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Benalaxyl-M maddesinin arilar iizerindeki toksik etkilerinin in
silico degerlendirilmesi

Sinem Oztiirk*', Murat Omeroglu*

OZET

Bu ¢aligmada, fenilamid grubuna ait sistemik bir fungisit olan ve tarimda 6zellikle
Phytophthora, Pythium ve Peronospora gibi oomycete mantarlarinin neden
oldugu hastaliklara karsi kullanilan Benalaxyl-M maddesinin bal arilar1 (Apis
mellifera) iizerindeki akut toksik etkileri, makine 6grenimi tabanli bir QSAR
(Kantitatif Yapi-Aktivite liskisi) arac1 olan BeeToxAl kullanilarak in silico
yontemlerle degerlendirilmistir. Analiz sonuglari, Benalaxyl-M'nin bal arilari1 igin
akut oral ve kontakt toksisite acisindan toksik olmadigini (%83-86 giivenilirlik)
gostermistir. Uygulanabilirlik Alani analizi, tahminlerin giivenilir oldugunu
dogrularken, katki haritalar1 molekiildeki toksisiteye katki yapan fonksiyonel
gruplar belirlemede kullanilmistir. Elde edilen bulgular, Benalaxyl-M'nin bal
arilar1 Uzerindeki disiik akut riskini ortaya koysa da, sonuglarin deneysel
calismalarla onerilmektedir. Bu calisma, pestisitlerin
ekotoksikolojik risk degerlendirmelerinde yapay zekd tabanli araglarin
potansiyelini vurgulamaktadir.

desteklenmesi

In silico evaluation of toxic effects of Benalaxyl-M on bees

ABSTRACT

This study evaluated the acute toxic effects of Benalaxyl-M on honey bees (Apis
mellifera) using BeeToxAl, a machine learning-based QSAR (Quantitative
Structure-Activity Relationship) tool, through in silico methods. The analysis
results indicated that Benalaxyl-M is non-toxic in terms of acute oral and contact
toxicity for honey bees (83-86% reliability). The Applicability Domain analysis
confirmed the reliability of the predictions, while contribution maps identified
functional groups contributing to toxicity. Although the findings suggest a low
acute risk of Benalaxyl-M to honey bees, experimental validation is
recommended. This study highlights the potential of Al-based tools in the
ecotoxicological risk assessment of pesticides.
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1. GIRIS

Pestisitler, tarimsal iiretimde verim kayiplarin1 6nlemek amaciyla yaygin kullanilsa da, kontrolsiiz kullanimlari
ekosistemlerde kalici kirlilige yol agmaktadir. Ozellikle fungisitler, hedef dis1 organizmalar {izerinde toksik etkileri
nedeniyle biyogesitlilik kaybi ve gida zincirinde birikim gibi sorunlara neden olur [1], [2].

Pestisitlerin %95'inden fazlas1 hedef dis1 alanlara yayilarak su, toprak ve havada birikir. Ornegin, DDT gibi
organoklorlu bilesikler, onlarca yil gevrede kalabilir ve besin zincirinde birikerek yliksek trofik seviyelerdeki canlilart
etkiler [1], [4]. Benalaxyl-M'in yiiksek stabilitesi, sucul ekosistemlerde uzun siireli kalintilara ve biyoakiimiilasyona
yol agabilir [3].

Pestisit kalintilari, gida ve su yoluyla insan viicuduna girerek akut zehirlenmeler, kanser, norolojik bozukluklar ve
{ireme sorunlarina yol agabilir [3], [5]. Ozellikle tarm iscileri ve kirsal kesimde yasayanlar, yiiksek maruziyet riski
altindadir [6] ,[5]. Son ¢aligmalar, pestisitlerin biligssel fonksiyonlarda azalmaya ve uyku bozukluklarina neden
oldugunu ortaya koymustur [6].

Benalaxyl-M, phenylamide grubuna ait bir fungusit olup, suda yiiksek ¢ozliniirliigii ve toprakta uzun yarilanma émrii
(~60 giin) nedeniyle yeralt1 sularina sizma riski tagir [7]. EFSA (2010), Benalaxyl-M'in ADI (Kabul Edilebilir Giinliik
Alim) degerini 0.07 mg/kg viicut agirligi olarak belirlemistir, ancak metaboliti olan benalaxyl asidin toksisitesi heniiz
tam olarak karakterize edilmemistir [8]. Laboratuvar ¢alismalari, bu fungisitin sucul organizmalarda endokrin sistem
bozukluklarina neden oldugunu gostermektedir [3], [6]. Benalaxyl-M gibi sistemik fungisitlerin, sucul organizmalar
tizerindeki ekotoksikolojik etkileri laboratuvar ¢aligmalariyla belirlenmis olsa da bal arilar1 gibi hedef disi tiirlerdeki
akut toksik etkileri hakkinda simirli veri bulunmaktadir [9]. Ozellikle bal arilar1 (Apis mellifera), polen tastyicilik
rolleri nedeniyle ekosistem siirdiiriilebilirligi i¢in hayati 6neme sahip olmalarina ragmen, pestisit maruziyetine bagh
akut toksisite ve popiilasyon kayiplariyla kars1 karsiyadir [10]. FAO (2021) verilerine gore, pestisitlerin kontrolsiiz
kullanimi, art kolonilerinde %30-40'a varan azalmaya yol agmistir. Bu durum, insan saghigi ve gida giivenligi
acisindan da kiiresel bir tehdit olusturmaktadir [11]. Bal arilari, pestisitlerin sinir sistemi iizerinde inhibitor etki
gdsteren neonikotinoidler ve organofosfatlar gibi bilesiklere kars1 dzellikle savunmasizdir. Ornegin, imidacloprid
gibi neonikotinoid pestisitlerin, arilarda yalnizca birka¢ nanogramlik dozlarda bile (6rnegin 3.7 ng/birey) oliimciil
toksisiteye yol acgtig1 gosterilmistir [12]. Arilarin pestisitlere duyarliligi, metabolizmalarinin hizli olmasi ve koloni
dinamiklerinin karmasikligi nedeniyle deneysel g¢alismalarla degerlendirilmesi zorlu bir siirectir. Bu noktada,
Niceliksel Yapi-Aktivite Iliskisi (QSAR) gibi in silico yontemler, akut toksisite parametrelerinin hizli ve diisiik
maliyetli tahmini i¢in kritik bir rol oynamaktadir [13].

QSAR modelleri, kimyasal yap1 ile toksisite arasindaki iliskileri istatistiksel olarak analiz eder. Ornegin, OECD
tarafindan validasyonu yapilan modeller, Benalaxyl-M'in logP (oktanol-su dagilim katsayisi) degerini 3.2 olarak
tahmin etmis ve bu da biyoakiimiilasyon potansiyelini desteklemistir [14]. Bununla birlikte, Benalaxyl-M'in bal
arilar1 tizerindeki toksik etkilerine yonelik ¢aligmalar sinirli sayidadir ve bu tiir organizmalarla laboratuvar
calismalari, koloni davraniglar1 ve gevresel degiskenler gibi etmenler nedeniyle olduk¢a karmasiktir ayn1 zamanda
oldukga maliyetlidir. Bu durum in silico ¢aligmalarin pestisit toksisite degerlendirilmesinde 6nemini artirmaktadir.

Bu c¢alisma, Benalaxyl-M'in bal arilar1 tzerindeki akut toksik etkilerinin QSAR tabanli modellemelerle
degerlendirilmesini amaglamaktadir.
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2. METOD

2.1.  Benalaxyl-M maddesinin kimyasal yapisi

Benalaxyl-M i¢in SMILES (Basitlestirilmis Molekiiler Giris Satir1 Giris Spesifikasyonu) kodu Pubchem'den elde
edildi. SMILES kodu CC1=C(C(=CC=C1)C)N([C@H](C)C(=0)OC)C(=0)CC2=CC=CC=C2'tiir [15]. (Sekil 1)

CH,
o) 0
aw
H,CN N 0
H,C CH,

Sekil 1. Benalaxyl-M maddesinin kimyasal yapisi
2.2.  BeeToxAl

Bu ¢alismada, kimyasallarin bal arilari iizerindeki akut toksisitesini degerlendirmek i¢in makine 6grenimi tabanli,
acik kaynakli ve iicretsiz bir QSAR (Kantitatif Yapi-Aktivite Iliskisi) yapay zeka arac1 olan BeeToxAl kullanilmistir.
Program, bal arilarinda akut kontakt ve oral toksisitenin tahmini i¢in, siki tahmin modelleme uygulamalar1 ve OECD
yonergeleriyle tam uyumlu ilk web uygulamasidir. Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD) ilkelerine ve
Kimyasallarin Kaydi, Degerlendirilmesi, izni ve Kisitlanmasi (REACH) diizenlemelerinin gerektirdigi testler
listesine uygunluk gostermektedir. Bu 6zellikleri sayesinde, BeeToxAl regiilasyonlara uygun ve giivenilir bir
toksisite degerlendirmesi saglamaktadir [16]. Ayrica, QSAR modelleri tarafindan iiretilen katki haritalar1 sayesinde,
kimyasallarin akut temas ve oral toksisitelerine katkida bulunan atomlar ve fragmanlar belirlenebilmektedir. Bu
yontem, tahmin edilen sonuglarin mekanistik yorumlanmasini kolaylagtirmakta ve kimyasallarin toksisite
potansiyelini azaltmak igin yapisal modifikasyon onerileri gelistirilmesine yardimci olmaktadir [17], [18].
BeeToxAl, yiiksek tahmin giiciine sahip olup, dogruluk, hassasiyet ve 6zgiilliikk gibi saglam validasyon metrikleri ile
%83 ila %96 arasinda basar1 oranlarina ulasmaktadir [19].

Akut oral toksisite i¢in Random Forest algoritmasi (MACCS tanimlayicilari ile), akut temas toksisitesi i¢in ise Destek
Vektor Makineleri (Support Vector Machine, SVM) algoritmas1 (FeatMorgan FCFP2 tanimlayicilar ile)
uygulanmistir.

Analizler, kullanici dostu arayiizii sayesinde ti¢ basit adimda gergeklestirilmistir:
a) SMILES Girisi veya Molekiiler Cizim

Kimyasalin SMILES gosterimi dogrudan ilgili alana yapistirilabilir ya da modele entegre "Molecular Editor"
(Molekiiler Diizenleyici) araci kullanilarak yapi ¢izilebilir.

b) Tahmin Siireci
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"Submit analysis" (Analiz Gonder) butonuna tiklanarak model tetiklenir. Tahminler, saniyeler i¢inde ekranda
goriintiilenir.

¢) Sonuglarin Yorumlanmasi

Model ¢iktilari, toksisite siniflandirmasi, tahmin giivenilirligi, uygulanabilirlik alan1 (AD) ve yapisal katki haritalarini
icermektedir. Katki haritalar1 (contribution maps) araciligiyla, molekiildeki toksisiteye katki yapan atom/fragmanlar
renk kodlu olarak vurgulanir. Bu haritalar, toksik etkiyi azaltacak yapisal modifikasyon 6nerileri i¢in kullanilir.

3. SONUCLAR
Benalaxyl-M maddesinin bal arilar1 (Apis mellifera) iizerindeki akut toksik etkileri, BeeTox Al platformu kullanilarak
degerlendirilmistir (Sekil 2). Programin siniflandirma modellerine gére maddenin; akut oral toksisite agisindan toksik
olmadigi (%86 giivenilirlik), ve akut kontakt toksisite agisindan da toksik olmadigi (%83 giivenilirlik) belirlenmistir.

Model Prediction
# Enpoint (Confidence) Applicability Domain Contribution Mapping

Acute oral Toxicity

Oftsik
Assay type: Acute Oral Toxicity Test (OECD 213) ) s ¢
Non-toxic i \
. \ ~
- Animal: Honey bee (Apis mellifera ) / 4 |
/' R ¥
ML Algorithm: Random forest (86.0%) / il ]/ i j
3 = . A4 ! =
: = threshold \___ F P
Descriptors: MACCS ™ "2 ek v »

Acute Contact Toxicity

Assay type: Acute Contact Toxicity Test (OECD 214)

Non-toxic
Animal: Honey bee (Apis mellifera) (_) E / \ Q‘“" o :
3 |
ML Algorithm: SVM / 7 N = Y
(83.0%) : / | I b
Descriptors: Fe. t.vector size of . : ] th sh’m — 7 s

Sekil 2. BeeToxAl web sitesinden elde edilen analiz sonuglari

Uygulanabilirlik Alanm (Applicability Domain) analizi, maddenin modelin kimyasal uzayi i¢inde yer aldigim (Dice
benzerlik skoru > esik deger) ve tahminlerin giivenilir oldugunu gostermistir. Katki Haritalar1 (Contribution Maps)
ise molekiiliin toksisiteye katki yapan fonksiyonel gruplarini mekanistik olarak yorumlamaya olanak saglamistir.
Akut oral ve kontakt toksisite agisindan, toksisiteye katki saglayan belirgin bir yapisal motif tespit edilmemistir.

Bu sonuglar, Benalaxyl-M'in bal arilar1 igin akut toksik risk olusturmadigimi géstermektedir.

4, TARTISMA ve ONERILER
Pestisitler tarimda ¢ok yaygin olarak kullanilan, cesitli bitki hastaliklarin1 6nlemek ve zararli organizmalarla
miicadele etmek amaciyla kimi zaman ¢iftciler tarafindan yanlis ve gereginden fazla uygulanan kimyasal ajanlardir.
Pestisitlerin toksik yapilar1 sebebiyle insanlar da dahil olmak iizere hedef olmayan organizmalar ve ¢evre lizerinde
zararl etkiler gosterebilir [20]. 2022 yilinda Tiirkiye’de toplam tarim ilact kullanimi, bir 6nceki yila gore %4,5 artis
gostererek 55.374 tona ulagsmistir. Bu miktarin %35,1’1 fungusitlerden, %26,3’l herbisitlerden (yabanci ot
Oldiiriiciiler), %22,0’si insektisitlerden (bocek oOldiriiciiler), %4,5°1 akarisitlerden (akar oOldiriiciiler), %0,5’1
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rodentisitlerden (kemirgen oldiiriiciiler) ve %11,6’s1 ise bitki aktivatorleri, gelisim diizenleyiciler, cezbediciler,
fumigantlar, nematositler, kiikiirt ve madeni yaglar gibi diger iiriinlerden olugsmaktadir [21]. Pestisitlerin bir alt grubu
olan fungusitler, tarimda {iriin hasarina sebep olan funguslarla (mantarlar) miicadele atma amaciyla kullanilir.
Fungusitlerin bazilar1 ¢ok toksiktir ve zehirlenmelere yol agabilir [22].

Pestisitlerin genis ¢apta kullanimi, bocek ve ozellikle ar1 popiilasyonlarinin ve biyocesitliligin 6nemli dlgiide
azalmasina yol agmistir. Avrupa iilkelerinde bocek biyokiitlesinde %70, tarim alanlarindaki kus sayisinda ise %50
oraninda azalma bildirilmistir [23]. Benzer sekilde, Avrupa, Avustralya ve Kuzey Amerika’da tiir zenginliginde
%42'lik bir diisiis gdzlemlenmistir [24]. Pestisitlerin, 6zellikle neonicotinoid tiirlerinin, ar1 popiilasyonlari iizerinde
dogrudan bir azaltici etkisi oldugu belirtilmektedir [25]. Arastirmalar, arilarin yagam dongiisiindeki bozulmalarin
yani sira, beslenme ve lireme gibi 6nemli davraniglarini da olumsuz etkiledigini gostermektedir [26], [27].

Pestisit kalintilar1 arilar {izerinde zararli etkiler yaratmakta, bu da onlarin ekosisteme sagladigi hizmetlerin
azalmasina neden olmaktadir. Birlesmis Milletler 2016 yilinda, 6zellikle arilar ve kelebekler gibi omurgasiz
tozlayicilarin %40’mnin yok olma riskiyle karsi karsiya oldugu konusunda uyarida bulunmustur [28]. Ayrica,
Amerika ve Avrupa’da bal aris1 popiilasyonunda pestisitlerin yogun kullanimi nedeniyle yaklasik %30 oraninda
azalma yasandig1 rapor edilmistir [11].

Pestisitlerin arilar tizerindeki etkilerini ongérmek ve arastirmak, tarimin siirdiiriilebilirligi ve ekosistem hizmetlerinin
devamlilig1r agisindan hayati 6neme sahiptir. Arilar, tozlasma araciligiyla bitki iiretkenligini artiran temel
tozlayicilardir ve ekosistemde vazgecilmez bir rol oynarlar. Pestisit kaynakli popiilasyon azalmalari, sadece arilarin
biyolojik ¢esitliligini tehdit etmekle kalmaz, ayni zamanda meyve, sebze ve yagli tohum fiiretimi gibi dogrudan
ekonomik c¢iktilara da zarar verir. Bu nedenle, pestisitlerin arilar {izerindeki akut ve kronik toksik etkilerinin,
davranigsal bozulmalarin ve koloniler iizerindeki uzun vadeli sonucglarinin detayli bigimde arastirilmasi
gerekmektedir. Bu tiir ¢alismalar, ¢cevre dostu pestisitlerin gelistirilmesi ve mevcut tarim uygulamalarinin daha
giivenli héle getirilmesi i¢cin bilimsel bir zemin olusturur. Ayrica, yoneticilerin ve pestisit iireticilerinin daha etkili
diizenlemeler olusturabilmeleri acisindan da bu arastirmalar yol gosterici niteliktedir.

US EPA'min 2024 verilerine gore, pestisit kaydi igin gerekli caligmalardan bal aris1 akut toksisite testlerinin maliyeti
9.500 dolar ile 26.300 dolar arasinda degigsmektedir. Polinatorler igin yari-saha ¢alismalarinin maliyeti ise 118.200
dolar ile 330.100 dolar araligindadir. Bu maliyetler, bal aris1 temas toksisitesi (9.500 dolar), yetigkin oral toksisite
(26.300 dolar), koloni besleme caligmast (118.200 dolar) ve tiinel ¢aligmasi (330.100 dolar) gibi testleri
kapsamaktadir [29]. Yiiksek test maliyetleri, hayvan deneylerindeki etik kaygilar ve zaman alici deneysel siirecler
gibi kisitlamalar, in silico test yontemlerinin son yillarda hizla gelismesinin temel nedenlerini olusturmaktadir. Ayrica
in silico hesaplamali yontemler, hayvan deneylerinde etik yaklagimin temelini olusturan 3R ilkesine ('degistirme,
azaltma, iyilestirme') uyum saglamaktadir.

Bu ¢alismada, Benalaxyl-M fungusitinin bal arisi (Apis mellifera) tizerindeki potansiyel akut toksik etkileri
BeeToxAl platformu araciligiyla in silico olarak degerlendirilmistir. BeeToxAl'nin siniflandirma algoritmalari, hem
akut oral (OECD 213) hem de akut kontakt toksisite (OECD 214) testleri a¢isindan maddenin toksik olmadigini
Ongormistiir. Bu sonuglar sirasiyla %86 ve %83 gliven diizeyleriyle desteklenmistir.

ABD Cevre Koruma Ajans1 (U.S. EPA) tarafindan gelistirilen bal aris1 toksisite test kilavuzlarina gore, bir pestisit
aktif bileseni 11 ug/bee esiginin altinda LDso degerine sahipse "yliksek ya da orta derecede toksik" olarak
siniflandirilmakta ve ek toksisite testlerine ihtiyag duyulmaktadir [30]. BeeToxAl platformu da bu esik degerini temel
alarak bilegikleri toksik (<11 pg/bee) ve toksik olmayan (>11 pg/bee) olarak kategorize etmektedir. Bu baglamda,
Benalaxyl-M'nin hem oral hem de kontakt yoldan uygulanmasinda esik degerin {izerinde bir giivenli aralikta yer
almasi, bu maddenin akut toksisite agisindan diisiik riskli oldugunu gostermektedir.
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Ayrica, Uygulanabilirlik Alani (Applicability Domain) analizleri, modelin verdigi tahminlerin kimyasal uzay
agisindan giivenilir oldugunu ortaya koymustur. Dice benzerlik skorunun esik degerin ilizerinde olmasi, analizlerin
Benalaxyl-M’ye benzer yapisal 6zellikler tasiyan bilesiklere dayandigini ve bu nedenle tahminlerin gegerli oldugunu
gostermektedir. Molekiiliin toksisiteye katki yapan ya da noétral kalan bolgelerini gosteren Katki Haritalar
(Contribution Maps), maddenin toksikolojik profiline dair mekanistik 6ngoriiler sunarak hem risk degerlendirmesini
derinlestirmis hem de ileri ¢calismalar i¢in potansiyel modifikasyon alanlarini ortaya koymustur.

Benalaxyl-M, fenilamid grubuna ait sistemik bir fungisit olup, Benalaxyl racematimin saf R(-)-enantiomeridir
(SMILES:  CC1=C(C(=CC=Cl)C)N([C@H](C)C(=0)0C)C(=0)CC2=CC=CC=C2) [15]. Enantiyomerik
saflastirma, bilesigin biyolojik aktivite ve toksisite profilini belirgin sekilde degistirmektedir [32].

Kagit temas1 metoduyla gergeklestirilen galigmalar, 48 saatlik maruziyette R(—)-benalaxyl'in LCso degerini 4,99
pg/cm?; rasemat icin 5,08 pg/cm? ve S(+)-enantiomer i¢in 6,66 pg/cm? olarak tespit etmistir. Maruziyet siiresi 72
saate uzatildiginda ise sirasiyla 1,23 pg/cm?, 1,73 pg/cm? ve 2,45 pg/cm? degerleri bulunmustur [31]. Bu veriler, saf
R(-)-formun hem rasemat hem de S(+)-formdan anlamli derecede daha yiiksek akut toksisite sergiledigini
gostermektedir [31], [32].

96 saatlik ECso testlerinde, rasemik karisim i¢in 2,893 mg/L, R(-)-enantiomer i¢in 3,867 mg/L ve S(+)-enantiomer
icin 8,441 mg/L degerleri belirlenmistir. Bu siralama (rasemat < R(-) < S(+)), R(-)-benalaxyl'in su alglerinde de
rasemattan daha yiiksek toksisiteye sahip oldugunu ortaya koymaktadir [32].

Hem toprak solucani hem de su algi modellerinde saf R(—)-benalaxyl'in, rasemik ve S(+)-formlara kiyasla artmis
toksisite gdstermesi, ekotoksikolojik risk degerlendirmelerinde enantiomerik dagilimin gdz Oniinde
bulundurulmasinin gerekliligini vurgular [31], [32]. Stereosecim mekanizmalari, maruziyet senaryolar1 ve metabolit
birikimi bakimindan yapilacak ayrintili ¢aligmalar, gercek diinya kosullarinda risk analizi dogrulugunu artiracaktir.

Sonug olarak, Benalaxyl-M maddesinin bal arilari tizerindeki akut toksik etkilerinin meveut in silico modellemelerle
toksik olmayan bir profil sergiledigi goriilmektedir. Ancak, maddenin enantiyomerik yapisi, ¢evresel kosullar,
metabolit etkileri ve birikimli toksisite gibi parametreler géz 6niinde bulundurularak in vivo testlerle desteklenmesi,
toksikolojik degerlendirmenin Dbiitiinciilligii agisindan &nem arz etmektedir. Ayrica in silico yontemlerin
gelistirilmesi ve gelecekte daha yaygin kullanimi i¢in veri bankasi olusturmak i¢in 6nem arz etmektedir. Bu bulgular,
pestisitlerin ekotoksikolojik risk degerlendirmelerinde yapay zeka tabanli araglarin destekleyici roliinii gdz Oniine
sermektedir.

Finansman

Yazarlar bu ¢alismanin arastirdmasi, yazarligi veya yaymmlanmasi igin herhangi bir maddi destek almamustir.
Cikar Catismasi/Ortak Cikar Beyani

Yazarlar tarafindan herhangi bir ¢itkar catismasi veya ortak ¢rkar beyan edilmemistir.

Yazarlarin Katkis

Yazarlar ¢alismaya esit katkida bulunmustur.

Etik Kurul Onay:

Bu ¢alisma etik kurul izni veya herhangi bir ozel izin gerektirmez.
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Aragtirma ve Yayin Etigi Bildirgesi

Yazarlar, makalenin tiim siire¢lerinde Environmental Toxicology and Ecology Dergisinin bilimsel, etik ve alinti
kurallarina uyduklarim ve toplanan veriler iizerinde herhangi bir tahrifat yapmadiklarini beyan ederler. Ayrica
karsilasilabilecek etik ihlallerden Environmental Toxicology and Ecology ve yayin kurulunun hichir sorumlulugu
olmadigint ve bu ¢calismamn Environmental Toxicology and Ecology disinda herhangi bir akademik yayin ortaminda
degerlendirilmedigini beyan ederler.
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