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OnsOz

Coguniukla yan veya tam kurak Akdeniz iklim kosullarinin hakim oldugu Glkemizin gollerinin ekolojik
yapilari ve biyogesitfiliginin belirlenmesinde, iklim ve iklimden en cok etkilenen hidrolojik degigkenlerin
roli gok Snemiidir. Hokometlerarast Iklim Degigimi Paneli'nin (IPCC) 2007 raporuna gbre, énimizdeki
30-40 yil iginde yuzey sulaninda en fazla azalmanin (>30%) Turkiye'nin de icinde bulundugu Akdeniz
iklim boigesinde yeralan Glkelerde olmasi beklenmektedir. Gi:ssi}mi}éég, icinde vasadifimiz ikiimsel
degisimin beklenen etkilerinin, 6zellikle tarim igin agini su kullamimiyia beraber siddetinin arimast ve
sonug olarak tathisu gollerimizin - tamamen kurumaz ise - kugilmesi, hidrolik su bekleme slresinin
artmasi, tuzlanmasi ve Ofrofiklesmesi beklenmektedir. Ote yandan, su ve drengj olanad
safjlamalarindan 6tir0 sucul ekosistemlerde, tanm alanlarinda ginimizde yayginca kullanilan tanm
ilaclarimin kahintilan tespit edilmektedir. Dolayisiyla, tanm alanlarini cevreleyen su havzalannda
yasayan hedef olmayan organizmalann tehlike aftinda olduklan aciklanmaktadir. Dahas:, pestisitlerin
etkilerinin de otrofikasyonun sonuglarina benzedigi belirtimektedir. Sonugta, tatlisu gllerin koruma ile
ekolojik degerleri ve biyogesitlilikleri azalmaktadir. Bu durum arellikle endemik iovleri de tehdit
etmektedir. IPCC (2007) tahminleri ve yanlis su kullamimi dikkate alindifinda Torkiye'deki goller ve
nehirler sahip olduklan biyogesitlifikle birlikte geri donlimez sekilde c¢ok ciddi yok olma tehdidi
altindadiriar.

Bu arastirma ile tathsu ekosistermnlerinin kilit tirG olan Daphnia tirlerinin artan su sicakh§, tuzlanma,
strofikasyon ve pestisit yoguniugunda yasama oranlarimin ve yagam déngllerinin nasi etkilenecegi
derinlemesine ik defa dogal stres etmeni olan babk avianma baskisiyla birlikie laboratuvar
deneyleriyle ve modellerle aragtirimistir. Daphnia bireylerinde tetiklenen degisimler ise yine ilk defa
molekiler dizeyde FTIR spektroskopi kullanifarak belirlenmigtir. Bu aragtirmamizin yontemn ve
sonuclan 6zgun olup tathisularda yagayan dider turlerin akibeti acisindan da ik tutucu olabilir,

Bu projenin sonlandirnimasi agamasinda, desteklerini esirgemeyen Sevgi Torker Goérgullt, Nihal
Simsek Ozek ve Ozlem Bozkurta sinirsiz yardimlarindan dolayi tesekkur ederiz. Bu projenin
gerceklestiriimesinde gerekli mali destegi saglayan TUBITAK Cevre, Atmosfer, Yer ve Deniz Bilimleri

Arastirma Grubu YUrttme Komitesi'ne sikranlanmizi sunanm.
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Prof. Dir. Meryem Bekliogiu

Proje Yirithetst
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Sekil 3.1.19. Balik sinyali igeren kosullarda ytiksek sipermetrin etkisini belirleme deney sonuglanna
gbre D. pulex bireylerinin hayatta kaima ytzdeleri.

Sekil 3.1.20. Yuksek Sipermetrin Etkisini Belireme Deneyi'nde balik sinyali iceren ve balik sinyali
icermeyen durumilarda bireylerin yagama orani verileri (OrtalamazStd hata).

Sekil 3.1.21. Balik sinyali igermeyen kogullarda sipermetrin kronik toksisite deney sonuglarina gore D.
pulex bireylerinin hayatta kalma yuzdeleri.

$ekil 3.1.22. Balik sinyali iceren kosullarda sipermetrin kronik toksisite deney sonuglarina gore D.
pulex bireylefinin hayatta kaima yizdeleri.

Sekil 3.1.23. Yagama Orar Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi'nde balik sinyali
iceren ve balik sinyali icermeyen durumlarda bireylerin yasama orant verileri (OrtalamazStd hata).
Sekil 3.1.24. Balik sinyali igermeyen kogullarda Yasam Dongustnde Ozkaynak Dagihmin: Belirlemek
igin Sipermetrin Kronik Toksisite Deney'i sonuglarina gére D. pulex bireylerinin yagama oran
yiizdeleri.

Gekil 3.1.25. Balik sinyali igeren kogullarda Yagam Déngtstnde Ozkaynak Dagilimini Belirlemek igin
Sipermetrin Kronik Toksisite Deney'i sonuglarina gore D. pulex bireylerinin yagama orani ytizdeleri.
Sekil 3.1.26. Ozkaynak Dagiimin Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi'nde vicut
genigligiiviicut uzunlugu verileri (OrtalamatStd Hata)

Sekil 3.1.27. Yagam Donglisinde Ozkaynak Dagihimini Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite
Deneyi'nde ortalalama yumurta saysi verileri (OrtalamatStd hata).
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Sokil 3.1.28. Yagam Dongustinde Ozkaynak Dagilimini Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite
Deneyinde ortalalama Birinci Oreme Yagi (BUY) verileri (Ortalama+Std hata).

Sekil 3.1.29. Yasam Donglistinde Ozkaynak Dagilimini Belilemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite
Deneyinde ortalalama Birinci Ureme Boyu (BUB) verilei {OrtalamatStd hata)

Sekil 3.1.30. Yasam Dongustinde Ozkaynak Dagilimini Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite
Deneyi'nde ortalama yavru sayisi verileri (Ortalama+Std hata). = .

Sekil 3.2.1. Daphnia bireylerinin ATR-FTIR teknigi ile elde edilmis 3800-2750 cm™' (A) ve 1800-650
cm’ (B) dalga sayisi araliidarindaki spektrumiarina birer drnek.

Sekil 3.2.2. Yagama Orami Belirlemek icin Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi'nde balik sinyalinin
yoklugunda (bos gubuk) ve varlifinda (cizgili gubuk) artan tuzluluk konsantragyonlaninda FTIR
spektrumiarinda gorilen Olefinik, Amid 1, Glikojen, CH; Asimetrik/CH, Simetrik, [(CH, Asimetrik + CH,
Simetrik)fAmid 1}, C=0 Ester/Amid 1 ve PO, Asimetrik/Amid 1 bant alantaninin ve/veya bant alan
oranlaninin degisimi (OrtalamazStd hata). Istatistiksel antam, Dunnettin ikili goklu karsiastirma t-
testine gore belirlenmigtir (** £ < 0.001, ™ P<0.01,* P<0.05).

$ekil 3.2.3. Yagsam DongUsiinde Ozkaynak Da§ilimini Belirlemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde bahk sinyalinin yoklugunda (bog cubuk) ve variginda (gizgili gubuk) artan tuzluluk
konsantrasyonlarinda FTIR spektrumianinda gortlen Olefinik, Amid 1, Glikojen, CH, Asimetrik/CH,
Simetrik,.[(CH, Asimetrik + CH, Simetrik)/Amid 1], C=0 Ester/Amid 1 ve PO, Asimelrik/Amid 1 bant
alaniarinin ve/veya bant alan oranlarinin degigimi (OrtalamazStd hata). Istatistiksel anlam, Dunnett'in
ikili goklu karsilagtirna t-testine gore belidenmigtir *** P < 0.001, ™ P <0.01, * P < 0.05).

Sekil 3.2.4. Yiiksek Sipermetrin Etkisini Belirleme Arastirmasi’nda batrk sinyalinin yoklugunda (bos
qubuk) ve varhijinda (gizgili gubuk) artan sipermetrin konsantrasyoniarinda FTIR spektrumiarinda
gorulen Olefinik, Amid 1, Glikojen, CH; Asimetrik/CH, Simetrik, [{CH, Asimetrik + CH, Simetril)/Amid
1}, C=0 Ester/Amid 1 ve PO, Asimetrik/Amid 1 bant alanianimin ve/veya bant alan oranianmin dedisimi
(OrtalamaxStd hata). Istatistiksel anlam, Dunnett'in ikili gokiu kargilagtirma t-testine gore belienmistir
(*** P<0.001, * P<0.01,*P<0.05)

Sekil 3.2.5. Yagama Orani Belirlemek icin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi'nde balik sinyaiinin
yokiugunda (bog gubuk) ve varliginda (gizgili cubuk) artan sipermetrin konsantrasyonlarinda FTIR
spektrumlaninda gorlen Olefinik, Amid 1, Glikojen, CH, Asimetrik/CH, Simetrik, [(CH, Asimetrik + CH,
Simetrik)/Amid 1}, C=0 Ester/Amid 1 ve PO, Asimetrik/Amid 1 bant alanlarinin veiveyar bant alan
oranlannin degisimi (OrtalamaxStd hata). Istatistiksel antam, Dunnett'n ikili coklu kargtlagtima t-
testine g6re belirlenmistir (*** P < 0.001, ™ P <0.01,* P< 0.05).

Sekil 3.2.6. Yasam Dongusunde Ozkaynak Dagihrmim Belilemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite
Deneyi'nde balik sinyalinin yokiugunda (bog gubuk) ve varhiginda (gizgili gubuk) artan sipermetrin
konsantrasyonlannda FTIR spektrumianinda gorilen Olefinik, Amid 1, Glikojen, CH, Asimetrik/CH;
Simetrik, [(CH, Asimetrik + CH, Simetrik)/Amid 1], C=0 Ester/Amid 1 ve PO, Asimetrii/Amid 1 bant
alanlannin ve/veya bant alan oranlarinin degdigimi (OrtalamazStd hata). Istatistiksel anlam, Dunnettn
ikili goklu kargilagtirma t-testine gore belirlenmigtic (*** P < 0.001, * P < 0.01, * P < 0.05).
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OZET

Tathisu gollerinde, Kladosera sinifina ait zooplankton Daphnia tirleri besin zincirinin yapisi ve
dinamiginde alg topiuluklarinin biytmelerini kontrol altinda tutmalan ve boylece su berrakhigini
artirmalarindan dolay: Kilit tar olarak onem tagimaktadir. Dolayisiyla, gollerdeki biyolojik cesitliligin
durumu hakkinda golde bulunan Daphnia poptlasyonlarinin durumu dogrudgn bilgi saglamaktadzr.
Dogal bir stres etmeni olan balik avianma baskisi altindaki Daphhia birey!er{nin insan-kaynakli stres
etmenleri olan tuzluluk/insektisit variginda maruz kaldigi durumlarin belirlenmesi, klasik toksikolojik
bakis agisina yenilikgi ve daha gergekei bir ekolojik yaklasim getirmektedir. Bu dogrul tﬁda artan
tuz/sipermetrin yo§uniugunda ve balik sinyalinin varligi inda hem laboratuvar deneyleriyle ve hem de
modellerle Daphnia bireylerinin yagama oranlarinda ve yagam dongtlerinde deglg,imler oldugu
gosterilmistir. Ayrica bu galigmada, Daphnia’nin bu kosullar altinda gdsterdigi mo lekiiler duzeydeki
degisimler de, bu alanda ilk defa kullanilan Fourier Dénusiim Kizilotesi (FTIR) spektroskopi teknigi ile
saptanmistir. Bdylece, hem molekuler, hem de ekolojik degisimler birarada degerlendirilmistir.

Genel olarak, normal sicakliklarda ve optimum besin kosullarinda tuzluluk ile beraber balik sinyalinin
varliginin Daphnia bireylerinin tuzluluga olan direncini arttirdigi ve bu coklu etkilesimin antagonistik
otabﬂeceg; gozlenmistir. Tuzlulu§un olumsuz etkilerinin nedeni ve/veya sonucu olabilecek molekiiler
degisimi erin. tuzlulukla beraber artan lipid peroksidasyonu (oksidatif stres) ve azalan lipid,
karbonhidrat ve protein miktari olabilecegi dnerimektedir. Ote yandan, balik sinyalinin varliginin
tuzlulugun neden oldugu degisimleri tersi yonde etkiledii gozlenmis ve dolayisiyla balik sinyalinin
varhiginin D. pulex bireylerinin tuzluluga karg! direncini artirdig: sonucu desteklenmistir.

Butin olarak, avianma baskisinin varliginin 8ldurGct dozlarda ki sipermetrinin Daphnia bireylerinin
tzerinde ki etkilerini artirdigr ve dolayisiyla bu coklu etkilesimin siherjistik olabilecegi gdzlenmigtir.
Ancak, yari-0ldurtict sipermetrin dozlarinda balik sinyalinin varliginin sipermetrinin olumsuz etkilerini
azaltiyy ve dolayisiyla bu goklu etkilesimin antagonistik olabilecegi gdzienmigtir. Sipermetrinin
olumsuz etkilerinin nedeni velveya sonucu olabilecek molekdler degisimlerin, sipermetrinle beraber
artan lipid peroksidasyonu (oksidatif stres) ve azalan lipid, karbonhidrat ve protein miktari olabilecedi
&nerilmektedir. Balik sinyalinin varliginda lipid peroksidasyonunda gozlenen artis, 6ldurlict sipermetrin
dozlar ile beraber balik sinyalinin varii§inda gézlenen olumsuz etkileri desteklemektedir.

“Anahtar Kelimeler: Balik Avianma Baskist, Sodyum Klorlr, Sipermetrin, Ekotoksikoloji, Fourier
Doéntistim Kizilstesi (FTIR) Spektroskopisi, Modelleme.
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ABSTRACT

In freshwater lakes Daphnia, which is a zooplankton from the genus Cladocera, increases water clarity
due to its high grazing pressure and water filtration capacity. Hence, the state of the Daphnia
population in a lake can directly give information about the state of water clarity and biodiversity in the
lake. The effect of fish predation pressure as a natural stressor together with-the effect of increasing
salinity/pesticide as anthropogenic stressors provides a new and more realistic ecological approach to
the traditional toxicological approach. In view of this approach, the effects of increasing
salinity/pesticide together with the presence of the fish kairomone on the survival and life history traits
of Daphnia was investigated both in the laboratory and by modelling. Moreover, this research
investigated the molecular changes that occured in Daphnia exposed to both predation pressure and
salinity/cypermethrin with Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy, which was applied in this
discipline for the first time. Hence, both ecological and molecular alterations were evaluated together.

In general, at normal temperatures and optimal food conditions, the presence of the fish kairomone
was observed to increase the resistance of Daphnia to salinity and this multiple interaction is
suggested to be antagonistic. The molecular alterations leading to or the result of these negative
effects of salinity are possibly increased lipid peroxidation (i.e. oxidative stress) and decreased lipid,
carbohydrate and protein quantity. Moreover, the observation that the presence of the fish kairomone
reversed the alterations caused by salinity supports the suggestion that the fish kairomone increases

the resistance of Daphnia to salinity.

On the whole, the presence of the fish kairomone was observed to increase the negative effects of
lethal doses of cypermethrin on Daphnia and this multiple interaction is suggested to be synergistic.
On the other hand, the negative effects of sub-lethal doses of cypermethrin are decreased in the
presence of the fish kairomone and this multiple interaction is suggested to be antagonistic. The
molecular alterations leading to or the result of these negative effects of cypermethrin are possibly
increased lipid peroxidation (i.e. oxidative stress) and decreased lipid, carbohydrate and protein
quantity. Moreover, the increase observed in the amount of lipid peroxidation in the presence of the
fish kairomone supports the synergistic interaction between lethal doses of cypermethrin and the fish

kairomone.

Keywords: Fish Predation Pressure, Sodium Chloride, Cypermethrin, Ecotoxicology, Fourier

Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy, Modelling.
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1. GIRIS

1.1 Daphnia DINAMIGI

1.1.1 Tathsu Géllerinde Daphnia'nin Rolll

Tathsu gollerinde, Kiadosera sinifina ait zooplankton Daphnia (Sekil
1.1), besin zincifinin yapisi ve dinamigi icin blytk Onem
tagimaktadir. Yaygin dagthmiari, kolay smekienebiimeleri, kaitor
ortaminda yasama oranlannin yuksek olmast (egeysiz Ureme, hizh
yagam devri, kolay yetigtirilebilme) gibi tatbiki nedenlerin yanisira,
sucul ekosistemierin cok énemli bir kilit tort olmalan dolayistyla da
Daphnia énemii bir taksondur (Bernardi ve Peters, 1987; Lass ve
Spaak, 2003). Daphnia iie dagihm, davrams, genetik, popllasyon
biyolojisi, - yagam deéngust,  morfoloji, enerji akigi, rekabet
(competition), ekotoksikoloji ve avci baskisi gibi alanlarda yaptan
galismalarin, bu aragtirma alantanimin daha iyi anlagiimasinda baytk

katkilan olmustur (Bernardi ve Peters, 1987; Edmonson, 1987). Sekil 1.1. Daphnig pulex. ((eken

G. Bezirci, Limnoloji Laboratuvan,
0DTU, 2006)

Daphnia’nin sucul ekosistemierin cok dnemii bir kilit tirG olmalarinin sebebi, baliklar icin oldukga
snemli bir besin kaynad olmakia beraber (Schriver ve ark., 1995}, alglerie beslenmeleri ve alg
topluluklaninin - yapisini etkilemeleridir (Elser ve Goldman, 1991; Sarnelle, 1993). Bu o6nem,
zooplankton turierinin ~ su kolonunda bulanikii§a yol agan ve 11k gegirgentigini azaitan fitoplanktoniar
gzerinden oflanarak ~ alg topluluklariin biyarelerini kontrol altinda tutmalan ve boylece su
berrakh@int artirmalarindan kaynaklanmaktadir (Schriver ve ark., 1995 Jeppesen ve ark., 1999;
Scheffer, 1999). Stz konusu suyu filtre etme islevi, kuguk vicutiu zooplankton tirerine orania baytk
vicutiu zooplankton ttreri, bagta Daphnia toreri olmak Gzere, tarafindan daha verimli bir gekiide
gerceklestirilir (Scheffer, 1999). Ozellikle Daphnia tarlerinin yiksek otlama yetisi sonucu artan su
berrakiginin, uygun igik ortamini safjlamasi sonucu geligme gosterebilen suici bitkileri, pek ok
omurgal ve omurgasiz canliya barinak olusturur ve bOylece yagama alani saglar. Bu nedenle,
geligmis suigi bitkilerine sahip s1§ gol sulakalanlarmin biyolojik gesitlilikieri ve dolayisiyla ekolojik ve
koruma degerleri yiksektir (Moss ve Leah, 1982; Wilcox ve Meeker, 1992; Hanson ve Butler, 1994,
“Schriver ve ark., 1995 Jeppesen, 1998, Moss, 1998; Jeppesen ve ark., 2002). Kisacasi, tathisu
gollerindeki su berrakhgimin ve neticesi olan biyolojik cesitiiligin korunmasinda, gollerde bulunan
Daphnia populasyonlarinin roli bayiktor (Edmondson ve Litt, 1982). Dolayistyla, Daphnia
poplilasyonunu etkileyecek her etmen ayn zamanda tathisu gollerinin su berrakhgint ve biyolojik
cesitliligini de etkileyecekir. Diger bir degisle, tatlisu golierinin igleyiginde kilit rol oynayan bu cinsin
degisen cevre kosullarindan ve insan etkisine maruz kalan ekosistemierden ne sekilde etkilendigi, o




sistemin ileride bulunacagd: durum hakkinda dogrudan bir tahmin yoritilmesinde yardimei olabilir.
Sonug olarak, Daphnia tathisu gollerinin ekolojik degerlendiriimesinde biyobelirtec olarak kulianilabilir

1.4.2 Daphnia'y: Etkileyen Etmenler

Daphnia'nin tatisulanin  besin  agindaki dnemi, birgok arazunicing ii‘giéini Daphnia'y1 etkileven
etmenlere yonelmistir.  Bu ilgi alan, Daphnia'nin  beslenmesini, metabolizmasint ve yasam
dongusiinde ozkaynak dagiimini life history and resource allocation) etkileyen etmenleri
degeriendirme yoninde geligmistir {Peters ve Bermardi, 1987) Besiehmesini besin miktar, vicut
biytkiogo, sicakhk, gunitk ritimier, 1sik gibi etmenler etkilerken, metabolizmasini ge kalabahk elidsi
(crowding effect), genetik farklilikiar, aklimasyon kosullant ve yagam déngustndeki kosullar gibi
etmenler de etkilemektedir (Lampert, 1987; Peters, 1957). Yasam dongusunde ézkayﬂak dagihmin
etkileyen fiziksel ve biyolojik ana etmenler ise su sisteminin hidrolojisi, sicaklik, besin kaynakiannin
miktars ile kalitesi ve omurgasiz ile omurgah avcilardir (Threlkeld, 19670, '

1.1.2.1 Avel Baskisinin Etkisi

Daphnig'mn ~ ozkaynak  dagiimini
etkileyen ana etmenier arasinda i
omurgasiz veya omurgah avcilann
variiklarinin  yarattiy  baski  vardir.
Ancak, Daphnia tarafindan avcilarin
variginin nasil algifandigini anlamak,
sucul ekosistemierde iletigimin nasil ,
gerceklestifini  anlamaktan geger. / \
Oncelikle, suyun zayif isik gegirgenligi | yasam doéngusii

~ tzelikie bulanik kosullarde ~ ve morfoloii

habitatin karisik yapisi nedeniyle sucul Sekil 1.2. Sucul canlilarin (Daphnia ile simgelenmis) su-ile-

organizmalar  birbirleri  ile gorsel tasinan kimyasal maddelerin niteledigi bilgi ile gerceklestirdigi
etkinlikler (Bronmark ve Hansson, 2000'den uyarlama).

T

- \ akraba tanima
avcitanima
goc

davranis

olmayan sinyaller aracihgi ile iletigim , ;
kurmaktadiriar. Gorsel sinyaller yerine, sucul ekosistemlerde ki cesitli taksonlara ait organizmalann
difjer organizmalar tarafindan salinan disik yofunlukia ki kimyasal siayaﬁefe dayali olarak birgok
yasamsal etkinliklerini gerceklestirdikleri bilinmektedir (Bronmark ve Hansson, OO0 Burks ve Lodge
2002). Brénmark ve Hanssomin (2000) da belirttigi gibi bu ‘kimyasal iletisim” aver tamimada,
kaynaklara ulasmada (av/besin), es bulmada, ydn belirlemede ve akraba tamimada blylk snem
tagimaktadir. * '

Kimyasal iletisim ile figili calismalar arasinda en cok ilgi ve kaynagin toketici (avci/oigul) ~ tuketilen
(avibesin) arasindaki kimyasal iletisime aktaridigs belirtiimistir (Bronmark ve Hansson, 2000). Bu

sekildeki turler-arast iletisimi saflayan, avianan turde davranigsal velveya fizyolojik tepkilere neden
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olarak, vari§indan avcidan ziyade aviananin faydalandigi kimyasal sinyallere “kairomon® adi
verilmektedir (Lincoin ve ark., 1982; Dicke ve Sabelis, 1988). Ekolojik etkileri acisindan buyuk 6nem
tasyan kairomon maddesinin yapisal tanimiamasi, metabolik kfske{ziéﬁf;iﬁ, olasi alcian ile
kaliciliklarinin ve degisik sinyallerin snemierinin belirlenmesine katkida bulunabilecektir (Dodson ve
ark., 1994). Planktivor baliklardan salinan kimyasal sinyallerin fi zaksei ve kimyasal yapﬂannm
tamimianmas: ile ilgili caligmalar halen devam etmekiedir. Avci balik vaﬁsgim belirten balik smyaimm
kimyasal dogasim belirliemeye yonelik calismalar, balik sinyalinin ana ézeiizkfefin: diistik molekller
atirlikii (<500 Dalton), eksi ylikl, ugucu olmayan, suda gozulebilen orta derecede lipofilik bir bilegik
olma, agin pH (0.8<pH<14.0) ve sicaklik (-20°C'den +120°C'ye) degerlerinde sabit kalabilme,
proteinaza dayanikliik gosterme ve sadece 37°C'de steril oimayan kosullarda bakterivel bivoyikim
sonucu efkinlifiini yitirme olarak belitmistir (Loose ve afk., 1683 von Elert ve Loose, 1996 Beklioglu
ve ark., 2006a). Ayrica, balik sinyalinin kokeninin hem balik, hem de balik mukusu-ile-iliskili-bakteri
kokenli oldugu ve planktonik bakteriler tarafindan yikima ugradigs snerilmistir (Ringelberg ve van Gool
1998: Beklioglu ve ark., 2006b). Ayrica, sicaklik ve mevsimsel decjigimierin balik sinyali tretimi ve
balik smyaime gosterilen tepkiyi etkileyebilecegi de belirtilmistir (Stibor ve lamper, U000 lass w0
Spaak, 2003; Beklioglu ve ark., 20062). Batin olarak ele alindiginda, balik sinyalinin kesin yapist,
dayanikhiiys, kokeni ve mevsimsel degisimi tam olarak ¢6zim enememsgtir, Ancak ozellikle son 20
yilda gerceklestirilen birgok calisma, laboratuvar ortaminda balik bekletilmis su ile gerceklestiriien

deneylerin avci baskisinin Daphma izerindeki etkilerini degerlendirmek Uzere gok verimli bir yaklagim

oldugunu ve kairomon ‘maddesinin balik sinyalinin vw%@mz cok elverisli bir sekilde yansttigimi

gostermistir (Brooks ve Dodson, 1965; Vanni, 1967 brett 1%%2, Machacek, 1991 loose ve ark,
1993 Weber ve Declerck 1997; Boersma ve ark., 1998, Spask ve ark 2000 Bolwinske D000

Planktivor baliklar veya omurgasiz aveilar tarafindan salinan kairomon maddesinin zooplankion
torlerince algilanmasi ve ava baskisini azaitmak igin gergeklestirdikleri korunma stratejileri,
Daphnigmn tathsu ekosistemierindeki Kilit tor olmasi agisindan irdelendiginde cok blylk onem
tagimaktadir ve sayisiz galismaya sebep olmustur (Timms ve Wioss, ‘%%é Heber ve Grewe, 1985

Dawidowicz ve Loose, 1992: Larsson ve Dodson, 1993; Spaak ve Boersma, 1907 lase ve Spaak,
2003).

Avcilar ~ balik veya omurgasiz — geneliikle vicut-boyuna-segici (sizewseiesiive} olarak beslenir ve
avianma stratejileri acisindan farklilik gosterirler (Brooks ve Dodson, éé‘fi&éﬁ}. Ornegin, planktivor
balikiar gorsel olarak avianir, buylk Daphnia bireylerini tercih ederlerken; Chaoborus larvalan
dokunma hislerini kullanarak avianir, daha ziyade kiiciik Daphpia bireylerini tercih ederler. Dolayisiyla,
gbrece biiyGk olmalan sebebiyle Daphnia turleri baliklar tarafindan daha fazla avianmaktadifar
(Brooks ve Dodson, 1965). Vanni (1987) ve Bretl {1992) omurgasiz bir avci olan Chaoborus (kiiglk
bireylerie beslenir) baskisi altinda blyuk Daphnia bireylerin ortaya ciktigini, babik (blybk bireyler
Gzerinden beslenir) baskisi zitinda ise kiglk bireylerin ortaya ciktigini gostermistir. Baliklar gorsel
olarak beslenip buiyGk bireyleri sectiklerinden (Brooks ve Dodson, 1965), Daphnia bireyleri avci
varhiginda — blytik bireylerin Gremelerinin daha verimli oimasina ragmen ~ daha erken ve kigik boyda




Greme ybniinde uyarlama gostererek devamithidanint arttiracaklardir (Teschner, 1995; Burns, 2000;
Sakwinska, 2002). Ornegin, Daphnia galeata tzerinde yapilan ¢alismalar balik sinyalinin varhg§mda
bireylerin daha erken ve kiigik boyda urediklerini g&stermistir (Machacek, 1891; Weber ve Declerck
1997; Spaak ve ark., 2000). Reede'in (1995) degisik kairomon oranlariyla yaptid: caligmada ise ilk
ireme yagi ve ilk Greme boyunun artan kairomon miktanyla birfikte azaldidt ve yurnurta sayismin ise
snemii dichde arthiyr saptanmigtir. Bu sonuglar dogada gortilen boyuta bagh uyarlamalar ile benzerik
gostermektedir  (Reznick ve ark., 1990). Dolayisiyla, bahk sinyalinin varhgi ortamda bahgmn
bulunduguna dair glvenilir bir bilgidir ve bayitk boydaki bireyler icin ortamda ;rtan bir risk oldufunu
belirtir ki bu da elde edilen tepkilerin uyarlama sonucu oldugu anlamina gelmektedir (Sakwinska,
2002}

Sonug olarak, degisik avcilarin avianma teknikleri birbirinden farkh ofup, farkli avcilann sinyalleri
avianan torlerde farikh korunma stratejilerinin_gelismesine neden olur. Gergekten de, Daphnia cinsi
tarlerinin avcilannin salgiladigi sinyal aracihg: ile avcilann varkgini belifleyebildikieri ve boylece,
avlanma olasiigini azaltmak amaci ile avciya-6zgu korunma stratejileri sergileyebildikieri gdzienmistir
(Hebert ve Grewe, 1985, Dodson, 1988; Dodson, 1989). Planktivor balik avianma baskisina karsi,
Daphnia bireyleri igin davranigsal (Dodson, 1988; Dawidowicz ve Loose, 1992), morfolojik (Tollrian,
1994) ve yasam donglst (Stibor, 1992: Reede, 1995) uyartamalarinin barinak (refuge) gorevi
gord0ga bilinmektedir. Boylece, bir Daphnia popiilasyonu iginde, birbirinden farkh korunma stratejileri
kullanan farkli genotipler birarada (coexist) yasayabilir ve balk baskisi altinda benzer poplilasyon
blyume hizian gosterebilirler (Boersma ve ark., 1998).

1.1.2.1.1 Davrampsal Uyarlamalar

Daphnia'nin avei-kaynaklt Slumierini azattmak adina davranigsal korunma stratejileri gefigtirdikleri
yaygin bir gekilde kabul gormektedir. Oncelikie, si gollerde yapilan gok yonit gahismalar ozellikie
Daphnia gibi zooplanktonlarin heterojen bir yatay dagilim gosterdigini rapor etmigtir. Bunun sebsbi, su
bitkilerinin boyuk viicutiu zooplanktonlar igin balik baskisina kars! gok dnemli bir baninak saglamasidir.
Bu yatay dagiim, Ginltk Yatay Gog (GYG) olarak adlandinimakta ve zooplankton bireylerinin gondtz
saatlerinde acik sulan terkederek bitki yataklanna dogru, gece saatierinde ise agik sulara dogru
hareket etmeleriyle tanimlanmaktadir (Timms ve Moss, 1984; Lauridsen ve Buenk, 1996; Burks et al,,
2002). Birgok aragtirnici, bahk avilanma baskisi vari§inda su bitkilerini bannak olarak kullanan
zooplanktonlarin  algler zerinden otlanmasiin su bemakh@inin korunmas: agisindan dnemini
vurgulamaktadir (Timms ve Moss, 1984; lrvine ve ark., 1990; Schriver ve ark., 1995; Lauridsen ve
ark., 1998:; Scheffer, 1999; Burks et al., 2002).

Diger taraftan, derin sularda — gerek denizierde, gerekse tatisularda — Daphnia gibi birgok
zooplankton tarGntn gnl0k  olarak dikeyse! daghimianini degigtirdikleri birgok galigmada rapor
edilmistir. Bu gOnlik konum degigimi, Gunlok Dikeysel Guog (GDG) olarak adlandinimakta ve
zooplankton bireylerinin safagin sbkmesiyle karanlik, soduk, oksijen seviyesi az ve besin miktart digik
derin sulara dofru algaimalan, aksam karanh@inin ¢Okmesiyle de algler Gzerinden beslenebilmek




greme yoninde uyarlama gostererek devamiliklarini arttiracaklardir (Teschner, 1895, Burns, 2000,

Sakwinska, 2002). Ornegin, Daphnia galeata tizerinde yapilan gahsmatar balik sinyalinin varhfinda
bireylerin daha erken ve kiglk boyda urediklerini gostermistir (Machacek, 1991, Weber ve Declerck
1997; Spaak ve ark., 2000). Reede’in (1995) degisik kairomon oranlariyla yaptigi calismada ise ilk
ureme yasi ve ilk Greme boyunun artan kairomon miktariyla birlikte azaldi§ ve yumurta sayisinin ise
snemii sictde arttig saptanmighir. Bu sonuclar dogada goriilen boyuta bagl uyarlamalar ile benzeriik
gostermektedir (Reznick ve ark. 19590). Dolayisiyla, balik sinyalinin varhgi ortamda balgin
bulunduguna dair glvenilir bir bilgidir ve biyitk boydaki bireyler igin ortamda artan bir risk oldugunu
belirtir ki bu da elde edilen tepkilerin uyarlama sonucu oldugu anlamina gelmektedir (Sakwinska,

EaTa “$%
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Sonug olarak, degisik avcilarin avianma teknikleri birbirinden farkh olup, farkli avcilanin sinyalleri
avianan torlerde farkli korunma stratejilerinin geligmesine neden olur. Gergekten de, Daphnia cinsi
tirlerinin aveilanmin salgiladigr sinyal araciifi ile avcilann varigini belirleyebildikleri ve boylece,
avianma olasihgini azaltmak amaci ile avciya-6zgl korunma stratejileri sergileyebildikleri gézlenmigtir
(Hebert ve Grewe, 1985; Dodson, 1988 Dodson, 1989). Planktivor balik avlanma baskisina kar§t

Daphnia bireyleri ég:m davranissal (Dodson, 1988; Dawidowicz ve Loose, 1992y, morfolojik {Tollrian,
1994) ve yasam dongist (Stibor, 1982) Reede, 1995) uyarlamalarinin barinak (refuge) gorevi
gordugl bilinmektedir. Boylece, bir Daphnia poptlasyonu iginde, birbirinden farkh korunma stratejiler
kullanan farkli genotipler birarada (coexist) yasayabilir ve balik baskisi altinda benzer poplilasyon

blytme hizian gosterebilirier (Boersma ve ark., 1998}

1.4.2.1.4 Davramissal Uyarlamalar

Daphnia'nin avci-kaynakli slumlerini azaltmak adina davranissal korunma stratejileri geligtirdikleri
yaygin bir sekilde kabul gormektedir. Oncelikle, si§ gollerde yapiian gok yonit calismalar dzellikle
Daphnia gibi zooplanktoniarn heterojen bir yatay dagilim gosterdigini rapor etmigtir. Bunun sebebi, su
bitkilerinin btk vicutiu zooplanktonlar igin balik baskisina karsi cok dnemii bir barinak saflamasidir,
Bu yatay dagilim, Gunlik Yatay Go¢ (GYG) olarak adiandirtimakta ve zooplankion bireyierinin gindlz
saatlerinde acik sulan terkederek bitki yataklanna dogru, gece saatlerinde ise agik sulara dogru
hareket etmeleriyle tanimlanmaktadir (Timms ve Moss, 1984 Lauridsen ve Buenk, 1896, Burks et al,
2002). Birgok arastirici, balik avianma baskist variginda su bitkilerini bannak olarak kullanan
zooplanktonlarin algler Uzerinden otlanmasimin su berrakhigimin  korunmasi agisindan Snemini
vurgulamaktadir (Timms ve Moss, 1984 irvine ve ark., 1990; Schriver ve ark., 1995, Lauridsen ve
ark. 1998 Scheffer, 1999; Burks et al., 2002).

Diger taraftan, derin sularda - gerek denizlerde, gerekse tathsularda — Daphnia gibi birgok
zooplankton thrGnun glnlik olarak dikeysel dagiimiarini degistirdikleri birgok galigmada rapor
edilmistic. Bu giinlok konum degigimi, Gunilk Dikeysel Go¢ (GDG) olarak adlandinimakia ve
zooplankton bireylerinin safagin sckmesiyle karanlik, soguk, oksijen seviyesi az ve besin miktar diisiik
derin sulara dodru algalmalan, aksam karanhginin gokmesiyle de algler Gzerinden bestenebilmek




{zere ytizey sularina dogru yukseimeleri olarak tamimianmaktadir (Dodson, 1988; Bollens ve Frost,
1991). Gorsel olarak avianan planktivor baliklarin buytk Daphnia bireylerini tercih ettikleri bilgisi
ig1ginda, ergin Daphnia bireylerinin vGcut boyukinga ile gindiz sectikleri derinligin birarada isleyen bir
tercih oldugu ve kaguk boylu turierin buytk boylu tirlere orania ylzeye daha yakin yeraidiklan
gozlenmistir (De Meester ve Weider, 1999; Beklioglu ve ark., 2008).

1.1.2.1.2 Morfolojik Uyariamalar

Daphnig’nin boyunu ve biylklugant degistirerek yaptifji morfolojik uyariamalar, belli buyuklikteki
tarleri secerek aviayan avci baskisindan kurtulmalarina yardimci oimaktadir (Dodson, 1974; K%ueger
ve Dodson, 1981; Dodson, 1989; Tolirian, 1990; Boersma ve ark., 1998 BHary, 2000; Siibor ve
Navarra, 2000; Lass ve Spaak, 2003). Morfolojide meydana gelen uyarlamalar av hayvaninda, ya
kolayca yakalanamamasim ya da yutulamamasini saglayacak derecede bluylmesine veya gorsel
olarak avianan avcilar tarafindan kolayca farkedilemeyecek kadar kiglimesine yoneliktir. Bu
defisimlerin avciya bagh olarak dedisim gosteren ve avianma sansini azaltan uyariamalar oldugu
dustnaimektedir (Havel ve Dodson, 1984: Parejko, 1990; Toldan, 1955, Omurgasizlar tarafindan
yayilan sinyalin varh§inda Daphnia boyun disleri (neckteeth) ve uzatiimig bashik (heimet) gelistirmek
(Krueger- ve Dodson, 1981, Hebert ve Grewe, 1985, Dodson, 1988, Dodson, 1989, balikiardan
yayilan sinyalin vari§inda ise vlcut boyunun kisalmasi gibi uyariamalara bagvurdukiar gosterilmistir
(Dodson, 1988; Dodson, 1989, Spaak ve Boersma, 1897; Boersma, 1908, Diger taraftan, baslk,
boyun digleri ve kuyruk dikeni gibi morfolojik uyarlamalarin bunu yapan bireyler igin'bif maliyel
olacaktir {Parejko ve Dodson, 1991). Sonug olarak, bu morfolojik uyariémaian yapan canlifar bu
maliyetin sonucu olarak yagam donguleri agisindan (Uremelerinde azalma, ik reme yasinda
uyarlamalar gibi) birtakim bagka uyarlamalar daha yapmak durumunda kalacakiardir. Ancak,
morfolojik veya yasam dongus( olaylannda meydana gelen bu uyarlamalann bir dereceye kadar
birbiriyle iligkili olmadi§i da snerilmektedir (Spitze, 1992; Luning, 1994, de Meester ve Pijanowska,
1996: Boersma ve ark., 1998).

1.1.2.1.3 Yagam Donglisti Uyarlamalan

Yagam donglsinde dzkaynaklar Greme veya ureme-haricindeki gereksinimiere yasa bagh olarak en
yiiksek bagany: verecek sekilde tahsis edilir (Threlkeld, 1987a). Daphnia, beslenme, blylime ve
ureme faaliyetierinden olugan bir yagam dongustne sahiptir. Uygun kosullarda iyi beslenmis bir
Daphnia pulex bireyinde enerjinin 94,27'si sindirim, %681 Greme ve % 5i de blyume amaciyla
kullaniimaktadir (Richman, 1958). Cevresel etmenlerde gorulebilecek degisiklikler (avci baskist,
sicakhik degisimi, besin miktarindaki degisim, toksik kirtecilerin varhigl vb.) Daphnia bireylerinin enerji
butcelerindeki dagihimiann degismesine yol acabilmekte ve yagam donglisinde gok onemli
degigimiere neden olabilmektedir.



Daphnia cinsi Oyeleri, avcilarinin salgiladi§i sinyaller kargisinda yagam dongusli uyarlamalan
gosteririer. Birgok ¢aligma, deneysel olarak balik sinyalinin varhginda ilk Greme yaginda azalma; bir
batinda Gretilen disi bagina dasen yumurtalarin sayisinda (clutch size) ve eseyli treme yumurtalarinin
aretiminde degisiklikler saptamustir (Stibor, 1992; Weider ve Pijanowska, 1993; Machéacek, 1995;
Slusarczyk, 1995; de Meester ve Weider, 1999; Spaak ve ark., 2000). Ornegin, Daphnia galeata'nin
balik sinyalinin variiginda bireylerin daha erken ve klglk boyda Uredikleri gosteriimigtir (Machacek,
1991 Weber ve Declerck 1997; Spaak ve ark., 2000). Dahasi, balik sinyalinin variginda itk Greme
yasi ve boyunun azalmasimin yamsira, yumurta sayisinin da Snemli dicide arthid belirtiimektedir
(Reede, 1995). Ayrica, sicaklik ve besin seviyesi gibi gevresel etmenler de sinyal etkileri ile birlikte
Daphnia'min yagam dongust degigkenlerine etki etmektedir. Kuresel iklim degisikligi sonucu beklenen
sicaklik artiginin, hem yavru, hem de ergin Daphnia bireylerini olumsuz etkilemesi beklenmektedir
(Folt ve ark., 1999). Sicaklik artisi enerji dagiimini etkileyerek (Burns, 1969; Geller, 1975) sindirim
(Lampert, 1977b) ve solunumda (Kobayashi, 1974, Yurista, 1997) kayiplara yol agmaktadir. D.
middendorffiana ile yapilan galigmalar bu turGn enerji butgesi dagthminin sicakhga bagdh oldugunu
ortaya koymustur (Yurista, 1999). D. carinata tzerinde yapilan bir ¢aligma gostermistir ki, artan
sicaklik bayume hizint arttirarak ve (remeyi 6ne gekerek etkilemektedir (Hall ve Burns, 2002). Ote
yandan, 30°C sicaklikta D. pulex ve D. pulicaria yavru ve erginlerinin hem yagama oranlarinin, hem de
ireme vyetilerinin siddetli bir sekilde azaldigi belirtiimektedir (Folt ve ark., 1999). Lampert (1978) ve
Miller-Navarra ve Lampert (1996) tarafindan yapilan caligmalar gostermigtir ki, besin kosullan
{irretkenkigi etkilemektedir ve besin miktariyla Gretilen yumurta sayisi arasinda bir iligki mevcuttur. Bu
cercevede, Gliwicz ve Boavida (1996) besin kisitlanmasi sonucu Daphnig'mn Grettigi yumurta
sayisinda dusls yasandigini gostermigtir. Ayrica, Cole ve arkadaslan (2002} besin miktanmn bir
kladoser olan Ceriodaphnia dubia'nin hayatta kalma oranini etkiledigini ortaya koymugtur. Deneysel
olarak, besin seviyesinin hayvanlarin avci sinyalinin - varkgina gosterecekleri  tepkiyi
karmastklastirabilecegi de gbsterilmigtir (Hanazato ve ark., 2001; Slusarczyk, 2001, Weber, 2001).
Sicaklik ve besin seviyesinin sinyal ile birlikte Daphnia'mn yagam dongust degiskenleri Gizerinde glgll
bir etkiye sebep olabilecedi dnerilmekte (Weetman ve Atkinson, 2002), ancak bu G¢ etmenin etkilegimi
ile ilgili kesin bir delil bulunmamaktadir (Doksaeter ve Vijverberg, 2001).

1.1.2.2 Tuzlulugun Etkisi

1.1.2.2.1 Iklim Degigikligi ve Tuzluluk

Iklim, yeryGzGnin herhangi bir yerinde uzun yillar boyunca yaganan veya gozlenen tum hava
kosullarinin ortalama durumu oldugundan (Erol, 1893; IPCC, 2001), iklim degisikligi — nedeni ne
olursa olsun — kiresel ve yerel Sigeklerde nemli etkileri olan, sicaklik ve buharlagma gibi meteorolojik
degiskenlerde uzun stirede ve yavas sekilde gefigen degisiklikler seklinde tammlanabilir (IPCC, 2001).




iKklim degisikliginin tathsu ekosistemlerinin hidrolojisini etkileyecedi bilinen bir gergektir (Nijssen v ark.,
2000; Amell, 2003). Boigemiz igin onceki yaptian modellerde, kiiresel isinma nedeniyle sicaklikta 2
oCvlik bir artig, dolayisiyla buharlagmada da 910’k bir arhis ve bunun sonucunda da ylzey sularinin
%10 ila 30 arasinda azaimast pekienmektedir (Amell, 2003). Ancak yeni yapilan calismalarin
sonuglari, bu artiglarin daha yuksek seviyede olacag yonundedir (IPCC, 2007). Yikselen sicakliklarn
dogrudan etkisi ile peraber kGresel isinmanin sucul ekosistemier tzerinde gok blylk etkisinin oimasi
beklenmektedir (Carpenter ve ark., 1992; Mooij ve ark. 2005). Ozellikle goller ikiim parametreierindeki
degigiklikiere ofdukea hassastiiar. Hava sicakiii, yajis ve diger meteorolojik bilesiklerdeki
degigiklikler, buharlagma, su dengesi, go! seviyesi, buzianma olaylari, hidrolojik alkimiar, hidrokimyasal
ve hidrobiyolojik rejimieri ve butan gol ekosisteminde dogrudan degisikliklere neden olmaktadir (IPCC,
2001, 2007). Her ne kadar sicakligin genel ofarak biyogesitliligi olumiu etkiledigi dustntise de
(Carpenter ve ark., 1992), iklimsel etkilerin pirgogu otrofikasyonun sonuclarina benzemektedir (Mooij
ve ark., 2005). Otrofikasyon ise besin aginin Ost basamaklarindaki canlilarn cesitlifiginin azaimasi ve
toksik alg patiamasi ile oksijen yetersizligi sonucunda geligen toksik kosullarin goriime sikhginin
artmasi anlamina gelmektedir. Sonug olarak: son zamanlarda, iklim degisikligi sonucu artan tuziuluk
tam kitalarda ki nehirlerde ve sulakalaniarda ciddi bir gevre sorunu haline geimistir (Kefford ve ark.,
2004).

1.1.2.2.2 iklim Degigikligi ve Tiirkiye

Coguniukla yar veya tam kurak Akdeniz iklim kogullannin hakim oldugu tlkemizin gbllerinin ekolojik
yaptari ve biyogesitiiliginin peliienmesinde, ikliim ve iklimden en ¢ok etkilenen hidrolojik degjigkenierin
yeri ok snemiidir (Beklioglu ve ark., 2006 Ulusal Rapor, 2007 Bekliogiu ve Ozen, 2008). Akdeniz
iitiminin tipik ozeligi olarak yasanan isiak ve kurak dénemier, gollerin hidrolojilerinde su mikian, su
bekleme siiresi ve su seviyesi gibi degiskenieri snemii Olctide etkilemektedirler. Hukumetierarasi Iklim
Degigimi Paneli'nin (IPCC) 2007 raporuna gore, sntmuzdeki 30-40 y iginde yuzey sularinda en fazia
azaimanin (>30%) Akdeniz iklim bolgesinde yeralan Tarkiye ve Ispanya'da cimasi beklenmektedir.
Tatiisularda ¢oztnmus iyon yogduniudu veya tuzluluk (1 mg L") deniziere gore cok daglktur (36mg L
Y (Moss, 1998). Eakat i¢ tuzlusu gollerinde (kiyt lagunleri harig) bu miktar denizlerdeki yogunluda
kadar ulasabilmektedir. Dunyadaki ig tuziusu golleri, buharlagmantn cok ytksek ve yagiglarin doglk
oldufju Kuzey Afrika, Avustralya’'nin i bolgeleri, Orta Amerika, Orta Asya, Anadolu'da Tuz GOlu ve
Konya kapalt navzalan gibi kurak bolgelerde yogunlagmistir. l¢ tuziusu gdllerine yuzey akiglartyla
gelen su, gol ayagindan akamadan duz gol aynasinda yayiir, puharagma nedeniyle kaybolur ve
dolayistyla suda ki iyontarin yoJuniugu artar ve zaman iginde tuzianma olur.

Orta Anadolu‘da 10 yih agkin stredir izlenen Eymir ve Mogan gollerinde gbziemienen artan tuziuluk ve
- tzeflikie 2002 yilt itibariyle — su seviyesineki strekli dusts ve su bekleme sturesindeki artig her iki
goide de tuz miktannin gok kisa sirede 2 katina gikmasina neden olmustur (Beklioglu ve Gzen, 2008).
Dot yil gibi bir strede gergeklesen tuzlanmadaki bu artig, su seviyesi kritik seviyenin altina dustago
igin gl ayagindan su akiginin olmamast sonucu su bekieme slresinin 10 yia uzamasindan
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kaynaklanmaktadir. Bu iki g6l hakkinda ki goziemier, Glkemizin dier géllerinde de benzer degisimlerin
olugtufuna isaret etmektedir.

1.1.2.2.3 Tuzluluk ve Zooplakton Tirleri

Tatlisu ekosistemilerinde tuz oranimin artist, sulama ve dogal bitki ortistinln ortadan kalkmasindan
kaynaklanabilecedi gibi (Brock ve ark., 2005), ylzey sularinda ki azalma sonucu artan su bekleme
stiresi ve buharlagsmadan da kaynaklanabilir (Wetzel, 1983; Jeppesen ve ark, 19594 Bekiogu ve
Ozen, 2008). Ayrica, kiresel iklim degisikligine bagl olarak, akarsu akislarninin, su sicaklikiarinin ve
deniz suyu seviyelerinin yikselmesiyle kiyisal gollere gelgit suyu girisinin ve dolayistyla kiyisal goller
ve sulakalanlara tuz girisinin artmasi bekienmektedir (Hall ve Burns, 2002; Shallenberg ve 27x., 2003).
Schallenberg ve arkadaslarn (2003) sisteme kugtk miktarda davetsiz tuz girisinin bile zooplankton
toplulugunun yapist ve zenginliginde snemli degisiklikiere neden olabilecedini gostermistir.

Tuzluluk, sucul organizmalarin ozmoregulasyon faaliyetlerini etkilediginden Snemii bir stres kaynagidir
(Baillieul ve ark., 1996). Ozmoregllasyon sucul canhiann gergeklestirmek zorunda olduklari en 6nemii
faaliyetierden biridir (Mantel ve Farmer, 1983; Péqueux, 1995). Tathsu omurgasiz canlilan
hiperozmotiktir, canli hiicre-igi tuz yofuniugu disaridaki suyun tuz yogunlugundan faziadir, Bu durumu
denge!e}nek icin diganya tuz atmak durumundadiriar ve dolayisiyla su ozmosis ile canh icine dogru
hareket eder. Bu denge bozuldugunda, artan dig tuz yoJuniugu hiperozmotik olan fathsu
omurgasiziarint hipoozmotik hale getirir ve hipoozmotik bir canli su kaybetmek durumunda kalir. Genel
olarak Na® ve CI iyonlannin gecislerinin dizenlenmesiyle ozmotik denge saglanir. Krustaselerde
co§uniukla Na' ve CI iyonlarindan kaynakh stress sonucu iyonik dengenin bozuldugu ve
ozmoregllasyon mekanizmasinin zarar gordugt belirlenmigtir (Lignot, 2000; Heugens, 2003).
Dolayistyla, ozmotik denge krustase turleri igin biyobelirtec olarak kullanilabilmektedir (Charmantier ve
ark. 1989 Lin ve ark, 1991 Young-Lai ve ark, 1991; Mayer ve ark, 1992 Bambang ve ark,,
1995a,b; Lignot ve ark., 1997, 1998a.}

Géllerde yapilan ¢aligmalar, toplam zooplankton, kiadoser, rofifer ve kopepod taksonomik
zenginliginin tuzlulugun artigiyla azaldigini gostermistir (Shailenberg ve ark., 2003; Sarma ve ark.,
20086). Dolayistyla, kiyisal golierde iklim degisikligine faagiz gerceklesecek tuzluluk artisinin birgok
zooplankton torGntn kaybolmasina ve dolayisiyla kuresel 1sinma sonucu artan tuzianma sonucu
g6lierin biyolojik cesitliliginin degismesine neden olabilecektir (Hall ve Bumns, 2002, Beklioglu ve Ozen,
2008).

Omurgasiziar, tathsu hayvanian arasinda tuzluluktaki artiga en duyarlh canhilardir ki, bazi tarer
tuzluluktaki 1% oranindaki degisimden bile olumsuz etkilenebilirler (Hart ve ark., 1991). Tathisularda
yasayan kladoserler evrelerinde bulunan degisik tuzluluk seviyelerine duyarhdiriar. (Williams, 1988
Kladoserler zooplankton tarierinin cok dnemli bir grubunu olusturmakia birlikte goguniukla tuzlulugun



. ve ark-
1g L™nin (Hart ve ark., 1991) altinda oldugu veya iletkenfigin 500 mS cm'den az (Hebert

2002) oldugju tathsu sistemierinde bulunabilirler.
Tathisu rotifer ve kiadoserleri 5000 mg L™"den yuksek tuzluluk seviyelerinde hayatta kaima ve ﬁre!’:z
acisindan bagani olamamaktadiriar (Blinn ve ark., 2004). En bayok Daphnia tarti ofan D- mag ﬂa \ma
durumun diginda kalmaktadir. D. magna igin Greme, popllasyon bﬁy@giesi. ve *‘ayaﬁg‘ ‘ka; de
oranlaninin NaCl yoguniugunun 0.08-68000 mg L araliginda oldugu kogullarda azalma egm?m? fir
oldugu ve dolayisiyla dayanabildikieri en yuksek tuzluluk seviyesinin daha yiiksek oldugu géstemrf:; .
(Cowgili ve Milazzo, 1990, 1991). Tuzluluk dayanikiig, populasyoniar ve kionlar aras! a for
gosterebilmektedir (Ortells ve ark., 2005). Her ne kadar belli bir dereceye kadar tuziuluda
gosterebilseler de, artan tuzluluk oranlan Daphnia tarlerinin yagama oranini azal

bayame oranlarinda ise azaliga neden olmaktadir (Hall ve Burns, 2002). Yapilan Gah’éma!
Daphnia tarlerinin LDse degerleri; D. magna igin 6.5% 48-s LDs, (Meyer ve ark., 1985), V€ 1', 2 icin
LDs; (Cowgill ve ark., 1985), D. carinata igin 2.5%o 96-s LDso, (Hall and Burns, 2002), D. ¢@” .

. S)(Grn 48‘9
NaCl tuzlulugu kaynakh elektriksel iletkenlik 4.5 mS/cm 48-s LDs, Okyanus tuzu icinse 1m findan

. tard
LDso (Kefford ve ark., 2004b) olarak bulunmustur. Ayni tor Gzerinde farkh aragtmctiaf Hip
| kokenler® 2

yapilan galismalarda farkli sonuglarin elde edilmesi, kulianiian poputasyonlann farkl . k.,

. s
olmalariyla iligkilendiriimektedir (Hebert, 1987: Weider ve Hebert, 1987; Mort, 1991, Ore
2005).
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{]fe‘me ile

Ikiim degisikliginin bir diger etkisi de su sicakliklanmin artigidir. Bu da Daphnig
dongistinde dalgalanmalara neden olmaktadir. Artan sicaklikiar, yavru bilyume oranlannin a
itk Greme yaginin azalmasina neden olurken, aym zamanda glim oraninda da
sonuglanmaktadir (Hall ve Burns, 2002).

Sonug olarak, Daphnia turleri besin aglannda kilit bir noktada yer almalari sebebiye o
etmektedir. Birgok avci bahdin besinini olusturmalarinin yani sia, fitoplanktonlar i?t:i!ei”iﬂ‘"*ﬂ
fitoplankton populasyonlarinin duzenlenmesinde 6nemli bir rol oynariar (Muylaert ve art
Dolayistyla, ikiim degigikiigi sonucunda gollerde olugabilecek yapisal ve piyogesitilikiek! 5

bir gstergesi olarak Daphnia torlerini belirtec olarak kullanmak olanaklidir. Tuzlulugun ve
olasi arisinin Daphnia poplasyonian tizerindeki etkileri, gol ekosistemierinin yawsa‘ ozel
biyogesitliliginin bu artislardan nasil etkilenecegini de gosterebilecektir.

1.1.2.3 Pestisitlerin Etkisi

1940"lardan sonra, zirai Grin artirma politikalan nedeniyle, geleneksel yontemierin biré
tarima gegilmesiyle inorganik giibre ile pestisit kullanimi yayginlagmistir (EEA, 2003)- Anc@ "
kullantlan pestisitierin yuzey su akistyla sucul ortamiara ulagip snemii etkilere neden | ud
yillarda anlagiimigtir (Warren ve ark., 2003). lgsu ekosistemleri acisinda




inorganik glibre ve pestisitierin yuzey ve yerait sularina karigmast, igme suyu kaynaklarin: kirletmesi
ve sucul ekosistemierin biyolojik ¢esitliligini tehlikeye sokmasi actlanindan 6nem kazanmaktadir.
Dolayistyla, tanim alantarnin sucul ekosistemier ile ig ice bulunmas: — pestisit uygulama tekniklerinin
verimi de g6z oninde bulunduruldugunda — uygulanan pestisitlerin bir kismimin hedef olmayan tlrleri
de tehlikeye sokmasi kaginimazdir (Van Wijngaarden ve ark.,. 2005). Bu nedenlerie,  tatisu
sistemierine ytzey akiglanyla ulasan pestisitierin tathsu organizmalarina etkzlers genis bir calisma
alamdir. Sonug olarak, tarim kokenli pestisitlerin Daphnia poptilasyonlann etktleyen cok dnemli bir
etmen oldugu agiktir. Ama pestisit toksisitesini incelemeden Once, pestisitler hakkinda bir 6nbilgi
edinmek gerekmektedir.

1.1.2.3.1. Pestisitler

Pestisit, zararh bbcek ya da hayvanlarin gefigimini dnlemek, bu zararlilan yok etmek, geri pliskttmek
veya azaltmak icin tasarlanmig bir madde ya da kangimdir. Pestisit gorevini gerpeklestiren kimyasal
etkin maddenin kendisidir. Genel olarak pestisitier, bastirdiklan zararhnn tiriine gore degerlendirilirler
(or. fungusit, herbisit, insektisit gibi) (EPA, 2007). Ancak, pestisitier ortak kokenlerine veya tretim
tekniklerine goére de siniflandiniabilirier. Organokioriu pestisitier (DDT, endrin, dieldrin, aldrin, klordan,
lindan, endosiifan, ve heptaklior gibi) 1950’lerden 1960'h yillara kadar cok yagin bir sekiide
kullamimig, ancak diger kalici organik kirleticiler gibi sa§lik ile cevre sorunianna neden olmalan
sebebiyle 1980'lerde tretimleri yagaklanmigtir. Organokloriu pestisitlerin yerine, onlar kadar kahc
olmayan organofosforiu pestisitler (parathion, malathion, diazinon, klorprifos, diklorvos gibi) gegmigtir.
Ancak 1990%arda 6zellikie pamuk endustrisinde, organofosforiu pestisitlerin yerine de piretroid
pestisitler gegmistir (EPA, 1999). Sentetik olarak gretilen bu piretroidler, cevresel kogullara kimyasal
olarak daha dayanikli olacak gekilde dodal bir insektisit olan pyrethrin’lerden uyarlanmiglardir. Genel
olarak kaltci oimadiklan dostnolse de, sentetik piretroidierin sucul ekosistemnler icin son derece toksik
oldukian gozlenmistir.

1.1.2.3.2. Tiirkiye'de Pestisitier

Birlegmis Milletler Gida ve Tanm Kurumu'nun (FAO of the UN) verilerine gore, Turkiye'de sadece
2001 yiinda titketilen pestisit miktan 23,000 tondur. Ayni yil iginde, Trkiye ile kargilagtinidiginda
Brezilya ve ltalya 3 kat, Fransa ise 4 kat daha fazla pestisit tuketmistir. Ancak, Dinya Kaynakiar
Enstitist’'ne gore tanm ilaglanmn tiketim yoJuniugu (kg/Ha) strekii arig gostermektedir. Tanm ve
Koyigleri Bakanh§na gore, Turkiye'de 1980'lerden bu yana kullaniian pestisit tlrlerinin blyGk
coguniugunu insektisitler olugturmaktadir. Torkiye'de 1998 yili itibariyle 2000'in tzerinde ruhsath zirai
ilag ofup, bunlar icerisinde yer alan teknik madde sayisi 243'tr. Dag ve arkadaslarimin belirttigi tzere,
Turkiye'de satigt yapian pestisitierin buylk kismini (1998'de %46) insektisitler, buniarinda %40’
organafosforiu insektisitier ve %27'ini ise sentetik piretroidier olusturmaktadir. Organofosforiann etkin
maddeleri arasinda chiorpyrifos, diazinon, dichlorvos, malathion ve parathion methyl yayginken,
sentetik piretroitlerin arasinda ise cypermethrin, lambda cyhalothrin ve tralomethrin mevcuttur.
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Turkiye'de pestisit tiketiminin ¢ogunlugu pamuk (%20.4) ve hububat (%19.7) igindir. Ozel olarak
insektisitler degerlendirildiginde, %401 pamuk tarlalarina uygulanirken, %20’si de meyva alanfarina
uygulanmaktadir. Tanm alaniarinin genel olarak su kutlelerinin yakmnlarina kuruldugu goéz onine
alindiginda, uygulanan pestisitierin, gubrenin ve metabolik bilegenterinin  bir kisminin - sucul
ekosistemlere ulagmasi kaginilmazdir (Van Wijngaarden ve ark., 2005). Ulkemiz sucul ortamlarinda da
stphesiz tehlikeli bilesikler bulunmaktadir. Bu konuyla ilgili caligmalar heniz ¢ok yaygin bir hale
gelmemistir. Bunun nedeni, bu tir kirlenmelerin tespitinin gok hassas bir analitik dlgme altyapisi
gerektirmesidir. Yapilan bazi érnek gahismalar, tlkemiz sularinin da Kirli olduguna isaret etmektedir.
Ornegin, Bursa bolgesi Ulubat gélinde Barlas ve grubu (2006) tarafindan 2002 yilinda yapilimis olan
bir calismada, su ortaminda, yénetmelikte verilen bilegiklerden HCB, pp-DDT, pp-DDE, a-, B- ve y-
BHC, Aldrin, Heptachlor epoxide, Endrin, Endostifan | ve Il belirlenmigtir. Caligmalarin sonuglari bu
golin pestisit tarleri tarafindan kirlendigini ortaya gikarmigtir.

Turkiye'de ilag kullanimi daha ¢ok Akdeniz ve Ege bolgelerinde yoguniagmaktadir. Tarkiye'de yilik
pestisit tiketiminin % 40’1 Adana, Icel ve Antalya’da, %25' ise Izmir'de yogunlagmaktadir (Dagd ve ark.,
2000). Dolayistyla, Akdeniz ve Ege bolgelerinde bulunan nehir ve sulakalanlart yodun bir sekilde tarim
alanlart ile iliski halindedir. Sonug olarak, Seyhan ile Ceyhan havzalarinin, Gediz deltasinin ve Kugk
ile Buyuk Menderes deltalarinin sucul kirlilik agisindan blyGk baski altinda olduklan kabul
edilmektedirler. Ustelik, Cukurova-Adana Havzasr'nda ki kirlilik seviyelerinin yeteri kadar detayh bir
sekilde incelehmedigi savunulmaktadir (Burak ve ark., 1997}.

Butun bu bilgiler dogrultusunda, Adana boigesinde pamuk zararhlarina karst kullanilan sentetik
piretroid insektisitler belirlenmis ve sipermetrinin tiketim yogunlugu agisindan bagta geldigi
belirlenmistir (Tarim ve Koyisleri Bakanligi, Koruma ve Kontrol Genel Mudurlugu Verileri, 2003). Buna
ek olarak, Eylal 2002 ile Ekim 2004 tarihleri arasinda Tarim ve Kdyisleri Bakanhginca ruhsatlandiriian
zirai mocadele ilaglanmin  etkin maddelerinin  basinda pamuk tarlalarini  Lepidoptera snift
zararlilarindan korumak amaciyla kullanilan sipermetrinin geldigi de gézlenmistir (Tarim ve Koyisleri

Bakanhgi, Koruma ve Kontrol Genel Muadurlaga Istatistikleri, 2004).
1.1.2.3.3. Pestisit Toksisitesi

Pestisitier, hedef olmayan organizmalara dahi son derece zararli olmalarina ragmen, ekosistemin
ayrilmaz bir parcas: haline gelmigtir. Dolayisiyia, pestisitlerin insan, yaban hayat ve ekosistem
tzerindeki olumsuz etkileri giderek artan kaygilara sebep olmaktadir. Gorece ylksek doziar tur
bazinda olamcul etkilere, duistk dozlar ise bireysel degigimlere (Greme, fizyoloji, morfoloji, davranig,
hormonlar, bagisiklik sistemi, avct algilama vb.) sebep olarak tirler-aras: etkilegimieri baskalastirabilir
ve dolayh olarak popilasyon topluluklaninda farkilagmalara neden olabilir (Relyea ve Hoverman,
2006). Diazinon isimli insektisitin, bir cayir ekosistemine diigik seviyelerde puskurtilmesine ragmen,
boigede yasayan kiglik kemirgen populasyoniarinin Gremesi Uzerinde olumsuz etkilerinin oldugu
gozlenmigtir (Sheffield ve Lochmiller, 2001). Benzer bir sekilde, Ingiltere’nin dodusunda ki atmaca
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populasyonunun yaklagik 20 yidan sonra tekrar gelismesinin organokloriu pestisit kirliliginin
azalmasindan kaynaklandigi savunulmaktadir (Newton ve Wyllie, 1992). Pestisitlerin yaban hayatin
yanisira, fitoplankton, zooplankton gibi sucul organizmalar tizerinde de ekosistem duzeyinde olumsuz
etkilerinin oldugu birgok ¢aligmada gosteriimektedir (Jak, 1997; Woin, 1998; Friberg-Jensen ve ark.,
2003; Wendt-Rasch ve ark., 2003; Medina ve ark., 2004: Christensen ve ark., 2005). Ornegin,
paleoekolojik bir galisma, Ingiltere’nin Norfolk bolgesinde ki dingin nehiderin, si§ gollerin ve
sulaklaniarin olusturdugu bir su aginin (Norfolk Broads) suigi bitkilerinin baskin oldugu bir koguldan,
fitoplanktonlarin baskin oldugu bir kosula sapmasinin altinda yatan sebebin organokioriu pestisit
kirliliginden olumsuz bir gekilde etkilenen Kladoser, Daphnia, populasyonlarinin fitoplanktoniar
tzerindeki avlanma baskilarinin azalmast oldugunu savunmaktadir (Stansfield ve ark., 1989). Hem
tathsu, hem de tuzlu su sistemlerinde pestisitierin kopepodiarin ve kladoserlerin dlumine ve
dolayistyla rotiferlerin artmasina neden olarak zooplankton yogunlugunu azalttigi ve biyogesitliligi
olumsuz bir yénde uzun vadeli birgekilde dedistirdigi g6zlenmistir. Bu sebeple, fitoplankton Gzerindeki
avlanma baskisiin da azalabilecegi ve toksik alg patlamalarinin gergeklesebilecedi de
belitilmektedir. Sonu¢ olarak, pestisitlerin  etkilerinin  6trofikasyonun sonuglarina benzedigi
belirtilmektedir (Hurlbert ve ark., 1972; Jak, 1997; Woin, 1998; Friberg-Jensen ve ark., 2003; Wendt-
Rasch ve ark., 2003; Medina ve ark., 2004; Wijngaarden ve ark._, 2005).

1.1.2.3.4. Piretroid Toksisitesi

Yaygin bir gekilde insektisit ofarak kullanilan sentetik piretroidierin, toksisitelerinin memeliler ve kuglar
icin distk olmast, sudaki goztndrtklerinin dustk olmasi ve biyoyikim hiziarinin ylksek olmasi
sebebiyle comert kullamimiari sonucu, hedef olmayan organizmalarin maruz kaldiklari toksisite
artmaktadir. Piretroidler zararli etkilerini sinir hucrelerinin  ice donik sodyum kanallarinin
kapanmalarint geciktirerek gosterirler. Ancak, pestisitierin serbest radikal Uretimini uyararak, lipid
peroksidasyonunu tetikleyerek veya toplam antioksidan verimini olumsuz etkileyerek organizmalari
oksidatif strese maruz biraktikian da belirtimektedir (Abdollahi ve ark., 2004). Bazi1 yengeg ve plankton
(Daphnia ve Scenedesmus) tirlerinde, piretroid insektisitlerine maruz kalma durumunda artan serbest
radikalleri azaltmak amaciyla antioksidan enzim sistemlerinin etkinfiklerinin (6r. SOD, GST ve GPx vb.)
artui belirtilmektedir (Gowland ve ark., 2002; Meems ve ark., 2004; Li ve ark., 2005).

Kiadoser ve kopepodiarin bir piretroid olan sipermetrine rotiferlere kiyasla daha hassas olduklari
belirtiimektedir (Giddings ve ark., 2001; Mian ve Mulla, 1992). Viicut buytklagunan kirletici hassasiyeti
ile dogru orantili olabilecegi ve dolayisiyla buyuk vicutiu kladoserlerin — Daphnia gibi — kugik
vicutiulara kiyasla birgok kimyasal stres etmenine karsi daha hassas olabilecegdi vurgulanmaktadir
(Gliwicz ve Sieniawaska, 1986; Hanazato, 2001). Pestisite maruz kalmis Daphnialarin yuzme
etkinliginin azaldig ve filtrasyon oranlar ile besin girdilerinde azalma oldugu gézlenmistir (Gliwicz ve
Sieniawaska, 1986; Baird ve ark., 1990; Lauridsen ve ark., 2003: Christensen ve ark., 2005).
Muhtemelen azalan yizme etkinliginden dolay! azatan beslenme verimi sonucunda, genel metabolik
faaliyetler ile blUyime ve Ureme igin ayrilabilen enerjinin azalabilecedi ve dolayisiyla — bazi
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caligmalarda gozlemienen — karbonhidrat ve glikojen mikiannda ki azaimay acikiayabilecedi
snerilmektedir (McKee ve Knowles, 1986: Christensen ve ark , 2005). Toksikana maruz kalindiginda,
Daphnia turlerinin azalan besin tiketimi sebebiyle buytmelerinin (or. viicut yzuniugu ve a§sr¥4§x}, ve
uremelerinin de (6r. birinci Greme yas! ile yumurta sayisi ve agirhgl) azalabilecegl belirtiimekiedir
(Baird ve ark., 1980; Reynaldi ve ark., 2006). Butan bu tepkilerin (azalan ylizme etkinligi, beslenme
verimi vb,) Daphnia tGrerini avianmaya karsi daha zayif yapabilecedi ve butangel olarak inseklisite
maruz kalan gol ekosistemierinde Daphnia popllasyonlarinin azaligini aciklayabilecedi snerilmektedir
(Friberg-Jensen ve arki, 2003; Wendt-Rasch ve ark., 2003).

Birgok galismada, piretroidierin sucul organizmalara agin toksik olduklan ve biyokimyasal yapilanni
belirgin bir gekilde etkiledikleri belirtiimektedir (Smith ve Stratton, 1086: Haya, 1988 Bradbury ve
Coats, 1989). Piretroidlerin yag dokularinda birikme egilimi dogrultusunda (Bradoury ve Coats, 1985
karaciger dokusunda ki degisimier ele alindijinda, piretroidlerin tathisu salyangozunda ve cesith
baliklarda protein ve glikojen miktarinda azalmaya sebep oldugu gbzlenmistir (David ve ark, 2004,
Tripathi ve Singh, 2004, Begum, 2005). Balk serumunda yapilan bir calismada, toplam protein
miktarimin yamsira trigliserit miktarinin da azaldigi gozlenmistir (Borges ve ark., 2007). Protein ve
glikoien miktarianinda ki azaligiarin, her ikisinin de stres durumunda artan enerji ihtiyacini karsilamak
tizere kullamimasindan kaynaklandig snerilmektedir. Aynica, protein mikiannda ki azaimanmn
sebebinin hlicrelerin yikimt veya slomi sonucu protein sentezindeki yetersiziik olabilecegi de
savunulmaktadir (Bradbury ve ark., 1987). Memeli ve kuslarda piretroidlerin ana yikim tepkimelerinden
birinin ester hidrolizi oimasina ragmen, paliklarda bu tepkimelerin sonucu olusan trunlerin dustik
derecede kaydedildigi belirtilmistir {(Bradbury ve Coats, 1989). Dolayisiyla, piretroidleri hidrolize eden
enzim sisteminin bahklarda eksikligi, baliklann haasasiyetini acikiamakiadir.

Sonug olarak, Daphnia turleri avel baliklanin besinini olusturmalari ve fitoplankion populasyonlarint
kontrol altinda tutmalarindan dolay: besin aglarinda kilit bir noktada yer aldikian icin ve dahasi
pestisitiere kargt pirgok yonden duyarl oldukiari icin, pestisitiere maruz kalan sucul ekosisternierin
degeriendiriimesi igin erken bir uyar olarak etkin biyobelirtegler olarak kullaniiabilirler (Fossi ve ark,
2001). Dolayisiyla, pestisit maruziyeti Gzerineki sonucu olarak gollerde gergekiesebilecek hem yapisal,
hem de biyogesitlilik dizeyindeki dedisikliklerin bir isaretcisi olarak Daphnia popﬁiasyonianndaki
degisimieri belirteg olarak kullanmak mimkundur.

1.2 EKOTOKSIKOLOJIK CALISMALAR

Ekotoksikolojik caligmalar, cevreye uygulanan kimyasaliarin ekosistemi temsil eden butln parcalar
tzerindeki etkilerini inceler (Relyea ve Hoverman, 2008). Kullanilabilir tathsutarin  dGnya su
kaynaklarinin sadece 9,0.003'nG olusturdugu ve uygulanan pestisitierin bitigik su gbvdelerine ulasip
hedef olmayan organizmalarn — dolayli olarak populasyon toplulukiannt — da etkiledigi gz onlne
alindiginda, sucul ekotoksikolojinin hem ekosistem, hem de toplum gtvenligi agisindan Snemi ortaya
¢tkmaktadir (Moss, 1698 Mason, 2002, Warren ve ark.. 2003; Padovani ve ark., 2004).
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Bu tarz galigmalar, degisik piyolojik ozelliklere sahip organizmalar veya defisik fiziko-kimyasal
szelliklere sahip toksik maddeler kullanihiyor olunsa bite, kiyaslanabilir test kosullan gerektirmektedir.
Bu dogruituda, bu projede OECD kilavuzian tzerinden uyarlamalar yapilmistir (OECD, 1998). Bu
kilavuza gore, toksisite deneyleri iki gekilde gerceklestirilebilir. Akut toksisite deneyleri taksik bir
maddeye maruz kahndiktan kisa bir stre sonfa etkisini gosteren toksik madde dozlannin kullaniidigi
ve caniinin hareketliliginin/8lomunin takip edildigi deney duzenekleridir. Kronik toksisite deneyiéﬁ ise
toksik bir ‘maddeye uzun bir siire boyunca maruz kalan canhnin uremé:;i uzerindeki etkilerinin
belirlenmesi igin ylritilen deneylerdir (OECD, 1084 ve 1998). Akut toksisite derieyiefi icin test
organizmast, bireylerin yasi ve deney siresi 6nem tegkil ederken, kronik toksisite deneyleri iginse
davranig, metabolik faaliyetier (beslenme, somatik b&yﬁme gibi), populasyon demografisi ve
biyokimyasal ile molekiiler degigimler dikkate alinabilir.

Popllasyon topluluklarinin  yapisint ve organizmalarin ekolojik iglevierini (buyume ve areme)
poptiasyon dayanikidiklarim (fitness) azaltacak yonde etkileyen cevresel degisimier stres olarak
tarmianmaktadir (Calow, 1989). Yukanda pahsedilen tek-stres-etmenli toksisite deneylerinin,
kirleticiterin poptlasyon toplulukiari tizerindeki etkileri hakkinda ongorade bulunmak icin cok onemli
oldugu belitiimektedir (Relyea ve Hoverman, 2006). Ancak, dogal ortamlarda — gecmisten bugtne —
maruz kailinan degigken ve her zaman en uygun oimayan kosullar nedeniyle strese gosterilen
tepkilerin fakhlik gosterebilecekleri vurgulanmaktadir (Folt ve ark,, 1959). Dolayisiyla, kirleticilerin
dogat kosullardaki karmagik etiilerini belirlemek igin tek-stres-etmenti toksisite deneylerinin ystersiz
kaldig savunuimaktadir. Ornegin avlanma baskis, avc varigina kars! gok hassas olan kiadoser
zooplankton tGrlerinin sucul ortamiarda maruz oldukiari en dnemli stres etmenlerinden biridir. Fakat
simdiye kadar yaptian toksikoloji arastirmalannin goguna bu balik/omurgasiz avianma baskisi dahil
editmemigtir. Bu durum, canlilanin sucul ortamda Kkarsilastig: streslerin sonucunu gergeki bir sekilde
yansitmanin sninde gok buyuk bir engeldir. Sonu¢ olarak, ekotoksikoloji alaninda cevresel kirleticilerin
degisik cevresel kosullar altinda etkilerinin degigebildigi ve bu degigkentiklerin snemi son yillarda
kavranmaya baglanmighr (Relyea ve Hoverman, 2006). Oysa, goklu etmenlerin birbirleriyle
etkilegimierinin Daphnia popllasyonunu nasil etkilediginin aragtinimasinin gerekiiligi uzun zamandi
vurgulanmaktadir {Thretkeld, 1987b). Bu gibi galigmalar genel olarak etkilesimierin tekli etkilerden
daha zararh olabilecegdini gostermistir. Bu durumiarda, gokiu etmenierin etkisi tekii etkilerin daha zararh
olanindan daha zararl, ama tekii etkilerin zararlarinin toplamt veya carpimindan daha az zarari lse
antagonistik etkilegim olarak degeriendiriimektedir. Ancak goklu etmenlerin etkisi tekli etkilerin
zararlarinmn toplarmindan daha da zararl ise sinerjistik etkilesim olarak degeﬂendirilmektedir {Folive
ark., 1999). :

Tuzlulugun farkh etmenlerle goklu etkilegimieri ile ilgili galigmalar sinifidir. Sicaklik ve tuziuluk sucul
organizmalann enerji dagiimini_etkileyen snemli etmenler arasindadir. Ancak tuzlulugun bir diger
dodal stres etmeni ile (0r. sicaklik) etkilegiminin incelendigi aragtirmalar ¢ok simirhdir. Hatta tuziulugun
avci sinyalleri ile etkilesiminin incelenildigine rastlaniimamigtir. Daha ziyade, tuziulugun insan kaynakli
stres etmenleriyle (or. metaller, pestisitier) etkilesimleri caligiimistir. Daphnia carinata bireylerinin 20
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°C'ye artan sicakhkla blyGmelerinin arttis ve daha erken erginlegtikleri, ancak 0.6 gL ™"ye artan
tuzlulugun blyumedeki artigt azaithi§i ve daha az bireyin erginiesmesine neden oldudu belirtimektedir
(Hall ve Burns, 2002). Bu sonuglar, karidesler igin dnerilen sicaklik artisiyla tremeye daha ¢ok enerji
ayrilabildigi ancak artan tuzlulukia Gremeye ayrilabilen enerjinin azaldi§i g6ziemini desteklemektedir
(Vernberg ve Piyatiratitivorakul, 1998). Metallerin serbest iyonlarinin daha toksik olmalar: sebebiyle,
tuzlulugun metallerin  bilesik olugturma derecesini artirarak biyoerigilebilirligini  ve dolayisiyla
toksisitelerini azalthigr dustntlmektedir (Riedel ve ark., 1985; Tsuda ve ark., 1990; Bury ve ark., 1999;
Karen ve ark., 1999). Ornegin; kadmiyumun daha toksik olan serbest iyonlarmin distk tuzluluk
seviyelerinde daha fazla bulundugu ve dolayisiyla cesitli baliklardaki kadmiyum icin 96-saat LCso
degerlerinin artan tuziulukla arthdi belittilmigtir (Lin ve Dunson, 1993; Shazili, 1995). Dider taraftan,
cesitli pestisitler igin  sivrisinek ve karideslerdeki LCs de§erlerinin artan tuzlulukla azaldigi
belirtiimektedir. Bunun sebebinin ozmoregtlasyon igin artan fizyolojik maliyet sonucu azalan
popliasyon dayanikhilikiari olabilecegdi Onerilmektedir (Song ve Brown, 1998). Dahasi, artan
sicakliklarin Daphnia magna igin metal ve pestisitleri daha toksik hale getirdigi belirtiimektedir
(Persoone ve ark., 1989; Song ve ark., 1997). Dolayisiyla, bazi metallerin krustaselerdeki
toksisitelerinin yiksek sicakhklarda ve disik tuziuluklarda daha da yUksek olabilecedi Snerilmektedir
(McLusky ve ark., 1986). Tuzlulugun bir kirleticinin varidinda besin miktar: ile olan etkilesimi [daha
ziyade fitoplanktonlar igin kirletici — tuziuluk —~ besin tuzlan arasinda] ile ilgili caligmalann azid
nedeniyle belirgin bir etkilesim belirtilememektedir (Heugens, 2003). Sonug olarak, tuzlulugun birgok
dodal ve insaﬁ kaynakli stres etmenini etkileyebilecedi ve dolayisiyla ¢oklu etkilerin aragtinimasi
esnasinda birgok noktaya dikkat edilmesinin gereklifigi actkga gortilmektedir.

Pesitisitlerin abiyotik ve biyotik etmenlerie etkilesimleri de son zamanlarda ekotoksikologlarin dikkatini
¢ekmeye baglamistir. Sicaklik, UV 1ginlart ve pH gibi ¢esitli abiyotik etmenler pestisitierin etkilerini
degistirebilir. Iklim degisikliginin sonucu olarak artmas: beklenen sicaklik etmeninin olumsuz etkiferinin
(azalan yagama orani ve Oreme) kireticilerin varliinda veya dustik besin miktan Kkogullarinda
siddetiendigine dikkat gekilmektedir (Folt ve ark., 1999). Diger bir deyisle, artan sicakiik ve azalan
besin miktan kosullarinda kirleticilerin toksik etkilerinin daha siddetli oldugu belirtiimektedir (Heugens,
2003). Yuksek sicakliklarda artan hassasiyetin sebebi, kirleticilere maruz kalma durumunda metabolik
enerjiye ve dolayistyla oksijene gereksinimin artmast ama yUksek sicakhklarda oksijenin
¢ozUnarlagunan azalmas:i olabilir (Hanazato, 1991). Abiyotik etmenlerin yanisira, biyotik etmenler de
pestisitierin etkilerini degistirebilir. Besin miktarnimin azh@inin insektisitierin zooplankton poplilasyoniar
Gzerindeki olumsuz etkilerini artirdigi gézlenmistir (Gama-Flores, 2004; Hanazato ve Hirokawa, 2004,
Pieters ve ark., 2005). Besin miktarinin yanisira, avci baskisinin da insektisit kaynakh tepkileri
etkileyebilecegi belirtiimektedir. Avct varligini benzeten avci sinyalinin variginda baz: insektisitierin
kurbaga iribaglan ve Ceriodaphnia uzerindeki olomcal etkilerinin belirgin bir gekilde arth§ rapor
edilmistir (Relyea ve Mills, 2001; Maul ve ark., 2005). Insektisitlerin, Bosmina ve Daphnia‘da ki
avcidan korunma amagh morfolojik uyartamalarin geligimini engelleyebildigi de belirtimektedir (Barry,
2000; Sakamoto ve ark., 2006). Insektisit varhginin davranigsal etkilere sebep olarak av-avci
etkilesimini etkileyebilecedi de belirtiimektedir. Avin insektisitlere hassas oldudu kogullarda; bazi
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Daphnia, rotifer ve karides turlerinin insektisit kaynakli olagandigi davranislan (6r. yuzme hizi vb.)
gorsel olarak avlanan avciann daha gok dikkatini cekmekte ve avlanma olasiiikianni arfirmaktadir
(Farr, 1997; Dodson ve ark., 1995; Preston ve ark, 1999). Ancak, avcinin da insektisitiere hassas
oldugu durumiarda ise; avcinin avianma veriminin ve dolayisiyla yiksek trofik seviyelere enefji
aktariminin azalabilecegi belirtiimektedir (Bridges, 1999; Sakamoto ve ark, 2005). Omedgin, Bosmina
izerinden avianan Leptodora'min karbaril inseklisitine karg: daha hassas oldugu ve dolayisiyla
Bosmina'min karbaril varliinda avianma baskist kargisinda Ustin olabilecegi belirtiimektedir
(Sakamoto ve ark., 2005). Ancak, Bosmina tGrGinun Leptodora avlianma baskist kargisinda Urettigi
disa-gikik morfolojik bir yapiyl, karbaril insektisitinin variginda Gretemedigi ve sonug olarak avianma
baskisina karsi savunmasiz kaldigt belirtilmektedir (Sakamoto ve ark., 2008). Bu 6mek, ¢oklu etkilerin
aragtirimasi esnasinda dikkat edilmesi gereken hususlarin goklugunu ortaya koymaktadir. Botin bu
géziemier, ginimuzde oldUrct (lethal) ve yar-0lduract (sub-lethal) pestisit etkilerini ayirt etmede ki
yetersiziigimizi vurgulamaktadir.

Sonug olarak, geleneksel laboratuvar aragtirmalan, insan kaynakli stres etmenlerinin baska stres
etmenlerinin varhiginda (6r. avianma baskist, bagka pestisitier vb.) degisen etkilerini dngdremeyebilir.
Dolayisiyla, bu tir etkilegimlerin dojasini (birbirlerinin etkilerini artinict veya telafi edici olmalan) ve
snemini belirlemenin zorunlulugu vurgulanmaktadir (Relyea ve Hoverman, 20086). Coklu etmenlerin
eﬁcilesiinierinin incelendigi calismalarin godu dogal stres etmenlerinin etkilesimierini (Vanni, 1987;
Gitbert, 19é6; Burns ve Dodds, 1999; Hall ve Burns, 2002; Weetman ve Atkinson, 2002: Lass ve
Spaak, 2003) veya birden fazla insan kaynakh stres etmeninin etkilegimini aragtimustir (Borgmann,
1980; Hoagland ve ark., 1993; Meems ve ark., 2004; Barata ve ark., 2008). Ancak, dogal ve insan
kaynakh stres etmenlerinin birbirieriyle etkilegimlerini inceleyen ¢aligmalar sinirhdir. Ozellikle
Kladoserler icin kirleticilerin ve tuzlulu§un sicakik, agir metalier, besin miktan gibi etmenlerie
etkilesimleri aragtinlirken (Folt ve ark., 1899; Heugens, 2003; Pieters ve ark., 2005; Barata ve ark.,
2008), biyotik kaynakii avci sinyalleri ile etkilesimleri hakkindaki aragtirmalar simridir (Hanazato ve
Dodson, 1992: Hanazato ve Dodson, 1995; Barry, 2000; Maul ve ark., 2005). Ancak, bu galigmalarin
goJunun omurgasiz avianma baskisint inceledigi dikkat gekmektedir. Diger bir deyigle, balik avianma
baskisinin insan kaynakh bir stres kaynagiyla etkilesiminin arastinidigina rastianimamisgtir. Dahast,
dogal ortamiarda maruz kalinmasi kaginiimaz olan batik avianma baskisimin tuzluluk gibi cok 6nemii
bir stres etmeni ile olan etkilesiminin incelendigine de rastianiimanighir.

Sonug olarak, aragtirmamizda dogal bir stres etmeni olarak balik avianma baskisini benzeten balk
sinyalinin, insan kaynakl bir dijer stres etmeni (kuresel iklim degigikligi sonucu artmasi beklenen
tuzluluk veya tanm kokenli pestisit) ile olan etkilesiminin incelenmesi bu caligmaya hem ekolojik
anlamda, hem de toksikolojik anlamda 6zgin deger katmaktadir.
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1.3 FOURIER DONUSUM KiZILOTESI SPEKTROSKOPISI

1.3.1 Elektromanyetik Dalga ve Spektroskopi

Elektromanyetik dalga, dalganin ilerleme dogrultusuna ve birbirine_dik duzlemierde olan elektrik ve

manyetik alanin salinmasiyla olusur (Stuart, 1997). Elektromanyetik dalganin enerjisi, frekans v (Hz)

veya dalga boyu A ile ifade edilir:
c
E=zhv=h—
A

Formulde; E: Enerji (kJ / mol)
h: Planck sabiti (h = 6.626 x 10°* Js)
¢: Isik Hizi (¢ = 3 x 10° m/s) dir.
v: Frekans (Belirli bir noktadan birim zamanda gegen dalga sayisi) s
A. Dalga Boyu (Isimanin ardarda gelen maksimum veya minimum  seviyeleri

arasindaki uzaklik) {cm)

Elektromanyetik dalga genig bir Dalga Bovu {netre)
spektruma sahiptir. Bu spektrumda | c P
X-igmiarn, UVIGSrinar,  Kizildtesi,
Radyo dalgalan ve Mikrodalgalar
gibi her biri farkhi enerji, dalga boyu
ve zaman Olgedine sahip olan
dalgalar yer almaktadir (Sekit 1.3).

Lormur
Sekil 1.3. Elektromanyetik spektrum. Ismln
Elektromanyetik radyasyon madde ile t¢ sekilde etkilesir (Sekil 1.4).
Emisyon (Yayilma)
/
é!ektromanyeﬁk Radyasyon ——» Madde —>» Sogrulma
Tt el

Sekil 1.4. Elektromanyetik radyasyonun madde ile etkilesimi.
Spektroskopi, kimyasal etkileri haric tutarak, elektromanyetik radyasyonun madde ile etkilegimini

incelemek olarak tanimlanir. Sagilan, sogurulan veya yayilan enerjinin dalga boyuna bagh olarak

cizdiritmesi ile spektrumiar elde edilir.
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1.3.2 Sogurma Spektroskopisi

Sogurma spektroskopisinde, incelenecek ofan ornek Gzerine degisik dalga boylarinda isinlar
gonderilir. Yoilanan radyasyonun enerjisi, s6z konusu ornedin gesitli enerji seviyeleri arasindaki farka
esdeger oldugunda, bu enerji 6rnek tarafindan sogurulacaktlri Bunun sonucunda degigik
spektroskopilere ait sogurma bandlan elde edilecektir. Kizilotesi spektroskopisi de sogurma
spektroskopisi tekniklerinden biridir.

1.3.3 Titregim Spektroskopisi

Titresim spektroskopisi, maddenin kizildtesi iginlarini sogurmasi veya sagcmast tizerine dayah olan bir
spektroskopi dalidir. Homo-nikleer (N2, O, ve Cl, gibi yiksek simetri gosteren) molekdller harig blttin
molekdller kizilstesi igintarini sogurur. Optik izomerler diginda higbir bilesigin esdeger spektrum
vermemesi nedeniyle titresim spektroskopisi organik bilesiklerin tanunmasinda kullanilir. Boylelikle her
gmegin genellikle sogurmanin titregim frekans ile orantili olan dalga sayisina (cm™) karst cizilen
6zgln kizildtesi spektrumiarn elde edilebilir.

Bir maddenin kizilétesi 151§ sofurmast molekideki titregim degisimleri ile ortaya gikar. Bir molekaitn
yapisindaki farkh baglar (C=C, C-O, C=0, O-H, N-H), farkh titresim frekanslarina sahiptir. Bu farkl
baglar, spektrumda sogurma bantlan olarak goziemlenir ve boylece kizildtesi spektroskopisi ile
fonksiyonel grup teshisi yapilabilir.

Molekller, etkilesime girdikleri kizilotesi dalgaboyundaki enerjiyi sogurduklarindan, atomiar arasindaki
bagin gerilmesi sonucu atomiarin birbirlerine yaklagmasi veya birbirlerinden uzakiasmasi beklenir. Bu
esnada, eger atom sayisi ikiden fazla ise baglar arasindaki acimin derecesi de§isir. MolekGlun
yapisindaki atomlar arasindaki bad actan farki oldugundan, herbirinin titresim enerjisi de farkhidir.
Diger bir deyisle, bir molekal Gzerine dugen kizilbtesi isinlarin enerjisinin, kendi yapisina bagh ofarak
uygun frekansta olanfarini so§urur. Sogurulan, veya ornekten sogurulmadan gegen 1sigin analizi,
6zgln spektrumiann olusumuna neden olur ve bbdylece 6rnedin molekiler yapisi hakkinda yararh
bilgiler saglanir.

1.3.4 Fourier Déniisiim Kizilétesi Spektroskopisi

Fourier Dontsam Kizidtesi (FTIR) Spektroskopisi teknigi, kizildtesi dalga boyunda (103 - 10° nm)
elektromanyetik i1sima uygulamasiyla molekullerin titresimierini Sigerek degisik titresim gruplanni
gorunttleyen ve bdylece molekillerin mikrogevresi hakkinda 6nemili bilgiler veren bir tekniktir.

Fourier dénistm teknigi bir interferometre ile module edilen tsi§in oldugu gibi dedektsrde tespiti ve
eide edilen ‘“interferogram”in Fourier teknigiyle bilinen kizildtesi spektrumuna donasturilmesidir.
Fourier déniisumi, kisaca bir fonksiyonun badimsiz degiskenini degistirerek, karmasik bir dalganin
daha basit dalgalara donasturiimesini saglayan matematiksel bir iglemdir. Bilgisayarlarin gelismesiyle
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bu iglem kolaylikla yapiabilir bir hal almig ve boylece FTIR son 10-15 yiida yaygin olarak kullaniimaya
basianmig ve ¢esitli avantajlariyla dnem kazanmigtir.

FTIR spektroskopisinden elde edilen bir spektrum, bir bilegigin yapisini tamiyle aydinlatmaya yeterli
olamasa da, bilesikteki bad turleri, fonksiyonel gruplar ve dolayist ile sistemde mevcut molektlierin
belirlenmesi; bunlann konsantrasyonu, bu molekuilerin yapt ve fonksiyonu hakkinda tnemii biigﬁer
verir. Bir bilesigin titregim spektrumu o bilesigje 6zgudur ve optik izomeﬂer"axsmda higbir bilesigin
titregim spektrumu bir bagkasi ile ayni degildir.

Her bir fonksiyonlu grubun teshisi o grup igin belirgin olan titregim frekanslan ile saglanir. Bir gok
fonksiyonel gruplara ait titresim frekanslar, daha Once hazirlanan tablolardan veya atiaslardan
faydalanilarak tanimianmaya catigthr.

Genel olarak FTIR spektrumiannda kullanilan degiskenler, bant giddeti / bantin altinda kalan alan,
bant konumu (frekans degeri) ve bant genigligidir. Bant giddeti ve alant maddenin konsantrasyonu
hakkinda bilgi verirken, bant konumu duzen/duzensizlik hakkinda, bant genigligi ise dinamik hakkinda
bilgi verir (Cameron ve Charette, 1981: Cakmak ve ark., 2003; Toyran ve Severcan, 2003).

1.3.5 Fourier D&nilgtim Kizilbtesi Spektroskopisinin Gnemi ve Uygulama Alanlar

Fourier D8nistum Kizildtesi spektroskopisi teknigi gesitli bilim dallarinda nitel ve nicel bilgiler verebilen
bir yéntem olarak yayginca kullaniimaktadir (Diem, 1993). Biyolojik cahgmalarda ise, biyolojik
sistemieri yapilara zarar vermeden molekaler duzeyde inceleyebilmesi nedeniyle FTIR spektroskopisi
teknigi daha da Onem kazanmaktadir (Boyar ve Severcan, 1997, Melin ve ark., 2000; Severcan ve
ark., 2000; Melin ve ark., 2001).

Kizilbtesi spektroskopisinin bu derece yaygin bir gekilde kullaniimasinin altinda yatan nedenier
cegitiidir: () NMR gibi diger araglara kiyasla daha uzun stredir kullanihyor olmass; (i) dmek
hazirlamasi iglemierinin daha kolay olmast, (iii) drneklerin gaz, sivi ve kat: hallerinde hazirlanabiliyor
olmast; (iv) nitel yorumiann yapitabitiniyor olmasi ve (V) verilerin hizlt bir sekilde elde edilebilinmesi,
FTIR spektroskopisini onemli bir teknik haline getirmektedir. Bunlara ilaveten Fourier Transform
Kizilotesi Spektroskopisinin dnemi ise (vi) NMR'a kiyasia FTIR spektrometrelerin fiyatlarinin ¢ok daha
distk olmasi (vii) kullandify  teknoloji araciliglyla UV-Visible spektrofotometrelerinde
gorintiienemeyen cesitli fonksiyonel gruplann incelenmesini saglamas: gibi nedenlerde yatmaktadir
(Diem, 1993, Freifelder, 1982).

Kizilotesi spektroskopisinin en blyok dezavantaii, biyolojik sistemierde kaginilmaz olarak bulunan su
molekitunan incelenmek istenen yapilan kamufle ederek, spekiral analizi imkansiz hale getirmesidir.
Bu nedenle, birgok biyolojik sistem cahismalannda, incelenecek olan 6mek kurutulur. Kurutma
igleminin pesisira, kizilotesi dalgaboyundaki 11§ sogurmayan (6r. potasyum bromdar) bir madde ile
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kanistinhp, yiksek basing altinda alkali halid diskler (pelet) haline getirilerek incelenebilir (Forato ve

1998, Bunun disinda, su molekuliinden kaynakli bantlar bilgisayar programi ile ornek
spektrumiarindan gikarilarak suyun kamufle edici etkisi yok edilip spektral analiz yapilabilir. Buniara
ilaveten 6rnekler DO icinde hazirlanabilir. ATR-FTIR spekiroskopisi ise ornekleri daha yuksek bir
sinyal:guriitd oramiyla daha hassas bir sekilde ornek kalinkgindan etkilenmeden degerlendirme
olanag: saglar. Ozellikie kati arneklerde haziriik sireci olmadan ve pelet hazilanmasi gerekmeden
dogrudan trnekieme imkant sagladifindan, bu caligmada kurutulmusg Daphnia érnekleri dogrudan

hicbir isleme tabi tutuimadan ATR-FTIR spektroskopisi ile incelenmistir.

FTIR spektroskopi ayrica biyolojik calismalar agisindan lipidlerin diger biyomolekillerie etkilegimleri,
proteinlerin ikincil yapilarinin pelirlenmesi, kanser, diyabet gibi patolojik durumlarnin doku duzeyinde
tamim ve teshisi, canli sistematidi, gida glvenligi gibi birgok cesitli alanda kullaniidigi bilinmektedir

(Kumosinski ve Farrell, 1993 Mantsch ve Jackson, 1885, Boyar ve Severcan, 1987, Fukuyama ve

By

s Bovar ve ark,

o

ark 1900 Severcan ve ark., 2000; Jung, 2000; Li ve ark., 2002; Ramesh ve ark., 200 a

n ve ark. 2004; Severcan ve ark, 2005; Dogan ve ark. 2006 Toyran ve ark, 2006
Dogan ve ark., 2007, Gorgulu ve ark., 2007). Detayh bir literatir aragtirmasi, bu teknigin ekolojik
yaklagimlarla kullaniimasina srnek olacak calismalarin gok oimadigini, ancak giderek daha fazla ilgi
ceken bir alan oldugu izlenimini olusturmustur (Giordano ve ark. 2001, Cakmak

K
Sidman ve ark , 2003; Scullion ve ark., 2003 Cakmak ve ark. 20086; Hirschmugl ve ark., 2008},

Sonug olarak, Daphnia'nin balik avianma baskisini benzeten balik sinyalinin varhginda tuziuluk veya
sipermetrine maruz kalmasi halinde yasama orani ve popllasyon dinamigi agisindan gosterdigi
degisimleri yaratan molekiler duzeydeki degisimlerin tanimianmasi amaciyla bu alanda ik defa
kullanilacak olan Fourier Donustm Kizildtesi (FTIR) spektroskopi tekniginin katkilan bu galigmaya
yenilikci bir bakis saglamakta ve dolaytsiyla dzglin deger katmaktadir.
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2. MATERYAL ve METOD

2 1 iKLIM ODASI VE CANL! KOLTURLERIN OLUSTURULMASI
2 1.1. ikfim Odasmin Olugturuimasi ’

Orta Dogu Teknik Universitesi, Biyoloji Bslumirnde bulunan iki iklim odasmda sicaklik 22+1 °C'de
Arcelik 4040S inverter split klima ve Denco Air Conditioning klima ile saglanmaktadir. {klim odasinda
gtindiz-gece kogulu kultarier icin ayn ayn ozel aydinlatma sistemlerine bagh zaman ayarlayici {timer)
ile 16 saat aydinlik ve 8 saat karanhk kosulu saglanmigtir.

2.1.2. Canh Kiitiirlerin Olusturuimasi
2.1.2.1. Scenedesmus obliquus Kilitiirinlin Olugturulmasi

Daphnia kuiturleri saf ve canl Scenedesmus obliquus ile beslenmektedir (Saf kultur. Gottingen
Universitesi, Alg Kultart Merkezi). S. obliquus KkGltarlerinin hazirianigi Cizelge 2.1'de gosteriimigtir. Bu
kaltirler iklim odasindaki bir biyoreaktorde steril kosullarda hava girisi ve gikigl olan siselerde
yetigtiriimektedir. Kati kaitirier, sivi kilture 15g/L oraninda agar eklenerek hazirlamir. Alg kGRGranin
aydinlatiimasi igin, Osram marka, fotosentez igin gerekli igimayi (PAR) yapan Ozel lamba ile 2600~
2800 Iuks 15tk kaynagdt kullaniimaktadir (Sekit2.1).

Sekil 2.1. Laboratuvar ortaminda ki Scenedesmus obliguus kultirinan yes’urﬁme dizenegi.
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Cizelge 2.1. Scenedesmus obliquus kultGr ortaminin hazirlanist.

Proteoz Pepton Kiiltlir Ortami

750 mL distile suya, 1.0 g proteoz pepton ve asagidaki stok
¢ozeltiler eklenerek dH,0 ile 1L'ye tamamlanacaktir.

mL Stok Gozeltisi g/400 mL Dh,0
10 NaNO; 10.0
10 CaCly 2H,0 1.0
10 MgSO;4 7H,0 3.0
10 KoHPO, 3.0
10 KH,PO, 7.0
10 NaCl 1.0

Daphnia bireyleri igin gerekli besin miktan igin S. obliquus saf kulturuntn klorofika analizi
yapiimaktadir. Klorofil-a analizi igin, 10mL saf alg kGitUrG dH,0 ile 100mL’ye tamamiandiktan sonra
GFC Watman filtresinden stzulor. Elde edilen filtre kadidi yesil yozeyi diga gelecek gekilde katlanarak
icinde 10mL saf etil alkol bulunan bir santrif(j tuptne yerlestirilir. Bu sekilde hazirlanan klorofil-a
ornedi, soguk ve karanhk bir ortamda 12 saatlik inkGbasyona birakilir. Bu inkGbasyonun sonunda, tip
4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika boyunca santriftj edilir. Olugan solsyonun 750nm ve 663nm
dalgaboyu degerleﬁndeki sogurma deQeri saf etil alkol blankline kargt UV-Visible
spektrofotometresinde Slgllar. Asagidaki denklemier dogrultusunda gerekli alg miktan hesaplanabilir:

Klorofil-a(ug/L) =[11.0x(Assa-A150)X Vet sikolyVstznimas su

Asss; 663nm dalgaboyu degerindeki sogurma degeri
Azso. 750nm dalgaboyu degerindeki sogurma degeri
Vi aior. Kullaniian etil alkol miktar (mL.)
Vsazaimes su. S0ZzUlen suyun miktart (L)

Klorofil-a yoguniugu 30mgC / L : 1mg klorofil-a / L degisim faktort kullanilarak karbon degerine (C)

dénusturtimustar (Reynolds, 1984). Bu sekilde deneyler icin gerekli olan 1mgC/L baslangig

yoguniuklari hesaplanmistir.

22



2.1.2.2. Daphnia pulex Kiiltlirtiniin Olugturulmasi

2.1.2.2.1. COMBO Besi Ortami

Bu proje kapsaminda deneylerde kullanilacak olan Daphnia bireyleri, Kitham ve arkadaslarn (1998)
tarafindan tanimianan COMBO besi ortamina aktardmigtir (Sekil 2.2). Bu besi ortaminin
zooplanktonlar icin ideal bir ortam sagladii literatlrde yaygin olarak kabul gérmektedir. Tamimlanmig
bir besi ortaminin kullaniimasi, deneyler arasindaki uyumiulugu ve g6l suyundaki olasi kimyasal ve
biyolojik kirleticiterin etkilerinden kaginiimasini saglamaktadir (Hall ve Burns, 2002).

TEMEL ELEMENT STOKLARI

Bilesikier Stok (gL}
CaCl2H,0 3876
MgS0,7H,0 3697 1 per bir bilesik 750mL dH,O igensinde ozandien sorva dH,O ite 1L'ye tamamianir.
KoHP O, 8.71 f 0Oda sicakhifinda muhafaza edlir
NaNO, 8501 |
NaHC O, 12.60 {’
N&,Si0,9H,0 28.42
H,805 24.00 {
J
BLG IZ ELEMENTLER (ATE)
Na,EDTA 2H,0 4.36 ‘% 1. 750ml. dH,0 Igensinde Na,EDTA ¢dz0n0r.
FQCE H,0 10 H 2. FeClL, exienir
2 } 3. Her bir alg iz element stogundan 1mL. ainir ve dH,0 lie 1Lye tamamianir.

} 4. 4°C'de muhataza edtiir
Bilesgikler Temel stok {/100mL) COMBO
MRCl, 4H,0 : 18.0 750mL dH.O icerisi
CUSO, 5H,0 01 H,0 icerisine
2n50, TH,O 22 100mL dH,O'de gaindr. » 1mL temel element stogu
CoCl, 6H,0 10 . 4*Cde munafarza edilir « 1mlL ATE stogu
Na,Mo0, 2H,0 22 + 1mlL ANIMATE stogu
H,5e05 0.16 + 0.5mL VIM eklenerek 1L'ye tamamlanr.
NagVO, 018 . Hazmanan COMBO 0.22pm’den sUzalir

H to 7-8 arasinda ayarlanir

ANIMATE p
Bilelkler Temel stok (a/100mL Buzdolabinda muhafaza edilir.
LiCl 31
RbCl 7 100mL o, O'de ?"m”“" Her bir arimate stodundan Tmb alitr ve gH,0 fig 1L ye tamamlamr
SrCly 6H,0 15 4°Cde munataza edilt. - gucige munataza ealic
NaBr 16 :
KI 0.33 )
VITAMIN (Vi
Biotin g6ml. dH,O'da 10mg(donduriun) | ber pir vitamin stogundan 1mL aknir ve H,0 fie 100mL'ye tamamiani
Bz 89mL dH,0'da 10mg(donduriur) | 2 20mg tiamin-HC! ilave edir=vitamin

3. 10mL gigelere kanarak otoklaviarur ve buzdolabinda muharaza ediir.

Sekil 2.2. COMBO besi ortaminin hazirtanigi (Kilham ve ark.. 1998).

COMBO besi ortami deiyonize edildikten sonra distile edilmis (dH,0) su ile her zaman taze olarak
hazirlanmaktadir. Sekil 2.2'de gosterilen miktardaki bilesikler belittilen dH,0 hacimlerinde gdzinmekte
ve belitilen kosullarda muhafaza edilmektedir. Bu stok ¢ozeltilerinden gerekli hacimler alindiktan
sonra, dH,0 ile 1L'ye tamamlanmakta, 0.22um gozenek capli filtrelerden stizimekte, 7.0<pH<8.0

arasina ayarlanmakta ve 4 °C’de muhafaza edilmektedir (Kilham ve ark., 1998).

Toksisite deneyleri sirasinda, balik bekletimemig-COMBO besi ortami belirtildigi gibi 0.22um gozenek
capli filtrelerden stzuldikten sonra pH 7.50+0.05'e ayarlanmaktadir. Ancak, balik bekletiimis-COMBO
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besi ortami icerisinde yaklagik 14 saat bahk bekletildikten sonra 0.22um gozenek ¢apl filtrelerden

stz{lip pH 7.5010.05’e ayarlanmaktadir.
2.1.2.2.2. COMBO Besi Ortaminda Daphnia pulex’in Yetigtiriimesi

Deneylerde kullanilacak Daphnia pulex Eymir Gol'nden (Ankara, Tirkiye) izole edilmig,
havalandiriimig, dinlendirilmis ve farkli tirlerden arindirmak igin stiztilmig go! suyunda iklim odasinda
(2241 °C; 16 saat aydinlik : 8 saat karanlik) yetistiriimistir. Daha sonra Daphnia pulex bireylerinin
yapilan literatir aragtirmalan sonucu deneylerde kullaniimak Gzere belirlenen COMBO besi ortamina

alistinimasi galigmalarina baglanmstir .

Bireylerin COMBO besi ortamina ahistinimast 3 ay strmistar. Deneylerde kullanilan D. pulex
bireylerinin ayni genetik yapiya sahip olmalari igin, COMBO besi ortamina aktarilan Daphnia bireyleri
¢ nesil boyunca yumurtasiz ve yumurtali ergin bireyler ile yavrularin aktariimasiyla takip edilmistir
(bkz. Sekil 2.3). Ancak Sekil 2.3'de sadece ilk iki neslin takibi gosterilmigtir. Bu nesil takibi sayesinde,
deneylerde ayni bireylerden gikan 2. nesilden sonraki yavrular kullandmigtir (Doksaeter ve Vijverberg,
2001). Boylece, hem atasal etkiden (maternal effect) kurtulunmus, hem de Daphnia bireylerinin
COMBO besi ortamina alismalar saglanmistir. Daphnia kiltirlerinin kendi Gzerlerinde yarattiklari
kalabalik etkisine (crowding effect) maruz kalmamasi igin 1L COMBO besi ortaminda 100 bireyi
gegmemelerini saélayacak sekilde duzenli takipleri ve aktariima iglemleri yapiimaktadir. Ayrica,
COMBO besi ortaminda, bu birey yogunlugunu etkileyecek miktarda buhariagma oldugunda, yeni
COMBO besi ortami ile hacim tamamianmustir.

2.1.2.3. Balik Kiiltéiriinlin Olugturulmas:

Eymir Golirnde yaygin olarak bulunan ve Daphnia uUzerinde avianma baskisi ylksek olan gimus
(Alburnus alburnus) baliklari 10 mm g6z agikliginda 200 m ag kullaniarak yakalanmistir. Tutulan 3-5
cm boyundaki baliklar iklim odasinda akvaryumlarda yasatiimigtir. Ezilmig Daphnia’lardan salinan ve
béylece ayni tirler arasi iletigimi saglayarak (conspecific) avct baskisinin varhigina igaret eden alarm
sinyallerinin (Pijanowska, 1997) olmamasi igin, balklar suni balk yemi ile besienmektedir.
Gergeklestirilen deneylerden 6nce yeni baliklar yakalanip yukarida anlatilan gekilde iklim odasinda

yasatimisgtir.

Deney hazirik asamasinda 2 orta boy balk 10L COMBO besi ortaminda 14 saat boyunca
bekletildikten sonra (Loose ve ark., 1993, Loose ve Dawidowicz, 1894), dnce 0.45pm gozenek caph
filtrelerden sozulup, pH degeri 7.50+0.05'e ayarlanip, sonra 0.22um gozenek capli filtrelerden
stzilmektedir. Bu sekilde hazirlanan ortama balik bekletimis-COMBO besi ortami denilmektedir
(Kitham ve ark., 1998).
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2.2. TOKSISITE iCIN DENEYSEL ISLEMLER

2.2.1 OECD Toksisite Deney Kriterleri
Akut ve kronik deneyler asagida agiklanan OECD deney kriterlerine gbre yapilmistir.

Akut Toksisite Deneyleri: OECD kilavuzuna gore, bir toksik maddenin Daphﬁia gzerindeki medyan
lethal doz LD (24 saat) degeri, 24 saat maruz kalan Daphnianin %50sinin olumine neden olan
yogunluk olarak ifade edilir (OECD, 1984). Deneyter sirasinda, test kabini hafif bir sarsma islemni
sonrasinda 30 saniye igerisinde tekrar ylzemeyen bireylerin 6lu oldugu kabul edilmistir (Weider,
1993).

OECD kitavuzunun belirledigi bazi sSnemli kogullar agagidaki gibidir:
« 24 saatten kogik Daphnia bireyleri tercth edilmelidir.
= Her bir grupta 20 birey (5 birey x 4 tekrar) kullanilmahdir.
« Deney suresince Daphnia’lar beslenmemelidir.
= Birey bagina en az 2mL test solsyonu gelmelidir.
«  Oda sicakhig 18-22 °C (x1 °C) arasindaki bir sicakhiga ayarlanmahdir.
= Bir ¢oztcl gerektigi takdirde, buton gruplar ayni miktarda gdzuclye maruz kalacak sekilde
dengeléme yapiimal ve ayrica bir ¢ozlicl kontrol grubu hazirlanmahdir.

Kronik Toksisite Deneyleri: OECD kilavuzuna gore, bir toksik maddenin Daphnia magna’nin treme
parametreleri (reproductive output) Gzerindeki etkilerinin belirlenmesi icin gergeklestirilen 21 giniak
deneyler kronik toksisite deneyleri olarak adiandinhir (OECD, 1984). Bu uzun vadeli bilgi veren
deneyler igin, kullanilan toksik maddenin akut toksisite deney sonuglart gerekmektedir. En az bes
toksik madde dozunun kullaniimasi gereken bu deneylerde, dozlann artig 3.2'lik bir faktorl
gecmeyecek gekilde geometrik bir artig gastermelidir. Belirlenen en yiiksek yoguniugun 1g/Ll’yi
gecmemesi ve en duglk yoguniugun ise higbir etki gostermeyecek bir doz olmasi gerekmektedir. En
yuksek yoguniuk belirenen ECso (24 saat) degeri civarinda ve en dusik yoguniuk ise 1/100 ECso (24
saat) dederi civarinda olacak gekilde segilebilir. Deneyler sirasinda, bireylerin 610 kabul edilme sireci
akut toksisite deneyleri ile aymidir.

OECD kitavuzunun belirledigi baz: onemli kosuliar asagidaki gibidir:
= Kontrol grubunda Daphnia'tarin %20sinden fazlasinin dimemis oimas! gerekmektedir.
» 24 saatten kiglk Daphnia bireyleri tercih edilmelidir.
»  Her bir grupta 10 birey (1 birey x 10 tekrar) kullaniimalidir.
» Deney stresince Daphnia'lar 0.1-0.2mgC/Daphnia/gun oraninda beslenmelidir.
» Birey bagina 50-100mL test solisyonu geimelidir.
s Oda sicakligl 18-22 °C (1 °C) arsindaki bir sicakliga ayarlanmahdir.
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»  Bir ¢dziich gerektigi takdirde, bGtun gruplar ayni miktarda ¢bzlicllye maruz kalacak sekilde
dengeleme yapiimall ve ayrica bir ¢ozicu kontrol grubu hazirlanmalidir. Her bir bireyin maruz
kaldigi ¢oz0ct yoguniugu 0.1 mL/L'yi asmamahdir.

» Test solusyoniarinin yenilenme sireci test maddesinin dayanikliligima gére karar verilmelidir.
Bu yenileme sureci en az haftada 3 kere veya en fazla 3 ginde bir oimalidir.

« Test solusyonlan degistirildiginde, ikinci bir test kabi serisi hazirianmali ve bireyler uygun bir
pipetie temiz kaplara aktariimalidir. Bu Daphnia aktanmi esnasinda, aktariian eski solsyon
miktari en aza indirgenmelidir.

2.2.2. Deney Diizenekleri
2.2.2,1 Tuzluluk Deneyleri

COMBO besi ortam icerisinde (¢ nesil boyunca takip edilen Daphnia pulex bireyleri ile tuziuluk akut
ve kronik toksisite deneyleri gerceklestirilmistir. Deneyler sicaklik ve 1gik kontrolli (22+1 °C, 16 saat
aydinlik : 8 saat karanlik) iklim odasinda gercekiestiriimigtir.

Saf NaCl ve okyanus tuzlarinin tathsu omurgasiziari uzerindeki etkileri karsilastinidiginda, benzerlik
tasidiklar belirtiimistir (Kefford ve ark., 2004). Dahasi, gesitli iyonlardan kaynakli yiksek tuz kogullari
altinda yagayan. rotifer gibi omurgasiziarin, benzer NaCl dizeylerine de dayanabildikleri gozlenmistir
(Sarma ve ark., 2005). Sonug olarak, bu galismada da NaCl tuziulugu kullaniimas: karariastirimistir.

2.2.2.1.1 Akut Toksisite Deneyleri
i. Doz Belirleme Aragtirmalari

Doz Belirleme On Aragtirmasi: Balik bekletiimemis ve balik bekletiimis COMBO besi ortami ile 0.0,
2.0, 4.0, 6.0, 8.0 ve 10.0 g/L oranlarnnda NaCl solusyoniar hazirlanmigtir. Bu test sollsyonlarina 48
saatten kigik D. pulex bireyleri (5 birey x 4 tekrar, her biri 25mL igeren beherlerde) yerlestiriimig ve 48
saatlik yasama oranlart ortalama 2 saatte bir takip edilmistir. Deney suresince D. pulex bireyleri
beslenmemistir. Bu deney duzene§i D. pulex kultttr torinGn NaCl tuziuluguna karsi olan
dayaniklihgimn dst simirninin belirlenmesi igin tasarlanmgtir .

Doz Belirleme Aragtirmasi: Bahk bekletimemis ve balik bekletiimis COMBO besi ortami ile 0, 0.25,
0.75, 1.25, 2.50, 3.75 ve 5.00g/L oranlarinda NaCl soliisyonian hazilanmigtir. Bu test solsyonlarina
48 saatten kigtk D. pulex bireyleri (5 birey x 4 tekrar, her biri 25mL iceren beherlerde) yerlegtiriimis ve
48 saatlik yagama oranlar ortalama 2 saatte bir takip ediimigtir (Sekil 2.4). Deney stresince D. pulex
bireyleri beslenmemistir ($ekil 2.5). Deney boyunca dlen test organizmalari -4 °C'de dondurulmus ve
FTIR spektroskopisi aragtirmalan igin muhafaza edilmigtir.
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TUZLULUK AKUT TOKSISITE DENEYLER]
Hml COMBO 100mL beherde, 5 birey

co  02gh O7Sgh 1.25gL 250gh 376gh  Sgi
I ¥ 3 +

b - N x4 Tekrar
141 COMBO ‘ -
pHTE
x4 Tekrar
pH B0
. | } 24 samt 0.75g NaCl
| 14LcomBol Gigtimier ‘
i “tmmobilize
Hortalite
$ 24 et -
Bigsemter 150mi COMBO
’ “hmmicbilize
Fiaven e “Mortalite

-

co  0Z5gL O75gL 125 250gL 375gL  SgL

14 bsherds 1L COMBO, her beher bagina 30 birey

<24 saast Daphnia pulex bireyleri kullanir.
Besin verilmez.

Sekil 2.4. D.pulex igin tuzluluk akut toksisite deney semast.

Sekil 2.5. D.pulex igin tuziuluk akut toksisite deney beherleri.
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2.2.2.1.2. Kronik Toksisite Deneyleri
i. Yagama Orani Belirlemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi

Akut toksisite deneyinin sonugclan kullanilarak, kronik toksisite deneyi igin balik bekietimemis ve
bekletilmis COMBO besi ortami ile 0.05 , 0.10, 0.20, 0.40, 0.80 ve 1.50 mg CUL oranlarinda NaCl
solisyonlart hazirtanmistir. Bu test soltsyonlarina 48 saatten kuglk D. pulex bireyleri (1 birey x 10
tekrar, her biri 40 mL igeren beherlerde) yerlestirimis ve 21 gin boyunca yagama oranlar takip
edilmistir. Deney slresince D. pulex'lere besin olarak baglangi¢ yoguniugu 1 mg C/l/gtn olacak
sekilde S. obliquus taru saf alg koltara verilmigtir. Her 3 gunde bir test solusyonlan yenilenmigtir.
Deney boyunca olen test organizmatari 4 °C'de dondurulmus ve FTIR spektroskopisi aragtirmalari
icin muhafaza edilmistir. Deney sonunda test organizmalar dondurularak kurutuluimus ve 4000-650
cm” dalgasayis araliginda 4 em™ cozunirlikte 250 interferogramin ortalamasi alinarak FTIR

spektroskopisi teknigiyle incelenmigtir

ii. Yagsama Orani Belirlemek i¢in Sicakhk ve Besin Etkisi ile Beraber Tuzluluk Kronlk Toksisite
Deneyi

Kiresel tsinmanin beklenen etkileri arasinda sicaklik ve tuziuluk artisi ve tatlisu ekosistemierinde
besin zincirinin bozulmasi vardir. Bu beklentiler 1si3inda, bazi genel varsayimiara dayanarak, Ankara
civarninda bulunan ve 10 yildir ODTU Biyoloji Boluma Limnoloji Laboratuvar tarafindan (Dr. Meryem
BEKLIOGLU) izlenen Mogan ve Eymir gollerinin kuresel 1sinma sonucu maruz kalabilecedi tuziuluk
artist hakkinda 6ngoru modelleme arastirmasi Dr. Olivier KLEPPER ile isbirligi iginde yapilmigtir. Sekil
26'da de goruldugu Gzere, her iki golde de tuzlulugun en az iki katina ¢ikacag), ancak Mogan
golinden Eymir goline akan girdide ki tuz miktarinin artmig olmast nedeniyle Eymir golundeki tuzluluk
artisinin Mogan goline kiyasla daha fazla olacag dustiniimektedir. Bu ongorlier dogruitusunda,
“Yagama Orant Belirlemek icin Sicakhk ve Besin Etkisi ile Beraber Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi”

tasarlanmisgtir.
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Sekil 2.6. Eymir ve Mogan gollerinin gunimuz ve beklenen tuzluluk seviyeleri (Dr. O. Kiepper,

Basilmamis veri).

Iki farkli sicaklik degerine (22 °C ve 25 °C) ayarlanmig olan 2 iklim
odasinda, balik bekletiimemis ve bekletilmis COMBO besi ortami ile
0, 0.10, 0.40 ve 1.5 mg CI / L orantannda NaCl solGsyonlari
hazirlanmistir. Bu test solisyonlarina 48 saatten kigik D. pulex
bireyleri (1 birey x 10 tekrar, 40mL/birey) yerlestiriimis ve 21 gln
boyunca hayatta kalma orantari ve morfolojik parametreleri takip
edilmistir. Deney suresince D. pulex’lere baglangig yogunlugu 0.075
(dusuk besin) veya 0.400 mg C/L (asgari besin) olacak gekilde S.
obliquus tira saf alg kaltara temin edilmigtir. Her 3 ginde bir test
solusyonlari yenilenmisg ve bu sirada fotograf cekimi gergeklesmigtir
(yanda gosterildigi gibi). Elde edilen fotograflardan istenilen vicut
dlelist Slgulebilmekte ve yumurta Gretimi verileri (ilk yumurtanin
gozlendigi yas ve bu yasgin karsilik geldigi vicut olgusi vb.) elde
edilebilmektedir. Deney boyunca ¢len test organizmalar -4 °C’de
dondurulmus ve FTIR spektroskopisi ¢alismalan igin muhafaza

edilmistir.
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1) 424.08pm

2) 1455.75um

3) 2474.34um

Daphnia pulex Slgtimileri:
1) Kafa uzunlugu
2) Vicut genigligi
3) Vicut uzuntugu




2.2.2.2. Sipermetrin Deneyleri

Tarkiye'de zirai miicadele ilaclannin en cok kullaniidigi illerimizin baginda gelen Adana boélgesinde. en
cok insektisit uygulamasinin pamuk zararlilarina karst oldugu ve pamuk tarlalann Lepidoptera s;mﬂ
zararliianindan korumak amaciyla guncel pestisitier olan sentetik pEreiroid!er arasinda en sikhikla
sipermetrinin  kulianiimast dogrultusunda, bu ¢alismada sipermetrinin  etkilerinin calisiimast

kararlastinimistir (Dag ve ark., 2000, Tanm ve Kovisleri Bakanh@, Koruma ve ees
Ma ve Kontrol

COMBO besi ortami igerisinde Gg nesil boyunca takip edilen Daphnia pulex bireyieri jle sip
ermetrin
akut ve kronik toksisite deneyleri gergekiestirilmistir. Deneyler sicaklik ve 1sik kontrolig (23+1 °C
T , 1
saat aydinlik:8 saat karanhik) ikiim odasinda gerceklestiriimistir. 6

2.2.2.2.1. Akut Toksisite Deneyleri
i. Yitksek Sipermetrin Etkisini Belirleme Araghrmast

Balik bekletiimemis ve balik bekletiimis COMBO besi ortam e 0.0, 1.0, 5.0, 10.0, 25.0 50 ¢ ve 75.0
pg/L oranlarinda sipermetrin iceren solusyoniar ve aseton kontrol solisyonu hazirlanmistir. By te;t
solisyonlarina 48 saatten kugik D. pulex bireyleri (5 birey x 4 tekrar, her biri 25mL iceren beherierde)
yerlestiriimis ve 48 saatlik yagama oranlan ortalama 2 saatte bir takip ediimistir. Deney slresince D
pulex bireyleri beslenmemistir. Bu deney duzenegi D. pulex kUltdr tirintn sipermetrine karsi oiar':
dayanikiiiginin st siminnin belirlenmesi igin tasarlanmistir (Sekil 2.7). Deney boyunca slen test
organizmalari -4 °C'de dondurulmug ve FTIR spektroskopisi aragtirmalarn icin muhafazg edilmistir.
Deney sonunda test organizmalar dondurularak kurutululmug ve 4000-650 ¢y dalgasayisi
aratifiinda 4 em™ cozintriukte 250 interferogramin ortglamasi alinarak FTIR spektroskopisi tekn

. igivie
incelenmistir 9y
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Sekil 2.7. D.pulex igin yuksek sipermetrin etkisini belirleme akut toksisite deney gemasi.
2.2.2.2.2. Kronik Toksisite Deneyleri
i. Yagama Qrani Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi

Sipermetrin stok solisyonu icin 1mg sipermetrin 500mL saf aseton icerisinde gozinmus ve COMBO
besi ortami ile 50mL'ye tamamlanmistir. Akut toksisite deneyinin sonuglar dogrultusunda, balik
bekletimemis ve balik bekletiimis COMBO besi ortami ile 0.00, 0.04, 0.10, 0.30, 0.90, 1.80, ve 3.60
pg/L oranlarinda sipermetrin solusyonlart ve aseton kontrol solisyonu hazirlanmistir. Ancak, her
solusyondaki aseton miktarlarinin  esit olmast igin gerekli dengeleme yapiimigtir. Bu  test
solisyonlarina 24-72 saat arasindaki D. pulex bireyleri (1 birey X 7 tekrar, 40mL/birey) yerlestiriimis ve
15 glin boyunca yagama oranlar takip ediimistir. Deney siiresince D.pulex’lere baslangig yoguniugu
1mgC/L/gun olacak sekilde S. obliquus tari saf alg kalttrG temin edilmistir. Her 3 gunde bir test
solusyonlar yenilenmistir. Deney esnasinda dogan yavrularin da ayn test kosullarindaki yagama
oranlan takip ediimistir. Deney boyunca olen test organizmalart -4 oC'de donduruimug ve FTIR
spektroskopisi caligmalari igin muhafaza edilimistir. Deney sonunda test organizmalarn dondurularak
kurutululmus ve 4000-650 cm’ dalgasayisi araliginda 4 e cozunurlukte 250 interferogramin

ortalamasi alinarak FTIR spektroskopisi teknigiyle incelenmigtir.
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2.2.2.3. Yagam Donglisiinde Ozkaynak Dagilimin Belirlemek igin Tuzluluk ve Sipermetrin
Kronik Toksisite Deneyleri

Daha 6nceki kronik deneyler OECD kilavuzunda verilen talimata gore gergeklestirilmistir. Deneylerde
Daphnia bireylerinin yagama oranlarinin belilenmesi ve FTIR verisi elde etme asamalarn bagarnyla
gerceklestirilmigtir. Fakat bu sekilde planianan deneylerin Daphnia biréy|erinin yasam dongusi (vbcut
sekli, somatik buyume ve yumurta tretimi) verilerini slde etmekte yétersiz kaldigt ¢esitli denemelerden

sonra gdzlemlenmigtir.

Sekil 2.8'de de rahatiikla gozlenebilecedi gibi, yasam dongusu verilerini elde etmekte kullanilan
fotograf gekimleri 3 gunde bir yapiidiginda, veriler arasindaki sapma armaktadir. Zaman arali
azaltldiginda verilerdeki sapma da azalmaktadir. Yapilan bir 6n deneyde bu aralik baglangicta 2600-
3200mm araliginda iken, Sicaklik ve Besin Etkisi ile beraber Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi'nin
normal sicakhk ve asgari besin kisminda (3 ginde fotograf gekimi) baglangigta 1200-2400mm
arahgindadir. Sonugta, daha sik olgim alindiginda verilerin araliginin daraldifi ve boylece bilgi
kaybinin en dustk seviyeye indigi gortimastur. Bu bilgilerin isiginda yagsam dongisa verilerinin elde

edilebilmesi amaciyla yeni bir deney duzenegi hazirianmistir.

u
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‘i,aooo.oo' ] .'.“ PSS AL Z I 000ttt aee s \’
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2.2.2.4. Aklimizasyon Cabismalan

Aklimizasyon zaman icinde gelisen fizyolojik bir uyumdur

hesin ve {uz KO$U| rnga akhm;zasyonu bircok arastinici tarafindan gergeklegmtmagtir

Zooplankton koitGrlerinin uygulanan kog;u! ara bitiintyle aklimize olmalart zooplankton tUrleri arasinda

verberg, 1989). Aklimizasyon galismalarinda atasal etkinin yok edilmesi

farklihik gostermektedir
amaciyla zooplanktoniarin akiimize edilecekleri kogularda en az iki nesil beklemeieri ve deneylerde bu

zaman diliminden sonra eide edilen yavrularin kullaniimalari bircok arastirict tarafindan Snerilmekiedir

2.2.2.4.4. Tuziuluk Aklimizasyon Caligmalart ve Yasam Dongisiinde Ozkaynak Dagilimini
Belirlemek icin Tuziuluk Kronik Toksisite Deneyleri

Tuzlutuk Aklimizasyon Calismalari: Yukanda belirtildigi gibi once COMBO besi ortamina ahstinlan
Daphnia pulex bireyleri yagam dongusinde Gzkaynak dagilimi belirleme deneyi dncesi belirlenen
degisik tuz yogunluklanna (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 11 g/L) akiimize edilmigtir. Aklimizasyon caligmalan $u
sekilde gerceklestirilmistir:

 COMBO besi ortamina alistinilan bireylerin bir kismi (yavrulann kullaniimasina ozen gosteriimistir)

&nce birinci ana doz olan 0.2 g/L tuz igeren COMBO besi ortamina konulmustur. Bu yoguniukta en az

ve ark., 2007) bekletilen

bireylerin bir kismi 0.2 giL tuz iceren COMBO besi ortaminda birakilmig, bir kismi ise ara doz olarak
belirlenen 0.3 g/L tuz iceren COMBO besi ortamina aktarimigtir. 0.3 g/L tuz iceren COMBO besi
ortaminda en az iki hafta bekletilen bireylerin tamami alinarak ana dozlardan ikincisi olan 0.4 g/l tuz
iceren COMBO besi ortamina aktariimistir. Bu islem iz zlenerek bireylerin 0.3, 0.5, 0.7, 0.9, 1.0 g CilL
ara dozlariyla, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.1 g CUL ana dozlarina aklimizasyonu saflanmighr. Aklimizasyon
calismalan, sicaklik ve isik kontrolli (2241 °C, 16 saat aydinlik:8 saat karanhk) ikiim odasinda
gerceklestiriimistir. Aklimizasyon sureci sirasinda Daphnia pulex bireyleri diizenli olarak Scenedemus

obliguus kiltirivie beslenmistir.
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Yasam Déngisiinde Ozkaynak Dagiimini Belirlemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi:
Akut toksisite deneyinin sonuglar kullanilarak, kronik toksisite deneyi icin balik bekletiimemis ve
bekletiimis COMBO besi ortami ile 0.2, 0.4, 06, 08ve 12 g CI/L oranlarinda NaCl soltisyoniar
hazirlanmistir. Bu test solusyonlarina 48-72 saatten kigik ve aklimizasyon calismalari sonucu degisik
tuziuluk yogunluklarina (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.1 g/L) aklimize ediimig D. pulex bireyleri (1 birey X 10
tekrar, her biri 40 mL igeren beherlerde) yerlestirimis ve 21 gn boyunca yagama oranlari ve
morfolojik parametreleri takip edilmistir. Deney suresince D. pulex'lere baslangi¢ yodunlugu 1 mg

C/L/gun olacak sekilde S. obliquus taru saf alg kulturl temin edilmistir. Yagam dongtisu parametreleri

elde etmek icin yapilan fotograf gekimi 2 ginde bir uygulanmistir. Her 3 gunde bir test solusyoniar

yenilenmistir (Sekil 2.9). Ote yandan, 2 ginde bir gekilen
fotografiardan (yanda gosterildigi gibi) vicut uzuniudu ve
genisligi, ik yumurtanin retildigi yas, bu yagin karsthk geldigi
vicut uzuniugu, tum deney boyunca iretilen yumurta sayist
verileri saptanmigtir. Son olarak yavru sayist da, hergin
gerceklestirilen yagama orani takibi sirasinda belirlenmigtir.
Deney boyunca ¢len test organizmalari -4 °C'de dondurulmus

ve FTIR spektroskopisi galigmalari icin muhafaza edilmigtir.

Deney sonunda test organizmalari dondurularak kurutululmus

ve 4000-650 cm™' dalgasayisi araliginda 4 em™ ¢ozunirlukte 250 interferogramin ortalamas! alinarak

FTIR spektroskopisi teknigiyle incelenmigtir.
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Sekil 2.9. D.pulex igin yagam dongusiinde 6zkaynak dagilimin belirlemek amaciyla tuziuluk kronik

toksisite deney semasi.
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2.2.2.4.2. Sipermetrin Aklimizasyon Galismalart ve Yagam Déngilisiinde Ozkaynak Dagilimim
Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyleri

Sipermetrin Aklimizasyon Caligmalari: Daha once de belirtildigi gibi sSnce COMBO besi ortamina
alistirilan D. pulex bireyleri yagam déngustnde ¢zkaynak dagilimi deneyi 6ncesi belirlenen degisik

sipermetrin  yogunlukiarina (0.0005, 0.0010, 0.0015, 0.0020, 0.0030 pg/L) aklimize edilmistir.
Aklimizasyon galigmalari $u sekilde gerceklestirilmigtir:

COMBO besi ortamina aligtirilan bireylerin bir kismi (yavrularin kullaniimasina Bzen gosterilmistir)
snce birinci ana doz olan 0.0005 pg/L sipermetrin igeren COMBO besi ortamina konulmustur. Bu
yogunlukta en az iki hafta (Vijverberg, 1989, Arner, 1993 Baillieul ve ark., 1996, Martinez ve ark.,
2007) bekletilen bireylerin bir kismi 0.0005 pg/L sipermetrin iceren COMBO besi ortaminda birakilmisg,
bir kismi ise diger ana doz olarak belirlenen 0.0010 pg/L sipermetrin iceren COMBO besi ortamina
aktariimistir. 0.0010 pg/t sipermetrin igeren COMBO besi ortaminda en az iki hafta bekletilen
bireylerin bir kismi 0.0010 ug/L. sipermetrin iceren COMBO besi ortaminda birakilmig, bir kismi ise
diger ana doz olarak belirlenen 0.0015 ug/L sipermetrin iceren COMBO besi ortamina aktariimigtir. Bu
islem izlenerek bireylerin  0.0005, 0.0010, 0.0015, 0.0020, 0.0030 pg/L  sipermetrin dozlarina
aklimizasyonu saglanmigtir. Aklimizasyon caligmalari, sicaklik ve istk kontrolla (22+1 °C, 16 saat
aydintik:8 saat karanlk) iklim odasinda gerceklestiriimistir. Aklimizasyon slreci sirasinda Daphnia

pulex bireyleri dazenti olarak Scenedemus obliquus kuituruyle beslenmistir.

Yagam Déngiisiinde Ozkaynak Dagihimini Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi:
Sipermetrin stok solusyonu icin 1mg sipermetrin 500mL saf aseton icerisinde ¢dzanmdg ve COMBO
besi ortami ile 50mL’ye tamamlanmistir Akut toksisite deneyinin sonuglar kullaniiarak, kronik toksisite
deneyi igin balk bekletimemis ve bekletilmis COMBO besi ortamt ile 0.00, 0.0005, 0.0015, 0.0030,
0.0050, 0.0075, 0.0115 ve 0.0150 pg/L oranlannda sipermetrin  soltsyonlari hazirtanmigtir.
Sipermetrin aseton igerisinde ¢ozGndugu halde, belirlenen dozlarda hazirlanan test ¢ozeltilerinde ki
son aseton yogunlugu, OECD tarafindan onerilen en yuksek solvent yoguniugunun (£ 0.1 mUL) gok
altinda oldugundan solvent kontrol uygulamasi eklenmenmistir (OECD, 1998). Bu test soliisyonlarina
74-72 saat arasindaki D. pulex bireyleri (1 birey x 10 tekrar, her biri 40 mL iceren beherlerde)

e m————

yerlestirimis ve 19 gun boyunca yasama oranlari ve
morfolojik parametreleri takip edilmistir. Deney suresince D.
pulex’lere baslangic yoguniugu 1 mg C/L/gin olacak sekilde
S. obliquus tara saf alg kaitdrd temin edilmigtir. Yagam
déngusi parametreleri elde etmek igin yapilan fotograf gekimi
2 ginde bir uygulanmisgtir. Her 3 gunde bir test solusyonlan
yenilenmigtir (Sekil 2.10). Ote yandan, 2 gunde bir ¢ekilen

fotograflardan (yanda gosterildigi gibi) vucut uzuniugu ve

genisligi, ik yumurtanin dretildigi yas, bu yasin karsilik geldigi vicut uzuniugu, tim deney boyunca
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uretilen yumurta sayist verileri saptanmgtir. Son olarak yavru sayisi da, hergtin gercekiestirilen
yasama oran takibi sirasinda belirlenmigtir. Deney boyunca slen test organizmalan -4 °C'de
donduruimug ve FTIR spektroskopisi caligmalari icin muhafaza edilmistir. Deney sonunda test
organizmalari dondurutarak kurutululmus ve 4000-650 cm™" dalgasayisi araliginda 4 cm™ gozundritkte
250 interferogramin ortalamasi alinarak FTIR spektroskopisi teknigiyle incelenmigtir.
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seki! 2.10. D.pulex igin yagam bngﬂsande dzkaynak dagmmtm belirlemek amamyia sip‘enﬁétrin

kronik toksisite deney semast.

2.3. FOURIER DONUSUM KIZILOTESI (FTIR) SPEKTROSKOPIS| IGIN DENEYSEL
ISLEMLER

FTIR spektroskopisi, biyolojik galigmalarda biyolojik sistemleri yaptlara zarar vermeden molekuler
duzeyde inceleyebilmesi nedeniyle deger kazanmaktadir Daphnia ile bu teknigin hi¢ kullantmamig
olmasi nedeniyle yontemin gelistirimesi ilk defa proje ekibi tarafindan gergeklesmektedir. FTIR
spektroskopik caligmalart icin deneyde kullanian Daphnia bireylerinden daha fazla birey
gerektiginden, deney duzeneklerine toplu tekrariar eklenmistir.

Daphnia pulex Orneklerinin Hazirlanmasi ve Cekimleri: Deney boyunca slen test organizmalart -
4°C'de dondurulmus ve FTIR spektroskopisi caligmalari icin muhafaza edilmigtir. Deney sonunda test
organizmalari dondurularak kurutuluimus (Sekil 4) ve potasyum bromir (KBr) ile kanistinlarak disk
haline getiriimigtir. Bu diskler, 4000-450 cm” dalgasayist araliginda 4cm™ gozuntritkte 50
interferogramin ortalamasi alinarak FTIR spektroskopisi teknidiyle incelenmistir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Dondurularak kurutululmus D. magna fotograf.

2.4. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Deney sonuclart degerlendirilirken, cesitli istatistiksel yaklagimiar kullandmistir. Bunlar, sirasiyla;

SAS-GLM Yinelenmis Olgiiler {repeated measures) Tasanmina gore ki Yoénlli ANOVA (2-Way
ANOVA): (SAS Version 9.00) Bu istatistiksel test, deneylerde kullanilan uygulamalarin hem tekil
etkilerinin, hem de birbirleriyle olan etkilesimlerinin zamana baglh olarak istatistiksel anlamianm
hesaplamaktadir. Bu test icin akut toksisite deneylerinde “yasama orani (survival)” verileri
kullandmistir. Ancak, kronik toksisite deneylerinde yasama orani verilerinin yam sira, vicut ile kafa
uzuniugu ve vircut genisligi verileri de kullantimistir.

Probit Géziimlemesi: (EPA Probit Analysis Program Version 1.5) Bu ctiziimieme, akut toksisile
deneylerinde kullandan dozlara goére LD (Oldurtch doz) degerlerinin  hesaplanmasinda
kullanimaktadir. Bu cahsmalarda, Probit c¢ozimlemesine gbre belirlenen LDsy (poplilasyonun
%50sinin olumine neden olan doz) degerleri dogruitusunda kronik toksisite deneylerinin doziar

belirlenmistir. Verilerin el verdigi durumiarda, LDsy hem 24, hem de 48 saat icin hesaplanmistir.

Dunnettin ikili Coklu Karsilagtirma t-testi (Dunnett’s Pairwise Muitiple Comparison t-test)
(SPSS 13.0 for Windows) Istatistiksel giichi yiksek oldugu icin ikili karsilastirmalarda Dunnettin t-testi
kullamimistir. Bireylerin hayatta kalma verilerinin farkiligindan 6tarl, bu verileri standartlastirmak icin
bireylerin yasam stresi deney suresine orantilandinimighir. Akut toksisite deneylerinde sadece vasama
orant (Hayatta kalma suresi/Deney stresi) verileri kulianimistir, Ancak, kronik toksisite deneylerinde
yasama oraninin (Hayatta kalma suresi /Deney sUresi) yam sira, vicut ile kafa uzunlugu ve vicut

genisligi ve yumurta sayisi, ilk Greme boyu, ilk Ureme yagi ve yavru sayis verileri de kulianiimistir,
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2.5, MODELLEME
2 5 1. Stres Etmenlerinin Ozkaynak Dagihimina Etkilerinin Modellenmesi

Bu modelleme calismalar esnasinda, proje déneminde sunulan yasam donglsiinde tzkaynak
dagiimi belirlemek  icin tuzluluk/sipermetrin kronik  {toksisite deneylerinin verileri  kullanilmigtir.
Zooplankton populasyon dinamigi modelleme caligmalan igin, deneylerden elde edilen veriler
icerisinde Ug ana etmen Hzerinde yoguniasiimighin:

i) Vicut Sekli

i} Somatik Bayume (llk treme yasi, ilk Greme boyu, maksimum vicut uzuniugu)

iy Yumurta Uretimi
Bu sekilde, birgok stress etmeninin  Daphnia bireylerinin  yagam doéngiileri ve Daphnia
popllasyonlarninin dinamikleri izerine etkileri belirlenebilir. Bu sekilde olusturulan modeller, degisik
etmenlerin Daphnia bireylerinin enerjilerini blyumeye velveya Uremeye ne derece paylagtirdikiarini

nasil etkiledigini gdzlemlemek igin kullanidabilmektedir.

i) Vilcut Sekdi: Tuzluluk ve sipermetrin kronik toksisite deneyi sirasinda, 2 ginde bir yasayan
bireylerin fotografi cekilmistir. Bu fotograflardan istenilen her tur vicut dlcimi yapiiabilmektedir. Bu
dogrultuda, modelleme calismalari igin vicut uzunlugu ve viicut genisligi olcimleri yapilmigtir. Vicut
sekdi igin bir gosterge olarak vicut genisliginin viieut uzunluguna orant hesaplanmigtir. Deneylerde
kullanilan uygulamalann vicut ekl Gzerine etkilerinin istatistiksel anlamint hesaplamak Uzere ANOVA

istatistiksel test uygulanmistir

i} Somatik Blyiime: Daphnia'nin buyime egrilerini modelieyebilmek igin von Bertalanffy biyime

denklemi { 7y kullantimistir (&

Bu denklem, Daphnia gibi degisken blyUme gosteren organizmalarin  somatik biyimelerini

modellemek Gzere yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Denklem su sekilde gosteriimekiedir:

L(t): t zamanindaki viicut uzuniugu
. . Ly Maksimum vicut uzunlugu
L(t) = Liax — {Lmax-Lo)"exp(-kt) o
Lo t=0'daki vircut uzuniugu [yavru (neonate) uzuniugu]
k. von Bertalanffy sabiti {baslangi¢ egim i¢in sekil degiskeni (shape
parameter for initial siope)]

i) Yumurta Uiretimi: Daphnia ile ilgili birgok yagam déngist calismasindan da bilindigi Uzere,

gretilen yumurta sayisinin (clutch size) viicut uzunlugu ile dogru orantih oldugu kabul edilmistir {Hzil,

Deneylerde kullanilan uygulamalarin uretilen yumurta sayisi Uzerine

etkilerinin istatistiksel anlamini hesaplamak Gzere ANOVA istatistikse! testi uygulanmistir.
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Projemizdeki bu modeileme caligmas! Dr. Karsten RINKE (Almanya Constance Universitesi Limnoloji

Enstitist) tarafindan yapimistir.
2.5.2. Stres Etmenlerinin Yagama Oranina Etkilerinin Modellenmesi

Bu modelleme calismalari esnasinda, proje déneminde sunulan butin tuzluluk/sipermetrin akut ve
kronik toksisite deneylerinin verileri kullaniimigtir. Stres etmenlerinin yasama oranina etkilerinin
dagiimi modellemesi calismalar icin, deneylerde elde edilen Daphnia yagama orani verileri
kullaniimistir. Degisik stres etmenlerinin Daphnia yagama orani (izerindeki etkilerinin ylizde dagihm
ve etkilesimleri ile ilgili bu modelin geligtiriimesi, Projection Pursuit Regression (PPR) teknigi tzerine
kurutmustur. Bu modelleme teknigi sayesinde, hem aligilageimis dogrusal modeller kadar veya
modelierden daha hassas olan dogrusal olmayan modellerden faydalaniimakta, hem de girdi {(input)
ve cikt (output) degiskenler arasindaki dogrusal olmadid icin belirgin olmayan iligkilerin ortaya
cikariimas! saglanmaktadir (Friedman ve Tukey, 1974). Bu modelleme calismalarinda, bireylerin
yagsama orani (0/1 ikili) bagimli (dependent) sonug olarak degerlendirilirken; balik sinyalinin varhd
veya yoklugu (0/1 ikili), tuz dozu (g CUL) ve zaman (saat) bagimsiz degiskenler olarak
degerlendirilmistir. Projemizdeki bu modelleme calismasi Dr. Can Ozan TAN (A.B.D. Harvard Tip
Fakiltesi Fiziksel Tip ve Rehabilitaston Bolumu Kaip ve Damar Hastaliklar Arastirma Laboratuvart)

tarafindan yapitmistir.
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3, SONUCLAR ve TARTISMA
3 1 EKOTOKSIKOLOJIK DENEYLERIN BULGULARI VE TARTISILMASI

3.4.1. Tuzluluk Deneyleri

Akdeniz ikliminin tipik ozelliigi olarak yasanan islak ve kurak denemier, golierin hidrolojilerinde, su

miktan, su bekleme saresi ve su seviyesi gibi degigkenieri onemii sighde etkilemektedirler.

Hikumetlerarast tklim Degisimi Paneli'nin (IPCC) 2007 raporuna gore, snimuzdeki 30-40 yil iginde
ylzey sularinda en fazla azalmanin (>30%) Akdeniz iklim bolgesinde yeralan Tirkiye ve Ispanya'da

olmasi beklenmektedir. Sonug olarak, kiresel iklim degisiklikierine karsi gollerde olugan tepkilerin

yoresel farkiilikiar gostermesi ve dolayisiyla Akdeniz yéresindeki gtiterde ~ Avrupa'min thman gollerine

kiyasla - tuzlanmanin cok daha snemli bir tepki olmasi beklenmektedir {Bekiio
003 Beklioglu ve ark., 2007). Dahast, Orta Anadolu'da 10 yili asgkin stredir izlenen

P s e 5 3
Coons ve ark., Luv

glu ve ark., 2000

Eymir ve Mogan golierinde ki su seviyesineki sureki duists ve su bekleme siiresindeki artig sonucu

her iki goide de tuz miktar dort yil gibi kisa bir stirede 2 katina gikmistir { Beklioglu ve Ozen, 2008).

Ortaya ¢ikmast pekienen bu sonuglar gbz sntine alinarak tuziuluk deneyleri tasarianmiglir.

3.1.1.1. Akut Toksisite Deneyler

kimyasal bir maddeye bir kere siddetli bir sekilde maruz
leri belirleyerek, o kimyasal maddenin olasi toksisitesini

Akut toksisite deneylerinin genel amaci,

mirakilmanin sonucunda ortaya gikabilecek etki
sgrenmek ve boylece rmaddeyi degeriendirebiimektir {Mason, 2002). Toksisite calismalarinda, degisik

biyolojik tzelliklere sahip organizmalar veya dedisik fiziko-kimyasal ozelliklere sahip zararh maddeler

kullanthiyor olunsa bite, kullanian maddelerin ve test kogullannn yluslararast duzeyde olmasi

gerektirmektedir. Bu dogrultuda, bu calismada OECD kilavuziari esas alinmistir (OECD, 1548%. En
yaygin kullanian akut toksisite testi, 6lum oraninin pelirlendigi testtir. Akut toksisite testi uygulayan
arastirmalarin ¢ok buytk bir kismi medyan letal doz (LDso) verisini dikkate almaktadir (Meyer ve ark.,
1985° Cowgill ve ark., 1985; Hall and Burns, 2002; Kefford ve ark., 2004; Barms ve Nandini, 2006).

Kurak Anadolu havzasinda pulunan Eymir ve Mogan gollerinin tuziuluk seviyelerinin ikiim kosullarina
karsi cok hassas olduklart bilinmektedir { Bekliogiu ve ark,, 2001; Beklicglu ve ark., 2007). Bu nedenie,
Eymir Goli'nden izole edilen ve laboratuvar kosull
etkilerden anndinimig (Bkz. Materyal ve Metod) Daphnia pulex turanan NaCl tuziuluguna kargt olan

dayanikiihg: balik avianma baskisi yoklugunda ve varhfinda aragtinimghir.

arinda nesillerce yetigtirilerek diger olasi genetik
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1. Doz Belineme On Aragtirmasi

Eymir Goli'nden alinmig olan D. pulex laboratuvar kaitar taranon NaCl tuziuluguna kargi olan
dayanikliiginin st simnnin belirlenmesi igin, ilk agamada genis arahkl yoksek NaCl dozlari (0.0, 2.0,
40, 6.0, 8.0 ve 10.0 g CliL) ile bir akut toksisite doz belirleme On deneyi yapiimistir (Sekil 3.11.-
3.1.2.). '
Bu akut toksisite deneyi bir on arastirma nitelidi tasidigindan bir sonraki deneyin doziarnin
belirlenmesi agisindan ¢ok snemiidir. Ancak, kullanilan tuziuiuk dozlarina maruz birakilan D. pulex
bireylerinin yasama oraniarinin dostk olmast sebebiyle, elde edilen veriler LDgo hesaplamasinda
kullanilan Probit analizine (EPA Probit Analysis Program Version 1.5) uygun degildir.

Elde edilen veriler ile gergeklestirilen yinelenmig olgller tasanmina gore iki yonld ANOVA (SAS,
Version 9.00) testine gore balik sinyali, tuziuluk ve zaman hem ayn ayr, hem de etkilesimleri
agisindan istatistiksel olarak anlamii etkiler gostermistir (Giz. 3.1.1.). Artan tuz yoguniugunda D. pulex
bireylerinin yasama oraniari azalirken balik sinyalinin varliginda en dustk tuz yoJuniuguna (2g/L)
karsi dayamkiiliklari artmigtir. Balik sinyalinin varhgs dastk tuz yoguniugunda D. pulex bireylerinin
yasama oranlarina olumiu etkide butunmustur (Sekil 3.1.1.-3.1.2).

Cizelge 3.1.1. Tuzluluk Akut Toksisite Doz Belirlemne On Deneyi'nde yagsama oran verilerinin
yinelenmis oiguler tasanmina gore iki yonta ANOVA testinin sonuglari.

UYGULAMA istatistiksel Anlam

Bahk 0.0002**
x Tuz <.0001***
Y]
Zaman <.0001***
Bahk*Tuz 0.0007***
-
g} Zaman® Bahk 0.0580
wd
;‘5 Zaman*Tuz <0001
w
Zaman*Bahk*Tuz <.0001**

= P<0.001, " P<0.01,*P<005
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Sekil 3.1.1. Balik sinyali igermeyen kosgullarda tuzluluk akut toksisite doz belideme ©On deney
sonuglartna gore D. pulex pireylerinin yagama orani ylzdeleri.
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Sekil 3.1.2. Balik sinyali igeren kosullarda tuzluluk akut toksisite doz belirleme on deney sonuglarina
gdre D. pulex bireylerinin yagama orani yuzdeleri.

Yinelenmig Olguler tasanming gore iki yonld ANOVA testinin pesisira, hangi dozlann istatistiksel
farkliliklara neden oldugunun pelitenmesi amaciyla Dunnettin ikili goklu kargilagtirma t-testi
yapiimaktadir. Dunnett'in ikili goklu kargtlastirma t-testi sonuglarina gore (Ciz. 3.1.2) palik sinyali
icermeyen kosullarda b0tan tuzluluk dozian D. pulex yagama oranlariun istatistikse! ofarak anlamh bir
sekilde azalmasina neden olmustur. Ancak, palik sinyali iceren kosullarda 2 git haricindeki bttan
tuzluluk doziart D. pulex yagama oranlaninin ista istiksel olarak anlamii bir gekilde azalmasina neden
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olmustur. Balik sinyali iceren kosullarda 0 ve 2 g/L tuzluluk dozlanna maruz kailan bireylerin yagama
oranlarinin birbirlerinden istatistiksel olarak farkilik gostermemeleri, pbalik sinyaline 2 g/L tuzluluk ile
beraber maruz kalan bireylerin tuza kargi daha direncli olabileceklerine igaret etmektedir. Distk
tuzluluk dozlarninda, balk sinyalinin varhginda yagam oraninda gorilen bu olumlu etki dogrultusunda,

palik sinyalinin Daphnia’nin tuzluluga olan direncini arttirdigl yorumu yaptlabilir.

Gizelge 3.1.2. Tuzluluk Akut Toksisite Doz Belirleme On Deneyinde yasama orani verilerinin

Dunnett'in ikili goklu kargilastirma t-testinin sonuglari.

iksiz ikt

UYGULAMA B:'g :_' Boag:_'

2g/L 000"+ 0.492
agiL .000***{ .000%*
6glL 000" 000}
sgiL 000"+ .000**
10 g/L .000**4 .000**4

w+ p<0.001, **P<001"P<005

Sonug olarak, Eymir Goli'nden alinmug olan D. pulex taranon 4 g/L'den yksek tuzluluk kosuilar
altinda yasayamadikiari ortaya cikmigtir. Bu sonug, Sarma ve arkadaslarinin (2006) Meksika tathsu
sistemlerinden toplanmig D. pulex taranan 4 g/L NaCl tuziuluk kosullari altinda en fazla 3 gln
dayandidina dair goziemleri ile ortismektedir. Ayrica, Meksika'nin tatlisu kladoserlerinin 5 g/L'nin
iizerindeki tuzluluk kosullart altinda yagama ve greme ozelliklerini siirduremedikleri de belirtiimektedir
(Sarma ve ark , 2006). Kiys tuziu su lagtnlerinde bulunan D. magna'mn yiksek tuz yogunlukiarina
dayaniklihgi bilinmektedir (Lagersptez, 1955 Ranta, 1979; Bengtsson, 1986). Fakat D. magna
kladoserier arasinda belki de tuza en dayanikh tOrdar. Daphnia magnanin NaCl tuzlulugu varliginda
slamune neden olan 24-saat LCso degerinin 6.5 g/L'ye bile ¢ikabildigi, 48-saat LCs, degerinin ise 4.5-
5.5 g/L arasinda olabilecegi pbelirtiimektedir (Cowgill, 1987 Mount ve ark., 1997; U.S. EPA, 2007).
Ancak, daha kuguk bir tur olan Ceriodaphnia dubia'nin NaCl tuzlulugu varhiginda olimune neden olan
24-saat LCso degerinin 3.4 g/L civarinda, 48-saat LCso degerinin ise 2.0-2.5 g/L arasinda olabilecedi
belirtiimektedir (Cowgill ve Milazzo, 1991 Mount ve ark., 1997). Daphnia pulex'in ise NaC! tuzlulugu
variiginda hareketsiz hale gelmesine neden olan 24-saat LCs degerinin 3.0 g/L civarinda olabilecegi
belirtilmektedir (Lilius ve ark., 1995). Bu deneyin gozlemleri ile ortigen bu sonuglar dogruitusunda,
gerceklestirilecek olan bir sonraki akut toksisite deneyinin en yiksek NaCl tuzluluk dozunun 5 g/L

olmast karartastinimistir.




i iwiz Belrlerne Arastirmast

7 kurak Akdeniz iklim kusag@inin etkisinde olan, Eymir Golu'nden alinmis olan D. pulex tiranin
sac | tuzluluguna kargr olan dayaniklihginin belirlenmesi igin, dar aralikli orta seviyeli NaCl dozlari
Gt (005,0.125, 0.25, 0.50, 1.25, 2.50 ve 5.00 g Cl/L) ile bir akut toksisite deneyi daha yapiimistir
vemi 313-3.1.4). Deneysel hatalardan dolayr 0.50 g/L dozu balik sinyali olmayan uygulamada

sottnndamamistin,

t e edilen veriler ile gergeklestirilen yinelenmis olctler tasarimina gore iki yonlit ANOVA testine gore
nahk sinyali, tuziuluk ve zaman hem ayn ayri, hem de etkilesimleri agisindan jstatistikse! olarak
anlamlt etkiler gostermigtir (Ciz. 3.1.3.). Akut toksisite deneyinde farkh tuz yogunlukiarina maruz kalan
Caphnia  pulex  bireylerinin yagama oranfannin, balik etkisinin olmadigt ve oldugu kosullar
kiyaslandiginda, bahik etkisinin yagam oranlarini yikselttigi gézienmistir (Sekil 3.1.3.-3.1.4). Bu sonug

i onceki deney sonuglarniyla tutarhhk gostermektedir.

Cizelge 3.1.3. Tuziuiuk Akut Toksisite Deney’nde yasama orant verilerinin yinelenmis oigtler

tasanmina gore iki yonlid ANOVA testinin sonuglar.

UYGULAMA istatistiksel Anlam

Balik <.0001***

< Tuz <.0001***

. Zaman < 0001

. Bahk*Tuz 0.0599

-

t@ Zaman*Balik <.0001***
—

oi% E Zaman*Tuz < 0001 **
1w

Zaman*Balik*Tuz <.0001™*

= P <0.001, " P<0.01,*P<0.05
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Sekil 3.1.3. Balk sinyali igermeyen kosullarda tuziuluk akut toksisite deney sonuglarina gore D. pulex

bireylerinin yagama orani yltzdeleri.
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Sekil 3.1.4. Balik sinyali igeren kosullarda tuzluluk akut toksisite deney sonuglanna gore D. pulex

bireylerinin yagama orani yuzdeleri.

Hangi tuz dozlarin istatistiksel farkliliklara neden oldugunun belirlenmesi amactyla yapiian Dunnettin
ikili coklu kargilastirma t-testi sonuglarina gore (Giz. 3.1.4), balik sinyalini hem igermeyen, hem de
iceren kosullarda 0.05 ve 0.125 g/L NaCl dozlar D. pulex yagama oranlarinin kontrol grubu ile benzer
sonuglar gostermesine sebep olmustur (Sekil 3.1.5.). Balik sinyali icermeyen kosgullarda 0.25 g/l
dozundan itibaren yasama oranlan kontrol grubuna kiyasia istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmigtir. Ancak, balik sinyali iceren kosullarda 2.5 g/L dozundan itibaren yasama oranlar kontrol
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grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamii bir sekilde azalmigtir. Dolayisiyla, bali Ik sinyall igeren

kosullarda 0.05-1.25 g/l tuziuluk dozlarina maruz kalan bireylerin ya@ma oranfannn  kontrol
grubundan istatistiksel farkliik gostermemeleri, bir dnceki deneyde de belirtildigi gibi, <2.00 g CIL
tuziuluga balik sinyali ile beraber maruz kalan D. pulex bireylerinin tuza kars: daha dayaniki
olabilecekleri goziemini desteklemektedir. Tathisu ekosistemlerinda bulunan canhiar arasindaki kilit
turlerin duyarh olduklan gevresel etmenlerden herhangi birinin de§ismesi durumunda ekosistem
bazinda degisimler olabilmesi olasidir. Bu etmenler arasinda yer alan tuzluluk da tatlisu canhlan igin

snemii bir cevresel faktordlr ve dolayis iyla ozmoregllasyonun mekanizmasi z‘“eigtsc%i%: agidan bu

canilar igin onem teskil etmektedir Sucul

organizmalarda ozmoregilasyon igin kullanilan mekanizmalar (6r. akiif tasima vb.) ile kirleticilere

maruz kalindiginda gosterilen tepkilerdeki (or. antioksidatif enzimler vb.)
arklihk, tuzluluk ile balik sinyalinin etkilegiminin — kirletici ve avci sinyalinin etkilesimine kiyasla —
degisik sonuglar gtsterebilecegine igaret etmektedir. Bu durum, D. pulex bireylerinin balik sinyalinin

varhginda tuza kars: daha direncli oimalarini agiklayabilir

Gizelge 3.1.4. Tuzluluk Akut Toksisite Deneyinde yasama oram verilerinin Dunnettin kil goklu

kargilastirma t-testinin sonuglart.

Bahksiz Balikh
UYGULAMA 0.00 g/L 0.00 g/L
0.05 gL 972 561
0.125 g/ 210 1.000
0.25 giL. 009 1.000
0.50 g/L - 348
1.25 giL. 001*) 174
2.50 giL 000 000
5.00 g/t .000**{ 0001

=* P <0001, P<001*P<005
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Sekil 3.1.5. Tuziuiuk Akut Toksisite Deneyinde balik sinyali iceren ve bahik sinyali icermeyen

durumilarda bireylerin yasama oran verileri (OrtalamazStd hata).

Probit ctzGimlemesine gore balik sinyali igermeyen ve iceren kosullarda tuzlulugun neden oldugu LDso

degerleri agadida belirtildigi gibi elde edilmistir.

24-s LDso 1 0.401 g/L 48-s LDy 1 0.159 g/l
24-s LDs :11.962 g/L 48-s LDsgy: 1.007 g/L

Balik sinyali igermeyen uygulamada:
Balik sinyali igeren uygulamada:

Mohammed ve Agard (2007) tarafindan yapilan literatar gahsmasinda gesitli kladoserlerin tuziuluk icin
LDs, degerleri asagidaki sekilde siralanmistir (LDso sUreglerinin ve belirtildigi takdirde sicaklik
derecesinin farkhiigina dikkat ediniz). Literaturde balik sinyali ile yapian bir tuzluluk toksisite

arastirrnasina rastlaniimamistir.

D. magna 6.5g/L 48-s LDg  (Meyer ve ark., 1985)
D. magna 45g/L 48-s LDg; (Cowgill ve ark., 1985)
D. pulex 30g/L 24-s LDsy  (Lilius ve ark., 1995}

D. carinata (10°C) 1.4 g/L 96-s LD, (Hall ve Burns, 2002)

D. carinata (20°C) 1.1 g/L 96-s LDsy  (Hall ve Burns, 2002)

M. macleayi 1.5g/L 48-s LDg;, (Mohammed ve Agard, 2007)
(

C. rigaudii 16 g/L 48-sLDg (Mohammed ve Agard, 2007)

D. brachyurum <1 g/L 48-s LDg (Mohammed ve Agard, 2007)

Yukaridaki degerler dogrultusunda, D. pulex tarinun (belirtilen 24-s LDs, degerinin 48-s LDso icin daha
disik olacad! beklentisiyle) tuzluluga karst D. magna taronden daha hassas oldugu ve tropik

kosullarda varolan kladoserlere (Hall ve Burns, 2002; Mohammed ve Agard, 2007) benzer bir
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duyarlilik gosterebilecedi dneriimektedir. Dahasi, belirtilen bu degerler balik sinyalinin varhdinin olasi
etkilerini g6z 6nunde tutmamaktadir. Balk sinyalinin varkginin olasi etkilerini g6z oniinde tutan bu

deneyin sonuglarina gore balik sinyali iceren kosullarda — balik sinyali igermeyen kosullara kiyasla —
NaCl tuziulugu igin D. pulex bireylerinin hem 24-saat, hem de 48-saat LD, degerleri daha yuksektir.
Dolayisiyla, balik sinyaline maruz kalan bireylerin tuza kargi daha direngli olabilecekleri sonucu
kuvvetlenmektedir. Ikinci bir stres etmeninin birinci stres etmeninin olumsuz etkilerini azaltmasi
halinde, bu goklu etkilesimin antagonistik oldugu ve azalan stres (daha az giddetli olma) etkisi yaptigi
belirtimektedir (Folt ve ark., 1999). Bu durumun ¢ok sik rastlanan bir gézlem olmamasina ragmen,
bazi durumlarda bazi elementlerin (kalsiyum ve bakir gibi) diger bazi zararh elementlerin (kursun,
cinko ve aluminyum gibi) olumsuz etkilerini daha az zararh hale getirdigi rapor edilmigtir (Mason,
2002). Ote yandan, Eymir Goli'nden toplanan D. pulex kultirleri, bu g6lde artan tuziuluk ve balik
biyokatlesi kosullarinda yasamaktadir. Bu durum Daphnia bireylerinin balik avianma baskisi
karsisinda daha fazla direng gostermesinde etkili olabilecegi dugunulmektedir. Fakat literaturde, balik
avlanma bakis! ile tuzlulugun birarada incelendigi toksikoloji deneylerinin bulunmamast, bulgularimizin
bir genelleme ya da 6zel bir durum olup olmadigi konusunda degerlendirme yapmayi engellemektedir.
Ancak, ozmoregllasyon ve kirleticilere kargi korunmak icin kullanilan mekanizmalar arasindaki
farklihgin, gozlenen antagonistik etkilesimin sebebi olabilecedi dustnilmektedir.

3.1.1.2. Kronik Toksisite Deneyleri

Kronik testlerin amac, bir canlinin zararh bir maddeye uzun bir stre boyunca devamli maruz kalmasi
sonucu gorilebilen tepkileri gézlemlemektir (Mason, 2002). Zararl maddelerin kladoserler tizerindeki
etkiterinin kronik degerlendirmeleri, temel olarak demografik ve popilasyon ile topluluk seviyesindeki
tepkilerini belirlemek amaghdir (Hall ve Burns, 2002 Gama-Flores ve ark., 2004; Sarma ve Nandini,
2006). Yapilan literatr taramasinda tuziulugun kladoser turieri Uzerinde genel olarak tekli etkisinin,
ama bagka stres etmenleriyle (sicaklik, metal gibi) birgok sucul organizma Gzerindeki goklu
etkilesimlerinin incelendigi gorlimastur (McLusky ve ark., 1986; Shazili, 1995; Hall ve Burns, 2002;
Kefford ve ark., 2004; Sarma ve ark., 2006; Martinez ve ark., 2007).

LCs degerleri sublethal etkileri tanimiayabilmek adina faydali degerler olduklarindan oturd, kronik
toksisite deneylerinin dozlarmi belirleyebilmek igin, akut toksisite verilerinden faydalaniimaktadir
(Mason, 2002; Gama-Flores ve ark,, 2004). Gergeklestirilen akut toksisite deneylerinde, D. pulex‘in
NaCl tuzluluguna maruz birakildidinda, 24-s LDso degerierinin balik sinyalinin varhiina bagh olarak
0.4-2.0 g CUL araliginda oldugu belirlenmigtir. OECD kilavuzunda, kronik toksisite deneyleri igin
kullanitacak en yuksek dozun belifenen 24-s LDso degeri civarnnda ve en disik dozun ise 24-s LDs
degerinin 1/100'u civarinda olacak sekilde secilebilecegi belirtimektedir (OECD, 1984). Dolayisiyla,
elde edilen akut toksisite deney verilerine bagh kalarak, 3 farklt amag igin gergeklestirilen kronik
toksisite deneylerinde kullanilan dozlar agagida verilmektedir.
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1. Yagama Orani Belirlemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite Deney’nde
0.00, 0.05, 0.10, 0.20, 0.40, 0.80 ve 1.50 g/L

2. Yasama Orant Belirlemek igin Sicaklik ve Besin Etkisi ile Beraber Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde

0.00, 0.10,0.40 ve 1.5 git
3. Yagam Déngasande Ozkaynak Dagtimini Belirlernek igin Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyinde ise
0.20,0.40,0.60,0.80 ve 1.20 g/L.

NaCl tuzluluk seviyelerinin kullammi kararlagtintmigtir.
1. Yasama Orani Belirlemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi

D. pulex taranin balik sinyali igermeyen vé iceren kosullarda NaCl tuzluluguna maruz kaldiginda
yagama oraninin uzun dénemde nasil etkilendigini belirlemek icin, dar aralhkh dustk seviyeli NaCl
dozlan (0.00, 0.05, 0.10, 0.20, 0.40, 0.80 ve 1.50 g Cl/L) ile bir kronik toksisite deneyi yapiimigtir. Eide
edilen veriler ile gerceklestirilen yinelenmis diculer tasanmiyla iki yonlu ANOVA testine gore balik
sinyalinin varhg istatistiksel olarak anlamh farkiiiklara neden olmamakfa, ancak tuziuluk ve zaman
hem ayni ayri, hem de etkilegimler agisindan istatistiksel olarak anlamii etkiler goe,termektedirter (Giz.
3.1.5). Ancak, balik sinyali, tuzluluk ve zamanin tgll etkilesimlerinin de anlamh oldugu gozienmistir.

Gizelge 3.1.5. Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyinde yagama orani verilerinin yinelenmis siguler
tasarimina gore iki yonit ANOVA testinin sonuglart.

UYGULAMA istatistiksel Anlam

Balik 0.8796
% Tuz <0001
Zaman <0001

Bahk*Tuz 0.7710

%‘ Zaman*Balik 0.4236
:é Zaman*Tuz <.0001™**
“ Zaman*Balik*Tuz <.0001***

~+ p <0001, P<001,*P< 0.05
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Sekil 3.1.6. Balik sinyali igermeyen kosullarda tuziuluk kronik toksisite deney sonuglarina gore D.
pulex bireylerinin yagama oran yuzdeleri.
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Sekil 3.1.7. Balik sinyali iceren kosullarda tuziuluk kronik toksisite deney sonuglarina gore D. pulex

bireylerinin yagama orani yuzdeleri.

Sekillerden de gorilecegi tzere, bireylerin yagsama orani yazdeleri tuz yoguniugu ile dogru orantih
olarak azalmigtir (Sekil 3.1.6.-3.1.7.). Tuziuluga gbsterilen dayaniklimgmn, populasyonlar ve klonlar
arasinda farklilik gosterebildigi pelirtiimektedir (Ortells ve ark., 2005). Her ne kadar belli bir dereceye
kadar artan tuzluluga karst dayanikiihik gosterbilseler de, artan tuzluluk oranlari Daphina turlerinin
yasama orantni azaltmakta, treme ve blyume oranlarinda ise azalisa neden olmaktadir (Hail ve
Burns, 2002). Dunnett'in ikili goklu karsilagtirma t-testi sonuglarina goére D. pulex bireylerinin yagsama
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oraniart hem balik sinyali icermeyen, hem de balk sinyali igeren kosgullarda (.80 ve 1.50 g NaCiilL
doziannda istatistiksel olarak anlamb bir azalma gostermistir (Giz. 3.1.6 ve Sekil 3.1.8). Bu sonuglar,
LDso degeri civarindaki tuzluluk yogunluklarnin Daphnia yagama oranin olumsuz stkiledifi sonucunu
destekiemektedir. Doz arahg 0.05-0.20 g/L olan uygulamalar, kontrol grubu (balik sinyali igermeyen)
ile benzer etki gostermistir. Ancak, 0.40 g/L tuziuluk dozunda halik sinyall icermeyen kosullarda
yasama orani anlamii bir sekilde azalirken, bahk sinyali iceren kogullarda kontrol grubundan farklibk
gostermemektedir. Fakat, sadece balik sinyaline maruz birakian Daphnia bireylerinin yagam dénglis
degiskenlerinde degisiklikier (ilk Ureme yagi ile boyunun azalmasi ve yumurta sayisinn artmast)

olmaktadir (Dodson, 1989; Machacék, 1991, 1093: Stibor, 1992; Weider ve Piianowska, 1993, Reede,

). Bu uyarlamalar, Daphnia  bireylerinin avlanma baskist kargisinda devambihkiann
surdirebilmek icin gerceklestirdikleri bilinmektedir (Teschner, 1985, Bums, 2000, Sakwinska, 2002).
Sonug olarak, bu deneyden elde edilen sonuciar da énceki deneylerde gdzlemienen, balk sinyalinin
varhiginda D. pulex bireylerinin tuziuluga karg: daha direncii olabilecekleri géziemini desteklemektedir.
Ancak, daha 6nce de belirtildigi gibi, literatirde gunumuze kadar balik sinyali ile beraber tuzluluk stres
etmeninin Daphnia turieri Gzerinde etikileri konusunda araghirmaya rastlaniimadi igin, bulgularimiz bu
arastirma alan igin ik olma szelligi tasimaktadir. Dahast, farkli Daphnia turieri ile gerceklestirilecek
balk sinyali e farkh bir sires etmeninin  etkilesimini inceleyecen benzer arastirmalar, bizim

bulgulanmiza gore gelisen antagonistik etkinin test edilebilmesini saglayacaktir.

Cizelge 3.1.6. Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyinde yagama orant verilerinin Dunnett'in ikili goklu
karslastirma t-testinin sonuciarn.

Baliksiz Bahkh

UYGULAMA  s00gL  0.00gL
0.05 giL. 829 1.000
0.10 gL 761 1.000
0.20 g/t 759 931
0.40 g/L 051 791
0.80 g/l 015%) 010
1.50 giL. 003! 0024

=+ P <0001, “*P<001*P<005
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Sekil 3.1.8. Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi'nde balik sinyali iceren ve balik sinyall icermeyen

durumiarda bireylerin yasama orani verileri (Ortalama+Std hata).
2. Yasama Orani Belirlemek icin Stcaklik ve Besin Etkisi ile Beraber Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi

Guney Avrupa'daki golierin kuruma riskinin artmasi veya i¢sulardaki dugik su seviyesinin daha da
azalmas! ve tuzlanma; artan buharlagma ve artan sulama suyu ihtiyaci yiztnden cok daha yaygin bir
sorun haline gelecektir (Beklioglu ve ark., 2001; Zalidis ve ark., 2002, Bekliogiu ve ark., 2007). Daha
yuksek sicakhklar, Kuzey ile Guneydogu Avrupada ve yiksek rakimlarda bulunan g6l ve nehirlerde
buzlarin daha erken erimesine neden olacaktir. Bu ylksek sicakhikiar, kurumaya maruz kalmayan
sucul ekosistemlerde bayime mevsimlerinin uzamasi, dolayistyla fitoplankton patlamasi ve toksik
siyanobakterlerin ortaya cikmasi riskini arttiracaktir (Livingstone, 2000; Straile ve ark., 2003). Igsulann
da, anahtar tar(i olan Daphnia, yikselen su sicakligi ve artan tuzlanma ite otrofikasyon sonucu ortaya
gikan siyanobakter pattamalari yGztnden kullaniiabitir besin miktarinin zayiflamasi gibi problemlerle
kargtlagacaktir. Buna ek olarak, otrofik kosullarda artan planktivor batik biyokitlesi nedeniyle
Daphnia'nin maruz kalacag balik avlanma baskisi da artacaktir.

Bu ongoraler dogrultusunda, bahk sinyalinin hem yoklugunda, hem de varhginda ki kosullar igeren
sekilde “Yasama Orani Belirlemek igin Sicaklik ve Besin Etkisi ile Beraber Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi” tasarlfanmistir. Eymir G6li'nden alinmis olan D. pulex taranun;

» iki sicaklik degerine (Normal Sicaklik: 7241 °C ve Yuksek Sicaklik: 25¢1 °C),

« iki besin miktarina (Dustk Besin: 0.075 mg C/LUGUN ve Asgari Besin: 0.400 mg C/LIGUN),

» balik sinyali icermeyen ve iceren kosullara,

= dort aynt NaCl tuziulugu dozuna (0.00 (kontrof), 0.10, 0.40 ve 1.50 g CVL)
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maruz kaldiginda yasama oraninin nasil etkilendigini belirlemek igin bir kronik toksisite deneyi
yapilmistir (Sekil 3.1.9.). Eymir Golu'nden izole edilen D. pulex bireyleri, laboratuvar kosullarinda
nesillerce 2241 °C’de yetistirilmistir. Bu nedenle, deneyin tasarlanmasi asamasinda normal sicaklik
degeri 22+1 °C olarak pelirlenmistir. Hukimetlerarasi Iklim Degisimi Panelinin (IPCC) 2007 raporuna
gore, onamuzdeki 30-40 yil iginde kiresel iklim degisiklikleri nedeniyle sicaklikta yaklagik 3 °C'lik bir
artis beklenmektedir. Dolayisiyla, bu deneyin yiksek sicakhk degeri 2541 °C olarak befirlenmistir.
Deney kosullarinda D. pulex bireylerine 1 mg C/L/Gun besin temin edilmesi yaygin bir uygulamadir
(Folt ve ark 1999). Ancak, peklenen iklim degisiklikleri sonucu strofik tuzlu igsularda gerceklesmesi
beklenen siyanobakter patiamasi sonucu Daphnia popilasyonlari icin besin kogullannin zayiflayacad!
angériulmektedir. Bu sngoriler dogrultusunda, deneyin besin degerlerinin tasarlanma agamasinda,
Daphnia igin gerekli olan optimum besin miktar: yerine (1.000 mg C/L/GUn), asgari bir besin miktar:
secilmistir (0.400 mg CIL/Gun) (Vijverberg, 1989). Sinirlayici besin miktar ise 0.075 mg C/L/GUn
olarak belirlenmistir (Lampert, 1987). Lampert (1987) Daphnia bireylerinde 0.1 mg C/L/Gln besin
miktarinin achd tetikledigini belirtmistir. Bu nedenie bizim kullandigimiz 0.075 mg C/L/GUn besin

miktari kesinlikle aglik kosullan yaratmigtir.

Elde edilen yasama orani verileri ile gerceklestirilen yinelenmis oictler tasanmina godre ANOVA testine
gore besin haricindeki batin etmenler istatistiksel olarak aniamh tekli etkiler gostermistir (Giz. 3.1.7.).
Dunnettin ikili coklu kargtiastirma t-testi sonuglari, her uygulama kosulunun kendi iginde ki kontrol

grubuyla karstlastirimasi sonucu elde edilmistir (Ciz. 3.1.8.).
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Cizelge 3.1.7. Sicaklik ve Besin EtKisi ile beraber Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi'nde yasama orani

verilerinin yinelenmis digUler tasanimina gore iki yonit ANCOVA testinin sonuglarn.

istatistiksel
UYGULAMA Anlam
Balik 0.0003*
&
e Tuz <. 0001
=
i Swcabdik 0.0002%
-
= Besin 0.3004
u
Zaman < 0001
Balik*Tuz 0.0032*
Bahi*Sicakbk < Qo011
Balil*Besin (.3536
1
g Tuz*Sicakiik 0.4389
o Tuz*Besin 0.2065
i
§ Sicakik*Besin 0.9497
jg Zaman*Balik < Q001
¥
Zaman*Tuz <. 0001
Zaman*Swicaklik < 0001+
Zaman*Besin 06164
w Zaman"Balik*Tuz 0.0005%%
ui
§ Zaman*Balik*Sicaklik <. G001
7
3 Zaman*Bahk*Besin (.2534
2
!&f Zaman*Tuz*Sicakbik 0.1268
% Zaman*Tuz*Besin < Q0O
=
Zaman*Sicaklik*Besin 0.1475

=P <0001, P <001 *P <005
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Sekil 3.1.9. Sicaklik ve Besin Etkisi ile beraber Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi sonuglarina gore D.

pulex bireylerinin yagama orani yuzdelerinin A) balik sinyali icermeyen ve B) balk sinyali igeren
kosullarda zamana bagh degisimi.




Cizelge 3.1.8. Sicakitk ve Besin Etkisi ile beraber Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi'nde yasama orant
verilerinin Dunnett'in ikili goklu karsilastirma t-testinin sonuglart.

0.00 gL
DUSUK SICAKLIK YUKSEK SICAKLIK

Yiiksek Besin Diisiik Besin Yiiksek Besin Diisiik Besin

e e o TS

UYGuUiLAMA Babksiz Bahklh  Bahksiz: Bahkh -~ Baliksiz Babkli  Baliksiz  Balkh

0.10 g/L 991 585 146 061 713 877 782 788
0.40 g/L 155 304 052 061 B71 .386 296 942
1.50 g/l 022+ 585 0007+  .003**) 995 487 0721 0634

oo

P <0001, P<001,"P<005

Hem laboratuvar kosullarinda, hem de gergeklestirilen bitin deneylerde D. pulex bireyleri igin
optimum sicakiik olarak 2211 °C kullandmistir. Dolayisivia, bu deneyin normal sicaklik verileri ile
yagama orani belirlemek igin tuzluluk kronik toksisite deneyinin értisen dozianinin (0.00, 0.10, 0.40 ve
1.50 g ClL) verileri kiyaslanabilmektedir. Boylece, bu deneylerin 0.00, 0.10, 0.40 ve 1.50 g CliL
tuzluluk dozian, (i) normal sicaklikta distk besin (0.075 mg C/L/GOn), (i) normal sicaklikia asgari
besin (0.400 mg C/L/GUn) ve (iii) normal sicakiikta optimum besin (1.000 mg C/L/Gun) kiyaslamasi

S

yapmak Uzere kullantabilir. Bu kiyaslama sonucu, normal sicakiikiarda optimum besin kosullannda
0.40 g/l tuzluluk dozunda balik sinyalinin varhginda D. pulex bireylerinin yasam oranian artrmistir
(Sekil 3.1.6.-3.17., Giz. 3.1.6.). Normal sicakliklarda biton tuzluluk dozlarinda asgari ve dusik besin
kogullarinda balik sinyalinin varhgi yasama oranini azaltristir. Bunun nedeninin besin miktaninin

i

asgari veya disik olmasi oldugu 6ngorilmeldedir. Yapilan bir deneysel arastirmada yiksek sicaklik,

disuk besin miktar ve balik sinyalinin variginin Daphnia yasam dénglst Uzerine etkilerinin sinerjistik
oldugu sonucuna variimistir (Weetman ve Atkinson, 2002). Bu calismanin sonuglan, bu sicaklik ve
besin etkisi ile beraber tuzluluk kronik toksisite deneyinde ki tuzluluk dozlarinda asgari ve dustk besin
kogullarinda balik sinyalinin varligiyla yasama oraninin azaldii bulgusu ile 6rtismektedir. Bu gbzlem,
dustk besin kosullarinda, balik aver baskisinin ve artan tuziulugdun coklu etkilesimierinin sinerjistik
oldugu anlamin: taliyabilir. Fakat artan sicaklikla birlikte balik sinyalinin, tuziuluk dozianmn ve besin

kosullarinin yasam oranina olan etkileri ortadan kalkmistir. Folt ve arkadasiarinin (1999) da belirttigi
gibi yUksek sicakiik yasama oranini belirleyen en énemli etki haline gelmistir .

W .

Buttin bu sonuglar birarada incelendiginde, normal sicakliklarda, balik sinyalinin varligindan ve besin
miktarindan ba§imsiz olarak, yasama oranimin 1.5 g/l tuzluluk ile anlamli bir sekilde azaldid
gortimustur (Giz. 3.1.8.). D. pulex bireylerinin yUksek sicakhiklarda ki yasama oranlarinin ise, balik
sinyalinin varhi§indan, besin miktarindan ve tuzluluk dozlarindan bafiimsiz olarak, cok azaldif
gbzlemlenmigtir. Dolayisiyla, D. pulex bireylerinin yasama orani normal sicakhklarda ve dusok tuziuluk
dozlannda balk sinyalinin varigindan olumsuz eftkilenirken, yiksek sicakliklarda tuziuluk dozianndan

57



ve balik sinyalinin varhgindan bagimsiz olarak olumsuz etkilenmektedir. Sicaklik artigt Daphnia
bireylerinin enerji dagiimini etkileyerek (Burns, 1969; Geller, 1975) sindirim (Lampert, 1977b) ve
solunumda (Kobayashi, 1974, Yurista, 1997) kayiplara yol agmakla birlikte treme igin— ozellikle
yumurta Gretimi igin — harcanan enerjiyi artinir ve metabolizmay! hizlandirir (Flik ve Ringelberg, 1993).
Dolayistyla yasam icin harcanan enerjinin azalmasina sebep olarak yagama oranini azaltabilir (Burns,
1969; Geller, 1975; Hall ve Burns, 2002). Yiksek sicaklikta D pulex ve D. pulicaria yavru ve
erginlerinin hem yagama oranlarinin, hem de {reme yetilerinin siddetli bir gekilde azaldig:
belirtilmektedir (Folt ve ark., 1999). Ayrica artan sicakhgin tuziuluga olan dayanikhhg: da dastrmesi
sonucu 6lum oraninin arttigl belirtimektedir (Hall ve Burns, 2002). Bu deneyde ki yuksek sicakliklarda
yagama oraninin belirgin bir sekilde azaldig gozlemi, bu sonuglari desteklemeketdir (Burns, 1969;
Geller, 1975; Folt ve ark., 1999; Hall ve Burns, 2002). Ayrica yuksek sicakliklarda omurgasiz avci
baskisi altinda Daphnia'nin yasama oraninda azalma goriiduga belirtilmektedir (Hanazato, 1991). Bu
sonuglardan yola gikilarak, yapilan bu deneyde yOksek sicaklikiarin Daphnia tzerinde hem tek bagina,
hem de balik sinyalinin variginda, tuzluluk stresine oranla daha fazia olumsuz etki gosterdidi ve

yasama oranini belirgin bir sekilde azaltigi dugtniimektedir.

Yapilan literatQr aragtirmalar sonucu tuzluluk, sicaklik, avcl baskisi ve besin miktarinin hem ayft ayr
hemde ikilifiglu etkilegimier halinde Daphnia uzerindeki etkilerinin incelendigi gbzlemienmigtir. Fakat
bu etmenlerin bir arada incelendigi bir ¢caligmaya rastianimamistir. Bu agidan, gerceklestiriimis olan
“Yagama Oram Belirlemek icin Sicaklik ve Besin Etkisi ile Beraber Tuzluluk-Balik Avianma Baskis!
Kronik Toksisite Deneyi’ goklu stres etmenlerinin Daphnia Gzerindeki etkisini gormek bakimindan

yapilan 6zgln bir aragtirmadir .

Bu deneyde yUksek sicaklik degeri olarak kullantlan 25 °C, yaz aylarinda Glkemizin bir¢ok boigesinde
ki (Igneada-Kirklareli, Ankara, Adapazar ve Bolu illerindeki golier) dedisik gollerin sicakhgmna kargthk
gelmektedir. Hatta, bazi gollerde Temmuz-Agustos aytarinda ki su sicakliklan 28-29 °C olarak
kaydedilmistir (M. Beklioglu, basiimamis veri). Bélgemiz icin iklim degisiminin etkileri konusundaki
beklentiler, hava ve su sicakliklarindaki artiglarin buharlagmay! artirarak tuzlanmayi da artrmasi
yénundedir. Dolayisiyla, artan buharlasma ve artan sulama ihtiyacint kargilamak igin yikselen su
tuketimi yUzinden tuzlanma daha yaygin bir olgu haline gelecektir (Zalidis ve ark., 2002). Bu
tuzlanmanin sonucu olarak biyogesitliliginin azalmasi beklenmektedir (Amsinck ve ark., 2005). Yapian
bu deneyin yuksek sicaklik ve tuzluluk kosullarinda Daphnia tirferinin 8lam oraninin artigi goziemi,
Hall ve Burns'n (2002) D. carinata tiru tizerinde gerceklestirdigi caligmayla grtusmekte ve artan
sicaklik kaynakl tuzlanma sonucu biyogesitliliginin azalacag: varsayimin! desteklemektedir.

58




Bu veriler gematik otarak degerlendirildiginde (Sekil 3.1.10.), tuzlulukta gorilen dasak bir artisin (0.1
°/o) hayatta kalma orani gzerinde ofumlu bir etki gosterdigi, ancak yiksek bir artigin ise (>0.4 %)

slam oranini belirgin bir bigimde arttirdig sonuglarina variimaktadir. Ek olarak, bu etkinin yiksek
sicakliklarda daha da belirginlestigi ve sicakhgin 3 °C artmasi durumunda %88 dlum orani ile
kargilagabilecedi godzlemlenmistir.

Diisiik Sicakhik
Vitksel Sreakhk

Q +—— T t

[¢] 025 05 075 1 1.2 1.5 175
Tuzluluktaki °/,, artis /

Sekil 3.1.10. Artan tuziulugun 22 °C ve 25 °C'lerde Daphnia uzerindeki etkisi.

3. Yagam Doéngtsinde Ozkaynak Dagthmini Belirlemek icin Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi

Daphnia, beslenme, blyume ve areme etkinliklerinden olugan bir yagam dongustne sahiptir. Optimum
kogullarda iyi beslenmig bir Daphnia pulex bireyinde dzkaynak enerjinin  %27'si sindirim, %68'i ireme
ve % 5'i de buyime amaclyla kullaniimaktadir (Richman, 1958;). Cevresel etmenlerde gorulebilecek
degigiklikier (avei baskisi, sicaklik degisimi, besin azhgi vs.) Daphnia bireylerinin enerji dagihmlarnnin
degismesine yol acabilmektedir. Daphnia'nin yagam dongusunu etkileyen stres etmenlerinden birisi de
artan tuziuluktur. Yoksek tuziuluk dozlarinin Daphnia’yt olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir. Ancak,
Daphnig'nin yagam déngusini devam ettirebilmesi icin belirli miktarda tuza ihtiyaci vardir. Hem
kalttrlerin yetigtiriimesi sirasinda ki ve deneysel gdziemler, hem de 22°C'de tuz yogunlugunda
gtrilen dustk bir artigin yagama oramni azerinde olumiu bir etki gosterdigine dair deneysel
goziemlerimiz (Sekil 3.1.10.) sebebiyle, D. pulex ik agamada 0.20 g CilL tuziuluk dozuna aklimize
edilmistir. Her bir doz igin en az 2 nesit boyunca (Vijverberg, 1989; Arner, 1993 Baillieul ve ark. 1996;
Martinez ve ark., 2007), deneysel gézlemler sonucu belirienen dort ilave NaCl tuzluluk dozuna {0.40,
0.60, 0.80 ve 1.20 g CI/L) daha aklimize edilen D. pulex, bu dozlarda ve balik sinyali icermeyen/iceren
kosullarda yagam dongusinde dzkaynak dagiiminin nasil etkilendigini belirlemek igin, bir kronik
toksisite deneyi yapilmistir (Sekil 3.1.11.-3.1.12.). Sekillerden de gorilecegi tzere bireylerin yagama
orani ybzdeleri tuz yoguniugu artigt ile azalmaktadir.

59



Bireylerin Yagama Orani %

Zaman (Giin)

\ —+—02¢g/L w049/l 0.6 g/L ——08g/L —x—1.2¢g/L y

Sekil 3.1.11. Balik sinyali icermeyen kosullarda Yagam Dongusiinde Ozkaynak Dagihirnini Belilemek
icin Tuzluluk Kronik Toksisite Deney’i sonuglarina gore D. pufex bireylerinin yagama oran yGzdeleri.

( 100 | A

80

Bireylerin Yagama Oramt %

Zaman (Gin)

\ —+—B0.2g/ll. —=-B0.4g/L B06g/lL —«—B08g/lL ——B1.2g/L y

Sekif 3.1.12. Balik sinyali iceren kosullarda Yagam DongUsunde Ozkaynak Dagilimini Belirlemek igin
Tuzluluk Kronik Toksisite Deney'i sonuclarna gére D. pulex bireylerinin yagama orani ylzdeleri.




Elde edilen vicut uzunlugu ile vacut genigligi verileri ile gergeklestirilen yinelenmis digller tasarimin

kullanan iki yonli ANOVA testine gére zaman etkisinin her iki parametreyi de istatistiksel olarak
anlamii bir sekilde etkiledigi gézlenmistir (Ciz. 3.1.9.). Vicut uzuniugunun zaman*tuz ve zaman*balik
etkilesimlerinden, vicut genigliginin ise butin etki ve etkilesimlerden anlamli bir sekilde etkilendigi

gozlenmistir,

Gizelge 3.1.9. Yasam Déngusinde Ozkaynak Dagiimini Belirlemek i};}n Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde viicut digileri verilerinin yinelenmis Olgller tasarimina gore iki yonla ANOVA testinin

sonuclari.

UYGULAMA VUCUT UZUNLUGU  VUCUT GENISLIGI

Balik 0.7292 <.0001***

E Tuz 0.0787 <.0001*
Zaman <.0001** <.0001***

Bahk*Tuz 0.5045 <.0001***

% Zaman"Balik 0.0018™ <.0001***
% Zaman*Tuz <.0001*** <.0001™*
Zaman*Bahk*Tuz 0.6569 <.0001**

»*P<0.001,*™P<0.01,"P<0.05

Elde edilen vicut genisligi/viicut uzunlugu orant ile gergeklestirilen iki yonllt ANOVA testinin sonuglan
ile Dunnett'in ikili goklu karsilastirma t-testinin sonuglar Cizelge 3.1.10.-3.1.11'de gosterilmektedir. Bu

oranin sematik gosterimi ise $ekil 3.1.13.'de veriimektedir.
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Cizelge 3.1.10. Yagam Dongtisinde Ozkaynak Da§ilimim Belirlemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite

Deneyi'nde vicut dlglleri oramnin yinelenmis Olgller tasarimina gore iki yonlt ANOVA testinin
sonuclari,

UYGULAMA VvUcuTt GEN'SL‘GUGZUNLUGU

.

Balik 0.048*
Tuz 0.000™*
Balik*Tuz 0.293

P <0.001,*P<001,"P<005

Cizelge 3.1.11. Yagam Dongusunde Ozkaynak Dagilimini Belilemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde viicut 8igtleri oraninin Dunnett'in ikili goklu kargilagtirma t-testinin sonuglar.

0.20 g/L.
vUCUT GENISLIGIFUZUNLUGU
UYGULAMA Baliksiz Balikhi
0.40 g/L. 0.514 0.751
0.60 g/L 0.001**{ 0.182
0.80 g/L 0.006**{ 0.001=+
1.20 g/L 0.000***} 0.120

“*P<0.001 “P<001,*P<0.05

Vicut genigligi/viicut uzuniugu oraninin balik sinyalinin varigindan ve tuzluluk dozlarindan anfamli bir
sekilde etkilendigi gozienmektedir (Giz. 3.1.10). Cizelge 3.1.11 ve $ekil 3.1.13."den bu oranin artan
tuzlulukla azalma egilimininde oldugu gozlenmektedir. Ayrica, balik sinyalinin variginda, balik sinyali
icermeyen kosullara kiyasia, bu oranin artti§i da gozlemlenmektedir (Sekil 3.1.13.). Tathsu omurgasiz
canhilarinin  hiperozmotik olmalar: sebebiyle, htcre-igi tuz yoJunlukian gevredeki tuz yo§uniugundan
daha fazladir (Lignot ve ark., 2000). Bu durumu dengelemek igin disariya tuz atip, ozmosis ile canl
icine dogru su alirfar. Deney ortaminda artan gevresel tuziuluk ile bu denge bozuimus ve caniilar
hipoozmotik hale gelmigtir. Hipoozmotik canhi su kaybetmek durumunda kalir. Sonug olarak,
Daphnia‘'min vicut genigligiivicut uzuniudu oranindaki azalma, hipoozmotik ortam kosullan sonucu
gosterdigi su kaybetme yonlndeki ozmoregtlasyon tepkisinden kaynaklaniyor olabilir. Bu uyarlama,
yzey alamm azaltarak, ytizey alani/hacim oramini kilgiilterek canlinin daha da fazla su kaybetmesini
onlemede Gnemli olabilir.
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$ekil 3.1.13. Yasam Dongustnde Ozkaynak Dagihimini Belirlemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde viicut genigliji/vicut uzuniu§u verileri (OrtalamatStd hata) (y-ekseni 0.00'dan
baglamamaktadir).

Eide edilen yumurta sayist, ilk Greme yagl, itk Greme boyu ve yavru sayisi verileri ile gergeklestirilen iki
yonla ANOVA testinin sonuglan ile Dunnett'in ikili goklu karsilagtirma t-testinin sonuclan Cizelge
3.1.12.-3.1.13'de gosterilmektedir. Bu oranlarin gsematik gosterimleri ise Sekil 3.1.14.-3.1.15.-3.1.16.-
3.1.17'de verilmektedir.

Cizelge 3.1.12. Yasam Dongusunde Ozkaynak Dagilimini Belirlemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde yumurta sayist, ik treme yas: ile boyu ve yavru sayist verilerinin yinelenmis 6lgtler
tasartimina gore iki yoniti ANOVA testinin sonuglar:.

UYGULAMA YUMURTA SAYISI ILK UREME YAS! ILK UREME BOYU YAVRU SAYISI

Balik 0.612 0.397 0.012* 0.635
Tuz 0.002** 0.752 0.217 0.451
Bahk*Tuz 0.889 0.926 0.289 0.554

**P<0.001,*P<001,*P<005
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Cizelge 3.1.13. Yasam Dongustnde Ozkaynak Dagiimini Belirlemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde yumurta sayisi, ilk Greme yasi ile boyu ve yavru saysi verilerinin Dunnett'in ikili coklu

kargilagtirma t-testinin sonuglari.

0.20 g/L
YUMURTA SAYIS! ILK UREME YAS! iLK OREME BOYU YAVRU SAYIS!

UYGULAMA Bahksiz Balikh Bahksiz Balkh Baliksiz Balikh Bahksiz Balikh

0.40 g/L. 0.052 0583 0976 0.998 0.402 0.999 0130  0.999
0.60 g/L. 0018*, 0293 0965 0.957 0.761 0.359 0892  0.985
0.80 g/L 0.063¢  0.425 0.994 0.860 0.032*T 0.950 0.967 1.000

1.20g/L 0.009**} 0.034*1 0.921 0.132 0.514 0.481 0.533 0.842
“* P <0.001,*P<0.01,*P<005

[ )
s I
‘é ‘ ) l “' * T *%k  k
£
> [ 1 T L] I
5 [
’ 0.2 g/lL 0.4 g/L | 0.6 g/L | 0.8 g/L 1.2¢g/L
\_ O BALIKSIZ 0 BALIKLI )

Sekil 3.1.14. Yasam Do6ngisunde Ozkaynak Dagiimini Belirlemek icin Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde ortalama yumurta sayisi verileri (OrtalamatStd hata).




Ortalama BUY

0.2 glL 0.4 gL 0.6 g/l 0.8 gL 1.2g/L

BALIKSIZ E BALIKLI

\_ J

Sekil 3.1.15. Yagsam Dongusunde Ozkaynak Dagiimuni Belirlemek icin Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde ortalalama Birinci Ureme Yag! (BUY) veriteri (OrtalamazStd hata).

F

2400

1800 -

Ortalama BUB

1200

0.2g/L 0.4 g/L 0.6 g/L 0.8 g/L. 1.2g/L

\ o BALIKSIZ m BALIKLI D

Sekil 3.1.16. Yasam Dongusunde Ozkaynak Dagiimint Belirlemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde ortalalama Birinci Ureme Boyu (BUB) verileri (OrtalamatStd hata) (y-ekseni 0.00'dan

baglamamaktadir).
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Ortalama Yavru Sayisi

0.2 g/L 0.4 g/L 0.6 g/L 0.8 g/L 1.2 g/L
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Sekil 3.1.17. Yagam Dongusinde Ozkaynak Dagiimini Belirlemek igin Tuziuluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde ortalama yavru sayisi verileri (Ortalama+Std hata).

Yumurta sayisi verileri incelendiginde tuziuluk dozunun 6nemii bir etken oldugu (Giz. 3.1.12.), tuziuluk
arttikca ortalama yumurta sayisinin azaldin gézlenmektedir. Ayrica balik sinyali vari§inda yumurta
sayist artma egilimindedir (Giz. 3.1.13.). D. pulex bireyleri igin uygun viicut buylkliga saglandiktan
sonra, sahip olunan enerjinin %'0 (remeye - yumurta Gretimine — aynhir (Richman, 1958; Baillieul ve
ark., 1996). Ancak artan tuz yogunlugunda hiperozmotik uyarlamalar gosteren Daphnia bireylerinin
hipoozmotik stresle baga ¢ikabilmek icin daha fazla enerji harcamalan gerekir, 6zellikle aktif tagima ile
digandan igeriye tuz alinmasi gerekir (Lignot, 2000). Fakat bu duruma belli bir noktaya kadar
dayanilabileceginden, ozmotik stresin yarattigi artan enerji tiketiminin, Greme igin ayrilabilen enerji
miktarinin azalmasina neden olmast gok muhtemeldir. Sonug olarak, ylksek tuz yoguniuklarinda
yumurta Gretme egiliminin azaldig ve balik sinyali iceren kogullarda - balik sinyali icermeyen kosuliara
kiyasla - yumurta sayisinda artig gézienmigtir. Bu sonug balik sinyalinin variginda yumurta sayisinda
artis oldudu sonucunu desteklemektedir (Reede, 1995).

Baliklar gorsel olarak beslenip buyuk bireyleri segctiklerinden (Brooks ve Dodson, 1965), Daphnia
bireylerinin avci bahk varhginda erken ve kiguk boyda treme davranisi gostermeleri (remedeki
basarilarini arttiracaktir (Machacek 1991, Weber and Declerck 1997; Spaak et al. 2000). Bu
dogrultuda, Reede'in (1995) balik sinyali ile yaptidi ¢calismada ilk Greme yasi ve ilk Greme boyunun

artan sinyal miktan ile azaldidi, yumurta sayisinin ise onemli Giclide arthid saptanmistir. Yasam
donglstinde Gzkaynak dadihimini belirlemek igin gerceklestirilen bu deneyin sonuglarina goére,
ortalama ilk Ureme yaginin tuzluluktan belirgin bir gekilde etkilenmedigi, ancak balik sinyalinin
variiginda genel olarak azalma egiliminde oldugu gozlenmektedir (Ciz. 3.1.12-3.1.13.) (Sekil 3.1.15)).
Ortalama ik GUreme boyunun da tuzluluktan belirgin bir sekilde etkilenmedigi, ancak balik sinyalinin
variginda genel olarak azalma egiliminde oldugu gozienmektedir (Ciz. 3.1.9.) ($ekil 3.1.16.). Bu
goziemler balik sinyalinin varhginda bireylerin daha erken ve daha kugik boylarda Gremeye basladigi




varsayimint desteklemektedir (Machacek 1991; Reede 1995: Weber ve Declerck, 1997; Spaak ve
ark., 2000; Sakwinska, 2002). Bu sonuglar dogada gérilen boyuta bagli uyarlamalar ile benzerlik
gostermektedir (Reznick ve ark., 1990).

3.1.2. Sipermetrin Deneyleri

Van Wijngaarden ve grubunun (2005) degertendirdigi gibi, su ve drenaj olanag: saglamalanndan 6turl
sucul ekosistemler, tanim alanlari ile godu zaman butinlesik bir yapi sergilerler. Uriin koruma amagl
ginimiz pestisit uygulama teknikleri ile, uygulanan insektisitierin bir kisminin sucul ekosistemlere
girmesi kagiiimazdir. Birgok galigma, cesitli su kitlelerinde birgok toksikantin kalintilarini tespit
etmistir. Ornedin Glkemizde, Bursa boigesi Ulubat golunde Barlas ve grubu (2006) tarafindan 2002
ylinda yapilmig olan bir calismada, su ortaminda, yénetmelikte verilen bilegiklerden HCB, pp-DDT,
pp-DDE, a-, B- ve y-BHC, Aldrin, Heptachlor epoxide, Endrin, Endostifan | ve Il belirlenmistir.
Caiigmalarin sonuglan bu golun pestisit turleri tarafindan kirlendigini ortaya ¢ikarmigtir. Dolayistyia,
tanim alanlanini g¢evreleyen su havzalaninda yagayan hedef olmayan organizmalarin, hedef
organizmalarla benzer toksikant resept6rierine sahip olmalan durumunda tehlike altinda olduklar
agiklanmaktadir (Van Wijngaarden ve ark., 2005). Sucul ekosistemlerin tanm ilaglar tarafindan
gordigt  hasar genellikle tek tur ve tek toksikant igeren laboratuvar caligmalan ile
degerlendiriimektedir (Cairns, 1983). Dolayisiyla, geleneksel laboratuvar aragtirmalar, pestisitlerin
dogal ortamlardaki gevresel kosullarta olabilecek karmasgik etkilesimlerini éngéremeyebilir. Avianma
baskisinin varliyinda zooplankton tarlerinin pestisitiere karsi daha hassas olduklan cesitli ¢aligmalar
tarafindan belirtiimektedir (Hanazato ve Dodson, 1992: Hanazato ve Dodson, 1995; Barry, 2000; Maul
ve ark., 2005; Sakamoto ve ark., 2006). Endosiifamin Daphnia‘da, karbarilin ise Bosmina‘'da ki
omurgasiz avcidan korunma amagl Urettigi disa-gikik morfolojik bir yapinin geligimini engelleyebildigi
ve sonug olarak avlanma baskisina karsi savunmasiz hale getirebildigi belirtimektedir (Barry, 2000;
Sakamoto ve ark., 2006). Morfojinin yanisira, yasam déngisunde 6zkaynak dagiimimn da
etkilenebilcedi; Chaoborus avci baskist ile beraber karbaril insektisitinin Daphnia btyume hizini
azaltarak itk Greme yagim geciktirebilecegi, ilk Greme boyunu kigiltebilecedi ve yumurta sayisini
azaltabilecedi yénunde sinerjistik bir etkilesim gésterebilecekleri 8nerilmektedir (Hanazato ve Dodson,
1992; Dodson ve Hanazato, 1995). Ote yandan, yapilan cahigmalarda bahk avianma baskisini
benzeten balik sinyalinin vari§inda pestisitlerin Daphnia (izerindeki etkileri hakkindaki bilgiler sinirhidir.
Ceriodaphnia’'nin malathiona karst olan 48-s LDs, degerinin balik sinyalinin variginda belirgin bir
sekilde azaldidi gozlenmistir (Maul ve ark., 2005). Ancak, buna benzer ¢alismaya ne tuzluluk igin, ne
de sipermetrin i¢in rastlanimamustir.
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3.1.2.1. Akut Toksisite Deneyleri
1. Yilksek Sipermetrin Etkisini Belireme Aragtirmast

Bircok calismada, piretroidierin sucul organizmalara agiri toksik olduklari ve biyokimyasal yaptlarini
belirgin bir sekilde etkiledikieri belirtimektedir (Smith ve Strattoh? 1986; Haya, 1989; Bradbury ve
Coats, 1989). Ancak, Daphnia zerindeki olasi yapisal degisimlerin avci bahk sinyalinin varhiginda
nasil etkilendigi bilinmemektedir. Dolayisiyla, D. pulex tarGndn bahk sinyalinin yoklugunda ve
varliginda yuksek sipermetrin dozlarna maruz kaldiginda gosterdigi yasama orani ve molekiler
degisimleri incelemek zere, genis aralikh yuksek sipermetrin dozlari (0.0, 1.0, 5.0, 10.0, 25.0 50.0 ve
75.0 pg/L) ile bir akut toksisite deneyi yapimigtir. Sipermetrin aseton igerisinde ¢6zundugl igin,
solvent kontrol uygulamast da eklenmistir.

Elde edilen veriler ile gergeklestirilen yinelenmis Slgiler tasarimina gore iki yonlia ANOVA testine gore
sipermetrinin, sipermetirinin balik ile etkilegiminin ve bu etkilerin de zaman ile etkilegimlerinin yagsama
orani zerinde istatistiksel olarak anlamit etkilerinin oldugu gozlenmektedir (Giz. 3.1.14.).

Cizelge 3.1.14. Yuksek Sipermetrin Etkisini Belireme Deneyi'nde yagama orani verilerinin yinelenmis
dlculer tasarimina gore iki yonld ANOVA testinin sonuglar.

UYGULAMA is“':":’;;""“s"

Balik 0.3636
E Sipermetrin <.Q001***
Zaman <.0001***
Bahk*Sipermetrin 0.0448*

% Zaman*Balik 0.3795
"g Zaman*Sipermetrin <.0001™**

w

Zaman*Bahk*Sipermetrin <0001
= p<(001,*™P<0.01,*P<0.05

Yagsama orani verileri ile gergeklestirilen Dunnettn ikili ¢oklu karsilastirma t-testi sonuglarina gore,
hem balik sinyali igermeyen, hem de iceren kogullarda kullanilan solvent miktart Daphnia bireylerinin
yasama oranini etkilemeyecek dizeydedir (Giz. 3.1.15.). Balik sinyali icermeyen ve igeren kosullarda
battn sipermetrin dozlan D. pulex yasama oranlarini istatistiksel olarak anlamh bir sekilde azaltmigtir.
Bu azalma Sekil X19, X20 ve X21'de de belirgin bir sekilde goruimektedir. Yiksek dozlarda (5-75
ugl/L) olasi balik etkisi sipermetrin tarafindan maskelenmektedir.



Cizelge 3.1.15. Yiksek Sipermeirin Etkisini Belirleme Denevinde vasama oran verilerinin Dunnett'in
ikili cokiu kargilastirma Hestinin sonuglar.

UYGULAMA Bﬂaggff ?ﬁgﬁﬁ
Solvent .995 ~810

1 g/l 008+ 001}

5 pgiL 000+ 000"+,

10 pgiL 000%+) 000"+

25 pg/L 000} 000+

50 pgiL 0007} 000}

75 pgiL 000+ 000+

P <0001, P00, P<005

SR

B
Bireylerin Yasama Orami %
L3
»
-]

12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Zaman (Saat)

e O g/ L - e SOlvE Nt -1 pg/L. —3—5 pg/L.
e 10 gL 025 g/l b 5O pg/l. o 75 g/l

\.. J
Sekil 3.1.18. Balik sinyali icermeyen kosullarda yiksek sipermetrin etkisini belifeme deney

sonuglanna gore O pulex bireylerinin hayatta kalma ylzdeleri.



Bireylerin Yagama Orant %
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O
28 32

Zaman (Saat)
e B 0 pgiL. —{t-B-Solvent —B1 pg/ll —3e-B 5 pg/L
9 —%—-B10 pg/l. ~—o0—B25pg/ll.  —+—B 50 pg/L e B 75 /L )

$ekil 3.1.19. Balik sinyali iceren kosuliarda yuksek sipermetrin etkisini belirleme deney sonuglanna
gore D. pulex bireylerinin hayatta kalma yuzdeleri.

4 )
1.2

dek kdk Sk hkk dedeke  dededk dokk ekl dedkek ek Jedode  dedeke

Bireylerin Yagama Orani

0 g/l Solvent 1 pg/L 5 pg/L 10pg/l  25pg/L  S0pg/ll  T5pgiL
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Sekil 3.1.20. Yuksek Sipermetrin Etkisini Belileme Deneyinde balik sinyali iceren ve balik sinyali
icermeyen durumlarda bireylerin yagama orani verileri (OrtalamatStd hata).

Daphnia magna'nin sipermetrine maruz kaima durumunda hareketsiz hale gelmesine veya olumane
neden olan 24-saat LCs, degerinin 0.5-5.0 pg/L arasinda, 48-saat LCso degerinin ise 0.3-2.1 pg/L
arasinda olabilecegi belirtimektedir (Stephenson, 1982; Lakota ve ark., 1989; Ruparelia ve ark., 1995;
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U S EPA, 2007). Bagka bir kiadosera tura olan Ceriodaphnia dubia’nin sipermetrine maruz kalma
durumunda olomune neden olan g6-saat LCs degerinin 0.9 pg/L civarinda olabilecedi belirtimektedir
(Liu ve ark., 2004). Proje kapsaminda yaptlan akut deney sonuglarina gore baltk sinyalinin yoklugunda
(Sekil 3.1.18.) 24 saatin sonunda 1.0-5.0 pg/t sipermetrin dozlarinda ve 48 saatin sonunda 1.0 pg/L
sipermetrin dozunda bireylerin en az yansinn halen yagiyor olmast, Liu ve grubunun {2004)
sonuglarnni desteklemektedir. Ancak bu degerler balik sinyalinin varhgmin etkilerini goz oOnne
almamaktadir. Bu deneyin sonuglan balik sinyalinin variiginda — balik sinyalinin yokluguna kiyasla ~
1.0 pg/L sipermetrin dozunda 24 saatin sonunda bireylerin 6lam oranimin artugini ve 48 saatin
sonunda neredeyse batin populasyonun sldugunt gostermektedi (Sekit 3.1.18.-3.1.19.). Dolayistyla,
Sekit 3.1.20.'de de goruldogu tzere, 1.0 pg/L sipermetrinin varhginda balik sinyali igeren kosullarda
yagama oran palik sinyali icermeyen kosullara kiyasla azalmaktadir. Cizelge 3.1.14.'de gorilen
balik*sipermetrin etkilegiminin anlamii olmasi ile, Cizelge 3.1.16./de goralen (Babk sinyalinin
yoklugunda ve varliginda 0.0 ve 1.0 ug/L. sipermetrin doziannin etkilegimlerinin iki yoni ANOVA testi
sonuclar) hem bahk, hem de sipermetrin etkilerinin antamii oimalan goziemieri, 1.0 pg/L sipermetrin
ile beraber varolan balik sinyalinin siom oranint artirdigr gozlemini desteklemektedir. Balik sinyalinin
varhginda pestisitlerin Daphnia tzerindeki etkileri hakkindaki bilgilerin sinirh olmasina ragmen,
Ceriodaphnia dubia'nin cesitli malathion doziarmin variginda 48-saat boyunca gusterdigi yagama
oraninin balik sinyalinin variginda belirgin bir sekilde azaldid! gbzlemi bu galigmayt desteklemektedir
(Maul ve ark., 2005). Benzer bir sekilde kurbada iribaglarinin da avc sinyalinin varliginda karbamat ve
organofosforiu pestisitlere karg! daha hassas olduklart rapor edilmistir (Relyea ve Mills, 2001; Relyea,
2004).

Cizelge 3.1.16. YUksek Sipermetrin Etkisini Belirleme Deneyi'nde 0.0 ve 1.0 pg/L dozlannin yagama
orani verilerinin iki yonia ANOVA testinin sonuglan.

UYGULAMA istatistiksel Anlam
Balik 0.049*
Sipermetrin 0.000™*

3.1.2.2. Kronik Toksisite Deneyleri

1. Yasama Orant Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi

Sucul ekosistemierde, hedef olmayan organizmalann pestisitiere diger cevresel etmenlerie egzamanli
olarak maruz kaldiklan gergedi dogrultusunda, tek toksikanth aragtirmalar bu ekosistem canitlannin
gergek tepkilerini yansitmaktan uzak kalmaktadir (Cairns, 1986). Sucul ekosistemlerde olasi aveilann
varhgina (or. balk, omurgasiz vb.) igaret eden sinyalier, organizmalarn pestisitierden nastl
etkilenecegini belirleyecek snemli etmenterdendir (Hanazato ve Dodson, 1992: Relyea ve Mills, 2001,
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Relyea, 2004). Daphnia magna’'mn sipermetrin igin 24-saat LCso degerinin 0.5-5.0 pg/L. arasinda
olabilecegi belirtiimektedir (Stephenson, 1982; U.S. EPA, 2007). Daphnia magna ve Daphnia pulex
turlerinin bircok toksikanta kargi akut toksisite deferleri kargilagtiridiginda, genel hassasiyetlerinin
farkhilik gostermedikleri belirtiimektedir (Lilius ve ark., 1995). Sonug olarak, bu dogrultuda belirlenen
dar arahikli orta seviyeli sipermetrin doziar (0.00, 0.04, 0.10, 0.30, 0.90, 1.80 ve 3.60 ug/L) ile D.
pulex turoniin bahk sinyalinin yoklugunda ve varliginda ki yagama oranlaninin belirlenmesi igin bir
kronik toksisite deneyi yapiimigtir. Sipermetrin aseton igerisinde ¢6zUndGgu igin, solvent kontrol
uygutamasi da eklenmisgtir.

Elde edilen veriler ile gerceklestirilen yinelenmis olgtler tasarimina gore iki yonli ANOVA testine gére
balik, sipermetrin ve zaman etkileri ayn ayr istatistiksel olarak anlamh sonuglar verirken, sadece
zaman*sipermetirin etkilesiminde anlamli bir sonug elde edilmigtir (Giz. 3.1.17.).

Gizelge 3.1.17. Yagama Orani Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi'nde yasama orant
verilerinin yinelenmis oigaler tasarimina gore iki yonla ANOVA testinin sonuglan.

UYGULAMA lotatistiksel
Balk 0.0495*
% Sipermetrin <.0001™
Zaman <0001
Bahik*Sipermetrin 0.5429
.I.% Zaman*Bahk 0.5784
§ Zaman*Sipermetrin <.0001*
w

Zaman*Balik*Sipermetrin <.1622
P <0.001,*™P<0.01,*P<0.05
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Sekil 3.1.21. Balik sinyali icermeyen kosullarda sipermetrin kronik toksisite deney sonuglarina gore D.
pulex bireylerinin hayatta kalma yuzdeleri.
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Sekil 3.1.22. Balk sinyali igeren kosullarda sipermetrin kronik toksisite deney sonuglarna gore D.

pulex bireylerinin hayatta kalma yluzdeleri.

Sekil 3.1.21, 3.1.22. ve 3.1.23.den ve Cizelge 3.1.18."den gorllecedi (zere, balik sinyali igermeyen ve
iceren kosullarda 0.90 ug/L sipermetrin dozundan itibaren yagama orani belirgin bir sekilde
azalmaktadir. Ancak, 0.04-0,90 pg/L sipermetrin dozlar arasinda sipermetrin artiginin yagama oranini
azalttigi, bahk sinyalinin ise ~ balik sinyalinin yokiuguna kiyasla — yagama oranini yukseltme yoninde
etkiledigi gbzlenmektedir. Sonug olarak, sipermetrin dozunun 21.0 pg/L (yuksek sipermetrin etkisi
aragtirmasindaki doziar dahil} olmasi halinde sipermetrin ve balik sinyali arasindaki etkilegimin
sipermetrinin balik sinyalinin varigina Gstunloga yonande oldugu gozlenmektedir. Bu durum coklu
etkilegimlerin etkisinin daha zararl veya baskin olan tekli stres etmeninin etkisine egit olmasi olarak
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tanimlanan basit kargilagtirmali (simple comparative) etki modeline benzemektedir (Bruland ve ark.,
1991). Diger taraftan, 0.04-0.90 ug/L sipermetrin dozlarinda balik sinyalinin varh@inin sipermetrinin
olumsuz etkilerini azalttigi gozlenmistir. Basit karsilastirmali modele gore, ¢oklu etkilesimierin etkisinin
daha zararli olan tekli stres etmeninin etkisinden daha az olmas! halinde ¢oklu etkilesimin azalan stres
(daha az giddetli olma) etkisi gtsterdigi — sik rastianan bir durum olmamakla beraber — belirtiimektedir
(Folt ve ark., 1999). Ancak, Folt ve arkadaslarinin (1999) gerceklestirdigi bir calismada yUksek kirletici
(10 mg/L SDS) - dusuk sicakik (20 °C) — optimum besin (12mgCLYile yuksek kirletici (10 mg/L
SDS) - dustk sicaklik (20 °C) — dusuk besin (0.1 mg C L) ikifug-stres etmenii etkilesimlerinde
goziken Greme yetisinin yuksek kirletici (10 mg/L SDS) - optimum sicakhk (25 °C) — optimum besin
(12 mg C L") tek-stres etmenli etkilesiminde goéziken Ureme yetisinden daha yiksek oldugu
gozlenmigtir. Sonug olarak, orta diizeydeki sipermetrin  dozlarinda balik sinyalinin  varhiinin
sipermetrinin olumsuz etkilerini daha az siddetli hale getirme etkisi Olabilecedi ve bazi durumlarda
stres etmenlerinin etkilesimlerinin genel stres kosullarint hafifletici etkileri olabilecegi dnerilmektedir.

Cizelge 3.1.18. Yagama Orani Belirlemek icin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi'nde yasama orani
verilerinin Dunnett'in ikili goklu kargilastirma t-testinin sonuglart.

UYGULAMA o??cﬁsg'ﬁ. o.%glixkghn.
Solvent 1.000 1.000
0.04 pg/L 843 998
0.10 pg/L. 870 826
0.30 pg/L .045%) 656
0.90 pg/L. 014+ 019+
1.80 pg/L 017+ .005*{
3.60 pg/L 010%) 002+

™ P<0.001,*P<0.01,*P<0.05
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Sekil 3.1.23. Yagama Orani Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi'nde balik sinyali
iceren ve balik sinyali icermeyen durumlarda bireylerin yasama orant verileri (OrtalamatStd hata).

2. Yagam Dongusdnde Ozkaynak Dagiimini Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi

Yagam déngustnde ozkaynak dagilimini belirlemek igin, D. pulex bireyleri, her bir doz icin en az 2
nesil boyunca (Vijverberg, 1989; Arner, 1993 Baillieul ve ark., 1996; Martinez ve ark., 20073, U.S.
EPA’nin 2006 raporuna gére belirlenen § sipermetrin dozuna (0.0005, 0.0010, 0.0015, 0.0020 ve
0.0030 pg/L) aklimize edilmigtir. Daha sonra, dar aralikli dusik seviyeli sipermetrin dozlarinda (0.0005,
0.0015, 0.0030, 0.0050, 0.0075, 0.0115 ve 0.0150 pg/L) ve balik sinyali icermeyen/igeren kosullarda
yasam dongusiinde 6zkaynak dagiiminin nasil etkilendigini belirlemek igin bir kronik toksisite deneyi
yapiimigtir (Sekil 3.1.24.-3.1.25.). Sipermetrin aseton igerisinde ¢6zundugu halde, belirlenen dozlarda
hazirlanan test gbzeltilerinde ki son aseton yoduniugu, OECD tarafindan 6nerilen en ytksek solvent
yogunlugunun (£ 0.1 mL/L) ¢ok altinda oldugundan solvent kontrol uygulamasi eklenmemistir (OECD,
1998).
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Sekil 3.1.24. Balik sinyali icermeyen kosullarda Yasam Dongustnde Ozkaynak Dagiimin Belirlemek

icin Sipermetrin Kronik Toksisite Deney’i sonuglanna gdre D. pulex bireyierinin yagama oran

yizdeleri
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Sekil 3.1.25. Baiik sinyali iceren kogullarda Yasam Dongustnde Ozkaynak Dagiimim Belirlemek igin

Sipermetrin Kronik Toksisite Deney'i sonuglarnina gére D. pulsx bireylerinin yasama oram yuzdeleri,
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Elde edilen viicut uzunlugu ile vicut genisligi verileri ile gerceklestiriten yinelenmig dl¢ller tasarimina
gore iki yonli ANOVA testine gbre sipermetrin ve zaman etkilerinin her iki parametreyi de istatistiksel
olarak anlamh bir sekilde etkiledidi gézienmistir (Ciz. 3.1.18.).

Cizelge 3.1.19. Ozkaynak Dagilimini Belirlemek igin Sipermetrin™Kronik Toksisite Deneyi'nde viicut
dlcaleri verilerinin yinelenmis Slgller tasanmina gore iki yonlit ANOVA testinin sonuglart.

UYGULAMA vOCUT UZUNLUGU VUCUT GENISLIGI
Bahik 0.3856 0.2135
E Sipermetrin 0.0030* 0.0003***
Zaman <.0001** <.0001***
Balik*Sipermetrin 0.7344 0.7381
% Zaman*Bahk 0.8496 0.3012
'é Zaman*Sipermetrin 0.0822 <.0001**
- Zaman*Bahk*Sipermetrin 0.8130 0.3099

“**P<0.001,*P<0.01,*P<005

Elde edilen viicut genigligi/viicut uzunlugu orani ile gergeklestirilen iki yonii ANOVA testinin sonuglar
ile Dunnett'in ikifi coklu kargilagtirma t-testinin sonuglan Gizelge 3.1.20.-3.1.21.’de g6sterilmektedir. Bu
oranin sematik gosterimi ise Sekil 3.1.26.'da verilmektedir.

Cizelge 3.1.20. Ozkaynak Dagilimini Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi'nde vicut
olcileri oraninin iki yénla ANOVA ikili goklu karsilagtirma t-testinin sonuglari.

UYGULAMA vUCUT GENISLIGI/UZUNLUGU
Bahk 0.340

Sipermetrin 000"
= P <0001, P<001,*P<0.05
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Gizelge 3.1.21. Ozkaynak Dagiimini Belidemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi'nde vicut
¢lculeri oraninin Dunnett'in ikili goklu kargilagtirma t-testinin sonuglar.

0.0000 pg/L

vOCUT GENISLIGI/UZUNLUGU
UYGULAMA Baliksiz Balhikli -
0.0005 pg/L 501 1.000
0.0015 pgiL 043+ 1.000
0.0030 pg/L 1.000 1.000
0.0050 ug/L 855 732
0.0075 pg/L 851 646
0.0115 pgiL 009" 002+
0.0150 pg/L 689 850

<0007 ~ P <001 *P<0.05

. 0.64
. §0.sa~
; 2 0.52-
. © 0.6
. S
0.40 _ , ‘ , ,
. 0.0000  0.0005 00045  0.0030  0.0050  0.0075  0.0115  0.0150
;;z ug/L. pg/L pa/L ug/L ug/L pg/L ug/L pg/L
. 0O BALIKSIZ BALIKLI
\_ .

Sekil 3.1.26. Ozkaynak Dagilimini Belirlemek icin Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi'nde vicut
genigligifviicut uzunlugu verileri (Ortalama+Std Hata) (y-ekseni 0.00'dan baglamamaktadir).
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Batun veriler birarada incelendiginde, balik sinyali igermeyen ve igeren kosgullarda 0.0005-0.0075 ug/L

sipermetrin dozlarinin D. pulex bireylerinin vicut genigligi/viicut uzunludu oranini azalma yéninde
etkiledi§i g6zlenmektedir (Ciz. 3.1.21., Sekil 3.1.26). Bu azalmanin, pestisite maruz kalmig
Daphnia'tarin azalan beslenme verimi sonucunda, blyUmeye ayrilabilen Ozkaynak enerjisinin
azalabilecedi sonucu ile Srtusmektedir. (Gliwicz ve Sieniawaska, 1986; McKee ve Knowles, 1986;
Baird ve ark., 1990; Lauridsen ve ark., 2003; Christensen ve ark., 2005). Ancak, hem balk sinyali
icermeyen, hem de iceren kogullarda 0.0115-0.0150 ug/L dozlarda sipermetrinin bu oranlan azaltma
yonundeki etkileri ayni dozlarda yasama oranlarinin da disuk olmasindan kaynaklanmaktadir ki bu
gozlem geri kalan verileri de etkilemektedir. Balik sinyalinin varliginin viicut genigligi/vicut uzunlugu
oranin istatistiksel olarak belirgin olmayan bir sekilde arttirdigr gbzlenmektedir (Giz. 3.1.20., Sekil
3.1.26.).

Elde edilen yumurta sayist, ilk tireme yasi, ilk treme boyu ve yavru sayist verileri ile gerceklestirilen iki
yonlit ANOVA testinin sonuglan ile Dunnett'in ikili ¢oklu karsilagtirma t-testinin sonuglan Cizelge
3.1.22.-3.1.23.’de gtsteriimektedir. Bu oranlarin sematik gasterimleri ise Sekil 3.1.27.-3.1.28.-3.1.29.-
3.1.30'da verilmektedir.

Cizelge 3.1.22. Yasam D6ngustinde Ozkaynak Dagiimini Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite
Deneyi’nde yumurta sayisl, itk Ureme yas! ile boyu ve yavru sayist verilerinin iki yonla ANOVA ikiti
¢oklu kargtlastirma t-testinin sonuglari.

UYGULAMA YUMURTA SAYISI ILK UREME YASI iLK UREME BOYU YAVRU SAYISI

Balik 0.171 0.004* 0.064 0.002*
Sipermetrin .000™ 0.000* 337 0.034*
Bahk*Sipermetrin 759 0.370 0.235 0.107

**P<0.001,*P<001,*P<0.05
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Gizelge 3.1.23. Yagam Dongustnde Ozkaynak Dagiimini Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite
Deneyi'nde yumurta sayisi, ilk Qreme yagi ile boyu ve yavru sayisi verilerinin Dunnettin ikili coklu

karsilagtirma t-testinin sonuglan.

0.0000 pg/L -
YUMURTA SAYISI iLK UREME YAS! [LK UREME BOYU YAVRU SAYISI

SR

UYGULAMA Baliksiz Bahklhi  Bahksiz Bahkhh  Balksiz Bahkh Baliksiz  Balikh

0.0005 pg/ll.  .999 .748 0867 0047 729 136 062 566
0.0015 ug/l. 976 815 000t .000**T  1.000 897 A1 644
0.0030 pg/L. 948 905 005  .017*T  1.000 503 999 018*
0.0050 pg/l. 939 590  .000*T 207 544 701 644 835
0.0075pg/ll.  .965 825 0071 0067 .990 351 105 727
0.0115 pg/L  .000**{ 000~  .906 - 826 - 000 .000**+{
0.0150 pg/. 000~} .000*+{  .090T .984 995 1.000 070 0904

“=* P <0001, *P<001,*P<0.05
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Sekil 3.1.27. Yasam Dongustnde Ozkaynak Dagiimini Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite
Deneyi'nde ortalalama yumurta sayisi verileri (OrtalamaStd hata).
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Ortalama BUY

\

0.0000 0.0005 0.0015 0.0030 0.0050 0.0075 0.0115 0.0150

pg/l.  pg/ll  pg/l pg/Lb pwg/ll pg/l pg/ll pg/l

BALIKSIZ m BALIKLI

/

Sekil 3.1.28. Yagam Dongosunde Ozkaynak Dagilimint Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite
Deneyi'nde ortalalama Birinci Ureme Yasi (BUY) verileri (OrtalamatStd hata).
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baglamamaktadir).
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Sekil 3.1.29. Yasam Dongustnde Ozkaynak Dagilimint Belirlemek icin Sipermetrin Kronik Toksisite
Deneyi'nde ortalalama Birinci Ureme Boyu (BUB) verileri (OrtalamatStd hata) (y-ekseni 0.00'dan
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Sekil 3.1.30. Yasam Dongustnde Ozkaynak Dagihimini Belirlemek icin Sipermetrin Kronik Toksisite
Deneyi'nde ortalama yavru saysi verileri (OrtalamazStd hata).

Sipermetrinin tekrar kayit edilmesi igin ¢ikarilan uyguniuk raporunda, tathsu omurgasiziar (su piresi)
icin en digtk LCso toksisite degerinin 0.0036 ug/L etkin bilesen oldugu belirtilmektedir (U.S. EPA,
2006). Bu sonuglarin, tathsu omurgasizlarinin diger tatiisu organizmalarina Kiyasla sipermetrine karst
belirgin bir sekilde daha hassas ve dolayistyla gok daha fazla akut risk (6lam) altinda olduklarini
gosterdigi  belirtiimektedir (U.S. EPA, 2006). Ancak, tathisu omurgasizian igin  kronik  risk
belirleyebilmek igin yeteri veri butunmadigindan, onun yerine koyabilmek igin nehir agzi/deniz suyu
omurgasiziarninin  akut ve kronik verilerine dayanarak yapilan Dbir hesaplamaya gore, NOAEC
(gbzlemienebilir herhangi bir olumsuz etki olusturmayan yogunluk) degeri 0.00059 pg/L etkin bilegen
olarak turetilmistir (U.S. EPA, 2006). Ancak, avlanma baskisinn organizmalann pestisitierden nasil
etkilenecegini belirleyen 6nemli bir etmen oldugu unutulmamahdir (Hanazato ve Dodson, 1992;
Relyea ve Mills, 2001, Relyea, 2004). Bu deneyde kullanilan sipermetrin dozlar bu dogrultuda
belirlenmigtir.

Sipermetrinin etkiteri incelendiginde, ureme degiskenlerini etkileyen onemli bir etken oldudu (Giz.
3.1.22-3.1.23.) ve artan dozla beraber baiik sinyalinin hem yokiugunda, hem de variinda ortalama
yumurta sayisini azalttid gozienmektedir (Sekit 3.1.27.). Ek olarak, balk sinyalini hem igermeyen,
hem de iceren kosgullarda, buttn dozlarda 0.000 pg/L. dozuna kiyasla yumurta gretiminin itk bagladig
yas yOkselmig (Sekil 3.1.28), dolayisiyla sipermetrin D. pulex bireylerinin Greyebilir olguniuga
gelmelerini geciktirmistir. Dahasl, balik sinyalinin yoklugunda ve/veya varhiginda sipermetrine bagh ilk
greme yaginin yikselmesi ve Uretilebilen yumurta sayisinin azaimasi, artan dozla azalan yavru sayisi
gozlemini agiklamaktadir (Sekil 3.1.30). LiteratUrde bahk sinyalinin gesitli Daphnia turleri (zerinde
greme yagini azaltma ve yumurta sayisini artirma etkisi ¢ok yaygin olarak deneysel ve gozlemsel
olarak kaydedilmistir (Machacek, 1991, 1993: Stibor, 1992; Weider ve Pijanowska, 1993; Reede,

1995). Bizim sonuglarimizda bu durumia gok uyumiudur. Soyleki; balik sinyalinin sipermetrin ile
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etkilesimi incelendiginde ise, sipermetrinie artan itk Greme yaginin balik sinyalinin varhginda azaldigi,
ve sipermetrinle azalan yumurta ve yavru sayilarinin bahk sinyalinin varhiginda arttigi gozlenmektedir
{Sekil 31.27.-3.1.28.-3.1.30). Ayrica, balik sinyalinin varliginda ilk dreme yagimin yanisira, ilkk ireme
boyunun da azaldigi gozlenmektedir (Sekil 3.1.29.). Bu gozlemier, balik sinyalinin varidinda — ayni
sipermetrin dozunu igeren ama balik sinyali icermeyen uygulamaya kiyasla — bireylerin daha erken ve
daha kuguk boylarda uremeye basladidt varsayimin desteklemektedir. Karbaril, fenvalerate, lindan,
methomil gibi birgok kirleticinin Daphnia’larda buytme hizini azaltarak, ilk Greme yasini geciktirdigi, ilk
greme boyunu kugulttigu ve sonug olarak yumurta sayisini azaittigi snerilmektedir (Hanazato, 2001:
Kashian ve Dodson, 2002, Antunes ve ark 2004 Pieters ve ark., 2005 Reynaldi ve ark., 2006
Pereira ve Gongalves, 2007). Bu galigmada ki Daphnia pulex uzerindeki sipermetrin-kaynakh benzer
etkiler, pestisite maruz kalmig Daphnia'tarin yizme etkinliklerinin ve dolayistyla filtrasyon oranlarinin
azalmast nedeniyle azalan beslenme verimi sonucunda, biyume ve treme icin ayrilabilen ¢zkaynak
enerjisinin azalabilecegi sonucu ile ortusmektedir. (Gliwicz ve Sieniawaska, 1986 McKee ve Knowles,
1086 Baird ve ark 19907 Lauridsen ve ark. 2003 Christensen ve ark. 2005). Genel olarak,
kirleticilerin avlanma baskist ile etkilesimini inceleyen cahigmalar, Daphnia {izerindeki omurgasiz
(Chaoborus) avlanma baskis! tzerine yodunlagmistir. Bu galigmalarda, Daphnia tarlerinin omurgas!z
avlanma baskisi karsisinda gosterdikleri treme ile ilgili uyarlamalar, Kirleticilerin neden oldugu
degisimlerle benzerlik gostermektedir. Yani, her iki stres etmeninin de biyume hizini azaltarak ilk
ureme yasini geciktirebilecegi, ilk Ureme boyunu kugiltebilecedi ve yumurta sayisini azaltabilecegi
snerilmektedir. Bu benzer tepkiler, Chaoborus avct baskisinin insektisikit ile beraber sinerjistik bir
etkilesim gostermesine neden olabilecegi savunulmaktadir (Hanazato ve Dodson, 1992, Dodson ve
Hanazato, 1995). Ancak bu galismada balk sinyalinin variginda — ayni sipermetrin dozunu igeren
ama balik sinyali icermeyen uygulamaya kiyasla — gortlen itk Greme yaginin azalmasi, ik Greme
boyunun kigiimesi ve yumurta ile yavru sayilarninin artmasi, bircok caligma tarafindan belirtilen cesitli
Daphnia tarlerinin avci balik varhginda daha erken ve kuguk boyda Ureme ve yumurta sayisinin
artmasi yoninde uyarlama gostererek devamitliklarini sagladiklart gozlemini desteklemektedir
(Machacek, 1991, Reede 1995, Teschner. 1995 Weber ve Declerck 1997; Burns, 2000 Spaak ve
ark 2000 Sakwinska, 2002). Sonug olarak, balik avct baskisinin etkileri ile kirleticilerin etkileri zitlik
gostermektedir. Bu calismada sipermetrinin etkisini balk avlanma baskisinin daha az siddetii hale
getirme yoéninde etkileyebilecedi onerilmektedir. Balik sinyalinin bu deneyde sipermetrin-kaynakl
iremedeki olumsuz etkilerini hafifletmesi, onceki deneyde belirtilen sipermetrin-kaynakli yagama
oranindaki azaimayi artirmast yonindeki etkisine benzerlik gostermektedir. Diger bir deyisle, basit
karstlastirmali etki modeline gore balik sinyali insektisit etkisi Uzerine azalan stres (antagonist) etkisi

gosteriyor olabilir (Foit ve ark . 1999).
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1.2. SPEKTROSKOPIK DENEYLERIN BULGULARI VE TARTISILMASI

'f’ﬁ?g%sé:a deneylerinden sonra kurututan Daphnia bireylerinin ATR-FTIR teknidi ile elde edilmig 3800 -
650 cm” bol gesindeki spektrumiarina bir drnek $ekil 3.2.1'de gosteriimektedir. Sekilden godrilecedi
tzere spekirum pek gok bant igermektedir. Bir molekuldeki herhangi bir ba§ veya bag grubu kizil Stesi
spekirumiarinda karakteristik sodurma bantlan olusturur. Dolayisiyla, her bir bant belirli bir bag ya da

bag grubuna atfedilebiiir

3050 - 2800 cm’' bolgesinde, genel olarak lipidlerden kaynaklanan olefinik, metilen (CH;) ve metil

(CH3) gruplarinin simetrik ve asimetrik gerilme titresimlerinin bantlari goralar |

bahsi gecen aralikta sirasiyla olefinik (~3010 cm’'), CH; asimetrik (~2956 cm“f}, CHy asimetrik {(~2925

m™), CH; simetrik (~2872 em”) ve CH, simetrik (~2855 cm"i} geriime titresimierinin bantiannin
alaniar incelenmistir. Olefinik bandi (=CH) doymarnsg lipidier hakkinda bilgi vermektedir. CH; simetrik
ve CH, ve CH, asimetrik bantlan daha ziyade lipidierden, CHs simetrik bandi ise dahg zivade
proteinlerden kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla, CH, asimetrik bandinin alaninin CH; simetrik bandinin

alanina olan orani lipid miktar icin bir gosterge olarak kullaniabilir.

sistemde, bahsi gecen aralikta sirasiyla C=0 Ester (~1744 cm’'), Amid 1 (~1634 cm™), PO, asimetrik

(~1237 cm”) ve CO-O-C asimetrik (~1153 cm™y geriime ftitresimlerinin  bantlarinin alanian
elenmistir. Ester bandi (C=0) trigliserit ve kolesterol esterleri, Amid 1 bandi {pashca C=0 geriime)
ise proteinter hakkinda bilgi vermektedir. Dolayistyla, ester bandinin alaninin amid 1 bandinin alanina
oclan orani lipid:protein orani hakkinda bilgi edinmek Uzere kullaniimaktadir. Aynca CH, gerilme
titresimlerinin bant alaniarinin toplaminin (CH; asimetrik + CH, simetrik) Amid | bandinin alanina oran
da lipid:protein oranini elde etmek tzere kullanilir. PO, antisimetrik bandi daha zi ivade nikleik asitl
hakkinda bilgi verirken, CO~O-C asimetrik band ise glikojen gruplari hakkinda bilgi vermektedir.

Sinyal siddetinin artmas, sinyalin karsiiik geldigi grubun konsantrasyonunun artmasi; sinyal siddetinin

azalmas! da o grubun konsantrasyonunun azalmasi anlamina gelmektedir (<
5. Egrinin altinda kalan alanin da, bant siddeti gibi madde

konsantrasyonundaki degisikiiklere dogru orantili olarak karsiik geldigi bilinmektedir. Bant giddeti ve
altinda kalan alan sonuclanmin birbirleriyle tutmasindan dolay! bu galigmada sadece bant alani

C Cakm
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Sekil 3.2.1. Daphnia bireylerinin ATR-FTIR teknidi ile elde ediimis 3800-2750 cm’ (A) ve 1800-650
cm’” (B) dalga sayist araliklarindaki spektrumiarina birer drnek.
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3.2.1. Tuzluluk Deneyleri

FTIR spektrumlarinda gorulen olefinik, amid 1 ve glikojen bantlarninin alanlan, CH, asimetrik bandinin
alamnin CH, simetrik bandinin alanina orani, CH, asimetrik ve simetrik banflarinin alanlarinin
toplaminin Amid | bandinin alanina cranina gore belirlenen lipid:protein orant, C=0 ester bandimn
alaninin amid 1 bandimin alanina oranina gore belirlenen lipid: protein orani ve PO, asimetrik bandinm
aianinin amid 1 bandinin alanina oranina goére belirlenen nikleik asit:protein orani degerlerinin
sematik gosterimi, Yasama Orant Belirlemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi ve Yasam
Dongusunde Ozkaynak Dagiimini Belirlemek icin Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi icin sirasiyla Sekil
3.2.2 ve 3.2 3'de gosterilmektedir.

(0.8 N (3.0 ~
OLEFINIK CH2AS/CH2S
0.6
2.0 \S
N
N
0.4 N
1.0 Ry
0.2 N
X
0.0 0.0 SN
0.00 g/l 0.05 g/L 0.10 g/L 0.20 g/L 0.40 g/L 0.80 g/L 1.50 g/L 0.00 g/L 0.05¢g/L 0.10g/L 0.20g/L 0.40 g/t 0.80 g/l 1.50 g/L
. AN b
(10.0 N (070 ™
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so || N 0.35 : ;
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\ X
00 LN 0.00 D RN N
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\_ \.
(" 2.50 ™\ (0.15 ~\
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0.00 X 0.00 -
0.00 g/L 0.05 g/L 0.10 g/L 0.20 g/L 0.40 g/L 0.80 g/L 1.50 g/L 0.00 g/L 0.05 g/L 0.10 g/L 0.20 g/L 0.40 g/L 0.80 g/L 1.50 g/L
g J J
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P02/ AMID 1
0.4
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0.2
01
0.0 e
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\_ J
Sekil 3.2.2. Yasama Orani Belirlemek i¢in Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyinde balik sinyalinin

yokiugunda (bos ¢ubuk) ve varhiginda (gizgili ¢ubuk) artan tuziuluk konsantrasyoniarinda FTIR
spektrumlarinda gorilen Olefinik, Amid 1, Glikojen, CH, Asimetrik/CH, Simetrik, [(CH, Asimetrik + CH,
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Simetrik)/Amid 1], C=0 Ester/Amid 1 ve PO, Asimetrik/Amid 1 bant alanlanmn velveya bant alan
oranlannin degdisimi (OrtalamazStd hata). istatistiksel anlam, Dunnett'in ikili goklu kargilagtirma £
testine gére belirlenmistir (*** P < 0.001, ™ P < 0.01, * P< 0.05).

(1.25 N (50 ~
OLEFINIK . CHZAS/CH2S
1.00 4.0
0.75 3.0
0.50 2.0 "
0.00 W - 0.0
0.20 g/L 0.80 g/l 1.20 g/t 0.20 g/l 1.20 g/t
~ AN _J
(125 N (o080 ™
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0.0 B 0.00 -
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N J X -
("2.00 ™ (To.20 N
GLIKOJEN C=0 | AMID 1
1.50 0.15
1.00 0.10
0.50 0.08
9.08 = 0.00
0.20 gt 1.20 giL 0.20 g/L 0.80 g/l 1.20 g/t
. J N\ —
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0.4
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0.0

0.20 g/t 0.80 gL

Sekil 3.2.3. Yasam i}éﬂ;i}s&mﬁe Ozkaynak Dagiimini Belirlemek icin Tuziuluk Kronik Toksisite
Deneyinde balik sinyalinin yokiujunda (bog cubuk) ve variginda (gizgil cubuk) artan tuziutuk
konsantrasyonlarinda FTIR spektrumiarinda gorilen Olefinik, Amid 1, Glikojen, CHz Asimetrik/CHs
Simetrik, [(CH, Asimetrik + CH, Simetrik)/Amid 1], C=0 Ester/Amid 1 ve PO, Asimetrik/Amid 1 bant
alanlarinin vefveya bant alan oranlaninin degisimi (OrtalamaxStd hata). Istatistiksel anlam, Dunnett’'in
ikifi goklu karsgtlagtirma t-testine gore belirlenmistir (** P<0.001,* P<001,"P< 0.05).
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Butin sonuclar birarada irdelendiginde, Daphnia bireyl lerinde balik sinyalinin yokiugunda olefinik
bandinin alaninin tuziuluk varhginda azalma egiliminde oldugu gozi lenmektedir. Olefinik band lipid
molekllerinin asil zincirlerinin doymamighgi hakkinda bilgi edinmek Gzere kullanilabilir {Takahashi ve
Liu ve ark. 2002 Severcan ve ark., 2005). Dolaysiyla, tuziuluk ile beraber bu bandn
alaninda gozlemienen azalmamin lipid peroksidasyonunun artmasindan  kaynaklanabilecegi

belirtilmekiedir {

“W\

5‘§Q§ éﬁ‘é:%%é{ i»ﬁwf}

i1 B £ 4
s ve ark,, 1984,

Lipid (CH, Asimetrik/CH, Simetrik), protein (amid 1) ve karbonhidrat (glikojen) gruplarina kargiik gelen
bantlarin alanlarinin da tuziulukle beraber azalma egiliminde oldugu gézienmigtir. Stres altinda ki
organizmalarin artan enerji intiyaglarini karsilayabi ilmek icin lipidierin yanisira, karbonhidrat ve protein
toketimine basvurdukiari bilindiginden, bu sonug artan tuz fulugun dnemli bir stres etmeni oldugunu ve
szmaﬁegﬁiasyca icin artan fizyolojik maiiyeiin enerji butcesi agistndan yik teskil ettigini gostermektedi
5 Linnot ve ark., 2000). Dahasi, tuziulukla beraber

QC;
m

e ark., 1

Q&:‘)

Aras

t{“s
s
]

196, Song ve Brown,
§§§§§:§ﬁ}i€§ﬁ oranlarinda ([CH, Asimefrik + CH, ngetrék}?ﬁ\méd 1 ve C=0 Ester/Amid 1) gézlenen
azalislarin, benzer bir sekide enerji ihtiyacins karsilama egiliminden kaynaklanabilecedi

(&}

distnilmektedir. Ayrica, tuziulukla beraber artan protein tikketimi sonucu nikleik asitprotein oramnimn
arttigr onerilmektedir (Mourant ve ark, 2003). Balik sinyalinin varliginin, yiksek tuzluluk dozlarinda
(6zellikle 0.40 g/L), azalan olefinik, protein, glikojen ve lipid: protein alanlanini arthirdi§ ve artan nikleik

asit:protein oranint azalthg: gozlenmistir. Bu sonuclar, toksisite deneylerinde g6zienen balk avlanma
baskisint benzeten balik sinyalinin varh§inin D. pulex bireylerinin tuziuluga kargl direncini artirmast

yénindeki goziemler ile rthgmektedir.
3.2.2. Sipermetrin Denevleri

FTIR spektrumianinda gorilen olefinik, amid 1 ve glikojen hantlarinin alanlarn, CHy asimetrik bandinin
alaninin CH, simetrik bandinin alamina orani, CH; asimetrik ve simetrik bantlannn alanlanmn
toplaminin Amid | bandinin alanina oranina gore belirenen lipid:protein orani, C=0 ester bandinin
alaminin amid 1 bandinin alanina oranina gére belirlenen lipid:protein orani ve PO; asirnetrik bandinin
alaninin amid 1 bandinin alanina oranina gore belirlenen nikleik asit.protein orani deferlerinin
sematik gosterimi, Yiksek Sipermetrin Etkisini Belirleme Arastirmasi, Yasama Orant Belirlemek igin
Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi ve Yagam Déngusinde Ozkaynak Daiimini Belirlemek icin
Sipermetrin Kronik Toksisite Deneyi icin sirastyla Sekil 3.2.4,3.2.5 ve 3.2.6da gosteriimekiadir.

&8




3 Y (4.0

OLEFINIK . CHZAS /CH2S

3.0
2.0
0.0pg/l 1.0pgl S50uL 0.0 g/l 25.0 pgil 50.0 pgil

o
-

1.0 |

D

0opgL 10pgL S5Opgi 10.0p/L 25.0 gl 50.0 gl

0.0

AMID 1 (CH2 AS+S) 1 AMID 1

0.25 -

3
X
o
o

0.00 -

00pgiL 1.0pg/l 5.0ygil 100 pg/ik 25.0 g/l 50.0 pyiL.
"

\
f0.75 - (015 *\
GLIKOJEN c=0 1 AMID 1
6.50 0.10
6.25 - 0.05 |
0.00 e ‘ 0.00 :
00pgiL 1.0mYL 50pgil 10.0pg/l 25.0 pgil. 50.0 paik. CO0pg/l  1.0pgiL BO0pg/L 10.0 gt 25.0 pg/l. 50.0 pgit
J .
(0.5 )
PO2/ AMID 1
0.4 -
0.3
0.2
0.1
0.0 - ‘ .
0.0pwL 1.0pg/l 60pgil 10.0pgll 25.0pgil 50.0 pyil

\. J/

Sekil 3.2.4. Yiksek Sipermetrin Etkisini Belirleme Aragtirmasi'nda balik sinyalinin yoklugunda (bos
cubuk) ve varhiginda (gizgili gubuk) artan sipermetrin konsantrasyonlarinda FTIR spektrumiarinda
gortlen Olefinik, Amid 1, Glikojen, CH; Asimetrik/CH, Simetrik, [(CH, Asimetrik + CH, Simetrik)/Amid
1], C=0 Ester/Amid 1 ve PO, Asimetrik/Amid 1 bant alanlarinin ve/veya bant alan oranlarinin degisimi
(Ortalama+Std hata). Istatistiksel anlam, Dunnett'in ikili goklu karsilagtirma t-testine gtre belifenmigtir
(*™** P<0.001,* P<0.01, * P<0.05).
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Sekil 3.2.5. Yasama Orani Belirlemek icin Sipermetrin Kronik Toksis't;—/ Deneyi'nde balik sinyalinin
yokiugunda (bog cubuk) ve variiginda (¢izgili gubuk) artan sipermetrin konsantrasyonlarinda FTIR
spektrumiarinda gorlilen Olefinik, Amid 1, Glikojen, CH; Asimetrik/CH, Simetrik, [(CH2 Asimetrik + CH,
Simetrik)/Amid 1}, C=0 Ester/Amid 1 ve PO, Asimetrik/Amid 1 bant alaniarinin ve/veya bant alan
oranlarinin degisimi (OrtalamatStd hata). Istatistiksel anlam, Dunnett'in ikili coklu kargilagtima t-
testine gére belirlenmigtir (*** P < 0.001, ™ P<0.01, *P<0.05).
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konsantrasyonlarinda FTIR spektrul

Sekil 3.2.6. Yagsam Dongustnde Ozkaynak Dagihimini Belirlemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite
Deneyi'nde balk sinyalinin yoklugunda (bog gubuk) ve varliginda (gizgili cubuk) artan sipermetrin
miarinda gorulen Olefinik, Amid 1, Glikojen, CH, Asimetrik/CH;
Simetrik, [(CH2 Asimetrik + CH, Simetrik)/Amid 1]}, C=0 Ester/Amid 1 ve POy Asimetrik/Amid 1 bant
alanlarinin ve/veya bant alan oranlarinin degisimi (OrtalamazStd hata). Istatistiksel anlam, Dunnett'in
ikifi coklu kargilagtirma t-testine gore belirlenmistir (**P<0001,™P< 0.01, * P < 0.05).
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Butun sonuglar birarada irdelendiginde, Daphnia bireylerinde balik sinyalinin hem yoklugunda, hem de
varliginda olefinik bandinin alaninin sipermetrin varliginda azalma egiliminde oldugu gtzlenmektedir.

Olefinik band lipid molekullerinin asil zincirlerinin doymamighgi hakkinda bilgi verir (Takahashi ve ark,
1991 Liu ve ark., 2002; Severcan ve ark., 2005). Dolayisiyla, sipermetrin varliginda bu bandin
alaninda gozlemlenen azalmanin  lipid peroksidasyonunun  artmasindan kaynaklanabilecegi
belirtimektedir (Sills ve ark., 1994; Kinder ve ark., 1997). Bu gozlem, birgok pestisitin organizmailar
oksidatif strese maruz biraktigt goziemi ile desteklenmektedir (Abdoliahi ve ark., 2004). Dahasi, birgok
sucul organizmada piretroid insektisitlerine maruz kalma durumunda serbest radikallerin arttig: ve bu
artisi dengelemek Gzere antioksidan enzim sistemlerinin etkinliklerinin de arttig belirtiimektedir
(Gowland ve ark., 2002; Meems ve ark.. 2004; Li ve ark., 2005). Yiksek sipermetrin dozlarinda, balik
sinyalinin varhiginin bu bandin alaninin azalmasina sebep oldugu gozlenmektedir (2-yonit ANOVA;
p<0.001***). Diger bir deyisle, balik sinyalinin varhi§t oksidatif strese neden oluyor olabilir. Bu gézlem,
aver sinyalinin variginda pestisitlerin etkisinin daha fazla olusunu agikhyor olabilir. (Hanazato ve
Dodson, 1992: Dodson ve Hanazato, 1995; Relyea ve Mills, 2001; Relyea, 2004; Maut ve ark., 2005).

Protein ve karbonhidrat hakkinda bilgi veren amid 1 ve glikojen bantlarinin alanlarinin sipermetrin
varhginda azalma egilimi gosterdigi gbzlenmektedir. Bu sonug, birgok caligma tarafindan gesitli sucul
organizmalarda sipermetrin maruziyeti durumunda gdzlenen protein, karbonhidrat ve glikojen
miktarlarindaki azalmay desteklemektedir (David ve ark., 2004; Tripathi ve Singh, 2004; Begum,
2005: Christensen ve ark., 2005; Borges ve ark., 2007). Bu durumun, pestisite maruz kalma
durumunda azalan besin tiketimi — dolayisiyla azalan enerji girigi — ve stres kosgullarinda artan enerji
ihtiyacinin  dengelenebilmesi igin protein ve karbonhidrat yikiminin artmasindan ve hicrelerin
yikimiyslami  sonucu protein sentezinin yetersiz kalmasindan kaynakianabilecegi onerilmektedir
(Gliwicz ve Sieniawaska, 1986; Bradbury ve ark., 1987: Baird ve ark., 1990; Lauridsen ve ark., 2003,
Christensen ve ark.. 2005). Dahasi, yilksek sipermetrin dozlarina maruz kalma durumunda (akut)
lipid:protein oraninda (C=0O Ester/Amid 1) gozlenen artiglanin daha ziyade protein miktarinda
gozlemlenen azaligtan ve lipid miktarinda gézlemlenen artigtan (CH; Asimetrik/CH; Simetrik)
kaynaklanabilecegi dnerilmektedir. Ancak, orta seviyeli sipermetrin dozlarina maruz kalma durumunda
(kronik) bu oramin azalma egilimi gosterdigi gozienmektedir (Sekil 3.2.5). Bu durumun, uzun sdre
boyunca sipermetrine maruz kalma durumunda lipid yikaiminin (6r. doymamusg lipid baglarinin) daha da
siddetli olmasindan kaynaklanabilecegi snerilmektedir. Ayrica, uzun sire boyunca sipermetrine (1.80-
3.60 pg/L) maruz kalma durumunda protein yikiminin artmasi sonucu nukleik asit:protein oraninin
arthd dustntimektedir (Mourant ve ark., 2003).

92



3.3. MODELLEME ARASTIRMALARININ BULGULARI VE TARTISILMASI
3.3.1. Stres Etmenierinin Ozkaynak Dagthmina Etkilerinin Modellenmesi

Stres etmenlerinin Daphnia’'nin yagam déngusundeki dzkaynak dagihimi tzerindeki etkilerini ilgifi bir
model geligtiriimesi igin, zooplankton populasyon dinamigi modeliemesi konusunda uzman olan
Almanya Constance Universitesi Limnoloji Enstitist’'nde arastincy olarak ¢ahsan Dr. Karsten RINKE

ile ortak galigma yaptimigtir.

Bu modelleme calismalan esnasinda, sicaklik ve besin etkisi ile beraber tuziuluk kronik toksisite
deneyinden elde edilen bilgi 1s1dinda gelistirilen ve bu deneylerde kullanilmak Gzere cesitli
tuzluluk/sipermetrin dozlarnna aklimize edilen D. pulex kiltrleri ile gerceklegtirilen yasam dongltsunde
dzkaynak daghmi belilemek icin  tuziuluk/sipermetrin kronik toksisite deneylerinin  verileri

kultanitmistic.

3.3.1.1. Sicaklik ve Besin Etkisi ile Beraber Tuziuluk Etmenlerinin Ozkaynak Dagiimina

Etkilerinin Modellenmesi

Bu modelleme caligmalart esnasinda “Yagama Orani Belirlemek igin
Sicakiik ve Besin Etkisi ile Beraber Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi”

1) 424.08um

verileri kutlaniimistir.

2) 1455.75um

i) Viicut Sekli: Sicaklik ve besin etkisi ile beraber tuziuluk kronik

toksisite deneyi sirasinda u¢ glnde bir gekilen fotograflardan vicut

uzunlugu ve vicut genigligi dlgimieri yaptimigtir (Sekil 3.3.1). Vucut
sekli icin bir gosterge olarak vicut genisliginin vicut uzunluguna
orant kullamimustir. Deneylerde kullanilan uygulamalanin vicut sekli
uzerine etkilerinin istatistiksel anlaminm hesaplamak lzere ANOVA
istatistiksel testi uygulanmistir. Cizelge 3.3.1 ve Sekil 3.3.2'den de
goraldug  gibi, batan uygulamalar  bireylerin vicut seklinde

istatistiksel olarak anlamii degisimiere sebep olmustur. C
3) 2474.34um

Sekil 3.3.1. Daphnia pulex
olgimler:

1) Kafa uzuniugu

2) Viicut genigligi

3) Vircut uzuniugu
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Gizelge 3.3.1. Sicakiik ve Besin Etkisi ile beraber Tuziuluk Kronik Toksisite Deneyi'nde viicut
sekillerinin ANOVA testinin sonuglari.

uvcuLawn | Sebesth | Sorler | Kauder [ €] ltstieet nim
Tuz 1 0.06620 0.06620 75.0093 < 2.2e-16*
Sicakhk 1 0.00416 0.00416 47142 0.0303540*
Besin 1 0.00969 0.00969 10.9760 0.0009854***
Balik 1 0.02478 0.02478 28.0744 1.709e-07***
Artiklar 535 0.47200 0.00088

**P<0.001,"™ P<0.01,*P<005
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ii) Somatik Biiylime: Daphnia'nin buyime egrilerini modelleyebiimek igin von Bertalanffy biliyime

denklemi (von Bertaianffy, 19571 kullanilmistir {Rinke ve Petzoldt 2003, Rinke ve Vijverberg, 2005).

Bu denklem, Daphnia gibi degisken blylme gosteren organizmalarn somatik bluyamelerini

modellemek (zere yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Denklem su sekilde gosteritmektedir:

L(t): t zamanindaki vicut uzuntugu

Lmax. Maksimum viicut uzuniugu

L(t) = Lmax - (Lmax‘LO)*eXp(‘kt)

Lo t=0'daki viicut uzuniugu [yavru (neonate) uzuniugu]

k: von Bertalanffy sabiti [baslangig egim igin sekil degiskent (shape

parameter for initia! slope)]
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ZAMAN (GUN)

Sekil 3.3.3. Sicaklik ve Besin Etkisi ile beraber
Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyinde vicut
uzunluklarinin  degisik etmenlere bagh buylime

egrilerinin ¢izimleri.
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Bu von Bertalanffy denklemi, bir dogrusal
olmayan en kuguk kareler algoritmasi ile
deneysel verilere [L(t)] uygun hale (fitting)
getirilmistir. Bu sekilde, Lnax ve k degerleri
belirlenebilmistir. Ly 0.7mm’ye sabitlenmistir.
Yeterli verinin varoldugu uygulama
bilesimlerinin  optimize  ediimis  blyume
egrileri Sekil 3.3.3'da gosterilmektedir.

Bu degisimler, buyume degiskenlerinin iki
cubuk cizigi (box-and-whisker plot) olarak
Sekil 3.3.4'de go6zikmektedir. Deneylerde
kullanlan uygulamalann somatik buyume
tizerine etkilerinin  istatistiksel  anlamini
hesaplamak (zere ANOVA istatistiksel testi
uygulanmigtir.  Deneysel  uygulamalarin
maksimum viicut uzuniugu (Lma) Uzerindeki
etkilerinin  istatistiksel anlamian  Cizeige
3.3.2'de, k sabiti Gzerindeki etkilerinin
istatistiksel anlamlan ise Cizelge 3.3.3'de
veriimektedir. Istatistiksel olarak anlamh tek
degisim, besin degerinin  Lyax Uzerindeki
olumiu etkisidir. Balik sinyalinin ve tuzlulugun
etkilerinin gérinememesinin sebebi,
verilerdeki arabklarin genis olmasidir. Bu
degiskenlik fotograf gekimlerinin 3 glinde bir

yapiimasindan kaynakianmaktadir.
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$ekil 3.3.4. Sicakik ve Besin Etkisi ile beraber Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyinde Ly degerinin ve
k sabitinin degisik etmenlere baglh iki gubuk gizimieri (K: Kontrol, B: Balik).

Gizelge 3.3.2. Sicaklik ve Besin Etkisi ile beraber Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi'nde maksimum
vicut uzuntuklarinin (Lmax) ANOVA testinin sonuglan.

ovuinun |Syoesti | Ko | tarr | g | swithon anem
Tuz 1 0.04685 0.04685 0.3617 0.55431
Sicaklik 1 0.10343 0.10343 0.7986 0.38215
Besin 1 0.93391 0.93391 7.2106 0.01423*
Balik 1 0.21575 0.21575 1.6658 0.21154
Artiklar 20 2.59037 0.12952

**P<0.001,*P<0.01,*P<0.05

Cizelge 3.3.3. Sicakiik ve Besin Etkisi ile beraber Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyi'nde k sabitlerinin
ANOVA testinin sonuglari.

UYGULAMA | SIS0t | Toptarm | Oritomas | FOeger | SSDe Antam
Tuz 1 0.000002 | 0.000002 0.0011 0.97414
Sicakitk 1 0.005205 | 0.005205 2.5377 0.12684
Besin 1 0.008213 | 0.008213 4.0046 0.05913
Balik 1 0.003803 | 0.003803 1.8542 0.18844
Artiklar 20 0.041018 | 0.002051

**P<0.001,*™ P<0.01,*P<0.05
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#1 Yumurta Uretimi: Sicakiik ve besin etkisi ile beraber tuzluiuk kronik toksisite deneyi sirasinda, Ug
gunde bir test solusyonlarnnin degisimi esnasinda yasayan bireylerin fotografi cekilmektedir. Bu
totograflardan gretilen yumurta saytsinin tayini rahathkia yapilabilmektedir (bkz. Sekil 3.3.1). Daphnia
g ilgili birgok yasam déngust calismasindan da bilindigi Ozere, gretiten yumurta sayisinin (clutch size)
viicut uzunlugu ile dogru orantih oldugu kabul edilmistir (Hall, 1964, Rinke ve Petzoldt 2003). Bu
dogrultuda yumurta sayist - vicut uzunlugu iliskileri belirlenmis ve Sekil 3.3.5’de yeterli verinin

varoldugu uygulama bilegimlerinin optimize ediimis bluyume egrileri gosterilmigtir. Bu gosterimi
pelirgintestirmek igin, yumurta igermeyen omm'den blyuk vicut uzunluga sahip bireylerin verileri
¢rkartidmistir. Deneylerde kullanilan uygulamalartn {iretilen yumurta saysi uzerine etkilerinin
wtatistiksel anlamini hesaplamak Uzere ANOVA istatistiksel testi uygulanmistir. Cizelge 3.3.4 ve Sekil
13 5'dan de goralduga gibi, vilcut uzuniugu ile Oretilen yumurta sayis! arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir etkilesim s6z konusudur. Beklenildigi uzere, vitcut uzuniugu uretilecek olan yumurta sayisi
hakkinda ¢ok belirgin bir ongoru saglamaktadir. Bu gbzlem, basta kabul edilen do§ru orantinin
gercekei bir varsayim oldugunu da desteklemektedir. Ek olarak, besin degerinin istatistiksel olarak
aniamh bir sekilde Gretilen yumurta sayist uzerinde olumiu etki yaptigi da goruimustur (Sekit 3.3.6).

Gizelge 3.3.4. Sicaklik ve Besin Etkisi ile peraber Tuziuluk Kronik Toksisite Deneyi'nde Uretilem

yumurta sayisinin ANOVA testinin sonuglar.

Serbestlik | Kareler Kareler

istatistiksel Anlam

Pr(>F)
“Viicut Uzunlugu — 28224 < 2e-16"*
" Tuz _ 0.4 0.80509
Sicakiik 1 m 0.24497
Besin 1 27.9 27.9 4.2496 0.03974"
1 m“ 0.5761 044817 |

| Balik

W p<0.001,“*P<001,*P< 0.05
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Sonug olarak, genel olarak besin degerinin istatistiksel olarak anlamh degisimiere sebep oldugu
gozlenmistir. Tuzlulugun, sicakiigin ve ozellikle balik sinyalinin etkilerinin gbrunememesinin sebebi,
vicut uzunluklannin ve yumurta sayiarinin belirlendigi fotograflanin gekimleri arasindaki zaman

araliginin verilerde de genisg bir aralia neden olmasidir.
3.3.1.2. Ozkaynak Dagiminin Modellemesi igin On Deney

Yukanda gtzlemienen sonuglar dogrultusunda yapilan yorumun gegerliligini gtzlemieyebilmek (zere,
gelecek calismalanimiza omek teskil etmesi amactyla az sayida bireyle (n=10) bir on-deney
yaptimistir. Bu deney normal sicaklik olan 22 °C'ye ayarlanmg bir iklim odasinda, balik bekletimemis
COMBO besi ortami ile gerceklestiriimistir, Deneyin amaci, zamana bagh somatik buyumeyi
gozlemleyebilmek igin fotograf ¢ekimieri arasindaki optimum zaman araligint belirlemek oldugundan,
tuzluluk ve balik etkisi incelenmemistir. Deney baglangicindan once, mikroskop yardimiyla yavru
vermek uzere olan 10 adet Daphnia bireyi secilmigtir ve 40mL/birey olacak sekilde COMBO besi
ortamina yerlestirimistir. Bu bireylerin yavru verip vermedigi saatte bir kontrol edilmigtir. Bireyin yavru
verdigi gozlemlendigi saatten itibaren (t=0), duzenli olarak saatte bir bireyin fotograf gekimine
baglanmistir. Fotograf cekimi bireyin bir sonraki yavru neslini (clutch) serbest birakmasina kadar
devam ettirilmistir. Bu sureg ortalama 55 saat surmustir. Bu deney suresince D. pulex’ler optimum
besin degeri olan 1.0 mg C/L konsantrasyonda olacak sekilde S. obliquus turt saf alg kultard ile
beslenmistir. Cekilen fotograflarda viucut uzunlugu olgumleri yapitmistir (bkz. Sekil 3.3.1). Bu 6n-
deneyin sicaklik ve besin kosullar, Sicaklik ve Besin Etkisi ile beraber Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nin normal sicakiik ve asgari besin kismina denk geimektedir. Bu nedenle, her iki deneyin

zamana bagh viicut uzuniugu verileri kargtlastiriimistir (Sekil 3.3.7).

Sekilden de rahatlikla gozlenebilecegi gibi, fotograf gekimleri arasindaki zaman aralig: azaltiidiinda
verilerdeki sapma da azalmaktadir. On deneyde, bu aralik baslangicta 2600-3200 mm araliinda iken,
Sicaklik ve Besin Etkisi ile beraber Tuzluluk Kronik Toksisite Deneyinin normal sicakilk ve asgari
besin kisminda (3 ginde fotograf ¢ekimi) baglangigta 1200-2400 mm arahigindadir. Sonugta, daha sik
slcum alindiginda verilerin araliginin daraldigi ve boylece bilgi kaybinin en dustk seviyeye indigi

goriimustar.

Bu gozlemler sonucunda, énceki deneylerin planianmasinda kuttamtan OECD kilavuzunun Daphnia
bireylerinin yagama oraninin belirlenmesi ve FTIR verisi elde edilmesi konularinda yeterli oldugu, fakat
Daphnia bireylerinin yagam dongusu (vicut sekli, somatik buyume ve yumurta dretimi) verilerinin elde
edilmesi konusunda yetersiz kaldidi anlagiimigtir. Bu dogrultuda, ozkaynak dagihmini belirlemek Gzere
yapilacak olan kronik tuzluluk ve sipermetrin deneylerinde kullanilan bireylerin fotograflarinin iki ginde
bir gekilmesinin daha uygun olacag kararlagtinimistir. Bu sekilde yapilacak olan fotograf cekimleriyle,
daha basarili yagsam donglsu verileri elde edilmesi sadlanacaktir. Elde edilecek bu yeni veriler ile,
basan ile olusturulmug olan enerji dagiim: modellemesi araciigiyla daha guvenilir yorumlara

ulagilacagi onerilmektedir.
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ZAMAN (SAAT)

3.3.1.3. Tuzluluk Stres Etmeninin Ozkaynak Dagilimina Etkilerinin Modellenmesi

i) Viicut Sekli ve Somatik Biyiime: Bu deney 24-72 saat arasindaki D. pulex bireyleri ile
kurulmustur. Bu nedenle deneyde kullanilan bireyler 2 gunluk bir streg icinde dogup daha sonra
deney icin kullaniimaya baslanmislardir. Dolayisiyla, ilk boy olgimauntn yapildig1 birinci giinan
-sonunda bireylerin boylarn 0.9-1.4 mm arasinda degiskenlik gostermektedir. Bu degiskenligi gidermek
icin, bireylerin yaslarinin dizeltiimesi gerekmektedir. Bu stkintinin asiimasi igin von Bertalanffy
buyiime denklemi kullaniimistir (von Bertalanffy, 1957). Bu denklem Daphnia gibi degigken blyume
gésteren canlilann somatik biyumelerini modellemek tzere yaygin bir sekilde kullaniimaktadir (Rinke
ve Petzoldt, 2003, Rinke ve Vijverberg 2005).
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von Bertalanffy bayGme denklemi su sekilde gosteriimektedir:

L(a): a zamanindaki vicut uzunlugu
L(a): L “(Lm - Lo)'e‘k'a Linax: Maksimum viicut uzuniugu
Lo: t=0'daki vicut uzunlagu [yavru (neonate) uzuniugu}
k: von Bertalanffy sabiti [baglangi¢ egim igin sekil degiskeni
(shape parameter for initial siope)]

Bu von Bertalanffy denklemi, bir dogrusal olmayan en kiigik kareler algoritmast ile deneysel verilere
[L(H] uygun hale (fitting) getirilmistir. Kisacasi, 6nce von Bertalanffy denkleminin ham veriye
uyarlanmasiyla, k ve Lmax degerleri elde edilmigtir. Bu islem her turla tuziuluk (5 doz) ve balik sinyali
(igermeyen veya igeren) bilesimi igin uygulanmistir. Bu degeriendirmelerden yola ¢ikarak, yeni dogan
bireylerin boyu ortalama 0.815 mm (L) olarak belirlenmigtir. Boylece elde edilen Lo, Lmex, k degerleri
ve ilk odigimdeki vicut uzunlugu (L,) degeri ile von Bertalanffy denkleminden bireylerin teorik yas!
hesaplanmigtir. Elde edilen bu teorik yas, veri setindeki yas degiskenligini duzeltmek igin kullaniimigtir.
Diger bir deyisle, her bir bireyin zamana kars! viicut uzunlugu artigt x yonande stelenmis ve boylece
yeni dodan bireylerin boylari biiytime egrisinde 0 yasina denk getirilmigtir.

Yasam déngustnde dzkaynak dagilimi belirlemek igin tuzluluk kronik toksisite deneyi sirasinda, 2
glinde bir yagayan bireylerin fotografi cekilmistir. Bu fotograflardan istenilen her tar vucut slctima
yapilabildiginden (Sekil 3.3.1), bu modelleme c¢aligmalan igin vicut uzuniugu ve vicut genisligi
élgamleri yapilmis ve vicut sekli icin bir gésterge olarak vlcut genigliginin vicut uzunluguna orafni
hesaplanmistir. Deneylerde kullanilan uygulamalarin vicut gekli Uzerine etkilerinin  istatistiksel
anlamini hesaplamak (1zere ANOVA istatistiksel testi uygulanmigtir. Gizeige 3.3.5 ve Sekil 3.3.8'den
gorildugi tzere, Daphnia’'min vicut genigliginin vicut uzunluguna orani artan tuziulukia istatistiksel
olarak anlamh bir sekilde azalmigtir. Bu sonug, deney bulgularini desteklemektedir. Bu durum, deney
ortaminda artan gevresel tuzluluk ite hipoozmotik hale gelen canlilarin su kaybetme yontindeki
ozmoregilasyon tepkisinden kaynaklaniyor olabilir (Lignot ve ark. 2000). Deney bulgularinda balik
sinyalinin varhginda, balik sinyali igermeyen kosullara kiyasla, bu oranin arthgi da gozlemlenmigtir.
Ancak ANCOVA sonuglarina gore bu artisin istatistiksel anlami yuksek degildir (Ciz. 3.3.5 ve Sekil
3.3.8).
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Sekil 3.3.8. Yasam Dongusiunde Ozkaynak Dagilimi Belirlemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde vicut genigligin viicut uzunluguna oraninin degisik etmeniere bagh iki gubuk gizimleri (K:

Kontrol, B: Balik).

Gizelge 3.3.5. Yasam Dongustnde Ozkaynak Dagiimi Belirlemek igin Tuziuluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde viicut genisligin vicut uzuniuguna oraninin ANCOVA testinin sonugclari.

UYGULAMA | Serbestlik Derecesi | F Degeri istatistiksel Anlam
Tuz 1 3563 < 0.001**
Bahk 1 3.66 0.056

P <0.001,*P<001*P<0.05

Duzeltilen veri seti kullanilarak uyarlanan buytime egrileri Sekil 3.3.9'da gosterilmektedir. Sonuglar von
Bertalanffy buyume denklemine uyguniuk gostermistir. Viicut uzuniugunda tuzluluk egimine gore bir
egilim gozlenmemistir. Ancak, bdtun tuziuluk dozlarinda - balk avianma baskisi karsistnda
beklenildigi Gzere — balik sinyali igeren kosullarda bireylerin vicut uzuniuklanmn balik igermeyen
kosullardaki bireylere kiyasla daha kuguk oldugu gozlenmistir. Bu azalma vicut genisliginin vicut

uzunluguna olan oraminda balk sinyalinin varhiginda,

go6zlenen artigi dogrulamaktadir.

balik sinyali igermeyen kosullara kiyasla,
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Sekil 3.3.9. Yagam Dongustnde Ozkaynak Dagiimi Belirlemek  igin Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde vlcut uzunlukiarina gore somatik buyame egrilerinin degisik etmenlere bagh cizimleri. Ust
pano: Balik igcermeyen, Orta pano: Balik igeren, Alt pano: Balik icermeyen ve igeren kosullann
karstlagtinimast, Soldan Saga: Artan tuzluluk dozu. Her nokta bir sigiimi temsil etrektedir.

i} Yumurta Uretimi: lki giinde bir test solsyonlarinin degisimi esnasinda yagayan bireylerin ¢ekilen
fotograflanindan Gretilen yumurta saysinin tayini rahathkla yapilabilmektedir (Sekil 3.3.1). Daphnia ile
ilgili birgok yagam dongusl caligmasindan da bilindigi Gzere, gretilen yumurta sayisinin (clutch size)
vicut uzunlugu ile dogru orantil oldugu kabul edilmistir (Hall, 1964, Rinke ve Petzoldt 2003). Bu
dogrultuda yumurta sayisi - vilcut uzuniugu iliskileri belirlenmigtir (Sekil 3.3.10). Beklenildigi dzere,
viscut uzuniugu Gretilecek olan yumurta sayisl hakkinda belirgin bir dngord saglamaktadir. Diger bir
deyisle, beklendigi gibi bireylerin vicut buyuklagu arttikga yumurta sayisinda da arti$ géziemlenmistir.
lik ug dozda (0.2-0.6 g/L) balk sinyali igeren kogullarda yumurta sayisinin bahk icermeyen kogullardaki
yumurta sayisina orania daha fazla oldugu gortimustar. Bu sonuglar bireylerin balik avianma baskisi
altinda azalan somatik buyumeleri ile ortugmekte ve bireylerin enerji kullamimiarint somatik blyltme
yerine Gremeye aktardiklarini gostermektedir. Ancak en yiksek iki tuziuluk dozunda (0.8-1.2 g/L)
yasama orani diguk oldugundan belirgin bir egilim gézlenmemistir.

103




20 § E : T T =
O Bahksiz
® Bahkh
@ 5+ I . .
5 . ° . .
o . o o .
g 0 .-c:). -3 :n ’ ¢ see T : i
E .-’ 20 ‘o ** . ..oo ° g .. * °
=2 oo
> 5 (‘.-:::co . o: [ o.o L :oo o. 4 e o
cma . o 2% e ) " .
0 o eme o * o000 woe o oo
0 - ®ooe o | ] . le o e e 1 - | o
oo L g e ]
15 20 25 3015 20 25 3.0 15 20 25 30 15 20 25 30 15 20 25 30
Viicut Uzuniugu (mm)

Sekil. 3.3.10. Yasam Dongusiinde Ozkaynak Dagihimi Belifemek igin Tuzluluk Kronik Toksisite
Deneyi'nde yumurta sayisimin vicut uzunluguna gore degisik etmenlere bagh buylime egrilerinin
¢izimleri. Soldan Saga: Artan tuzltluk dozu.

3.3.1.4. Sipermetrin Stres Etmeninin Ozkaynak Dagilimima Etkilerinin Modellenmesi

Sipermetrin stres etmeninin 6zkaynak dadiimina etkilerinin modellenmesi esnasinda, tuziuluk
modellemesine benzer bir sekilde veri seti dizeltiimig ve von Bertalanffy buylme denklemine gére
peliienen buyime egrileri Sekil 3.3.11'de gosterilmektedir. Sonuglar von Bertalanffy biyume
denklemine uygunluk gostermigtir. Ancak vicut uzuniugunda sipermetrin egimine gbre ve/veya balik
sinyaline bagh bir egilim gbzlenmemigtir. Diger etkiler istatistiksel olarak énemli sonuglar vermedigi
icin, sadece vicut uzunlugu verileri sunulmustur.
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Sekil 3.3.9. Yasam Dongustnde Ozkaynak Dagiimi Belirflemek igin Sipermetrin Kronik Toksisite
Deneyi'nde viicut uzuniuklarina gére somatik biyume egrilerinin degisik etmeniere bagli cizimieri.
Siyah daire: Balik igermeyen, Kirmizi daire: Balik sinyali igeren, Soldan Saga: Artan sipermetrin dozy.
Her nokta bir slgimi temsil etmektedir.
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3.3.2. Stres Etmenlerinin Yagama Oranina Etkilerinin Modellenmesi

Stres etmenlerinin Daphnia'nin yasama orani uzerindeki etkilerinin yuzde dagihmu ile ilgili bir model
gelistiriimesi i¢in, dogrusal olmayan modeller konusunda uzman olan A.B.D. Harvard Tip Fakultesi
Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Bolumu Kalp ve Damar Hastaliklan Arastrma Laboratuvarinda
arastirici olarak gahgan Dr. Can Ozan TAN ile ortak ¢alisma yapiimistir.

Bu modelleme calismalari esnasinda, proje déneminde sunulan butin tuzluluk akut ve kronik toksisite
deneylerinin verileri kullandmigtir. Bu deneyler ile ilgili ydntemsel bilgiler daha onceki bolumlerde
detayh bir sekilde agikianmisgtir. Stres etmenlerinin yasama oranina etkilerinin dagilim: modellemesi
caligmalar igin, deneylerde elde edilen Daphnia yasama orani verileri kullanitrigtir. Degisik stres
etmenlerinin Daphnia yasama orani Gzerindeki etkilerinin ytzde dagilimi ve etkilesimleri ile ilgili bu
modelin gelistirilmesi, Ongort Destekli Regresyon (Projection Pursuit Regression. PPR) teknigi
uzerine kurulmustur (Kruskal, 1968, 1972). Bu modelleme teknigi sayesinde, hem alisilagelmis
dogrusal modeller kadar veya modellerden daha hassas olan dogrusal olmayan modellerden
faydalaniimakta, hem de girdi (input) ve ¢ikti (output) degigkenler arasindaki dogrusal olmadidi igin
belirgin olmayan iligkilerin ortaya ctkanimasi saglanmaktadir. Ongora Destekli Regresyon (Friedman
ve Tukey, 1974), aligilagelmis dogrusal aktarim denklemlerini (transfer function) girdi ve ciktiar
arasinda birden fazla aktanm denklemi olacak bir sekile donusturGr. Herbir aktarim denklemi, en
uygun veri uyumu (data-fit) yaklagimiar ile belirlenen dogrusal olmayan modelierden gegirilir. Bu
sekilde herbir dogrusal olmayan aktarim denkleminden elde edilen giktilar toplanir ve bunlann esas

veri ile olan uyumlar: belirlenir.
3.3.2.1. Tuzluluk Stres Etmeninin Yagama Oranina Etkilerinin Modellenmesi

Bu modelleme calismasinda, bireylerin yagsama orani (011 ikiti) bagmi (dependent) sonug olarak
degerlendirilirken; balik sinyalinin varhg: veya yoklugu (0/1 ikili), tuz dozu (g Cl/L) ve zaman (saat)
bagimsiz degiskenler olarak degerlendirilmistir. Bu Ug etmen ile ilgili veriler, Ui¢ adet dogrusal oimayan
aktanim denklemi olusturuimasinda kullaniimistir. Ugten daha fazla aktarim denkleminin kullanimi,
modelin 6ngéri glicin artirmamasinin yanisira, gereksiz bir karmasikliya sebebiyet vermektedir. Bu
modelin eldeki verilere uygun hale getirimesi (fitting) tuzluluk-balk etkilerinin incelendigi buttn akut ve
kronik toksisite deneylerinin yagama orani verileri ile gergeklestirilmistir (c-index = 0.810 £ 0.004).
Modelin bu aligtirma agamasinin (training step) basarisi, sadece modelin karmasik verilere uyguniugu
hakkinda 6ngori saglamaktadir. Dolayistyla, yagama orani pelirlemek icin sicaklik-besin etkisi ile
beraber tuziuluk kronik toksisite deneyinin normal sicakllk — asgari besin kisminin ve yagam
dongusinde dzkaynak dagtimint belirlemek igin tuzluluk kronik toksisite deneyinin tamaminin butin
yasama orani verilerini bagimsiz pirer test olarak kullanarak, modelin onaylama agamast {validation
step) gerceklestirilmistir. Sicaklik-besin etkisi ile beraber tuzluluk kronik toksisite deneyinin c-index
degeri 0.631 + 0.015; yagsam doéngustnde 6zkaynak dagiimini belirlemek icin tuzluluk kronik toksisite
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deneyinin c-index degeri ise 0.645 0.013 olarak belirlenmistir. Ug c-index degeri de (>0.5) modelin

sonuglarinin raslanti sonucu olmadigini gostermektedir .

Model, Daphnia bireylerinin yagama orani uzerine bagimsiz dediskenlerden olugan ¢ ana (etkisi
%10'un Gzerinde olan) dogrusal bilesim velveya bu bilegimlerin dogrusal olmayan etkilesim
belitemistir. Sekil 3.3.12'den goruldugu gibi, tuzluluk etmeni bu modellemede hem U¢ aktarim
denkleminin tek ortak degiskeni, hem de yagama oranini en ylksek oranda (%58.5) etkileyen aktanm
denkiemine en belirgin katkiyt yapan bagimsiz degigken oldugu (%81.2) igin Daphnia yasama oranini

etkileyen en dnemli stres etmenidir.

Dogrusal Bilegimler

2458.3 Balik +%29.1 Tuz +%12.6 (-) Zaman %,78.5 Bahk +%19.6 Tuz %$1.2 Tuz

Dogrusal Olmayan \V
Bilegimler

%24.5 %17.0 %58.5

N,

Daphnia Yasama Orani

Sekil 3.3.12. Bagimsiz degiskenlerin ana (etki > %10) dogrusal olan ve olmayan bilegimterinin

Daphnia bireylerinin yagama oranina etkileri.

Sekil 3.3.13'de model tarafindan pelirlenen dogrusal olmayan aktanm denklemleri verilmistir. Bu
sekilde x-ekseni etkisi %10un gizerinde olan dogrusal bilesimleri gosterirken, y-ekseni ise aktanm
denkieminin degerini gostermektedir. Bu eksen, aktarim denklemlerinin neticede Daphnia yagama
oranini belirleyen dogrusal olmayan bilesimlerin toplaminin yizde katkilarina gore normalize edilmistir.
Bu nedenle, y-ekseni degerleri dogrusal bilegimlerin yasama olasihigt uzerindeki goreceli etkileri olarak

degerlendirilebilir.
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Sekil 3.3.13. Dogrusai olmayan aktanm denklemieri. Siyah daireler ham denklemleri simgelerken,
kirmizi cizgiler ise dizgunlestiriimistir (spline-smoothing). y-ekseni dogrusal aktanm denkiemlerinin
batin dogrusal olmayan bilegime olan 9% katkilarina gére normalize edilmis ve bu sekilde olastiik

halirie donustiratimastar.

Genel olarak, balik sinyalinin etkisi tuz ile etkilesimi sonucunda ortaya gtkmaktadir (Sekil 3.3.12).
Ancak, bu Balik X Tuz etkilegiminde bir esik noktasi {~1.7) oldugu gozlenmektedir (Sekil 3.3.13). Bu
esik degeri gegildigi takdirde, yagama oran belirgin bir gekilde azaimaktadir. Balik sinyalinin varligi ve
yoklugunda tuz yogdunlugunun Daphnia yagama oranini nasil etkiledigine bakilinca (Sekil 3.3.14), balik
sinyalinin varliginin olumsuz bir etkisinin oldugu gozlenmektedir. Ancak, balik sinyalinin varhgimn belli
bir tuz esik degerinin Uzerine Gikilana kadar Daphnia bireylerinin yagama olasthiginin az da olsa
artmasina sebep oldugu da gozlenmektedir. Sonug olarak, tuz yoguniugunun balik sinyalinin
varhgindan bagimsiz bir sekilde snemli bir etmen oldugu, ancak bahk sinyalinin variiginin ozellikle belli
bir tuz esik degerinin Uzerine ¢ikilinca Daphnia bireylerinin yagama olasiigini azaltma ybninde
etkiledigi s6ylenebilir. Bu durum, normal sicakhklarda optimum besin kosullannda szellikie 0.40 g/L
tuzluluk dozunda balik sinyalinin varhinda D. pufex bireylerinin yasam oranlarinin artmasi, ancak
normal sicakliklarda asgari ve disik besin kosullarinda balik sinyalinin variginin yagama oranini

azaltmasi gdzlemierinden kaynaklaniyor olabilir.
Zaman degiskeni incelendiginde etkisinin az ama tuz ve bahk etkilerine gore ters yénde oldugu

soylenebilir. Bu goziem, deneylerin baslangicinda ktgik olan bireylerin daha hassas olmasi, ama
bireyler buytdikge hassasiyetlerinin azalmas: ve dolayisiyla yagama olasthiklannin daha ylksek
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olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu sonug, ergin krustaselerin yavrulara kiyasla tuziuluk stres

etmenine daha dayanikli oldukiar gézlemini desteklemektedir (Pequeux, 1995).
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Sekil 3.3.14. lIk dogrusal olmayan aktarim denkleminin (Tuz %82) balik sinyalinin yoklugu ve
varhi§indaki aktanm denklemleri. Siyah daireler ham denklemleri simgelerken, mavi (balik sinyali yok)
ve kirmizi (balik sinyali var) gizgiler ise duzgunlestiriimistir, Uglincti panelde duzgtniestirimis egriler

istuste oturtulmustur.

3.3.2.2. Sipermetrin Stres Etmeninin Yagama Oranina Etkilerinin Modellenmesi

Bu modelieme calismasinda, pireylerin yagama orani (071 ikili) bagimii (dependent) sonug olarak
degerlendirilirken, palik sinyalinin varhig: veya yoklugu (0/1 ikili), sipermetrin dozu (ug/L) ve zaman
(saat). bagimsiz degigkenier olarak degeriendirilmistir. Bu g etmen ile ilgili veriler, G¢ adet dogrusal
olmayan aktanm denkiemi olugturulmasinda kullanilmistir. Bu modelin eldeki verilere uygun hale
getiriimesi (fitting) sipermetrin-balik etkilerinin incelendigi bitun akut ve kronik toksisite deneylerinin
yasama oranl verileri ile gergeklestirilmistir. Ancak doz arahginin genis olmasl sebebiyle, bitun veriler
piraraya getirilmis, yarist aligtirma asamasinda (c-index = 0.831 £ 0.006), diger yarst da onaylama
asamasinda (c-index = 0.836 * 0.006) kullamimigtir. Her iki c-index degeri de (~0.5) modelin

sonuclarinin raslanti sonucu olmadigini gostermektedir.

Model, Daphnia pireylerinin yagama orani tUzerine bagimsiz degigkenlerden olusan U¢ ana (etkisi
9%10'un Gzerinde olan) dogrusal bilesim velveya bu bilesimlerin dogrusal olmayan etkilesim
belirlemistir. Sekil 3.3.15'den goruldugo gibi, sipermetrin etmeni bu modellemede yagarma oranint en
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yuksek oranda (%51.1) etkileyen aktarm denklemine en belirgin katkiyr yapan bagimsiz degisken
oldugu (%85.7) igin Daphnia yagama oranini etkileyen en onemli stres etmenidir. Balik etmeni ise
yasama oranini etkileyen geri kalan iki ana aktarim denklemine en belirgin katkiy! yapan (%84.9 ve
%99 .4) bagimsiz degiskendir. Sonug olarak, Daphnia yagama oranini etkileyen en ¢nemii stres etmeni

sipermetrin iken, balik sinyalinin varig: da snemilidir.

Dogrusal Bilegimler
%85.7 Sipermetrin %,84.9 Bahk + %16.5 Zaman 2%99.4 Balik
Dogrusal Olmayan \V
Bilesimler
tes %51.1 %33.4 %15.5
Daphnia Yasama Oram

Sekil 3.3.15. Bagimsiz degigkenlerin ana (etki > %10) dogrusal olan ve olmayan bilegimlerinin

Daphnia bireylerinin yagama oranina etkileri.

Sekil 3.3.16'de model tarafindan belirienen dogrusal olmayan aktanm denklemlen veriimisgtir. Bu
sekilde x-ekseni etkisi %10'un Gzerinde olan dogrusal bilesimleri gosterirken, y-ekseni ise aktarim
denkleminin degerini gostermektedir. Bu eksen, aktanm denklemlerinin neticede Daphnia yagama
oranini belirleyen dogrusal olmayan bilesimierin toplamimn ylizde katkilarina gore normalize edilmistir.
Bu nedenle, y-ekseni degerleri dogrusal bilegimlerin yagama olasiligi Gzerindeki goreceli etkileri olarak
degerlendirilebilir.

Genel olarak, sipermetrin etmeni yagama oranin olumsuz yonde etkileyen en snemli etmendir. Ancak
pahk etmeni ise yasama oranini etkileyen geri kalan iki ana aktanim denklemine en belirgin katkiyi
yapan (%84.9 ve %99.4) bagimsiz degiskendir. Sonug olarak, Daphnia yagama oranini etkileyen en

onemli stres etmeni sipermetrin iken, bahk sinyalinin varigi da onemilidir.

Ancak, balik etkisinin zaman ile olan etkilesiminin yagama orant uzerinde ki etkisinin de snemli oldugu
gozlenmektedir (Sekil 3.3.16). Belli bir esik dederine kadar bahk sinyalinin varhginin olumsuz
etkilerinin oldugu, ancak bu esik degeri gecildigi takdirde balik sinyalinin varliginin yagama oranina
atkisinin olumiu yonde oldugu gozlenmektedir. Bu durum, balk sinyalinin kisa vadede gozlenen
olumsuz etkisinin yaksek sipermetrin dozlu akut toksisite deneyinde gozlenen olumsuz etkisi ile, ancak
uzun vadede gozienen olumliu etkisinin dugik sipermetrin dozlarinda (0.0-0.9 ug/L) gergeklestirilen
kronik toksisite deneylerinde ki (yasama orani ve yasam donguisunde dzkaynak dagihimint belirlemek

icin sipermetrin kronik toksisite deneyleri) olumiu etkileri ile ortigmektedir.
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Sekil 3.3.16. Dogrusal olmayan aktarim denklemieri. Siyah daireler ham denklemleri simgelerken,
mistir (sp!ine—smoothing). y-ekseni dogrusal aktanm denklemlerinin
% katkilanna gore normalize ediimig ve bu sekilde olasilik

kirmizi cizgiler ise dozgunlestiril
patun dogrusal olmayan bilegime olan
haline donasturaimustar.
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3.4. SONUGLARIN iRDELENMESI

Tathisu géllerinde, Kladosera smifina ait zooplankton Daphnia turleri besin zincirinin yapisi ve
dinamiginde alg topluluklarinin buyumelerini kontrol altinda tutmalari ve boylece su berrakhgini

artirmalarindan dolay! kilit tr olarak énem tasimaktadir.

Hukimetlerarasi Iklim Degisimi Paneli'nin (IPCC) 2007 raporuna gore, dnumuzdeki 30-40 yil iginde
yuzey sularinda en fazla azalmanin (>30%) Tirkiye'nin de icinde bulundugu Akdeniz iklim bolgesinde
yeralan Ulkelerde oimasi beklenmektedir. Dahas!, sicaklikta ortalama 3 °C’lik bir artis dngéruimektedir.
Gunumuzde, icinde yasadigimiz iklimsel degisimin beklenen etkilerinin, szellikle tarim igin agin su
kullanimiyla beraber siddetinin artmasi ve sonug olarak tathsu gollerimizin — tamamen kurumaz ise —
kuculmesi, hidrolik su bekleme suresinin artmasi, tuzlanmasi ve 6trofiklesmesi beklenmektedir. Ote
yandan, su ve drengj olanag saglamalarindan otlrl sucul ekosistemlerde, tanim alaniarinda
ginimuzde yayginca kullanilan tarim ilaglarinin kalintilar tespit edilmektedir. Dolayisiyla, tanm
alanlarini cevreleyen su havzalarinda yagayan hedef olmayan organizmalarin tehlike altinda olduklari
aciklanmaktadir.  Dahast, pestisitlerin  etkilerinin  de dtrofikasyonun  sonuglarina benzedigi
belirtimektedir. Sonugta, tatlisu géllerin koruma ile ekolojik degerleri ve biyogesitlilikleri azalmaktadur.

Bu durum ozellikle endemik turleri de tehdit etmektedir.

Bu arastirma ile tathsu ekosistemelerinin kilit turti olan Daphnia turlerinin, artan su sicakhgt, tuzlanma,
trofikasyon ve pestisit yoguniugu kosullarinda, yasama oranlarinin ve yagam donglsi
degiskenlerinin nasil etkilenecegi derinlemesine — ilk defa dogal stres etmeni olan balik avianma
baskisiyla birlikte ~ laboratuvar deneyleriyle ve modellerle incelenmistir. Daphnia bireylerinde
tetiklenen molekuler degisimler ise yine ik defa molekiller duzeyde ATR-FTIR spektroskopisi

kullanilarak belirlenmistir.
Tuzluluk etkisinin belirlendigi deneyler:

Genel amaci, kimyasal bir maddeye bir kere siddetli bir sekilde maruz birakiimanin sonucunda ortaya
cikabilecek etkileri belirleyerek, o kimyasal maddenin olas! toksisitesini 6grenmek ve boylece maddeyi
degerlendirebilmek olan akut toksisite deneylerinde, tuzluluk ile beraber balik sinyali icermeyen
kosullarda butan tuzluluk dozlan D. pulex yasama oraniarinin istatistiksel olarak anlami bir sekilde
azalmasina neden olmustur. Balik sinyali iceren kosullarda < 2 g/L tuzluluk dozlarina maruz kalan
bireylerin yasama oranlarinin artmas, balik sinyaline tuzluluk ile beraber maruz kalan bireylerin tuza
kargi daha direngli olabileceklerine isaret etmektedir. Dustk tuzluluk dozlarinda, balik sinyalinin
variginda yasam oraninda goralen bu olumlu etki dogrultusunda, balik sinyalinin Daphnianin

tuzluluga olan direncini arttirdig yorumu yapilabilir.

Balik sinyali iceren kosullarda — balik sinyali igermeyen kosullara kiyasla — NaCl tuzlulugu igin D. pulex
bireylerinin hem 24-saat, hem de 48-saat LDso degerleri daha ylksektir. Dolayisiyla, balik sinyaline
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maruz kalan bireylerin tuza karsi daha direncli olabilecekleri sonucu kuvvetlenmektedir. Ikinci bir stres
etmeninin birinci stres etmeninin olumsuz etkilerini azaltmasi halinde, bu ¢oklu etkilesimin antagonistik
oldugu ve azalan stres (daha az siddetli oima) etkisi yaptigi géz 6nine alininca, balik sinyalinin artan

tuz yogunlugunun etkisi Uizerinde antogonistik bir etki yaptigi sdylenebilir.

Kronik toksisite deneyleri, Daphnia pulexiin tuzluluga uzun siure boyunca devaml maruz kalmasi
sonucu gozlemlenebilen yasama orani, demografik ve poplasyon seviyesindeki tepkilerini belirlemek
amaclarini kapsar. Kronik tuzluluk toksisitesi deneylerinden elde edilen sonuglar, akut toksisite
sonuglariyla uyum iginde olup, artan tuz yoguniugunda Daphnia yagam oraninin dusmesi, ancak balik
sinyalinin varhiginda D. pulex bireylerinin dustk yogunluktaki tuzluluga karsi daha direngli olmasi
yonundedir. Diger bir deyisle, uzun dénemli maruz kalma (kronik) durumlarinda balik sinyalinin varlig:

tuzluluk yoguniugu ile antogonistik iliski igindedir.

Kuresel 1sinma igsularda anahtar tur olan Daphnia'nin artan su sicaklii ve tuzlanma ile otrofikasyon
sonucu ortaya cikan siyanobakter patlamalari yuzinden kullanilabilir besin miktarinin zayiflamasi gibi
problemlerle karsilasmasi beklenmektedir. Bu kosullar altinda, Daphnia yasam oraninin nasi degistigi
cok degiskenli (sicaklik, besin miktari, balik avlanma baskisi, degisen tuz yoguniugu) kronik bir

deneyle arastiriimistir. Normal sicakliklarda batun tuzluluk dozlarinda besin miktari asgari ve dusik

iken balik sinyalinin varligi yasama oranini azaltmistir. Bu sonug, dusik besin kosullarinda, balik avci
baskisinin ve artan tuzlulugun coklu etkilesimlerinin sinerjistik oldugu anlamini tagiyabilir. Fakat artan
sicaklikla birlikte balik sinyalinin, tuzluluk dozlarinin ve besin kosullarinin yasam oranina olan etkileri
ortadan kalkmistir ve yiksek sicaklik yasama oranini belirleyen en énemli etki haline gelmistir. Ayrica
artan sicakhigin tuziuluga olan dayanikliigi da dustrmesi sonucu 6lim oraninin arttig! belirtiimektedir.
Dolayisiyla, tuzlulukta gorilen dusuk bir artisin (0.1 °loo) yasama orani Uzerinde olumlu bir etki
gosterdigi, ancak yuksek bir artisin ise (>0.4 °loo) 6lum oranini belirgin bir bigimde arttirdig
sonuclarina variimaktadir. Ek olarak, bu etkinin yiksek sicakliklarda daha da belirginlestigi ve

sicakligin 3 °C artmasi durumunda %88 slum orant ile karsilasabilecedi gdzlemlenmistir.

Yasama oraninin modellemesi, tuziulugun Daphnia yagsama oranini etkileyen en énemli stres etmeni
oldugunu, ayrica balik sinyalinin varhiginin belli bir tuz esik degerinin (~1.7'lik bir Balik X Tuz etkilesimi)
izerine cikilana kadar Daphnia bireylerinin yasama olasiiginin artmasina sebep oldugunu

gostermektedir.

Yasam dongisiinde ozkaynak dagihimini artan tuz yogunlugunda ve balik sinyalinin varhiginda
belirlemek tizere yapilan kronik toksisite deneyleri sonucu Daphnia bireylerinde morfolojik degisimlerle
birlikte yasam déngust degiskenlerinde degisimler kaydedilmistir. Tatlisu omurgasiz canlilari
hiperozmotiktir, canli hiicre-igi tuz yogunlugu disaridaki suyun tuz yogunlugundan fazladir. Vicut
genisligi/viicut uzunlugu oraninin balik sinyalinin varligindan ve tuzluluk doziarindan anlamh bir
sekilde etkilendigi gozlenmektedir Daphnia‘'nin viicut genigligi/vicut uzunlugu oranindaki azalma,

hipoozmotik ortam kosullari sonucu gosterdigi su kaybetme yonindeki ozmoregtlasyon tepkisinden
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kaynaklaniyor olabilir. Bu uyarlama, yiizey alanini azaltarak, yizey alani/hacim oranini klguiterek
canlinin daha da fazla su kaybetmesini dnlemede énemii olabilir. Tuzluluk arttikga ortalama yumurta
sayisinin azaldiyi gézlenmektedir. Ayrica balik sinyali variginda yumurta sayisi artma egilimindedir.
ilk treme yasinin tuzluluktan belirgin bir sekilde etkilenmedidi, ancak balik sinyalinin varliginda genel
olarak azalma egiliminde oldugu gézlenmektedir. Ortalama ilk Greme boyunun da tuzluluktan belirgin
bir sekilde etkilenmedigi, ancak balik sinyalinin varliginda genel olarak azalma egiliminde oldugu
gvzlenmektedir. Model sonuglarinda, benzer sekilde artan tuzluluk dozlarindan vicut genisligifvacut
uzunlugu oraninin azalma yéniinde ve yumurta tretiminin de azalma yonunde etkilendigi gozlenmistir.
Bu durum da tatlisu canlilari icin ozmoregulasyonun énemini géstermektedir. Dahasi, balik sinyalinin
varliginda somatik bilyumenin azaldi§: ve bireylerin enerji kullanimlarini somatik bytme yerine

tremeye aktardiklar éngériimektedir.

Butin bu degisimlerin molekuler olarak, tuziuluk ile beraber strese giren Daphnia bireylerinde
gbzlemienen degisimlerin lipid peroksidasyonunun artmasindan kaynaklaniyor olabilir. Dolayistyla,
artan tuzluluk oksidatif strese neden oluyor olabilir. Dahasi, Daphnia bireylerinde tuziulukla beraber
gézlenen lipid, karbonhidrat ve protein miktarindaki azalma, stres altinda ki organizmalarin artan enerji
ihtiyaclarini karsilayabilmek icin lipidlerin yanisira, karbonhidrat ve protein tiketimine bagvurduklarini
desteklemektedir. Diger bir deyisle, ozmoregilasyon igin artan fizyolojik maliyet enerji butgesi
acisindan yiik teskil etmektedir. Bu durum, pestisite maruz kalma durumunda besin tiketiminin
azalmasindan da kaynaklaniyor olabilir. Ote yandan, balik sinyalinin varhiginin azalan lipid, protein ve
glikojen miktarlarini arttirdigi ve artan lipid peroksidasyonunu azalttigi gozlenmistir. Dolayisiyla,
spektroskopik verilerdeki degisimler de, balik sinyalinin variginin D. pulex bireylerinin tuziuluga karsi

direncini artirdi§i sonucuyla ortismektedir.

Sipermetrin etkisinin belirlendigi deneyler:

Sipermetrin akut toksisite deneylerinde, 1.0 pg/L sipermetrin ile beraber varolan balik sinyalinin 6ltm
oranini artirdigi gézlemlenmistir. Bu sonug, lethal dozlarda avianma baskisinin varliinin pestisitlerin
Daphnia tzerinde ki etkilerini artirdigi gézlemini desteklemektedir. Ote yandan, sipermetrin dozunun
>1.0 ug/L olmasi halinde sipermetrin ve balik sinyali arasindaki etkilesimin sipermetrinin balik
sinyalinin varligina tstunligu yéninde oldugu gézlenmektedir. Bu durum coklu etkilesimlerin etkisinin
daha zararli veya baskin olan tekli stres etmeninin etkisine esit olmasi olarak tanimlanan basit
karsilastirmali (simple comparative) etki modeline benzemektedir. Diger taraftan, 0.04-0.90 pg/L
sipermetrin dozlarinda balik sinyalinin varliginin sipermetrinin olumsuz etkilerini azaittigi gézlenmistir.
Basit karsilastirmall modele gore, ¢oklu etkilesimlerin etkisinin daha zararli olan tekli stres etmeninin
etkisinden daha az olmasl halinde coklu etkilesimin azalan stres (daha az giddetli olma) etkisi
gosterdigi — sik rastlanan bir durum oimamakla beraber — belirtimektedir. Sipermetrinin zararl etkisi,
Daphnia'larin sipermetrin bulunan ortamda yuzme etkinliginin azaimasindan ve filtrasyon oranlari ile

besin girdilerinde azalma olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Azalan yizme etkinliginden dolayi azalan
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beslenme verimi sonucunda, genel metabolik faaliyetler ile buyime ve Ureme icin ayrilabilen enerjinin

azalmasi yasama oranindaki azalmaya neden oluyor olabilir.

Yasam dongusiinde ézkaynak dagilimini artan sipermetrin yogunlugunda ve balik sinyalinin varliginda
belirlemek zere yapilan kronik toksisite deneyleri sonucu Daphnia bireylerinde morfolojik degisimierle
birlikte yasam dongusu degiskenlerinde degisimler kaydedilmistir. Sipermetrin doziarinin D. pulex
bireylerinin vicut genisligi/vicut uzunlugu oranini azalma yonunde etkiledigi gozlenmektedir. Bu
azalmanin, pestisite maruz kalmis Daphnia'larin azalan beslenme verimi sonucunda, blytumeye
ayrilabilen ¢zkaynak enerjisinin azalabilecedi sonucu ile ortusmektedir. Artan dozla beraber balik
sinyalinin hem yoklugunda, hem de varliginda ortalama yumurta sayisinin azaldigi gtzlenmektedir.
Dahas! , sipermetrin D. pulex bireylerinin greyebilir olgunluga gelmelerini geciktirmistir. Balik sinyalinin
sipermetrin ile etkilesimi incelendiginde ise, sipermetrinle artan ilk Greme yaginin ballk sinyalinin
varliginda azaldigi ve sipermetrinle azalan yumurta ve yavru sayilarinin balik sinyalinin varliginda
arttig) gozlenmektedir. Ayrica, balik sinyalinin varhiginda ilk reme yasginin yanisira, ilk Ureme boyunun
da azaldigi gézlenmektedir. Bu gozlemler, balik sinyalinin varliginda — ayni sipermetrin dozunu igeren
ama balik sinyali igermeyen uygulamaya kiyasla — bireylerin daha erken ve daha kuglk boylarda

tremeye bagladigl varsayimini desteklemektedir.

Bu calismada sipermetrinin etkisini balik avlanma baskisinin daha az siddetli hale getirme yoninde
etkileyebilecegdi ¢nerilmektedir. Balik sinyalinin bu deneyde sipermetrin-kaynakli Uremedeki olumsuz
etkilerini hafifletmesi, 6nceki deneyde belirtilen sipermetrin-kaynakll yagama oranindaki azalmay!
artirmasi yonindeki etkisine benzerlik gostermektedir. Diger bir deyigle, basit karsilagtirmall etki
modeline gére balik sinyali insektisit etkisi tizerine azalan stres (antagonist) etkisi gosteriyor olabilir.
Yasama oraninin modellenmesi sonuglarina gore de, sipermetrin etmeni yasama oranini olumsuz
yonde etkileyen en onemii etmendir. Ancak, balik etmeninin de ®nemi vurgulanmaktadir. Hatta,
sldurtct dozlara kisa sureli (akut) olarak maruz kalma durumunda balik sinyalinin varliginin olumsuz
etkilerinin oldugu, ancak yari- 6lduriict dozlara uzun streli (kronik) olarak maruz kalma durumunda

balik sinyalinin varliginin yagama ocranina etkisinin olumiu yénde oldugu belirtiimektedir.

Butun bu degisimlerin molekuler olarak, sipermetrin varliginda strese giren Daphnia bireylerinde
gozlemlenen degisimlerin lipid peroksidasyonunun artmasindan ve dolayisiyla sipermetrinin oksidatif
strese neden olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Hatta, balik sinyalinin varhdinda lipid
peroksidayonunda gozienen artig, slduruct dozlara kisa sureli (akut) olarak maruz kalma durumunda
balik sinyalinin variginda gozlenen olumsuz etkileri desteklemektedir. Ote yandan, sipermetrin
maruziyeti durumunda gézlenen protein ve karbonhidrat miktarlarindaki azalma artan enerji
ihtiyaglarini karsilayabilmek igin lipid, karbonhidrat ve protein tiketimine basvurmalarina neden
olabilir. Bu durum, pestisite maruz kalma durumunda besin tuketiminin azalmasindan kaynaklaniyor

olabilir.
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Sonuc olarak, arastirmamizda dogal bir stres etmeni olarak balik avlanma baskisini benzeten balik
sinyalinin, insan kaynakli bir diger stres etmeni (kuresel iklim degisiklidi sonucu artmasi beklenen
tuziuluk veya tarim kokenli pestisit) ile olan etkilesimleri ve molekuler duzeyde ki degisimler
incelenmistir. Dolayisiyla, bu gibi 6zgiin ekotoksikolojik deneyleri dedisik kladoser gruplariyla ve/veya
bircok zooplanton turi birarada olacak sekilde degisik sicaklik, besin ve avlanma baskisi kosullarinda
gerceklestirmenin ve boylece tathisularda yasayan turlerin cesitliligini degerlendirmenin 6nemi

vurgulanmaktadir.

Yapilan deneyler sonuctinda elde edilen sonuglar asagidaki gibi ¢zetleyebilir ve sunulan grafikte ki

gibi bir kavramsal modele indirgeyebiliriz:

Daphnia pulex‘in tuzluluk ve balik avianma baskisi stres etmenlerine maruz kaldiginda gosterdigi

tepkiler incelendiginde ;

»  Tuzluluk ile beraber balik sinyalinin varliginin Daphnia bireylerinin tuzluluga olan direncini
arttirdigi ve bu ¢oklu etkilesimin antagonistik olabilecegi,

»  Kiresel 1sinma sonucu olacak olasi bir sicaklik artisinin (+3 °C) yasama oranini azaltan en
onemli degisken olarak ortaya ¢iktigi,

= FTIR spektroskopisi sonuglarina gére artan tuzlulugun molekiler olarak oksidatif strese ve
lipid, karbonhidrat ve protein miktarlarinda azalmaya yol actig,

*  Modelleme calismalan sonuglarina gore, artan tuzluluk dozlarinda vicut genigligi/vicut

uzunlugu oraninin azaldid: ve yumurta Uretiminin de arttigi gézlenmistir.

Daphnia pulex ‘in sipermetrin ve balik avlanma baskisi stres etmenlerine maruz kaldiginda gésterdigi

tepkiler incelendiginde ;

» Sipermetrin ile beraber balik sinyalinin variginin oldurtct dozlarda etkilesimin sinerjistik
olabilecegi, ancak yari-6ldurict dozlarda ise etkilesimin antagonistik olabilecegi,

= FTIR spektroskopisi sonuglarina gére artan sipermetrinin molekuler olarak oksidatif strese ve
lipid, karbonhidrat ve protein miktarlarinda azalmaya yol actidi,

*  Modelleme calismalar sonuglarina goére, hem sipermetrinin, hem de balik sinyalinin yasama

oranini etkileyen 6nemli etmenler oldugu gézlenmistir.

Sonug olarak, kiresel 1sinma sonucu sucul ortamlarda artmasi muhtemel olan tuzlanma ve pestisit
yogunlugunun dogal stres etmenlerinin varliginda tatlisu ekosistemlerinin karakteristik kilit canlisi olan
Daphnia turlerinin Uzerinde molekuler dizeyde yaptigi degisimlerle yagsama oranini duslrerek yok

olmasina neden olacaktir. Benzer durum diger tatlisu turleri icinde ihtimal dahilindedir.
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