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OZET

NEVSEHIR — KAPADOKYA BOLGESI’NDE KARA
KAPLUMBAGALARINDAKI (TESTUDO GRAECA, LINNAEUS
1758) BAZI ENZiM VE HORMON DUZEYLERININ
ARASTIRILMASI

MEHMET KURSAT SAHIN
Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimiu
Tez Danismani: Prof. Dr. DURDANE KOLANKAYA
Es Danisman: Prof.Dr. JUAN CARLOS SANCHEZ-HERNANDEZ
OCAK 2014, 117 sayfa

Bu calisma, 2012 yil Nisan — Ekim doneminde, Kapadokya Bodlgesinde
(Nevsehir) bulunan Kaplumbaga ve Nar Vadilerindeki kara kaplumbagalarindan
(Testudo graeca), alinan kan érneklerindeki (Kaplumbaga Vadisi’'nden 55 drnek,
Nar Vadisi: 34) bazi enzim ve hormon duzeyleri arastiriimistir. Bu kapsamda,
esteraz enzimlerinin (kolinesteraz: BChE ve karboksilesteraz: CbE) aktivite ve
substrat etkilegsimleri , glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon rediktaz(GR) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) aktiviteleri ile esey hormonlar testosteron ve 17-3
Estradiol diizeyi incelenmigtir. Her iki alanin kara kaplumbagalari kan 6rneklerine
ait de@erler alansal ve zamansal yonden karsilastiriimistir. Elde edilen bulgular
ile BChE enzim aktivitesi hem asetiltiyokolin iyodid hem de butiriltiyokolin iyodid
substratlar ile etkilesimi Kaplumbaga Vadisinden kan orneklerinde 516,56-
411,26 nmol/dk/ml serum, Nar Vadisinde ise 333,86-180,94 nmol/dk/ml serum
olarak olgculmustur ve en yuksek enzim degerleri Haziran ayinda alinan kan
ornekelrinde tespit edilmistir. CbE aktivitesi ise 4 farkli substrat [1-Naftilasetat (1-
NA), 1-Naftilbutirat (1-NB), 4 Nitrofenilasetat (4-NPA), 4-NitrofenilbUtirat (4-NPB)]
ile degerlendiriimis ve alan etkisini saptamada en basarii olani 1-NA
bulunmustur. Bu bulgular esterazlarin in vitro inhibisyonunu gosteren laboratuvar
calismalar ile de desteklenmigtir. Nar Vadisinden alinan kan érneklerinde GST
aktivitesindeki istatistiksel olarak en anlamh artis Temmuz ayinda (0,203; KV:

0,100 pmol/dk/ml serum) saptanmis olup, bu durum Temmuz ayinda alandaki



pestisit kullanimi ile iliskilendirilmistir. Ote yandan esey hormon verileri, her iki
alandan elde edilerek bir arada degerlendirildiginde hem testosteron hem de 17-
B Estradiol’in miktarinda aylara goére dalgalanma g0sterdigi saptanmistir.
Polikloterm canlilar olan kara kaplumbagalarinda bu sonuglar treme fenolojisi ve
meteorolojik veriler ile uyumlu olarak degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak enzim
aktivitelerindeki alansal farkhliga pestisit kullanimini bagta olmak Uzere kene
varhigi gibi birgok etkenin neden olabilecegi degerlendiriimistir. Zira Nar Vadisi
tarimsal faaliyetlerin yogun yurittldagu bir alan iken, Kaplumbaga vadisi gorece
daha temiz ve mera amagh kullanilan bir vadidir. Elde edilen veriler, ¢evre
kirleticilerin yabanil hayvan turleri Uzerindeki etkilerinin belirlenmesinde, bu
calismada ele alinan enzim ve hormonlarin “biyobelirtegler”, kara
kaplumbagalarinin ise uygun “biyomonitdér organizma” olabilecegi fikrini

vermektedir.

Anahtar kelimeler: Nar ve Kaplumbaga vadisi,Testudo graeca, organik fosfatl
insektisitler, kene, kolinesteraz, karboksilesteraz, Glutatyon S-transferaz,

Gluatyon Peroksidaz, Glutatyon Reduktaz, Testosteron, E», in vitro inhibisyon.



ABSTRACT

INVESTIGATION ON SOME ENZYME AND HORMONE LEVELS
OF THE COMMON TORTOISES (TESTUDO GRAECA LINNAEUS,
1758) IN NEVSEHIR — CAPPADOCIA REGION

MEHMET KURSAT SAHIN
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. DURDANE KOLANKAYA
Cosupervisor:Prof.Dr. JUAN CARLOS SANCHEZ-HERHANDEZ

JANUARY 2014, 117 pages

This study was on common tortoise (Testudo graeca) (55 tortoises from
Kaplumbaga valley and 34 tortoises from Nar valley) between April to October
2012 in Nevsehir, Cappadocia Region. The enzyme and hormone levels are
investigated by taking the blood samples. Enzymes, esterase (cholinesterases
(BChE) & carboxylesterases (CbE)) and glutathione enzymes (glutathione S
transferases (GST), glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx))
and sex steroid hormones (Testosterone and Estradiol) are considered as
parameters. The tortoise blood samples were compared in two areas by seasonal
fluctation. BChE enzyme activities were significantly higher in Kaplumbaga valley
(516,56 & 411,26 nmol/min/ml serum) than Nar Valley (333,86 & 180,94
nmol/min/ml serum) in June 2012 with both acetylthiocholine iodide and
butyrlthiocholine iodide substrates. CbE activities were tested by 4 different
substrates 1-Naphytlacetate:1-NA, 1-Naptylbutyrate:1-NB, 4-Nitrophenylacetate
:4-NPA, 4-Nitrophenylbutyrate:4-NPB. 1-NA is the most successful substrate to
reflect the area effect. These findings were also supported by esterases’ in vitro
inhibition studies. Beside this result, it has been shown that GST is the most



statistically effective one among these oxidative stress enzymes. The enzyme
activity increased in Nar Valley to reflect the pesticide contamination response
(GST NV: 0,203 pmol/min/ml serum; KV: 0,100 pmol/min/ml serum). On the other
hand, when the sex hormone levels were considered together for both
testosterone and 17-f Estradiol from both sites, they showed a significant month
by month fluctations. This result is compatible with reproduction phenology and
meteorological datas in common tortoises which are poikilothermic animals. In
conclusion, the areal difference between enzyme activity results can be affected
by several environmental factors, especially pesticide use, tick presence. While
Nar valley is an area where is known for agricultural activity, Kaplumbaga valley
is relatively a reference area where is known for rangeland use. In this respect,
it's suggested that the evaluated enzyme and hormone parameters can be
considered as biomarkers and the common tortoise can be a biomonitor organism

in monitoring environmental contaminants effects on wild animals.

Keywords: Nar and Kaplumbaga Valley,Testudo graeca, organophosphate
insecticides, cholinesterases, carboxylesterases, glutathione S-transferases,
glutathione peroxidase, glutathione reductase, testosterone, 17-f estradiol, in

vitro inhibition.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

°C: Santigrad Derece

pl: mikrolitre

pmol: mikromol

4 — NPA: 4-Nitrofenil Asetat

4 — NPB: 4-Nitrofenil Butirat
AChE: Asetilkolinesteraz
AcSCh: Asetiltiyokolin iyodid
BChE: Butirilkolinesteraz
BuSCh: Butiriltiyokolin iyodid
CB: Karbamat

CbE: Karboksilesteraz

DDE: Diklorodifeniltrikloroetilen
DDT: Diklorodifeniltrikloroetan
DKB: DUz Karapas Boyu
DTNB: NitroBenzoik Asit

E2: 17-beta (B) estradiol

EKB: Egri Karapas Boyu
EPA: Cevre Koruma Ajansi

g: gram

GPx: Glutatyon peroksidaz



GR: Glutatyon reduktaz

GSH: Glutatyon

GSSG: Glutatyon disdulfit

GST: Glutatyon S-transferaz

ha: hektar

IUCN: Dunya Doga ve Dogal Kaynaklari Koruma Birligi
iso — OMPA: tetraizopropil pirofosforamit

kg: kilogram

km: kilometre

Km: Michaelis-Menten Sabiti

KV: Kaplumbaga Vadisi

KY: Karapas Yuksekligi

M: Molar

MAPK: Mitojenik Aktif Edilmis Protein Kinaz
ml: mililitre

mm: milimetre

mM: milimolar

mmol: milimol

NADP*: NADPH'nin yukseltgenmis hali
NADPH: Nikotinamid adenin dinukleotit fosfat

nm: nanometre

Xi



NV: Nar Vadisi

OC: Organik Klorlu bilesikler

OP: Organik fosfath bilegikler

OS: Oksidatif Stres

PAH: Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar
PCB: Kompleks kimyasal karigimlari
PU: Plastron Uzunlugu

PY: Piretiroit

ROT: Reaktif Oksijen Turleri

rom: dakika basina devir

T: Testosteron

UV: Ultraviyole 1sIn

Vmaks: €nzimin maksimum aktivite gosterdigi andaki hizi
a — NA (1 — NA): Alfa (1)-Naftol

a — NB (1 — NB): Alfa (1)-Naftil Butirat

0 - ALAD: delta - aminolevulinat dehidrataz

Xii



SEKILLER DiZziNi

Sayfa
Sekil 1.1. Testudo graeca’nin yayllis alani ...........ccccevviiiiiiiiii e 2
Sekil 1.2. Testudo cinsinin Tarkiye'deki dagimi ..o, 2
Sekil 1.3. Kara Kaplumbagalarinda femoral (uyluk) tiberkalu ..............cccoooc. 3

Sekil 1.4. Turkiye’de bulunan iki kara kaplumbagasi olan Testudo graeca (sag)

ve Testudo hermanni’nin (sol) morfolojik olarak karsilastirilmasi ....................... 3
Sekil 1.5. Kara kaplumbagalarinda Greme fenolojisinin sematik gosterimi ...... 10
Sekil 1.6. Embriyonik ve yumurta ¢ikisi sonrasi fenotipe etki eden faktérler ..10

Sekil 1.7. 1996 — 2008 yillari arasinda omurgali siniflarinda kontaminant ilgili

172z V2 L1 E= T T e F=To 11110 1 16

Sekil 1.8. ISI Web of Science dan alinan verilere gére 1996 — 2008 vyillari

arasinda amfibi ve surtingenlerde yillik bilimsel yayin sayilari ........................ 17

Sekil 1.9. Yillara gore yapilan kirletici bazli ¢alismalarin kontaminant tipine gore

o = o 11 1T 0 o 1 18

Sekil 1.10. Yillara goére suringenlerde yapilan Kkirletici bazli ¢alismalarin

taksonomik gruplara gore dagilimi ......ccoooriiii i 18

Sekil 1.11. Saha calismalarina odaklanmada yanit hassasiyeti ve ekolojik iligki

.......................................................................................................................... 22
Sekil 1.12. Asetilkolinesteraz (E-OH) inhibisyon mekanizmalari ...................... 24
Sekil 1.13. Karboksilesteraz inhibisyon (CbE — OH) mekanizmalari ................ 26

Sekil 1.14. Oksidatif hasar ile iligkili cevresel faktorler ve oksidatif stres yanitlari

Xiii



Sekil 1.16. Steroidogenez: bir Testosteron molekult (A) ve bir Estradiol molekulu

(=) TSR 31
Sekil 2.1. Calisma alanlarinin Turkiye’deki yerinin gosterimi .............cccccoeee. 33
Sekil 2.2.a. Kaplumbaga Vadisi'nin genel gorintlsl .........cccooeeeevviviiiiiiienneeenn. 34
Sekil 2.2.b. Kaplumbaga Vadisi’nde kara kaplumbagalarinin izlendigi alan. ....35
Sekil 2.3.a. Nar Vadisi'nin genel goruntlsu.. ..........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 36
Sekil 2.3.b Nar Vadisi’'nde kara kaplumbagalarinin izlendigi alan. .................. 36

Sekil 2.4. Kara kaplumbagasi kabugunun boynuzumsu (sol) ve kemiksi (sag)

=11 1T 01 1= o PR 37
Sekil 2.5. Karapastaki marjinal plaklari delinerek isaretlenmis bireyler ............ 38
Sekil 2.6. Kara kaplumbagasinda kardiyosentez ile kan alma ......................... 43

Sekil 3.1. Kara kaplumbagalarinda ekto-parazit olarak bulunan erkek (sol) ve digi

(sagd) Hyalomma aegyplilm. .......coooriiiiiiiiie e 57
Sekil 3.2. 2012 yili Ocak, Subat ve Mart aylarindaki kar ortisu degerleri ........ 59

Sekil 3.3. Hibernasyondan cikis dénemi icin sicaklik ve giineslenme degerleri

Sekil 3.5. Hibernasyona giris donemi igin ortalama yagis ve nem degerleri ....61

Sekil 3.6. Hibernasyona giris dénemi igin, ortalama hava sicakhgi ve giineslenme

(o =T o 1T 4 1= o U 62
Sekil 3.7. Nisan — Ekim aylari arasi yagis ve guneslenme degerleri ............... 63
Sekil 3.8. Ocak — Mayis arasi ortalama sicaklik degerleri ..............ccccovvvnnnnnnnn. 64
Sekil 3.9. Alanlara gore Kolinesteraz & Asetiltiyokolin iyodid etkilegimi ........... 66

Xiv



Sekil 3.10. Alanlara gore Kolinesteraz & Asetiltiyokolin iyodid etkilesiminde

karapas uzunlugunun etkisi ..o 67
Sekil 3.11. Alanlara gore Kolinesteraz — Bltiriltiyokolin iyodid etkilesimi ......... 68

Sekil 3.12. iso-OMPA’nin artan konsantrasyonunun substratlarin ChE enzim

aktivitesi UZering ©tKISI .............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 69
Sekil 3.13. AcSCh ve BuSCh In katalitik etkinligi ..., 70
Sekil 3.14. Farkl substrat ve konsantrasyonlarinin CbE aktivitesine etkisi ..... 74
Sekil 3.15. CbE & 1-NA etkilesiminin aylara goére olcllen degerleri ................. 75

Sekil 3.16. Aylara gore alanlardaki CbE & 1-NA etkilesimini dederlendirmede

karapas uzunlugunun etkisi ... 75
Sekil 3.17. Aylara gore alanlardaki CbE & 1-NB etkilesimi ..........ccccccceeennn. 76
Sekil 3.18. Aylara gore alanlardaki CbE & 4-NPA etkilesimi ............ccccceeeeee. 78
Sekil 3.19. Aylara gore alanlardaki CbE & 4-NPB etkilesimi ...........cccccevvvvnnnnnn. 79

Sekil 3.20. in vitro Chlorpyrifos-okson’un artan substrat konsantrasyonunun CbE

enzim aktiviteSi UzZEeriNe €tKIST ....c.ovnieie e 81

Sekil 3.21. in vitro carbaryl’in artan her iki substrat konsantrasyonunun CbE

enzim aktivitesSi UzZeriNe € KiSI ....c.ovnieie e 82

Sekil 3.22. Aylara gore her iki alanda GST enzim aktivitesi, karapas uzunlugu ve

kondisyon faktortnun birlikte degerlendirilmesi ..o, 87

Sekil 3.23. Aylara gore GST aktivitesi ile karapas uzunlugu ve kondisyon faktoru

arasiNdaki ilISKIIEI .........o i 88
Sekil 3.24. Eseylere gore GST aktivitesindeki degisme ............cccevvviieennenen. 89
Sekil 3.25. GST enzim aktivitesine Alan X Ay a gore kene varhiginin etkisi ..... 90

Sekil 3.26. Alanlara gore genel glutatyon rediktaz enzim aktivitesi ................ 91

XV



Sekil 3.27. Aylara gore glutatyon reduktaz enzim aktivitesi .............cccccvvnnnnnnn. 92

Sekil 3.28. Alan X Ay ve karapas uzunlugu matrisinde glutatyon redukraz

AKEVILEST HlISKIST .evveeiii e e 93

Sekil 3.29. Nar vadisi ve Kaplumbaga vadisi bireylerinde olgtlen GPx aktivitesi .

XVi



TABLOLAR DiziNi

Sayfa

Tablo 1.1. Ulkemizde Testudo cinsi ile yapilan bazi galismalardan bélgelere gore

(o] 1<) L= TR 4

Tablo 1.2. Cesitli sirtingen turlerinde digiler igin eseysel olgunluklarinda vicut

bUYUKIUGU Ve OIQUNIUK YaSI ....iiiiiieeeee e 6

Tablo 1.3. Kara kaplumbagalarinin besinlerini olugturan bitkilerin familyalari ve

KUIRGr bitKileri TUFIErT ... 7
Tablo 1.4. Ekotoksikolojinin tarihsel gelisimindeki 6nemli noktalar .................. 12

Tablo 1.5. Sdrungenlerde biyoindikator enzimleri de kapsayan bazi

ekotoksikolojik arastirmalar .................eeeeieeiiiiiiiiii 14
Tablo 1.6. Risk altindaki sUrtiingenlerin statlleri ............ccccoooiiiiiiiiiiieeee, 15
Tablo 1.7. Esteraz tipleri ve organik fosfatl (OP) bilesiklerle etkilesimi ........... 23
Tablo 1.8. AChE ve BChE nin birbirinden ayrilan enzimolojik ozellikleri .......... 25
Tablo 2.1. Kara Kaplumbagasi Saha Calismasi Veri Formu ..........cccccceeeeee. 39

Tablo 2.2. Nar Vadisi’'nde varligi bilinen insektisitler ve zamana goére kullanimlari

Tablo 2.3. Kullanilan kuyucuklarin ozelliKleri .............ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 50

Tablo 3.1. Nar Vadisi ve Kaplumbaga Vadisi kara kaplumbagasinin aylara gore

OrNEKIEM TADIOSU ..o e 53

Tablo 3.2. Kaplumbaga Vadisi kara kaplumbagalari 6rneklerinde ortalama boy

uzunluklari ve ortalama agirliKIar ... 54

Tablo 3.3. Nar Vadisi kara kaplumbagalari kara kaplumbagalari érneklerinde

ortalama boy uzunluklari ve ortalama agirliklar ..........cccccccoeiiiii 55

XVii



Tablo 3.4. Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisinde kara kaplumbagalarinda

saptanan Kene enfesStasyOnU ..........coooieieiiiiiiiiiiiin e 57
Tablo 3.5. ChE — AcSCh etkilesimini degerlendirmede etkili faktorler ............. 66
Tablo 3.6. ChE — BuSCh etkilesimini degerlendirmede etkili faktorler ............. 67
Tablo 3.7. iso-OMPA’nin substratlarin ChE enzim aktivitesi Uzerine etkisi ...... 69

Tablo 3.8. Farkli substratlar ve konsantrasyonlari ile CbE enziminin etkinligi .73
Tablo 3.9. 1-NA - CbE etkilesimini degerlendirmede kullanilan etkili faktorler .74
Tablo 3.10. 1-NB - CbE etkilesimini dederlendirmede etkili faktorler ............... 76

Tablo 3.11. 4-NPA - CbE etkilesimini degerlendirmede etkili olan faktorler .....77

Tablo 3.12. 4-NPB - CbE etkilesimini degerlendirmede etkili faktorler ............. 78
Tablo 3.13. in vitro Chlorpyrifos — okson farkh konsantrasyonlarda
uygulanmasinin CbE aktivitesi Gzerine etkisi ...........ccooeiiiiiiiii, 80
Tablo 3.14. in vitro karbaril uygulamasi ...........ccccooooiiiiiiiiii 81
Tablo 3.15. GST enzim aktivitesini degerlendirmede etkili faktorler ................ 86

Tablo 3.16. Glutatyon rediktaz enzim aktivitesini etkileyen ay alan ve karapas

UZUNIUK FAKEOTIOIT .o 91

Tablo 3.17. GPx enzim aktivitesini etkileyen alan faktord ..............ccccccvvevnnnnns 94

XVviii



1.GIRIS
“Bir kaplumbaganin bacaklari ice ¢ekmesi gibi, bilgelik de istendiginde kendini

akla ceker.”
Bhagavad Gita

Kaplumbagalar, uzun omuarlt, kabuklari ile zirhlandiklari 6zel bir morfolojiye
sahip olmalari nedeniyle insanoglunun yasaminda her daim rast gelebildigi
hayvanlardandir. Bu c¢alisma ile dlkemizin turistik olarak énemli noktalarindan
olan Kapadokya Bolgesi'nde kaplumbagalarin yasam donguleri igin uygun
alanlara sahip oldugu belirlenen iki vadideki (Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi)
Testudo graeca Linnaneus, 1758 (kara kaplumbagasi) tlru bireyleri tGzerinde
bazi ekotoksikolojik arastirmalar yapiimistir [1]. Bu baglamda sahadan elde
edilen populasyonun biyolojisi ve yasam Kkalitesini etkileyebilecegi dusuntlen
tarimsal ilaglarin kullanim durumlari, laboratuvarda degerlendirilen hedef
enzimler ve hormonlar gibi bazi biyobelirteglere kargi yanitlari ile, tirin Nevsehir
ilinde temsil edilen bireylerinin durumu enzimatik ve endokrinolojik yonden

degerlendirmeye caligiimistir.

Genel bir perspektif ile Testudo cinsi kaplumbagalarin Palearktik’in
guneydogusuna neredeyse tamamen vyayilldigi ve bu yayllmanin yuksek
derecede temsilini saglayan turtin de Testudo graeca turt oldugu ifade edilebilir.
Bu sayede Testudo graeca ‘nin 6500 km’lik Dogu — Bati yayillim geridinin Dogu
iran’dan, Fas’in Atlantik kiyilarina; 1600 km’lik Kuzey — Giiney yayilim seridinin
ise Romanya’nin Tuna Deltas’’'ndan Libya Sirenayka Yarimdasi’na degin uzanir
(Sekil 1.1.) [2].

Tarim amach kullanilan alanlar da dahil olmak Uzere, kumlu, tagh ve kuru

arazilerde ya da yari bozkir ve ormanlik habitatlarda yasar [3].

Bununla beraber, rakim bakimindan da deniz seviyesinden, 2700 metre
yukseklige kadar olan bolgelerde elde edilen kayitlar farkl gevresel kosullarda

da yasayabildigini gostermektedir [4].

Genel anlamda suringenleri etkileyen faktorlerin kara kaplumbagalarini da
etkileyecegi yadisanamaz [5-8]. Akdeniz Havzasinin simge canlilarindan biri olan

bu tdrdn, dagihm gosterdikleri bu alanlarda populasyon yogunluklarinin



azalmasina iligkin bir sonucu olarak IUCN Kirmizi Listesindeki kategorisi “zarar

goérebilir (VU: Vulnerable)” olarak kategorilendirilmistir [9].

Sekil 1.1.:

Testudo graeca’ nin yayilis alani [2]

Ulkemizde Dogu Karadeniz bélgesi haric hemen hemen tiim bolgelerde genis bir

yayilim goésterirler (Sekil 1.2) [3].
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Sekil 1.2. Testudo cinsinin Turkiye’deki dagilimi [3]



Bu kaplumbagalarda, arka bacagin alt tarafinda ve kuyruga yakin kisimlarda,
“femoral tuberkul” adi verilen iki sert ¢gikinti bulundugundan, tur “igne — uyluklu

kaplumbagalar” olarak da bilinmektedir (Sekil 1.3).

Sekil 1.3. Kara Kaplumbagalarinda femoral (uyluk) tiberkallu gérilmektedir (ok).

Testudo cinsi, Ulkemizde T. graeca diginda Testudo hermanni (Gmelin, 1789) ile
de temsil edilmektedir (Sekil 1.2., 1.4.) [3].

Testudo hermanni Testudo graeca

Sekil 1.4. Tarkiye’de bulunan iki kara kaplumbagasi olan Testudo graeca (sag)
ve Testudo hermanni’nin (sol) morfolojik olarak karsilastirilmasi [1;3].



Karsilastirildiginda bu iki tir; Testudo hermannilerde suprakaudal plagin gift
olmasi (1) ve kuyruk ucunda tuberkll bulunmasi (2) ile Testudo graecalarda
uylukta bulunan tiberkiller (3) agisindan farklilik gdstermesi ile birbirinden
ayrilabilir (Sekil 1.4.).

Ulkemizde kara kaplumbagalarini konu alan ¢aligmalar, daha ¢ok diger siiriingen
gruplarinda oldugu gibi taksonomik ya da populasyonlar arasi farkliliklari

koymaya yonelik ¢calismalardir (Tablo 1.1.).

Tablo 1.1.: Ulkemizde Testudo cinsi ile yapilan bazi ¢galismalardan bélgelere gére

ornekler
Bodlge Konu Arastirici(lar)
Trakya Bolgesi Taksonomi Cevik E. (1987) [10]
Datca Yarimadasi Populasyon - Taksonomi | Tok V. (1999) [11]

Ege ve Akdeniz Bolgesi | Populasyon — Morfoloji | Taskavak E. ve ark.
(2001) [12]

Guneydogu ve Ege | Morfoloji ve Seroloji Tarkozan O. ve ark.
Bolgesi (2003) [13]
Mardin Bolgesi ve Bati | Populasyon Tarkozan O. ve ark.
Toros Daglari (2003) [14]
Tarkiye Morfoloji Tarkozan O. ve ark.

(2010) [15]

Kapadokya Biyoekoloji Arslan G. (2013) [1]

Mevcut bilgilerimizi, gelismekte olan yeni bilim alanlarina igin de kullanirsak, bir
canhinin karsl karsiya kaldigi problemleri ¢ozmek igin geligtirilen yeni ¢dzim
yollarini anlayabiliriz. Cunku F. Schumacher’in (1973) dedigi gibi “Doga i¢in dogru
oldugunu dlsindigimuiz seyi yapmaliyiz. Clnkl eder dogru seyi yapmazsak,

yanlis seyi yapacagiz ve iyilesmenin degil felaketin bir pargasi olacagiz.” Bu



calisma ile de suringen ekotoksikolojisine ait veri eksikligi tamamlanmaya
calisiimigtir. Bu amagla Nevsehir ilindeki kara kaplumbagalarinin Nisan — Ekim
2012 aktif dénemlerinde verdikleri enzimatik ve hormonal yanitlar ile bu
biyobelirtecleri dogrudan / dolayll etkileyen c¢evresel kontaminantlar arasi
iligkilerin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenerek, kara kaplumbagalarinin bir aktif donem
boyunca fizyolojik ve endokrinolojik mevsimsel oruntuleri belirlenmeye
calisiimistir. Bdylece Ulkemiz ve yakin cografyamizda ilk defa surlingen

ekotoksikolojisini konu alan bir calisma yarutalmustar.



1.1. Testudo graeca ya iligkin Genel Bilgiler
1.1.1. Testudo graeca ‘nin populasyon biyolojisi

Kara kaplumbagalarinin yagam araliklari genelde uzun olup, eseysel olgunluga
geg ulasirlar. Populasyon yapilarindaki demografik 6zellikler iki 6nemli parametre
ile iligkilidir; bunlar gen¢ bireylerin hayatta kalma basarisi disuk ve/veya
degiskenligi ile yetiskinlerin hayatta kalma basarisi yuksek ve sabit olmasidir. Bu
nedenle populasyon duyarlihdi yetiskinlerden yanadir [16;17]. Tablo 1.2.de
cesitli sringen trlerine ait disi bireylerin vicut buyudklikleri ve olgunluk yaslari

goruimektedir.

Tablo 1.2.: Cesitli suriingen turlerinde disiler i¢in eseysel olgunluklarinda vicut

buyuklugu ve olgunluk yasi [18].

Takson Eriskin buyuklugu Olgunluk yas!i (ay) Maksimum yas (ay)
(mm)
Cryptobranchus 330 84 300
alleganiensis
Desmognathus 73 84 124
guadramaculatus
Eurycea wilderae 34 48 96
Anaxyrus americanus | 72 36 60
Lithobates 116 36 96
catesbeianus
Chrysemys picta 119 72 360
Geochelone gigantea | 400 132 840+
Trachemys scripta 195 50 288
Sphenodon 180 132 420+
punctatus
Aspiciscelis tigris 80 21 94
Gallotia stehlini 120 48 132+
Uta stansburiana 42 9 58
Diadophis punctatus | 235 32 180+
Pituophis 790 34 180+
melanoleucus

Bu duruma ek olarak, kara kaplumbagalarinin (Familya: Testudinidae) dispersal
yeteneklerinin sinirli olmasi, bu grubun suriingenlerin zayif halkasi olarak
tanimlanmasina neden olmaktadir. Genel olarak familyada yer alan 32 tirin 26
sI kuresel anlamda tehlike altindadir. Daha dar alan olarak, bu anlamda 3
Testudo turd (T. graeca, T. kleinmani, T. horsfieldi) Paleartik Bélgede 6ne ¢ikar
[19;20].

Kaplumbagalar gibi poikloterm hayvanlarin metabolik gereksinimlerinin
dUsukligu nedeniyle beslenme sureleri sinirhdir [18]. Besin gereksinimindeki

gorece esnek sergilenen tutum, kara kaplumbagalarini olagandisi mevsimsel ve



yillik dalgalanmalarda canliya yardimcidir. Bu nedenle besin nitelik, nicelik ve
bolluguna gore mevsimsel degisikliklere de uyumlu olarak canlinin diyet

degisikligi de guindeme gelebilmektedir [21].

Kara kaplumbagalari yaklasik %96.5 vejetaryen bir diyete sahip olup, asagidaki
tablo (Tablo 1.3) ile hangi bitki taksonlarini dodal ya da kdltur bitkisi olarak
tuketebildigi gorulmektedir:

Tablo 1.3: Kara kaplumbagalarinin besinlerini olusturan bitkilerin familyalari ve
kaltar bitkileri tlrleri [6;21;22]

Dogal bitkiler Kaltar bitkileri

Aizoaceae,Brassicaceae, Scrophulariaceae | Yonca (Medicago sativa)

Alsinoideae, Geraniaceae, Solanaceae Patates (Solanum tuberosum)
Caryophyllaceae, Fabaceae, Poaceae Domates(Solanum lycopersicum)
Chenopodiaceae, Malvaceae, Rubiaceae Marul yaprag! (Lactuca sativa)
Asteraceae, Ombellifereae, Lamiaceae Yesil biber (Capsicum sp.)

Convolvulaceae, Plantaginaceae, Apiaceae | Maydanoz(Petroselinum crispum)

Brassicaceae,Polygonaceae,Ranunculaceae | Patlican (Solanum melaongena)

2000’li yillarin ortalarina dogru yapilan bir ¢calismada bitki 6rtistinin kaybi ve
kuraklik gibi faktorlerin, kara kaplumbagalarinin populasyonlarinin tarim
alanlarinin etrafinda yodunlasmasina ve beslenme aligkanliklarinin da kaltar

bitkileri yonunde degismesine neden oldugu rapor edilmigtir [6].

Ancak kara kaplumbagalarinin besin igeriklerinden s6z edilirken nadir olarak da
olsa mantar, bocek, kemik ve toprak gibi materyalleri de tuketebildigini
sOyleyebiliriz [22;24-26].

Kara kaplumbagalarinda bireysel olarak yagam kalitelerini etkileyip, orta ve uzun
vadede populasyonlarinin demografik yapilarini etkileyebilecek bir diger nokta da



ic (endo) ve dis (ekto) parazitlerin kaplumbagalari konak olarak kullanabiliyor
olmasidir [5,27].

Bazi istisnalarla beraber, karasal kaplumbagalari etkileyen tek helmint, nematod
grubu olup, Paleartik kaplumbagalari etkileyen Helmintofauna Uyeleri olarak
Pharyngodonidae, Atractidae, Ascarididae ve Capillariae familyalarina ait tarleri,

yaygin parazit cinsi olarak da Tachygonetria rapor edilmistir [5;28;29].

Ektoparazit olarak gozlenen en buyuk canli grubu, zorunlu kan emici olan ve
Dunya’da 800’den fazla tirt tanimlanan kene (Ixodida) Ust familyasidir [27,30].
Bu Ixoid turlerinden Hyalomma aegyptium, Haemaphysalis sulcata, H. inermis ve
Rhipicephalus sanguineus bireylerinin Testudo cinsi kaplumbagalari konak

olarak kullandiklari rapor edilmigtir [31].

1.1.2. Testudo graeca’nin aktivite biyolojisi

Vucut sicakhgi ¢ogu surungen tiriande, hem davranis ve fizyolojik mekanizmalar
gibi i¢c dinamiklere hem de poiklotermik hayvanlarin dodasi geregi cevresel

faktorler gibi dis dinamiklere fazlasiyla duyarlidir [32].

Kara kaplumbagalarinda yuksek aktivite donemleri, cevre sartlarina gore,
eseysel olarak da farklilik gosteren bir streg olarak ifade edilebilir. Erkek bireyler,
sicakhgin 12°C ‘ye kadar dustigu soguk kis kosullarinda; disi bireyler ise
sicakhgin 41°C’ye kadar yukseldigi sicak yaz kosullarinda gunlik aktivitelerini
surdurebilirler. Bu sekilde ekstrem sicakliklarda sergilenen aktivitenin, eseyler
arasinda farkli olmasi, Ureme davraniglari arasindaki farkliliktan
kaynaklanmaktadir. Zira Ureme dongulerinin kritik zamani eseyler arasinda
degiskenlik gostermektedir. Kritik zaman, digiler igin yuva yeri arama, erkekler

icinse es arama davranislarinin sergilendigi donemdir [33].
1.1.3. Testudo graeca ‘nin ureme biyolojisi

Kara kaplumbagalarinin yillik Greme dongusu icerisinde iki donem ciflesme
davranigi vardir: ilkbahar ve Sonbahar dénemi. Bu canlilarda bir disi Greme
doénemi igerisinde birden ¢ok erkekle ciftlesebilir yani poliandri gézlenebilir [34].



Surungenlerde ureme biyolojisi birlestiriimig, ayristirilmis ve surekli treme modeli
olmak Uzere Ug baslik altinda toplanir. Bu Ureme modellerini belirleyici unsur ise

tarin yasadigi ¢cevredir [35].

Kara kaplumbagalarinin testislerinde sonbahar aylarinda tamamlanan
spermatogenez ile Uretilen spermler, ilkbahar aylarindaki giftlesme déneminde
kullanilir. Kis mevsiminde ise testislerde gerileme olur. ilkbahar ve sonbahar
ciftltesme ddénemlerinde gelisen testislerde sertoli ve leydig hticrelerinin beraber
islev gérmesi spermatogenez ve steroidogenezin es zamanh oldugunu gdsterir.
Kis aylarinda steroidogenik aktivitenin distugu sonbaharda ve hibernasyondan
ciktiktan sonra ise androjen sentezinin arttigi belirtiimektedir [1,36].

Disi bireylerde ise ilkbahar ciftlesme doneminde kalsifiye yumurtalar uterusda
hazir olarak bulunur. Uterustaki butin yumurtalarda es zamanl olarak kabuk
olusur ve bu kalsifiye yumurtalar tek bir kulugkada birakilir. ikinci bir kulugkanin
olusturuldugu durumlarda, ikinci kulugkadaki yumurtalarin kalsifikasyonu da es
zamanli gerceklesir. Endoskopik galismalar ovaryumlarin mevsimsel gerileme

olmadan butln yil boyunca aktif oldugunu gostermistir [1;37].

Kara kaplumbagalarinda ayrigtiriimis Greme modelinin, uzun Greme dénemiyle
uyumlu bir strateji izledigini, bu canllarin yiksek eforlu es arama aktivitesi
géstermeden, ilkbahar ve Sonbahar aylarinda havalarin uygun oldugu kosullarda

karsilarina ¢ikan disilerle ciftlesmesinden anlayabiliriz. [36].

Bu tip aynstinlmig Ureme modeli sergileyen turlerde esey hormonlarinin
seviyesinin artisi, gametogenez, ciftlesme ve yumurtanin dollenmesi es zamanli
deqildir. Bu sayede Ureme maliyeti minimize edilmis olur. Diger bir durum da,
cevre sicakligi gibi cevresel etmenlerin, gonadal steroid hormon seviyesinin
artisindan daha cok ciftlesme davranisini tetiklemesi durumudur [38]. Kara

kaplumbaglarinin Greme fenolojileri sekil 1.5. de agiklanmistir.
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Sekil 1.5: Kara kaplumbagalarinda Ureme fenolojisinin sematik gdsterimi.
Sonbaharda folikullerin gelismesi, ilkbahar aylarinda yumurtanin olgunlagmasi ve
yuva yapma [39], Nisan-Agustos aylarinda yumurtanin inkibasyonu [20],
Adustos ve Eylul aylarinda yumurtadan ve yuvadan c¢ikma [39] seklinde

siralanabilir. Kulugka olusturma Nisan-Haziran aylarinda tamamlanir.

Embriyonik gelisimin sicakhda duyarli donemi olarak bilenen kritik bir
doénemindeki inkiibasyon sicakligi, birgok surtingen turtinde gonadlarin eseysel
farkhlagsmasi ile cinsiyetin belirlenmesine neden olur. Sicakhda duyarli dénem,

embriyonik gelisimin zaman olarak %18-30’una karsilik gelmektedir (Sekil 1.6).
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ESEY

Morfolofi Flzyolojl Davranig

Sekil 1.6.: Embriyonik ve yumurta ¢ikisi sonrasi fenotipe etki eden faktorler [18]
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1.2. Ekotoksikoloji ve Kaplumbaga
1.2.1. Kisaca Ekotoksikoloji

“‘Diger yasam ortamlarina olan zararli etkilerin yalnizca memeli kaynakli
aligilagelmis zehirli maddelerden kaynaklaniyor olmasi geklinde bir gorise
katilmiyoruz. Eger gevresel 6gelerin dengesini bozacak diizeyde bulunuyorsa,

azot veya karbondioksit bile birer ¢evre Kirleticisidir.”
Newman ve Clements, 2008

Cevresel kirletici olan gesitli kimyasallarin dogal sistemler Gzerindeki etkilerini
inceleyen ekotoksikoloji, toksik maddelerin canlilar ve ekosistem Uzerindeki
etkilerin arastiriimasini, gosteriimesini ve risk degerlendirilip, yonetimini hedefler.
Ekotoksikoloji, dogal ekosistemler ya da hedef olmayan turler Gzerinde potansiyel
toksik ajanlarin etkilerini tahmin etmeye olanak saglayan, bununla da
sinirlanmayip, endustriyel gelisim, insan sagligi gibi dnemsenen alanlarda

alinabilecek tedbirler icin sofistike yaklagimlar sunabilecek bir bilim dalidir.

Dunyanin dort bir tarafinda basta DDT olmak Uzere, ¢ok cgesitli kimyasallarin
canlilara ve ekosisteme etkisi Uzerine yapilan ¢alismalar ne yazik ki iyi bir tablo
sunmamaktadir. Tablo 1.4 c¢esitli kimyasallarin ekosistem Uzerindeki etkilerinin
tarihsel gelisimini gostermektedir. GUnumuizde ise bilinen etkileri nedeniyle
organofosfatli pestisitler dahi sikinti sikinti olusturmaktadir ve yapilan

ekotoksikolojik caligmalar bu yone kaymaktadir [40].
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Tablo 1.4.: Ekotoksikolojinin tarihsel gelisimindeki 6nemli noktalar

Tarih Kirleticiler veya bir bilim Etkisi veya yapilan ¢caligma
insaninin atilimi
1850ler | KOmur yanma reaksiyon urunleri Guvelerde endustriyel

melanizm

1863 Endustriyel atik sular Ik toksikoloji testleri

1874 Kursun atislari Su kusu ve sulin élumleri

1887 Maden yataklarindan Ar emisyonu | Geyiklerde ve tilkilerde
olumler

1927 Petrol sahalarinda hidrojen sulfitler | Memeli ve kuglarda
tukenmeler

1950ler | DDT ve organik klorlu pestisitler Balik yiyen kuslarin yumurta
zarinda incelmeler

1969 Rene Truhaut Ekotoksikolojiyi tanimlama
1970ler | Toksik atiklarin karigimi insan, sucul ve yaban hayati
sagligina etkiler
1972 DDT ABD’de yasaklaniyor
1980ler | Tarimsal tahribatlar ve radyoaktif Gelisim bozukluklari ve
maddeler uremede harabiyet
1990lar | Kompleks kimyasal karisimlari Endokrin bozucular
(PCBler)
1997 Heller ve ark. ik toksikogenomik calisma
2000lerin | Cevresel stress etmenleri Genomik ve proteomik
basi bilgilerini ekotoksikolojide
kullanma

Organik fosfatli pestisitler halen daha bircok gelismekte olan Ulkede yetersiz
dizenlemeler ile kullaniimakta olup; insan ve ekosisteme daha fazla zarar

vermektedir [40].
1.2.2. Kara kaplumbagasi ve siiriingenlerin durumu

Surlingen populasyonlarindaki azalmalar, farkedilmemis ya da yeterli calismalar
ile belgelendiriimemigstir. Bugun suringenlerin sadece gesitli habitatlarla ekolojik
uygunlugu ile sinirh olmayip, ayni zamanda diger tlrlerin yasadigi ¢evresel
saghgin bozulmasi kaynakh bir nedene de isaret ettigi sdylenebilir. Strtingenleri
koruma istegi ve onlarin ekolojisinin daha iyi anlasilabilmesi, statulerinin,

dagiliminin ve azalmalarina neden olan faktorlerin iyi bilinmesini gerektirir.

Genel kapsamda surungen populasyonunun azalmalarina neden olan durumlar
Gibbons ve ark. (2000) yayimladiklari “The Global Decline of Reptiles, Déja Vu
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Amphibians”ta vurgulanmigtir [41]. Stringen populasyonlarindaki bu azalmayi,
habitat kaybi ve bozulmasi, iggalci (invasif) turlerin habitatlarina eklenmesi, cevre

Kirliligi, hastaliklar, surdurtlemez kullanim ve kiresel iklim degisikligi etkiler.

insektisit, herbisit, agir metal ve radyoaktif atik gibi kontaminantlarin salinimi
kUresel Olgekte surungenlerin azalma nedenleri arasinda sayilmaktadir [41].
Surungenler ekolojik ve yasam tarihi karakterini sergilediklerinde, onlarin
kontaminantlara ozellikle hassas olduklari gorulebilir [42]. Birka¢ kertenkele ve
kaplumbaga turu diginda, suruingenler tam anlamiyla karnivordurlar ve bir gogu
besin agilarinda yuksek trofik pozisyonda yer alirlar. Bu nedenle, suriingenler
kirleticilerin birikim kaynakl riskleri ile de karsi kargiyadirlar. Ek olarak, bazi
suringenlerin uzun 6murli ve benzer boyutlardaki homoitermal hayvanlara
kiyasla ki¢uk yasam alanina sahip olmalari, bu canhlari uzun dénemli kirletici
maruziyetine ve sonradan gelen biyoakimulasyona duyarli hale getirmistir
[42;43;44]. SUrungenler, 6zellikle yiksek derecede kontaminant kaynakl risklere
hedef olsa da, ekotoksikolojide halen en az ¢alisilan omurgali gruptur [42]. Dlnya
uzerinde surungen ekotoksikolojisi Uzerine yapilan c¢aligmalara bakildiginda
Kuzey Amerika kaynakli arastirmalarin yaygin oldugu gorulur. Timsahlar ve deniz
kaplumbagalarinin basini ¢ektigi bu dagihim yuzinden, suringenlerin diger
cinsleri Uzerine toksik maddelerin etkisinin gosterildigi galismalar sinirh kalmigtir
[45].

Onceki calismalar siriingenlerin  yasamlarini strdirmelerini  direk olarak
etkileyen, mortalite ile sonuglanan gézlemler (zerinde yogunlasmistir. Ornegin,
pestisit uygulamasi gibi kasith mudahale, kazara dokulme veya kontaminant
sizintisi gibi etkenler suringenlerin 6lum nedenleri olarak rapor edilmigtir [46].
Ancak ¢ok az arastirici populasyon azalmasini bu nedenle ortaya ¢ikan olimler
ile iligkilendirmistir. Bununla birlikte Romero ve Wilkelski (2002), Galapagos deniz
iguanalari  (Amblyrhynchus cristatus) populasyonunun azalmasinin, dusik
seviyedeki petrol sizintisindan sonra yagsandigini rapor etmiglerdir [47]. Romeo
ve Wilkeski’'nin bu ¢alisma ile vurguladigi nokta, iguana olumlerinin, bu canlilarin
diyetlerindeki deniz alglerinde petrol kalintisi bulunmasi ve bu sayede son
bagirsakta sindirime katilan bakterilerin alglerin igerdigi petrol etkisi ile 6lmesine
bagh yasadiklari agliktan kaynaklandigini ifade etmesi ¢arpicidir. Direk mortalite

kadar agik olmasa da, suriingen populasyonlarina uzun sureli zarar verebilecek
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diger bir husus da, kontaminantlarin subletal etkileridir. Sdrungenlerin
biyobelirte¢ olarak kullanildidi, kirleticilerle iligkili bazi ¢galismalari gerek sahadan
elde edilen 6rneklerle gerekse laboratuvar uygulamalari ile gosteren Tablo

1.5.’de sunulmustur.

Tablo 1.5.: Sdrungenlerde biyoindikator enzimleri de kapsayan bazi

ekotoksikolojik aragtirmalar

Model grup Cahlistigi konu Arastirmaci

Kertenkele (G.gallotia) Serum B esteraz | Sanchez-Hernandez

enzimleri (2004) [48]
4 kaplumbaga taru Civa konsantrasyonlari | Bergeron ve ark. (2007
[44]
Kertenkele ve yilan Lokomotor performans, | Hopkins ve ark. (2005)
kontaminantlarin [49]; Holem ve ark.
subletal etkisi (2006) [50]; Hopkins ve

Winne [51] (2006);
DuRant ve ark. (2007)
[52]

Kertenkele ve yilan Metabolik eneriji tiketimi | Hopkins ve ark. (2005)
[49]; DuRant ve ark.
(2007) [52]

Testudo graeca 0-ALAD kadmiyum | Martinez ve ark. (2010)
kursun [53]

Bu calismalar subletal kontaminant maruziyeti ile populasyon dinamigi arasindaki
mekanizmalari anlamamizda yardimci olsa da, subletal kontaminant maruziyeti
ile stringen populasyonlarindaki distise neden olan pek az sayida galisma
mevcuttur. Florida’da bir golde, dstrojenik bilesiklerle kontamine olmus Amerikan

timsahi (Alligator mississippiensis) populasyonlarinda dusmeye, azalan
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testosteron seviyesi ve gonadal malformasyon ile sonuglanan Ureme
basarisizliginin neden oldugu gosterilmistir [54;55]. Benzer sekilde, Shelby ve
Mendonca (2001) kirlenen habitatlardaki bazi sari benekli harita kaplumbagasi
(Graptemys flavimaculata) erkeklerinde azalan testosteron seviyesini
belirleyerek, bu alanda daha 6nce gbzlenen populasyon dusiusune kirleticilerin
ureme sistemi Uzerine etkisinin olabilecegini ifade etmislerdir [43]. Her ne kadar
¢ogu arastirma, kontaminantlarin indirek etkilerinin endokrin bozucular nedeniyle
ureme sistemi Uzerine yogunlagsmis olsa da, kontaminantlara maruziyet ayrica
enerji kazanci ve giderini de etkileyebilir. Hopkins ve ark. (1999), seritli su yilanlari
(Nerodia fasciata) nin kdmur yakit atiklari ile kirlenmis sulak alanda kirlenmemis
alana gore iz metallerin dokudaki konsantrasyonlarin artisina paralel olarak

metabolik aktiviteleri %32 daha fazla arttigini rapor etmislerdir [56].

Sparkling ve ark. (2000), 1972 ile 1998 arasi donem i¢in, 11271 kontaminant atifli
¢alismayi taramislar ve bunlarin ancak %1.4 Gnan sirangenler Gzerine oldugunu
goOstermiglerdir [57]. Surlngenler Uzerine olan bu ¢alismalarin énemli bir kismi
kalintilarla ilgili olup, diger suringen gruplarina kiyasla deniz ve tatlisu
kaplumbagalari (Chelonia) en fazla Gzerinde durulmus olandir. Kontaminantlarin
en onemli kategorileri; Metaller (% 24), Organoklorlu pestisitler (OC) (%23) ve
poliklorlu bifeniller (PCB) (%19) dir.

Tablo 1.6.: Risk altindaki stringenlerin statuleri [8]

Risk altindaki suriingenler
Degerlendirilen tur sayisi 664
Ciddi derecede nadir ya da tehlike altinda olan 73
Tehlike altinda olan 100
Korunmasiz olan 125
Toplam (degerlendirme ylzdesi) 298 (%44.9)
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Tablo 1.6.dan gorulecegi Uzere tehlikeye giren suringenlerde kontaminantlarin
rolinu saptamak icin, daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir. Zaten 2000li yillarla
beraber, bu konuda yapilan ¢aligmalar artis gosterse de oransal olarak yine de
tatmin edici olmamistir. 2010 yih itibariyle, elde edilen sonuglara gore, 17375
kontaminant atifli yayinda suringenler Uzerine yapilan ¢alismalarda sayica artis
saglansa da (152), yuzdesel olarak ancak %0.8 duzeyinde bir paya sahiptir (Sekil
1.7)).
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Sekil 1.7.: 1996 — 2008 yillari arasinda omurgali siniflarinda kontaminant ilgili

yayinlarin dagihmi

Toplamda, incelenen 15057 surungen atifli calismaya g6z atildiginda, asagidaki

kategori yada klasmandaki kontaminantlar tanimlanmigtir:
1) pestisitler — halojen olmayan pestisitleri de icerir;

2) metaller — 6zellikle kursun, arsenik, kadmiyum, ¢inko, bakir ve civa gibi agir
metallerle beraber, metalloid yada aliminyum gibi belli sartlarda toksik olabilen

diger metaller;

3) ultraviyole isimalar — UVA ve UVB gibi son zamanlarda gevresel seviyesi

vurgulanan isimalar;
4) atrazin / herbisitler;

5) azotlu bilesikler, dzellikle nitratlar, nitritler ve amonyak gibi gubre olarak

kullanilanlar;
6) PCBIer, dioksinler ve furanlar;

7) Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH);
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8) Organoklorlu pestisitler; endosulfan, diklorodifeniltrikloroetan (DDT) ve
diklorodifeniltrikloroetilen (DDE); ve

9) diger — polihalojen difenil eterleri iceren,deniz kaplumbagalarinda mideye
giren plastik tlrevi bilesikler, radyoaktif molekuller, farmasoétikler ve cgesitli biyosit

ve antiseptikler [57]

Amfibiler ve suringenler ¢cogu kez bir arada degerlendirildiginden, asagidaki
sekilde de bu anlamda bir kiyaslama ortaya koymaktadir: Buna gore, yildan yila
surungenler icin kontaminant atifli olan — olmayan arastirmalarda kaydadeger
artis oldugu, ancak amfibiler icin ayni seyin soylenemeyecegi ifade edilebilir
(Sekil 1.8.). Amfibiler, embriyoloji, fizyoloji, genetik, tip ve insan saghgi gibi
konularda genis bir arastirma kaynagl sunabilirken, surungenlerden bu tip
calismalarda daha az yararlaniimistir. Bu canlilar zaman iginde daha c¢ok
suriingen davranisi, ekolojisi ve koruma durumlarina iligkin galismalarla sinirli
kalmistir [57].

L]
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Sekil 1.8.: ISI Web of Science dan alinan verilere gére 1996 — 2008 yillari

arasinda amfibi ve suruingenlerde yillik bilimsel yayin sayilari

Surungenlerde kirletici kaynakli yapilan galismalara bakildiginda metaller ve
endokrin bozucular éne ¢ikarken, organik klorlular, PCB ler ve pestisitler bunlari
takip eder (Sekil 1.9.).
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Sekil 1.9.: Yillara gore yapilan kirletici bazli galismalarin kontaminant tipine gore

dagilimi
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Sekil 1.10.: Yillara goére suringenlerde yapilan Kkirletici bazli ¢alismalarin

taksonomik gruplara gore dagilimi

Yapilan ¢galismalarda, Crocodylia takiminda 6zellikle endokrin bozucular ve kalici
organik Kirleticiler ile ilgili calismalar s6z konusu iken, 0ozellikle tatlisu
kaplumbagalarindan Cheldyra serpentina ve deniz kaplumbagalari ve

kertenkeleler (Squamata) olarak bir siralama yapilabilir (Sekil 1.10.) [54;58-61].

Calismamizda hedef olarak incelenen kara kaplumbagasi (Testudo graeca) ile
ilgili olarak 2010 yilhinda, kadmiyum ve kursun gibi agir metaller seviyelerinin,

Giineydogu Iispanya ve Kuzey Afrika’daki iki farkli populasyonda, serum delta
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aminolevulinik asit dehidrataz (6 — ALAD) enzimi aktivitesine etkisini gosteren bir

arastirma mevcuttur [53].
1.2.3. Bazi gevresel kirletici tipleri

Pestisitlerin kemirgen, bodcekler veya vejetasyona uygulanmasi, kazara
suringenlere de zarar verebilir. Bununla beraber, bazen de pestisitler sikinti
yaratan yilan, kertenkele gibi suringenlerin kontrolini saglamak icin de
kullanilabilir. Ayrica surungen saghgi icin, ozellikle parazit kontrolu igin Kimi
zaman kullanildigi da soOylenebilir. Pestisitlerin ¢evreye uygulamalariyla,
suringenlerin maruziyeti genelde iki sekilde olur: Ya hayvan pestisit ile
kontamine bir avi / besini tiketir ya da dermal veya solunum yolu ile maruz kalir
[57]. Onceki yillarda yapilan calismalar agirlikh olarak kalici organik klorlu
pestisitlerin mortalite ile iligkili olduguna yoneliktir. Ancak son yillardaki ¢cevresel
kirletici etki calismalari hizli metabolize olabilen organik fosfatl bilesikler (OP) ve
piretiroitler gibi kontaminantlar ve bunlarin subletal etkileri ve etki
mekanizmalarina dogru kaymistir. Hopkins (2002), bir degerlendirme yazisinda
surangenler Uzerine ekotoksikolojik bilgi eksikliginin bu yonde vyapilacak
calismalarla giderilebilecegini belirtmistir. Ayrica yasam hikayesi oOzellikleri,
herbivor, karnivor ve insektivor beslenen suringenlerin beslenme aligkanliklari,
goOrece uzun yagsam sureleri, bazi turlerin sinirli hareketi, uzun suren olgunlagma
surecinin daha da artmasi gibi gozlemlerin, suringenler Uzerine yapilan
kontaminant calismalarinin potansiyel degerini artiracagini vurgulamigtir [42].
Campbell ve Campbell (2002) ise kolinesteraz inhibe edici pestisitler ve sentetik

piretiroitler GUzerine eksik kalan arastirma sayisina dikkat gcekmiglerdir [61].
1.2.3.1. Sentetik Piretiroit insektisitler

Sentetik piretiroit insektisitler 1974 yilinda organik klorlu insektisitlerin
kullaniminin kisitlanmasi ve yasaklanmasi ile gevre dostu olarak sentezlenmigtir.
Bu tip insektisitlerin noérotoksik etkileri sinir ve diger uyarilabilir dokulardaki
hicrelerin sodyum kanallari fonksiyonlariyla olan karigimlar sonucunda olusur ve
tarimsal alanlarda da yogun kullanilir [40]. En fazla bilinenleri fenvalerat,

cypermetrin ve deltamethrin’dir.
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Zira organik klorlu (OC) pestisitlerin kullaniminin kisittanmasi ve yasaklanmasi,
piretrin grubu pestisitlere dogru bir degisim, c¢evresel bozunabilirligin de

yukselmesine neden olmustur [40].

Yaptigimiz calismada tarim amagli giftgiler tarafindan kullandigini saptadigimiz
deltamethrin, ¢iftcilik ve rekreasyon alanlarinda uygulanmasi ile boceklere kargi
genis kontrol imkani saglar. Deltamethrin piretiroitler i¢cerisinde en toksik kimyasal
tipi olarak degerlendirilir. Toprakta 1 — 2 haftada pargalanan, ekim yapilan
alanlarda da bitkiler Uzerinde 10 gunden sonra kalinti izine rastlanmayan bu
kimyasal, Ozellikle alg patlamalarn veya tozlasmayla baglantih olarak ar

populasyonlarinda azalmaya neden olma gibi ekolojik riskler tasimaktadir [62].

Calisma alaninda varligi bilinen bir diger piretiroit insektisit ise cypermethrin’dir.
Bu kimyasal da ilk olarak 1974 yilinda sentezlenmis olup, krizantem bitkisindeki
piretrum ekstaktindaki piretrine kimyasal benzerlik gosteren sentetik bir Grunddr.
Cypermethrin iceren piretiroitler, piretrinlere nazaran daha uzun sure etkili olacak
sekilde tasarlanmistir. Gulnes 1s11 altinda dahi kararli olabildiklerinden,
yarilanma suresi toprakta 30 gune kadar c¢ikabilir. Etki mekanizmasi
deltamethrinle ayni olup, 06zellikle arilar igin ylUksek derecede toksiktirler.
Omurgali canli gruplarina iliskin durum degerlendirmesi yapilabilecek yeterince

¢alisma bulunmamaktadir [62].

1.2.3.2. Organik fosfath ve Karbamat insektisitler Organik fosfath ve

Karbamat insektisitler
1.2.3.2.1. Organik fosfathlar

Bu pestisitler ilk olarak 1800’lerde sentezlenmis olsa da, 1930’larda kolinerjik
etkileri tanimlanarak bocek olduricu ozellikleri kesfedilmistir [63]. Son derece
zehirli olmalarina ragmen, cevrede organik klorlu pestisitlerden daha hizli
bozunurlar, akut toksisiteleri de daha ytksektir [64]. Glnes 1s11, hava ve toprak
temaslari ile hidrolize olarak parcgalanirlar. Bu 6zelliklerinin yarattigi avantaj ve
organoklorlu bilegiklerin kullaniminin yasaklanmasi, kullanimlarini arttirmistir.
Organizmada yag dokuda metabolitleri gozlenebilir, bu sekilde kolinesteraz
enzim Uzerine inhibisyon suretiyle etki gésterirler [40]. Onemli drnekleri olarak

diazinon, parathion, chlorpyrifos ve malathion verilebilir.
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Calisilan alanda kullanilan chlorpyrifos, ilk olarak 1965 yilinda gelistirilmis olup,
kolinesteraz inhibisyonu ile sinir sistemi Uzerine etkili oldugu bilinmektedir.
ABD’de 2001’den beri evlerde kullanimi, hamilelik sirasinda karsilasilan
maruziyeti ile c¢ocuklarin mental gelisimi Uzerine etkisi oldugundan
yasaklanmistir. Tarimsal alanlarda ise Birlesik Devletler Cevresel Koruma Ajansi
(EPA) nin degerlendirmesine gore, en yaygin olarak organik fosfatli insektisitlerin
kullanildid1 belirtiimektedir [65].

Codu pestisit gibi sucul habitatlarda yasayan organizmalar Uzerine yuksek
derece toksikligi vurgulanan chlorpyrifos’un genel anlamda ekolojik etki analizi
cikarildiginda o6zellikle kuslara oldukga toksiktir. Ayrica tarimsal kullanimla
birlikte, yaban hayati ve bal arilari Uzerinde da ciddi tehlike olusturmaktadir
[62;66].

1.2.3.2.2. Karbamatlar

Karbamatlar (CB), karbamik asit (NH2COOH) ten turetilen organik bilesiklerdir.
Bir karbamat grubu, karbamat ester ve i¢sel yapilagmalarla birbirine donusgebilen
fonksiyonel gruplarin katki sagladigi karbamik asitlerden olusur. Kolinesteraz
enzimlerini geri donusumll olarak inhibe edebilirler. Toksik potansiyelleri,
organofosforlu bilesiklere kiyasla daha dusuktur. Aldikarb, karbaril ve karbofuran

baslica karbamatlardandir.

In vitro olarak etkilerine bakilmig olan carbaryl, 1984’teki Bhopal felaketi ile kotu
bir séhreti olan Union Carbide sirketinin 1958 yilinda sentezledidi bir pestisittir.
Genelde kati, renksiz ve suda ¢oziinlr 6zelliklere sahiptir. Uretim slirecine bagli
olarak karbaril, 1s1, sicaklik ve asitlere karsi kararlilik gésterir [67]. Oncelikli
kullanim alani ¢ok sayida ticari Urun igin bir insektisit olarak gorulse de,
sonrasinda misir, soya fasulyesi, pamuk, turuncgiller, armut gibi Grlnlere de
uygulanmigtir. Bununla birlikte bir mollusksit ve akarisit olarak da kullanildigi
bilinmektedir. Kuglara goérece daha az toksiktirler. Ancak tozlagsmayi saglayan
arilar ve bazi yararli bocekler igin ise ciddi sikinti yaratan ekolojik riskleri vardir.
Laboratuvar kosullarinda akut etkileri Uzerine galigilan bu kimyasalin, sahadaki

kullanimi ile neden oldugu subletal etkileri gosteren galismalar yetersizdir [68].
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1.2.4. Degerlendirilen Biyobelirtegler: Enzimler, hormonlar
Genel anlamda biyobelirtegler, belirli ¢evresel baskilarin neden olduklari,
fizyolojik, biyokimyasal, immunolojik ve histopatolojik etkiler gibi ¢oklu toksik

etkilesimlerin gostergesidirler [69].

Hucrealt| yada hiicre  Doku / Organ Organizma Populasyon Kommunite
(izeyinde

YANIT
HASSASIYET

Saha caligmalarinin odak noktasi

Dakika / Saat Gunler Haftalar / Aylar Yillar Jenerasyonlar

YANIT ZAMANI

Sekil 1.11.: Saha ¢alismalarina odaklanmada yanit hassasiyeti ve ekolojik iligki

Saha c¢alismalan planlanirken, zaman ve butgenin sinirh olmasi nedeniyle
biyobelirteglerden iyi verim alacak bi¢gimde kullanilan pestisitlerle iligkili enzimler

ve ureme performansini yansitan hormonlar degerlendirilebilir (Sekil 1.11.).

Bu yanitlar Doku dizeyinden kommunite dizeyine kadar farklilik gosterir.
Kirleticiler, biyotayl basit bir ifadeyle biyolojik organizasyonu 4 dizeyde
etkileyebilir, Biyokimyasal, hucresel, birey, populasyon, komunite seklindedir
(Sekil 1.11).

1.2.4.1. Enzimler

Bir biyobelirte¢ olarak enzimler genelde ilk organizasyon duzeyi ile ilgili olup, bir
“erken uyar!” isareti olarak degerlendirilebilir. Bu kapsamda da biyobelirte¢ olarak

ele alinacak enzimler, esterazlar ve oksidatif stres enzimleridir.
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1.2.4.1.1 “B” Esterazlar

Organik fosfath ve karbamatl insektisitlerin gevresel etkilerinin gosterilmesi igin
kolinesteraz inhibisyon ¢aligmalari, ekotoksikolojide en ¢ok vyararlanilan
calismalardandir. Kolinesterazlarin, serum veya plazmadaki aktiviteleri Uzerine
yurUtulen arastirmalara ek olarak beyin asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyonu ile
mortailte arasindaki iliski de konuyu ele alan bir bagka bakis agisidir. Bu enzimin
yanisira son zamanlarda butirilkolinesteraz (BChE) ve karboksilesteraz (CbE)
pestisit kirliligine iliskin saha gozlem belirteci olarak yararlanilan diger iki yaygin

B — esteraz tipleridir.

Uluslararasi Biyokimya Birligi'nin kabuline gore “esterazlar”, ester baginin
hidrolizi Uzerine rol oynayan enzim grubudur [69]. Kendi i¢erisinde de, hangi tip

ester bagini hidroliz ettigine goére alt siniflara ayrilir (Tablo 1.7.).

Tablo 1.7.: Esteraz tipleri ve organik fosfatli (OP) bilesiklerle etkilesimi [70]

A — esterazlar OP’lar! hidrolize eder
B — esterazlar OP’larla inhibe olur
C — esterazlar OP’lerle higbir etkilesime girmezler

1.2.4.1.1.1 Kolinesterazlar

Kolinesteraz (ChE) 0ozellikleri nedeniyle, guvenilir biyobelirtegtir. Sucul
omurgasizlardan, baliklara, amfibi ve slUringenlerden kuslara neredeyse tum
yaban hayati risk degerlendirmelerinde OP maruziyetine duyarhli§i bakimindan
onde gelen biyobelirteclerden olarak kullanilan ChE nin ekofizyolojik rolleri ancak

2000’li yilllardan sonra degerlendirilmigtir [71].

Asetilkolinesteraz [AChE (EC 3.1.1.7)]: Sinir sistemi ve néromuskular baglanti
arasinda kolinerjik sinapslar olusturmada anahtar rol oynarlar. Presinaptik ugtaki
norotransmitter asetilkolin saliniminda AChE in etkili hidrolizi ile postsinaptik

hicrede kolinerjik reseptdrlerin kalici sitimulasyonunu onler.
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OP’ler, enzimin aktif bolgesindeki serin aminoasidinin hidroksil grubuyla
reaksiyona girerek, enzim — inhibitér kompleksi olugturur. P atomu ile X grubu
arasindaki bag zayiflayip, bu grup ayrilir. Enzimin fosfatlanmis asamasi ise hayli

kararlidir. P atomunun dahil oldugu gruplara baglidirlar.

A
) I R
— — E—DH . — e - —— == |
EOH+R?_)(—‘-—I Rllei E—0Q—P—R + X
R R
Ornegin
o 0
] I .
E—OH + CH,CH,0—b—0 NO, E-O-P-OCHOH, + © 0,
DCH,CH, OCH,CH,
Parathion
B)
i 1} -
E—OH + X—CNHR —=— [ E—OH . X—CNHR] E—O—CNHR + X
IFEO’_\\L
E—0H + RNH, + CO,
Ornegin
CHy o NHCH, 0 &, o
E—OH + CH,S—C—C=N" ¢ —== E-0-C-NHCH, + CH;S—C-C=N
CH, o HO™, CH,
Aldicarb E—OH + CHNH, + €O,

Sekil 1.12.:Asetilkolinesteraz (E-OH) inhibisyon mekanizmalari:
A) organik fosfatl pestisitler B) karbamat pestisitler

Bu tip bir inhibisyon geri dontsumsuzdur. Eger dealkilasyon yapilir veya fosfat
kismindaki bir alkil grup (R veya R’) uzaklastirilirsa, enzim aktivitesi geri
dondurulemez. Bu asama “aging” olarak tanimlanir ve oksimler gibi reaktivasyon
ajanlari kullanilsa dahi, enzim yeniden aktivitesini gdosteremez. AChE ler Gzerinde
CB’ler de, OP’lere benzer bigimde bir inhibitorik etki gdsterir, ancak karbamile
olmus enzimler H20 gibi nukleofilik molekillerin variginda geri dénusebilirler
(Sekil 1.12.) [72].

Batirilkolinesteraz [BChE (EC 3.1.1.8)] : Siklikla spesifik olmayan esteraz veya
psodokolinesteraz olarak tanimlanir. Butirilkolin, asetilkolin, propionilkolin ve

benzoilkolin gibi kolinesterler ile hidrolize olurlar. Bu enzim, hayvanlar aleminde,
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Ozellikle cogu omurgali olan turlerin kaninda bolca bulunur. BChE nin OP veya
CB I bilegiklerle inhibisyonu, AChE ninkine benzer. Ancak enzimolojik bakis
agisindan degerlendirildiginde substrat tercihleri ve spesifik inhibitérlerinin farkli

oldugu gorulur (Tablo 1.8.):

Tablo 1.8.: AChE ve BChE nin birbirinden ayrilan enzimolojik 6zellikleri [69]

Kolinesteraz | Substrat 6zgulligu Segici inhibitori

AChE Tercihen AcSCh i hidroliz eder, BW284C51 ve GD-42
BuSCh i ayiramaz.

BChE BuSCh i diger kolinesterlerden daha | Iso-OMPA, DFP ve

yuksek oranda hidroliz eder. etnopropazin

BChE In ¢ok sayida biyolojik fonksiyonda rol aldigi sdylenebilir. BChE nin bu
Ozelligi, hedef olmayan Dbelli organizmalardaki toleransi ile OP

zehirlenmelerindeki roluinu agiklamaya yardimci olur [73].
1.2.4.1.1.2 Karboksilesterazlar

Karboksilesteraz [CbE (EC 3.1.1.1)]: Bu grup B — esterazlari, karboksilik asit
esterlerini su eklenmesiyle hidroliz edebilirler (Sekil 1.16.) [74]. Karbamile olan
CbE kendiliginden reaktif olabilirken, fosfatlanmis CbE geri doénisimsuz
inhibisyona maruz kalir. CbE lar akciger, karaciger, ince bagirsak, kalp, bdbrek,
kas, beyin, testis, yag doku, Iokositler ve kanda bulunurlar [75].
Karboksilesterazlarin doku ve organizmaya gore ¢ok sayida izozimleri bulunabilir
[76]. Karboksilesterazlar, pestisit detoksifikasyonuna iki bigimde katilirlar: i) ester
baglarini (CB lar, piretiroitler) hidroliz ederek, ii) CbE ye OP veya CB lerin
baglanmasiyla (inhibisyon) [69].
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Sekil 1.13.: Karboksilesteraz inhibisyon (CbE — OH) mekanizmalari
A) Organofosfatli Pestisit ile B) Karbamat ile

Boceklerden memelilere degin ¢ok farkli 6zelliklerde canli grubu Gzerine yapilan
calismaya ragmen, tarimsal kimyasallara maruziyet ile CbE aktivitesi arasindaki
iliskide yine de amfibi ve surlngenler gibi gruplarin da degerlendiriimesi ile
ekosistem duzeyinde c¢evresel gdzlem c¢alismalarinin vyararli olabilecegdi
arastirmacilar tarafindan da vurgulanmaktadir. Bir 6nemli avantaj da serum CbE
aktivitesinin biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilmesi, beyin AChE aktivitesine

kiyasla hayvanin hayatini riske atmayan bir test tipidir [75].

1.2.4.1.2 Oksidatif Stres (OS) Enzimleri

Aerobik organizmalarda oksijen, etkili enerji Uretimi i¢in gerekli olsa da,
paradoksal olarak hicrelerde kronik toksik stresi de Uretir. Oksidatif stres (OS),
toksik gruplari uzaklastirmak igin hicresel antioksidant savunma kapasitesinin
asirlya kagmasiyla Reaktif Oksijen Turleri (ROT) Uretimi ile sonuglanir [77]. Bir
diger deyisle, oksidatif stres serbest radikal tretimi ile vicut antioksidan savunma
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sistemi arasindaki dengesizliktir [78]. Doku ve organlarin birbirinden farkli
oranlarda metabolik aktiviteleri ve oksijen tuketimleri mevcuttur. Dolayisiyla

antioksidan seviyeleri de birbirlerinden farklidir [79].

Hayvanlarda ROT nin neden oldugu hasarlara karsi geligtirilen cesitli
mekanizmalar mevcuttur. Antioksidan kapasite iki ana sistemde degerlendirilir:
Bunlar katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediuktaz (GR) ve
Glutatyon-S—transferaz (GST) gibi enzimatik sistemler ve glutatyonun (GSH)
indigenmis formu, aminoasitler ve vitaminler gibi enzimatik olmayan antioksidatif

sistemlerdir [80].

Organik fosfatl insektisitler, kolinesteraz inhibisyonu ve kolinerjik etkilerin
varhdinin disinda cesitli arastirmacilar tarafindan OP toksisitesinin yan etkileri

olarak oksidatif stresin hem insanlarda hem hayvanlarda rapor edilmistir [80].
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Sekil 1.14.: Oksidatif hasar ile iligkili cevresel faktorler ve oksidatif stres yanitlari
[80]

Oksidatif stresi olgmek igin ¢ok sayida farkli biyobelirtecler ve teknikler

bulunmasina ragmen, higbir biyobelirte¢ tek basina dogru degerlendirme igin

ideal biyobelirte¢ olmayabilir [81]. Bu nedenle, farkl tirlerle daha ¢ok ¢alismaya
ihtiyag vardir (Sekil 1.14) [80].

1.2.4.1.2.1. Glutatyon S —transferaz enzimi

Glutatyon S — Transferaz [GST (EC: 2.5.1.8)]: Eskiden “ligandinler” olarak bilinen
bu Faz Il metabolik izozim ailesi, Glutatyon’'un (GSH) indirgenmis formunun,

ksenobiyotik substratlar ile baglantisini katalizleyip, detoksifikasyonda rol

28



oynamasiyla taninir. GST ailesi, sitosolik, mitokondriyal ve mikrozomal olmak
Uzere Ug¢ sUperaileden olusur [82]. Mikroorganizmalardan memelilere kadar ¢ok
genis duzeyde etkinlikleri bildirilen GST, organizma i¢inde de 6zellikle karaciger
basta olmak Uzere, bagirsaklarda, bobreklerde, kas, dalak, testis ve plasenta gibi
bircok doku htcresinin sitosoll ve membraninda bulunmaktadir [83]. GST, cevre
kirleticilerinden ilaglara, karsinojenlerden pestisitlere kadar birgok bilesigi
metabolize edebilirler. Ayrica prostoglandinlerin izomerizasyonu, hem, bilirubin,
safra tuzlari ve yag asitleri gibi nonsubstrat ligandlari GSH ile baglayarak

tasinmasini da saglar.

Cesitli GST izozimleri de hucre proliferasyonu ve 6lumunu duzenleyen MAPK
(Mitojenik Aktif Edilmis Protein Kinaz) metabolik yolunda, kinazin iglevini inhibe
ederek, kinazin sinyal veren basamaklarini kolaylastirmasina yardimci olur [84].
Bunun disinda, ylksek seviyede serum aGST’nin (nefro)toksisite, iskemi veya
viral enfeksiyonlar i¢in de belirte¢ olarak degerlendirilebilecegi rapor edilmigstir
[85;86].

1.2.4.1.2.2. Glutatyon peroksidaz enzimi

Glutatyon Peroksidaz [GPx (EC: 1.11.1.9)]: Glutatyon peroksidaz (GPx), 1957
yiinda Gordon Mills tarafindan kesfedilmistir [87]. Biyolojik roll, peroksidaz
aktivitesiyle organizmanin oksidatif hasardan korunmasi olan enzim ailesinin
genel adidir. GPX’in biyokimyasal islevi ise alkol ile iligkili lipit hidroperoksitlerini
ve serbest hidrojen peroksiti (H202) suya (H20) indirgemektir. GPx’in bugune
degin gastrointestinal bolgeden epididimal androjen iliskili proteine, plazmadan
fosfolipit hidroksiperoksidaza 8 farkh izoformu tanimlanmistir. Yas ile ilgili olarak
da GPx aktivitesi Uzerinde, 6zellikle canli gruplarinin erginlerinde yapilacak
calismalar, organizmanin yasam dongusunde oksidatif stresin durumundaki
belirsizlikleri azaltmaya yardimci olacaktir [88]. GPx in katalizledigi ana

reaksiyon soyle gosterilebilir:

2 GSH + H202 = GS-SG + 2 H20
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1.2.4.1.2.3. Glutatyon reduktaz enzimi

Glutatyon reduktaz [GR (EC 1.8.1.7)]: Glutatyon disulfit (GSSG) i 6nemli bir
hicresel antioksidan olan GSH in sulfhidril formuna indirgeyen bir enzimdir (Sekil
1.15.). Bu enzim, bakteri ve mayalardan, hayvanlara bitliin canli alemlerinde
korunmustur. Ancak bitkilerde iki GR geni ile kodlanip, Drosophila ve
Trypanosoma da herhangi bir GR olmamasi bir bakima bu enzimi ilgin¢ hale
getirmigtir [89]. Yuksek seviyede oksidatif strese maruz hicrelerde glukoz
tuketimi artar, bu durum pentoz — fosfat metabolik yolu ile iligkilendirilebilir. Clnk
bu reaksiyon igin NADPH uretimine ihtiya¢c duyulmaktadir. Eger Pentoz — Fosfat
Metabolik yolu iglevsiz olursa, hucredeki oksidatif stres toksik etkiye neden olur
[90].

NH
o NHzg 0 20
NH

o
HO HO :8_\

D=?_\SH [0] 0 s+

& it 0 NH

\Px ; GR }—/

HG ’/"'_'"\\ HO

NADP* MNADPH

Sekil 1.15.: Glutatyon Reduktaz ile okside glutatyon indirgenir, NADPH ise
NADP* ya yUkseltgenir.

1.2.4.2. Hormonlar

Bu calisma kapsaminda erkek bireyler igin testosteron (T) ve disi bireyler igin
estradiol (E2) esey hormonlari degerlendirilmistir. Bu hormonlar, tremeyle iligkili
olmalari bakimindan, incelenen alanlarin 6zelliklerine gére populasyonun Ureme

basarisi hakkinda fikir edinmeyi de saglarlar.
1.2.4.2.1. Testosteron (T)

Testosteron, androjen grubundan bir steroid hormon olup, erkeklerde testislerde
uretilir. Erkeklerde sadece testis gibi Ureme sistemi dokularinin gelisiminde rol
almayip, kas, kemik kutlesi ve genel anlamda saglik i¢cin de onemli iglevler
gormektedir. Dolayisiyla T'nin yalniz androjenik degil, ayni zamanda anabolik
etkileri de vardir. Asagidaki sekilde organizmalarin izledikleri steroidogenez
mekanizmalari verilmektedir (Sekil 1.16.). Testosteronun bu 6zelligi ile hayatta
kalabilme i¢in sorun ¢dzme gibi etkinliklerde de rol oynadigi arastirmacilar

tarafindan 6ne strGimustar [91].
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Sekil 1.16.: Steroidogenez: bir Testosteron molekult (A) ve bir Estradiol molekilu
(B)

Bu hormonun, ekotoksikolojik agidan 6nemi Chlorpyrifos’lu pestisitlere maruziyet
ile testosteron seviyesindeki disls arasinda bir korelasyon oldugudur. Bu durum
bir Chlorpyrifos metaboliti olan TCPY ile testosteron konsantrasyonu arasindaki
ters iligkili goklu lineer regresyon modeli ile gdsterildigi gibi, karbaril ve naftil eter
ile de saptanmistir [92]. Yani organizma ne kadar fazla bu tiplerde pestisite maruz

kalirsa, o kadar dusuk dizeyde testosteron seviyesine sahiptir.
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1.2.4.2.2. Estradiol (E2)

Disilerin ovaryumlarindan salgilanan steroid yapidaki hormonlardan biri de
estradiol (E2) dir. E2, molekuler yapisindaki iki hidroksil grubundan kaynaklanan
bir kisaltmadir. Plazmada c¢ogunlukla esey hormonu baglayici globulin ve
albimine baglanmigtir. Ureme ile ilgili fonksiyonlarinin yanisira kemikleri
etkileyip, yag depolanmasinda oynadigi roller de vardir. Bunla beraber,
karacigerdeki lipoproteinlere etkisi ve beyinde no6ronkoruyucu islevi ile

antioksidan olarak arastirmacilar tarafindan énerilmektedir [93].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Caligma alanlari

Calisma alani Kapadokya bolgesinde Nevsehir il merkezi sinirlari igerisinde yer
alan Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisidir (Sekil 2.1.). Karasal-yari kurak iklimin
etkili oldugu bu bdlgede, genel olarak yaz aylarinin sicak ve kurak, kis aylarinin
ise sert, soguk ve yagisli gectigi sdylenebilir. Kis aylarinda yiukselen nisbi nem
miktari, ge¢ yaz dénemlerinde duser. Hava sicakhgi ise -28°C ile +40°C arasinda

seyreder.

Bolgede baskin olan toprak profili Orta Anadolu jeolojisi igerisinde kendine 6zgu
bir yapi halini almistir. Yani kumlu-tifli toprak, volkanik kum, kil (volkanik tifler)
ve volkanik kdkenli olmayan kumlar Gzerinde bulunur. Su tutma kapasitesi ¢ok
dusuk olan bu toprak, bu nedenden dolayi organik madde, kireg ve kil bakimindan

da yeterli degildir. Zaten, ince bir Ust horizonun hemen altinda anakaya

bulunmaktadir.

Sekil 2.1. Calisma alanlarinin Turkiye’deki yerinin gosterimi (A:Nevsehir) [94]

Kaplumbaga Vadisi, yerlesim alanlarina uzak, vejetasyonun olduk¢a zayif
oldugu, herhangi bir tarimsal faaliyetinin yuratilmedidi bir bdélgedir. Hayvan
ciftliklerinin bulundugu bu bdlgede, yakin gegmiste ¢alisma izni verilen kum
ocaklari da bu bolgeyi yasam alanlari olarak kullanan canlilar igin habitat kaybina

da neden olmus olabilir. Her ne kadar zayif bir vejetasyona sahip diye ifade edilse
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de, bu bicimde de kigukbas hayvanlarin otlatildigi bir mera olarak da
degerlendirilebilmektedir. Zaten Kaplumbaga Vadisi’nde bulunan bitkiler olarak
Alyssum sp. (Brassicaceae), Bromus sp.(Poaceae), Astragalus sp (Fabaceae),
Prunus armeniaca, Rosa canina (gesitli varyeteleri), Crataegus sp., Pyracantha
sp. (Rosaceae), Anthemis sp., Matricaria sp. (Asteraceae), Bromus (Poaceae),
Ranunculus sp. (Ranunculaceae), Salsola sp. (Amaranthaceae) ve Alkanna sp.
(Boraginaceae) dir. Kaplumbagda Vadisi’nin genel goéruntistu Sekil 2.2.a.’da
gosterilmektedir. Kaplumbaga Vadisi'nde bu g¢alismanin konusu olan Testudo
graeca nin yanisira Natrix natrix, Lacerta viridis, Lacerta cappadocica ve
Ophisops elegans tirl slringenlere ve Vulpes vulpes ve Martes sp. turi
memeliler de bulunmaktadir. Kaplumbaga Vadisi igerisinde kara
kaplumbagalarinin yakalandidi alan, 38.634°-38.6345° ile 38.6397°-38.64°
Kuzey enlemleri ve 34.7225°-34.7191° ile 34.7237°-34.723° Dogu boylamlari
arasinda yer alan 20.93 ha’lik bir alandir (Sekil 2.2.b.) fakat kara

kaplumbagalarinin yaklasik 1,5 ha’lik bir alanda yodunlastiklari gézlenmistir.

Sekil 2.2.a. Kaplumbaga Vadisi'nin genel géruntisu
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Sekil 2.2.b. Kaplumbaga Vadisi’nde kara kaplumbagalarinin izlendigi alan.

Nar Vadisi ise, Nar Beldesi icerisinde yer alan, bahge tariminin yapildigi
antropojenik etkenlere agik bir alandir. Dolayisiyla Nar Vadisi’nde bulunan bitkiler
dogal olarak bulunabildikleri gibi tarim amach olarak da varliklari alanin tar
kompozisyonunu olusturmaktadir. Bu bitkiler, Anthemis sp., Matricaria sp., ve
Lactuca sp. (Asteraceae), Amygdalus sp., Pyracantha sp. (Rosaceae),
Astragalus sp.,Colutea cilicia, Trifolium, Malus sp. (Fabaceae), Salvia recognita
(Lamiaceae), Chenopodium sp. (Chenopodiaceae), Scrophularia
(Scrophulariaceae), Alyssum sp. (Brassicaceae) Bromus (Poaceae) ve
Euphorbia (Euphorbiaceae), Onosma (Boraginaceae), Tilia (Tiliaceae), Solanum
sp. ve Capsicum sp. (Solanaceae), Petroselinum sp. (Apiaceae), Eleagnus
(Elaeagnaceae), Vitis sp. (Vitacea) ve Juglans sp. (Juglandaceae)dir. Nar

Vadisi'nin genel goruntusu Sekil 2.3.a.’da gosterilmektedir.

Tarimsal faaliyetlerin yogun olarak yuratildiga bu alanda Lacerta viridis tard
kertenkelelere siklikla rastlanmistir. Ancak Nar Vadisi icerisinde kara
kaplumbagalarinin tespit edildikleri boélge, 38.647°-38.6471° ile 38.648°-
38.6477° Kuzey enlemleri ve 34.7121°-34.7124° ile 34.7108°-34.711° Dogu
boylamlari arasinda yer alan 0.93 ha’lik bir alan olarak tespit edilmistir (Sekil
2.3.b.).
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Sekil 2.3.b. Nar Vadisi’'nde kara kaplumbagalarinin izlendigi alan.

Saha calismalari kara kaplumbagalarinin aktif olduklari Nisan — Ekim 2012
tarihleri arasinda gercgeklestiriimigtir. Saha galismasi 22 Nisan 2012 tarihinde
baslamis olup; sonrasinda takip eden her ayin 3. haftasi Kaplumbaga Vadisi ve
Nar Vadisi’'ne gidilerek mevsimsel kosullarin el verdigi dl¢cide 6rneklem elde
edilmeye cgahlsiimistir. Sadece Agustos ayinda, dinlenme oyuklarinda varliklari
tespit edilen kara kaplumbagalara, biyolojik ritmleri etkilenmesin diye hayvanlara
dokunulmamistir. Her saha ¢alismasina gidildiginde her iki alan da taranmistir.
Bdylece aylara ve alanlara gore degdisim goOsteren veriler dizisi olusturulmaya
cahsilimigtir. 2012 yili igerisinde elde edilen bu veriler ile canlinin aktivite
gosterdigi bu periyotta hibernasyondan ¢ikig, besin temin etme, Greme donemi,
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estivasyon hazirliklari gibi kara kaplumbagalar icin hayati onem arz eden

durumlarina iligkin bir profil hazirlanmigtir.

Calisma saat 07:30-11:30 ve 14:30-18:30 arasinda gergeklestirilerek, sabah ve
O0gleden sonra diye iki kisma ayriimis Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi'de

gegirilen zaman esitlenmisgtir.
2.1.1. Aktivite donemlerinin degerlendirilmesi

Kapali populasyonlarda ve kisa donem caligmalarda kullanilan populasyon

yakalama yontemi ile tespit edilmistir.

Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi’'nde 2012 yili Nisan — Ekim aylar1 arasinda
yurutulen saha galigmalari sirasinda yakalanan bireyler kabuk Gzerinde yapilan

isaretler ile kimliklendirilip, serbest birakilmistir.

Kara kaplumbagalarinda kaynasmis dermal kemiksi elementlerle olusan
dorsalde karapas, ventralde plastron ve lateral kopriden olusan bir kabuk yapisi

vardir. Ayrica epidermal kdkenli keratin pullar bulundururlar [95] (Sekil 2.4.).

a b

Sekil 2.4. Kara kaplumbagasi kabugunun boynuzumsu (sol) ve kemiksi (sag)

elementleri [95]:

[a-karapas; ser:servikal plak; mar: marjinal plak; ver: vertebral plak; ple: pleural
plak; sk:suprakaudal plak; nu: nukal kemik; nor: noral kemik; kos: kostal kemik;
spi: suprapigal kemik; pi: pigal kemik; per: periferal kemik,
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b-plastron; ig: intergular plak; hum:humeral plak; pek: pektoral plak; abd:
abdominal plak; fem: femoral plak; an: anal plak; aks: aksilar plak; in:inguinal
plak; epi: epiplastron; ent: entoplastron; hiyo: hiyoplastron; hipo: hipoplastron; ksi:

ksifiplastron.]

isaretleme, silinmeyen ve sudan etkilenmeyen kalemlerle karapasin belirli
noktalarina numaralar verilerek yapilmistir fakat bu yontemin yetersiz oldugu
go6zlendiginden bireyler sarjli matkaplar yardimiyla karapaslarindaki marjinal
pullar delinerek isaretlenmis ve numaralandiriimistir (Sekil 2.5.). Bireylere ait
morfolojik Olgimler, gbézlemlendigindeki davranisi, alinan kan 6rnegi miktari,

parazit varligi, malformasyonlar, alan bilgileri gibi veriler icin bir arazi formu

olusturulmustur (Tablo 2.1.).

Sekil 2.5. Karapastaki marjinal plaklari delinerek isaretlenmis bireyler

Bu sayede kondisyon faktorinin hesaplanabilmesi igin yakalanan ve isaretlenen
bireylerin DUz Karapas Boyu (DKB), Egri Karapas Boyu (EKB), Karapas
Yuksekligi (KY) ve Plastron Uzunlugu (PU) dlgulmustar.
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Tablo 2.1.: Kara Kaplumbagasi Saha Calismasi Veri Formu

HACETTEPE UNIVERSITESI KARA KAPLUMBAGA ARAZI FORMU I
BIREY
Etiketi I Juvenil/ Ergin | Esey Bulundugu alan Tarih |
Beslenme Kur Duragan Aktif Diger

| Gozlemlendigindeki davranisi
Morfolojik dlgiimler
Uzunluklar (mm) Agirhik (g)

DKB KY GSU ASU

DKE PU HSU SG1

MEN PG1 PSU 5G2

NU PG2 AbSU SU

NG PG3 Alinan miktarlar Kene durumu |

Serum Plasma (varsa neresinde kag tane?)
|Kondisvon faktori (100xbwxbl) | |Kan Ornegi
Malformasyonlar

Uye uzunluklan* Karapas
On Sol Arka Sol Plastron
On Sag Arka Sag Uyeler
ALAN I
Koordinatlar Rakim Baki
Meteorolojik bilgiler Sicaklik Nem

Herhangi bir belirgin dis tehdit

|Bb|geye hakim vejetasyon yapisi

Ayrica bireylerin agirliklari tartilarak, forma kaydedilmistir. Bdylece bu morfolojik
parametreleri ile bireylerin kondisyon faktorleri ¢ikariimistir. Kondisyon faktor
indeksi vucut agirhgi ile duz karapas uzunlugu arasindaki regresyona gore elde
edilen bir degerdir. Bagenal ve Tesch (1978) 'ten modifiye edilerek olusturulan

kondisyon faktorl denklemi asagida verilmigtir:

100 xViicut agirligt (g)

Kondisyon faktori = [96]

Karapas uzunlugu (mm)3

Yakalanan bireylerin cinsiyetleri Testudinae icin kullanilan kritik karakterler

yardimiyla belirlenmistir.

Duz Karapas Boyu uzunlugu minimum 100 mm olan bireyler eseysel olgunluga
ulasmis olarak kabul edilir ve 100 mm duz karapas boyu, cinsiyete karar
verebilmek icin gerekli olan minimum buyuklukten daha fazladir. Genellikle 6
yasindan buyuk bireylerde cinsiyet tespit edilebilir. 6 yasindan kuguk bireylerin
olgun olmadigi farz edilir ve juvenil olarak siniflandirilir [20]. Zaten bu calismada
erigkin bireyler GUzerinden yuarutulmustar. Higbir juvenil birey érneklem grubuna

katilmamisgtir.

Testudo alttirlerinin dogal diyetleri beslenme davranisinin direkt gbézlenmesi

suretiyle [23] ve digki analizi ile [6] tespit edilmistir.
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Direk gozlem yaklagimi, aktiviteleri ve beslenme davraniglari sureklilik arz
etmeyen Testudo turleri icin kimi zaman etkili gérulmese de [97;98], alanlarinda
serbest dagilan bireylerin besin tercihlerini belirlemede yararl neticeler gosteren
bir metottur [98].

Diger bir yaklagim olan digki analizi yontemi ise genel bir yaklagimla herbivor
canlilarin besin tercihini belirlemede siklikla yararlanilan, indirekt bir metottur
[21]. Bitki turlerinin sindirilme oranlarinin birbirine benzegsmemesi, bu yontem ile
diyet icerigini degerlendirmede pek etkili olmayabilir [99]. Ancak bu sayede

beslenme biciminin herbivor olup olmadigi rahatlikla sdylenebilir [56].

Ornegin yaptigimiz bu calismada da digkilardan elde edilen meyve gekirdekleri,
sonrasinda alanda bulunan meyvelerin ¢ekirdekleri ile karsilasgtiriimis, bu sayede

kara kaplumbagalarinin besin tercihleri ortaya ¢ikarilmistir.

2012 yilinin Nisan — Ekim aylar arasinda yapilan saha calismalari sirasinda
Falcon tupler ile elde edilen digkl érneklerinden daha sonradan makroskobik ve
mikroskobik inceleme ile gastro — intestinal parazitik nematodlar kaydedilmistir.
Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisinde vyakalanan disi ve erkek kara
kaplumbagalarinin Uzerinde bulunan keneler bir pens yardimiyla toplanarak
%70’lik etanol icerisine alinmistir. Keneli bireylerin cinsiyetleri, yas gruplar ve
kenelerin tutundugu bdlgeler arazi formuna kaydedilmis olup, tur teshisleri de

sonradan yapilmistir.

Bu sekilde tespit edilen i¢ ya da dig paraziter etkiler, c¢alisilan enzimatik /

hormonal aktivitelerle iligkili olup olmadigini degerlendirme igin kullaniimigtir.

Kara kaplumbagalari, Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi'nde 2012 yili Nisan
ayinda hibernasyondan c¢ikis doneminde, Ekim ayinda ise hibernasyona girig
donemlerinde izlenmigtir. Hibernasyon doneminde kullanilan hibernakulumlar

belirlenmistir.

Hibernakulum i¢ sicakliklari ilkbahar dénemi hibernasyondan ¢ikis ve sonbahar

donemi hibernasyona giris agamasinda dijital termometre ile kaydedilmistir.

Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi’nde 2012 yili igerisinde kara kaplumbagalarinin
hibernasyon donemleri boylece belirlenmis ve mevsimsel parametrelerle iligkisi

ortaya konmustur.
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Bunun yanisira Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi'nde 2012 yili Mayis-Eylul aylari
arasinda da kara kaplumbagalarinin estivasyon donemleri de takip edilmistir.
Estivasyon doneminde kullanilan estivasyon oyuklari tespit edilerek bu oyuklarin

i¢ sicakliklar tipki hibernasyon bilgileri gibi kayit altina alinmigtir.

Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi’'nde 2012 igerisinde kara kaplumbagalarinin
hibernasyon donemleri de boylelikle belirlenmis ve mevsimsel parametrelerle

iligkisi ortaya konmustur.

Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisinde 2012 yilinda hibernasyon doénemi
sonlanirken, hibernasyon donemine girilirken ve estivasyon suresi icerisinde
bireyler takip edilmig, izlenen bireylerin cinsiyetleri, gézlem anindaki aktivite
bicimi kaydedilerek aylara gore cinsiyetler arasindaki aktivite donemleri

farkhlikliklari da belirlenmistir.
2.1.2. Ureme dénemlerinin degerlendirilmesi

Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi’nde 2012 yilinda ilkbahar ve sonbahar Greme
doénemleri igerisinde gdzlenmek suretiyle ¢iftlesme dénemleri tespit edilmistir. Bu
ciftlesme donemlerinin mevsimsel parametrelerle iliskisi degerlendirilmistir. Sayet
bir cifttesme davranigi gozlenirse, bu davranisi yaparken sergiledikleri
hareketlerin kaydi tutulmus, birlesme tamamlandiktan sonra s6z konusu

bireylerden orneklem saglanmistir.

21.3. Tarnmsal alanda varligi bilinen insektisitler ve zamana gore

kullanimlari

Calisma alani olarak belirlenen alanlardan, daha once ifade edildigi gibi sadece
Nar Vadisi tarimsal faaliyetlerin yuruttlebildigi tarlalara yakinlik géstermektedir.
Yerel halk da yetistirdikleri sebze ve meyvelerin tarimsal Urin zararlisi
bdceklerden kaynaklanan verim kaybini dnlenmek igin organik fosfath bilesikler
ve sentetik piretiroit bazli gesitli pestisitler kullanmaktadir. Bu kimyasallar agirlikla
deltamethrin ve chloropyrifos insektisitleridir. Tablo 2.2. arastirma alaninda 2012
yilinda kullanilan pestisitler ile kullanildigi bitki ve hastaligi, Nevsehir Gida, Tarim
ve Hayvancilik il Midurligi yetkililerinden alinan bilgiler ve Nar Beldesi

ciftcileriyle gorusulerek hazirlanmistir:
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Tablo 2.2.: Nar Vadisi’nde varligi bilinen insektisitler ve zamana goére kullanimlari

NAR KASABASINDA YOGUN URETIMi YAPILAN BITKISEL URUNLER

SIRA
NO URUN ADI | HASTALIK ADI ILACIN ETKEN MADDESI ILACLAMA DONEMI
1 CEViz ANTROKNOZ |MANEP % 80, % 50 BAKIR OKSIKLORUR 01-15 MAYIS, 01/15 HAZIRAN
iC KURDU DELTAMETHRIN/ 25 GR, CHLORPYRFOS ETHYL 480 GR/LT |01-15 HAZIRAN, 15 -30 HAZIRAN
2 | Uzom KULLEME KUKURT 10 NISAN,25 NiSAN,20 MAYIS
SALKIM | |
GUVESI DELTAMETHRIN/ 25 GR, CHLORPYRFOS ETHYL 480 GR/LT |25 NiSAN, 20 HAZIRAN
3 | ELMA iC KURDU DELTAMETHRIN/ 25 GR, CHLORPYRFOS ETHYL 480 GR/LT |1-15 MAYIS, 20- 30 MAYIS
KARALEKE | MANEP % 80, % 50 BAKIR OKSIKLORUR 01-15 MAYIS, 01/15 HAZIRAN
YAPRAK BiTi | CHLORPYRFOS ETHYL 480 GR/LT 15 -30 MAYIS
4 KAYISI KARALEKE | MANEP % 80, % 50 BAKIR OKSIKLORUR 10-25 NISAN, 15 -30 MAYIS
5 DOMATES | BEYAZ SINEK |CHLORPYRFOS ETHYL 480 GR/LT , CYPERMETHRIN 01-15 TEMMUZ
MILDIYO MANEP % 80 , % 50 BAKIR OKSIKLORUR 01-15 TEMMUZ
YAPRAK BiTi | CHLORPYRFOS ETHYL 480 GR/LT 01-15 TEMMUZ
6 | BIBER BEYAZ SINEK |CHLORPYRFOS ETHYL 480 GR/LT , CYPERMETHRIN 01-15 TEMMUZ
YAPRAK BiTi |CHLORPYRFOS ETHYL 480 GR/LT 01-15 TEMMUZ
7 | PATLICAN | BEYAZ SINEK |CHLORPYRFOS ETHYL 480 GR/LT , CYPERMETHRIN 01-15 TEMMUZ
YAPRAK BiTi | CHLORPYRFOS ETHYL 480 GR/LT 01-15 TEMMUZ
8 MARUL ILACLAMA YOK | *trikx
9 MAYDONOZ | ILACLAMA YOK | #xxx
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2.2. Laboratuvar Calismalari

Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi'nde rastlanilan bireylerden elde edilen kan
orneklerinin toplam hacminin, canlinin hayati fonksiyonlarini sekteye ugratacak
miktara ulasmamasina, vicut agirlik indeksleri cikarildiktan sonra kan alim
igslemlerinin yarutulmesi suretiyle dikkat edilmistir. Bu indekslerde yaklasik vucut
agirhginin 1 — 1.5 ml/kg kana karsilik gelir, ama kapsamli bir takim kimyasal ve
hematolojik testler icin 3 ml/kg a kadar kan alinabilir [100]. Elde edilen kan

ornekleri jelli serum ayirma tupleri ve heparinli tiplere konulmustur.

2.2.1. Sahada hayvandan kan orneklerinin alinmasi

Sahada kara kaplumbagasina rastlandiginda, oncelikle hayvanin davranisi
g6zlenmis, sonra da hayvanin kan &érneg@inin alinacagi gérece daha sakin bir
alana tasinarak, hem hayvanin stres kosullari indirgenmeye ¢aligilmigs hem de
morfolojik dlgumleri ve yararlanilacak bilgiler kayit altina alinmigtir. Bu sayede

hayvan kan almaya uygun hale getirilmigtir.

Kara kaplumbagalarindan kan ornekleri kardiyosentez yontemi ile alinmigtir
(Sekil 2.6.) [100].

Sekil 2.6.: Kara kaplumbagasinda kardiyosentez ile kan alma
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Vakumlu Serum Jel Ayirma tupleri ve Antikoagulan Heparinli Plazma tuplerine
dagitilan kan dérneklerinin Uzerlerine etiket bilgileri doldurulmustur. Temin edilen
kan ornekleri +4°C’deki portatif buzdolabi ile Hacettepe Universitesi Biyoloji

Bolumu Ekotoksikoloji Laboratuvarina getirilmigtir.
2.2.2. Serum ve Plazma orneklerinin ayrigtiriimasi

Sahadan laboratuvara getirilen serum ve plazma ornekleri ivedilikle sogutmali
santrifiijde 4°C’de 4000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir. Serum 6rnekleri icin
tapan jelli yuzeyinin Ustundeki kismi, plazma ornekleri igin tipun Ustundeki sivi
kisim elde edilmigtir. Bu sekilde hazirlanan ornekler, kiigik boyutlarda Eppendorf
tiplerine etiketlenmek suretiyle dagitilip, sonraki analizler igin -80°C’li derin

dondurucuda saklanmistir.
2.2.2.1. Serum ornekleri ile incelenen enzimler

Serumda iki tip enzim analizi yapilmistir. Esteraz enzimleri olan ChE ve CbE’In
aktivitesi Castilla La Mancha Universitesi Cevresel Bilimler Ekotoksikoloji
Laboratuvarr’'nda (Toledo — ispanya) ,oksidatif stres enzimleri olan GST, GPx ve
GR’nin aktivite testleri ise Hacettepe Universitesi Biyoloji Bolimi Toksikoloji

Laboratuvar’'nda Olgtlmustar.
2.2.2.1.1. Kolinesteraz aktivitesinin dlgulmesi

Serum Kkolinesteraz enzim aktivitelerini degerlendirmek igin klasik Ellman
protokoliinden, modifiye etmek suretiyle yararlaniimistir [101;102]. Bu sekilde
hem asetilkolinesteraz hem de bdutirilkolinesteraz enzimlerinin aktivitesi

Olcimunde asagidaki protokol uygulanmistir:
Asetilkolin (Butilkolin) AChe (BChE) Kolin + Asetik (Butik) Asit

—/7420

Asetiltiyokolin (Butiltiyokolin) » Tiyokolin + Asetik (BUtik) Asit

5,5 — DiTiyobi
NitroBenzoik Asit (DTNB)
Anyon

(5-Tiyo-2-Nitrobenzoat) A=412nm
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Serum Kkolinesteraz aktivitesi igin, UV1770 Spektrofotometre cihazi kullanildi.
Etiketlenip, -80°C’li derin dondurucuya kaldirilan 6rneklerden, oda sicakliginda
1.5 ml lik tek kullanimhk spektrofotometre olgim kivetlerine, 900 mikrolitre (ul)
0.1 Molar (M), pH: 8.0 lik fosfat tamponu (NazPOa), hidroliz i¢in 50 pl 60 milimolar
(mM) asetiltiyokolin (AcSCh) [batiltiyokolin (BuSCh)], 40 ul 10 mM DTNB eklendi.
Son olarak 10 pl seyreltimemis ornek kivetteki reaksiyon solusyonunun igine
eklendi. Karisim spektrofotometreye yerlestirildikten sonra 412 nanometre (nm)
de 1 dakika sureyle “kinetik okuma”ya tabi tutuldu ve absorbans degisim degerleri
kaydedildi. Elde edilen absorbans degerlerinden ChE aktivitesi A mM/dk =

nmol/mL/dk cinsinden hesaplandi.

Oda sicakhiginda 1 ml lik tek kullanimlik spektrofotometre élgiim kivetlerine, 900
Ml 0.1 M, pH: 8.0 lik fosfat tamponu (NazPO4) ,40 pl 10 mM DTNB eklendi. 50 pli
AcSCh ve BuSCh substratlari fosfat tamponuyla 0,47-60mM olacak sekilde
seyreltilerek dlgum kivetine eklendi. Daha sonra 10 pl 6rnek tupundeki havuzdan
alinarak  klUvetteki reaksiyon solusyonunun igcine eklendi. Karisim
spektrofotometreye yerlestirildikten sonra 412 nanometre (nm) de 1 dakika
sureyle “kinetik okuma”ya tabi tutuldu ve absorbans degdisim degerleri kaydedildi.
Elde edilen absorbans degerlerinden ChE aktivitesi AmM/dk = nmol/mL/dk

cinsinden dlguldu.

2.2.2.1.2. Karboksilesteraz aktivitesinin ol¢lilmesi

Organik fosfatlilar ve karbamatlar katalitik olmayan mekanizmalarla,
CbE + OP - CbE-OP

Piretiroitler ise katalitik detoksifikasyon ile CbE’ler ile etkilesirler

Py\ H20 ~ -OH +-COOH

»

CbE

Serum karboksilesteraz enzimi aktivitesi i¢in, ELISA mikroplak okuyucusu ile
Olcim yapildi. Serum karboksilesteraz enzim aktivitelerini degerlendirmek igin
klasik Ellman protokolinden, modifiye etmek suretiyle yararlaniimistir [101].

Kullanilan cihazin sivi 6lgim hacmi kapasitesi disuk olmasindan 6tura, dncelikle
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orneklerin uygun seyreltme orani ¢ikariimigtir: Sonugta 1/50 oraninda distile su

ile seyreltiimesi gerektigi tespit edilmistir.

Michaelis-Menten Sabiti olan Km ve enzimin maksimum aktivite gosterdigi andaki
hizi olan Vmaks igin ise her bir 6rnekten 100 ul alinarak yaklasik 10-15 ornekten

elde edilen bir “havuz” 6rnek tupud olusturuldu.

CbE'’in ayri ayri 4 substratla etkilesimleri incelenmistir, bu substratlarin her biri 20

mM’lik stoklarda olup,

i) 1-Naftol (a — NA) ii) Alfa Naftil Butirat (a — NB)
iii) 4-Nitrofenol Asetat (4 — NPA ) iv) 4-Nitrofenol Butirat (4 — NPB) tir.

ELISA Okuyucuda okunacak kuyucuklara sirasiyla, 5 ul seyreltiimis serum érnegi

konuldu. Daha sonra kuyucuklarin Gzerine,

» a—NA ve a- NB igin 185 ul Tris-HCI Tamponu (0.1 M, pH: 7.6) eklendi.
» 4 —-NPAve 4 —-NPB igin 180 pl Tris-HCI Tamponu (0.1 M, pH: 7.6) eklendi.

Belirtilen substratlardan (her deney setinde farkh bir substrat olmak Uzere)

kuyucuklara 10 pl konuldu.

> o — NA ve a— NB igin: Kuyucuk seti 5 dakika slreyle, 22°C lik sicaklikta
bekletildi.

> 4 — NPA ve 4 — NPB igin: Kuyucuk seti 10 dakika silireyle, 22°C lik
sicaklikta bekletildi.

Bu inkuibasyon iglemlerinden sonra,

» a—NA ve a—- NB icgin: 50 pyl %2.5 lik TRITON X-100 igerisinde %2.5 lik
SDS ve %0.1 lik FAST RED’den olugan durdurma solusyonundan 50 pl lik
miktar kuyucug@a aktarildi.

» 4 — NPA ve 4 — NPB igin: 50 pl %2 lik SDS ve %2 lik TRIS’ten olusan

durdurma solusyonu aktarildi.
Durdurma reaksiyonunun sonunda,

» a— NA ve a— NB icgin: Karanlik ortamda 30 dakika sureyle beklendi.
» 4 — NPA ve 4 — NPB igin: Beklemeksizin okunmasina gegildi.

Karisim mikroplaka kuyucuklarina yerlestirildikten sonra elde edilen absorbans

degerlerinden CbE aktivitesi A mM/dk = mmol/mL/dk cinsinden dlg¢uldu.
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» o—NAvea-NBigin: A =530nm de,
» 4 — NPA ve 4 — NPB igin: A = 405nm de kuyucuk seti okunarak,

programdan ¢ikan veriler kaydedildi.

2.2.2.1.2.1. in vitro kolinesteraz aktivite dlgimiu

In vitro kolinesteraz dlgumu pestisit olarak chloropyrifos tan, inhibitor olarak ise
batirilkolinesteraz inhibitdéri olan tetraizopropil pirofosforamit (iso-OMPA) ten
yararlanilmigtir. UV1770 Spektrofotometre ile dlgim yapilmistir. Serum in vitro
kolinesteraz ve karboksilesteraz enzim aktivitelerini degerlendirmek icin klasik

Ellman protokolinden, modifiye etmek suretiyle yararlaniimistir [101].
Her ikisi icin de ortak uygulama soyledir:

Stok pestisit / inhibitor 0.1 M olarak hazirlandi. Serum &rneklerinden esit
miktarlarda alinarak “serum 6rnek havuzu” olusturuldu. Tampon (fosfat tamponu)
ile belirteg (DTNB) ve substrat (AcSCh/BuSCh) hazirlandi. Inhibitér / pestisit
icerikli eppendorf tlpler hazirlandi (40 pl 6rnek havuzundan, 10 ul iso-
OMPA/Chloropyrifos solisyonu). Akabinde seri seyreltmeye tabii tutuldu. Bu
sekilde hazirlanan 6rnekler, 22°C lik su banyosunda, 30 dakika sureyle bekletildi.
Oda sicakliginda 1.5 ml lik tek kullanimlik spektrofotometre dlgim kuvetlerine,
900 ul fosfat tamponu (125 mM, pH:8.0), 50 yl 60 mM hk substrat (AcSCh/
BuSCh) konuldu. 40 uyl 10 mM Ik DTNB, 10 ul modifiye edilmis / seyreltiimis
analiz 6rnegi eklenerek, son hacim 1 mL ye tamamlandi. Karigim
spektrofotometreye yerlestirildikten sonra 412 nm de 1 dakika sureyle “kinetik
okuma’ya tabi tutuldu ve absorbans degisim degerleri kaydedildi. Elde edilen
absorbans dederlerinden in vitro ChE ve CbE aktivitesi A mM/dk = umol/mL/dk

cinsinden hesaplandi.
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2.2.2.1.3. Oksidatif stres enzim aktivitelerinin olgimu

2.2.2.1.3.1. Glutatyon S-Transferaz (GST) aktivitesi ol¢limu

GSH <« » H* +[GS] € GST ¥ 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
1-(S-glutatyonil)-2,4-dinitrobenzen < Mesenheimer Kompleksi
A =340 nm

Serum GST aktivitesi, UV1770 Spektrofotometre ile dl¢culdu. Calismada Habig ve
ark. (1974) nin gelistirdigi yontem, bazi modifiskasyonlar yapilarak kullanildi
[103]. Oda sicakliginda 1ml lik tek kullanimhk spektrofotometre Olgim

klUvetlerine,

910 pl 0.1 M, pH: 6.5 lik fosfat tamponu (HNa2POa), kofaktor olarak 50 pl 0.1 M
GSH ve substrat olarak 20 ul CDNB eklendi. Sonra 20 pul seyreltimemis 6rnek
Olcim klvetindeki reaksiyon soliisyonunun igine eklenerek son hacim 1 mL’ye
tamamlandi. Karisim spektrofotometreye yerlestirildikten sonra 340 nm de 1
dakika sureyle “kinetik okuma”ya tabi tutuldu ve absorbans degisim degerleri
kaydedildi. Elde edilen absorbans degerlerinden GST aktivitesi A mM/dk =

pmol/mL/dk cinsinden hesaplandi.

2.2.2.1.3.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) aktivitesinin olgulmesi

R-O-OH + 2 GSH GPx » R-O-H + H20 + GSSG GR » 2 GSH

7~ N

NADPH NADP*

Serum GPx aktivitesi, UV1770 spektrofotometre ile élguldl. Calismada Lawrence
ve ark. (1976) nin gelistirdigi yontem, bazi modifiskasyonlar yapilarak kullanildi
[104]. inkiibasyon tamponu icinde 100 mM, pH: 6.5 lik fosfat tamponu (HNa2PQa),
1mM DTT ve 1mM EDTA-Na2 olacak sekilde hazirlandi.

Oda sicakliginda 1ml lik tek kullanimhk spektrofotometre dlgiim kivetlerine,
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Hazirlanan inkibasyon tamponundan 578 pl, 40 pl 2 mM lik GSH, 32 yl 0.24 mM
ik NADPH ve 20 pyl 0.8 mM ik Cumene — H20:zile 30 ul (1 IU/mL) GR eklenerek,
son olarak 100 pl seyreltimemis ornek kuvetteki reaksiyon solusyonu ilave edilip,
son hacim 800 pL’ye tamamlandi. Karisim spektrofotometreye yerlestirildikten
sonra 340 nm de 1 dakika sureyle “Kinetik okundu” ve absorbans degisim
degerleri deney defterine kaydedildi. Elde edilen absorbans degerlerinden GPx

aktivitesi A mM/dk = pmol/mL/dk cinsinden hesaplandi.
2.2.2.1.3.3. Glutatyon Rediiktaz (GR) aktivitesinin olglilmesi

Serum GR aktivitesi igin, UV1770 spektrofotometre ile ol¢uldi. Calismada
Carlberg ve Mannervikin (1975), geligtirdigi yontem, bazi modifikasyonlar

yapilarak kullanildi [105].
Oda sicakliginda 1ml lik tek kullanimlik spektrofotometre dlgim kivetlerine,

885 ul 0.1 M, pH: 7.0 lik fosfat tamponu (HNazPOa), 25 pl 2.4 mM NADPH ve 40
Ml seyreltimemis ornek kuavetteki sivinin igine eklendi. Sonra 50 yl GSSG
klvetteki sollsyonun igine eklenerek son hacim 1 mlL’ye tamamlandi ve
reaksiyon baslatildi. Reaksiyon ilerledikce GSSG'den GSH olusumu
spektrofotometrede 340 nm de 1 dakika izlenerek elde edilen absorbans
degerlerinden spesifik GR aktivitesi A mM/dk = pmol/mL/dk olarak hesaplanip,
kaydedildi.

2.2.2.2. Plazmada hormonlarin analizi

Plazma esey hormonlari [Testosteron (T) ve Estradiol (E2)] seviyeleri Cayman
Testosterone ELISA kiti ve Cayman Estradiol ELISA kiti ile ELISA mikroplaka

okuyucusunda okunarak tespit edilmistir.
2.2.2.2.1. Testosteron seviyesinin ol¢glilmesi

Hormon analizlerinde, her kuyucugun farkli fonksiyonlari vardir ve bu sekilde
kuyucuklar arasi iligkilerle oOrneklerdeki hormon seviyesi anlagilabilir. Bu
baglamda kuyucuk seti, her kuyucuga tanimina uygun bigimde reaksiyonu

gOzlenebilecek sekilde asagidaki tablo (Tablo 2.3.) halinde tasarlanmistir:
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Tablo 2.3.: Kullanilan kuyucuklarin 6zellikleri

Kuyucuk | EIA tamponu | Standart/Ornek | isaretleyici Antibadi
Blk - - - -
TA - - 5 Ml (*set geligim -
asamasinda)
NSB 100 pl ; 50 pl :
Bo 50 pl - 50 pl 50 pl
Std/Orn ; 50 pl 50 pl 50 pl

Kor kuyucuk (Blk): Tampon yada isaretleyici higbir kimyasalin konulmadigi
kuyucuk; Toplam Aktivite (TA): Enzim baglantili isaretleyici ile hesaplanan toplam
enzim aktivitesi; Spesifik Olmayan Baglanma (NSB): isaretleyicinin kuyucuga
imminolojik olmayan baglantisi; Maksimum Baglanma (Bo): isaretleyicinin,
serbest analit yoklugunda antibadiye baglanan maksimum miktari; %B/ Bo: Ornek
veya standart kuyucuk absorbansinin, maksimum baglanma kuyucuguna orani;

EIA: Enzim immun assay

Kuyucuk Seti inkiibasyonu:

Her bir kuyucuk seti, oda sicakhginda, plastik film ile kusatilarak Orbital

calkalayicida 2 saat inkube edilmistir.

Kuyucuk Seti Gelisimi:

Kuyucuklar bosaltilip, Yikama Tamponu ile 5 kez temizlendi. Her bir kuyucuga
200 pl Ellman belirteci eklendi. Toplam aktivite kuyucuguna ise, ayrica 5 pl
isaretleyici eklendi. Kuyucuk seti plastik bir film ve aliminyum folyo ile Ustl
ortuldikten sonra, Orbital galkalayici Gstinde yavasga 90 dakika ¢alkalandi.

Kuyucuk Setinin Okunmasi:

Kuyucuk seti, her bir kuyucugun etiketinin kaydedilmesiyle birlikte 405 — 420 nm

dalga boylarinda okunmustur.
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. (B Bo
BO

Denklemiyle elde edilen logaritmik verilerden logit (B/ Bo) e karsilik log
konsantrasyonlari ile lineer regresyon grafigine donustiralip, érneklerin plazma

testosteron seviyeleri saptanmistir.
2.2.2.2.2. Estradiol seviyesinin olgliimesi

Testosteron gibi, Estradiol i¢in de Uretici firmanin direktifleri dogrultusunda,
benzer bir tablo ve hesaplamadan yararlaniimistir. Sadece fark olarak, seyreltme

miktarlari ve inklbasyon suresi 1 saate dusurtlmustar.
2.2.3. istatistiksel analizler

Enzim ve bu enzimlerin substratlarinin aktivite degerlerinin hangi faktorlerden
etkilendigi genel dogrusal modeller ile sinanmistir. Modellerde ele alinan
faktorler, alan, ay, karapas uzunlugu, kondisyon faktérl, cinsiyet ve kene
varligidir. Her bir faktorin her bir enzimi ve subtratini etkileyip etkilemedigi
oncelikle tek yonli bir analizle sinanmis, elde edilen istatistiksel anlamlilik
degerlerine gore, faktorlerin modellere hangi sirada sokulacadi belirlenmigtir.
Buna gore, verilerdeki degiskenligi tek yonlu olarak anlamli bir sekilde agiklayan
alan ve ay faktorleri modele ilk siralarda sokulmus, diger faktorler ise sirasiyla
modellere dahil edilmistir. TUm enzim gruplari igin agirlik ile kondisyon faktoru
degiskenleri arasinda istatistiksel olarak yliksek derecede anlamli (r>= 0,78, P <
0,01) bir korelasyon tespit edilmistir (Spearman sira korelasyon analizi). Bu
nedenle, model analizlerine bu iki degiskenden yalnizca kondisyon faktoru dahil

edilmigtir.

Model analizlerinde, her bir faktorin ve faktorler arasi etkilesimlerin her bir
enzim/substrat Uzerindeki etkileri sinanmis ve istatistiksel anlamliliklari p = 0.05
seviyesinde test edilmistir. Herhangi bir faktdériin bir enzim Gzerinde 0.05’den
klguk bir olasiik degerinde etkisi oldugu saptandiginda, bu faktérin enzimi

etkilemis oldugu sonucuna varilmistir.

Analizden 6nce, her bir veri grubunun normal dagilip dagiimadigi Shapiro-Wilk

testiyle, varyanslarin homojenligi ise Bartlett testi ile sinanmistir. Verilerin
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normale en yakin sekilde dagilmalarini saglamak icin, tum veri gruplarina
logaritmik donusum uygulanmigtir. Daha sonra yapilan tum analizler logaritmik
olarak donusturilmus veri setleri Uzerinden gergeklestirilmistir. Yukarida
deginilen tim istatistiksel analizler R istatistik programi ile gergeklestirilmistir (R

Development Core Team, 2012).
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3. SONUCLAR ve TARTISMA

3.1. Saha Caligma Sonuglan

3.1.1. Populasyon ¢aligmalari

Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi'nde 2012 yili Nisan — Ekim aylarinda yurutilen
saha calismalari sirasinda yakalanan bireylerin kondisyon faktorlerinin
hesaplanabilmesi i¢cin morfolojik olarak diz karapas boyu (DKB) olgllmis ve
vucut agirliklari (gram) alinmistir.

Kaplumbaga Vadisi'nde toplamda 27 erkek, 28 disi birey (toplam 55 birey); Nar
Vadisi'nde ise 17 erkek, 17 disi bireyden (toplam 34 birey) calismamizda
yararlaniimigtir. Bu bireylerin zamana, alana ve eseylerine gore dagilimini

gOsterir Tablo 3.1. de sunulmustur.

Tablo 3.1.: Nar Vadisi ve Kaplumbaga Vadisi kara kaplumbagasinin aylara gore

orneklem tablosu

Nisan Mayis Haziran | Temmuz Eylul Ekim
NV | KV | NV | KV | NV |[KV | NV | KV | NV | KV | NV | KV
312131213812 [31213[2 13812 312132323232 ]3|%
Eseye
gére
topla 1 1
m 5|2 |4]211/51]2|6 |5[1 (2|6 (1|4 |5|0 |3|3 |0 |2]|2|2 4|2
Topla
m
kaplu
mbaga| 7 6 6 8 6 8 5 15 6 12 4 6
Her tarihe
gOre toplam
kaplumbaga 13 14 14 20 18 10

Kapadokya bolgesi'ndeki kara kaplumbagalarinin yasam donguleri igin uygun
alanlar oldugu dusunulen iki vadide yapilan arastirmalar neticesinde 6nemli
sonuglar elde edilmistir. Kaplumbaga Vadisi’nde gérece ¢ok daha genis bir alanin
izlenmesine ragmen, kara kaplumbagalarinin yogun olarak bulundugu bdlgenin
bayuklugu, Nar Vadisi'nde izlenen bdlgenin buyukligune yakindir. Bir diger
deyisle, Nar Vadisi igerisinde izlenen bdlgenin tamaminda kara

kaplumbagalarina rastlanmigtir.

53



Her ayin belli donemlerinde yapilan saha c¢alismalarinda disi ve erkek birey
ornekleminde goOzlenen orantisizlik, hayvanin aylara gore one c¢ikan aktivite
durumuyla ilisiklendirilebilir [106;107].

Olguilen en kiigiik birey Nar Vadisi’'nde yakalanan ve diiz karapas boyu uzunlugu
177,59 mm olan erkek bir bireydir. Olglilen en biyik birey ise Kaplumbaga
Vadisi’'nde yakalanan ve duz karapas boyu uzunlugu 271,84 mm olan erkek bir
bireydir.

Tartilan en hafif birey Kaplumbaga Vadisi’nde yakalanan ve agirligi 1050 g olan
erkek bir bireydir. Olglilen en agir birey ise yine Kaplumbaga Vadisi'nde
yakalanan ve agirhgi1 4217 g olan disi bir bireydir.

Kaplumbaga Vadisi'nde yakalanan erkek ve disi bireylere ait morfometrik
Olcumler ve agirliklar Tablo 3.2.de gosterilmigtir. Populasyondaki disi bireylerin
ortalama duz karapas boyu ve agirliklari erkek bireylerde kaydedilen ortalama
deg@erlerden buyuktlr. Erkek ve disi bireylerin diz karapas boyu uzunluklari
arasindaki fark t testine gore istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). Buna goére
Kaplumbaga Vadisi populasyonundaki disi bireylerin, erkek bireylerden buyuk

oldugunu sodyleyebiliriz.

Tablo 3.2: Kaplumbaga Vadisi kara kaplumbagalari 6rneklerinde ortalama boy

uzunluklari ve ortalama agirliklari

ALAN: Kaplumbaga Vadisi Erkek

Karakter N Ortalama Min - Maks SS
DKB (mm) 08 209,59 178,97 - 272 18,09
Agirlik (g) 1659,04 1050 - 2667 337,45

Disi

N Ortalama Min - Maks SS
DKB (mm) 08 228,78 194 - 262 15,34
Agirlik (g) 2644,52 1724 - 4217 662,2

Erkek - Disi

N Ortalama Min - Maks SS
DKB (mm) 56 219,29 178,97 - 272 19,15
Agirlik (g) 2144,17 1050 - 4217 715,71

p< 0,05; N: birey sayisi; SS: standart sapma

54



Nar Vadisi'nde yakalanan erkek ve disi bireylere ait morfometrik dlgimler ve
agirhiklar Tablo 3.3. de goOsterilmektedir. Populasyondaki disi bireylerin ortalama
duz karapas boyu ve agirliklari erkek bireylerde kaydedilen ortalama degerlerden
bayuktur. Erkek ve digi bireylerin duz karapas boyu uzunlugu arasindaki fark
Mann-Whitney testine gore istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). Buna gore Nar
Vadisi populasyonunda disi bireylerin erkek bireylerden buyuk oldugu

soylenehbilir.

Tablo 3.3: Nar Vadisi kara kaplumbagalari kara kaplumbagalari orneklerinde

ortalama boy uzunluklari ve ortalama agirliklari

ALAN: Nar Vadisi Erkek
Karakter N Ortalama Min - Maks SS
DKB (mm) 203,5 177,59 - 248 18,4
Agirlik (g) o 1732,48 1094 - 2843 397,72
Disi
N Ortalama Min - Maks SS
DKB (mm) 226,5 197 - 251 14,94
Agirlik (g) 18 2643,89 1418 - 3748 634,7
Erkek - Disi
N Ortalama Min - Maks SS
DKB (mm) 215,32 177,59 - 251 20,18
Agirlik (g) % 2201,2 1094 - 3748 699,61

p< 0,05; N: birey sayisi; SS: standart sapma

Karapas uzunlugu, vucut agirhgi ve bunlarla iligkili olan kondisyon faktoru
kavraminin hayvan ekolojisi tartismalarinda bir canh i¢in en Onemli
karakterlerden oldugu ifade edilmektedir. Vicut oranlar ile fizyolojik iglevier
arasindaki korelasyonlari galismak yalnizca turtin vicut Olgulerini belitmekle
kalmaz, ayni zamanda turin viUcut buayUklik dagihmiyla karsilastirma

yapilmasina da imkan verir [108]. Ornegin baliklarda kondisyon faktoriindeki
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varyasyonun, kontamine alanlarla iligkili oldugu saptanmistir [109]. Ayni sekilde
kertenkelelerde de pestisit kaynakli toksik etki ile kondisyon faktorl arasinda
direk iligki olmasa bile, ¢oklu etkilesim dahilinde canlinin verdigi yaniti etkiledigi
gorulebilir [48].

3.1.2. Aktivite caligmalari

Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi’nde kara kaplumbagalarinin besin tercihleri,
2012 yili Nisan — Ekim aylari arasinda yapilan ¢aligmalardaki gozlemler sonucu
soyle saptanmistir. Asteraceae, Rosaceae, Fabaceae, Brassicaceae, Poaceae
familyalarina ait bitkilerin her iki alanda besin olarak tercih edildigi gbzlenmistir.
Lamiaceae, Chenopodiaceae, Scrophulariaceae familyalarina ait dogal bitkiler ve
ceviz (Juglans regia), uzum (Vitis sp.), elma (Malus domestica), kayisi (Prunus
armeniaca), domates (Solanum lycopersicum), biber (Capsicum sp.), patlican
(Solanum melongena), marul (Lactuca sativa) ve maydanoz (Petroselinum
crispum) gibi kultar bitkilerinin yaprak ve meyvelerinin ise yalnizca tarim amagl
olarak ekiminin yapildigi Nar Vadisi’nde besin maddesi olarak tiketildigi
kaydedilmigtir.

Gastro-intestinal parazitik nematodlarin varligi, toplanan digki d6rneklerinin
makroskobik ve mikroskobik incelemesi ile ortaya konmustur. Bireylerden elde
edilen digkilarin tamaminda kara kaplumbag@alarinda siklikla rastlanan parazitler
bulunmustur. Bulunan parazitler Nemathelminthes gsubesinden Oxyurida
(Tachygonetria spp.) ve Ascaridida (Angusticaecum spp.) ordosuna aittir.

Kara kaplumbagalarinin yagsam alanlarindaki bitkiler ele alindiginda ise hepsini
enerji saglama amacl tiiketmedikleri ortaya c¢ikar. Ornegdin Astragalus sp
(Fabaceae) bitkisinden hibernasyon ve estivasyon déneminde siginak olarak
yararlanirken, her iki calisma alanindaki Artemisia‘ yi anti-helmintik olarak
tuketiyor olabilir [5;23;110;111]. Anti-helmintik strateji olarak yorumlanabilecek bu
durum T. graeca, T. hermanni; Eretmochelys imbricata, T. horsfieldi gibi
kaplumbaga turlerinde kaydedilmigtir [6;98]. Zira bu iki ¢galisma alaninda kara
kaplumbagalarindan elde edilen diski érneklerindeki parazitler, Nemathelminthes
subesinden Tachygonetria spp. (Oxyurida) ve Angusticaecum spp. (Ascaridida)
ordolarina aittir. Bu durum Oxyuridlerin konagi ile kommensal bir iligkisi
olabilecegini gosterir [5]. Ancak tum digkilarda bu oxyuridlere rastlandigindan

istatiksel bir anlami olup olmadig tespit edilememistir.
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Calismada yakalanan butin bireylerde ektoparazitlerin varligi arastiriimis olup,
her iki calisma alaninda da kara kaplumbagalarinda nimf ve ergin evrede
Hyalomma aegyptium turu keneler tespit edilmistir.

Kaplumbaga Vadisi’nde disi bireylerin %46,4’inde ve erkek bireylerin %
62,9'unda kene tespit edilmistir. Nar Vadisi’nde ise disi bireylerin %47,05’'inde ve
erkek bireylerin %76,47 sinde kene tespit edilmistir (Tablo 3.4.). Dolayisiyla her
iki alanda benzer parazit enfestasyonu goriulmektedir.

Tablo 3.4: Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisinde kara kaplumbagalarinda

saptanan kene enfestasyonu

Toplam birey Yuzde
ALAN Esey sayIsi Keneli birey sayisi (%)
Kaplumbaga
Vadisi Q 28 13 46,4
3 27 17 62,9
Nar Vadisi Q 17 8 47,05
3 17 13 76,47

Sekil 3.1. Kara kaplumbagalarinda ekto-parazit olarak bulunan erkek (sol) ve disi

(sag) Hyalomma aegyptium.
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Kara kaplumbagalarinin farkh turlerde kenelerle enfeste olmasina ragmen, bu
calisma igerisinde farkli bir kene tirtne rastlanmamistir. Yunanistan’da incelenen
kara kaplumbagalari Uzerinde de yalnizca H. aegyptium turi keneler tespit
edilmistir [112]. Bulgaristan’da incelenen kara kaplumbagalari tUzerinde ise H.
aegyptium ile beraber Haemaphysalis erinacei taurica, Hyalomma anatolicum
excavatum, Hyalomma marginatum marginatum tart keneler kaydedilmigstir
[113]. Ayrica Yunanistan’da T. marginata’larin Rhipicephalus sanguineus turu
[114] ve T. hermanni’lerin Haemophsalis inermis turu kenelerle enfeste oldugu
[115;116] tespit edilmistir. Kaplumbaga Vadisi'nin mera olarak, kugukbas
hayvanlarin otlatiimasi i¢cin yogun olarak kullanilmasi ve civarindaki hayvan
ciftlikleri, bu bdlgedeki kara kaplumbagalarinin kene enfeksiyonunun nedeni
olabilir. Nar Vadisi ise tarimsal faaliyetlerin yurttaldigu bahgelere yakindir ve bu
bolgedeki bireylerin kuglkbas hayvanlarla herhangi bir iligkisi s6z konusu
olmamasina ragmen benzer yogdunlukta kene enfeksiyonu, bu alandaki

populasyon igin de gegerlidir.

Kara kaplumbagalarinin hibernasyondan ¢ikig zamanlari ve hibernasyon alanlari
ile ilgili galigmalar, 2012 yilli ilkbahar déneminde gergeklestiriimigtir. Calisma
alanlarinda, ilk olarak 2012 yihinin Nisan ayi icerisinde hibernakulumlar tespit
edilmistir. S6z konusu yilda kar értlisinin ge¢ kalkmasi nedeniyle, hibernakulum
arastirmalarina, Nisan ayinin ortalarinda baslanmigtir. Hibernakulumlarin
tamamen terk edilmesi yaklasik iki haftalik bir zamana yayiimigtir. 22 Nisan, 2012

yili icin hibernasyon doneminin sona erdigi tarih olarak degerlendirilmistir.

Kara kaplumbagalarinin Kaplumbaga ve Nar Vadisi’'ndeki yillik aktivite donguleri
icerisinde, aktif ve inaktif donemin birbirini takip ettigi kaydedilmistir. Buna goére
Ekim — Nisan aylari arasinda hibernasyon donemiyle aktivitelerini sonlandirdiklari
ve AQustos — Eylul aylari arasinda estivasyon donemiyle aktivitelerini azaltmalari
nedeniyle kara kaplumbagalarinin aktivitelerinin, mevsimsel parametrelerden
etkilendigi sdylenebilir. Diger suringenler ve cografyalarla karsilastirildiginda,
ornegin farkli bolgelerde yasayan dort farkli Akdeniz kaplumbagasinin her yil bir
veya iki inaktivasyon surecinin oldugu farkli aktivasyon doéngulerinin oldugu
gOsterilmigtir. Bu nedenle ture bagli olarak estivasyonun ve hibernasyonun énemi
degismektedir. Ornegin Yunanistan'da ve Fransa’da Testudo hermanni kis

doneminde hibernasyonla inaktivite surecini uzatir, yaz donemi ise aktivitesini
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tamamen sonlandirmak yerine yalnizca azaltir. Misirda ise Testudo kleinmani
kisin aktivitesini surdurirken yaz mevsimi igerisinde estivasyonla inaktivasyon
surecini uzatir. Ozetle Yunanistan’da T. marginata ve ispanya’da T. graeca’nin
bircok Akdeniz suringeninde oldugu gibi yazin ve kisin olmak Gzere iki uzun
inaktivite donemi vardir [20;117]. Bu nedenle kara kaplumbagalari bu bolgelerde
ancak yilin yalnizca yarisi aktiftir ve sicaklik aktiviteyi bigimlendirici en dnemli

faktorddr.

Aylara gore ortalama kar ortisu degerlerinin, Nisan ayina yaklastikca arttigi
gorulmektedir (Sekil 3.2.).

Kar ortusu

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Ocak Subat Mart
B Kar ortlsu 4,70 9,10 9,30

Sekil 3.2.: 2012 yili Ocak, Subat ve Mart aylarindaki kar ortusu degerleri

Ancak Mart ayi ortalama hava sicakliginin (2°C) iken Nisan ayi ortalama hava
sicakhginin 13,2°C ye yukseldigi ve glneslenme degerlerinin de mevsimle

beraber arttigi saptanmigstir (Sekil 3.3.).
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m Sicaklik (2C) === Glineslenme

Sekil 3.3.: Hibernasyondan ¢ikis donemi igin sicaklik ve guneglenme degerleri

Hibernasyon sonlanmadan oOnceki ve hibernasyon sonlandiktan sonraki
dénemde yagis ve nem degerlerine bakildiginda ise yagisin Nisan’a dodru azalsa
da Mayis’ta bir artisin s6z konusu oldugu ve nemin de Nisan ayinda en dusuk

seviyede oldugu goralur (Sekil 3.4.).

16 80
14 70
~ 12 60
S
2 10 50
& 8 20 5
© =2
~ 6 30
4 20
2 I 10
0 0
Ocak Subat Mart Nisan Mayis Haziran
. Yagis (kg/m2) 3 4,7 5,4 14,7 5,9 5,9
e Nem 76 73,4 64,7 38,2 57,9 44,5

B Yagis (kg/m2) e Nem

Sekil 3.4.: Her iki alanda hibernasyondan gikis dénemi igin yadis ve nem degerleri

Bu veriler 1s1ginda, hibernakulumlarin terk edilmesini tetikleyen kosullarin, kar

ortisunun kalkmasi, ortalama hava sicakliginin artmasi ile nem ve yagdis

degerlerinin dismesi ve guneslenmede artisa neden oldugu sdylenebilir.
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Ekim ayinda alanlardaki bireylerden son &érnekler elde edilmis olup, hi¢ aktif
bireye rastlanilmayan saha c¢alismasinin yapildigi tarih olarak 10 Kasim 2012

hibernasyona gegigin tamamlandigi tarih olarak kabul edilmigtir.

Nar Vadisi’'nde daha 6nce kullanildigi bilinen hibernakulumlari kullanan bireylere
rastlanmamistir. Bunun nedeni Nar Vadisinde daha gelismis vejetasyon,
hibernasyon igin kullanilabilecek alanlarin daha fazla olmasindan olabilir.

Ortalama nem ve yagis degerlerinin hibernasyon dénemine yaklastikga arttigi
tespit edilmigstir (Sekil 3.5.).

8 80
7 70
6 60
w
£ > 50
i~ 4 20 §
o =
k 3 30
>
2 20
1 10
,
Temmuz Agustos Eylil Ekim Kasim Aralik
. Yagis (kg/m2) 0,7 7,2 6,1 2,4 51 3,1
e Nem 38,7 43,7 37,7 54,2 75,5 70,3

N Yagis (kg/m2) e Nem

Sekil 3.5.: Hibernasyona giris donemi igin ortalama yagis ve nem degerleri

Ortalama sicaklik ve guneslenme deg@erlerinin ise hibernasyon ddnemine
yaklastikca azaldigi ifade edilebilir (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.6.: Hibernasyona giris donemi igin, ortalama hava sicakhgi ve

guneglenme degerleri

Bu meteorolojik verilere gore ektoterm bir tir olan kara kaplumbagasinin
hibernasyon davranigi Uzerinde hava sicakliginin azalmasi ve vyadiglarin
baslamasi etkili olmaktadir. Ancak sonbahar aylarinda hava sicakhgi degerlerinin
mevsim normallerinin Uzerinde seyretmesi hibernasyon déneminin daha ge¢

baslamasina neden olabilir.

Kara kaplumbagalarinin 2012 yilinda Mayis — Eylul aylar arasinda estivasyon
davranisiyla aktivitelerini azalttiklari gdézlenmistir. Bu tlrtn bu bdélgede ilkbahar
donemi ciftlesme faaliyetlerinden hemen sonra, sonbahar donemi ciftlesme
faaliyetine kadar gegen surede zamaninin ¢gogunu estivasyon icin kullanilan 6zel

alanlarda dinlenerek gecirdigi tespit edilmistir.

3.1.3. Ureme galigsmalari

Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi'nde 2012 yili giftlesme dénemleri izlenmistir.
ilkbahar doéneminde hibernasyondan giktiktan hemen sonra ve sonbahar
déneminde hibernasyona girmeden hemen &nce ¢iftlesme aktivitesi
kaydedilmistir. Ciftlesme aktivitesinin hibernasyonun sonlanma ve baglama

zamanindan etkilendigi saptanmigtir.

ilkbahar ve sonbahar dénemi ciftlesme aktivitesi ve ¢iftlesme donemi lizerinde
hava sicakligi, glineslenme ile yagis ve nem dederleri gibi meteorolojik faktorlerin
etkisi de aragtinimistir.
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Nisan =~ Mayis Haziran emmu Agustos Eylul Ekim
m Yagis (kg/m2) 14,7 5,9 5,9 0,7 3,2 6,1 2,4
e Glineslenme degeri 7,7 8,3 12,6 12,1 11,8 10,5 6,3

m Yagis (kg/m2) e Glineslenme degeri

Sekil 3.7.: Nisan — Ekim aylari arasi yagis ve guneslenme degerleri

Hibernasyon sonrasi donemde hava sicakliginin yukselmesi, hibernasyon oncesi
donemde ise hava sicakliginin diusmesi ciftlesme aktivitesini sonlandirmistir.
llkbahar ve sonbahar ciftlesme dénemlerinde ortalama yagis ve giineslenme
degerlerine goz atildiginda Nisan ayinda kaydedilen gorece dusuk yagis
degerlerinin hemen hemen Ekim ayi ile benzer bir oruntide oldugu ortaya
cikmigtir (Sekil 3.7.) .

Hava sicakhginin artmasi hibernasyon sonrasi donemde ciftlesme aktivitesini
bagslatir. Nisan ay! icerisinde hava sicakhginin artmasi ile baslayan ciftlesme

aktivitesi, hava sicakliginin giderek ylkselmesi ile sonlandirilir (Sekil 3.8..).
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Sekil 3.8.: Ocak — Mayis arasi ortalama sicaklk degerleri

Calisma alanlarinda meteorolojik faktorlerin  hibernasyonun baslama ve
sonlanma tarihlerini, hibernasyon ve estivasyon surelerini, cifttesmeye ayrilan
zaman! Yyani yasamsal her turld aktiviteyi etkiledigi gozlenmistir. Iklimsel
degisikliklere hassasiyet gostergesi olarak, turin meteorolojik faktorler ile
etkilenen aktivite dongusu incelenebilir. Ancak iklimsel degisikliklere ekolojik
cevaplar, daha ¢ok lokal dizeyde verilir [118]. Lokal ekolojik degisiklikler, direkt
olarak populasyonun demografik oranlari ile iligkilidir. Kimi kosullarda lokal
iklimsel degisikliklerin populasyonlar Uzerindeki yaratacagi olumsuz etkilerin,
diger mortalite ajanlarinin yaratacagi olumsuz etkilerden daha ¢ok one ¢iktigi da
ifade edilebilir [119;120)].

Bazen de belli bir doneme denk gelen 6nemli olaylari ele alirken, o donemdeki
olayin sonucunu anlamada uzun soluklu periyotlarda s6z konusu bilesenin
etkisini incelemek yarar saglayabilir, 6rnegin onumuzdeki onyillar igerisinde kigin
yagmur dususu miktarinda istatistiksel olarak 6nemli olmayan bir azalma, Testudo
populasyonlarini olumsuz etkileyecektir [120]. Cunkl yagis, ortamdaki su ve
besin kaynagi ile direkt iligkilidir. Bu sayede kaplumbagalarin beslendikleri
bdlgelerde, su ve besin igeriginin artmasinin folikll gelistirme dénemindeki disi
bireylerin saghgiyla yakindan iligkili oldugu gozlenmistir [20]. Ancak kis yagisinin

bol olmasi da risklidir, zira bu durumda su seviyesinin yukselmesiyle
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kaplumbagalarin beslenme alanini etkiledigi ve canlinin treme doneminde vucut

kondisyonunu etkiledigi soylenebilir.

Kuraklik da bir anlamda yagistan farksizdir. Bu kosullarin gunlik degil de
donemlik olmasi kara kaplumbagalarini kimi zaman estivasyona goturar. Nitekim
yaptigimiz bu calismalarda Agustos ayina ait 6érnek grubunun olmamasi, kara

kaplumbagalarinin o ay yuksek estivasyonunun sonucudur.

3.2. Laboratuvar Sonuglari
3.2.1. Serum ornekleri ile incelenen enzim aktiviteleri

Organik fosforlu insektisitler, pestisitlerin dnemli bir grubunu olustururlar. Bu sinif
bilesiklerin basarisini U¢ ana karakter tanimlar: (1) cevrede organik klorlu
pestisitlere kiyasla daha hizli bozunmalari ve gorece duguk seviyede kalici
olmalar, (2) biyotada dusuk birikimleri (3) genellikle ylksek akut toksisite
gostermeleri. OP ler, hidroliz, fotoliz, mikrobiyal degredasyon gibi birgok
fizyokimyasal ve biyolojik stirecte etkili rol oynayabilirler [121]. Bu anlamda belli
biyolojik belirtecleri, ChE aktivitesi inhibisyonunu tayin etmede yararli olarak
degerlendirmek, dogadaki OP’ye maruz organizmalarin subletal yanitlarini
gorme bakimindan fayda saglar. Esasinda organizmanin yag dokularinda biriken
bu grup bilesikler, OP temizleyici B tipi esteraz enzim aktiviteleri Gzerine (bilhassa

kolinesteraz ve karboksilesteraz) etkilidirler.

B tipi esterazlarin (BChE ve CbE gibi), OP biyotemizleyicisi olarak etkileri gerek
memelilerde gerekse de surlngenlerde birgok calisma ile gosterilmigtir
[48;69;122-126].

3.2.1.1. Kolinesteraz enzim aktivite sonugclari

Kolinesteraz aktivitesi serumda O&lgliimis ve sonuglar alana, aylara,
organizmanin boyutuna ve kondisyonuna goére analiz edilerek tablo ve grafikler

ile asagida sunulmustur.
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Tablo 3.5.: ChE — AcSCh etkilesimini degerlendirmede etkili faktorler

AcSCh igin Toplam | Ortalama | F degeri | Pr(>F) (p)

Df karesi karesi

Alan 1 0.4712 | 0.47123 |5.7568 | 0.053343

Ay 5 4.1968 |0.83936 | 10.2541 | 0.006676 | **
Alan X Ay 5 2.3197 |0.46395 |5.6679 |0.028372 |*
Alan X Ay X 1 0.6054 | 0.60539 | 7.3957 | 0.034665 | *

Karapas uzunlugu X

Kondisyon Faktoru

Df: serbestlik derecesi, F: F degeri,Pr(>F) (p): anlamlilik derecesi
*: p<0.05, **: p<0,01

Istatistiksel analizlere gére ChE enziminin AcSCh substrati ile etkilesimi
incelendiginde, “ay” faktorinin ylksek derecede (p<0,01) énemli oldugu 6ne
cikmaktadir. Ayni sekilde alan X ay faktértine bakildiginda da, Nar Vadisi’'ndeki
kara kaplumbagalarinin ChE enzimi aktivitelerini 6zellikle Temmuz ayina dogru

istatiksel olarak 6nemli olan (p<0,05) artis saptanmigstir (Sekil 3.9.).

600,00
500,00
400,00
300,00

200,00

nmol/dk/ml serum

100,00
0,00 ; ; . )
NISAN MAYIS HAZIRAN = TEMMUZ EYLUL EKIM
=@=AcSCh KV 270,87 365,62 516,56 245,80 292,84 214,61
=@—AcSCh NV 228,47 273,62 333,86 362,83 194,52 175,71

=@=—AcSCh KV ==@=AcSCh NV

Sekil 3.9.: Alanlara gore Kolinesteraz & Asetiltiyokolin iyodid etkilesimi
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Bununla beraber Alan X Ay X Karapas uzunlugu X Kondisyon faktorinun birarada

etkilesiminin de istatistiksel olarak Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi bireyleri

arasinda ChE-AcSCh etkilesiminin anlaml bir farki ortaya koydugu saptanmistir.

Karapas uzunlugunun artmasi yaz doneminde bu etkilesimin artmasinda

(p<0,05) 6nem duzeyinde etkili olmusgtur (Sekil 3.10.).
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0,02 0,02 0,02 0,02
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0,02 0,02 0,02 0,02
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AcSCh NV Karapas U.
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Karapas uzunlugu (mm)

Sekil 3.10.: Alanlara gore Kolinesteraz & Asetiltiyokolin iyodid etkilesiminde

karapas uzunlugunun etkisi

Tablo 3.6.: ChE — BuSCh etkilesimini degerlendirmede etkili faktorler

BuSCh igin Toplam | Ortalama | F degeri | Pr(>F) p
Df karesi karesi

Alan 1 0.68898 | 0.68898 |6.6814 |0.04150 |*

Ay 5 3.15748 | 0.63150 | 6.1239 | 0.02372 |*

Alan X Ay 5 2.42940 | 0.48588 |4.7118 |0.04288 |*

Df: serbestlik derecesi, F: F degeri,Pr(>F) (p): anlamhlik derecesi

*: p<0.05
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ChE ile BuSCh etkilesimi incelendiginde ise, AlanXAy faktorinin, Kaplumbaga
Vadisi ve Nar Vadisi kara kaplumbaga oOrnekleri arasinda istatistiksel olarak

onemli (p<0,05) bulunmustur (Tablo 3.6.).

450,00
400,00
= 350,00
>
o 300,00
(%]
c 250,00
S~
= 200,00
o
~
> 150,00
§ 100,00
50,00
0,00 ‘ . . .
NiSAN MAVYIS HAZIRAN TEMMUZ EYLUL EKIM
e==BuSCh KV = 233,01 296,77 411,26 239,81 213,91 147,17
e=—BuSCh NV 203,38 261,48 180,94 290,32 168,85 135,42

e BUSCh KV e BUSCh NV

Sekil 3.11.: Alanlara gore Kolinesteraz — Blutiriltiyokolin iyodid etkilegimi

Sekil 3.11 incelendiginde Kaplumbaga vadisi bireylerinin Haziran ayinda yuksek
ChE-BuSCh aktivitesi etkilesimi gosterdikleri, Nar vadisi bireylerinin ise 6zellikle
Temmuz ayinda enzim aktivitesinde anlamh bir artis gosterdigi saptanmistir.

Sonrasinda her iki bolgede de enzim aktivitesinde disme tespit edilmistir.

Daha sonra kolinesteraz enziminin substrat tercihinin belirlenebilmesi igin in vitro
olarak, iso — OMPA ile etkilesime sokulmustur. Iso—-OMPA bir BChE inhibitéradar
ve hem AcSCh hem de BuSCh ile reaksiyona girebilir.
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Tablo 3.7.: iso-OMPA’nin substratlarin ChE enzim aktivitesi Uzerine etkisi

iso OMPA | Asetiltiyokolin | Bitiriltiyokolin
(M) iyodid iyodid
kontrol % %
1,38E-03 8,06 7,43
2,70E-04 13,53 4,95
5,40E-05 17,96 8,42
1,00E-05 45,10 33,66
2,10E-06 86,05 66,01
4,30E-07 105,77 88,45
8,60E-08 100,35 88,94
140 - ® AcSCh

O BuSCh

2490 4

100
IC50=6.6x10° M

/7

o
o
I

AN
o
l

/

IC50=5.1x10° M

Kalan ChE aktivitesi %
()]
[a»]
|

N
o
l

0 | | | | | |
10 107 10°% 10° 104 103 1072

iso-OMPA (M)

Sekil 3.12.: iso-OMPA’nin artan konsantrasyonunun substratlarin ChE enzim

aktivitesi Uzerine etkisi
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Sekil 3.13.: AcSCh ve BuSCh n katalitik etkinligi

Km degerleri AcSCh i¢in 20,6 mM ve BuSCh i¢in 2,5 mM iken, Vmaks de@erleri de
AcSCh igin 1703 nmol/dk/ml serum ve BuSCh icin 326 nmol/dk/ml serumdur.
Dolayisiyla katalitik etkinlik (Vmaks/Km) degeri olarak, BuSCh 6ne ¢ikmigstir (Sekil
3.13)).

Sonuglar in vitro olarak iso-OMPA’nin artan konsantrasyonu odl¢listinde ChE
aktivitesini dusurdigi hem AcSCh hem de BuSCh substratlarinin varhginda
gosterilmistir (Sekil 3.11.). Bu durum Kanarya Adalar’'nda kertenkelelerle
(Gallotia galloti) yapilan calisma sonuglarina benzerdir [125]. AcSCh’in iso —
OMPA varhginda hidroliz edebilme orani (6,6 * 10 ¢ M), BuSCh’inkine (5,1 * 10 -
6 M) kiyasla daha yiksek bulunmustur (Tablo 3.7 ve Sekil 3.12).

Bu calismada ChE enziminin substratlari olan AcSCh ve BuSCh ile yapilan
analizlere gore alan ve ay gibi faktorler substrat-enzim etkilesiminde farklihga
neden oldugu saptanmistir. Ornegin ChE’I AcSCh ile degerlendirmeye
alindiginda bir antikolinerjik etkiyi salt “alan” faktorli ile hesaba katiimasi
istatistiksel olarak anlamli degilken (p<0,05), “ay” faktérinin ylksek derecede
anlamh olmasi (p<0,01), bu enzimin zamana bagl degerlendiriimesinde
AcSCh’in etkili bir substrat oldugu sonucuna ulasabiliriz (Tablo 3.5.). Bu enzim
aktivitesi acisindan “alan X ay” faktorlyle de Kaplumbaga Vadisi ve Nar Vadisi

bireylerinin enzim aktivitelerinde istatistiksel (p<0,05) dizeyinde anlamli bir farkin
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oldugu da ortaya ¢ikarmaktadir. Canlinin bireye 6zgu olan karapas uzunlugu ve
kondisyon faktoru degerleri de gruplar arasi enzim aktivite farkini agiklamada bu
substrat icin kullanilmistir (Sekil 3.9.). Ozellikle domates, yesil biber gibi
sebzelerin zarar gérmemesi i¢in 1-15 Temmuz tarihleri arasinda Nar Vadisi’'nde
Chlorpyrifos uygulamasi, Nar Vadisi bireylerinin Temmuz ayina dogru enzim
aktivitelerindeki arttirip, kara kaplumbagalarinda subletal etki direncini yuksetmis
olabilir. Sonrasinda her iki bélgedeki digtislin nedeni de canlinin biyolojisi geregdi

aktivitelerini azaltma ile aciklanabilir.

Diger taraftan BuSCh ile yapilan ¢alismalar ise salt “alan” ve “ay’la beraber, “alan
X ay” sonuglarinin da istatistiksel agidan anlamh (p<0,05) farklilklar ortaya
cikardigini géstermektedir (Tablo 3.6.). Bu substrat genel cercevede alandaki
organik fosfat kirliliginde kolinesteraz enzim aktivitesi tizerinde AcSCh ile benzer
bir oruntu gosterir. Daha O6nce aciklanan iso-OMPA varligindaki hidroliz
yetenedinin dustk olmasina ragmen serum BChE enziminin, BuSCh’a
affinitesinin ylksek olmasi nedeniyle, “alan X ay” etkilesimini dederlendirmede
daha yararl olacadi ortaya ¢ikmaktadir. Alanda chlorpyrifos uygulamasi, Nar
Vadisi kara kaplumbagalarinin Temmuz ayinda enzim aktivitelerini artirmasiyla

sonuglanmigtir.
Genel olarak ChE ile bu substrat etkileri degerlendirildiginde ;

1) Hayvandan beyin gibi organlar alinmadigi icin AChE dlclilememis, sadece
kan ornekleri Uzerinden yurutulen galismada serum BChE hedef olarak
deg@erlendirilmigtir.  Yapilan  g¢alismalarla  kiyaslandiginda, hedef
biyobelirtecin BChE oldugu saptanmistir [48;125-127]. Boylece canliya
zarar vermeden alinan kan orneklerinden yapilan incelemelerde istenen
sonuglar alinmistir.

2) Kara kaplumbagalarinda AcSCh, BuSCh’a gbére mevsimsel
degerlendirmeyi yansitmada daha etkili bir substrattir. Ancak alan bilegeni
de dahil edilerek, genel kompozisyonu dogru yorumlayabilmek igin
affinitesi yuksek olan BuSCh tercih edilmistir. Nitekim kertenkelelerde
(Gallotia galloti) hem alan hem de laboratuvar galismalarinda da benzer
sonuglar ortaya konmustur [48;125].

3) Agustos ayinda gecgen agir estivasyon surecinde bir deger elde
edilememis olsa da, takibindeki Eylul ve Ekim aylarinda aktivitelerini
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indirgemeleri ve yeni bir insektisit uygulamasinin olmamasi, kolinesteraz
enziminin aktivitesinin azalmasina neden olmustur. Pestisit varligi temel
saviyla konu degerlendiginde, Kaliforniya’da (ABD) tatlisu kaplumbagasi
(Emys marmorata) populasyonlarindan pestisit kaynagindan kademeli
olarak uzak mesafelerden alinan Orneklerden, uzaklagsmayla uyumlu
olarak enzim aktivitesinin diugsmesi, yaptigimiz bu ¢alismayla ortustigunu
belirtmek olanaklidir [128].

4) Kondisyon faktérinin, 6rneklem doénemiyle uyumlu olmasi beslenme
rejimiyle  kolinesteraz enzimi arasindaki oruntinun aciklanmasi
bakimindan anlamlidir. Bu sayede gerek karapas uzunluklari gerekse de
vacut agirliklarini, beslenerek artiran kara kaplumbagalari icin tek
bagslarina bu faktorler istatistiksel olarak bir anlam ifade etmese de, “Alan
X Ay X Kondisyon Faktori” matrisinde enzim aktivitesini etkileyebildigi
ortaya konmustur. S6z konusu iligki tatlisu baliklari ve kertenkelelerdeki

oruntlyle uyumludur [48;130].

Kolinesteraz enzim aktivitesindeki dalgalanmayi etkileyebilecegi dugtunulen diger
faktorler olarak esey tipi, kene varligi ve meteorolojik kosullarda muhtemel bir
ekstrem durum gibi kosullar da sinanmis ancak bu veriler istatistiksel olarak
anlamh  bulunmamistir. Kolinesteraz enzim aktivite c¢aligmalari, kara
kaplumbagalari (Testudo graeca) Uzerine yaptigimiz ¢alismanin sonugclari, akgll
g6zIU balik (Stizosteidon vitreum) ve tatlisu kaplumbagasi (Emys marmorata) ile

yapilan galisma sonuglari ile paralellik gostermektedir [128;130].
3.2.1.2. Karboksilesteraz enzim aktivitesi sonuglari

Karboksilesteraz (CbE) pestisit detoksifikasyonunda dnemli enzimlerdendir. Bu
esterazlar, bazi boceklerde pestisit direnci icin biyokimyasal mekanizmalarda rol
alsa da, sonrasinda balik, suringen ve memelilerde de organik fosfatli
pestisitlerden kaynaklanan toksisite i¢in etkili bir koruma mekanizmasi oldugu
dusundlmustur [74;131;132]. Karboksilesteraz aktivitesinin belirlenmesi ChE
aktivitesine kiyasla daha hassas bir belirte¢ olabilecegi de kimi arastiricilar

tarafindan vurgulanmaktadir [69].
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CbE enziminin 1-NA (1-Naftil Asetat), 1-NB (1-Naftil Butirat), 4-NPA (4—Nitrofenil
Asetat) ve 4-NPB (4 — Nitrofenil Butirat) substratlari ile etkilesimleri dlgulmustar
(Tablo 3.8.).

Tablo 3.8.: Farkl substratlar ve konsantrasyonlari ile CbE enziminin etkinligi

Substrat Konsantrasyonu

(mM) 1-NA |1-NB |[4-NPA |4-NPB
3,1 10,750 3,858 (10,957 | 4,624
1,55 11,667|4,317|10,186 | 4,686
0,775 10,583 /4,058 9,081 |4,857
0,3875 9,317 |4,383|5,819 |3,614
0,19375 7,867 |4,400/2,919 |3,152
0,0484375 6,950 [4,233|1,162 |2,052
0,02421875 6,450 |3,283|0,543 (1,248
0,012109375 5,100 |3,092|0,662 |0,681
0,006054688 3,133 |2,717]0,486 |0,738
0,003027344 2,400 |1,475 0,686
0,001513672 0,517 |0,642 0,714
0,000756836 0,267 10,842 0,186
0,000378418 0,225

0,000189209 0,113

Her bir substrat icin kendi grubu icerisinde Km ve Vmaks degerleri hesaplanmistir.
Buna gore 1-NA (a-NA) nin Km ve Vmaks de@erleri, 1-NB (a-NB) ninkilere gore ve
4-NPA nin Km ve Vmaks degerleri de, 4-NPB ninkilere gore ylksek bulunmustur
(Sekil 3.14.).
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Sekil 3.14.: Farkh substrat ve konsantrasyonlarinin CbE aktivitesine etkisi

Natftil esterler (1-NA ve 1-NB) nin katalitik aktivitelerinin de nitrofenil esterlere (4-

NPA ve 4-NPB) gore daha ylksek oldugu bulunmustur.

Tablo 3.9.: 1-NA - CbE etkilesimini degerlendirmede kullanilan etkili faktorler

1 - NAigin Toplam | Ortalama | F de@eri | Pr(>F) p
Df karesi karesi

Alan 1 2.6895 | 2.68948 | 18.9814 | 0.004787 | **
Ay 5 7.6261 | 1.52523 | 10.7645 | 0.005889 | **
Alan X Ay 5 4.2032 | 0.84063 |5.9329 |0.025537 | *

Karapas uzunlugu | 1 0.9284 |0.92844 | 6.5526 | 0.042920 | *

Alan X Ay X 3 3.7602 | 1.25339 |8.8460 |0.012730 |*

Karapas uzunlugu

Df: serbestlik derecesi, F: F degeri,Pr(>F) (p): anlamlilik derecesi

*: p<0.05, **: p<0,01

74



istatistiksel analizlere gdre, CbE ile 1-NA etkilesimi yalniz baglarina “Alan” ve “Ay”
faktoru gruplar arasi ylksek derecede onemli (p<0,01) farkliliklar gdsterirken
(Tablo 3.9.), bu iki faktorin birlikte degerlendirildiginde de iki grup arasinda
anlamli derecede (p<0,05) farkh oldugu saptanmistir (Sekil 3.15.). Bu farklihgi
desteklemede karapas uzunlugunun da etkisi istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (Sekil 3.16.). Sonug¢ olarak CbE enziminin alansal ve zamansal

olarak etkisini incelemede 1-NA substrati daha uygundur.

20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

umol/dk/ml serum

NiSAN MAYIS HAZIRAN TEMMUZ EYLUL EKiM
== KV 11,50 12,57 17,85 8,68 7,69 5,40
== NV 12,43 17,18 15,19 15,19 11,87 7,32

==KV ==@=NV

Sekil 3.15.: CbE & 1-NA etkilesiminin aylara gore oOlgllen degerleri

20,00 300,00
18,00 _
250,00 E
: 16,00 E
5 14,00 200,00 >
@ 12,00 B
£ 10,00 150,00 S
X N
] 8,00 s
3 600 100,00 3
€ ¢ =
3 o
4,00 50,00 &
2,00
0,00 , ! . , 0,00
NISAN | MAYIS  HAZIRAN ~TEMMUZ  EYLUL EKiM
memm Karapas U, 218,86 | 219,43 | 214,38 | 222,17 222,42 | 212,72
— 197,80 241,00 = 199,60 = 22460 = 209,67 219,00
— 11,50 12,57 17,85 8,68 7,69 5,40
Y 12,43 17,18 15,19 15,19 11,87 7,32

wm Karapas U, D e\ o—N)/

Sekil 3.16.: Aylara gore alanlardaki CbE & 1-NA etkilesimini dederlendirmede

karapas uzunlugunun etkisi
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Nar Vadisi’nde artan karapas uzunlugunun etkisi ile beraber, Temmuz ay1 CbE
aktivitesinde (15,19 umol/dk/ml), Kaplumbada Vadisine kiyasla (8,68
pmol/dk/ml) iki kat ylksek bulunmustur (Sekil 3.15.).

Tablo 3.10.: 1-NB - CbE etkilesimini degerlendirmede etkili faktorler

1 - NBigin Toplam | Ortalama | F degeri | Pr(>F) p
Df karesi karesi

Alan 1 0.0144 0.01442 | 0.2311 0.647760

Ay 5 3.5034 | 0.70067 |11.2258 | 0.005281 | **

Df: serbestlik derecesi, F: F degeri,Pr(>F) (p): anlamlilik derecesi
** p<0,01

Yukaridaki analiz sonuglarindan goéruldugu Gzere CbE enzimi, 1-NB substrati ile
etkilesime tabi tutuldugunda “alan” faktorinun anlamh derecede 6nemli olmadigi
ortaya cikmistir (p>0,05) (Tablo 3.10.). Ancak 1-NB substrati ile CbE enziminin
etkilesimi “ay” faktorl istatistiksel olarak énemlidir (p<0,01) (Tablo 3.10.) (Sekil
3.17.). Ozellikle Haziran ayi en yiiksek etkilesime sahipken (8,815 umol/dk/ml),
Ekim ayi en dusuk seviyeye sahiptir (4,645 pmol/dk/ml) (Sekil 3.17.).

10,000
9,000
8,000
7,000
6,000
5,000
4,000

3,000

umol/dk/ml serum

2,000
1,000

0,000 . . . ;
NISAN MAYIS HAZIRAN = TEMMUZ EYLUL EKIM

— Ay 6,837 7,948 8,815 6,873 5,612 4,645

Sekil 3.17.: Aylara gore alanlardaki CbE & 1-NB etkilesimi
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Tablo 3.11.: 4-NPA - CbE etkilesimini degerlendirmede etkili olan faktorler

4 — NPA igin Toplam | Ortalama | F de@eri | Pr(>F)
Df karesi karesi

Alan 1 0.5478 | 0.54777 |3.9878 | 0.09282

Ay 5 4.0002 |0.80005 |5.8244 |0.02665

Df: serbestlik derecesi, F: F degeri,Pr(>F) (p): anlamlilik derecesi

*p<0.05

Bu analiz sonuglarindan goruldigu Uzere CbE enzimi, 4-NPA substrati ile
etkilesime tabi tutuldugunda “alan” faktori anlamli degildir (p>0,05) (Tablo 3.11.).
Ancak 4-NPA substrati ile CbE enziminin etkilesimi “ay” faktort anlamhdir
(p<0,05) (Tablo 3.11.) (Sekil 3.18.). Ozellikle Haziran ay! en yiiksek etkilesime
sahipken (5,255 pmol/dk/ml), Ekim ayi en dusuUk etkilesime sahiptir (2,554
pmol/dk/ml) (Sekil 3.18.).
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6,000

5,000

4,000

3,000

umol/dk/ml serum

2,000

1,000

0,000 5 . . -
NISAN MAYIS HAZIRAN TEMMUZ EYLUL EKIM

e 4-NPA 3,793 4,332 5,255 3,535 3,173 2,554

Sekil 3.18.: Aylara gore alanlardaki CbE & 4-NPA etkilesimi

Tablo 3.12.: 4-NPB - CbE etkilesimini dederlendirmede etkili faktorler

4 — NPB igin Toplam | Ortalama | F degeri | Pr(>F) p
Df karesi karesi

Alan 1 0.1898 |0.18984 |1.8680 |0.220702

Ay 5 49767 |0.99535 |9.7940 | 0.007509 | **

Df: serbestlik derecesi, F: F degeri,Pr(>F) (p): anlamlilik derecesi
**: p<0,01

CbE enzimi, 4-NPB substrati ile etkilesime tabi tutuldugunda ise “alan” faktoru
anlaml derecede 6nemli degildir (p>0,05) (Tablo 3.12.). Ancak 4-NPB substrati
ile CbE enziminin etkilesimi “ay” faktéri anlamh bulunmustur (p<0,01) (Tablo
3.12.) (Sekil 3.19.).
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Sekil 3.19.: Aylara gore alanlardaki CbE & 4-NPB etkilegimi

Ozellikle Haziran ayi en yiksek etkilesime sahipken (4,042 umol/dk/ml), Ekim ay!
en dusuk etkilesime sahiptir (1,927 ymol/dk/ml) (Sekil 3.19.).

Karboksilesteraz enzim aktivitesi Uzerinde organik fosfatli pestisitlerin etkinligini
gbsterme amaci ile yapilan in vitro Chlorpyrifos — okson deney sonuglari Tablo

3.13 te gOsterilmigtir.

79



Tablo 3.13.: in vitro Chlorpyrifos — okson farkh konsantrasyonlarda

uygulanmasinin CbE aktivitesi Gzerine etkisi

Chlorpyrifos-

okson
a-NA |a-NB 4-NPA 4-NPB
Son[M] |% % Son[M] |% Son[M] |%
0 0 0

1,00E-12 |77,61 |88,35 |2,05E-12 104,28 |2,03E-13 | 106,00

500E-12 |79,01 ]90,25 |1,02E-11 |110,24 |1E-12 109,06

2,55E-11 | 72,80 [85,45 |5,12E-11 |105,56 |5E-12 109,96

5,00E-11 | 74,80 [88,24 |2,56E-10]102,54 |2,55E-11 101,61

1,97E-10 |87,22 |93,45 |1,28E-09|72,76 |1,26E-10|99,88

2,55E-10 63,41 |94,14 |6,4E-09 |7,63 6,32E-10 | 100,59

3,95E-10 | 77,21 83,94 |3,2E-08 |8,03 3,16E-09 | 96,24

7,89E-10 |64,16 81,92 |1,6E-07 |6,33 1,6E-08 |92,39

1,26E-09 25,94 |60,17 |8E-07 5,89 4E-08 75,29

1,61E-09 |22,73 |15,73 |0,000004 8,57 8E-08 58,63

3,16E-09 |8,44 11,42 |0,00002 |11,65 |1,97E-07 5,82

6,32E-09 |5,88 191 3,95E-07 | 3,84
3,16E-08 | 2,66 2,05 0,000002 | 3,22
1,61E-07 |2,88 2,97 0,00002 2,20

7,89E-07 |5,62 3,81

3,95E-06 | 4,36 3,18

2,00E-05 |5,91 4,59

Chloropyrifos-okson ile yapilan in vitro deneylerde, CbE enziminin 1-NA nin, 1-
NB substratina gore ve 4-NPA nin da, 4-NPB substratindan daha dusuk
konsantrasyonlarda inhibisyona neden oldugu ortaya konmustur (Tablo 3.13.)
(Sekil 3.20.).
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100 —

Kalan CbE aktivite ylizdesi

Sekil 3.20.: in vitro Chlorpyrifos-okson’un artan substrat konsantrasyonunun CbE

T

=11 =10

Chlorpyrifos-oxon (M)

T
-9

enzim aktivitesi Uzerine etkisi

Karboksilesteraz enzim aktivitesi Uzerinde organik fosfatli pestisitlerin etkinligini
gOsterme amaci ile yapilan bir diger in vitro olarak Carbaryl uygulamasi ile elde

edilen deneyleri sonuglari Tablo 3.14 te gosterilmistir.

140

Kalan ChE aktivite ylzdesi

Tablo 3.14.: in vitro carbaryl uygulamasi

Carbaryl
a-NA a-NB 4-NPA |4-NPB
Son [M] % % %
0
5,39E-13 [99,85 |97,73 102,35 |98,68
2,69E-12 |97,33 |91,86 107,26 |101,37
1,35E-11 |87,27 |90,51 116,45 |109,86
6,74E-11 |95,24 189,34 114,03 |105,64
3,37E-10 [90,67 |90,51 83,05 86,28
1,68E-09 |80,22 |86,31 83,05 81,91
8,42E-09 |65,21 |62,55 60,26 50,91
4,21E-08 |22,79 |27,08 23,93 23,37
2,11E-07 (10,64 |22,67 12,68 21,65
1,05E-06 |6,56 |20,49 12,32 17,99
5,26E-06 |[5,05 |15,53 12,18 16,87
2,63E-05 |7,80 |14,27 14,53 24,80

Benzer bir bicimde uygulanan diger in vitro testte ise CbE enzimi, yukarida s6zu

edilen 4 substrat ile carbaryl varliginda etkilesime tabi tutulmustur. Sonugcta da,
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1-NA

ve 1-NB ile 4-NPA ve 4-NPB nin kendi gruplari igerisinde birbirine benzer

yanitlar verdigi ortaya ¢cikmistir (Sekil 3.21.). Genel cergevede ise, 4-NPB nin

CDbE ile etkilesimi, diger substratlara nazaran daha duyarli bulunmustur (Tablo

3.14)).
_ 120 - E=E +E, &K/ 140 1 :
8 e — E=E,+E, ¥
S 100 - g 120 1
B 8 100
o 80 ES
g 2 80
© 60 2
60 -
5 w0 :
put 8 40+
T 20 S
0] 1 4
! . (I—NA % 20 . 4-NPA
O «-NB X O 4NPB
O 7I T T T T T T T T 1 0 7| T T T T T T T T 1
-13-12-11-10 -9 -8 -7 6 -5 -4 -13-12-11-10 9 8 -7 6 -5 -4
Carbaryl (M) Carbaryl (M)
Sekil 3.21.: in vitro carbaryl’in artan her iki substrat konsantrasyonunun CbE

enzim aktivitesi Uzerine etkisi

Bu baglamda her iki alandan elde edilen kan érnekleri 4 farkli substrat (1-NA, 1-

NB, 4-NPA ve 4-NPB) ve in vitro olarak 2 pestisitle (chlorpyrifos — okson ve

carbaryl) degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar;

1)

2)

Naftil esterler (1-NA ve 1-NB) in katalitik aktivitelerinin de nitrofenil
esterlere (4-NPA ve 4-NPB) gore daha ylksek oldugunu gostermistir
(Sekil 3.14.). Esteraz enzim inhibisyonu ve organik fosforlu model
esitliklere gore ¢ikarilan bu durum, Tegu kerkenkelesindeki (Tupinambis
merianae) CbE ve segcici substratlar arasindaki durumla paralel bir sonug
buldugumuzu gosterir [126;133].

CbE enzim aktivitesinin degerlendirildigi 4 substrattan hem “alan” hem de
“ay” faktorleri icin Onemli derecede anlamh bulunmasi (p<0,01)
bakimindan 1-NA daha 6nemli bulunmustur (Tablo 3.9.). Ayrica diger
substratlar “alan” faktoru bakimindan “secicilik” saglayamazken, bir naftil
esteri olan 1-NA “alan X ay” faktéri bakimindan da istatiksel olarak 6nemli
bir substrattir (Sekil 3.15.,Sekil 3.16.). Bu cergcevede CbE ile 1-NA

substratt ele alindiginda, Nar vadisi kara kaplumbagalarinin
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3)

4)

5)

hibernasyondan c¢ikisla beraber, Kaplumbaga vadisindeki bireylere
kiyasla yuksek bir aktivite gosterdigi ortaya cikmaktadir (Sekil 3.16.). Bu
duruma Nar vadisinde UzUm ig¢in Nisan ayi ile elma i¢cin Mayis ayinda
kullanilan insektisitlerin (deltamethrin ve chlorpyrifos) neden oldugu
sOylenebilir. Kara kaplumbagalarinin gosterdigi bu reaksiyon, canlinin
yasadigl ortamda gerek bitki yapraklarini tiketmeleri gerekse de Nar
Vadisindeki dar bolgede aktivitelerini surdurmesi nedeni ile, etken
maddeden uzaklasamadiklarindan 6tlrG anlamlidir [127;128]. Ayrica
sicanlarla yapilan esteraz galismalarinda da 1-NA substrati “segiciligi”
bakimindan dne gikan bir substrattir [77].

Karapas uzunluklarini beslenerek artiran kara kaplumbagalari igin tek
basina bu faktor istatistiksel olarak kritik bir anlam ifade etmeye ¢ok yakin
olsa da (p=0,05) “Alan X Ay X Karapas uzunlugu” matrisinde enzim
aktivitesini etkileyebildigi ortaya konmustur. Mayis ve Temmuz aylarinda
Nar Vadisi bireylerinin, Kaplumbaga Vadisi bireylerinin boylarini
yakalamas! ve hatta gegmesi bu matrisi anlamli hale getirmistir. S6z
konusu iligki tathsu baliklari ve kertenkelelerdeki boy uzunlugu
oruntuleriyle uyumludur [48;130]. Ancak Tegu kertenkelesinde vucut
uzunlugu ile higbir korelasyon gostermedigi bildirilmektedir [126].

1-NB, 4-NPA ve 4-NPB’den zamansal degisim olarak butirat tipte olanlar
(1-NB ve 4-NPB) Uzerinden degerlendirme yapmak, asetat tipte (4-NPA)
olana gore istatistiksel olarak daha anlamhdir (p1<0,01; p2<0,05) (Sekil
3.17., Sekil 3.18., Sekil 3.19.). Ayrica katalitik etkinlikleri bakimindan CbE
lerin substratlari ile olan iligkisi siralandiginda butiratlarin, asetatlara
kiyasla yuksek olmasi, 4-NPB ve 1-NB In enzim etkinligi bakimindan
genel aylik dalgalanmasinda ise yarar bilgiler sunar. Bu durum toprak
solucanlari (Lumbricus terrestris) ile yapilan g¢alismada organizmanin
doku homojenatlari ve toprak ekstraktlarindaki etkilesimle paralellik
goOstermektedir [131].

Tipki Tegu kertenkelesinin vermis oldugu yanitta oldugu gibi kara
kaplumbagasi CbE enzimi her 4 substratla , etkilesim matrisinde esey tipi,
kene varligi gibi faktorlerle de analiz edilmis olsa da, bu faktorlerle higbir
kayda deger etkilesim bulunamamistir [126]. Ancak B.buteo, C.coturnix

japonica, Turdus grayi gibi kuglarda CbE aktivitesi ile tarimsal kimyasallar
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arasindaki etkilesimde cinsiyet, yas gibi faktorlerin etkisinin dnemli oldugu
ifade edilmektedir [135].

6) In vitro olarak chloropyrifos — okson ve karbaril varliginda, CbE enziminin
substratlarla olan iligkisi sigmoidal bir model olarak ortaya ¢ikar. Ancak
hem chloropyrifos — okson hem de karbaril varliginda CbE nin naftil
esterlerle olan etkilesiminde bir tolerans s6z konusu iken, nitrofenil
esterlerle olan etkilesiminde bir diren¢ s6z konusudur (Sekil 3.20., Sekil
3.21.). Butuncul yaklagimla hem carbaryl hem de chloropyrifos igin serum
CbE’nda acikga katalitik olmayan detoksifikasyon mekanizmalari rol oynar
denilebilir. Bu durum yer solucanlari ve Tegu kertenkeleleri ile yapilan in

vitro ¢caligmalara benzerlik gostermektedir [126;131].

Gegmis calismalar, CbE aktivitesinin omurgasiz  hayvanlarin lipit
metabolizmasinda kayda deger rolleri oldugunu belitmektedir [129;134;135].
Benzer bulgular yagca zengin besinlerle beslenen sigan ve farelerde de rapor
edilmistir [138; 139]. Ayrica CbE nin trigliserol hidrolaz aktivitesiyle memelilerin
cesitli dokularinda dogal yag metabolizmasinda rol almasi, kara kaplumbagalari
gibi hibernasyon adi altinda uzun dénemli inaktif ddnemlere sahip canlilarda CbE
nin aktivitesi Uzerine elde ettigimiz bu veriler daha anlamli olabilir [140]. Zira
hibernasyondan ¢ikis donemi enzim aktivitesi (Nisan ay1 CbE — 4NPB aktivitesi:
2,833 ymol/dk/ml), hibernasyona giris donemine (Ekim ayi CbE — 4NPB aktivitesi:
1,927 pmol/dk/ml) gdére daha yuksek bulunmustur (Sekil 3.19.). Diger
substratlarla da etkilesim benzer sonuglar ortaya koymustur (Sekil 3.15., Sekil 3.
17., Sekil 3.18.).

3.2.1.3. Oksidatif stres enzimler enzim aktivitesi sonuglari

Serbest radikaller, atomik orbitali Gzerinde eslenmemis elektron (e-) tasiyan
molekuller olarak tanimlanir. Serbest radikal olusumunun artmasi, oksidatif stresi
tetiklemektedir. Temel olarak oksidatif stres, biyolojik sistemde prooksidanlarla
antioksidanlar arasindaki dengenin, prooksidanlar lehine bozulmasi olarak
tanimlanir [141]. Her ne kadar biyokimyasal arastirmalarda, oksidatif stres ana
konulardan gorulse de, insan olmayan organizmalardaki yasam hikayelerine
iliskin yayinlar halen daha sinirlidir [80]. Oksidanlar, hedef molekullin yapisini ve
fonksiyonunu degistirerek hicre zarini ve degisik enzimatik olaylari etkileyerek
hlcre hasarina neden olurlar [142].
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3.2.1.3.1. Glutatyon — S — Transferaz enzim aktivitesi sonuglari

Kaplumbaga ve Nar vadisi bireylerden elde edilen serumda olgulen GST enzim
aktivitesi aylara, eseye karapas uzunlugu ve kene varligina gére degismektedir.
Elde edilen veriler istatistiksel hesaplamalar ile degerlendirilerek tablo 3.15 ile
sekil. 3.22, 3.23, 3.24 ve 3.25 te gosterilmistir. Buna gore, salt “alan” faktora
bakimindan iki bolge arasi GST aktivitesinde anlamli farkhliklar olmamasina
ragmen, “ay” faktorinin 6nemli derecede etkisi (p<0,01) hesaba katildiginda
zamansal farkhlik “alan” faktorini de etkilemistir (p<0,05) seklinde bir

degerlendirme yapilabilir.
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Tablo 3.15.: GST enzim aktivitesini degerlendirmede etkili faktorler

GST Df Toplam Ortalama | F degeri Pr(>F) p
karesi karesi

Alan 1 0.0307 0.03075 0.3062 0.600017

Ay 5 7.0752 1.41503 14.0907 0.002896 | **

Karapas 1 1.8448 1.84476 18.3699 0.005171 | **

Uzunlugu

Esey 1 0.6100 0.61003 6.0746 0.038810 | *

Alan X Ay | 5 3.4336 0.68671 6.8382 0.018279 | *

Karapas 1 0.7163 0.71627 7.1325 0.036993 | *

Uzunlugu

X Kene

Alan X Ay | 5 3.2049 0.64099 6.3829 0.021528 | *

X

Karapas

Uzunlugu

Alan X Ay | 5 2.3274 0.46548 4.6352 0.044431 | *

X

Kondisyon

Faktori

Alan X Ay |1 0.6548 0.65477 6.5201 0.043289 | *

X Kene

Df: serbestlik derecesi, F: F degeri,Pr(>F) (p): anlamlilik derecesi
*: p<0,05, **: p<0,01

Bu veri éruntistine gore,kondisyon faktdrt ve karapas uzunlugu gibi bireye 6zel

verilerin istatistik agidan anlaml olan énemli etkisi Sekil 3.22.gdsteriimektedir.
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Sekil incelendiginde GST enzim aktivitesinin, karapas uzunlugu ve kondisyon
faktori arasinda vucut indeks degerlerindeki artisa paralel olarak Kkirliligin
g6zlendigi Nar vadisi bireylerinde 6zellikle Haziran ve Temmuz gibi arttigi

gorulmektedir.
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GST KV Karapas U 218,833 219,375 | 214,384 222,173 222,417 212,717
GST NV Karapas U 197,799 241,000 | 199,598 @ 224,600 209,667 | 219,000

=@ GST KV 0,072 0,080 0,090 0,100 0,058 0,068
GST KV Kondisyon F. 0,016 0,027 0,021 0,021 0,017 0,019
=@==GST NV 0,128 0,073 0,091 0,203 0,051 0,049

GST NV Kondisyon F. . 0,018 0,024 0,021 0,020 0,020 0,020

GST KV Karapas U GST NV Karapas U  ==@==GST KV
GST KV Kondisyon F. e=@==GST NV GST NV Kondisyon F.

Sekil 3.22.: Aylara gore her iki alanda GST enzim aktivitesi, karapas uzunlugu ve
kondisyon faktorunun birlikte degerlendirilmesi

Sekil 3.22 ye gore, Kaplumbaga Vadisi’'ndeki bireylerin GST enzim aktivitesinin
mevsimsel dalgalanmasi normal aktivitesine uyumlu seyrederken, Nar Vadisi’'nde

Ozellikle Temmuz ayinda saptanan artis (0,203) dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 3.23.: Aylara goére GST aktivitesi ile karapas uzunlugu ve kondisyon faktoru

arasindaki iligkiler

Aylar arasindaki farkin istatistik acidan yuksek derecede 6nem gostermesi
(p<0,01) nedeniyle her iki bolge bireyleri genel bir mevsimsel érintlide incelenmis
ve bu dalgalanmada kondisyon faktorl ve karapas uzunlugu arasindaki iligkiler
Sekil 3.23. sunulmustur. GST enzimin, en ylksek aktivitesi Temmuz ayinda
Olcilmus (0,126), en dusuk aktivite donemi ise Eylul (0,056) ve Ekim (0,061)

aylarina karsilik gelmektedir.

GST enzim verilerinin toparlandigi tabloya (Tablo 3.15.) dikkat edilecek olursa
esey faktéorinin de toplam aktivite performansini degerlendirmede anlamii
Olclde dikkat cektigi gorulmektedir (p<0,05). Buna gore erkek bireylerin GST
aktivitesi ortalama 0,066 umol/dk/ml iken, disilerde bu deger 0,104 pmol/dk/ml
olarak dlculmugtir (Sekil 3.24.).
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Sekil 3.24.: Eseylere gore GST aktivitesindeki degisme

Bir diger faktor olarak ele alinan “kene varligi” etkisi de GST enzimi i¢in “alan X
ay” etkilesimi icin anlamli derecede dnemlidir (p<0,05). Ozellikle Temmuz ayinda
Nar vadisi bireylerindeki enzim aktivitesi artigi ile beraber kene bulundurma
varliginin (%80), Kaplumbaga vadisine oranla (%46) yuksek olusu dikkat
cekicidir. Bunla beraber, Ekim ayinda da Nar vadisi bireylerinde hi¢ kene tespit
edilememigken (%0), Kaplumbaga vadisi bireylerinin %66 sinda kene tespit
edilmesi 6nemlidir (Sekil 3.25.).

Bu sonuclara gore kene tasiyan bireylerin GST enzim aktivitesinin yuksek oldugu
ve Ozellikle Temmuz ayinda pestisit etkisiyle birlikte kene varliginin canhda bir

stres olusturdugunu soéyleyebiliriz.
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Sekil 3.25.: GST enzim aktivitesine Alan X Ay a gore kene varliginin etkisi

3.2.1.3.2. Glutatyon reduktaz enzim aktivitesi sonuglari

GR aktivitesinin 6lgimu kofaktdori olan NADPH'In reaksiyonu ile yapiimistir.
NADPH’In cgesitli detoksifikasyon mekanizmalarinda rol olmasi hicresel hasari
degerlendirebilmemizi saglar [80]. GR enzimi aktivitesinin gerek “alan” gerekse
de “ay” faktérine bagh olarak 6nemli derecede (p<0,05) farkli oldugu
saptanmistir (Tablo 3.16.). Ayni derecede karapas uzunlugunun da enzim

aktivitesini etkiledigi gorulmektedir.

Genel olarak Nar Vadisi bireylerinin, Kaplumbaga vadisi bireylerine gore yuksek

bir GR enzim aktivitesi sergiledikleri Sekil 3.26. da gdsterilmistir.
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Tablo 3.16.: Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesini etkileyen ay alan ve karapas

uzunluk faktorleri

GR Df Toplam | Ortalama | F degeri | Pr(>F) p
karesi karesi

Alan 1 1.0686 1.06855 | 13.7369 |0.010013 | *

Ay 5 4.6826 0.93652 |12.0396 | 0.004397 | *

Karapas |1 0.8318 0.83179 |10.6932 |0.017033 | *

Uzunlugu

Df: serbestlik derecesi, F: F degeri,Pr(>F) (p): anlamlilik derecesi

*: p<0,05

0,060

=
o
(%2
o

0,040

=
o
w
o

umol/dl/ml serum

o
o
g
o

0,000

m KV 0,043
HNV 0,054

m KV m NV

Sekil 3.26.: Alanlara gore genel glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi
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Benzer gekilde “ay” faktorune bagli olarak da enzimin gosterdigi dalgalanma sekil
3.27 de sunulmustur. Buna gore Nisan (0,057 ymol/dli/ml) ve Temmuz aylari
(0,055 umol/dl/ml) enzim yuksek bir aktivite gosterirken, Ekim ayinda (0,028
pmol/dl/ml) disik bir aktivite élgUlmustur (Sekil 3.27.).

0,06
0,05
0,04
0,03

0,02

pmol/dl/ml serum

0,01

NiSAN MAYIS HAZIRAN = TEMMUZ EYLUL EKiM
=@==GR 0,05700697 0,04673863 0,05134646 0,05538585 0,03701296 0,02845659

Sekil 3.27.: Aylara gore glutatyon reduktaz enzim aktivitesi

Yukaridaki iki sekilde sozu edilen “alan” ve “ay” faktorleriyle GR aktivitesinin
durumu ve bunu anlamli (p<0,05) derecede etkileyen “Karapas Uzunlugu” Sekil
3.28.de sunulmustur. Karapas uzunluklarinin yuksek oldugu Temmuz ayi Nar
vadisi icin (0,061 pmol/dl/ml) yuksek aktivitede saptanirken, Kaplumbaga
vadisinde de benzer bir korelasyon oldugu goérilmektedir (0,053 pmol/dl/ml).
Ekim ayina dogru da her iki alanda da GR enzim aktivitesinin dustugu
saptanmigtir (KV: 0,03 pmol/dl/ml; NV: 0,026 pmol/di/ml).
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Sekil 3.28.: Alan X Ay ve karapas uzunlugu matrisinde glutatyon redukraz

aktivitesi iligkisi

3.2.1.3.3. Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi sonuglari

Glutatyon peroksidaz enzimi igin ise sadece “Alan” faktoru istatistiksel olarak

anlamli(p<0,05) bulunmustur (Tablo 3.17). Olglilmis olan enzim aktivitesi Nar

vadisi bireylerinde (0,05 umol/dl/ml) Kaplumbaga vadisi bireylerinden (0,04
pgmol/dl/ml) daha yuksek bulunmustur (Sekil 3.29.).
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Tablo 3.17.: GPx enzim aktivitesini etkileyen alan faktori

GST Df Toplam | Ortalama | F degeri | Pr(>F)
karesi karesi
Alan 1 1.61373 | 1.61373 |5.8142 0.04248

Df: serbestlik derecesi, F: F degeri,Pr(>F) (p): anlamhlik derecesi

*: p<0,05

umol/dk/ml serum

H pumol/dk/ml serum

Sekil 3.29.: Nar vadisi ve Kaplumbaga vadisi bireylerinde dlgtlen GPx aktivitesi

Bu calismada da serum oksidatif stres enzimleri olan GST, GR ve GPx ele

alinmig ve bu enzimlerin aktivitelerinin degerlendirmelerinin neticesinde;

1) Organofosforlu insektisitler, kolinesteraz inhibisyonu ve kolinerjik etkilerin
varhdinin diginda, hayvanlarda bir yan etki olarak oksidatif stres ile

sonuglanabildigi bilinmektedir [79]. Yaptigimiz calisma da, buna benzer bir

0,060

0,050

0,040

0,030

0,020

0,010

0,000

KV
0,040

oksidatif stres durumunu ortaya koymustur.

2) GST enzimiigin, “ay” faktoru yuksek derecede 6nemli bir parametre olarak
one c¢ikmaktadir (p<0,01). Bufo regularis ile yapilmis olan, GST’nin

sublethal etkilerinin degerlendirildigi c¢alisma ile de, artan pestisit
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3)

4)

konsantrasyonunun bu enzimin aktivitesini arttirdigi gosterilmistir [143].
Her ne kadar istatistiksel olarak anlamli olan “alan x ay” faktoru ele
alindiginda da, Nar Vadisi’'nde saptanan ve (p<0,05) dizeyinde dnemli
olan GST aktivitesindeki artis, Temmuz ay! basinda kullanimi s6z konusu
olan chlorpyrifostan kaynakli olabilir(Sekil 3.22.). Kaplumbaga Vadisi'nde
ise mevsimsel dalgalanma seyrini 6nemli dlglde etkileyecek ani bir artigin
olmamasi da bu gérisumuizu desteklemektedir. Zira GST besinlerle
birlikte alinan toksik maddelerin eliminasyonunda rol oynayarak, reaktif
elektrofilik bilesiklerin organizmaya zarar vermesini de onler [83].

GST enzim aktivitesi, kara kaplumbagalarinda hibernasyona girerken ve
cikarken nispeten dusuk seviyelerde saptanmistir. Ancak Eylul ayindan
(0,058 umol/dk/ml serum) Ekim ayina (0,068 umol/dk/ml serum) dogru
klglUk de olsa bir artis s6z konusudur. Belki bu artis canlinin uzun inaktif
periyoduna hazirlik amagcli olabilir. Zira redoks homeostasisi saglamak igin
canlilar enzim gibi bir takim endojen ve vitamin gibi egzojen antioksidant
bilesikler kullandiklari  bir koruma ve detoksifikasyon sistemi ile
evrilmislerdir [144;145].

Cevresel faktorlerin tetikledigi oksidatif stres kosullarinda, GST gibi
antioksidan enzimlerin ifadesini ve aktivitesini dederlendirirken alan,yas,
esey, genetik yatkinlk, parazitlik, beslenme rejimi ve maruz kalma duzeyi,
organizmanin  koruyucu yanitinda onemli faktorlerdendir [76].
Meksika’daki iki bodlgede calisilan kertenkele (Sceloporus spp.)
orneklerinden elde edilen sonuglar, pestisit kullaniminin yogun oldugu
yerlerde GST aktivitesindeki artisi gdstermistir [146]. Kertenkeleleri,
surtiingen ekotoksikolojisi calismalarinda model olarak degerlendiren bir
¢alisma, biyobelirte¢ olarak degerlendirilen vicut kondisyon indeksi,
standart metabolik aktivite, lipit peroksidasyonu, parazitlilik gibi faktorlerin
enzim aktivitesini etkileyebilecegi one surulmustur [147]. GST aktivitesi
Uzerine yapillan bu calismada ele aldigimiz parametrelerden vicut
bayukligu, esey tipi ve kene varligi gibi faktorler de kara
kaplumbagalarinin verdigi yanitlar etkileyici olmustur. Bu etkilerden vicut
bayukligu ve kene varhgr aylara goére de anlamhdir. Ornegin
hibernasyondan giktiktan sonra ¢iftlesme igin tikettikleri enerjiyi yerine

koyarken beslenmesine baglh olarak karapas uzunlugunu artirip, bu
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5)

6)

7)

sayede kondisyon faktorunu dengeleyen kara kaplumbagalarindaki enzim
aktivitesindeki dalgalanma ortaya gikmis olabilir. Ozellikle Temmuz ayinda
Nar Vadisindeki kaplumbagalarda kene varligi (%80) , Kaplumbaga
Vadisine (%46) gobre neredeyse iki katinda olmasi, canhnin verdigi
oksidatif stres yanitinin ylksek olmasina katkida bulunmus olabilir
(p<0,05) (Sekil 3.24.).

Genel olarak disi bireyler, erkek bireylere kiyasla daha aktiftirler. Erkek
bireylerin ise ancak ciftesme dénemlerinde gérece daha aktif oldugu
goralur [1]. Dolayisiyla erkeklerin antioksidan mekanizmalari harekete
gecgirme hizi daha dusuk olmasi da muhtemeldir. Bu nedenle erkeklerdeki
(0,066 umol/dk/ml serum) total GST aktivitesi, disilere gére daha dusuk
seviyede olabilir (0,104 pmol/dk/ml serum) (Sekil 3.24.).

GST nin kimyasal kirliligi gdozlemek icin kara kaplumbagalarinda da tipki
baliklar ve yesil deniz kaplumbagalarinda onerildigi gibi yararli bir
biyobelirte¢ olabilecedini sdyleyebiliz [148;149].

GR enziminin aktivitesinin degerlendiriimesinde de “alan” ve “ay” faktorleri,
GST gibi istatistiksel olarak anlamlidir (Tablo 3.16.). Salyangozlar (Helix
aspersa) ile yapilan calismada salyangozlarin kisa donemli estivasyon
periyodunda bir degisiklik gdzlenmezken, bizim ¢alismamizda aylar arasi
dalgalanma c¢ok daha belirgin ortaya cikmistir (Sekil 3.27.) [150].
Hibernasyondan c¢ikan kara kaplumbagalari olduk¢a ylksek bir GR
aktivitesi Uretirken, tarimsal aktivitenin yogun oldugu Temmuz ayi diginda
da aktivitesinin dalgalandigi soylenebilir. Mayis ayinda duguse etken
olarak ciftlesme icin enerji metabolizmasini o ydne yonlendirme o6ne
cikarken, Agustos ayi yuksek estivasyon donemini takip eden Eylul ve
Ekim aylarinda GR aktivitesinin azalmasinda yil ici ikinci giftlesme donem
davraniglari ve hibernasyona giristeki hipometabolizmalari etken olmus
olabilir [151]. Berglund ve ark. (2007), kuslarda GR aktivitesindeki
dalgalanmayi, calistigi ortamdaki kirleticilerden olan kursun ve demire
baglamistir [152]. Dolayisiyla oksidatif stresin bu enzim Uzerine etkisi bu
tip kirleticilere yanit bigiminde olabilir. Ayrica Blahova ve ark. (2013), zebra
baliklarinda (Danio rerio) GR aktivitesindeki artisin atrazine maruz kalma

kaynakli olabildigini gostermigtir [153]. Nitekim yaptigimiz calisma ile
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kullanilan organik fosforlu insektisitlerin kara kaplumbagalarinda GR

aktivitesinde artisa neden olmus olabilecegini ifade edebiliriz.

GPx enziminde istatistiksel agidan (p<0,05) sadece “alan” faktérine bagli bir fark
oldugu saptanmigtir (Tablo 3.17.). GSH’1 GSSG’ye okside edip, hlcrelerdeki
peroksitleri indirgeyen GPx aktivitesi total olarak degerlendirildiginde Nar vadisi
bireylerinde (0,05 pmol/dk/ml serum), Kaplumbaga vadisi bireylerine (0,04
pmol/dk/ml serum) goére ylksek ¢ikmis olmasi sasirtici olmayacaktir (Sekil 3.29.)
[80]. Ancak bu etkinin gergcekten de “alan” kaynakli oldugunu belirtecek arastirma
sayisi henuz yeterli duzeyde degildir. Sadece Blahova ve ark. (2013), zebra
baliklarinda (Danio rerio) GPx aktivitesindeki artisin, bir bagka tip pestisit olan

atrazine maruz kalmadan kaynakli olabildigini gdstermistir [153].
3.2.2. Plazma ile 6l¢giimi yapilan esey hormonlari

Alan X ay baglaminda eseysel olarak istatiksel kargilastirma yapabilecek kadar
kara kaplumbagasi 6rneklemi olamadigindan,her iki calisma alanindaki bireyler
bir arada degerlendirilmistir. Nisan-Ekim 2012 tarihleri arasinda kara

kaplumbagalarinin gosterdigi mevsimsel dalgalanma $ekil 3.30 da gosterilmistir.

3500
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Nisan Mayis Haziran Temmuz Eylil Ekim

W 17B estradiol W Testosteron

Sekil 3.30.: Aylara gore esey hormonlari dizeyi
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Buna gore testosteron hormonu Mayis ve Temmuz ayinda artis gOsterirken;
estradiolun ise Haziran ve Ekim aylarinda seviyesi yukselmistir. Diger yandan
testosteron Haziran ve Ekim aylarina dogru azalmigken, estradiollin seviyesi yaz

ortasi donem olan Temmuz ayinda dusus gostermistir.

Ott ve ark. (1999), bulgularimiza benzer bicimde Gopher kaplumbagalarinda
(Gopherus  polyphemus) Temmuz doéneminde testosteronun artisinin
spermatogenez ile iligkili olabilecegini belirtmislerdir [154]. Mahmoud ve Licht
(1997) ise testosterondaki Haziran ayindaki dlisisin Temmuz ayina kiyasla
baskilanan testis konformasyonuyla ilintili oldugunu ifade etmiglerdir [155]. Bu
disus calisma alanlarindan elde ettigimiz sonuglarla uyumludur. Kara
kaplumbagalarinda sonbahar doneminde gozlenen spermatogenez ile Uretilen
spermler, sonraki yil aktif doneminde kullanildiklarindan Temmuz dénemindeki
artisin devaminda gozlenen Eylul ayr dusuk seviyesi ile Ekim ayinda gozlenen
nispi artis bu durumu agiklayabilir [1;36]. Bununla beraber plazma
testosteronundaki artis erkek kara kaplumbagalarinin teritorya korunumu,
agresiflik gibi genel aktivite davranisiyla da iliskilidir [156]. Calisma yaptigimiz
alanlardaki orta yaz donemi testosteron seviyesi artigini agiklamada bu

davraniglarin rolunin de oldugunu soyleyebiliriz.

Karasal bir tuir olan Gopher kaplumbagalarinda, Eylul ve Ekim aylarinda gézlenen
estradiol artisinin ge¢ yaz sonrasi dénem ile korele olan yumurtalik genislemesi
ve vitellogenesis ile uyumlu oldugu rapor edilmistir [154]. Ancak bazi deniz
kaplumbagalarinda ¢alismamiza zit bicimde estradiol seviyesi dalgalanmasi yillik
aktivitelerinde, kaplumbagalarin tek ya da c¢ok kulugcka dénem(ler)i ile iliskili
olabilir [157]. Kara kaplumbagalarinin dreme fenolojisine bakildiginda Haziran
ayina dogru artan estradiol seviyesinin yumurtlama ve kulugka olusturma ile
Temmuz ayi disusuyle de yumurtlama sonlanip, yumurta inkiibasyonu ile paralel
oldugu gorultr [39]. Bu bakimdan elde ettigimiz sonuglar anlamli ve canlinin

biyolojisi ile uyumludur.

Hem testosteron hem de estradiol igcin kara kaplumbagalarinin aktif
doénemlerindeki meteorolojik kosullar (ortalama sicaklik, nem, yagis, glineslenme
degerleri) degerlendirildiginde Agustos ayinda seyreden gorece yuksek sicaklik
deg@erlerinin canliyr yuksek estivasyona yonlendirmesi diginda bu degerler

mevsim normallerinde seyretmistir. Esey hormonlarinin poiklotermik canlilarda
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cevresel degisimlerden etkilendigi bilinmektedir [158]. Ancak saglikli
degerlendirmeler yapabilmek icin hem hormon dizeyi hem de c¢evresel

parametrelere ait uzun soluklu veri setlerine ihtiya¢ vardir.

Sonug olarak, tarimsal alan olan Nar Vadisi ve nispeten herhangi bir kirliligin s6z
konusu olmadigi Kaplumbaga Vadisinde yasayan kara kaplumbagalarinda,
pestisite maruz kalma ile birlikte BChE,CbE,GST,GPx ve GR enzim
aktivitelerinde artis gdzlenmistir. Bu enzimlerden 6rnegin CbE’ye g6z atildiginda,
enzimin 1-NA substrati ile etkilesiminin alandaki pestisit etkisini yansitmada
basarili oldugu sdylenebilir. Benzer sekilde BChE enzimi de dodadaki pestisitle
karg! karsiya kalma durumlarinda gosterdigi etkinlikle basarili bir biyobelirteg¢

olarak dugunulebilir.

Oksidatif stres enzimlerinin ise tek baslarina birer metabolik profil ifade etmesi
yeterince uygun olmadigindan, hep beraber degerlendirildiklerinde canlida

organik fosfat kirliligine verilen yanitlari anlamli kilan veriler sunmustur.

Ancak yasamlari uzun olan kara kaplumbagalarinda daha basarili ve anlamli
bilgilere ulagsmak i¢cin daha uzun donemli veriler toplanip, buna gore
degerlendirme yapmak fayda saglayacaktir. Yaptigimiz bu ¢alisma, bu anlamda

bir baglangi¢ arastirmasi olarak degerlendirilmelidir.
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