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Oz: Bu ¢alismada emamektin benzoat’m Oreochromis niloticus’da AChE aktivitesi iizerine etkileri arastirilmustir. Baliklar 110 ve 220
png/L emamektin benzoat’in etkisine 96 saat ve 14 giinliik siirelerle birakilarak beyin, karaciger ve bobrek dokularinda asetilkoinesteraz (AChE)
aktiviteleri belirlenmistir.

Emamektin benzoat’a maruz birakilan O. niloticus'un beyin, karaciger ve bobrek dokularinda asetilkoinesteraz (AChE) enzim
aktivitesi kontrol degerleriyle ile karsilagtirildiginda 6nemli degisiklikler belirlenmistir. Emamektin benzoat’a maruz birakilan O. niloticus'un
beyin, karaciger ve bobrek dokularinda AChE aktivitesi kontrol degerleriyle ile karsilagtirildiginda tiim siirelerde azaldig1 belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Emamektin benzoat, Oreochromis niloticus, asetilkoinesteraz, AChE, toksisite

Determination of Toxic Effects of Biopesticide Emamectin Benzoate in the
Tissues of Oreochromis niloticus by Acetylcholinesterase Enzyme Activity

Abstract: In this study, the effects of emamectin benzoate on the AChE activity in Oreochromis niloticus were investigated. Fishes
were exposed to 110 and 220 pg / L of emamectin benzoate for 96 hours and 14 days to determine acetylcholinesterase (AChE) activities in
brain, liver and kidney tissues.

They were significant changes in acetylcholinesterase (AChE) activities in brain, liver and kidney tissues of O. niloticus exposed to
emamectin benzoate compared to controls. AChE activity in brain, liver and kidney tissues of O. niloticus, was reduced in all periods when
compared to control values.

Keywords: Emamectin benzoate, Oreochromis niloticus, acetylcholinesterase, AChE, toxicity.
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GIRiS

Endistriyel ve tarimsal aktiviteler akuatik
ortamdaki kontaminantlarin artisinda en 6nemli rolil
oynamaktadir. Bu ylizden bu kontaminantlarin toksik
etkileri; suyun kalitesinin bozulmasina ve insan sagliginda
olumsuz etkilere neden olmaktadir. Sayisiz kontaminant
kaynaklarindan biri de pestisitlerdir. Pestisitler toksik
kimyasallarin genis bir gurubundan sorumludurlar ve
zararlilarin ~ kontroliinde genis bir kullanim alanina
sahiptirler (Kavitha & Rao, 2007). Tarimda verim ve
kaliteli icin kullanilan pestisitler, toksik
bilesiklerin biiyiikk smiflarindan biri olarak dikkati
¢ekmektedir (Matos vd., 2007). Son yillarda pestisitlerin
kontrolsiiz kullanimi ekosistem iglevlerinde bozulmalara ve
toksisiteye neden olmustur.

Tarimsal ve endiistride kullanilan pestisitlerin asir1
derecede iiretilmesi bu alanlarda pestisitlerin kullanimini
arttirmis ve sonugta akuatik ortamin yiiksek derecede
kontaminasyonuna neden olmustur. Tarimsal faaliyetler
sonucunda yiizeysel sularin akislariyla ve yeralti drenaji ile
temiz su kaynaklarina pestisitlerin  kontaminasyonu
olmaktadir (Tavakol, 2007).

Pestisitler, sentetik olarak {iretildigi gibi dogal
kaynaklardan da elde edilebilmektedir. Emamektin benzoat,
orijinali  semi-sentetik avermectinlerin  Streptomyces
cinsinin Streptomyces avermitilis iiyesi tarafindan toprakta
fermentasyonu sonucu iiretilmektedir (Roberts & Hutson,
1999). Emamektin benzoat (EMB; [(4”R)-4-deoxy-4"-
(methylamino) avermectin B; benzoate]) insektisitlerin

trin  alim

kontrolii i¢in gelistirilmis bir makrosiklik laktondur
(Mushtaq vd., 1996). Nematod ve arthropodlarda
avermectinler sinapslar ve kas hiicrelerinde spesifik

glutamat kapli anyon kanallarin1 agar ve bunun sonucunda
klor iyonlarmin girisi artar (Roberts & Hutson, 1998). Bu
hiicreyi hiperpolarize eder néromuskiiler son plakanin esik
degerinin Otesinde depolarizasyonu onler (Davies &
Rodger, 2000). Emamektin benzoat nérotoksik ozelliklere
sahiptir ve eklembacaklilarda alindiktan sonra ¢ok
etkilidirler (Roberts & Hutson, 1998).

Asetilkolinesteraz  (AChE; EC 3.1.1.7), gesitli
baliklarda ¢evresel kirleticilerin 6nemli bir biyomarkiridir
(De la Torre vd., 2000; Moraes vd., 2011; Richetti vd.,
2011). AChE, asetilkolinin, sinaptik bosluktaki kolin ve
asetata hidrolizini katalize eden bir enzimdir. AChE
norotransmiter asetilkolinin inaktivasyonundan sorumlu bir
enzimdir (Matsuda vd., 2005; Tan vd., 2007; El Hassani
vd., 2008). Asetilkolinin (ACh) diizeylerinin korunmasinda
sorumlu reaksiyon, iki kolinesteraz (ChE):
asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE; EC
3.1.1.8) tarafindan katalize edilmektedir (Richetti vd.,
2011).

Bu aragtirmada, emamektin benzoat’in O.
niloticus’un beyin, karaciger ve bobrek dokularinda
Asetilkolinesteraz  (AChE) enzim aktivitesi {izerine
etkisinin belirlenmesi amaglanmastir.
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MATERYAL ve METOT

Deney hayvani olan Oreochromis niloticus
baliklari Cukurova Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
yetistirme havuzlarindan alinmistir. Laboratuvara getirilen
deney hayvanlari dinlendirilmis musluk suyu igeren ve
merkezi sistemle havalandirilan cam akvaryumlarda
(40x120x40cm) igerisinde laboratuvar kosullarma 2 hafta
uyumlar1  saglanmistir.  Suyun  Ozellikleri:  sicaklik
20.5+0.68°C, ¢oziinmiis oksijen 6.51+0.55 mg/L, alkalinite
238+£2.64 mg/L CaCOs, toplam sertlik 256+9.68 mg/L
CaCOs, pH 7.61+0.3. Laboratuvar sicakligr 21+1 °C de
tutulmus ve 12 saat aydinlatma periyodu uygulanmistir.

O. niloticus’da emamektin benzoat’in 96 saatlik
LCso degerinin belirlenmesi OECD No. 203 rehberiyle
(OECD, 1992), semi-statik  sistem  kullanilarak
yiiriitilmiigtiir. 10 farkli  nominal  konsantrasyon
uygulanmistir ve kontrol akvaryumuna gore 24, 48, 72 ve
96 saat gdz Oniine alinarak 6liim oranlari kaydedilmistir. 96
saat LCsy degerinin belirlenmesi probit analiz metodu ile
yapilmistir (Finney, 1971).

Deneylerde 40x40x40 cm boyutlarinda 3 cam
akvaryum kullanilmistir. Akvaryumlarin her birine 45L su
icerisine 8 adet balik toplamda 24 adet balik kullanilmistir.
3 akvaryumdan birincisi kontrol, ikincisi emamektin
benzoat’mn LCsy degerinin %4 (220 pg/L) ve iglincii
akvaryum ise emamektin benzoat’m 1/8 ’i (110 pg/L)
etkisine 96 saat ve 14 ginlik siirelerle birakilmistir.
Denemeler siiresinde sudaki toksikant derisimindeki
degisimleri en aza indirgemek Tlizere 24 saatte bir
degistirilmistir. Uygulanan toksikant derisimleri giinliik
olarak stok c¢ozelti seklinde hazirlanip her giin ayni saatte
uygulama yapilmigtir. Yerel Etik Kurul ilkelerine uygun
bir sekilde arastirma yapilmustir.

96 saat ve 14 giin siire sonunda her uygulama ve
derisimden 4 balik ¢ikarilarak beyin, karaciger ve bobrek
dokular1 buz iizerinde disekte edilerek ve serum fizyolojik
(%0.59 NaCl) ile yikanip temizlenerek tartilip Ornekler
biyokimyasal analizlere kadar -80 °C’de saklanmistir.
Biyokimyasal analizlerde kullanilan; beyin, karaciger ve
bobrek dokular1 2.5 mM ATP igeren PBS (fosfatla
tamponlanmis tuz ¢ozeltisi) tamponunda 1/10 agirlik/hacim
(w/v) oraninda homojenizatorde buz igerisinde 5 dakika
homojenize edilmis ve homojenat +4°C’de 16000 xg’de 20
dakika santrifiijlendikten sonra siipernatantlarda protein
miktar1 ile AChE enzim aktiviteleri belirlenmistir.

Bradford Yéntemi ile Protein Tayini: Bradford
yontemi, aminoasitlerin Coomassie brillant blue G-250
boyasina baglanmasiyla mavi renkli kompleks olugmasi
esasina dayanir. Renk alan ¢dzeltinin absorbanst 595 nm’de
Ol¢iiliir (Bradford, 1976).

Asetilkolinesteraz Yontemi: Asetilkolinin asetat
ile tiyokoline pargalanmasini, asetilkolinesteraz enzimi
katalizler. Tiyokolinin, DTNB ile tepkimesi sonucunda
olusan 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidin olusturdugu sar1 renkli
bilesigin 412 nm dalga boyunda Olgiilmesi temeline
dayanmaktadir (Ellman vd., 1961).
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Istatiksel Analiz: Deneylerden elde edilen
verilerin istatistik analizleri SPSS 22.0 programinda “One-
way ANOVA Duncan test, Student t test ve probit analizi”
kullanilarak p<0.05 6nem derecesinde belirlenmistir.

BULGULAR

O. niloticus’da emamektin benzoat’tn Akut
Toksisite Degeri: Akut toksisite deneylerinde emamektin
benzoat etkisinde 10 adet balikk, 10 farkli nominal
konsantrasyonlarin (200, 250, 350, 400, 500, 600, 800, 900,
1000, 1100 pg/L) etkisinde morfolojik olarak deride
koyulasmasi, dengesiz yiizme, hareketsiz kalma ve hizl
hareket etme go6zlenmis, 96 saat sonunda sirasiyla
uygulanan konsantrasyonlarda sirayla % (0, 0, 10, 20, 20,
30, 40, 50, 60, 70) balik olimii gergeklesmistir.
Konsantrasyonlarda her akvaryumda bulunan 10 balik ve
6len balik sayis1 kullanilarak probit analizi yontemi ile %95
giiven araliginda O. niloticus’da emamektin benzoat 96 saat
LCso degeri 880,058 pg/L olarak bulunmustur (Tablo 1).

45.233-193.661

Tablo 1. O. niloticus’da 96 saat siireyle denenen emamektin
benzoat konsantrasyonlarinin probit analizi ile degerlendirilmesi.

Lethal Maruz Birakilan . .
. Giiven Arahgi

Konsantrasyon Derisim

(%95)

(ng/L) (ng/L)
LCio 87 45.233-193.661
LCso 293 206.209-325.38
LCso 880 714.14-992.34
LCr 1087 938.87-1386.97

O. niloticus’da 96 saat ve 14 giin siirelerde beyin,
karaciger ve bobrek dokusu AChE aktivitesi {izerine
emamektin benzoat derisime ve zamana bagli etkileri
Cizelge 2, 3 ve 4’de verilmistir. Beyin, karaciger ve bobrek
AChE aktivitesinde 96 saat ve 14 giin siireler sonunda
denenen tiim ortam derisimlerinde kontrole gore dnemli bir
azalma belirlenmis ve bu azalmanin denenen tiim ortam
derisimlerin etkisinde istatiksel olarak 6nemli oldugu
belirlenmistir (Sekil 1; Tablo 2, 3, 4; p<0.05). 96 saatlik
siire sonunda emamektin benzoat diisiikk ortam derisiminde
karaciger ve bobrek kontrole grubuna gére AChE aktivitesi
sirastyla %54 ve %40 diizeyinde bir azalmanin oldugu
belirlenmistir.

O. niloticus’un belirli bir dokusunda AChE
aktivitesi iizerine emamektin benzoat siireye bagl etkileri
Cizelge 2, 3 ve 4’de verilmistir. Beyin AChE aktivitesi tiim
ortam derigimlerinde siireye bagli olarak istatiksel olarak
onemli bir azalma gostermistir (p<0.05). Karaciger AChE
aktivitesinde siireye bagli olarak emamektin benzoat tiim
ortam derisimlerinde bir artis gosterdigi belirlenmistir
(p<0.05). 96 saate oranla 14 giinliik siire sonunda karaciger
AChE aktivitesi emamektin benzoat derigimleri etkisinde
sirastyla %89 ve %21 diizeyinde bir artig olmustur. Bobrek
AChE aktivitesinde siireye bagli olarak emamektin benzoat
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diisiik derisimi etkisinde %117 bir

belirlenmistir (p<0.05).

azalma oldugu

[ H110 pg/L EMB

Kontrole gére ylizde degisim

96 saat| 14 giin|96 saat| 14 giin SSsaatl 14 giin
BEYIN KARACIGER

BOBREK

Sekil 1. O. niloticus’da beyin, karaciger ve bobrek dokularinda
EMB’nin AChE (uM/dk/mg protein) aktivitesi {izerine etkileri
*: Kontrole gore istatistiksel ayrimi géstermektedir (p<0.05)

Tablo 2. O. niloticus’da 96 saat ve 14 giin siirelerde emamektin

benzoat etkisinde beyin dokusu AChE enzim aktivitesi
(uM/dk/mg protein).
Beyin
Konsantrasyon
96 saat 14. giin
Kontrol grubu 0.077+0.001ax 0.071+0.001ax
110 pg/L EMB 0.055+0.003bx 0.014+0.001by
220 pg/L EMB 0.048+0.002cx 0.035+0.000cy

a, b ve ¢ harfleri ayn1 siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri ise bir
grubun farkli siireler arasindaki ayrimini belirtmek amaciyla kullanilmistir. Farkli

harflerle

gosterilen  veriler

arasinda p<0.05 diizeyinde

istatistiksel ~ayrim

bulunmaktadir (N=6). X + Sx: Aritmetik ortalama+Standart hata.

Tablo 3. O. niloticus’da 96 saat ve 14 giin siirclerde emamektin
benzoat etkisinde karaciger dokusu AChE enzim aktivitesi

(uM/dk/mg protein).
Karaciger
Konsantrasyon
96 saat 14. giin
Kontrol grubu 0.085+0.002ax 0.084+0.001ax
110 pg/L EMB 0.039+0.003bx 0.072+0.001by
220 pg/L EMB 0.061+0.001cx 0.075+0.002cy

a, b ve ¢ harfleri ayni siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri ise bir
grubun farkli siireler arasindaki ayrimini belirtmek amaciyla kullanilmistir. Farkli

harflerle

gosterilen  veriler

arasinda p<0.05 diizeyinde

istatistiksel ayrim

bulunmaktadir (N=6). X + Sx: Aritmetik ortalama+tStandart hata.

Tablo 4. O. niloticus’da 96 saat ve 14 giin siirelerde emamektin
bobrek dokusu AChE enzim aktivitesi

benzoat etkisinde

(uM/dk/mg protein).
Bobrek
Konsantrasyon
96 saat 14. giin
Kontrol grubu 0.005+0.000ax 0.004+0.000ax
110 ng/L EMB 0.003+0.000bx 0.001+0.000by
220 pg/L EMB 0.002+0.000bx 0.001+0.000bx

a ve b harfleri aym siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri ise bir
grubun farkli siireler arasindaki ayrimini belirtmek amaciyla kullanilmustir. Farkli

harflerle

gosterilen  veriler

arasinda p<0.05 diizeyinde

istatistiksel ~ayrim

bulunmaktadir (N=4). X + Sx: Aritmetik ortalama+Standart hata.
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TARTISMA ve SONUC

AChE kolinerjik sinir sisteminde Onemli rol
oynamakta ve bu sistem insektisitlerin inhibisyonunu i¢in

hedef bolge konumundadir. AChE aktivitesi gesitli
pestisitlere maruz kalan bir organizmanin
degerlendirilmesinde ortak bir biyomarkirdir

(Rakotondravelo vd., 2006). Baliklarda AChE inhibisyonu
asetilkolinin diizeylerindeki artisin sonucu olmakta ve
organizmalarin ylizme ve beslenme yetenegini etkilemesi
nedeniyle tehlikeli olabilmektedir (Banaee vd., 2011).
AChE, pestsitlerin etkisinde toksisiteye bagli olarak
biyoindikator olarak kullanilmaktadir, bununla birlikte etki
diizeyleri ve toksisite arasindaki iliski, organizmanin
biiytikliigiine, ¢evre sartlarina ve tiir gibi degisken faktorler
nedeniyle degisebilmektedir (Wang vd., 2015).
Caligmamizda O. niloticus’un boébrek ve beyin
dokusu AChE aktivitesi subakut
derisim ve etki siireleri boyunca azalma gostermistir.
Malathion, triazophus ve carbamat  gibi
insektisitlerin etkisinde C. carpio’da 96 saatlik etki
stiresinde AChE aktivitesi azalmistir. Bu pestisitlerin ikili
karigimlarimin etkisinde beyin AChE aktivitesi degisiklik
gostermistir. Aragtiricilar bu insektisitlerin  AChE aktif
bolgelerine baglanarak, norotransmiterlerin baglanmasini
engellediklerini  belirtmiglerdir (Wang vd., 2015).
Organofosfatli pestisit chlorpyrifos’un subletal etkisine 4
giin siireyle birakilan Fundulus parvipinnis beyin ve kas
dokusu AChE aktivitesi azalmistir. Buda pestisitin subletal
dozlarda norotoksisiteye neden oldugunu gostermektedir
(Renick vd., 2016). Thriobencarb etkisine birakilan
A.anguilla’da beyin, solungag ve kas dokusu AChE
aktivitesindeki azalma sirasiyla %20, 46 ve 70 diizeyinde
gerceklesmistir. Arastiricilar AChE aktivitesinin beyin ve
kas dokusunda azalmasi bu dokularda sinir iletiminde

emamektin benzoat

olumsuz etkilere neden oldugunu  bildirmislerdir
(Fernandez-Vega vd., 2002). Kavitha & Rao, (2007)
Organofosfatli  pestisit ~ monocrotophus’un  etkisine
biraktiklar1 Gambusia affinis baliklarinda beyin dokusu
AChE aktivitesinin azaldigin1 ve bu azalmanin baliklarda
hareket  aktivitesinde  bozukluklar
bildirmiglerdir. Herbisit clamazone ve propanil etkisine
birakilan Leporinus obtusidens’de beyin ve kas dokusunda
AChE aktivitesi kontrole gore azalmistir. AChE
aktivitesindeki bu azalma clamazone etkisinde beyin ve kas
dokusunda sirastyla %56 ve 56 diizeyinde, propanilde ise
%30 ve 60 diizeyinde oldugu belirtilmistir (Moraes vd.,
2009).

olusturdugunu
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