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KURESEL ISINMA VE GLYPHOSATE TOKSISITESI;
BiR SONRAKI NESILi DE iCEREN DAVRANISSAL, MOLEKULER,
METABOLOMIK VE FiZYOLOJIK ANALIZLER iLE KAPSAMLI BIR ZEBRA
BALIGI (Danio rerio) MODELLEMESI

Ekrem SULUKAN
Damsman: Prof. Dr. Saltuk Bugrahan CEYHUN

Amag: Bu tez calismasinda; kiiresel istnmadaki sicaklik artis degerleri dikkate alindiginda, 0.5
°C’lik sicaklik farkliliklarinda glyphosate’in bir model organizma olan zebra baliklar
tizerindeki ¢esitli biyokimyasal, molekiiler ve davranigsal parametrelerle etkilerinin
incelenmesi ve bu baliklardan alinan yeni nesil ilizerindeki gelisim toksisitesinin aragtirilmasi
amaglanmistir. Ayrica bu sicaklik artiglarinin zebra baliklarinda doku bazli metabolik yolaklari
nasil etkiledigi de tespit edilmeye ¢alisilmistir.

Yontem: Bu amagla; yetiskin zebra baliklar1 28.5 — 29.0 — 29.5 — 30.0 °C’lik dort farkl
sicaklikta 1 ve 5 ppm dozlarinda 96 saatlik glyphosate maruziyetine birakilmistir. Maruziyet
sliresinin sonunda yetiskin baliklarda anksiyete ve sirkadiyen ritim davranig analizleri
yapilmigtir. Daha sonra baliklardan alinan beyin  6rneklerinde  histopatolojik,
immunohistokimyasal ve metabolomik analizler yapilmistir. Yetiskin baliklardan elde edilen
yeni nesil larvalarda meydana gelebilecek morfolojik degisimler incelenmis ve glyphosate’in
toksisitesi sonraki nesil iizerinde test edilmistir.

Bulgular: Elde edilen veriler incelendiginde, doz ve sicaklik artisina paralel olarak
glyphosate’in zebra baliklarinda ansiyete benzeri davranislar olusturdugu, sirkadiyen ritimi
bozdugu, beyindeki histopatolojik bulgulari artirdigt ve 5-HT4R ve GNAT2
immiinopozitifligine sebep oldugu tespit edildi. Metabolom analizi sonucunda, sicaklik artisi
ve glyphosate maruziyetinin sinerjik etkisi nedeniyle otuzdan fazla agiklamali metabolit
belirlenmistir. Glyphosate maruziyeti olan ebeveynlere uygulanan 0.5 °C’lik sicaklik artisina
paralel olarak yavrularda fizyolojik ve morfolojik anormallikler meydana gelmistir. Ayrica,
ebeveynlerin maruz kaldig1 sicaklik artiglarinin, yavrularda 11k sinyali iletimini ve serotonin
yollarin1 etkiledigi, daha fazla karanlik/agik lokomotor aktivite ve artan tigmotaksi ile
sonuglandig1 gozlemlenmistir.

Sonu¢: Sonug¢ olarak, daha onceki ¢alismalarda toksik etkileri agik¢a ortaya konan
glyphosate’in kiiresel 1stnma projeksiyonuna yakin sayilabilecek 0.5 °C’lik sicaklik artiglarinda
bile daha toksik olabilecegi zebra baligi modelinde gosterilmistir. Calismamiz, kiiresel
1sinmaya bagl olarak cevresel kirleticilerin organizmalar iizerindeki olumsuz etkilerini daha
net ortaya koymak i¢in diisiik sicaklik farkliliklarina sahip ¢alismalarin 6nemli oldugunu ortaya
koymustur. Ek olarak, zararl etkilerine iliskin bilgileri gelistirmek ve glyphosate kullanimini
kontrol etmeye yardimci olmak veya daha az toksik herbisit formiilasyonlarinin gelistirilmesini
tesvik etmek icin glyphosate veya glyphosate bazli herbisitler lizerinde daha fazla toksikolojik
caligmaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Kiiresel 1sinma, zebra baligi, anksiyete, sirkadiyen ritim, pestisit
toksistesi, metabolom

Aralik 2022, 75 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

GLOBAL WARMING AND GLYPHOSATE TOXICITY;
A COMPREHENSIVE ZEBRAFISH (Danio rerio) MODELLING WITH
BEHAVIORAL, MOLECULAR, METABOLOMIC AND PHYSIOLOGICAL
ANALYZES INCLUDING THE OFFSPRING

Ekrem SULUKAN
Supervisor: Prof. Dr. Saltuk Bugrahan CEYHUN

Purpose: In this thesis, it was aimed to examine the effects of glyphosate with various
biochemical, molecular and behavioral parameters on zebrafish, which is a model organism, at
temperature differences of 0.5 °C, considering the temperature increase values in global
warming, and to investigate the developmental toxicity of these fish on the next generation. It
has also been determined how these temperature increases affect tissue-based metabolic
pathways in zebrafish.

Method: For this purpose, adult zebrafish were exposed to glyphosate at 1 and 5 ppm doses for
96 hours at four different growth temperatures of 28.5 - 29.0 - 29.5 - 30.0 °C. Anxiety and
circadian rhythm behavioral analyzes were performed in adult fish at the end of the exposure
period. Then, histopathological and metabolomic analyzes were performed on brain samples
taken from these fish. Morphological changes that may occur in new generation larvae obtained
from adult fish were examined and the toxicity of glyphosate was tested. Parallel to these,
behavioral analyzes were made in the second generation obtained, and the effect of glyphosate
exposure was evaluated.

Findings: When the data obtained were examined, it was determined that glyphosate caused
anxiety-like behaviors in zebrafish, disrupted the circadian rhythm, increased histopathological
findings in the brain, and caused 5-HT4R and GNAT2 immunopositivity in parallel with the
increase in dose and temperature. As a result of the metabolome analysis, more than thirty
annotated metabolites were identified due to the synergistic effect of temperature rise and
glyphosate exposure. Parallel to the 0.5 °C temperature increase applied to the glyphosate
exposed parents, physiological and morphological abnormalities occurred in the offspring. It
was also observed that temperature increases to which the parents were exposed affected light
signal transmission and serotonin pathways in the offspring, resulting in greater dark/light
locomotor activity and increased tigmotaxy.

Results: As a result, it has been shown in the zebrafish model that glyphosate, whose toxic
effects have been clearly demonstrated in previous studies, can be more toxic even at 0.5 °C
temperature increases, which can be considered close to the global warming projection. Our
study has revealed that studies with low temperature differences are important in order to more
clearly reveal the negative effects of environmental pollutants on organisms due to global
warming. In addition, more toxicological studies on glyphosate or glyphosate-based herbicides
are needed to improve knowledge of their harmful effects and help control glyphosate use or
encourage the development of less toxic herbicide formulations.

Keywords: Global warming, zebrafish, anxiety, circadian rhythm, pesticide toxicity,
metabolome

December 2022, 75 pages
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1. GIRIS

Atmosferdeki artan sera gazi konsantrasyonlar1 nedeniyle sicakliklardaki artist
ifade eden kiiresel 1sinma; buzullarin erimesini, deniz seviyesinin yiikselmesini, gollerin
buharlasmasin1 ve okyanus asitligini artirarak dogal ekosistemleri olumsuz yo6nde
etkilemektedir (Alaa E. Eissa ve Zaki, 2011). Yaygin olarak antropojenik faaliyetler
tarafindan yonlendirilen kiiresel iklim degisikligi, ge¢tigimiz ylizyilda 6nemli bir sorun
haline gelmistir ve gelecekte de etkisinin giderek artmasi beklenmektedir. Ayrica son
arastirmalar, Sekil 1°de goriildiigii tizere oniimiizdeki 20 y1l igerisinde ortalama sicakligin
her on yilda 0.2 °C ve 2100 yilina kadar ise 1.8 °C — 4 °C artacagini 6ngérmektedir (Assan
vd., 2020).
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Sekil 1. Yillara bagli sicaklik artis grafigi (Glirgam, 2022)

Paleontolojik kayitlarin yani sira kiiresel 1sinma tarihi, cevre sicakligindaki birkag
°C fakliliklarin bile ekosistemlerde biiylik degisimlere ve popiilasyonlarin kitlesel yok
olmasina neden oldugunu gostermektedir (Assan vd., 2020). Su ekosistemleri kiiresel
isinmanin etkilerinden en fazla zarar géren canli gruplaridir. Bunun nedeni, suda yasayan
tirlerin biiyiikk cogunlugunun (>%95) ektoterm, diger bir deyisle poikilotermik olmasidir.

Cevresel sicakliklardaki farkla beraber viicut sicakliklarinda meydana gelen degisimler



bu canlilarin viicutlarindaki fizyolojik ve biyokimyasal reaksiyonlarin bozulmasina sebep
olmaktadir (Assan vd., 2020).

Baliklarin; sudaki biyojeokimyasal siireglerde ve ekosistem yapilanmasinda kilit
bilesenler oldugu kabul edilmektedir. Iklim degisikligi, baliklarda biyolojik
adaptasyonlar1 bozmakta ve nesillerinin tilkenmesine sebep olabilmektedir. Bu durum
sucul ekosistemlerin ekolojik organizasyonun tiim seviyelerinin etkilenmesine neden
olmaktadir. Baliklarin somatik biiyiime hizi, iklim degisikliginin neden oldugu su ve hava
sicakligindaki farkliliklarindan dolay1 degismektedir. Bu nedenle gelisimleri sirasinda
degisen ortamlara nasil tepki verdigini anlamak; iklim degisikliginin popiilasyonlar ve
ekosistemler lizerindeki etkilerini tahmin etmede onemli ve etkili bir adim olacaktir
(Huang vd., 2021). Kiiresel isinmanin bir diger kritik etkisi de; deniz memelileri, baliklar,
amfibiler ve su kuglarunin cinsiyet oranlarindaki degisimin artmasina neden olmasidir.
Bu siire¢ sz konusu tiirlerin neslinin tiikkenmesine sebep olabilmektedir (Ospina-Alvarez
ve Piferrer, 2008; Goth ve Booth, 2005). Baliklarin gelisim asamasindaki sicaklik
dalgalanmalar1 ayrica, iskelet deformitelerine sebep olabilmekte ve hiicre ve dokularin

farklilagma siireclerini de bozabilmektedir (Eissa vd., 2009).

Iklim degisikliginin, sucul canlilarda fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin yani
sira sirkadiyen ritimler lizerinde de etkileri bulunmaktadir. Bir dizi ¢evresel maddeye
maruz kalmayi takiben ¢esitli su organizmalarinda 6zellikle de baliklarda sirkadiyen
sistemde bozulmalar oldugu gosterilmistir. Sirkadiyen ritim; organizmalarin 24 saatlik
giindiiz/gece dongiisii ile davranigsal, fizyolojik ve molekiiler olaylar1 gegici olarak
diizenlemelerini saglayan i¢sel bir zaman tutma mekanizmasidir (Rey ve Reddy, 2013).
Molekiiler mekanizmasi ilk olarak Drosophila'da kesfedilmis ve daha sonra c¢esitli tiirler
arasinda yiiksek oranda korundugu ortaya ¢ikmistir. Bircok organizma, lokomotor ve
beslenme aktivitesi dahil olmak iizere gilinlik veya gece davranigsal ritimler
sergilemektedir. Uyku uyaniklik dongtsii hipotalamustaki epifiz bezi tarafindan
sentezlenen melatonin hormonu ile diizenlenmektedir. Zebra baligi1 da dahil olmak iizere
memeli olmayan omurgalilarda melatonin biyosentezi hem retinada hem de epifiz
bezinde gerceklesmektedir (Vatine vd., 2011). Balik epifiz bezi, fotik siiriiklenme ve
sirkadiyen ritmin diizenlenmesi igin gerekli tiim unsurlari igermektedir (Falcon vd.,
2007). Epifiz bezi ayrica, lokomotor aktivite ritmine ve uyku benzeri durumlara aracilik
ederek cesitli davraniglarin ve fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesine de katkida

bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, baliklara melatonin uygulamasinin uyku benzeri



bir davranisa neden oldugu, lokomotor aktiviteyi ve gida alimini azalttig1 tespit edilmistir.
Zebra baliklar1 lokomotor aktivitenin sirkadiyen diizenlemesinin arastirilmasi igin bir
aydinlik-karanlik dongiisiinde tutuldugunda, giindiiz hareket aktivitesinin arttig1 gece ise

uyku benzeri davranig gosterdigi bulunmustur (Ben-Moshe vd., 2014).

Sirkadiyen ritim; hiicre boliinmesi, hormon salgilanmasi, besin metabolizmast,
uyku/uyaniklik dongiisii, dogurganlik, tireme ve davranmis gibi ¢ok sayida hiicresel,
biyokimyasal, fizyolojik ve davranigsal siireci yonetmektedir (Chappell, 2005). Bu
mekanizmalar, i¢ sirkadiyen ritimlerin yani sira abiyotik ¢evresel degisiklikler (6rnegin
151k, sicaklik) tarafindan da kontrol edilmektedir (Prokkola ve Nikinmaa, 2018; Egg vd.,
2013). Sicaklik, sirkadiyen saatin temel ozelliklerini etkileyen 6nemli bir
eszamanlayicidir. Yapilan caligmalar, baliklarda sicaklik dongiileri arasinda sadece 2
-C'lik bir fark olsa bile, saat genlerinin sirkadiyen ekspresyonunu senkronize ettigi
gosterilmistir, bu da baligin sirkadiyen ritim sisteminin kii¢iik sicaklik degisimlerine bile
oldukca hassas oldugunu gostermektedir (Lahiri vd., 2005; Zheng vd., 2021). Onceki
arastirmalar bu sistemin temel yonlerini kesfetmeye odaklandigindan, Kirleticilerin
insanlarda ve hayvanlarda sirkadiyen etkilesimler tizerindeki rolii yeterince
arastirilmamustir. Endiistriyel, hastane ve ev/belediye atik sularinin desarj1 yoluyla yiizey
sularina karisan hem dogal hem de antropojenik kimyasallarin suda yasayan
organizmalarda sirkadiyen ritim diizenlemesine miidahale ettigi gosterilmistir. Bu tiir
bilesikler sirkadiyen bozucular olarak adlandirilmaktadir (Fang vd., 2017; Zhao vd.,
2018). Ekotoksikolojik g¢alismalar, endokrin bozulmasi, iireme, bagisiklik tepkisi, organ
islevi, gelisme, norotoksisite ve kanserojenite gibi bir dizi fizyolojik olayr aciklamaya
caligmistir. Fakat sudaki organizmalarin gelisimi ve iireme performansinda ¢ok 6nemli
bir rol oynamalarina ragmen, sirkadiyen ritimler iizerinde ¢ok fazla ¢alisma yapilmamistir
(Zheng vd., 2021).

Baliklarin sicaklik degisimine ortak bir tepkisi, daha uygun sicakliklara sahip
habitatlara go¢ etmektir. Bununla birlikte, bir balik dogal veya antropojenik faktorler
nedeniyle optimal termal kosullara sahip bir habitata ulasamazsa, bu sicaklig1 kaygi ve
stres faktorii olarak deneyimleyebilmektedir (Angiulli vd., 2020). Zebra baligi, kaygiyla
ilgili fenotipleri incelemek igin oldukga elverisli bir hayvan modelidir. Anksiyetenin
norobiyolojik, fizyolojik ve genetik mekanizmalarini incelemek ve gesitli anksiyolitik
ilaglar1 taramak icin giderek daha fazla kullanilmaktadir. Yirtict hayvana maruz kalma,

alarm feromon, anksiyojenik ilaglar ve ila¢g birakma dahil olmak {izere gesitli kaygi



uyandiran g¢evresel stres faktorlerine karsi oldukga hassas olmasi zebra baligimi bu
alandaki arastirmalar i¢in uygun bir model haline getirmistir. Genis termal toleransi (6.7
ila 41.7 °C) g6z oOniine alindiginda, gelisimsel biyolojiden nérodavranis Ve
ekotoksikolojiye kadar bir¢ok alanda yapilan arastirmalarda termal degisimin etkilerini
incelemek i¢in de rahatlikla kullanilabilecegi goriilmektedir (Lopez-Olmeda ve Sanchez-
Vazquez, 2011; Angiulli vd., 2020). Stres yaniti, ¢evresel degisikliklere (stresorler) karsi
organizmalarin homeostatik dengelerini koruyabilmelerini saglayan noral, endokrin ve
otonomik reaksiyonlarin bir kombinasyonudur. Akut stres tepkisi, bir hayvanin degisen
bir ¢evreye adaptasyonu icin ¢ok 6nemli olmakla birlikte, stres tepkisinin kisa bir siire
icinde (kronik stres) tekrarlanan aktivasyonu, biiyiime bozukluklarinin yani sira ruh hali
ve anksiyete bozukluklar1 da dahil olmak iizere cesitli problemlere sebep olur. Erken
yasamdaki stres, patolojik durumlarin gelisimi i¢in dnemli bir risk faktorii oldugundan,
gelisen beyin ve davranislar tizerindeki olumsuz etkilerinin altinda yatan nérobiyolojik
mekanizmalar1 anlamak son derece 6nemlidir (Golla vd., 2020). Son yillardaki iklim
degisikligi, termal degisikliklerin su ortami ilizerindeki etkisine olan ilgiyi artirmis ve
sicakligin tath su ve tuzlu su balik tiirleri iizerindeki etkisini arastiran birgok calisma

yapilmistir (Wang vd., 2020).

Iklim degisikligi nedeniyle sicakligin artmasi toksik kimyasallara maruz kalan
tath su ekosistemlerinde de gevresel etkiler agisindan biiyiik bir endise kaynagidir.
Cevresel kosullarin bir organizmanin metabolik siiregleri tizerindeki etkilerini incelemek
i¢in son yillarda metabolomik ¢aligmalar kullanilmaya baslanmistir. Metabolomik, cesitli
organizmalarda kii¢lik molekiillii metabolitlerin (<1000 Da) kapsamli bir analizi olarak
tanimlanmaktadir (Liang vd., 2018). Kirleticilerin birincil olarak dagildigi ortamlarda
model organizmalardaki metabolit seviyelerini analiz ederek, Kirleticilerin gevre
iizerindeki gergek etkisini detayli bir sekilde degerlendirmek miimkiindiir (Matich vd.,
2019). Ek olarak, cevresel stres faktorlerinin model organizmalar iizerindeki etkileri,
fenotipler ve degisen metabolik yollar arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in de
kullanilabilmektedir. Daha iyi bir sonug¢ elde etmek i¢in metabolomik c¢aligsmalar,
genomik, transkriptomik, proteomik ve epigenomik dahil olmak {izere diger omik
calismalari ile birlestirilebilmektedir. Coklu omik yaklasimlarla fenotipler ve metabolitler
arasindaki iliski dogrulanabilmektedir. Ayrica, metabolik yollar ve protein, gen ve
transkript verilerinin entegrasyonu, belirli bir deneysel modelde belirli bir toksik

maddenin etki mekanizmasinin aydinlatilmasinda faydali olabilmektedir (Percival vd.,



2018; Fraga-Corral vd., 2020). Metabolomik ¢alismalar, ekotoksikolojide 6nemli bir rol
oynamakta ve canli organizmalarda ksenobiyotikler gibi ¢evresel kirleticilerin etkilerini
degerlendirmek i¢in de kullanilmaktadir. Bu yaklasim, metabolit seviyelerindeki
bozulmalar1 belirleme ve elde edilen sonuglara dayali olarak iliskili toksik mekanizmalari
netlestirme imkani sunmaktadir. Son yillarda farmasdétiklerin, pestisitlerin - ve
nanopartikiillerin model organizmalardaki toksik etkileri ile ilgili ¢evresel metabolomik
caligmalarin sayisinda bir artis olmustur. Cevresel kirleticilerin risk degerlendirmesi de

bu konuda farkindaligr artirmistir (van der Werf vd., 2007; Kim ve Kang, 2021).

Kiiresel 1smmmanin yani sira, tatl Su biyogesitliligini tehdit eden diger bir
antropojenik stres etkeni de pestisitlerdir (Beketov vd., 2013). Pestisitler, bitki
hastaliklarini, yabani otlari, zararlilar1 nlemek ve gida tirtinlerinin kalitesini artirmak igin
kullanilan kimyasallardir (Rajmohan vd., 2020). Pestisitler kullanildig1 yerlere gore
insektisitler, herbisitler ve fungusitler olarak isimlendirilmektedirler. Kullanildiklari
bolgelerde topragi ve suyu kirlenmesine sebep olduklar1 gibi, bulunduklar1 alanlardan
fiziksel ve biyolojik yollarla oldukca bolgelere kadar da tasinabilmektedirler. Herhangi
bir pestisitin hedefi disindaki organizmalari tehdit etmesi ve su kaynaklarinin kirlenmesi
nedeniyle pestisit kalintilarinin incelenmesi ve teshis edilmesi biiylik 6nem tasimaktadir.
Bir¢ok c¢alisma, yiiksek sicakliklarda pestisitlerin toksisitesinde bir artis oldugunu
bildirmistir. Fakat bu sinerjik etkinin sucul canlilar {izerinde nasil bir sonug olusturacagini

anlamak i¢in detayl1 arastirmalara ihtiyag¢ vardir (Rohr vd., 2011; Jackson vd., 2016).

N-(fosfonometil) glisin olarak da adlandirilan glyphosate, tarimsal {iretim
sirasinda yabanci ot kontroliinlin saglanmasi i¢in gelistirilen genis spektrumlu aktiviteye
sahip olan bir herbisittir. Glyphosate, bitkilerin yapraklari tarafindan alinarak bitkinin
tamamina yayilmakta ve bu da birka¢ giin sonra bitkinin §liimiine neden olmaktadir.
Karasal ekosistemlerde kullanildigi zaman topraga sizan kalintilar su ekosistemine kolay
bir sekilde ulasabildiginden dolay1 diger organizmalar1 olumsuz yonde etkilemektedir. Bu
sebeple, c¢evre kirliligi meydana getirmekte ve canlilarin saghigini tehdit etmektedir
(Kolpin vd., 2006). Yapilan calismalardan elde edilen veriler, 400 pg/L'in lizerindeki
glyphosate konsantrasyonlarinin amfibiler ve baliklar dahil olmak iizere bazi suda
yasayan tiirler i¢in potansiyel olarak toksik oldugunu gostermistir (Kolpin vd., 2006;
Annett vd., 2014; Braz-Mota vd., 2015). Bunlara ek olarak deniz ekosistemlerinde de
glyphosate’in varligi tespit edilmistir ve deniz suyundaki kaliciligi artik giincel bir

arastirma alan1 olmustur. Glyphosate’in toksisitesi hem doz hem de tiire bagl olarak



degisiklik gosterdiginden dolay1 su sistemlerindeki potansiyel etkilerini degerlendirmek

icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugu goriilmektedir (Tresnakova vd., 2021).

Baliklarin gevresel Kirleticilere kars1 oldukca duyarli olmalari ve ksenobiyotikleri
metabolize edebilmeleri onlar1 sucul ekosistem iizerindeki toksisite c¢aligmalarinda
kullanilan 6nemli bir model organizma haline getirmistir (Sehonova vd., 2017). Bir
cevresel Kirletici olan pestisit toksisitesi tizerine yapilan ¢alismalarin sonuglar
incelendiginde; glyphosate’a direngli mahsullerin bulundugu tarim alanlarinda son
yillarda 6nemli bir artis oldugundan dolayr hedefi disindaki organizmalar iizerinde
meydana getirebilecegi olumsuz etkilerinin incelenmesinin 6nemli oldugu goriilmektedir
(Zanuncio vd., 2018). Bunlara ek olarak, hala bir endise kaynagi olan bu bilesigin
toksisitesi ve olasi zaralar1 hakkinda bir fikir birligi bulunmamaktadir. Bu sebeplerden
dolayi, iilkelerin sSu ortamlarinda kullanimina verdigi glyphosate sinirlarinin
diizenlenmesine iliskin ¢aligmalar1 vardir. Ayrica, glyphosate kullanimin1 kontrol altina
alabilmek veya daha az toksik herbisit formiilasyonlarinin gelistirilmesi i¢in bu alanda
calisanlari tegvik etmek igin glyphosate veya glyphosate bazli herbisitler (GBH) tizerinde
daha fazla toksikolojik ¢aligmaya ihtiya¢ vardir (Rodriguez-Gil vd., 2021). Zebra balig1
(Danio rerio); biyokimya, sinirbilim ve toksikoloji gibi birgok biyolojik alanda yapilan
aragtirmalarda siklikla kullanilan bir omurgali model organzimadir (Dai vd., 2014). Tiim
genomunun dizilenmis olmasi, fizyolojik ozellikleri ve laboratuvar c¢alismalarinda
kullanim igin uygun olmasi diger onemli avantajlaridir. Son zamanlarda, tarimsal
kimyasallarin oldiiriicii ve yar1 6ldiiriicii etkilerini zebra baliklarinda degerlendirmek
amaciyla teknikler ve protokoller gelistirilmistir. Bunlarin disinda yapilan diger
caligmalar glyphosate ve GBH maruziyetine birakilan baliklarin karaciger, beyin,
yumurtaliklar ve testis dahil olmak iizere bir¢ok farkli organin herbisitten etkilendigini
gostermektedir. Bu konu iizerine bir¢ok calisma yapilmis olmasina ragmen, glyphosate
ve GBH'nin kiiresel 1sinmaya bagl sicaklik stresi altindaki etkilerinin molekiiler temeli

belirsizligini korumaktadir (Jaramillo vd., 2018).

Pestisitler son yillarda, tiim diinyada tarimsal {iretimi iyilestirmek i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Fakat yapilan caligmalar diisiik konsantrasyonlarda olsa dahi
cevrede kalan pestisit kalintilarinin yiizey sularina sizarak sudaki yasam i¢in ciddi bir
tehdit olusturabilecegini kanitlamistir (Zhang vd., 2022). Sucul organizmalar, deri veya
solungagclar yoluyla sudan dogrudan alim ve kontamine gidalarin ve asili pargaciklarin

yutulmasi dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalar yoluyla pestisitlerin biyobirikimine



maruz kalabilmektedirler. Yapilan c¢aligmalar pestisit maruziyetinin maruz kalan
baliklarda olumsuz degisikliklere neden olabilecegini ve bu degisikliklerin maruziyet
sona erdikten sonra bile uzun siire devam edebilecegini gdéstermektedir. Bu nedenle,
ozellikle erken gelisme asamasinda tarim kimyasallarina maruz kalmanin akuatik
organizmalarin sagliginin uzun vadede etkileyip etkilemedigini belirlemek icin geri
kazanim  belirte¢leri  kullanilarak,  pestisitlerin  ekotoksikolojik  risklerinin
degerlendirilmesi konusunda bilimsel arastirmalarin yapilmas: olduk¢a Onemli ve
gereklidir (Korkmaz vd., 2018; Eadie vd., 2020). Bir model organizma olan zebra balig1
da kimyasal Kirleticilerin ve pestisitlerin geri kazanim veya bozulma proseslerinin

incelenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Chang vd., 2020).

Cesitli balik tiirlerinde glyphosate’in etkileri iizerine ¢alismalar yapilmustir.
Ancak bu calismalar, fizyolojik fonksiyonlar1 ve toksik maddelere karsi davranissal
tepkileri etkileyen sicaklik gibi hayati bir parametreyi gozden kagirmistir. 2015 yilinda
yaptigimiz yiiksek lisans tez ¢alismasinda, zebra balig1 embriyolarma 1, 5, 10 ve 100
mg/L dozlarinda glyphosate uygulanmis ve embriyonik gelisim donemindeki morfolojik
bozukluklar tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara goére artan glyphosate
konsantrasyonuna paralel olarak gézlenen morfolojik bulgularin sayisinin da arttigi tespit
edilmistir (Sulukan, 2015; Sulukan vd., 2017). Literatiirdeki veriler ve onceki
calisgmamizdan elde ettigimiz sonuglardan yola ¢ikarak bu ¢alismamizda, birlikte etki
gosteren iki gevresel stresor olan pestisit toksisitesi ve sicakligin sinerjistik etkisini
incelemeyi amagladik. Bu kapsamda, zebra baliklar1 28.5 — 29.0 — 29.5 — 30.0 °C’lik dort
farkli gelisme sicakliginda 1 ve 5 ppm dozlarinda 96 saatlik glyphosate maruziyetine
birakildi. Maruziyet siiresinin sonunda yetiskin baliklarda anksiyete ve sirkadiyen ritim
davranig analizleri yapildi. Daha sonra bu baliklardan aliman beyin o6rneklerinde
histopatolojik, immunohistokimyasal ve metabolomik analizler yapildi. Yetiskin
baliklardan elde edilen yeni nesil larvalarda meydana gelen morfolojik degisimler
incelendi ve glyphosate’n toksisitesi test edildi. Bunlara paralel olarak, elde edilen ikinci
nesilde davranig analizleri yapilarak glyphosate maruziyetinin olusturdugu etki bir
sonraki nesil lizerinde degerlendirildi. Bu tez calismasinda bir zebra balig1 modelinde
ebeveyn sinerjik glyphosatea maruz kalma ve sicaklik artiginin ebeveynlerde ve gelecek
nesil lizerindeki morfolojik, fizyolojik, davranigsal ve molekiiler etkilerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Ayrica bir iyilesme silirecine tabi tutularak da olusan toksisitenin hangi

oranda giderildigi test edilmeye caligilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Sunulan tezin planlanmasinda, laboratuvar c¢alismalart ve tezin yazim

asamalarinda faydalanilan literatiirlerin 6zetleri asagida verilmistir.

Kiiresel 1sinmanin bir sonucu olarak su sicakliginin artmasi, su ekosistemi igin
ciddi bir uyandir. Baliklar poikilotermik oldugundan artan su sicakli§i metabolizma,
biliylime, hayatta kalma, bagisiklik ve tireme gibi fizyolojik siireglerini degistirmektedir.
Ayrica, sicaklik degisiklikleri, pestisitlerin olusturdugu toksisite derecesini de
etkilemektedir. Bu nedenle farkli sicaklik rejimlerine maruz kalan canlilar iizerinde

sicakligin etkisini belirlemek olduk¢a 6nemlidir.

Pestisitler gibi tarim kimyasallarinin kullanim1 modern tarimda sik¢a kullanilan
bir uygulama haline gelmistir. Toprak hazirlama faaliyetleriyle iliskili yabanci ot
kontroliinii artirma ¢abasiyla, ¢ift¢iler mahsul iiretimini ve mahsullerinin verimini 6nemli
oOlgtide artirabilmislerdir. Fakat bu bilesikler, antropojenik aktivitelerde kullanilmalar: ve
sudaki ¢oziiniirliikleri dikkate alinarak suda yasayan Kirletici maddeler haline gelebilirler.
Ozellikle, herbisitler istilac1 yabani otlar1 kontrol etmek i¢in dogrudan uygulamalarin yani
sira tarimsal akis ve sizdirma siiregleri ile su ortamlarina ulasabilirler. Bu nedenle
herbisitler su ekosistemlerinde, cevresel kaliteyi diisiirebilir, temel ekosistem aglarin
etkileyebilir, besin zincirlerini degistirerek enerji akisi ve besin dongiisii modellerini

bozabilir ve ekosistemlerin dinamigini degistirebilirler (Davico vd., 2021).

Yaptigimiz ¢alismada, sicaklik stresi altinda glyphosate uygulamasinin
davranigsal ve fizyolojik etkilerini ve sonraki nesiller iizerindeki gelisim toksisistesini
incelemek amaciyla canli materyal olarak bilimsel ¢aligmalarda model olarak tercih edilen
zebra baligi kullanilmistir. Zebra baliklarinin anatomik yapisi, fizyolojik, hiicresel ve
gentik mekanizmlar1 diger canlilar ile olduk¢a benzerlik gostermektedir. Bu nedenle de
embriyonik gelisim agamalarinda toksik maddelerin etkilerinin arastirilmasinda fazlaca
kullanilan bir model haline gelmistir (Sipes vd., 2011; Truong vd., 2012; Strihle vd.,
2012; Binder ve Zon, 2013). Zebra baliklarinin embriyonik gelisim siiregleri, kas, iskelet
noral ve kardiyovaskiiler sistemleri de memelilerle benzerlik gostermektedir (McCollum
vd., 2011). Laboratuvar ortaminda ucuz ve kolay bir sekilde iiretilebilmektedirler ve
seffaf yumurtalari sayesinde dollenmeden kulugka donemine kadar embriyonal gelisimin

asamalarinin kolayca arastirilabilmesine imkan vermektedirler. Bu avantajlari, zebra



baliginin gelisimsel biyoloji ve genetik gibi ¢esitli biyolojik disiplinlerde sikga kullanilan

bir model organizma olarak kullanilmasini saglamaktadir (Scheil ve Kohler, 2009).

Zebra baliklarinin (Danio rerio) embriyonik gelisimi tizerine tiyakloprid ve
diazinon insektisitleri ile fiziksel bir stres etkeni olan yiiksek sicakligin (28, 30 ve 33.5 °
C) kombinasyonunun etkilerinin inceledigi bir ¢alismada, tiyaklopridin, kalp hiz1 disinda
erken yasam evresi parametreleri tizerinde higbir etkisinin olmadigi goriiliirken,
diazinona maruz kalmanin, yiiksek sicaklikla beraber 6liim oranini 6nemli derecede
artirdigi tespit edilmistir. Bagimsiz degiskenler olarak sicaklik ve madde konsantrasyonu
karisimlariin, kulugka hizinda da doza bagh bir sekilde sinerjistik olarak etki gosterdigi

bulunmustur (Osterauer, 2008).

Imidakloprid ve klorpirifos pestisitleri ile bir metal tuzu olan nikel kloriiriin farkl
sicakliklardaki (26 °C- 33.5 °C) toksik ve gelisimsel etkilerinin incelendigi bir ¢alismada,
test edilen tim sicakliklarda, pestisitlerin en yiiksek test konsantrasyonlarinda
(imidacloprid, 50 mg / I; chlorpyrifos, 1 mg / I) zebra baliklarinin erken gelisimi lizerinde
onemli bir etkiye sahip olmadigi goriiliirken, nikelin tiim sicakliklarda kulugka hizinda
onemli bir diisiise yol actig1 tespit edilmistir. Bu ¢alisma, yiiksek sicakliklarin D. rerio
embriyolar1 tizerindeki NiCl; toksisitesini artirabildigini ve her iki stresoriin sinerjik bir

etkiye sahip oldugunu gostermistir (Scheil ve Kohler, 2009).

Zebra baliklarinda ii¢ sicaklik rejimine (25 °C, 30 °C ve 35 °C) maruz kaldiktan
sonra organofosfatli bir pestisit olan sumithion'un akut toksisite tepkileri iizerine yliksek
sicakligin etkilerini degerlendirmeyi amaglayan bir ¢aligmada, artan sicaklikla beraber
sumithon’un kan eritrositlerinde mikroniikleus sikligini artirarak genotoksik etkilere
sebep oldugu tespit edilmistir. Sonuglar, kiiresel 1sinmaya bagl sicaklik artiginin, sucul
ekosistemdeki pestisitlerin tirettigi toksisiteyi bilyiik dl¢lide etkiledigini gostermektedir
(Shahjahan vd., 2019a).

Su organizmalari, Kirleticiler ve iklim degisikliginden kaynaklanan artan
sicakliklar dahil olmak iizere ¢evrede ¢ok sayida strese maruz kalmaktadirlar. Baliklarda
embriyonik gelisim ve yumurtadan ¢ikma sirasinda artan sicakligin kimyasal kaynakli
toksisite ve lipid profilleri {izerindeki etkisini karakterize etmeyi amaglayan bir
caligmada, zebra balig1 embriyolar1 farkli sicaklik rejimlerinde (28 °C ve 33 °C) bir
mitokondriyal toksik madde olan 2,4-Dinitrofenol’e (DNP) maruz birakilmistir. Elde

edilen verilerde diisiik DNP konsantrasyonlarinda sicaklik ve 6ldiiriiciiliik arasinda



pozitif bir iliski oldugu tespit edilmistir. Sonuglar, sicaklik stresinin toksik madde
duyarliligini artirabilecegini diisiindiirmekte ve toksisitenin altinda yatan metabolik

yollar1 karakterize etmek igin lipidomiklerin faydasini gostermektedir (Dreier vd., 2021).

Zebra baliklarinda bir derecelik sicaklik artiginin (28, 29, 30 °C) ve 100 nm
boyutundaki polistiren plastik nanopartikiillerin sinerjik etkisinin arastirildigi grubumuz
tarafindan yapilan bir ¢alismada, nanoplastik maruziyeti ile birlikte 1°'lik bir sicaklik
artiginin, zebra baliklarinda sirkadiyen ritmi etkiledigi, beyne zarar verdigi ve farkli
yolaklarda toplam 18 metabolitin miktarinda énemli degisikliklere neden oldugu tespit
edilmistir. Sonuglar bir derecelik sicaklik artisinin baz1 metabolik yollar1 bozarak beyinde
dejenerasyonun Oniinii agtigin1 ve bdylece nano-plastigin davranig iizerindeki olumsuz

etkilerini 6nemli 6l¢iide artirdigini gostermistir (Sulukan vd., 2022).

Bir fungusit olan flutolanil’in zebra baliklarmin sirkadiyen ritimlerini ve ilgili
mekanizmayi etkileyip etkilemeyecegini belirlemeyi amaglayan bir arastirmada, zebra
balig1 embriyolari 4 giin boyunca flutolanile (0, 0.125, 0.5 ve 2 mg/L) maruz birakilmustir.
Elde edilen veriler, flutolanilin tim gruplarda sirkadiyen saat genleri olan clockla,
bmalla, bzmallb, bmal2 ve aanat2'nin ekspresyon seviyelerini inhibe ederek sirkadiyen
ritimde bozulmalara sebep oldugunu gostermistir. Ayn1 zamanda, dozdaki artisa paralel
olarak larvalarin kulugka hizi ve viicut uzunlugunun flutolanil tarafindan 6nemli 6l¢iide

inhibe edildigi tespit edilmistir (Yang vd., 2019b).

Piriproksifen (insektisit) maruziyetinin davranigsal parametreleri, hafizayi,
kortizol seviyelerini, glukokortikoid reseptoriiniin (gr) ve kortikotropin salma faktoriiniin
(crf) gen ekspresyonunu nasil etkilediginin analiz edildigi bir caligmada yetiskin zebra
baliklar1 96 saat boyunca farkli piriproksifen konsantrasyonlarina (0.125, 0.675 ve 1.75
mg/L) maruz birakilmistir. Elde edilen veriler, piriproksifenin hareketi (mesafe veya
ortalama hiz), kaygi benzeri davranisi (tankin iist bolgesine girme gecikmesi veya tankin
iist bolgesindeki siire) ve sosyal veya saldirgan davranigi degistirmedigini géstermistir.
Fakat test edilen tiim piriproksifen konsantrasyonlarinda engelleyici kaginma belleginde
bozulma ve Kkortizol seviyelerinde azalma oldugu tespit edilmistir. Birlikte ele alindiginda
bu bulgular, piriproksifenin, hedef olmayan bir tiir olan zebra baliginda bilissel

bozulmaya ve kortizol diizeylerinin degismesine neden olabilecegini gostermektedir
(Gusso vd., 2020).
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Glyphosate bazli herbisitlerin (GBH) piyasada bulunan ve en az zarar verebilecek
pestisitler oldugu diisiiniilmektedir. Fakat yapilan son c¢alismalar, bir¢ok canli tiirii
tizerinde toksik etkilere sebep olabilecegini ve inanilanin aksine daha fazla zarar
gosterebilecegini gostermistir (Toss vd., 2017). Son yillarda yapilan bazi arastirmalar,
glyphosate’in asetilkolinesteraz aktivitesini ve antioksidan sistemi etkileyerek sucul
canlilar lizerinde norotoksik etkilere sebebiyet verebilecegini belirtmistir. Bundan dolay1
sucul organizmalarin embriyonik gelisimi siirecinde GBH nin etkilerini tespit etmek git

gide daha 6nemli hale gelmektedir (Fiorino vd., 2018; Bridi vd., 2017).

Glyphosate’in sitotoksik etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada; zebra baligi hiicre
hattina glyphosate tiirevli bir herbisit olan Roundup uygulanmis ve 67.7 nug/L dozda
kullanildiginda plazma membraninda onemli derecede bozulmaya sebep oldugu
goriilmistiir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda (135.4 pg/L ve 270.8 png/L)
kullanildiginda ise membran biitiinliiglindeki bozulmanin daha da arttig1 tespit edilmistir
(T. L. S. Goulart vd., 2015). Roundup ve glyphosate’in baliklarin iireme Sistemi
iizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢calismada; zebra baliklar1 glyphosate (10 mg/L) ve
Roundup’a (0.01, 0.5 ve 10 mg/L) maruz birakilmistir. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde 10 mg/L glyphosate ve Roundup’in yumurta iiretimini azalttigi,
erken donem embriyo Sliimlerini ve yumurtadan erken ¢ikmayi ise artirdigi goriilmiistiir

(Webster vd., 2014).

Yapilan bir ¢aligmada, RoundUp® UltraMax’1n zebra balig1 embriyo gelisimi ve
davranigsal parametreleri tizerindeki etkisi arastirilmig ve en yiiksek konsantrasyon olan
5 mg/L’nin, larvalarda davranigsal degisikliklere sebep olabilecegi tespit edilmistir
(Contardo-Jara vd., 2009; Perez vd., 2017). Benzer bir ¢alismada, zebra baliklar1 10
mg/mL'ye kadar olan dozlarda saf glyphosate’a maruz birakilmistir. Sonuglar,
glyphosate’n larvalarda néronal hasara sebep olarak lokomotor aktiviteyi bozabilecegini
gostermistir. Bu sebeple, embriyonik gelisim siirecinde GBH’a maruz kalan zebra
baliklarinda meydana gelebilecek davranigsal etkilerin mekanizmasini anlayabilmek i¢in

daha fazla aragtirmaya ihtiyag¢ oldugu goriilmektedir (Zhang vd., 2019).

Davranis analizleri genel olarak ¢esitli kimyasal ve toksik sayilabilecek ajanlara
maruz kalma sonucunda ortaya ¢ikabilecek kaygi ve korku davranislart gibi degisimleri
tespit etmek i¢in kullanilmaktadir. Bu konu iizerine yapilan bir ¢aligmada, gorsel bir
uyaranin mecvut oldugu bir durumda zebra baliklarinda davranissal tepkilerde 6nemli

degisiklikler oldugu tespit edilmistir. En yiiksek Roundup konsantrasyonuna maruz

11



kalmanin 144 hpf larvada anksiyete ve korku tepkilerinde yetersizlikler meydana getirdigi
gozlenmistir. Bu sonuglar, glyphosate’in merkezi sinir sistemi gelisiminde degisiklikler
meydana getirmis olabilecegini gostermektedir. Bu degisimler, pestisitlerin larvalarin
tehlikeyi algilama yetenegini azalttigini ve avlanmaya daha acik hale getirdigini gozler

Oniine sermistir (Bridi vd., 2017).

GBH’ler, retinoik asit sinyal sisteminde bozulmalara sebep olarak omurgali
embriyolar1 lizerinde teratojenik etkilere sebep olmaktadir. Yapilan bir arastirmada,
Roundup’in Corbicula fluminea'da glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz
(SOD) aktivitesini ve lipid peroksidasyonunu (LPO) artirdig, katalaz (CAT) aktivitesini
ise azalttigr goriilmistiir. Ayrica, 10 mg/L glyphosate’a 21 giin boyunca maruz kalan
zebra baliklarinda da yumurta iiretiminin azaldig1 ve erken donem embriyo dliimlerinin

artti@1 gorilmistiir (Bridi vd., 2017).

Yapilan bir diger arastirmada, disi catfish Rhamdia quelen'in tireme sistemi
iizerinde glyphosate’in olumsuz etkileri olabilecegi bildirilmistir. Fakat disi baliklarin
tireme sistemi {izerindeki etkilerine dair bulgular oldukga yetersizdir (Soso vd., 2007).
Cevresel Kkirleticiler genel olarak ilk basta su ekosistemlerine salinmaktadirlar. Bu
nedenle, su ekosistemlerindeki canlilar tizerindeki toksikolojik etkilerini arastirmak
olduk¢a onemlidir. Bununla birlikte, bu ¢aligmalar 6zellikle yumurtaliklar tizerindeki

etkileri degerlendirmek agisindan da degerlidir (Hoivik vd., 2010; Armiliato vd., 2014).

Zebra baliklarinda glyphosate’mn toksik etkilerinin arastirildigi baska bir
calismada, maruziyet sonrasinda 00sit olgunlagsmasinda Onemli &lgiide inhibisyon
goriilmiistiir. Fakat glyphosate’in 00sit olgunlagsmasi tizerindeki olumsuz etkisinin sebebi
net olarak bilinmemektedir bu nedenle etki mekanizmalarin1 belirlemek i¢in daha
kapsamli arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Maskey vd., 2019). Glyphosate’in
hayvanlardaki lireme sistemi iizerindeki etkilerinin incelendigi baska bir arastirmada,
herbisitlerin disi baliklarda cinsiyet hormonu seviyelerinde degisimler, yumurta liretimi
ve hayatta kalma oraninda azamalara sebep oldugu, sperm kalitesini de diisiirdiigii tespit

edilmistir (Lopes vd., 2014).

Yapilan arastirmalar, herbisitlerin kolinerjik sistem tizerinde de etkilere sebep
olarak beyin ve kas asetilkoloinesteraz (AChE) aktivitesinde de bir azalma meydana
getirdigini gostermistir. Herbisitler, AChE {izerindeki dogrudan bir etkiye sahip olmasina

ek olarak hiicrelerde oksidatif stres olusturarak serbest radikallerin miktarmni da
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artirmaktadir. Diger balik tiirlerinde yapilan bazi caligmalar ise GBH’nin AChE
aktivitesinde bir inhibisyona sebep oldugunu gostermistir (Lanzarin vd., 2019).
Glyphosate bazli formiilasyonlar, birgok yetiskin balikta oksidatif stresin indiiklenmesi
ile de iliskilendirilmistir. Yiiksek toksisite durumunda, antioksidan savunma
mekanizmasinda meydana gelen vyetersizlikler DNA hasarinda bir artisa sebep
olabilmektedir (Lanzarin vd., 2019).

Tarim alanlarinda yabanci ot kontrolii i¢in siklikla kullanilan GBH’lerin,
uygulanmasindan uzun zaman sonra bile yakinlarda bulunan su ortamlarinda varligi tespit
edilmistir. Fakat Avrupa Kimyasal Ajansi, glyphosate’t mutajen, kanserojen veya ilireme
toksisitesine sebep olabilecek bir kimyasal olarak kabul etmek i¢in yeterli bilimsel kanitin
olmadigin1 ve bu alanda daha kapsamli arastirmalara ihtiyag oldugunu belirtmistir
(Székacs ve Darvas, 2018).
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BOLUM I

3. MATERYAL ve METOT (BOLUM 1)

3.1. Materyal
3.1.1. Deneme Ortamimin Olusturulmasi

Arastirma, Tarim Bakanlhig: tarafindan onayli Atatiirk Universitesi, Su Uriinleri
Fakiiltesi, Su Uriinleri Deneysel Arastirma Birimi biinyesinde bulunan zebra baligi
deneme tnitesinde gerceklestirilmistir. Kapali devre zebra balig: iinitesinde iiretilen ve
10 saat karanlik 14 saat aydinlik fotoperiyodunda tutulan arastirma baliklari, déllenmeyi
takip eden 10. giine kadar paramecium ile 10. giinden itibaren giinliik canli (Artemia
salina) ve pul yem ile beslenmistir (Westerfield, 2000). Calisma Sekil 1°de gorseli verilen
diizenek kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Diizenekteki ana tankin igerisine 20x12x15 cm (en;
boy; yiikseklik) Ol¢iilerinde akvaryumlar yerlestirilmistir. Ana tank, akvaryumlarin
hareket etmeyecegi seviyede su ile doldurularak, 1s1 kontrol {initesine bagli 1sitict ve
sensor sayesinde her bir ana tanktaki akvaryumlardaki su sicakligi sirasiyla 28.5 —29.0 —
29.5 — 30.0 °C olacak sekilde ayarlanmistir. Mevcut sistem birimimizde aktif olarak
kullanilmakta olup, ana tank icerisindeki su sirkiilasyonu sayesinde akvaryumlar igin

sicaklik 0.5 °C hassasiyetle stabil tutulmustur.

Sekil 2. Calismanin yiiriitildiigi tank diizenegi.
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BOLUM I

3.1.2. Balik Materyali

Yapilan c¢alismada, toksikoloji c¢alismalarinda sikg¢a kullanilan bir model
organizma olan AB genotipli zebra baligi (Danio rerio) kullanilmistir. Cyprinidae
familyasina ait bir tiir olan zebra baligi, siklikla Giineydogu Asya, Pakistan ve
Hindistan’da bulunmaktadir. Bu tez calismasinda, Oregon Universitesi (ABD)
Uluslararas1 Zebrafish Merkezi’nden (ZIRC) ticari olarak temin edilen wild-tipe AB
genotipli zebra baliklar1 (Danio rerio) kullanilmistir.

Sekil 3. Denemede kullanilan 6 aylik AB genotipli zebra baliklari (Danio rerio)

Taksonomik siniflandirmast;

e Familia: Cyprinidae
e Genus: Danio

e Species: Danio rerio seklindedir (Detrich vd., 2016).

Zebra baliklarinin AB genotipi daha giizel gbriintimlii ve saglikli yavrular elde
etmek amaciyla ilk olarak 70’li yillarda Oregon Universitesi'ndeki arastirmacilar
tarafindan 1slah edilmistir. Daha sonra bu genotip, 6zellikle molekiiler biyolojide yeni ve
teknolojik yontemlerin geligmesi ile birlikte toksikoloji ¢aligmalarinda ideal bir model

olarak kullanilmaya devam etmistir.
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3.1.3. Uygulanan Kimyasal

Calismada, ticari olarak temin edilen glyphosate kullanilmistir. Daha once
yapilmis ¢alismalar ve laboratuvarimizda yaptigimiz 6n denemeler dikkate alinarak
belirlenen 1 ppm ve 5 ppm olmak iizere iki doz uygulanmistir. Tez ¢alismasi, doza bagh
bir toksisite analizinden ziyade, diisiik sicaklik degisimlerinin bu dozlarin toksisiteleri

tizerine etkilerinin arastirilmasi tizerine kurgulanmastir.

O

_H——0O

H
N -
////
s g OH

OH

Sekil 4. Glyphosate’in kimyasal yapis1 (Prasad vd., 2009).

3.2. Yontem
3.2.1. Cahisma Kurgusu

Calismada 4 farkli sicaklik ve her sicaklik i¢in 3 grup kullanilmistir. Her grup igin
3 tank kullanilmis ve her bir tankta 10 adet olacak sekilde toplam 30 adet (20 erkek: 10
disi) balik tanklara yerlestirilmistir (Sekil 5). Deneylere baslamadan 6nce baliklarin, en
az 15 giin siireyle ortama aligsmasi saglanmis ve standart diyet (artemia ve pul yem) ile
giinde {i¢ kez beslenmistir. Aklimasyon asamasinda sicakliklar kademeli olarak artirilmis

ve bu sekilde en son kullanilacak olan sicakliga ayarlanmistir.
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Deney gruplar1 asagidaki gibi olusturulmustur.
Tablo 1. Calismada kullanilacak olan kontrol ve muamele gruplari

1. Grup (Kontrol) Bu deney grubunda bulunan baliklara hi¢bir uygulama

yapilmamigtir.

2. Grup (Muamele 1) Bu deney grubunda bulunan baliklara son konsantrasyonu 1

ppm olacak sekilde glyphosate uygulanmistir.

3. Grup (Muamele 2) Bu grupta bulunan baliklara son konsantrasyonu 5 ppm

olacak sekilde glyphosate uygulanmustir.

28.5°C 29.0°C
Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
1. Grup 10 adet (&) | [10 adet ()| |10 adet(®) 1. Grup 10 adet (¢) | [10 adet () | |10 adet(®@)
1ppm 1 ppm 1ppm 1ppm 1ppm 1ppm
2. Grup 10 adet (3) | [10 adet (&) | |10 adet(?) 2. Grup 10 adet () | [10 adet (&) | |10 adet(?)
5 ppm 5 ppm 5 ppm 5 ppm 5 ppm 5 ppm
3. Grup 10 adet () | [10 adet ()| |10 adet(®) 3. Grup 10 adet () | [10adet ()| |10 adet(®)
29.5°C 30.0 °C
Kontrol Kontrol Kontral Kontrol Kontrol Kontrol
1. Grup 10 adet () | [10 adet ()| |10 adet(2) 1. Grup 10 adet () | [10adet (@) | |10 adet(9)
1ppm 1ppm 1 ppm 1ppm 1 ppm 1ppm
2. Grup 10 adet (¢) | [10 adet (') | |10 adet{?) 2. Grup 10 adet (&) | [10adet (¢)| |10 adet(?)
5 ppm 5 ppm 5 ppm 5ppm 5 ppm 5 ppm
3. Grup 10 adet () | [10 adet (&) | |10 adet(Q) 3. Grup 10 adet () | [10adet (3)| |10 adet(9)

Sekil 5. Tez galismasi grup organizasyonu.

Olusturulan gruplardan kontrol grubuna hicbir uygulama yapilmazken, muamele
gruplarina her sicaklik i¢in son konsantrasyonu 1 ve 5 ppm olacak sekilde 96 saatlik akut
glyphosate maruziyeti gergeklestirilmistir. Bu amacla herbir doz i¢in kullanilacak olan
glyphosate dozu c¢alismanin basinda hesaplanmis ve suda ¢oziilerek baliklara
uygulanmistir. Calisma siiresi boyunca glyphosate igerigini sabit tutmak i¢in igerik
hergiin ayni saatte yenilenmistir. Caligmada kullanilan dozlar 2015 yilinda yaptigimiz tez
caligmasindan ve literatiirlerden elde edilen veriler dikkate alinarak secilmistir (Sulukan,

2015; Sulukan vd., 2017). Maruziyet siiresinin sonunda; her gruptan 5 erkek ve 4 disi
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olmak iizere toplam 9 balik icin yeni tank dalis testi (anksiyete analizleri i¢in) ve 6 balik
icin de sirkadiyen ritim testi yapilmistir. Sonrasinda baliklar yeni nesil analizler igin
iiremeye birakilmis ve yumurta alinmistir. Testler yapildiktan ve yumurtalar alindiktan
sonra her orneklemede her tekrardan rastgele secilen on baligin beyin dokular disekte
edilip ¢ikarilarak metabolom analizleri igin -80 °C’de muhafaza edilmistir. Her
orneklemede her tekrardan rastgele secilen on baligin beyin dokular1 ise, histopatalojik
analizler icin %4 likk formaldehit icerine alnarak +4 °C’de saklanmustir. Ornekleme
sonrasinda geriye kalan 15 balik 10 giinliik iyilesme (recovery) siireci igin pestisit
icermeyen kosullara aktarilmis ve kendi sicakliklarinda muhafaza edilmistir. 96 saatlik
maruziyetin sonrasindaki 10 giinliik glyphosate bulunmayan ortamda iyilesme siireci
boyunca tiim tank suyunun 2/3’si yeni hazirlanmis ayni sicakliktaki su ile giinliik olarak
yenilenmistir. Iyilesme siireci sonrasinda da aymi sekilde tiim analizler yapilarak

baliklardan yumurta alinmis ve yeni nesil analizler igin kullanilmistir (Sekil 6).

Balim I 2k Skl Pt R B T - —
30.0°C Baeed Moo T on — - | Pevindelihistopatalojikcbulgular |
A | . 1 ppm/S ppm Q g'—:x\—f" %‘g Q
Jo,1)c | g Glyphosate (GF) =, . x RNy SN AL - S—
B GFd N oF = g RIS S P —
15 giin M 10 giin
Aklimasyon Maruziyet iyilesme

Sekil 6. Calisma kurgusu 6zeti.
3.2.2. Yetiskin Davrams Testleri

96 saatlik maruziyet siiresinin sonunda akut glyphosate uygulamasinin anksiyete
ve sirkadiyen ritim iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in yetiskin zebra baliklarinda
yeni tank ve sirkadiyen ritim testi yapilmistir. 96 saatlik maruziyetinin ardindan 10 giin
boyunca iyilesme siirecinde kalan baliklarda da bu analizler yapilmistir. Daha sonra balik
davranislarini izlemek i¢in EthoVision XT yazilimi kullanilmistir (Cachat vd., 2010).

3.2.2.1. Yeni Dalma Tank Testi

Yeni tank aparati tipik olarak yatay olarak iist ve alt bolgeye boliinmiis dar bir
tanktan olusmaktadir. Ergin baliklar i¢in anksiyete testi, Sekil 7°de 6l¢iileri verilen dalma
tank kullanilarak 10 dakika boyunca baligin hareketlerinin izlenmesi ve baligin
lokomotor aktivitesinden gelen anksiyete iliskili davraniglarinin irdelenmesi esasina
dayanmaktadir (Egan vd., 2009). Bu amagla ¢alismamizda tiim gruplardaki baliklar teker
teker bir dalma tankinin igerisine yerlestirilerek 10 dk boyunca hareketleri izlenmis ve
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tanktaki baligin hareketi bir kamera yardimiyla bilgisayar ortamina aktarilmistir. Daha
sonra EthoVision yazilimi tizerinden dalma tankinin alt ve st kisimlar1 zon olarak
belirlenerek, hayvanin alt ve iist kisimda gegirdigi toplam siire, alt {ist kisimlar arasi
gecislerinin sayisi, diizensiz hareketleri (baligin yiizme sirasinda yoniiniin ve hizinin ani
ve keskin bir sekilde tekrar tekrar degismesi), durgunlugunun (solungag ve gozler disinda
baligin hareketlerinin bir saniye veya daha fazla siireyle tamamiyla durmasi) siiresi ve
sayis1 gibi yiizme davranislar1 ayni yazilim lizerinden analiz edilmistir (Egan vd., 2009;
Hamilton vd., 2017). Incelenen bu hareketlerden alt kisimda fazla zaman gegirilmesi,
tankin {ist kismina ulasmasi i¢in gegen siirenin uzunlugu veya diizensiz hareketlerin
frekansi gibi davranig parametreleri yazilim tizerinden degerlendirilerek baliklarin
anksiyete seviyeleri hakkinda yorumlar yapilarak elde edilen sonuglar degerlendirilmistir
(Cachat vd., 2011; Stewart vd., 2012; Nguyen vd., 2014).

3.2.2.2. Sirkadiyen Ritim Testi

Sirkadiyen ritimler, giinlik gevresel degisiklikleri tahmin etmek i¢in canli
organizmalarin fizyolojisini ve davranisini uyarlamada merkezi bir rol oynayan hiicre ici
zaman izleme sistemlerine dayanmaktadir. Mevcut ¢alismada, hem 96 saatlik glyphosate
maruziyeti hem de iyilesme siiresi sonrasinda baliklarin uyku/uyanma davraniglarini
degerlendirmek ig¢in sirkadiyen ritim testi yapilmistir. Uyku-uyaniklik davraniglari, zebra
baliklar1 igin Ozel olarak tasarlanmis bir sirkadiyen ritim odasi kullanilarak
degerlendirilmistir. Deneyler, sicaklik ve 1s1k kontrollii bir sistem igerisinde
gergeklestirilmistir (Sekil 7). Sistem tizerindeki 151k kontrolii 14 saat aydinlik 10 saat
karanlik olacak sekilde ayarlanmigtir. Isik ve karanlik dongii igin sirasiyla, bir
zamanlayici tarafindan kontrol edilen beyaz renkli LED'ler ve IR LED'ler kullanilmustir.
Kayit i¢in kullanilan kamera ise gece ve giindiiz siiresi boyunca hareketleri kaydedip
bilgisayar ortamina aktarilabilecek sekilde dizayn edilmistir. Diizenek hazirlandiktan
sonra glyphosate maruziyeti tamamlanan yetiskin baliklar, 21 cm x 12 cm boyutlarindaki
tanklara her birinde 3 balik olacak sekilde aktarilmistir. Tanklar sicaklik kontrollii bir
inkiibatorde tutulmustur (28.5°C, 29.0°C, 29.5°C ve 30.0°C). Daha sonra, yiizen zebra
baliklarinin lokomotor aktivitelerini yansitan kat edilen toplam mesafe (cm), toplam
ortalama hiz (cm/s), baligin acisal yer degistirmesinin zaman araligma orani olarak
hesaplanan ortalama acisal hiz (0/s) ve sabit bir yon veya yol olmadan yapilan hareket

olan kivrilma (0/m) parametreleri degerlendirilmek i¢in baliklarin tiim hareketleri 24 saat

19



BOLUM I

boyunca kayit altina alinmistir. Daha sonra kayitlardan iginde her 60 dakikada 60

saniyelik boliimler EthoVision XT yazilimi ile analiz edilmistir (Sarasamma vd., 2019).

Ethovision
IdTracker

* Kamera

kontrol
iinitesi

! Anksiyete benzeri davranis testi sistemi  Sirkadiyen ritim test sistemi

Sekil 7. Ergin balik anksiyete testinde kullanilan dalma tanki (Egan vd., 2009) ve
sirkadiyen ritim test sistemi.

3.2.3. Histopatolojik incelemeler

Histopatolojik analizler i¢in ¢alisma sonunda her Orneklemede her tekrardan
rastgele secilen bes baligin beyin dokular1 %10’ luk formaldehit soliisyonunda 48 saat
stireyle tespit edilip, rutin doku takip islemlerinin ardindan parafin bloklara gomiilmiistiir.
Daha sonra 4 um kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen-eozin (HE) ile boyanip 151k
mikroskobu ile incelenmistir (Olympus BX 51, JAPONYA). Incelene Kesitler
histopatolojik 6zelliklerine gbére yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak
degerlendirilmistir (Tirkoglu vd., 2021).

3.2.4. immunohistokimyasal Analizler

Immunohistokimyasal analizlerde anksiyete ile iliskili olan 5HT4 (5-
Hydroxytryptamine receptor 4) ve sirkadiyen ritim ile iliskili olan GNAT2 (Guanin
niikleotid baglayici protein G (t) alt birimi alfa-2) proteinlerine ait antikorlar
kullanilmigtir. Immunohistokimyasal inceleme i¢in histopatolojik analizler igin parafin
bloklarda gomiilmiis olan dokulardan 4 um kalinligindaki kesitler adhezivli (poly-L-
Lysin) lamlara alinarak deparafinize ve dehidre edilmistir. Ardindan % 3’liik H202’de
10 dk tutularak endojen peroksidaz inaktive edilmistir. Daha sonra dokular %1’ lik antijen
retrieval (sitrat buffer (pH'6.1) 100X) soliisyonunda kaynatilmistir. Dokularda
nonspesifik zemin boyanmasini 6nlemek i¢in kesitler protein blok ile 5 dk inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan dokulara primer antikorlar (SHT4 Kat No: ab60359, Sulandirma
Orant: 1/100, UK) damlatilip kullanim talimatlarina uygun inkiibe edilmistir. Sekonder
isaretleyici olarak immunfloresans sekonder antikor kullanilip (FITC Cat No: ab6785
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Diliient Orant: 1/1000) karanlik ortamda 45 dk bekletilmistir. Ardindan dokulara ikinci
primer antikorlar (GNAT2 Kat No: bs-11560R, Sulandirma Orani: 1/100, US) damlatilip
kullanim talimatlarina uygun bir sekilde inkiibe edilmistir. Sonrasinda sekonder antikor
ile muamele edilerek (Texas Red Cat No: ab6719 Diliient Orani: 1/1000 UK) karanlik
ortamda 45 dk siireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra kesitlere mounting medium’ lu
DAPI (Kat no: D1306 Sulandirma Orani: 1/200 UK) damlatilip 5 dk karanlik ortamda
bekletildikten sonra kesitler lamel ile kapatilmistir. Boyanan kesitler floresans atagmanli
mikroskopta (Zeiss AXIO ALMANYA) incelenmis ve veriler ZEISS Zen Imaging
Software programinda degerlendirilmistir (Sokmen vd., 2020)

3.2.5. Metabolom Analizleri

Glyphosate muamelesi yapilmis gruplar ve iyilesme gruplari i¢in her 6rneklemede
her tekrardan rastgele segilen bes baligin beyin dokulari alinmig ve metobolom
analizlerinde kullanilmak iizere sivi azot igerisinde dondurularak kullanilincaya kadar
-80 °C’de muhafaza edilmistir. Metabolom analizlerinde iki baliga ait ayni dokular
birlestirilerek (havuz yapilarak) tek numune (her akvaryumdan 5, her gruptan 15 numune)
olarak degerlendirilmistir. Tim numuneler nazik¢e toplanmig ve deplastize edilmis bir
mikrosantrifiij tiipiinde saklanmustir. ki numune bir araya toplanarak 1 mL metanol
icinde Tissulyzer model homojenizator kullanilarak homojenize edilmistir. Havuzlanan
numuneler, metanol icinde iki tekerriir olacak sekilde 2 dakikalik pargalanma
prosediirine maruz birakilmigtir. Daha sonra dokularin igindeki hiicrelerin de
pargalanmasi i¢in ornekler -20 °C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Havuzlanan her
numune i¢in 10 dakikalik sonikasyon iglemi yapilmistir. Son olarak numuneler 12500
rpm'de 15 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant nazikge alinmistir. EKstraksiyon
soliisyonu, vakum altinda buharlagtirnlmistir ve mobil faz ile kalinti yeniden
olusturulmustur. QC (kalite kontrol) numuneleri, her numuneden 5 uL pipetleme
yapilarak elde edilmistir. Tim O6rnekler Q-TOF (Kuadrupol Ugus Zamanh Kiitle

Spektrometresi) analizine kadar -80 °C'de saklanmustir.

Metabolomik ¢alisma, Agilent 6530 Q-TOF spektrometresi ile siirdiiriilmiistiir.
Pozitif iyon modunda ¢ift AJS ESI iyon kaynag tercih edilmistir. MS absorbans esigi
250 olarak belirlenmistir. Toplam calisma siiresi 15 dakika olarak belirlenmistir.
Metabolitlerin eliisyonu Zorbax Eclipse C18 kolonu ve asetonitril (%0.1 FA) ve su (%0.1
FA) ile gradyan eliisyonu yoluyla saglanmistir. Tarama hiz1 6 spektrum/sn ve kiitle aralig
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50-1500 m/z arasinda olacak sekilde diizenlenmistir. Enjeksiyon hacmi 6 pL olarak
belirlenmistir. Metabolitlerin teyidi i¢in, ayn1 m/z araliginda QC numunelerinin MS/MS
spektrumlari1 da elde edilmistir. Q-TOF MS/MS analizi i¢in toplam c¢alisma siiresi, her
numune ve QC i¢in yaklasik 15 dakika olarak belirlenmistir. Akis hizinin 400 ul/dak
oldugu lineer gradyan eliisyonu gergeklestirilmistir. Kosullar su sekilde 6zetlenmistir:
Mobil faz A'nin %95'i ( H.O (%0,1 v/v Formik asit)) 0.5 dakika olacak sekilde
ayarlanmistir, ardindan mobil faz B (CH3CN (0.1% v/v Formik asit)) i¢in 3.5 dakikada
%?2'den %20'ye ve sonrasinda 4 dakikada %20 ila %95 B'ye bir yiikselme yapilmustir.
%95 solvent B'nin kosullar1 1 dakika tutulmustur ve 2.75 dakika tutulan baslangi¢
kosullarina geri donmek i¢in 0.25 dakikalik bir gradyan kullanilmistir. Toplam galistirma
stiresi, her calistirma i¢in yaklasik 15 dakika stirmiistiir (Senol vd., 2019; Dogan vd.,
2021).
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4, ARASTIRMA BULGULARI (BOLUM I)

4.1. Yetiskin Zebra Bahg Analizleri
4.1.1. Davrams Analizleri
4.1.1.1. Sirkadiyen Ritim Testi Analiz Sonuglari

Zebra baligi, 6zel saat ve fotoreseptor bolgeleri dahil olmak tizere beynin
fonksiyonel gelisiminin molekiiler temelli aydinlatilmasi nedeniyle sirkadiyen ritim
arastirmalarinda kullanilan bir model haline gelmistir (Vatin vd, 2011). Bu caligmada
sicaklik stresi altinda glyphosate’a maruz kalan zebra baliklarinda dozlara bagli olarak
sirkadiyen ritim hareket aktivitesindeki degisimler incelendiginde, uyku-uyaniklik
dongiilerinin doz ve sicaklik artisina bagl olarak bozuldugu goriilmiistiir. Elde edilen
veriler her sicaklik i¢in dozlar arasindaki degisimleri ve sicakliklar arasindaki farkliliklart
tespit edecek sekilde kiyaslanmistir. Sirkadiyen ritim analiz sonuglari incelendiginde
baligin genel motor fonksiyonunu gosteren toplam katedilen mesafenin uygulanan doz ve
sicaklik artigina baglh olarak aydinlik fazda azaldigi, karanlik fazda arttigi belirlendi
(Sekil 8).
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Sekil 8. Toplam mesafenin aydinlik ve karanlik fazda gruplar arasindaki karsilastirmasi.
Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, aym gruplardaki farkli sicakliklar
arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).
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Kat edilen toplam mesafenin toplam zamana bdliinmesiyle Olciilen ortalama hiz

icin benzer sonuglar elde edildi (Sekil 9).

105 ™2 Kntrl 1 ppm S5ppm =2 1ppm(R) mm Sppm(R) &= Giindiiz == Gece

@
£
L
N
=
@©
£
=
o]
t
o 2
28.5°C
20~ wn Kntrl 1 ppm S5ppm == 1ppm(R) == 5ppm (R)
m _—_e
@
88
On
ek
N
38
£s
O£
o

Sekil 9. Ortalama hizin aydinlik ve karanlik fazda gruplar arasindaki kargilastirmasi.
Gruplarm kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, aym1 gruplardaki farkli sicakliklar
arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).

Baligin agisal yer degistirmesinin zaman araligina orani olarak hesaplanan
ortalama agisal hiz incelendiginde ise dozdaki artigla paralel olarak aydinlik fazda 6nemli

oranda azaldig1 gozlenmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. Ortalama agisal hizin aydinlik ve karanlik fazda gruplar arasindaki
karsilastirmasi. Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, ayn1 gruplardaki farkli
sicakliklar arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).
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Zebra baliginin sergiledigi kivrilma benzeri hareketleri incelendiginde ise
aydinlik fazda 5 ppm glyphosate’in artan sicaklikla beraber kivrilma hareketinde bir artisa

sebep oldugu gozlenirken karanlik fazda herhangi bir degisim goriillmemistir (Sekil 11).
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Sekil 11. Kivrilma parametresinin aydinlik ve karanlik fazda gruplar arasindaki
karsilagtirmasi. Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, ayn1 gruplardaki farkli
sicakliklar arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).

4.1.1.2. Yeni Tank Dalis Testi Analiz Sonugclar:

Zebra baliklarinda glyphosate maruziyetinin anksiyete tizerindeki etkisi her
anksiyete parametresi i¢i ayr1 ayr1 analiz edilerek incelenmistir. Katedilen mesafe; zebra
baliklarinin yeni tank iginde kat ettigi toplam mesafeyi ifade etmekte ve genel
motor/noérolojik fenotipleri yansitmaktadir. Yapilan calismada, her sicaklik i¢in dozlar
arasindaki degisim incelendiginde sicaklik ve dozdaki artisla beraber katedilen mesafenin

onemli derecede azaldig1 goriilmiistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Yeni tank dalig testi sonrasi kat edilen toplam mesafenin gruplar arasindaki
karsilagtirmasi. Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, ayn1 gruplardaki farkli
sicakliklar arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).

Zebra balig1 ylizme hizin1 ifade eden hiz parametresinde de benzer sonuglar
gbzlenmistir (Sekil 13). Iyilesme gruplarinda ise hem doz hem sicaklik yoniinden

karsilagtirildiginda anlamli bir fark gériillmemistir.
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Sekil 13. Yeni tank dalis testi sonrasi hizin gruplar arasindaki karsilastirmasi. Gruplarin
kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, ayni gruplardaki farkli sicakliklar arasindaki 6nemli
farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).
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Diizensiz hareket frekansi, hareket yoniinde keskin veya ani degisiklikleri ifade
etmektedir. Artan korku/endiseyi gosterir ve genellikle stresli zebra baliklarinda daha
yiiksektir (Kalueff vd., 2013). Yapilan ¢alismada, sicaklik ve doz arttik¢a diizensiz
hareketlerin de arttig1 goriilmiistiir (Sekil 14).
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Sekil 14. Yeni tank dalis testi sonrasi diizensiz hareket frekansinin gruplar arasindaki
karsilagtirmasi. Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, ayn1 gruplardaki farkli
sicakliklar arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).

Ust kisma gegisteki gecikme; yeni tankin tanimlanan alt kismindan iist kismina
(gbvdenin kiitle merkezine gore) ilk ge¢is icin gecen siireyi ifade etmektedir. Yeni bir
ortamla tanistirildiginda, zebra balig1 dogal olarak tankin dibine dalar ve test ortamina
alistikca yavas yavas arastirir ve yukarilara ¢ikmaya baglar. Daha uzun gecikme, daha
yiiksek kaygi diizeylerini gosterir (Stewart vd., 2012). Sonuclar incelendiginde artan
sicaklikla beraber hem glyphosate uygulanan gruplarda hem de iyilesme gruplarinda tist
kisma gegisteki gecikmenin anlamli derecede arttigi tespit edilmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. Yeni tank dalis testi sonrasi iit kisma gegisin gruplar arasindaki karsilastirmasi.

Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, aym gruplardaki farkli sicakliklar
arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).
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Alt kisimda gegirilen siire; yeni tankin alt kisminda harcanan toplam stireyi ifade
etmektedir. Tankin alt kisminda gegirilen daha uzun siire, daha yiiksek kaygi seviyelerini
gosterir. Yapilan ¢alismada, 6zellikle 5 ppm glyphosate’in sicaklik artisiyla beraber alt

kisimda gegirilen siireyi artirdig goriilmistiir (Sekil 16).
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Sekil 16. Yeni tank dalis testi sonrasi alt kisimda gegirilen siirenin gruplar arasindaki
karsilastirmasi. Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, ayn1 gruplardaki farkli
sicakliklar arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).

Benzer sonuglar, tim donma nobetlerinin toplam siiresini belirten donma
(Freezing) parametresinde de goézlenmistir (Sekil 17). Donma siiresi, artan kaygiyi

gosterir ve genellikle stresli zebra baliklarinda daha yiiksektir.

B 4 Kntrl 1 ppm 5 ppm 1 ppm (R) 5 ppm (R) b
Z A
» b b

2 5 A

O

4

o

& 27

< a

©

g 11

c

o

(a) v 1 1T T T

zss..:,"cI ' I " Ta90°c | ' '29.§°c' ) I ) '30.6°c

Sekil 17. Yeni tank dalig testi sonrast donma frekansinin gruplar arasindaki
karsilagtirmasi. Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, aym1 gruplardaki farkli
sicakliklar arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).

Ust kisma gegis sayist; yeni tankin tanimlanan alt kismindan iist kismia gegis
sayisini ifade etmektedir. Daha fazla st giris, daha diisiik kaygi seviyelerini gosterir.
Mevcut calismada, yiiksek dozlardaki glyphosate’n sicaklik stresi altinda zebra
baliklarinin iist kisma gegis sayisin1 azaltarak kaygi benzeri davranislara sebep oldugu

tespit edilmistir (Sekil 18).
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Sekil 18. Yeni tank dalis testi sonrasi iist kisma gecisteki gecikmenin gruplar arasindaki
karsilagtirmasi. Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, ayn1 gruplardaki farkli
sicakliklar arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).

4.1.2. Immunohistokimyasal inceleme Sonuclari

Sicaklik stresi altinda glyphosate’a maruz birakilan yetiskin zebra baliklarinin
beyin doku Kkesitlerindeki doku hasarmi tespit etmek igin histopatolojik analizler
yapilmistir. Elde edilen bulgular dort farkli sicaklikta 0.5 derecelik farkla glyphosate’a
maruz birakmanin zebra baliklarinin beyinlerinde artan sicaklia ve doza bagli olarak
norofillerde hasar/dejenerasyon ve nekroza sebep oldugunu gostermistir (Sekil 19).
Iyilesme gruplarinda da glyphosate’nin sebep oldugu hasarin devam ediyor olmasi artan
sicakligin bu hasarlarin telafisini olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir. Sirkadiyen
ritim ve anksiyete ile ilgili biyobelirteclerin kullanildigi immiinohistokimyasal analiz
sonuglari incelendiginde ise sicaklik ve doz artigina bagli olarak GNAT2 ve 5HT4 protein

ekspresyonlarinda artig tespit edilmistir (Sekil 19/ Tablo 2).
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Sekil 19. Farkli sicaklik kosullarinda glifosata maruz kalan zebra baliginin beyin
dokularinda hematoksilen ve eozin boyamasinin (H&E) ve 5-HT4R ve GNAT2 igin
immiinofloresan reaksiyonlarinin mikroskobik goriintiisii. Bu sekilde tasarlamanin ilk
amaci bulgularin sikliginin sicaklik ve dozla degisimini gostermekti. Ayrica bu tasarim
bu bulgularin yerlerini de géstermektedir. Sar1 noktalar histopatolojik bulgularin oldugu
bolgeleri, kirmizi noktalar ise immiinofloresan sinyallerin gozlendigi bdlgeleri
gostermektedir.

Tablo 2. Zebra baligi beyin kesitlerinde 5-HT4R ve GNAT2 immiinopozitifliginin
skorlama tablosu.

Puanlama Sicakhk Kntrl 1 ppm 5 ppm 1 ppm (R) 5 ppm (R)
++ +4++ + ++
++ 4+ + ++

+++ ++++ ++ ++
+H+ 4+ ++ ++

29.7416.18° 58.74+5.89° 76.1616.67° 36.431546% 50.1314.63°
SHT&lin
28.34+6.43° 55.28+6.83> 79.39+4.70° 38.67+5.37° 51.37 +5.60°

immunofloresans
33.60+6.43° 60.39+6.92> 80.64+4.70° 40.17+7.54° 56.06 *3.98"

yogunlugu
30.0°C 38.4815.39° 67.67+6.92° 93.8615.32° 57.0617.54° 78.74 t6.49"

28.5°C 23.46+5.44° 54.43+4.19® 72.6415.89¢ 34.18+7.19° 47.64 +5.58"
GNAT2’ni

e 23.34£6.87° 51.26£5.35° 74.59£6.64° 35.44:6.89° 48.51:5.39b
immunofloresans

31.14+6.54*° 58.43+6.49® 77.69+6.57° 38.38%5.13" 53.37 +4.46"

yogunlugu

35.67+6.21° 65.88+16.49° 82,3816.29° 54.3816.13° 75.87 + 5.36™

Skorlama tablosu histopatolojik sonuglardaki dejenerasyon ve nekroz bulgularinin
oneminin puanlanmasini gosterir (yok (-), hafif (+), orta (++), siddetli (+++), ¢ok siddetli
(++++) ) ve 5-HT4R ve GNAT2'nin immiinofloresan yogunlugu (p < 0.05). (Puanlama,

her analiz i¢in kullanilan tim boliimlerin ortalamasini temsil eder).

4.1.3. Metabolom Analiz Sonug¢lar:

Glyphosate maruziyetinin sicaklik etkisiyle beraber metabolom igeriginde
meydana getirdigi degisimi incelemek i¢in zebra baligir beyin dokularinin metabolom
profilleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, heat map grafiginde de gortildiigi
tizere Ozellikle yiiksek dozda (5 ppm) glyphosate maruziyetinin dikkate deger
degisikliklere sebep oldugu tespit edilmistir. Analiz neticesinde 37 anlamli metabolit
tespit edilmis ve beklendigi gibi, bu metabolit seviyelerindeki degisiklik yiiksek
konsantrasyonda ve artan sicakligin etkisi ile daha da garpici olmustur (Sekil 20). Gruplar
arasindaki farklar1 agiklamak icin orhogonal kismi en kii¢iik kare diskriminant (OPLS-
DA) analiz sonug grafigi olusturulmustur. Kiime analizini gerceklestirmek i¢in Agilent
Mass Hunter 8.1'den her grubun TOF-MS spektrumu elde edilmistir. Daha sonra tiim d
dosyalart mzxml dosyasi olusturmak i¢in proteowizard gui'ye aktarilmigtir. Bundan sonra

veriler, pik tespiti, pik hizalamasi ve alikonma siiresi diizeltmesi i¢in METLIN ¢evrimigi
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yazilimina yiliklenmistir. Son olarak excel formatinda m/z degerleri, alikonma stiresi ve
yogunluklari igeren bir 6zellik listesi olusturulmustur. Bu veri dosyasi, kemometrik analiz
yapmak i¢in MATLAB 202la'ya aktarilmistir. OPLS-DA analizi, PLS ara¢ kutusu
araciligiyla yapilmigtir. Hem test hem de capraz dogrulama setlerinin duyarlilik ve
Ozgiillik degeri, her grup arasindaki bir degisikligi acgiklamak igin yeterli olmustur
(duyarlilik 0.880'den daha iyi ve 6zgiilliik 0.813'ten daha iyi). Her grup i¢in ROC egrileri
de cizilmis ve ¢apraz dogrulama seti ve egri altindaki alan (AUC) degerleri (test seti
0.9323'ten daha iyi ve ¢apraz dogrulama veri seti 0.9040'tan daha iyi), modelin dogru

gruba iligkin her bir 6rnegi tahmin etme yetenegine sahip olduguna isaret edilmistir.
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Sekil 20. Tespit edilen metabolobiletlerin farkli sicaklik ve maruziyet gruplarindaki
ortalama intensite degerlerine gore sicaklik haritasi.

Aciklamali metabolitlerle ilgili olarak yol analizi de yapilmistir. Kyoto Genler ve
Genomlar Ansiklopedisi (KEGQG) veri tabani araciligiyla m/z degerlerine ve alikonma
siiresine gore 10 ppm tolerans araliginda 36 metabolit i¢in aciklama yapilmistir. 28.5 °C
kontrol grubuna (0.66< x< 1.5) kars1 kat analizine gore agiklamali her metabolitin 6nem
diizeyine gore bir Venn diyagrami da ¢izilmistir. Onemli metabolitler Sekil 21'de bir
Venn semas! olarak izlenmistir. Onemli agiklamali metabolitlere gore yolak analizi

Metaboanalyst 5.0 tarafindan gergeklestirilmistir (Sekil 21). Sicaklik degisimine bagh
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olarak Riboflavin, Purin, Nikotinat & Nikotinamid, Triptofan, Vitamin B6, Pirimidin,
Valine & Losin Degradasyonu, Fenilalanin ve Glutatyon metabolizma yollarinin énemli

Olciide etkilendigi gbzlemlenmistir.
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Sekil 21. Ortogonal kismi en kiigiik kareler diskriminant analiz algoritmasi ile yapilan
siniflandirmada latent degiskenlerin skor grafigi (a), Tespit edilen metabolitlerin farkl
sicaklik gruplarindaki anlamlilik degerlerine gore venn diagrami (b), Tespit edilen

metabolitlerin yer aldig1 metabolik yolaklarin p degerine karsilik topografik yolak etki
deger grafigi (c,d,e).
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5. TARTISMA (BOLUM I)

Kiiresel 1sinmaya bagh sicaklik artisi, sucul ekosistemdeki pestisitlerin iirettigi
toksisiteyi biiylik ol¢iide etkilemektedir. Cesitli balik tiirlerinde glyphosate’in etkileri
lizerine arastirmalar yapilmistir fakat bu ¢alismalar, fizyolojik fonksiyonlar1 ve toksik
maddelere kars1 davranissal tepkileri etkileyen sicaklik gibi hayati bir parametreyi gzden
kacirmistir. Bu nedenle, yaptigimiz ¢alismada zebra baliklarinda 0.5 °C’lik bir sicaklik

degisiminin glyphosate’in toksisitesi iizerine etkisi incelenmistir.

Organizmalarda giinliik 151k dongiisiine adaptasyona yanit olarak gelisen
sirkadiyen ritim, bazi endojen ve/veya eksojen faktorlerin etkisiyle bozulabilir (Zakharov
ve Khivintseva, 2020). Abiyotik ¢evre kosullarindaki degisiklikler (sicaklik, cevresel
kirleticiler, oksijen eksikligi vb.) ve sinerjik etkilesimlerin neden olabilecegi sirkadiyen
ritim bozukluklar1 organizmalar i¢in dnemli bir stres kaynagidir (Prokkola ve Nikinmaa,
2018). Bu faktorlerin tek basina etkileri lizerine birgok ¢alisma olmasina ragmen, ¢oklu
faktorlerin sinerjistik etkilerini inceleyen arastirmalar sinirlidir. Bu baglamda, yaptigimiz
calismada, sirkadiyen saat fonksiyonu arastirmalari igin ideal bir omurgali oldugu
diistintilen zebra balig1 modeli kullanilarak ikili ¢evre kosullarinin (sicaklik ve pestisit)
sirkadiyen ritim {lizerindeki sinerjik etkileri incelenmistir (Lahiri vd., 2005). Elde edilen
sonuglar degerlendirildiginde doz ve sicakliktaki artisa paralel olarak, glyphosate’in
aydinlik evrede katedilen toplam mesafeyi, ortalama hiz1 ve ortalama agisal hiz1 azaltarak
gindiiz uyku benzeri davranislara, karanlik evrede ise bu parametreleri artirarak
hiperaktiviteye sebep oldugu goriilmiistiir. Aydinlik fazda daha diisiik hizlanma degeri
anormal motor ve nérolojik islevi gostermektedir (Yang vd., 2019b). Iyilesme
gruplarinda da benzer sonuglarin go6zlenmesi, sicaklik stresi altinda uygulanan
glyphosate’in olumsuz etkilerinin uygulama kesildikten sonra belirli bir siire daha devam
ediyor olabilecegini gdstermistir. Bilindigi gibi sicaklik degisimi, belirli saat genlerinin
bazal ekspresyonundaki degisiklikleri genlere 6zgii bir sekilde yonlendirir ve boylece
sirkadiyen ritimleri manipiile edebilir (Lahiri vd., 2005). Bu baglamda mevcut ¢alismada
glyphosate maruziyeti ile sicaklik artisginin birlestirici etkisinin sirkadiyen rit imin
bozulmasinda daha belirleyici bir faktor oldugu tespit edilmistir. Bir fungusit olan
flutolanilin’in zebra baliklari tizerindeki toksik etkisinin arastirildigi benzer bir ¢alismada
da, kirleticiye maruz kalmanin pozitif ve negatif saat genlerinin ekspresyon seviyelerini

onemli Ol¢iide degistirerek sirkadiyen ritminde bir bozulmaya sebep oldugu
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gosterilmistir. Bu duruma, sirkadiyen sistemin regiilasyonundan sorumlu olan melatonin
seviyelerindeki diizensizliklerin sebep olabilecegi belirtilmistir (Yang vd., 2019b). Bizim
caligmamizda da sicaklik stresi altinda glyphosate’in toksisitesinin artmasiyla beraber
baligin motor aktivitelerinin bozulmasmin sirkadiyen ritimde diizesizliklere sebep oldugu
disiiniilmektedir (Sulukan vd., 2022).

Cevre kirliliginden kaynaklanan sirkadiyen bozulma, artan fizyolojik ve
psikolojik hastaliklarla da iliskilendirilmistir (Yang vd., 2019a). Yaptigimiz ¢alismada
sirkadiyen ritime ek olarak glyphosate’in anksiyete tizerindeki etkisini degerlendirmek
icin yeni tank dalis testi yapilmistir. Elde edilen sonuglar sicaklik ve dozdaki artisa bagl
olarak glyphosate’in kaygi benzeri davranislarin meydana gelmesinde de dnemli dlgiide
etkili oldugu gériilmektedir. Iyilesme gruplarinda da dzellikle 5 ppm uygulamasinin bu
etkileri devam ettirmesi anksiyojenik etkilerin maruziyet kesildikten sonra dahi devam
edebilecegini gostermistir. Yetiskin zebra baliklari tizerinde glyphosate ve roundup’in
etkilerinin degerlendirildigi bir ¢aligmada, 0.5 mg/L glyphosate ve 0.065 ve 0.5 mg/L
Roundup® konsantrasyonlarina maruz kalan baliklarin kat edilen mesafe, ortalama hiz
ve hat gecisleri parametrelerinde azalmalar oldugu tespit edilmistir (Bridi vd., 2017).
Yapilan bir diger ¢alisma, bir pestisit olan parakuatin zebra balig1 eriskinlerinde hareket
ve kat edilen mesafenin azalmasina neden oldugunu gostermistir (Bortolotto vd., 2014).
Benzer bir calismada genis spektrumlu bir organoklorlu pestisit olan endosulfan
maruziyetinin, kontrol gruplan ile karsilagtirildiginda yetiskin zebra baliklarinda hat
gecisleri, kat edilen mesafe, ortalama hiz ve viicut doniis agisin1 azalttig1 tespit edilmistir
(Pereira vd., 2012). Bu veriler bir arada degerlendirildiginde bizim ¢aligmamizda, 1 ve 5
ppm glyphosate’in kaygi benzeri davranmiglara sebep olarak anksiyojenik etkiler
olusturabilecegi tespit edilmistir. Bagimsiz degiskenler olarak sicaklik ve madde
konsantrasyonu etkisini bir arada degerlendirdigimiz bu g¢alisma kiiresel 1sinma ile
beraber artan sicakliklarin pestisit toksisitesinde ciddi oranda artislara sebep olabilecegini

carpici bir sekilde gozler oniine sermektedir.

Pestisitler, organizmalarda davranigsal degsikliklere ek olarak doku hasarina da
sebebiyet verebilmektedirler. Calismamizda, ¢evresel bir stres etkeni olan sicaklik ile
beraber glyphosate uygulamasinin zebra baligi yetiskin beyninde olusturdugu doku
hasarin1 gozlemlemek icin histopatolojik analizler yapilmistir. Bunlara ek olarak
sirkadiyen ritim ve anksiyete ile iliskili proteinler olan GNAT2 ve SHT4 proteinlerinin

seviyeleri de immunofloresan analizlerle degerlendirilmistir. Sonuglarimiz, glyphosate
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maruziyetinin doku hasaria sebebiyet verdigini gostermistir. Hasarin siddetinin doz ve
sicaklik artisiyla beraber daha da siddetli hale geldigi tespit edilmistir. Yapilan bir
caligmada, organofosfath pestisitler olan klorpirifos, metil parathion ve malathion’nun
uygulandigi sicanlarin karaciger, beyin ve bobreklerinde 6nemli 6l¢iide doku ve DNA
hasar1 meydana geldigi belirlenmistir (Ojha vd., 2013). Benzer bir ¢alismada, bir herbisit
olan pendimetalin’in zebra baliklarinin gelisimi tizerindeki etkisi incelenmis ve 0,5 mg/L
konsantrasyonda uygulandiginda kas dokusu iizerinde ciddi bir sekilde dejenerasyona
sebep oldugu gozlenmistir (Merola vd., 2022). Mevcut caligmadaki GNAT ve SHT4
proteinlerinin beyindeki seviyeleri incelendiginde de yine ayni sekilde sicaklik arttikca
glyphosate uygulanan gruplarda ekspresyonlarmin arttigi belirlenmistir. Iyilesme
gruplarinda da benzer sonuglar goriilmiistiir. GNAT?2 proteini retinal koni hiicrelerinde
151k sinyali yolunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica zebra baligi, xenopus, fare ve
insan gibi bircok omurgali canlida sirkadiyen ritmin senkronizasyonu ile iliskilidir
(Eydipour vd., 2020). SHT4 reseptorleri ise hipokampusta ifade edilmekte ve 6grenme-
hafiza siireglerinde rol almaktadir. Ayrica bazi galismalar bu reseptorlerin ana sirkadiyen
osilator olan suprakiazmatik ¢ekirdekteki saat genlerinin ekspresyonunda kritik bir rol
oynadigin1 gostermektedir (Aoki vd., 2014; Rebholz vd., 2018). Bizim ¢alismamizda da
sirkadiyen ritimdeki bozulmalar ve aksiyete benzeri davranislarin olugsmasinin GNAT2
ve 5HT4R proteinlerinin  ekspresyonlarindaki degisim ile iliskili olabilecegi
goriilmektedir. Bu baglamda, mevcut g¢aligmada, glyphosate’a maruz kalmanin ve
sicaklik artisinin sinerjik etkisinin, sirkadiyen ritimin bozulmasinda ve aksiyete benzeri
davranig sergilemesinde daha belirleyici bir faktér oldugu sonucuna varilabilir.
Calismamizda histopatolojik ve immiinhistokimyasal sonuglarin verildigi Sekil 19
incelendiginde superior retikiiler formasyonun (SRF) &zellikle artan sicakliga bagh
olarak histopatolojik bulgularin ve immiinopozitifligin yogunlastigi beyin bolgesi oldugu
goriilmektedir. Retikiiler olusum bdlgesinin sirkadiyen ritim, uyku-uyaniklik dongiileri,

uyarilma Ve biling gibi islevlerden sorumlu oldugu bildirilmektedir (Mangold, 2021).

Zebra balig1 davranigindaki serotonerjik modiilasyonun mekanizmasi tam olarak
aydmlatilamamig olsa da serotoninin 6nemli reseptorlerinden biri olan 5-HT4R'nin
depresyon ve anksiyete tepkilerini modiile ettigi bilinmektedir (Maximino vd., 2013;
Slifirski vd., 2021). Calismamizda kaygi davramsindaki artisin, 5-HT4R'nin
immiinopozitifligindeki artisla iligkili oldugu goriilmistiir. Farmakolojik c¢alismalar,

major depresif ataklarda ve antidepresan ilaglara yanitta 5-HT4R'nin roliine iliskin degerli
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bilgiler saglamistir. Klinik o6ncesi depresyon modelleri, 5-HT4 reseptorlerinin
ekspresyonunun ventral hipokampus veya striatumda arttigin1 gostermistir. 5-HT4
reseptoriiniin sinyallesmesinin, norojenezi Ve norotrofik faktorlerin ekspresyonunu
artirarak  serotonerjik iletimi artiran ilaglarin  antidepresan etkilerine katkida
bulunabilecegi gosterilmistir (Slifirski vd., 2021). Iyilesme siireci ile ilgili olarak, bu
islem sonucunda baligin kontrole daha yakin davranmasma ragmen ozellikle artan
sicaklik nedeniyle olusan histopatolojik ve immiinhistokimyasal bulgular nedeniyle tam

bir iyilesme oldugunu sdylemek miimkiin degildir.

Cevresel kosullarin degisimiyle beraber pestisit toksisitesinin zebra baliginin
metabolomik profilini nasil etkiledigini incelemek i¢cin metabolom analizi yapilmistir.
Elde edilen veriler degerlendirildiginde o6zellikle 30 °C’de uygulanan 5 ppm
glyphosate’in tespit edilen 37 metabolit igerisinden deamino NAD?, nikotinamid, asetil
ndraminat, inosinik asit, guanozin fosfat, flavin adenin diniikleotid, hidroksifenilasetat,
ridilik asit seviyelerinin dikkate deger bir sekilde arttigi tespit edilmistir. Kanser
hiicreleri, artan metabolik gereksinimleri i¢in nispeten daha fazla NAD* ve nikotinamide
ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle oksidatif stres ve diger toksik maruziyetlerin varliginda
dahi hayatta kalabilmektedirler (Hong vd., 2019). Yiiksek nikotinamid, NAD" ve gogiis
kolon kanseri arasinda giiclii bir iliski olduguna dair birka¢ arastirma bulunmaktadir.
Nikotinamid ayrica beyinde oksidatif stres kaynakli apoptozda noroprotektif ajan olarak
cok 6nemli bir rol oynamaktadir (Fricker vd., 2018). Yaptigimiz ¢alismada, kontrollere
kiyasla maruziyet gruplarinda nikotinamid ve NAD" diizeylerinin 6nemli 6lgiide arttigi
bulunmugtur. Bu, sicaklik degisikligi ve ilaca maruz kalma nedeniyle tiiméral aktivitenin
veya oksidatif stresin bir isareti olabilir. Bunlara ek olarak glyphosate gruplarinda
inosinik asitin yiikseldigi ve inosinin daha diislik seviyede kaldig1 tespit edilmistir. Bu
durumun, zebra baliginin metabolizmasi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir (Zhou vd.,
2021). Yiikselmis inosinik asit seviyesi ayrica glyphosate’in giiclii kanserojen Kirletici ve
yiksek seviyede oksidatif stres tetikleyicisi olabilecegini gostermektedir (Chen vd.,
2021). Maruz kalan grupta, kanserojen bir duruma veya oksidatif strese neden olabilecek
enerji metabolizmasinda énemli bir artis oldugu gézlenmektedir. Organizma bu duruma
NAD" seviyelerini yiikselterek, inozin ve diger enerji kaynaklarini kullanarak tepki
vermektedir. Boylece inozin seviyeleri diiserken inosinik asit seviyeleri yiikselmektedir
(Wang vd., 2020). Oksidatif stresin bir diger 6nemli gostergesi ise organizmayi

oksidanlara kars1 koruyan antioksidan savunma sisteminin énemli bir bileseni olan
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glutatyon ve tiirevlerindeki artistir. Caligmamizda 6zellikle sicaklik artigina paralel olarak
glutatyon ve tlirevlerindeki artis (4.85 kat daha yiiksek glutatyon siilfit ve 2.05 kat daha
yiiksek glutatyon) 0.5 °C’lik sicaklik artislarinda bile oksidatif strese karsi savunma

mekanizmalarinin harekete gectiginin bir gostergesi olarak yorumlanmaktadir.

Piridoksinin (Vitamin B6) aktif katalitik formu olan ve bir¢ok metabolik yolda
esansiyel bir kofaktor olan Piridoksal fosfat (PLP) seviyesinin de glyphosate’in sinerjistik
etkisi ve sicaklik artist ile arttigi belirlenmistir. PLP, O6zellikle kaslarda ve enerji
metabolizmasinin katabolizmasinda (aminoseker deoksijenasyonu) bir¢ok radikal aracilt
reaksiyon tretir (Mukherjee vd., 2011). Bu, artan sicaklikla azalan guanozin, riboz ve
sakkaroz seviyelerini aciklayabilir. Ayrica enerji metabolizmasindaki anormalliklerin bir
gostergesi olarak kabul edilen ve norolojik bozukluklari tetikleyebilen (Glinton vd., 2018)
gliserofosfokolin diizeylerinin glyphosate’a maruz kalan gruplarda diisiik bulunmas1 da
bu hipotezi desteklemektedir. Calismamizda miktar1 6nemli Ol¢lide degisen bir diger
metabolit ise asetil ndraminattir (AN). Sinirsel yapilarda ve sinaptik baglantilarda ¢ok
onemli rol oynayan AN seviyesinin (Wang, 2012) artan sicaklikla artti1 belirlenmistir.
Bu yiiksek AN konsantrasyonlari, artan sicaklikla bozulan davranistan kaynaklanan artan
enerji metabolizmas1 ve noral aktivite ile iliskilendirilebilir. OPLS-DA siniflandirma
modeline gore, agiklamali metabolitler agisindan sicaklik gruplar1 arasinda net bir ayrim
oldugunu soyleyebiliriz. Bu farkin 30 °C grubunda daha fazla olmasi, artan sicakligin

bariz etkisini daha net bir sekilde ortaya koymaktadir.
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glyphosate concentration, and increased histopathological findings and 5-HT4R and GNAT2 immunopositivity in the
brain. As a result of metabolome analysis, more than thirty annotated metabolites have been determined due to the
synergistic effect of temperature increase and glyphosate exposure. As a conclusion, it was concluded that even a
temperature increase of 0.5° caused an increasing effect of glyphosate toXicity in the zebrafish model.

1. Introduction

Global warming and environmental pollution are among the most im-
portant problems facing our world. The increasing world population has
brought with it the necessity of increasing food production. This need has
in turn increased agricultural activities and the environmental risks caused
by these activities (Ozkara et al., 2016). It is clearly known that the biggest
risk factor threatening the environment in agricultural activities is the use
of pesticides. Pesticides are substances that repel, destroy or control pests.
Although pesticide application serves several important purposes, includ-
ing protection against crop loss and vector-borne diseases, there are signif-
icant concerns about the potentially toxic effects of pesticides on non-target
organisms (Goulart et al,, 2015; Richardson et al.,, 2019). Glyphosate, the
most widely used pesticide worldwide, blocks aromatic amino acid biosyn-
thesis pathways and inhibits growth in unwanted plants (Maggi et al.,
2020). Although the specific action mechanism of glyphosate in animals
is unclear, a number of adverse effects have been reported during embry-
onic development, including epiboly delays, changes in morphology, cen-
tral nervous system development and cardiogenesis (Diaz-Martin et al,,
2021; Sulukan et al,, 2017). Depending on the matrix surrounding it, the
half-life of glyphosate is estimated to be between 4.2 and 14 days for fresh-
water, around 60 days in agricultural soils, and 47 to 315 days in seawater
(Schweizer et al,, 2019). This has made the potential impact of glyphosate,
one of the most widely used pesticides worldwide, on non-target organisms
a fundamental scientific issue that needs to be investigated in detail
(Schweizer et al.,, 2019).

On the other hand, there are studies that indicate that pesticide-induced
toxicity will increase, especially in the aquatic environment, depending on
the increasing temperature (Parlapiano et al, 2021). However, the differ-
ence between the temperature values used in most of these studies is
quite large and it is insufficient to objectively evaluate the effects of global
warming. Records show that the temperature rise between 2006 and 2015
was 0.87 °C, higher than observed between 1850 and 1900 (Kaka et al.,
2021). And if the rise continues with this trend, it is estimated that the tem-
perature increase between 2030 and 2052 will reach 1.5 °C (Kaka et al.,
2021). We know that many measures have been taken/trying to be taken
in order to prevent/reduce global warming. We will see together in time
whether these measures can reverse this bad trend. In order for these mea-
sures, which are planned in the light of scientific studies, to produce more
reliable and sustainable results, it is crucial that the studies carried out
are sensitive and in the range of values that can reflect the temperature
increase more realistically. Therefore, in this study, we used a temperature
increase (0.5 °C) as close to the global climate projection as possible in
order to evaluate the effect of global warming on glyphosate toxXicity
more objectively.

2. Material and methods
2.1. Experimental design

In the study, 6-month-old zebrafish with AB strain zebrafish (Danio
rerio), whose ancestors were supplied from Zebrafish International
Resource Center (ZIRC), University of Oregon (USA), were used. The exper-
imental setup consists of 24 x 20 x 15 (h) cm aquariums placed ina 90 x
70 cm four independent main tank. The aquariums were filled with
1800 ml of system water. The water temperature in the aquariums was
achieved as 28.5, 29.0, 29.5 and 30.0 °C (+0.05-degree) thanks to the
heater and temperature sensor connected to the heat control unit and the
water circulation in the main tank. 5 cm high and perforated platforms

are placed under the aquariums to achieve optimum water circulation
and temperature control in the main tank. The zebrafish that were allowed
to adapt for 15 days at four different temperatures were exposed to glyph-
osate at 1 ppm and 5 ppm concentrations for 96 h duration. In our previous
study, which was completed by the project team with a temperature differ-
ence of 1 °C in our laboratory, it was determined that a temperature differ-
ence of 1 °C caused significant metabolite changes in the laboratory
environment, even in the control groups (Sulukan et al.,, 2022a). In this
study, we aimed to determine the effect of gradual temperature increases
of 0.5 °C based on the results of our previous research. The doses used in
the study were determined by considering the previous studies and the
results obtained from the pre-experiments we conducted in our laboratory
(Sulukan et al, 2017; Liu et al., 2022; Faria et al., 2021). During the expo-
sure, 2/3 of the aquariums' water was renewed with water of the same tem-
perature and content every 24 h. During the whole experiment, all fish were
fed a standard diet. In the experimental setup, three independent aquari-
ums with 30 zebrafish in total were used for each temperature and group.
At the end of the 96 h exposure period, half of the fish (15 fish) were
taken from each aquarium, and the remaining half were left to breed for
the offspring experiments (results given in Paper II) (Sulukan et al., 2023)
and then they were left to recover period for 10 days in a glyphosate-free
environment and at the same temperature as used for treatment. Fish sam-
pled from each group, randomly selected 3 fish were used for the circadian
rhythm test and 9 fish for the anxiety-like behavior test. After the behav-
ioral tests, a total of 10 fish from each group were used for metabolome
analysis and 5 fish for histochemical and immunofluorescence analysis.
There were no significant differences in subsequent analysis between fish
subjected to behavioral testing and those not. All of the sampled zebrafish
were anesthetized and their brain tissues were sampled for further analysis.
The experimental schedule is given in Fig. 1. All procedures were per-
formed as accordance with the approved Institutional Ethical Rules of
Atatiirk University (147—10/2020), and fallowed related OECD guidelines.

2.2. Behavioral tests

2.2.1. Circadian rhythm test

The circadian rhythm test of zebrafish exposed to glyphosate was per-
formed with a custom-made system (Fig. 2), the details of which were
given in our previously study (Sulukan et al.,, 2022a). The circadian rhythm
analysis was performed by evaluating the locomotor activities of the fish
placed in the system for a total of 24 h, with 14 h of light and 10 h of
dark. During the test, the movement of the fish was recorded by an IR-
sensitive CCD camera capable of recording at 30 frames per second (fps).
Motion activities were analyzed with open access IdTracker software
from a 1-min recording every hour for 24 h (Audira et al,, 2019). For the
IdTracker-based method, the X and Y coordinates of the fish followed
were extracted frame by frame from the videos and the following formulas
were used for each parameter examined:
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2.2.2. Anxiety like behavior test (Novel diving tank test)

Anxiety like behavior testing of adult fish was performed in the system
obtained with minor modification of the novel diving tank described by
Cachat and colleagues (Cachat et al, 2010). The modification made
consists of placing the system in a cabinet that completely disconnects the
system from its surroundings to avoid variation from possible unexpected
visual stimuli between experimental groups. In order to minimize the pos-
sible vibration, 5 cm thick styrofoam was placed under the cabinet
(Fig. 2). In each sampling, 5 randomly selected fish from each replicate
(3 replications, 15 fish from each group) were placed in the novel diving
tank, details of which are given in Fig. 2, and their movements were
recorded with a camera for 6 min. The recordings were analyzed for total
distance, average velocity, latency to upper half, time in upper half, zone

transmitions and number of erratic movement and freezing bouts of each
fish via EthoVision XT software (Tiirkoglu et al., 2022).

2.3. Histopathological and immunohistochemical assays

Brain tissues of five randomly selected fish from each replicate in each
sampling were taken and fixed in 4 % paraformaldehyde solution for
48 h. After the routine tissue process, the brain tissues of which fixation
was completed were embedded in paraffin blocks and 4 pum thick serial
sections were taken. An average of 20 serial sections taken from each
brain tissue were used, one for histopathological analysis and one for
immunofluorescence analysis, respectively. Half of serial sections were
treated with hematoXxylin-eosin for histopathological analysis and exam-
ined under a light microscope for histopathological evaluations. Other
half of serial sections were treated with G Protein Subunit Alpha Transducin
2 (GNAT?2) and Serotonin type 4 receptor (5-HT4R) antibodies for immuno-
histochemical analysis. Antibodies used for immunohistochemical evalua-
tion were treated in accordance with the company's protocol and applied
FITC for 5-HT4R and Texas Red for GNAT2 as secondary antibodies.
Finally, after adding DAPI for 5 min in the dark, the slides were washed
with distilled water and examined under a fluorescent microscope
(Comakli et al., 2018; Sulukan et al,, 2022b).

Internal
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screen W ——
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IdTracker

control
unit

Top zone_———_ yo=

Novel diving tank

Blackout
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Fig. 2. Details of custom-made anxiety like behavior and circadian rhytm test systems for zebrafish.
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2.4. Metabolomics

Brain tissues of ten randomly selected fish from each group in each sam-
pling were taken and gently collected in a deplastisized microcentrifuge
tube. Every two samples were pooled together and homogenized via
Tissulyzer in 1 ml of methanol. Pooled samples were exposed two times
for 2 min of the grinding procedure in methanol (Li et al,, 2019). After
that samples were incubated at —20 °C for 15 min for lysis of cells inside
the tissues. 10 min of sonication were performed for each pooled sample.
Finally, samples were centrifuged at 12500 rpm for 15 min and the super-
natant was gently taken. The extraction solution was evaporated under a
vacuum and the residue was reconstituted by the mobile phase. QC samples
were obtained by pipetting 5 WL of each sample. All samples were stored at
—80 °Cuntil the TOF analysis.

Metabolomics studies were maintained via Agilent 6530 Q-TOF spec-
trometer. Dual AJS ESI ion sources were preferred in positive ion mode.
MS absorbance threshold was set as 250. The total run time was determined
to be 15 min. Elution of metabolites was provided via Zorbax Eclipse
C18 column and gradient elution with acetonitrile (%0.1 FA) and water
(%0.1 FA). The scan rate was 6 spectra/s and the Mass range was arranged
between 50 and 1500 m/z. The injection volume was 6 UL. Other parame-
ters were optimized regarding the previous article of our research lab
(Kiziltan et al., 2022). For confirmation of metabolites, MS/MS spectra of
QC samples were also obtained between the same m/z range.

An orhogonal partial least square discriminant (OPLS-DA) method has
been created to explain the differences between each group. In order to
perform cluster analysis, TOF-MS spectrum of each group was obtained
from Agilent Mass Hunter 8.1. Then, all. d files were transferred into
proteowizard gui to generate mzxml file. After that data were uploaded
into METLIN online software for peak detection, peak alignment and reten-
tion time correction. Finally, a feature list including m/z values, retention
time and intensities were created in excel format. This data file was trans-
ferred into MATLAB 2021a to carry out chemometric analysis. OPLS-DA
analysis were made via PLS toolbox. Pathway analysis was also performed
regarding the annotated metabolites.

2.5. Statistical analysis

All data in this study were presented as mean * standard deviation
(SD). Statistical analysis of the data was performed using GraphPad Prism
software version 8.0.2 (GraphPad Software, Inc.) by one-way analysis of
variance (ANOVA), followed by Tukey's post hoc test (TukeyHSD). Statisti-
cal p-value are represented as *(p < 0.05), **(p < 0.01), **(p < 0.001)
and ****(p < 0.0001).

3. Results
3.1. Behavioral tests

3.1.1. Circadian rhythm test

Circadian rhythms rely on intracellular time tracking systems that play a
central role in adapting the physiology and behavior of living organisms to
predict daily environmental changes. In the current study, circadian
rhythm testing was performed to evaluate the sleep/wake behavior of
fish after 96 h of exposure to glyphosate at different temperatures and
doses and after recovery. When the circadian rhythm analysis results
were examined, it was determined that the total distance traveled, which
shows the general motor function of the fish, decreased in the light phase
and increased in the dark phase depending on the exposed dose and
temperature increase. Similar results were obtained for the average speed
measured by dividing the total distance traveled by the total time (Fig. 3).
According to these results, it can be said that sleep-wake cycles are
disrupted depending on the dose of glyphosate and the increase in temper-
ature. When the average angular velocity, which is calculated as the ratio of
the angular displacement of the fish to the time interval, was examined, it
was observed that it decreased significantly in the light phase in parallel
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with the increase in the dose. The light/dark ratios in each parameter reveal
the effect of elevated temperature regimes on the circadian rhythm more
clearly (Fig. 3). The meandering observed in the 5 ppm exposure group
only in the dark phase and increasing in parallel with the increasing
temperature value can be considered as another indicator of disruption of
sleep-wake cycles. However, it should not be ignored that the increase
observed only in the dark period in the 29.0-degree group also may be
due to a factor outside our control.

Considering all the data together, more swimming activity during the
dark cycle while less during the light cycle (sleep-like behavior) was
detected for the zebrafish exposed to glyphosate. These results show that
exposure to 5 ppm glyphosate causes serious disruptions and irregularities
in the circadian rhythm in zebrafish due to the increased temperature.

3.1.2. Anxiety like behavior test (Novel diving tank test)

The novel diving tank test was carried out to examine the anxiety-
related behaviors resulting from the locomotor activity of adult fish
exposed to increasing temperatures and doses of glyphosate for 96 h and
then subjected to a recovery period. According to the results of the anxiety
like behavior test evaluated in a total of seven parameters, we can say that
gradual temperature increases of 0.5° causes an increase in anxiety like be-
haviors similarly in the circadian rhythm in zebrafish exposed to glyphosate
(Fig. 4). It was observed that the recovery process brought the parameters
close to the control group in all temperature values (Fig. 4). The time
spent in the upper half and the latency to the first transition to the upper
half parameters in the control groups show that the gradual temperature
increases of 0.5° alone causes an anxiolytic effect in zebrafish (Fig. 4). In
addition, the decrease in total distance and speed with the increase in
temperature, while the time spent at the bottom of the tank and the increase
in freezing time indicate that glyphosate may cause anxiety like behaviors
at increasing doses (Fig. 4).

3.2. Histopathological and immunohistochemical findings

Histopathological and immunohistochemical analyzes were performed
to examine the histopathological changes and immunohistochemical
changes of 5HT4 and GNAT2 proteins in the brain tissues of adult fish
exposed to glyphosate at increasing temperatures and doses for 96 h.
According to the histopathological analysis findings, damage/degeneration
in neuropils and necrosis were detected that increased depending on tem-
perature and dose in zebrafish brains treated with glyphosate at four differ-
ent temperatures with difference of 0.5°. It can be said that the increased
temperature has a negative effect on the compensation of these damages
during the recovery process. Immunohistochemical analysis results using
biomarkers related to circadian rhythm and anxiety were also observed to
be in parallel with the histochemical results (Fig. 5).

3.3. Metabolomics

Metabolomic analyzes were performed to examine metabolomic
changes in brain tissues of adult fish exposed to increasing temperatures
and doses of glyphosate for 96 h. Sensitivty and specificity value of both
test and cross validation sets were sufficient to explain an alteration
between each group (sensitivity is better than 0.880 and specificity is
better than 0.813). ROC curves were also plotted for each group and
cross validation set and its Area under curve (AUC) values (test set is
better than 0.9323 and cross validation data set is better than 0.9040)
were pointed that the model has an ability to predict each sample
regarding to the correct group.

There are 36 metabolites that were annotated in 10 ppm tolerance
range in accordance with m/z values and retention time via Kyoto Encyclo-
pedia of Genes and Genomes (KEGG) database (Fig. 6). A Venn diagram
was also plotted by significance level of each annotated metabolite in accor-
dance with fold analysis against 28.5 °C control group (0.66 < x < 1.5).
Significant metabolites were monitored in Fig. 7 as a Venn diagram. Path-
way analyses for the significantly altered metabolites were carried out by
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980091 (£202) 858 2uaWUOIAUT [DIOL 2] JO 20UBIOS



28.5°C

28.5°C

29.0°C 29506

ctrl

1ppm

5 ppm

1ppm (R)

5 ppm (R)

b
g

1
g

1ppm S5ppm w= 1ppm(R) W= 5ppm (R)
b

IS

b b

a
1
28.5 T 29.0°

©

Frequency of total
freezing bouts
Frequency of total

29.5°C 30.0°C

Fig. 4. Anxiety-like behavior analysis results. The novel diving tank images in the middle show the position of the total movements of a selected fish in the tank during the test period, representing total anxiety-like behavior in each
group and temperature. The significant differences between the groups with the same temperature value are indicated as *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 and ****p < 0.0001. The significant differences between different

temperatures in the same groups are shown with lowercase letters (p < 0.05).

eratic movement

8

3

o

30.0°C

BOLUM I

S 3000+ £ 40, ™ Ctrl 1ppm
3 e Ctrl 1 ppm S5ppm = 1ppm(R) ww 5ppm(R) S&
3 B2 x
2000
25
i
3 ga
0 3
Q Om (8]

28.5°C

S5ppm ww 1ppm(R) ww 5ppm(R)

a Ead

29.0 °C

30.0°C 300 W Ctrl 1 ppm 5 ppm b,
ww 1ppm(R) ww 5ppm (R) .P..
b b 5
5561 e

Latency to upper half(s)

Velocity (cm/s)

S5ppm w1

28.5 °C

ppm(R) ww 5ppm (R)

b
b

b

a 8 i b8
2 3 e o a < .- 5 & .
%5 1 290 T 2

alL i T l.i.
e Tooc

ehekn

a
*

29.5 °C 30.0 °C
o cu 1ppm Sppm == 1ppm(R) ww 5ppm (R)
g % a
- a a a a a
Se A a
a

2“ 2 i 2 kg b
£ . .
O 20 a
S
N o p—r —

28.5°C 29.0°C 29.5°C 30.0°C

D32 uvyNINg g

980091 (£202) 858 2uaWUOIAUT [DIOL 2] JO 20UBIOS



BOLUM I

E. Sulukan et al. Science of the Total Environment 858 (2023) 160086

Control

Temparature Control 5 ppm 1 ppm (R) 5 ppm (R)

++

+ ++

+4++
Degeneration & ++ 4+ + ++

&
Necrosis 29.5°C - +++ ++++ ++ ++

30.0°C
.5,9C 29.74 +6.18* 58.74+5.89® 76.16+6.67° 36.43+5.46° 50.13 +4.63"

Immunofluorescence m 28.34+6.43° 55.28+6.83° 79.39+4.70° 38.67+5.37° 51.37 £5.60°
intensity of
29.50C 33.60+6.43° 60.39+6.92> 80.64+4.70° 40.17+7.54° 56.06 + 3.98"
5-HT4R
38.48+5.39° 67.67+6.92® 93.86+5.32° 57.06+7.54> 78.74 +6.49%
15,0 23.46+5.44° 54.43+4.19® 72.64+5.89° 34.18+7.19° 47.64 +5.58"

M e m 2334+6.87° 51.26+5.35° 74.59+6.64° 35.44%6.89° 48.51+5.39b

intensity of
29.5°C 31.14 +6.54° 58.43+6.49® 77.69+6.57° 38.38+5.137 53.37 +4.46°
GNAT2

+ +++ +H++ ++ ++

35.67 £6.21° 65.88+6.49° 82.38+6.29° 54.38+6.13" 75.87 +5.36™

Fig. 5. (a) Microscopic image of hematoxylin and eosin staining (H&E) and immunofluorescence reactions for 5-HT4R and GNAT2 in brain tissues of zebrafish exposed to
glyphosate in different temperature condition. (An average of 20 serial sections taken from each brain tissue were used, one for histopathological analysis and one for
immunofluorescence analysis, respectively. The first purpose of designing in this way was to show the variation of the frequency of findings with temperature and dose.
In addition, this design also shows the locations of these findings. Yellow dots show the regions where histopathological findings and red dots show the regions where
immunofluorescent signals are observed. The yellow framed (in upper) image in each group belongs to H&E staining, while the red framed (in lower) image belongs to
the merged FITC (5-HT4R) and Texas Red (GNAT2) double immunofluorescence reaction (and DAPI). Arrows in H&E staining indicate necrosis or degeneration. Almost
all (over 98 %) overlapping of the immunopositive signals from 5-HT4R and GNAT2 observed in all sections (see detail in Supplementary File). Therefore, the arrows in
the immunofluorescent images indicate the merged signals from both biomarkers). (b) Serial brain sections used in histopathological and immunohistochemical analyses
and the section in representative in panel a (red) and brain regions of section. (CCe; corpus cerebelli, GC; Central gray, LLF; Lateral longitudinal fascicle/lateral lemniscus,
MLF; Medial longitudinal fascicle, NIn; Interpeduncular nucleus, NIV; Trochlear nucleus, NLV; Lateral valvula nucleus, SRF; Superior reticular formation, TeO; Tectum
opticum, Tel; telencephalon, TL; Longitudinal torus, TSc; Central nucleus of semicircular torus, TSvl; Ventrolateral nucleus of semicircular torus, TTBc; Crossed tecto-
bulbar tract, OB; olfactory bulb, Val; Lateral division of valvula cerebelli, Vam; Medial division of valvula cerebelli). (c) The scoring table indicates the scoring the
severity of the degeneration and necrosis findings in the histopathological results (none (—), mild (+), moderate (++), severe (+++), very severe (++++)) and
immunofluorescence intensity of 5-HT4R and GNAT2 (p < 0.05). (The scoring represents the mean of all sections used for each analysis).
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endogenous and/or exogenous factors (Zakharov and Khivintseva, 2020).
Disruptions in circadian rhythm, which may occur as a result of single or
synergistic interactions of these factors, are accepted as an important source
of stress for organisms (Prokkola and Nikinmaa, 2018). Although there are
studies showing that temperature increase is effective on rhythms including
circadian rhythm in fish, the mechanism of action is not fully elucidated.
Therefore, it is reported that more studies are needed to predict how circa-
dian rhythms and related systems in aquatic organisms will be affected as a
result of global warming in the real World (Prokkola and Nikinmaa, 2018).
The zebrafish has become a model used in circadian rhythm research due to
its molecular-based elucidation of the functional development of the brain,
including specific clock and photoreceptor regions (Krylov et al., 2021). In
this study, it was determined that gradual temperature increases of 0.5° in
zebrafish exposed to glyphosate was effective in disrupting the circadian
rhythm. Especially dark/light graphics clearly reveal this effect (Fig. 3).
On the other hand, an increase in temperature of 0.5° with the increase in
the dose of glyphosate (Sulukan et al,, 2017) seems to be significantly effec-
tive in anxiety like behaviors (Fig. 4). As it is known, the basic principle in
the analysis of the novel diving tank is that the adaptation to the environ-
ment and some special behaviors it exhibits vary depending on the anxiety

level of the organism placed in a new environment (Egan et al,, 2009;

Tirkoglu et al., 2022). Accordingly, zebrafish with low anxiety levels

start to explore the environment quickly by behaving more comfortably
when placed in the novel diving tank, while those with high anxiety levels

spend more time on the bottom and exhibit more erratic movements when
they are first placed in the environment (Faria etal.,, 2021). The most inter-

esting and important part of our study was that a 0.5-degree temperature

increase had a very clear effect on these behaviors. Considering the behav-

ioral results of the recovery process, we can say that anxiety like behaviors

is relatively recovered. On the other hand, we can say that the recovery

process has a positive effect on the circadian rhythm, but it is not enough
for a full recovery.

In our study, we performed histopathological and immunohistochemi-
cal analyses in zebrafish brains to both elucidate the mechanisms of action
underlying these behaviors and to investigate whether the recovery process
is reversible at the molecular level. In general, obtained histopathology and
immunohistochemical results support the circadian rhythm and anxiety
like behaviors of zebrafish exposed to glyphosate. It is reported that temper-
ature change directs changes in basal expression of certain clock genes in a
gene-specific manner and thus can manipulate circadian rhythms (Lahiri
et al,, 2005). The GNAT family responsible for light signal transduction in
the circadian rhythm cycle has also been identified in zebrafish (Abalo
et al, 2020; Laranjeiro and Whitmore, 2014). In our study, it is thought
that the GNAT2 immunopositivity detected in the brain is due to the
disrupted circadian rhythm caused by the synergistic effect of glyphosate
exposure and temperature. In a study investigating the toXic effect of
flutolanil, a fungicide, on zebrafish, it was shown that exposure to the pol-
lutant caused a disruption in the circadian rhythm by significantly changing
the expression levels of positive and negative clock genes (Yang et al,,
2019b). In another study investigating the effect of tiflusamide, a fungicide,
on the circadian rhythms of zebrafish, it was determined that exposure to
tiflusamide caused changes in the embryo brain melatonin and mRNA
levels of genes related to circadian rhythms (Yang et al, 2019a, 2019b).
In a similar study, it was observed that sodium propionate, which is used
as a preservative in foods, when used at doses of 60 mg/L and 100 mg/L,
caused disruptions in circadian rhythm by significantly affecting the expres-
sion of some genes including GNAT?2 in zebrafish larvae (Xu etal,, 2022). In
a study investigating the toxic effects of glyphosate on adult and larval
zebrafish were exposed to glyphosate and Roundup (0.01, 0.065 and
0.5 mg/L) for 96 h. Data have shown that exposure to glyphosate at a
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concentration of 0.5 mg/L and Roundup® at 0.065 or 0.5 mg/L reduces
total distance, average speed, and zone transitions in adult zebrafish and
causes irregularities in locomotor activity in larvae (Bridi et al., 2017). In
another study in which zebrafish were chronically exposed to paraquata
(Pq), a toxic herbicide, it was shown that paraquat caused deterioration
in the motor activities and memory of zebrafish (Bortolotto et al., 2014).
In a similar study, it was determined that endosulfan, an organochlorine
pesticide, changed the swimming activity of zebrafish and caused harmful
effects on the nervous system (Pereira et al, 2012). In this context, in the
current study, it can be concluded that the synergic effect of glyphosate
exposure and temperature increase was more decisive factor in the disrup-
tion of the circadian rhythm and exhibition of anxiety like behavior. When
Fig. 5, in which histopathological and immunohistochemical results are
given in our study, is examined, it is seen that the superior reticular forma-
tion (SRF) is the brain region in which histopathological findings
and immunopositivity are concentrated especially due to increasing
temperature. It is reported that reticular formation region is responsible
for functions such as circadian rhythm, sleep-wake cycles, arousal, and
consciousness (Mangold and Das, 2021). Although the main circadian pace-
maker in the suprachiasmatic nucleus (SCN) of the hypothalamus synchro-
nizes rhythms throughout the brain and body, the genes that control
circadian rhythms are expressed in almost every cell. In recent years, it
has emerged that these genes serve important functions in certain brain
regions, including the control of circadian rhythms in neuronal activity
and the response to environmental stimuli (Chen et al., 2016). In addition,
evidence from preclinical and clinical studies has shown that sleep and
circadian rhythm disturbances are associated with the activation of the
prefrontal cortex (Wu et al,, 2021). In our study, it was determined that
histopathological findings and immunopositivity were concentrated in
the SRF, which is the brain region associated with circadian rhythm and
sleep-wake cycles, depending on the increased temperature.

One of the important components of the relationship between anxiety
and circadian rhythm is serotonin (Casey et al., 2009). It is suggested that
serotonin is important for generating wakefulness and inhibiting REM
sleep (Baghdoyan and Lydic, 2012). Although the mechanism of serotoner-
gic modulation in zebrafish behavior has not been fully clarified, it is
known that 5-HT4R, one of the important receptors of serotonin, modulates
depression and anxiety responses (Maximino et al,, 2013; Slifirski et al,,
2021). In our study, the increase in anxiety behavior correlated with the
increase in immunopositivity of 5-HT4R. Pharmacological studies have
yielded valuable insights into the role of the 5-HT4R in major depressive
episodes and response to antidepressant drugs. Preclinical models of
depression have shown that expression of 5-HT4 receptors is increased in
the ventral hippocampus or striatum. It has been shown that signaling of
the 5-HT4 receptor can contribute to the antidepressant effects of drugs
that increase serotonergic transmission by increasing neurogenesis and
the expression of neurotrophic factors (Slifirski et al,, 2021). On the other
hand, almost all (over 98 %) overlapping of the immunopositive signals
from 5-HT4R and GNAT2 observed in our study (see detail in Supplemen-
tary File) can be interpreted as an indicator of the tight relationship
between anxiety and circadian. Regarding the recovery process, despite
the fact that the fish behaved more closely to the control as a result of
this process, it is not possible to say that there is a complete recovery due
to the histopathological and immunohistochemical findings, especially
caused by the increasing temperature.

Omics techniques have become a very important tool used to illuminate
and explain the complex mechanisms underlying the biological response of
organisms to exogenous changes and their consequences (Eshelli et al.,
2018). Metabolomics, on the other hand, provides important contributions
to the explanation of these mechanisms on a molecular basis, by enabling
the systematic identification of small molecules that arise as a result of met-
abolic processes in biological systems and the determination of their
amounts up to the phentogram level (Yang et al., 2019a). In other words,
metabolomics, which analyses metabolites involved in different metabolic
pathways in the organism with the help of bioinformatics and machine
learning-based algorithms; examines the relationship of metabolites with
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physiological and pathological responses. In this respect, metabolomics
has been a promising approach to examining the relationships between
exogenous exchange and the health of the organism.

In our study, the significant increase in nicotinamide and NAD+ levels,
which are a requirement of increased metabolic reactions and are generally
associated with inflammation and oXidative stress (Fricker et al., 2018;
Hong et al,, 2019), in the exposure groups compared to the control group
may be a sign of oXidative stress in the brain. The observed high inosinic
acid level versus low inosine level supports this idea. As is known, a high
inosinic acid level is indicated as a sign of a strong carcinogenic pollutant
and/or high level of oxidative stress (Chen et al,, 2019). Organisms may
respond to this condition by raising NAD+ levels due to increased energy
metabolism and by using other energy sources such as using inosine
(Wang et al,, 2020). This may explain the discrepancy in inosine and
inosinic acid levels. On the other hand, another important indicator of
oxidative stress is the increase in glutathione and its derivatives, which is
an important component of the antioxidant defense system that protects
the organism against oXidants. In our study, the increase in glutathione
and its derivatives (4.85-fold higher glutathione sulphide and 2.05-fold
higher glutathione), especially in parallel with the increase in temperature,
is interpreted as an indicator of a significant increase in oXidants even with
an increase in temperature of 0.5°. All this data has shown that oXidative
stress is getting higher in glyphosate exposed groups and this toxic effect
gets more dramatic with increased temperature.

It has been determined that the level of Pyridoxal phosphate (PLP),
which is the active catalytic form of pyridoxine (Vitamin B6) and is an es-
sential cofactor in many metabolic pathways, increases with the synergistic

effect of glyphosate and temperature increase. PLP generates several
radical-mediated reactions, particularly in muscles and in the catabolism
of energy metabolism (aminosugar deoXygenation) (Mukherjee et al.,
2011). This can be explained by the decreased levels of guanosine, ribose
and sucrose to meet the increased energy requirement depending on in-
creasing temperature. Moreover, the fact that glycerophosphocholine levels,
which are accepted as an indicator of abnormalities in energy metabolism
and can trigger neurological disorders (Glinton et al., 2018), were found to
be low in glyphosate exposure groups supports this hypothesis. This may be
associated with the increased anxiety levels observed in the exposure groups.

Another metabolite, the amount of which was altered significantly in
our study, is acetyl neuraminate (AN). It was determined that the level of
AN, which plays a very important role in neural structures and synaptic
connections (Wang, 2012), increases with increasing temperature. These
high concentrations of AN could be associated with increased both energy

metabolism and neural activity resulting from disrupted behavior with
increased temperature. Finally, increasing creatine level with increasing
temperature is an indication that exposure to glyphosate also causes renal
dysfunctions. It is known that regular energy metabolism is critical for the
normal functioning of the kidney (Liu et al,, 2022). Therefore, increased
creatine levels as a result of renal dysfunction can be considered another
indicator of deterioration in energy metabolism (Liu et al., 2022).

According to the OPLS-DA classification model, we can say that there is
a clear distinction between temperature groups in terms of annotated
metabolites. The fact that this difference is higher in the 30-degree group
reveals the obvious effect of increasing temperature more clearly. Accord-
ing to the pathway analysis, the affected pathways overlap to a large extent,
but the difference in the effect levels clearly reveals the effect of the 0.5-
degree increase. Moreover, glycine, serine, and threonine (Gly-Ser-Thr)
metabolism appear to be affected only in the 30-degree group. Heat stress
can cause oXidative stress and increase apoptosis, mostly by affecting
amino acid metabolism, even in acute treatments (Sammad et al,, 2022;
Zhao et al,, 2022). The observation that Gly-Ser-Thr metabolism, which is
associated with oxidative stress (Fitzpatrick et al., 2014), was affected in
the 30-degree group, strengthens the hypothesis that the mechanism under-
lying the increased toXicity observed depending on the increasing tempera-
ture in our study may be based on oXidative stress.

As a conclusion, it has been shown in the zebrafish model that glypho-
sate, whose toXic effects have been clearly demonstrated in previous
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studies, can be more toxic even at 0.5-degree temperature increases, which
can be considered as close to global warming projection. On the other hand,
we can say that the increased dose makes the situation more dramatic with
the increase in temperature. This was also observed in the recovery groups.
Depending on the temperature increase, an improvement was observed in
almost all parameters in the 1 ppm group of the recovery groups, while
5 ppm glyphosate did not show a sufficient improvement. Therefore, sensi-
tivity to the conscious use of pesticides has become more critical with
global warming. Our study has shown that studies with low-temperature
differences are important in order to more clearly reveal the negative
effects of environmental pollutants on organisms due to global warming.
In addition, more toXicological studies on glyphosate or glyphosate-based
herbicides are needed to improve knowledge of its harmful effects and
help control glyphosate use or encourage the development of formulations
of less toxic herbicides.
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BOLUM II

6. MATERYAL ve METOT (BOLUM I1)

6.1. Calisma Kurgusu

Yetiskin baliklara, konsantrasyonu 1 ve 5 ppm olacak sekilde 96 saatlik akut
glyphosate maruziyeti gerceklestirildikten sonra ve 10 giinliikk iyilesme (recovery)
sirecinin sonunda baliklar yeni nesil analizler i¢in iiremeye birakilmis ve yumurta

alinmistir. Elde edilen yumurtalar yeni nesil analizler igin kullanilmistir (Sekil 22).
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Sekil 22. Calisma kurgusu ozeti.
6.2. Yeni Nesil Analizleri

Tiim davranis testleri tamamlandiktan sonra iyilesme’ye tabi tutulmadan 6nce ve
sonra her gruptan rastgele secilen 5 ¢ift (1 disi: 1 erkek) yeni nesil i¢in iireme tanklarina
yerlestirilmistir. Baliklar araya engel konulan yumurtlama tanklarinda bir gece
bekletilmistir. Ertesi sabah 1siklarin acilmasi ile engel kaldirilmis ve yaklasik 45 dakika
yine bekletilmistir. Sonrasinda yumurtalar alinmistir. Alinan yumurtalar 96.saatlerine
kadar petri kaplarinda 40 ml E3 (5mM NacCl, 0,17 mM KClI, 0,33 mM CaCl2, 0,33 mM
MgSO04, %0.01 metilen mavisi) olarak bilinen ortama aktarilarak kendi sicakliklarinda
inkiibatoriin i¢ine konulmustur. Yavrularin yumurtadan ¢ikis, sag kalim ve anomalileri
24 saat araliklarla tek tek not edilmistir. Olii embriyolar kaydedilerek gozlemler sirasinda

sollisyondan ¢ikarilmistir.
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6.2.1. Larvalarin Fizyolojik ve Morfolojik Analizlerinin Yapilmasi

Alman yumurtalarin fizyolojik ve morfolojik o6zellikleri Danio-Vision cihazi
Danioscope yazilimi ile analiz edilmistir. Her gruptan en az 50 yavru larvanin viicut
uzunlugu, perikardiyal alan ve gz boyutu 48, 72 ve 96. saatlerde Danio Scope (Noldus)
yazilimu ile dlgtilmistiir. Kalp atis1 ve kan akis hizi analizi i¢in her gruptan rastgele segilen
10 larva (iig biyolojik tekerriir, toplam 30 larva) mikroskop altinda kalp bolgesi ve kaudal
vene odaklanilarak 3 dakika siireyle bir Axiocam kamera (Discovery V12, Zeiss) ile 26
fps kare hizinda ve 6,3x zoom biiylitmede video kaydina alinmistir. Kaydedilen videolar,
Danio Scope (Noldus) yazilimi kullanilarak analiz edilmistir (Sulukan vd., 2021; Sulukan
vd., 2023).

6.2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Tespiti

Hiicresel oksidan seviyelerini ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS) degerlendirmek
icin CM-H.DCFDA (5-krometil-2°,7°-diklorodihidrofloresan diasetat asetil ester)
indikatorii kullanlmistir. CM-H2DCFDA, hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin
varliginda 520 nm’de yesil floresan 1s1ma veren bir klorometil tiirevidir. Bu ¢alismada
ROS seviyelerini belirlemek i¢in 96 saat siireyle glyphosate’a maruz birakilan ebeveyn
zebra baliklarindan elde edilen 96 hpf larvalar yesil floresan isima veren CM-H,DCFDA
( 5-krometil-2°, 7°-diklorodihidrofloresan diasetat asetil ester) kullanilarak boyanmis ve
floresan goriintii elde edilmistir. 24’1tk hiicre kiiltiiri plaginin her kuyucuguna her
gruptan 5 adet (3 tekerriirlii toplam 15 larva) larva yerlestirilmistir. Konulan larvalar
oncelikle 3 kez saf su ile yitkanmistir. Son yikamay1 yaparken tiim su uzaklastirilarak 2
pg/ml indikator eklenmistir. Daha sonra 2 saat siireyle etiivde (herbir sicaklik grubu i¢in
sirastyla 28.5, 29, 29.5 ve 30 °C), karanlik bir ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan larvalar 3 kez saf ile tekrardan yikanmistir. Ardindan larvalar %3’ liik metil
seliiloz ile lama sabitlenmis ve fliioresan mikroskobu (Zeiss, Discovery V12, Germany)

ile goriintli alimmustir (Baran vd., 2018).

6.2.3. Apoptotik Hiicrelerin Tayin Edilmesi

Canli organizmalardaki programlanmis hiicre 6liimlerini belirlemek amaciyla
Akridin Orange (AO) kullanilmaktadir. Hiicre zarlarina kolayca niifuz eden ve diisiik
molekiiler agirlikli zayif bazik bir boya olan AO DNA’ya baglandig1 zaman, 525 nm' de
(yesil) renkli bir 1s1ma gosterirken, RNA ile baglandiginda 460 nm' de (mavi) isima

39



BOLUM II

vermektedir. RNA ve DNA molekiillerinin benzersiz spektral ayrimlarina ve farkli
boyamalarina dayanarak, AO, apoptoz ve nekroptoz asamalarini ayirt etmek igin
kullanilmaktadir (Byvaltsev vd., 2019). Bu amagla, yaptigimiz ¢alismada tiim gruplarda
bulunan 96 hpf larvalardan 5 adet (3 tekerriirlii toplam 15 larva) secilerek PBS ile 3 kez
yikanmistir. Sonrasinda larvalar 24°liikk hiicre kiiltiiri plaginin  her kuyucuguna
konulmustur. Son yikamada tiim PBS c¢ekilmis ve kuyucuklara 5 pg/ml AO boyasi
eklenerek boyanmistir. Boyama sonrasinda plate 30 dk siireyle etiivde (herbir sicaklik
grubu igin sirasiyla 28.5, 29, 29.5 ve 30 °C) karanlik ortamda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonn ardindan PBS ile tekrar yikama yapilarak %3’ liikk metil seliiloz ile lama
sabitlenen larvalardan floresan mikroskobu (Zeiss, Discovery V12, Germany) ile goriintii
alinmastir (Sulukan vd., 2017).

6.2.4. Viicuttaki Lipit Diizeylerinin Belirlenmesi (Nile-Red (C20-H18-N2-O2
)Boyama)

Nil kirmizisi C20-H18-N2-O2 (9-dietilamino-5H-benzo (a) fenoksazin-5-0)
organik bir heterotetrasiklik bilesiktir. Nil kirmizisi, genellikle kirmizi floresan proteini
ile paylasilan uyarma ve emisyon dalga boylarina sahip bir floresans mikroskop
kullanilarak kolayca goriintiilenebilen bir boyadir. Hiicre ig¢i lipit damlaciklarini
boyayarak tespit edilmesini saglamaktadir. Mevcut ¢alismada, uygulamanin 120. saatinde
tiim gruplardan 5 tane larva (3 tekerriirlii toplam 15 larva) alinmis ve 10 ng/ml C20-H18-
N2-02 ile bir gece gece etiivde (herbir sicaklik grubu i¢in sirasiyla 28.5, 29, 29.5 ve 30
°C) karanhik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan PBS ile yikama
yapilmistir. Yikamanin ardindan %3’ liikk metil seliilloz ile lama konulan larvalardan

floresan mikroskobu (Zeiss, Discovery V12, Germany) ile goriintii alinmistir (Sulukan
vd., 2023).

6.2.5. Tigmotaksis ve Larva Lokomotor Davranis Testi

Larvalarin lokomotor aktivite analizini yapmak i¢in, her gruptan rastgele segilen
32 adet (3 tekrarli) 120 hpf larva kullanilmistir. Larvalar, kuyucuk basina bir larva olacak
sekilde 1 ml damitilmis su ile 48 oyuklu hiicre kiiltiirii plagina yerlestirilmistir. Plak
hazirlandiktan sonra, sicaklik kontrol {initesi ile sicakligi 28.5 °C'ye ayarlanan
DanioVision (Noldus) gozlem odasina yerlestirilerek larvalarin hareketi 50 dakika siire
boyunca (10 dakika karanlik ve aydinlik periyotlarda) kaydedilmistir (Sekil 8). Tiim larva
hareketleri kaydedildikten sonra karanlik ve/veya aydinlik periyoda ait veriler
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degerlendirilmistir. Sonrasinda her bir larvanin 50 dakikalik kayit siiresi boyunca kat
ettigi toplam mesafe ve ortalama hizlar1 EthoVision (Noldus) yazilimi kullanilarak analiz
edilmistir (Kiziltan vd., 2022). Larva zebra baliklarinda kaygi indeksinin bir gdstergesi
olan tigmotaksis, kiiciikk degisikliklerle Schnorr tarafindan agiklanan yonteme gore
belirlenmistir (Schnérr vd., 2012). Bu amagla, 48 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaginin her bir
kuyusu, larvalarin viicut uzunluguna esit olacak sekilde iki bolime (dista 2.25 mm)
ayrilmig ve larvalar kuyucuklara birer birer yerlestirilerek analiz gergeklestirilmistir.
Tigmotaksis, dig bolgede kat edilen toplam mesafenin tiim test alanina orani alinarak
Olgiilmiistlir. Zebra balig1 larvalarinin davranislarinin izlenmesi sonucunda elde edilen

veriler EthoVision yazilimi (Noldus) ile analiz edilmistir (Baran vd., 2020).

Sekil 23. DanioVision ve larva davranis analizlerinin yapildigi sistem.
6.3. Histopatolojik incelemeler

Histopatolojik analizler i¢in ¢alisma sonunda her orneklemede her tekrardan
rastgele secilen on adet larva 6rnegi %10’ luk formaldehit soliisyonunda 48 saat siireyle
tespit edilip, rutin doku takip islemlerinin ardindan parafin bloklara gomiilmiistiir. Daha
sonra 4 pum kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen-eozin (HE) ile boyanip 1s1k
mikroskobu ile incelenmistir (Olympus BX 51, JAPONYA). Incelene Kkesitler
histopatolojik 6zelliklerine gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak
degerlendirilmistir (Tirkoglu vd., 2021).
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6.4. Immunohistokimyasal Analizler

Immunohistokimyasal analizlerde anksiyete ile iliskili olan 5HT4 (5-
Hydroxytryptamine receptor 4) ve sirkadiyen ritim ile iligkili olan GNAT2 (Guanin
niikleotid baglayic1 protein G (t) alt birimi alfa-2) proteinlerine ait antikorlar
kullanilmistir. Immunohistokimyasal inceleme igin histopatolojik analizler igin parafin
bloklarda gémiilmiis olan dokulardan 4 um kalinligindaki kesitler adhezivli (poly-L-
Lysin) lamlara alinarak deparafinize ve dehidre edilmistir. Ardindan % 3’liikk H2O2’de
10 dk tutularak endojen peroksidaz inaktive edilmistir. Daha sonra dokular %1’ lik antijen
retrieval (sitrat buffer (pH'6.1) 100X) soliisyonunda kaynatilmistir. Dokularda
nonspesifik zemin boyanmasini 6nlemek i¢in kesitler protein blok ile 5 dk inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan dokulara primer antikorlar (SHT4 Kat No: ab60359, Sulandirma
Orani: 1/100, UK) damlatilip kullanim talimatlarina uygun inkiibe edilmistir. Sekonder
isaretleyici olarak immunfloresans sekonder antikor kullanilip (FITC Cat No: ab6785
Diliient Orant: 1/1000) karanlik ortamda 45 dk bekletilmistir. Ardindan dokulara ikinci
primer antikorlar (GNAT2 Kat No: bs-11560R, Sulandirma Orani: 1/100, US) damlatilip
kullanim talimatlarina uygun bir sekilde inkiibe edilmistir. Sonrasinda sekonder antikor
ile muamele edilerek (Texas Red Cat No: ab6719 Diliient Orani: 1/1000 UK) karanlik
ortamda 45 dk siireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra kesitlere mounting medium’ lu
DAPI (Kat no: D1306 Sulandirma Orani: 1/200 UK) damlatilip 5 dk karanlik ortamda
bekletildikten sonra kesitler lamel ile kapatilmistir. Boyanan kesitler floresans atagmanl
mikroskopta (Zeiss AXIO ALMANYA) incelenmis ve veriler ZEISS Zen Imaging
Software programinda degerlendirilmistir (Sokmen vd., 2020).

6.5. istatistiksel Analiz

Tim ol¢iimler, her bir hayvan ve numune igin {i¢ kopya halinde yapildi.
Sonuglarin istatistiksel karsilastirmasi, Prism yazilimi (GraphPad Software, San Diego,
CA) kullamlarak tek yonlii ANOVA ve Tukey'nin post-hoc testi ile yapildi. Istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar su sekilde sunulmustur: ns p > 0.05 (anlamli degil); *p < 0.05
(anlaml); **p < 0.01 (¢ok anlamli); *** veya ****p < 0.001 veya 0001 (son derece

onemli).
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7. ARASTIRMA BULGULARI (BOLUM I1)

7.1. Yeni Nesil Analizleri
7.1.1. Embriyo/Larvalarin Hayatta Kalma ve Kulucka Oranlar:

Mevcut c¢alismadan elde edilen veriler incelendiginde, farkli sicakliklarda
glyphosate’a maruz kalan yetigskin zebra baliklarinin yavrularinda; 5 ppm glyphosate
maruziyetinin artan sicaklikla beraber 24 ve 48. saatlerde hicbir grupta 6liime sebep

olmazken, 72 ve 96. saatlerde zebra baligi larvalarinda 6liim oranin1 6nemli oranda

artirdig1 gortilmiistiir (Sekil 24).
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Sekil 24. Zebra balig1 larvalarimin 96. saatteki hayatta kalma orani. Gruplarin kendi
icerisindeki farkliliklar (*) ile, ayn1 gruplardaki farkli sicakliklar arasindaki onemli

farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).

Benzer sonuglar 5 ppm iyilesme grubunda da tespit edilmistir. Yumurta ¢ikist
tizerindeki etkileri incelendiginde de glyphosate’a maruz kalmanm 48, 72 ve 96.
saatlerdeki kulugkadan ¢ikmayr doz ve sicakliktaki artisa bagli olarak dnemli 6l¢iide
geciktirdigi gozlemlenmistir. Kontrol grubu larvalarinin tamami 96. saatte ¢ikisini
tamamlarken, glyphosate uygulanan gruplarda ve iyilesme gruplarinda yumurta ¢ikisi

onemli oranda ertelenmistir (Sekil 25).
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Sekil 25. Zebra baligi larvalarinin 48. saatteki yumurta ¢ikist orani. Gruplarin kendi
icerisindeki farkliliklar (*) ile, ayn1 gruplardaki farkli sicakliklar arasindaki onemli
farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).

7.1.2. Embriyo/Larva Malformasyonlari

Bu ¢alisma, ¢evresel bir stresor olan sicaklik degisimlerinin glyphosate’a maruz
kalan yetiskin zebra baliklarindan elde edilen yeni nesil yavrularin farkli gelisim
evrelerinde morfolojik degisikliklere sebep oldugunu gostermistir. Perikardiyal 6dem
(PE), yolk sac 6demi (YSE), viicut malformasyonlar1 (BM) (kuyruk malformasyonu, kisa
kuyruk ve bas malformasyonu dahil) ve egri viicut ekseni (CBA) gibi tipik
malformasyonlar incelendiginde; 24, 48 ve 72. saatlerde doz ve sicaklik artigina bagh
olarak toplam malformasyon oraninda anlaml bir artis oldugu goézlenmistir. Agirlikli

olarak perikardiyal 6dem, yolk sac 6demi ve kuyruk anomalisi tespit edilmistir (Sekil 26).
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Sekil 26. Zebra balig1 larvalarinin 96. saatteki toplam malformasyon orani. Gruplarin
kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, ayni gruplardaki farkli sicakliklar arasindaki 6nemli
farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).
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Sekil 27. Zebra baligi embriyolarmmin 72. saatte dort fakli gelisim sicakligindaki
mikroskobik goriintiileri. Gozlenen viicut malformasyonlarinin dagilimi. YSE: Besin
kesesi oOdemi; PE: Perikardiak 6dem; BM: Viicut malformasyonlari (Kuyruk
malformasyonu, kisa kuyruk ve bas malformasyonu); CBA: Kavisli gévde ekseni.
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Sekil 28. Zebra baligi embriyolarinin 96. saatte dort fakli gelisim sicakligindaki
mikroskobik goriintiileri. Gézlenen viicut malformasyonlarinin dagilimi. YSE: Besin
kesesi oOdemi; PE: Perikardiak 6dem; BM: Viicut malformasyonlari (Kuyruk
malformasyonu, kisa kuyruk ve bas malformasyonu); CBA: Kavisli gévde ekseni.

Viicut uzunlugu iizerindeki etkisine bakildiginda ise 6zellikle 72 ve 96 hpf’de 1

ve 5 ppm glyphosate maruziyetinin viicut uzunlugunu anlamli derecede azalttigi

gorilmustiir (Sekil 29).
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Sekil 29. Zebra balig1 embriyolarinda viicut uzunlugu malformasyonlarimin belirlenmesi.
Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, aymi gruplardaki farkli sicakliklar
arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).
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Goz ¢apindaki degisim incelendiginde 5 ppm glyphosate uygulanan grupta 72
hpf’de 30 °C sicaklik uygulamasinda 96 hpf’de ise tiim sicaklik degerlerinde g6z ¢apinin
azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. Zebra baligi embriyolarinda g6z ¢apt malformasyonlarinin belirlenmesi.
Gruplarmm kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, aym1 gruplardaki farkli sicakliklar
arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).

Perikardiyal alandaki malformasyonlar degerlendirildiginde de 48, 72 ve 96
hpf’de glyphosate muamelesinin sicaklik stresi altinda perikardiyal alanda 6nemli bir artis
oldugu bulunmustur (Sekil 31). Elde ettigimiz bulgular, 96 saat boyunca farkli glyphosate
konsantrasyonlarina maruz kalan ebeveyn zebra baliklarindan elde edilen yeni nesil
larvalarda sicaklik ve dozdaki artisa bagli olarak viicut malformasyonlarinda ciddi bir

artis meydana geldigini gostermistir. lyilesme gruplarinda da bu artisin devam ettigi

belirlenmistir.
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Sekil

31. Zebra baligi

embriyolarinda perikardiyal

alan malformasyonlarinin

belirlenmesi. Gruplarin kendi icerisindeki farkliliklar (*) ile, ayn1 gruplardaki farkli
sicakliklar arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).
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7.1.3. ROS, AO ve Nil Red Boyama Analizleri

Yaptigimiz ¢alismada, 28.5 °C, 29.0 °C, 29.5 °C ve 30.0 °C gibi {i¢ sicaklik
rejiminde glyphosate’a maruz birakilan yetiskin zebra baliklarindan elde edilen yeni
nesillerde yiiksek sicakligin akut glyphosate toksisitesinin yavrular tizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler 29.5 ve 30.0 °C’de 6zellikle 5 ppm glyphosate’in
hiicre olimii ve serbest oksijen radikallerinin miktarinda artisa sebep oldugu ve

toksisiteyi daha da artirdig1 gézlenmistir (Sekil 32 ve 34).
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Sekil 32. Akridin orange (AO) boyama sonuglarin gruplar arasindaki karsilastirmasi.
Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, ayn1 gruplardaki farkli sicakliklar
arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).
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Sekil 33. Akridin orange (AO) boyama yontemi kullanilarak apoptoza ugramais hiicrelerin
floresan olarak belirlenmesi.
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Reaktif oksijen tiirlerinden
gelen floresan sinyalleri

CMH,DCFDA boyama
(Floresan yogunlugu)
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Sekil 34. CMH.DCFDA boyama sonuglarinin gruplar arasindaki karsilastirmasi.
Gruplarm kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, aymi gruplardaki farkli sicakliklar
arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).
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Sekil 35. CMH2:DCFDA boyama yontemi kullanilarak hiicrelerin ROS miktarinin
floresan olarak belirlenmesi.

Nil red boyama sonuglar1 incelendiginde ise 30.0 °C’de yiiksek dozdaki grupta
onemli oranda bir yiikselme meydana geldigi goriiliirken sicaklik artisinin herhangi bir
etkisinin olmadif1 tespit edilmistir (Sekil 36). lIyilesme gruplarinda ise AO ve ROS
parametrelerinde hemen hemen biitiin sicaklik degerlerinde 1 ppm glyphosate gruplarinda

iyilesme go6zlenirken 5 ppm glyphosate’in toksik etkilerinin devam ettigi goriilmiistiir.
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Lipid damlaciklardan
gelen floresan sinyalleri
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Sekil 36. Nil red boyama sonuglariin gruplar arasindaki karsilastirmasi. Gruplarin kendi
icerisindeki farkliliklar (*) ile, ayn1 gruplardaki farkli sicakliklar arasindaki onemli
farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).
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Sekil 37. Nil Red boyama ile biitiin larvalarin nispi floresan yogunlugunun belirlenmesi.

7.14. Zebra Bah@ Larvalarmmm Kan Akisimmm ve Kalp Atis Hizinin
Degerlendirilmesi

Optimum geligsme sicakliklarinin {izerindeki degerlerde yetiskin zebra baliklarina
uygulanan glyphosate’n bu baliklardan alinan embriyolarin kalp atis1 ve kan akisi
tizerindeki etkileri incelendiginde doza ve sicaklik degisimine bagli olarak kan akis
aktivitesinde ve kalp atis hizinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit
edilmistir (Sekil 38). Ozellikle 30.0 °C’de 5 ppm glyphosate’n bu etkileri daha dramatik

bir hale getirdigi belirlenmistir.
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Sekil 38. Zebra balig1 larvalarinda kan akis aktivitesi ve kalp atis hizinin gruplar
arasindaki karsilastirmasi. Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, aymi
gruplardaki farkli sicakliklar arasindaki onemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p <
0.05).

7.1.5. Larva Lokomotor Aktivitesi ve Tigmotaksis

Calismamiz boyunca tiim gruplardan alinan larvalar Etho-Vision yazilimi ile davranig
testine tabi tutulmustur. Zebra balig1 larvalarinin aydinlik ve karanlik ortamda toplam siirede
aldig1 yol ve ortalama hiz analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde, aydinlik
fazda sicaklik ve dozdaki artisa bagl olarak toplam mesafede azalma olurken karanlik fazda

toplam mesafenin arttigi gérilmustir (Sekil 39).
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Sekil 39. Zebra balig1 larvalarinin lokomotor aktivite analizlerinden toplam mesafenin
aydinlik ve karanlik fazda gruplar arasindaki karsilastirmasi. Gruplarin kendi igerisindeki
farkliliklar (*) ile, aymi gruplardaki farkli sicakliklar arasindaki 6nemli farklar ise
harflerle gosterilmistir (p < 0.05).

Ortalama hizdaki degisim incelendiginde de benzer sekilde sicaklik artiginin hizda

azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir (Sekil 40).
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Sekil 40. Zebra balig:1 larvalarinin lokomotor aktivite analizlerinden ortalama hizin
gruplar arasindaki karsilastirmasi. Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, ayni
gruplardaki farkli sicakliklar arasindaki onemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p <

0.05)
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Tigmotaksis ve aydinlik/karanlik lokomotor aktivite sonuglarina gore,
glyphosate’a maruz kalan ebeveynler gibi yavrulari da optimum sicaklikta tutulmalarina
ragmen karanlik donemde artan sicakliga paralel olarak anksiyete benzeri davranislarda

artig oldugu goriilmistiir (Sekil 41).
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Sekil 41. Zebra baligi larvalarinin tigmotaksis parametresinin gruplar arasindaki
karsilagtirmasi. Gruplarin kendi igerisindeki farkliliklar (*) ile, ayn1 gruplardaki farkli
sicakliklar arasindaki 6nemli farklar ise harflerle gosterilmistir (p < 0.05).

7.2. Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal Analiz Sonuclar

Histopatoloji sonuglar1 analiz edildiginde, ebeveynlerin glyphosatea maruz
kalmasinin, yavrularin beyninde nekroz ve dejenerasyon bulgularina neden oldugunu
gostermistir (Sekil 41). Ebeveynlerin maruz kaldigr sicaklik artisinin bu histopatolojik
bulgular tlizerinde fazla bir etkisi olmadigi sdylenebilir. Ancak iyilesme siirecinde diisiik
dozlarda artan sicakligin iyilesmeyi geciktirdigi goriilmektedir (Sekil 42). Histopatolojik
bulgularin aksine, ebeveynlerin glyphosate’a maruz kalmasinin yavru beyinlerinde 5-
HT4R ve GNAT2 immiinopozitifliginin, sicaklik artisina paralel olarak artirdig1 tespit
edilmistir (Sekil 42/ Tablo 3).

52



BOLUM II

Sekil 42. Zebra baligi larvalarinin beyin kesitlerinde hematoksilen ve eozin boyama
(H&E) 5-HT4R ve GNAT2 immiinopozitifliginin belirlenmesi.

Tablo 3. Zebra balig

immiinopozitifliginin skorlama tablosu

Puanlama

Dejenerasyon
Ve
Nekroz

S5HT4’lin
immiinofloresan

yogunlugu

GNAT2'nin

immiinofloresan

yogunlugu

larvalarinin  beyin kesitlerinde 5-HT4R ve GNAT2

1 ppm (R) 5 ppm (R)

- +++ ++++ + +++

- b A ++ et

+ +++ ++++ +++ +++

+ ++++ ++++ +++ +++
34.6516.38° 73.8415.43® 95.6315.38° 46.19t7.64° 65.426.18"
35.4316.28° 74.3815.57° 96.29+4.28° 45.1#6.89°  68.39+7.6°
37.2616.69° 77.29:6.53" 101.19%3.39¢ 65.28+6.63" 80.1316.86"
39.6845.27° 83.8615.44® 108.4915.33° 73.37+4.09® 93.3848.37°
28.3416.432 68.7318.12° 92,14+4.45° 39.74+6.72° 59.3415.37°
31.5315.89° 69.63%7.18> 92.48%5.39¢ 41.396.37° 61.275.63"
33.031#5.97° 70.2616.88° 94.2615.73° 63.376.74" 76.38%5.43%
35.61+4.3°  76.14+7.06° 101.75+6.08° 71.5:5.83"  91.44+6.05°
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Skorlama tablosu histopatolojik sonuglardaki dejenerasyon ve nekroz bulgularinin
oneminin puanlanmasini gosterir (yok (-), hafif (+), orta (++), siddetli (+++), ¢ok siddetli
(++++) ) ve 5-HT4R ve GNAT2'nin immiinofloresan yogunlugu (p < 0.05). (Puanlama,

her analiz igin kullanilan tiim boliimlerin ortalamasini temsil eder).
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8. TARTISMA (BOLUM I1)

Kiiresel 1sinmaya bagli sicaklik artisi su ekosisteminde pestisitlerin drettigi
toksisiteyi bilyiik Olciide etkilemektedir (Op de Beeck vd., 2017; Yanik ve Aslan, 2018).
Kiiresel 1sinmanin neden oldugu sicaklik artisinin diger ¢evre kirleticileri ile birlikte
sinerjistik etkisini ortaya ¢ikarmak i¢in miimkiin oldugunca kiiresel 1sinmay1 temsil eden
sicaklik artig degerlerine sahip ¢aligmalar 6nemlidir. Yapilan incelemeler, glyphosate’in
yiizey sularindaki varliginin, uygulanmasindan 60 giin sonra bile hala devam ettigini ve
uygulanan ¢evrede uzun stireler kalabilecegini gostermektedir (Roy vd., 2016). Ayrica,
kentsel akint1 ve atik su aritma tesislerinin yakinindaki nehirlerde yaklasik 0,04 mg/L'ye
kadar glyphosate’in bulundugu rapor edilmistir. Bu nedenle, hedef olmayan
organizmalarin maruz kalmasi kaginilmazdir (Roy vd., 2016). Bu c¢alismada kiiresel
1sinmaya bagli sicaklik artisinin zebra baliklarinda glyphosate’in toksisitesi tizerindeki
etkilerini degerlendirmek i¢in 96 saat boyunca glyphosate’a maruz kalan yetisikin zebra
baliklarindan alinan yeni nesil larvalarda perikardiyal 6dem (PE), yolk sac 6demi (YSE),
viicut malformasyonlar1 (BM) (kuyruk malformasyonu, kisa kuyruk ve bas
malformasyonu dahil) ve egri viicut ekseni (CBA) gibi tipik malformasyonlar
incelenmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde, glyphosate’in sicaklik ve dozdaki
artisa baglh olarak goz cap1 ve viicut uzunlugunda azalmalara, toplam malformasyon
oraninda ve perikardiyal alan anormalliklerinde ise ciddi bir artisa sebep oldugu tespit
edilmistir. Ayrica iyilesme gruplarinda da bu artisin devam ettigi goriilmiistiir. Zebra
baligi embriyolarinda deformitelerin veya biiyiik yumurta sarist kesesi olugumunun
gecikmis besin kesesi (yumurta saris1) rezorpsiyonu ile iligkili olabilecegi bildirilmistir
(Kiziltan vd., 2022). Viicut uzunlugundaki azalmanin bir sebebi sirkadiyen ritim
genlerindeki ve melatonin seviyesindeki diizensizliklerin biiyiime hormonlar1 tizerindeki
inhibe edici etkileri olabilir (Osterauer, 2008). Viicut uzunlugundaki ve goz ¢apindaki
azalma, viicut anormallikleri ile agiklanabilecegi gibi enerji metabolizmasindaki
diizensizliklerle de desteklenebilir (Song vd., 2012). Yapilan bir ¢alismada, glyphosate
veya Roundup® maruziyetinin zebra baliklarinin farkli gelisim evrelerinde davranigsal
ve morfolojik degisiklikleri indiikledigi gosterilmistir. En yiliksek konsantrasyona (0,5
mg/L) maruz kalmanin, okiiler mesafede azalmaya neden oldugu goézlenmistir.
Roundup®'in tiim konsantrasyonlarina maruz kalmanimn (0.01, 0.065 ve 0.5 mg/L) ise
gelisimin erken evrelerinde viicut uzunlugunu azalttig: tespit edilmistir (Bridi et al. 2017).

Benzer bir ¢aligmada, zebra baligi larvalar1 100 ila 400 mg/L glyphosate’a maruz

55



BOLUM II

birakilmis, 6zellikle 400 mg/L'de viicut uzunluklarinin kisaldigi, goz ve kafa capinin
kiigiildligii goriilmiistiir (Zhang vd., 2017). Calismalar ayrica diger ndérotoksik ajanlarin
zebra baligi larvalarinda ¢ok sayida morfolojik degisiklige neden olabilecegini
gostermistir. Bir fungisit olan tebuconazole 4 mg/L konsantrasyonda 120 saat boyunca
maruz kalmanin zebra baligi larvalarinda okiiler mesafeyi artirabildigi goriilmiistiir
(Altenhofen vd., 2017). Benzer bir ¢alisma, zebra baligi larvalarinin gelisimi sirasinda bir
herbisit olan atrazine 10 ppm dozunda maruz kalmanin, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kafa uzunlugunda 6nemli bir artisa sebep oldugunu gostermistir
(Weber vd., 2013). Bir diger aragtirmada 48 ve 72 saat 50 ve 100pg/mL glyphosate ile
muamele edilen zebra balig1 embriyolarinda perikardiyal 6dem, yolk kesesi ddemi ve
kuyruk biikiilmesi gibi anormallikler goriilmiistiir. 72 saatlik maruziyetten sonra ise
100pg/mL glyphosate’in gdziin 6n ve arka uzunlugunda onemli bir azalmaya neden
oldugu tespit edilmistir (Gaur ve Bhargava, 2019). Yaptigimiz ¢aligmadan elde ettigimiz
bulgularin zebra baliginin optimum gelisme sicakliginin tizerindeki yiiksek derecelerde
tespit edilmis olmasi calismamiz1 literatiirdeki diger caligmalardan ayirmaktadir. Son
birka¢ yilda, glyphosate bazli herbisitlerin hedef olmayan organizmalar tizerindeki
etkilerine iliskin ciddi bir endige vardir (Schweizer vd., 2019). Yaptigimiz arastirmanin
neticesinde zebra baligimin 28 °C civarindaki sicakliklar1 kolayca tolere edebildigi
goriilmiistiir. Fakat 0.5 °C’lik sicaklik farkinin glyphosate’in viicut malfomasyonlari

tizerindeki etkilerini daha dramatik hale getirdigi gézlenmistir.

Kiiresel 1sinmanin bir sonucu olarak su sicakliginin artmasi, su ekosistemi i¢in
ciddi bir uyanidir. Baliklar poikilotermik oldugundan artan su sicakligi; metabolizma,
biliylime, hayatta kalma, bagisiklik ve tireme gibi fizyolojik siireglerini etkilemektedir.
Ayrica, sicaklik degisiklikleri, toksik maddelerin olusturdugu toksisite derecesini de
etkilemektedir (Shahjahan vd., 2019b). Davranis ve morfolojik etkilerine ek olarak
glyphosate’in embriyonik gelisim sirasinda epibol gecikmeleri, morfolojik, merkezi sinir
sistemi gelisimi ve kardiyogenezdeki degisiklikler dahil olmak {izere birtakim olumsuz
etkileri de bildirilmistir (Diaz-Martin vd., 2021). Mevcut ¢alismadan elde edilen veriler
incelendiginde; parental maruziyet sonrasi alian larvlarda, 1 ve 5 ppm glyphosate
maruziyetinin 24 ve 48. saatlerde higbir grupta 6liime sebep olmadigi goriilmiistiir. Fakat
72 ve 96. saatlerde sicaklik artisina paralel olarak 6liim oraninin 6nemli derecede arttigi
goriilmiistiir. Iyilesme gruplarinda da benzer sonuglar tespit edilmistir. Yumurta ¢ikist

tizerindeki etkileri incelendiginde de glyphosate’a maruz kalmanimn 48, 72 ve 96.
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saatlerdeki kuluckadan ¢ikmayr doz ve sicakliktaki artisa bagli olarak onemli 6lgiide
geciktirdigi gozlemlenmistir. Kontrol grubu larvalarinin tamami 96. saatte ¢ikisini
tamamlarken, glyphosate uygulanan gruplarda ve iyilesme gruplarinda yumurta ¢ikisi
onemli oranda ertelenmistir. Yumurta ¢ikisinin gecikmesi, kirleticinin neden oldugu bir
savunma mekanizmasi olabilir, ¢iinkii koryon bir bariyer goérevi goriir ve baliklart
kirleticilerin etkisine kars1 koruyabilir (Osterauer, 2008). Kulugka gecikmesinin diger bir
aciklamasi, baz1 yumurtalarda gozlenen embriyolarin koryonu kiramamasi veya yumurta
cikis siirecinde yer alan enzimlerin pestisit tarafindan inhibisyonunun tetiklenmesi
olabilir. Yumurtadan ¢ikma zorlugunun bir bagka sebebinin de spontan kas hareketlerinin
zayiflamasina neden olan noéromiiskiiler yetersizliklerin oldugu distiniilmektedir
(Kiziltan vd., 2022; Rahman vd., 2020; Yang vd., 2019b). Elde edilen sonugclar, sicaklik
stresinin toksik duyarliligi ciddi oranda artirabilecegini gostermektedir. Yapilan bir
calismada da, saf glyphosate’a veya onun ticari formiilasyonlarina maruz kalan zebra
baliklarinin yumurtaliklarinda ve sperm kalitesinde degisiklikler meydana gelerek iireme
hasarina sebebiyet verilebilecegi tespit edilmistir (Richardson vd., 2019). Endokrin
bozucu olarak glyphosate bazli herbisitlerin potansiyel roliinlin arastirildigi bir diger
caligmada, zebra baliklari 0.065, 0.65 ve 6.5 mg/L konsantrasyonlarda Roundup’a maruz
birakilmigtir. Elde edilen sonuglar 0.065 ve 6.5 mg/L Roundup’in gonad olgunlagsmasini
olumsuz etkiledigini ve bu degisikliklerin popiilasyon dinamiklerini tehlikeye atarak
tireme toksisitesine yol agabilecegini gostermistir (Davico vd., 2020). Benzer bir ¢aligsma,
10 mg/L glyphosate muamelesinin zebra baliklarinda yumurta iiretimini diistirdiigiindi,
erken donem embriyo Sliimlerini ve yumurtadan erken ¢ikisi da artirdigini gostermistir.
Bununla birlikte, embriyojenez sirasinda maruziyet tek basina embriyo 6liim oranini
arttrmamustir, bu da bu etkinin esas olarak gametogenez sirasindaki maruziyetten

kaynaklandigini diistindiirmiistiir (Webster vd., 2014).

Oksidatif stres, prooksidanlar ve antioksidanlarin, prooksidanlar lehine, bir redoks
hiicre sinyal bozukluguna ve ardindan oksidatif hasara yol agan bir dengesizligi olarak
tanimlanir (Baran vd., 2021). Hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan
savunma sistemi, redoks durumunun korunmasinda ve hiicreleri ve organizmalari
oksidatif hasara kars1 savunmada esastir. Farkli ¢cevresel parametreler arasinda sicaklik,
herhangi bir kimyasalin toksisitesini biiyiik olgiide etkilemektedir (Shahjahan vd.,
2019b). Zebra balig1 28 °C civarindaki sicakliklar1 kolayca tolere etse de, artmig sicaklik

farklar1 daha yiiksek metabolik hiza neden olabilir. Bu nedenle, maddelerin etkileri daha
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hizli ortaya ¢ikar ve daha siddetli olabilir (Schweizer vd., 2019). Yaptigimiz calismada,
yetiskin zebra baliklarinda 28.5 °C, 29.0 °C, 29.5 °C ve 30.0 °C gibi ti¢ sicaklik rejiminde
yiiksek sicakligin akut glyphosate toksisitesi tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Elde
edilen veriler 29.5 ve 30.0 °C’de ozellikle 5 ppm glyphosate’in AO ve ROS’da artisa
sebep oldugu ve toksisiteyi daha da artirdigi goriilmiistiir. Nil red boyama sonuglari
incelendiginde 30 °C’de yiiksek dozdaki grupta 6nemli oranda bir yiikselme meydana
geldigi tespit edilmistir. Iyilesme gruplarinda ise AO ve ROS parametrelerinde hemen
hemen biitlin sicaklik degerlerinde 1 ppm glyphosate gruplarinda iyilesme gozlenirken 5
ppm glyphosate’in toksik etkilerinin devam ettigi goriilmiistiir. Onceki calismalar
Roundup ve glyphosate’in ROS olusumunu ve ardindan lipid peroksidasyonu artirarak
oksidatif hasar1 tetikleyebilecegini gostermistir (Velasques vd., 2016). Baliklarda,
Roundup ve glyphosate’in oksidatif stres {izerindeki etkilerini degerlendiren bir
caligmada, 20 mg/L roundup’n 6 giinliikk maruziyetinin ROS tiretimini artirarak oksidatif
stresin indiiksiyonuna yol a¢tig1 bulunmustur (Webster vd., 2014). Benzer bir ¢alismada,
10 ve 100 pg/mL glyphosate’a maruz birakilan zebra balig1 embriyolarinda perikardiyal
odem, spinal egrilikler ve viicut malformasyonlari goriilmiistir. Bunlara ek olarak
uygulanan dozlar reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve hiicresel apoptoz iiretiminde de

artiglara sebep olmustur (Sulukan vd., 2017).

Kalp, zebra baligi embriyolarinin gelisiminde hayati rol oynayan bir organdir.
Kalp hizi, kalp fonksiyonunun 6nemli bir gostergesidir ve hiz degisiklikleri, zehirli bir
ortamdaki embriyolarin ve larvalarin gelisimsel saglig1 hakkinda bilgi verebilir (Zhang
vd., 2021). Glyphosate’in yaygin kullanimlari ve maruziyeti goz Oniine alindiginda,
fizyolojik etkileri iizerine ¢aligmalara ihtiyag vardir. Mevcut ¢alismada, optimum gelisme
sicakliklarimin iizerindeki degerlerde (28.5 °C, 29.0 °C, 29.5 °C, 30.0 °C) uygulanan
glyphosate’in zebra baligi embriyolarinin kalp atis1 ve kan akisi iizerindeki etkileri
incelendiginde doza ve sicaklik degisimine bagh olarak kan akis aktivitesinde ve kalp
hizinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goézlenmistir. Ozellikle 30 °C’de 5 ppm
glyphosate’in bu etkileri daha dramatik bir hale getirdigi tespit edilmistir. Iklim
degisikligi ve kiiresel olarak artan sicakliklar g6z oniine alindiginda optimal gelisim
sicakliginin {izerindeki sicakliklarda daha yiiksek glyphosate konsantrasyonlarinin
etkisini degerlendirmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Kalp hizinda meydana
gelen diisiis, muhtemelen yiiksek konsantrasyonlarda organizmanin toksik maddeyi

ortadan kaldiramadiginda meydana gelen patolojik etkilerin metabolizmay1 ve bununla
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birlikte kalp atis hizim azaltmis olmasindan kaynaklanmaktadir (Osterauer, 2008). Ote
yandan, kan akis hizinda gézlenen 6nemli azalma, diisiik kan oksijen seviyeleri ile iliskili
olabilir (Ma vd., 2019). Zebra balig1 embriyolarinda glyphosate toksisitesinin arastirildig:
bir ¢aligmada 25 ve 50 mg/L glyphosate konsantrasyonlarina maruz kalmanin endokard
tabakasinin kalinlagmasina ve kardiyak 6dem olusumuna neden oldugu tespit edilmistir
(Schweizer vd., 2019). Yapilan baska bir ¢alismada zebra baligi embriyolarmnin 28.5
°C’de 72 saat boyunca 10, 100 ve 700 ng/mL glyphosatea maruz birakilmasinin embriyo
kulugka inhibisyonu, spinal egrilik, yolk kesesi hematomu, yolk kesesi 6demi,
perikardiyal 6dem, anormal kan dolasimi ve anormal kalp sekli ve islevi dahil olmak
tizere bir dizi gelisimsel anormallige neden oldugu bulunmustur (Zhang vd., 2021).
Glyphosate kaynakli kardiyotoksisiteyi degerlendirmek i¢in yapilan bir arastirmada, 48
saat ve 72 saat’lik 50 ve 100pg/mL glyphosate maruziyetinin zebra baligi embriyolarinin
kalplerinde herhangi bir biiyiik yapisal anormallik olusturmadig: fakat embriyolarin kalp
atislarinda konsantrasyon ve zamana bagl olarak 6nemli bir azalmaya sebebiyet verdigi

gozlemlenmistir (Gaur ve Bhargava 2019).

Pestisitler; teratojenik ve toksikolojik etkilerin yaninda zebra baligi larvalarindaki
kesif parametreleri lizerinde de degisikliklere sebep olabilmektedir. Mevcut calismada
sicaklik stresi altinda uygulanan parental glyphosate uygulamasinin yavru baliklarin
hareketi iizerindeki etkisini incelemek i¢in larva lokomotor aktivite analizleri yapilmistir.
Elde edilen sonuglar incelendiginde, aydinlik fazda sicaklik ve dozdaki artisla birlikte toplam
mesafenin azalirken karanlik fazda arttig1 ve glyphosate’in hiperaktiviteye sebep oldugu
tespit edilmistir. Ortalama hizdaki degisim incelendiginde de hem doz hem de sicakliktaki
artisa bagl olarak ortalama hizin 6nemli derecede azaldig tespit edilmistir. Bu sonuglar,
sicaklik stresi altinda glyphosate’in organizma davranislarini degistirebilecegini ve
spontan hareketi azaltabilecegini gostermektedir. Zebra baliklarinin hareket kabiliyeti
tizerindeki ksenobiyotik Kirleticilerin etkisinin, biiyiik olasilikla sinir sistemindeki
gelisme gecikmesinden veya bozulmadan kaynaklandig diistiniilmektedir (Ma vd., 2019;
Stehr vd., 2006). Yapilan bir ¢alismada, bir fungusit olan carbendazim'in 120 hpf'de zebra
balig1 larvalarinin lokomotor aktivitesinde degisikliklere neden oldugu ve 151k periyodu
sirasinda 0.8 g/L'nin iizerindeki konsantrasyonlarda kat edilen toplam mesafede 6nemli
bir diisiis meydana getirdigi gozlenmistir (Andrade vd., 2016). Benzer bir calismada,
zebra baligi larvalari, 120 saat sonra boyunca genis bir konsantrasyon araliginda (0.05-
10.000 pg/L) glyphosate’a maruz birakilmistir. Davranis analizleri 1000 pg/L
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glyphosate’a veya daha fazlasina maruz kalmanin ardindan lokomotor aktivitede 6nemli
bir diislis oldugunu ortaya koymustur (Forner-Piquer vd., 2021). Bu sonuglardan fakli
olarak yapilan baska bir arastirmada, 48 saatlik bir hareket testi, embriyonik donemde 10
mg/mL glyphosate’a maruz kalmanin, muhtemelen motondronal hasara atfedilen
lokomotor aktiviteleri dnemli 6l¢tide artirdigini ortaya koymustur. Benzer bir ¢alismadan
elde edilen davranis testi sonuglari, 0.01 ve 0.5 mg/L glyphosate’in giin i¢erisinde zebra
balig1 lokomotor aktivitelerini artirabilecegini gostermistir (Zhang vd., 2017). Lokomotor
aktivitesinde goriilen bu degisikliklerin, test edilen kimyasallarin kimyasal yapisi ve
islevlerindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica aragtirmalar,
spesifik pestisitlerin etki mekanizmalarmin test edilen hedef hayvanlarda farkli

olabilecegini 6ne stirmiistiir (Hussain vd., 2020).

Mevcut calismada, bu davramssal sonuglarin altinda yatan mekanizmay1
aydinlatmak i¢in zebra baligi  yavrularmmin  beyninde histopatolojik  ve
immiinohistokimyasal analizler de yapilmistir. Histopatolojik analiz sonuglari
incelendiginde, ebeveynlerin glyphosate’a maruz kalmasinin, yavrularin beyninde nekroz
ve dejenerasyon bulgularina neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 42). Ebeveynlerin maruz
kaldig1 sicaklik artisinin bu histopatolojik bulgular iizerinde fazla bir etkisi olmadigini
sOyleyebiliriz (Sekil 42). Ancak iyilesme siirecinde diisiik dozlarda artan sicakligin
iyilesmeyi engelledigi goriilmektedir (Sekil 42). Bir¢cok ¢alismada zebra baligi
larvalarinda kimyasal/toksik maruziyet ve 1s1 stresi gibi ¢esitli dis stres kaynaklarinin
neden oldugu histopatolojik beyin hasarinin larva davranisini etkiledigi gosterilmistir
(Baran vd., 2020; Kiziltan vd., 2022). Calismamizda yavru larvalarin beyinlerinin g¢esitli
bolgelerinde tespit edilen bu histopatolojik bulgularin larvalarin  davranis

bozukluklarinda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Histopatolojik bulgularin aksine, ebeveyn glyphosate maruziyetinin neden oldugu
yavru beyinlerinde 5-HT4R ve GNAT2 immiinopozitifliginin, ebeveynlerin maruz
kaldig1 sicaklik artigina paralel olarak arttigi tespit edilmistir (Sekil 42). Duygudurum,
kayg1 ve bilisin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan Serotonin reseptorii 4 (5-HT4R)
aktivasyonunun anksiyolitik etkiye neden oldugu bildirilmektedir (Karayol vd., 2021;
Villas-Boas vd., 2021). Kemirgenlerde, 5-HT4'iin prefrontal kortekste veya ¢ekirdekte
bolgesel asir1 ekspresyonunun, ruh hali ve depresyon benzeri fenotipleri, gida alimini ve
hipofajiyi etkiledigi gosterilmistir (Rebholz vd., 2018). Ayrica lokomotor aktivitelerin

dolayli kontroliiniin, ¢oklu beyin merkezlerini uyaran rostral beyin sapindaki 5-HT
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reseptorlerinin artan ekspresyonlarindan kaynaklandig bildirilmistir (Flaive vd., 2020).
Ote yandan retina koni hiicrelerinde 151k sinyali iletiminden sorumlu olan GNAT2'nin
zebra baliklarinda gorsel sistem fonksiyonlarinin diizenlenmesinde énemli rol oynadigi
bilinmektedir (Li, 2019). Zebra balig1, ksenopus, fare ve insanlar gibi bircok omurgalida
sirkadiyen ritmin senkronizasyonu ile de iligkilidir (Eydipour vd., 2020). GNAT2'nin
sirkadiyen ritim ve lokomotor aktivitedeki roliinii arastirmak i¢in yapilan bir ¢alismada
transgenik bir zebra balig1 hatti olusturuldu. Elde edilen veriler retinaninfotoreseptor
hiicrelerin, gevresel uyaranlara yanit vererek sirkadiyen ritimleri ve motor aktiviteleri
diizenledigini gostermektedir (Li vd., 2012). Dolayisiyla bu sonuglara gore yavru
larvalarda gozlenen davranis degisikliklerinin beyinde tespit edilen patolojik bulgulardan
ziyade serotonin ve 1sik sinyali iletim yollarinin aktivasyonundan kaynaklandigi

distiniilmektedir.
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the light signal transmission and serotonin pathways in the offspring, resulting in more dark/light locomotor activity

and increased thigmotaxis.

1. Introduction

Global warming, which expresses the increase in temperatures due to in-
creasing greenhouse gas concentrations in the atmosphere, negatively affects
natural ecosystems by increasing the melting of glaciers, rising sea level,
evaporation of lakes and ocean acidity (Eissa and Zaki, 2011). Recent studies
predict that the average temperature will increase by 0.2 °C per decade over
the next 20 years, and by 1.8 °C—4 °C up to 2100 (Assan et al,, 2020). Due to
the fact that the majority of aquatic species are poikilothermic, aquatic eco-
systems have been the living groups most damaged by the effects of global
warming. Changes in body temperatures due to the changes in environmen-
tal temperatures can cause the physiological and biochemical reactions of
these organisms to deteriorate (Assan et al.,, 2020). For example, the somatic
growth rate of fish also changes due to differences in water and air tempera-
ture caused by climate change. Temperature fluctuations during the develop-
mental stage of fish can also cause skeletal deformities and disrupt the
differentiation processes of cells and tissues (Eissa et al., 2009). Changes in
environmental temperature not only affect growth, reproduction, spontane-
ous activity and metabolism, but also affect fish biology by changing neuro-
chemical parameters and behaviors. A common response of fish to
temperature change is to migrate to habitats with more favorable tempera-
tures. However, if a fish cannot reach a habitat with optimal thermal condi-
tions due to natural or anthropogenic factors, it will experience this
temperature as a factor of anxiety and stress (Angiulli et al., 2020).

Moreover, the temperature changes are affecting even the next genera-
tions of aquatic organisms (Donelson et al., 2016; Donelson and Munday,
2015). Therefore, understanding how they respond to low-temperature in-
creases will be an essential and effective step in predicting the effects of
global warming on populations including offspring (Huang et al.,, 2021).

In addition to global warming, pesticides are another anthropogenic
stressor that threatens aquatic biodiversity (Beketov et al., 2013). Pesticides
are physical, chemical or biological warfare agents used to destroy pests
and microorganisms, which degrade the nutritional value and destroy nu-
trients during the production, consumption and storage. They pollute the
soil and water in the places where they are used, and they can also be
transported from their places to distant regions by biological and physical
means. Especially those that are durable in the environment and those
that dissolve in lipids accumulate in ecosystems and become harmful to
all living things. Glyphosate, the most widely used pesticide worldwide,
blocks aromatic amino acid biosynthesis pathways and inhibits growth in
unwanted plants (Maggi et al., 2020). Studies show that the presence of
glyphosate in surface waters still persists 60 days after its application and
can remain in the applied environment for long periods (Roy et al,
2016). In addition, the presence of glyphosate has been reported in rivers
near urban runoff and wastewater treatment plants. In the last few years,
there has been serious concern about the effects of glyphosate-based herbi-
cides on non-target organisms (Schweizer et al., 2019).

Although studies on this subject are capable of evaluating the toxic ef-
fects of glyphosate on non-target organisms, the number of studies that con-
sider multiple factors such as low-temperature increases that may represent
global warming is quite limited. Many studies have reported an increase in
the toxicity of pesticides at high temperatures. However, detailed studies
are needed to understand how this synergistic effect will be on organisms
at lower temperature increases (Rohr et al,, 2011; Jackson et al., 2016).
Therefore, the aim of this study, which belongs to a doctoral thesis, is to in-
vestigate how the temperature increase, which can represent global
warming as much as possible, affects glyphosate toxicity on zebrafish and
offspring. For this purpose, the effects on circadian rhythm and anxiety in
adult zebrafish exposed to glyphosate in environments with a temperature

difference of 0.5 degrees were examined with behavioral, molecular and
metabolomic approaches and presented as a separate article (Sulukan
etal, 2022a, 2022b). In this article, the findings of the effects of this syner-
gistic effect on their offspring are presented. In this study, thigmotaxis test
representing anxiety-like behaviors and dark/light locomotor activity test
representing circadian rhythm were performed as in their parents. In addi-
tion, in order to comment on the mechanism underlying these behavioral
changes, the brain expressions of GNAT2, which is associated with circa-
dian rhythm, and 5HT4R, which is associated with anxiety, were analyzed
by immunofluorescence assays.

2. Material and method
2.1. Experimental setup

Wild type 6 months old AB genotype zebrafish (Danio rerio), whose an-
cestors were from Oregon State University (USA), were obtained from
Atatlirk University Fisheries Faculty Fisheries Experimental Research
Unit. Fish kept in a photoperiod of 10 h dark and 14 h light were fed with
paramecium until the 10th day following hatching and daily live (Artemia
salina) and flake food from the 10th day (Westerfield, 2000). The experi-
mental setup was prepared by placing 20 < 12 x 15 cm (width, length,
height) aquariums inside the main tanks. The main tank was filled with
water at a level that the aquariums would not move, and the water temper-
ature in the aquariums in each main tank was adjusted to 28.5-29.0 - 29.5 -
30.0 °C with 0.05-degree precision thanks to the heater and temperature
sensor connected to the heat control unit and the water circulation in the
main tank. Perforated and 5 cm high platforms are placed under the aquar-
iums to ensure optimum water circulation and temperature control in the
main tank (Sulukan et al.,, 2022a). By adding 2.5 ] of system water (approx-
imately 2/3 of the aquarium volume) to each aquarium, the water temper-
ature of the aquariums in each main tank was determined with an accuracy
of 0.5 °C. After the temperatures were adjusted to the desired levels, the fish
were taken to the experimental setup and subjected to a 15-day adaptation
period. At the end of the adaptation period, 1 ppm and 5 ppm glyphosate
were exposed to the treatment groups for 96 h. Doses were determined
based on the results of previous studies (Sulukan et al., 2017a, 2017b). In
the experimental setup, three independent aquariums with 30 zebrafish
in total were used for each temperature and each group. At the end of the
96 h exposure period, randomly selected 15 fish were left to breed for the
offspring experiments and then they were left to recover period for 10
days in a glyphosate-free environment and at the same temperature as
used for treatment. At the end of the recovery period, the same fish were
left to breed again. During the time the fish were in the experimental
setup, 2/3 of the aquarium water was renewed daily (at the same time

every day) with the same content. The experimental setup given in Fig. 1.

At least 300 embryos were obtained from each group in each replicate.
Offspring embryos were taken E3 medium and kept at 28.5° up to 120 hpf.
In this process, every 24 h, their mediums were renewed and the survival
rate, hatching rate and body abnormalities of all offspring zebrafish were
recorded. All procedures were performed in accordance with the approved
Institutional Ethical Rules of Atatiirk University (147-10/2020), and
fallowed related OECD guidelines.

2.2. Morphological and physiological measurements (Body length, eye size, blood
flow and heart rate)

Body length, pericardial area and eye size of at least 50 offspring larvae
from each group were measured with Danio Scope (Noldus) software at 48,
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Fig. 1. The experimental setup.

72 and 96 h. For heartbeat and blood flow rate analysis, 10 randomly se-
lected larvae from each group (with three biological replicates, a total of
30 larvae) were video recorded for 3 min by focusing on the heart region
and caudal vein under the microscope (Discovery V12, Zeiss) at a frame
rate of 26 fps and a 6.3x zoom magnification with an Axiocam camera.
Video recordings were analyzed with Danio Scope (Noldus) software
(Sulukan et al., 2021).

2.3. Thigmotaxis and dark/light locomotor activity

Larval locomotor activity analysis was performed with 32 (with 3 repli-
cations) randomly selected 120 hpf larvae from each group. Larvae were
placed in 48-well plate with 1 ml of distilled water as one larva per cell.
The prepared plate was placed in the DanioVision (Noldus) observation
chamber, the temperature of which was set to 28.5° thanks to the tempera-
ture control unit, and the movement of the larvae was recorded for 50 min
(in 10-min dark and light periods). At the end of the recording, the data of
each period (dark and/or light) were evaluated separately, and the total dis-
tance and average speed of each larva in a 50-minute period were analyzed
via EthoVision (Noldus) software (Kiziltan et al., 2022). Thigmotaxis, an in-
dicator of the anxiety index in larval zebrafish, was determined according
to the method described by Schnérr with minor modification (Schnérr
etal, 2012). For this purpose, each well of the 48-well plate containing
the larvae, triggered by a sudden change in illumination (i.e., a sudden
change from light to dark), was divided into two sections (2.25 mm on
the outside) to be equal to the body length of the larvae. Thigmotaxis was
measured by taking the ratio between the total distance traveled in the
outer region and the entire test area. Monitoring and evaluation of the be-
havior of zebrafish larvae were performed using EthoVision software
(Noldus) (Baran et al.,, 2020).

2.4. Whole mount larva staining (apoptosis, reactive oxygen species and lipid
droplets detection)

In whole-mount larva staining analysis, 10 randomly selected 120-hour
larvae (with three biological replicates, a total of 30 larvae) from each
group were used for each staining. Molecular markers acridine orange for
the detection of apoptotic cells, CM-H:DCFDA for the detection of free ox-
ygen species and Nile red for the detection of oil droplets were used in

the staining in accordance with the protocol previously described
(Kiziltan et al,, 2022). Labeled larvae were examined under fluorescence
microscopy (Zeiss, Discovery V12). The fluorescence intensity of the larvae
was quantified by measuring using the ZenBlue software (Zeiss) (Sokmen
etal., 2020).

2.5. Histopathological and immunofluorescence analyzes

Larval samples taken at the end of the trial for histopathological analysis
were fixed in 10 % formaldehyde solution for 48 h and embedded in paraf-
fin blocks at the end of routine tissue follow-up procedures. Then, sections

of 4 ym thickness were taken, stained with hematoXylin-eosin (HE) and ex-
amined with a light microscope (Olympus BX 51, JAPAN). The examined
sections were evaluated as absent (—), mild (+), moderate (++) and se-
vere (+++) according to their histopathological findings (Zodrow et al.,
2004).

Antibodies belonging to 5-HT4R (5-HydroXytryptamine 4 receptor),
which is associated with anxiety, and GNAT2 (Guanine nucleotide binding
protein G (t) subunit alpha-2 protein), which are associated with light sig-
nal transduction and circadian rhythm, were used in immunofluorescence
analyzes. Tissue sections taken on the adhesive (poly-L-Lysin) slides for im-
munofluorescence examination were deparaffinized and dehydrated. Then,
endogenous peroXidase was inactivated by keeping it in 3 % H20: for
10 min. Then the tissues were boiled in 1 % antigen retrieval (citrate buffer
(pH + 6.1) 100x) solution. Sections were incubated with protein block for
5 min to prevent nonspecific background staining in tissues. Then, primary
antibody (5HT4 Cat No: ab60359, Dilution Ratio: 1/100, UK) were dripped
onto the tissues and incubated in accordance with the instructions for use.
Immunofluorescence secondary antibody was used as a secondary marker
(FITC Cat No: ab6785 Diluent Ratio: 1/1000) and kept in the dark for
45 min. Then, second primary antibody (GNAT2 Cat No: bs-11560R, Dilu-
tion Ratio: 1/100, US) were dripped onto the tissues and incubated in ac-
cordance with the instructions for use. Immunofluorescence secondary
antibody was used as a secondary marker (Texas Red Cat No: ab6719 Dilu-
ent Ratio: 1/1000 UK) and kept in the dark for 45 min. Then, DAPI with
mounting medium (Cat no: D1306 Dilution Ratio: 1/200 UK) was dripped
onto the sections and kept in the dark for 5 min, then the sections were cov-
ered with a coverslip. The stained sections were examined under a
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fluorescent microscope (Zeiss) and the data were evaluated in the ZEISS
Zen Imaging Software (Sulukan et al., 2022b).

2.6. Statistical analysis

Data from all experiments were statistically compared using GraphPad
Prism Software version 8.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA). Analysis of the results of the control and experimental groups was
made with Dunnett's multiple comparison tests and one-way ANOVA. All
data are presented as mean =* standard mean error (SEM). P values
<0.05 were considered significant. Statistically significant changes are indi-
cated with a symbol (*). Symbol expressions are as follows: *p < 0.05 (sig-
nificant); **p < 0.01 (very significant); ***p < 0.001 and ****p < 0.0001
(highly significant).

3. Results and discussion

Itis reported that the increase in temperature due to global warming has
the potential to greatly affect the toXicity produced by pesticides in the
aquatic ecosystem (op de Beeck etal., 2017; Yanik and Aslan, 2018). Stud-
ies with temperature increase values that represent global warming as
much as possible are important in order to reveal the synergistic effect of
the temperature increase caused by global warming together with other en-
vironmental pollutants. Therefore, in our study, the effect of a temperature
change of 0.5 °C on the toXicity of glyphosate exposure parentally was in-
vestigated in zebrafish offspring. According to results, it was observed
that parental exposure to glyphosate, together with the effect of increasing
temperature, causes significant body abnormalities including pericardial
edema (PE), yolk sac edema (YSE), curved body axis (CBA) and other
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typical body malformations (BM) (tail malformation, short tail and head
malformation) during the embryological development in offspring
zebrafish (Fig. 2).

It is one of the most important findings of the study that although the
offspring spend their hatching period at their optimum temperature
(28.5 °C), the 0.5-degree temperature increase to which their parents are
exposed causes significant body malformations. It is seen that the recovery
in the “recovery period” is interrupted as the temperature to which the par-
ents have been exposed increases. Similar findings were observed during
the survival and hatching rates. It has been determined that especially pa-
rental exposure to high temperatures causes a significant decrease in the
survival rate of the offspring. Similarly, it is observed that hatching is
delayed in parallel with the increasing temperature increase. Delay in
hatching is associated with inhibition of hatching enzymes, hypoxia and/
or insufficient mobility of the embryo (Chen et al,, 2016). On the other
hand, it has been also reported that delay in hatching may occur as a
contaminant-induced defense mechanism since the chorion acts as a barrier
and can protect fish against the effects of pollutants (Osterauer, 2008). An-
other reason for the difficulty in hatching is thought to be neuromuscular
deficiencies that cause weakening of spontaneous muscle movements
(Haendel et al.,, 2004; Kiziltan et al, 2022; Rahman et al,, 2020; Tal et al.,
2012; Yang et al,, 2019). In our study, it is thought that this delay in hatch-
ing may be caused by increasing malformations. Although it can be said
that zebrafish offspring can easily tolerate these deformities after the recov-
ery period in near-optimum temperatures (28.5-29.0 °C), it has been ob-
served that a temperature increases of 0.5 °C make the effects of parental
glyphosate exposure on body malformations in the offspring more dra-
matic. A similar study examined the effects of parental exposure to a pesti-
cide, flutolanil, on the next generation. For this purpose, adult zebrafish
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Fig. 2. Microscopic observation of body abnormalities (a), survival rate (b), total malformations (c), hatching rate (d), pericardial area (e), body length and eye diameter (g) of
offspring zebrafish parentally exposed to the glyphosate and increased temperature. PE; pericardial edema, YSE; yolk sac edema, CBA; curved body axis, BM; typical body
malformations including tail malformation, short tail and head malformation. The significant differences between the groups with the same temperature value are shown
with “*” while the significant differences between different temperatures in the same groups are shown with lowercase letters (p < 0.05).
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were exposed to environmentally relevant flutolanil concentrations for 60
days. Results showed that exposure to flutolanil caused gonadal endocrine
disruption, decreased reproduction, and developmental toXicity in F1 (Teng
et al, 2020). Another study examined the effects of parental exposure to
perfluorobutane sulfonate (PFBS), one of the aquatic pollutants, on the em-
bryonic development of offspring. Adult zebrafish were exposed to 0, 10,
and 100 pg/L PFBS for 28 days. The results showed that the development
of the offspring embryos was delayed, the mortality rate increased, hatch-
ing was delayed, the heart rate slowed down, and neurobehavioral disor-
ders appeared (Tang et al,, 2020). As a result of these body abnormalities
observed in the offspring, growing pericardial area and shortening body
length were observed with increasing temperature (Fig. 2e and f). And
eye size, which is the last morphological observation parameter and associ-
ated with brain development during embryonic development (Chen et al.,
2010; Tsend-Ayush et al.,, 2005; Wu et al.,, 2006), was found to decrease
with increasing temperature (Fig. 2g). Bridi and colleagues found that
0.5 ppm a glyphosate-based herbicides exposure to zebrafish during the
embryonic development period caused a decrease in the ocular distance
(Bridi et al,, 2017). In another study conducted in our laboratory, it was
determined that exposure to carmoisine, a widely used food dye, caused a
reduction in eye size and body size in zebrafish during embryonic develop-
ment (Kiziltan etal,, 2022). In a study, 50 and 100 pg/mL glyphosate expo-
sure for 48 and 72 h to zebrafish embryos resulted in abnormalities such as
pericardial edema, yolk sac edema and tail twisting (Gaur and Bhargava,
2019). In addition to this, 72 h of exposure to 100 ug/mL of glyphosate
was found to cause a significant reduction in the eye size (Gaur and
Bhargava, 2019). In terms of eye size and body length parameters, we
can also say that the recovery period does not work very well at high
temperatures. To investigate the effects of maternal exposure to Tris (2-
butoxyethyl) phosphate (TBOEP), an environmental pollutant in zebrafish,
on the progeny, zebrafish were exposed to TBOEP at concentrations of
0,0.1,1,10 and 100 pg/L for 120 days. When the results were examined,
TBOEP residues were detected in F1 larvae after parental exposure. It was
also observed that the survival rate decreased, the body length decreased
and the heart rate increased (Huang et al,, 2019). In a similar study, adult
zebrafish were exposed to an endocrine disrupting chemical, bisphenol A
(BPA), at a concentration of 1.0 uM for 7 days. When the results were exam-
ined, it was determined that parental BPA exposure delayed the hatching
time of the F1 strain and affected heart rates (Huang et al, 2020). In our
study, we did not examine any parameter for the evaluation of energy me-
tabolism, but it is reported that the reduction in eye size may be caused by
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the irregularity in this metabolism as well as central nervous system dam-
age (Kim et al., 2013; Song et al,, 2012).

The heart is an organ that plays a vital role in the development of
zebrafish embryos. Heart rate is an important indicator of heart function,
and rate changes can inform the developmental health of embryos and lar-
vae in a toXic environment (Zhang et al,, 2021). On the other hand, blood
flow rate, which is an important indicator of both the cardiovascular system
and physiological condition in the organism, is a parameter where clear
responses can be obtained against toxic exposure and heat stress, which
can directly affect the dissolved oXygen level in the water. In the current
study, it was observed that parental exposure to glyphosate together with
increasing temperature caused a decrease in heart rate and blood flow
rate in offspring (Fig. 3). It has been determined that 5 ppm glyphosate
exposure, especially at 30 °C, makes these effects more dramatic. It is sug-
gested that the decrease in heart rate is due to the pathological effects
that occur when the organism is unable to eliminate the toXic substance, re-
ducing metabolism and heart rate with it (Osterauer, 2008). On the other
hand, the observed significant decrease in blood flow velocity may also
be associated with insufficient blood oxygen levels (Ma et al, 2019). In
their study, Li et al. showed that the decrease in blood flow caused by
toxic exposure may have effects resulting in insufficient blood supply to
the heart and subsequent hypoxia (Li et al,, 2022). In a study investigating
glyphosate toxicity in zebrafish embryos, it was found that exposure to 25
and 50 mg/L glyphosate concentrations caused cardiac edema formation
(Schweizer et al., 2019). In another study, exposure of zebrafish embryos
to glyphosate for 72 h at 28.5 °C resulted in embryo hatching inhibition,
yolk sac edema, pericardial edema, abnormal blood circulation and cardiac
defects (Zhang et al,, 2021). In a similar study, zebrafish embryos were ex-
posed to 0.7, 7 and 35 mg/L glyphosate for 120 h. Results showed that
glyphosate caused early hatching of fish, decreased heart rate and body
length, and formation of pericardial and yolk sac edema (Liu et al., 2022).

In our study, whole-mount fluorescent staining analysis was performed
in offspring to determine the effects of the synergistic effect of parental
glyphosate exposure and temperature increase on reactive oxygen species
(ROS) formation, apoptosis and lipid accumulation during the embryonic
development period of the offspring. Results showed that exposure of par-
ents to a 0.5 °C temperature increase triggered the glyphosate-induced in-
crease in all these three parameters in offspring (Fig. 4). Apoptosis, which
is a fundamental component of organism development (Meier et al.,
2000), especially tissue formation, is an important parameter in the evalu-
ation of toXic stress exposure in zebrafish larvae. Various external factors,
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Fig. 4. Apoptotic cells were determined using acridine orange (AO) staining in 120 hpflarvae (Top). CMH2:DCFDA staining in vivo of produced ROS in 120 hpflarvae and
relative fluorescence graph of the signals (Middle). Lipid accumulation were determined Nil Red staining in 120 hpf larvae (Bottom). The significant differences between the
groups with the same temperature value are shown with “*” while the significant differences between different temperatures in the same groups are shown with lowercase

letters (p < 0.05).

including toxic exposure and heat stress, contribute to the non-hemostasis
apoptosis (Baran et al., 2018; Comakli et al., 2018; Park et al.,, 2020). Oxi-
dative stress is one of the leading triggering mechanisms of non-
hemostasis apoptosis (Wang et al., 2019). Oxidative stress is defined as an
imbalance of prooXidants and antioxidants in favor of prooxidants, leading
to aredoX cell signaling disorder and subsequent oxidative damage (Baran
et al,, 2021). The antioXidant defense system, both enzymatic and non-
enzymatic, is essential in maintaining the redoX state and defending cells
and organisms against oxidative damage. Among different environmental
parameters, temperature greatly affects the toxicity of any chemical
(Shahjahan et al., 2019). Although zebrafish easily tolerate temperatures
around 28 °C, increased temperature differences can result in a higher met-
abolic rate. Therefore, the effects of toXic substances occur faster and may
be more severe (Schweizer et al., 2019). In our study, the data obtained
showed that especially 5 ppm glyphosate at 29.5 and 30.0 °C caused an in-
crease in apoptosis and ROS and further increased the toXicity.

When the Nil red staining results were examined, it was determined that
there was a significant increase in the high dose group at 30 °C (Fig. 4). This
may have resulted from the deterioration of energy metabolism as a result
of the increase in temperature to which the parents were exposed. In the re-
covery groups, while an improvement was observed in the 1 ppm glypho-
sate groups at almost all temperature values in all three parameters, the
toxic effects of 5 ppm glyphosate continued. Previous studies have shown
that Roundup and glyphosate can trigger oxidative damage by increasing
ROS generation and subsequent lipid peroxidation (Velasques et al,
2016). In a study evaluating the effects of Roundup and glyphosate on oxi-
dative stress in fish, it was found that 6-day exposure of 20 mg/L roundup
increased ROS production, leading to the induction of oXidative stress
(Uren Webster et al,, 2014). In a similar study, zebrafish embryos exposed
to 10 and 100 pg/mL glyphosate showed an increase in the production of
reactive oxygen species (ROS) and cellular apoptosis (Sulukan et al,
2017a,2017b).

As mentioned in the introduction, in this article, which includes the sec-
ond part of a doctoral study, anxiety and circadian rhythm tests which

applied to their parents in first part were applied to the offspring. According
to the thigmotaxis and dark/light locomotor activity results, just like par-
ents exposed to glyphosate, their offspring also showed increased anxiety-
like behaviors and increased locomotor activity in dark period parallel
with the increased temperature, although they were kept at their optimum
temperature (28.5 °C) (Fig. 5a). As a result of this synergistic stress exposure
to their parents, dark/light locomotor activity differed significantly in their
offspring, just as the circadian rhythm was disrupted in their parents
(Fig. 5b). According to results locomotor activity, which decreased in the
light period, increased in the dark period, especially due to the increasing
temperature. It has been reported that in zebrafish larvae, the light-dark
transition increases the locomotor activity, while the dark-light transition
decreases the locomotor activity (Basnet et al,, 2019). Increased levels of lo-
comotor activity are linked to the integrity of brain function, nervous sys-
tem development and visual pathways and it has been associated with
increased stress/anxiety in zebrafish larvae (Basnet et al., 2019).

In our study, histopathological and immunohistochemical analyzes were
performed in the offspring's brain in order to shed light on the mechanism
underlying these behavioral results. Histopathology results show that paren-
tal exposure to glyphosate causes the findings of necrosis and degeneration in
the offspring's brain (Fig. 5c). We can say that the temperature increase that
the parents are exposed to does not have much effect on these histopatholo-
gical findings (Fig. 5d). However, during the recovery process, it is seen that
increasing temperature at low doses interferes with recovery (Fig. 5d). In
many studies have shown that histopathological brain damage caused by var-
ious external stress resources such as chemical/toxic exposure and heat stress
in zebrafish larvae affects larval behavior (Baran et al., 2020; Kiziltan et al.,
2022). In our study, it is thought that these histopathological findings de-
tected in various regions of the brains of the offspring larvae may be effective
in the behavioral disorders of the larvae.

Contrary to the histopathological findings, the immunopositivity of 5-
HT4R and GNAT?2 in the offspring brains caused by parental glyphosate ex-
posure increased in parallel with the increase in temperature which exposed
their parents (Fig. 5d). It is reported that the activation of Serotonin receptor
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4 (5-HT4R), which plays an important role in the regulation of mood, anxiety
and cognition, causes anxiolytic effect (Karayol et al., 2021; Villas-Boas et al.,
2021). Inrodents, regional overexpression of 5-HT4 in the prefrontal cortex
or nucleus has been shown to affect mood and depression-like phenotypes,
food intake, and hypophagia (Rebholz et al.,, 2018). Furthermore, indirect
control of locomotor activities has been reported to result from increased ex-
pressions of 5-HT receptors in the rostral brainstem that stimulate multiple
brain centers (Flaive et al., 2020). On the other hand, it is known that
GNAT?2, which is responsible for light signal transmission in retinal cone
cells, plays an important role in the regulation of visual system functions in
zebrafish (Li, 2019). It is also associated with the synchronization of the cir-
cadian rhythm in many vertebrates such as zebrafish, Xenopus, mouse and
humans (Eydipour et al.,, 2020). A transgenic zebrafish line was created in
a study to investigate the role of GNAT2 in circadian rhythm and locomotor
activity. The obtained data show that retinal photoreceptor cells regulate cir-
cadian rhythms and motor activities by responding to environmental stimuli
(Lietal., 2012). Therefore, according to these results, it is thought that the
behavioral changes observed in the offspring larvae are caused by the activa-
tion of serotonin and light signal transmission pathways rather than the path-
ological findings detected in the brain.

4. Conclusion

Although there are studies on the effects of different pollutants on their
offspring as a result of parental exposure (Cao et al,, 2019; Ding et al,
2020; Xu et al., 2019), to our knowledge, this is the first study to examine
the effects of the synergistic effect of temperature increase and toXic exposure
on the next generation. Temperature, which is one of the important

environmental factors, plays a vital role in the different physiological func-
tions of aquatic organisms. The increase in water temperature as a result of
global warming is a serious warning for the aquatic ecosystem. Since fish
are poikilothermic, increased water temperature affects their physiological
processes such as metabolism, growth, survival, immunity and reproduction.
On the other hand, temperature changes also affect the toXicity of pesticides.
In the light of the results obtained from the study, when global warming and
increasing pesticide use are evaluated together, it is clearly seen that future
generations are also under threat. Therefore, in terms of the sustainability
of the aquatic ecosystem, it is thought that more toxicological studies on
glyphosate and/or glyphosate-based herbicides are needed to improve
knowledge of its harmful effects and help control glyphosate use or encour-
age the development of formulations of less toxic herbicides.
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9. SONUCLAR VE ONERILER

Atmosferdeki artan sera gazi konsantrasyonlarina bagl olarak sicakliklardaki
artig1 ifade eden kiiresel 1sinma, buzullarin erimesini, deniz seviyesinin yiikselmesini,
gollerin buharlasmasin1 ve okyanus asitligini artirarak dogal ckosistemleri olumsuz
etkilemektedir (Eissa ve Zaki, 2011). Son arastirmalar, ortalama sicakligin oniimiizdeki
20 yilda her on yilda 0,2 °C ve 2100'e kadar 1,8 °C - 4 °C artacagini tahmin etmektedir
(Assan vd., 2020). Sucul tiirlerin ¢ogunlugunun poikilotermik olmasi nedeniyle, sucul

ekosistemler kiiresel 1stnmanin etkilerinden en ¢ok zarar géren canli gruplari olmustur.

Ote yandan artan sicakliga bagh olarak ozellikle sucul ortamda pestisit kaynakli
toksisitenin artacagini gosteren c¢alismalar mevcuttur (Parlapiano vd., 2021). Ancak bu
caligmalarin ¢ogunda kullanilan sicaklik degerleri arasindaki fark olduk¢a fazladir ve
kiiresel 1sinmanin etkilerini objektif olarak degerlendirmek igin yetersizdir. Kayutlar,
2006 ile 2015 arasindaki sicaklik artiginin 0,87 °C oldugunu ve 1850 ile 1900 arasinda
gbzlemlenenden daha yliksek oldugunu gosteriyor (Kaka vd., 2021). Ve yiikselis bu
trendle devam ederse 2030 ile 2052 arasindaki sicaklik artiginin 1,5 °C'ye ulasacagi
tahmin edilmektedir (Kaka vd., 2021). Kiiresel 1sinma Vve g¢evre kirliligi diinyamizin karsi
karsiya oldugu en 6nemli sorunlarin basinda gelmektedir. Artan diinya niifusu, gida
tretiminin artirilmast gerekliligini beraberinde getirmistir. Bu ihtiya¢ da tarimsal
faaliyetleri ve bu faaliyetlerin neden oldugu gevresel riskleri artirmigtir (Ozkara vd.,
2016). Tarimsal faaliyetlerde g¢evreyi tehdit eden en biiyiik risk faktoriiniin pestisit
kullanim1 oldugu agikg¢a bilinmektedir. Pestisitler, zararlilar1 uzaklastiran, yok eden veya
kontrol eden maddelerdir. Pestisit uygulamasi, mahsul kaybina ve vektor kaynakli
hastaliklara karsi koruma da dahil olmak iizere bircok 6nemli amaca hizmet etse de,
pestisitlerin hedef olmayan organizmalar {lizerindeki potansiyel olarak toksik etkileri

hakkinda 6nemli endiseler vardir (Goulart vd., 2015; Richardson vd., 2019).

Diinya ¢apinda en yaygin kullanilan pestisit olan glyphosate, aromatik amino asit
biyosentez yollarin1 bloke eder ve istenmeyen bitkilerde biiyiimeyi engeller.
Glyphosate’in hayvanlardaki spesifik etki mekanizmasi net olmamakla birlikte,
embriyonik gelisim sirasinda epibol gecikmeleri, morfolojideki degisiklikler, merkezi
sinir sistemi gelisimi ve kardiyojenez dahil olmak iizere bir dizi yan etki bildirilmistir
(Diaz-Martin vd., 2021; Sulukan vd., 2017). Glyphosate’n yar1 6mriiniin, onu ¢evreleyen
matrise bagl olarak tatli suda 4,2 ila 14 giin, tarim topraklarinda yaklasik 60 giin ve deniz
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suyunda 47 ila 315 giin oldugu tahmin edilmektedir (Schweizer vd., 2019). Bu durum,
diinya ¢apinda en yaygin kullanilan pestisitlerden biri olan glyphosate’in hedef olmayan
organizmalar tizerindeki potansiyel etkisini, detayli olarak arastirilmasi gereken temel bir
bilimsel konu haline getirmistir (Schweizer vd., 2019). Ote yandan artan sicakliga bagl
olarak 6zellikle sucul ortamda pestisit kaynakli toksisitenin artacagini gosteren calismalar
bulunmaktadir (Parlapiano vd., 2021). Ancak bu ¢alismalarin ¢gogunda kullanilan sicaklik
degerleri arasindaki fark oldukca fazladir ve kiiresel 1sinmanin etkilerini objektif olarak

degerlendirmek i¢in yetersizdir.

Kiiresel 1sinmayr 6nlemek/azaltmak i¢in bir¢ok onlemin alindigini/alinmaya
calisildigini biliyoruz. Bu 6nlemlerin bu kétii gidisati tersine cevirip ¢eviremeyecegini
zaman iginde hep birlikte gérecegiz. Bilimsel ¢alismalar 1s1ginda planlanan bu 6nlemlerin
daha giivenilir ve siirdiiriilebilir sonuglar tiretebilmesi igin yapilan ¢alismalarin hassas ve
sicaklik artigin1 daha gercekei yansitabilecek degerler araliginda olmasi biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Daha once laboratuvarimizda yaptigimiz bir g¢alismada, nanoplastik
maruziyeti ile birlikte 1°C 'lik bir sicaklik artisinin, zebra baliklarinda sirkadiyen ritmi
etkiledigi, beyne zarar verdigi ve farkli yolaklarda toplam 18 metabolitin yogunlugunda
onemli degisikliklere neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica beyin homojenatinda
polistirenin Raman sinyalleri belirlenmistir. Sonug olarak, bir derecelik sicaklik artiginin
baz1 metabolik yollar1 bozarak beyinde dejenerasyonun oniinii a¢ti1 ve bdylece nano-
plastigin davranis iizerindeki olumsuz etkilerini onemli 6l¢iide artirdig1 goriilmiistiir
(Sulukan vd., 2022). Onceki ¢alismamizdan ve literatiirlerden elde ettigimiz verilerden
yola ¢ikarak bu calismada, kiiresel 1sitnmanin glifosat toksisitesi lizerindeki etkisini daha
objektif olarak degerlendirmek i¢in kiiresel iklim projeksiyonuna miimkiin oldugunca
yakin bir sicaklik artist (0,5 °C) kullandik. Verilen bu literatiir bilgisinin 1s1ginda
yaptigimiz  ¢aligmanin  uygulanacak sicakliklar yoniinden literatiirdeki ender
caligmalardan birisi oldugunu sdyleyebiliriz. Yapilan arastirmada, 0.5 °C’lik sicaklik
farklariyla metabolom diizeyinde yapilan g¢alismaya rastlanmamis olmasi ve sicaklik
stresi altinda glyphosate’in sirkadiyen ritim ve anksiyete iizerine etkisinin incelendigi

detayli aragtirmalarin olmamasi tez ¢calismamiza ayrica 6zgiinliik katmaktadir.

Yaptigimiz tez calismasinda, daha onceki calismalarda toksik etkileri agikga
ortaya konulan glyphosate’in kiiresel 1sinma projeksiyonuna yakin sayilabilecek 0,5
derecelik sicaklik artiglarinda bile daha toksik olabilecegi zebra baligi modelinde

gosterilmistir. Ote yandan, artan doz ve sicakligin artmastyla durumun daha dramatik hale
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geldigini sdyleyebiliriz. Benzer etkiler iyilesme gruplarinda da gozlenmistir. Sicaklik
artisina bagli olarak iyilesme gruplarindan 1 ppm grubunda hemen hemen tim
parametrelerde iyilesme gozlenirken, 5 ppm glyphosate yeterli bir iyilesme gostermedi.
Calismamiz, kiiresel 1sinmaya bagli olarak ¢evresel kirleticilerin organizmalar tizerindeki
olumsuz etkilerinin daha net ortaya konabilmesi i¢in diisiik sicaklik farklari ile yapilan
caligmalarin 6nemli oldugunu gostermistir. Ek olarak, glyphosate veya glyphosate bazli
herbisitler hakkinda daha fazla toksikolojik arastirmaya, bunlarin zararli etkilerine iliskin
bilgileri gelistirmek ve glyphosate kullaniminin kontrol altina alinmasina yardimci olmak
veya daha az toksik herbisitlerin formiilasyonlarinin gelistirilmesini tesvik etmek igin

ihtiyac vardir.

Sicaklik degisimleri su organizmalarinin gelecek nesillerini de etkilemektedir
(Donelson vd., 2016; Donelson ve Munday, 2015). Bu nedenle, diisiik sicaklik artislarina
nasil tepki verdiklerini anlamak, kiiresel 1sinmanmn yavrular da dahil olmak iizere
poptilasyonlar iizerindeki etkilerini tahmin etmede 6nemli ve etkili bir adim olacaktir
(Huang vd., 2021). Ebeveyn maruziyetinin bir sonucu olarak farkli kirleticilerin yavrulari
iizerindeki etkilerine iligskin ¢aligmalar olmasina ragmen (Cao vd., 2019; Ding vd., 2020;
Xu vd., 2019), bildigimiz kadariyla bu, sicaklik artiginin ve toksik maruziyetin sinerjistik
etkisinin gelecek nesil iizerindeki etkilerini inceleyen ilk ¢alismadir. Onemli gevresel
faktorlerden biri olan sicaklik, sucul organizmalarin farkli fizyolojik fonksiyonlarinda
hayati bir rol oynamaktadir. Kiiresel 1stnmanin bir sonucu olarak su sicakligindaki artis,
su ekosistemi i¢in ciddi bir uyaridir. Baliklar poikilotermik oldugundan, artan su sicakligi
metabolizma, biiylime, hayatta kalma, bagisiklik ve lireme gibi fizyolojik siireclerini
etkiler. Ote yandan, sicaklik degisimleri de pestisitlerin toksisitesini etkiler. Calismadan
elde edilen sonuglar 1s1@inda kiiresel 1sinma ve artan pestisit kullanimi birlikte
degerlendirildiginde gelecek nesillerin de tehdit altinda oldugu agik¢a goriilmektedir.
Sucul ekosistemin siirdiiriilebilirligi i¢in, glyphosate ve/veya glyphosate bazli herbisitler
hakkinda daha fazla toksikolojik caligmanin, zararli etkileri hakkindaki bilgileri
gelistirmek ve glyphosate kullanimini kontrol etmeye yardimei olmak veya daha az toksik
herbisitlerin formiilasyonlarinin gelistirilmesini tesvik etmek icin gerekli oldugu

diistiniilmektedir.

Yapilan g¢aligmalardan elde edilen veriler dikkate alindiginda; glyphosate’a
direncli mahsullerin bulundugu tarim alanlarindaki artis, hedeflenmeyen organizmalar

tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesini gerekli kilmaktadir. Bununla birlikte,
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coziilmemis bir endise olan bu bilesigin toksisitesi hakkinda bir fikir birligi yoktur. Bu
nedenlerden dolayi, iilkelerin su ortamlarinda izin verilen glyphosate smirlarinin
diizenlenmesine iliskin ¢alismalar1 vardir. Sicaklik degisikliklerinin pestisitlerin
olusturdugu toksisite derecesini de etkiledigi g6z Oniine alindiginda, farkli sicaklik
rejimlerine maruz kalan canlilar tizerinde sicakligin etkisini belirlemek oldukga
onemlidir. Literattirdeki bu eksiklik géz 6niine alindiginda yaptigimiz bu ¢alismadan elde
ettigimiz verilerin benzer konularda arastirma yapacak olan bilim insanlarina kaynak
olabilecegi ve pestisitlerin kullanimi1 konusunda toplumsal bilinci ve duyarliligi artiracagi
diisiiniilmektedir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) verilerine gére
diinyada su tiriinleri sektorii diger hayvansal ve bitkisel iiretim sektorlerine gore ¢ok daha
hizli bliylimektedir. Bu biiylimeye paralel olarak iklim degisikligi ve kiiresel 1sinmadan
kaynakli risk faktdrleri ve tehditler de artmaktadir. Ozellikle kiiresel 1sinma kaynakli bu
risk faktorleri karsisinda daha etkin ve siirdiiriilebilir 6nlemler alabilmek ve ¢éziim
onerileri tretebilmek adina, diigiik sicaklik degerlerinin etkilerinin hassas ve giivenilir
yontemlerle ortaya konulmasi biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu baglamda yaptigimiz tez

calismasindan elde edilen sonuglarin bu agidan da degerli oldugunu diisiinmekteyiz.
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