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OZET

Biyosidal bir kimyasal madde olan sodyum omadin (sodyum piritiyon, NaOM),
ekotoksikoloji arastirmalarinda indikatdr tiir ve model organizma olarak kabul edilen iki
farkli Bivalvia (midye) tiiriinde uygulanmistir. Dreissena polymorpha tiiriinde yapilan akut
toksisite deneyinde 96 saatlik LCso degeri 0,243 pg/L olarak hesaplanmistir. Akut toksisite
bulgularimiz, NaOM kimyasalinin D. polymorpha i¢in ¢ok toksik oldugunu ortaya
cikarmistir. Unio mancus tiirii lizerinde yapilan subletal testlerde 5 pg/L sodyum omadin
dozuna 96 saat siireyle maruz kalan bireylerde total hemosit sayisi, kontrol grubuna gore
deney grubunda artmistir (p<0,05). MDA diizeyleri solunga¢ dokularinda artis gostermis
(p>0,05), sindirim bezinde ise kontrole gore istatiksel olarak Onemli diizeyde artmustir
(p<0,05). Deney gruplarindaki GSH seviyeleri de, hem solungag ve hem de sindirim
bezlerinde 6nemli diizeyde artmigtir (p<0,05). 5 pug/L sodyum omadine maruz kalan U.
mancus dokular1 histopatolojik olarak incelenmistir. Kontrol grubuna ait midyelerin tiim
dokulari ile deney grubundaki midyelerin gonadlar (ovaryum ve testisler), kas ve manto
dokusunda herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmamistir. Sindirim bezinde ise
hidropik dejenerasyona, solungaclarda ise hiperplasiye rastlanmistir. Sindirim bezi,
gonadlar ve solungaclarda apoptozis belirlenmistir. Apoptotik hiicre sayisinin, sindirim
bezi ve testis dokularinda kontrol grubuna gore ¢ok daha yogun oldugu saptanmistir.
Solunga¢ ve ovaryum dokularinda ise onemli bir bulguya rastlanmamistir. Elde edilen
sonuclar dogrultusunda, NaOM maddesinin genotoksik etkiler yaratabilecegi
belirlenmistir.
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ABSTRACT

In this study, the ecotoxicological effects of sodium omadine (sodium pyrithione, NaOM),
which is a biocidal chemical were investigated on two species of freshwater mussels which
are considered as the selected indicator species and model organisms. In acute toxicity test
on Dreissena polymorpha, LCso value of 96 hours was calculated as 0,243 pg/L. Our acute
toxicity findings revealed that NaOM chemical was very toxic to Dreissena polymorpha.
Total hemocyte counts were increased in Unio mancus who were exposed to 5 pg/L
NaOM for 96 hours in sublethal tests (p<0,05). MDA levels were increased in gill tissues
(p>0,05) whereas it were increased significantly in the digestive gland compared to control
group (p<0,05). GSH levels in the experimental groups were also increased significantly in
both gill and digestive glands (p<0,05). U. mancus tissues exposed to 5 pg/L sodium
omadine were examined histopathologically. No histopathologic findings were found in all
tissues of mussels of control group and gonads (ovaries and testes), muscles and mantle
tissues of mussels in experimental group. Hydropic degeneration was found in the
digestive gland and hyperplasia was found in the gills. Apoptosis occurring in the digestive
gland, gonads and gills was determined. The number of apoptotic cells in the digestive
gland and testis tissues were found to be much more intense than the control group. No
significant findings were found in gill and ovarian tissues. According to the results, it was
determined that NaOM substance could have genotoxic effects.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

cm
g

h
kg
L
ng
pL
mg
mi
mm
nM

ng

Kisaltmalar

EPA
EU
DNA
IUCN
LCso
LDso
NaOM
OECD
TBARS
THSK
TUNEL

Aciklamalar

Santimetre
Gram

Saat
Kilogram
Litre
Mikrogram
Mikrolitre
Miligram
Mililitre
Milimetre
Nanomolar

Nanogram

Aciklamalar

Cevre Koruma Ajansi

Avrupa Birligi

Deoksiribontikleik asit (kalitim materyali)
Uluslararas1 Doga Koruma Birligi

Deney hayvanlarinin yarisini 6ldiiren konsantrasyon
Deney hayvanlarimin yarisini 6ldiiren doz

Sodyum omadin (sodyum piritiyon)

Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii

“Terminal deoksiniikleotidil transferaz” ile isarctleme
Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu

DNA kariklarinin “in-situ” tespitini saglayan yontem



1. GIRIS

Denizlerdeki canlilarin, dogal yapilarin ve insan yapimi arag ve gereglerin (gemi karinalari,
su borulari, atik su desarj borulari, samandiralar, elektrik kablolari, balik¢ilikta kullanilan
aglar, petrol boru hatlar1 vb.) yiizeylerinde tutunarak gelisen organizmalarin olusturdugu
topluluga “fouling organizmalar” (yiizey kaplayici organizmalar) ve bu organizma gelisim

stirecine de genel olarak “fouling” (ylizeyin canli toplulugu ile kaplanmasi) olay1 denir.

Fouling olay1, daha ¢ok algler ve tutunucu hayvanlar tarafindan olusturulur. Bunlar,
kendilerini su hareketlerinden ileri gelebilecek etkilere karst korur ve boylece kiitleler
halinde birikirler. Foulinge neden olan baslica organizmalar bakteri ve diyatomlar, yesil
algler, silingerler, knidliler, halkali deniz solucanlari, yumusakgalar, eklembacaklilardir
(Kagar, 2009). Bu biyolojik yerlesim gemilerde olumsuz etkilere neden olur. Ornegin
agirlik ve manevra kabiliyetini azaltan agirlik artiginin yani sira, yakit tiketimini de %40'a

kadar artirarak yiiksek siirtlinme direnci olusturur (Amara ve digerleri, 2018).

Fouling olaymin yol actigi olumsuz etkileri 6nlemek amaciyla gemi ylizeylerinin su
icerisinde kalan ylizeylerine ‘“antifouling” iceren boyalar uygulanir. Amaci foulingin
olusmasint engellemek olan bu sistemler tanimlari gere§i organizmalari uzaklastirir,
oldirir ya da biiylimelerini engeller. Antifouling boyalar bir tiir biyosidal {irlindiir.
Biyosidal {iriin; bir veya birden fazla aktif madde iceren, kullanima hazir halde satisa
sunulmus, kimyasal ve biyolojik ag¢idan herhangi bir zararli organizma iizerinde kontrol
edici etki gosteren veya hareketini kisitlayan, uzaklastiran, zararsiz kilan, yok eden aktif
maddeleri ve miistahzarlar1 (kullanima hazir hale getirilmis) olarak tanimlanir (Tiirkiye

Halk Sagligi Kurumu Biyosidal Uriin Yénetmeligi [THSK], 2009).

Antifouling bilesikler, bir¢ok organizmada g¢esitli zararli etkilere neden olur; alg
fotosentezi, enerji iretimi, stres yanitlart da olmak iizere c¢esitli biyolojik aktiviteler,
genotoksik hasar, bagisiklik sistemi baskilanmig protein ekspresyonu, oksidasyonu, sinir
iletimini, ylizey kimyasini, biyofilm olusumunu ve yapiskan tiretimini etkiler (Qian ve

digerleri, 2013).

Sodyum omadin (sodyum piritiyon, NaOM) antifouling nitelikli biyosidal bir kimyasal

madde (bozunmay1 dnleyici) olup, ylizey kaplayici (fouling) organizmalarin birgok yerde



(tekne, su kiiltiirii ekipmanlar1 ve suda kullanilan diger yapilar iizerinde) yerlesmesini

engellemek icin lilkemizde kullanilmaktadir.

Su ekosistemlerinde yasayan bentik omurgasiz canlilar (6rnegin midyeler), besin zincirinin
fitoplanktonik  ve  zooplanktonik  organizmalardan  sonraki iiglincii  halkasini
olusturmaktadir. Bu nedenle, su ortamlarindaki kirletici maddelerden en ¢ok etkilenen
canlilar onlar olmaktadirlar. Yavas hareket ettiklerinden ve ¢ogunlukla ortamda sabit
sekilde durduklarindan, bu canlilarin dokularinda kirletici maddeler ¢ok daha fazla

birikmekte ve bu durum hassas tiirlerin 6liimlerini arttirmaktadir (Aslan, 2010).

Midyeler denizlerde bol miktarda bulunmalari, metalleri yiiksek yogunluklarda biriktirip,
bunlar1 uzun bir siire biinyelerinde tutmalari ve suyu siizerek beslenmelerinden dolay1
sularda kirliligi yansitan biyolojik belirteclerin basinda gelir (Huber, 2010; Bas¢inar,
2009). Carson ve Darling (1962) ile Oktener (2004)’in arastirmalarina gore de “sudaki
organik bilesenleri ve planktonlar1 temizleyerek beslenen midyeler, bunu yaparken bir
filtreleme islemi de gercgeklestirdiklerinden kirliligin biyolojik izlenmesi ic¢in iyi bir
biyolojik indikatordiirler”. Naimo (1995), yetiskin midyelerde, metal aliminin en fazla

miktarda solungaclarda, ardindan manto ve bobreklerde oldugunu belirtmistir.

Bu c¢alismadaki amacimiz iki farkli Bivalvia (midye) tiirtinde (Dreissena polymorpha
Pallas, 1771 ve Unio mancus Lamarck, 1819) (Van Damme, 2014; Lopes-Lima ve Seddon,
2014) biyosidal bir kimyasal madde olan sodyum omadin (sodyum piritiyon) kimyasalinin
kisa stireli toksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesidir. Bodylece bu biyosidal
maddenin, diger antifouling biyosidal iiriinler gibi akuatik ortamlarda yasayan canlilarin

dokularinda birikip birikmedigini anlayabilmek miimkiin olacaktir.

Deney canlist olarak bu midye tiirlerinin se¢ilmesinin nedeni, her ikisinin de laboratuvar
ortamina kolay uyumlanan ve giivenle caligilabilen tiirler olmasi, hem de ekotoksikoloji
aragtirmalarinda indikator tlir ve model organizma olarak kabul edilmis olmalaridir (Binelli
ve digerleri, 2015; Krupp ve digerleri, 1987). Yaptigimiz ¢alismanin sonucunda, bu iki
midye {lizerinde meydana gelebilecek etkileri yorumlayarak, sucul sistemlerde kullanilan
sodyum omadinin uzun vadedeki ekotoksikolojik etkilerini anlayabilmemiz miimkiin

olacaktir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE VE LITERATUR OZETLERI

2.1. Antifouling Boyalar ve Tarihgesi

Suya batmis nesnelerin dis yiizeylerine yerlesen ve biiyliyen organizmalar toplulugunun bu
yayitlimi bir tlir kirlenme olarak goriilir ve biofouling (yiizeyin canli toplulugu ile
kaplanmasi) olarak tanimlanir. Bir yapinin su altinda kalmasindan saatler sonra, yiizeyde
mikroorganizmalardan (bakteri ve yosun) olusan bir yapiskan tabaka gelisir. Bu tabaka,
yerlesim i¢in biyokimyasal isaretler saglayarak g¢esitli omurgasiz canlilarin larvalar1 dahil
olmak iizere makro-organizmalarin yerlesimini ve tutunmalarint arttirir. Bu tip kirlenme
deniz ortaminda her yerde bulunur ve denizcilik endiistrisi i¢in biiyiik bir problemdir

(Dafforn, 2011).

Bakteri, larva, makroalg, midye ve diger omurgasizlarin ylizeylere tutunmasini ve
tiremesini onlemek i¢in gemi ve tekne govdelerine antifouling boyalar uygulanir. Boyalar,
belli bir siire boyunca yavas yavas salinan ve kirletici organizmalar i¢in toksik olan

biyositleri igerir (Boxall ve digerleri, 2000).

Biofouling, gemilerde hiz1 diisiiriir ve boylece yakit tliketimini ve ardindan da emisyonlari
artirarak olumsuz etkiler olusturur. Yakat tiiketimindeki artis %40’a ve deniz seferlerindeki
toplam maliyet %77’ye kadar artabilir (Yebra ve digerleri, 2004). Bu nedenle yalnizca
yakit tiiketiminin azaltilmasi ile finansal ve g¢evresel yarar saglamak icin degil, ayni
zamanda gemi govdelerinde taginabilecek yerli olmayan (egzotik) tiirlerin girisinin
onlenmesi i¢in de etkili antifouling boya yontemlerine ihtiya¢ vardir. Antifouling boyalar,
su anda kirletici organizmalarla savasmak icin en yaygin kullanilan tekniktir (Egardt ve

digerleri, 2017).

Belli bir ekosistemin dogal faunasinda yer almayan, farkli yollarla bir bolgeye disaridan
gelen yeni tlirlere “istilact tiir” (egzotik tiir) denilmektedir. Bu yollardan biri de fouling
olayidir. Istilaci tiirler ekolojik, ekonomik ve saglik agisindan olumsuz etkilere neden olur.
Bu tiirler tasindiklar1 alanlardaki dogal tiirlerin biyolojik ¢esitliligi ve ekolojik
dagilimlarmm etkileyip azaltir ve yerel tiirlerin yok olmalarmna sebep olur. Istilac1 tiirlerin

yeni ekosistemlere yerlesmeleriyle hastaliklar tasinip yayilir ve besin zinciri yoluyla



insanlara kadar ulagarak insan sagligin1 da olumsuz yonde etkileyebilir (Polat ve digerleri,

2011).

Biyofouling, tarih boyunca gemi tagimaciliginda sorunlara neden olmus ve bunun etkilerini
azaltmak i¢in yogun caba sarf edilmistir. Antik Kartacalar ve Fenikeliler, kirlenmeyi
onlemek i¢in gemilerin tabaninda zift ve bakir kaplama kullanmislar ve daha sonra kiikdirt
ve arsenik bilesikleri ile govdeleri kaplamiglardir. Yunanlilar ve Romalilar da kursun
kaplamalar uygulamistir. Bakir kaplama on yedinci ve on sekizinci ylizyillarda yeniden
giindeme gelmis, ancak on sekizinci yiizyilin sonunda galvanik korozyonun neden oldugu
problemler nedeniyle onlarin yerine g¢elik kaplamalar kullanilmaya basglanmistir. Ancak,
biitlin bunlara ragmen gemilerin dis ylizeylerine canlilarin tutunmasini engellemek icin
daha etkili bir teknolojiye ihtiya¢ duyulmaktaydi. Bunu saglayabilen zehirli boyalarin
gelismesi ise on dokuzuncu yiizyilin ortasinda miimkiin olmustur. ilk antifouling boyalarin
piyasaya siiriilmesinden bu yana boya teknolojisinde 6nemli gelismeler oldu ve daha etkin
kaplama arayis1 bugiin de devam etmektedir. Eski formiilasyonlarda boyalarin etkinligini
ve yasam siiresini arttirmak amaciyla bakir oksit kullanilirken, onun yerini giderek organik
civa, kursun, arsenik bilesikleri ve DDT gibi daha etkili toksik kimyasallar almistir. Bu tiir
bilesiklerin ise ciddi g¢evresel ve insan sagligi riskleri olusturdugu ortaya g¢ikmaya
baglayinca, 1960'lardan itibaren boya endistrisi tarafindan goniilli olarak geri
cekilmiglerdir. Onlarin yerine giiniimiizde antifouling boyalarin biiyiik bir ¢ogunlugunun
icine biyositler eklenmekte olup, bu kimyasallar boyalardan yavasga disari siiziilerek

govdeye yerlesmeye calisan organizmalar1 6ldiirmektedir (Howell ve Ewans, 2010).

Bunlarin en fazla kullanilan1 kisaca TBT de denilen tribitiltindir. Alternatiflerine gore
yogun olarak tercih edilmesinin nedeni ¢ok etkili ve dayanikli olmasidir. Ancak TBT’nin
de; 1) Sedimentlerde ve organizmalarda yiiksek oranda birikmeye, kabuklu organizmalarin
kabuklarinda ise deformasyonlara neden olmasi, 2) Bazi organizmalarda -cinsiyet
farklilagsmalarina (imposex) yol agmasi, 3) Balik ve deniz memelilerinin bagisiklik
sistemlerinin bozulmasina neden olmasi [0rnegin, ¢ok diisiik konsantrasyonlarinin bile
istiridye tiirii olan Crassostrea gigas'ta kusurlu kabuk biiyiimesi (20 ng/l) ve deniz
salyangozu olan Nucella sp.’de imposeks, disi lireme organlarinda ise erkek ozelliklerin
gelismesi (1 ng/l) (Okay, 2004)] gibi etkiler gdzlenmistir. Bu olumsuz 6zellikleri nedeniyle
Tribiitiltin'in yasal kullanimi 25 m'den daha uzun gemilerle sinirlandirilmis ve 2003 yilinda

ise tamamen yasaklanmistir (Yebra ve digerleri, 2004).



TBT’nin artik ¢ok belirginlesen olumsuz Ozelliklerine karst yeni bir kimyasal madde
arayisinin sonucunda, antifouling niteliginde olan “sodyum omadin” biyosidali devreye

girmis ve kullanimi giderek artmistir.
2.2. Biyosidaller

Biyosidal iiriinler, her ne kadar Avrupa Birligi (EU) mevzuatinda (EU, No 528/2012)
“insan veya hayvan sagligina zararli organizmalarin ve dogal veya liretilmis malzemelere
hasar veren organizmalarin kontrolii i¢in gerekli iirlinler” olarak tanimlanmis olsa da,
icerdikleri (intrinsik) 6zellikler ve bununla ilgili kullanim sekillerinden dolay1 insanlara,
hayvanlara ve c¢evreye risk olusturabilmektedirler. Ciinkli “biyosit”ler sadece hedef
canlilara degil, besin zinciri yoluyla ekosistemdeki diger canlilara da zarar verme riski

tasimaktadir (Akbaba ve Otegen, 2017; Hunt ve digerleri, 1987).

Tiirkiye Halk Saghg Kurumu (THSK)nun Biyosidal Uriin Yénetmeligi (2009)’ne gore
biyosidal iiriin; bir veya birden fazla aktif madde igeren, kullanima hazir halde satisa
sunulmus, kimyasal ve biyolojik agidan herhangi bir zararli organizma iizerinde kontrol
edici etki gosteren veya hareketini kisitlayan, uzaklastiran, yok eden aktif maddeleri ve

miistahzarlar1 (kullanima hazir hale getirilmis) olarak tanimlanir.

Diinyada bir antifouling olarak giderek daha yaygin kullanilmaya baglanan NaOM
biyosidali iilkemizde de tercih edilmeye baslanmis ve adi “Biyosidal Uriinlerin Kullanim
Usul ve Esaslar1 Hakkinda Yo6netmelikte Degisiklik Yapilmasina Dair Yonetmelik" (Saglik
Bakanligi, 2005)’de yer almistir. Ardindan Biyosidal Yonetmeligi Liste-A’da (liriin tipi
tanimlanmig ve biyosidal {iriinlerde kullanimina gegici olarak izin verilen mevcut aktif
maddeleri gosteren liste) ve bozunmayi 6nleyici iiriinler (tekne, su kiiltiirii ekipmanlar1 ve
suda kullanilan diger yapilar {izerinde yap1 bozucu organizmalarin, mikrop ve daha yiiksek
bitki ve hayvan tiirleri biiylimesini ve yerlesmesini kontrol etmek i¢in kullanilan iiriinler)
listesinde yer alan “model biyosidal” olarak sodyum omadin secilmistir (Saglik Bakanligs,

2014).



2.3. Sodyum Omadin (NaOM)’in Fiziksel ve Kimyasal Yapisi

Son yillarda adi1 giderek daha fazla glindeme gelen “sodyum omadin”, midyeler iizerinde
(ekotoksik ozellikleri yoniiyle) heniiz yeterince ¢alisilmamis bir maddedir. Ara madde
olarak kullanilan NaOM; mantar, maya, kiif ve bakterilerin liremesini engeller. Boya,
sizdirmazlik maddeleri, sampuan, yapiskan ve aerosolde antimikrobik Ozelliklerin
formiilasyonunda kullanilir. Amin N-oksitler, katyonik olduklarindan sampuan, kopiik
banyosu ve el sabunu formiilasyonlar1 gibi viicut bakim tirtinlerindeki aktif bilesenlerdir ve
asitli ortamda hafif bir kivamlandirma gorevi gorebilirler. Notr veya zayif bazik
ortamlarda, miikemmel dengeleyici ve viskosite olusturma saglayicisi olarak yer alirlar

(Internet).

Sodium omadinin kimyasal yapis1 Sekil 2.1°de gosterildigi gibi olup IUPAC adlandirilmasi
“Sodium (2-pyridylthio)-N-oxide”, CAS Numaras1 38811-73-2, molekiiler formiilii
CsHsNNaOS olup, molekiiler agirligi ise 149,15 g/mol’diir (Cizelge 2.1) (Pubchem, 2019).

N* Na*

Sekil 2.1. Sodyum omadinin kimyasal yapist (Pubchem, 2019)

Cizelge 2.1. Sodyum omadinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Pubchem, 2019)

IUPAC Adlandirilmasi:  Sodium (2-pyridylthio)-N-oxide

CAS Numarast: 38811-73-2

Molekiiler Formiilii: CsH4sNNaOS

Molekiiler Agirhig: 149,15 g/mol

Fiziksel Durum: Sodyum pyridinethione tuzu halinde

Coziintirliik: Suda, etil alkolde ve organik ¢oziiciilerde kolayca ¢oziiniir




2.4. Sodyum Omadin’in Canllar Uzerindeki Etkileri

Bu konuda daha dnceden yapilan aragtirmalar incelendiginde, sodyum omadin ile yapilan

toksisite ¢alismalarimin ¢ok smirli oldugu, maruziyet yolundan bagimsiz olarak, memeli

hayvanlarda diistik toksisite olusturdugu tespit edilmistir. Arka ekstremitelerin paralizi en

tipik intoksikasyon semptomu olmakla beraber, her deney hayvaninda bu etki rapor

edilmemistir (Sprecher ve Getsinger, 2000).

Sitotoksisitesinin yliksek olmasindan dolay1 simdiye kadar sadece diisiik konsantrasyonda

in vitro genotoksisite testlerinde kullanilabilmistir. Ornegin PubChem (2019)’e gére

sodyum omadine maruz birakilan bazi1 balik, krustasea ve kus tiirlerinin ekotoksisite

verileri EPA tarafindan bildirilmis olup, bu canlilarin bilimsel adlari, yaslari, deneye tabi

tutulduklan siire, doz tipi ve toksisite degerleri Cizelge 2.2°de verilmistir.

izelge 2.2. Sodyum omadin uygulamasi yapilan bazi balik ve stasea tiirlerinde
lge 2.2. Sodyu din uygul yapilan bazi balik ve Krust tiirlerinde EPA

ekotoksisite bilgileri (PubChem, 2019)

Organizma | Yaygin Adi Bilimsel Ad1 Yast Deney | Doz Toksisite | Birim

stiresi tipi
Balik Bluegill Lepomis Jw | 9h |LCs |81 m
al sunfish macrochirus 05 PP

Bluegill Lepomis

Balik sunfish macrochirus 369 % h LCso | 0,019 ppm
Bluegill Lepomis

Balik sunfish macrochirus 209 %h LCso | 66 ppm

Balik Rainbow trout g;‘l‘ziosrshy”‘:hus Juv 96h | LCs |0,0072 | ppm

Balik Rainbow trout g;‘l‘ziosrshy”‘:hus 0269 |96h |LCs | 0,28 ppm

Balik g;?igﬂe' :)Cjﬁl‘t‘;t’js 449 |96h |LCs |0018 | ppm

Balik Golden shiner Elr?/tseon;éggggs 269 |9h |LCsx |0,018 ppm

Balik Brook trout foar:;’ien';rl‘if Finglg | 96h | LCso | 0,004 ppm

Balk Fathead Pimephales 139 |9%h | LCw |00028 | ppm
minnow promelas

Krustasea | Water flea Daphnia magna | <24 h 48 h ECso | 0,023 ppm

Kus Mallard duck Q{;"’t‘;rhynchos Adult |21D |LDs |89 mgk

Kus Mallard duck er;?;rhynchos 14D 8D LCso | 9119 ppm

Kus SS;‘I"’h“e acr’é'i?]‘;;nus Adult | 21D |LDs | 200 mgk
Bobwhite Colinus

Kug quail virginianus 14D 8D LCso | 3246 ppm

Kus Sﬁ;‘l"’h“e a?é'i':]‘;;nus 26wk |14D | LDs | 441 mgk




Yukarda verilen tabloya benzer degerler, USEPA (1996, January) ve Arch Chemicals
(2010)’in c¢alismalarinda da goze carpmaktadir. Buna gore bu madde gastrointestinal
sistemden ve deriden kolayca absorbe olmakta, hizla idrardan metabolitler olarak
atilmaktadir. Tatlisu baliklarina toksisitesi yiiksek olup, Alabalik ve Mavi Yiizgecli Giines
Baligi’'nda akut 96-h LCso degerleri sirasiyla <7,3 pg ai/L ve 8100 pg ai/L’dir. Aym
calismada Daphnia magna’ya da ¢ok toksik oldugu bildirilmistir (48-h: 9,2 ug ai/L).

Bu konuda yapilan nadir ¢alismalardan biri de Tural ve digerleri (2018)’nin Danio rerio
(Zebra baligi) bireylerini 24, 72 ve 96 saat siiresince NaOM’un 1 ug/L ve 5 ug/L’lik
dozlarina maruz birakarak yapilmistir. Bu c¢alismanin sonucunda; DNA/RNA oksidatif
zarar1 ve SOD aktivitesi 24 saatlik gruba gore diger gruplarda istatistiksel olarak 6nemli
sekilde farkli bulunmus (p<0,05) ve buna bagli olarak NaOM’un ¢evre kirletici toksik
etkisine dikkat ¢ekilmistir.

Bazi sucul canlilarda toksik etkileri saptanmasina ragmen, yeterli sayida arastirmaya
rastlanmamis olmasi, sodyum omadinin sucul ekosistemler lizerindeki etkisi konusunda

cok daha fazla calisma yapilmasi gerektigini gostermektedir.
2.5. Biyoindikatér Tiirlerin Onemi

Kirliligin s6z konusu oldugu ortamlarda bulunan canli organizmalar, ekosistemin
bozulmasma cesitli tepkiler verirler. Tepkilerden en belirgin olanlari, dagilim 6zellikleri
olarak adlandirilan tiir ¢esitliligi, tiir zenginligi, bolluk ve benzerlik degerleridir. Kirliligin
belirlenmesinde bentik canlilarin kullanilmasi1 olduk¢a eski yillara dayanmaktadir. Bir
ortamdaki kirlilik derecesinin belirlenmesi, gerek cevrede gerekse o g¢evrede bulunan
organizmalardaki zararli kimyasal maddelerin miktarin1 bulma yoluyla olmaktadir. Bu
amagcla, sulardaki ve sedimentlerdeki kimyasal madde miktarlar1 saptanarak suyun veya
sedimentin kalitesi hakkinda bilgi edinilir. Fakat bu ortamlardaki kimyasal madde
miktarlar1 tek baglarina bir sey ifade etmezler. O ortamda bulunan akuatik

organizmalardaki kimyasal madde miktarlar1 da 6nem i¢cermektedir (Basginar, 2009).

Biyoindikator tiirler, ¢evresel reaksiyonlarin gdzlemlendigi organizmalar ve organizma
topluluklaridir. Biitiin ekosistemi etkileyebilen durumlar i¢in ipuglart verirler. Gerhardt

(2000)’a gore biyoindikatorler ti¢ durumda kullanighdirlar:



1) Eger belirtilen ¢evresel faktor dlgiilemezse (Ornegin; iklim degisikligi gibi gecmiste

cevresel faktorlerin yeniden yapilandirildigi durumlarda) (paleo biyomonitoring),

2) Belirtilen ¢evresel faktoriin 6l¢iilmesi zor oldugunda (6rnegin; pestisitler ve kalintilari

veya birkag etkilesimli kimyasal iceren kompleks toksik atiklar),

3) Cevre faktoriiniin Ol¢lilmesinin kolay, ancak yorumlamasmin zor oldugu yerlerde

(gozlenen degisikliklerin ekolojik dnemi olup olmadiginin anlagilamadigi durumlarda)

Biyomonitoring i¢in kullanilan indikatorler; organizma, tiir, komiinite, ekosistem ve
ekorejyon perspektifinde farkli kategorilerde karsimiza gikabilir. Ornegin (Sekil 2.2°de
gorildiigii  lizere) kirlenmeyi gosteren biyoindikatorler oldugu gibi, ekolojik
biyoindikatorler, biyogesitlilik biyoindikatorleri ve ¢evre indikatorleri de mevcuttur

(Gerhardt, 2000).

(Sub)organism
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Sekil 2.2. Biyoizlemede kullanilan biyobelirteglerin ¢esitleri (Gerhardt, 2000)

Biyoindikator olarak kullanilan organizmalarin biiyiik bir ¢ogunlugunu dip sedimentinin
icinde ya da iizerinde bulunan ve c¢ok yavas hareket edebilen bentik canlilar
olusturmaktadir. Belirli bir bolgede dibe bagl yasadiklarindan g¢evresel kirlilige ¢ok daha
fazla maruz kalirlar. Calismalar bazi bentik organizmalarin (6rnegin midyelerin) kirlilik

belirteci olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir (Basc¢inar, 2009). Sudaki organik
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bilesenleri ve planktonlari temizleyerek beslenen midyeler, bunu yaparken bir filtreleme
islemi de gerceklestirdiklerinden kirliligin biyolojik izlenmesi i¢in iyi bir biyolojik
indikatordiirler. Ciinkii agir metalleri bilinyelerinde uzun siire tutabilir ve biriktirebilirler.
Bir¢ok midye tiirii hem tath sularda hem de denizlerde bol miktarda bulunduklarindan,
kolayca toplanabildiklerinden ve biyotik faktorlerin kontroliinii miimkiin kildiklarindan,
laboratuvar deneyleri ve ekotoksikolojik calismalar i¢in biyoindikator tiir olarak tercih

edilmektedirler (Carson ve Darling, 1962; Oktener, 2004).

Bu calismada kullandigimiz tiirlerden biri olan Dreissena polymorpha (zebra midyesi) yil
boyu kolayca toplanabilmesi, Omiir uzunlugunun uygun bir siire olmasit (3-5 yil),
orneklenmelerinin kolayligi, yeterince biiyiik olmalar1 ve gevresel sartlardaki degisimlere
kars1 direngli olmalari, suyu filtreleme Ozelliklerinin ¢ok gelismis olmasi gibi bir¢ok
nedenle biyodeneyler ve biyomonitoring calismalar i¢in son derece uygun bir canlidir.
Zebra midyeleri, biyogesitlilik agisindan sayisal olarak tehdit altinda olmadigi gibi, tam
aksine (hizli iireme giicii ve ¢evresel faktorlerdeki degisimlere karst hosgorii sinirlarinin
yiksek olmasi nedeniyle) “istilaci tiir” olarak nitelendirilmektedirler. Sulardaki %0,5
oranindaki tuza bile dayanabildiginden, hem tatli hem de tuzlu sularda bol bulunmakta ve

genis bir yayilim gostermektedirler (Binelli ve digerleri, 2015).
2.6. D. polymorpha’mn Taksonomisi ve Biyolojik Ozellikleri

Zebra midye (Dreissena polymorpha) tiiri adindan da anlasilacagi {izere kabuklarinin
tizerinde siyah-beyaz seritler tagir (Bobat ve digerleri, 2001). Bu seritlerin renkleri koyu ve
acik olarak degisebilir (Resim 2.1). D. polymorpha’nin taksonomisi asagida verilmistir
(GBIF, 2019; ITIS, 2019):

Alem: Animalia

Sube: Mollusca

Smuf: Bivalvia

Takim: Veneroida

Ust Familya: Dreissenaceae

Familya Dreissenidae (Andrusov, 1897)
Cins: Dreissena (Beneden, 1835)

Tiir: Dreissena polymorpha (Pallas, 1771)
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Resim 2.1. Zebra midyeler

Bu canlilarin bir bagka 6nemi de ekonomik kayiplara yol agmalar1 ve istilaci tiir olmalar
nedeniyle, insanlarin bu tiir ile miicadele konusuna 6nem vermeleridir (Gaygusuz ve

digerleri, 2007).

Dreissena’lar ¢evresel kirlilige direngli olduklarindan, hassas tiirler degildir. Nitekim bu
nedenle, [UCN’in Red List Kriterleri’ne gore LC (Least Concern-Diisiik Riskli) olarak
nitelendirilmekte olup, bu konuda 2013’de giincelleme yapilmistir (Lopes-Lima ve
Seddon, 2014).

Disi Zebra midyelerinin iireme giicii ¢ok yiiksek olup, 40 bin-1 milyon adet yumurta
birakabilirler. Erkek midyeler ise suya birakilan bu yumurtalarin iizerine esey hiicrelerini
birakarak dollerler. En uygun gelisme sicakliklar1 20-22 °C olan larvalar, 3-5 giin iginde
yumurtalardan ¢ikar ve yaklasik 1 ay boyunca suda pasif sekilde (suyun hareketine bagl
olarak) yiizerler (planktonik donem). Bunlardan disi olanlar1 1 yil iginde iiremeye hazir
hale gelirler. Geng midyeler sert ya da kayalik yiizeylere, sularda bulunan diger canlilar
iizerine ve hatta kendi tiirlinden diger bireylere tutunurlar. Su alip veren borucuklar
vasitastyla, giinde yaklasik 1 litre suyu siizerek i¢indeki alglerle beslenebilir. Boyutlar1 ve
Omiir uzunluklari, yasama ortamina gore degisiklik gdsterir, ama en fazla 5 cm boyuna

kadar cikar ve 5 yil kadar yasarlar. Yasam kalitelerinde en dnemli ¢evresel faktorler sudaki
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¢cozlinmiis oksijen miktari, sudaki kalsiyum miktar1 (optimum) miktar 25-125 ppm, su
sicaklig1 (optimum kosullar) 17-25 °C ve pH miktaridir (Devlet Su isleri [DSI], 2012).

Zebra midyesi 7-400 mikron araligindaki organik ve inorganik pargaciklar1 siizebilir.
Planktonlar siizdiikleri i¢in suyun berrakligini arttirir, berraklik arttik¢a, glines 15181 daha
derinlere ulasabilir, bu da fotosentetik organizmalarin daha derinlerde de gelisebilmesine

imkan verir.

Ama Ote yandan, zooplanktonlarla beslendiklerinden, sayilar1 ¢ok arttiginda besin
zincirlerine zarar verebildikleri gibi, ekosistem fonksiyonlarinda tahribata da neden
olabilirler. Yerel midye tiirlerine yapisarak bu yumusakgalarin ekolojik gorevlerini yerine
getirmelerini de engellerler. Motorlara yapisarak c¢evreye yayilir, asir1 miktarda
iirediklerinde ise kanallarin ve su borularinin tikanmasma sebep olurlar. Yumusak
yiizeylerde yogun kolonizasyon balik beslenmesini engelleyebilir ve sert ylizeylerdeki

kolonizasyon ise baliklarin yumurtlamasini etkiler.

Zebra midye denitrifikasyon oranlarni arttirarak ekosistemdeki azot dongiisii siirecini
etkileyebilir. Tatlisu midyeleri (Unionoida) en tehlikeli faunal grup olarak Kuzey
Amerika’da tiirlerin %60°’1 i¢in tehlike olarak kabul edilmektedir (Altinayar ve digerleri,
2001).

2.7. Unio mancus’un Taksonomisi ve Biyolojik Ozellikleri

Bivalvia sinifindaki Unionoidae familyasi kozmopolit bir karakter gosterir ve Ozellikle
Kuzey Amerika’da en biiyiik ¢esitliligine ulasir. Yani bu familyaya dahil olan Unio cinsi
midyeler D. polymorpha tiirii gibi sucul ekosistemlerin makrobentik faunasinin yaygin
tirleridirler. Ancak ekolojik islevleri bakimindan énemli bir farklar1 vardir; ¢linkii Unionid
midyeler, kirlilige kars1 oldukca hassastirlar. Yani biyoindikator organizmalardir ve
ekolojik ¢aligmalar yiirlitebilmek i¢in ¢ok uygun canlilardir. Balik, su samuru, kunduz gibi
su canlilariin besinlerini olusturduklarindan besin zincirinde 6nemli bir rolleri vardir.
Insanlar tarafindan da yenilebilirler, baz1 hayvanlarin yetistiriciliginde (balik, tavuk, domuz
vb.) Onemli yer tutarlar, bazi tiirlerinin kabuklari diigme, inci gibi siis esyalariin
yapiminda kullanilabilir. Gegmis ¢aglardan kalan mollusk fosilleri ise yeryiiziiniin jeolojik

gelisiminin arastiritlmasi agisindan ¢ok onemlidir. Diger bentik tiirlere gore biyokiitleleri
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olduk¢a biiyiik olan Unionid midyeler, bahsi gegen tiim bu Ozellikleri nedeniyle, su
ekosistemlerinde ekolojik ve ekonomik agidan ¢ok onemlidir (Van Hassel ve digerleri,
2007).

Unio’lar birgok midye tiirliniin aksine, hassas canlilar olduklarindan kirlilik stresine maruz
kaldiklarinda sucul ekosistemde yok olabilirler. Nitekim, bu hassasiyeti nedeniyle, bircok
su ekosisteminde sayilar1 hizla azaldigindan [UCN’in Red List Kriterlerine gére NT (Near
Threatened-Tehdite Yakin) olarak nitelendirilmis olup, bu konuda 2014’de giincelleme
yapilmistir (Lopes-Lima ve Seddon, 2014).

Unionidae (Fleming, 1828) ailesi mensubu tatlisu midyeleri suyu filtre ederek, fitoplankton
miktarmi1 6nemli Slgiide diistiriirler, fosforu su siitunundan uzaklastirirlar, bu sayede

bulunduklar1 ortamdaki su kalitesinin iyilesmesinde etkili olurlar (Giiler ve digerleri,

2017).

Unionid midye larvalar1 (glochidia), balik solungaglarinda veya yiizgeclerinde zorunlu
parazitler oldugu karmasik bir yasam dongiisiine sahiptir. Yumurtlama sirasinda, oositler
suda siiziilen sperm tarafindan dollendikleri solungaglara (marsupium/kese) gecer.
Marsupium'da embriyolar olgunlasmis glochidia olana kadar kulugkaya yatirilir ve sifonlar
vasitastyla salinir. Glochidia, uygun bir konak¢1 balik bulana kadar sadece birkag¢ giin
hayatta kalabilir. Bir kapsiille ¢evrilen glochidia jiivenillere doniisiir, konak¢idan ayrilir ve

asag1 diiger ve cinsel olgunluga yonelik biiylime baslar (Khalloufi ve digerleri, 2019).

Genel olarak tatlisu midyeleri ayr1 eseyli olmakla beraber ¢ok nadir olarak hermofroditlik
goriiliir. Olgun erkeklerde gonadlar krem-beyaz, disilerde ise portakal saris1 tonlarindadir.
Kabuklar kapali iken cinsiyet ayrimi yapilamaz. Sperm ve yumurtanin ddllenmesi ile

glochidia larvasi olusur (Keskinbalta, 2015).

Tiirkiye’de cesitli arastiricilar tarafindan Unio cinsine ait alt1 tiir (Unio pictorum, Unio
hueti, Unio terminalis, Unio elongatulus, Unio tigridis, Unio stevenianus) saptanmistir
(Oktener, 2004).

Bu calismamizda kullandigimiz diger tiir olan Unio mancus, D. polymorpha’nin tersine

cevresel kirlige kars1 son derece duyarli ve hassas bir canli olup, kirlilik stresine maruz
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kaldiginda c¢ok hizla zarar goérdiigiinden, ortamdan kaybolur. Bu hassasligt onu
“biyoindikatér” bir tlir haline getirirken; yeterli uzunlukta Omre sahip olmasi, su
sistemlerinde kolayca bulunabilmesi (yaygin olmasi) ve viicutlarinin doku Ornekleri
almabilecek biiyiikliikkte olmasi nedeniyle ekotoksik ¢alismalarda aranilan bir denek

durumunda goriiliirler (Van Hassel ve digerleri, 2007).

U. mancus, muhtemelen ilkbahar ve yaz aylarinda yumurta tiretir. Nehir, gol ve kanallarda
kumlu zeminleri ve nispeten durgun su habitatlarini1 tercih eder. Genellikle aga¢ kokleri
arasinda bulunur. Baliklarda konake1 olabilirler. Bu tiir Kuzey Afrika, Giiney ve
Glineydogu Akdeniz, Orta Dogu ve Orta Avrupa’da (dogal olarak Tiirkiye’de de)
yayilmistir (Keskinbalta, 2015).

Tiirkiye’de Karasu Cayi’nda ve Bektasaga Goleti’nde rastlanan U. mancus 'un taksonomisi

asagida verilmistir (Musselp, 2019);

Alem: Animalia

Sube: Coelomata

Sinif: Bivalvia

Altsinif: Eulamellibranchiata
Takim: Unionoida

Familya: Unionidae

Cins: Unio (Philipsson, 1788)

Tiir: Unio mancus (Lamarck, 1819)

U. mancus’lar (Resim 2.2) genelde tath sularda littoral bdlgenin ¢amurlu zemini lizerinde
yasarlar. Birbirine elastik bir ligament ile sikica bagli olan kabuklarinda 6n (anterior), arka
(posterior), karin (ventral) ve sirt (dorsal) bolgeleri olup, kabugun i¢ kismindaki manto
boslugu ise sedef ile kaplidir. Ayak kisminin yaninda iki adet solungac olup anterior
kisminda her iki kabukta kapama kaslar1 mevcuttur. i¢ organlar dorsal kisma tutunmustur

(Resim 2.3).
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Resim 2.2. U. mancus kabuk goriintiisii

Kapama kaslar:

Solungagclar

I¢ organlar

Manto

Ayak

Resim 2.3. U. mancus’un morfolojik yapisi

2.8. Biyodeney ve Biyodeneylerde Kullanilan Baz1 Kavramlar

Canlinin organ veya organlarini kimyasal yapilar1 aracilifiyla etkileyebilen, organizmada
meydana gelen ya da disaridan organizmaya giren, canlinin sagliginda gegici veya kalici

olumsuz etki yapan maddeler; zehir ya da toksin olarak tanimlanmaktadir (TSE, 1988).

Suya dogal ya da ¢esitli yollarla girebilen bu tiir kimyasal maddelerin miktarinin artmasi
sucul ortamda yasayan canli organizmalar i¢in toksik olup ¢esitli etkiler dogurabilmektedir
(Lloyd, 1992).
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Sucul habitatlardaki mevcut kirliligin ve toksik maddelerin canlilar tizerindeki etkilerini
degerlendirebilmek amaciyla gerceklestirilen deneylerde dogrudan canlilarin kendileri

kullanilir ve bu deneyler iki sekilde yapilir:

In vitro: Canlinin yasadigi ortam kosullarina benzer kosullar (tam kontrollii olarak)

laboratuvar ortamina aktarilarak gerceklestirilir.

In situ: Herhangi bir toksik maddenin sucul sistemler {izerinde yaptig1 etkileri
anlayabilmek amaciyla, kirlenmis oldugu diisiiniilen dogal ortamdan Ornek toplanarak

incelenir (Tunca, 2015).

Biyodeneylerde dogrudan canli materyal kullanilmaktadir. Bu deneylerde genellikle toksik
maddelerin etkilerinin tespiti yapildigi i¢in zehir deneyleri olarak da adlandirilirlar (APHA,
1975).

Biyodeneyler deney siirelerine gére genel olarak; kisa siireli (akut) ve uzun siireli (kronik)
olmak tizere ikiye ayrilir. Akut toksisite deneylerinde genellikle LCso degerinin
hesaplanmasinin nedeni, kirleticilere karsi 6liim Oncesi bireysel ve toplu reaksiyonu yani

genellikle canlinin 6liimiinii baz almak i¢indir (Svobodova ve digerleri, 1993).

Zehir: Organizmada sekillenen veya disaridan organizmaya giren, kimyasal yapilar
dolayistyla canlinin organ veya organlarini etkileyebilen, canlinin sagliginda gecici veya

stirekli olarak olumsuz etki yapan maddelerdir (TSE, 1988).

Zehirlilik (Toksisite): Sularda tabii dengeyi bozan organizmalarin hayat siirelerini kisaltan
ve/veya ortam sartlarin1 bozan her tiirlii yabanci etkidir. Diger bir deyisle; kirleticilerin

organizmalar {izerine zararh etkisidir (Unsal, 1996).

Subletal Doz: Canlida dogrudan 6liime neden olan diizeyin altindaki dozdur (TSE, 1988).

Akut zehirlenme: Kimyasal maddenin toksik dozuna bir kere veya kisa zaman (24 saat)

icinde bir¢ok kere maruz kalma sonucu goriiliir.

Kronik zehirlenme: Uzun siire (3 aydan fazla) akut toksik dozun altinda maruz kalma

sonucu olusan kronik zehirlenme kiimiilatif zehirlerle goriiliir. Genel olarak bir zehirin
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organizmadan atilim hizi, absorbsiyon hizina gore daha yavas ise, bu toksik madde

organizmada birikebilir yani "kiimiilatif 6zellik" gosterir (Tunca, 2015).

LDso (ortalama oOldiiriicii doz): "deney hayvanlarina belirli kosullarda ve dogrudan
uygulanan toksik maddenin, bu hayvan popiilasyonunun %50'sini 6ldiiren dozu" olarak

tanimlanir.

LCso (ortalama oldiiriicii konsantrasyon): Belirli bir siire (6rnegin 24 saat) sonunda,
cevrede (su, hava gibi) bulunan kimyasal maddeye maruz kalan deney hayvanlarinin

%50'sinin 6liimiine neden olan konsantrasyondur (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Sucul ortamda yasayan canlilar tizerindeki LCso‘ye gore toksisite dereceleri
(Tunca, 2015)

Toksikoloji derecesi LCso (ug/L)
Cok yiiksek toksik < 100
Yiiksek toksik 100-1 000
Orta derecede toksik 1 000-10 000

Az toksik

10 000-100 000

Akut toksik degil

> 100 000

LDso tayini: Yukarida verilen LDso tanimi, Ekonomik Isbirligi ve Gelisme Kurulusu (The
Organization For Economic Cooperation and Development: OECD) tarafindan daha acik
olarak: "Bir maddenin deney hayvanlarinin %50'sini 6ldiirecegi beklenen ve istatistiksel

olarak tayin edilen tek dozu" seklinde tanimlanmaktadir (Vural, 2005: 228).

LDso ve LCso tayininde kullanilan en basit yontem, grafiksel yontem olup, etkinin kuantal
oldugu (hep veya hig) diislincesine dayanmaktadir. Boylece deney grubunda, doza karsi
cevap (0liim) yiizdesi ve normal dagilimdaki kiimiilatif etki degerlendirilmesi yapilir

(Vural, 2005: 229).

Doz-probit iligkisi: Doz-cevap iliskisinde doza karsi oliim "probit birimi" olarak da
gosterilebilir. Ozellikle probit esasina dayanan doz-cevap egrisi, ayn1 LDso degerini veren

maddelerin, diger dozlardaki toksisitelerini karsilastirmada énemlidir.
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Bagiml ya da aciklanan degiskeni evet-hayir, basarili-basarisiz gibi yanitlardan olusan, 0
ve 1 olarak kodlanan kategorik modeller, iki uclu ya da golge-bagimli degiskenli modeller
olarak adlandirilir. Bu modelleri tahmin etmek i¢in Dogrusal olasilik, Logit ve Probit gibi

cesitli analiz yontemleri kullanilir.

Probit analizi logistik regresyona alternatif olarak kullanilan bir modeldir. Her iki analizde
birbirine olduk¢a benzerdir ve her iki yontem ile elde edilen olasilik tahminleri birbirine
oldukca yakin degerlerdir. Logistik regresyon analizinde log odd’lar (bahis oranlari)

kullanilirken probit analizinde kiimiilatif normal dagilim kullanilir.

SPSS’te probit analizi, 6zellikle tip alaninda yapilan deneysel calismalarda, birimlere
uygulanan doz miktarlarina kars1 alinan cevaplar (doz-cevap) i¢in diizenlenmis olmasina
ragmen daha genis amaglar i¢in de kullanilabilmektedir. Probit analizi, belli bir bagimli
degisken (cevap) oranina ulasmak igin gerekli olan bagimsiz degisken etkisinin tahmin

edilmesine olanak saglar (Pagal, 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneyde kullanilan midye tiirlerinin temini, tasima ve saklama kosullari

Calismamizda kullanilan iki farkli midye tiiriiniin toplama kaynagi, tasima ve hazirlama

kosullar1 su sekildedir:

Kullanilan tiirler: Tatlisu midyesi (Unio mancus) (Lamarck, 1819) ve Zebra midye

(Dreissena polymorpha) (Pallas, 1771) kullanilmustr.

Zebra midyesinin toplama yeri ve nitelikleri: D. polymorpha (Pallas, 1771) bireyleri
Kesikkoprii Baraji’'ndan toplanmistir. Kesikkdprii Baraji, Ankara ili Bala ilgesi,
Kesikkoprii beldesinde, Ankara'ya yaklagik 110 km uzaklikta, Kizilirmak iizerinde yer
almaktadir. 39° 23" 43,08"" kuzey enlemi, 33" 25" 15,6"" dogu boylami arasinda olup,
alanin yiikseltisi 49,10 m’dir. Elektrik enerjisi iiretimi ve sulama suyu saglama amagh
olarak 1966 yilinda isletmeye acgilmistir. Toprak ve kaya gévde dolgu tipine sahiptir. Zebra
midyeler Kesikkoprii Baraji’'ndaki hidroelektrik santralinde borularda kolonize olarak

bulunmaktadir.

Tatlisu midyesinin toplama yeri ve nitelikleri: Calisilan diger midye tiirii Unio mancus
(Lamarck, 1819) bireyleri Sinop ilindeki Karasu Cayi’nda kolay ulasilabilen kisimlardan el
ile daha s1g olan kisimlardan ise kepge ile toplanmistir (Resim 3.1). Karasu Cayi, Kiire
Daglari’'nda Giindiizli Ormanlari’'ndan dogar. Uzunlugu 80 km olup, Sinop’un 8 km
batisindan denize dokiiliir. Orneklerin toplandigi alanin koordinatlari; 41° 57" 17,96"
kuzey enlemi, 31° 1" 11,24"" dogu boylami arasinda olup, drneklem alaninin yiikseltisi

21.3 m’dir.

Tasima kosullari: Serin ve nemli bir ortam isteyen bu canlilar 151k almayan mavi termoslar

icerisinde muhafaza edilerek laboratuvar ortamina getirilmistir.



Resim 3.1. Karasu Cay1 (Sinop)

3.1.2. Deney ortami ve adaptasyon periyodu

Karasu Cayi’'ndan ve Kesikkoprii Baraji’ndan toplanarak laboratuvara getirilen midyeler
burada, tiir olarak ayr1 ayri, i¢lerinde 48 saat havalandirilarak dinlendirilmis sebeke suyu
bulunan akvaryumlar ve cam kaplar i¢ine konulmustur. Bu ortamda bir hafta bekletilerek
laboratuvar sartlarina adapte olmalar1 saglanmistir. Bu silire¢ boyunca deney kaplar1 glines
goren bir yere konuldugundan, ortamin yeterince 151tk almasi ve dolayisiyla
fitoplanktonlarin (alglerin) tiremesi saglanmig, bdylece midyelerin onlarla dogal olarak

beslenmesi miimkiin olmusgtur (Resim 3.2).

Resim 3.2. D. polymorpha tiyelerinin akvaryumlarda 1 haftalik adaptasyon siirecleri
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3.2. Deney Diizenegi ve Yontemi

3.2.1. D. polymorpha i¢in Akut LCso degerlerinin tespiti

D. polymorpha (Zebra midyesi) ile akut LCso (mortalite) degerleri biyodeney yontemi ile
yapilmistir. Buna gore; 3 L hacimli 6 adet cam kap (5 farkli doz ve 1 kontrol grubu i¢in)
kullanilmis, bunlarin i¢ine Ankara sebeke ¢esme suyundan 2 L konularak klorunun ugmast
icin 48 saat dinlendirilmis ve gerekli havalandirma diizenegi saglanmistir (Resim 3.3). Her
bir cam kaba konulan zebra midyesi sayis1 20 adettir ve ortalama kabuk uzunluklari 14,4 +
3,6 mm olarak 6l¢iilmiistlir. Deney oncesi cam kaplardaki su parametreleri; sicaklik 21°C,

iletkenlik 204,7 uS/cm, ¢6ziinmiis oksijen (DO) 4,25 mg/L olarak tespit edilmistir.

Akvaryum suyu kalitesi deney baslangicinda ve bitiminde YSI marka arazi tipi oksijen

metre ile her akvaryum i¢in 6l¢iilmiis ve degerler kaydedilmistir.

Resim 3.3. D. polymorpha biyodeney diizenegi

Biyodeney i¢in sodyum omadin (aq. sol., 40%, Arch Chemicals, Inc., UK) kullanilarak
distile su ile dort farkli konsantrasyonda seyreltilmis stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢6zelti
0,1, 0,5 1,0, 2,0, 40 ug/L’lik konsantrasyonlarda 7 giin boyunca D. polymorpha

bireylerine uygulanmistir (Resim 3.4).
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Resim 3.4. Sodyum omadin ¢dzeltisinin hazirlanmasi

Midyelerin canli olup olmadiklarin1 anlayabilmek i¢in kabuklara el ile hafifce vurularak
uyar1 verilmis ve ardindan (hayvana zarar gelmemesi i¢in dikkatli davranarak) agilmaya
calisilmistir. Eger kabuklar kolayca agiliyor ve Oylece kaliyorlarsa o6li, acgilmaya
calisildiginda tekrar kapantyorsa canl olarak kabul edilmislerdir (Resim 3.5). Olii olanlarin
kabuklart agirlik, uzunluk, yiikseklik ve kalinlik olarak ol¢lilmiis ve bu fiziksel degerler
kaydedilmistir.

Resim 3.5. Dreissena polymorpha (a) ve Unio mancus (b) bireylerinde “canlilik tespiti” (C)
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Biyodeney sistemi OECD (1993) ve ulusal mevzuatta verilen (Resmi Gazete, 1991)
standard metodlara gore yapilmistir. LCso (mortalite) sonuglar1 Finney’in probit analiz
yontemine gore EPA tarafindan gelistirilen paket program (EPA Probit Analysis Program
Version 1.5, A.B.D.) ile LCso %95 giiven aralig1 hesaplanmustir.

3.2.2. U. mancus ile subletal deney

Subletal deneyde U. mancus tiirii kullanilmistir. Subletal sodyum omadin (sulu
cozeltisinden distile su ile hazirlanmistir) maruziyet deneyinin siiresine ve doz araligina bir
on deney yapilarak, onun sonucuna gore karar verilmistir. Hacmi 20 litre olan deney
akvaryumuna, kloru ugurulmus 15 litre sebeke suyu ve 15’er adet midye konulmustur
(Resim 3.6). Ardindan bu suya 5 pg/L NaOM dozlanmistir. Bunlara ilave olarak yine
icinde ayn1 miktar havalandirilmis sebeke suyu ve 15 adet midye bulunan 1 adet 20 L’lik
akvaryum kontrol grubu olarak hazirlanmistir. Yapilan dozlama 96 saat boyunca
gozlemlenmistir. Deney Oncesi akvaryumdaki su parametreleri; sicaklik 19,1 + 0,16°C,
iletkenlik 256,6 uS/cm, pH 8,16 + 0.2, ¢oziinmiis oksijen (DO) 6,25 mg/L olarak tespit

edilmistir.

Resim 3.6. U. mancus biyodeney diizenegi

Deney siiresince (4 giin), her giin akvaryumlara uygulanan sodyum omadin dozlarinin
etkisini ve midyelerin canli olup olmadiklarini anlayabilmek ic¢in “canlilik tespiti”
yapilmistir. Yani, 6lmiis izlenimi veren bireylere dokunmak suretiyle (kabuklarina uyari
verildiginde Olii olanlarin agik kalip, kapanmamalar1 6zelligine gore) canli olup
olmadiklart kesinlestirilerek, 6lii olanlar akvaryumdan uzaklastirilmis ve fiziksel 6lgtimleri

yapilarak kaydedilmistir (Resim 3.5).
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a) Uzunluk b) Yiikseklik c) Kalinlik

Resim 3.7. U. mancus bireylerinin fiziksel dl¢imleri

Deney bitiminde (96 saat sonunda) sag kalan biitiin U. mancus bireyleri kagit havlu ile
kurulanarak fazla sulari alinmistir. Ardindan kabuk agirliklart Sartorius TE313S terazi ile,
“yiikseklik-uzunluk-kalinlik” parametreleri ise kumpas aleti kullanilarak morfometrik
olgiimleri tamamlanmgtir (Resim 3.7). ilk 10 6rnek biyokimya i¢in ayrilmis, kalan 5 6rnek

ise histolojik analizler i¢in kullanilmistir.

3.2.3. U. mancus iizerinde histolojik ¢alismalar

Hemosit sayimi: Tatlisu midyelerinin ilk asamada umbo kismina yakin bir kismindan 2,5
ml’lik enjektor kullanilarak Resim 3.8’de goriildiigii tizere hemolenf sivist alinmis ve 1:1
oraninda %4’lilkk formaldehitle fikse edilerek sulandirilmis (%4’°lik formaldehit; 96 ml
distile suya 4 ml formaldehit konularak) ve toplam hemosit sayim1 yapilmistir (THC/ml).
Hemolemfde THC/ml hemosit sayimi hemositometrede tim hiicreler sayildiktan sonra

(Dingel ve digerleri, 2013) metodunun modifikasyonu ile hesaplanmistir.

Resim 3.8. U. mancus’dan hemolemf s1vis1 alinmasi
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Mikroniikleus sayimi: Mikroniikleus sayimi i¢in, (toplamda 5 adet 6rnegin hemolemf sivisi
kullanilmistir) hemolemf 3:1 oraninda metanol ve glasiyal asetik asit ile fikse edilerek,
periferik yayma preparatlar hazirlanmistir. Yirmi dakika havada kurutulduktan sonra,
mikrontikleuslar1 aciga ¢ikaracak olan Giemsa boyasi géz karari miktarinda preparatin

iizerine damlatilip, boyama gergeklestirilmis ve tekrar kurumaya birakilmistir.

Diseksiyon: Hemolenf alim isleminden sonra, diseksiyon yapilmistir. Biyokimya igin
ayrilan doku 6rneklerinin (solungag¢ ve sindirim bezleri) biyobelirteclerini kanitlamak igin
almarak aliminyum folyoya sarilmig, soklama yontemi ile sivi azota konulmus ve
parametre Ol¢ciim islemleri yapilacagi zamana kadar -80°C’de derin dondurucuda

saklanmistir (Resim 3.9).

(@ ®)

Resim 3.9. U. mancus’larin solungag (a) ve sindirim bezi (b) doku 6rnekleri

Histoloji ¢caligmasi: Disekte edilen 6rneklerde ligament ve ayak kismi hari¢ midye dokulari
alimmis ve kasetlere yerlestirilip Davidson soliisyonuna (330 ml %95’lik etil alkol, 220 ml
formalin, 115 ml glasiyal asetik asit, 335 ml distile su ya da ¢gesme suyu) konulmus; 48 saat
sonra %70’lik etil alkole aktarilmistir (Bell ve Lighner, 1988). Dokular daha sonra doku
takibinin gergeklestirilmesi amaciyla plastik kasetlere Kkiiciiltillerek alinmistir. Doku

takibine kadar plastik kasetlerde %70’lik etil alkol i¢inde bekletilmistir.

Doku takibinin gerceklestirilmesi: Bu siiregte etil alkol igerisinde bekleyen dokular1 6nce
dehidrasyon amagli olarak her birinde ikiser saat kalacaklar1 %70, 80, 90, 96 ve absolii etil
alkol serilerine maruz birakilmiglardir. Daha sonra alkoliin uzaklagmasi ve parlatma islemi

icin 2 saat siire ile ksilolden gegirilerek; 56-58°C’de ksilollii parafin ve parafinde ikiser
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saat bekletilip gomilmiislerdir. Gommek icin 6zel kaliplar igerisine sivi parafin
doldurularak doku parcalar1 yerlestirilmistir. Parafin bloklar kesim 6ncesinde buzdolabinda

saklanmistir (Luna 1968).

Parafin bloklardan doku kesitlerinin alinmasi: Parafin bloklardan histolojik inceleme
yapmak i¢in, rotary Thermo Shandon mikrotom ile 5-6 mikron kalinhiginda kesitler
alimmigtir. Daha sonra kesimler isitilmis su banyosunda lam iizerine yerlestirilmistir.
Lamlar 50-60°C’ye ayarlanmis etiivde 1 gece kurutularak parafinli kesitlerin lama iyice
yapismasi saglanmistir. Lamlar daha sonra Presnell ve Schreibman (1997) prosediirlerine
gore hematoksilen ve eozin ile boyanmistir. Hematoksilen ve eosin ile boyanan dokular

Kanada balsami ile yapistirilarak sabit preparat haline getirilmistir (Luna, 1968).

Histolojik preparatlarin  incelenmesi: Dokularin  incelenmesi, degerlendirilmesi ve
goriintiilenmesinde histoloji atlas1 McElwain ve Bullard (2014) ve agik literatiirde bulunan

arastirma makalelerinden faydalanilmistir.

Genotoksisite ¢aligmasi: Bu ¢alisma kapsaminda ise histolojik preparatlara TUNEL testi
uygulanmistir. Bunun ig¢in ireticinin yonergesi takip edilerek (TUNEL apoptosis kit
prosediirii) kit ile dokudan genetik hasar tayini yapilmistir (Kitin teknik 6zelligi: Millipore
marka [CatNo=S7101] “Apop Tag Peroxidase in situ Apoptosis detection Kit”).

Dokuda biyokimyasal analizler: Lipit peroksidasyonu diizeyi sindirim bezi ve solungag
dokularinda tiyobarbiitrik asit (TBA) reaktif madde olusumu yontemi ile calisilmistir
(Casini ve digerleri, 1986; Kurtel 1992). Doku oOrnekleri homojenizator ile soguk
trikloraasetik asit (TCA) (100 mg doku + 900 ul %10’luk TCA) iginde buzlu ortamda
homojenize edilmistir. Santrifligasyondan sonra siipernatanttan 250 ul alinarak analiz
edilmis ve lipid peroksidasyon diizeyi 1,56 x 10° M7 cm? katsayis1 kullanilarak
“malondialdehit (MDA) esdegeri” olarak ifade edilmistir.

Ayni1 dokularda rediikte glutatyon (GSH) tayininde modifiye Ellman yontemi kullanilmistir
(Aykag¢ 1985; Ellman 1959). Siipernatanin 100 pl’si, 400 pl 0.3 M NaxPO4.2H20 ve 50 ul
ditiyobisnitrobenzoat (DTNB) (0,4 mg/ml %]1’lik sodyum sitrat) ¢ozeltisi eklenerek
karistirllmig,  Ornekler oda  sicakliginda  5-10 dakika  bekletildikten  sonra
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spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda absorbans oOlgiilmiis ve glutatyon diizeyleri

13,600 Mt cm™ katsayis1 kullanilarak hesaplanmistir.

Dokuda yag oksidasyonunun o6l¢iildiigii en yaygin metot TBA yontemidir. Bu yontem
malondialdehit (MDA) igerigini belirlemek amaciyla uygulanmaktadir. TBA ydnteminin
prensibi MDA ve tiyobarbiturik asitin (TBA) reaksiyona girerek kirmizi renkli pigment
olusturmasidir. Olusan kirmizi-pembemsi renkteki pigment spektrofotometrede 532-535
nm’de Olgiilmektedir. TBARS yontemi ile sadece ikincil bir reaksiyon iiriinii olan MDA
Olcililmez c¢iinkii ayn1 zamanda diger bazi bilesenlerde TBA ile reaksiyona girebilmektedir.
TBA ile reaksiyona giren ama MDA olmayan bilesiklere TBARS (Thiobarbituric acid

reactive substances) denir (Fernandez ve digerleri, 1997).

Solungag ve sindirim bezi TBARS (Tiyobarbiturik asit reaktif maddesi) 6l¢iimii icin
asagidaki akis uygulanmistir (Resim 3.10) (Casini ve digerleri, 1986; Kurtel, 1992):

- Tiyobarbiitrik asit (TBA) reaktif madde olusumu yontemi ile solungag ve sindirim bezi
dokusunda lipid peroksidasyon diizeyinin 6l¢timii (Casini ve digerleri, 1986; Kurtel, 1992)

- Homojenizator ile soguk trikloraasetik asit i¢inde (buzlu ortamda) doku orneklerinin

homojenize edilmesi (900 puL %10’luk TCA + 100 mg doku)

- Orneklerin santrifiij edilmesi (15 dakika siireyle 4000 rpm’de ve siipernatant almarak

4000 rpm’de 8 dakika)

- Ornekten 250 pL alinarak {izerine 10 puL %1 lik biitil hidroksitoluen (BHT) ve 250 pL
%0,67’lik tiobarbiitrik asit (TBA) eklenmesi

- Kaynarsu banyosunda (100 °C) 6rneklerin 15 dakika bekletilmesi
- Orneklerin sogutularak 4000 rpm’de santrifiij edilmesi
- Orneklerden siipernatant alinarak her bir 6rnegin absorbans1 532 nm’de tayin edilmesi

- Solungag ve sindirim bezi dokusu lipid peroksidasyon diizeyi 1,56 10° M/cm ekstinksiyon

katsayist kullanilarak malondialdehit (MDA) esdegeri olarak ifade edilmesi
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Resim 3.10. Solungag ve sindirim bezi TBARS diizeyinin 6l¢iilmesi

Solunga¢ ve sindirim bezi glutatyon (GSH) diizeyinin dl¢iilmesi ig¢in yapilan deneylerin

akis sirasi ise su sekildedir (Resim 11) (Aykag, 1985 ve Ellman, 1959):

- Solungag ve sindirim bezi dokusunda glutatyon (GSH) tayininin yapilmasi (Modifiye

Ellman yontemi kullanilarak)

- Lipid peroksidasyonunda anlatildigi sekilde solunga¢ ve sindirim bezi dokular

homojenize edilmesi
- Santrifiyj islemi

- 100 pL stipernatant, 400 pL 0,3 M Na2P04.2H20 ve 50 pL ditiyobisnitrobenzoat (DTNB)
(0,4 mg/ml %1°lik sodyum sitrat) ¢ozeltisi ile karistirilmast

- Orneklerin oda sicakliginda 5-10 dakika inkiibasyona birakilma islemi

- UV- GB spektrofotmetrede 412 nm dalga boyunda absorbans olglimii ve glutatyon
diizeyleri 13,600 M/cm ekstinksiyon katsayisi kullanilarak hesaplanmasi



Resim 3.11. Solungag ve sindirim bezi glutatyon diizeyinin 6l¢iilmesi

Doku analizlerinde kullanilan aletler ve kimyasallar genel olarak agagida verilmistir:

Kullanilan aletler:

- Homojenizatér MICCRA D-1 Mikro

- Hassas terazi SARTORIUS

- Santrifiij HETTICH Micro 200 R Sogutmali

- Spektrofotometre BIOKIT EL X 800 Bioelisa Reader
- Spektrofotometre BIOCHROM Libra S22 UV/VIS

- Molecular Devices VERSAmax tunable microplate reader
- Vortex HEIDOLPH

- Benmari Isiticili Su Banyosu

- Derin dondurucu DAIHAN

- pH-metre JENWAY

- Magnetik karistirict Isiticili HEIDOLPH

- Kar makinesi ELECTROLUX

- Otomatik pipet

29
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Kullanilan kimyasal maddeler:

- Trikloraasetik asit (TCA)

- Etil alkol (Merck)

- 5,5’ ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB)
- Tiyobarbitiirik asit (TBA)

- Biitil hidroksitoluen (BHT)

- Na2HPO4.2H20, sodyum sitrat (Sigma)

[statiki analiz:

MDA ve GSH tayini sonuglart gruplar arasi farkin tespiti i¢in 6nce normal dagilim ve
varyanslarin homojenligi testlerinden gegirilmis, sartlar1 saglayan veriler parametrik t-testi
ve tek yonli ANOVA ile; saglamayanlar ise bunlarin non-parametrik muadilleri olan
Mann-Whitney U ve Kruskall Wallis H testleri ile analiz edilmistir. Anlamlilik diizeyi 0,05

olarak alinmistir.



31

4. BULGULAR

4.1. Sodyum Omadin’in Tathsu Zebra Midyesi (D. polymorpha) Uzerine Akut Toksik
Etkisi

Zebra midyesinde (D. polymorpha) akut toksisite deneyi sonucunda sodyum omadinin
statik biyodeney sisteminde 96 saatlik LCso degeri 0,243 pg/L (243 ng/L) olarak
hesaplanmistir (%95 giiven araligi=0,735-0,016). Kontrol grubunda (n=15) 96 saat 1 adet
olii midye bulunmustur. Akut toksisite bulgular1 bize maddemizin indikator tiir zebra
midyesi i¢in ¢ok toksik oldugunu gostermistir. Organlarinin ¢ok kiiclik olmasi nedeniyle,
dokular1 dogru sonu¢ verecek sekilde almak miimkiin olmadigindan, bu tiir iizerinde

subletal deney yapilmamastir.
4.2. Sodyum Omadin’in Tathsu Midyesi Unio mancus Uzerine Subletal Toksik Etkisi

Unio mancus tiiriine NaOM 5 ug/L konsantrasyonda uygulanmistir. Deney siiresi olan 96
saat sonunda hemolemf hiicre sayimi, genotoksisite, biyokimya Olgiimleri yapilmistir.
Genotoksisite belirlenmesinde kullanilan mikroniikleus yonteminde her preparattan en az
1000 hiicre sayilmasi gerekmektedir. Ancak deney grubumuzda mikroskobik analizler
istatistik  degerlendirme yapacak diizeyde hiicre bulunamadigimi gosterdiginden

mikrontiikleus testi sonuglar1 elde edilememistir.
4.3. Doku Analizlerinden Elde Edilen MDA Bulgulari

Subletal sodyum omadine 96 saat siiresince maruz kalan tatli su midyesi Unio mancus un
sindirim bezi ve solunga¢ dokularindaki malondialdehit (MDA) diizeyleri belirlenmistir.
Doksan alt1 saat boyunca sodyum omadine maruz kalmis solunga¢ dokularindaki MDA
diizeyleri kontrol grubuna gore istatistik olarak Onemli fark gdstermemesine ragmen,
kontrol grubuna gore artis saptanmistir (p>0,05). Sindirim bezi MDA diizeyleri ise
kontrole gore istatistiksel olarak dnemli diizeyde artmistir (p<<0,05) (Sekil 4.1) (Cizelge
4.1).



32

250,000

200,000

150,000

MDA (nmollg doku)

100,000
F-1
fo)

50,000

000

T T T
Maom MaOmM-S0L K K-S0L

Grup

Sekil 4.1. Kontrol ve deney grubunun toplam MDA diizeyi farklar1 boxplot grafiginde
karsilastirilmast (“NaOM”: Deney grubu, “K”: Kontrol grubu)

Cizelge 4.1. Dokulardan elde edilen toplam MDA degerleri (NaOM: Sindirim bezi deney
grubu, K: Sindirim bezi kontrol grubu, NaOM-sol: Solunga¢ dokusu deney
grubu, K-sol: Solunga¢ dokusu kontrol grubu)

Grup Giiven aralig1
MDA (nmol/g doku) Ortalama + SD (%95)
NaOM 126,60 + 14,61 92,90 + 160,30
K 28,37 £ 6,37 13,94 + 42,80
NaOM-sol 140,77 £ 17,86 100,35 + 181,19
K-sol 74,16 £ 26,91 13,28 + 135,04

4.4. Doku Analizlerinden Elde Edilen GSH Bulgulari

Doksan alt1 saat siiresince subletal sodyum omadine maruz kalan tatl su midyesi U.
mancus’un sindirim bezi ve solunga¢ dokularindaki glutatyon (GSH) diizeyleri
belirlenmistir. Doksan alt1 saat boyunca sodyum omadine maruz kalmis solungag
dokularindaki ortalama glutatyon (GSH) diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

onemli diizeyde artmistir (p<0,05). Benzer sekilde, sindirim bezi glutatyon (GSH)
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diizeyleri de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artmistir (p<0,05)

(Sekil 4.2) (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.2. NaOM uygulamas1 yapilan kontrol ve deney grubunun toplam GSH diizeyi
farklarinin boxplot grafiginde karsilagtirilmasi (NaOM: Deney grubu, K: Kontrol

grubu)

Cizelge 4.2. NaOM’a maruz birakilan dokulardan elde edilen toplam GSH degerleri
(NaOM: Sindirim bezi deney grubu, K: Sindirim bezi kontrol grubu, NaOM-
sol: Solungac dokusu deney grubu, K-sol: Solunga¢ dokusu kontrol grubu)

Grup GSH (nmol/g doku) Ortalama + SD Giiven araligi (%95)
NaOM 2,44 £0,28 1,78 + 3,10
K 0,92 £ 0,40 0,00 + 1,84
NaOM-sol 3,44+ 0,34 2,65+4.23
K-sol 1,66 +0,37 0,79 £2,53
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4.5. Toplam Hemosit Sayisina iliskin Bulgular

Doksan alt1 saat siiresince subletal (5 pg/L) sodyum omadine maruz kalan tatli su midyesi
U. mancus’un kontrol ve deney grubunda ortalama toplam hemosit sayilari THC/ml
strastyla: 279333 + 20330; 853600 + 80222°dir. Kontrol ve deney grubu ortalama hemosit
sayilar1 arasinda istatistiksel 6nem diizeyinde artmistir (p<0,05) (Sekil 4.3) (Cizelge 4.3).

2000000—

1500000

1000000

THCImL

500000 |

T T
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Grup

Sekil 4.3. Kontrol ve deney grubu hemosit sayilarinin boxplot grafiginde karsilastirilmasi
(NaOM: Deney grubu, Control: Kontrol grubu)

Cizelge 4.3. Unio mancus tiiriinde toplam hemosit sayisi (NaOM: Deney grubu, Control:
Kontrol grubu)

Grup Ortalama + SD Giiven aralig1 (%95)
NaOM 853600,00 + 80222,358 688029,19 +£101917,81

Kontrol 279333,33 +£20330,224 237753,36 £320913,31
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4.6. Histolojik Bulgular

Calismada, 5 pg/L sodyum omadine (NaOM) maruz kalan tatli su midyelerinin dokulari
alinarak (O6nce hemotoksilen ve eosin ile boyandiktan sonra), histopatolojik olarak
incelenmistir. Isitk mikroskobunda yapilan inceleme sonucunda kontrol grubuna ait
midyelerin tiim dokular1 ile NaOM’a maruz kalan midyelerin gonadlar (ovaryum ve
testisler), kas ve manto dokusunda herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmamistir
(Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6). Ancak (kontrol grubuna gore) sindirim bezinde ise hidropik
dejenerasyona (Sekil 4.7 ve 4.8) ve solungaclarda ise hiperplasiye (Sekil 4.9 ve 4.10)

rastlanmuistir.

Sekil 4.4. Kontrol grubuna ait ovaryum dokusu



Sekil 4.6. Kontrol grubuna ait kas dokusu (ayak)



Sekil 4.8. NaOM’a maruz kalan ait sindirim kanal1 dokusunda dejenerasyon
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Sekil 4.10. NaOM’a maruz kalan ait solunga¢ dokusunda hiperplasi
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4.7. TUNEL Assay Kullanilarak Dokularda Genotoksik Hasarm Belirlenmesi

Sindirim bezi, gonadlar ve solungaglarda meydana gelen apoptozisin (genetik programli
hiicre oliimii) belirlenmesi amaciyla TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-

mediated UTP nick end labeling) boyamasi yapilmaigstir.

Yapilan mikroskobik inceleme sonucunda sindirim bezi ve testis dokularinda kontrol
grubuna gore yogun apoptotik hiicre oldugu saptanmistir (Sekil 4.11 ve 4.12). Solungag ve
ovaryum dokularinda ise 6nemli bir bulguya rastlanmamistir (Sekil 4.13 ve 4.14). Elde
edilen sonuglar dogrultusunda sodyum omadin maddesinin genotoksik etki yaratabilecegi

belirlenmistir.

Sekil 4.11. Sindirim bezi dokusunun TUNEL assay ile boyanmasi (apoptotik hiicre: ok)
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Sekil 4.12. Testis dokusunun TUNEL assay ile boyanmasi (apoptotik hiicre: 0k)
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Sekil 4.13. Solunga¢ dokusunun TUNEL assay ile boyanmasi



Sekil 4.14. Ovaryum dokusunun TUNEL assay ile boyanmasi
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada sodyum omadinin D. polymorpha tizerindeki akut etkisini belirleyebilmek
icin, 96 saatlik akut LCso degeri ve U. mancus lizerindeki subletal etkisi incelenmistir.
Subletal etkiye maruz kalan U. mancus tiiriiniin total hemosit (omurgasizlarda kan
hiicrelerinin genel ad1) sayisi ile solungag ve sindirim bezi dokularindaki MDA ve GSH
degerlerine etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgularla, omurgali ve memeli hayvanlarla
caligmanin etik olarak simirli oldugu giliniimiizde alternatif olarak omurgasiz tiirlerin
yayginlagmasi ve bu tiirler iizerinde kaynak degerlerin belirlenmesi amaciyla bilgi alt
yapisi olusturulmus, bentik canli tiirleri olan midyelerin ekotoksikolojik c¢aligmalarinda
model organizma olarak kullanilabilirligi arastirilmis, doku lipid peroksidasyon diizeyi
belirlenmis, glutatyon tayin miktar1 yapilarak litaratiire katki saglanmigtir. Akut toksisite
bulgularimiz, sodyum omadin kimyasalinin indikator bir tiir olan zebra midyesi i¢in ¢ok

toksik oldugunu ortaya ¢gikarmistir.

Doku analizinden elde edilen MDA bulgularinin sonuglarina gore, sodyum omadine maruz
kalmis solunga¢ dokularindaki MDA diizeyleri kontrol grubuna gore istatistik olarak
onemli fark gdstermemesine ragmen, kontrol grubuna gore artis saptanmistir (p>0,05).
Sindirim bezi MDA diizeyleri ise kontrole gore istatistiksel olarak oOnemli diizeyde

artmistir (p<0,05).

Sodyum omadine 96 saat maruz kalmis solunga¢ dokularindaki ortalama glutatyon (GSH)
diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artmis (p<0,05)
olmasinin yanisira, sindirim bezi glutatyon (GSH) diizeyleri de kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artmistir (p<0,05).

Toplam hemosit sayisina iligkin bulgularimiz gdstermistir ki 96 saat siiresince subletal (5
pug/L) sodyum omadine maruz kalan tathh su midyesi U. mancus’un kontrol ve deney
grubunda ortalama toplam hemosit sayilari istatistiksel 6nem diizeyinde artma gdstermistir

(p<0,05).

Histolojik bulgulara bakildiginda; 151k mikroskobunda yapilan incelemeler sonucunda hem
kontrol grubuna ait midyelerin tiim dokularinda, hem de NaOM’a maruz kalan midyelerin

gonadlarinda (ovaryum ve testisler), kas ve manto dokusunda herhangi bir histopatolojik
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bulguya rastlanmamigtir. Ancak (kontrol grubuna gore) sindirim bezinde hidropik

dejenerasyona, solungaglarda ise hiperplasiye rastlanmistir.

TUNEL Assay kullanilarak bazi dokularda (sindirim bezi, gonadlar ve solungaglarda)
genotoksik hasarin (apoptozisin) belirlenmesi amaciyla yapilan TUNEL boyamasi ve
mikroskobik incelemeler sonucunda; sindirim bezi ve testis dokularinda kontrol grubuna
gore daha yogun apoptotik hiicre oldugu saptanmistir. Solunga¢ ve ovaryum dokularinda
ise Onemli bir bulguya rastlanmamistir. Bu sonuglar sodyum omadin maddesinin

genotoksik etki yaratabilecegi iizerine kuskulari netlestirmistir.

Calismalarimizda kullandigimiz D. polymorpha ve Unio mancus midyelerinin yasam
yerinin tatl: sular oldugunu diistiniirsek ve bu sonuglar tatlisu ekosistemlerindeki kirliligin
tehlikeli boyutlara ulastign gilinlimiiz diinyasina bakarak degerlendirirsek; bu hassas
ekosistemlerdeki canli tiirlerinin kimyasal kirletici maddelere duyarliligi calismamiz ile

daha da belirginlesmistir.

Yaptigimiz bu calismada sodyum omadinin Unio mancus’un solunga¢ ve hemolenf
dokularina olan hasar sebebiyeti aciktir. Yapilan literatiir taramalarinda giliniimiize kadar
sodyum omadin ile sucul ekosistemlerde yarattigi olumsuz etkilere iligkin bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Ancak sodyum omadin (sodyum piritiyon) gibi antifoluling biyosit
niteliginde olan ¢inko piritiyon (ZnPT) ve bakir piritiyon (CuPT) gibi kimyasallar tizerinde
yapilan ¢alismalarin sonuglarina baktigimizda NaOM’un potansiyel toksik etkisi tizerine
caligilmas1 gerektigi daha da belirginlesmektedir. Ornegin Cinko piritiyon, 1991 yilinda
denizel kirliligin onlenmesinde TBT'nin yerini almak iizere gelistirilen yiikseltici bir
biyosit (Maraldo ve Dahllof, 2004) olup, antifouling 6zellikleri nedeniyle de kullanim
alanlar1 NaOM’unkilere c¢ok benzerdir (Nogueira ve digerleri, 2018). Ancak yapilan
arastirmalar, Cinko piritiyonun suda yasayan organizmalarda (balik ve denizkestanesi) ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda teratojenik ve genel toksik etkiler yarattiginm1 gostermektedir
(Doose ve digerleri, 2004). Bao ve digerleri (2008)’ne gore ¢inko piritiyon su bitkileri ve
hayvanlari i¢in yiiksek derecede toksiktir, ancak ¢evre acisindan notr oldugu varsayilabilir;
clinkli daha az toksik bilesiklere kolayca foto-degrade olabilmektedir. Fakat Bellas ve
digerleri (2005) ¢inko piritiyonun toksisitesinin sadece azaldigini, dogrudan giines 15181na
maruz kaldiktan sonra kaybolmadigini1 gostermislerdir. Ayni ¢alismada Bellas ve digerleri

(2005) denizkestanesi ve midye icin ZnPT’nin c¢ok yiiksek toksisiteye sahip oldugunu
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belirlemisler ve ZnPT’ nin sucul canlilarin erken gelisim evrelerine ¢ok toksik oldugunu

bildirmislerdir.

Daha sonraki yillarda, Onduka ve digerleri (2010) tarafindan yapilan c¢alismada, ¢inko
piritiyonun dort tiir deniz algi (Dunaliella tertiolecta, Tetraselmis tetrathele, Chaetoceros
calcitrans, Skeletonema costatum, bir deniz krustase tiirii (7igriopus japonicus) ve denizel
bir balik tiirii (Pagrus major) lzerindeki akut toksisiteleri degerlendirilmis ve ¢inko
piritiyonun c¢alisilan tiirlere ¢ok toksik oldugu sonucuna varilmistir. Bu ¢alismaya gore
¢inko piritiyona maruz birakilan sucul tiirlerde 24 saatlik ECso degeri 7. japonicus krustase
tiriinde 280 pg/L; 72 saatlik ECso degerleri C. calcitrans alg tirinde 4,5 pg/L; D.
tertiolecta alg tiirtinde 8 ng/L; T. tetrathele alg tiiriinde 19 pg/L; S. costatum alg tiirlinde
1,6 png/L; 96 saatlik LCso degerini P. major balik tiirtinde 98,2 pg/L olarak bulmustur.

Nogueira ve digerleri (2018)’nin yilinda yaptig1 calismada Corbicula fluminea istilaci
midye tlirtinde ¢inko piritiyonun akut toksisitesi degerlendirilmis ve 96 saatlik LCso degeri
2,17 mg/L bulunmustur. Calisma sonucunda oksidatif stres biyobelirteglerine 6nemli etkisi

oldugunu bulmuslardir.

Bakar piritiyon iizerine yapilan ¢alismalarda da benzer sekilde sudaki omurgasiz hayvanlar
i¢in ¢ok toksik oldugu iizerine caligmalar bulunmaktadir. Ornegin; tathisu yesil alginde
(Selenastrum capricornutum) algistatik oldugu (biiyiimeyi engelledigi halde 6ldiirmedigi)
tespit edilmistir (120 saatlik ECso 35 pg/L ve 120 saatlik NOEC biiylimesi ise 18 pg/L).
Daphnia magna'da yapilan ¢aligmada 48 saatlik NOEC degeri 7,9 pg/L olarak saptanirken,
48 saatlik ECso 22 pg/L olarak bildirilmistir. Bakir piritiyon kullanilarak deniz dogusu
istirideri (Crassostrea virginica) i¢in 96 saatlik ECso 11 pg/L olarak hesaplanmis ve 96
saatlik NOEC biiyiimesi 6,9 pg/L olarak hesaplanmistir. Bakir piritiyon bilesigi tatlisu
baligi Pimephales promelas igin 96 saatlik LCso degerinin 4,3 pg/L, NOEC subletal
degerinin ise 2,8 pg/L oldugu tespit edilmis olup, ¢ok toksik olarak kabul edilmistir
(Advisory Committee on Pesticides [ACP], 2005: xvi ).

Mochida ve digerleri (2006) tarafindan yapilan ¢alismaya gore antifouling bilesikler olan
CuPT ve ZnPT’nin Pagrus major ve Heptacarpus futilirostris tizerinde toksisitesi

incelenmistir. 96. saat LCso degeri CuPT ve ZnPT icin kirmiz1 ¢ipurada sirasiyla 9,3 ve
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98,2 g/L, karides icin 2,5 ve 120 g/L oldugu gozlemlenmistir. Histolojik gozlemlerde

solungaglarda ikincil lamellerde hipoksi olugsmasi 6liime neden oldugu diisiiniilmiistiir.

Bao ve digerleri (2012) yaygin olarak kullanilan iki antifouling yiikseltici biyositin (bakir
piritiyonun ve ¢inko piritiyonun) akut ve subletal toksisitelerini deniz amfipod Elasmopus
rapax tiirtinde arastirmistir. CuPT ve ZnPT icin 96 saatlik LCso degerleri sirasiyla 11,5 ve
21,5 pg/L hesaplanmig ve E. rapax tiirii i¢in ¢ok toksik bulunmustur.

Deney sonuglarimiza gore, tatlisu bivalvleri ilizerinde toksik etkiler gosteren sodyum
omadin kimyasali {izerine bilim diinyasinda yeterli ¢alisma olmamasi bir boslugu
gostermektedir. Bu nedenle {izerinde ¢ok ¢alisma yapilmamis olan bu kimyasal madde ile
ilgili daha detayli ¢alismalar yapilmasina, 6zellikle de sucul canlilar ve ekosistem iizerine
etkilerinin ¢ok daha iyi anlasilmasina ihtiyag¢ vardir. Her iki midye tiiriiyle ilgili daha 6nce
bu formatta bir ¢alismaya rastlanmamis olmasi nedeniyle bulgularimiz olduk¢a énemlidir
ve bu konuda gelecekte yapilacak arastirmalara 1sik tutacaktir. Ekosistem sagligini
etkileyen bir kimyasal madde ile c¢alisildigindan, c¢alisma sonuglar1 pratik olarak
kullanilabilecek (Biyosidal Yonetmeligi’nde kullanilabilecek, bu tip kimyasallarin giinliik

hayatta kullanimin1 sinirlandirabilecek) niteliktedir.

Sonug olarak, elde ettigimiz genotoksik ve histolojik bulgular, midye grubu canlilarda
yapilacak bu tip calismalara zemin hazirlamistir. Calisma konusu ve igerigi hem
uygulamali hem de teorik caligmalarla zengin bir bilimsel altyap:1 tasimaktadir. Farkli
disiplinleri (biyoloji, toksikoloji, histoloji) bir araya getiren multidisipliner bir c¢alisma

ornegi olarak da 6nem arz etmektedir.
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