(]

iToso

®

i ENST

L]

iMLER

FEN BIL

EU

EGE UNIVERSITESI

~ ' DOKTORA TEZi

ACETAMIPRID’IN (NEONIKOTINOID INSEKTISIT)
Xenopus laevis (ANURA; PIPIDAE) EMBRIYO VE
LARVALARI UZERINDEKI TERATOJENIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

ilknur DULGER

~ Tez Damismani: Prof. Dr. Ferah SAYIM OZKAN

Biyoloji Anabilim Dah

Sunus Tarihi : 07 /02/2018






EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

(DOKTORA TEZI)

ACETAMIPRID’IN (NEONIKOTINOID INSEKTISIT)
Xenopus laevis (ANURA; PIPIDAE) EMBRIYO VE
LARVALARI UZERINDEKI TERATOJENIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

[lknur DULGER
Tez Damismani: Prof. Dr. Ferah SAYIM OZKAN
Biyoloji Anabilim Dali

Bilim Dah Kodu : 401.04.00

Sunus Tarihi : 07/02/2018

Bornova-iZMiR
2018






[lknur DULGER tarafindan Doktora Tezi olarak sunulan “Acetamiprid’in
(Neonikotinoid Insektisit) Xenopus laevis (Anura; Pipidae) Embriyo ve Larvalan
Uzerindeki Teratojenik Etkilerinin Arastinlmasi” baslikli bu calisma E.U
Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile E.U Fen Bilimleri Enstitiisii
Egitim ve Ogretim Yonergesi’nin ilgili hiikiimleri uyarinca tarafimizdan
degerlendirilerek savunmaya deger bulunmus ve0#902:2a(2.tarihinde yapilan tez

savunma sinavinda aday oybirligi/eycekdugtile basarili bulunmustur.

Jiiri Uyeleri: Imza

Jiiri Baskam : Prof. Dr. Ferah SAYIM OZKAN /{ : .
Raportir Uye : Prof. Dr. Dincer AYAZ -

Uye : Prof. Dr. Hatice PARLAK W . (e
Uye : Yrd. Do¢. Dr. Orkide MINARECI

Uye : Yrd. Dog¢. Dr. Fatma KOCBAS






EGE UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
ETiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeliginin ilgili hiikiimleri uyarinca
Doktora Tezi olarak sundugum “Acetamiprid’in (Neonikotinoid Insektisit) Xenopus
laevis (Anura; Pipidae) Embriyo ve Larvalar Uzerindeki Teratojenik Etkilerinin
Aragtirilmasi” baglikli bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, sundugum tiim sonug,
dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu tez galismasi kapsaminda elde ettigimi,
bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara atif yaptigimi ve
bunlar1 kaynaklar listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez ¢alismasi ve
yazimui strasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini,
bu tezin herhangi bir b6liimiinii bu tiniversite veya diger bir tiniversitede baska bir
tez ¢alismasi iginde sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin
sathalarda bilimsel etik kurallarina uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya

¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul edecegimi beyan ederim.

07/02/2018

Imzas1

.

[lknur DULGER






vii

OZET

ACETAMIPRID’IN (NEONIKOTINOID INSEKTISIT) Xenopus laevis
(ANURA; PIPIDAE) EMBRIYO VE LARVALARI UZERINDEKI
TERATOJENIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

DULGER, ilknur

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Ferah SAYIM OZKAN
Subat 2018, 75 sayfa

Bu c¢alismada neonikotinoid bir insektisit olan Acetamiprid’in
Xenopus laevis tiiriiniin embriyo ve larvalar tizerindeki toksik ve teratojenik
etkileri arastirilmistir.  Uygun laboratuvar kosullarinda FETAX test
prosediiriinden yararlanilarak gergeklestirilen akut toksisite testleri sonunda
Acetamiprid’in X. laevis embriyo ve larvalari tizerindeki LC10, LC50,
LC90 ve TI degerleri belirlenmistir. Ayrica gerceklestirilen kronik toksisite
testleriyle maddenin uzun siireli etkileri de tesbit edilmistir. Elde edilen
verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 20 (SPSS Inc., USA) istatistik
programi araciligiyla Probit Regresyon Analizi, One Way ANOVA varyans

analizi ve Kruskal Wallis analizi kullanilarak gergeklestirilmistir.

96 saatlik akut testlerin sonuglarina gore Acetamiprid’in X. laevis
embriyo ve larvalari igin toksik ve teratojenik etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Akut toksisite testlerinde kullanilan larvalarda biiyiimede
gerileme ve ¢esitli malformasyonlar gozlenmistir. Gergeklestirilen kronik
toksisite testlerinin sonucunda ise Acetamiprid’in diisiik
konsantrasyonlarinin X. laevis embriyo ve larvalari tizerinde muhtemel bir

hormetik etkiye yol acarak biiylimeyi indiikledigi ortaya konmustur.

Anahtar sozciikler: FETAX, Xenopus laevis, Acetamiprid,
teratojenik etki, akut toksisite, kronik toksisite, hormetik etki.






ABSTRACT

TERATOGENIC EFFECTS OF ACETAMIPRID (NEONICOTINOID
INSECTICIDE) ON THE EMBRYOS AND LARVAE OF Xenopus laevis
(ANURA: PIPIDAE)

DULGER, ilknur

PhD thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ferah SAYIM OZKAN
February 2018, 75 pages

In this study, the toxic and teratogenic effects of Acetamiprid, a
neonicotinoid insecticide, on embryos and larvae of Xenopus laevis were
investigated. LC10, LC50, LC90 and TI values of Acetamiprid on X. laevis
embryos and larvae were determined by acute toxicity tests using FETAX test
procedure under appropriate laboratory conditions. In addition, long-term effects

of the substance were also detected by chronic toxicity tests.

Statistical assessment of the obtained data was performed using Probit
Regression Analysis, One Way ANOVA variance analysis and Kruskal Wallis
analysis via SPSS 20 (SPSS Inc., USA) statistical program.

According to the results of the 96 hours of acute tests, Acetamiprid was
found to have toxic and teratogenic effects for X. laevis embryos and larvae.
Decrease in growth and various malformations were observed in larvae used in
acute toxicity tests. As a result of the chronic toxicity tests, it was shown that low
concentrations of Acetamiprid affect growth positively by causing a possible

hormetic effect on X. laevis embryos and larvae.

Keywords: FETAX, Xenopus laevis, Acetamiprid, teratogenic effect, acute

toxicity, chronic toxicity, hormetic effect.
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1. GIiRiS

Eski caglardan bu yana beslenme ve barinma yeryiiziindeki en énemli iki
gereksinim olarak bilinmektedir. Ozellikle son yillarda yiiksek bir hizla artmaya
baslayan niifus karsisinda, bu kalabalik niifusun beslenme ihtiyacini
karsilayabilecek oranda ve nitelikte gida maddesi iiretebilmek diinya ¢apinda en
ciddi sorunlardan biri haline gelmistir. Giiniimiiz kosullarinda hem talebi
karsilayacak miktarda hem de kaliteli gida maddesi yetistirebilmek oldukca
zordur. Tarima uygun olan alanlarin ¢ogu kontrolsiiz artan niifusun
gereksinimlerini karsilamak {izere sanayilesme ve yapilagsmayla isgal edildigi i¢in
yerylizlindeki tarimsal alanlar giderek azalmaktadir. Bu nedenle yeterli iirtin eldesi
ancak birim alandan alinan verimin arttirilmasi ile miimkiin olabilmektedir.
Herhangi bir tarim ilaci kullanilmadan yapilan iiretimlerde yaklasik olarak %65
oraninda verim kaybi oldugu bilinmektedir. Tarimdaki esas amag iiretimin
arttirllmas1 ve irlin kaybinin en aza indirilmesi haline gelmistir. Bu amacla
tarimsal iiretim alanlarinda cesitli koruyucu-onleyici maddelerden yararlanilmaya

baslanmistir (Oztiirk, 1990; Sarigiil, 2007).

Tarimsal {riinlerin, iiretiminden tiiketiciye ulagana kadar gecirdigi tiim
asamalarda besin degerlerini bozabilecek ya da bu driinlerin miktarinin ve
kalitesinin azalmasina neden olabilecek her tiirlii zararli etkeni kontrol altina
alabilmek amaciyla kullanilan sentetik ya da dogal maddelerin tiimiine verilen
ortak isim pestisittir (Egemen ve Canyurt, 1996). Pestisitler, uygulama kolayligi,
kullanim sonucunda biiylik oranda basar1 elde edilmesi, diisiik maliyet ve kisa
stireli araliklarla uygulanabilmesi gibi 0zellikleri nedeniyle siklikla tercih
edilmektedir. Pestisitlerin yaklagik %751 tarimsal iiretimde kullanilsa da bunun
yaninda endiistride, ev, otel, hastane, park gibi ortamlarda haserelerle miicadele
icin de dnemsenir miktarda pestisit kullanilmaktadir. Tanimindan da anlasilacagi
lizere pestisitler aslinda 6ldiirmek iizere formiile edilmis zehirlerdir. Kullanilacak
pestisit tercih edilirken dikkate alinmasi gereken en Onemli Ozellik, pestisitin
hedefteki zararli canlilar i¢in yliksek toksik etkiye sahip olurken hedef disindaki
diger organizmalar i¢in herhangi bir toksik etkiye sahip olmamasi ya da ¢ok diigiik

toksik etkide olmasidir (Last and Wallace, 1992; Demirci vd., 2005).



Kullanilmaya baglandig1 ilk yillarda hedef dis1 organizmalar iizerinde
herhangi bir negatif etkiye neden olmadigi diisiiniilen pestisitlerin zararli etkileri
yavas yavas dikkat cekmeye baslayinca bu zararlar1 kesfetmek, azaltabilmek veya
ortadan kaldirabilmek amaciyla ¢esitli arastirmalar ve calismalar yapilmaya
baslanmigtir. Zamanla artan ar1, balik, kurbaga ve kus oliimleri, bircok canlida
kusurlu dogumlar, biyolojik cesitliligin azalmasi, davranis bozukluklarinin ortaya
cikmasi, gelisim bozukluklar1 ve bazi hastaliklarda belirgin derecede artis,
pestisitlerin olumsuz etkilerinin ¢evre kirlenmesinden, cesitli besinlere oradan da
cevreyle siirekli iletisimde olan canlilara kadar uzandigini ve aragtirmalarin
boyutunun gelistirilip ¢aligmalara daha bilimsel bakilmasi gerekliligini ortaya
cikarmistir. Aslinda pestisitlerin ¢evredeki olumsuz etkileri hakkinda ilk ciddi
arastirma ve miicadele iinlii biyolog Rachel Carson’in 1962 yilinda yayinlanan
eseri  “Silent Spring” ile baslamistir. Kitapta oOzellikle DDT ve klorlu
hidrokarbonlarin yiiksek oranda birikme Ozelliklerine deginilerek, s6z konusu
pestisitlerin canlilarin doku ve organlarinda biiyiik dl¢iide depolandiklarina dikkat
cekilmistir. Ayrica bu maddelerin besin zinciri yoluyla aktarilmasi sonucu hedef
dis1 organizmalar ig¢in potansiyel tehlike olusturabilecegi de belirtilmistir.
Carson’in ¢abalar1 sonucu Birlesik Devletlerde 1971 yilinda DDT’nin
yasaklanmasi ve diger kimyasallarin kullanimina kontrol getirilmesiyle birlikte
ozellikle etkilenen kus populasyonlarinda belirgin bir iyilesme gdze carpmaya
baglamistir (Carson, 1962; Coppage, 1971; Hill and Fleming, 1982; Yildiz vd.,
2005; Reece et al., 2013).

Ozellikle son yillarda tarimsal faaliyetler igerisinde biiyiik oranda yer alan
ve tarim zararlilarmi etkisiz hale getirmek amaciyla stirekli olarak kullanilan
pestisitlerin kullanildiklar1 yerlerdeki topragi ve suyu kirletmelerinin yani sira
bulunduklar1 yerlerden ve tliretimlerinin yapildig: tesislerden ¢esitli biyolojik ya da
fiziksel tasinim yollariyla yer altt ve yer istii sularina karigsarak hedef dist
organizmalarda da ciddi toksik etkiler meydana getirdigi tespit edilmistir

(Richardson, 1998; Yildiz vd., 2005) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Pestisitlerin dogada izledigi yol (Giiler ve Cobanoglu, 1997; Keles, 2017).

Pestisitlerin tarim alanlarinda kullaniminin disinda, su bitkilerini koruma
amactyla direkt suya yapilan uygulamalari, evsel kullanimlari, endiistriyel tesisler
ve iiretim tesislerinden kaynaklanan sizintilari, park ve bahgelerdeki uygulamalari,
bos ilag ambalajlarinin ¢evreye atilmasi gibi faaliyetlerle de ekosistemde genis
capl yayilis gosterdigi bilinmektedir. Colarado’daki bir tiretim tesisinden yayilan
zehirli kimyasallarin birka¢ mil uzakliktaki tarim alanlarina ulasarak etraftaki
canlilara ve yetistirilmekte olan mahsullere zarar verdigi tesbit edilmistir (Carson,
1962). Dogadaki pestisit konsantrasyonunun ekosistemdeki dogal isleyisi bozacak
diizeyde oldugu ve birgok canlinin biyolojik islevlerinde direkt ya da dolayli
olarak cesitli olumsuz etkilere yol ag¢tigi farkli yillarda farkli arastirmacilar
tarafindan belirtilmistir (Nimmo and McEwen, 1993; Atamanalp ve Yanik, 2001).
Bu ilaglarin kullaniminin fazla oldugu bdlgelerde yasayan canlilarda pestisit
biyobirikiminin daha fazla oldugu dikkat ¢ekicidir. Bolgelere gore yakalanan bazi
balik tiirlerinde DDT birikiminin arastirilmas: sonucu en fazla birikimin bu
maddenin en fazla kullanildigi bolge olan Akdeniz Bolgesi’nden yakalanan
baliklarda oldugu tespit edilmistir (Bastiirk et al., 1980; Giiler ve Cobanoglu,
1997; Egemen, 2006). Ayrica sulara karismak suretiyle olduk¢a kapsamli yayilim
gosteren bu maddelerin biiyiik bir kisminin kanserojen 6zellik tagimasi, mutajenik

ve genotoksik etkiye sahip olmasi, simdiki ve daha sonraki nesiller {izerinde



yaratacagl olumsuz etkiler disiiniildiiglinde bu konuda yapilan toksisite
calismalarinin 6nemi daha da artmaktadir (Bouhafs et al., 2009; Bosch et al.,

2011).

Insektisitler tarimsal faaliyetlerde zararlilara karsi sik olarak tercih edilen
pestisit gruplarindan biridir. Insektisitlerin tarim alaninda kullanilmasinin temel
hedefi zararli bocekleri kontrol altina alarak iirin veriminin yiikselmesini
saglamaktir. Insektisitlerin calisma prensibi sinirsel iletim iizerine etki ederek ani
olim seklinde gerceklestigi i¢in genel toksik etki mekanizmasi ve hedef aldigi
organlar, hedef olmayan diger canli organizmalarda da hemen hemen aynidir. Bu
nedenle insektisilerin dogadaki hedef olmayan diger hayvan gruplarinda olumsuz
etki gosterme potansiyelinin diger pestisitlere nazaran daha yiiksek oldugu

diistintilmektedir (Gubler, 1998).

Glintimiizde farkli etken maddelere sahip birgok insektisit mevcuttur. Fakat
ozellikle yliksek miktarda ve asir1 siklikta kullanilan bazi insektisitlerin etken
maddelerine kars1 boceklerde direng olusmasi nedeniyle siirekli olarak yeni etken
maddeli insektisit gelistirilmesi ihtiyact s6z konusudur. Neonikotinoid grubu
insektisitler, bu ihtiya¢ neticesinde gelistirilen yeni nesil insektisitlerdendir ve
yaklagik olarak son 30 yildir tim diinya genelinde zararlilara karsi en fazla
kullanilan insektisitler arasinda sayilmaktadir. (Kovganko and Kashkan, 2004;
Van Der Sluijs et al., 2013).

Nikotinden tiiretilen neonikotinoid insektisitler, nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin (nAChR) agonisti olarak ¢alisirlar (Sekil 1.2). Nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin memelilerdeki yapisinin boceklerdekinden farkli yapida olmasi
nedeniyle neonikotinoidlerin memelilerdeki s6z konusu reseptdrlere olan ilgisinin
az olacagi, bu nedenle de neonikotinoid insektisitlerin memeliler iizerindeki
toksisitesinin diisiik oldugu diistiniilmektedir (Tomizawa and Casida, 2003; 2005;
Casida and Quistad, 2004). Bunun yaninda neonikotinoid insektisitlerin
uygulanma ve depolanmasinin kolay olmasi, maliyetinin diisiik olmasi, zararlilari
yok etmedeki basaris1 ve c¢ogu insektisitin aksine lipofilik &zellikte olmamasi
nedeniyle zararlilarin kontroliinde diger grup insektisitlerin yerine siklikla tercih

edilmeye ve giderek artan bir hizla kullanilmaya baslanmistir.


http://biblioteca.versila.com/?q=van+der+Sluijs%2C+J.+P.&dc=author

Normal Sinirsel iletim Neonikotinoid Etkisi

Asctilkolin Nconikotinoid

Sekil 1.2. Neonikotinoid insektisitlerin sinirsel iletim tizerindeki etkisi a. Normal sinirsel iletim b.

Neonikotinoidlerle etkilesim sonrasi sinirsel iletim (Bioninja, 2017).

Fakat sudaki ¢Oziiniirliigiiniin fazla olmasi nedeniyle, neonikotinoid
insektisitlerin yer {istii ve yer alt1 sularina yogun miktarda karistig1 bilinmektedir.
Uygun kosullar altinda (20°C, pH:7), neonikotinoid insektisitlerin sudaki
¢cOziinirligli 184 mg/L ile 590,000 mg/L arasinda degismekte olup, su
kaynaklarina siirekli olarak bir karigma durumu mevcuttur (PPDB, 2012; Wood
and Goulson, 2017). Suya yiiksek oranda karismasi nedeniyle bu gruptaki
insektisitlerin bazi yararli bocekler, amfibiler ve baliklar gibi hedef olmayan
organizmalar i¢in tehdit olusturabilecegi son yillarda dikkat c¢ekmektedir

(Kocaman and Topaktas, 2007; Beketov and Liess, 2008).

Hollanda’da 2004 yilindan bu yana neonikotinoid bir insektisit olan
Imidacloprid’in yiizey sularinda ekotoksikolojik limitten (13 ng/L) 25,000 kat
daha yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir (Van Dijk et al., 2013). 2010 ve 2011
yillarinda Kaliforniya’da bulunan tarim alanlar1 yakinindaki ylizey sularindan
alinan numunelerin ise %89 unda Imidacloprid tespit edildigi ve bu numunelerin
%19’unda USEPA tarafindan belirlenen 1.05 pg/L limitinin asildig: belirlenmistir
(Starner and Goh, 2012; Van Dijk et al., 2013). 2014 yilinda Kanada’da yapilan
bir arastirmada ise su kaynaklarindan ve sedimentlerden farkli donemlerde alinan
numunelerin analizinde neonikotinoid insektisit konsantrasyonu Imidacloprid i¢in
maximum 256 ng/L (ortalama:15.9 ng/L), Thiamethoxam i¢in maximum 1,490
ng/L (ortalama:40.3 ng/L), Clothianidin i¢in maximum 3,110 ng/L (ortalama:142
ng/L) ve Acetamiprid i¢in maximum 54.4 ng/L (ortalama:1.1 ng/L) olarak
Ol¢iilmiistiir (Main et al., 2014; Bonmatin et al., 2015).



Ispanya’da  sera  topraklarinda  bulunan  sudaki  neonikotinoid
konsantrasyonunun, yeraltt sulart igin izin verilen miktarin 20 katini astigi
belirlenmistir (Gonzalez-Pradas et al., 2002). Macaristan’da ise en yiiksek
neonikotinoid konsantrasyonu yaz basinda yagmur sonrasi gegici S1g su
havzalarinda tespit edilmis olup10—41pg/L’dir (Székacs et al., 2015). Teksas’in
ciftlik alanlar1 yakinindaki gecici sulak alanlarda ise Thiamethoxam ve
Acetamiprid konsantrasyonlarinin 225 pg/L’yi astigi belirlenmistir (Anderson et
al., 2013). Avustralya’da tarim alanlarindan su alan nehirlerden yagis sonrasi
alian orneklerin %27-93’{inde 5 farkli neonikotinoid insektisite rastlandig1 ve bu
insektisitlererden Imidacloprid konsantrasyonunun 4.6 ug/L, Thiacloprid
konsantrasyonunun ise 1.4 pg/L’ye kadar ulastigi bildirilmistir (Sanchez-Bayo
and Hyne, 2014; Morrissey et al., 2015).

Neonikotinoid insektisitler su kaynaklarina bol miktarda karigmalari
nedeniyle 6zellikle suda yasayan plankton, baliklar, amfibi larvalar1 ve hatta besin
zinciri yoluyla bu canlilarla beslenen diger organizmalar i¢in potansiyel tehlike
olusturmaktadir. Bu insektisitlerin su kaynaklarindan topraga gecisleri sonucu
bitkiler tarafindan absorbe edilerek bitkilerin nektar ve polen kisimlarinda birikim
gosterdikleri bu yolla da bocekler, arilar, kelebekler ve kuslara kadar ulastiklar

bilinmektedir (USEPA, 2012; Goulson, 2013; Ugkun, 2013).

2008 yili Mayis ayinda Almanya’da neonikotinoid insektisitlerden
Clothianidin ve Imidacloprid uygulamasi sonucu bal arist populasyonunun
%50’sinin  yok oldugu, 2013 yili Haziran aymda ise Amerika’nin Oregon
Eyaleti’ndeki 1hlamur agaclarmin yine bir neonikotinoid insektisit olan
Dinotefuran ile ilaglanmasindan sonra 50.000 civar1 yaban arisinin 61diigii rapor
edilmistir (EPA, 2008; Hopwood et al., 2012). Laboratuvar ortaminda yapilan
caligmalar da neonikotinoid grubu insektisitlerin bal arilarinda 6nemli toksik
etkilerinin oldugunu gostermektedir. Bu etkilerin arilarin 6grenme ve hatirlama
yeteneklerinde kayip, besin arama davraniglarinda bozulma, kovan igi iletisim
bozukluklari, bagisiklik sisteminin bozulmasi sonucu hastaliklara yatkinlik,
iremede azalma ve giderek artan oranda Olim gibi durumlara yol actigi

bildirilmistir (Decourtye et al., 2004a; 2004b; Maini et al., 2010; Uckun, 2013).



Ayrica yapilan ¢aligmalarla neonikotinoid insektisitlerin baliklar, hedef dist
bocekler, amfibiler ve hassas bazi kus tiirlerinde de tireme bozukluklari,
sitotoksik, genotoksik etkiler, biiylime ve gelisme problemleri ile immiin sistem
bozukluklarima yol actiklar1 belirlenmistir. Ilaglanan tohumlarla ve ilagtan
etkilenmis boceklerle beslenen insektivor kuslarin da tehdit altinda oldugu
bilinmektedir (Tegowska et al., 2004; Gibbons et al., 2015). Avrupa Kitasi’nda
yapilan aragtirmalarin sonuglarina gore neonikotinoid grubundan ii¢ insektisitin
(Clothianidin, Imidacloprid ve Thiametoxam) yiiksek oranda risk tasidigina karar

verilerek kullanimlarina sinirlandirma getirilmistir (EFSA, 2013; Ugkun, 2013).

Neonikotinoidlerin su kaynaklarina genis olglide karigsmalari nedeniyle tiim
dogal cevre i¢in ciddi bir tehdit olusturabileceginin fark edilmeye baslanmasina
ragmen neonikotinoidler ile yapilan toksisite arastirmalari siirli sayidadir.
Mevcut literatiirde; az sayida ¢alismada bu gruptaki pestisitlerin genel olarak akut
toksik etkilerine yer verilmis, kronik etkilerine ise ¢ok az deginilmistir (Van Der
Sluijs et al., 2013).

Acetamiprid, neonikotinoid grubu bir insektisit olup hedef secici 6zelligi
nedeniyle stk kullamlmaktadir. Ozellikle tarim yapilan sulak alanlar etrafinda
kullanilan bu pestisit su kaynaklarina biiyiik oranda karigsmaktadir. Acetamiprid’in
kullanildig1 alanlar nedeniyle etkilemesi olast olan hedef dis1 organizmalar
tizerindeki toksik etkileriyle ilgili ¢alisma sayis1 sinirhidir. Yapilan ¢aligmalarda
Acetamiprid’in insan bagirsak ve periferal lenfosit hiicrelerinde sitotoksik ve
genotoksik potansiyele sahip oldugu comet assay ve mikroniikleus testlerinden
yararlanilarak belirlenmistir. Caligmada Acetamiprid uygulamasina maruz kalan
hiicrelerde kromozomal bozukluklar ve mikroniikleus olusumlari tespit edilmistir
(Kocaman, 2007; Singh et al., 2012; Cavas et al., 2012; Van Der Sluijs et al.,
2013).

Amfibiler, ekosistemdeki besin zincirinde oldukca kritik bir noktada
bulunan, dogal dongiiniin devamliligr i¢in 6nem teskil eden canlilardir. Diinya
capinda amfibi populasyonlarinda 6zellikle son yillarda 6nemsenir bir azalma sz
konusudur. Bu azalmada en 6nemli etkenlerden biri olarak tarim zararlilarina karsi

kullanilan pestisitler goze ¢arpmaktadir. Amfibiler, diger canlilara oranla
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pestisitlerin olumsuz etkilerine kars1 daha biiylik bir risk altindadir. Ciinkii bu
canlilarin derisi son derece gecirgen olup, bu durum canlinin kirleticilere
maruziyetini arttirmaktadir. Ayrica amfibiler iireme alani olarak tarim ilaglarinin
birikimi agisindan ¢ok elverisli olan kirlilige maruz, s1ig ve durgun sular1 ya da
kiiciik su birikintilerini tercih etmektedirler. Bu s1§ su birikintilerinde sirkiilasyon
imkani1 olmamasi Kkirleticilerin birikimine neden olarak amfibi embriyo ve
larvalar i¢in biiyiik tehlike arz etmektedir. Gelisimin erken doneminde canlilarin
kirleticilere karsi olan hassasiyeti diisiiniildiigiinde durumun Onemi ortaya
¢ikmaktadir (Carson, 1962; Anwar, 2003; Sayim, 2008; Wagner et al., 2017).
Acetamiprid’in belirli bir konsantrasyondan sonra Rana temporaria (Amphibia;
Anura) tliriiniin larvalarinda biiylime ve metamorfozu olumsuz yonde etkiledigi
ayrica larvalarin gelisim sirasindaki Oliim oranmini arttirdiglr  belirlenmistir

(Tegowska et al., 2004).

1.1. Pestisitler ve Toksisite Testleri

Canlilar yasamsal gereksinimlerini karsilarken ekosistemi etkilemekte
boylelikle dogal ¢evrede kisa veya uzun siireli g¢esitli degisikliklere Yyol
acmaktadir. Pestisitler insanlarin zararlilardan korunmak {izere kullandiklar1 ve
kalintilartyla ekosistemi etkileyen maddelerdir. Pestisitler artik modern tarim igin
vazgecilemez bir bilesen haline gelmistir ¢linkii pestisit kullanimi ile diisiik
maliyete karsilik kaliteli ve yiiksek verimli iiriin elde edilebilmektedir. Ancak
glinimiizde bu maddelerin dogal dengeyi etkileyen en Onemli tehlikelerden

oldugu ve cevre i¢in potansiyel zarar olusturdugu bilinen bir gercektir.

Genel olarak uygulanan pestisitin 6dnemli bir miktar1 hedefteki organizma
disina gitmektedir. Pestisitlerin kullanilan miktarinin ¢ok azi hedef organizmaya
ulagirken kalan kisminin ekosisteme karistigi bilinmektedir. Burada pestisitlerin
bilingsiz ve Olgiisiiz kullaniminin etkileri 6nem kazanmaktadir (Demirci vd.,
2005; Baltaci-Yigit, 2015). Pestisitlerin giiniimiizde bilinen ve devamli olarak
kullanilan bir¢ok c¢esidi vardir. Bunun yaninda siirekli olarak yeni pestisitler
tiretilmekte ve piyasaya arz edilmektedir. Pestisitlerin formiilasyonunda etken

maddenin yan1 sira yardimci maddeler de yer almaktadir. Bu yardimci maddeler;



etki arttiricilar, giivenlik arttiricilar, sivi ve kat1 tastyicilar, eriticiler gibi pestisitin

pestisit 6zelligini kazanmasina yardimei olan maddelerdir (Vural, 2005).

Kullanilan bir pestisitin tasidigi risklerin;

1. Cevredeki kaliciligy,

2. Tasinimi,

3. Hedef dis1 organizmalar lizerindeki etkileri,

4. Etkili olmasi i¢in kullanilmas1 gereken miktar,

olmak iizere dort ayri faktore bagli oldugu kabul edilmektedir.

Pestisitlerin siniflandirilmasinda dikkate alinan birgok kriter bulunmaktadir.

Bu kriterler arasinda en sik tercih edilenler su sekildedir (Oztiirk, 1990);

I. Hedef alinan organizmaya gore
Il. Zararhilarin biyolojik donemlerine gore
[1l. Bilesimindeki etken maddesine gore
IV. llacin fiziksel haline gore

V. llacin yarilanma émriine gore
|I. Hedef Alinan Organizmaya Gore Siniflandirma

Pestisitleri siniflandirmada en sik olarak kullanilan kriter hedef alinan
organizmaya yonelik olandir. Etki gosterdikleri canli grubuna gore pestisitler;
fungusitler, insektisitler, herbisitler, rodentisitler, akarisitler, algisitler,
mollusisitler, nematisitler, bakterisitler, aphisitler, avisitler, repellentler,

fungustatikler seklinde gruplandirilmaktadir (Cizelge 1.1).

Bu gruplarm arasinda en yaygin kullamlanlar ise sirasiyla; Insektisitler
(bocek oldiiriiciiler), Herbisitler (yabani ot Oldiiriiciiler), Fungusitler (fungus

oldiirticiiler) ve Rodentisitlerdir (kemirgen dldiirticiiler) (Kubilay, 2013).
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Cizelge 1.1. Pestisitlerin hedef alinan organizmaya goére siniflandirilmasi

(Egemen, 2006).

PESTISIT CESITLERI UYGULANAN GRUP ETKi
Insektisitler Boceklere karst Oldiiriicii
Fungusitler Mantarlara kars1 Oldiiriicii
Herbisitler Zararli otlara kars1 Oldiiriicii
Rodentisitler Kemirgenlere karsi Oldiiriicii
Akarisitler Akarlara karsi Oldiiriicii
Algisitler Alglere kars1 Oldiiriicii
Mollusisitler Salyangozlara kars1 Oldiiriicii
Nematisitler Nematodlara kars1 Oldiirticii
Bakterisitler Bakterilere karsi Oldiiriicii
Repellentler Kagiricilar Uzaklastirici
Aphisitler Yaprak bitlerine karsi Oldiiriicii
Auvisitler Kuslara karsi Oldiiriicti-Uzaklastirict
Fungustatikler Funguslara kars1 Faaliyet durdurucu

I1. Zararhlarin Biyolojik Donemlerine Gore Simiflandirma

Pestisitlerin ¢ogu hedef organizmanin belli bir yasam donemini kapsayacak
sekilde formiile edilmektedir. Bu agidan bakildiginda pestisitler 4 ayr1 grupta
incelenebilir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Pestisitlerin  zararlinin  biyolojik  dénemine  gore
smiflandiriimas: (Kubilay, 2013).

ZARARLILARIN BiYOLOJIiK DONEMLERINE GORE

Opvisitler (yumurta igin)
Larvasitler (larvalar igin)
Ovalarvasit (yumurta ve larvalar i¢in)

Erginler i¢in
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II1. Bilesimindeki Etken Maddesine Gore Simiflandirma

Pestisitlerin siiflandirilmasinda bir diger 6nemli unsur ise pestisitin etken
maddesidir. Etken madde pestisitin igindeki ana bilesen olup istenen etkiyi

gostermesini saglar (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Pestisitlerin etken maddesine gore siniflandirilmasi (Giiler ve
Cobanoglu, 1997; Uckun, 2013)

ETKEN MADDESINE GORE PESTISIT
Organoklorlular Aldrin, DDT
Organofosforlular Chlorpyrifos, Diazinon
Karbamatlar Carbaryl, Methiocarb
Piretiroidler Deltamethrin, Permethrin,

Fenvalerate

Neonikotinoidler Imidacloprid, Acetamiprid
Arsenikler Kalsiyum arseniat
Fenoksi bilesikleri MCPA
Strobilurin bilesikleri Florokzastrobin
Triazoller Prokloraz, Triadimefon

IV. ilacin Fiziksel Haline Gore Stmflandirma

Pestisitlerin  pek c¢ok farkli fiziksel halde {iretimi yapilmaktadir.
Uygulamanin yapilacagi alanin 0Ozelliklerine uygun olan pestisit tercih

edilebilmektedir (Cizelge 1.4).
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Cizelge 1.4. Pestisitlerin fiziksel haline gore smiflandiriimasi (Kubilay,
2013)

ILACIN FiZiKSEL HALINE GORE PESTIiSITLER

Islanabilir toz (WP)
Graniiller
Emiilsiyon konsantre (EC)
Aerosoller
Soliisyon konsantre (SC)
Suda ¢oziilebilen tozlar (SP)

Tabletler ve kapsiiller

V. Yarilanma Omriine Gore Siniflandirma

Pestisitlerin dayaniklilig1 topraktaki kaliciligi anlamina gelen ‘yar1 6miir’
terimi ile ifade edilmektedir. Yar1 omiir pestisitin baslangic miktarinin yarisinin
ortadan yok olmasi ya da kendisini meydana getiren diger bilesiklere ayrilmasi

icin gereken siire olarak tanimlanmaktadir.

Kimyasalin topraktaki kalicilig1 sadece kimyasalin 6zelligine degil topragin
biyotik ve abiyotik 6zelliklerine de bagli olmakla birlikte, topraktaki kaliciligi
birka¢ giinden birka¢ haftaya kadar devam edenler: kalic1 olmayan pestisitler, 1-
1,5 yil aras1 etkisini siirdiirenler: orta kalicihikta pestisitler, dayanikliliklar1 2
yilin iizerinde olan pestisitler ise kalic1 pestisitler olarak siniflandirilmaktadir.
Genel olarak yar1 6mrii kisa olan kimyasallarin olas1 toksisiteleri de diisiik olarak

kabul edilmektedir (Arslan, 2015).

Pestisitler gidalarda ve cevrede siirekli olarak birikim gostermektedir. Bu
birikim ekosistemde bulunan tiim canlilar i¢in ciddi derecede tehditler
olusturabilecek 6lgiide kirlilik yaratmaktadir (Yazgan, 1997). Ozellikle tarim
alanlarinda kullanilan ilaglarin kalintilar1 ya suya baglanarak dip sedimentlerde
birikir ya da canlilar tarafindan absorbe edilerek biinyelerine aktarilir. Her iki
durumda da kalintilarin hedef dis1 organizmalara zarar verme potansiyeli

yiiksektir (Rand and Petrocelli, 1985).
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Pestisitlerin zehirli oldugu eski zamanlardan beri bilinmektedir fakat basta
insan olmak Tlizere ekosistemde yasayan diger hedef disi organizmalar igin
olumsuz etkilere sahip oldugu ancak son yillarda anlasilabilmistir. Pestisitlere
dogrudan ya da dolayli yoldan maruz kalan canlilarda ¢esitli kronik hastaliklar,
davranig bozukluklari, norolojik bozukluklar, teratojenik etkiler sonucu kayiplar
ya da 6lii dogumlar ve hatta genetik bozukluklara kadar uzanan genis capta

hasarlar goriilebilmektedir (Andersson et al., 2014).

Pestisitlerin  biiyiik ¢ogunlugunun c¢evrede uzun yillar bozunmadan
korundugu bilinmektedir ve pestisitlerle yapilan toksisite c¢alismalarina gore
pestisitlerin toksik etkilerinin 6zellikle geng bireylerde daha yiiksek oranda oldugu
tespit edilmistir. Bu durumun gelisimin erken evrelerinde heniiz tam gelismemis
olan metabolik kapasiteyle alakali olabilecegi diisliniilmektedir (Anwar, 2003;
Andersson et al., 2014).

Dogadaki kirletici maddeler 3 farkli yolla canli viicuduna alinmaktadir;

-Solunum yolu
-Viicut yiizeyinden absorbsiyon

-Sindirim sistemi (beslenme yoluyla)

Karasal organizmalar cogunlukla bu yollardan bir ya da ikisinden
etkilenirken, sucul organimalar i¢in her {i¢ yoldan da zararli madde alinimi s6z
konusu olmaktadir. Zararli maddelerin dogadaki dagilimi ve ¢esitli ekosistemler
tizerindeki etkileri Ekotoksikoloji bilim dali tarafindan arastirmaktadir.
Ekosistemdeki zararli etkileri belirlemek kadar, bu etkilerin azaltilmasi i¢in
careler lretmek de ekotoksikoloji iizerine c¢alisan arastirmacilarin amaglari

arasindadir (Parlak vd., 2009).

Herhangi bir yolla dogaya karigan kirleticilerin o ortamda yasayan canlilar
tizerindeki potansiyel zararlari1 belirlemek amaciyla yapilan deney ve
degerlendirmelerin biitiiniine toksisite testleri denir. Ayrica diinya genelinde
piyasaya sliriilecek olan tiim ilaglar, kozmetik ve temizlik iirlinleri, besin katki

maddeleri de mutlaka toksisite testlerine tabi tutularak toksik agidan
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degerlendirilmektedir. Toksisite testleri kisa ya da uzun vadedeki etkileri ortaya
koymak amaciyla yapilmaktadir. S6z konusu arastirmada amag¢ hangi etkiyi
gozlemlemek ise ona uygun olan test yontemi tercih edilmelidir. Toksisite
caligmalarinda  ¢ogunlukla deney hayvanlar1  kullanilmaktadir.  Deney
hayvanlarinin kolaylikla gozlenebilmesi, istenilen zamanlarda kontrol edilebilmesi
ve gerekli tespit islemlerinden sonra biitiin dokularinin incelenebilmesi toksisite
testlerinde deney hayvanlarinin tercih edilmesinin baslica nedenlerindendir

(Parlak vd., 2009; Arome and Chinedu, 2013).

Pestisitlerin canlilar tizerindeki toksik etkileri genel olarak akut etki ve

kronik etki olarak iki ana grupta incelenebilir:

Akut Etki; Akut toksik etki kontrollii sartlar altinda kisa siire i¢inde yiiksek
dozlardaki maddelerin ortaya ¢ikardig: etkilerdir. Akut toksisite testleri, kisa siireli
degerlendirme testleri olup canlinin herhangi bir maddenin yiiksek miktarlarina
maruz kaldigi kisa bir siire i¢ginde meydana gelen etkileri belirlemek amaciyla
yapilir. Bu testler ayn1 maddenin farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak hazirlanmis
birka¢ uygulama grubu ve madde igermeyen sadece ortam sartlarinda bulunan bir
kontrol grubu kullanilarak gerceklestirilir. Akut testlerin esas amaci, belirlenen tiir
icin uygulanan maddenin lethal konsantrasyon (LC50) degerini tespit

edebilmektir.

LC50 (Lethal Konsantrasyon); Belirli bir siire i¢inde kendisine maruz
kalan organizmalarin %50 sini Oldiiren toksik madde konsantrasyondur. Bir
kimyasalin hedef dis1 organizmalar i¢in risk degerlendirmesinin yapilmasinda
akut toksisite testlerinden yararlanilmaktadir. Ciinkii lethal konsantasyon bir
maddenin ne derece giivenli oldugunun da bir gostergesidir. LC50 degeri ne kadar
diisiikse madde o derece toksiktir. Akut testler genel olarak zamana bagl olarak
yapilir. Organizmalarin maruziyetinin baglamasindan itibaren 24 saatte bir yapilan
kontrollerle 6liim oranlar1 belirlenir. Testin amacima yonelik olarak maruziyet
stiresi 72 saat, 96 saat olabilecegi gibi siiresi daha da uzun tutulabilir (Gupta,

2012; Arome and Chinedu, 2013).
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Kronik Etki; Bir kimyasal maddeye uzun siireli maruziyetin neden oldugu
etkiler kronik etki olarak isimlendirilmektedir. Canlilarin ekosistemdeki
ksenobiyotiklere maruz kalma siiresinin genel olarak uzun olmasindan yola
cikilarak kronik toksisite testleri yapilmaya baslanmistir. Kronik toksisite testleri
canlinin maddenin nispeten diisiik konsantrasyonlarina uzun siireli maruz kalmasi
sonucu ortaya cikan etkileri belirlemek amaciyla yapilmaktadir. S6z konusu

testlerde maddenin kiimiilatif etkilerini tespit etmek amaglanmaktadir (Gupta,
2012).

Bazi maddelerin akut ve kronik etkilerinin yaninda maruz kalan bireyin
gelecek nesillerini de tehdit eden bir takim olumsuz etkileri bulunabilmektedir. Bu
sekilde etkilenen bireyden meydana gelecek olan kusaklarda gesitli bozukluklara
neden olan etkilere gecikmis etki adi verilmektedir. Karsinojenik, mutajenik ve
teratojenik olarak smiflandirilabilen bu etkiler akut ve kronik toksisite testleri ile
saptanamayan veya bu testlerde karsilasilmis olmasina ragmen ayrintilarina
inilemeyen bazi 6zel etkilerdir. Bu 6zel etkileri saptamak amaciyla yapilan testler
ozel toksisite testleri olarak kabul edilir (Boga, 1996; Vural, 2005).

Etkisini embriyonik yapilanmalar1 bozacak sekilde gostererek dogustan bazi
bozukluklar (anomaliler) tasiyan canlilarin olusmasmna neden olan maddelere
teratojen madde adi verilir. Teratojenler embriyonik gelisim asamasinda segici
hiicre o6liimlerine sebebiyet vererek dogustan kusurlara (malformasyon),
embriyonun oliimiine ve diisiik yapmaya neden olabilmektedir. Teratojenlerin
etkisi embriyonik gelisimin evresine gore farklilik gosterdigi i¢in maruziyetin
organizmanin hangi gelisim evresinde gerceklestigi teratojenite testleri i¢in biyiik
Oonem tasimaktadir. Yani teratojen bir maddenin anomali yapma etkisi maruz
kalindigi zamana ve doza baglidir. Déllenmeden sonraki embriyonik gelisim
evrelerinden organogenez evresinin teratojenlere karsi en hassas evre oldugu
bilinmektedir. Organogenez evresinde hiicre boliinmeleri son derece hizli olup
hiicre farklilagsmalar1 gergeklesmektedir. Bu evrede teratojen maddeye maruz
kalma durumunda c¢esitli yapisal degisiklik ve eksiklikler goriilebilmektedir
(Ozbudak vd., 2016).
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Teratojenik maddelerin cogunlukla bireylerde herhangi bir akut ya da kronik
etki gostermemesi, etkilerinin gelecek kusaklarda kendini gostermesi teratojenik
maddeler iizerine arastirmalar1 dikkat ¢ekici hale getirmis bu amagla bir¢ok
teratojenite test metodu gelistirilmistir (Boga, 1996). FETAX testi bu amagla

gelistirilmis bir test yontemidir.

1.2. FETAX (Frog Embryos Teratogenesis Assay: Xenopus) Testi

Xenopus laevis tiiriiniin teratojenite testi amaciyla kullanimi ilk kez
Greenhouse tarafindan gerceklestirilmis olup daha sonraki donemlerde diger
arastirmacilarin da katkilariyla yontem gelistirilmistir. Xenopus laevis kullanilarak
uygulanan bu teratojenite testine FETAX (Frog Embryos Teratogenesis Assay:
Xenopus) ismini veren kisi ise Dumont’tur. Testin tiim kimyasallarin
teratojenitesini belirlemek iizere standart hale getirilmesini Bantle 1988 yilinda
gergeklestirmistir. Test bircok avantajli yoniiyle dikkat gekmektedir; oncelikle test
prosediirii maliyeti az olan bir yontem olmakla birlikte hizli, tekrarlanabilir ve
giivenilirdir. Test sonucunda 6liim, biiyiime inhibisyonu, anomali olusumlar1 gibi

durumlar stereo mikroskop altinda rahatlikla gozlenebilmektedir (ASTM, 1998).

Bunun yani sira X. laevis tiirii laboratuvar sartlarina kolaylikla adapte
olabilen, beslenme ve bakimi kolay olan, hormon indiiklemesi ile yilin her
mevsiminde yeterli miktarda ve saglikli embriyo elde edilebilen bir deney
hayvanidir. S6z konusu tiiriin embriyonik gelisim siirecinin memeli embriyosunun
gelisim siireciyle paralel olmasit da testin degerini arttirmaktadir. Bu durum
nedeniyle elde edilen test sonuclari uygulanan maddenin memeliler agisindan
teratojenite degeri hakkinda bir 6ngorii saglama potansiyelinde olmaktadir (Boga,
1996; Birhanli, 2003). Yapilan ¢alismalarda FETAX testi sonuglarinin,
kemirgenlerle yapilan testlerin sonuglariyla yiiksek oranda uyumluluk gosterdigi

goriilmiistir (ASTM, 1998; Pekmezekmek, 2004).

FETAX test prosediiriinde canlilar test siiresi boyunca maddeye maruz
kalmaya devam ederler, her 24 saatte bir yapilan kontrollerde dlen embriyolar
ortamdan uzaklastirilir. Amag¢ ortamda Olii embriyolar nedeniyle olusabilecek

mikrobiyal bir durumun, yasayan embriyolar1 etkileyerek test sonucunu
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degistirmesini Onlemektir. Test sonuglar1 birgok maddenin teratojenitesini

belirlemek i¢in yeterli olmaktadir.

1.3. Acetamiprid (Neonikotinoid Insektisit)

Neonikotinoid insektisitlerin kimyasal yapilarina gore kloronikotinil,
tianikotinil ve furanikotinil olarak 3 ayr1 alt grubu mevcuttur (Unver, 2015).
Neonikotinoid bir insektisit olan Acetamiprid, kloronikotinil grubuna dahil olup,
90’11 yillarin baglarindan itibaren zararlilara karst kullanilmaya baslanmistir

(Brunet et al., 2005) (Cizelge 1.5).

Kimyasal adi (E)-N1 -[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N2 -cyano-N1 -
methylacetamidine olan insektisitin zararlilarla miicadelede kullanilmak {izere
iiretilmis bircok ticari formiilasyonu bulunmaktadir. Ilk olarak Japonya’da
Mospilan ticari adiyla satisina baglanmistir (Yamamoto and Casida, 1999)
(Cizelge 1.6). Malcon, Akira, Neoplan, Mostar da insektisitin ticari formlarindan
bir kagimin adidir. Tirkiye’de ise ilk olarak 1996 yilinda Mospilan adiyla

kullanima sunulmustur (Unver, 2015).

Acetamiprid, hedef secici o6zelligi ile ozellikle bitler, beyaz sinekler gibi
emici zararlilara karsi etkili olup pamuk, antep fisigi, tiitiin, patates, domates,
elma, patlican, kiraz, findik, turunggiller gibi {iriinlerin tarim zararlilarina karsi
korunmasinda aktif olarak kullanilmaktadir. Diger neonikotinoid grubu
insektisitler gibi Acetamiprid de postsinaptik nikotinik asetilkolin reseptdrlerini
geri doniisiimsiiz olarak bloke ederek merkezi sinir sistemini etkiler. Merkezi sinir
sisteminin etkilenmesi zararlinin hizli ve ani bir sekilde 6lmesini saglar. Bu hizli
ve pratik etkisi nedeniyle Acetamiprid kullanimi yaygin olan insektisitler arasinda

bulunmaktadir (Farooqui, 2013).

Acetamiprid suda ¢oziniirligii yiiksek olan bir pestisitti. Suda
¢Oziiniirliiglin yliksek olmasi pestisitin sulak alanlarda hizla yayilarak yilizey
sularina oradan da yer alti sularina kadar kolaylikla ulasmasini saglayan bir
ozelliktir. Bu yolla pestisitin suda yasayan canlilara oradan da besin zinciri
yoluyla sucul ve karasal bircok canliya ulasarak zararli etkiler gostermesi

kaginilmazdir.
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Cizelge 1.5. Acetamiprid’in genel 6zellikleri (Kocaman, 2007).

Kimyasal Adx: (E)-N1 -[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N2 -cyano-N1 —
methylacetamidine

Simifi: Neonikotinoid insektisit

Suda Coziiniirligii | (25 °C, pH: 7): 2.95 g/L

Fiziksel Hali: Toz

Erime Noktasi: 89.9 °C

Molekiiler Agirhigr: | 222.68 g/mol

Kapal Formiilii: C10H11CIN,

CH, CN
\ /
/C =N
Acik Formiilii: Cl @CHz N\
N_
CH

Cizelge 1.6. Mospilan (20 SP)’nin genel 6zellikleri (Nippon Soda Co. Ltd.,
2012).

Etken madde Acetamiprid %20
Adjuvant (Belirtilmemis) %5
Tasiyic1 (Belirtilmemis) %75

Cyprinus carpio: LC50:> 100 mg/L (96h)
Daphnia magna: EC50:> 159 mg/L (48h)
Raphidocelis subcapitata: EC50:> 97.8 mg/L (72h)

Toksisite
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Bu c¢alismayla, ASTM (American Society for Testing and Materials)
standartlarina uygun FETAX test prosediiriinden yararlanilarak neonikotinoid bir
insektisit olan Acetamiprid’in ekosistemdeki trofik donglide 6nemli rol oynayan
bir grup olan amfibiler {izerindeki teratojenik ve toksik etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Ayrica bu calisma, Acetamiprid’in ¢ok fazla calisilmamis olan
uzun siireli maruziyetteki etkilerinin ortaya konmasini saglayarak bu insektisitin
kullanimi konusunda gerekli dnlemlerin alinmasi i¢in konuya dikkat ¢ekilmesini

saglama potansiyelindedir.



20

2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Bu calisma Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun

2017-054 sayih karar ile gerceklestirilmistir.

Calismada laboratuvar kosullarinda beslenmekte olan Xenopus laevis
(Anura; Pipidae) tiirline ait embriyo ve larvalar kullanilmistir. X. laevis tiiriine ait
ergin erkek ve disi kurbagalar, Prof. Dr. Murat OZMEN’in yardimlariyla, Inédnii
Universitesi'nden temin edilmistir. Bu tez calismas1 ile X. laevis tiirii Ege
Universitesi Biyoloji Boliimii tarafindan, iiniversitemizde ilk kez laboratuvar

sartlarinda iiretilmeye baslanmistir.

Bu caligmada, laboratuvar sartlarina kolayca adapte olabilen ve uygun ortam
kosullart saglandiginda yeterli sayida, saglikli embriyo elde edilebilen bir tiir
olmasi agisindan ve FETAX testini gergeklestirmek iizere X. laevis tiirii tercih

edilmistir.
2.1.1. Xenopus laevis Tiiriiniin Genel ve Biyolojik Ozellikleri

Xenopus laevis’in sistematikteki yeri su sekildedir :
Regnum: Animalia
Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Classis: Amphibia
Ordo: Anura
Familia: Pipidae
Genus: Xenopus

Species: Xenopus laevis (Daudin, 1802)
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Ozellikle Giiney Afrika’da yayilis gdsteren Xenopus laevis ilk kez 1802

yilinda Daudin tarafindan tanimlanmaistir.

X. laevis dorsoventral yasst bir viicut ile govdesine oranla kiigiik
sayilabilecek bir basa sahiptir. Tiir deri yapist bakimindan sucul kurbagalara
benzemekle birlikte c¢iftlesme Ozellikleri agisindan karasal kurbagalar
hatirlatmaktadir. Arka ayak parmaklari arasinda canliyr ylizmeye elverigli kilan
zarlar mevcuttur. Ayrica arka bacaklarin olduk¢a uzun 6n bacaklarin ise kisa ve
lateral acilimli olmasi nedeniyle tiir yiizmek i¢in olduk¢a uygun bir bigime
sahiptir. Canlinin derisi yumusak ve nemli bir yapiya sahiptir. Gozleri karasal
kurbagalarin gbzlerine nazaran daha kiiclik ve daha belirsizdir. Tiirlin rengi yesil
tonlarinda olmasma ragmen bulundugu zeminin rengine gore tonu agik ya da

koyuya dogru degisim gostermektedir.

Biitiin bu 6zelliklerine bakildiginda Xenopus’un sucul ya da karasal bir tiir
oldugu hala kesin olarak sdylenememektedir Xenopus tiirii kurbagalarin disileri
erkeklerine nazaran daha iri yapilidir. Disi kurbagalar kloak kisminda papilla
tagirlar. Erkeklerde ise ¢iftlesme doneminde 6n kol i¢lerinde yapiskan siyah killar
belirir. Bu killar ampleksus sirasinda erkeklerin disiyi iyice kavramasini

saglamaktadir.

Halk arasinda ‘Afrika Tirnakh Kurbagasy’ olarak isimlendirilen X. laevis
gelisimi ve ilremesi hakkinda olduk¢a detayli bilgiye sahip olunan ayrica
laboratuvar sartlarina ¢ok iyi adapte olan bir tiir olmasi nedeniyle deneysel
caligmalarda siklikla tercih edilmektedir. Gerekli ortam sartlar1 saglandiginda
tirtin ergin bireylerine Human Chorionic Gonadotropin (hCG) enjeksiyonu
yapilarak yilin tiim donemlerinde yeterli miktarda ve saglikli embriyo elde

edilebilmektedir.

Laboratuvar ortaminda gerceklestirilen iiremede ortam sicakligi, 151k, nem
gibi faktorlerin yani sira ortamin temizligi ve beslenme kalitesi de ¢ok biiyiik
onem tagmmaktadir. Ozellikle canlinin icinde yasadigi suyun Kalitesi iireme

potansiyelini etkileyen en 6nemli faktorlerdendir.
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Ergin disi bireyler yilda 2-3 kez yumurta birakabilmekte ve her yumurtlama
doneminde bir disiden binlerce yumurta elde edilebilmektedir (Prati et al., 2000).
Ampleksus ve yumurta birakimi genellikle gece 151k, ses ve titresimin en az
oldugu saatlerde gergeklesmektedir. Yumurta birakma 10-16 saat boyunca devam
edebilmektedir.

Yumurtalar jel bir kilif ile c¢evrili olup yaklasik 1.5 mm boyutundadir.
Embriyonal gelisim memelilerdeki gelisime benzer bir siire¢ gostermektedir.
Dollenmis yumurtalar belli boliinmeler gegirerek 2, 4, 8, 16 gibi artan sayida
blastomerlere ayrilir. Ardindan blastula, gastrulasyon ve ndrulasyon sathalari
gergeklesir ve tiim bu evreler tamamlandiktan sonra larvalar yumurtadan ¢ikar.
Yumurtadan ¢ikan larvalar 24 saat boyunca su yiizeyinde asili kalir ve oldukca
hareketsiz goriiniir. Larvalar aktif olarak yiizmeye basladiktan sonra da bir siire
daha vitellus kesesinden beslenmektedir. Larvalarin beslenme ihtiyact yumurtadan
cikist takiben 7. giinden itibaren haglanmis 1spanak ve marul piiresi ile
saglanabilmektedir. Larvalarin gelisimi; kirlilik, yogunluk, ortam sartlari, besin
miktari, sicaklik gibi kosullardan biiyiik 6l¢iide etkilenmektedir (Nieuwkoop and
Faber, 1975; Delgado et al., 2001).

2.1.2. Laboratuvar Sartlar

X. laevis tiiriine ait ergin erkek ve disi kurbagalar Ege Universitesi,
Laboratuvar Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi, Kurbaga
Laboratuvari’'nda optimum kosullar altinda 65x35x25cm boyutlarinda cam
akvaryumlar i¢inde barindirilmistir. Bu akvaryumlarda kloru giderilmis ve
havalandirilmis ¢cesme suyu kullanilmistir. Akvaryumlardaki suyun, kurbagalarin
zaman zaman su yiizeyine ¢ikarak hava almalarina olanak saglayacak seviyede, 8-
10 cm, olmasina dikkat edilmistir. Kurbagalar iki giinde bir taze, ince kiyilmis (5-
6 mm) tavuk karacigeri ile beslenmistir. Beslemeden yaklasik 1 saat sonra
kirlenmis olan akvaryum sular1 uygun sekilde bosaltilarak yerine kloru giderilmis

su doldurulmustur.

Ortam sicakligr 23+1 °C, fotoperiyot ise 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik

olarak ayarlanmistir.
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Denemelere baslamadan once 6 aylik bir siire boyunca tiiriin aklimasyonu

saglanmistir.

2.1.3. Denemelerde Kullanilan Soliisyonlar

Caligsmada degisen konsantrasyonlardaki test soliisyonlarinin
hazirlanmasinda ve kontrol gruplarinda soliisyon olarak FETAX c¢ozeltisi
kullanilmistir. FETAX ¢ozeltisi Tip I ASTM (American Society for Testing
and Materials), standartlarina uygun sekilde hazirlanmistir (ASTM, 1998).
FETAX ¢ozeltisi hazirlanirken 1 litre distile su i¢inde;

625 mg NacCl

96 mg NaHCO3

30 mg KCI

15 mg CaCl,

60 mg CaS0,4.2H,0

75 mg MgSO, karistirilarak ¢oziilmiistir.

A N N N NN

Her denemede ve biitiin soliisyon degisimlerinde FETAX c¢ozeltisi taze

olarak hazirlanip kullanilmistir.

Denemelerde  Acetamiprid’in ticari formiilasyonlarindan  biri  olan
MOSPILAN (20 SP) kullanmilmistir. Uygulama konsantrasyonlari, ticari
MOSPILAN (20 SP) preparatinin belli oranlarda sulandirilmasiyla hazirlanmig
ve konsantrasyon hesaplamalari, ticari preparat igindeki aktif madde miktar
dikkate alinarak yapilmistir. Sollisyonlarin hazirlanmasinda manyetik karistirict

kullanilarak homojen ¢ozelti elde edilmistir.

2.1.4. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Calismada kullanilan neonikotinoid insektisit Acetamiprid, MOSPILAN
(20 SP) ticari adiyla SUMI AGRO TURKEY firmasindan temin edilmistir.

Formaldehit (Sigma-Aldrich), MS222 (Sigma-Aldrich), Human Chorionic
Gonadotropin PREGNYL (1500 I.U) kullanilmistir.



24

Otomatik pipetler (Brand), cam petriler, manyetik karistirici, cam beherler,
meziir, stereo mikroskop (Olympus AZ216), pH metre (Hach-Lange)

kullanilmustir.

2.1.5. Embriyo Eldesi

Toksisite testlerinde kullanilacak tim embriyo ve larvalar laboratuvar
kosullarinda, Xenopus laevis tiiriine ait ergin disi ve erkek kurbagalarin Human
Chorionic Gonadotropin (hCG) enjeksiyonu ile ampleksusa sevk edilmesiyle elde

edilen dollenmis yumurtalardan yetistirilmistir.

Bu amagla enjeksiyon yapilacak olan ergin disi ve erkek bireyler 48 saat
onceden toplu olarak yasadiklar1 akvaryumdan alinarak ayri akvaryumlara
aktarilmigtir. Yumurta eldesi istenen giinden 36 saat 6nce erkek bireye 200 1.U,
ertesi giin ise ayn1 erkek bireye 300 1.U, disi bireye ise 600 I.U Human Chorionic
Gonadotropin (hCG) dorsal lenf keselerinden enjekte edilerek ayni akvaryuma
alinan bireyler ampleksusa sevk edilmistir. Enjeksiyonlarda PREGNYL (1500
L.LU) stogundan kullanilmis ve enjeksiyonlar 1 mL’lik insiilin enjektorii ile

yapilmistir.

Ampleksusun gergeklesebilmesi i¢in karanlik ve olabildigince sessiz bir
ortam gerekli oldugu i¢in akvaryumun tizeri 151k geg¢irmeyen ortii ile kapatilmis ve
laboratuvarda sessizlik saglanmistir. Bu sekilde karanlik, sessiz ve titresimsiz bir
ortam saglanarak ampleksustan yiiksek verim alinmasi amaglanmistir. Ortam
sicakligt 23+1 °C’de tutulmustur. Enjeksiyonun ardindan 2-4 saat iginde
ampleksusun basladigi ve yumurta birakmanin 10-12 saat boyunca siirdiigi
gozlenmistir (Sekil 2.1). Yumurtalarin sabah erken saatlerde alinmasi amaglandigi
icin disi ve erkek bireye yapilan son hormon enjeksiyonlari yumurta eldesi istenen

zamandan yaklagik 12 saat 6nce yapilmistir.



Sekil 2.1. Xenopus laevis tiiriinde ampleksus ve yumurta birakimi

Akvaryumlarda birakilmis olan yumurtalar ertesi sabah erken saatlerde
plastik pastor pipeti yardimiyla nazikge toplanarak taze hazirlanmis FETAX
soliisyonu iceren havalandirmali kaplara aktarilmistir. Elde edilen embriyolar
stereo mikroskop altinda tek tek incelenerek normal boliinme gosterenler toksisite
testlerinde kullanilmak iizere segilmistir. Se¢ilmis embriyolar denemede
kullanilacaklart blastula sathasina wulagana kadar havalandirmali kaplarda

bekletilmistir.

FETAX embriyo denemelerinde kullanilan embriyolarin 8. ve 11. evreler
arasinda olmasi gerekmektedir. Ciinkii 8. evreden once segilen embriyolarda daha
sonra anormal boliinmelerin gergeklesmesi olasidir, 11. evreden sonraki
embriyolarda ise organogenez baslamis olacagindan denemeler igin uygun

olmamaktadir (Nieuwkoop and Faber, 1956).

2.2. Metot

2.2.1. Xenopus laevis Embriyolari ile Yapilan Denemeler

Acetamiprid’in X. laevis embriyolart iizerindeki toksik ve teratojenik
etkilerini belirleyebilmek amaciyla blastula sathasindaki (Sekil 2.2), embriyolar
kullanilmistir. Embriyolar kullanilarak yapilan denemeler akut ve kronik olarak

iki sekilde gerceklestirilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.2. Blastula evresindeki Xenopus laevis embriyolari (8. ve 9. safthalar).

2.2.1.1. Akut Toksisite Testi

Stereo mikroskop altinda secilerek FETAX embriyo testlerinde kullanilmak
izere se¢ilmis olan blastula safhasindaki 15 adet saglikli embriyo her birinde 10
mL test soliisyonu bulunan 60 mm’lik cam petrilere aktarilarak Acetamiprid’in 7

farkli konsantrasyonuna 96 saat boyunca maruz birakilmistir.

Uygulama konsantrasyonlar1 yapilan 6n deneme sonuglarina gore belirlenen
araliklarda secilmistir. Kontrol grubu i¢in ve diger uygulama konsantrasyonlarin

hazirlarken FETAX soliisyonu kullanilmigtir.

Akut toksisite testleri, statik yenilemeli sistem esas alinarak, 4 tekrarli
olarak gergeklestirilmistir. Deneme kaplar1 24. 48. 72. ve 96. saatlerde kontrol
edilerek Olii embriyolar sayis1 kaydedilerek, ortamdan uzaklastirilmistir ve sonra

soliisyonlar yenilenmistir.

Deneme siiresi sonunda hayatta kalan larvalar stereo mikroskop altinda
fotograflanmistir ve malformasyon gosteren birey sayist kaydedilmistir.
Malformasyon tipleri anomali atlasina (Bantle et al., 1998) gore tespit edilmistir.
Ayrica larvalarin bas, kuyruk ve bas+kuyruk uzunluklar dlgiilerek kaydedilmistir.
Deneme sonunda MS222 ile 6tenazi uygulandiktan sonra larvalar %5 formaldehit

icerisinde tespit edilerek +4°C’de saklanmustir.
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2.2.1.2. Kronik Toksisite Testi

Stereo mikroskop altinda secilmis olan saglikli embriyolarin bir kismi ise
Acetamiprid’in embriyolar iizerindeki uzun siireli etkilerini tespit etmek amaciyla
kullanilmustir. Kronik testler her bir kapta 15 embriyo olacak sekilde 250 mL’lik
cam petrilerde 50 mL test soliisyonu igerisine gergeklestirilmistir. Tim test
konsantrasyonlar1 hazirlanirken ve kontrol grubu icin FETAX soliisyonu

kullanilmustir.

Embriyolar Acetamiprid’in 6 farkli konsantrasyonuna 14 giin boyunca
maruz birakilmistir. Yenilemeli sistem esas alinarak yapilan denemeler 4 tekrarli

olarak gerceklestirimistir.

Denemede kullanilan uygulama konsantrasyonlar1 6n deneme sonuglarina
gore belirlenmistir. Sollisyonlarin yenilenmesi ve deneme kaplarinin kontrolii 24
saatte bir yapilmistir ve her soliisyon degisiminde O6lii embriyolar ortamdan
uzaklagtirilarak sayilar1 kaydedilmistir. Gelisimin 6. gilinlinden itibaren
beslenmeye baslanan larvalar icin yem olarak sera micron balik yemi
kullanilmistir. Besleme giinliik olarak yapilmistir; bunun icin toz haldeki sera
micron’un sulandirilmasi ile elde edilen stoktan kontrol grubu ve her bir
uygulama kabina esit miktarda eklenerek larvalarin beslenmesi i¢in gereken siire

boyunca beklendikten sonra soliisyonlar yenilenmistir.

Deneme siiresi sonunda hayatta kalan larvalarin basg, kuyruk ve bas+kuyruk
uzunluklart Olciiliip kaydedilerek, larvalar stereo mikroskop altinda incelenip
fotograflanmistir. MS222 ile 6tenazi islemi sonrasinda larvalar % 5 formaldehit

iceren tiipler i¢inde tespit edilerek +4°C’de saklanmustir.
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Sekil 2.3. Toksisite test diizenegi

2.2.2.  Xenopus laevis Larvalari ile Yapilan Denemeler

Acetamiprid’in ~ X. laevis larvalar1  lizerindeki toksik  etkilerini
belirleyebilmek amaciyla 46. gelisim evresindeki larvalar kullanilmistir (Sekil
2.4). Larvalarla yapilan denmemeler akut ve kronik olarak iki sekilde

gergeklestirilmistir.

Sekil 2.4. 46. evredeki Xenopus laevis larvasi

2.2.2.1. Akut Toksisite Testi

Stereo mikroskop altinda segilen saglikli embriyolardan bir kismi 46.
gelisim evresine kadar uygun ortam kosullar1 altinda havalandirmali kaplarda
yetistirildikten sonra bu larvalar X. laevis larva testi i¢in kullanilmistir. 46.
evredeki larvalarla gergeklestirilen 96 saatlik akut larva testi, statik yenilemeli

sistem esas alinarak gerceklestirilmistir.
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Larva testi her birinde 15 larva bulunan 100 mm'lik cam petriler igerisinde
gerceklestirilmis olup petrilere 6 farkli konsantrasyonda Acetamiprid igeren 40
mL soliisyon eklenerek 4 tekrarli deneme yapilmistir. Petriler her 24 saatte bir
kontrol edilerek soliisyonlar yenilenmistir ve olen birey sayist kaydedilerek

ortamdan uzaklastirilmistir. Deneme siiresi boyunca larvalar beslenmemistir.

96 saatin sonunda hayatta kalan larvalarin sayisi kaydedilerek her bir
larvanin bas, kuyruk ve bastkuyruk uzunluklari ol¢lilmiistiir. Larvalar stereo
mikroskop altinda fotograflanarak meydana gelen anomaliler belirlenmistir.
Deneme sonunda larvalar MS222 ile uygulanan o6tenazinin ardindan %S5

formaldehit i¢inde tespit edilerek +4°C’de saklanmustir.

2.2.2.2. Kronik Toksisite Testi

Acetamiprid’in X. laevis larvalar tizerinde uzun siireli etkilerini saptamak
amaciyla 46. gelisim evresindeki larvalar kullanilmistir. Denemeler her birinde 15
larva bulunan 250 mL’lik petrilerde 50 mL test soliisyonu kullanarak
gerceklestirilmistir. Test konsantrasyonlarinin hazirlanmasinda ve kontrol grubu

icin FETAX soliisyonu kullanilmistir.

Larvalar 14 giin boyunca Acetamiprid’in 6 farkli konsantrasyonuna maruz
birakilmigtir. Yenilemeli sistem esas alinarak yapilan denemeler 4 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. 24 saatte bir deneme kaplari kontrol edilerek o6lii larvalar
ortamdan uzaklastirilip sollisyonlar yenilenmistir. Denemenin 2. giiniinden
itibaren (gelisimin 6. giinii) larvalar sera micron balik yemi ile gilinliik olarak
beslenmeye baslanmistir. Bunun i¢in toz haldeki sera micron’un sulandirilmasi ile
elde edilen stoktan kontrol grubu ve her bir uygulama kabina esit miktarda
eklenerek larvalarin beslenmesi i¢in 4-5 saat kadar beklendikten sonra soliisyonlar

degistirilmistir.

Deneme sonunda hayatta kalan larvalarin sayis1 kaydedilerek her bir
larvanin bas, kuyruk ve bastkuyruk uzunluklar1 Olgiildiikten sonra, larvalarin

fotograflanma islemi stereo mikroskop altinda yapilmistir. Daha sonra bu larvalar
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MS222 ile 6tenazi uygulanarak %35 formaldehit i¢inde tespit edilmistir ve +4 °C

‘de saklanmustir.

2.2.3. Soliisyon pH’larimin Belirlenmesi

Toksisite testlerinde sicaklik, soliisyonlarin pH’1 gibi faktorlerdeki
degisimin sonuglari etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle test sonuglarinin ortam
pH’1 degisiminden etkilenip etkilenmediginin belirlenmesi amaciyla deneme
baslatilirken ve sollisyon yenileme islemlerinden 6nce hazirlanan ¢ozeltilerin pH’

lan dl¢iilerek ortalama pH degerleri tespit edilmistir.
2.2.4. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz
2.2.4.1. Hayatta kalan larvalarin viicut uzunluklarinin dl¢iilmesi

Gergeklestirilen akut ve kronik denemelerin sonunda hayatta kalan
larvalarin bas, kuyruk ve bast+kuyruk uzunluklari stereo mikroskopta mikrometrik

okiiler yardimiyla ol¢tilmustiir.

Larvalarin  bas, kuyruk ve total wuzunluklarinin  istatistiksel
degerlendirmesinde SPSS 20 (SPSS Inc., USA) programi araciligiyla One Way
ANOVA varyans analizi ve Kruskal Wallis analizi uygulanmistir. Veriler
ortalama ve standart hata (S.E) olarak verilmistir. Analizlerde p<0.05 diizeyindeki

farkliliklar anlamli olarak kabul edilmistir.

2.2.4.2. LC10, LC50, LC90, EC50 ve TI degerlerinin hesaplanmasi

Acetamiprid’in  LC10, LC50, LC90, EC50 ve TI degerlerinin
hesaplanmasinda SPSS 20 (SPSS Inc., USA) istatistik programi aracilifiyla
Probit Regresyon Analizi kullanilmistir. Teratojenik indeks (TI) degeri; her bir
tekrar i¢in belirlenmis olan 96 saatlik LC50 degerlerinin 96 saatlik EC50

degerlerine oranlanmasi ile hesaplanmuistir.
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2.2.4.3. Malformasyon orani ve tiplerinin belirlenmesi

Akut embriyo testi sonunda hayatta kalan bireylerden malformasyon
gosterenler stereo mikroskop altinda fotograflanarak, malformasyonlar anomali
atlasina (Bantle et al., 1998) gore belirlenip smiflandirilmistir. Bu
malformasyonlar; kuyruk malformasyonlari, Odemler, g6z anomalileri,
mikrosefali, depigmentasyon (anormal pigmentasyon), anormal bagirsak

gelisimleri seklinde gézlenmistir.

Tek veya iki ayr1 malformasyon gosteren bireyler tabloda ayr1 ayri
belirtilmistir. Bu malformasyonlardan ii¢ veya daha fazla sayida malformasyonu
ayn1 anda gosteren asirt deforme bireyler ise ¢oklu malformasyon basligi altinda

toplanmustir.

Akut larva testi sonunda goriilen anomaliler de stereo mikroskop altinda
fotograflanarak siiflandirilmistir. Larva testi sonunda gozlenen malformasyonlar;
kuyruk egriligitkirik kuyruk, kuyruk egriligi+6dem ve anormal pigmentasyon

seklinde gruplandirilarak, anomali tablosunda belirtilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Denemeler Sonucu Gozlenen Oliim Oranlari

Gergeklestirilen akut ve kronik toksisite testlerinin sonunda 6len toplam
birey sayisi tesbit edilip, 6liim oranlar1 her bir konsantrasyon igin yiizdesel olarak

hesaplanmustir.

3.1.1. Akut Embriyo Testi

Blastula safhasindaki X. laevis embriyolarinin 96 saat boyunca
Acetamiprid’in 7 farkli konsantrasyonuna maruz birakilmasi sonucu denemeye

alinan toplam 480 embriyodan 284 {iniin 6ldiigii gézlenmistir.

Kontrol grubunda % 1.7 olarak hesaplanan 6liim orani, en diisiik uygulama
konsantasyonu olan 30 ppm’de % 20, 70 ppm’lik uygulama grubunda % 96.7
olarak tesbit edilmistir. En yiikksek konsantrasyon grubu olan 75 ppm’de ise tiim
bireylerin 6ldiigli gézlenmistir. Cizelge 3.1 incelendiginde konsantrasyon artisina

paralel olarak 6liim oranlarinin da arttig1 goriilmektedir.

Cizelge 3.1. 96 saatlik Acetamiprid uygulamasi sonunda X. laevis

embriyolarinda gézlenen 6liim oranlari.

Konsantrasyon (ppm) n Olen birey sayisi Oliim oram (%)
Kontrol 60 1 1.7
30 60 12 20
45 60 22 36.7
50 60 40 66.7
55 60 43 71.7
65 60 48 80
70 60 58 96.7
75 60 60 100
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3.1.2. Akut Larva Testi

X. laevis tiriinin 46. gelisim evresindeki larvalart kullanilarak
gerceklestirilen 96 saatlik larva toksisite testi sonucu denemeye alinan toplam 420

larvadan 195’inin 61digl gozlenmistir.

Kontrol grubunda hi¢ 6liim gozlenmezken, en diisiik konsantrasyon olan 58
ppm’de 6liim oran1 % 6.7, en yiiksek konsantasyonda ise bu oran %100 olarak
hesaplanmistir. Cizelge 3.2 incelendiginde konsantrasyon artisina paralel olarak

Oliim oranlarmin da arttig1 goriilmektedir.

Cizelge 3.2. 96 saatlik Acetamiprid uygulamasi sonunda X. laevis

larvalarinda gozlenen 6liim oranlari.

Konsantrasyon (ppm) n Olen birey sayis1 | Oliim oram (%)
Kontrol 60 0 0
58 60 4 6.7
64 60 12 20
68 60 23 38.3
72 60 41 68.3
76 60 55 91.7
82 60 60 100

3.2. Akut Toksisite Testleri Sonucu Hesaplanan LC10, LC50, LC90,
EC50 ve Teratojenik indeks (TI) Degerleri

Embriyo testi sonunda 48 saatlik ortalama LC10, LC50, LC90 degerleri
sirastyla; 36.67 ppm, 76.52 ppm ve 116.37 ppm, 96 saatlik ortalama LC10,
LC50, LC90 degerleri ise sirasiyla; 24.07 ppm, 45.52 ppm ve 66.99 ppm olarak
hesaplanmistir (Cizelge 3.3) ve (Sekil 3.1).

96 saatlik denemeler sonunda embriyolar i¢in hesaplanan ortalama EC50
degeri ise 27.63 ppm olarak tespit edilmis olup, her bir tekrar i¢in belirlenmis
olan 96 saatlik LC50 degerlerinin 96 saatlik EC50 degerlerine oranlanmasi ile
hesaplanan teratojenik indeks (TT) degeri 1.68 olarak bulunmustur (Cizelge 3.4).
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96 saatlik larva testi sonunda Acetamiprid’in 48 saatlik ortalama LC10,
LC50, LC90 degerleri sirasiyla; 66.84 ppm, 92.86 ppm, 120.08 ppm, 96 saatlik
saatlik ortalama LC10, LC50, LC90 degerleri ise 61.48 ppm, 68.76 ppm ve 76.05
ppm olarak hesaplanmistir. (Cizelge 3.5). (Sekil 3.2).

Cizelge 3.3. Akut embriyo testi sonucu hesaplanan LC10, LC50 ve LC90
degerleri.

Embriyo testi LC10 (ppm) LC50 (ppm) LC90 (ppm)
48h. 36.67 76.52 116.37
(6.76-46.98) (66.84-103.86) (94.39-193.27)
96h. 24.07 45.52 66.99
(-2.33-33.56) (36.20-51.82) (59.87-84.90)

Cizelge 3.4. Akut embriyo testi sonucu hesaplanan EC50 ve TI degerleri.

Embriyo Testi

EC50 (ppm)

TI

96h.

27.63
(17.38-35.14)

1.68

Cizelge 3.5. Akut larva testi sonucu hesaplanan LC10, LC50 ve LC90

degerleri.
Larva Testi LC10 (ppm) LC50 (ppm) LC90 (ppm)
66.84 92.86 120.08
48h. (60.38-70.33) (85.89-110.56) (104.91-160.32)
61.48 68.76 76.05
96h. (56.59-64.10) (66.67-70.80) (73.52-80.72)
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Sekil 3.1. Akut embriyo testi sonucu hesaplanan LC10, LC50 ve LC90 degerleri
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Sekil 3.2. Akut larva testi sonucu hesaplanan LC10, LC50 ve LC90 degerleri

3.3. Denemeler Sonucu Hayatta Kalan Bireylerde Olgiilen Viicut

Uzunluklar

Gergeklestirilen akut ve kronik toksisite testlerinin sonunda hayatta kalan

larvalarin bas, kuyruk ile bas+kuyruk uzunluklar1 6l¢tilmiistiir.
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3.3.1. Akut Embriyo Testi Sonunda Hayatta Kalan Bireylerin Viicut

Uzunluklari

96 saatlik FETAX embriyo testi sonunda hayatta kalan 196 larvanin bas,
kuyruk ve bast+kuyruk (total) uzunluklar: 6l¢tilmistiir. Cizelge 3.6’ya gore kontrol
grubunda ortalama bas uzunlugunun 2.10 mm iken, en disiik uygulama
konsantrasyonu olan 30 ppm’de 1.90 mm, en yiiksek konsantrasyon olan 70
ppm’de ise 1.40 mm oldugu goriilmektedir. Ortalama kuyruk uzunlugu; kontrol
grubunda 7.06 mm, 30 ppm’de 6.57 mm, 70 ppm’de ise 2.50 mm olarak
Ol¢iilmiistiir. Kontrol grubunda ortalama total uzunluk 9.16 mm iken, bu deger 30

ppm’de 8.47 mm, 70 ppm’de ise 3.90 mm olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.6 ve Sekil 3.3 incelendiginde tiim uygulama gruplarinda
konsantrasyon artigsina paralel olarak ortalama bas, kuyruk ve total uzunluklar
acisindan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma

goriilmektedir (p<0.05).

Cizelge 3.6. Akut embriyo testi sonunda hesaplanan ortalama viicut

uzunluklari
Kons. n | Ort. Bas uz. +SE Ort. Kuyruk uz. Ort. Total uz. £
(ppm) (mm) +SE (mm) SE (mm)
Kontrol | 59 2.10+0.01 7.06+0.06 9.16+0.06
30 48 1.90+0.02" 6.57+0.06" 8.47+0.08"
45 38 1.89+0.03" 6.25+0.12" 8.14+0.14"
50 20 1.74+0.06" 5.60+0.26 7.34+0.31"
55 17 1.49+0.02" 4.21+0.09 5.70+0.10"
65 12 1.53+0.07 5.2140.15" 6.74+0.19"
70 2 1.40+0.20" 2.50+0.10" 3.9040.30"

* = Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml fark (p<0.05).
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Sekil 3.3. Akut embriyo testi sonunda hesaplanan ortalama viicut uzunluklari ve S.E

3.3.2. Akut Larva Testi Sonunda Hayatta Kalan Bireylerin Viicut

Uzunluklar

96 saatlik larval toksiste testi sonunda hayatta kalan 225 larvanin bas,
kuyruk ve bagtkuyruk (total) uzunluklari 6l¢iilmiistiir. Viicut uzunluklarina ait
ortalama degerler Sekil 3.4 ve Cizelge 3.7’de verilmistir.

Kontrol grubu larvalarina ait ortalama bas uzunlugu 3.57 mm iken, en diisiikk
konsantrasyon olan 58 ppm’e maruz birakilan larvalarda bu deger 3.18 mm, en
yiiksek konsantrasyon olan 76 ppm’de ise 2.66 mm olarak hesaplanmustir.
Ortalama kuyruk uzunlugu; kontrol grubu larvalarinda 7.72 mm, 58 ppm’e maruz

birakilan larvalarda 5.98 mm, 76 ppm’de ise 5.80 mm olarak saptanmistir.

Kontrol grubu larvalarina ait ortalama total uzunluk 11.29 mm olarak
hesaplanmis olup, bu deger en diisiik uygulama konsantrasyonu olan 58 ppm’de

9.16 mm, en yiiksek uygulama konsantrasyonu olan 76 ppm’de ise 8.46 mm dir.

Akut embriyo testine benzer sekilde; tiim uygulama gruplarinda
konsantrasyon artigina paralel olarak ortalama bas, kuyruk ve total uzunluklar
acisindan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma

goriilmektedir (p<0.05) (Sekil 3.4 ve Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7. Akut larva testi sonucu hesaplanan ortalama viicut uzunluklari

Kons.(ppm) n Ort. Bas uz. Ort. Kuyruk uz. | Ort. Total uz. +
+SE (mm) +SE (mm) SE (mm)
Kontrol 60 3.57+0.03 7.72+0.04 11.29+0.06
58 56 3.18+0.05 5.98+0.07 9.16+0.06"
64 48 3.06+0.03" 5.90+0.08" 8.96:+0.07
68 37 2.93+0.03" 5.98+0.06" 8.91+0.07"
72 19 2.83+0.05" 5.43+0.14 8.26+0.13"
76 5 2.66+0.02" 5.80+0.10" 8.46+0.09"

* = Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml fark (p<0.05)
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Sekil 3.4. Akut larva testi sonunda hesaplanan ortalama viicut uzunluklar1 ve S.E

3.3.3. Kronik Embriyo Testi Sonunda Hayatta Kalan Bireylerin Viicut

Uzunluklari

14 giinliik kronik embriyo testi sonunda Kontrol grubunda ortalama bas
uzunlugu 3.98 mm olarak Ol¢iilmiis olup, bu deger en diisik uygulama
konsantrasyonu olan 0.1 ppm’de 3.97 mm, en yiiksek uygulama konsantrasyonu

olan 16 ppm’de ise 4.87 mm olarak belirlenmistir.

Kuyruk uzunlugunun da kontrol grubu larvalarda ortalama 8.41 mm, 0.1

ppm’de 8.24 mm ve 16 ppm’de ise 8.96 mm oldugu saptanmigtir. Ortalama total
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uzunlugun kontrol grubunda 12.39 mm, 0.1 ppm’de 12.21 mm, 16 ppm’de ise
13.83 mm oldugu goriilmektedir (Sekil 3.5 ve Cizelge 3.8).

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde sadece 4, 8 ve 16 ppm’lik
yiiksek konsantrasyon grubu bireylerin ortalama viicut uzunluklarinda, kontrol

grubu bireylerinkine gore anlamli bir artis meydana gelmistir (p<0.05).

Cizelge 3.8. Kronik embriyo testi sonunda hesaplanan ortalama viicut

uzunluklari

Kons. (ppm) n Ort. Basuz. = | Ort. Kuyruk | Ort. Total uz.

SE (mm) uz. = SE (mm) + SE (mm)

Kontrol 57 3.98+0.05 8.41+0.04 12.39+0.05

0.1 53 3.97+0.03 8.24+0.02 12.21+0.03

0.4 55 3.99+0.05 8.23+0.03 12.22+0.05

1 53 4.01+0.08 8.54+0.06 12.55+0.08

4 54 4.410.07" 8.64+0.04" 13.05+0.07

8 54 4.74+0.04" 8.94+0.04" 13.68+0.04"

16 53 4.87+0.05" 8.96+0.03" 13.83+0.05

*= Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05)
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Sekil 3.5. Kronik embriyo testi sonunda hesaplanan ortalama viicut uzunluklar1 ve S.E
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3.3.4. Kronik Larva Testi Sonunda Hayatta Kalan Bireylerin Viicut

Uzunluklari

Deneme sonlandirilirken hayatta kalan larvalarin bas, kuyruk, bas+kuyruk

uzunluklar 6l¢iilerek kaydedilmistir.

Ortalama bas uzunlugu kontrol grubunda 4.52 mm iken, en diisiik uygulama
konsantrasyonu olan 1 ppm’de 4.40 mm, en yiiksek uygulama konsantrasyonu

olan 20 ppm’de ise 5.08 mm olarak hesaplanmaistir.

Ortalama kuyruk uzunluklar1 incelendiginde kontrol grubu larvalarda bu
deger 8.57 mm, 1 ppm’de 8.54 mm ve 20 ppm’de ise 9.68 mm dir. Kronik larva
testi sonunda kontrol grubu bireylerin ortalama total uzunlugu 13.09 mm iken, bu
deger 1 ppm’de 12.94 mm ve 20 ppm’de ise 14.76 mm oldugu saptanmstir (Sekil
3.6 ve Cizelge 3.9).

Istatistiksel degerlendirmede 8, 14, 18 ve 20 ppm konsantrasyon grubu
bireylerinin ortalama viicut uzunluklarinda kontrol grubuna gére anlamli bir artis

oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

Cizelge 3.9. Kronik larva testi sonunda hesaplanan ortalama viicut

uzunluklari

Konsantrasyon n Ort. Bas uz. Ort. Kuyruk Ort. Total uz.
(ppm) + SE (mm) uz. = SE (mm) + SE (mm)
0 58 4.52+0.03 8.57+0.02 13.09+0.05
1 54 4.4040.02 8.54+0.02 12.94+0.03
4 53 4.51+0.02 8.62+0.02 13.13+0.03
8 55 4.7140.03" 8.72+0.03 13.43+0.05"
14 54 4.82+0.02 9.04+0.04" 13.86+0.05"
18 53 4.85+0.03" 9.07+0.04" 13.92+0.06"
20 52 5.08+0.04" 9.68+0.06" 14.76+0.09"

*= Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05)
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Sekil 3.6. Kronik larva testi sonunda hesaplanan ortalama viicut uzunluklari ve S.E

3.4. Soliisyon pH’larinin Karsilastirilmasi

Gergeklestirilen biitiin denemeler icin hazirlanan soliisyonlarin pH’lari
Olgiilerek ortalama pH degerleri hesaplanmistir. Gruplar arasinda pH degeri
acisindan toksisiteyi etkileyecek diizeyde anlamli bir fark olmadig: belirlenmistir.

(Cizelge 3.10, Cizelge 3.11, Cizelge 3.12, Cizelge 3.13).

Cizelge 3.10. Akut embriyo testinde kullanilan soliisyonlarin ortalama pH

degerleri

Konsantrasyon Kont. | 30 ppm | 45 ppm | 50 ppm | 55 ppm | 65 ppm | 70 ppm | 75 ppm

96 saatlik ort. 7.85 7.78 7.83 7.76 7.70 7.80 7.78 7.73
pH degerleri

Cizelge 3.11. Akut larva testinde kullanilan soliisyonlarin ortalama pH
degerleri

Konsantrasyon Kontrol 58 ppm | 64ppm 68 ppm | 72ppm | 76 ppm | 82 ppm

96 saatlik ort. pH 7.85 7.80 7.78 7.76 7.74 7.80 7.78

degerleri
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Cizelge 3.12. Kronik embriyo testinde kullanilan soliisyonlarin ortalama pH
degerleri

Konsantrasyon Kontrol | 0.1 ppm | 0.4 ppm 1 ppm 4 ppm 8 ppm 16 ppm

14 giinliik ort. 7.86 7.88 7.86 7.83 7.78 7.78 7.80
pH degeri

Cizelge 3.13. Kronik larva testinde kullanilan soliisyonlarin ortalama pH
degerleri

Konsantrasyon Kontrol | 1 ppm 4 ppm 8 ppm 14 ppm | 18 ppm | 20 ppm
14 giinliik ort. pH 7.90 7.86 7.86 7.78 7.80 7.76 7.80
degeri

3.5. Acetamiprid’in Neden Oldugu Malformasyon Tipleri ve Oranlari

Denemeler sonlandirilirken hayatta kalan larvalar stereo mikroskop altinda
incelenerek  malforme larvalar  fotograflanmistir.  Larvalarin  gosterdigi
malformasyonlar anomali atlasina (Bantle et al., 1998) gore belirlenerek

siiflandirilmistir (Cizelge 3.14).

3.5.1. Akut Embriyo Testi Sonucu Gozlenen Anomaliler

96 saatlik embriyo testi sonucunda hayatta kalan bireylerden malformasyon
gosterenler stereo mikroskop altinda fotograflanarak malformasyon tipleri
belirlenmistir. Tek veya iki ayr1 malformasyon gdsteren bireyler tabloda ayr1 ayri
belirtilmistir, li¢ veya daha fazla sayida malformasyonu ayni anda gosteren asiri

deforme bireyler ise ¢oklu malformasyon basligt altinda siniflandirilmistir (Sekil
3.8).

Akut embriyo testi sonunda kontrol grubu larvalarda % 3.39 oraninda
malformasyon gozlenirken, en diisiik konsantrasyon grubunda malformasyon
yiizdesi % 58.33, en yiiksek {i¢ konsantrasyon grubunda (55, 65 ve 70 ppm) ise %
100 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.14).
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Uygulama gruplarinda, 6lim oranlarinda oldugu gibi, konsantrasyon
artisina paralel olarak malformasyon yiizdesinin de bariz olarak arttig

goriilmektedir (Sekil 3.7).

Cizelge 3.14. Akut embriyo testi sonucu goézlenen malformasyon tipleri ve
yiizdeleri

Kont. 30ppm | 45ppm | 50 ppm | 55 ppm | 65 ppm 70 ppm
59/2 48/28 38/34 20/16 17/17 12/12 2/2
n/m
- - 1 - - - -
Bas 6demi
2 8 7 1 2 1 -
Kuyruk malf.
- - - - 1 - -
Abdominal
odem
- - 6 4 - 8 -
Gozde
anomali
- 1 1 1 - - -
Mikrosefali
Mikrosefali+ - - 2 - - - -
Abd. 6dem
D.pig. - 13 1 4 2 1 -
Bagirsak = = = 2 = 1 -
anomalisi
Abd. - 1 1 - 2 1 -
odem+kuyru
km.
- 2 1 - 1 - -
D.pig+k.m
Gozde - 1 7 - - 1 -
anamoli+k.m.
D.pig+gozde = 1 - - - - -
anamoli
Coklu - 1 7 4 9 4 2
malformasyo
n gosterenler
Toplam 2 28 34 16 17 12 2
malforme
birey sayisi
Toplam
malforme %3.39 | %58.33 | % 89.47 % 80 % 100 % 100 % 100
birey yiizdesi

D.pig.: depigmentasyon, k. m.: kuyruk malformasyonu, Abd.6dem: abdominal 6dem
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Sekil 3.7. Akut embriyo testi sonunda hesaplanan 6liim ve malformasyon yiizdeleri
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Sekil 3.8. Akut embriyo testi sonunda konsantrasyon gruplarina gére malformasyon tipi dagilimi
m.s: mikrosefali, bas 6.: bas 6demi, depig.: depigmentasyon, g. a.: gozde anomali, bag. anm.:
bagirsak anomalisi, kuyruk m.: kuyruk malformasyonu, k.a. kuyruk anomalisi, a.6. abdominal

6dem, ¢.m. coklu malformasyon
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96 saatlik akut embriyo testi sonucu gozlenen malformasyonlardan
bazilarin1 gdsteren fotomikrograflar asagida verilmistir (Sekil 3.9, Sekil 3.10,
Sekil 3.11, Sekil 3.12).

Kontrol

Sekil 3.9. Acetamiprid’in farkli konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan embriyolarda
gozlenen bazi malformasyonlar a. Kontrol b. G6z anomalisi, kuyruk egriligi, ¢. G6z anomalisi,
anormal pigmentasyon, d. Kuyruk egriligi, bagirsak anomalisi, mikrosefali, e. Kuyruk egriligi, f.

Go6z anomalisi, kuyruk egriligi. Bar =1 mm
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Sekil 3.10. Acetamiprid’in farkli konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan embriyolarda
gozlenen bazi malformasyonlar g. Kuyruk egriligi, ddemler, mikrosefali, bagirsak anomalisi, h.
Go6z anomalisi, anormal pig., kuyruk egriligi, 1. Kuyruk mlf., mikrosefali, bagirsak anomalisi, j.
fleri derecede malformasyon, k. Kuyruk egriligi, mikrosefali, bagirsak anomalisi |. G6z anomalisi,

kuyruk egriligi. Bar =1 mm
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Sekil 3.11. Acetamiprid’in farkli konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan embriyolarda
gozlenen bazi malformasyonlar m. Kuyruk egriligi, mikrosefali, bagirsak anomalisi, 6dem, n. Gz
anomalisi, kuyruk malf., anormal pig., bagirsak anomalisi 0. ileri derecede malformasyon, p.
Kuyruk egriligi,, mikrosefali, bagirsak anomalisi, r. Kuyruk egriligi, géz anomalisi, S. Kuyruk

malf., bagirsak anomalisi, mikrosefali, Bar =1 mm
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Sekil 3.12. Acetamiprid’in farkli konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan embriyolarda
gozlenen bazi malformasyonlar t. Kuyruk egriligi, mikrosefali, 6demler, bagirsak anomalisi,
anormal pig., u. Mikrosefali, kuyruk egriligi, anormal pig., bagirsak anomalisi, v. Ileri derecede
malformasyon, w. ileri derecede malformasyon, y. Kuyruk egriligi, bagirsak anomalisi, z. Ileri

derecede malformasyon, Bar =1 mm
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3.5.2. Akut Larva Testi Sonucu Gozlenen Anomaliler

96 saatlik larva testi sonunda hayatta kalan bireylerden anomali gosterenler

stereo mikroskop altinda fotograflanarak anomali tipleri ve oranlar1 belirlenmistir

(Cizelge 3.15) ve (Sekil 3.13).

Cizelge 3.15. Akut larva testi sonucu gozlenen malformasyon tipleri ve
yiizdeleri

Kontrol | 58 ppm | 64 ppm | 68 ppm | 72 ppm 76 ppm
n/m 60/2 56/32 48/36 37/18 19/17 5/5
Kuyruk ucunda
kirilma+kuyruk 2 23 28 17 13 5
egriligi
Odem-+kuyruk
egriligi - 9 7 1 4 -
Anormal pig.+k.e - - 1 - - -
Toplam malforme
birey sayisi 2 32 36 18 17 5
Malf. yiizdesi %3.33 %57.14 %75 %48.65 | %89.47 %100

Anormal pig.: anormal pigmentasyon, k.e: kuyruk egriligi,

a.pig+k.e I
sdemsice |—

ke | —

Malformasyon

0 5 10 15 20 25 20 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Sekil 3.13. Akut larva testi sonunda konsantrasyon gruplarina gére malformasycn tipi dagilimi

a.pig: anormal pigmentasyon, k.e: kuyruk egriligi, k.K: kuyruk ucunda kirtlmi
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96 saatlik akut larva testi sonucu gozlenen malformasyonlardan bazilarini

gosteren fotomikrograflar asagida verilmistir (Sekil 3.14, Sekil 3.15).

Sekil 3.14. Acetamiprid’in farkli konsantrasyonlarina 96 saat maruz kalan larvalarda gézlenen
bazi anomaliler a. Kontrol, b,c,d,f. Kuyruk egriligi+kuyruk ucunda kirilma, e. anormal pig.+k.e,

Bar =1 mm
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Sekil 3.15. Acetamiprid’in farkli konsantrasyonlarina 96 saat maruz kalan larvalarda gozlenen
bazi anomaliler g,h,1. Kuyruk egriligi+6dem, j. Kuyruk egriligi+kuyruk ucunda kirilma, Bar =1
mm
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4. TARTISMA VE SONUC

Yasamin var olusundan itibaren canlilar ile yasadiklari ¢evre arasinda
muazzam bir ekolojik denge s6z konusudur ve yasamin devamliligi igin
ekosistemdeki bu dogal dengenin stabil tutulmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Dogadaki dengeyi sabit tutan donglide her canli grubunun g¢esitli gorevleri
olmakla birlikte amfibiler son derece kritik bir basamakta yer almaktadir. Fakat
son yillarda diinya genelinde amfibi Oliimlerindeki artis ve amfibi
populasyonundaki azalma dikkat cekici boyutlara ulagsmistir (Li et al., 2016;
Wagner et al., 2017; Xu and Huang, 2017; Hrynyk et al., 2018). Amfibilerin,
Ozellikle tUreme donemlerinde, sucul ortamdaki Kkirleticilerden etkilenme
olasiliklarinin yiikksek olmast bu konuya bilimsel agidan yogunlasiimasi
gerekliligini ortaya ¢cikarmistir (Sayim, 2008; Robinson et al., 2017; Wagner et al.,
2017).

Neonikotinoidler son 30 yildir diinya g¢apinda giderek artan miktarda
kullanilan  bir insektisit grubudur. Neonikotinoid insektisitlerin  suda
¢oziiniirligiiniin fazla olmasi nedeniyle su kaynaklarina yiiksek oranda karigtigi ve
bu suretle suda yasayan hedef dis1 organizmalar i¢in tehlike olusturabilecegi
bildirilmistir (Beketov and Liess, 2008; Kocaman and Topaktas, 2007).
Amfibilerin iireme i¢in sirkiilasyon imkani olmayan si1§ ve durgun su
birikintilerini tercih etmesi, 6zellikle embriyonik ve larval donemde suya karisan
pestisitlere yogun Olcliide maruz kalmasina neden olmaktadir. Buna ragmen
yeryliziindeki su kaynaklarina karsma oram1 yiiksek olan neonikotinoid
insektisitlerin amfibiler {izerindeki toksik etkileri ile ilgili ¢alisma sayist oldukga

sinirlidir.

Bu c¢alismada, FETAX toksisite test prosediirii kullanilarak, neonikotinoid
bir insektisit olan Acetamiprid’in Xenopus laevis embriyo ve larvalari {izerindeki
akut, kronik ve teratojenik etkileri ortaya konmustur. Acetamiprid hedef secici
0zelligi nedeniyle siklikla tercih edilen bir tarim ilact olup sulak alanlara ciddi
oranlarda karigmaktadir. Acetamiprid’in hedef dis1 organizmalar {izerindeki toksik
etkileriyle ilgili ¢alisma sayis1 oldukg¢a sinirlidir (Singh et al., 2012; Van Der
Sluijs et al., 2013). Ayrica EPA’nin bildirisine gore ¢evredeki kirletici maddelerin


http://biblioteca.versila.com/?q=van+der+Sluijs%2C+J.+P.&dc=author
http://biblioteca.versila.com/?q=van+der+Sluijs%2C+J.+P.&dc=author
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sucul ekosistemdeki organizmalar iizerindeki etkilerinin arastirilmasi i¢in amfibi

larvalart gibi duyarli organizmalarin kullanilmas1 6nem tagimaktadir (EPA, 1996).

Onceki calismalar incelendiginde, neonikotinoidler ile yapilan kronik
toksisite testlerinin ¢ok az oldugu, bu pestisitlerin genel olarak akut etkilerinin
arastirildig1 belirlenmistir. Neonikotinoid insektisitlerin bazi sucul organizmalar
izerindeki toksik etkileri iizerine yapilan caligmalarla, farkli tiirler i¢in bir¢ok
neonikotinoid insektisitin LC50 degerleri tespit edilmistir. Neonikotinoid grubu
bir insektisit olan Thiakloprid’in gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) i¢in
LC50 degeri 30.5 mg/L bulunurken, ayni insektisitin zebra baligi Danio rerio
iizerindeki 96 saatlik LC50 degeri 19.7 mg/L olarak belirlenmistir (Schmuck,
2001; Osterauer ve Kohler, 2008). Neonikotinoid insektisitler grubundan
Clothianidin, Dinotefuran, Thiamethoxam’in Lepomis macrochirus tiirii
tizerindeki 96 saatlik LC50 degerleri sirasiyla; 117 mg/L, >99.3 mg/L, >114 mg/L
olarak belirlenmistir. Ayn1 ¢calismada gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
tizerindeki 96 saatlik LC50 degerleri, Clothianidin i¢in 105 mg/L, Dinotefuran
icin > 99.5 mg/L / ve Thiamethoxam i¢in >100 mg/L olarak bulunmustur (Barbee
and Stout, 2009). 2004 yilinda yapilan bir ¢alismaya goére yine neonikotinoid bir
insektisit olan Imidacloprid’in Rana nigromaculata iizerindeki 96 saatlik LC50
degeri 129 mg/L, Rana limnocharis iizerindeki 96 saatlik LC50 degeri ise 82
mg/L olarak tespit edilmistir (Feng et al., 2004).

LC50 degeri tiirlere gére ve hatta ayni tiirtin farkli gelisim evrelerine gore
farklilik gosterebilmektedir. 1990 yilinda yapilan bir ¢alismada Lindane’in Rana
temporaria larvalar igin 48 saatlik LC50 degerinin 5.88 mg/L, tath su balig
Gambusia affinis i¢in ise ayni1 degerin 0.10 mg/L oldugu belirlenerek Gambusia
affinis tiiriiniin bu insektisite karsi daha hassas oldugu belirtilmistir (Thybaud,
1990). Malathion’un bir amfibi tiirii olan Rana ridibunda iizerindeki toksik
etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada ise %25°lik Malathion preparatinin 21. evre
R. ridibunda larvalar1 iizerindeki 96 saatlik LC50 degeri 28.84 ppm olarak
hesaplanirken ayni tiirin 25. evre larvalarn {izerindeki LC50 degeri 18.60 ppm

olarak hesaplanmistir (Sayim, 1998).
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Bu ¢aligmada Acetamiprid’in 96 saatlik LC50 degeri X. laevis embriyo ve
larvalar i¢in sirasiyla 45.52 ve 68.76 ppm olarak belirlenmistir. Bu degerlere
bakildiginda; Acetamiprid’in 46. evre X. laevis larvalar igin hesaplanan LC50
degerinin, embriyolar ic¢in hesaplanan de8erden daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu durum X. laevis embriyolarinin Acetamiprid’e karst 46. evre
larvalarina nazaran daha hassas oldugunu gostermektedir. Amfibilerin embriyonik
donemde toksik maddelere karsi daha hassas oldugunu gosteren ¢ok sayida
calisma mevcuttur. X. laevis tiiriiniin 8. evredeki embriyolarinin Nano-TiO;’ye
karsi ayni tiirlin 46. evre larvalarina gore daha hassas oldugu bildirilmistir.
Calismada; 80 ppm Nano-TiO;’nin embriyolarda % 12.5, larvalarda ise % 6.25
oraninda Oliime neden oldugu belirlenmistir (Birhanli et al., 2014). Benzer
sekilde; B. arenarum embriyolarinin (blastula safhasi), larvalarina gore Fenol’lin
toksik etkilerine karsi ¢ok daha hassas oldugu rapor edilmistir (Paisio et al.,
2009). Bir baska calismada Rhinella arenarum (Anura; Bufonidae) tiiriiniin
blastula safhasindaki embriyolar1 ve 25. evre larvalar iizerinde Epichlorohydrin
maddesinin 72 saatlik LC50 degerleri hesaplanmis ve Epichlorohydrin’e kars1 R.
arenarum embriyolarinin, larvalarindan daha hassas oldugu belirtilmistir (Hutler
et al., 2013). Bir amfibi tiirii olan Bombina bombina embriyo ve larvalari
kullanilarak Trifluralin toksisitesinin tesbiti amaciyla gerceklestirilen bir baska
calismada da; embriyolar ve larvalar i¢in hesaplanan 120 saatlik LC50 degeri
sirastyla, 9.40 ve 11.80 ppm olarak belirlenmis ve tiiriin embriyolarinin larvalarina
oranla Trifluralin’e kars1 daha hassas oldugu belirtilmistir (Sayim, 2010). Benzeri
daha bircok calismada karsilasilan, embriyonik doénemdeki hassasiyetin bu
donemde olusumsal aktifligin ve hiicre farklilagsmasinin yiiksek diizeyde olmasiyla

ilgili olabilecegi bildirilmistir (Pérez-Coll and Herkovits, 2004).

Bu caligmada; embriyo ve larvalar kullanilarak yapilan akut toksisite
testlerinde, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, konsantrasyon artigina paralel
olarak uygulama grubu bireylerin viicut uzunluklarinda istatistiksel olarak anlamli
bir azalma tesbit edilmistir. Ayrica embriyo testleri sonunda tiim kontrol grubu
larvalar 46. gelisim evresine ulagmasina ragmen Acetamiprid uygulanan bireylerin
46. evreye ulasamayip daha erken gelisim evrelerinde kaldiklar1 belirlenmistir.
Biitiin bu sonuglar degerlendirildiginde; Acetamiprid’in X. laevis embriyo ve

larvalart {izerinde biiyiimeyi ve gelisimi inhibe edici bir etki gdsterdigi
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sOylenebilir. Benzer sekilde, X. laevis embriyolar1 kullanilarak yapilan bir baska
aragtirmada Allyl isothiocyanate uygulamast sonucu larvalarin viicut
uzunluklarinda 6nemli derecede azalma tesbit edilmistir. Allyl isothiocyanate
konsantrasyonu arttik¢a larvalarin viicut uzunluklarimin orantili olarak azalma
gosterdigi; buna baglh olarak Allyl isothiocyanate maddesinin X. laevis
embriyolar1 ilizerinde biiyiimeyi yavaslatict bir etkiye yol actigi belirtilmistir

(Williams et al., 2015).

Bu c¢alismada Acetamiprid’in teratojenik indeks (TI) degeri 1.68
hesaplanmis olup, Acetamiprid’in X. laevis embriyolari iizerinde dnemli derecede
teratojenik ekiye sahip oldugu sonucuna varilmistir. ASTM (1998)’e gore bir
maddenin teratojenik indeks (TI) degerinin 1.50 ve ilizerinde olmasit o maddenin
teratojenik potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Gibberellik asit’in X.
laevis embriyolar1 iizerindeki teratojenik indeks degeri (TI) 1.69 olarak
hesaplanmis ve Gibberellik asit’in X. laevis embriyolar1 iizerinde toksik ve
teratojenik etkisi bulundugu belirtilmistir (Boga et al., 2009). Genel olarak
teratojenik etkili maddelerin amfibiler iizerinde malformasyonlara neden oldugu

bilinmektedir (Gardner et al., 2016; Parker and Rayburn, 2017).

Bu ¢aligmada; embriyo ve larvalar kullanilarak yapilan akut toksisite testi
sonunda Acetamiprid’in farki konsantrasyonlarina maruz kalan bireylerde degisen
oranlarda ¢esitli malformasyonlar ortaya ¢iktig1 gozlenmistir. Stereo mikroskop
altinda tesbit edilen bu malformasyonlar; kuyruk malformasyonlari, 6demler, géz
anomalileri, mikrosefali, depigmentasyon (anormal pigmentasyon), anormal
bagirsak gelisimleri seklindedir. Konsantrasyon artisiyla birlikte malformasyon

oraninda ve siddetinde ciddi oranda bir artis goriilmektedir.

Larval toksisite testi sonucunda goriilen malformasyon cesidi ve siddeti
embriyo testine gore daha az olmustur. Bu durum X. laevis larvalarinin
embriyolarina gore Acetamiprid’den etkilenme oraninin daha diisiik oldugu

bulgumuzu dogrular niteliktedir.
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Larva testinde Acetamiprid’in neden oldugu malformasyonlar goriilme
sikligina gore; kuyruk egriligi+kirik kuyruk, kuyruk egriligi+6dem ve anormal

pigmentasyon seklindedir.

Tim deneme dikkate alindiginda kuyruk malformasyonlart ve
depigmentasyon en fazla goriilen malformasyon tipi olarak dikkat c¢ekmistir.
Hayatta kalan larvalardan % 10.71’inde bu iki tip malformasyona rastlanmstir.
Larvalarda % 6.63 oraninda ise gbz anomalisi tespit edilmis olup bu anomaliler
cogunlukla bir ya da iki goziin birden gelismemesi, goz yuvarlaginin
tamamlanmamasi ya da gz yuvarlagi biciminde bozukluklar; 6rnegin oval bigimli
g0z yuvarlagi ve goz yuvarlaginin etrafinda lekeler olarak gézlenmistir. Hayatta
kalan larvalarda ¢oklu malformasyon orant % 13.78 olarak belirlenmistir. Coklu
malformasyon gosteren bireylerde ileri derecede sekil bozukluklari, bazi
bireylerde kuyruk gelisiminin olmamasi gibi siddetli anomalilerin yani sira
mikrosefali, g6z anomalisi, kuyruk anomalileri ve 6dem gibi bozukluklar birlikte
goriilmiistiir. Ozellikle mikrosefali anomalisi ¢oklu malformasyon gdsteren tiim
larvalarda goriilmiis olup bu malformasyonun uygulanan maddenin sinir
sisteminde bir gelisim geriligine yol agmasi sonucu ortaya ¢ikmis olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu olusum amfibilerle yapilan toksisite testlerinde siklikla

karsilagilan bir durum olarak bilinmektedir (Hauptman et al., 1993;

Pekmezekmek, 2004).

Amfibiler ile yapilan toksisite testlerinde bu ¢alismada karsilasilan yukarida
sOzii gecen anomalilerin goériilme sikhigi oldukga fazladir. Xenopus laevis
embriyolarmma Glyphosate uygulamasi sonucu goézlenen teratojenik etkilerin
arastirlldigt bir calismada da g¢alismamizdakine benzer sekilde konsantrasyon
artis1 ile paralel olarak malformasyon oraninda artis tespit edildigi bildirilmistir.
Ayni calismada gozlenen bazi malformasyonlar da ¢alismamizda karsilastigimiz
malformasyonlardan olan, 06dem, g6z anomalileri, anormal bagirsak
kivrimlanmalari, mikrosefali seklinde belirtilmistir (Bonfanti et al., 2018). Bir
bagka calismada Triphenyltin’in Xenopus tropicalis embriyolar1 {izerinde
teratojenik etkiler gosterdigi ve larvalarda kuyruk egriligi, géz anomalileri,
anormal pigmentasyon gibi malformasyonlara neden oldugu belirtilmistir (Yu et

al., 2011). Bufo arenarum embriyolar1 iizerinde teratojenik etki gosterdigi



58

belirlenen Fenol’iin de larvalarda Odem, anormal pigmentasyon ve goz
anomalileri gibi benzer malformasyonlara sebebiyet verdigi rapor edilmistir
(Paisio et al., 2009). Tarim alanlarinda sik kullanilan bir herbisit olan Trifluralin’e
maruz birakilan Bombina bombina embriyo ve larvalarinda da 6dem, kuyruk
egriligi, anormal barsak kivrimlanmasi gibi birgok morfolojik anomali
gozlenmistir (Sayim, 2010). Gibberellik asit’in X. laevis embriyolari iizerinde
olusturdugu malformasyonlar arasinda konsantrasyon artisina bagli olarak artis
gosteren; mikrosefali, kuyruk malformasyonlari, 6dem, bagirsak anomalisi ve g6z
anomalileri sayilmistir (Boga et al., 2009). Bu bulgular ¢calismamizdaki bulgularla

benzerlik gostermektedir.

Ayrica 45 ppm ve iistiindeki konsantrasyonlara maruz kalan larvalarda ters
yiizme, donerek ylizme, suyun iistiinde hareketsiz ve ters olarak durma gibi
davranis bozukluklar1 gbéze ¢arpmaktadir. Bu davramis degisiklikleri
Acetamiprid’in ndrotoksik etkilere yol a¢tigini diisiindiirmektedir. Neonikotinoid
insektisitlerin etki mekanizmasinin sinir sistemi {izerine olmasi da ¢alismamizda

gbzlenen ndrotoksik bulgular1 agiklamaktadir.

Ekosistemde canlilarin zararli maddelerin yiiksek dozlarina kisa stireli
maruziyeti nadir olarak rastlanan bir durumdur. Dogal dongii igerisinde
organizmalarin xenobiyotiklerin nispeten diisiik dozlarina uzun miiddet maruz
kaldig: bilinmektedir. Bu baglamda zararli maddelerin ekosistemdeki etkilerini
belirleyebilmek amaci s6z konusu oldugunda kronik toksisite testlerinin degeri
ortaya ¢ikmaktadir. Bu amag dogrultusunda bu ¢alismada Acetamiprid’in X. laevis

embriyo ve larvalar lizerindeki uzun siireli etkileri de arastirilmistir.

Kronik denemelerin gergeklestirildigi 14 giinliik siirenin sonunda hem
embriyo testinde hem de larva testinde kontrol grubu ve uygulama gruplarinin
Olim oranlar1 arasinda istatistiksel olarak onemli bir farklilik goriilmemistir.
Ayrica bu denemelerde uygulama grubu bireylerde herhangi bir anomali de tesbit

edilmemistir.

Blastula sathasindaki embriyolar ve 46. evredeki larvalar kullanilarak

gerceklestirilen denemelerde; Acetamiprid’in diisiik konsantrasyonlarda uzun
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stireli maruziyetinin X. laevis embriyo ve larvalarinin biiyiimesi tizerinde herhangi
bir olumsuz etkiye yol agmadigi aksine biiyiimeyi indiikledigi belirlenmistir. Bu
durum Acetamiprid’in diisiik konsantrasyonlarda X. laevis embriyo ve larvalari
tizerinde hormetik etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Hormetik etki 6zellikle
pestisitlerle yapilan toksisite caligmalarinda siklikla karsilagilan bir durumdur.
Hormesis bir maddenin yliksek konsantrasyonlarmin biiyiimeyi inhibe eden
etkisine karsin diisiik konsantrasyonlarmmin biiylime iizerinde olumlu etki
gostermesi seklinde aciklanan bir doz-cevap iliskisi olarak bilinmektedir. Toksik
maddelerin yasam tizerinde hem destekleyici hem de yok edici iki zit etkiye sahip
olmasi ilgi ¢ekici bir durum olmakla birlikte 6zellikle son donemlerde siklikla
arastirma konularina dahil edilmeye baslanmistir. Hormesis mekanizmasinin
toksik bir maddenin diisiik dozlar ile karsilasildiginda aktifleserek canliya adaptif
bir 6zellik kazandirdigr ve bu adaptif cevabin bazi 6zel koruyucu proteinler ve
antioksidan enzimler tarafindan saglandigi bilinmektedir. Hormetik cevap
yasamin devamliligin1 saglamak amacli gelismis bir mekanizmadir ve hiicredeki
cogalma/biiyiime faktorlerinin sentezinin arttirilmasini saglamaktadir. Mekanizma
bu sekilde diisik dozlardaki stres faktorlerinin varliginda canlinin hayatta

kalmasini desteklemektedir (Kisim ve Uzunoglu, 2012).

Gelisimsel siirecteki epigenetik adaptasyonun temelinin stresle olusan
hormetik cevaba ait mekanizmalar tarafindan olusturuldugu diisiiniilmektedir.
Ornegin agir fiziksel hareketlerin hiicreyi yapisal ve fonksiyonel olarak tehdit
eden reaktif oksijen ve azot tlirevlerinin iiretiminde artisa yol agmasina ragmen;
hafif diizeyde yapilan fiziksel hareketlerin, viicut i¢in yararli oldugu ve
hastaliklardan korudugu bilinmektedir. Ayrica hormetik cevabin epigenetik
hafizanin olusumunda rol oynadigi da bilinmektedir. Bitkilerde daha &nceden
kazanilmis olan ve hiicre boliinmesi ile kalitilan stres hafizasinin, stres
durumlarinda devreye girerek epigenetik hafizay: tetikledigi ve bitkilerin ileride
karsilagabilecekleri stres durumlariyla bas etmelerini sagladig tespit edilmistir

(Marchant, 2008; Kisim ve Uzunoglu, 2012).

Hormetik etkinin ilk bakista olumlu bir 6zellik gibi goriilmesine ragmen
canlilar i¢in olumsuz bazi durumlara yol agabilecegi de belirtilmistir. Diisiik doz

stimiilasyonunun hiicre proliferasyonuna neden olarak prostat gibi organlarda
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bliyimeye, ayn1 yolla gozde retina ayrilmalarma ve baz1 zararh
mikroorganizmalarin ¢ogalmasina yol actig1 bilinmektedir (Randall et al., 1947;

Garrod, 1951; Chueh et al., 2001; Wu et al., 2002; Calabrese, 2010).

Bir¢ok maddenin diisiik konsantrasyonlarmin c¢esitli canlilar {izerinde
hormetik etki gosterdigini kanitlayan ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Calismamizi
destekler sekilde ZnO ve CuO nanopartikiillerinin diisiik konsantrasyonlarda X.
laevis larvalarinin gelisim ve metamorfozu tizerinde pozitif yonde bir etkiye yol
actig1, uygulama konsantrasyonlarinda yapilan viicut Olgiimlerinin kontrol
grubuna oranla artig gosterdigi, bu durumun muhtemelen hormetik etkiden
kaynaklandigi belirtilmistir (Nations et al., 2010; Nations et al., 2011). Nif
cayindan alinan su ve sediment Orneklerinin Daphnia magna tiirii tizerindeki
etkilerini gbzlemlemek i¢in yapilan bir ¢alismada canlida iireme artisina neden
olan konsantrasyonlarin hormetik etkiye neden oldugu rapor edilmistir (Parlak et
al., 2010). Mevcut ¢alismada da kullanilmis olan Acetamiprid’in Rana temporaria
tirii iizerindeki etkisini incelemek tizere gerceklestirilen bir calismaya gore;
Acetamiprid’in yiiksek konsantrasyonlarinin biiyiimeyi yavaglatan bir ozellik
gostermesine ragmen diisiik konsantrasyonlarda larvalarin biiylimesi {izerinde
olumlu bir etki gdstererek, hizli biiylimeyi indiikledigi ve bu konsantrasyonlarda
tutulan larvalarin kontrol grubuna oranla viicut uzunluklarinin daha fazla oldugu
belirlenmistir. Diislik konsantrasyonlarin sebep oldugu hizli biiyiimenin hormesis
olay1 ile aciklanabilecegi belirtilmistir (Tegowska et al., 2004). Aymi ¢alismada
biiylimedeki bu pozitif etkinin Acetamiprid’in tiroid bezi fonksiyonunda meydana
getirdigi baz1 degisiklikler nedeniyle olabilecegi agiklanmistir. Amfibilerde
tiroksin hormonunun biliylime ve metamorfoz iizerinde Onemli rolii oldugu
bilinmektedir (Tegowska et al., 2004). Yine bir amfibi tirii olan Hypsiboas
pulchellus larvalarinin Cr (VI) ile kronik maruziyeti sonucu larvalarin biiyiime
oraninda artis meydana geldigi ve bu durumun hormesis ile baglantili olabilecegi
rapor edilmistir (Natale et al., 2006). 2017 yilinda kursunun (Pb2+) Bufo
gargarizans embriyolar1 iizerindeki olmusuz etkilerini arastirmak i¢in yapilan bir
calismada ise kursunun yiiksek konsantrasyonlarda biiyiime ve gelisimi geciktirici
etki gosterirken diisiik konsantrasyonlarinin biiylime ve gelismeyi arttirici etkiye
yol actigr bildirilmistir. Diisiik konsantrasyonlara maruz birakilan larvalarin

olgiilen viicut uzunluklarinin kontrol grubuna oranla artig géstermesinin olas1 bir
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hormetik etkiden kaynaklanmis olabilecegi belirtilmistir (Chai et al., 2017). Bu
sonuclar mevcut calismadaki bulgular1 destekler niteliktedir. Ayrica neonikotinoid
insektisitlerden biri olan Imidacloprid’in yaprak biti Aphis glycines tiirii iizerinde
yiikksek konsantrasyonlarda tiremeyi azaltici, diisiik konsantrasyonlarda ise
tiremeyi arttirict etki gosterdigi belirlenmis ve bu durum Imidacloprid’in hormetik

etkisi olarak tanimlanmistir (Qu et al., 2015).

Sonu¢ olarak yapilan bu caligmada, neonikotinoid bir insektisit olan
Acetamiprid’in X. laevis embriyo ve larvalari {izerinde yiiksek konsantrasyonlarda
toksik ve teratojenik etkileri oldugu fakat bu pestisitin diisiik konsantrasyonlarinin
ayn1 canlida hormetik adaptasyonu tetikleyerek biiylime iizerinde uyarici bir etki
gosterdigi saptanmistir. Calisma ayn1 maddenin farkli konsantrasyonlarda degisik
etkilerini gostermesi nedeniyle c¢evresel toksikoloji agisindan Onem arz

etmektedir.

Bu sonuglar baglaminda Acetamiprid etken maddeli ilaglarin kullaniminin
kontrole tabi tutulmas: ve bu ilaglarin kullanimmna belli bazi siirlandirmalarin

getirilmesi ekosistem saglig1 acisindan tavsiye edilebilir niteliktedir.
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