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Bu ¢alismada sulfoxaflor (SFX) insektisitinin zebra baligi embriyo ve larvalarinda gelisimsel toksisitesi ve
davranis lizerine etkileri arastirildi. Zebra baligi embriyo-larvalarina 96 saat boyunca farkli dozlarda (1, 10 ve 50
ppm) sulfoxaflor maruz birakilmis ve hayatta kalma orani, koryondan c¢ikis orani ve morfolojik degisiklikler gibi
gelisimsel toksisite gostergesi olan parametreler incelendi. Ayrica zebra baligi larvalarinda 96. saatte davranis
Gzerine sulfoxaflor'un etkileri locomotor akitive (toplam mesafe ve hiz) ile belirlendi. Sonuglar, SFX
maruziyetinin embriyo koryondan c¢ikisinda gecikmeye ve 6zellikle 50 ppm uygulama grubunda embriyo-
larvalarda 6limlerinde 6nemli bir artisa yol actigi belirlendi. SFX doza bagl olarak farkli malformasyonlara
(perikardiyal 6dem, besin kesesi 6demi, omurga ve kuyruk deformasyonu, kiigiik g6z olusumu) neden oldugu
gozlemlendi. SFX maruziyeti 96. saatte davranis testinde 50 ppm uygulama grubunda toplam mesafe ve hizin
o6nemli oranda artarak larvalarda hiperaktiviteye sebep oldugu gorildi. Bu ¢alisma, sulfoxaflorun suda yasayan
organizmalar Gizerindeki potansiyel toksik etkilerini degerlendirmek icin veri saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Zebra baligi, Sulfoxaflor, davranis, malformasyon.

Effects on Developmental Processes and Behavior in Zebrafish Embryos and Larvae
Exposed to Sulfoxaflor

ABSTRACT

In this study, the developmental toxicity and behavioral effects of sulfoxaflor (SFX) insecticide in
zebrafish embryos and larvae were investigated. Zebrafish embryo-larvae were exposed to different doses of
sulfoxaflor (1, 10, and 50 ppm) for 96 hours, and parameters indicative of developmental toxicity such as
survival rate, chorion exit rate, and morphological changes were examined. In addition, the effects of
sulfoxaflor on the behavior of zebrafish larvae at the 96th hour were determined by locomotor activity (total
distance and speed). Results showed that SFX exposure caused a delay in embryo chorion exit and a significant
increase in embryo larvae mortality, especially in the 50 ppm administration group. It was observed that SFX
caused different malformations (pericardial edema, yolk sac edema, and spine and tail deformation, small eye
formation) depending on the dose. In the behavioral test at 96th hour of SFX exposure, it was observed that
the total distance and speed increased significantly in the 50 ppm application group, causing hyperactivity in
the larvae. This study will provide data to evaluate the potential toxic effects of sulfoxaflor on aquatic
organisms.

Key words: Zebrafish, Sulfoxaflor, behavior, malformation.
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GIRIS

Sentetik insektisitlerin hedef olmayan organizmalar tzerindeki etkisi, giderek artan bir kiresel sorundur
(Pan ve ark., 2017). Neonikotinoid insektisitler, kiresel bocek ilaci pazarinin %25'ini olusturmakta ve
kullanimlari dinya c¢apinda artmaktadir (Borsuah ve ark., 2020). Neonikotinoid insektisitler, bdcek sinir
sistemini etkiler ve merkezi sinir sisteminde sinaptik iletimde ©6nemli rol oynayan nikotinik asetilkolin
reseptorleri (nAChR'ler) bloke ederek 6liimlere neden olur (Jeschke ve ark., 2011). Neonikotinoid insektisitlerin
kimyasal yapilari suda yliksek oranda ¢6zUinur olduklarini ve topraktan akis ve sizinti yolu ile sucul ekosistemlere
ulasarak hedef olmayan sucul canlilarda toksisiteye neden olabilir (Hladik ve ark., 2014; Duchet ve ark., 2022).
Sulfoxaflor (SFX), boceklerde nAChR’ler lzerine etki eden bir mekanizma ile gérev yapan silfoksimin grubu
iceren dordinci nesil neonikotinoid insektisittir (Ellis-Hutchings ve ark., 2014). SFX, sulfoksimin grubu
icerdiginden, diger neonikotinoidlerle karsilastirildiginda benzersiz bir yapi-aktivite iliskisine sahip insektisittir
ve boceklerin nAChR'lerinde diger neonikotinoidler ile ayni iken farkli canlilarda nAChR'lerle etkilesime girerken
diger neonikotinoidlerden farkli etkileri oldugu gorilmustir (Zhu ve ark., 2011).

Sulfoxaflorlarin ari, karinca, solucan ve fare gibi birgok canlida yiiksek toksik etkilerinin oldugu yapilan
calismalarda ortaya konulmustur (Pan ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2020; Piner Benli ve ark., 2021c; Cheng ve
ark., 2023). Sulfoxaflor insektisitinin sucul canlilardaki toksik etkilerini ortaya koyan calismalarda olmakla
birlikte yine de bu calismalar sulfoxaflor insektisitin sucul canhlardaki etkilerinin daha detayli anlasilabilmesi icin
yeterli olmadigini disiindirmektedir (Damasceno ve ark., 2021; Gauthier ve Mabury, 2021; Liu ve ark., 2021;
Piner Benli ve Celik, 2021a, b; Deng ve ark., 2022). Sulfoxaflor, zebra baliginin (Danio rerio) solungaglarinda
oksidatif strese ve glutatyon (GSH) ile ilgili antioksidanlarin aktivasyonuna neden olmustur (Piner Benli ve Celik,
2021a). Akut sulfoxaflor maruziyeti sonrasi zebra baliginin beyin ve kas dokularinda asetilkolinesteraz (AChE)
enzim aktivitesinin arttig gériilmus ve bu sonuglar sulfoxaflorun sucul canlilar igin néroaktif bilesik olarak kabul
edilebilecegini gostermistir (Piner Benli ve Celik, 2021b). Benzer sekilde rac-sulfoxaflor insektisitleri zebra
baliklarina 96 saat maruz birakildiginda AChE enziminde inhibisyona neden oldugu bildirilmistir (Deng ve ark.,
2022). Farkh sucul canlilarda sulfoxaflor toksik etkilerine bakildiginda; yengeclerde (Carcinus maenas)
silfoksaflor konsantrasyonlarindaki artisla birlikte daha dusiik detoksifikasyon kapasitesi (GSH: glutatyon-s-
transferaz enziminde azalma), lipit peroksidasyonu seviyelerinde artis ve davranis lizerinde olumsuz etkileri
(daha yuksek hareketlilik ve daha az yem alimi) oldugu goérulmustir (Damasceno ve ark., 2021). Sucul
ekosistemlerde besin zinciri icin dnemli bir organizma ve bioindikatér olan Daphnia magna 7 giin sulfoxaflora
maruz birakildiginda canlida oksidatif strese (sUperoksit dismutaz and glutatyon-s-transferaz enzim
aktivitelerinde azalma) neden oldugu belirlenmistir (Sevgiler ve Atli, 2022).

Bu calismada secilen zebra baligi (Danio rerio) embriyo ve larvalari, gelisimsel toksisite ve ekotoksikolojik
calismalarda en yaygin kullanilan model organizmalardandir (Dhasmana ve ark., 2021; da Silva Brito ve ark.,
2022; Kokturk ve ark., 2022). Bu model canlinin siklikla kullanilmasinin nedenleri embriyonik dénemde optik
seffaflik, yiiksek dogurganlk orani, kisa embriyonik periyoda sahip olmasi ve dis dollenme gostermesi ve insan
genomu ile %70 oranda homolog gene sahip olmalaridir (Howe ve ark., 2013; Bootorabi ve ark., 2017; Lai ve
ark., 2021). Zebra baligi embriyo ve larvalari, 6zellikle insektisit ve herbisitlerin, toksik etkilerinin hizli ve kolay
belirlenmesine olanak saglamaktadir (Lee ve ark., 2021; Wang ve ark., 2022; Sulukan ve ark., 2023).

Sulfoxaflor icin hedef olmayan sucul canlilarin embriyonik gelisimi Uzerine etkilerini belirleyen bir
calismaya rastlanmamistir. Calismamizda sulfoxsaflor’'un zebra baligi embriyo ve larvalarinda gelisimsel
sireclere etkilerinin ve sinir sistemini etkiledigi bilinen bu insektisitin davranis Gzerine etkilerinin belirlenmesi
amaglanmaktadir.

MATERYAL ve METOT
Kimyasallar

Breaker™ 240 SC adli ticari olarak satin alinan sulfoxaflor (SFX) Tarkiye'deki bir distribitor sirketten
temin edilmistir (Dow Agro Sciences, istanbul, Tiirkiye). Bu insektisitin 1 litresinde 240 g SFX aktif maddesi
icermektedir. Diger kullanilan tiim kimyasallar Merck ve Sigma-Aldrich firmalarindan satin alindu.

Model Organizma: Zebrafish Besleme ve Bakim

Denememizde kullandigimiz embriyolarin alindig1 yetiskin zebra baliklarinin Atalari Oregon Eyalet
Universitesi'nden (ABD) temin edilmis yabani tip AB genotipli zebra baliklari (Danio rerio) olup Atatiirk
Universitesi Su Uriinleri Fakiltesi Akuatik Biyoteknoloji Laboratuvarinda kontrollii kosullar altinda
tutulmaktadir. Bu birimdeki zebra baligi yetiskinleri 10 saat karanlik, 14 saat stk fotoperiyodunda
tutulmaktadir. Gunlik iki kez artemina ve pul yem ile beslenen bu canhlar 28+1 °C sicaklikta bakilmaktadir
(Sulukan ve ark., 2023). Calismamizda embriyo elde etmek icin calismadan bir giin 6nce son yapilan
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yemlemeden 1 saat sonra yetiskin disi ve erkekler yumurtalatma kaplarina aralarinda bir bariyer yerlestirilerek
koyuldu. Sabah saatlerinde zebra baligi sistem isiklari acgildigi anda yumurtlatma kaplari arasindaki bariyer
kaldirildi ve yumurtlama basladi. Yumurtalara alinarak E3 soliisyonu (embriyo besin ortami: 5 mM NacCl, 0.17
mM KCl, 0.33 mM CaCl,, 0.33 mM MgS0O,, %0.01 methylene blue) icerisinde deneme baslatilana kadar tutuldu
(Westerfield, 2007). Calismamiz 96. saatte sonlandirildi ve 120 saatten kiiglk zebra baligi larvalari kullaniligi igin
bu ¢alismada herhangi bir etik izin gerektirmez (Direktif 86/609/EEC ve AB Direktifi, 2010/63/EU).

Sulfoxaflor Maruziyeti

Calismamizda kullanmak tizere embriyolar stereomikroskop (Zeiss, Discovery V12) altinda incelenerek
saglkli ve doéllenmis embriyolar alinarak denemelerde kullanildi. Deneme fertilizasyondan sonraki 4. saatte
baslatilarak 96 saat boyunca devam ettirildi. Her grup icin 35 embriyo kullaniimis olup deneme 3 kez
tekrarlandi. Zebra baligi embriyo ve larvalari 96 saat siireyle 1, 10 ve 50 ppm sulfoxaflor’a maruz birakildi. SFX
dozlari daha o6nce yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore belirlendi (Piner Benli ve Celik, 2021b). Dozlar 1000
ppm olarak hazirlanan SFX stok solisyonundan seyretilerek hazirlandi. Stok sollisyonu saf su ile seyreltilen
dozlar ise E3 sollisyonu ile hazirlandi. Calisma petri kaplarinda yapilmis olup tiim sollisyonlar 24 saatte bir (yari-
statik) degistirildi. Calisma 28 °C sicaklikta strdarild.

Hayatta Kalma Orani, Koryondan Cikis Basarisi ve Morfolojik Degisimler

Zebra baligi embriyo ve larvalari lGizerinde SFX toksisitesini degerlendirmek icin embriyo ve larva hayatta
kalma orani belirlemek igin 24-96. saatler arasinda 6liimler kaydedildi. Embriyolarin koryondan cikis basarilari
hesaplamak igin 48-96. saatler arasinda yumurtadan ¢ikan larvalar kaydedildi. Morfolojik degisiklikler ise tiim
deneme boyunca (24-96. saat aralig1) giinliik olarak mikroskop altinda incelendi ve malformasyonlu embriyo ve
larvalar fotograflandi (Koktiirk, 2022).

Larva Lokomotor Davranis Testi

Larvalarin lokomotor aktivite analizini yapmak igin, her gruptan rastgele segilen 16 adet (2 tekrarh) 96
hpf larva kullanildi. Larvalar, kuyucuk basina bir larva olacak sekilde 1 ml saf su ile 48 oyuklu hiicre kiltirt
plagina vyerlestirildi. Plak hazirlandiktan sonra, sicaklik kontrol Unitesi ile sicakligi 28.5 °C'ye ayarlanan
DanioVision (Noldus) gézlem odasina yerlestirilerek larvalarin hareketi 50 dakika siire boyunca kaydedildi.
Sonrasinda her bir larvanin 50 dakikalik kayit siiresi boyunca kat ettigi toplam mesafe ve ortalama hizlari
EthoVision (Noldus) yazilimi kullanilarak analiz edildi (Kiziltan ve ark., 2022).

istatistik Analizler
Calismamizda elde ettigimiz veriler, tekli ve ¢oklu-ANOVA varyans analizi ve ardindan Tukey testi ile
degerlendirildi. istatistiksel analizler GraphPad Prism 8 programi kullanilarak yapildi.

BULGULAR ve TARTISMA

SFX maruziyeti sonrasi zebra baligi embriyo ve larvalarda hayatta kalma orani kontrole kiyasla doza bagh
olarak anlaml bir azalma gdstermistir (Sekil 1). Ozellikle 50 ppm SFX uygulama grubunda 96. saatte larvalarin
hayatta kalma oraninin distigu (%46.7) goralmustir (Sekil 1). Yetiskin zebra baliklarinda Piner Benli ve Celik
(2021b) yapmis olduklar calismada SFX maruziyetinin hayatta kalma oraninin galismamiza benzer sekilde
azalttigl belirlemislerdir. Sudaki daha kii¢lik canlilarda SFX oldiricu etkisine bakildiginda ise Daphna magna'da
10 ug?! gibi yiiksek konsantrasyonlarda &lim oranlarinin arttigi rapor edilmistir (Hoffman, 2020). Su
ortamindaki farkli trler, SFX gibi insektisitlere karsi blyukliiklerine gére degisen hassasiyetler gdstermis olmasi
SFX insektisitinin su icinde en dislk konsantasyonlarda dahi bulunmasinin ekotoksikolojik etkilerinin 6nemli
olabilecegini ve diizenleyici yonergeler olusturulurken bu durumun goéz 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir
(Gauthier ve Mabury, 2021).
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Sekil 1. Zebra bahgi embriyo ve larvalari SFX maruziyetinden sonraki 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki hayatta kalma
orani. Veriler ortalama#S.D. olarak ifade edilmistir (****p<0.0001 ve **p<0.01).

Zebra baligi embriyolarin koryondan ¢ikis oranlari Uzerine SFX insektisitinin etkilerini gosteren bir
calismaya rastlanmamistir. Ancak neonicotinoid insektisit grubunda bulunan thiamethoxam gibi insektisitlerin
zebra baligi embriyolarinda larva ¢ikis oraninin etkilendigi bildirilmistir (Victoria ve ark., 2022). Calismamizda
kontrol ile karsilastirildiginda SFX uygulama gruplarinda (1, 10 ve 50 ppm) 48, 72 ve 96. saatlerde koryondan
¢ikisin geciktigi gorilmustur (Sekil 2). Koryondan gikis orani 96. saatte kontrol ve 1 ppm uygulama gruplarinda
%90 Uzerinde iken 10 ve 50 ppm dozlarinda sirasiyla %59.0 ve %35.2 olarak tespit edilmistir. Bazi insektisitlerin
embriyolardaki koryondan cikisi saglayan enzimleri inhibe ederek larva cikisini geciktirdigi bilinmektedir
(Pamanji ve ark., 2016; Rahman ve ark., 2020). Ayrica koryonlarin gozenek kanallarinin toksik maddeler
tarafindan tikanmasi, buradaki enzimlerin yapisini bozarak islevini etkileyebilir ve bu durum embriyolarin
gelisimini olumsuz etkileyen oksijen yetersizligine neden olabilir (Tingjun ve Zhenping, 2002).
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Sekil 2. Zebra baligi embriyo ve larvalari SFX maruziyetinden sonraki 48-96. saatler arasinda koryondan gikis
oranl. Veriler ortalamazS.D. olarak ifade edilmistir (****p<0.0001 ve **p<0.01).

Zebra baligi embriyo ve larvalarinda SFX etkisi ile cesitli malformasyonlar (bas bdlgesinde gelisimsel
anormallik, perikardiyal 6dem, besin kesesi 6demi, omurga ve kuyruk deformasyonu, kiglk gbéz olusumu)
meydana geldigi calismamizda belirlenmistir (Sekil 3, 4, 5). Bu malformasyon oranlari kontrol ile
karsilastirildiginda tim uygulama gruplarinda anlaml farkliik oldugu gortlmustir (Sekil 6). En ylksek
malformasyon orani %45 olarak 50 ppm uygulama grubunda tespit edilmistir. Benzer sekilde farkli insektisit
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turlerine maruz kalan zebra baligi embriyolarinda perikardiyal 6dem, omurga deformasyonlari ve besin kesesi
6demleri olustugu bildirilmistir (Kuder ve Gundala, 2018; Park ve ark., 2021).

Kontrol 1 ppm 10 ppm 50 ppm

24.saat

48.saat

Sekil 3. SFX maruziyeti sonrasi 24 ve 48. saatlerdeki morfolojik degisimler. Yesil ok: bas bolgesi gelisimsel
anormallik, siyah ok: kuyruk deformasyonu, sari ok: perikardiyal 6dem, mavi ok: besin kesesi 6demi. Bar: 0.5
mm.

Sekil 4. SFX maruziyeti sonrasi 72. saatteki morfolojik degisimler. Sari ok: perikardiyal 6dem, siyah ok: kuyruk
deformasyonu, mavi ok: besin kesesi 6demi, kirmizi ok: omurga deformasyonu, beyaz ok: kiigiik géz olusumu.
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Sekil 5. SFX maruziyeti sonrasi 96. saatteki morfolojik degisimler. Sari ok: perikardiyal 6dem, siyah ok: kuyruk
deformasyonu, mavi ok: besin kesesi 6demi, kirmizi ok: omurga deformasyonu, beyaz ok: kiigiik gdz olusumu.
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Sekil 6. Zebra baligi embriyo ve larvalarinda SFX maruziyeti sonrasi toplam malformasyon oranlari. Veriler
ortalamaS.D. olarak ifade edilmistir (****p<0.0001, ***p<0.001, ve *p<0.05).

SFX maruziyeti sonrasinda zebra balig larvalarinin lokomotor aktiviteleri analiz edilmistir. Elde edilen
sonuglar incelendiginde, kontrole gore kiyaslandiginda 1 ve 10 ppm SFX gruplarinda anlaml bir deigisim
gozlenmezken, en yiksek uygulama grubu olan 50 ppm SFX grubunda toplam mesafe ve hizin 6nemli oranda
artarak larvalarda hiperaktiviteye sebep oldugu goérilmustir (Sekil 7). Neonikotinoid insektisitlerin
(imidakloprid ve tiyametoksam) larvalardaki lokomotor aktiviteyi dnemli 6l¢lide etkiledigi bilinmektedir (Zhang
ve ark., 2021). Neonikotinoid insektisitlerin davranis lizerine bu etkilerinin nedeni nikotinik asetilkolin reseptdri
ve hafiza olusumuyla ilgili genleri etkilemesi olarak gosterilmistir (Christen ve ark., 2016). Yiiksek konsantrasyon
kirleticilerin beyinde, AChE aktivitesini arttirdigi ve bu artisin daha yiksek derecede hiperaktiviteye neden
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oldugu belirlenmistir (Joseph ve ark., 2022). SFX insektisitinin larvalarda hiperaktiviteyi arttirmasi bu insektisitin
norotoksik etkisinin olabilecegini dislindlirmustir.
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Sekil 7. Zebra balgi larvalarinin lokomotor aktivite analizlerinden toplam mesafe (a) ve hizin (b) gruplar
arasindaki karsilastirmasi. Veriler ortalama#S.D. olarak ifade edilmistir. (n = 16, deneme 2 kez tekrarlanmistir)
(**p<0.01 ve *p<0.05).

SONUC ve ONERILER

Calismamiz SFX insektisitinin zebra baligi embriyo ve larvalarda ciddi gelisimsel toksisiteye ve
hiperaktiviteye neden oldugu gorilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, SFX insektisiti hedef olmayan sucul
canhlarda ekotoksikolojik riskinin yiksek oldugunu ortaya koydugu igin bu insektisitin sucul canhlardaki
potansiyel toksik etkilerinin farkli analizler ile daha detayli incelenmesi gerektigi diisiinilmektedir.

Tesekkiir: Bu calismamizda zebra baligi embriyo ve larvalari ile deney yapma imkani saglayan Atatlrk
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Sucul Biyoteknoloji Laboratuvari'na tesekkiir ederiz.

Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarlari aralarinda herhangi bir gikar ¢atismasi olmadigini beyan ederler.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti: Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan
ederler.
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