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Ozet

Bu calismada, yaygin olarak kullanilan iki ayr1 fungusitin (tebukonazol ve thiram) tarimsal
amacli olarak kullanimi sonucu neden oldugu toprak kirliliginin, hedef olmayan toprak
canlilar1 iizerindeki etkilerinin saptanmasi amaclandi. Bu amacgla fungusitlerin toprak
solucanlar1 (Lumbricus sp.) iizerine etkileri, biyokimyasal belirtegler kullanilarak izlendi. Her
iki fungusit icin iki ayr1 uygulama alani olusturuldu ve her uygulamadan sonra alanlardan 1.,
3., 5., 7. ve 10. giinlerde periyodik olarak toprak solucani ornekleri alindi. Alinan toprak
solucan1 Orneklerinde, mikrozomal bir enzim olan etoksiresorufin-O-deetilaz (EROD) ve
sitozolik enzimler olan glutatyon-S-transferaz (GST), karboksilesteraz (CaE) ve
asetilkolinesteraz (AChE) aktiviteleri saptandi.

Arastirma sonuglarimiz, kullanilan fungusitlerden tebukonazol’iin toprak solucanlari
lizerine thiramdan daha etkili oldugunu gostermektedir. Mikrokozm diizeyinde
degerlendirilen ekotoksikolojik etkilerin sonucunda biyobelirte¢ olarak secilen EROD, AChE,
GST ve CaE enzimlerinin uygun belirtecler oldugu sonucuna da varilmistir. Ayrica, kullanilan
pestisitlerin toprak kirliligine neden oldugu, toprakta hedef olmayan organizmalar agisindan

olumsuz etkilere yol agtig1 belirlenmistir.

Hnahtar Kelimeler: Tebukonazol, Thiram, Toprak solucani, Lumbricus sp., Toksik etki.



Assesment of Tebuconazole and Thiram’s Toxic Effects on Earthworm in a Field Study
Abstract

In this study, common pesticides; tebuconazole (as a fungucide) and thiram (as a fungucide)
were used to determine the effects on non-target organisms. For this aim, the effects of
selected pesticides on earthworm (Lumbricus sp.) were determined using selected biochemical
markers. The study area was divided into two regions. Earthworm samples were collected
from each application area at 1st, 3rd, 5th, 7th and 10th days after pesticide applications. The
earthworm samples were used to determine ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD),
glutathion-S-transferase (GST), carboxylesterase (CaE) and acetylcholinesterase (AChE)
activities from microsomal or cytosolic preparates.

Results also showed that, tebuconazole is more effective than thiram on earthworm. It
i1s also decided that, selected biomarkers EROD, AChE, GST and CaE are the suitable
enzymes to determine the effects of this kind of pesticide exposure in this ecotoxicological
microcosm study. The pesticides used in this study caused soil pollution and affects adversely

to these non-target organisms in the ecosystem.
Keywords: Tebuconazole, Thiram, Earthworm, Lumbricus sp., Toxic effect.
Giris

Diinya niifusunun artisina bagli olarak tarimsal {iretimi artirmak amaci ile zirai
ilaclarin bilingsizce kullanimi giderek artmaktadir. Diinya’daki karasal ve sucul ekosistemleri
ve bu eckosistemlerde yasayan canlilart tehdit eden en O6nemli sorunlardan biri, zirai
miicadelede kullanilan bu pestisitler ve diger kimyasallardir. Sentetik kimyasallar ve
pestisitler hedef olmayan canlilar1 olumsuz bir sekilde etkilemekte ve ekosistemin yapisini
bozmaktadir [1]. Cevreye birakilan kimyasallar, ekosistemin normal fonksiyonlarini kisa veya
uzun siireli olarak ve gegici ya da kalici sekilde degistirebilirler. Sonucta ekonomik, sosyal ve
cevresel kayiplara neden olurlar [2].

Ditiyokarbamatlar, pestisitlerin 6nemli bir smifin1 olustururlar ve memeliler icin
kismen gilivenli olduklarina inanildig1 i¢in, son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadirlar.
Thiram (tetrametilthiuram disiilfid) [bis(dimetiltiyokarbamil)disiilfid] tarimda ve bahge
bitkilerinde yaygin bir sekilde kullanilan genis spektrumlu sistemik olmayan bir fungusittir
[3]. Thiram yliksek dozlarda, alandaki kuslari, tavsanlari, kemirgenleri uzaklastiric1 etki

yapmaktadir. Ayrica, thiram, belirli antiseptik spreylerde ve medikal sabunlarda bakteriosit
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olarak ve insanda uyuz tedavisinde de kullanilmaktadir [4]. Thiram molekiiliiniin distilfid
baglar hiicresel proteinlerin, peptitlerin ve kofaktorlerin -SH gruplarinin oksidasyonundan
sorumludur [5]. Tebukonazol [(RS) - 1 - p- klorofenol — 4, 4-dimetil -3 - (1H - 1, 2, 4-triazol —
1 - ylmetil) pentan — 3 — ol], meyvecilikte ve sebzecilikte hastaliklarin kontroliinde yaygin bir
sekilde kullanilan genis spektrumlu triazol grubu bir fungusittir. Tebukonazole kismen yeni
bir fungusit olmasina ragmen, topraktaki hedef olmayan organizmalar iizerine etkileri ile ilgili
sinirli sayida ¢alisma vardir [6]. Bu fungusit, fungal sitokrom P450 (CYP450) enzimlerine
daha fazla affinite gosterir ve CYP450 monooksigenaz siiper ailesine dahil CYP51 tarafindan
katalizlenen funguslardaki sterol 14a-demetilasyon reaksiyonunun potansiyel inhibitoriidiir
[7.8].

Tarimda kullanilan bu pestisitlere kaginilmaz olarak hedef olmayan organizmalarin da
maruz kalmasi nedeniyle, bircok faydali tiir ve onlarin aktivitelerinde istenmeyen etkiler
meydana gelebilir [9]. Pestisitlere maruz kalmanin degerlendirilmesi, hedef olmayan
organizmalar {izerine toksik maddelerin potansiyel etkilerinin anlasilmasint saglar [10].
Toprak solucanlar1 topraktaki bir¢cok biyolojik siireci ve topragin fiziko-kimyasal yapisini
onemli diizeyde etkilerler. Toprak kirliliginin ekotoksikolojik olarak degerlendirilmesinde
yaygin bir sekilde kullanilan 6nemli indikator tiirler olup, ayni zamanda Avrupa Birligi
tarafindan hazirlanan ¢evresel korumaya yonelik yonergede (AB, 1107/2009) 6nemli bir test
organizmasi olarak kabul edilmistir. Pestisitlere maruziyetten sonra diger organizmalarda
oldugu gibi toprak solucanlarinda da biyotransformasyon ve detoksifikasyon mekanizmalari
indiiklenir. ~ Glutatyon-S-transferaz, esteraz veya CYP450 gibi detoksifikasyon
mekanizmalarinin daha hizli uyarilmast ya da daha yiiksek diizeyde ekspresyonlari,
pestisitlerin etkisini azaltmada rol oynarlar. Bu mekanizmalar sadece hedef organizmalarda
degil ayn1 zamanda hedef olmayan organizmalarda da pestisitlere karsi tolerans saglar [11].

Bir¢ok c¢alisma, toprak solucanlarinin yasamasi, gelismesi, liremesi, metabolizmast,
enzim aktiviteleri ve sinir sistemi {izerine organofosforlu, organoklorlu ve karbamat
pestisitlerin baskilayict etkilerini gdstermektedir [12]. Ancak c¢alismamizda kullandigimiz
triazol grubu bir fungusit olan tebukonazol’iin etkisi ile ilgili sinirh sayida ¢alisma mevcuttur.
Bu ¢alismada, yoremizde kayisi yetistiriciliginde yaygin bir sekilde kullanilan fungusitler olan
tebukonazol ve thiram’in toprak solucanlar1 (Lumbricus sp.) izerindeki etkilerinin
gozlemlenmesi amaglandi. Bu pestisitlerin toksik etkilerinin saptanmasi amaci ile toprak

solucanlarindan Lumbricus cinsine ait organizmalar biyoindikatdr olarak segildi.
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Materyal ve Yontem
Calismada Kullanilan Pestisitler ve Uygulama

Bu calismada bir kayist bahgesinde sezonluk olarak yapilan pestisit uygulamasi goz
onilinde bulundurularak iki ayr1 alanda iki ayr1 pestisit uygulamasi yapildi.

Uygulama alanlarindan birine triazol grubu foliar bir fungusit olan tebukonazol, ((RS)
- 1 - p-klorofenil - 4, 4-dimetil - 3 - (1H - 1, 2, 4-triazol - 1 - ylmetil) pentan - 3 - ol)
uygulandi. Kullanilan tebukonazol igeren pestisit, Folicur WP 25 ticari adi ile Bayer-Tiirk
tarafindan iretilmektedir. Calisma alanina adi gecen pestisit, 250 L su icerisinde 150 gr
olacak sekilde uygulandi. Diger alana ise, bir ditiyokarbamat fungusit olan Thiuram veya
thiram (tetrametilthiuram disiilfid) uygulandi. Kullanilan thiram (TMTD) iceren pestisit,
Pomarsol Forte 80 WG ticari ad1 ile Bayer-Tiirk tarafindan iiretilmektedir. Calisma alanina

ad1 gecen pestisit 250 L su igerisinde 500 gr olacak sekilde uygulandi.
Toprak Solucami Orneklerinin Saglanmasi

Inonii Universitesi Yerleskesi smirlarinda bulunan kayisi bahgesinde her bir fungusit
icin iki ayr1 uygulama alani olusturuldu. Uygulama alanlarindan, mevsimlik zirai ilaglama
donemi baglamadan once kontrol grubunu olusturacak toprak solucani ornekleri alindi.
flaglama déneminden dnce alman bu &rnekler, yapilan iki uygulama igin ortak bir kontrol
grubu olarak degerlendirildi.

Toprak solucanlarinda tiir diizeyinde yapilan siniflandirmanin giigliigii ve yurdumuzda
bu tiir caligmalarin heniliz yapilmamis olmasi nedeniyle, toplanan orneklerin tiir yerine cins
diizeyinde ifade edilmesinin daha dogru olacagi kanaatine varilmistir. Bu nedenle
calismamizda kullanilan toprak solucanlari iilkemizde de yaygin olarak bulunan Lumbricus
sp. olarak ifade edildi.

Iki ayr1 pestisit uygulamasindan sonra, periyodik olarak (uygulamadan sonraki 1. 2. 3.
5.7.ve 10. giinlerde) her bolgeden istatiksel olarak analiz yapmaya uygun sayida olmak iizere
10 adet ve ortalama olarak 1,5 gr agirhiginda toprak solucani ornekleri toplandi. Toprak
solucani ornekleri, icinde nemli bahge topragi bulunan cam kavanozlar i¢ginde olduk¢a ¢abuk
bir sekilde laboratuvara tagindi. Laboratuvara getirilen 6rnekler, iizerlerindeki kat1 partikiiller
distile su ile uzaklagtirildiktan sonra tek tek aliiminyum folyoya ile sarilarak paketlendi ve

homojenizasyon islemine kadar — 80 °C’de muhafaza edildi.
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Toprak Solucan1 Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Toprak solucanlar1 homojenize edilmeden Once, Ornekler buz iizerinde ¢oziilmeleri
igin brrakildi ve aliiminyum folyolardan alinarak tartildi. Orneklerin tartimindan sonra,
iizerlerine agirliklarinin 4 kati hacimde (w/v) sogutulmus homojenizasyon tamponu (pH 7.4,
0.1 M potasyum fosfat tamponu iginde; 0.1 M KCl, 0.15 M EDTA, 1 mM DTT ) eklendi. Bu
islemin ardindan Ornekler, buz igerisinde politron homojenizatdorde (Ika Instruments,
Germany) 18.000 rpm devirde 30 sn siire ile parcalandi. Calismalarin tiim agamalarinda
ornekler buz igerisinde korundu.

Homojenizasyon sonrasi sitozolik enzimlerin (GST, AChE, CaE) eldesi amaci ile elde
edilen homojenatlarin 1/10’u alarak eppendorf tiiplerine aktarildi. Homojenat 4 °C’de
16.000 xg devirde 20 dakika siire ile santrifiij edildi. Santrifiijj sonrasi elde edilen
supernatantlar temiz ependorf tiiplerine alinarak enzim aktiviteleri Olgiiliinceye kadar — 80
°C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

Homojenatin geriye kalan kismi mikrozom eldesi i¢in kullanildi. Homojenatlar
ultrasantrifiij tiiplerine alinarak, uygun miktarda potasyum fosfat tamponu eklendikten sonra,
ilk asamada 10,000 rpm’de 4 °C’de 20 dakika siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan
slipernatantlar baska ultrasantrifiij tiiplerine alindi ve yine uygun miktarda potasyum fosfat
tamponu eklendikten sonra 30,000 rpm’de 4 °C’de 60 dakika siire ile santrifiij edildi. Daha
sonra ise, santrifiij sonrast olusan supernatantlar atilarak, elde edilen pellet tiiplin i¢inde
dikkatlice topland1 ve cam-teflon homojenizatérde 30 sn siire ile potasyum fosfat tamponu
icerisinde tekrar siispanse edildi. Bu siispansiyon ikinci kez 30,000 rpm’de 4 °C’de 60 dakika
stire ile santriflij edildi. Son olarak elde edilen pellet bir spatiila yardimi ile toplandi ve
baslangigtaki gercek agirligi kadar 1/1 (w/v) oraninda saklama tamponu (20 ml gliserol + 80
ml homojenizasyon tamponu) kullanilarak silispanse hale getirildi ve mikrozomal EROD

aktivitesi dlgtiliinceye kadar — 80 °C’de derin dondurucuda saklandi.
Enzimatik Cahsmalar

S16 fraksiyonlarinda GST, AChE ve CaE enzimleri spektrofotometrik yontem
kullanilarak UV/Vis mikroplaka okuma sistemi (Molecular Devices, Versamax, USA)
yardimi ile 96 ¢ukurlu mikroplakalarda 6lgiildii. Ayni cihaz tiim sitozolik ya da mikrozomal
orneklerdeki toplam protein miktarlarinin tayini amaci i¢in de kullanildu.

Mikrozomal EROD aktivitesinin tayini i¢in 96 ¢ukurlu mikroplakalarda mikroplaka

okuyuculu spektrofluorometre (Molecular Devices Corp., Gemini XS) kullanilarak aktivite
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tayini yapildi. Tiim enzim aktivitelerinin tayini i¢in her seferinde en az ii¢ tekrarli okuma
yapilarak, okuma degerleri kaydedildi.

Ayn1 ornekler icin elde edilen absorbans degisim degerleri arasinda %10’dan daha
yiiksek korelasyon farki bulunanlar i¢in okuma islemi tekrar edildi.

S16 fraksiyonlarinda CaE aktivitesini belirlemek amaci ile 6nerilen spektrofotometrik
yontem mikroplaka okuyucu sisteme uyarlandi. Aktivite tayininde 50 pM  %96’lik etanol
icinde hazirlanan paranitrofenol asetat (PNPA) substrat olarak kullanildi [13,14]. Bu amagla 5

uL ornek ve 250 uL, 0.05 M Trizma pH 7.4 tamponu kuyucuklara pipetlendi ve 25 °C’de 3

dakika on inkiibasyona birakildi. Daha sonra, son konsantrasyon 0.5 mM olacak sekilde 5 uL

p-nitrofenolasetat kuyucuklara ilave edildi ve 2 dakika siireyle 405 nm’de OD okumasi
yapildi. Kor olarak distile su kullanilda.

S16 fraksiyonlarinda GST aktivitesini belirlemek amaci ile mikroplaka okuyucu
sistem kullanildi. Subsrat olarak, %96’lik etanol i¢cinde hazirlanan 150 mM 1-kloro 2-4
dinitrobenzen (CDNB) kullanildi. Reaksiyonda kofaktor olarak rediikte glutatyon (0.002 M)

kullanild1 [15]. Mikroplaka kuyucuklarina sirasi ile 10 pL siipernatant, 100 uL fosfat

tamponu (0.1 M, pH 7.4) + 100 uL GSH karisim1 ve son olarak 10 uL CDNB pipetlendi.

Karisim mikroplaka okuyucu sisteme yerlestirildikten sonra 15 sn siire ile karigtirildi ve 25
°C’de 2 dk siire ile 344 nm’de absorbans degisimi kaydedildi.

S16 fraksiyonlarinda AChE aktivitesi spektrofotometrik yontemle tayin edildi. Enzim
aktivitesi Olgiimiinde 0.0417 M asetiltiyokoliniodid (ACTI) substrat olarak kullanildi.
Meydana gelen renk degisimine bagli olarak iirlin olusumunun saptanmasi i¢in, 412 nm’de
okuma yapildi. Toprak solucani homojenatlarindan elde edilen supernatantlardan mikroplaka
cukurlarina 10 pL pipetlendi. DTNB (Aldrich, USA) 0.00404 M olacak sekilde trizma
tamponu kullanilarak (pH 8.0; 0.1 M) hazirland1 [16]. Reaksiyon karigimina 200 pL trizma
tamponu (0.1 M; pH 8.0) ve son konsantrasyonda 9,39x10° M olacak sekilde DTNB
pipetlendi. Karisim mikroplaka okuyucuya yerlestirildi ve 10 saniye karistirildiktan sonra 25
°C’de 1 dk siire ile absorbans degisimi kaydedildi.

Toprak solucani Orneklerinden elde edilen mikrozomal EROD aktivitesi tayini
amaciyla bir flourospektrometre (Molecular Devices Corp., Gemini XS) kullanildi. Enzim
aktivitesinin saptanmasi i¢in Ex: 530, Em:586 dalga boylarinda 10 dk siireyle okuma yapildu.
Okuma islemlerinde diiz tabanli siyah 96 ¢ukurlu mikroplaka (Grainer, USA) kullanildi. Bu

amacla, 20 pL ornek ii¢ tekrarli olarak mikroplakaya pipetlendikten sonra (kor olarak fosfat

tamponu kullanild1), 220 pL 0.1 M potasyum fosfat tamponu (pH 7.4) pipetlendi. Daha sonra
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20 pL 50 uM etoksiresorufin ilave edildi. Son olarak 5 uL 10mM NADPH eklendi ve okuma
yapildi [17, 18].

Total Protein Tayini

Toprak solucan1 orneklerinde total protein miktar1 Bradford yontemine gore,
mikroplaka okuyucu sistemi (Molecular Devices Corp., Versamax) kullanilarak tayin edildi.
Supernatant Ornekleri 1/20, mikrozom Ornekleri ise 1/10 oraninda distile su ile
sulandirildiktan sonra, sulandirilmis drneklerden 5 pL mikroplakalara pipetlendi. Uzerlerine
250 pL Bradford reagent eklendi. Mikroplaka sistemde 15 sn calkalandiktan sonra, reaksiyon
karisimi oda sicakliginda 15 dk siireyle karanlikta inkiibe edildi. Renk degisimine bagl olarak
absorbans degisimi 595 nm dalga boyunda o6l¢iildii [19]. Her 6rnek i¢in protein tayini
amaciyla okuma ii¢ tekrarl olarak yapildi. Elde edilen degerler BSA standart egrisi degerleri
ile karsilastirilarak, 6rneklerdeki total protein degerleri bir paket programi (Slide) kullanilarak
hesaplandi. Son olarak sulandirim fakt6rii géz oniinde bulundurularak siipernatantlardaki total
protein degerleri hesaplandi. Elde edilen total protein degerleri, spektrofotometrik okuma
degerlerine gore hesaplanan sitozolik ya da mikrozomal enzim aktivitesi degerleri

kullanilarak, spesifik aktivite degerlerinin hesaplanmasinda kullanildu.
Istatistiksel Analiz

Arastirma verilerimiz istatistiksel paket program (SPSS for Windows) kullanilarak
degerlendirildi. Degiskenlerimiz ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi. Verilerimizin
normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro wilk testi ile saptandi (p<0.05). Bu nedenle
gruplarin enzim aktivitesi yOniinden karsilastirilmas1 Kruskal-Wallis varyans analizi ile
yapildi. Gruplarin ikili (grup i¢i) karsilastirilmasinda Bonferroni Mann-Whitney U testi
kullanildi.

Sonuclar ve Tartisma

Malatya yoresinde kayisi yetistiriciliginde en fazla tercih edilen ve bu nedenle
calismamizda da kullandigimiz pestisitler, fungusit olarak kullanilan kimyasal ajanlardir. Bu
amacla sec¢ilmis olan tebukonazol ve thiram’in toprak solucanlarinin GST, AChE, CaE ve
EROD enzim aktiviteleri lizerinde zamana bagh olarak cesitli degisimlere neden olduklar1 bu
calisma ile saptandi.

Tebukonazol uygulanan alandaki toprak solucanlarinda 10 giin siire ile gdzlenen

enzimi aktivitelerindeki degisimler Tablo 1’de verilmistir. Tebukonazol uygulamasi
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sonrasinda, AChE enzim aktivitesinde 6zellikle 3. ve 10. giinlerde 6nemli artiglar gozlendi ve
bu farkliliklar kontrol grubu ile karsilastirildiginda da istatistiksel olarak 6nemli bulundu
(p<0.01). Benzer sekilde EROD aktivitesinde de 1. ve 5. giinlerde gbzlenen artiglar
istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.01). GST enzim aktivitesinin ise inhibe oldugu
gozlendi ve dzellikle 5. ve 7. giinlerdeki inhibisyonlar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak onemli diizeyde bulundu (p<0.01). Bunlara karsin, CaE enzim
aktivitesinde 5. ve 7. giinlerde ise bir inhibisyon gozlendi ancak bu inhibisyonlar istatistiksel

olarak 6nemli diizeyde bulunmadi (p>0.01).

Tablo 1. Tebukonazol uygulanan alandaki toprak solucanlarinda enzim aktivitelerinde
(AChE, GST ve CaE i¢in nmol/dk/mg protein + standart hata; EROD ig¢in i¢in pmol/dk/mg

protein + standart hata) 10 giin siire ile gbzlenen degisimler

Giin n AChE EROD GST CaE
Kontrol 20 30.049.1 808.85+49.053 59.745.3 903.4£100.5
1. 10 22.5+2.1 1769.36+225.147* 49.4+3.4 719.6+40.0
3. 10 85.3+34.1* 188.77+£29.183* 52.3+2.4 809.1+131.7
5. 10 55.1£32.2 2525.35+395.048* 28.5+1.6* 592.5+182.4
7. 10 64.6£22.7 419.63+56.146* 38.9£1.7* 940.3+£129.0
10. 10 134.8+41.1* 421.25+£152.352 50.0+8.3 1315.4+245.7

* Kontrol grubu ile karsilastirildiginda farklilik istatistiksel olarak dnemli bulundu (p<0.01).

Thiram uygulanan alandaki toprak solucanlarinda 10 giin siire ile gézlenen enzim
aktivitelerindeki degisimler Tablo 2’de verilmistir. Thiram uygulamasi sonucunda toprak
solucanlarinin  AChE, EROD ve CaE enzim aktivitelerinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda cesitli degisimler gozlenmesine ragmen bu degisimler istatistiksel olarak
onemli olmadig1 saptandi (p>0.01). Sadece GST enzim aktivitesinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 7. glinde artis gozlendi ve bu artis istatistiksel olarak onemli diizeyde

bulundu (p<0.01).
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Tablo 2. Thiram uygulanan alandaki toprak solucanlarinda enzim aktivitelerinde (AChE,
GST ve CaE i¢in nmol/dk/mg protein + standart hata; EROD i¢in pmol/dk/mg protein +

standart hata) 10 giin siire ile gdzlenen degisimler

Giin n AChE EROD GST CaE
Kontrol 20  30.0+9.1 808.85+49.053 59.7£5.3 903.4£101.0
1. 10 37.7£7.1 760.17+218.695 87.5+14.0 744.5£103.8
3. 10 23.849.1 597.53+81.500 37.1+£14.0 510.1£133.1
S. 10 36.3+54 397.54+83.676 82.8+11.5 655.7£113.8
7. 10 44.3+8.6 316.81+82.342 88.8+4.3* 581.9+48.3
10. 10 51.1+13.8 512.82+195.103 85.1+9.3 612.8+53.3

* Kontrol grubu ile karsilastirildiginda farklilik istatistiksel olarak dnemli bulundu (p<0.01).

Calismalar erken bahar aylarindan itibaren basladigindan, her pestisit uygulamasi
yagigsiz bir havada yapilmasina ragmen, uygulamadan sonraki 24-48 saatlik zaman
dilimlerinde bolgede gozlenen yagislar, pestisitlerin yikanma sonucunda topraga daha hizli
karigmasina ya da topraktan yikanarak uzaklagsmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Bunun
sonucunda kullanilan pestisitlerin gézlenen etkisinin beklenen sonuglardan daha farkh
oldugunu ifade edebiliriz. Ayrica, farkli pestisit uygulamalarina baglh olarak, secilen enzim
aktivitelerinde gozlenen degisimlerin bir nedenin de calisma alanina uygulama déneminden
bir onceki sonbahar aylarinda uygulanmis olan sentetik giibreleme oldugu diisiiniilmektedir.
Alanda yapilan giibrelemenin de kullanilan pestisitler ile birlikte, toprak solucanlar lizerinde
etkili oldugu diisiinlilmektedir. Bunlarin disinda alan calismalarina kiyasla, laboratuvar
calismalarinda madde maruziyeti hem daha hizli hem de daha fazla oldugu i¢in biyokimyasal
belirteclerin daha fazla etkilendigi rapor edilmistir [20].

Tebukonazol uygulamasinda GST enzim aktivitesinde kismi inhibisyon saptanmasina
ragmen, bunun tebukonazol’iin sitokrom P450 enzimlerine daha yiiksek affinite gostermesi
[8] ve hava sartlarindaki farkliliklardan meydana geldigi tahmin edilmektedir. Thiram
uygulamasina bagl olarak GST aktivitesinin kismen indiiklendigi goriilmektedir. Yapilan
bazi caligmalarda pestisitlere karsi GST enzim aktivitesinin mezokozm ve laboratuvar
caligmalarina kiyasla, alan calismalarinda daha az indiiklendigi bildirilmektedir [21,22].
AChE, o6zellikle organofosforlu ve karbamat pestisit toksisitesinin uyarilarini hizli bir sekilde
gosterdigi i¢in, yaygin olarak kullanilan bir biyokimyasal belirtegtir [23]. Buna karsilik, ¢esitli

calismalarda kullanilan pestisitlerin arazi kosullarinda AChE enzim aktivitesi iizerine bir
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etkisinin olmadig1 da bildirilmektedir [21]. Faz I detoksifikasyon enzimlerinden olan CaE
aktivitesinde tebukonazol uygulamasi sonucunda énemli bir artig saptanmistir. Ancak, thiram
uygulamas:1 sonucunda CaE enzim aktivitesinde bir baskilanma saptanmistir. Bu aktivite
baskilanmasinin sebebinin, pestisitlerin CaE enzimi i¢in alternatif fosforilizasyon alanlari
olabilecegini akla getirmektedir. Yapilan bir ¢alismada pestisitler i¢in alternatif fosforlizasyon
alanlar1 olduklarindan dolayi, CaFE’lerin veya B-esterazlarin inhibisyonunun, kolin
esterazlardan daha hizli oldugu rapor edilmektedir. Bu nedenle CaE enziminin pestisit
maruziyetine karsi kolin esterazlardan daha duyarl bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi de
bildirilmektedir [24]. Arastirmanin sonucunda elde edilen bulgularda bu calisma i¢in CaE
aktivitesinde gozlenen degisimlerin iyi bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi goriisiinii
desteklemektedir. Sitokrom P450 enzim sistemi igerisinde yer alan ve Faz I detoksifikasyon
enzimi olan EROD (Sitokrom P4501A) aktivitesi, endiistride ve tarimda kullanilan PAH’lar,
PCB’ler, dioksinler ve pestisitler gibi bircok dnemli organik kimyasal tarafindan indiiklenir ve
bu tipteki kirleticiler igin bir biyobelirte¢ olarak kullanilirlar [25,26]. Calismamizda da
literatiire paralel olarak, tebukonazol uygulamasi sonucunda, bu pestisitlerin EROD enzim
aktivitesi lizerinde 6nemli diizeyde indiikleyici etki gosterdigi saptanmistir. Ancak thiram
uygulamasi sonucunda, kismen inhibisyon gozlenmesine ragmen, EROD aktivitesi iizerine
istatistiksel olarak 6nemli bir etki saptanmadig1 goriilmektedir.

Sonug olarak, g¢evremizde zirai miicadelede kullanilan birgok kimyasal madde,
ekosistemde cesitli olumsuz etkilere yol agmaktadir. Bu etkiler kullanilan kimyasallarin
yapisina, uygulama sekline, dozuna ve hedef organizmaya gore degisebilir. Sonug itibariyle
bu kimyasallar ¢esitli tiirleri olumsuz etkileyerek ekosistem dengelerinin, insan ve g¢evre
sagliginin bozulmasina yol acabilirler. Karasal ekosistemin 6nemli organizmalarindan biri
olan toprak solucanlar iizerinde ortaya cikabilecek bu olumsuz etkiler, bir¢ok canlinin da
bundan olumsuz etkilenmesine ve bu organizmalarin asil iglevlerini yerine getirememeleri ile

birlikte zamanla tarimsal verimin de azalmasina yol agacaktir.
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