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OZET

MANEB ve METOKSIKLORUN, BUFO BUFO (LINNAEUS, 1758) ve
BUFO VIRIDIS LAURENTI, 1768 (SALIENTIA: BUFONIDAE)
POPULASYONLARINDA LARVA GELISiMi ve UREME SISTEMIi
UZERINE ETKILERI

Mert GURKAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Doc. Dr. Sibel HAYRETDAG
14/07/2011, 140

Bu c¢alismada, yurdumuzda yasayan Bufo bufo ve Bufo viridis orneklerine ait
larvalarda, maneb ve metoksiklor pestisitlerinin akut ve kronik toksik etkileri
arastirtlmigtir. Akut toksisite denemelerinde, 10-5000 pg/l maneb ve 1-100 pg/l doz
araliginda metoksiklor, 21. evre larvalara 120 saat siireyle uygulanmstir. Kronik toksisite
denemelerinde ise 21. evre larvalara, 0,1-10 ug/l maneb ve 0,01-1 ug/l doz araliginda
metoksiklor uygulamasi yapilmistir. Bufo bufo larvalarinda, maneb igin kronik toksisite
denemeleri 35-55, metoksiklor ise 35-57 giin araliginda sirmistir. Bufo viridis
larvalarinda ise maneb pestisitine ait kronik toksisite denemeleri 74-80, metoksiklor ise 74-
88 giin arahiginda sirmistiir. Akut denemeler neticesinde, maneb ve metoksiklor
pestisitlerinin larvalarda morfolojik ve histopatolojik degisikliklere neden oldugu tespit
edilmigtir. Omurga egriligi, visseral 6dem ve kuyruk deformasyonlar1 gdzlenen morfolojik
bulgulardir. Solungaglarda lamellar birlesmeler, karacigerde nekroz, pronefrik tiibiil
deformasyonlari, somit formasyonunda bozulmalar ve visseral 6dem 6nemli histopatoljik
bulgulardir. Larvalarin metamorfozlarini tamamlamalarina kadar siirdiiriilen kronik
denemeler sonucunda ise s6z konusu pestisitlerin biiylime ve gelismeyi baskilayici etkiler

gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica maneb ve metoksiklorun, gonad gelisimi ve esey

vii



oranmnin degisimi iizerinde etkili olduklar1 gozlenmistir. Bu etkiler, s6z konusu
pestisitlerinin larvalarda endokrin bozucu etkilerinin oldugu sonucunu dogurmaktadir.
Akut ve kronik toksisite denemelerine ait bulgular birlikte degerlendirildiginde, maneb ve
metoksiklor pestisitlerinin Bufo bufo ve Bufo viridis 6rneklerine ait larvalarin gelisim ve

cinsiyet 0zelliklerinin kazanilmasida olumsuz etkilerinin oldugu belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Bufo bufo, Bufo viridis, maneb, metoksiklor, larva
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ABSTRACT

LARVA DEVELOPMENT and REPRODUCTIVE SYSTEM
EFFECTS of MANEB and METHOXYCHLOR on BUFO BUFO
(LINNAEUS, 1758) and BUFO VIRIDIS LAURENT]I, 1768
(SALIENTIA: BUFONIDAE) POPULATIONS

Mert GURKAN

Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School
Chair for Biology Thesis of Ph.D.
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Sibel HAYRETDAG
14/07/2011, 140

At this study, were investigated acute and chronic toxic effects of maneb and
methoxychlor pesticides on Bufo bufo and Bufo viridis larvae which lives in our country.
Acute toxicity experiments, 10-5000 pg/l maneb and 1-100 pg/l doses range
methoxychlor, 21% stage larvae were appilied for 120 hours. In chronic toxicity
experiments, 0,1-10 pg/l maneb and 0,01-1 pg/l dose range methoxychlor, 21% stage larvae
were applied. Chronic toxicity experiments, for maneb 35-55, methoxychlor took 35-57
day range on Bufo bufo larvae. Chronic toxicity experiments belonging to maneb
pesticides 74-80, 74-88 day range took for methoxychlor on Bufo viridis larvae. As a
result of acute experiments, were found that maneb and methoxychlor pesticides caused by
morphological and histopathological changes at larvae. Curvature of the vertebrae, visceral
edema and tail deformations are observed morphological findings. Lamellar fusions of the
gills, liver necrosis, pronephric tubule deformations, deteriorations of the somite formation
and visceral edema are significant histopathological findings. As a result of chronic
experiments carried out until the larvae complete to metamorphising were shown that
pesticides suppressive effects on growth and development. In addition, maneb and
methoxychlor to be effective on gonadal development and sex ratio variation of larvae

were observed. These effects on larvae occur that pesticides as the result of endocrine
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disruptive affects. Taken together the findings of acute and chronic toxicity experiments,
were found that maneb and methoxychlor pesticides have negative effects of development
and gender characteristics on Bufo bufo and Bufo viridis larvae.

Keywords: Bufo bufo, Bufo viridis, maneb, methoxychlor, larva
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BOLUM 1 — GiRIiS Mert GURKAN

BOLUM 1
GIRIS

Gliniimiizde Ozellikle tarimsal ve endistriyel faaliyetlerde kullanilan kimyasal
maddeler, insan ve ekosistem sagligi tlizerinde olumsuz etkiler dogurmaktadir. Bunlar
arasinda tarimsal faaliyetlerde istenmeyen zararlilarla miicadelede kullanilan pestisitler,
c¢ogu zaman hedef olmayan organizmalarin zarar gormesine veya Oliimiine neden
olmaktadir. Pestisitlerin kullanilmaya baslanmasi insanlik tarihi kadar eskidir. Ik kez M.O.
2500 — 1500 yillar1 arasinda dogal toksik maddeler (siilfiir, arsenik, civa ve kursun) tarim
zararhlartyla miicadele amaciyla kullanilmistir (Fridgen, 2009). Tiirkiye’de pestisit
kullanilmaya baglanmasi 1960’11 yillarda DDT (dikloro difenol trikloroetan) ile olmustur
(Kolankaya, 2006). Siire gelen zamanda insanoglu tarafindan firetilen yeni sentetik
pestisitler tarimsal faaliyetlerde daha fazla kullanilir hale gelmistir. Kiiresel 6l¢ekte yilda
milyarlarca ton pestisit, tarimsal faaliyetlerin yaklasik %70’lik bir boliimiinde hali hazirda
kullanilmakta ve bunun sonucunda dogada bazi olumsuz etkiler gézlenmektedir (Arya,
2005).

Bilingsiz ve kontrolsiiz kullanim sonucu, dogada miktar1 giderek artan pestisitler ve
organizmalar arasinda etkilesimlerin olmasi ka¢inilmazdir. Bu etkilesimlerden en cok
insan ve hayvansal organizmalarin tireme sistemleri zarar gérmektedir (Colborn, 1993).
Gilintimiizde kullanilan pek ¢ok pestisit, canlilarin endokrin sistemi lizerinde etkilidir.
Dogal ya da sentetik olabilen ve endokrin bozucu kimyasallar olarak adlandirilan bu
maddeler, endokrin sistem tarafindan sentezlenen endojen kimyasallarin aktivitelerini taklit
ettikleri, engelledikleri ya da degistirdikleri i¢in son yillarda fazlaca dikkat cekmektedirler
(Bandiera, 2006). Bu kimyasallar, 6strojen ve androjen reseptorleri ile reaksiyona girip,
endojen hormonlara agonist ya da antagonist olarak etki gosterebilirler. Endokrin bozucu
kimyasallarin, endojen hormonlar iizerindeki s6z konusu etkileri sonucunda, organizmada
ciddi saglik sorunlar1 meydana gelmektedir (Goldman, 1997). Gonad ve diger lireme
organlarinda goriilen anomaliler, sperm yogunlugundaki azalmalar ve bunlarm etkisiyle
populasyonlarin tireme basarisindaki kayiplar bu sorunlardan en dnemlileridir (Guillette ve
ark., 1994; Facemire ve ark., 1995; Allner ve ark., 2009).

Caligmada kullanilan pestisitlerden birisi olan maneb (CAS No: 12427-38-2),
ditiyokarbamath pestisitlerdendir. Maneb, endokrin bozucu kimyasallar arasinda yer
almaktadir (Edwards ve ark., 1991). Tarimda fungusit olarak kullanilan mangan

ethilenbisditiyokarbarmatin yaygm adidir (Kapoor ve ark., 1994). Maneb; meyve, sebze,
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bugday ve bunun yani sira ceviz, findik, fistik gibi kabuklu mahsullerin tariminda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Yurdumuzda da tarimsal faaliyetlerde kullanim1 olduk¢a yaygindir
(Tezcan, 2009).

Calismada kullanilan bir diger pestisit olan metoksiklor (CAS No: 72-43-5),
organoklorlu bir insektisittir. DDT’nin analogu olup, aromatik halkaya bagl klorlar yerine
metoksi (-OCHjs) gruplar1 gegmistir (Vural, 1996). Metoksiklor; sivrisinek, ekin zararlisi
ve karaboceklerle miicadelede kullanilan bir insektisittir. Endokrin ve iireme sistemi
tizerindeki etkilerinden dolayr metoksiklor, endokrin bozucu kimyasallar kategorisine
dahildir (Chapin ve ark., 1997; Hu ve Kupfer, 2002; Choi ve ark., 2004). Farkl tiirler
iizerinde yapilan arastirmalar, metoksiklorun 6zellikle fertilite basarisini diistiriicii etkiler
gosterdigini ortaya koymaktadir (Martinez ve Swartz, 1992; Fort ve ark., 2004a; Fort ve
ark. 2004b; Gupta ve ark., 2006). Organizmada bu etki, metoksiklorun disi bireylerin
ovaryumunda atreziye neden olmasi ve bu sebeple ovaryum hiicrelerinin hormon sentez ve
sekresyon yeteneklerinin sekteye ugramasi veya erkek bireylerde testikiiler dejenerasyon
neticesinde sperm sayis1 ve kalitesinde azalmalar seklinde gozlenmektedir (Martinez ve
Swartz, 1992; Mwatibo ve Green, 1998). Yapilan bazi ¢alismalarda ise metoksiklorun
sadece Ostrojenik etki gosterdigi belirtilmektedir (Ousterhout ve ark., 1981). S6z konusu
celiski, in vitro calismalarda metoksiklorun Ostrojen reseptorlerine baglanma afinitesinin
oldukga diisiik olmasi ancak in vivo g¢alismalarda ise metoksiklorun endokrin bozucu
etkilerinin bariz gézlenmesinden kaynaklanmaktadir (Bulger ve ark., 1985). Metoksiklorun
tarimsal faaliyetlerde kullanimi Avrupa Birligi’ne iiye iilkelerde 2002 yilinda, ABD’de
2003 yilinda yasaklanmistir. S6z konusu yasaklamalara ragmen Bulut ve ark. (2010)’nin
Afyonkarahisar’da yapmis olduklar1 igme sularindaki organoklorlu pestisit kalintilari
konulu ¢aligmalarinda, igme sularindaki metoksiklor miktarmin kabul edilebilir degerlerin
istiinde oldugu bildirilmektedir. Ayrica yasaklanmis olmasma ragmen metoksiklor ve
diger pek cok organoklorlu pestisitin Tiirkiye’deki sucul ekosistemlerde mevcut oldugu
farkli caligmalarda belirtilmektedir (Tuncer ve ark., 1998; Caliskan ve Yerli, 2000;
Ekmekgi ve ark., 2000; Erkmen, 2004; Uluocak ve Egemen, 2005). Bu durum, yasal
diizenlemelere karsmn bu pestisitlerin yasa dis1 yollarla giinimiizde halen kullanildigini

gostermektedir.
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Son zamanlarda, amfibi populasyonlarinda kiiresel 6lgekte gozlenen azalmalar ve
nedenleri ciddi bir ekolojik problem halini almistir. Ozellikle son 25 yilda amfibi
populasyonlarinda gézlenen bu azalmalar daha dramatik boyutlara ulagsmistir (Beebe ve
Griffiths, 2005). Gegen siiregte, 35 amfibi tiiriiniin nesli kesin olarak sona tilkenmis, 26 tiir
ise yapilan caligmalarda dogada tespit edilememistir (Stuart ve ark., 2004). S6z konusu
azalmalarin nedenlerini agiklayabilmek i¢in pek ¢ok hipotez ortaya atilmigtir. Bunlardan
bazilari; kimyasal kirlilik, habitat bozulmalari, hastaliklar, predasyon, tiir i¢i ve tiirler aras1
rekabet, atmosferik ozon seviyesindeki azalmaya bagl ultraviyole radyasyonun artigidir
(Bernabo ve ark., 2008). Bunlar arasinda, kimyasal kirlilige bagli olarak meydana gelen
habitat bozulmalari, amfibi neslinin devamini énemli 6lgiide tehdit etmektedir. Kimyasal
kirleticiler arasinda dogal habitatlar1 en fazla etkileyenler; zirai kimyasallar (giibre,
insektisit, fungusit, herbisit) ve fabrikalarin toksik atiklaridir (Stuart ve ark., 2004).
Tarimsal faaliyetler sirasinda kullanilan pestisitlerin kontrolsiiz ya da bilingsiz bir sekilde
kullanilmasiyla, dogal habitatlar zarar gérmekte ve sonugta insan etkisiyle meydana gelen
bir kimyasal kirlilik gozlenmektedir. Pestisitlerin canlilarda; iireme, biiylime ve gelisim
tizerindeki olumsuz etkileri 6zellikle sucul ekosistemlerde daha bariz sekilde ortaya
c¢ikmaktadir (Munoz ve ark., 2009). Risk degerlendirilmesi yapildiginda, amfibiler diger
sucul omurgalilara nazaran daha ciddi tehdit altindadirlar (Tyler, 1994). Amfibilerin,
yumurta brrakmak igin genellikle tarmm alanlar1 yakinlarindaki sig ve mevsimsel su
birikintilerini kullanmalari, bu riskin daha fazla olmasindaki en 6nemli nedendir (Colins ve
Storfer, 2003). Embriyonik ve larval donemlerini su igerisinde geg¢iren amfibilerin;
viicutlarinin  kiiciik olmasi, derilerinin olduk¢a hassas ve gecirgen olmasi, aktivite
kapasitelerinin sinirli olmasi ortamdaki Kkirleticilere karsi hassasiyetlerini daha fazla
arttrmaktadir  (Wells, 2007). Bu o6zelliklerinden dolayr amfibiler 6zellikle sucul
ekosistemlerdeki ¢evresel degisiklilerin anlasilmasinda oldukga sik kullanilan bioindikator
tiirler halini almistir (Wyman, 2005).

Bu calismada, Bufo bufo ve Bufo viridis 6rneklerine ait larvalarda, akut ve kronik
olarak maneb ve metoksiklor pestisitlerinin uygulanmasi sonucu; larval donemde meydana
gelebilecek morfolojik ve histolojik anomaliler, mortalite oranlari, pestisitlerin letal
konsantrasyonlari, pestisit maruziyetine baglh olarak olusacak esey oranindaki farkliliklar

ve metamorfoz siiresindeki sapmalar belirlenmesi ve bu sayede, dogada pestisitlere
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kendiliginden maruz kalabilecek amfibi tiirlerindeki toksik etkilerin detayli bir bigimde
ortaya koyulmasi amaglanmistir. S6z konusu tiirlerin larvalar1 kullanilarak, maneb ve
metoksiklor pestisitlerinin toksik etkilerinin arastirildigi bir ¢caligmaya rastlanilmamasi ve

literatirde bu yondeki eksiklik iizerine, ¢alismamizin Onemli katki saglayacagi

distiiniilmektedir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Toksikolojik Calismalarda Bioindikator Tiirler Olarak Amfibiler

Son yillarda yogunlasan insan aktiviteleri neticesinde ekolojik sistemlerde hizli bir
degisim gozlenmektedir. Bu ekolojik degisimin nedenlerinin arastirildigi pek ¢ok bilimsel
calisma mevcuttur. S6z konusu caligsmalarda, olasi ekolojik etkilerin ortaya koyulmasi igin
degisik hayvan tiirleri model organizma olarak kullanilmistir. Bu tiirler icerisinde
amfibilerin, 6zellikle lireme donemlerinde suya daha fazla bagimli olmalar1 ve larval
donemlerini tamamen su igerisinde gecirmeleri sebebiyle akuatik toksisite ¢caligmalarinda
sikca kullanildig1 belirtilmektedir (Hopkins, 2007). Ozellikle metamorfoz siirecindeki
etkilerin arastirilmasinda model organizma olarak en sik kullanilan amfibilerin, Xenopus
laevis ve Rana catesbeiana ornekleri oldugu bildirilmektedir (Brown ve Cai, 2007). Bu
amagla gelistirilen metodlardan en sik kullanilan1 ‘Kurbaga Embriyosu Teratojenez
Denemesi Xenopus (FETAX)’tur. FETAX metodu, zararhh kimyasal maddelerin soz
konusu tiiriin embriyonik ve larval donemindeki toksik etkilerinin arastirilmasi igin
tasarlanmustir.

Amfibilerin yasam tarzmnin yani sira, kiiresel Olgekte gozlenen amfibi tiirlerindeki
azalmalar, bu tiirler iizerinde yapilan toksikolojik ¢aligmalarin sayica artmasina sebep
oldugu bildirilmektedir (Stuart ve ark., 2004). Bu tiirlerin, dogal habitatlarda meydana
gelebilecek degisiklikler karsisinda oldukga duyarli olmasinin en 6nemli nedeninin, hassas
ve gecirgen bir deriye sahip olmalar1 oldugu belirtilmektedir. Bunun yami sira
amfibilerden, laboratuvar kosullarinda embriyo ve larva elde etmenin kismen kolay olmasi
ve metamorfoz siirecinin takip edilebilme rahatlig1 bu tiirlerin toksikolojik ¢aligsmalar i¢in
elverigli yonleridir (Rowe ve ark., 2003).

Endokrin bozucu kimyasallarin (EDCs) tireme sistemi tizerindeki etkilerinin
arastirilmasinda amfibiler uygun model organizmalardir (Fridgen, 2009). Bunun en 6nemli
nedeninin amfibilerde primer esey karakterlerinin, larval donemde bipotansiyel gelisim
gostermesi, erginlerinde ise sekonder gelisebilecek olan esey karakterlerinin 6strojenik ve
steroid ajanlara olduk¢a hassas olmasidan kaynaklandigi rapor edilmistir (Hayes, 1998;
Mackenzie ve ark., 2003).
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2.2. Yurdumuzda Dagihs Gosteren Bufonidae Familyasina Dahil Amfibi Tiirleri

Bufonidae familyasi kuyruksuz kurbagalarin biiylik gruplarindan birisini teskil eder.
Bu familya genel olarak 7 alt familyaya ayrilir. Bunlardan, Tiirkiye’de temsilcileri bulunan
alt familya Bufoninae’dir. Yurdumuzda bu alt familyaya ait sadece Bufo cinsi yasar.
Tirkiye’de bu genusa dahil Bufo bufo ve Bufo viridis tiirlerinin dagilis gosterdigi
bildirilmektedir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Bufo bufo ornekleri, yurdumuzda Kuzeybati Anadolu, Trakya, Ege, Karadeniz
sahilleri ve Akdeniz sahillerinde dagilis gostermektedir (Ozeti ve Yilmaz, 1994). Trakya
i¢in lireme mevsiminin Mart ortasindan Nisan sonuna kadar devam ettigi, ayrica Nisan ay1
ortasinda da su i¢inde yumurtalara ve yiizen ergin hayvanlara rastlandigi belirtilmektedir.
Trakya’da yasayan Bufo bufo o6rnekleri i¢in metamorfozun, Haziran baslarma kadar
stirebilecegi bildirilmektedir (Y1lmaz, 1984). Bufo bufo, karasal bir tiir olmakla beraber
senede bir defa iiremek i¢in suya girer. Tercih ettigi sular cogunlukla havuz veya
golciiklerdir, bazen s1g sularda da bulunur (Ozeti ve Y1lmaz, 1994).

Bufo viridis 6rneklerine, uygun habitat bulundugu takdirde Tiirkiye’nin her tarafinda
(hem alcak ovalarda hem de yiiksek daglarda) rastlamlabilir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).
Yapilan calismalarda, iireme mevsiminin baslangici Mart aymin ortast olarak kabul
edilmektedir. Ancak iireme zamani, mevsim sartlarina gore ¢ok degisiklik gostermektedir.
Yilmaz (1984), Trakya’da yapmis oldugu ¢alismada, su icerisindeki ilk numunelere Mart
ay1 ortalarinda, ilk yumurtalara ise Nisan baslarinda rastladigini bildirmektedir. Ayrica
Mayis ay1 baslarinda heniiz karaya ¢ikmakta olan gen¢ numunelere rastlanmakla beraber,
Kesan’da Haziran ay1 baglarinda heniliz larva halinde yakalanan Orneklerin olmasi
sebebiyle, mevsimsel sartlarin bu tiiriin tiremesi iizerine son derece etkili oldugunu rapor
etmistir. Stock ve ark. (2006), yapmis olduklar1 molekiiler taksonomik ¢alismadan sonra,

tiir ismi Pseudepidalea viridis olarak degistirilmistir.

2.3. Bufonidae Familyasina Dahil Bazi Amfibi Tiirlerine Ait Larvalarda

Yapilms Toksikolojik ve Embriyolojik Calismalar

Bufo bufo larvalarina 24, 48 ve 72 saat siireyle amonyum nitrat uygulamasi
yapilmistir. Bu c¢aligmada, 50 mg/L amonyum nitrat uygulamasi yapilan larvalarda

metamorfoz siiresinin kontrol grubu larvalara gore uzadigi bildirilirken, en yiiksek doz
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olan 100 mg/L amonyum nitrat uygulanan larvalarin metamorfoz siirelerinde, kontrol
grubuna oranla 6nemli bir farkin olmadigi rapor edilmistir (Xu ve Oldham, 1997).

Bufo quercus ornegine ait farkli gelisim evrelerindeki larvalara 96 saat siireyle
azadiraktin uygulamasi yapilmistir. Calismada 12, 16 ve 24. evre larvalar kullanilmustir.
Uygulama sonunda LCsy degerleri hesaplanmistir. Gelisimin ilerleyen safhalarinda,
larvalarin toksik maddeye kars1t daha fazla direng gosterdigi mortalite oranlar1 ile ortaya
koyulmustur (Punzo, 1997).

Bufo viridis orneklerine ait larvalarda pronefroz ve mezonefroz tip bdbregin
morfolojisi ve ultrastrukturel yapisi aragtirilmistir. Bu ¢alismada, her iki bobrek tipine ait
yapilarm larval donemde, gelisim evrelerine gore gozlenen morfolojik ve histolojik
farkliliklar1 detayli bir bigimde rapor edilmistir (Mobjerg ve ark., 2000).

Kete ve Yilmaz (2000), Bufo viridis larvalarinin gelisim biyolojilerini
incelemislerdir. Bu ¢alismada, Izmir ve civarinda yasayan Bufo viridis 6rneklerinden elde
edilen larvalarin embriyonik ve larval gelisimi dogal kosullar altinda takip edilmistir. Belli
periyotlarda larvalara ait morfolojik karakterler incelenerek, bunlarn metamorfoz
stirecindeki yapisal degisimleri bildirilmistir.

Katzmann ve ark. (2003), Bufo bufo ve Bufo viridis larvalarinin metamorfoz
stiresince gelisimlerini incelemislerdir. Bu ¢alismada tiirlerin tek basina ve birlikte ayni
ortam kosullar1 altinda barindirildiklarinda meydana gelecek olan tiir i¢i ve tiirler arasi
rekabetin, larval gelisime olas1 etkileri arastirilmistir. Ayirt edici morfolojik karakterler
olarak viicut uzunlugu ve viicut agirliginin kullanildig1 ¢aligmada, haftalik periyotlarda
larvalarin evreleri belirlenmistir. Bufo bufo larvalarmin, tek baslarma ve Bufo viridis
larvalariyla birlikte barindirildigi kosullar altinda metamorfozlarini tamamlama siirelerinde
degisiklik olmadigin1 bildirmislerdir. Benzer sekilde Bufo bufo larvalariyla birlikte
barindirilan Bufo viridis larvalarinda ise metamorfoz siiresinin 6 giin kisaldigi rapor
edilmistir.

Bir baska arastirmada; Bufo bufo larvalarinda gonad gelisimi ve gonad taslaklarinda
gozlenen ultrastrukturel farklar ortaya koyulmustur. Bufo bufo larvalarinda esey
farklilagmasmin asimetrik diizende meydana geldigi yani germ hiicrelerinin 6ncelikle
ovaryuma farklilasma egiliminde oldugu, testislere farklilasmanmn ise germ hiicreleri ile

medullar somatik hiicreler arasinda meydana gelen etkilesimlerden sonra oldugu
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bildirilmistir (Falconi ve ark., 2004).

Ahmad ve ark. (2005), Bufo melanostictus larvalarina, farkli dozlarda ACTH
(adenokortikotropik hormon) uygulamasi yapmislardir. Calismada, biiyiime hormonuyla
antagonist etki gosterdigi bilinen ACTH etkisiyle; 0,01 IU/ml dozda kontrol grubuna
oranla, larvalarin gelisiminde gecikme goriildiigi bildirilmistir.

Bufo viridis larvalarinda, herhangi bir kimyasal ajan maruziyeti olmaksizin, derideki
mukus bezinin konik hiicrelerindeki glikokonjugatlarin histokimyasal yapist incelenmistir
(Sahin ve ark., 2008).

Yin ve ark. (2008), Bufo bufo gargarizans larvalarinda; asetoklor, butaklor,
Klorimuron-etil ve paraquat pestisitlerinin, letal-subletal konsantrasyonlardaki toksik
etkilerini arastirmislardir. Bu calismada, s6z konusu pestisitlere 96 saat maruziyet
neticesindeki LCsy degerleri ve larvalarda gozlenen davranissal degisiklikler bildirilmistir.
Ayrica bu pestisitlere subletal konsantrasyonlarda maruz birakilan larvalarda olusabilecek
DNA hasarlar1 comet yontemiyle incelenmis ve pestisitlerin artan dozlarinda genotoksik
etkilerin daha bariz gézlendigi belirtilmistir.

Bufo bufo larvalarina organoklorlu bir pestisit olan endosulfanin; 24, 48 ve 96 saat
maruziyeti sonucu olusabilecek toksik etkiler arastirilmistir. Calismada, maruziyete bagh
olarak  solunga¢ morfolojisi ve histolojisinde meydana gelen degisiklikler
immunohistokimyasal yontemler kullanilarak incelenmis, nitrik oksit sentezindeki
degisiklikler ve endosulfan pestisitine ait LCsg degerleri rapor edilmistir. Solungaglarda
olusan hasar sonucu, gaz aligverisinde sorun yasandigi ve buna bagli olarak mukus
salgisinin miktarinin arttigi bildirilmistir. Ayrica, solungag epitelinde goriilen inflamasyon
ve oksijen miktarindaki azalmaya refleks olarak, uygulamanmn o6zellikle 24. ve 48.
saatlerinin ardindan nitrik oksit sentezinin arttig1 rapor edilmistir (Bernabo ve ark., 2008).

Brunelli ve ark. (2009), calismalarinda Bufo bufo larvalarina 25. evreden
metamorfoz sonuna kadar 0,01, 0,05 ve 0,1 mg/l dozlarda endosulfan uygulamasi
yapmistir. 43-52 giin araliginda siliren uygulama periyodu siiresince; larvalarin agirlik
artis1, gelisimleri, mortalite oranlar1 ve yiizme akvitileri incelenmistir. Bu ¢alismada, 0,05
ve 0,1 mg/l endosulfan uygulamasinin yapildigi larvalarda metamorfoz siiresinin, kontrol
grubu larvalara gore uzadigi, morfolojik anomaliler gézlendigi, agirlhik artisinda azalmanin

oldugu ve davranissal degisikliklerin gdzlendigi rapor edilmistir. Bu etkilerden dolay1
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endosulfan pestisitinin, amfibilerin larval gelisimi iizerine olumsuz etkilerinin oldugunu
bildirmislerdir.

Jones ve ark. (2009), Bufo boreas ve Bufo americanus tiirlerinin de dahil oldugu, 3
farkli familyaya ait 9 amfibi tiirii {izerine endosulfanin toksik etkilerinin arastirdiklari

calismada, s6z konusu pestisitin amfibiler i¢in olduk¢a toksik oldugunu rapor etmislerdir.

2.4. Maneb Fungusitinin Toksik Etkilerinin Arastirildigi Baz1 Cahsmalar

Yapilan literatiir arastirmast sonucunda, manebin toksik etkilerini ortaya koymay1
amagclayan ve degisik tiirler tizerinde gerceklestirilmis pek ¢ok calismaya rastlanmistir.

Xenopus laevis larvalarina 0,1-5 ppm konsantrasyon araliginda, 10 giin siireyle
maneb uygulamasi yapilmistir. Uygulamanin ardindan yapilan incelemelerde, pestisite
maruz birakilan larvalarda notokord egriligi ve kuyruk uzunlugunda kisalma tespit edildigi
bildirilmistir. Ayni c¢alismada, pestisit maruziyetine bagli olarak larvalarda yiizme
mesafesinin kisaldigi ve g6z retinasi melanosomlarim melanin pigmentlerinde azalmalar
goriildiigii bildirilmistir (Bancroft ve Prahlad, 1973).

Larsson ve ark. (1976), sicanlarda yiiksek dozlarda maneb uygulamasinin teratojenik
etki gosterdigini fakat benzer etkinin farelerde gézlenmedigini bildirmislerdir. Siganlarda,
maneb maruziyeti sebebiyle ortaya ¢ikan malformasyonlar1; {iiyelerdeki anatomik
deformasyonlar ve kraniofasiyal defektler olarak rapor etmislerdir.

Dort farkli kemirgen tiiri lizerinde maneb ve iki metabolitinin (EBIS ve ETU)
prenatal toksik etkilerinin incelendigi ¢aligmada, 480 mg/kg/giin maneb uygulamasinin
yapildig1 si¢anlarin fetuslarinda hidrosefali gozlendigi bildirilmistir (Chernoff ve ark.,
1979).

Gosselin ve ark. (1984), kopeklerde akut maneb uygulamasinin, organizmada refleks
ve kas tonusunda azalma, denge kaybi ve solunumda kismi felg gibi etkilerinin oldugunu
rapor etmistir.

Triturus cristatus carnifex orneklerinde deri yoluyla 10-12 hafta siireyle, 5 ppm
maneb 80 (%80 manganez etilenbisditiokarbamat, %20 diger icerikler) uygulamasi
yapilmistir. Bu ¢aligmada, uygulamanin ardindan 6rneklerden postamputasyon yontemiyle
ekstremiteler uzaklastirilmistir.  Pestisit uygulamasmin  yapildigi  semenderlerde,

ekstremitelerin rejenarasyon siiresinin kontrol grubundaki semenderlere gore daha uzun
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stirdigli belirtilmistir (Zavanella ve ark., 1984).

Maci ve Arias (1987), manebin ticari formulasyonu olan maneb 80’in (%80
manganez etilenbisditiokarbamat, %20 diger icerikler) tavuk embriyolarmndaki toksik
etkilerini aragtirmiglardir. Bu ¢alismada, her grupta 157-207 adet tavuk yumurtasi, 0,5, 1,5,
4,5 ve 13,5 g/l dozlardaki maneb soliisyonlarina, 30 saniye siireyle batirilmak suretiyle
maruz birakilmistir. Uygulamanin ardindan, inkiibasyonunu tamamlayan yumurtalarin
acilmalar1 saglanmistir. Yapilan incelemeler neticesinde, manebin tavuk embriyolarinda
iiye taslaklarmin gelisiminde diisiik oranda deformasyonlara neden oldugu rapor edilmistir.

Tavuk yumurtalarinda manebin toksik etkilerinin arastirildigi bir diger calismada;
yumurtalar, %0,2 ve %1,2 maneb soliisyonlarina, 30 saniye batirilmak suretiyle maruz
birakilmislardir. Inkiibasyonun 18. giiniinde yumurtalar agilarak incelenmistir. Yapilan
incelemeler neticesinde, manebin teratojenik ve embriyotoksik bir etkisinin olmadigi rapor
edilmistir (Munk ve Schulz, 1989).

Kaloyanova ve Chemishanska (1989), albino siganlara inhalasyon yoluyla; 2, 12 ve
135 mg/m® dozlarda manebi 4,5 ay siireyle uygulamuslardir. Calisma sonunda, erkek
ratlarm testislerindeki sertoli hiicrelerinde atrofik degisiklikler, seminifer tiibiil sayisinda
azalmalar gibi iireme kapasitesini azaltic1 yonde etkilerin gozlendigi bildirilmistir.

CD-1 ki fareler, gebeliklerinin 6.-15. giinleri arasinda 1200 mg/kg/giin manebe
maruz birakilmistir. Bu ¢alismada, dogan yavrularda manebin, iskelet sistemi {izerine
etkileri arastirilmistir. Dogum sonrast donemde, 60.-65. giinler arasindaki yavrular
incelenmistir. Manebe maruz birakilan farelerin yavrularinda, servikal ve kaudal bolge
omurlarinda ossifikasyon yogunlugunun daha diisiik oldugu rapor edilmistir (Beck, 1990).

Edwards ve ark. (1991), manebin siganlarda LDsy degerinin 5000-8000 mg/kg
oldugunu rapor etmislerdir. Kidd ve James (1991), manebin farelerde LDsy degerinin 8000
mg/kg oldugunu bildirmislerdir.

Ozbay ve ark. (1991), maneb ve zineb fungusitlerinin toksik etkilerini albino fareler
tizerinde arastirmuslardir. 200 g maneb/100 | ve 300 g zineb/100 | konsantrasyonlarda
hazirlanan pestisit ¢ozeltileri marul araciligiyla, 13 hafta siireyle farelere uygulanmistir.
Uygulama haftada 3 kez yapilmistir. Calisma sonunda karaciger ve bobrek dokulari
histopatolojik agidan incelenmistir. S6z konusu dokularda, fungusit uygulamasma bagl

olarak mononuklear hiicre infiltrasyonu ve doku nekrozunun gézlendigi rapor edilmistir.

10
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CR (R) k1 siganlarda, maneb fungusitinin maternal ve yavrular tizerindeki toksik
etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismada, 20, 100 ve 500 mg/kg/giin dozlardaki maneb
gebeligin 6.-15. giinleri arasinda uygulanmistir. 20. giinde laparohysterectomi ile yavrular
anneden ayrilmistir. 20 mg/kg/giin maneb uygulamasmin yapildig1 sicanlarda ve
yavrularinda sistemik bir etkinin gozlenmedigini bildirmislerdir. 500 mg/kg/giin maneb
uygulamasi yapilan sicanlarda ise hareket kabiliyetinde bozulma ve postural defektler
gozlenmistir. 100 mg/kg/glin maneb uygulamasmin yapildigi gruptan itibaren fetiislerde
gelisimsel toksik etkiler ve postimplantasyon kayiplarina rastlandigimi bildirmislerdir.
Ayrica 100 ve 500 mg/kg/glin maneb uygulanan siganlarin fetiislerinde, agirlik artisi ve
besin tiiketiminin diger gruplara gore diisiis gosterdigi rapor edilmistir (Nemec ve
ark.,1993).

Giliven ve ark. (1998), propineb ve manebin gebelik siirecindeki disi siganlar ve
fetiislerindeki toksik etkilerini arastirmiglardir. Bu g¢alismada, bobrek histopatolojisi ve
baz1 organlarda uygulanan kimyasallarm birikim miktarlar1 arastirilmistir. Gebeligin 6.
giiniinden doguma kadar 250 ppm manebe maruz birakilan disi siganlari, bobreklerinde
onemli histopatolojik bulgulara rastlandig: bildirilmistir. Ayrica fetiislerin organlarinda s6z
konusu maddelerin, yiiksek miktarlarda tespit edilmesi sebebiyle bu maddelerin plasenta
bariyerini kolayca asabildigini bildirmislerdir.

Manebin sicanlarin testisleri tizerindeki toksik etkilerinin arastirildigi ¢alismada,
iic hafta siiren uygulamanin ardindan, kontrol ve uygulama grubu sicanlarin testis
agirliklar1 arasinda istatistiksel yonden 6nemli fark olmadigi rapor edilmistir. Histolojik
kesitlerde, bazi seminifer tiibiillerin i¢indeki spermatozoada deformasyonlara ve
vaskularizasyona rastlandigi bildirilmistir. Elektron mikroskobu incelemelerinde ise
interstisiyal hiicreler ve kan damarlarinda uygulamaya bagli 6nemli bir bulguya
rastlanmadigi rapor edilmistir (Deveci, 2006).

Mallem ve ark. (2006), erkek tavsanlara bes hafta siireyle; 2, 3, 5 ve 8 mg/kg/giin
maneb fungusitini gavaj araciligiyla uygulamislardir. Calisma sonunda yapilan dlgliimlere
gére uygulama grubu tavsanlarin viicut agrrlhiginda artis oldugunu bildirmislerdir.
Biyokimyasal analizlerde, uygulama grubu tavsanlarda plazma trigliserit, glukoz ve
kolesterol seviyelerinde artis oldugu rapor edilmistir. Bes ve 8 mg/kg/glin maneb

uygulanan gruplardaki tavsanlarin, bobrek ve testis agirhigida azalma oldugu bildirilirken,
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karaciger agirliginda ise artis oldugu belirtilmistir. Uygulama grubu tavsanlarda; tiroksin
konsantrasyonunda diislis, sperm sayisi, hizi ve hareket yeteneginde azalmalarin oldugu

rapor edilmistir.

2.5. Metoksiklor insektisitinin Toksik Etkilerinin Arastirildigi Baza Calismalar

Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda, metoksiklorun toksik etkilerini ortaya
koymay1 amaglayan ve degisik tiirler tizerinde gergeklestirilmis pek ¢ok calismaya
rastlanmistir.

Disi siganlara, 15. laktasyon giiniinden itibaren 25, 50, 100 ve 200 mg/kg/giin
metoksiklor uygulamasinin, yavru bireylerin {ireme sistemi gelisimi tizerindeki etkileri
arastirilmistir. Metoksiklorun, disi bireylerde vajinal ag¢ilmay1 ve ilk estrusu hizlandirict
etkisi oldugu bildirilmistir. Erkeklerde ise pestisit maruziyetine bagli olarak, seminal
vezikiil, kauda epididimis ve hipofiz agirliklarinda bariz azalmalar ve biiylimede
gerilemeler gorildiigii belirtilmistir. Ayrica testis agirligit ve histolojisinin pestisit
uygulamasindan ¢ok az etkilendiginin belirtildigi bu ¢alismada, testikular sperm iiretimi,
sperm morfolojisi ve mobilitesinin uygulamadan etkilenmedigi rapor edilmistir (Gray ve
ark., 1989).

Cupp ve Skinner (2001), metoksiklor ve Ostrojenik etki gosterdigi bilinen HPTE
metabolitinin, sican testislerindeki seminifer kord formasyonu iizerindeki etkilerini
incelemislerdir. In vitro ¢alismada, embriyonik gelisimin 13. giiniindeki testis dokusu
hiicre kiiltiirleri; 0,2, 2 ve 20 uM metoksiklor, 1, 3, 6, 15, 30 ve 60 uM HPTE soliisyonuna
maruz birakilmislardir. Calisma sonunda metoksiklor uygulamasi yapilan higbir grupta
kord gelisimini tamamen inhibe edici bir durum gézlenmedigi bildirilmistir. Ancak 2 ve 20
uM metoksiklor uygulamasi gruplarindaki seminifer kordlarin daha sigskin goriiniimde
olduklar1 rapor edilmistir.

In vitro ¢alismada, kegilerin epididimal sperm hiicrelerinde, metoksiklorun toksik
etkileri aragtirilmistir. Bu amagla, 1, 10 ve 100 uM/I metoksikloru tek basmma ve ayrica
yine ayni dozlarda metoksiklora ilave olarak, her grup i¢in 100pM/I C vitamini karigimini
sperm hiicresi kiiltiirlerine ilave etmiglerdir. Calisma sonunda, tek basma metoksiklor ve C
vitaminiyle birlikte metoksiklor uygulandig: gruplardaki spermlerin, hareket yetenekleri ve

hayatta kalma stirelerinde 6nemli bir farkin olmadig1 rapor edilmistir. Ancak tek bagsina
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metoksiklor uygulamasmin, oksidatif stresi tetikleyici etki gosterdigi ve bu sayede
antioksidant enzim seviyelerinde diislis gozlendigini rapor etmislerdir. Ayrica s6z konusu
etkilerin, C vitamini ilave edilen gruplarda gézlenmedigi bildirilmistir (Gangadharan ve
ark., 2001).

Shimuzu ve ark. (2001), sigan ve tavsanda, metoksiklorun prenatal gelisim
iizerindeki toksik etkilerini aragtirmislardir. Bu amagla, disi sicanlara gebeligin 6.-19.
giinleri arasida 0, 1, 50 ve 150 mg/kg/giin metoksiklor, disi tavsanlara ise gebeligin 6.-27.
giinleri arasinda 0, 1, 15 ve 45 mg/kg/gilin metoksiklor uygulamas: yapilmistir. Dogumun
ardindan yapilan incelemelerde, her iki tiirde de pestisit maruziyetine bagh
malformasyonlara rastlanmamistur.

Farelere, 10-20 giin arasinda, 32 mg/kg/giin metoksiklor uygulamasinin, ovaryum
yiizey epiteli kalinligin1 ve antral folikiil sayisii arttirict etkileri oldugu bildirilmistir
(Borgeest ve ark., 2002).

Gebe siganlara dogumdan bir hafta Once 5-150 mg/kg/giin doz araliginda
metoksiklor uygulamasinin, dogan erkek yavrularin testikiiler biiytikliiklerinde, epididimal
spermatozoon sayisi ve sertoli hiicresi sayisinda azalmalara neden oldugu rapor edilmistir
(Johnson ve ark., 2002).

Latchoumycandane ve ark. (2002), ergin siganlarin epididimal antioksidan sistemleri
iizerine metoksiklorun toksik etkilerini arastirmislardir. Bu amacla si¢anlara; 50, 100 ve
200 mg/kg/giin metoksiklor, oral yolla 1, 4 ve 7 giin siireyle uygulanmistir. Uygulama
sonunda; total viicut agirhgi, testis, karaciger ve bobrek agirliklarinin pestisit maruziyetine
bagl bir degisiklik gostermedigi bildirilmistir. Ancak tiim dozlar ve uygulama siirelerinde
epididimis, seminal vezikiil ve ventral prostat agirliklarinda pestisit maruziyetine bagh
azalmalar goriildiigii rapor edilmistir.

Sprague-Dawley ki siganlarin tireme sistemi gelisimi tizerine, metoksiklorun tek
basina ve bitkisel dstrojen genistein ile birlikte uygulandiginda olusturacag toksik etkiler
aragtirtlmistir.  Sifir ve 800 ppm metoksiklor uygulamasmin yapildigi ¢alismada,
metoksiklorun biiyiimede azalmaya sebep oldugu ancak gebeligin sonuc¢lanmasinda
olumsuz bir etkisinin gézlenmedigi rapor edilmistir (You ve ark., 2002).

Amstislavksy ve ark. (2003), gebe farelere 2-4 giin arasinda, 16,5 mg/kg/giin

metoksiklor uygulamasmm, embriyo gelisimini baskilayict etkileri oldugunu
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bildirmiglerdir. Ayrica metoksiklorun nuklear fragmentasyonu ve mikronukleus frekansini
arttirict etkileri oldugunu rapor etmislerdir.

Bevan ve ark. (2003), Xenopus laevis orneklerinin erken larval gelisim evrelerinde
metoksiklora maruz birakilmasi sonucu olusan toksik etkileri arastirmuslardir. Bu
calismada, 5 pM uygulanan metoksiklorun; omurga egriligi, i¢ organlar boslugunda
siskinlik gibi total malformasyonlara neden oldugu ve neural crest hiicrelerinin
farklilagmasi tlizerine etkili oldugunu bildirmislerdir.

Golub ve ark. (2003), disi rhesus maymunlarina, peripubertal periyot boyunca 25 ve
50 mg/kg/giin metoksiklor uygulamasi yapmuslardir. Calisma sonunda metoksiklorun
ebeveynlerde; adet dongiisiinii baskilayici, folikiiler fazi kisaltici, ovaryum Kistlerinin
sayisint arttirict etkiler gosterdigi ve yeni dogan yavrularda ise biliylimeyi baskilayici
etkilerinin oldugunu bildirmislerdir.

Metoksiklorun, erkek Sprague-Dawley irki siganlarda prolaktin salgilamasini arttiric
etkisi oldugu rapor edilmistir (Lafuenta ve ark., 2003).

Fort ve ark. (2004b), Xenopus laevis orneklerine ait larvalarin, dort farkli gelisim
evresi izerinde metoksiklorun toksik etkilerini arastirmislardir. Bu ¢alismada;

1. Erken embriyo-larval denemeler (NF evre 8-46). Larvalara; 0,0001-1 mg/l doz

araliginda metoksiklor, 4 giin siiresince,

2. Arka bacak gelisim denemeleri (NF evre 8-54). Larvalara; 0,0001-0,1 mg/l doz

aralaginda metoksiklor, 30 giin siiresince,

3. Metamorfoz sonlanma denemeleri (NF evre 58-66). Larvalara; 0,0001-0,1 mg/|

metoksiklor, 18 giin siiresince,

4. Ergin Xenopus laevis orneklerine, 0,001-0,1 mg/l metoksiklor, 30 giin siiresince

uygulanmaistir.

Erken embriyo-larval denemeler neticesinde, metoksiklorun mortalite oranimni
etkilemedigi ancak i¢ organlarda 6dem, kraniyofasiyal dismorfogenez ve az oranda
notokord lezyonlarina neden oldugu bildirilmistir. Arka bacak gelisim denemesinin
sonuc¢larina gore; 0,1 mg/l metoksiklorun, tiroid bezinde folikiiler hiperplaziyi arttirici
etkisi oldugu rapor edilmistir. Metamorfozun sonlanmasina yakin evrelerde uygulanan
metoksiklorun, kuyruk rezorbsiyonunu inhibe edici etki gosterdigi rapor edilmistir. Ergin

orneklere uygulanan metoksiklorun her iki eseye ait gonadlarda olumsuz etkiler gdsterdigi,
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0,005 mg/l metoksiklor uygulamasinin yapildig1 6rneklerde iireme basarisinin azaldigini
bildirmislerdir.

Xenopus tropicalis drneklerine ait larvalar (NF evre, 8); 90 giin siiresince, 1-100 pg/1
doz araliginda metoksiklora maruz birakilmiglardir. Bu c¢alismada, 10 pg/I’den fazla
dozdaki metoksiklorun larval bliylimeyi baskilayict etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica
caligmanin 30. giiniinden itibaren 10 pg/l dozdaki metoksiklorun, larvalarm tiroid bezinde
hiperplaziye neden oldugu rapor edilmistir. Uygulama sonunda pestisit uygulamasinin
yapildig1 larvalarda; harici malformasyonlara, karaciger ve gonadlarda deformasyonlara
rastlandig1 bildirilmistir. 100 pg/l metoksiklor uygulamasmin yapildig1 gruptaki juvenil
kurbagalarda, esey oraninin disiye dogru yoneldigini bildirmislerdir. Bunun yani sira
disilere ait drneklerin ovaryum agirliginda ve oosit sayisinda azalma, erkek orneklerde ise
testis agirhigi ve sperm sayisinda azalmalar belirlendigi rapor edilmistir (Fort ve ark.,
2004a).

Gupta ve ark. (2007), metoksiklor ve iki metabolitinin (mono-OH metoksiklor, bis-
OH metoksiklor) toksik etkilerini, ergin babun ovaryumlarindan izole edilmis antral
folikiiller tizerinde incelemislerdir. Metoksiklorun 1-100 pg/ml, mono-OH metoksiklorun
0,1-10 pg/ml ve bis-OH metoksiklorun 0,1-10 pug/ml doz arah@inda hiicre kiiltiirii
ortamina, 96 saat siireyle uygulanmasmin ardindan antral folikiiller incelenmistir. Yapilan
incelemelerde, so6z konusu kimyasallarin folikiiler biiyiimeyi engelleyici ve atrezik

folikiillerin sayisin1 arttirici etkileri oldugunu bildirmislerdir.

2.6. Larval Donemdeki Amfibilerde Gonad Gelisimi

Amfibilerin metamorfoz silirecindeki, organ taslaklarmin olusumu ve islevsellik
kazanmalar1 belirli bir sirada gergeklesir. Organogenez sirasinda gonad taslaklarinin
meydana gelmesi, amfibi sinifina dahil tiirler igerisinde farklilik gostermektedir.

Witschi (1929), calismasinda bazi amfibi tiirlerinde gonadlarin ‘simetrik model’
gelisim gosterdigini bildirmistir. Buna gore, larval evrede heniiz farklilagmamis gonad
taslagmin, dogrudan disi ya da erkek gonada farklilasabilme yeteneginde oldugunu rapor
etmistir. Germ hiicrelerinin pasif rol oynadig: bu tip gonad farklilagmasinda, oogenezin
gonad taslagindaki kortikal somatik hiicrelerin, spermatogenezin ise medullar somatik

hiicrelerin uyarilmasiyla meydana geldigini bildirmistir.
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Bir diger ¢aliymada, bazi amfibi tiirlerindeki gonad gelisiminin ¢ift potansiyele sahip
oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada; gonad taslaginin, testis ya da ovaryuma farklilasabilme
kapasitesi oldugu rapor edilmistir (Hayes, 2000).

Bufonidae familyasma dahil tiirlerde yapilan bir calismada, esey organlar
gelisiminin ilkel ovaryum yapisinda olan Bidder’s organi sayesinde oldugu rapor
edilmistir. Bu yapmin, larval gelisimin erken evrelerinde her iki eseyde de gelisiminin
gozlendigi, ovaryum ve testis farklilasmasindan dnce olusumunu tamamladig: bildirilmistir
(Petrini ve Zaccanti, 1998).

Falconi ve ark. (2004), ¢alismalarinda Bufo bufo larvalarinda gonadlarin ‘asimetrik
model” gelisim gosterdigini bildirmislerdir. Buna gore farklilasmamis gonad taslagi ilk
olarak bazal laminayla birbirinden ayrilmis korteks ve medulladan olusan ovaryuma
farklilagir. Testislere farklilasmanin, gonadal somatik hiicrelerin, lireme hiicrelerini
tetikleyerek spermatogeneze sevk etmelerinin ardindan, korteks ve medulla kisimlarinin
birlesmesi ve bazal laminanin kaybolmasiyla meydana geldigini rapor etmislerdir.

Fridgen (2009), Rana pipiens larvalarina atrazin uygulamasinin gelisime etkilerini
arastirdig1 calismasinda, gonadlarin ‘simetrik’ ve ‘asimetrik’ gelisim modelini sematize

etmistir (Sekil 2.1).
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Simetrik / Direkt Gelisim Modeli : Asimetrik Gelisim Modeli |: Korteks

- Medulla

T e Farkhlasmamis

Yari farkhlasms

Farklilagmis

Sekil 2.1. Amfibilerde gonad farklilagsmasi. a. Faklilasmamis gonad taslagi, b. ve c. Bazal
laminayla birbirinden ayrilmis korteks ve medulla bolgelerinden olusan erken evre
ovaryumu, d. Testis, e. Farklilasmamis gonad taslagi ya da ovaryumdan gelisen ve bazal
laminanin ortadan kalkmasiyla meydana gelen medulla ve korteks karisimu, f. Yari

farklilasmis gonad, korelmis testikular oosit (Fridgen, 2009).

Literatiir 6zetinde de belirtildigi tizere, maneb ve metoksiklor pestisitlerinin
kullanildig1 pek c¢ok toksikolojik ¢alisma mevcuttur. S6z konusu pestisitlerin toksik
etkileri, farkli uygulama dozlar1 ve maruziyet bigimleri gdz Oniinde bulundurularak,
degisik canlilar iizerinde test edilmistir. Benzer sekilde 6zellikle amfibi larvalarmin
hayvan materyali olarak kullanildig1 toksikolojik c¢alismalara da literatiirde rastlamak
miimkiindiir. Ancak Bufo bufo ve Bufo viridis 6rneklerinin larval donemlerinde maneb ve
metoksiklor pestisitlerine maruziyeti sonucu olusacak toksik etkileri iceren bir ¢alismaya

rastlanilamamustir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢aligmada, 2010 yili Subat ayinda, Canakkale’de yapilan arazi ¢alismalari ile
toplanan ampleksus halindeki 8 Bufo bufo (4 2d; 4 %) orneginden elde edilen 480 adet
larva ve 12 Bufo viridis (6 &J; 6 29Q) orneginden elde edilen 480 adet larva
kullanilmastir.

Ampleksus halindeki ergin kurbaga ornekleri, genellikle giin batimmdan sonra
mevsimsel sig su birikintilerinin yakimlarindan, elle ve hayvanlara eziyet edilmeden
yakalanmigtir. Toplanan Ornekler, 1slatilmis bez torbalar igerisinde muhafaza edilerek
laboratuvara getirilmistir.

Yumurtlamanin gergeklesebilmesi i¢in ampleksus halindeki kurbaga oOrnekleri,
icerisinde 5 cm derinliginde saf suyun ve agag¢ dallarmin bulundugu 259x476x209 mm
ebatlarindaki plastik kaplara alimmistir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Ampleksus halindeki Bufo viridis 6rnekleri.
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3.1. Larvalarin Elde Edilmesi ve Saklama Kosullar:

Plastik kaplar icerisinde, yumurtlama ve ardindan gerceklesen dollenme sonrasinda
ergin kurbaga ornekleri ortamdan uzaklastirilmistir. Kordon halinde birakilan déllenmis
Bufo bufo (Sekil 3.1.1) ve Bufo viridis (Sekil 3.1.2) yumurtalari, 4 esit pargaya ayrilarak
350%350%x250 mm ebatlarinda, i¢i 10 cm derinliginde saf su dolu cam akvaryumlara
alinmigtir. Akvaryumlardaki suya ait bazi fiziksel parametrelerden; ¢oziinmiis oksijen,
sicaklik, pH ve elektriksel iletkenlik degerleri ¢alisma siiresince, Thermo Orion 3 Star
portatif ekolojik kit kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Larvalar, dogal 151k alabilecekleri yerde,
mevsimsel fotoperiyoda maruz birakilmiglardir. Glinliik periyotlarda 6len larvalar, diskilar
ve fazla besin maddeleri ortamdan uzaklastirilmistir. Larvalar, gelisimin erken evrelerinde

bitkisel balik yemi, ilerleyen evrelerde ise haslanmig marul ve 1spanakla beslenmislerdir.

Sekil 3.1.2. Kordon halinde birakilan déllenmis Bufo viridis yumurtalari.
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3.2. Deney Diizeneginin Kurulmasi ve Pestisitlerin Uygulanmasi

Bufo bufo ve Bufo viridis larvalari, 21. evreden (Gosner, 1960) itibaren maneb ve
metoksiklor pestisitlerine maruz birakilmiglardir. Pestisit uygulamasina baslamak i¢in 21.
evrenin secilmesinin nedeni, larvalarin bu evreyle birlikte tamamen solungag¢ solunumuna
gecmeleridir. Maneb ve metoksiklor pestisitlerinin toksik etkilerini arastirmak amaciyla 2

farkli uygulama yapilmstir.

3.2.1. Akut toksisite denemeleri

21. evre Bufo bufo ve Bufo viridis larvalarma, 120 saat siireyle asagida belirtilen

dozlarda maneb ve metoksiklor uygulamasi yapilmistir.

Uygulanan Pestisit: Maneb Uygulanan Pestisit: Metoksiklor
Uygulama Gruplart: Uygulama Gruplar1:

Kontrol Grubu (K): 0 pg/l Kontrol Grubu (K): 0 ng/1

1. Doz (1D): 10 pg/l 1. Doz (1D): 1 pg/l

2. Doz (2D): 50 pg/l 2. Doz (2D): 5 pg/l

3. Doz (3D): 100 pg/l 3. Doz (3D): 10 pg/l

4. Doz (4D): 1000 pg/l 4. Doz (4D): 50 pg/l

5. Doz (5D): 5000 pg/l 5. Doz (5D): 100 pg/l

Akut toksisite denemelerine ait uygulama dozlar1 belirlenirken, pestisitlerin sudaki
maksimum ¢Ozlniirlik konsantrasyonlar1 dikkate alinmistir. Bu amacla yapilan literatiir
taramasinda, metoksiklorun 25°C sudaki maksimum ¢oziiniirligi 100 pg/l, manebin ise
6000 pg/l oldugu bildirilmektedir (Kidd ve James, 1991).

Uygulamaya ge¢meden 6nce, %98 maneb (Merck) igin 5000 pg/1, % 98 metoksiklor
(Merck) i¢in ise 100 pg/I’lik stok solusyonlar saf su igerisinde ¢6ziilerek hazirlanmustir.
Stok solusyonlar, ¢aligma baslangicinda taze olarak hazirlanmis olup, gruplara belirtilen
dozlarda saf su ile seyreltilerek uygulanmistir. Calisma siiresince larvalar mevsimsel
fotoperiyoda maruz birakilmistir.

Akut toksisite denemelerinde, her grup i¢in morfolojik anomalisi ve gelisim
bozuklugu olmayan 20 adet saglikli larva kullanilmistir. Larvalar, igerisinde 5 litre

uygulama solusyonunu bulunduran, 350x350x250 mm ebatlarindaki cam akvaryumlarda
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pestisitlere maruz birakilmustir (Sekil 3.2.1.1). Larvalara uygulama siirecinde her hangi bir
besin maddesi verilmemistir. Calisma siiresince 24 saatlik periyotlarda olen larvalar ve
digkilar ortamdan uzaklagtirilmigtir. Ayrica 24 saatlik periyotlarda akvaryumlardaki suya

ait ¢ozlinmiis oksijen, sicaklik, pH ve elektriksel iletkenlik degerleri 6l¢tilmiistiir.

Sekil 3.2.1.1. Akut toksisite denemesine ait uygulama akvaryumlari.

3.2.2. Kronik toksisite denemeleri

21. evre Bufo bufo ve Bufo viridis larvalarina, kuyruk rezorbsiyonunun sonlandigi
ve ekstremite gelisiminin tamamlandigi 46. evreye kadar agsagida belirtilen dozlarda maneb

ve metoksiklor uygulamasi yapilmistir.

Uygulanan Pestisit: Maneb Uygulanan Pestisit: Metoksiklor
Uygulama Gruplar: Uygulama Gruplart:

Kontrol Grubu (K): 0 pg/l Kontrol Grubu (K): 0 pg/l

1. Doz (1D): 0,1 pg/l 1. Doz (1D): 0,01 pg/l

2. Doz (2D): 0,5 pg/l 2. Doz (2D): 0,05 pg/l

3. Doz (3D): 1 ng/l 3. Doz (3D): 0,1 ng/l

4. Doz (4D): 5 pg/l 4. Doz (4D): 0,5 ng/l

5. Doz (5D): 10 pg/l 5. Doz (5D): 1 ng/l

Uygulamaya ge¢cmeden once, %98 maneb (Merck) icin 10 pg/l, % 98 metoksiklor
(Merck) icin ise 1 pg/I’lik stok solusyonlar saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Stok
solusyonlar, c¢alisma baslangicinda taze olarak hazirlanmis olup gruplara belirtilen

dozlarda saf suda seyreltilerek uygulanmistir. Caligma siiresince; giinliik periyotlarda 6len
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larvalar ve diskilar ortamdan uzaklastirilmig, 5 giinliik periyotlarda ise akvaryumlar
temizlenerek, solusyonlar tazelenmistir. Larvalar, ¢alisma siiresince mevsimsel
fotoperiyoda maruz birakilmiglardir.

Kronik toksisite denemelerinde, her grup i¢in morfolojik anomalisi ve gelisim
bozuklugu olmayan 60 adet saglikli larva kullanilmigtir. Larvalar igerisinde 5 litre
uygulama solusyonunu bulunduran 350x350x250 mm ebatlarindaki cam akvaryumlarda

pestisitlere maruz brrakilmistir (Sekil 3.2.2.1).

Sekil 3.2.2.1. Kronik toksisite denemesine ait uygulama akvaryumlari.

Calisma siiresince larvalar, haslanmis marul ve 1spanakla beslenmislerdir. Ug giinliik
periyotlarda akvaryumlardaki suya ait ¢6ziinmiis oksijen, sicaklik, pH ve elektriksel
iletkenlik degerleri Olgiilmiistiir. Ayrica 7-11 giinliik periyotlarda larvalarm morfolojik
Olgtimleri yapilmis ve histolojik ¢alisma igin Ornek alimmustir. Bufo bufo larvalarinda
maneb ve metoksiklor pestisitlerinin kronik etkilerinin arastirildigi denemede 5 6rnekleme,
Bufo viridis larvalarinda maneb ve metoksiklor pestisitlerinin kronik etkilerinin
aragtirildign denemede ise 10 drnekleme yapilmistir. Ornekleme tarihleri Cizelge 3.2.2.1.

ve Cizelge 3.2.2.2.°de sunulmustur.
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Cizelge 3.2.2.1. Bufo bufo larvalarina maneb ve metoksiklor pestisitlerinin kronik

uygulamasina ait 6rnekleme tarihleri

Orneklemeler 1 2 3 4 5
Ornekleme
Tarihi 18.03.2010 25.03.2010 01.04.2010 08.04.2010 15.04.2010

Cizelge 3.2.2.2. Bufo viridis larvalarina maneb ve metoksiklor pestisitlerinin kronik

uygulamasina ait 6rnekleme tarihleri

Orneklemeler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ornekleme 04.03. 12.03. 18.03. 29.03. 05.04. 15.04. 21.04. 29.04. 05.05. 11.05.
Tarihi 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010

Bufo bufo ve Bufo viridis orneklerinde, uygulama gruplarindaki larvalarin en az
%350’sinin  metamorfozu tamamladigi giine kadar siirdiriilen  kronik  toksisite
denemelerinde, larvalarin pestisitlere toplam maruziyet siireleri Cizelge 3.2.2.3., Cizelge

3.2.2.4, Cizelge 3.2.2.5. ve Cizelge 3.2.2.6.’da sunulmustur.

Cizelge 3.2.2.3. Bufo bufo larvalarinda maneb pestisitinin kronik uygulamasinda, gruplara

gore maruziyet siireleri

Uygulanan Maneb

Pestisit

Uygulama 0 0,1 0,5 1 5 10
Dozlar1 (ng/l)

Maruziyet 35 35 35 41 48 55

Stiresi (giin)
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Cizelge 3.2.2.4. Bufo bufo larvalarinda metoksiklor pestisitinin kronik uygulamasinda,

gruplara gore maruziyet siireleri

Uygulanan Metoksiklor

Pestisit

Uygulama 0 0,01 0,05 0,1 0,5 1
Dozlar1 (ng/l)

Maruziyet 35 35 35 48 54 S7

Siiresi (giin)

Cizelge 3.2.2.5. Bufo viridis larvalarinda maneb pestisitinin kronik uygulamasinda,

gruplara gore maruziyet siireleri

Uygulanan Maneb

Pestisit

Uygulama 0 0,1 0,5 1 5 10
Dozlar1 (ng/l)

Maruziyet 74 74 74 76 78 80

Siiresi (giin)
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Cizelge 3.2.2.6. Bufo viridis larvalarinda metoksiklor pestisitinin kronik uygulamasinda,

gruplara gore maruziyet siireleri

Uygulanan Metoksiklor

Pestisit

Uygulama 0 0,01 0,05 0,1 0,5 1
Dozlar1 (ng/l)

Maruziyet 74 74 74 74 81 88

Siiresi (giin)

3.3. Morfolojik incelemeler

Akut toksisite denemeleri sonunda ve kronik toksisite denemeleri siiresince yapilan
orneklemelerde, larvalara ait 1slak agirlik (g), total viicut uzunlugu (mm), kuyruk uzunlugu
(mm) ve en (mm) degerleri Olciilmiistiir. Bunlardan islak agirlik Sl¢timleri, 0,0001 g
hassasiyetteki terazide yapilmistir. Bu amagla, larvalar darasi alinmis lam iizerine
yerlestirilmis, ardindan fazla su kurutma kagidi kullanilarak cekilmistir. Total viicut
uzunlugu, kuyruk uzunlugu ve en OGlgtimleri igin 0,01 mm hassasiyetli dijital kumpas
kullanilmistir. Larvalara ait s6z konusu morfolojik 6lglimlerde kullanilan referans noktalar1
Sekil 3.3.1.’de sunulmustur.

Total Viicut Uzunlugu (TVU): Burun ucundan kuyruk ucuna olan mesafe,

Kuyruk Uzunlugu (KU): Kloak agikligindan kuyruk ucuna olan mesafe,

En (E): Govdenin en genis yerinden alman 6lgtim.

Akut toksisite denemeleri i¢in tiim uygulama gruplarindan deney sonunda hayatta
kalan 10’ar adet larva, kronik toksisite denemelerinde ise yine tiim uygulama gruplarindan
10’ar adet larva incelenmistir.

Ayrica larvalar, Olympus SZ model alttan aydinlatmali binokiilerde morfolojik
acidan detayl olarak incelenmistir. Incelemeler neticesinde, larvalarda goriilen visseral
odem, kuyruk deformasyonlar1 ve omurga egriligi gibi morfolojik anomaliler kaydedilerek,

gerekli makroskobik fotograflar ¢ekilmistir.
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Akut toksisite denemeleri sonunda hayatta kalan tiim larvalarin gelisim evreleri
(Gosner, 1960) belirlenerek, pestisit maruziyetinin larval gelisime etkileri ortaya
koyulmustur.

Kronik toksisite denemelerinde ise her 6rnekleme giiniine ait kontrol ve uygulama
gruplarina dahil 10’ar adet larvanin gelisim evreleri belirlenmistir. Bu sayede Bufo bufo ve
Bufo viridis 6rnegi kontrol grubu larvalarin metamorfoz siireleri ortaya koyularak tiire
0zgi larval donem siireleri belirlenmigstir. Pestisit uygulamasinin yapildigi1 gruplarda ise

maneb ve metoksiklorun larval gelisim siirecine etkileri belirlenmistir.

Total Viicut Uzunlugu (TVU)

Kuyruk Uzunlugu (KU) . En—(E)

Sekil 3.3.1. Morfolojik dlgiimlere ait referans noktalar1 (TVU: Total viicut uzunlugu, KU:
Kuyruk uzunlugu, En: E).

3.4. Histopatolojik incelemeler

Akut toksisite denemeleri sonunda (120. saat), kontrol ve uygulama gruplarma dahil
hayatta kalan tiim larvalar histopatolojik ac¢idan degerlendirilmistir. Larvalar, bouin
solusyonunda 8 saat siireyle tespit edildikten sonra, preparasyon giiniine kadar %70’lik etil
alkol igerisinde saklanmistir. Preparasyon asamasinda larvalar sirasiyla %80, %90, %96 ve
absolii etil alkol serilerinden ge¢irilmistir. Ardindan ksilen ve parafin serilerinden

gecirilen larvalar, parafin bloklar igerisine gomiilmiistiir. Elde edilen bloklardan, 8 pm
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kalinliginda seri enine kesitler hazirlanmig ve bu kesitler histopatolojik incelemeler icin
Hematoksilen&Eosin (H&E) ile boyanmistir. Boyanan preparatlar, Olympus CX21 marka
151k mikroskobunda incelenmis ve Olympus BX51 marka 151k mikroskobunda, Olympus
Analysis LS programi kullanilarak fotograflari ¢ekilmistir. Histopatolojik incelemelerde
visseral 6dem, notokord lezyonlari, solunga¢ defektleri, karaciger ve pronefrik tiibiil

deformasyonlari gibi histopatolojik bulgular detayli olarak incelenmistir.

Kronik toksisite denemelerinde ise uygulama sonunda kontrol ve uygulama
gruplarma dahil 10’ar adet larvanin seri enine kesitleri H&E ile boyanarak histopatolojik
acidan degerlendirilmistir. Bu amagcla belirtilen protokol ¢ercevesinde hazirlanan histolojik
preparatlar, 1s1tk mikroskobunda incelenmis ve gerekli goriilenlerin fotograflar1 ¢ekilmistir.
Ayrica kontrol ve uygulama gruplarina dahil 10’ar adet metamorfozunu tamamlamig Bufo
bufo ve Bufo viridis larvalarmin seri enine kesitleri, Periyodik Asit Schiff (PAS)

yontemiyle boyanmistir. Yontemin detaylar1 asagida belirtilmistir;
1. % 0,5’lik periyodik asit solusyonu: Preparatlar 7 dakika bekletildi,
2. Akar distile suyla yikama,
3. Schiff solusyonu: Preparatlar 20 dakika bekletildi,
4. Akar distile suyla yikama,
5. Mayer’s Hematoksilen solusyonu: Preparatlar 1 dakika bekletildi,
6. Akar distile suyla yikama,
7. Asit-alkol: Preparatlar 15 saniye bekletildi,
8. Scott’s solusyonu: 15 saniye bekletildi,
9. Akar distile suyla yikama,
10. Dehidratasyon,
11. Ksilenlerden gegirerek temizleme,

12. Entellan kullanarak kapama.
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3.5. istatistiksel Analizler

Elde edilen bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla SPSS 17.0 ve
Minitab 15 istatistiksel paket programlar1 kullanilmistir. Pestisitlerin letal konsantrasyon
degerleri (LCip, LCsg, LCqp), Finney’in probit analizi kullanilarak hesaplanmistir. Akut
caligmanin morfolojik 6l¢timlerine (1slak agirlik, total viicut uzunlugu, kuyruk uzunlugu ve
en) ait degerler ve kronik c¢aligmanin larval gelisim evresi degisimleri, varyans analizi
(ANOVA) ile test edilmistir. Ayrica akut calismada, kontrol ve uygulama gruplari
arasindaki total uzunluk degisimlerinin Karsilastirilmasinda diskriminant analizi

kullanilmustir. Istatistiksel anlamlilik 0,05 olarak alinmustir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Larvalarin Elde Edilmesine Ait Bulgular

Canakkale ve civarinda Subat ayinda yapilan arazi ¢aligmalarinda s1g su birikintileri
icerisinden ampleksus halindeki Bufo bufo ve Bufo viridis ornekleri toplanmustir.
Ampleksus halindeki ilk Bufo viridis orneklerine 15.02.2010 tarihinde, 12°C hava
sicakhiginda, Bufo bufo 6rneklerine ise 19.02.2010 tarihinde, 10°C hava sicakliginda
rastlanmistir. Her iki tiire ait Ornekler su icerisindeyken yakalanmistir. Orneklerin
toplandiklar1 sulara ait sicaklik (°C), ¢6ziinmiis oksijen (mg/l) ve pH degerleri Cizelge

4.1.1. ve Cizelge 4.1.2.°de sunulmustur.

Cizelge 4.1.1. Bufo bufo 6rneklerinin toplandigi suya ait bazi ekolojik veriler

Sicaklik (°C) (Coziinmiis oksijen(mg/1) pH

9,53 5,85 5,25

Cizelge 4.1.2. Bufo viridis 6rneklerinin toplandig1 suya ait bazi ekolojik veriler

Sicaklik (°C) Coziinmiis oksijen(mg/l) pH

11,21 5,62 5,88

Ampleksus halindeki kurbaga o6rnekleri, nemli bez torbalar igerisinde laboratuvara
getirilmistir. Bufo viridis orneklerine ait ilk dollenmis yumurtalar 16.02.2010 tarihinde
elde edilmistir (Sekil 4.1.1).
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Sekil 4.1.1. Ampleksus halindeki Bufo viridis 6rnekleri ve yumurtalar.

Bufo viridis 6rneklerinin, laboratuvar kosullar1 altinda ger¢eklesen yumurtlama ve
déllenme olaylarmin ardindan, ebeveynler akvaryumlardan alinarak tekrar dogaya
salinmustir. Yumurtlamanin gerceklestigi suya ait sicaklik (°C), ¢dziinmiis oksijen (mg/l)

ve pH parametreleri Cizelge 4.1.3.’de sunulmustur.

Cizelge 4.1.3. Bufo viridis 6rneklerinin yumurtladigi suya ait bazi ekolojik veriler

Sicaklik (°C) Cozlinmiis oksijen(mg/1) pH

19,25 8,25 6,7

Ampleksus halinde dogadan toplanan Bufo bufo 6rneklerininin, laboratuvar kosullari
altinda yumurtlamasi saglanamamstir. Orneklerin ampleksus davranisi 6 giin siirmiis fakat
yumurtlama gerceklesmemistir. Yumurtlamanin saglanmasi amaciyla 6rnekler Terzioglu
Yerleskesi i¢inde bulunan havuz igerisine salinmistir. Havuzda yapilan diizenli kontroller
neticesinde, 28.02.2010 tarihinde déllenmis Bufo bufo yumurtalar1 havuzdan toplanarak
laboratuvara getirilmistir. (Sekil 4.1.2). Yumurtlamanmn gerceklestigi havuz suyuna ait

icaklik (°C), ¢oziinmiis oksijen (mg/l) ve pH parametreleri Cizelge 4.1.4.”de sunulmustur.
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Sekil 4.1.2. Dollenmis Bufo bufo yumurtalarinin havuzdan toplanmasi.

Cizelge 4.1.4. Bufo bufo 6rneklerinin yumurtladigi suya ait bazi ekolojik veriler

Sicaklik (°C) Coziinmiis oksijen(mg/l) pH

11,5 521 6,1

Bufo bufo 6rneklerine ait déllenmis yumurtalarin ¢aplar1 2,15-2,28 mm arasinda,

Bufo viridis 6rneklerinin ise 1,88-2,01 mm arasinda ol¢iilmiistiir.

4.2. Akut Toksisite Denemelerine Ait Arastirma Bulgulan

Maneb ve metoksiklor pestisitleri, 21. evre Bufo bufo ve Bufo viridis larvalarina 5
glin siireyle belirtilen dozlarda uygulanmistir. Uygulamanm ardindan; morfolojik bulgular,
histolojik bulgular, giinlere bagli mortalite grafikleri, larvalarm pestisit konsantrasyonuna
bagli hayatta kalma egrileri, pestisitlerin larvalara letal konsantrasyon degerleri (LCio,

LCso, LCyo) Ve morfolojik dlglimlere ait istatistiksel analizler sirasiyla sunulmustur.
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4.2.1. Bufo bufo larvalarinda akut toksisite denemelerine ait arastirma
bulgulan
4.2.1.1. Morfolojik bulgular

Akut toksisite denemeleri sonunda, pestisit uygulamasinin yapilmadigi kontrol grubu
larvalarda herhangi bir morfolojik anomaliye rastlanmamistir (Sekil 4.2.1.1.1). Caligma
sonunda, kontrol grubu larvalarin operculum gelisimlerini tamamladiklar1 ve arka
ekstremite taslaklarinin  gelismeye basladigi  25.-27. evreler arasinda olduklari
belirlenmistir.

Maneb ve metoksiklor pestisitlerine maruz birakilan uygulama grubu larvalarda ise
doza bagh artis goOsteren; biiyiime ve gelismede gecikme, morfolojik anomaliler ve
deformasyonlar tespit edilmistir.

10 pg/l ve 50 pg/l maneb uygulamasmin yapildigir larvalarda, diisiik miktarda
gozlenen kuyruk deformasyonlar1 disinda 6nemli bir morfolojik bulgu belirlenmemistir
(Sekil 4.2.1.1.2 ve Sekil 4.2.1.1.3). Her iki uygulama grubuna dahil larvalarin
gelisimlerinde gecikme tespit edilmemistir. Bu gruplara dahil larvalar, kontrol grubu
larvalarla ayni gelisim evreleri arasindadir.

100 pg/l ve 1000 pg/l maneb uygulamasinin yapildigi larvalarda gozlenen en 6nemli
morfolojik bulgu visseral 6demdir (Sekil 4.2.1.1.4). 100 pg/l maneb uygulamasinin
yapildig1 larvalarin, 23-26. gelisim evreleri arasinda; 1000 pg/l maneb uygulamasinin
yapildig1 larvalarin ise 22-24. gelisim evreleri arasinda olduklar1 belirlenmistir. 5000 pg/l
maneb uygulamasi yapilan grupta, calisma sonunda 2 adet larvanin hayatta kalmasi

sebebiyle morfolojik degerlendirmeye alinmamaistir.
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Sekil 4.2.1.1.1. Kontrol grubu Bufo bufo larvalari. a. 25. evre Bufo bufo larvasinda

operculum (1), b. 27. evre Bufo bufo larvasinda, arka ekstemite taslagi (1).

1

Sekil 4.2.1.1.2. 10 pg/l maneb uygulamasi yapilan 25. evre Bufo bufo larvasinda diisiik

miktarda kuyruk deformasyonu.

Sekil 4.2.1.1.3. 50 pg/l maneb uygulamasi yapilan 27. evre Bufo bufo larvasinda diisiik

miktarda kuyruk deformasyonu
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a b

S

Sekil 4.2.1.1.4. Kontrol ve maneb uygulamas1 yapilan Bufo bufo larvalari. a. Kontrol

grubu 27. evre Bufo bufo larvasi, b. 100 ug/l manebe maruz birakilan 23. evre Bufo

bufo larvasinda visseral 3dem (), c. 1000 pg/l manebe maruz birakilan 22. evre Bufo

bufo larvasinda visseral dem ().

Manebe maruz birakilan Bufo bufo larvalarinda doza bagl artis gosteren kuyruk
deformasyonlar1 gozlenmistir (Sekil 4.2.1.1.5). En bariz kuyruk deformasyonu, 1000 pg/l

maneb uygulamasimin yapildigi gruba dahil larvalarda tespit edilmistir.
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Sekil 4.2.1.1.5. Kontrol grubu ve maneb uygulamasinin yapildigi1 Bufo bufo larvalarinda
kuyruk deformasyonlar1. a. Kontrol grubu 27. evre Bufo bufo larvasi, b. 50 pg/l manebe
maruz birakilan 27. evre Bufo bufo larvasi, ¢. 100 ug/l manebe maruz birakilan 23. evre

Bufo bufo larvasi, d. 1000 pg/l manebe maruz birakilan 22. evre Bufo bufo larvasi.

Metoksiklor uygulamasinin yapildigi Bufo bufo larvalarinda gézlenen en onemli
morfolojik bulgular; omurga egriligi, visseral 6dem ve kuyruk deformasyonlaridir. 100
ug/l metoksiklor uygulamasmin yapildigi gruba dahil larvalarda ileri derecede omurga
egriligi tespit edilmistir (Sekil 4.2.1.1.6). Bir, 5 ve 10 pg/l metoksiklora maruz birakilan
larvalarin gelisiminde gecikme ve onemli bir morfolojik anomali tespit edilmemistir. Bu
gruplara dahil larvalarda, gelisim evresi araligi, 25.-27. evreler olarak belirlenmistir. Ancak
50 pg/l ve 100png/l metoksiklor uygulamasinin yapildigi gruba dahil larvalarin gelisiminde
geciklemeler gézlenmistir. Larvalarin, 50 pg/l metoksiklor uygulama grubunda 23.-26.,
100 pg/l metoksiklor uygulama grubunda ise 22-26. gelisim evresi araliginda olduklari

tespit edilmistir.
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S b

Sekil 4.2.1.1.6. Kontrol ve 100 pg/l metoksiklor uygulamasinin yapildigi Bufo bufo
larvalar1. a. Kontrol grubu 26. evre Bufo bufo larvasi, b. 100 ug/l metoksiklor

uygulamasinin yapildig1 23. evre Bufo bufo larvasinda omurga egriligi (']‘).

Elli pg/l metoksiklor uygulamasinin yapildigi gruptaki larvalarda diisiik seviyede

omurga egriligi ve visseral 6deme rastlanmistir (Sekil 4.2.1.1.7).

Sekil 4.2.1.1.7. 50 pg/l metoksiklor uygulamasmin yapildigi 25. evre Bufo bufo larvasi.
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Yiiz pg/l metoksiklor uygulamasinin yapildigi larvalarda kuyruk deformasyonlari
tespit edilmistir (Sekil 4.2.1.1.8).

Sekil 4.2.1.1.8. Kontrol ve metoksiklor uygulasinin yapildigi Bufo bufo larvalarinda
kuyruk. a. Kontrol grubu 26. evre Bufo bufo larvasinda kuyruk, b. 100 ug/l metoksiklor
uygulamasinin yapildig1 gruba dahil 23. evre Bufo bufo larvasinda kuyruk deformasyonu.

4.2.1.2. Histolopatolojik bulgular

Akut toksisite denemeleri sonunda, pestisit uygulamasinin yapilmadigi kontrol grubu
larvalarda herhangi bir histolojik anomaliye rastlanmamistir. Maneb ve metoksiklora
maruz birakilan Bufo bufo larvalarindan hazirlanan histolojik kesitlerde, doza bagl olarak
artis gosteren visseral 6dem olusumu, solungaglarda lamellar birlesme, pronefrik tiibiil ve
karacigerde nekroz ve notokord defektleri gozlenmistir.

On pg/l ve 50 pg/l maneb uygulamasmin yapildigr larvalarda Onemli bir
histopatolojik bulguya rastlanmamistir. Ancak, 100; 1000 ve 5000 pg/l maneb
uygulamasinin yapildigi larvalarda ileri derecede visseral 6dem olusumu tespit edilmistir
(Sekil 4.2.1.2.1).
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Sekil 4.2.1.2.1. Kontrol grubu ve maneb uygulamalarinin yapildigi Bufo bufo larvalarina

ait i¢ organlardan gecen enine kesitler. a. Kontrol grubu, b. 100 pg/l maneb uygulama
grubu larvada visseral 6dem (*), c. 1000 pg/l maneb grubu larvada visseral 6dem (*),

d. 5000 pg/l maneb grubu larvada visseral 6dem (*), (H&E).

Bin pg/l maneb uygulamasmm yapildigr larvalarin solungaglarinda lamellar

birlesmeler tespit edilmistir (Sekil 4.2.1.2.2).
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e s
100 0l

e

Sekil 4.2.1.2.2. 1000 pg/l maneb uygulamasmin yapildigt Bufo bufo larvasinda

solungaclardan gecen enine kesitte lamellar birlesmeler ( T ), (H&E).

Yiiz, 1000 ve 5000 pg/l maneb uygulamasmin yapildig: larvalarda doza bagh artis

gosteren karaciger nekrozu gozlenmistir (Sekil 4.2.1.2.3).
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Sekil 4.2.1.2.3. Kontrol ve maneb uygulamalarmin yapildigi Bufo bufo larvalarina ait
karacigerden gecen enine kesitlerdeki karaciger nekrozlari. a. Kontrol grubu, b. 100 ng/l
maneb uygulama grubu larvada karaciger nekrozu (©O), ¢. 1000 pg/l maneb uygulama
grubu larvada karaciger nekrozu (O), d. 5000 pg/l maneb uygulama grubu larvada
karaciger nekrozu (O), (H&E).

Bin ve 5000 pg/l maneb uygulamasinin yapildigi larvalarda pronefrik tiibiil epitel
hiicrelerinde deformasyon tespit edilmistir (Sekil 4.2.1.2.4).
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Sekil 4.2.1.2.4. Kontrol ve maneb uygulamalarmin yapildigi Bufo bufo larvalarina ait
pronefrik tiibiillerden gecen enine kesitler. a. Kontrol grubu, b. 1000 ug/l maneb uygulama

grubu larvada pronefrik tiibiillerde epitel hiicre deformasyonu (»), ¢. 5000 pg/l maneb

uygulama grubu larvada pronefrik tiibiillerde epitel hiicre deformasyonu (»), (H&E).
Bin ve 5000 pg/l maneb uygulamasinin yapildigi larvalarda notokord defektleri

gozlenmistir. Ayrica 5000 pg/l maneb grubuna dahil larvalarda somit formasyonunda

bozulmalarin da oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2.1.2.5 ve Sekil 4.2.1.2.6).
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Sekil 4.2.1.2.5. 1000 pg/l maneb uygulamasinin yapildigi Bufo bufo larvasinda notokorda
defekti, (H&E).

—
- 100 um

Sekil 4.2.1.2.6. 5000 pg/l maneb uygulamasinin yapildig:r Bufo bufo larvasinda notokorda

defekti (1 ) ve somit formasyonundaki bozulmalar ( ‘/), (H&E).
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Metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo bufo larvalarinda, maneb uygulamasina
benzer histopatolojik bulgular gdzlenmistir. Kontrol grubu ile 1; 5 ve 10 ug/l metoksiklor
uygulamalarinin yapildig: larvalarda herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmamustir.
50 pg/l ve 100 pg/l metoksiklor uygulamalarinin yapildigi larvalarin i¢ organlarindan
gecen enine kesitlerde visseral 6dem ve karaciger nekrozu tespit edilmistir (Sekil

4.2.1.2.7).

Sekil 4.2.1.2.7. Kontrol grubu ve metoksiklor uygulamalarmin yapildigi Bufo bufo

larvalarina ait i¢ organlardan gecen enine kesitler. a. Kontrol grubu, b. 50 pg/l metoksiklor
uygulama grubu larvada visseral 6dem (75(), c. 100 pg/l metoksiklor uygulama grubu

larvada visseral 6dem (*), (H&E).
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Yiiz png/l metoksiklor uygulamalarmin yapildig: larvalarin, pronefrik tiibiillerinden

gecgen enine kesitlerde deformasyonlara rastlanmistir (Sekil 4.2.1.2.8).

100 @M

Sekil 4.2.1.2.8. 100 ug/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo bufo larvasinda, pronefrik

tiibiillerde, epitel hiicre deformasyonu (»), (H&E).

Kontrol grubu larvalarm somit formasyonunda herhangi bir histolojik anomali tespit
edilmemistir (Sekil 4.2.1.2.9). 50 pg/l ve 100 ng/l metoksiklor uygulamalarinin yapildigi
larvalarin somit formasyonunda ileri derecede bozulmalar tespit edilmistir (Sekil 4.2.1.2.10

ve Sekil 4.2.1.2.11).
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Sekil 4.2.1.2.10. 50 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo bufo larvasi, somit
formasyonunda bozulmalar ( /), (H&E).
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Sekil 4.2.1.2.11. 100 ug/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo bufo larvasi, somit
formasyonunda bozulmalar ( '/), (H&E).

4.2.1.3. Istatistiksel bulgular

Bufo bufo larvalarma 120 saat siireyle maneb uygulamasinin yapildigi akut toksisite
denemelerinde; deney sonunda kontrol grubu larvalarda 1 adet dogal 6liim gozlenmistir.
En fazla sayida 6liim; calisma en yliksek doz olan 5000 pg/l maneb uygulamasinin
yapildig1 grupta tespit edilmistir. Bu grupta 6len larva sayist 18’dir. Akut toksisite
denemeleri siiresince, 24 saatlik periyotlarda uygulama dozlarina baglh olarak hayatta kalan

larvalarin sayilarii gosteren grafik diger sayfada sunulmustur (Sekil 4.2.1.3.1).
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Sekil 4.2.1.3.1. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle maneb uygulamasi ardindan,

giinlere bagli olarak hayatta kalan birey sayis1 (n: 20 larva).

Calisma sonundaki mortalite degerlerine gore, lineer transformasyonla verilen probit

grafigi Sekil 4.2.1.3.2°de sunulmustur.
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Sekil 4.2.1.3.2. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle maneb uygulamasi ardindan probit

grafigi.
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21. evre Bufo bufo larvalarina maneb pestisitinin 120 saat siireyle uygulanmasinin

ardindan hesaplanan LCyg LCso Ve LCgqg degerleri, Cizelge 4.2.1.3.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.2.1.3.1. Bufo bufo larvalarinda, maneb pestisitine ait letal konsantrasyon

degerleri (ug/1)
LC degerleri Konsantrasyon (pg/1) %95 Gliven Araligi
Alt Ust
LCio 700,674 71,257 1341,501
LCso 1966,345 818,468 3313,641
LCqo 5518,282 3280,245 23457,988

Toksisite denemeleri basinda ve sonunda larvalarin, islak agirlik (Sekil 4.2.1.3.3),
total viicut uzunlugu (Sekil 4.2.1.3.4), kuyruk uzunlugu (Sekil 4.2.1.3.5) ve en (Sekil
4.2.1.3.6) gibi morfolojik karakterler i¢in yapilan dl¢iimlere ait degisim grafikleri sirastyla

sunulmustur.
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Sekil 4.2.1.3.3. Bufo bufo larvalarmma, 120 saat siireyle maneb uygulamasi oncesi ve

sonrasina ait islak agirlik (g) degerlerinin degisimleri.

48



BOLUM 4 —- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Mert GURKAN

Tatal Uznluk (mm)

: I T i
T T T T T T
(] 10,00 5000 10000 100000 500000
Maneb (pgil)

1Uyralams Owces
I'L'v.'!in-n&-un

Sekil 4.2.1.3.4. Bufo bufo larvalarma, 120 saat siireyle maneb uygulamasi 6ncesi ve

sonrasina ait total viicut uzunlugu (mm) degerlerinin degisimleri.
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Sekil 4.2.1.3.5. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle maneb uygulamasi dncesi ve

sonrasina ait kuyruk uzunlugu (mm) degerlerinin degisimleri.
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Sekil 4.2.1.3.6. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle maneb uygulamasi 6ncesi ve

sonrasina ait en (mm) degerlerinin degisimleri.

Bufo bufo larvalarma maneb uygulamasinin yapildigi akut c¢alisma sonunda,
uygulama gruplarindaki 6l¢iimii yapilan s6z konusu morfolojik karakterlerin, ortalama

degerleri ve standart hatalar, Cizelge 4.2.1.3.2°de sunulmustur.

Cizelge 4.2.1.3.2. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle maneb uygulamasi ardindan
islak agirlik (g), total viicut uzunlugu (mm), en (mm) ve kuyruk uzunlugu (mm)

degerlerine ait ortalamalar ve standart hatalar

Ozellik
Uygulama
Islak Agirlik Tot. Uzunluk En Kuyruk Uz.
Gruplar1 (mm)
(ne/) (9) (mm) (mm)
" x SEM x SEM X SEM x SEM
0 0,04641 | 0,00605 | 15,625 | 1,331 4,250 0,529 8,885 1,011
10 0,03700 | 0,01030 | 14,351 | 1,362 3,752 0,465 7,760 0,969
50 0,03787 | 0,00796 | 14,754 | 1,149 3,888 0,377 7,665 0,802
100 0,03273 | 0,00563 | 13,161 | 1,200 3,434 0,411 6,957 0,566
1000 0,02801 | 0,00217 | 12,463 | 0,929 3,496 0,392 7,016 0,870
5000 0,02720 | 0,00226 | 11,705 | 0,361 3,930 0,424 6,270 0,849
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Uygulama sonunda pestisit maruziyetine bagli olarak total viicut uzunlugu
degisimlerinin, gruplar arasindaki farkliliklarinin ortaya koyulmasi amaciyla kanonik

diskriminant analizi yapilmistir. Analize ait grafik asagida sunulmustur (Sekil 4.2.1.3.7).
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Sekil 4.2.1.3.7. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle maneb uygulamasi ardindan total
uzunluk Sl¢iimlerine gore gruplar arasindaki farklar (m1: Kontrol Grubu: 0,00 pg/l;

m2: 10 pg/l; m3: 50 pg/l; m4: 100 pg/l; m5: 1000 pg/l maneb).

Ayirma analizinde olusan iki fonksiyon, toplam varyansin %100’iinii agiklamis ve 1.

fonksiyonun p degeri 6nemli ¢ikmustir (Cizelge 4.2.1.3.3).

Cizelge 4.2.1.3.3. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle maneb uygulamasi ardindan

gruplar arasindaki farkin ortaya koyulmasi amaciyla yapilan diskriminant analizine ait

istatistiksel veriler

Fonksiyon Ozdeger Varyans Total Kanonikal ~Wilks Chi-kare df p
(%) (%) Korelasyon Lambda

1 1,113 98,8 98,8 0,726 0,467 33,106 8 0,000
2 0,013 1,2 100,0 0,114 0,987 0,572 3 0,903
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Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasmimn yapildig: akut
toksisite denemelerinde ise deney sonunda kontrol grubu larvalarda 1 adet dogal 6lim
gozlenmistir. En fazla sayida 6liim, ¢alismada en yiiksek doz olarak uygulanan 100 pg/l
metoksiklor uygulamasmin yapildig1 grupta tespit edilmistir. Bu grupta, deneme sonunda
18 larvanin 6ldiigi tespit edilmistir. 100 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan gruba dahil
larvalarin  morfolojik o6l¢timleri, ileri derecedeki anomalilerden dolay: istatistiksel
bulgulara dahil edilmemistir. Toksisite denemeleri siiresince, uygulama dozlarina bagh
olarak hayatta kalan larvalarm sayilarmi gosteren grafik asagida sunulmustur (Sekil
4.2.1.3.8).
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Sekil 4.2.1.3.8. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi ardindan,

giinlere bagli olarak hayatta kalan birey sayis1 (n: 20 larva).

Calisma sonundaki mortalite degerlerine gore, lineer transformasyonla verilen probit

grafigi Sekil 4.2.1.3.9°da sunulmustur.
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Sekil 4.2.1.3.9. Bufo bufo larvalarina 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi ardindan
probit grafigi.

21. evre Bufo bufo larvalarma metoksiklor pestisitinin 120 saat siireyle
uygulanmasmin ardindan hesaplanan LCyg LCso Ve LCgqp degerleri, Cizelge 4.2.1.3.4°de

sunulmustur.

Cizelge 4.2.1.3.4. Bufo bufo larvalarinda, metoksiklor pestisitine ait letal konsantrasyon

degerleri (ug/1)
LC degerleri Konsantrasyon (png/l) %95 Gliven Araligi
Alt Ust
LCio 4,057 0,860 8,281
LCso 22,104 12,035 36,256
LCoo 120,424 66,212 404,015

Toksisite denemeleri basinda ve sonunda larvalarin slak agirlik (Sekil 4.2.1.3.10),

total viicut uzunlugu (Sekil 4.2.1.3.11), kuyruk uzunlugu (Sekil 4.2.1.3.12) ve en (Sekil
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4.2.1.3.13) gibi morfolojik karakterler icin yapilan olgiimlere ait degisim grafikleri

sirasiyla sunulmustur.
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Sekil 4.2.1.3.10. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi 6ncesi

ve sonrasina ait 1slak agirlik (g) degerlerinin degisimleri.
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Sekil 4.2.1.3.11. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi dncesi

ve sonrasina ait total viicut uzunlugu (mm) degerlerinin degigimleri.
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Sekil 4.2.1.3.12. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi 6ncesi ve

sonrasina ait kuyruk uzunlugu (mm) degerlerinin degisimleri.
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Sekil 4.2.1.3.13. Bufo bufo larvalarma, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi dncesi ve

sonrasina ait en (mm) degerlerinin degigimleri.

Bufo bufo larvalarma metoksiklor uygulamasinin yapildigi akut calisma sonunda,

uygulama gruplarindaki Sl¢iimii yapilan s6z konusu morfolojik karakterlerin; ortalama
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degerleri ve standart hatalar, Cizelge 4.2.1.3.5’de sunulmustur.

Cizelge 4.2.1.3.5. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi
ardindan slak agirlik (g), total viicut uzunlugu (mm), en (mm) ve kuyruk uzunlugu (mm)

degerlerine ait ortalamalar ve standart hatalar

Ozellik
Uygulama
Islak Agirlik Tot. Uzunluk En Kuyruk Uz.
Gruplar (mm)
(ue/) (9) (mm) (mm)
x SEM x SEM X SEM x SEM
0 0,04414 | 0,00570 | 15,140 | 1,247 3,907 0,605 9,034 0,796
1 0,03533 | 0,00825 | 14,254 | 1,374 3,490 0,539 8,013 0,585
5 0,03821 | 0,00589 | 13,665 | 1,208 3,438 0,708 7,776 0,496
10 0,03129 | 0,00428 | 12,645 | 0,716 3,021 0,442 7,099 0,430
50 0,02795 | 0,00298 | 12,641 | 0,771 3,376 0,226 7,175 0,616
100 0,02780 | 0,00265 | 12,710 | 0,789 2,960 0,336 6,720 0,528

Uygulama sonunda, pestisit maruziyetine bagli olarak total viicut uzunlugu
degisimlerinin, gruplar arasmdaki farkliliklarmin ortaya koyulmasi amaciyla kanonik

diskriminant analizi yapilmistir. Analize ait grafik asagida sunulmustur (Sekil 4.2.1.3.14).
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Sekil 4.2.1.3.14. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi ardindan
total uzunluk dlgiimlerine gore gruplar arasindaki farklar (¢1: Kontrol Grubu: 0,00 pg/l;
¢2: 1 ng/l; ¢3: 5 ng/l; #4: 10 pg/l; ¢5: 50 pg/l).
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Ayirma analizinde olusan iki fonksiyon, toplam varyansin %100’{inii agiklamis ve 1.

fonksiyonun p degeri 6nemli ¢gikmistir (Cizelge 4.2.1.3.6).

Cizelge 4.2.1.3.6. Bufo bufo larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi
ardindan gruplar arasindaki farkin ortaya koyulmasi amaciyla yapilan diskriminant

analizine ait istatistiksel veriler

Fonksiyon Ozdeger Varyans Total Kanonikal ~Wilks Chi-kare df p
(%) (%) Korelasyon Lambda

1 2,432 98,9 98,9 0,856 0,312 62,264 8 0,000
2 0,044 1,1 100,0 0,267 0,867 3,431 3 0,587

4.2.2. Bufo viridis larvalarinda akut toksisite denemelerine ait arastirma

bulgulan
4.2.2.1. Morfolojik bulgular

Akut toksisite denemeleri sonunda, pestisit uygulamasinin yapilmadigi kontrol grubu
larvalarda herhangi bir morfolojik anomaliye rastlanmamistir (Sekil 4.2.2.1.1). Calisma
sonunda, kontrol grubu larvalarin, arka ekstremite taslaklaginin gelismeye basladigr ilk

evre olan 26. evre ile gelisimin siirdiigii 28. evreler arasinda olduklar1 belirlenmistir.

A :
Sekil 4.2.2.1.1. Kontrol grubu, 28. evre Bufo viridis larvasi.
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Maneb ve metoksiklor pestisitlerine maruz birakilan uygulama grubu larvalarda ise
doza bagl artig gosteren; bitylime ve gelismede gecikme, omurga egriligi, visseral 6dem ve
kuyruk deformasyonlari tespit edilmistir.

On pg/l manebe maruz birakilan Bufo viridis larvalarinin, kontrol grubuna benzer
sekilde 26.-28. evreler arasinda olduklar tespit edilmistir. Uygulamaya bagli herhangi bir

morfolojik anomaliye rastlanmamigtir (Sekil 4.2.2.1.2).

Sekil 4.2.2.1.2. 10 pg/l maneb uygulamasi yapilan, 26. evre Bufo viridis larvasi.

Elli pg/l maneb uygulamasmin yapildigi Bufo viridis larvalarinda, biiylime ve
gelismenin baskilandigi, bu gruba dahil larvalarmm 23.-26. gelisim evreleri arasinda
olduklar1 belirlenmistir. Ayrica larvalarda diisiik miktarda kuyruk deformasyonlari

gbzlenmistir (Sekil 4.2.2.1.3).

Sekil 4.2.2.1.3. 50 pg/l maneb uygulamasi yapilan, 26. evre Bufo viridis larvasi.
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Yiiz pg/l ve 1000 pg/l maneb uygulamasinin larvalarda, biiylime ve gelisimin ileri
derecede baskilandigi tespit edilmistir. 100 pg/l maneb uygulamasmin yapildigi gruba
dahil larvalarin operculum gelisimlerini tamamlayamadiklar1 ve 23.-25. evreler arasinda
olduklar1 belirlenmistir. 1000 pg/l manebe maruz birakilan larvalarin ise 23.-24. evreler
arasinda olduklar1 gézlenmistir. Ayrica her iki uygulama grubuna dahil larvalarda ileri

derecede visseral 6dem tespit edilmistir (Sekil 4.2.2.1.4).

\

Sekil 4.2.2.1.4. Kontrol ve maneb uygulamalarinin yapildigi Bufo viridis larvalari.
a. Kontrol grubu, 26. evre Bufo viridis larvasi, b. 100 pg/l manebe maruz birakilan 23.
evre Bufo viridis larvasinda visseral 6dem (7), ¢. 1000 ug/l manebe maruz birakilan 23.

evre Bufo viridis larvasinda visseral 6dem (7).

Yiiz pg/l ve 1000 pg/l maneb uygulamasmin larvalarda, kuyruk deformasyonlar1
gbzlenmistir (Sekil 4.2.2.1.5).
Calisma sonunda 5000 pg/l maneb uygulamasmin yapildigi tiim larvalar 61diigii i¢in

degerlendirmeye alinamamaigtir.
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Sekil 4.2.2.1.5. Kontrol ve maneb uygulamasi yapilan Bufo viridis larvalarina ait kuyruk.
a. Kontrol grubu, 26. evre Bufo viridis larvasina ait kuyruk, b. 100 pug/l manebe maruz
birakilan 23. evre Bufo viridis larvasina ait kuyruk, c. 1000 pug/l manebe maruz birakilan
23. evre Bufo viridis larvasina ait kuyruk.

Metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo viridis larvalarinda ise biiylime ve gelisimde
doza bagli olarak artig gdsteren gecikmeler tespit edilmistir.

Bir pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo viridis larvalarinmn, kontrol grubuna
benzer sekilde 26.-28. evreler arasinda olduklari tespit edilmistir (Sekil 4.2.2.1.6).

Sekil 4.2.2.1.6. 1 pg/l metoksiklor uygulamast yapilan, 27. evre Bufo viridis larvasi.

60



BOLUM 4 —- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Mert GURKAN

Bes nug/l ve 10 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo viridis larvalarin biiyiime
gelisimlerinde gecikmeler tespit edilmistir. Bu gruba dahil larvalarm, 23.-27. evreler
arasinda olduklar1 belirlenmistir.

Elli pg/l metoksiklor uygulanan larvalarda ise gézlenen en 6nemli morfolojik bulgu

visseral 6demdir (Sekil 4.2.2.1.7). Bu gruba dahil larvalarin, 23.-25. evreler arasinda

olduklar1 tespit edilmistir.

Sekil 4.2.2.1.7. 50 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan 25. evre Bufo viridis larvasinda

visseral 6dem (7).

Metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo viridis larvalarinda goézlenen en Onemli
morfolojik bulgu omurga egriligidir. S6z konusu omurga egriligi en yiiksek doz olan, 100
pg/l metoksiklor uygulamasinin yapildig1 larvalarda bariz olarak goézlenmistir (Sekil
4.2.2.1.8). Bu gruba dahil larvalarin, 23.-25. evreler arasinda olduklar1 belirlenmistir.
Benzer sekilde 50 pg/l metoksiklor uygulanan larvarin omurgalarinda egrilik tespit

edilmistir (Sekil 4.2.2.1.9).
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Sekil 4.2.2.1.8. Kontrol ve 100 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo viridis larvalari.
a. Kontrol grubu 26. evre Bufo viridis larvasi, b. 100 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan

25. evre Bufo viridis larvasinda omurga egriligi (7).

Sekil 4.2.2.1.9. 50 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan 25. evre Bufo viridis larvasinda

omurga egriligi (1).

4.2.2.2. Histopatolojik bulgular

Akut toksisite denemeleri sonunda (120. saat), pestisit uygulamasmin yapilmadigi
kontrol grubu larvalarda herhangi bir histolojik anomaliye rastlanmamistir. Maneb ve
metoksiklora maruz birakilan Bufo bufo ve Bufo viridis larvalarindan hazirlanan histolojik

kesitlerde, doza bagli olarak artis gosteren visseral 6dem olusumu, operculum defektleri,
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solungaclarda lamellar birlesme, pronefrik tiibiil deformasyonlari, karacigerde nekroz,
notokord defektleri ve somit formasyonunda bozulmalar gézlenmistir.

On pg/l ve 50 pg/l maneb uygulamasinin yapildigi larvalarda diisiik miktarda, 100 ve
1000 pg/l maneb uygulamasmin yapildigi larvalarda ileri derecede visseral 6dem olusumu

tespit edilmistir (Sekil 4.2.2.2.1).

Sekil 4.2.2.2.1. Kontrol grubu ve maneb uygulamalarmin yapildigi Bufo viridis larvalarma

ait i¢ organlardan gegen enine kesitler. a. Kontrol grubu, b. 50 pg/l maneb uygulama
grubu larvada visseral 6dem (*), c. 100 pg/l maneb uygulama grubu larvada visseral
o0dem (*), d. 1000 pg/l maneb uygulama grubu larvada visseral 6dem (*), (H&E).
Kontrol grubu larvalarin karacigerinden gecen enine kesitlerinde herhangi bir
histopatolojik bulguya rastlanmamistir (Sekil 4.2.2.2.2). Ancak 1000 pg/l manebe maruz

birakilan Bufo viridis larvalarin karacigerinden gecen enine kesitlerde ileri derecede
nekroz gozlenmistir (Sekil 4.2.2.2.3).
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Sekil 4.2.2.2.3. 1000 pg/l maneb uygulamasi yapilan Bufo viridis larvasi, karacigerden
gecen enine kesitte nekroz (O), (H&E).

Kontrol grubu Bufo viridis larvalarmim solungaglarindan gegen enine kesitlerinde
herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmamustir (Sekil 4.2.2.2.4). Ancak 1000 pg/l
maneb uygulamasi yapilan Bufo viridis larvalarm operculumunda defektler gézlenmistir
(Sekil 4.2.2.2.5).

64



BOLUM 4 —- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Mert GURKAN

Sekil 4.2.2.2.4. Kontrol grubu Bufo viridis larvasi, solungaglardan gegen enine Kesit,
(H&E).

Sekil 4.2.2.2.5. 1000 pg/l maneb uygulamasi yapilan Bufo viridis larvasi, solungaglardan

gecen enine kesitte operculum defekti (*), (H&E).

Benzer sekilde 100 pg/l maneb uygulamasi yapilan larvalarin solungaglarindan

gecen enine kesitlerde lamellar birlesmeler tespit edilmistir (Sekil 4.2.2.2.6).
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Sekil 4.2.2.2.6. 100 pg/l maneb uygulamasi yapilan Bufo viridis larvasi, solungaglardan
gecen enine kesitte lamellar birlesmeler (— ), (H&E).

Kontrol grubu larvalarin pronefrik tiibiillerinden gecen enine kesitlerde énemli bir
histopatolojik bulguya rastlanmamustir (Sekil 4.2.2.2.7). 100 pg/l ve 1000 pg/l maneb
uygulamasinin yapildigi larvalarin ayni bdlgesinden gecen kesitlerde tiibiiler deformasyon

gozlenmistir (Sekil 4.2.2.2.8 ve Sekil 4.2.2.2.9).

Sekil 4.2.2.2.7. Kontrol grubu Bufo viridis larvasi, pronefrik tiibiillerden gecen enine kesit,
(H&E).
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Sekil 4.2.2.2.8. 100 pg/l maneb uygulamasinin yapildigi Bufo viridis larvasi, pronefrik

tiibiillerden gecen enine kesitte, epitel hiicresi deformasyonu (»), (H&E).

Sekil 4.2.2.2.9. 1000 pg/l maneb uygulamasimin yapildigi Bufo viridis larvasi, pronefrik

tiibiillerden gegen enine kesitte, epitel hiicresi deformasyonu (»), (H&E).

Elli pg/l ve 100 pg/l metoksiklor uygulamalarinin yapildigi Bufo viridis larvalarinda,
doza bagli artig gosteren visseral 6dem tespit edilmistir (Sekil 4.2.2.2.10 ve Sekil
4.2.2.2.11).
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1
200 v

Sekil 4.2.2.2.10. 50 ug/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo viridis larvasi, i¢

organlardan gegen enine kesitte visseral 6dem (* ), (H&E).

Sekil 4.2.2.2.11. 100 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo viridis larvas, i¢

organlardan gegen enine kesitte visseral 6dem (*), (H&E).
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Elli pg/l ve 100 pg/l metoksiklor uygulamalariin yapildigi larvalarin somit ve
neural boru formasyonunda ileri derecede bozulmalar ve notokorda defektleri tespit
edilmistir (Sekil 4.2.2.2.12 ve Sekil 4.2.2.2.13).

ot~ — e N

Sekil 4.2.2.2.12. 50 ug/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo viridis larvasi, neural

boruda deformasyon ( ), notokorda defekti ( ' ) ve somit formasyonunda bozulmalar

( "\ ), (H&E).

"
Sekil 4.2.2.2.13. 100 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo viridis larvasi, neural

boruda deformasyon ( ), notokorda defekti (' ) ve somit formasyonunda bozulmalar

(\ ), (H&E).
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Kontrol grubu Bufo viridis larvalarin karacigerinden gecen enine kesitlerde dnemli
bir histopatolojik bulguya rastlanmamistir. Calismada, en yliksek doz olan 100 pg/l
metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo viridis larvalarinin ayni bdlgeden gecen enine

kesitlerinde karaciger nekrozu tespit edilmistir (Sekil 4.2.2.2.14).

Sekil 4.2.2.2.14. Kontrol ve metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo viridis larvalarinda
karacigerden gegen enine kesitler. a. Kontrol grubu, b. 100 pg/l metoksiklor uygulamasi

yapilan larvada karaciger nekrozu (O), (H&E).

4.2.2.3. Istatistiksel bulgular

Bufo viridis larvalarina 120 saat siireyle maneb uygulamasmm yapildigi akut
toksisite denemelerinde; deney sonunda kontrol grubu larvalarda 1 adet dogal 6liim
gozlenmigtir. 5000 pg/l maneb uygulamasinin yapildig1 gruba dahil tiim larvalarin 120.
saatte oldigi tespit edilmistir. Akut toksisite denemeleri siiresince, 24 saatlik periyotlarda
uygulama dozlarina bagh olarak hayatta kalan larvalarin sayilarin1 gosteren grafik diger

sayfada sunulmustur (Sekil 4.2.2.3.1).
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Sekil 4.2.2.3.1. Bufo viridis larvalarina, 120 saat siireyle maneb uygulamasi ardindan,

giinlere bagli olarak hayatta kalan birey sayis1 (n: 20 larva).

Calisma sonundaki mortalite degerlerine gore, lineer transformasyonla verilen probit

grafigi Sekil 4.2.2.3.2°de sunulmustur.
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Sekil 4.2.2.3.2. Bufo viridis larvalarma 120 saat siireyle maneb uygulamasi ardindan probit

grafigi.
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21. evre Bufo viridis larvalarina maneb pestisitinin 120 saat siireyle uygulanmasinin

ardindan hesaplanan LCyg LCso Ve LCgqg degerleri, Cizelge 4.2.2.3.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.2.2.3.1. Bufo viridis larvalarinda, maneb pestisitine ait letal konsantrasyon

degerleri (ug/1)
LC degerleri Konsantrasyon (pg/1) %95 Gliven Araligi
Alt Ust
LCio 66,565 11,867 150,551
LCso 332,834 145,890 626,081
LCqo 1664,212 857,422 5446,047

Toksisite denemeleri basinda ve sonunda larvalarin 1slak agirlik (Sekil 4.2.2.3.3),

total viicut uzunlugu (Sekil 4.2.2.3.4), kuyruk uzunlugu (Sekil 4.2.2.3.5) ve en (Sekil

4.2.2.3.6) gibi morfolojik karakterler igin yapilan dl¢iimlere ait degisim grafikleri sirastyla

sunulmustur.
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Sekil 4.2.2.3.3. Bufo viridis larvalarina, 120 saat siireyle maneb uygulamasi 6ncesi ve

sonrasina ait islak agirlik (g) degerlerinin degisimleri.
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Sekil 4.2.2.3.4. Bufo viridis larvalarina, 120 saat siireyle maneb uygulamasi 6ncesi ve

sonrasina ait total viicut uzunlugu (mm) degerlerinin degisimleri.
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Sekil 4.2.2.3.5. Bufo viridis larvalarma, 120 saat siireyle maneb uygulamasi 6ncesi ve

sonrasina ait kuyruk uzunlugu (mm) degerlerinin degisimleri.
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Sekil 4.2.2.3.6. Bufo viridis larvalarma, 120 saat siireyle maneb uygulamasi 6ncesi ve

sonrasina ait en (mm) degerlerinin degisimleri.

Bufo viridis larvalarina maneb uygulamasmin yapildigi akut c¢alisma sonunda,
uygulama gruplarindaki 6l¢liimii yapilan s6z konusu morfolojik karakterlerin, ortalama

degerleri ve standart hatalari, Cizelge 4.2.2.3.2’de sunulmustur.

Cizelge 4.2.2.3.2. Bufo viridis larvalarina, 120 saat siireyle maneb uygulamasi ardindan
1islak agirlik (g), total viicut uzunlugu (mm), en (mm) ve kuyruk uzunlugu (mm)

degerlerine ait ortalamalar ve standart hatalar

Ozellik
Uygulama
Islak Agirlik Tot. Uzunluk En Kuyruk Uz.
Gruplar1 (mm)
(gD () (mm) (mm)
He x SEM x SEM X SEM x SEM
0 0,028890 | 0,00223 | 13,511 | 0,557 | 3,422 0,220 7,756 0,862
10 0,027940 | 0,00305 | 12,779 | 0,674 | 3,553 0,394 7,505 0,729
50 0,025290 | 0,00390 | 12,272 | 0,430 | 3,454 0,267 6,541 0,371
100 0,02194 | 0,00346 | 11,424 | 0,562 | 3,363 0,205 5,900 0,337
1000 0,020760 | 0,00146 | 11,082 | 0,183 | 3,618 0,2152 5,990 | 0,1229
5000
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Uygulama sonunda pestisit maruziyetine bagli olarak total viicut uzunlugu
degisimlerinin, gruplar arasindaki farkliliklarinin ortaya koyulmasi amaciyla kanonik

diskriminant analizi yapilmistir. Analize ait grafik asagida sunulmustur (Sekil 4.2.2.3.7).

Hanonlk Diskriminant Fonkslyonu
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Sekil 4.2.2.3.7. Bufo viridis larvalarina, 120 saat siireyle maneb uygulamasi ardindan total
uzunluk Sl¢iimlerine gore gruplar arasindaki farklar (m1: Kontrol Grubu: 0,00 pg/l;

m2: 10 pg/l; m3: 50 png/l; m4: 100 pg/l; m5: 1000 pg/l maneb).

Ayirma analizinde olusan iki fonksiyon, toplam varyansin %100’iinii agiklamis ve 1.

fonksiyonun p degeri 6nemli ¢ikmustir (Cizelge 4.2.2.3.3).

Cizelge 4.2.2.3.3. Bufo viridis larvalarina, 120 saat siireyle maneb uygulamasi ardindan

gruplar arasindaki farkin ortaya koyulmasi amaciyla yapilan diskriminant analizine ait

istatistiksel veriler

Fonksiyon Ozdeger Varyans Total Kanonikal ~Wilks Chi-kare df p
(%) (%) Korelasyon Lambda

1 2,468 98,1 98,1 0,689 0,320 57,284 8 0,000
2 0,090 1,9 100,0 0,290 0,872 3,312 3 0,592

Bufo viridis larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasinin yapildigi akut

toksisite denemelerinde; deney sonunda kontrol grubu larvalarda 1 adet dogal 6lim
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gozlenmistir. Deneme sonunda, en fazla sayida 6liim, en yiiksek doz olarak uygulanan, 100
ug/l metoksiklor uygulamasmin yapildigi grupta tespit edilmistir. Bu grupta 19 larvanin
oldigi tespit edilmistir. 100 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan gruba dahil larvalarda,
ileri derecede morfolojik anomali oldugu i¢in 6l¢im almamamistir. Toksisite denemeleri
stiresince, uygulama dozlarina bagl olarak hayatta kalan larvalarin sayilarini gosteren

grafik asagida sunulmustur (Sekil 4.2.2.3.8).
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Sekil 4.2.2.3.8. Bufo viridis larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi ardindan,

giinlere bagli olarak hayatta kalan birey sayis1 (n: 20 larva).

Calisma sonundaki mortalite degerlerine gore, lineer transformasyonla verilen probit

grafigi Sekil 4.2.2.3.9°da sunulmustur.
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Sekil 4.2.2.3.9. Bufo viridis larvalarina 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi ardindan

probit grafigi.

21. evre Bufo viridis larvalarmma, metoksiklor pestisitinin 120 saat siireyle
uygulanmasmin ardindan hesaplanan LCyg LCso Ve LCgq degerleri, Cizelge 4.2.2.3.4°de

sunulmustur.

Cizelge 4.2.2.3.4. Bufo viridis larvalarinda, metoksiklor pestisitine ait letal konsantrasyon

degerleri (ug/1)
LC degerleri Konsantrasyon (png/l) %95 Gliven Araligi
Alt Ust
LCio 4,187 0,604 9,232
LCso 20,313 9,204 34,400
LCoo 98,535 55,149 325,961
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Toksisite denemeleri basinda ve sonunda larvalarin islak agirlik (Sekil 4.2.2.3.10),
total viicut uzunlugu (Sekil 4.2.2.3.11), kuyruk uzunlugu (Sekil 4.2.2.3.12) ve en (Sekil
4.2.2.3.13) gibi morfolojik karakterler icin yapilan Olclimlere ait degisim grafikleri

sirasiyla sunulmustur.
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Sekil 4.2.2.3.10. Bufo viridis larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi 6ncesi

ve sonrasina ait 1slak agirlik (g) degerlerinin degisimleri.
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Sekil 4.2.2.3.11. Bufo viridis larvalarma, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi dncesi

ve sonrasina ait total viicut uzunlugu (mm) degerlerinin degigimleri.
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Sekil 4.2.2.3.12. Bufo viridis larvalarma, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi 6ncesi

ve sonrasina ait kuyruk uzunlugu (mm) degerlerinin degisimleri.
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Sekil 4.2.2.3.13. Bufo viridis larvalarma, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi dncesi

ve sonrasina ait en (mm) degerlerinin degisimleri.

Bufo viridis larvalarina metoksiklor uygulamasmin yapildigi akut ¢alisma sonunda,

uygulama gruplarindaki 6lgiimii yapilan s6z konusu morfolojik karakterlerin, ortalama
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degerleri ve standart hatalar, Cizelge 4.2.2.3.5’de sunulmustur.

Cizelge 4.2.2.3.5. Bufo viridis larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi
ardindan slak agirlik (g), total viicut uzunlugu (mm), en (mm) ve kuyruk uzunlugu (mm)

degerlerine ait ortalamalar ve standart hatalar

Ozellik
Uygulama
Islak Agirlik Tot. Uzunluk En Kuyruk Uz.
Gruplar1 (mm)
(ne/) (9) (mm) (mm)
x SEM X SEM X SEM X SEM
0 0,02742 | 0,00319 | 13,216 | 0,704 3,390 0,433 8,357 0,632
1 0,028330 | 0,00211 | 13,361 | 0,543 3,361 0,286 7,762 0,582
5 0,02496 | 0,00463 | 12,796 | 0,691 3,295 0,228 7,513 0,577
10 0,017020 | 0,00291 | 11,708 | 0,422 3,437 0,338 6,235 0,422
50 0,016110 | 0,00190 | 11,210 | 0,308 3,326 0,197 6,060 | 0,2616

Uygulama sonunda pestisit maruziyetine bagli olarak total viicut uzunlugu
degisimlerinin, gruplar arasindaki farkliliklarmin ortaya koyulmasi amaciyla kanonik

diskriminant analizi yapilmistir. Analize ait grafik diger sayfada sunulmustur (Sekil
4.2.2.3.14).
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Sekil 4.2.2.3.14. Bufo viridis larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi
ardindan total uzunluk Gl¢timlerine gore gruplar arasindaki farklar (¢1: Kontrol Grubu:
0,00 ug/l; #2: 1 pg/l; #3: 5 ug/l; ¢4: 10 pg/l; 5: 50 ug/l).

Ayirma analizinde olusan iki fonksiyon, toplam varyansin %100’iini agiklamis ve 1.

fonksiyonun p degeri 6nemli ¢gikmustir (Cizelge 4.2.2.3.6).

Cizelge 4.2.2.3.6. Bufo viridis larvalarina, 120 saat siireyle metoksiklor uygulamasi
ardindan gruplar arasindaki farkin ortaya koyulmasi amaciyla yapilan diskriminant

analizine ait istatistiksel veriler

Fonksiyon Ozdeger Varyans Total Kanonikal ~Wilks Chi-kare df p
(%) (%) Korelasyon Lambda

1 2,854 98,9 98,9 0,521 0,431 62,468 8 0,000
2 0,083 1,1 100,0 0,280 0,987 4,187 3 0,613
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4.3. Kronik Toksisite Denemelerine Ait Arastirma Bulgular

4.3.1. Bufo bufo larvalarinda kronik toksisite denemelerine ait arastirma

bulgulan

Bufo bufo larvalarinda, maneb pestisitinin; 21. evreden itibaren, 35 giin siireyle
kontrol grubu larvalarda metamorfozun sonlanmasma kadar uygulanmasi neticesinde
ornekleme giinlerine bagl olarak, larvalarin somatik yaslar1 ve gelisim evresi araliklari
Cizelge 4.3.1.1°de sunulmustur. Her uygulama grubuna dahil 10 adet larva morfolojik
acidan incelenmis olup bu larvalarm, en ileri ve en geri gelisim evreleri aralik olarak
belirtilmistir. Kontrol grubu Bufo bufo larvalarinin biiyiik ¢ogunlugunun (%88), 46.
somatik yasmmda metamorfozlarini tamamladiklar1 tespit edilmistir. Ancak maneb
uygulamasina bagli olarak ozellikle 1, 5 ve 10 pg/l uygulama gruplarindaki larvalarin

metamorfozunu tamamlama siiresinde gecikmeler tespit edilmistir.

Cizelge 4.3.1.1. Bufo bufo larvalarina, maneb pestisitinin 35 giin siireyle kronik

uygulanmasi neticesindeki somatik yas / gelisim evresi (n:10)

Uygulama Somatik Yas (giin) / Gelisim Evresi (Gosner,1960)
Dozlar1
(ng/h
18 25 32 39 46
0
28-29 34-36 35-37 39-40 44-46
18 25 32 39 46
0,1
27-30 34-35 34-36 36-38 42-46
18 25 32 39 46
0,5
27-29 31-34 32-34 36-39 42-46
18 25 32 39 46
1
24-28 26-34 29-36 33-39 39-44
18 25 32 39 46
5
24-28 25-34 29-36 32-39 35-40
18 25 32 39 46
10
24-27 25-34 28-36 33-39 37-40
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46. somatik yasinda Bufo bufo larvalarinin, kontrol ve uygulama gruplarindaki

metamorfozunu tamamlayanlarinin yiizdeleri Sekil 4.3.1.1°de sunulmustur.

Metamorfozunu tamamlayan larva (%)
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Sekil 4.3.1.1. Kontrol ve maneb uygulamasi yapilan Bufo bufo larvalarinda metamorfozu

tamamlama ylizdeleri.

Bir, 5 ve 10 pg/l maneb uygulamasi yapilan larvalarin % 50’sinin  metamorfozunu

tamamladigi somatik yaslar Sekil 4.3.1.2°de sunulmustur.
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Sekil 4.3.1.2. 1, 5 ve 10 pg/l maneb uygulamasi yapilan Bufo bufo larvalarinda, pestisit

konsantrasyonu, metamorfoz siiresi iligkisi.
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Bufo bufo larvalarinda, kontrol ve 10 pg/l maneb uygulamasmin yapildig: gruplara
dahil larvalarin 18, 25, 32, 39 ve 46. somatik yaslarinda en ileri gelisim evrelerinde olanlar
Sekil 4.3.1.3 ve Sekil 4.3.1.4°de sunulmustur.

ﬁ b

Sekil 4.3.1.3. Kontrol grubu Bufo bufo larvalar1 somatik yag / en ileri gelisim evresi
fotograflar1. a. 18. somatik yas / 29. evre, b. 25. somatik yas / 36. evre, c. 32. somatik yas /
37. evre, d. 39. somatik yas / 40. evre, e. 46. somatik yas / 46. evre.
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Sekil 4.3.1.4. 10 pg/l maneb uygulamasi yapilan Bufo bufo larvalari somatik yas / en ileri
gelisim evresi fotograflari. a. 18. somatik yas / 27. evre, b. 25. somatik yas / 34. evre,
c. 32. somatik yas / 36. evre, d. 39. somatik yas / 39. evre, e. 46. somatik yas / 40. evre.
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46. somatik yasindaki, kontrol ve maneb uygulamalarinin yapildig1 gruplara dahil

Bufo bufo larvalarinin hayatta kalma yiizdeleri Sekil 4.3.1.5’de sunulmustur.
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Sekil 4.3.1.5. 46. somatik yasindaki Bufo bufo larvalarinin maneb uygulamasina bagl
olarak hayatta kalan larva ytizdeleri (n: 60).

Kontrol ve maneb uygulamasmin yapildigi gruplara dahil larvalarda, pestisit
maruziyetine bagh olarak herhangi bir morfolojik anomali gézlenmemistir.

Histolojik kesitlerde, 38. evre kontrol grubu Bufo bufo larvalarinda farklilasmamus
gonad taslagi tespit edilmistir (Sekil 4.3.1.6). Ayn1 gruba dahil larvalarin, 46. evrelerinde
mezonefroz bobrek, testis ve ovaryum ayrimimin yapilabildigi goézlenmistir (Sekil 4.3.1.7
ve Sekil 4.3.1.8). Uygulama grubu larvalarin, mezonefroz bobrek ve gonadlarindan gegen

kesitlerde herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmamaistir.
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Sekil 4.3.1.6. Kontrol grubu 39. evre Bufo bufo larvasinda pronefrik tiibiiller ve
farklilasmamis gonad taslagi, (H&E).
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Sekil 4.3.1.7. Kontrol grubu 46. evre Bufo bufo larvasinda mezonefroz bobrek ve testis,
(PAS).

z* > e
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5 '.’.m.'... - ' e
Sekil 4.3.1.8. Kontrol grubu 46. evre Bufo bufo larvasinda mezonefroz bobrek ve

ovaryum, (PAS).
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46. somatik yasindaki Bufo bufo larvalarinda kontrol ve maneb uygulamasina bagl
olarak, farklilasmamis gonad taslagi, testis ve ovaryum gelisimlerine ait gruplardaki larva

sayilar1 Sekil 4.3.1.9°da sunulmustur.
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Sekil 4.3.1.9. 46. somatik yasindaki Bufo bufo larvalarinda, kontrol ve maneb uygulama
gruplarmdaki, farklilagmamis gonad taslagi, ovaryum ve testis gelisiminin goriildiigii larva

sayilar1 (n: 10).

Kontrol ve maneb uygulama gruplarina dahil metamorfozunu tamamlamis olan 46.
evre Bufo bufo larvalarinda, farklilagmamis gonad taslagi, testis ve ovaryum geligimi

goriilen larvalarin sayilar1 Sekil 4.3.1.10°da sunulmustur.
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Sekil 4.3.1.10. Metamorfozunu tamamlamis Bufo bufo larvalarinm, kontrol ve maneb
uygulama gruplarindaki, farklilasmamis gonad taslagi, ovaryum ve testis gelisiminin

goriildiigii larva sayilar (n: 10).

Bufo bufo larvalarinda metoksiklor pestisitinin; 21. evreden itibaren, 35 giin
stireyle kontrol grubunda metamorfozun sonlanmasina kadar uygulanmasi neticesinde
ornekleme giinlerine bagl olarak, larvalarin somatik yaslar1 ve gelisim evresi araliklari
Cizelge 4.3.1.2°de sunulmustur. Her uygulama grubuna dahil 10 adet larva morfolojik
acidan incelenmis olup, bu larvalarin en ileri ve en geri gelisim evreleri aralik olarak
belirtilmistir. Kontrol grubu Bufo bufo larvalarinin biiyiik ¢ogunlugunun (%88), 46.
somatik yasinda metamorfozlarini tamamladiklar: tespit edilmistir. Ancak metoksiklor
uygulamasma bagli olarak o6zellikle 0,1, 0,5 ve 1 pg/l uygulama gruplarindaki larvalarin

metamorfozunu tamamlama siirelerinde gecikmeler tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3.1.2. Bufo bufo larvalarina, metoksiklor pestisitinin kronik uygulanmasi

neticesindeki somatik yas/gelisim evresi (n: 10)

Uygulama Somatik Yas (giin) / Gelisim Evresi (Gosner, 1960)
Dozlar1
(ng/
18 25 32 39 46
0
28-29 34-36 35-37 39-40 44-46
18 25 32 39 46
0,01
26-28 31-33 32-36 35-39 41-46
18 25 32 39 46
0,05
27-28 29-34 31-35 31-37 42-46
18 25 32 39 46
0,1
23-26 26-31 29-36 32-39 40-43
18 25 32 39 46
0,5
24-28 25-31 28-36 33-38 34-40
18 25 32 39 46
1
23-27 26-30 29-37 32-39 34-42
46. somatik yasindaki, kontrol ve uygulama grubu Bufo bufo larvalarmin,

metamorfozunu tamamlayanlarmin yiizdeleri Sekil 4.3.1.11°de sunulmustur.
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90 4

80

70

60

50 4

40

30

20

Metamorfozunu tamamlayan larva (%)

10 4

0,00 0,01 0,05 0,10 0,50 1,00
Metoksiklor konsantrasyonu (ug/l)

Sekil 4.3.1.11. Kontrol ve metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo bufo larvalarinda

metamorfozu tamamlama yiizdeleri.

0,1, 0,5 ve 1 png/l metoksiklor uygulamasi yapilan larvalarin % 50’sinin

metamorfozunu tamamladig1 somatik yaslar Sekil 4.3.1.12°de sunulmustur.
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Sekil 4.3.1.12. 0,1, 0,5 ve 1 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo bufo larvalarinda,

somatik yas, metamorfoz siiresi iligkisi.
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Bufo bufo larvalarinmn, 1 pg/l metoksiklor uygulamasmin yapildigi gruba dahil
larvalarin 18, 25, 32, 39 ve 46. somatik yaslarinda en ileri gelisim evrelerinde olanlar Sekil

4.3.1.13’de sunulmustur.
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Sekil 4.3.1.13. 1 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo bufo larvalari somatik yas / en
ileri gelisim evresi fotograflar1. a. 18. somatik yas / 27. evre, b. 25. somatik yas / 30. evre,

c. 32. somatik yas / 37. evre, d. 39. somatik yas / 39. evre, e. 46. somatik yas / 42. evre.
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Bufo bufo larvalarinin, 46. somatik yasindaki, kontrol ve metoksiklor
uygulamalarinin yapildigi gruplara dahil larvalarin hayatta kalma yiizdeleri Sekil
4.3.1.14°de sunulmustur.

90 |

80 -

70 1

60 -

50 |

40 1

30 1

Hayatta kalan larva (%)

20 1

10 -

0 T T T T T
0,00 0,01 0,05 0,10 0,50 1,00

Metoksiklor konsantrasyonu (ug/l)

Sekil 4.3.1.14. Bufo bufo larvalarinin 46. somatik yasinda metoksiklor uygulamasina baglh
olarak hayatta kalan larva ytizdeleri (n: 60).

Kontrol ve metoksiklor uygulamasimin yapildigi gruplara dahil larvalarda, pestisit
maruziyetine bagli olarak herhangi bir morfolojik ve histopatolojik anomali
gdzlenmemistir.

46. somatik yasindaki Bufo bufo larvalarmmda kontrol ve metoksiklor uygulamasina
bagli olarak, farklilasmamis gonad taslagi, testis ve ovaryum gelisimlerine ait gruplardaki

larva sayilar1 Sekil 4.3.1.15°de sunulmustur.
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Sekil 4.3.1.15. 46. somatik yasindaki Bufo bufo larvalarinda, kontrol ve metoksiklor
uygulama gruplarindaki, farklilasmamis gonad taslagi, ovaryum ve testis gelisiminin

goriildiigii larva sayilart (n: 10).

Kontrol ve maneb uygulama gruplarina dahil metamorfozunu tamamlamis olan 46.
evre Bufo bufo larvalarinda farklilagmamis gonad taslagi, testis ve ovaryum gelisimi

goriilen larvalarin sayilar1 Sekil 4.3.1.16°da sunulmustur.
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Sekil 4.3.1.16. Metamorfozunu tamamlamis Bufo bufo larvalarinin, kontrol ve metoksiklor
uygulama gruplarindaki, farklilagmamis gonad taslagi, ovaryum ve testis gelisiminin

goriildiigii larva sayilart (n: 10).

4.3.2. Bufo viridis larvalarinda kronik toksisite denemelerine ait arastirma

bulgulan

Bufo viridis larvalarinda, maneb pestisitinin; 21. evreden itibaren, 74 giin siireyle
kontrol grubunda metamorfozun sonlanmasma kadar uygulanmasi neticesinde 6rnekleme
giinlerine bagh olarak, larvalarin 16.-48. somatik yaslar1 arasindaki gelisim evresi araliklar1
Cizelge 4.3.2.1°de, 58.-83. somatik yaslar1 arasindaki gelisim evresi araliklar1 ise Cizelge
4.3.2.2’de sunulmustur. Her uygulama grubuna dahil 10’ar larva morfolojik agidan
incelenmis olup bu larvalarm, en ileri ve en geri gelisim evreleri aralik olarak belirtilmistir.

Kontrol grubu Bufo viridis larvalarinin biiyiik ¢ogunlugunun (%80), 83. somatik yasinda
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metamorfozlarini tamamladiklar1 tespit edilmistir. Ancak tiim uygulama gruplarindaki

larvalarin metamorfozunu tamamlama siirelerinde, maneb uygulamasma bagli olarak

gecikmeler tespit edilmistir.

Cizelge 4.3.2.1. Bufo viridis larvalarinda, maneb pestisitinin kronik uygulanmasi

neticesindeki 16.-48. somatik yas / gelisim evresi (n: 10)

Uygulama Somatik Yas (giin) / Gelisim Evresi (Gosner, 1960)
Dozlar1
(ng/h
16 24 30 41 48
0
25-26 26-28 29-30 30-31 31-33
16 24 30 41 48
0,1
25-26 26-29 26-32 28-33 30-34
16 24 30 41 48
0,5
24-26 24-27 25-29 28-29 28-31
16 24 30 41 48
1
22-26 23-29 23-30 25-31 26-31
16 24 30 41 48
5
22-25 23-27 24-30 27-32 29-33
16 24 30 41 48
10
23-26 23-27 24-29 25-30 27-31
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Cizelge 4.3.2.2. Bufo viridis larvalarinda, maneb pestisitinin kronik uygulanmasi

neticesindeki 58.-83. somatik yas / gelisim evresi (n: 10)

Uygulama Somatik Yas (giin) / Gelisim Evresi (Gosner, 1960)
Dozlar1
(ng/
58 64 72 77 83
0
35-39 38-41 39-42 39-43 43-46
58 64 72 77 83
0,1
32-38 35-40 36-41 36-42 42-46
58 64 72 77 83
0,5
30-36 33-38 35-40 35-41 38-46
58 64 72 77 83
1
28-34 30-36 32-40 33-43 40-46
58 64 72 77 83
5
30-35 30-37 32-37 34-42 35-46
58 64 72 77 83
10
29-33 31-37 33-39 35-40 36-41

Bufo viridis larvalarinin 83. somatik yasinda, kontrol ve uygulama grubu larvalarin

metamorfozunu tamamlayanlarmin yiizdeleri Sekil 4.3.2.1°de sunulmustur.
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Sekil 4.3.2.1. 83. somatik yasindaki kontrol ve maneb uygulamasi yapilan Bufo viridis

larvalarinda metamorfozu tamamlama ytizdeleri.

0,5, 1, 5 ve 10 pg/l maneb uygulamasi yapilan larvalarin % 50’sinin metamorfozunu

tamamladigi somatik yaslar Sekil 4.3.2.2°de sunulmustur.
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Sekil 4.3.2.2. 0,5, 1, 5 ve 10 pg/l maneb uygulamasi yapilan Bufo viridis larvalarinda,

uygulama konsantrasyonu, metamorfoz siiresi iligkisi.
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Bufo viridis larvalarinda, kontrol ve 10 pg/l maneb uygulamasinin yapildig1 gruplara
dahil larvalarin 16, 24, 30, 41, 48, 58, 64, 72, 77 ve 83. somatik yaslarindaki en ileri
gelisim evresinde olanlar Sekil 4.3.2.3 ve Sekil 4.3.2.4’de sunulmustur.
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a b C

Sekil 4.3.2.3. Kontrol grubu Bufo viridis larvalar1 somatik yas / en ileri gelisim evresi
fotograflar1. a. 16. somatik yas / 26. evre, b. 24. somatik yas / 28. evre, c. 30. somatik yas
/30. evre, d. 41. somatik yas / 31. evre, e. 48. somatik yas / 33. evre, f. 58. somatik yas/
39. evre, g. 64. somatik yas / 41. evre, h. 72. somatik yas / 42. evre, 1. 77. somatik yas / 43.
evre, j. 83. somatik yas / 46. evre.
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Sekil 4.3.2.4. 10 pg/l maneb uygulamasi yapilan Bufo viridis larvalar1 somatik yas / en
ileri gelisim evresi fotograflari. a. 16. somatik yas / 26. evre, b. 24. somatik yas / 27. evre,
c. 30. somatik yas / 29. evre, d. 41. somatik yas / 30. evre, e. 48. somatik yas / 31. evre, f.
58. somatik yas / 33. evre, g. 64. somatik yas / 37. evre, h. 72. somatik yas / 39. evre, 1. 77.
somatik yas / 40. evre, j. 83. somatik yas / 41. evre.

Bufo viridis larvalarinin 83. somatik yasinda, kontrol ve maneb uygulamalarinin

yapildig1 gruplara dahil larvalarm hayatta kalma ytizdeleri Sekil 4.3.2.5’de sunulmustur.
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Sekil 4.3.2.5. Bufo viridis larvalarinin 83. somatik yasinda maneb uygulamasina bagl

olarak hayatta kalma yiizdeleri (n: 60).

Kontrol ve maneb uygulamasmin yapildigi gruplara dahil larvalarda, pestisit
maruziyetine bagh olarak herhangi bir morfolojik anomali gdzlenmemistir.

Histolojik kesitlerde, 39. evre kontrol grubu Bufo viridis larvalarinda farklilasmamis
gonad taslagi tespit edilmistir (Sekil 4.3.2.6). Ayn1 gruba dahil larvalarin 46. evrelerinde
mezonefroz bobrek, testis ve ovaryum ayriminin yapilabildigi goézlenmistir (Sekil 4.3.2.7
ve Sekil 4.3.2.8). Uygulama grubu larvalarin, mezonefroz bobrek ve gonadlarindan gegen

kesitlerde herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmamastir.
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Sekil 4.3.2.6. Kontrol grubu 39. evre Bufo viridis larvasinda pronefrik tiibiiller ve

farklilasmamis gonad taslagi, (H&E).

Sekil 4.3.2.7. Kontrol grubu 46. evre Bufo viridis larvasinda testis, (PAS).
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Sekil 4.3.2.8. Kontrol grubu 46. evre Bufo viridis larvasinda mezonefroz bobrek ve
ovaryum, (PAS).

83. somatik yasindaki Bufo viridis larvalarinda, kontrol ve maneb uygulamasina
bagl olarak; farklilasmamis gonad taslagi, testis ve ovaryum gelisimlerine ait gruplardaki

larva sayilar1 Sekil 4.3.2.9°da sunulmustur.
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Sekil 4.3.2.9. 83. somatik yasindaki Bufo viridis larvalarinda, kontrol ve maneb uygulama
gruplaridaki, farklilagmamis gonad taslagi, ovaryum ve testis gelisiminin goriildiigii larva

sayilar1 (n: 10).

Kontrol ve maneb uygulama gruplarina dahil metamorfozunu tamamlamis olan 46.
evre Bufo viridis larvalarinda farklilasmamis gonad taslagi, testis ve ovaryum geligimi

goriilen larvalarin sayilar1 Sekil 4.3.2.10°da sunulmustur.
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Sekil 4.3.2.10. Metamorfozunu tamamlamis Bufo viridis larvalarmin, kontrol ve maneb
uygulama gruplarindaki, farklilagmamis gonad taslagi, ovaryum ve testis gelisiminin

goriildiigii larva sayilart (n: 10).

Bufo viridis larvalarinda, metoksiklor pestisitinin; 21. evreden itibaren, 74 giin
stireyle kontrol grubunda metamorfozun sonlanmasma kadar uygulanmasi neticesinde
ornekleme giinlerine bagl olarak, larvalarn 16.-48. somatik yaslar1 arasindaki gelisim
evresi araliklar1 Cizelge 4.3.2.3’de, 58.-83. somatik yaglar1 arasindaki gelisim evresi
araliklar1 ise Cizelge 4.3.2.4’de sunulmustur. Her uygulama grubuna dahil 10’ar larva
morfolojik a¢idan incelenmis olup bu larvalarin, en ileri ve en geri gelisim evreleri aralik
olarak belirtilmistir. Kontrol grubu Bufo viridis larvalariin biiyiikk ¢ogunlugunun (%80),
83. somatik yasinda metamorfozlarini tamamladiklar: tespit edilmistir. Ancak metoksiklor

uygulamasina bagli olarak tiim uygulama gruplarindaki larvalarin metamorfozunu
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tamamlama siirelerinde gecikmeler tespit edilmistir.

Cizelge 4.3.2.3. Bufo viridis larvalarinda, metoksiklor pestisitinin kronik uygulanmasi

neticesindeki 16.-48. somatik yas / gelisim evresi (n: 10)

Uygulama Somatik Yas (giin) / Gelisim Evresi (Gosner, 1960)
Dozlar1
(ng/l
16 24 30 41 48
0
25-26 26-28 29-30 30-31 31-33
16 24 30 41 48
0,01
24-25 25-28 28-32 29-32 29-33
16 24 30 41 48
0,05
23-26 24-29 27-30 29-30 31-32
16 24 30 41 48
0,1
23-26 23-28 24-30 28-31 29-32
16 24 30 41 48
0,5
23-24 24-27 26-30 28-30 28-31
16 24 30 41 48
1
23-26 23-27 24-29 26-30 28-31
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Cizelge 4.3.2.4. Bufo viridis larvalarinda, metoksiklor pestisitinin kronik uygulanmasi
neticesindeki 58.-83. somatik yas / gelisim evresi (n: 10)

Uygulama Somatik Yas (giin) / Gelisim Evresi (Gosner, 1960)
Dozlar1
(ng/
58 64 72 77 83
0
35-39 38-41 39-42 39-43 43-46
58 64 72 77 83
0,01
31-36 34-38 36-40 38-42 41-46
58 64 72 77 83
0,05
33-35 36-38 36-39 38-43 41-46
58 64 72 77 83
0,1
30-32 32-35 32-37 35-40 35-46
58 64 72 77 83
0,5
28-34 30-36 30-38 32-40 34-41
58 64 72 77 83
1
28-32 30-34 31-36 33-37 35-39

Bufo viridis larvalarinin 83. somatik yasinda, kontrol ve uygulama grubu larvalarin

metamorfozunu tamamlayanlarinin yiizdeleri Sekil 4.3.2.11°de sunulmustur.
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Sekil 4.3.2.11. 83. somatik yasindaki kontrol ve metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo

viridis larvalarimmda metamorfozu tamamlama yiizdeleri.

0,5 ve 1 pug/l metoksiklor uygulamasi yapilan larvalarin % 50’sinin metamorfozunu

tamamladigi somatik yaslar Sekil 4.3.2.12°de sunulmustur.
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Sekil 4.3.2.12. 0,5 ve 1 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo viridis larvalarinda,

uygulama konsantrasyonu, metamorfoz siiresi iligkisi.
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Bufo viridis larvalarinda, 1 pg/l metoksiklor uygulamasinin yapildigi gruba dahil
larvalarin 16, 24, 30, 41, 48, 58, 64, 72, 77 ve 83. somatik yaslarindaki en ileri gelisim

evresinde olanlar Sekil 4.3.2.13’de sunulmustur.

b

Sekil 4.3.2.13. 1 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan Bufo viridis larvalari somatik yas /
en ileri gelisim evresi fotograflari. a. 16. somatik yas / 26. evre, b. 24. somatik yas / 27.
evre, c.30. somatik yas/29. evre, d. 41. somatik yas / 30. evre, e. 48. somatik yas / 31.
evre, f. 58. somatik yas/32. evre, g. 64. somatik yas / 34. evre, h. 72. somatik yas / 36.
evre, 1. 77. somatik yas / 37. evre, j. 83. somatik yas / 39. evre.

Bufo viridis larvalarmmm 83. somatik yasinda, kontrol ve metoksiklor
uygulamalarmm yapildig1 gruplara dahil larvalarin hayatta kalma yiizdeleri Sekil

4.3.2.14°de sunulmustur.
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Sekil 4.3.2.14. Bufo viridis larvalarinin 83. somatik yasinda metoksiklor uygulamasina

bagli olarak hayatta kalma yiizdeleri (n: 60).

Kontrol ve metoksiklor uygulamasmin yapildigi gruplara dahil larvalarda, pestisit
maruziyetine bagh olarak herhangi bir morfolojik anomali gézlenmemistir.

Kontrol ve metoksiklor uygulama grubu larvalarin mezonefroz bdbrek ve
gonadlarindan gecen kesitlerde herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmamustir.

83. somatik yasindaki Bufo viridis larvalarinda kontrol ve metoksiklor uygulamasina
bagli olarak, farklilasmamis gonad taslagi, testis ve ovaryum gelisimlerine ait gruplardaki

larva sayilar1 Sekil 4.3.2.15°de sunulmustur.
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Sekil 4.3.2.15. 83. somatik yasindaki Bufo viridis larvalarinda, kontrol ve metoksiklor
uygulama gruplarindaki, farklilagmamis gonad taslagi, ovaryum ve testis gelisiminin

goriildiigii larva sayilart (n: 10).

Kontrol ve maneb uygulama gruplarina dahil metamorfozunu tamamlamis olan 46.
evre Bufo viridis larvalarinda; farklilagmamis gonad taslagi, testis ve ovaryum gelisimi

goriilen larvalarin sayilar1 Sekil 4.3.2.16°da sunulmustur.
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Sekil 4.3.2.16. Metamorfozunu tamamlamis Bufo viridis larvalarmin, kontrol ve
metoksiklor uygulama gruplarindaki, farklilasmamis gonad taslagi, ovaryum ve testis

gelisiminin goriildigi larva sayilar (n: 10).

4.4. Tartisma
4.4.1. Larvalann elde edilmesine ait tartisma

Yimaz (1984), Trakya’da dagilis gosteren Bufo bufo ornekleri igin {ireme
mevsiminin, Mart ortasindan Nisan ay1 sonuna kadar siirdiigiinii, Bufo viridis 6rnekleri
icin ise Mart aymin ortasinda basladigini bildirmis ancak her iki tiir i¢in lireme zamaninin
mevsim sartlarma gore ¢ok degisiklik gosterebildigini belirtmistir. Calismamizda,
ampleksus halindeki Bufo bufo 6rnekleri 19.02.2010 tarihinde, Bufo viridis 6rnekleri ise

15.02.2010 tarihinde toplanmustir. Trakya bolgesi ile Canakkale ili arasindaki mevsimsel
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sicaklik ortalamasi farklar1 dikkate alindiginda, s6z konusu tiirler i¢in Canakkale’de lireme
mevsiminin erken baslamasi beklenen bir sonugtur. Orneklerin toplandig: tarihlerdeki hava
sicakligt ve su sicakliginin birbirine yakin degerlerde olmasi amfibiler icin {ireme
mevsiminin baslamasinda, mevsimsel kosullarin son derece Onemli oldugunu ortaya
koymaktadir.

Calismamizda, dogadan toplanan Bufo viridis orneklerinde, laboratuvar kosullari
altindaki ampleksus siiresi en fazla 2 giin siirmiis, ardindan dollenmis yumurtalar elde
edilmistir. Bufo bufo 6rneklerinden ise 8 giin siiren ampleksus davranigmin ardindan
dollenmis yumurtalar elde edilmistir. Ozeti ve Yilmaz (1994), Bufo bufo &rneklerinde
ampleksus siiresinin, Bufo viridis orneklerine gore daha uzun siirebildigini hatta
mevsimsel kosullara gore bu siirenin haftalarca devam edebilecegini belirtmislerdir.

Ozeti ve Yilmaz (1994), Bufo bufo érneklerine ait yumurta ¢aplarmmn 1,50 — 2,00
mm, Bufo viridis 6rneklerine ait yumurta caplarinm ise 1,00 — 1,50 mm arasinda
degistigini bildirmislerdir. Calismamizda Bufo bufo 6rneklerine ait yumurtalarin ¢aplarti;
2,15 — 2,28 mm, Bufo viridis 6rneklerinin ise 1,88 — 2,01 mm arasinda Ol¢lilmiistiir.
Onceki calismada da belirtildigi iizere Bufo bufo yumurtalarinm, Bufo viridis

yumurtalaridan ¢ap olarak biiyiik olmasi1 durumu, ¢alismamizdaki bulgularla uyumludur.

4.4.2. Akut toksisite denemelerine ait tartisma

4.4.2.1. Bufo bufo ve Bufo viridis larvalarinda akut toksisite denemelerine ait

morfolojik tartisma

Akut toksisite denemelerinde; 120 saat siireyle, 10-5000 ug/l doz araliginda maneb
uygulamasina bagli olarak Bufo bufo ve Bufo viridis larvalarinda gézlenen morfolojik
bulgular birbiriyle benzerlik gostermektedir. Maneb uygulamasinin yapildigi, Bufo bufo
ve Bufo viridis larvalarinda gozlenen en 6nemli morfolojik bulgu visseral 6demdir. Bu
tiirlerde visseral 6demin bariz gézlendigi uygulama dozlar1 100 ve 1000 pg/I’dir. Omurgali
hayvanlarda, 6zellikle karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda meydana gelen bozulmalar
sonucunda olusan visseral 6demin, pestisitin artan uygulama dozlarinda daha bariz
goriilmesi olduk¢a dnemlidir. On ve 50 pg/l maneb uygulamasinin yapildig: gruplara dahil
larvalarda dahi disiik miktarda da olsa kuyruk deformasyonu tespit edilmistir. Artan

uygulama dozlarinda ise 6zellikle Bufo bufo larvalarindaki kuyruk deformasyonlari ileri
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derecede gozlenmistir. Pestisit maruziyetine bagh olarak larvalarin kuyruklarinda goriilen
ileri derecedeki deformasyonlarin, canli iizerindeki etkileri son derece 6nemlidir. Besin
bulmak ve av olmamak i¢in aktif yer degistirmek zorunda olan larvalarda, kuyruk
deformasyonlarina bagli olarak meydana gelecek olan ylizme mesafesinin kisalmasi ve
hareket kabiliyetinin kisitlanmasi gibi degisiklikler, larvanin hayatta kalabilmesi iizerinde
son derece etkili oldugu disiiniilmektedir. Bancroft ve Prahlad (1973), Xenopus laevis
larvalarinda maneb maruziyeti sonucu, morfolojik olarak kuyruk deformasyonlar1 ve
notokord egriligi gozlendigini belirtmistir. Calismamizda da Onceki ¢aligmayla benzer
sekilde, 6zellikle artan uygulama dozlarinda daha bariz gozlenen kuyruk deformasyonlari
saptanmistir. Ancak her iki tiire ait larvalarda, pestisit maruziyetine bagl olarak gozlenen
herhangi bir notokord egriligi saptanmamustir. Uygulamalar sonunda hayatta kalan
larvalarin en ileri ve en geri gelisim evresi araliklar1 dikkate alindiginda; 100 ve 1000 pg/l
maneb uygulamasmm yapildigi1 gruplara dahil larvalarin gelisiminde, maneb maruziyetine
bagl olarak gecikmeler gozlenmistir. Farkli hayvan tiirleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda
maneb maruziyetinin organizma iizerinde biiyiime ve gelisimi baskilayici etkileri oldugu
belirtilmektedir (Beck, 1990; Nemec ve ark., 1993). Calismamizda tespit edilen pestisit
maruziyetine bagli olarak biiylime ve gelisimde gozlenen gecikmeler literatiirle
uyumludur.

Akut olarak, 120 saat siireyle 1-100 pg/l doz araliginda metoksiklor uygulamasi
yapilan Bufo bufo ve Bufo viridis larvalarinda visseral 6dem ve kuyruk deformasyonlari
disinda gdzlenen en dnemli morfolojik bulgu, omurga egriligidir. Ozellikle 100 pg/l
metoksiklor uygulamasinin yapildigi gruba dahil larvalarda, ileri derecede omurga egriligi
tespit edilmistir. Erken larval gelisim evrelerinde metoksiklora maruz birakilan Xenopus
laevis oOrneklerinde gobzlenen morfolojik bulgularin omurga egriligi ve i¢ organlar
boslugunda siskinlik oldugu bildirilmistir (Bevan ve ark., 2003). Calismamizda da
metoksiklor maruziyetine bagli olarak gozlenen, s6z konusu morfolojik degisiklikler
onceki calismayla uyumludur. Gelisimin erken evrelerinde olusan ve pek ¢ok omurgali
hayvanin ergin bireylerinde rastlanmayan notokorda ve somit formasyonunda, metoksiklor
uygulamasina bagl olarak meydana gelen deformasyonlar, omurga egriliginin meydana
gelmesinde son derece etkilidir. Metoksiklorun, biiyiime ve gelisimi baskiladigini bildiren
pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (You ve ark., 2002; Golub ve ark., 2003; Fort ve ark., 2004b).
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Elli ve 100 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan gruplara dahil Bufo bufo ve Bufo viridis

larvalarmin gelisiminde gecikmeler goriilmesi 6nceki ¢caligmalarla uyumludur.

4.4.2.2. Bufo bufo ve Bufo viridis larvalarinda akut toksisite denemelerine ait

histopatolojik tartisma

Maneb ve metoksiklor pestisitlerinin 120 saat siireyle akut uygulanmasi sonucu Bufo
bufo ve Bufo viridis larvalarinda benzer histopatolojik degisiklikler gdzlenmistir. Bu
degisiklikler; solungaglarda lamellar birlesme, visseral 6dem olusumu, karaciger nekrozu,

pronefrik tiibiil deformasyonu, notokord defektleri ve somit formasyonunda bozulmalardir.

Cevresel kirleticilere maruz kalan sucul canlilarin, solungaglarinda meydana gelen
histopatolojik degisiklikler olduk¢a 6nemlidir. Kirletici maruziyetine bagl olarak sucul
organizmalarin, solunga¢ lamellerinde meydana gelen birlesmelerin en Onemli
nedenlerinin solungaglara daha saglam bir yap1 kazandirmak ve pestisitlerin viicut igerisine
girigini engellemek oldugu belirtilmisticr (Mallat, 1985). Calismamizda maneb ve
metoksiklor pestisitlerine maruz birakilan larvalarin solungaglarimda gozlenen lamellar

birlesmelerin, benzer nedenlerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Kirleticiye maruz kalan organizmalarda, histopatolojik degisikliklerin ilk gozlendigi
organlar karaciger ve bobreklerdir. Sucul organizmalarda ise ortamla dogrudan temasta
olan solungaglar en yiiksek oranda tahribat goriilen organlardir. Detoksifikasyonda gorevli
bu organlarda meydana gelen histopatolojik degisiklikler, organizmanmn yasamini
dogrudan etkilemektedir. Bu organlarin fonksiyonlarinda meydana gelebilecek
degisiklikler organizmada homeistazinin saglanmasinda ve devam ettirilmesinde son
derece Onemlidir. Calismamizda larvalarin karacigerinden gecen kesitlerinde nekroz,
pronefrik tiibiillerinden gecen kesitlerde ise epitel hiicre deformasyonlarinin tespit
edilmesi, s6z konusu pestisitlerin bu organlar iizerinde oldukca etkili olduklarmi
gostermektedir. Albino fareler ve Xenopus laevis 6rnekleri tizerinde maneb ve metoksiklor
pestisitlerinin toksik etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda benzer histopatolojik bulgular
bildirilmistir (Ozbay ve ark., 1991; Fort ve ark., 2004b).

Tiim omurgalilarm embriyonik donemlerinde mevcut olan ve kaslar i¢in baglanti

bolgesini olusturan notokorda, gelisimin ilerleyen asamalarmda yerini omurgaya
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birakmaktadir. Omurgalilarin bilateral simetri kazanmasinda olduk¢a Onemli olan
notokordanin yapisinda meydana gelebilecek bozulmalar, organizma iizerinde dogrudan
etkilidir. Calismamizda toksik etkileri arastirilan maneb ve metoksiklor pestisitlerinin
notokorda ve somit formasyonu iizerine olumsuz etkileri oldugu gozlenmistir. Maneb ve
metoksiklor pestisitleri arasindan o6zellikle metoksiklorun her iki tiire ait larvalarin
notokorda ve somit formasyonu iizerinde olumsuz etkilerinin oldugu gozlenmistir. S6z
konusu bulgular, 120 saat siireyle, 50 ve 100 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan
larvalarda oldukg¢a bariz gozlenmistir. Benzer sekilde, Fort ve ark. (2004b), yapmis
olduklar1 ¢aligmalarinda metoksiklorun, Xenopus laevis oOrneklerinde notokord

lezyonlarma neden oldugu bildirmislerdir.

4.4.2.3. Bufo bufo larvalarinda akut toksisite denemelerine ait istatistiksel

tartisma

Bufo bufo larvalarina 120 saat maneb pestisitinin uygulanmasinin ardindan
Olgtimleri yapilan 1slak agirhik (g), total viicut uzunlugu (mm), en (mm) ve kuyruk
uzunlugu (mm) degerleri, ANOVA testi kullanilarak, uygulama gruplar1 arasindaki farklar
belirlenmistir.

Uygulama sonunda; kontrol grubu larvalarda ortalama islak agirlik degerleri;
0,04641 + 0,00605 g olgiiliirken, 100 pg/l maneb uygulamasi yapilan grupta ortalama
0,03273 + 0,00563 g ve 1000 pug/l maneb uygulamasi yapilan grupta 0,02801 + 0,00217 g
Olgtilmiistiir (p<0,05). Ortalama total uzunluk degerleri; kontrol grubu larvalarda 15,625 +
1,331 mm, 100 pg/l maneb grubunda 13,161 += 1,200 mm, 1000 pg/l maneb grubu
larvalarda ise 12,463 + 0,929 mm olarak 6l¢tilmiistiir (p<0,05). Ortalama kuyruk uzunlugu
degerleri; kontrol grubu larvalarda 8,885 + 1,011 mm, 100 pug/l maneb grubunda 6,957 +
0,566 mm, 1000 pg/l maneb grubu larvalarda ise 7,016 = 0,870 mm olarak Ol¢tilmiistiir
(p< 0,05).

Islak agirlik, total uzunluk ve kuyruk uzunlugu olgiimlerinde, 100 ve 1000 pg/l
maneb uygulamasi yapilan gruplara dahil larvalarda fark tespit edilmistir (p<0,05). En
Olctimlerine ait degerlerde herhangi bir istatistiksel fark saptanmamastir.

Uygulama sonuna ait total uzunluk degerleri, gruplar arasindaki farkin ortaya

koyulmas1 amaciyla Kanonik diskriminant analizi kullanilarak test edilmistir. Analiz
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sonucunda 100 ve 1000 pg/l maneb uygulamasi yapilan gruplara dahil larvalara ait
olciimler, diger gruplardan farkli ¢ikmustir (p<0,05). Istatistiksel bulgular birlikte
degerlendirildiginde, c¢alismada uygulanan dozlardan 100 ve 1000 pg/l maneb
uygulamasinin larval gelisimi baskilayici oldugu sonucuna varilmastir.

Bufo bufo larvalarma 120 saat metoksiklor pestisitinin uygulanmasinin ardindan
Olgtimleri yapilan slak agirlik (g), total uzunluk (mm), en (mm) ve kuyruk uzunlugu (mm)
degerleri, ANOVA testi kullanilarak, uygulama gruplar1 arasindaki farklar belirlenmistir.

Uygulama sonunda, kontrol grubu larvalarda ortalama islak agirlik degerleri;
0,04414 + 0,00570 g olgiiliirken, 50 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan grupta ortalama
0,02795 + 0,00298 g olarak Ol¢iilmiistiir (p<0,05). Ortalama total uzunluk degerleri;
kontrol grubu larvalarda 15,140 + 1,247 mm, 5 pg/l metoksiklor grubunda 13,665 + 1,208
mm, 10 pg/l metoksiklor grubu larvalarda 12,645 + 0,716 mm ve 50 pg/l metoksiklor
grubunda ise 12,641 £ 0,771 mm olarak 6lgtilmiistiir (p<0,05). Ortalama kuyruk uzunlugu
degerleri; kontrol grubu larvalarda 9,034 + 0,796 mm, 5 ug/l metoksiklor grubunda 7,776
+ 0,496 mm, 10 pg/l metoksiklor grubu larvalarda 7,099 + 0,430 mm ve 50 pg/l
metoksiklor grubu larvalarda ise 7,175 + 0,616 mm olarak 6l¢iilmiistiir (p<0,05).

Islak agirlik olgtimlerinde sadece 50 pg/l metoksiklor uygulamasinin yapildigi grupta
fark tespit edilirken, total uzunluk, kuyruk uzunlugu olgiimlerinde ise 5, 10 ve 50 pg/l
metoksiklor uygulamasi yapilan gruplarda da fark tespit edilmistir. En dl¢iimlerine ait
degerlerde, herhangi bir istatistiksel fark saptanmamustir.

Uygulama sonuna ait total uzunluk degerleri, gruplar arasindaki farkin ortaya
koyulmasi amaciyla Kanonik diskriminant analizi kullanilarak test edilmistir. Analiz
sonucunda 5, 10 ve 50 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan gruplara dahil larvalara ait
olciimler, diger gruplardan farkli c¢ikmustir (p<0,05). Istatistiksel bulgular birlikte
degerlendirildiginde, calismada uygulanan dozlardan 5, 10 ve 50 pg/l metoksiklor
uygulamasinin larval gelisimi baskilayict oldugu sonucuna varilmaktadir.

Akut uygulamalar sonucunda Bufo bufo larvalari igin maneb pestisitinin LCsg degeri
1966,345 pg/l (%95 giliven arahigi, alt: 818,468 ng/l, tst: 3313,641 pg/l) metoksiklor
pestisitinin LCso degeri 22,104 pg/l (%95 giiven araligy, alt: 12,035 pg/l, tist: 36,256 pg/l)

olarak hesaplanmistir. Tespit edilen her iki degerin de s6z konusu pestisitler i¢cin Bufo
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bufo tiirlinde ilk kez hesaplanmis degerler olmasinin literature katki saglayacagi

disiiniilmektedir.

4.4.2.4. Bufo viridis larvalarinda akut toksisite denemelerine ait istatistiksel

tartisma

Bufo viridis larvalarina 120 saat maneb pestisitinin uygulanmasmin ardindan
Olgtimleri yapilan islak agirlik (g), total uzunluk (mm), en (mm) ve kuyruk uzunlugu (mm)
degerleri, ANOVA testi kullanilarak, uygulama gruplar1 arasindaki farklar belirlenmistir.

Uygulama sonunda, kontrol grubu larvalarda ortalama 1slak agirlik degerleri;
0,02889 + 0,00223 g olgiiliirken, 100 pg/l maneb uygulamasi yapilan grupta ortalama
0,02194 + 0,00346 g ve 1000 pg/l maneb uygulamasi yapilan grupta 0,02076 + 0,00146 g
Olgtilmiistiir (p<0,05). Ortalama total uzunluk degerleri; kontrol grubu larvalarda 13,511 +
0,557 mm, 50 pg/l maneb grubunda 12,272 + 0,430 mm, 100 pug/l maneb grubu larvalarda
ise 11,424 + 0,562 mm ve 1000 pg/l uygulama grubu larvalarda ise 11,082 + 0,183 mm
olarak olglilmiistiir (p<0,05). Ortalama kuyruk uzunlugu degerleri; kontrol grubu larvalarda
7,756 + 0,862 mm, 50 pg/l maneb grubunda 6,541 + 0,371 mm, 100 pg/l maneb grubu
larvalarda 5,900 + 0,337 mm ve 1000 pg/l uygulama grubu larvalarda ise 5,990 + 0,1229
mm olarak 6l¢iilmiistiir (p<0,05).

Islak agirlik 6l¢iimlerine gore 100 ve 1000 pg/l maneb uygulamasi yapilan gruplarda
fark tespit edilmistir (p<0,05). Total uzunluk ve kuyruk uzunlugu 6l¢timlerinde, 50, 100
ve 1000 pg/l maneb uygulamasi yapilan gruplara dahil larvalarda fark tespit edilmistir
(p<0,05). En dlgtimlerine ait degerlerde 6nemli bir istatistiksel fark saptanmamuistir.

Uygulama sonuna ait total uzunluk degerleri, gruplar arasindaki farkin ortaya
koyulmas1 amaciyla Kanonik diskriminant analizi kullanilarak test edilmistir. Analiz
sonucunda 50, 100 ve 1000 pg/l maneb uygulamasi yapilan gruplara dahil larvalara ait
olciimler, diger gruplardan farkh  cikmustir.  Istatistiksel ~ bulgular  birlikte
degerlendirildiginde, calismada uygulanan dozlardan 50, 100 ve 1000 pg/l maneb
uygulamasinin larval gelisimi baskilayict oldugu sonucuna varilmaktadir.

Bufo viridis larvalarina 120 saat metoksiklor pestisitinin uygulanmasinin ardindan
Olgtimleri yapilan 1slak agirlik (g), total uzunluk (mm), en (mm) ve kuyruk uzunlugu (mm)

degerleri, ANOVA testi kullanilarak, uygulama gruplar1 arasindaki farklar belirlenmistir.
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Uygulama sonunda kontrol grubu larvalarda ortalama islak agirlik degerleri; 0,02742
+ 0,00319 g olgiiliirken, 10 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan grupta ortalama 0,01720
+ 0,00291 g ve 50 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan grupta ortalama 0,01611 + 0,0019
gr olarak Sl¢tilmistiir (p<0,05). Ortalama total uzunluk degerleri; kontrol grubu larvalarda
13,216 + 0,704 mm, 10 pg/l metoksiklor grubunda 11,708 + 0,422 mm ve 50 g/l
metoksiklor grubu larvalarda 11,210 + 0,308 mm (p<0,05). Ortalama kuyruk uzunlugu
degerleri; kontrol grubu larvalarda 8,357 + 0,632 mm, 10 pg/l metoksiklor grubunda 6,235
+ 0,422 mm ve 50 pg/l metoksiklor grubu larvalarda 6,06 = 0,2616 mm Jlgiilmiistiir
(p<0,05).

Islak agirlik, total uzunluk ve kuyruk uzunlugu oOlctimlerine gére, 10 ve 50 pg/l
metoksiklor uygulamasini yapildig1 gruplarda fark tespit edilmistir (p<0,05). En
Olgtimlerine ait degerlerde istatistiksel bakimdan anlamli fark saptanmamustir.

Uygulama sonuna ait total uzunluk degerleri, gruplar arasindaki farkin ortaya
koyulmas1 amaciyla Kanonik diskriminant analizi kullanilarak test edilmistir. Analiz
sonucunda 10 ve 50 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan gruplara dahil larvalara ait
olciimler, diger gruplardan farkli c¢ikmustir. Istatistiksel bulgular  birlikte
degerlendirildiginde, c¢ahismada uygulanan dozlardan 10 ve 50 pg/l metoksiklor
uygulamasinin larval gelisimi baskilayici oldugu sonucuna varilmaktadir.

Akut uygulamalar sonucunda Bufo viridis larvalar1 i¢in maneb pestisitinin LCs
degeri 332,834 ng/l (%95 giiven araligy, alt: 145,890 pug/l, tist: 626,081 ng/l), metoksiklor
pestisitinin LCsq degeri 20,313 pg/l (%95 giiven araligy, alt: 9,204 pg/l, Gist: 34,400 pg/l)
olarak hesaplanmustir. Tespit edilen her iki degerin de s6z konusu pestisitler i¢in Bufo
viridis tiiriinde ilk kez hesaplanmis degerler olmasmin literature katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Bufo bufo ve Bufo viridis orneklerine ait larvalarda maneb ve metoksiklor
pestisitlerinin akut uygulamasi neticesinde elde edilen istatistiksel bulgular birlikte
degerlendirildiginde, s6z konusu pestisitler i¢in Bufo bufo larvalarmm, Bufo viridis

larvalarina gore daha az hassas oldugu sonucuna varilabilir.
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4.4.3. Kronik toksisite denemelerine ait tartiyma
4.4.3.1. Bufo bufo larvalarinda kronik toksisite denemelerine ait tartisma

Maneb pestisitinin Bufo bufo larvalari izerindeki kronik etkileri; somatik yas (giin) /
gelisim evresi, larvalarin metamorfozu tamamlama stireleri, pestisit maruziyetine bagli
olarak farklilasmamis gonad taslagi, testis ve ovaryum gelisiminin gozlendigi gelisim
evrelerine ait bulgular birlikte degerlendirilerek tartisilmistir.

Kontrol grubuna dahil Bufo bufo larvalarmm %88’inin metamorfozu tamamlama
sliresi 46 giin olarak tespit edilmistir. 46. somatik yasindaki kontrol grubuna dahil Bufo
bufo larvalarinin 44.-46. gelisim evreleri araliginda olduklar1 belirlenmistir. Benzer sekilde
46. somatik yasindaki 0,1 ug/l maneb uygulamasi yapilan larvalarm %85’inin ve 0,5 pg/l
maneb uygulamasi yapilan larvalarm ise %83 {iniin metamorfozlarini tamamladiklar tespit
edilmistir. Kontrol, 0,1 ve 0,5 pg/l maneb uygulamasi yapilan larvalarm gelisim evresi
araliklar1 degerlendirildiginde, s6z konusu uygulama gruplari1 arasindaki fark Oonemsiz
¢ikmis, dolayisiyla bu uygulama gruplarinda maneb maruziyetine bagli olarak larvalarin
metamorfozlarini tamamlama siirelerinde bir gecikme saptanmamuistir. Ancak, 1, 5 ve 10
pug/l maneb uygulamasi yapilan larvalarin, 46. somatik yasinda heniiz metamorfozlarini
tamamlayamadiklar: tespit edilmistir. Ozellikle, 5 ve 10 pg/l maneb uygulamasmin
yapildig1 gruplara dahil larvalarda en ileri gelisim evresinin 40. evre oldugu belirlenmistir.
S6z konusu uygulama gruplarina dahil larvalarin biiyiime ve gelisimlerinde 6zellikle 32.
somatik yastan itibaren gecikmeler oldugu belirlenmis ve fark 6nemli ¢ikmistir (p<0,05).
10 pg/l maneb uygulamasmin yapildigi gruba dahil larvalarin %50’sinin metamorfozunu
tamamlama siiresi 65 giin olarak belirlenmistir. Tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde
subletal konsantrasyonda maneb uygulamasinin, Bufo bufo larvalarmin biiyiime ve
gelisimi lizerinde baskilayici etkileri oldugu sonucuna varilmistir.

39. somatik yasindaki kontrol ve maneb uygulamasinin yapildigi gruplara dahil
larvalarda farklilasmamis gonad taslagiin bulundugu herhangi bir testis veya ovaryum
gelisiminin gézlenmedigi tespit edilmistir. 46. somatik yasindaki kontrol grubu, 0,1 ve 0,5
pg/l maneb uygulamasi yapilan gruplara dahil larvalarda gonad gelisimi gézlenmistir.
Ancak ayni somatik yastaki 1, 5 ve 10 pg/l maneb uygulamasmin yapildig1 gruplara dahil
larvalarda sadece farklilagmamis gonad taslagi ve ovaryum gelisiminin mevcut oldugu

belirlenmigtir. Falconi ve ark. (2004), Bufonidlerde gonad gelisiminin asimetrik modelde
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oldugunu rapor etmislerdir. Buna gore larval gelisiminin erken evrelerinde mevcut olan
farklilagsmamis gonad taslaginin, gelisimin ilerleyen evrelerinde oncelikle ovaryuma,
ardindan erkek birey gelisimi gozlenecekse testislere farklilasma egiliminde oldugunu
belirtmiglerdir. Ayni ¢alismada Bufo bufo tiirii i¢in 41. evreden itibaren testis ve ovaryum
ayriminin yapilabildigi bildirilmistir. Calismamizda 1, 5 ve 10 pg/l maneb uygulamasi
yapilan gruplara dahil larvalarin, 46. somatik yasinda, kontrol grubu larvalara oranla daha
erken gelisim evrelerinde olmalar1 s6z konusu durumu agiklamaktadir. Metamorfozunu
tamamlamis olan 46. evredeki kontrol ve maneb uygulamasmin yapildig: gruplara dahil
larvalarda en fazla sayida ovaryum gelisimi 6 adet ovaryumla 0,5 ve 1 pg/l maneb
uygulamasinin yapildig1 gruplarda tespit edilmistir. 0,5, 1, 5 ve 10 pg/l maneb
uygulamasinin yapildigi gruplara dahil larvalarda farklilagmamis gonad taslaklarinin
bulunmasi, pestisitin gonad gelisimi iizerinde etkili oldugu sonucunu dogurmaktadir.
Metoksiklor pestisitinin Bufo bufo larvalari {izerindeki kronik etkileri benzer
bulgular g6z Oniinde bulundurularak tartisilmistir. Kontrol grubuna dahil Bufo bufo
larvalarinin %88’inin metamorfozu tamamlama siiresi 46 giin olarak tespit edilmistir. 46.
somatik yasindaki kontrol grubuna dahil Bufo bufo larvalarinin 44.-46. gelisim evresi
araliginda olduklar1 belirlenmistir. Benzer sekilde, 46. somatik yasindaki 0,01 pg/l
metoksiklor uygulamasi yapilan larvalarin %74 tiniin ve 0,05 pg/l metoksiklor uygulamasi
yapilan larvalarm ise %70’inin metamorfozlarini tamamladiklar1 tespit edilmistir. Kontrol,
0,01 ve 0,05 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan larvalarin gelisim evresi araliklar1
degerlendirildiginde, s6z konusu uygulama gruplar1 arasindaki fark Onemsiz ¢ikmis,
dolayisiyla bu uygulama gruplarinda metoksiklor maruziyetine bagh olarak larvalarin
metamorfozlarini tamamlama stirelerinde bir gecikme saptanmamistir. Ancak 0,1, 0,5 ve 1
ug/l  metoksiklor uygulamasi yapilan larvalarin, 46. somatik yasinda heniiz
metamorfozlarini tamamlayamadiklari tespit edilmistir. Ozellikle 0,5 ve 1 pg/l metoksiklor
uygulamasinin yapildig: gruplara dahil larvalarda en ileri gelisim evresinin 42. evre oldugu
belirlenmigtir. S6z konusu uygulama gruplarma dahil larvalarin biiylime ve gelisimlerinde
Ozellikle 18. somatik yastan itibaren gecikmeler oldugu belirlenmis ve fark Onemli
cikmustir (p<0,05). 1 pg/l metoksiklor uygulamasmin yapildigi gruba dahil larvalarin
%350’sinin metamorfozunu tamamlama siiresi 78 giin olarak belirlenmistir. Tiim bulgular

birlikte degerlendirildiginde kronik olarak metoksiklor uygulamasinin, Bufo bufo
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larvalarinin biliylime ve gelisimi {izerinde baskilayic1 etkilerinin oldugu sonucuna
vartlmistir. Benzer sekilde Fort ve ark. (2004b), Xenopus laevis 6rnegine ait larvalarda,
0,001-0,1 mg/l doz arahiginda, 30 giin siireyle metoksiklor uygulamasinin etkilerini
arastrmiglardir. Bu c¢alismada da metoksiklor uygulamasmin, kuyruk rezorbsiyonunu
inhibe edici etki gosterdigini bildirilmistir.

Metoksiklorun iireme sistemi iizerindeki toksik etkilerinin arastirildigi pek c¢ok
calisma mevcuttur (Gray ve ark., 1989; Cupp ve Skinner, 2001; Gangadharan ve ark.,
2001; Boorgest ve ark., 2002; Johnson ve ark., 2002; You ve ark., 2002; Fort ve ark.,
2004a). Bu caligmalarin ¢ogunda metoksiklorun 6zellikle testis gelisimi ve fonksiyonlar1
iizerinde olumsuz etkilerinin oldugu bildirilmekle birlikte, bazi ¢aligmalarda pestisitin
gonadlar iizerinde herhangi bir etkisinin gézlenmedigi rapor edilmistir. Calismamizda 46.
somatik yasmdaki kontrol grubu ve metoksiklor uygulama gruplarmna dahil larvalarda
gonad gelisimi gozlenmistir. Ancak pestisit uygulamasmm yapildig1 gruplara dahil
larvalarda; farklilasmamis gonad taslagi, ovaryum ve testis gelisiminin gdzlendigi birey
sayilar1 kontrol grubuna gore farklilik géstermektedir (p<0,05). 46. somatik yasta en fazla
sayida farklilasmamis gonad taslagi 8 larva ile, 1 pg/l metoksiklor uygulamasmin yapildigi
grupta tespit edilmistir. Bu yastaki larvalarda en fazla sayida ovaryum gelisimine 5 adet
larva ile, 0,01 ve 0,05 ug/l metoksiklor uygulamasimin yapildigi gruplarda tespit edilmistir.
Bu durum Bufo bufo tiirinde gonad gelisiminin asimetrik model gdstermesinden
kaynaklanmaktadir. Metamorfozunu tamamlamis olan 46. evredeki kontrol ve metoksiklor
uygulamasinin yapildigi gruplara dahil larvalarda en fazla sayida ovaryum gelisimi 6 adet
ovaryumla 0,01 ve 0,1 upg/l metoksiklor uygulamasmin yapildigi gruplarda tespit
edilmistir. 0,05, 0,1, 0,5 ve 1 pg/l metoksiklor uygulamasmm yapildigi gruplara dahil
larvalarda farklilasmamis gonad taslaklarinin bulunmasi, pestisitin gonad gelisimi iizerinde
etkili oldugu sonucunu dogurmaktadir. Fort ve ark. (2004a), Xenopus tropicalis
orneklerine ait juvenil bireylere 100 pg/l metoksiklor uygulamasinin; esey oranmi disiye
dogru yonlendirdigini, her iki gonadmn yapisinda da anomalilere neden oldugunu ve
metoksiklorun muhtemel endokrin bozucu etkisi oldugu bildirmislerdir. Calismamizda
gonad taslaklarinda herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanilmamis olmasiminin
uygulama dozlarindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir, elde edilen diger bulgular 6nceki

caligmayla uyum gostermektedir.
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4.4.3.2. Bufo viridis larvalarinda kronik toksisite denemelerine ait tartisma

Maneb pestisitinin Bufo viridis larvalar1 iizerindeki kronik etkileri; somatik yas (giin)
/ gelisim evresi, larvalarin metamorfozu tamamlama siireleri, pestisit maruziyetine bagl
olarak farklilasmamis gonad taslagi, testis ve ovaryum gelisiminin gozlendigi gelisim
evrelerine ait bulgular birlikte degerlendirilerek tartigilmistir.

Kontrol grubuna dahil Bufo viridis larvalarmin %80’inin metamorfozu tamamlama
sliresi 83 giin olarak tespit edilmistir. 83. somatik yasindaki kontrol grubuna dahil Bufo
viridis larvalarinim 43.-46. gelisim evresi araliginda olduklar1 belirlenmistir. Benzer sekilde
83. somatik yasindaki 0,1 pg/l maneb uygulamasi yapilan larvalarin %65 ’nin ve 0,5 pg/l
maneb uygulamasi yapilan larvalarin ise %55’inin metamorfozlarini tamamladiklar tespit
edilmistir. 1 ve 5 pg/l maneb uygulamasi yapilan larvalarmm dahil oldugu gruplarda
sirastyla %13 ve %5 oranda metamorfozunu tamamlayan larva bulunmasi oldukca
onemlidir. Kontrol ve 0,1 pg/l maneb uygulamasi yapilan larvalarin gelisim evresi
araliklar1 degerlendirildiginde, s6z konusu gruplar arasindaki fark Onemsiz ¢ikmuistir.
Bununla birlikte, 0,5, 1, 5 ve 10 pg/l maneb uygulamasi yapilan larvalarm, gelisim evresi
araliklar1 diger gruplarla karsilastirildiginda fark énemli ¢ikmustir (p<0,05). Ozellikle 10
pug/l maneb uygulamasinin yapildigi gruplara dahil larvalarda en ileri gelisim evresinin 41.
evre oldugu belirlenmistir. S6z konusu uygulama gruplarina dahil larvalarin biiyiime ve
gelisimlerinde 6zellikle 30. somatik yastan itibaren gecikmeler oldugu belirlenmis ve fark
onemli ¢ikmistir (p<0,05). 10 pug/l maneb uygulamasinin yapildigi gruba dahil larvalarin
%50’sinin metamorfozunu tamamlama siiresi 92 giin olarak belirlenmistir. Tiim bulgular
birlikte degerlendirildiginde subletal konsantrasyonda maneb uygulamasinm, Bufo viridis
larvalarinin biiyiime ve gelisimi lizerinde baskilayici etkileri oldugu sonucuna varilmaistir.

58. somatik yasindaki kontrol ve 0,1 pg/l maneb uygulamasinin yapildig: gruplara
dahil larvalarda ilk kez farklilasmamis gonad taslagi gozlenmistir. 72. somatik yasindaki
kontrol grubu, 0,1, 0,5 ve 1 pg/l maneb uygulamasi yapilan gruplara dahil larvalarda gonad
gelisimi gozlenmistir. Bununla birlikte ayn1 somatik yastaki 5 pg/l maneb uygulamasi
yapilan grupta heniiz gonad gelisimi gozlenmezken, 10 pg/l maneb uygulamasinin
yapildigi gruba dahil 1 larvada ovaryum gelisiminin oldugu tespit edilmistir. Sadece
1 larvada ovaryum gelisiminin gdzlenmis olmas1 istatistiksel agidan bir 6nem arz etmedigi

icin s6z konusu bulgu iizerinde tartigilmamistir. 83. somatik yasindaki kontrol ve 0,1 pg/l
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maneb uygulamasmin yapildigi gruplara dahil larvalarda gonad farklilagmasinin
gerceklestigi gozlenmis ve esey oraninin 1:1°e yakin oldugu tespit edilmistir. Ancak 0,5, 1,
5 ve 10 pg/l maneb uygulamasi yapilan gruplara dahil larvalarin, ayn1 somatik yaslarinda
farklilagmamig gonad taslaklarinin gézlenmesi, maneb pestisitinin gonad gelisimi tizerinde
baskilayici etkileri oldugu sonucunu dogurmaktadir. Fakat 83. somatik yasindaki 0,5, 1, 5
ve 10 pg/l maneb uygulamasi yapilan gruplara dahil larvalarin heniiz erken gelisim
evrelerinde olmalar1 da oldukca Onemlidir. Testis ve ovaryum gelisimi gozlenen
metamorfozunu tamamlamis olan 46. evredeki kontrol ve maneb uygulamasmim yapildig:
gruplara dahil larvalarin sayis1 dikkate alindiginda gruplar arasinda onemli bir fark
bulunmamigtir. Bununla birlikte 0,5, 1, 5 ve 10 pg/l maneb uygulamasmin yapildig
gruplarda halen farklilagmamis gonad taslagmin bulunmasi, pestisitin gonad gelisimi
iizerinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

Metoksiklor pestisitinin Bufo viridis larvalar1 {izerindeki kronik etkileri benzer
bulgular g6z oniinde bulundurularak tartigilmistir. 83. somatik yasindaki kontrol grubuna
dahil Bufo viridis larvalarinin 43.-46. gelisim evresi araliginda olduklar1 tespit edilmistir.
Ayn1 somatik yastaki, 0,01 ve 0,05 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan larvalarin 41.-46.
gelisim evresi araliginda olduklar1 tespit edilmis, kontrol ve uygulama gruplar1 arasindaki
fark onemsiz ¢ikmistir. Ancak 0,1, 0,5 ve 1 pg/l metoksiklor uygulamalarinin yapildigi
gruplara dahil larvalarin gelisim evresi araliklari, diger gruplarla karsilastirildiginda fark
onemli ¢ikmistir (p<0,05). 83. somatik yasindaki larvalarn dahil oldugu gruplarda,
metamorfozunu tamamlayan bireylerin yiizdeleri karsilastirildiginda sadece 0,5 ve 1 pg/l
metoksiklor uygulamalariin yapildigi gruplarda énemli bir fark tespit edilmistir (p<0,05).
Bu gruplara dahil larvalarda heniiz metamorfozunu tamamlamis bireye rastlanmamis
olmasi, metoksiklor pestisitinin larval gelisimi baskilayict etki gosterdigi sonucunu
dogurmaktadir. Ozellikle 1 pg/l metoksiklor uygulamas1 yapilan gruba dahil larvalarin
%50’sinin, 97. somatik yaslarinda metamorfozunu tamamlamis olmalari, metoksiklorun
larval gelisim tizerindeki geciktirici etkilerini pekistirmektedir.

Calismamizda 83. somatik yasindaki kontrol grubu ve 0,01 pg/l metoksiklor
uygulamalarinin yapildig1 gruplara dahil larvalarda ovaryum ve testis farklilasmasinin
oldugu goézlenmistir. Bu gruplara dahil larvalarda farklilasmamis gonad taslagi

gozlenmemistir. Ozellikle 0,01 pg/l metoksiklor uygulamasi yapilan gruba dahil 10
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larvanin 7’sinde ovaryum gelisiminin gozlenmis olmasi olduk¢a 6nemlidir. Ayni somatik
yastaki Bufo viridis larvalarinda, sadece 1 pg/l metoksiklor uygulamasinin yapildigi gruba
dahil larvalarda ovaryum ya da testis farklilagsmasi tespit edilmemis olup, incelenen tiim
larvalarda farklilasmamis gonad taslaginin mevcut oldugu belirlenmistir. 46. evredeki,
kontrol ve metoksiklor uygulamalarmin yapildig: gruplara dahil larvalar gonad gelisimleri
bakimindan incelenmistir. Bu gruplar icerisinde en fazla sayida ovaryum gelisimi, 7 adet
larvayla 0,01 metoksiklor uygulamasinin yapildigi grupta tespit edilmistir. 0,1, 0,5 ve 1
pg/l metoksiklor uygulamasimin yapildigi gruplara dahil larvalarda farklilasmamis gonad
taslaklarinin bulunmasi, pestisitin gonad gelisimi tlizerinde etkili oldugu sonucunu
dogurmaktadir. Farklilasmamis gonad, ovaryum ve testis gelisimi gozlenen birey sayilari
dikkate alindiginda 0,1, 0,5 ve 1 pg/l metoksiklor uygulamalarmnin yapildig: gruplar, diger
uygulama gruplarindan farkli ¢ikmustir (p<0,05). Metoksiklorun muhtemel endokrin

bozucu etkisi gozlemlenmistir.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Bufo bufo ve Bufo viridis larvalarina, maneb ve metoksiklor pestisitlerinin akut
toksisite denemeleri neticesinde, her iki pestisitin de larvalar tizerinde olumsuz morfolojik,
histopatolojik ve gelisimsel etkiler gosterdigi tespit edilmistir. S6z konusu olumsuz etkiler,
ozellikle yiiksek uygulama dozlarinda oldukg¢a bariz gézlenmis olup, bu etkilerin mortalite
oranlarina da yansidig1 belirlenmistir. Calismamizda ele alinan tiirlere ait larvalarin, maneb
ve metoksiklor pestisitleri karsisindaki toksik direngleri kiyaslandiginda Bufo bufo
orneklerine ait larvalarm, bu pestisitler karsisindaki toksik toleransinin daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir.

Subletal dozlarda uygulamasi yapilan maneb ve metoksiklor pestisitlerinin, Bufo
bufo ve Bufo viridis larvalar1 {izerindeki kronik etkilerinin arastirildigi toksisite
denemelerinde ise, akut denemelerdeki sonuglar1 destekler nitelikte, bu pestisitlerin larval
biliylime gelisim iizerinde baskilayici etkiler gosterdigi belirlenmistir. Pestisit maruziyetine
bagl olarak larvalarin metamorfozu tamamlama siirelerinde goriilen gecikmeler, genellikle
s1i§ ve mevsimsel su birikintilerini ireme amaciyla kullanan amfibi tiirleri ag¢isindan
oldukca Onemlidir. Mevsim gecisiyle birlikte, sicaklik artisma baglh olarak sig su
birikintilerinin kurumasi veya cekilmesi heniiz metamorfozu tamamlayamamis olan
larvalarin toplu halde zarar gormesine ya da 6liimiine neden olabilmektedir. Calismamizda
ele alinan tiirlere ait larvalarin metamorfozu tamamlama siireleri kiyaslandiginda Bufo
bufo oOrneklerine ait larvalarn, Bufo viridis larvalarma oranla daha kisa siirede
metamorfozu tamamladiklar1 tespit edilmistir. Amfibilerde, metamorfozu tamamlama
stiresinin kisa olusu, tiiriin ¢ogalma basarisini etkileyen 6nemli bir faktordiir. Ancak
yapilan arazi ¢alismalarindaki deneyimler goz 6niinde bulundurulursa, s6z konusu iki tiir
arasinda Bufo viridis 6rneklerine dogada rastlanma sikhiginin daha fazla olmasi ilgingtir.
Bu durum, Bufo bufo 6rneklerinin kismen daha az yumurta birakmasi ve yumurta agilma
performansmin daha diisiik olmasi gerekgeleriyle agiklanabilir.

Calismada kullanilan pestisitlerin her ikisinin de, gerek Bufo bufo gerekse de Bufo
viridis larvalarinda gonad gelisimi iizerinde etkili oldugu sonucuna varilmistir. Pestisit
maruziyeti sonucunda larval gelisim baskilanmig, bunun sonucunda metamorfozu

tamamlamig larvalarda dahi farklilasmamis gonad taslaklar1 go6zlenmistir. Gonad
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farklilagmas1 goriilen larvalarda, ovaryum ya da testis gelisimi gostermesi beklenen birey
sayist orani olan 1:1, pestisit uygulamalarinin yapildig1 gruplarda genellikle farkl
¢ikmistir. S6z konusu bulgular maneb ve metoksiklor pestisitlerinin, Bufo bufo ve Bufo
viridis larvalarinda endokrin sistem tizerinde de etkili oldugunu diistindiirmektedir.
Tarimsal faaliyetler swrasinda ve sonrasinda, zararli ot ve hastalik etmeni
organizmalarin olumsuz etkilerinden korunabilmek i¢in pestisit kullanimi vazgecilmez bir
gerekliliktir. Ancak bilingsiz ve kontrolsiiz pestisit kullanimi, ¢ogu zaman hedef
organizmanin zamanla direng kazanmasma ayrica hedef olmayan organizmalarin zarar
gormesi ya da Oliimiine neden olmaktadir. Pestisitlerin, yer alt1 ve yer lstii sulara
kolaylikla kontamine olabildikleri dikkate almirsa, bu kimyasallarin 6zellikle {ireme
donemlerini su icerisinde geg¢iren amfibiler i¢in oldukga ciddi bir tehdit olduklari sonucuna
ulasilmaktadir. Mevcut biyolojik cesitliligin korunmasi ve sonraki nesillere aktarilabilmesi
icin, sadece ruhsath pestisitlerin kullannommna 6zen gosterilmesi, uygulama dozlarinda

asirtya kacilmamasi ve konuyla ilgili halkin bilinglendirilmesi 6nerilmektedir.
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¢) Katildig projeler

Kefir Uygulamasmin Acglik Sonrasinda Giivercinlerde Performans; Saglik ve
Bagirsak Histolojisine Etkileri. COMU-BAP.

Maneb ve Metoksiklorun, Bufo bufo (LINNAEUS, 1758) ve Bufo viridis
LAURENTI, 1768 (Salientia: Bufonidae) Populasyonlarinda Larva Gelisimi ve Ureme
Sistemi Uzerine Etkileri. COMU-BAP.
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