenlerden kus iiziimii, briiksel lahanasi,

lahana, domates, soya fasulyesi, erik, dag ¢ilegi, elma, pamuk, armut, mantar ve narenciye



yer almaktadir [9,13,36]. Orman agaglar1 olarak ise kara kavak, ceviz, gam ve pirnal mese

gibi bitkileri lizerinde diflubenzuron kullanilmaktadir [44].

Tiirkiye’de ise diflubenzuron pamuk, elma ve armut yetistiriciliginde, pamuk yaprak kurdu,
elmaigkurdu, elma agkurdu, armut psillasi ve armut yaprak galerigiivesi gibi haserelere karsi
kullanilmaktadir [13,17].

Maduenho ve Martinez (2008)’in Mabilia ve Souza (2006)’dan aktardigina gore
diflubenzuron bitkilerin yani sira Brezilya’da kiiltiir balik¢iliginda, baligin viicudunun

disinda yasayan parazitlere kars1 da kullanilmaktadir [14].

Diflubenzuron ayni zamanda bazi iilkelerde dang hummasi (dang atesi) ve sitma gibi
hastaliklarin 6nlenmesi i¢in hastaligin tasiyicilart olan sivrisineklerin larvalarina karst da
kullanilmaktadir [10,13,19]. Bu sebeple diflubenzuron gol, nehir, havuz, siis selalesi, kiimes
ve diger ¢iftlik hayvanlari tesisleri, ormanlik alanlar, kopek kuliibeleri, hayvanat bahceleri,
kanalizasyon, batakliklar, barakalar, piring tarlalar1 ve yapay g6l gibi alanlara siklikla

uygulanmaktadir [9,13,16,38].

2.3.1. Diflubenzuron’un toksik mekanizmasi

Kitin (CgH1306N)x, boceklerin kiitikiil olarak da bilinen dis iskeletlerinin yap1 taslarindan
biri olan bir gesit polisakkarittir [38]. Glikozun amid bir tirevi olan N-asetilglukozamin
molekiillerinin bir araya gelerek olusturdugu uzun zincirli bir yapidan olusmaktadir (Sekil
2.2) [45]. Kitin, bocegin epidermisi tarafindan salgilanan proteinlerle bag kurarak dis sert
katmani yani dis iskeleti olan kiitikiilii olusturur. Kiitikiil, boceklerin ¢evreleri ile etkilesim
halinde bulunmasini, dis etmenlere karsi korunakli olmasini, bagirsak, solunum sistemi,
iireme ve salg1 bezlerinin bir arada tutulup ayn1 zamanda birbirinden ayrilmasini saglayan
bir tabakadir [28,32]. Bir bocek biiyiirken yeni dis iskelet bocegin eski dis iskeletinin iginde
biiylir. Biiyiidiikce yeni dis iskelet genisler ve sertlesir. Eski dis iskelet ise atilir. Bu siirece
deri degistirme siireci denir [30]. Bu siiregte bocekler larva siirecinden eriskinlige gecerken

yani bilyiirken birkag kez deri degistirerek yeni kiitikiil olustururlar [30,38,45].
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Sekil 2.2. Kitinin kimyasal yapisi [45]

Tunaz ve Uygun (2004)’in Hepburn (1995)’den aktardigina gore kitin sentezi, hiicre zarina
bagh kitin sentaz enziminin aktivasyonuna baghdir. Kitin sentaz enzimi, epidermis
tabakasinda bulunan endoplazmik retikulumlarda ilk olarak zimogen yani inaktif halde

tiretilir ve proteaz enzimleri tarafindan aktive edilir [32].

Diflubenzuron da ekinlere, orman ve sus bitkilerinin 6zellikle yapraklarina karsi zararl
oldugu diisiiniilen bocek larvalar1 ve gesitli hastaliklara neden olan sivrisinekler iizerindeki

toksik etkisini Kkitin sentezini engelleyerek gostermektedir [10,31,41].

Diflubenzuron bu toksik etkiyi 6zellikle sivrisinek ve karasinek larvalar1 basta olmak tizere
larvalarin en dis tabakalarinda bulunan, kitin (N- acetiylglucosamine) sentezinin
gergeklesmesini  saglayan  kitin  sentaz  enziminin aktivasyonunu engelleyerek

gerceklestirmektedir [42].

Grosscurt (1980)’e gore de diflubenzuron aktivitesini Kkitin sentaz enzimi, fenoloksidaz
aktivasyonu ya da deri degistirme metabolizmasinda rol oynayan enzimler iizerinde etki

ederek gostermektedir [46].

Benzer sekilde Eisler (1992)’ye gore diflubenzuron, deri degistirme siirecinde glikozdan
kitin eldesinde gorev yapan kitin sentaz enziminin aktivasyonunu inhibe ederek Kkitin

sentezini engellemektedir ve dolayisiyla boceklerin gelisim agamalarma olumsuz etki

etmektedir [38].

Miyatoma, Hirano ve Hatakoshi (1993)’e gore diflubenzuron’un etki mekanizmasi tam

olarak bilinmemektedir. Fakat etki mekanizmasinin kitin sentaz enziminin aktive olmasini
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saglayan kimotripsin ve tripsin gibi enzimlerinin fonksiyonlarinin ve bir ¢esit koenzim olan
uridin difosfat N-asetilglukosaminin zardan gegisinin engellenmesi sonucu kitin sentezinin

olusumunu bloke etmesi oldugu tahmin edilmektedir [34].

Fisher ve Hall (1992)’ye gore de diflubenzuron kitin sentaz enziminin aktivasyonunu
saglayan serin proteaz enzimini inhibe etmektedir. Bu durum inhibe edilen serin proteaz
enziminin, zimogen haldeki kitin sentaz enziminin aktiflesmesini engellenmesiyle

gerceklesmektedir [17].

Zamansal olarak Goktay ve Kismali (1990)’a gore diflubenzuron asil etkisini kitin sentezini
engelleyerek bocegin degisim gosterdigi yumurtadan ¢ikma, deri degistirme ya da pupadan

¢ikma donemlerinde gostermektedir [37].

Hoffmann ve Lorenz (1998)’e gore de diflubenzuron toksik etkisini, etki ettigi bocek
larvasinin deri degistirme siirecinde iken yeni tiretilmekte olan dis katmanin yani katikillerin
yanlis baglanmasina ve olusan yeni kiitikiiliin eksik katmanli olmasina neden olarak

gostermektedir [31].

Goktay ve Kismali (1990)’a gore diflubenzuron uygulanmasi ile kitin sentezi yapamayan
larva ve pupa asamasindaki bocek, protein baglarinin da bozulmasi ve ¢okelmesi sonucunda,
zayif olan yeni deri, kaslara yeterince kuvvet saglayamadigindan eski deri atilamamakta,
yumurtadan ¢ikilamamakta veya deri i¢ basinca dayanamayip ¢atlamaktadir [37]. Sonugta
bocek bir list larva evresine gegemediginden veya yumurtadan ¢ikamadigindan sonug olarak

olmektedir ya da kisirlagsmaktadir [37,47].

Ascher ve Nemny (1976)’ya gore de diflubenzuronun uygulanmasi sonucu larvalar eski

derilerinden kendini kurtaramamakta ve 6liim eski deriyi atamadan ger¢eklesmektedir [48].

Eisler (1992)’ye gore de diflubenzuron yetiskin bdceklere uygulandiginda boceklerin

yumurtalart normal gériiniimlii olarak biiylise de larvalar yumurtadan ¢ikamamaktadir [38].

Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi (USDA) tarafindan yayinlanan diflubenzuron

risk degerlendirme kilavuzu (2019)’a gore de diflubenzurona maruz kalan bocek larvalar
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pupa i¢inde tamamen gelisse de ya pupadan ¢ikamamakta ya da pupadan ¢iktiktan hemen

sonra 6lmektedir [18].

Mulder ve Gijswijt (1973)’e gore ise oliim, eski deriyi atmaya calisirken sivi kaybindan

meydana gelmektedir [49]. Yeni bocek olusumlari ise bu sekilde durdurulmaktadir.

Diflubenzuron aym1 zamanda Ozellikle bocek larvalari icin mide zehri olarak da

bilinmektedir [48-49].

2.3.2. Diflubenzuron’un ¢evresel durumu

Diflubenzuron, dogrudan bitkilere veya suya uygulanan bir insektisittir [15,19]. Hizli bir
sekilde topraga tutunmaktadir [19]. Topraga tutunma orani topraktaki organik madde tiiriine
bagli olarak degismektedir [6,18]. Ornegin baglanma oranlari siltli balgikta 20 L/kg, kumlu
balcikta 25 L/kg, kumlu killi balgikta 40 L/kg, siltli killi balgikta 40 L/kg, kilde 130 L/kg,
killi hidrosol toprakda 150 L/kg ve turflu hidrosol toprakta 3,500 L/kg’dir [18].

Diflubenzuron ayni1 zamanda farkl tiir topraklarda ¢ozinebilmektedir [19]. C6ziinme hizi
ise diflubenzuronun pargacik biiyiikliigiine gore degismektedir [19]. Toprakta hidroliz olarak
%90 ve lizeri oraninda ¢oziinmektedir [15,19]. Hidrolizi sonucunda ana iiriin olarak yari
omrii 4 hafta olacak sekilde 2,6-diflorbenzoik asiti ve yar1 Omrii 6 hafta olacak sekilde 4-

klorfeniliireyi olusturmaktadir [15,19].

Diflubenzuronun bozunmasi sonucu ortaya ¢ikan baslangi¢ yan {iriinii 4-Klorfenilire 30

gunden fazla bir siire ¢okeltide kalabilmektedir [15,19].

Diflubenzuron’un sudaki kararliligi ise pH seviyesine gore degisim gostermektedir [18,50].
Diflubenzuron notr ve alkali sularda hizli bir sekilde hidroliz olmaktadir [3,9,19,50]. Asidik
sularda ise yar1 6mrii 16 giinden daha fazla olacak sekilde daha yavas ¢6ziinmektedir [50].
Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan yayinlanan Diflubenzuron Saglik ve Giivenli
Kullanim Kilavuzu (1995)’e gore ii¢ haftalik siirecte diflubenzuron karanlik kosullarda
0.0001 g/Lsuda, pH seviyesi 5’iken %4 oraninda, pH seviyesi 7’iken %8 oraninda ve pH

seviyesi 9’iken %26 oraninda bozunmaya ugramaktadir [9].
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Fisher ve Hall (1992)’ye gore de diflubenzuronun pH seviyesi 10 ve sicaklik 36 °C iken tath
sulardaki yar1 6mrii yaklasik 3 giin, ayni1 sicaklikta ve pH seviyesi 6 iken yaklasik 9 giindiir
[17].

Bu durum yine diflubenzuronun alkali sularda daha hizli bozundugunu gostermektedir.

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (USEPA) tarafindan yayinlanan
Diflubenzuron Kilavuzu (1997)’ye gore ise diflubenzuron normal kosullarda hidroliz ve

fotolize kars1 kararlidir [19].

2.3.3. Diflubenzuron’un canhlilar Uzerindeki etkileri

Diflubenzuron her ne kadar zararli oldugu diisiiniilen hedef organizmalar tzerinde ylksek
oranda oldiirticii etki gdsterse de kitin sentezi yapan zararsiz canlilar basta olmak iizere hedef
olmayan diger canlilar lizerinde de toksik etki gostermektedir [9-10,13,38]. Bu canlilar
arasinda kitin sentezi yapan oriimcek, yengec, 1stakoz, karides, su piresi, mayis sinegi, tas
sinegi, siiliikayaklilar ve kopepod gibi canlilar yer almaktadir [38]. Yine Hoffmann ve
Lorenz (1998)’e gore diflubenzuron farkli birgok tiir bocege etki etmesinden dolay1 zararh
oldugu diisiiniilen boceklerin yan1 sira bu boceklerin dogal diigmani olan yararl boceklere
de zarar verici olabilmektedir [31]. Oyle ki bu toksik etkiler fitoplanktonlar gibi mikroskobik

canlilardan insan gibi makro canlilara kadar uzanmaktadir [10,13].

Diflubenzuron, ugak ile havaya pilskiirtme ve hidrolik sprey araglari ile ilgili alanlara
kolayca uygulanabilmektedir [1,17]. Canlilar ise bu kimyasali deriden ve sindirim
sisteminden emme veya soluma yollariyla, agiz ve burun gibi viicuttaki hava bosluklariyla

viicutlarina alabilmektedir [9,18,41].

Insanlar diflubenzurona yedikleri besinler araciifiyla da dolayli olarak maruz
kalabilmektedir [19]. Fakat Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (1997)
tarafindan yapilan bir aragtirmaya gore tiim besinlerden maruz kalinan diflubenzuron miktar:
tolerans gosterilebilecek miktarlarin %1’inden daha az olmaktadir. En fazla maruz kalan

(%]1°lik grup) grubun ise 1-6 yas araligindaki ¢ocuklar oldugu anlagilmistir [19].



13

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yapilan testlere gore diflubenzuron mutajenik, genotoksik,

fetotoksik ya da teratogenik bir madde degildir [9,15].

Diflubenzuronun dogrudan kanserojen bir madde olduguna dair de bir kanit
bulunmamaktadir [19]. Fakat diflubenzuron hidroliz, toprak bozunumu veya bitki ve hayvan
metabolizmasi sonucunda baslangigta 2,6-diflorbenzoik asit (F2CeH3CO2H) ve 4-
klorfenilure (C7H7CIN20) yan Urunlerini, sonrasinda ise 2,6-diflorbenzamid (C7HsF2NO)
ve 4-kloranilin (CsHeCIN veya CICsHsNH2) yan iiriinlerini ortaya ¢ikarmaktadir [18,38].
Diflubenzuronun yan driinlerinden olan 4-kloranilin ve 4-klorfenilire molekullerinin akut
toksik etkiye sahip olup insanlar icin kanserojenik veya mutajenik etki gosterebilecek
maddeler olduklar1 diisiiniilmektedir [9,14,19,38,51-53].

Yapilan baska farkli ¢alismalarda ise diflubenzuronun insanlarda dahil olmak (izere
memelilerde ve balik gibi bazi omurgali canlilarda viicutta oksijen taginmasini saglayan
kirmiz1 kan hiicreleri olarak bilinen hemoglobinlerini hem dogrudan hem de yan iiriinii 4-

kloranilin ile olumsuz etkiledigi kanitlanmustir [9,14,19].

Eisler (1992)’nin Schaefer ve arkadaslar1 (1980)’den aktardigina gore diflubenzuronun yan
Urlini olan 4-kloranilin, Ulusal Kanser Enstitiisii (NIH) ve ABD Cevre Koruma Ajansi
(USEPA) Kanser Degerlendirme grubu tarafindan mutajenik olarak siniflandirilmistir [38].
Bir ¢esit hemoglobin tiirevi olan ve oksijene baglanamayan methemoglobin, ferrik (Fe*3)
formda demir igeren bir ¢esit hemoglobin molekiiliildiir ve hemoglobin molekiiliindeki
demirin ferr6z (Fe*?) formdan ferrik forma (Fe*®) oksidasyonu ile olusmaktadir.
Diflubenzuron vicutta hemoglobinlerin methemoglobin ya da siilfhemoglobine (Hidrojen
stilfiirle hemoglobin karisimi olusan bir madde) doniismesine ve bu maddelerin viicutta
artmasina neden olmaktadir [18,50]. Viicutta bu maddelerin artarak hemoglobin oraninin
azalmast ve bu maddelere oksijenin baglanamamasi sebebiyle kanda oksijen tasinimi
azalmaktadir [9,18-19,54-55]. Saglikli bir insanda methemoglobin diizeyi hemoglobin
dizeyinin %1-2’si kadar olmaktadir. Kandaki methemoglobin diizeyinin %70’in tistindeki

yukselmeleri ise 6liime neden olmaktadir [55-56].
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Yine fare ve siganlar iizerinde yapilan bir arastirmaya gore yiiksek dozlarda diflubenzurona
maruz kalan fare ve si¢anlarin kaninda asir1 miktarda methemoglobin bulunmasi olarak

bilinen methemoglobinemi olugmaktadir [15].

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Birlesmis Milletler Cevre Programi (UNEP) ve Uluslararasi
Calisma Orgiitii (ILO) (1995) tarafindan yapilan bir arastirmaya gére diflubenzuronun yan
urunlerinden 4-kloraniline maruz kalan is¢ilerde ve bu yan {iriine kaza ile maruz kalan yeni

doganlarda da methemoglobinemi olusumu goézlenmistir [9].

Eisler (1992)’nin Stoner ve Wilson (1982)’den aktardigina gore diflubenzuron’un yogun
olarak uygulandig1 yerlerdeki bir ¢esit bal arisi olan Apis mellifera nm 10 mg/kg
diflubenzuron aliminda yasam oraninin azaldigi, 1-10 kg/mg arasindaki diflubenzuron

alimlarinda ise tiremesinin azaldig tespit edilmistir [38].

Bir c¢esit norotransmitter olan asetilkolin kaslarin kasilmasinda, kan damarlarinin
genislemesinde ve kalp atisinin yavaslamasinda rol oynamaktadir. Asetilkolinesteraz enzimi
ise asetilkolinin parcalanarak sinir uc¢larinda deaktif olmasimi saglamaktadir. Bu sekilde
viicutta kaslarin islevleri normal olarak devam etmektedir [56]. Giil, Yigit, Ozcelik ve
Eskizengin (2022) tarafindan yapilan bir arastirmaya gore ise subakut dozlarda
diflubenzurona maruz birakilan si¢anlarda zamanla asetilkolinesteraz enziminin fonksiyonu

yaklasik %43 oraninda azalmaktadir [13].

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (USEPA) (1995)’e gore de diflubenzuron
subakut dozlarla beslenen kuslarda toksik etki gostermektedir [19]. Ayrica Amerika Birlesik
Devletleri Tarim Bakanligi (2019) raporunda Eisler (2000)’den aktardigina gore
diflubenzuronun orman haserelerini azaltmak i¢in genis ¢apli ormanlarda kullanilmas1 bocek
tirlerini azaltacagindan ormanlarda yasayan ve bu boceklerle beslenen kuslarin da

popiilasyonlarinin azalmasina sebep olabilecektir [18].
2.3.4. Diflubenzuron’un sucul canhlar Gzerindeki etkileri
Diflubenzuron, 6zellikle hasere kontrol amagli dogrudan suya uygulanmasi sebebiyle ya da

diger pestisitler gibi uygulandig1 alanlardan yagmur suyu yiizey akisi gibi sebepler dolayist

ile akintilara, nehirlere ve denizlere taginmaktadir [12,15-17]. Bu sekilde suda yasayan
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canlilarda diflubenzurona maruz kalabilmektedir. Yapilan aragtirmalara gore diflubenzuron

sucul canlilardan 6zellikle sucul omurgasizlarda yiiksek oranda toksik etki gostermektedir
[17,50].

Eisler (1992)’ye gore de diflubenzuron hedef olmayan sucul organizmalardan en ¢ok deniz
kabuklularmi etkilemektedir [38]. Oyle ki deniz kabuklularinin biiyiime, hayatta kalma,

tireme ve davraniglarindaki olumsuz etkiler 0,062 pg/L ve 2 pg/L arasinda gozlenmektedir
[18,38].

Eisler (1992)’ye gore ikincil olarak ise en cok sucul bdécekler diflubenzurondan
etkilenmektedir [38]. Bu bocekler arasinda mayis sinegi, tatarcik, caddis sinegi 0,1 pg/L ve

1,9 ng/L arasinda diisiik hayatta kalma oranlar1 gostermektedir [38].

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajanst (USEPA) (1995)’e gore de diflubenzuron
tath sularda yasayan omurgasiz canlilarda oldukg¢a yiiksek oranda toksik etki gostermekte

olup, deniz ve nehirlerde yasayan omurgasizlarda (yumusakgalarda) yiliksek oranda toksik

etki gostermektedir (Cizelge 2.3) [19].

Cizelge 2.3. Tath sularda yasayan bazi omurgasizlarda diflubenzuronun akut toksikoloji

bulgular1 [19]
Tatli Su Omurgasizlarinda Toksik Bulgular
Bilimsel Ad1 Aktif Madde LC/ECsxo Toksitite
(% A.l) (ppb) Derecesi
Daphnia magna 48 saat Cok Yiksek
Teknik dereceli LCso= 3,7 Oranda Toksik
Gammarus 96 saat Cok Yiksek
pseudolimnaeus %95 LCso= 45 Oranda Toksik
Gammarus 96 saat Cok Yiksek
pseudolimnaeus %95 LCso= 30 Oranda Toksik
(vetiskin)
Daphnia magna 48 saat Cok Yiksek
%97,6 ECs0=7,1 Oranda Toksik
Daphnia magna 48 saat Cok Yiksek
%25 ECso=15 Oranda Toksik
Daphnia magna 48 saat Cok Yiksek
%25 ECso= 16 Oranda Toksik
Gammarus 96 saat Cok Yiksek
pseudolimnaeus %25 LCso= 3025 | Oranda Toksik
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Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (USEPA) (1995)’de yapilan benzer bir
arastirmaya gore diflubenzuron tuzlu sularda yasayan kabuklularda ve omurgasizlarda da

yuksek ve ¢ok yuksek oranlarda toksik etki gostermektedir (Cizelge 2.4) [19].

Cizelge 2.4. Tuzlu sularda yasayan bazi omurgasizlarin toksikoloji bulgular1 [19]

Tuzlu Su Omurgasizlar1 Toksik Bulgulari
Bilimsel Adi Aktif Madde LCso/ECso Toksitite
(% AL) [ppb (1g Derecesi
¢ozinen/kg) ,ppm
(mg c¢ozlnen/kg)]
Mysidopsis bahia %99 2,0 ppb Cok Yiiksek
Oranda
Toksik
Mysidopsis bahia %695 2,1 ppb Cok Yiiksek
Oranda
Toksik
Mercenaria (Quahogs) 997.6 > 0.32 ppm Yiiksek
Oranda
Toksik
Palaemontes pugio 0 .
(Grass shrimp) #0100 0.64 ppm él:;(r?gla(
Toksik

Yapilan farkli bir arastirmanin sonuglarina gore de diflubenzuron, tathi sularda yasayan
omurgasizlarin iireme, biiyiime ve hayatta kalmalarini, denizlerde yasayan omurgasizlarin

ise Uremelerini etkilemektedir [19].

Miura ve Takahashi (1994)’e gore de kabuklu canlilar ve karidesler LCso 0,1-1,0 ppm

orantyla diflubenzurondan oldukga fazla etkilenen canlilardir [56].

Asetilkolin baliklarin da duyu ve kaslarini kontrol eden sinir sisteminde rol oynayan bir
norotransmitterdir [14]. Maduenho ve Martinez (2008) tarafindan tatli su baliklarindan olan
Prochilodus lineatus iizerinde yapilan bir aragtirmaya gore diflubenzuron, Prochilodus
lineatus baliginda AChE (Asetilkolinesteraz) enzimini inhibe ederek kaslardaki
fonksiyonunu azaltmistir [14]. Sivrisinek baligi (Gambusia affinis) tizerinde yaptiklari

arastirmaya gore ise diflubenzuron AChE emziminin aktivitesini LCso dozunda %44, LCqo
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dozunda %55 oraninda azaltmstir [14]. Asetilkolinesteraz enziminin surekli inhibe halde
olmas1 sonucu sinir ve kas aglar siirekli ve asir1 miktarda uyarilir. Bu durumda canlida
reaktif oksijen tiirlerinin artmasina, tetani, felg ve 6liime neden olabilmektedir [14,59]. Bu
duruma ek olarak balikta 96 saatin sonunda kirmizi kan hiicresi (alyuvar) ve hemoglobin

seviyelerinin diistigli gdzlenmistir [14].

Julin ve Sanders (1978)’e gore ise diflubenzuronun ana yan trtini olan 4-kloraniline, 96 saat
sonunda 2,3 mg/L dozda maruz birakilan gipura olarak da bilinen Lepomis macrochirus’un
LCso degerine gore Lepomis macrochirus bu maddeye en fazla hassasiyet gosteren canlidir
[43].

Fisher ve Hall (1992)’ye gore de 4-kloranilin, baliklar i¢in yiiksek oranda toksik bir
maddedir [17]. Bu maddenin sitokrom P450 enzimleri tarafindan bozunmaya ugramasi
sonucu H202, OH", 07" gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) ortaya ¢ikmaktadir [14]. Maduenho
ve Martinez (2008)’in Budinsk (2000)’den aktardigina gére ROS’lar hemolitik anemi olarak
bilinen kirmizi kan hiicrelerinin yapimindan daha hizli bir sekilde yok edilmesine sebep olan

bir tiir hastaliga neden olmaktadir [14].

Eisler (1992)’ye gore ayrica uzun siire yliksek dozda diflubenzurona maruz birakilan bazi
tatli su midye tiirlerinin dis kabugunun olusumunu saglayan kitin zincirlerinin sertlesmesi

daha kirilgan kabuk olusumuna neden olmaktadir [38].

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Birlesmis Milletler Cevre Programi (UNEP) ve Uluslararasi
Calisma Orgiiti (ILO) (1995) tarafindan yapilan farkli bir arastirmaya gore ise
diflubenzuron, belirli bir miktarda (1 pg/L) sucul ortamlarda alg g¢ogalmasina da neden
olmaktadir [9].

Uslu, Oya ve Ak (2017) tarafindan Scenedesmus quadricauda ve Phaeodactylum
tricornutum fitoplankton tiirleri iizerinde yapilan bir arastirmaya gore diflubenzuron bu

plankton tiirlerinin biiylimesini azalmaktadir [10].

Moe ve arkadaslart (2019) tarafindan yapilan bir calismaya gore Atlantik somon

yetistiriciliginde zararli bir parazit olan somon bitine kars1 siklikla kullanilan diflubenzuron,
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hedef canli olmayan ve ekonomik ve ekolojik bir 6neme sahip pembe karideslerin larva ve

yetiskin donemlerindeki hayatta kalma oranini azaltmaktadir [53].

Olsvik ve arkadaslari (2013) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismaya gore de Atlantik somon
yetistiriciliginde somon bitine kars1 gittik¢e artan diflubenzuron kullanimi balik ¢iftliklerinin
yakinda yasayan hedef olmayan canlilar1 da olumsuz etkilemektedir. Bu ¢alismaya gore de
Atlantik somon ciftliklerinin yakinlarinda yasayan Atlantik morinalar, Atlantik somonlarin
diflubenzuron ile beslenmesi sonucu artik diflubenzuronlu besinlere maruz kalmaktadir ve
diflubenzuron bu canlilarinda karaciger ve kas dokularinda birikim gostermektedir. Bu

durum ise balikta diisiik oranda da olsa toksik etkiye neden olmaktadir [60].

Tunaz ve Uygun (2003)’iin Ables ve arkadaslar1 (1977)’den aktardigina gore diflubenzuron,
sucul besin agindaki bazi canlilar1 yok etmesi nedeniyle sucul ortamda yasayan diger tiirlerin
de beslenme aliskanliklarinin degismesine sebep olmaktadir. Ornegin Lepomis macrochirus
baliginin beslenme aliskanligi su pireleri ve kopepodlardan bir tiir tatarcifa ve karasal

boceklere degismistir [32].

Aslinda diflubenzuronun hedef olmayan sucul omurgasiz canlilara da zarar vermesinden
dolay1 dogrudan suya ve batakliklara uygulanmasi yasaklanmistir [17]. Fakat bu diizenleme
diflubenzuronun sivrisinek larvast kontrolii amag¢h kullanildigi Kaliforniya’da

uygulanmamaktadir [17].

Diflubenzuronun en ¢ok etkiledigi hedef olmayan canlilar sucul omurgasizlar olmasina
ragmen diflubenzuronun bu canlilardan biri olan tatli su midyesi (Unio delicatus) Uzerindeki
etkilerine dair yapilan aragtirmalara literatiirde rastlanilmamistir. Bu sebeple bu tezde

diflubenzuronun tatli su midyelerinden (Unio delicatus) tizerindeki etkileri aragtirtlmustir.

2.4. Unio delicatus’un Taksonomisi ve Biyolojik Ozellikleri

Tatli su midyeleri olarak da bilinen Unionidae, Mollusca (Yumusakgalar) subesinde,
Bivalvia (Midyeler) sinifinda ve Unionoida takiminda yer alan kabuklu, omurgasiz sucul
canlilar1 i¢inde barindiran bir ailedir [24,61]. Tatli su midyeleri gol ve akarsu yataklarinda
diinyada bir¢ok bolge de ve Antarktika haric tiim kitalarda yayilis gdstermektedirler [24,61-
62]. Oyle ki Unionidae ailesinde diinya ¢apinda yaklasik 1000 tiiriiniin oldugu



19

diistiniilmektedir [14,62]. Yaklasik 300’e yakin tiir ise Kuzey Amerika’nin tatli sularinda
yasamaktadir [14,62-64]. Unionidae ailesindeki tirler Kuzey Amerika’nin diginda
Kuzeydogu Ispanya’dan Akdeniz bolgesi, Kuzeydogu Afrika ve Orta Dogu’ya kadar genis
bir dagilim gostermektedir (Sekil 2.3) [14].
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Sekil 2.3. Unionidae ailesindeki tatli su midye tiirlerinin diinyadaki dagilim [14]

Bu canlilarin bas kisimlar1 tamamen korelmistir. Kabuklari, kalsiyum karbonat (CaCO3) ve

proteinden olusur ve kuvvetli kaslarla desteklenen esnek bir mentese ile (ligament) birbirine

baghdir (Sekil 2.4) [65].

Mentese disleri

Ligament

Sekil 2.4. Tatli su midyesinde ligament ve mentese disleri [65]
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I¢ yiizeyleri ise sedef ile kapldir (Sekil 2.5) [65].

Sedefig kisim Yas halkalari

Sekil 2.5. Tatli su midyesinde sedef i¢ kisim ve yil halkalar1 [65]

Kabuklar, tatli su midyesinin yumusak kismi i¢in koruyucu bir dis iskelet gorevi goriir ve
her iki kabuga bagli olan yumusak kisimda i¢ organlar bulunur (Sekil 2.6) [62]. Kabuklarini
birbirine vurarak yiizerler. Manto bosluklar1 hem beslenmede hem de gaz degistirmede
kullanilan solungaglar igerir. Kasli ve esnek ayaklarini ise hareket etmek, oyuk agmak,

zemine veya kaya catlaklarina tutunmak i¢in kullanirlar [62].

Solungag

Manto

Sekil 2.6. Tatli sumidyesi Unio delicatus’un anatomik yapisi [62]
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Dolasim sistemleri aciktir. Bu sistem bir median karincik ve iki lateral kulak¢ik’dan olugan
bir kalp ile atar ve toplar damardan olusur. Kilcal damarlar1 yoktur. Kan kismen damarlarda
kismen de genis bir hemosol (Agik dolagima sahip canlilarda kan sivisinin dolastigi viicut
boslugu) i¢cinde dolasir. Kanin solunum pigmenti bakir ihtiva eden mavi renkli kan pigmenti

hemosiyanindir. Agizlarinda, radula ad1 verilen dis benzeri ¢ikintilar bulunur.

Tatlisu midyeleri dipte yasarlar ve kotii ortam sartlarindan kagma yetenegi kisith ya da hig
olmayan canlilardir [22,24]. Bu ylzden sucul ortam Kkirleticilerine en ¢ok maruz kalan
canlilar arasinda yer alirlar [22]. Bu 6zelliklerinden dolay1 kirlilige kars1 olduk¢a hassastirlar
[22-24]. Kirlilik stresine maruz kaldiklarinda hizli bir sekilde yasadiklar1 ekosistemden
kaybolabilirler. Ozellikle de Orta Avrupa ve Kuzey Amerika’da insan aktiviteleri sebebiyle
popiilasyonlar1 6nemli olgiide azalmaktadir [66-67]. Bu hassasiyetleri sebebiyle Diinya
Dogay1 Koruma Birligi (IUCN) tarafindan agiklanan Kirmiz1 Liste’nin “Tehdide Yakin-
Near Threatened)” kategorisinde yer alirlar [68].

Tatli su midyeleri sucul ortamlardaki besin aginda da oldukg¢a 6nemli canlilardir [24]. Suyu
filtre ederek suda aski halinde bulunan fitoplankton, bakteri ve diger besin partikiilleri ile
beslenirler [22-24,62,66]. Bu sekilde kirleticilerin sudan siiziilerek ayrilmasini saglarlar.
Ayni zamanda sucul ekosistemde birikime neden olan besin tuzlarinin, demir, kursun,
arsenik, bakir, ¢cinko ve nikel gibi baz1 inorganik ve agir metallerin yani sira fitoplankton,
bakteri ve hidrofobik organik Kkirleticilerin, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin,
metallothionein, organokloriirlerin ve diger organik maddelerin miktarim1 da diistirmiis
olurlar [25,64,66,69]. Ayrica fosforu sudan uzaklastirirlar [23,66]. Bu sekilde bulunduklari
ortamdaki su kalitesinin artmasina katki saglarlar [23,64]. Bu 6zelliklerinin yani sira tatli su
midyeleri kabuklarinda ve dokularinda biriken toksik madde sayesinde sucul ortamlarin
kirliligini yansitan biyolojik belirteclerin basinda gelirler [22,24-26,62]. Tatl1 su midyeleri
ayn1 zamanda nehirlerdeki ve gollerdeki su kirliliginin belirtegleri olduklari i¢cin 6lim

oranlarinin artmasi toksik bir kirlilik oldugunun en 6nemli gostergesi olmaktadir [12].

Bu calismada da kirlilige oldukg¢a hassas bir tiir olan Unio delicatus tatli su midyesi
kullanilmistir. Unio delicatus cevresel Kirlilige maruz kaldiginda ¢ok hizli bir sekilde
ortamdan kaybolmaktadir. Bu sekilde hassas bir tiir olmasindan dolayr Unio delicatus
biyoindikator bir tiir olarak kullanilmaktadir. Unio delicatus ayni zamanda uzun émre sahip

olmasi, sucul ortamlarda yaygin olarak bulunmasi ve viicutlarindan doku o&rnekleri
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aliabilecek biiyiiklilkte olmalarindan dolay1r ekotoksik c¢alismalarda model organizma

olarak da kullanilmaktadir [70].

Calismada kullanilan Unio delicatus tiirtiniin siniflandirilmasi [71];
Alem: Animalia

Sube: Mollusca

Smif: Bivalvia

Altsimif: Autobranchia

Takim: Unionida

Aile: Unionidae

Alt aile: Unioninae

Cins: Unio (Philipsson, 1788)

Tir: Unio delicatus (Lea I, 1863)

2.5. Tath Su Midyeleri Uzerinde Yapilan Toksikoloji Calismalar

Sodyum dodesil siilfat (SDS), deterjanlarda, sampuanlarda, kozmetik bazi iiriinlerde ve en
temizlik tiriinlerinde kopiirme ve temizleme gibi amaglarla kullanilan sentetik organik bir
kimyasaldir. Sodyum dodesil siilfat, atik sular, tortullar ya da toprak araciligiyla tasinarak
sucul canlilarin yasam ortamina tasinirlar [72]. Sodyum dodesil siilfat dogada ¢oziinebilir
olmasi ve diisiik oranda birikim gdstermesi sebebiyle ge¢miste ¢evre dostu bir {iriin oldugu
diistintiliirdti [73]. Fakat artik akut oranlarinin oldiiriicti oldugu biliniyor [74]. Render
tarafindan 1990 yilinda yapilan bir arastirmaya gore ise sodyum dodesil siilfatin yumusakga
embriyolarinda gelisimsel anormalliklere sebep oldugu anlasildi [75]. Banks (2015)
tarafindan tathisu midyeleri Hamiota perovalis ve Villosa nebulosa’nin, sodyum dodesil
stilfata kargt hassasiyetini test etmek amacgli yapilan arastirmaya gore 96 saatin sonunda
Hamiota perovalis i¢in LCso degeri 6,102 pg/L, Villosa nebulosa igin LCso degeri 14,469
Hg/L bulunmustur [74]. Sodyum dodesil siilfat igeren tim konsantrasyonlarda ¢ok az ayak
hareketi gozlenmistir. Fakat yliksek konsantrasyon sodyum dodesil siilfat iceren 96 saatlik
akut toksisite testlerinde kabuklarin ig¢inde herhangi bir yumusak doku olusumuna

rastlanmamustir.
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Graney ve Gisey (1988) tarafindan sodyum dodesil siilfatin Corbicula fluminea tizerindeki
etkisini belirlemek {izere yapilan benzer bir ¢aligmada 96 saatin sonunda LCso degeri 31,400

ug/L olarak bulunmustur [76].

Klor, bir¢ok atik maddenin igerisinde bulunur, maden operasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan,
buzlu yollarda kullanilan ve bir¢ok farkli pestisitte kullanilan bir elementtir ve atiksular
aracilifiyla sucul ortamlara tasinmaktadir [77-79]. Potasyum ise oOzellikle tarimsal
giibrelerde kullanilan bir elementtir ve klor gibi atiksular araciligiyla sucul ortamlara tasinip

yumusakealar gibi sucul canlilara toksik etki gostermektedir [80].

Banks (2015) tarafindan tatlisu midyeleri Hamiota perovalis ve Villosa nebulosa’nin, klor
ve potasyuma Kkarsi hassasiyetini test etmek amacgli yapilan arastirmaya gére 96 saatin
sonunda Hamiota perovalis’in Klor igin LCso degeri 452,491 pg/L, potasyum igin LCso
degeri 11,938 pg/L, Villosa nebulosa 'nin klor i¢in LCso degeri 1,538,452 pg/L, potasyum
icin LCso degeri 15,966 pg/L bulunmustur [74]. Yapilan bu ¢alismanin sonuglarina gore elde
edilen LCso degerleri, 1988 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi Su
Kalite Kriteri raporundaki sucul canlilar iizerinde toksik etki saglayan klor verilerine gore
daha dstiktiir. Bu durum bu tiirlerin klora daha hassas oldugunu gostermektedir. Potasyum
icin ise Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajanst Su Kalite Kriteri

bulunmamaktadir [81].

Banks (2015)’in Fisher ve arkadaslar1 (1991) tarafindan potasyumun tatli su midyelerine
toksik etkileri lizerine yapilan bagka bir arastirmadan aktardigina gore ise yiiksek potasyum

orani zebra midyesi lizerinde solungac epitelyumuna zarar vererek bogulmasina neden

olmaktadir [74].

Yine Banks’im (2005) Imlay (1973)’den aktardigina gore yiiksek potasyum

konsantrasyonlart tatli su midye popiilasyonlarinin azalmasinda rol oynayabilmektedir [74].

Uckun’un (2021) Allen ve arkadaglar1 (2015)’den aktardigina gore azol bilesikler c¢esitli
ilaglarin yani sira ¢amasir tozu, sampuan, krem, dis macunu gibi kisisel bakim iiriinlerinde
antifungal olarak kullanilmaktadir. Azol antifungal etkisini etki ettigi canlinin hiicre
zarlarmin biitiinliigii icin gerekli olan lanosteroliin ergosterole doniigiimiinii saglayan

lanosterol 14-alpha-demetilaz (CYP51A1) enzimini inhibe ederek gostermektedir. Bu inhibe
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sonucu hiicre zarinin biitiinligii bozulmaktadir. Tebukonazol (TEB)’de triazol grubunda yer
alan bir ¢esit fungisittir. Tebukonazol, ¢esitli endiistriyel uygulamalar i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir [82].

Uckun (2021) tarafindan tebukonazoliin tatli su midyeleri (Unio mancus) tzerindeki toksik
etkileri lizerine yaptig1 aragtirmaya gore karbamat, amid ve karboksilik esterlerin hidrolizini
saglayan ve lipit metabolizmasi, 6n ila¢ aktivasyonu gibi fizyolojik siire¢lerde énemli rol
oynayan karboksil esteraz (CaE)’nin aktivitesinin kontrol grubuna goére inhibe oldugu
anlagilmistir [82-83]. Ayrica bu ¢alisma ile siiperoksit anyonlar1 ve hidrojen peroksit gibi
reaktif oksijen tiirlerini temizleyen antioksidan savunma mekanizmasinin bir bileseni olan
stiperoksit dismutaz (SOD)’un aktivitesinin arttigi gézlenmistir [82]. Arastirma sonucu elde
edilen bu sonuclarin nedeninin tebukonazoliin organizmada sebep oldugu strese kars1 farkli

savunma ve adaptasyon mekanizmalari oldugu anlagilmaktadir [82, 84-85].

Uckun ve Ucgkun (2021) tarafindan tatli su midyesi tiirti Unio mancus tizerinde yapilan farkl
bir ¢alismada ise imidaklopritin solunga¢ ATPaz aktiviteleri iizerine etkileri incelenmistir.
Imidakloprit, bdceklerin merkezi sinir sistemi {izerinde etkisini gdsteren ve neonikotinoidler
ad1 verilen bir kimyasallar sinifina ait bir insektisittir. Arastirmada tatli su midyelerinin
toksik kirleticilere ilk maruz kaldig1 organlar1 olan solungacglarindaki hiicrenin iyonik
dengesinin korunmasimi saglayan Na'/K*-ATPaz, ATP sentezinde rol oynayan Mg*2-
ATPaz, hiicrede kalsiyum seviyelerinin korunmasinda rol oynayan Ca*2?ATPaz ve toplam
ATPaz enzimlerinin aktiviteleri incelenmistir [12,87]. Solungag¢, canlida solunum, iyon
dengesi, azotlu atiklarin bosaltimi ve asit-baz dengesi islevlerini gérev ¢ok fonksiyonlu bir
organdir [12]. Solungaglardan emilen toksik maddeler canlimin viicuduna girerek
yayilmaktadir. Yapilan arastirma sonucunda imidaklopritine maruz kalan tatli su midyesi
Unio mancus’un ATPaz’larinin aktivitesinin engellendigi ve dolayisiyla hicrelerde iyon

dengesinin ve enerji sentezinin bozuldugu anlasilmstir [12].

Yologlu (2019) tarafindan tatli su midyesi (Unio mancus) tzerinde imidaklopritin toksik
etkilerine yonelik benzer bir calisma yapilmistir. Bu calismada imidaklopritine maruz
birakilan solungag ve sindirim sistemi dokularindaki biyokimyasal belirtecler olan, sinirler
arasinda ve sinirlerden kaslara sinirsel iletimi saglayan asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi,
birgok kimyasalin hidrolizinde ve detoksifikasyonunda rol oynayan karboksilesteraz (CaE)

aktivitesi, oksidatif stresin degerlendirilmesinde rol oynayan glutatyon rediiktaz (GR) ve
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glutatyon s-transferaz (GST) aktivitesi, oksidatif strese karsi canliyr koruyan rediikte
glutatyon (GSH) aktivitesi ve yaglarin bozulmasi sonucu olusan ve oksidatif stres gostergesi
olan malondialdehit (MDA) seviyesi degerlendirilmistir. Yapilan ¢alismanin sonucunda her
sindirim hem de solunga¢ dokusunda AChE enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore %25
oraninda azaldig1, sindirim bezinde CaE aktivitesinin kontrol grubuna goére %20 oraninda
azaldigi, sindirim bezinde 100 pg AI/L imidalopritin maruziyetinde GR aktivitesinin kontrol
grubuna gore %30 oraninda azaldigi, solunga¢ dokusunda 1000 pg AI/L imidalopritin
maruziyetinde GST aktivitesinin kontrol grubuna gére %30 oraninda arttigi, hem sindirim
hem de solunga¢ dokularinda en yiiksek oranda imidalopritin maruziyetinde GSH
seviyelerinin arttig1, yine her iki dokuda da MDA seviyelerinin en yiliksek oranda
imidalopritin maruziyetinde kontrol gruplarina gore sirasiyla yaklasik %45 ve %48 oraninda
arttigr tespit edilmistir. Calismadan elde edilen verilere gore imidalopritin tathi su
midyelerinde sinir hicreleri Uzerine toksik etki gosteren (nérotoksik), detoksikasyon ve

antioksidan savunma mekanizmalarinda degisimlere sebep olmaktadir [87].

Yilmaz (2019) tarafindan bir tiir antimikrobiyal ve antifungusit etkiye sahip olan sodyum
piritiyon olarak da bilinen sodyum omadinin, Dreissena polymorpha ve Unio mancus
iizerindeki toksik etkileri incelenmistir. Sodyum omadin, yiizey kaplayici organizmalarin
tekne veya suda kullanilan yapilar gibi yerlerin yiizeyinde birikimini onlemek icin
kullanilmaktadir. Sodyum omadin ayni zamanda kozmetik, madencilik ve yakit
sektorlerinde de kullanilmaktadir [89-90]. Arastirma sonucunda sodyum omadinin, indikator
bir tiir olan zebra midyesi (Dreissena polymorpha) igin ¢ok toksik oldugu, Unio mancus’un

da solunga¢ ve hemolemf dokularina hasar verdigi anlasilmistir [88].

Yologlu (2019) tarafindan yapilan farkli bir arastirmada ise tebukonazol gibi triazol
grubunda yer alan bir fungusit olan penkonazoliin tatli su midyesi Unio mancus’un Na*/K"-
ATPaz, Mg*2-ATPaz, Ca*?ATPaz ve toplam ATPaz enzimlerinin aktivitelerine olan etkisi
incelenmistir [87]. Penkonazol, tarimsal {iretimi artirmak ve funguslari kontrol etmek amach
diinyada yaygin olarak kullanilan bir pestisittir. Yologlu (2019)’un Zang ve arkadaslari
(2019)’dan aktardigina gore penkonazol, mantarlarin hiicre zarinda bulunan bir sterol olan
ergosterolin biyosentezini inhibe ederek etkisini gostermektedir [87]. Fakat pentazolde
diger bircok pestisit gibi yiizey akislar1 ve yagmur sular1 gibi etkenlerle sucul ortamlara
tasinmaktadir. Yapilan arastirma sonucunda yiiksek oranda penkanozolin ATPaz

enzimlerinin aktivitelerini inhibe ettigi anlagilmistir.
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Metoksiklor, gecmiste tarimda, bahgelerde, tahil depolama alanlarinda kullanilan sentetik
bir organokloriir insektisittir. Metoksiklor kullanimi zararlarindan dolay:r Tiirkiye’de dahil
bir¢ok iilkede yasaklanmig olsa da giiniimiizde halen daha bazi iilkelerde kullanildigt
diistiniilmektedir [91-92]. Molnar ve Fong (2012) tarafindan metoksikloriin tatli su midyesi
Elliptio complanata (zerindeki toksik etkileri stres indikatérii olan sindirim bezi
hiicrelerindeki lizozomlardaki abnormal degisiklikler incelenerek belirlenmistir. Yapilan

calisma sonucunda metoksikloriin canlida strese neden oldugu tespit edilmistir [92].

Arslan (2022) tarafindan yapilan baska bir arastirmada evlerde, tarimda ve yiyecek
endiistrisinde de kullanilan bir gesit insektisit siflutrinin tatli su midyesi Unio delicatus’un
hemosit parametleri lizerine etkisi incelenmistir. Siflutrin, ticari ve ev insektisitleri olarak
kullanilan piretroid tiirii bir insektisittir. Bu gruptaki insektisitler boceklerin gevresel sinir
sisteminin bozulmasina rol agarak bdcegin fel¢ olmasina neden olur. Yapilan arastirma
sonucunda siflutrinin Unio delicatus’un hemosit sayilarinda doz ve zamana bagli olarak artis

ve azalmalara neden oldugu anlagilmistir [93].

Arslan ve Giinal (2023) tarafindan yapilan benzer baska bir ¢alismada ise genellikle
hayvanlardaki pire, bit ve keneleri yok etmek i¢in kullanilan fipronil insektisitinin, tatli su
midyesi Unio delicatus’un hemosit sayilar1 ve oksidatif strese karsi canliy1 koruyan rediikte
glutatyon (GSH) iizerindeki etkileri incelenmistir. Yapilan inceleme sonucunda fipronile 48
saat boyunca maruz kalan Unio delicatus’un hemosit sayilarinin azaldigr gozlenmistir.
Sindirim bezi ve solungaclarindaki glutatyon (GSH) oraninin ise 7 giinlilk maruzda arttig1

gbzlenmistir [94].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneyde kullanilan midye tiiriiniin temini

Bu ¢aligmada toksisite ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bir tiir olan Unio delicatus
(Lea, 1863) tatli su midyesi kullanilmigtir (Resim 3.1). Calismada kullanilan tatl su
midyeleri Hatay’dan toplanmis olup, balik¢ilardan temin edilmistir. Balikgilardan elde
edilen tatli su midyeleri Gazi Universitesi Gazi Egitim Fakiiltesi Biyoloji Egitimi

Laboratuvarina havalandirilmis su ile getirilmistir.

Resim 3.1. Deneyde kullanilan Unio delicatus tatli su midyesi

3.1.2. Arastirma yeri

Biyodeneyler, Agustos 2022 tarihinde Gazi Universitesi Gazi Egitim Fakiiltesi Biyoloji

Egitimi Laboratuvari’nda yapilmstir.
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3.1.3. Deney ortamu ve tiiriin laboratuvar kosullarina adaptasyon siireci

Balikg¢ilardan temin edilerek laboratuvara getirilen midyeler laboratuvar ortaminda 6nceden
hazirlanan i¢inde havalandirilarak dinlendirilmis ve kloru ugurulmus sebeke suyu bulunan
ve oksijenle havalandirilan 15 L’lik 16 adet esit hacimli cam akvaryuma yerlestirilmistir.

Her bir cam akvaryum 10 L su ile doldurulmus olup, her bir akvaryuma rastgele secilen 20

adet midye yerlestirilmistir (Resim 3.2).

Resim 3.2. Akvaryuma yerlestirilen Unio delicatus tatli su midyeleri

Deneylere baslanmadan 6nce tatli su midyelerinin laboratuvar kosullarina 2 hafta adapte
olmalar1 saglanmistir. Akvaryumlar deney siiresince siirekli olarak hava pompalari
yardimiyla havalandirilmis olup midyeler oda sicakliginda tutulmustur. Adaptasyon
stiresinde midyeler, sucul omurgasizlar i¢in 6zel liretilmis ticari yesil alglerle ile beslenmistir
(Resim 3.3). Deneyde ortalama 32,91+1,29 g agirlik, 4,942+0,11 mm uzunluk, 1,38+0,08
mm yikseklik ve 2,0+0,09 mm genislik dl¢limlerine sahip Unio delicatus tiirii tath su

midyeleri kullanilmistir.
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Resim 3.3. U. delicatus tath su midyelerinin tiyelerinin akvaryumlarda 2 hafta adaptasyon
strecleri

3.1.4. DFB cozeltisinin hazirlanma asamalari

Deney igin stok ¢ozeltinin hazirlanmasinda %97 saflikta ve toz halde diflubenzuron maddesi
kullanilmistir. DFB ¢6zeltisini hazirlamak i¢in ise polar bir ¢oziicii olan dimetil stlfoksit
(DMSO) kullanilmistir. Stok ¢ozeltisi hazirlanirken, 6ncelikle toz halde bulunan DFB
tartilmistir. Ardindan volumetrik cam balon jojede belirlenen hacimce DMSO ile
tamamlanarak elde edilmistir. Diger uygulanacak dozlar ise stok ¢dzeltiden alinan belirli
hacimlerin cam kaplarda DMSO ile sulandirilarak elde edilir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler
kullanilana kadar +4°C’ de saklanmistir. Dozlama 6ncesinde oda sicakligina getirilen
cozeltiler deney akvaryumlarina uygulanmistir (dozlama asamasi). Akvaryumlara DFB

maddesinden elde edilen ¢ozeltiler dozlanirken otomatik pipetten yararlanilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. U. delicatus icin akut LCso degerlerinin tespiti

Tatli su midyeleri, 96 saat siireyle diflubenzurona maruz birakilip LC50 degeri bulunmustur.
Deney yapim asamasinda ¢oziicii olarak kullanilan DMSO' nun bulundugu ve kimyasal
madde i¢cermeyen iki farkli kontrol grubu kullanilmistir. Bu amagcla genis konsantrasyon
araliklar1 kullanilarak 6n deney ve daha sonra statik yontem kullanilarak 96 saat siireli ana
deney gerceklestirmistir. Deney siirecinde tatli su midyelerinde oOliim go6zlenip

gozlenmedigi, kapak agilimi olaylar1 gibi davranis degisiklikleri kontrol edilmistir.

3.2.2. U. delicatus ile subletal deney

Akut toksisite deney sonrasinda 96 saatlik LCso degerinin 1/10 ve 1/100 degerleri subletal
konsantrasyonlar olarak kullanilmistir. Tath su midyeleri 48 saat ve 7 giin siire ile 1,24 mg/L
ve 12,4 mg/L DFB’ye maruz birakilmiglardir. 48 saat sonunda 10 adet midye ve 7 glnin
sonunda 10 adet midye olmak iizere numune alimi yapilmistir. Deneyde ayrica iki kontrol
grubu kullanilmistir. Bunlar kontrol (su ve tatli su midyesi) ve ¢oziicii kontroldiir

(diflubenzuron, su ve tatli su midyesi).

3.2.3. U. delicatus’larda toplam hemosit sayisimin belirlenmesi

Unio delicatus tatli su midyelerinin ilk asamada umbo kismina yakin bir kismindan 2,5 mL
enjektdr kullanilarak hemolemf sivisi alinmis ve 1:1 oraninda %4’liik formaldehitle fikse
edilerek sulandirilmis (%4’ liikk formaldehit; 96 ml distile suya 4 ml formaldehit konularak)
ve THC/mL toplam hemosit sayimi yapilmistir. Hemolemfde THC/mL hemosit sayimi
hemositometrede tiim hiicreler sayildiktan sonra Yavuzcan ve Benli (2014) metoduna gore

hesaplanmustir.
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Resim 3.4. U. delicatus tatli su midyelerinin umbo kismindan hemolemf sivisinin alinmasi

3.3. Biyokimyasal deneyler

3.3.1. Superoksit dismutaz aktivite tayini (SOD)

Bu yontemde esas olarak ortamda olusturulan siiperoksitin siiperoksit dismutaz (SOD)
enzimi ile ortadan kaldirilmasi ve kalan miktarin boyanarak renklenmesine dayanan Yi-
Sun’un 1988’de tanimladig1 ksantinin ksantin oksidaz (XO) ile O2- olusturmasi ve bunun da
NBT ile renkli bir bilesik olusturarak bu renk siddetinin spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesidir. Doku '2 oraninda distile su ile homojenizatér kullanilarak homojenize
edilmistir. Homojenize edilen doku 5000xg’de +4 °C’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Daha
sonrasinda ise siipernatan kloroform-etanol karisimiyla (1/1) oraninda karistirilmistir. Elde
edilen doku daha sonra +4 °C’de 5000 xg’de 2 saat santrifiij edilmistir. Daha sonra total SOD
icin her tiipe 2,9 mL reaktif karisimi + 50 pl numune + 50 pL XO konulmustur. 25°C’de 20
dakika inkiibe edildikten sonra her birine 0,8 mM CuClz’den 1 mL eklenmis olup, 560 nm’de
distile su koriine kars1 okunmustur.

Hesaplama: % inhibisyon = [(Ko6r abs-numune abs)/kér abs] X 100

Hesap %50 inhibisyonu 1U aktivitesinin sagladig diisiiniilerek yapilmaktadir. Doku enzim
miktari, Cayman SOD kiti kullanilarak tayin edildi ve daha sonra Bradford metodu ile
protein diizeyi mg olarak hesaplanmis olup SOD aktivitesi sonuglart U/mg protein olarak

verildi.
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3.3.2. Katalaz aktivitesi tayini (CAT)

Bu yontem, hidrojen peroksitin  (H202) yikimi esasina dayanmaktadir. Doku
homojenizasyonunda dokunun grami basma 5-10 ml soguk tampon kullanilmistir. Tampon
50 mM potasyum fosfat, pH 7,0 ve 1 mM EDTA igermektedir. 10,000xg’de 15 dakika +
40°C’de santrifiij sonrasi siipernatan alinmistir ve deneye kadar -80 °C’de saklanmustir.
Enzimin metanol (CH3OH) ile reaksiyonunda optimal konsantrasyonunda H2O2 olusumu
temeldir. Uretilen formaldehit kromojen olarak 4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-

triazole (Purpald) ile spektrotometrik olarak ol¢iilmiistiir.

3.3.3. Glutatyon peroksidaz tayini (GPx)

Bu cift enzim yontemi, GPx ile hidrojen peroksitin (H20.) reduksiyonunu ve glutatyon
rediiktaz ile NADPH’in NADP’ye oksidasyonunu igermektedir. Enzim aktivitesi 37°C’de
NADPH’1in NAP’ye oksidasyonu sonucunda reaksiyon igeriginin optik dansitesinde azalma
olmasi ile belirlenmektedir. Ticari kitlerde, glutatyon rediiktaz igeriginin ile ¢ift reaksiyona
gire GPX aktivitesinin indirekt olarak 6l¢gmektedir. GPx tarafindan hidroperoksit azaltilmasi

ile tiretilen okside glutatyon, azaltilmis halde GR ve NADPH olarak geri kazanilmaktadir.

3.3.4. Doku protein tayini

Bradford metoduyla, sigir serum alblimini standart kabul edilerek calisma yapilmistir.
Standart, Bovin Serum Albumin 1mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir. 10 pl siipernatan +
90 ul s distile su + 2ml reaktif karisimi ilave dilmistir ve 20 dk oda 1sisinda bekletilmistir.
200 ml folin eklendikten sonra vortekslenen karisim 40 da oda 1sisinda bekletildikten sonra
750 nm’de kore karsi spektrofotometrede okutulmustur.

Hesap: DU/DS X Std kons. = mg/ml olarak verilir.

DU= numune optik dansitesi

DS= standart optik dansitesi

Std. Kons. = standart konsantrasyonu

Elde edilen deney sonuglarimin degerlendirilmesi amaciyla; SOD, CAT ve GPx ve total
protein tayini sonuglar1 deney gruplar1 arasindaki farklarin tespiti i¢in normal dagilim ve
varyasyonlarin homojenligi testlerinden gecirilmistir. Bu sartlar1 saglayanlar T-testi ve tek

yonli ANOVA ile saglamayanlar ise; bunlarin non-parametrik Mann-Whitney U ve
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Kruskall Wallis H testleri ile analiz edilerek anlamlilik diizeyleri GraphPad istatistik veri

analiz programiyla belirlenmistir.

3.3.5. Toplam Antioksidan Durumu (TAS)

Orneklerin toplam antioksidan durumu (TAS), Rel Assay marka ticari Kitler kullanilarak
dlciilmiistiir. Olgiim yontemi Grnekteki tim antioksidan molekiillerin renkli ABTS*
katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan molekillerin toplam
konsantrasyonlartyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina dayanmaktadir. Kalibrator
olarak E vitamininin suda ¢0ziiniir bir analogu olan Trolox kullanilmistir. Dokulardaki TAS

sonuclart mmol/ Trolox Equivalent/L olarak ifade edilmistir.

3.3.6. Toplam Oksidan Durumu (TOS)

Orneklerin toplam oksidan status (TOS) diizeyi, Rel Assay marka ticari kitler kullanilarak
olciilmiistiir. Olgiim, testin calisma prensibinde ifade edildigi iizere orneklerin igerdigi
oksidan molekiillerinin ferroz iyonunu ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine dayanan,
kolorimetrik yontem kullanilmistir. Dokulardaki TOS sonuglar1 pmol H202 Equivalent/ L

olarak ifade edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. DFB’nin U. delicatus Uzerindeki Etkileri

Bu c¢alismada Diflubenzuron’un U. delicatus (zerindeki akut ve subletal
konsantrasyonlardaki etkileri belirlenmistir. 96 saatlik ortalama 6ldiiriicii konsantrasyonlari
saptanmistir. Subletal etki, toksik 6zelligi olan kimyasal maddenin oldiiriicii olmayan
dozlarina maruz kalip hayatta kalan tiirlerde gozlenen davranigsal ve fizyolojik etkilerdir
[95]. U.delicatus tiirii sucul ekosistemde biyoindikator olarak yaygin kullanilan bir tiirdiir
[70]. Bu canl: tiirti kullanilarak yapilan arastirmada Diflubenzuron’un subletal etkilerinin
neler olabilecegi rapor edilmistir. Toplam hemosit sayisi, toplam antioksidan durumu,
toplam oksidan durumu, SOD, CAT ve GPx’in biyobelirte¢ olarak degerlendirilmesi
yapilmustir.

4.1.1. DFB’nin 96 saatlik akut toksisite bulgular

Gergeklestirilen deneyler sonucunda Diflubenzuron’un 96 saatlik akut LCso degeri (%95
giiven araligi), U.delicatus turiinde 123,84 mg/L (87,97-166,15 mg/L) olmak (zere
belirlenmistir. Cizelge 4.1.”de 96 saatlik tahmini LCso degerleri ve % 95’lik giliven aralig1 ve
Sekil 4.1.’de U.delicatus’un 96 saatlik Diflubenzuron igin hesaplanmis olan probit degerleri

ve regresyon grafigi gosterilmistir.

Cizelge 4.1. 96 saatlik LCsp degerleri ve % 95°1ik giiven araligi

Nokta degerleri Konsantrasyon (mg/L) % 95 Giiven aralig1
LC 1.00 27,3534 8,5408-46,4381
LC 5.00 42,5718 17,5736-64,9173
LC10.00 53,8952 25,6660-78,0739
LC15.00 63,1947 33,0105-88,7825
LC50.00 123,8450 87,9749-166,1581
LC85.00 242,7040 179,3365-406,5493
LC90.00 284,5822 205,6355-518,5596
LC95.00 360,2756 249,2923-751,3299
L.C99.00 560,7202 351,1987-1534,0328
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Sekil 4.1. U.delicatus’un 96 saatlik Diflubenzuron i¢in hesaplanmig olan probit degerleri ve
regresyon grafigi
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4.1.2. U.delicatus' un SOD biyobelirte¢ degerleri

U.delicatus' un, Diflubenzuron’a 48 saat ve 7 giin maruziyet siireleri sonucu biyobelirteg
olarak uygulanan Stiperoksit Dismutaz (SOD) verilerinin sindirim bezi dokunun tizerindeki
istatistiksel degerleri Cizelge 4.2'de gosterilmistir. Elde edilen bu istatistikler sonucunda
Superoksit Dismutaz (SOD) biyobelirteg degerleri grafiklendirilmistir (Sekil 4.2). Cizelge
4.2 ve Sekil 4.2' de goriildiigi tizere, Stiperoksit Dismutaz (SOD) degerlerinin 48 saat siire
ile kontrol gruplarina gore 1,24 mg/LL DFB’ye maruz kalanlarda istatistiksel olarak énemli
bir azalis saptanmisken (p<0,05), 12,4 mg/L. DFB’ye maruz kalan midyelerde istatistiksel
olarak onemli bir artig saptanmistir (p<0,05). 7 giin siire ile kontrol gruplarina gore 1,24
mg/L ve 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalan midyelerde istatistiksel olarak onemli bir azalig
saptanmustir (p<0,05). 48 saat slre ile 1,24 mg/L DFB’ye maruz kalan midyeler ile 7 giin
stre ile 1,24 mg/LL DFB’ye maruz kalan midyeler arasinda istatistiksel olarak 6énemli bir
azalig saptanmustir (p<0,05). 48 saat sire ile 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalan midyeler ile 7
gun sdre ile 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalan midyeler arasinda ise istatistiksel olarak 6nemli

bir fark saptanmamustir (p>0,05).

Cizelge 4.2. Siuiperoksit Dismutaz (SOD) verilerinin sindirim bezi dokusunun tzerindeki
degerleri (U/ml/mg protein)

Superoksit Dismutaz (SOD) Sindirim Bezi Dokusu Sire (saat/gun)
(U/ml/mg protein)

Deney Grubu 48 saat 7 gun
Kontrol 0,048+0,001b | 0,046+0,004b
Kontrol DMSO 0,047+0,001b | 0,047+0,004b
1,24 mg/L DFB 0,044+0,002b | 0,033+0,002a
12,4 mg/L DFB 0,054+0,001c | 0,030+0,001a

* Ayni satir ve siitunda farkli harfler (a,b,c) arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (p<0,05).
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*Harfler arasindaki fark istatistik olarak 6énemlidir (p<0,05).
Sekil 4.2. Maruziyet siirelerine gore sindirim bezi dokusu SOD degerleri (U/ml/mg protein)

U.delicatus' un, Diflubenzuron’a 48 saat ve 7 giin maruziyet siireleri sonucu biyobelirteg
olarak uygulanan Siperoksit Dismutaz (SOD) verilerinin solunga¢ dokunun zerindeki
istatistiksel degerleri Cizelge 4.3’te gosterilmistir. Elde edilen bu istatistikler sonucunda
Superoksit Dismutaz (SOD) biyobelirteg degerleri grafiklendirilmistir (Sekil 4.3). Cizelge
4.3 ve Sekil 4.3’te gorildigl tlizere, solunga¢ dokusundaki Siiperoksit Dismutaz (SOD)
degerlerinin 48 saat siire ile kontrol gruplarina gore 1,24 mg/L DFB’ye maruz kalanlarda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanmamisken (p>0,05), 12,4 mg/L DFB’ye maruz
kalan midyelerde istatistiksel olarak dnemli diizeyde bir artis saptanmistir (p<0,05). 7 gln
stire ile kontrol gruplarina gore ise istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir azalis saptanmistir
(p<0,05). 48 saat siire ile 1,24 mg/L DFB’ye maruz kalan midyeler ile ve 7 giin siire ile 1,24
mg/L DFB’ye maruz kalan midyeler arasinda ise istatistiksel olarak onemli diizeyde bir
azalig gozlenmistir (p<0,05). 48 saat siire ile 12,4 mg/L. DFB’ye maruz kalan midyeler ile ve
7 giin siire ile 12,4 mg/L. DFB’ye maruz kalan midyeler arasinda ise istatistiksel olarak

onemli bir fark gézlenmemistir (p>0,05).
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Cizelge 4.3. Superoksit Dismutaz (SOD) verilerinin solunga¢ dokusu tizerindeki degerleri
(U/ml/mg protein)

Superoksit Dismutaz (SOD) Solunga¢ Dokusu Sire (saat/giin)

(U/ml/mg protein)

Deney Grubu 48 saat 7 gun

Kontrol 0,049+0,009b | 0,050+0,002b
Kontrol DMSO 0,051+0,003b | 0,052+0,001b
1,24 mg/L DFB 0,054+0,002b | 0,036+0,002a
12,4 mg/L DFB 0,059+0,002b | 0,039+0,001a

* Ayni satir ve siitunda farkli harfler (a,b,c) arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (p<0,05).

g 0.08
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2 b
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N =

g2 = B3 1,24 mg/L DFB
g2 0047 — [ 12,4 mg/L DFB
=% =

B3 0.02- —

o~ —]

5 —

S 0.00 =

[72)

Maruziyet Siiresi

*Harfler arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (p<0,05).

Sekil 4.3. Maruziyet siirelerine gore solungag dokusu SOD degerleri (U/ml/mg protein)

4.1.3. U.delicatus' un CAT biyobelirte¢ degerleri

U.delicatus' un, Diflubenzuron’a 48 saat ve 7 giin maruziyet siireleri sonucu biyobelirteg
olarak uygulanan Katalaz Aktivitesi Tayini (CAT) verilerinin sindirim bezi dokunun
iizerindeki istatistiksel degerleri Cizelge 4.4’te gosterilmistir. Elde edilen bu istatistikler
sonucunda CAT biyobelirte¢ degerleri grafiklendirilmistir (Sekil 4.4). Cizelge 4.4 ve Sekil
4.4' te goriildiigii tizere, sindirim bezi dokusundaki CAT degerlerinin 48 saat siire ile kontrol
gruplaria gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanmamaistir (p>0,05). 7 giin siire ile

kontrol gruplarina goére 1,24 mg/L DFB’ye maruz kalanlarda istatistiksel olarak dnemli bir
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fark saptanmamisken (p>0,05), 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalan midyelerde istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde bir artis saptanmustir (p<0,05). 48 saat ve 7 giin siire ile 1,24 mg/L
DFB’ye maruz kalan midyeler arasinda ve 48 saat ve 7 giin siire ile 12,4 mg/L DFB’ye maruz

kalan midyeler arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark saptanmamustir (p>0,05).

Cizelge 4.4. CAT verilerinin sindirim bezi dokusunun tizerindeki degerleri (nmol/min/ml)

CAT Sindirim Bezi Dokusu (nmol/min/ml) Sire (saat/gun)

Deney Grubu 48 saat 7 gun
Kontrol 0,389+0,043a 0,353+0,045a
Kontrol DMSO 0,383+0,086a 0,354+0,082a
1,24 mg/L DFB 0,444+0,669b 0,448+0,111b
12,4 mg/L DFB 0,642+0,076¢ 0,531+0,175¢c

* Ayni satir ve siitunda farkli harfler (a,b,c) arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (p<0,05).

2.0 -
E& Kontrol

EH Kontrol (DMSO)
E 1,24 mg/L DFB
[ 12,4 mg/L DFB

(nmol/ min/ml)

Katalaz aktivitesi tayini-sindirim bezi

Maruziyet Siiresi

*Harfler arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (p<0,05).

Sekil 4.4. Maruziyet siirelerine gore sindirim bezi dokusu CAT degerleri (nmol/min/ml)

U.delicatus' un, Diflubenzuron’a 48 saat ve 7 giin maruziyet siireleri sonucu biyobelirteg
olarak uygulanan CAT verilerinin solunga¢ dokunun {izerindeki istatistiksel degerleri
Cizelge 4.5’te gosterilmistir. Elde edilen bu istatistikler sonucunda CAT biyobelirteg
degerleri grafiklendirilmistir (Sekil 4.5). Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5’te goriildiigii {izere,
solunga¢ dokusundaki CAT degerlerinin 48 saat siire ile gore 1,24 mg/L DFB’ye maruz
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kalanlarda istatistiksel olarak 6nemli bir artis saptanmigken (p<0,05), 12,4 mg/L DFB’ye
maruz kalan midyelerde istatistiksel olarak onemli bir fark saptanmamuistir (p>0,05). 7 gln
stire ile kontrol grubuna gore 1,24 mg/L ve 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalan midyelerde
istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanmamustir (p>0,05). 48 saat ve 7 giin sire ile 1,24
mg/L DFB’ye maruz kalan midyeler arasinda ve 48 saat ve 7 giin sure ile 12,4 mg/L DFB’ye

maruz kalan midyeler arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark saptanmamaistir (p>0,05).

Cizelge 4.5. CAT verilerinin solunga¢ dokunun tizerindeki degerleri (nmol/min/mL)

CAT Solungag Dokusu (nmol/min/mL) Sire(saat/gun)
Deney Grubu 48 saat 7 gun
Kontrol 0,974+0,097 0,899+0,188
Kontrol DMSO 0,927+0,008 0,958+0,091
1,24 mg/L DFB 1,082+0,037 1,093+0,152
12,4 mg/L DFB 1,049+0,084 1,131+0,138

o
2 20
% E& Kontrol
£ = 151 B3 Kontrol (DMSO)
zE - T E 1,24 mg/L DFB
— £ 1.0- i
23 o [0 12,4 mg/L DFB
S E =
€< 054 o
© o
S e
S 0.0
<
Maruziyet Siuresi

*Harfler arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (p<0,05).

Sekil 4.5. Maruziyet siirelerine gore solunga¢ dokusu CAT degerleri (nmol/min/ml)

4.1.4. U.delicatus’ un GPx biyobelirte¢ degerleri
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U.delicatus' un, Diflubenzuron’a 48 saat ve 7 giin maruziyet siireleri sonucu biyobelirteg
olarak uygulanan Glutatyon Peroksidaz Tayini (GPx) verilerinin sindirim bezi dokunun
tizerindeki istatistiksel degerleri Cizelge 4.6'da gosterilmistir. Elde edilen bu istatistikler
sonucunda GPx biyobelirteg¢ degerleri grafiklendirilmistir (Sekil 4.6). Cizelge 4.6 ve Sekil
4.6' da goriildiigii tlizere, sindirim bezi dokusundaki GPx degerlerinin hem 48 saat siire ile
hem de 7 giin siire ile DFB’ye maruz kalan midyelerde kontrol gruplarina gore istatistiksel
olarak onemli bir artis saptanmistir (p<0,05). 48 saat stre ile 1,24 mg/L ve 12,4 mg/L
DFB’ye maruz kalan midyeler ile 7 giin stire ile 1,24 mg/L ve 12,4 mg/L DFB’ye maruz

kalan midyeler arasinda da istatistiksel olarak 6nemli bir artig saptanmistir (p<0,05).

Cizelge 4.6. GPx verilerinin sindirim bezi dokusunun {izerindeki degerleri (nmol/min/mg

protein)
GPx Sindirim Bezi Dokusu (nmol/min/mg protein) Sire(saat/giin)
Deney Grubu 48 saat 7 gun
Kontrol 1,224+0,158a | 1,359+0,334a
Kontrol DMSO 1,165+0,172a | 1,088+0,293a
1,24 mg/L DFB 2,774+0,911b | 6,354+0,746¢C
12,4 mg/L DFB 2,722+0,569b | 6,914+1,828¢c

* Ayni satir ve siitunda farkli harfler (a,b,c) arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (p<0,05).
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*Harfler arasindaki fark istatistik olarak onemlidir (p<0,05).
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Sekil 4.6. Maruziyet siirelerine gore sindirim bezi dokusu GPx degerleri (nmol/min/mg
protein)
U.delicatus' un, Diflubenzuron’a 48 saat ve 7 giin maruziyet siireleri sonucu biyobelirteg
olarak uygulanan GPx verilerinin solunga¢ dokunun iizerindeki istatistiksel degerleri
Cizelge 4.7'de gosterilmistir. Elde edilen bu istatistikler sonucunda GPx biyobelirteg
degerleri grafiklendirilmistir (Sekil 4.7). Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7'de goriildigl lizere,
solunga¢ dokusundaki GPx degerlerinin 48 saat siire ile gore 1,24 mg/L DFB’ye maruz
kalanlarda istatistiksel olarak dnemli bir fark saptanmazken (p>0,05), 12,4 mg/L DFB’ye
maruz kalan midyelerde istatistiksel olarak 6nemli bir azalig saptanmistir (p<0,05). 7 giin
stire ile kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak 6nemli bir artis saptanmustir (p<0,05). 48
saat sure ile 1,24 mg/L ve 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalan midyeler ile 7 giin siire ile 1,24
mg/L ve 12,4 mg/LL DFB’ye maruz kalan midyeler arasinda da istatistiksel olarak 6nemli bir

artig saptanmistir (p<0,05).

Cizelge 4.7. GPx verilerinin solunga¢ dokunun tizerindeki degerleri (nmol/min/mg protein)

GPx Solungac Dokusu (nmol/min/mg protein) Sire(saat/gtn)

Deney Grubu 48 saat 7 gun
Kontrol 1,981+0,306b 1,842+0,152b
Kontrol DMSO 1,964+0,175b 1,851+0,201b
1,24 mg/L DFB 1,801+0,253b 3,990+0,813c
12,4 mg/L DFB 1,265+0,569a 3,236+0,379c

* Ayni satir ve siitunda farkli harfler (a,b,c) arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir (p<0,05).
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*Harfler arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (p<0,05).

Sekil 4.7. Maruziyet siirelerine gore solunga¢ dokusu GPx degerleri (nmol/min/mg protein)

4.2. DFB’nin U.delicatus Hemosit Sayisinin Uzerindeki Etkileri

Midyelerin umbo kismindan alinan hemolemflerin hiicre sayisi hemositometre adi verilen
0zel mikroskop lami sayesinde 151k mikroskobunda incelenerek elde edilen veriler rapor
edilmistir. 48 saat ve 7 giin siire boyunca 1,24 mg/L ve 12,4 mg/L Diflubenzuron dozlarina
maruz kalan U.delicatus'larin hemosit degerlerinin ortalamalari sirasiyla 302222,22+42981
ve 330476,19+29233 THS/mL ve 473777,77£93466 ve 456190,47+72303 THS/mL olarak
saptanmistir. Kontrol grubunda ise bu deger 22111,11+40823 ve 22777,77+39550
THS/mL’dir. Toplam hemosit miktar degerleri (THS/mL) Cizelge 4.8'de gdsterilmistir. Elde
edilen istatistikler sonucu maruziyet sirelerine (48 saat ve 7 gun) gore toplam hemosit
sayilar1 grafiklendirilmistir (Sekil 4.8). Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8'de goriildiigii izere hemosit
degerleri 48 saat ve 7 giin siire ile kontrol gruplarina gore 1,24 mg/L ve 12,4 mg/L DFB’ye
maruz kalanlarda istatistiksel olarak 6nemli bir artis saptanmistir (p<0,05). 48 saat boyunca
1,24 mg/L ve 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalan midyeler ile 7 giin siire ile 1,24 mg/L ve 12,4
mg/L maruz kalanlar arasinda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir artig goriilmiistiir

(p<0,05).
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Cizelge 4.8. Toplam hemosit degerleri (huicrex10%)/mL

Hemosit degerleri Sire(saat/gln)
(hucreX10%)/mL

Deney Grubu 48 saat 7 gun

Kontrol 22111,11+40823 a 22777,77+39550 a
Kontrol DMSO 22222,22+37257 a 21777,77+£12695 a
1,24 mg/L DFB 302222,22+42981b 330476,19+29233b
12,4 mg/L DFB A473777,77+£93466¢C 456190,47+£72303c

* Aymi satir ve siitunda farkli harfler (a,b,c) arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir (p<0.05)
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*Harfler arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (p<0,05).

Sekil 4.8. Maruziyet siirelerine gore toplam hemosit sayis1 (hiicreX10%)/ml
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4.3. U.delicatus' un Toplam Antioksidan Durumu (TAS)

U.delicatus'un, Diflubenzuron’a 48 saat ve 7 giin maruziyet siireleri sonucu U.delicatus'un
Toplam Antioksidan Durumunun (TAS) istatistiksel degerleri Cizelge 4.9'da gosterilmistir.
Elde edilen bu istatistikler sonucunda U.delicatus'un Toplam Antioksidan Durumunu
degerleri grafiklendirilmistir (Sekil 4.9). Cizelge 4.9 ve Sekil 4.9'da gorildigi iizere,
antioksidan durumu degerlerinin 48 saat ve 7 giin siire ile kontrol gruplarina gore istatistiksel
olarak 6nemli bir fark saptanmamustir (p>0,05). 48 saat sure ile 1,24 mg/L DFB’ye maruz
kalan midyeler ile 7 giin siire ile 1,24 mg/L DFB’ye maruz kalan midyeler arasinda ve 48
saat siire i1le 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalan midyeler ile 7 giin siire ile 12,4 mg/L. DFB’ye

maruz kalan midyeler arasinda da istatiksel olarak 6nemli bir fark saptanmamistir (p>0,05).

Cizelge 4.9. Toplam antioksidan durumu (TAS) (nmol/L)

Toplam antioksidan durumu (TAS) (nmol/L) Sure (saat/gun)
Deney Grubu 48 saat 7 gun
Kontrol 1,804+0,031 | 1,858+0,08
Kontrol DMSO 1,805+0,042 | 1,853+0,033
1,24 mg/L DFB 1,825+0,018 | 1,803+0,026
12,4 mg/L DFB 1,802+0,012 | 1,854+0,025

T Ea Kontrol

E= Kontrol (DMSO)
B 1,24 mg/L DFB
@™ 12,4 mg/L DFB

LT
LT T T

Toplam antioksidan durumu (nmol/L)

Maruziyet Siiresi

Sekil 4.9. Maruziyet siirelerine gére TAS degerleri (nmol/L)
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4.4. U.delicatus'un Toplam Oksidan Durumu (TOS)

U.delicatus'un, Diflubenzuron’a 48 saat ve 7 giin maruziyet siireleri sonucu U.delicatus'un
Toplam Oksidan Durumu (TOS) istatistiksel degerleri Cizelge 4.10'da gosterilmistir. Elde
edilen bu istatistikler sonucunda U.delicatus'un Toplam Oksidan durumu degerleri
grafiklendirilmistir (Sekil 4.10). Cizelge 4.10 ve Sekil 4.10'da goriildiigi tizere, toplam
oksidan durumu degerlerinin 48 saat siire ile kontrol gruplarina gore 1,24 mg/L DFB’ye
maruz kalanlarda istatistiksel olarak dnemli bir fark saptanmamisken (p>0,05), 12,4 mg/L
DFB’ye maruz kalan midyelerde istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir artis saptanmistir
(p<0,05). Yine 7 giin siire ile kontrol gruplarina gére 1,24 mg/L DFB’ye maruz kalanlarda
istatistiksel olarak onemli bir fark saptanmamisken (p>0,05), 12,4 mg/L DFB’ye maruz
kalan midyelerde istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir artis saptanmustir (p<0,05). 48 saat
stire ile 1,24 mg/L DFB’ye maruz kalan midyeler ile 7 glin stire ile 1,24 mg/L DFB’ye maruz
kalan midyeler arasinda ve 48 saat sire ile 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalan midyeler ile 7
gun sure ile 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalan midyeler arasinda istatiksel olarak énemli bir

fark saptanmamustir (p>0,05).

Cizelge 4.10. Toplam oksidan durumu (TOS) (nmol/L)

Toplam oksidan durumu TOS (nmol/L) Sire (saat/gun)
Deney Grubu 48 saat 7 gun
Kontrol 2,733+0,177a 2,753+0,200a
Kontrol DMSO 2,757+0,254a 2,812+0,469a
1,24 mg/L DFB 2,553+0,172a 2,513+0,208a
12,4 mg/L DFB 4,182+0,664b 4,318+0,769b

* Ayni satir ve siitunda farkli harfler (a,b,c) arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir (p<0,05).
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*Harfler arasindaki fark istatistik olarak 6énemlidir (p<0,05).

Sekil 4.10. Maruziyet siirelerine gore TOS degerleri (nmol/L)
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5. TARTISMA VE SONUC

Glinlimiizde insektisitler tarimda, kentsel bolgelerde, kamusal binalarda, endiistride ve
evlerde siklikla kullanilmaktadir [1]. Bu insektisitlerden biri de ticari olarak Dimilin olarak

bilinen Diflubenzuron’dur.

Diflubenzuron, tum diinyada ve Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan ve bocek gelisim

diizenleyici (Insect Growth Regulator-IGR) kategorisinde bulunan bir ¢esit insektisittir [8].

Diflubenzuron gibi bocek gelisim diizenleyicisi insektisitlerinin kullaniminin ¢evrede ve
odak olmayan canlilar {izerinde en az etkiye sahip oldugu diisiiniilse de yapilan ¢alismalarda

ise diflubenzuronun canlilarda toksik etkiler gosterdigi anlagilmistir [2,8-13,16-19].

Diflubenzuron, ozellikle de tath ve tuzlu sularda yasayan omurgasiz canlilar iizerinde

birikip, ylksek oranda toksik etki gostermektedir [19-22].

Diflubenzuronun en ¢ok etkiledigi hedef olmayan canlilar sucul omurgasizlar olmasina
ragmen diflubenzuronun bu canlilardan biri olan tatli su midyesi (Unio delicatus) Gzerindeki

etkilerine dair yapilan aragtirmalara literatiirde rastlanmamuistir.

Laboratuvar calismamizda kullanilan DFB’nin sucul canli tiirii olan midyeler iizerindeki
etkileri agiga ¢ikarilmak istenmistir. Bu calismada DFB’nin tatlh su midyelerindeki
(U.delicatus) 96 saatlik LC50 degerleri ve deney boyunca etken maddenin canli iizerindeki
davraniglar1 gézlenmistir. Deneylerde, DFB’ nin 96 saatlik akut LC50 degeri (% 95 giiven
aralig1), 123,84 mg/L olarak hesaplanmistir.

Arslan ve Giinal (2023) tarafindan U.delicatus iizerinde yapilan farkli bir ¢alismada
fipronilin 96 saatlik akut LC50 degeri (% 95 giiven aralig1), 2,64 mg/L olarak hesaplanmistir
[94]. Sukhovskaya ve arkadaglarinin yaptigi farkl bir ¢alismada ise kadmiyumun bir tiir
istiridye olan kum sirlan1 (Donax trunculus) i¢in 96 saatlik akut LC50 degeri (% 95 giiven
aralig1) 2,6 mg/L olarak hesaplanmistir [96].

Calisma bulgularimiza benzer olarak sucul canlilardan ¢ipura, gokkusag: alabalig1 ve sar1

levrek tlizerinde Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi tarafindan yapilan
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arastirmalara gore 96 saatlik LC50 degerleri sirastyla en diistiik 129 mg/L, 136 mg/L ve 25
mg/L olarak Olgiilmistir [97]. 1997 yilinda Atlantik midyesi (Crassostrea virginica)
iizerinde yapilan arastirmaya gore ise 96 saatlik LC50 degeri 130 mg/L olarak 6l¢iilmiistiir.

Bu degerler yine ¢alismadaki bulgularla benzerlik gostermektedir [18].

Jonsson ve arkadaglar1 tarafindan DFB’nin bir balik tiirii olan Nil tilapyasi i¢in 96 saatlik
akut LC50 degeri (% 95 giiven araligr) >100 mg/L olarak hesaplanmistir [98]. Han ve
arkadaslar1 tarafindan DFB’nin zebra balig1 i¢in 96 saatlik akut LC50 degeri (% 95 giiven
araligi) ise 3,5 mg/L olarak hesaplanmistir [99]. Fischer ve Hall tarafindan DFB’nin etkileri
iizerine yapilan baska bir caligmada ise DFB’nin bir balik tiirii olan Atlantik killi balig1 i¢in
96 saatlik akut LC50 degeri (% 95 giiven aralig1) 32,99 mg/L olarak hesaplanmistir [ 100].

Ay ve arkadaglarinin (2014) yapmis olduklar1 bagka bir ¢aligmada ise ortalama 5,5+0,7 cm
boy ve 19,88+4,85 g agirliga sahip tatli su midyesi Unio terminalis kullanilarak bakirin
U.terminalis i¢in 96 saatlik LC50 degeri 4,65 mg/L (% 95 lik giiven aralig1) olarak
saptanmistir. 96 saat siire sonunda U.terminalis'deki bakir birikimi, kontrol grubundaki

midyelere gore artis gostermistir (p<0,05) [101].

Bu ¢alismada DFB’nin 1,24 mg/L ve 12,4 mg/L dozlar1 uygulanmistir. Deneyde kullanilan
biyobelirteglerin (SOD, CAT ve GPx), hemosit, antioksidan ve oksidan degerlerinin

dozlama grubu ve kontrol grubuna gore kiyaslamasi yapilmistir.

Hemosit sayimi gibi kan parametreleri tiirlerin kendilerinin ve ¢evrelerinin saglik durumlari
hakkinda bilgi veren ve stres indikatorii olarak kullanilan 6nemli parametrelerdir [93-
94,102]. Ciinkii hemositlerin insanlardaki lenfositlerle ayn1 islev gordiigii kabul edilmektedir
[103-105]. U.delicatus ile yapilan subletal ¢alisma sonucunda, DFB’ye 48 saat ve 7 giin
stiresince maruz birakilan midyelerin, maruziyet siirelerine gére toplam hemosit sayisi
(hiicreX10%)/ml istatistiksel olarak dnemli bir artig géstermistir (p<0,05). 48 saat ve 7 giinliik
1,24 mg/L ve 12,4 mg/L’lik degerler kiyaslandiginda ise istatiksel olarak onemli bir fark
goriilmemistir (p<0,05). Mevcut ¢alismadaki toplam hemosit sayisinin artmasi, sistemin
fiziksel ve kimyasal strese karsi bir koruma sagladigin1 géstermektedir [106]. Yani midyeler

DFB maruzuna kars1 hemosit sayilarimi artirarak cevap vermistir.
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Akdag ve arkadaslarinin (2021) yaptig1 farkli bir calismada ortalama 5,05 + 0,52 cm boy ve
33,68 £+ 7,34 gr agirliga sahip tatli su midyesi Unio delicatus kullanilarak, 1 mg/L ve 0,01
mg/L dozlarda uygulanan piperonil biitoksitin (PBO) kontrol gruplarina gore 24 saat
sonunda toplam hemosit sayisini artirdigi (p<0,05), 48 saat sonunda ise azalttig1 (p>0,05)
tespit edilmistir [107].

TteSnakova ve arkadaglarinin (2020) yaptig farkl: bir ¢alismada ise ortalama 5,5 = 0,9 cm
boy ve 30,8 £ 6,3 gr agirliga sahip tath su midyesi Unio crassus kullanilarak 10 pg/L. dozda
uygulanan biyosit bakir pritiyonun (CuPT) kontrol gruplarina gore 48 saat sonunda toplam
hemosit sayisini artirdigi (p<0,05), 10 pg/L dozda uygulanan ¢inko pritiyonun (ZnPT)
kontrol gruplarina gore 7 giin sonunda toplam hemosit sayisini artirdigr (p<0,05) tespit
edilmigstir [103]. Yapilan ¢alismadaki bu sonuglarda ¢alismada kullanilan midye tiirii ve
kullanilan kimyasal madde farklilik gosterse de midyelerin tepkileri agisindan mevcut
caligmanin sonuglar1 ile benzerlik gostermektedir. 7 giin sonunda ise 10 pg/L dozda
uygulanan biyosit bakir pritiyonun (CuPT) kontrol gruplarina gore toplam hemosit sayisini

azalttig1 gézlenmistir (p<0,05).

Arslan (2022) tarafindan yapilan bir arastirmaya gore ortalama 4,87+0,43 cm boy ve
31,59+4,8 gr agirliga sahip tath su midyesi Unio delicatus kullanilarak 1,05, 0,105, ve
0,0105 mg/L dozlarda uygulanan insektisit siflutrinin (CF), 24 saat sonunda 1,05 mg/L
dozda toplam hemosit sayisini1 kontrol grubuna gore artirdig (p<0,05), 0,105, ve 0,0105
mg/L dozlarda azalttig1 (p<0,05), 48 saat sonunda ise tiim dozlarda toplam hemosit sayisini
kontrol grubuna gore azalttigi (p<0,05) tespit edilmistir [93]. Yapilan ¢alismada kullanilan

midye tiirli ayn1 olsa da kullanilan kimyasal madde farklilik gostermektedir.

Hemositler, midyelerin bagisiklik savunmasinda kilit bir rol oynar. Metalik veya organik
ksenobiyotikler, hemositler tarafindan alinir ve iyi gelismis endolizozomal sistemler
sayesinde konsantre edilir. Bu durum ksenobiyotiklerin detoksifikasyon olmalarina ya da
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olur [109-110]. Hiicre homeostazinin,
hiicre sinyal mekanizmasinin ve gen ekspresyonunun salgilanmasi, biiylimesi ve
farklilagmasi gibi cesitli hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesi i¢in ise diisiik reaktif oksijen
thrleri seviyeleri gereklidir [111-112]. Fakat hiicrede ROS miktarinin asir1 artmasi ya da
birikmesi, hlcrede oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres, proteinlerin, nikleik asitlerin

ve yaglarin peroksidasyona ugrayip bozulmalarina, enzimlerin deaktive olmasina ve redoks
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reaksiyonlarinin deregiilasyon olmasina neden olur. Oksidatif strese karsi hiicre bazi
antioksidan enzimler tarafindan korunur. Bu enzimler arasinda katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) yer alir [113]. Oksijenli solunum yapan tim
canlilarda bu enzimler bulunur [113]. Bu enzimler ROS seviyelerinin normal
konsantrasyonlarda hiicrede dengede kalmasini saglar. ROS tiirleri arasinda ise hidrojen
peroksit (H202), hidroksil radikali (OH-), stiperoksit (O2-), alkoksil radikali (RO-), lipid
alkoksil (LO-), peroksil radikali (RO2-), ozon (03), lipid peroksit (LOOH), singlet oksijen
(102), hidroperoksil radikali (HO2.) yer alir [115].

Hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OH-) ve stperoksit (O2-) gibi reaktif oksijen
tirleri hemolitik anemi olarak bilinen kirmizi kan hiicrelerinin yapimindan daha hizli bir
sekilde yok edilmesine sebep olan bir tiir hastalifa sebep olmanin yani sira canlida reaktif

oksijen tiirlerinin artmasina, tetani, felg ve hatta 6liime neden olabilmektedir [14,59,113].

Stiperoksit dismutaz (SOD), sliperoksit anyonlar1 ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tirlerini temizleyen antioksidan savunma mekanizmasinin bir bilesenidir. SOD ayrica
oksidatif stres ile iligkili parametrelerden en yaygin olanlardan biridir [82]. Bu ¢calismada da
48 saat ve 7 giin sonunda DFB’ye maruz birakilan U.delicatus’un solunga¢ dokusu ve
sindirim bezi dokusundaki SOD oranlar1 ol¢iilmiistiir. Sindirim bezi dokularindaki SOD
diizeyleri 48 saat siire ile kontrol gruplarina gore 1,24 mg/L DFB’ye maruz kalanlarda
istatistiksel olarak azalis saptanmisken, solunga¢ dokularinda ise aymi dozdaki SOD
dizeylerinde azalma olmus fakat istatiksel olarak bir fark gbézlenmemistir. 12,4 mg/L
DFB’ye maruz kalan midyelerde ise hem sindirim bezi hem de solunga¢ dokusundaki SOD
diizeylerinde istatistiksel olarak dnemli diizeyde bir artis saptanmistir. Hem sindirim bezi
hem de solunga¢ dokusunda 7 giin siire ile kontrol gruplarina gore her iki dozda DFB’ye
maruz kalan midyelerin SOD degerlerinde istatistiksel olarak onemli diizeyde bir azalis

saptanmistir.

Uckun tarafindan (2021) yapilan bir aragtirmaya gore bir tiir tath su midyesi olan Unio
mancus’un fungusit tebukonazole (TEB) maruz kalmasi sonucunda hem solungag
dokusunda hem de sindirim bezinde kontrol grubuna gére SOD aktivitelerinin 15 pg/L, 150
pg/L ve 1500 pg/L doz uygulamalarinda 96 saat sonunda dnemli oranda arttig1 gézlenmistir
[82]. Bu ¢aligmada farkli bir midye tiirii ve farkli tiir kimyasal kullanilsa da 48 saat sonunda
12,4 mg/L DFB maruziyetinde hem solunga¢ hem de sindirim bezi dokusunda SOD
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degerleri 6nemli oranda artis gostermistir. Artan SOD aktivitesi, ROS'u ortadan kaldirmak
ve oksidatif stresi azaltmak i¢in antioksidan savunma sisteminin aktive oldugunu gosterebilir

[116].

Katalaz (CAT), canlilar tarafindan iiretilen bir tiir protein yap1 da enzimdir. SOD ve GPx
gibi katalaz da antioksidan savunma mekanizmasiin bir bilesenidir. Katalaz, hidrojen
peroksidin (H202), O2 ve H20’ya pargalanmasini saglar [115,117]. Bu sekilde yaglarin
peroksidasyonunu da 6nler [113].

Calismamizda, U.delicatus’un DFB’ ye 48 saat ve 7 giin siire boyunca maruz birakilmasi
sonucunda sindirim bezi ve solungag¢ dokularinda olusan CAT diizeyleri tespit edilmistir. 48
saat slire sonunda 1,24 mg/LL DFB’ye maruz kalanlarin sindirim bezi dokusundaki CAT
diizeylerinde artis olmasina ragmen istatistiksel olarak onemli bir fark saptanmamaistir.
Solunga¢ dokusunda ise CAT diizeylerinde istatistiksel olarak 6nemli bir artis saptanmustir.
48 saat siire sonunda 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalanlarin hem sindirim bezi hem de
solunga¢ dokularindaki CAT diizeylerinde artis olmasina ragmen istatistiksel olarak 6nemli
bir fark saptanmamustir. 7 giin siire ile kontrol gruplarina gore 1,24 mg/L DFB’ye maruz
kalanlarin CAT diizeylerinde artig goriilmesine ragmen hem sindirim bezi hem de solungag
dokusundaki CAT diizeylerinde istatistiksel olarak onemli bir fark saptanmamistir. 7 gin
stire ile kontrol gruplarina gore 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalanlarin sindirim bezi
dokusundaki CAT diizeylerinde istatiksel olarak 6nemli bir artis goriilmiisken, solungag
dokusundaki CAT diizeylerinde ise ayni dozda artis gériilmesine ragmen istatiksel olarak

onemli bir fark saptanmamuistir.

Hiicresel boyutta agir metaller oksidatif strese neden olur reaktif oksijen tiirlerinin
olusmasini saglar. Boudjema ve arkadaslar1 tarafindan (2014) agir metal olan kadmiyum,
kursun ve bakirin kahverengi midyenin (Perna perna) katalaz izerindeki etkisine yonelik
yaptiklari1 ¢calismada, midyeye maruz birakilan agir metallerin midyenin katalaz aktivitesini
artirdig1 gozlenmistir [118]. Bu calismada elde edilen sonug farkl: tiir midye ve etken madde

kullanilmasina ragmen yapilan ¢aligma ile benzer sonug gostermektedir.

Bhangale ve Mahajan tarafindan (2016) yapilan baska bir arastirmada ise bir tiir tath su
midyesi olan Lamellidens consobrinus’un ¢inko siilfata (ZnSO4) maruziyeti sonucu 7 giin

sonunda sindirim bezinde katalaz aktivitesinin arttig1 gézlenmistir [119].
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Maduenho ve Martinez tarafindan (2008) yapilan baska bir aragtirmada ise tatli su balig1
olan c¢izgili prochilodun 25 mg/L doz DFB’ye maruziyeti sonucunda 96 saat sonunda

karaciger katalaz aktivitelerinin artig1 gozlenmistir [14].

Glutatyon peroksidaz (GPx), hidrojen peroksit ve lipid peroksit diizeylerinin azalmasini
katalize eden bir antioksidan enzimdir [120]. SOD ve CAT gibi oksidatif stres ile iliskili

parametrelerin en yaygin olanlarindan biridir.

Calismada, U.delicatus’un DFB’ ye 48 saat ve 7 giin siire boyunca maruz birakilmasi
sonucunda sindirim bezi ve solunga¢ dokularinda olusan GPx diizeyleri de incelenmistir.
Sindirim bezi dokusundaki GPx degerleri 1,24 mg/L. dozda DFB’ye maruz kalan midyelerde
48 saat sure sonunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak onemli bir artis gosterirken,
solunga¢ dokusundaki GPx degerlerinin kontrol grubuna gore azalis gdstermesine ragmen
istatiksel olarak 6nemli bir fark gostermemistir. Sindirim bezi dokusundaki GPx degerleri
12,4 mg/L dozda DFB’ye maruz kalan midyelerde 48 saat siire sonunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak onemli bir artis gosterirken, solunga¢ dokusunda GPx degerleri
kontrol grubuna gore istatiksel olarak 6nemli bir azalig saptanmistir. Hem sindirim bezi hem
de solunga¢ dokusunda 7 giin sonunda her iki dozda DFB’ye maruz kalan midyelerin GPx
degerleri kontrol gruplarina gore istatiksel olarak énemli bir diizeyde artis gostermistir. GPx
enzimindeki azalma antioksidan sistemin DFB’yi yikici etkisini 6nlemedeki basarisizligini
gosterebilir ya da hiicrelerde olusan reaktif oksijen tiirlerinin bu enzimin sentezine dogrudan
etkisi ile iliskili olabilir [120]. Bu ¢alisma da goriilen GPx artis1 hiicrede DFB’nin neden

oldugu oksidatif zarara kars1 GPx'in koruyucu rolii oldugunu goésterebilir.

Uckun tarafindan (2021) yapilan bir aragtirmaya gore bir tiir tath su midyesi olan Unio
mancus’un fungusit tebukonazole (TEB) maruz kalmasi sonucunda hem solungag
dokusunda hem de sindirim bezinde kontrol grubuna goére GPx aktivitelerinin 96 saat
sonunda Onemli oranda arttig1 gozlenmistir [82]. Benzer sekilde bu calismada da GPx

degerleri 48 saat sonunda sindirim bezinde 6énemli bir oranda artis gostermistir.

Bir organizmadaki ROS’lara kars1 savagan tiim potansiyel oksidatif sistemin toplamina
toplam antioksidan durumu (TAS) denir [121]. TAS’in ayrica enzimatik ve enzimatik

olmayan antioksidanlarin toplam1 oldugu varsayilmaktadir [82,122].
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Calismada U. delicatus’un DFB’ ye 48 saat ve 7 giin siire boyunca maruz birakilmasi
sonucunda midyelerin toplam antioksidan (TAS) seviyeleri de incelenmistir. Her iki siire
sonunda da TAS degerlerinde kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark

saptanmamistir (p>0,05).

Ugkun tarafindan (2021) yapilan bir arastirmaya goére bir tiir tathi su midyesi olan Unio
mancus’un fungusit tebukonazole (TEB) maruz kalmasi sonucunda hem solungag
dokusunda hem de sindirim bezinde kontrol grubuna gore TAS seviyelerinin 96 saat sonunda
hem solungagta hem de sindirim bezinde biitiin TEB uygulama dozlarinda doza bagimli
olarak ve kontrole gore 6nemli derecede diistiigli gozlenmistir (p <0,05, p <0,01). Calismaya
gore bunun sebebi TEB‘in solunga¢ ve sindirim bezinde yarattig1 oksidatif strese tepki

olarak enerji tiiketimi olarak agiklanmaktadir [82].

Toplam antioksidan durumu (TAS), tum oksidatif sistemin ROS'u en aza indirme
potansiyelinin bir 6l¢iisii olmasindan dolay1r ROS iiretimindeki bir artis, ROS'u temizlemek
icin buyuk miktarlarda antioksidan enzimler iiretilmesine neden oldugundan dolay1 bir

antioksidan a¢i1gina sebep olmaktadir [123].

Calismada U. delicatus’un DFB’ ye 48 saat ve 7 giin siire boyunca maruz birakilmasi
sonucunda midyelerin toplam oksidan (TOS) seviyeleri de incelenmistir. 48 saat siire ile
kontrol gruplarma goére 1,24 mg/L DFB’ye maruz kalan midyelerdeki TOS degerlerinde
azalig gozlense de istatistiksel olarak onemli bir fark saptanmamistir. 12,4 mg/LL DFB’ye
maruz kalan midyelerdeki TOS degerlerinde ise istatistiksel olarak dnemli diizeyde bir artig
saptanmistir. Yine 7 giin siire ile kontrol gruplarina goére 1,24 mg/L. DFB’ye maruz kalan
midyelerde azalis gozlenmesine ragmen TOS degerlerinde istatistiksel olarak dnemli bir fark
saptanmamustir. 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalan midyelerdeki TOS degerlerinde istatistiksel

olarak 6nemli diizeyde bir artig gériilmiistiir.

Uckun tarafindan (2021) yapilan arastirmaya gore bir tiir tath su midyesi olan Unio
mancus’un fungusit tebukonazole (TEB) maruz kalmasi sonucunda hem solungag
dokusunda hem de sindirim bezinde kontrol grubuna gére TOS seviyesinin ise 96 saat
sonunda solungacta biitiin dozlarda, sindirim bezinde 150 pg/L ve 1500 pg/L doz
uygulamalarinda kontrole gdére Onemli oranda arttigi gdzlenmistir (p <0,05, p <0,01).

Yapilan ¢alismada TOS seviyelerinin artmasi TEB’in oksijen radikallerine baglanarak
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olusan bilesiklerin hiicrede ROS iiretimini artiran ve antioksidan enzimleri inhibe eden
cesitli reaktif metabolitlere doniistiirmesine yorulmaktadir [82]. Bu ¢alismada da benzer
olarak 48 saat ve 7 giin sonunda 12,4 mg/L DFB’ye maruz kalan midyelerde TOS

seviyesinin arttig1 gozlenmistir. Bu da DFB’nin ROS seviyelerini artirdigini gostermektedir.

Dane ve Sisman tarafindan (2021) farkli agir metallerin ti¢ farkli balik tiirii tizerindeki TAS
ve TOS seviyelerine etkisi lizerine yapilan bir calismaya gore TAS seviyeleri azaldik¢a, TOS

seviyeleri artig gostermistir [124].

Calismada yer alan deney sonuglarina ve yapilan literatiir ¢alismalarina bakildiginda
DFB’nin tath su midyesi Unio delicatus iizerindeki etkilerinin ilk defa incelendigi
goriilmektedir. Bu durum ise yapilan bu tez ¢alismasini 6zgiin hale getirmistir. Farkli

dozlamalar ile tatl su midyeleri {izerinde daha fazla ¢alismalar yapilmalidir.

Gergeklestirilen bu calisma ile ayrica diinyada Kitin sentezi engelleyici kimyasal olarak
yaygin olarak kullanilan DFB’nin, tatli su midyelerin iizerindeki etkisini arastirarak

literatiire katki saglanmaktadir.

DFB’nin hava piiskiirtmesi, ugak ve hidrolik sprey araglar1 gibi yontemlerle ilgili bolgeye
uygulanmasi ve canlilarin bu kimyasal1 deriden emme veya soluma yollariyla agiz ve burun
gibi viicuttaki hava bosluklariyla viicutlarina alabilmesi nedeniyle DFB canlilarin viicuduna
kolaylikla giris yapabilmesi canlilarin saglik durumlari tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.

DFB’nin sucul ekosistem iizerindeki etkilerinin diisiik dozlarda bile gézlenebilecegi yapilan
arastirmalar sonucu agiga cikarilmistir. Kirletici kimyasallarin, suda yasayan canlilar ve
cevre lizerine olan etkilerinin daha i1yi anlasilir hale getirilmesini saglamak i¢in farkl tiirler

iizerinde de bu kimyasallarla yapilan ¢alismalarini arttirilmasi gerekmektedir.

Gittikce artan popilasyon ile artan gida ihtiyaci sonucunda tarim alanlarinin artmasini ve
insektisitlerin tarimda kullanilmasin1 yayginlastirmistir. Kullanilan insektisitler ise ¢evre
kirliligine neden olmanin yani sira hedef olmayan canlilar {lizerinde de toksik etkiler
gostermektedir. Bu etkilerin aragtirilmasi ve sonuglara yonelik dnlemler alinmasi ise gelecek

nesillerin yasanabilir ve temiz bir ¢evreye sahip olmalari igin biiylik 6nem arz etmektedir.
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