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OZET

Tarim arazilerinde kullanilan pestisitlerin rastgele ve asir1 dozda uygulanmasi, ¢evre ve
insan saglig1 lizerinde olumsuz etkilere sebep olmaktadir. Bu sebeple pestisitlerin etki
mekanizmalarinin ve genotoksisite potansiyellerinin anlagilmasi biiyliik bir 6neme
sahiptir. Bu amagla, bu tez ¢alismasi ile thiram ve methoxyfenozidin genotoksisite
potansiyeli Allium ve Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

yontemleriyle degerlendirilmistir.

Allium yonteminde sogan kok uglar pestisitlerin konsantrasyonlarina 24 saat maruz
birakilmistir. Siire sonunda kok uglarindan preparatlar hazirlanmis mikroskop altinda
mitotik indeks (M) ve kromozom anomalileri (KA) tespit edilmistir. Allium testi
sonuglari, Thiram ve Methoxyfenozid konsantrasyonlarindaki artisa bagl olarak MI
degerinin negatif kontrole kiyasla azaldigim gdstermistir. Negatif kontrolde MI %6,94
+ 0,43 iken bu deger thiramin en yiiksek konsantrasyonu olan 1 g/L de %3,72 + 0,35’¢
distiigli kaydedilmistir. Benzer sekilde, methoxyfenozid i¢in negatif kontrolde
belirlenen %7,28 + 0,32 MI degeri, en yiiksek konsantrasyon olan 0,002 mL/L
uygulamasinda %3,97 + 0,47’ye diismiistiir. Iki pestisitin de diizensizlik, koprii
olusumu, vagrant, yapisiklhik ve kutup kaymasi, multipolarite tipi kromozomal

anomalilerinin olusumunu tesvik ettigi belirlenmistir.



SMART yénteminde mwh erkek ve flr® virgin disilerin standart caprazlamasindan elde
edilen 72 + 4 saatlik transheterezigot larvalar pestisitlerin belirlenen konsantrasyonlari
ile hazirlanan hazir besiyer ortaminda pestisitlere maruz birakilmistir. Bu ortamda
ergine gelen Drosophila kanatlarindan preparatlar hazirlanarak klon indiiksiyon
frekanslar1 ve farkli kanat trikomlar1 degerlendirilmistir. SMART deneyinde thiram ve
methoxyfenozid konsantrasyonlarindaki artisin klon indiiksiyon frekanslarinda bir
artisa neden oldugu kaydedilmistir. Pestisitlerin, transheterozigot ergin bireylerin
kanatlarinda siklikla kiigiik tek tip klonlar az da olsa biiyiik tek tip klonlar ve ikiz
klonlarin olusumunu uyardig1 kaydedilmistir. Bulgular, Thiram ve Methoxyfenozid’in
bitki ve hayvan sistemlerinde genotoksisite potansiyeline sahip oldugunu gostermistir.
Sonug olarak, pestisitlerin genotoksisite potansiyellerinin ayrintili sekilde anlagiimasi
ve bu potansiyelin ¢evresel etkileri tizerindeki olas1 sonuglarinin kapsamli bir sekilde
degerlendirilmesi, tarim uygulamalarmin siirdiiriilebilirligi ve insan saghiginin

korunmasi agisindan son derece kritik bir 6neme sahiptir.
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ABSTRACT

Random and excessive use of pesticides in agricultural lands can have detrimental
effects on both the environment and human health. As a result, it is vital to
comprehensively understand the mechanisms of action and genotoxicity potential of
these chemicals. Therefore, this thesis aims to evaluate the genotoxicity potential of the
Thiram and Methoxyfenozide pesticides using the Allium and Somatic Mutation and
Recombination Test (SMART) methods.

In the Allium method, onion root tips were exposed to pesticide concentrations for 24
hours. At the end of the duration, preparations were made from the root tips, and the
Mitotic Index (MI) and Chromosome Aberrations (CA) were detected under a
microscope. The results of the Allium test showed that the M1 value decreased compared
to the negative control as the concentrations of thiram and methoxyfenozid increased.
In the negative control, the MI was 6,94% =+ 0,43 while this value dropped to 3.72% +
0,35 for the highest concentration of thiram, which was 1 g/L. Similarly, the Ml value
of 7,28% + 0,32 determined for the negative control in the case of methoxyfenozid
decreased to 3,97% + 0,47 with the application of the highest concentration of 0,002
mL/L. It was observed that both pesticides promoted the formation of chromosomal
anomalies of the irregularity, bridge formation, vagrant, stickiness, and pole shift, as

well as multipolarity types.

In the SMART method, 72 + 4-hour-old transheterozygous larvae obtained from the

standard crossbreeding of mwh males and flrivirgin females were exposed to pesticides

Vi



in the prepared instant medium at predetermined concentrations. Preparations were
made from the wings of Drosophila that emerged in this environment, and clone
induction frequencies and different wing trichomes were evaluated. In the SMART
experiment, an increase in the concentrations of thiram and methoxyfenozid was noted
to result in an increase in clone induction frequencies. It was recorded that the pesticides
stimulated the formation of small uniform clones, to a lesser extent large uniform clones,
and twin clones in the wings of transheterozygous adult individuals. The findings
indicated that thiram and methoxyfenozid have genotoxicity potential in plant and
animal systems. Therefore, it is crucial for the sustainability of agricultural practices and
the safeguarding of human health to have a thorough comprehension of the genotoxicity
potential of pesticides and a comprehensive evaluation of their conceivable impact on

environmental factors.
Key words: Genotoxicity, Pesticide, Allium, SMART
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Ziibeyde KUMBICAK

Page Number: 109
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1.BOLUM
GIRIS

Diinya niifusu her gegen yil hizla artmaktadir. Bugiin diinya niifusu sekiz milyara ulasmis
olup yapilan tahminlere gére 2058 yilina gelindiginde bu sayinin 10 milyara ulagmasi
beklenmektedir [1]. Bu artisa bagli olarak gida ihtiyaci da giinden giine artmaktadir. Artan
niifus ile kentlesme ve sanayilesme tarim alanlarina dogru ilerlemekte, bu alanlardaki
tahribat ve daralma sebebiyle yeterli miktarda ve kalitede tarimsal iiriin elde
edilememektedir. Bu durum artan niifusun temel besin ihtiyacinin karsilanmasinda
birtakim sorunlara sebep olmaktadir. Bu sorunlar1 agmak ve tarimsal iiretimi niifus artig
hizim1 kargilayacak konuma getirebilmek amaciyla diinyada ve iilkemizde pestisit adi
verilen tarim kimyasallar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu kimyasallarin kullanildigi
alanlarda tarimsal verimin 6nemli Ol¢iide arttigi goriilmektedir. Ancak pestisitlerin
uygulandiklar1 alanlarda ve tarim {iritinlerinin iizerinde uzun siire bozulmadan kalmalari
cevreye ve etkilesimdeki canlilara zarar vermekte ve dolayisiyla besin zinciri araciligiyla

insan saglig1 iizerinde de bir takim olumsuz etkiler olugturmaktadir [2] .

Pestisitler, zararlilari, yabani otlar1 ya da bitki hastaliklarini kontrol etmek i¢in tasarlanan
heterojen bir kimyasal birlesik grubudur. Pestisitlerin uygulanmasi, bitkilerin zararlilara
kars1 korunmasinda kullanilan en yetkili yontem olup; tarimsal {iretkenligi ve iirlin

verimini arttirmada da 6nemli katkilar saglamaktadir [3].

Eski zamanlardan beri dogal olarak olusan bilesikler ya da dogal ekstratlar pestisit olarak
kullanilmustir. {1k kullanilan pestisitlerin tuz, kiikiirtlii kaya, tiitiin ve kirmizibiber dziitleri
oldugu diisiiniilmektedir. 1940’lara kadar ise petrol yaglari, agir metaller, arsenik vb.,
yabani otlarla miicadelede kullanilmigtir. Bu tarihten sonra ise en {inliisii diklorodifenil
trikoloroetan (DDT) olan organik sentetik pestisitler bunlarin yerine kullanilmaya
baslanmistir. DDT nin insektisit dzelliklerinin Paul Miiller tarafindan kesfedilmesiyle

sentetik pestisitlerin donemi baglamistir [4].

1



Pestisit, tarim ve bahg¢e ekosistemlerindeki zararlilarla miicadelede kullanilan cesitli
insektisit, herbisit, fungusit, rodentisit ve evlerde kullanilan dezenfektanlar: tanimlamak
icin kullanilan yaygin bir terimdir [5]. Pestisitler, kimyasal, fiziksel ve benzer
ozelliklerinden dolay1 birbirleri arasinda farklilik gostermektedir [6]. Pestisitler ihtiyaca
baglh olarak cesitli siniflara ayrilmaktadir. Drum tarafindan Onerilen siniflandirma
yontemi glinlimiizde hala kullanilmaya devam edilen en gegerli yontem olarak
bilinmektedir [7]. Bu yonteme gore pestisitler etki sekline gore, etkiledikleri canli tiiriine

gore ve kimyasal yapilarina gore siniflandirilmaktadir.

1) Etki sekline gore siniflandirma: Bu yontemde pestisitler, zararli ile temas etme ve
zararli dokusuna girme yollarina gore simiflandiriimaktadir. Sistemik ve sistemik
olmayan pestisitler, mide zehirleri, fungistler ve repellentleri igermektedir.

2) Etkiledikleri canli tiiriine gore siniflandirma: Akarlara karst kullanilanlar akarisit,
yaprak bitlerine karsi kullanilanlar afisit, toprak bakterilerinin {iremesini
engelleyici olarak kullanilanlar bakteriyostat, dezenfektan gaz olarak kullanilanlar
fumigant, mantarlara kars1 kullanilanlar fungusit, yabani otlara kars1 kullanilanlar
herbisit, boceklere kars1 kullanilanlar insektisit, boceklerin gelisimlerini olumsuz
etkileyenler bocek gelisme diizenleyicileri, kenelere kars1 kullanilanlar iksodisit,
larvalara karst kullanilanlar larvisit, yumusakgalara karst kullanilanlar
moluskusit, maytlara karsi kullanilanlar mitisit, solucanlara kars1 kullanilanlar
nematisit, bitki gelisimlerini olumsuz etkileyenler bitki gelisme diizenleyicileri,
kemiricilere kars1 kullanilanlar rodentisit, kagirtic1 olarak kullanilanlar repellent,
pestisitlerin etkilerini gii¢clendirmek amaci ile kullanilanlar sinerjist olarak
isimlendirilmektedirler.

3) Kimyasal yapilarina gore siniflandirma: Organik klor ve fosfor igeren pestisitler,

karbamatli pestisitler ve piretroid grubu pestisitlerdir.

Pestisitlerin kullanilmasiyla elde edilen bir¢ok fayda olmasina ragmen bu bilesiklerin
gelisigiizel ve yiiksek dozda kullanimi hem c¢evreyi hem de insan saghigini etkileyen
sorunlara yol agmaktadir [8]. Ozellikle tarimsal faaliyetlerde ¢ok sik kullanilan pestisitler

yapilarinda bulunan sentetik maddelerden dolay1 baslica kirlilik kaynag: olarak kabul



edilmektedir. Ayrica tarim alanlarinda koruma 6nlemi olmaksizin kullanimlari genetik
bozukluklara yol agmaktadir [9, 10]. Buna ilaveten 10 yili askin bir siiredir bir¢ogu

potansiyel karsinojen olarak kabul edilmektedir [11].

Pestisitlerin etki alanin1 siirlamak neredeyse imkansizdir. Cok kiiciik bir alana
uygulanmis olsa bile etkileri; hava ile yayilarak, toprakla emilerek ya da suda ¢oziinerek
cok biiyiik bir alana ulagmaktadir. Bir kez ¢evreye salinan pestisitler bir¢ok farkli yol
izleyerek yayilabilir. Miles ve Harris’e gore su igerisinde istenmeyen bazi sucul bitkilerle
veya boceklerle miicadelede dogrudan suya yapilan pestisit uygulamasi, pestisit bulasan
bitkilerden 6nce topraga, toprak alt1 sular1 vasitast ile tiim su ekosisteminde kirlenmeye
neden olmaktadir. Ayrica yanlis uygulama sonucu atmosferdeki partikiillerle karisan bu
kimyasallar yagmur sular1 ile su ekosistemine karisarak da kirlenmeye sebep olmaktadir
[12]. Pestisitler, toprak iistiine ve i¢cine dogrudan, bitki ve tohum iizerine zirai ilaglama
seklinde kullanilmaktadir. Bitki {izerine dogrudan yapilan uygulamalarda pestisitlerin
biiytik bir boliimii toprak tizerine diismekte ve bu pestisitler toprak igerisinde bir takim
dis etkenlere bagli olarak (toprak yapisi, iklim vs.) hareket edebilmektedir [13].
Aragtirmalar yanlis uygulama sonucu topraga diisen organik klorlu pestisitlerin
yarisindan fazlasinin 15 yila yakin toprakta kalabilecegini gostermektedir. Organik klorlu
pestisitlerin 6nemli reziidii (kalint1) kaynaklarindan biri hayvansal besinler olarak
bilinmektedir. Bir¢ok aragtirmada hayvansal besinlerde yiiksek miktarda pestisit kalintis
tespit edilmistir [14]. Son donemlerde pestisitlerin evlerin iginde ve g¢evresinde
hamambdcegi, karinca ve farelerle miicadelede kullanimi yayginlastigindan dolay1

pestisitlerin olumsuz etkilerine maruz kalma s6z konusu olmaktadir.

1940’lardan beri pestisitlerin iiretimi, pazarlanmas1 ve siirekli kullanimi1 artarak devam
etmektedir. Bu kimyasallar, gelistirilmeleri asamasinda veya kullanimlari sirasinda da
insan saghgm tehdit eden etkilere sebep olmaktadir. Bu etkiler her zaman belirgin
yaralanmalar seklinde goriilmeyip yillar igerisinde de ortaya cikabilmektedir. Ayrica
diisiik doz pestisitlere siirekli maruz kalma orta ve uzun vadede kanserin birgok ¢esidine,

tireme bozukluklarina ve sinir sistemi bozukluklarina yol agmaktadir [15].



Pestisit etkilenmeleri kiiresel saglik problemlerinden biridir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
raporlaria gore her yil diinya genelinde 500.000 ile 1.000.000 insan pestisitlere maruz
kalarak zehirlenmektedir. Toksik etkiye maruz kalanlarin yaris1 ve dlenlerin %75°1 tarim
iscileridir. Geriye kalanlar ise pestisit kalintist bulunan yiyeceklere bagli olan
etkilenmektedir [16]. Gelismekte olan iilkelerde pestisitlere bagli zehirlenmeler, gelismis
iilkelerde meydana gelen zehirlenmelerden daha fazladir. Ustelik gelismis iilkelerde,
gelismekte olan tilkelere kiyasla daha fazla miktarda tiretim ve satis yapilmaktadir [17].
Bu durumun nedenleri sirasiyla; bu tilkelerde ciddi pestisit kontrol yasalarinin olmamasi

ve pestisit kullanimmin denetlenmemesidir [17, 18].

Pestisitler, etken maddelerinin DNA yapisin1 degistirmesinden dolay1 potansiyel
mutajenler olarak kabul edilmektedir [19]. Pestisitlere ek olarak; ilaglar, gida maddeleri
ve nanomateryaller gibi kimyasallarin kullaniminin her alanda hizla artmasi sonucunda
bu kimyasal maddelerin insan genomunda olumsuz etkilerinin olup olmadig1 son derece
onem kazanmistir. Boylece 1970’lerden giiniimiize kadar bu tiir mutajenik ve genotoksik
kimyasallarm Karsinojenik potansiyellerini tespit edebilmek igin bir¢ok genotoksisite
testi gelistirilmistir [20-22]. Son yillarda, teknolojik gelismelere paralel olarak gevresel
mutajenlerin belirlenmesi i¢in kullanilan kisa zamanli test tekniklerinde ilerlemeler

olmustur [23].

Pestisitlerin tarim alanlarindaki bilingsiz kullanimi ciddi tehlikelere sebep olmakta ve bu
alanda daha ¢ok calisma yapilmasini zorunlu kilmaktadir. Ozellikle pestisitin doz asimi
seklinde kullanimi1 ve yanlis zaman uygulamasi ¢evre ve ¢evreyle iliski halindeki canlilar
tizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Bu ¢aligmada tarimsal alanlarda siklikla
kullanilan Thiram ve Methoxyfenozidin olasi genotoksik etkilerinin in vivo test
yontemleriyle arastirilmasi  amaglanmistir.  Bu  kapsamda  genotoksisite test

yontemlerinden Allium ve Smart Test metotlar1 uygulanmistir.



2. BOLUM
GENEL BIiLGILER

2.1. Mutasyonlar

DNA dizisinde meydana gelen degisiklikler mutasyon olarak tanimlanir. Mutasyonlar,
organizmalar arasindaki c¢esitliligin temel nedenidir. Mutasyonlar, DNA replikasyonu
sirasinda meydana gelebilecegi gibi DNA replike olmadan 6nce c¢esitli kimyasallar ve
fiziksel kuvvetler DNA segmentine zarar vererek mutasyona sebep olabilir. Bu hatalar
bir sonraki replikasyona kadar diizetilmez ise yeni olusacak hiicrelere aktarilabilir ya da
DNA’nin replike olmasini bile 6nleyebilir. Baska bir sekilde ifade edecek olursak DNA

replikasyon oncesinde miimkiin oldugu kadar iyi durumda olmalidir [24].

Soy hatt1 (germ) olmayan hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar somatik mutasyonlar
olarak adlandirilir. Somatik mutasyonlar sadece viicut hiicrelerinde gergeklesir ve gelecek
nesillere aktarilmaz. Gametlerde (sperm ve yumurta) ortaya g¢ikan mutasyonlar ise
gelecek nesillere aktarilir. Bu mutasyonlar, genetik cesitlilik ve evrimin temelini
olusturur. Mutasyonlarin olmamas1 organizmalarin degisen ortam sartlarina uyum
saglamasini engeller ve nesillerinin tiikenmesine yol acgabilir [25]. Diger taraftan
mutasyonlar bir¢ok insan hastaligt ve bozukluklarina neden olan zararli etkilere
sahiptirler. Ozellikle kanser hastaliklarinin ortaya c¢ikmasi ve gelismesinde 6nemli

faktorlerden biri olarak mutasyonlar biiyiik dikkat ¢ekmektedir [26, 27].

Mutasyonlar, kromozomlarda sayisal ve yapisal degisimlere sebep olan kromozomal
mutasyonlar; kromozom seviyesinde belirlenemeyen ancak fenotipteki degisimlerle

tespit edilen gen mutasyonlari olarak siniflandirilmaktadir [28].



2.1.1. Kromozomal Mutasyonlar

Kromozomal mutasyonlar, kromozom sayisinda veya kromozom yapisinda meydana
gelen farkliliklar olarak tanimlanmaktadir. Hiicredeki genetik bilgide goriilen bu tarz
degisimler, viicut sistemlerinin biiyiime ve gelismesine etki ederek bu sistemlerin
isleyisini bozmaktadir [29]. Kromozomal mutasyonlar yumurta veya sperm tiiretimi

sirasinda ya da dogumdan sonra bilinmeyen sebeplerden dolay1 ortaya ¢ikabilir [30].

Iki ana kromozomal mutasyon tipi vardir: kromozom sayisindaki degisiklikler ve

kromozom yapisindaki degisiklikler [31].

2.1.1.1. Sayisal kromozomal mutasyonlar

Kromozom sayilari, diploid bir genoma haploid sayida kromozom ya da kromozomlarin
eklenmesi veya kaybiyla degiskenlik gostermektedir. Kromozom sayisindaki bu
degisimler kromozomlarin ayrilmamasi (nondisjuction) sonucu meydana gelir.
Ayrilmama (nondisjuction) mayoz sirasinda bir ¢ift kromozomun ayrilamamasi ve zit
kutuplara hareket edememesi olarak tanimlanmaktadir. Bu durum anormal miktarda

genetik madde igeren yeni bir hiicre olusumuna yol agmaktadir [32].

Sayisal anomaliler; anoploidi ve poliploidi olarak iki baslik altinda degerlendirilmektedir.
Anoploidi, ekstra veya eksik bir kromozom nedeniyle anormal bir kromozom sayisina
sahip olma durumudur. Anoploidi en sik goriilen mutasyon tiiriidiir. Diploid genoma bir
kromozom eklendiginde (2n+1=trizomi) ya da tek bir kromozom eksildiginde (2n-
1=monozomi) anoploidi meydana gelir [33]. Poliploidi ise kromozom takimlarinin
mayoz veya mitoz boliinmede ayrilmalarinda sorun olustugunda meydana gelen

mutasyonlardir. Poliploidi otopoliploidi ve allopoliploidi olmak tizere 2 gruba ayrilir [26].

Otopoliploidi biitlin kromozom takimlar1 tek bir tiirden kaynaklanmaktadir.
Allopoliploidi ise i1ki veya daha fazla tiirlin hibridizasyonu sonucunda meydana

gelmektedir [26].



2.1.1.2. Yapisal Kromozom mutasyonlari

Spontan ya da dis etkenler sonucu kromozomlarda olusan kiriklar yapisal mutasyonlara
sebep olmaktadir. Kromozomlardaki kirilmalar kromozom sayisini etkilememektedir.
Ancak bu kirilmalar, kromozomlarda eksilme, artma ve yer degistirme gibi yapisal
degisimleri tetiklemektedir. UV 1sinlari, 1s1, kimyasallar, radyasyon gibi etkenlerin
hiicredeki kromozom kirilmalarin1 spontan olusanlara kiyasla daha c¢ok arttirdigi

bilinmektedir [34].

Yapisal anomaliler nesilden nesile aktarilabilecegi gibi sonradan da olugmaktadir.
Sonradan olusumlar, radyasyon, kimyasallar, viriis enfeksiyonu gibi indiikleyicilerle ya

da spontan olmaktadir [35].

Delesyon

Delesyon, kromozomdaki bir par¢anin kaybolmasi olarak bilinir. Delesyonun sebepleri
arasinda homolog kromozomlar ya da kardes kromatitler arasinda esit olmayan parca
degisimleri (krossing-over), dengeli translokasyon veya inversiyon tasiyicilarinin
gametlerindeki dengesiz kromozom boéliinmesi ya da kromozomdaki bir parganin dis
etkenler sebebiyle koparak kaybolmasi gosterilir. Kopan kromozom pargasinda
sentromer olmadigi i¢in ig ipliklerine tutunamaz ve bu nedenle bdliinmeye katilamaz ve

¢ekirdek disinda yok olur. Sonug olarak, delesyonlar gen kaybina neden olur [36].

Duplikasyonlar

Duplikasyon, kromozomun bir par¢asinin veya lokusun tekrar etmesi olarak
tanimlanmaktadir. Mayoz Oncesi replikasyon hatalari, mayoz sirasinda ise sinaps yapmis
kromozomlar arasindaki dengesiz krossing over’dan kaynaklanmaktadir. Duplikasyon,
bir genin ¢ok sayida kopyasinin olmasina olanak saglamasi, fenotipik g¢esitlilige arttirmasi

gibi 6nemli 6zellikleri bulunmaktadir [34].



inversiyon (Ters Donme)

Kromozomdan kopan bir par¢anin, ¢ekirdek disinda kaybolmadan 180° donerek koptugu
yere yapismasi olarak bilinmektedir. Perisentrik ve parasentrik olmak tizere iki tipi
bulunmaktadir. Parasentrik inversiyonlarda kirilma kromozomun uzun ya da kisa kolunda
gergeklesir ve kopan parca sentromerin diginda ters donmektedir. Bu tip ters donmelerde
kromozom morfolojisi degismez ancak gen sirasinda degisim goriilmektedir. Perisentrik
ters donmelerde, kromozomun hem kisa hem de uzun kollarinda meydana gelen
kirilmalarla aradaki parg¢a sentromerde dahil ekseni etrafinda 180 derece ters donerek
yapismaktadir. Parasentrik ters donmelerin aksine kromozom gen sirasi ile yapisinin da

degistigi gortilmektedir [37].

Translokasyonlar

Ayn1 karyotip igerisinde bulunan kromozomlardan kopan parcalarin bu kromozomlar
arasinda degistirilmesi translokasyon olarak tanimlanmaktadir. Resiprokal, Robertsonian

ve insersiyonal olmak {izere ti¢ ana grupta incelenirler [33].

Resiprokal Translokasyonlar

Birbirinin homologu olmayan iki kromozomdan kopan pargalarin yer degistirmesi
durumudur. Kromozom sayisina etki etmeyen bu tip translokasyonlar genellikle
dengelidir. Bu translokasyonlar klasik bantlama yontemi ile kolayca tespit edilmektedir
[38].

Robertsonian Translokasyonlar

Kisa kollarint kaybeden akrosentrik kromozom c¢iftinin, uzun kollarinin sentromer ya da
sentromerlerine yakin noktalardan birlesmeleri sonucu olusan yaygin bir kromozom
mutasyonu olarak bilinmektedir. Kisa kol kaybinin fenotip {izerinde bir etkisi yoktur [39,
40].



Insersiyonal Translokasyonlar

Cift kirik ile kopan intersisyal bir kromozom pargasinin baska bir kromozomun kirik
bolgesiyle veya koptugu kromozomdaki iiglincii kirik bolgeyle yapismasi sonucu

olusmaktadir [41].

2.1.2. Gen Mutasyonlari

Bir genin mutasyonu, DNA ve RNA dizilimindeki bir genomun kisa bir bolgesindeki
niikleotit sekansinda olusan bir degisiklik sebebiyle olusur. RNA da meydana gelen
degisiklik her RNA i¢in birkag RNA kopyasi sentezlendiginden dolay1 ciddi degildir.
Ancak DNA dizisindeki degisiklik kodlanmis proteinin tiim kopyalarini etkiler ve bu
proteinde yapisal ve islevsel degisikliklere veya ekspresyonun tamamen kaybina neden

olur [42].

Gen mutasyonlari, spontan ya da UV, radyasyon ve bazi kimyasal kanserojenler olan
cevresel faktorlere maruz kaldiginda ortaya ¢ikmaktadir [43]. Genel olarak dort tip gen
mutasyonu vardir: Kalitsal, kazanilmig, uyarilmig ve spontan mutasyonlar. Kalitsal
mutasyonlar ya da soy hattt mutasyonlar1 gametlerde olusur ve gelecek nesillere aktarilir.
Kazanilmis (somatik) mutasyonlar UV gibi ¢evresel faktorlere maruz kalinmasi sebebiyle
meydana gelmektedir. Soy hatti hiicreleri disinda herhangi bir hiicrede goriilebilen bu
mutasyonlar, gelecek nesillere aktarilamaz [44, 45]. Spontan mutasyonlar deplirinasyon
(bir niikleotidden piirin bazinin yitirilmesi) veya deaminasyon (bir amin grubunun bir

bazdan ¢ikarilmasi) nedeniyle olusmaktadir [46].

DNA dizilerinin mutasyona yol acan degisimleri ¢ok ¢esitlidir. En basit mutasyon bir baz
ciftinin digerinin yerine gegmesi olarak tanimlanan nokta mutasyonlaridir. Bir gecis bir
piirin ile bir diger piirinin yer degismesi (A«<>QG) ya da bir primidin ile 6teki primidinin
yer degistirmesidir (CT). Capraz degisimlerin (transversiyon) sekiz farkli ¢esidinde,

piirinlerin primidinlerle ya da tersi yer degistirmelerdir (A ya da G—C yadaT) [47].



DNA zincirine eklenen ya da c¢ikan bazlarin tripletin kaymasina sebep oldugu
mutasyonlar g¢er¢eve kaymasi olarak adlandirilmaktadir. Cogunlukla geri mutasyon
durumunun olanaksiz olmasi nedeniyle oldiiriici mutasyon olarak bilinmektedir [48].
Genetik sifrede meydana gelen biiylik degisiklikler sebebiyle genin fonksiyonunda
degisiklikler olusarak o gene ait enzimin islevini yitirmesine sebep olmaktadir. Sonug
olarak sentezlenen proteinler farklilasir ve bu durumda fenotip degisikligi olarak

gozlemlenir.

DNA’da olusan degisimlerin tamami mutasyon olarak kabul edilmesine ragmen fenotipte
gbzlemlenemeyen mutasyonlar bulunmaktadir. Bu mutasyonlar, DNA baz dizisinde tek
bir yer degistirme sonucu, hala ayni amino asidi kodlayan yeni bir kodon olusumuna
sebep olabilir. Uriinde herhangi bir degisiklik olmadigidan, bu tiir mutasyonlara sessiz
mutasyonlar adi verilir [49]. Ornegin, UAC tripletinin UAU’ya doniismesi gercek
anlamda bir nokta mutasyonu olmasina ragmen her iki triplette de ayni aminoasidi
(tirozin) kodladigindan genin protein lriiniinde bir degisim goriilmez. Sessiz mutasyon
olusumu genetik sifrenin dejenere 6zelliginden, yani tripletlerin ilk iki bazi son derece
spesifik iken tgcilincli bazlardaki farkliligin tolere edilmesinden kaynaklanmaktadir.
Ayrica, fonksiyonu etkilemeyen bolgeler olarak bilinen intronlarda meydana gelen temel
dizi degisiklikleri de sessiz mutasyonlarin olusmasina neden olmaktadir. Sessiz
mutasyonlarn tespit edilebilmesi igin ilgili genin baz dizisinin belirlenmesi
gerekmektedir [48]. DNA baz dizilimindeki niikleotit degisiklileri tripletin de anlamini
degistirerek farkli aminoasit sentezlenmesine sebep olmaktadir. Yanlis anlamli (missens)
olarak adlandirilan bu mutasyona Orak Hiicre Anemisi ornek olarak gdsterilmektedir.
Beta glutamati kodlayan CTC tripletinde CAC seklinde meydana gelen degisim Valin
amino asidini kodlayarak Orak Hiicre Anemisine sebep olmaktadir Protein kodlayan bir
bolgede meydana gelen niikleotid bazlarinin degisimi, bir amino asit kodonunun
sonlandirma kodonuna ddniismesine sebebiyet verebilir. Bu tiir mutasyonlar, polipeptit
zincirinin beklenenden Once sonlanmasi sonucunu dogurarak anlamsiz (nonsense)
mutasyonlar olarak adlandirilmaktadir. Anlamsiz mutasyonun etkileri proteinin kisalma
diizeyine ve islevsel gerekliliklerin karsilanmasi i¢in ne 6l¢iide proteinin gerekli olduguna

bagli olarak degiskenlik gosterebilir [50].
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2.1.3. Mutajenler

DNA’nin yapisini degistiren ve bu nedenle mutasyonlarin sikligini arttiran kimyasal veya
fiziksel bilesikler mutajen olarak adlandirilir. Birgok mutasyon kansere sebep oldugu igin
mutajenler ayn1 zamanda kanserojendir. Mutajenlerin dogas1 degisken olup; bunlar
genellikle iyonize radyasyonlar ya da kimyasal bilesiklerdir. Mutajenler, replikasyon
sirasinda DNA zincirine girebilir ve bu sayede DNA ile reaksiyona girerek yapisal
degisimlere sebep olabilir, dolayli olarak hiicrelerin dogrudan mutajenik etkiye sahip
kimyasallar1 sentezlemelerine neden olarak mutasyon olusturabilir ve son olarak baz

analoglar1 gibi davranarak replikasyon sirasinda hatalara neden olurlar [51].

2.1.3.1. Kimyasal mutajenler

Kimyasal mutajenler, DNA ile etkilesime girdikleri mekanizmaya bagli olarak 4 genel
gruba ayrilirlar.

1) Yapisal olarak bazlara benzeyen baz analoglari

2) Interkalasyona sebep olan mutajenler

3) Alkilleyici ajanlar

4) Reaktif oksijen gibi DNA ile reaksiyona girebilen kimyasallar [52]

Baz analoglan: Piirin ve pirimidin bazlar1 ile benzer yapida olan kimyasal mutajenlerdir.
DNA polimeraz bu kimyasallari bazlardan ayirt edemedigi i¢in replikasyon sirasinda yeni
sentezlenmis DNA molekiilleri olusturabilirler. 5-bromourasil en iyi bilinen baz
analogudur ve timinle benzer oOzelliktedirler. Ancak bu mutajen DNA yapisina
katildiginda adenin yerine guanin ile esleserek mutasyona yol agmaktadir [26,53, 54, 55,
56, 57, 58].

interkalasyon ajanlari: Bu kimyasallar, DNA bazlar1 arasma girerek DNA’nin iic
boyutlu yapisini bozabilir ve replikasyon sirasinda DNA polimerazin hata yapmasina
neden olur. Replikasyon sirasinda olusan bu hata ger¢eve kaymasi mutasyonlarina

(frameshift mutations) yol acar ve fazladan niikleotid eklenmesi veya c¢ikmasiyla
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sonuglanir. Bu tip kimyasal mutajenlere 6rnek olarak etidyum bromid, akridin oranj ve

proflavin drnek verilebilir [50].

Alkilleyici ajanlar: Bu mutajenler DNA’ya kovalent olarak baglanip replikasyonunu
engelleyerek hiicre oOliimlerine sebep olmaktadir [59]. Alkilleyici ajanlar normal
hiicrelerde, 6zellikle sindirim sisteminde, kemik iliginde, testislerde ve yumurtaliklarda
stirekli boliinen hiicreler igin toksik etki gosterebilirler. Ayrica alkilleyici ajanlarin gogu

kanserojen Ozelliklere sahiptir [60].

Tautomerik degisimler: DNA’daki bazlarin her biri atomlarin pozisyonlarinda ve
atomlar arasindaki baglarda izomer olan tautomer adi verilen ¢esitli formlardan biri
olarak goriilebilir. Her bir bazin keto ve amino formlar1 normal olarak DNA’da
bulunuyorken bazlarin imino ve enol formlari nadir olarak goriiliir. Keto grubundaki
timin ve gunainin enol formuna doniisiimii, adenin ve sitozinin bulundugu amino
grubunun imino formuna doniisiimii tautomerizasyona oOrnektir. Sonug olarak amino
formundaki A, keto formunda olan T ile eslesirken imino formunda A, enol formunda C

ve T ile eslesir [61].

2.1.3.2. Fiziksel mutajenler

UV wsinlart: Niikleik asitlerin, 6zellikle pirimidin ve piirinlerin, yaklagik 260 nm dalga
boyunda UV radyasyonunu yogun sekilde emebilme yetenegi, niikleik asitlerin analiz ve
tanisinda kullanilan 6nemli niteliklerden biri olarak kabul gormektedir. UV radyasyonun
olumsuz etkileri primidinlerde olusan, timin-sitozin ve sitozin-sitozin dimerleri olarak
goriilmektedir. Primidin ¢iftleri arasinda goriilen dimerler DNA’nin ii¢ boyutlu yapisin
bozarak replikasyon mekanizmalarin1 bloke etmektedir. Replikasyonun durmasina sebep
olan bu durum UV 1sinlarinin mikroorganizmalar {izerindeki 6liimle sonuc¢lanan etkisinin

kaynag1 olarak bilinmektedir [34].

Iyonize radyasyon: Radyasyon dogrudan bir DNA molekiiliinii iyonize ederek zarar
verebilir ancak; dokular yaklasik %80 su igerdiginden iyonlagsmalarin c¢ogu su

molekiillerinde meydana gelir. Bu durum yiiksek oranda reaktif H ve OH serbest
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radikallerinin hizli bir sekilde liretilmesine yol agar. Bunlar DNA’da biiyiik hasara neden

olabilir [62].

Sicaklik: Seker gruplar1 ve bazlar arasindaki -N-glikozidik baglart sicaklik sebebiyle
ayrilmaktadir. Bu sekilde bazdan ayrilan seker ve fosfat gruplar1 yikima ugrayarak DNA
sarmalinda tek niikleotidin eklenebilecegi bir bosluk olusturmaktadir. Eger DNA onarim

mekanizmasi bu boslugu onarmaz ise bu alanda mutasyon gergeklesme ihtimali

artmaktadir [53-57].

2.2. Pestisitler

2.2.1 Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitler, etki sekline gore, etkiledikleri canli tiirline ve kimyasal yapilarina gére 3 ana

sinifta toplanmaktadir [7].

2.2.1.1. Etki sekline gore siniflandirma:

Pestisitlerin zararliya temas etme veya yapisina girme yollar1 0 pestisitin etki
mekanizmasini gostermektedir. Bunlar, sistemik pestisitler, sistemik olmayan pestisitler,

mide zehirleri fumigants ve repellentleri icermektedir [6].

1) Sistemik Pestisitler: Bu tiir pestisitler, bitki veya hayvanlar tarafindan emilerek
islenmemis dokulara iletilen pestisitler olarak tanimlanmaktadir. Sistemik herbisitler bitki
icerisinde ilerleyerek yaprak, govde ve kokteki islenmemis dokulara ulasmaktadir. Bu
herbisitler, piiskiirtme uygulamalar ile zararh otlar1 61diirme yeteneklerine sahiptir. Bitki
vaskiiler sistemi i¢inde Kkolayca hareket ederek dokulara etkili bir sekilde niifuz
etmektedir. Pestisitlerin bitki dokularindaki hareketi tek yonlii veya ¢ok yonlii olabilir.
Bazi pestisitler, bitki igerisinde hem yukar1 hem de agag1 dogru hareket edebilirken diger
pestisitler sadece yukart dogru hareket edebilir. Ornegin; pestisit kok bolgesine
uygulanirsa bitki boyunca ilerler fakat yapraklara uygulandiginda bitki boyunca hareket

etmeyecektir. Ayrica birkac pestisit lokal olarak sistemik olup bir temas noktasindan
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sadece kisa bir mesafeye hareket eder. 2, 4-Dichlorophenoxyacetic acid (2, 4-D) ve

glyphosate sistemik pesitisitlere 6rnek olarak gosterilebilir [63].

2) Sistemik olmayan (temasli) pestisitler: Sistemik olmayan pestisitlere, hedef zararli ile
temasa gectiginde etki edebildigi i¢in temasl pestisitlerde denir. Bu pestisitlerin etkilerini
gosterebilmeleri igin zararli ile fiziksel temasa ge¢meleri gereklidir. Pestisitler,
zararlilarin sistemine epidermleri ile temas ettiklerinde girer ve zararliy1 zehirleyerek
oliimiine sebep olur. Temaslh pestisitlere 6rnek olarak paraquet ve diquad dibromid

gosterilebilir [6].

a) Mide zehirleri: Zararhilarin viicuduna agiz yoluyla giren bu pestisitler, sindirim
sistemine kadar ilerleyerek midede zehirlenmelere sebep olmaktadir. Mide zehirleri,
zararlilarin beslenmesi sirasinda yapraklarda ve bitkinin diger kisimlarinda uygulanan

bocek ilaglarina maruz kaldiklarinda elde edilir [6].

b) Fumigantlar: Fumigantlar, buhar iireterek hedef zararlilara etki eden pestisitlerdir.
Buhar formundaki bu pestisitler zararlilarin trakeol sistemlerini kullanarak yapilarina
girer ve zehirleyerek zararlilarin 6liimiine sebep olur. Aktif bilesenlerinden bazilari
yiiksek basing altinda paketlendiklerinde sivilardir ancak serbest kaldiklarinda gaz
formuna dontigiirler. Bu pestisitler zararlilar1 meyvelerden, sebzelerden ve tahillardan
cikarmak icin kullanilir. Fumigantlar topraktaki zararlilarin kontrol edilmesinde de ¢ok

faydalidir [6].

c) Repellentler: Repellentler 6ldiirmezler ancak zararlilar1 temizlenmis alanlardan ve

depolardan uzak tutarlar [6].

2.2.1.2. Etkiledikleri canh tiiriine gore siniflandirma

Bu yontemde pestisitler hedefi olan zararli organizmalara gore smiflandirilir ve

pestisitlere etkinliklerini yansitan 6zel isimler verilir.
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Insektisitler: Boceklerin  kontrolii amaci ile kullanilan tarim ilaglar1 olarak
tanimlanmaktadir. Bugiin kullanilan insektisitlerin tamamina yakini hedef canlinin sinir
sistemine etki etmektedir. Boceklerin merkezi sinir sistemi (MSS), memeli MSS kadar
gelismis bir sistemdir. Cevre sinir sistemi ise memelilerdeki ile benzer 6zellikler
gostermektedir. Bu benzer 6zellikler sebebiyle basta insanlar olmak tizere tim memeliler
insektisitlerin yan etkilerine maruz kalmaktadir Kimyasal insektisitler, diger pestisitlere

oranla hedef olmayan canlilar {izerinde daha ¢ok akut zehirlenmelere sebep olmaktadir.

[64].

Herbisitler: Tarim arazilerinde ¢ikarak tiirinlerde zarara sebep olan yabani otlarla
miicadelede yaygin olarak kullanilan tarim ilaglaridir. Doz asimi olmadigi halde yabani
otlar haricinde faydali bitkilere de etki eden segici olmayan herbisitlerde bulunmaktadir.
Bu herbisitler, Memeliler ve bocekler ilizerinde az da olsa etki gostermektedir.
Herbisitlerin uygulandiklar1 arazilerde, bitkilerin biliylime mevsiminin basindan sonuna

kadar 3 ila 6 ay boyunca kalic1 etkili olmalar1 beklenmektedir [65].

Fungusitler: Mikromantarlar, bitkilerde global dlgekte tarimsal iiriin kayiplarina ve ¢ok
sayida hastaliga neden olan zararlilardan biri olarak bilinmektedir. Bu zararlilarin
gelismesini durduran maddelere fungusit ad1 verilmektedir. 1960 ve 1970’11 yillara kadar
mantarlarla enfekte olmus bitkilerin tedavisi kisitli olup, bu zamana kadar kesfedilen
fungusitler koruyucu amagla uygulanan maddelerdir. Bunlar bitki yilizeyinde kalip
dokulara niifuz etme yetenegi ve sistemik mantar enfeksiyonlarini Onleyici etkileri
olmayan maddelerdir. 1970’li yillardan itibaren sistemik fungusitler gelistirilmis ve

mantarla enfekte bitkilerin tedavilerinde basarili olunmustur [66].

Fungusitler diger pestisitlerle karsilastirildiginda en yaygin kullanilan maddeler olarak
kabul edilmektedirler. Beton, tekstil, ila¢ ve kozmetik gibi biiyiik sektorlerin yani sira

matbaa, oymacilik gibi alanlarda koruyucu olarak kullanilmaktadir [65].

Moluskusitler:  Yumusak¢a olarak adlandirilan  siimiikliibocekler insanlarda
Schistosomiazis, hayvanlarda kelebek hastaliginin arakonakgilaridir. Bulinus ve

Biomphalaria tiirleri yasamini tiimiiyle suda gecirmekte; Oncomelania tiirleri ise hem su
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hem de karada yasam siirmektedirler. Belirtilen tiirlerle miicadele amaci ile bakir siilfat,
metaldehid, niklozamid ve metiyokarb gibi ilaglar kullaniimaktadir. Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) Schistosomiazis miicadelesinde sadece niklozamidi énermektedir [67]. Tarimsal
tiretimde sebze, turunggiller, meyve, bugday, arpa, tiitiin, patates, ¢ilek ve siis bitkileri ile
ormancilikta aga¢ ve fidan zararlilarina karsi kullanilirlar. ilaglarin uygulama zamani
ilkbahardir. Ancak yumusakgalarin ortaya ¢iktiklari diger zamanlarda da ilaglama yapilir.
Islatilmis hazir yemler salyangoz ve siimiiklii boceklerin gezdigi alanlarda 2 m ara ile
uygulanmaktadir. Uygulama alaninin ayrica sulanmasi belirtilen tiirlerin bu bolgeye

¢ekilmesinde etkili olmaktadir [68].

Fumigantlar

Bocek, kemirici ve solucan zararlilarina karsi kullanilan, uygulandiklari alanlarda gaz
olusumu ile ulagilamaz alanlara da ulasabilen pestisitler olarak tanimlanmaktadir. Normal
uygulamalarla sonu¢ alinamadiginda hububat depolar1 ve gemi gibi kapali alanlarda
uygulanmaktadir [69]. Fumigant olan metilbromid uygulandigi alanlarda bocek, solucan
ve yabani ot gibi zararli canlilar1 tamamen yok etmektedir. Hayvanlarda zehirlenme

sonucu solunum gii¢liigii, kalp blogu ve MSS belirtileri bildirilmistir [70].

Diger fumigantlara 6rnek olarak; karbonvtetrakloriir, etilen dikloriir, etilen dibromiir,
etilen oksit, aliiminyum fosfiir, magnezyum fosfiir, dazomet, dikloroetan, dikloroproan
gosterilmektedir. Bu gruptan halojenli alkanlar karaciger vd. dokularda stokrom p450
enzim sitemini baskilamalarindan dolay1 dikkat ¢ekmektedir. Karbontetrakloriir ve etilen
bromiir karaciger nekrozu, kanser ve mutasyon gibi istenmeyen etkilere neden
olmaktadir. Fumigant amagla kullanilan ¢ogu madde viicutta oksidatif hasar meydana

getirmektedir [71].

Nematisitler

Nematot olarak adlandirilan solucanlar beslenme aliskanliklar1 dolayisi ile nematisitleri
ag1z yolu ile almalar1 da zordur. Bu nedenle genellikle genis etki spektrumlu yiiksek
derecede ugucu etkinlige sahip ve topraga niifuz edebilen yukarida bahsedilen fumigant
maddeler bu amagla kullanilmaktadir [72]. Fumigant nematisitler solucan viicut

duvarindan igeri alindiktan sonra viicut bosluguna gegmektedir. Viicut sivist ile farkli i¢
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organlara ulasir. Es zamanli olarak parazitte enzim etkinligi ile sinir ve solunum

gorevlerini aksatarak 6liime neden olurlar [65].
2.2.1.3. Kimyasal yapilarina gore simiflandirma

Pestisitlerin kimyasal bilesimlerine ve aktif bilesenlerinin dogasina gore siniflandirmasi
siklikla kullanilan faydali bir simniflandirma yontemidir. Bu yontem ile ilgili pestisitin
etkinligi, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile ilgili bilgiler elde edilmektedir. Bu bilgiler;
pestisitin hangi konsantrasyonlarda ve ne sekilde uygulanacagi, saglikli bir uygulama igin
alimacak Onlemlerin tespitini kolaylagtirmasi agisindan onemlidir. Kimyasal bilesim

temelinde pestisitler 5 temel grup altinda tanimlanmaktadir.

1) Organik Klorlu Pestisitler: Bu pestisitler (klorlu hidrokarbonlar olarakta bilinirler), bes
ya da besten fazla klor atomunun baglanmasi ile olusan organik bilesiklerdir (Sekil 2.1).
Bu pestisitler, tarimsal tiretimde ve insan sagliginda kullanilan ilk pestisit grubunu temsil
etmektedir. Bircogu yaygin olarak boceklerin kontrolii i¢in bdcek ilac1 olarak
kullanilmaktadir. Organik klorlu pestisitler ¢evrede uzun siireli kalinttya neden
olmaktadir. Bocekler tizerinde sinir sistemini bozarak etkili olan bu pestisitler, sarsintilara
felce ve hatta 6liime sebep olmaktadir En iy1 bilinen 6rnekleri DDT, aldirin, deldirin,

endosulfan ve chlordan’dir [6].

Cl
Cl Cl

Cl Cl
Cl

Sekil 2.1. Organik klorlu pestisitlerin kimyasal yapisi

2) Organik Fosforlu Pestisitler: Fosforik asitten tiiretilen esterler olarak bilinmektedir
(Sekil 2.2). Insanda, asetilkolinestarazin inhibe edilmesi ile merkezi sinir sistemi iizerinde
hareket ederek, enzimin aktif bolgesindeki hidroksil grubunun serin fosforilasyonu ile
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sinir uyarimini bozar [73, 74]. Refleks kaybi, bas agrisi, mide bulantis1 gibi semptomlara,

koma ve 6liimle sonuglanan etkilere sebep olmaktadir [4, 75].

N
/

RII

o — R

Sekil 2.2. Organik fosforlu pestisitlerin kimyasal yapisi

3) Organik Kiikiirtlii pestisitler: Merkez atomu kiikiirt olan bu pestisitlerin boceklerdeki
zehir etkileri ¢ok disiiktir (Sekil 2.3). Flavin monooksijenazlarin  (FMO)
ksenobiyotiklerin metabolizmasindaki roliinii arastiran simdiye kadar yapilmis

caligmalar, siilfiir igeren pestisitlere karsi aktivitelerinin anlamli oldugunu bildirmektedir

[76].

O

Sekil 2.3. Organik kiikiirtlii pestisitlerin kimyasal yapisi

4) Karbamatli Pestisitler: Asitlerden veya dimetil N-metil karbamik asitten tiiretilmis
esterlerdir (Sekil 2.4). Herbisit, insektisit, fungusit ve nematisit olarak kullanilmaktadir.
Sudaki ¢oziiniirliikleri oldukga fazla olan bu tiir insektisitler, organofosforlu pestisitler

gibi ChE enzimine etki ederler ve topraktaki kalis siireleri bir haftadir [77].
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Bahge insektisiti olarak kullanilan aldikarb ve karbufan; oral ve dermal yoldan maruz
kalan memelilerde diisiik toksisite gosteren karbaril; nematosit ve toprak insektisiti olarak
da kullanilan tiyodikarb, ticari oneme sahip misir, pamuk ve soya zararlilar1 ile
bendiyokarb ve propoksiir en ¢ok kullanilan karbamatli pestisitler olarak bilinmektedir.

[78].

Sekil 2.4. Karbamath pestisitlerin kimyasal yapisi

5) Piretroit grubu pestisitler: Piretroitler; Chrysanthemum sp. giceklerinin yapisinda
bulunan piretrinlerin insektisit 6zelliklerinden faydalanarak tiretilen sentetik analoglardir
(Sekil 2.5). Lipofilik yapidaki piretroitler merkezi bir ester bagi, asit ve alkolden
olusmaktadir [4]. Hedef zararli iizerindeki hizli ve yiiksek Oldiiriicii aktivitesi ve
memelilerdeki diisiik toksisitesi sebebiyle eklembacaklilarla miicadelede siklikla tercih
edilmektedir [79]. Sentezlendikleri piretrinlere kiyasla 1s18a karsi daha fazla direng
gostermektedir. Zararl lizerindeki etkilerini sinir hiicrelerini bloke ederek gostermektir.

Bu gruba ait pestisitler memeli sistemlerinde birikmeden atilmaktadir [80].

HsC CHj
CH, CH,
N 0
R —CH,
0

O

Sekil 2.5. Piretroit grubu pestisitlerin kimyasal yapist
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2.2.2. Pestisitlerin insan saghg iizerindeki etkileri

Pestisitlerin tarim ve saglik sektoriinde kullaniminda olumlu sonuglar elde edilmesine
ragmen asir1 ve dikkatsiz kullanimlar1 sebebiyle insan ve ¢evre iizerinde olumsuz etkilere
neden olmaktadir. Pestisitler, yiiksek biyolojik aktiviteleri ve toksisiteleri sebebiyle
cevresel kirleticiler arasinda benzersiz bir yere sahiptir. Pestisitlerin ¢ogu etki edecegi
organizma ile baska organizmalar arasinda ayrim yapmaksizin etki gostermektedir.
Yanlis kullanilma durumunda insanlar, hayvanlar ve diger canlilara ve ¢evreye zarar
verebilirler. Pestisitlerin sebep oldugu oOliimlerin yilda 5000 ila 20.000 kisi arasinda
oldugu 500.000 ila bir milyon kisinin de pestisitlere bagli olarak zehirlendigi tahmin
edilmektedir [81, 82]. Toksik etkiye maruz kalanlarin yarisi ve dlenlerin %751 tarim
iscileridir. Geriye kalanlar ise pestisit kalintisi bulunan yiyeceklere bagli olan

zehirlenmelerdir [6].

Pestisitler, insan viicuduna; pestisit bulasmis su ya da gida maddelerinin tiiketilmesi ile
oral yoldan; pestisit partikiilleri bulunan ortamlarda solunum yoluyla ve pestisit ile direk

temas ederek deri yoluyla girmektedir [83].

Akut etkiye maruz kalma, dermal (cilt), inhalasyon (akciger), oral (agiz) ve gozlerin
etkilenmesi ile olusur. Akut toksisite, test hayvanlarinin dermal toksisitesi, inhalasyon
toksisitesi ve oral toksisitesi incelenerek belirlenmektedir. Akut etki genellikle temastan
veya pestisite maruz kaldiktan kisa bir siire sonra ortaya ¢ikmaktadir. Tarim alanlarindaki
pestisitlerin ¢evreye yayilimi ya da uygulamasi sirasinda olusan zehirlenmeler insanda
akut hastaliga sebep olmaktadir [84, 85]. Bas agrisi, viicut agrilari, deri dokiintiileri,
bulanti, bag donmesi, gérme bozuklugu, kramplar ve panik atak gibi semptomlarin yam
sira agir vakalarda koma ve 6liimle sonuglanan durumlar gériilmektedir. Diinya genelinde

her y1l 3 milyon kisi pestisit kaynakli akut zehirlenmeye maruz kalmaktadir [86].

Kronik etki ise belirli bir siire icerisinde tekrarlanan ve kii¢iik dozlardan kaynaklanan
zararl etkiler olarak tanimlanmaktadir. Bir pestisitin kronik toksisitesini laboratuvar
analizleriyle tespit etmek akut etkiye oranla daha zordur. Pestisitlere uzun siireli ve

tekrarlt maruz kalma inanlarda kronik hastaliklara sebep olmaktadir. Belirtileri hemen
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fark edilmeyen bu hastaliklar zaman igerisinde ortaya ¢ikmaktadir. Ciftgiler ve tarim
iscileri daha ytiksek risk altindadir. Bununla birlikte 6zellikle kirlenmis yiyecek ve su
tiikketimi ya da tarim alanlarindan ¢evreye yayilan pestisitler nedeniyle genel niifusunda
esit oranda etkilenme durumu vardir [87]. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, pestisitlere
maruz kalma ile viicut sistemlerine etki eden insan kronik hastaliklarinin insidansi

arasinda korelasyon kurmaktadir [88].

2.2.3. Pestisitlerin ¢evre iizerindeki etkileri

Pestisitler, zararlilar ve sebep olduklari hastaliklarla miicadelede modern tarimda 6nemli
rol oynamaktadir. Ancak yanlis uygulamalar ya da yok edilmeyen atiklar1 ¢evre tizerinde
olumsuz etkilere sebep olmaktadir. Pestisitlerin ¢evre iizerinde uzun vadeli etkileri

biyocesitliligin azalmasina ve ekosistemdeki isleyisin bozulmasina yol agmaktadir.

Pestisitlerin puskirtiilerek uygulanmasi sirasinda bir kismi evaporasyon ve dagilma
nedeniyle kaybolurken, diger kismi bitki iizerinde ve toprak yiizeyinde kalmaktadir.
Havaya karigan pestisit riizgarlarla tasinarak yagmur, sis veya kar yagisiyla tekrar
yeryliziine donmektedir. Bu yolla hedef olmayan diger organizma ve bitkilere ulasan

pestisit, kalint1 ve toksisiteye neden olabilmektedir [89].

Pestisitler, toprak ve suyu gesitli sekillerde kirletmektedir. Pestisitler genellikle su i¢inde
coziinmezler ancak kullanildiklar1 formiilasyonlar siispansiyon olusturarak bu
pestisitlerin toprak, yeralt1 suyu ve akarsularda daha 1yi yayilmasini saglamaktadir. Bazi
pestisitler organik madde ve kil partikiilleriyle etkilesime girerken, digerleri topragin
doygun olmayan bolgelerinde organik buhar olarak hareket edebilirler [90]. Pestisitler
agir yagmur sirasinda drenaj yoluyla da ytizey su kaynaklarimi kirletmektedir. Pestisitlerin
ylizey suyu yoluyla tasinarak ve sualti ¢evrelerinde birikmeye neden olarak sualti hayati

tizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir [91].
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2.2.4. Diinyada ve Tiirkiye’de pestisit kullanim

Son bir yilda diinya genelinde iki buguk milyon tonun istiinde pestisit kullanildig:
goriilmektedir. Bu kullanimda herbisitler %47'lik oranla ilk sirada bulunmaktadir.
Herbisitleri, insektisitler %29 ile fungisitler ise %19'luk kullanimla takip etmektedir.
Toplam kullanimin %80 e yakin1 herbisit ve insektisitlerden olugsmaktadir. Geriye kalan

kullanimin %15°1 fungusitler, %5°1 diger pestisitleri igermektedir [92].

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAQ) verilerine gére diinya genelinde ekili
alan basina ortalama pestisit kullanimi1 2,7 kg/ha olarak belirtilmektedir. Diinyada ekili
alan bagina ortalama kullanimin en fazla oldugu {ilkeler arasinda Asya iilkeleri dikkat
cekmektedir. Japonya 14,09 kg/ha, Kore Cumhuriyeti 12,78 kg/ha, Cin 11,31 kg/ha Hong
Kong 11,07 kg/ha ekili alan basina ortalama pestisit kullanmaktadir. Orta Amerika’da
bulunan kiiciik bir ada tilkesi Saint Lucia ise 14,52 kg/ha kullanimi ile birim alanda en
cok pestisit kullanilan iilke konumundadir. Avrupa iilkelerinde ise 10,28 kg/ha’lik
kullanim ile Belgika ve Liiksemburg basi ¢ekmektedir. Onlart birim bagina ortalama

10,11 kg/ha kullanim ile Hollanda takip etmektedir [93].

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de tarimsal {irlinlere yonelik talepler niifusun artmasina
paralel olarak artis gOstermektedir. Tarimda {iriin kalitesini ve miktarin1 arttirmaya
yarayan pestisit kullanimi, kapsamli tarimin yami sira gelismis sulama yontemi
uygulamalar1 ve ihracat taleplerindeki artis sebebiyle yildan yila artis gostermektedir.
Ulkemizde Akdeniz (%28) ve Ege (%23,9) bolgeleri pestisit uygulamalarinin en gok
yapildig1 baslica tarim bolgeleridir. Bu bolgeleri %17,7°lik oranla Marmara bolgesi takip
etmektedir. Findik ve ¢ay gibi ticari olarak biiyiik 6neme sahip iirlinlerin yetistirildigi
Karadeniz bolgesinde ise diisiik pestisit kullanimi1 (%4,8) dikkat ¢cekmektedir (Tablo 2.1)
[94].
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Tablo 2.1. Tiirkiye'de pestisit kullaniminin bolgelere gore dagilimi

BOLGELER %
Akdeniz Bolgesi 28
Ege Bolgesi 23,9
Marmara Bolgesi 17,7
I¢ Anadolu Bélgesi 13,1

Giineydogu Anadolu
o 6,8
Bolgesi

Dogu Anadolu Boélgesi 57

Karadeniz Bolgesi 48

Tarim ve Orman Bakanlig1 verilerine gore 2006 yili pestisit kullanimi1 toplam 45.376 ton
iken bu say1 2020 yilinda %24’liik bir artis gostererek 53.562° ye ulasmistir. Ulkemizde
pestisit kullanimindaki en biiyiik pay %41 ile fungusitlere en kiigiik pay ise %5 ile
akarasitlere aittir. Fungusitleri, %22 ile herbisitler, %21 ile insektistler takip etmektedir
(Sekil 2.6 ) [95].

B FUNGUSITLER
® HERBISITLER
M INSEKTISITLER

AKARASITLER
® DiGERLERI

Sekil 2.6. Tiirkiye’de kullanilan pestisit tiirleri ve kullanim yiizdeleri
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2.3. Cahsmada Kullamlan Organizmalar ile Tlgili Genel Bilgiler

2.3.1. Allium cepa L.

Yiksek bitki tiirleri, ¢evresel kirleticileri degerlendirmek i¢in 6nemli genetik model
organizmalar olmalarini saglayan 6zellikler gosterilirler ve siklikla izleme galigmalarinda
kullanilirlar. Ancak bu O6zellikler, sadece farkli ortamlardaki mutajenleri tespit etme
hassasiyetinden degil ayni zamanda yapraklar, kokler ve polen gibi farkli organ ve
dokulardaki hiicrelerde nokta mutasyonlarindan kromozom anomalilerine (KA) kadar
birgok genetik sonucu degerlendirmenin de miimkiin olmasiyla ilgilidir [96]. Cevresel
kirleticilerin degerlendirilmesinde Allium cepa L., Vicia faba L., Zea mays L.,
Tradescantia, Nicotiana tabacum L., Crepis capillaris L.,ve Hordeum vulgare L. gibi
yiiksek bitki tiirleri yaygim olarak kullanilmaktadir. Allium cepa ise bu tiirler igerisinde en

sik kullanilan ytiksek bitki tiirii olarak kabul edilmektedir.

Sogan olarak bilinen Allium cepa, Allium cinsine ait Amaryllidaceae ailesi icerisinde yer
almaktadir. Bu tek yillik bitkiler diinya genelinde yaygin olarak yetistirilmektedir. Allium
cepa’nin kromozomlarinin sayica az (2n=16) fakat yap1 bakimindan biiyiik olmas1 ve 6n-
mutajenleri tespit etmek i¢in ¢ok Onemli bir oksidaz enzim sisteminin bulunmasi
mutajenite testlerinde model organizma olarak tercih edilmesini saglamaktadir. Buna ek
olarak bitki kokleri biyolojik testler i¢in ¢ok faydali materyallerdir. Cilinkii bu bitki
koklerinin u¢ kisimlari, su ve toprak ekosistemlerini kirleten kimyasallardan olumsuz
yonde etkilenen ilk yapilardir. Bundan dolay1 kok ucu sistemlerinin incelenmesi hizli ve
hassas bir metot olup iki seviyede gozlem yapilmaktadir. Makroskobik diizeyde
biiyiimedeki diizensizlikler gozlenebilirken; mikroskobik diizeyde ise hiicrelerdeki
mitotik anormallikler tespit edilebilmektedir [97-99].

A. cepa Taksonomisi

Phylum (Sube): Spermatophyta (Tohumlu Bitkiler). Tohum olusturan bu bitkilerin
iireme organlari ¢icek seklindedir. Gelismis iletim sistemlerine sahip olan bu bitkiler ileri

vaskiili bitkiler olarak tanimlanmaktadir.
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Subphylum (Alt Sube): Angiospermae (Kapali Tohumlular). Kapali bir odaci i¢erinde
gelisen tohum taslaklari bulunmaktadir. Bugdaygiller, papatyagiller, baklagiller gibi

onemli tiirleri igermektedir.

Ordo (Takim): Liliales. Tek ¢enekli bir ¢icekli bitki takimudir.

Familya (Aile): Liliaceae. Diinyanin her yerinde bulunmaktadir. Yumru soganli ya da

rizomlu bitkilerdir.

Genus: Allium

Species: Allium cepa

2.3.2. Drosophila melanogaster

Drosophila melonagaster; Diptera takimina ait, tam bagkalagim (holometabol) gegiren ve
meyve sinegi ya da sirke sinegi olarak da adlandirilan Gkaryotik bir canlhidir. Bu
organizma, sahip oldugu bircok avantajla genetik c¢aligmalarda sik sik kullanilir.
Kiiltiiriiniin kolay yapilmasi, deney hayvanlari i¢in optimum sicaklik olan 21 °C’de
yumurtanin ergin bireye kadar iki hafta gibi kisa siirede erigsmesi, hizli iiremesi, dev
kromozomlara sahip olmasi ve ihtiyag duydugu besin maddelerinin ucuzlugu bu
avantajlardan bazilaridir. Bu organizma ilk olarak 1910 yilinda, Thomas Hunt Morgan
tarafindan genetik c¢aligmalarda kullanilmaya baglanmis olup, giliniimiizde genetik
alaninda siklikla kullanilan organizmalardan biridir. Kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART); Graf ve ¢alisma arkadaslari tarafindan fiziksel, kimyasal
ve biyolojik maddelerin mutajenik ve rekombinojenik etkilerini belirlemek amaciyla

gelistirilmistir [100].
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2.3.2.1. D. melanogaster’in genetik ¢alismalardaki 6nemi

1. Genetik caligmalarda kullanilan organizma, ilgilenilen 6zellik bakimindan ¢esitlilik
gostermelidir. Bu c¢esitlilik, organizmanin farkli varyasyonlara sahip olmasi ve bu
varyasyonlarin kolayca ayirt edilebilmesiyle belirlenir. D. melanogaster, dogal ve yapay
varyasyonlara sahip bir organizmadir ve genetik ¢caligsmalar i¢in uygun bir model olabilir.
Somatik mutasyon ve rekombinasyon testleri, bu organizmanin farkli géz, kanat ve kil
tiplerini temel alir [101, 102].

2. Kontrollii ¢aprazlama, aragtirmacinin gozetimi altinda istenilen ozellikleri tasiyan
organizmalarin ¢aprazlanmasidir. Uygulamalar esnasinda arastirmaci, kosullardan
birisini degisken, digerlerini sabit tutarak deney ve kontrol gruplari olusturur ve bu
sekilde hedef 6zelliklerin nesiller boyu nasil aktarildigi gézlemlenir. D. melanogaster,

kontrollii caprazlama yapilabilen en ideal canlilardan biridir [103].

3. Arastirilmak istenen 6zelliklerin nesilden nesile nasil aktarildigini gozlemleyebilmek
icin, genetiksel ¢aligsmalarda kullanilan canlinin hayat dongiisiiniin kisa olmasi gerekir.
D. melanogaster’de hayat devri ¢ok kisadir. 25 °C + 1 ortam sicakliginda yaklasik 9-10

giinde erginlesen birey yeniden iiremeye baslamaktadir [100].

4. Genetik caligmalarda kullanilacak organizma, ¢ok fazla sayida yavru verebilmelidir.
Boylece kalitimla ilgili daha saglikli ve giivenilir bilgi edinilebilir. Drosophila
melanogaster disileri giinde takriben 50 yumurta vermektedir [104].

5. Ayrica Drosophila, deney hayvani olarak segilen organizmada olmasi gereken diger
bircok avantaja da sahiptir. Kolay yetistirilmesi ve yasamini siirdiirmesi i¢in gerekli olan
besin, kimyasal madde ve saf malzemenin temin edilebilirligi ve ucuz olmasi da
onemlidir. Ayrica bu organizma herhangi bir uygulamadan once eterle kolay bir sekilde

bayiltilarak, tizerinde istenilen iglemler yapilabilmektedir [100].

6. Kanser, noroloji ve renal hastaliklar, metabolizma bozukluklar1 ile yapisal

anormallikleri belirleyen genlerin ¢ogunlugunun D. melanogaster’de homologlarinin
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bulundugu ve insan hiicre dongiileri ve diizenleyici yolaklarin birbirine benzer oldugu

bilinmektedir [105].

Drosophila Taksonomisi

Phylum (Sube): Eklem bacaklilar. Hayvanlar aleminin en biiylik subelerinden biri olarak
bilinmektedir. Proteine baglh kitinden olusan eklemli bir iskeletin varligi eklem

bacaklilarin ayirt edici 6zelligidir.

Subphlyum (Alt Sube): Mandibulata. Bu alt subede birinci ¢ift {iylerine mandibul ad1

verilen agiz par¢alari mevcuttur.

Super Classis (Ust Smif): Hexopoda-Insecta. Eklembacaklilar subesinde en bol bulunan
siif olarak kabul edilmektedir. Boliimlere ayrilmis bir govdede eklemli bacaklar ve dis
iskeletleri bulunmaktadir. Viicut boliimleri; gozleri, agiz kistmlarini ve antenleri tasiyan
bir bas, bacaklarin ve kanat ¢iftlerinin bulundugu ii¢ segmentli gogiis kafesi ve sindirim,

bosaltim, lireme organlarini iceren abdomen olmak iizere ti¢ boliimden olusmaktadir.

Clasis (Smnif): Pterygota. Gergek sineklerin bulundugu kanatli bdcekler sinifi olarak

tanimlanmaktadir.

Ordo (Takim): Diptera. Cok yaygin bulunan bir bdécek takimidir. Bir ¢ift kanat
bulundurmaktadir. Arka kanatlar1 tokmaga benzeyen ve halter ad1 verilen denge organi
olarak bilinmektedir. Bu organ diger bdceklerden kolaylikla ayirt edilebilmelerini

saglamaktadir.

Familya (Aile): Drosophilidae. Ciiriimiis veya c¢iirimekte olan meyvelerin etrafinda

yetisen ve boylari 3 ila 4 mm olan sineklerdir.

Genus: Drosophila

Species: Drosophila melanogaster
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2.3.2.2. Drosophila melanogaster’in hayat dongiisii

Drosophila melanogaster tam baskalasim (holometabol) gosteren kanatli bir bocek tiirii
olarak bilinmektedir. Hayat dongiisiinde tam bagkalasim geciren tiim bocek tiirlerinde
oldugu gibi embriyonik donem, larva, pupa, ergin olmak iizere dort farkli evre
goriilmektedir (Sekil 2.7). Yumurtadan c¢ikan larvalarin 10 giin igerisinde ergine
doniistiikleri kaydedilmistir [100]. Drosophila ergin disi bireyler eseysel olgunluga
ulastiklarindan itibaren ergin donem siiresince yaklasik 300 yumurta birakmaktadir. Bu
yumurtalarin olgunlasarak yeni kusaklar olusturma orani ¢ok yiiksektir. Drosophila
gelisim siirecinde embriyonik ve post embriyonik olmak tizere iki donem goriilmektedir.
Embriyonik donem uterusta dollenen yumurtadan birinci evre larvalarin ¢ikmasi ile son
bulmaktadir. Post embriyonik donem ise larva ve pupa evrelerinin gerceklestigi
donemdir. Post embriyonik donemde Drosophila ergin bireylerinin viicut yapilar
olugsmaktadir. Ayrica D. melanogaster’in yasam dongiisii ve omiir uzunlugu g¢evresel
birgok faktor (popiilasyon yogunlugu, ortam sicakligi, bagil nem) tarafindan olumsuz

anlamda etkilenmektedir.

\{ertilizasyon
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| v ;\
F Al ¥ Begia: ¥ Embioye
/
d \
\ Pupa___ 1gin |
y Pupa dénemi 3.5-4.5 i
gin \
\ B s J Birinci larva
“\‘"‘)'3 gun /  donemi
\ 1gin/
~ /
Uciincii larva < lgin _—~ *" jkincilarva
dénemi donemi

Sekil 2.7. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii [106]
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D. melanogaster disileri pupadan c¢iktiktan 4 ya da 5 saat sonra eseysel olgunluga
ulagirken; 2-3 giin igerisinde yumurta birakmaya baslamaktadir. Disi bireylerde
yumurtlama erken donemlerinde (6-10 giin) en iist seviyeye ¢ikar ve bu donemden sonra
geometrik olarak sabit hizla azalmaktadir. Yumurtanin déllenmesi uterusta gergeklesir ve
disi yumurtalarin1 ya dollenmeyi takiben hemen besiyerine birakir ya da embriyo
gelisiminin ilk donemlerini uterusta gecirir. Déllenmis bir yumurta, acik sar1 ya da beyaz
renkte olup genellikle seffaf ve oval morfolojiye sahiptir. Cap1 0.2 mm uzunlugu ise 0.5
mm olarak hesaplanmistir. Yumurtalarda, koriyon olarak bilinen ve yumurtay1 dis
etkenlerden koruyan ince bir zar tabaka bulunmaktadir. Yumurtalarin {ist 6n kisminda iki
adet filament bulunmaktadir. Bu ipliksi yapilar birakildig1 ortamlarda saplanmasina ve

batmasina engel olarak yumurtanin gelisimine 6nemli katki saglamaktadir [107].

D.melanogaster gelisim asamasinda ti¢ instar donem goriilmektedir. Larvalarin
yumurtada ¢ikmasi ve ilk deri degisimi 1. instar donem olarak bilinmektedir. Bu dénem
1 giin siirmektedir. Larvanin ilk deri degisimi ve ikinci degisim arasindaki 1 giinliik siire¢
2. instar donem olarak kabul edilmektedir. Ortam sartlarina bagli olarak 2 ya da 3 giin
stiren ve ikinci deri degisiminden pupa evresine kadar gegen siireg ise 3. instar donemdir.
Larvalarin 3. Instar dénemde 4-4,5 mm uzunluguna ulastigi goriilmektedir. Larva
evrelerinde mitoz boliinme ile siirekli ¢cogalan ve pupa evresinde ergin bireylerin viicut
yapilarimin olusumundan sorumlu imajinal disk olarak bilinen hiicre gruplari
bulunmaktadir. Bu hiicresel yapilar, larva evrelerinde devamli mitoz boliinme ile pupa
evresine kadar ¢ogalmaktadir. Imajinal disk hiicreleri pupa evresinde ergine doniisecek
bireylerin kanat, bacak, gbz, genital organ gibi yapilarin olusmasindan sorumludur (Sekil

2.8) [108].
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Sekil 2.8. Imajinal disk hiicreleri tarafindan olusturulan Drosophila melanogaster viicut yapilar1 [109]

Ergin bireyler olusmadan 6nceki son evre pupa evresi olarak bilinmektedir. Son evre
larvalar erken pupa (prepupa) evresine girerek bulunduklart ortamlarin kuru bolgelerine
dogru hareket etmektedir. Bu bolgede dis zarinda sari- kahverengi puparyum denilen bir
sert bir tabaka olusarak pupa evresine gegmektedir. Baslangi¢cta yumusak yapili olan pupa
iki saat icinden beyazdan agik kahverengine donmektedir [110, 111]. Pupa rengi, ergin
bireyin olugsmasma yakin bir zamanda aciktan koyu kahverengi tona donmektedir.
Pupadan ergin bireylerin ¢ikmasi ortamin sartlarina gore 4 ila 5 gilin arasinda
degismektedir [108, 112]. Bu gelisim doneminde sinegin kanat kisimlar1 ve goz noktalari

ayirt edilebilir duruma gelmistir [113].

Pupadan ¢ikan ergin Drosophila melonogaster viicudu bas, thorax (g6giis) ve abdomen
olmak iizere li¢ boliimden olusmaktadir. Bas boliimii gozler, antenler ve agiz pargalarini;
thorax ise kanat ciftine ve bacaklarda i¢cermektedir. Sindirim ve iireme organlari ise
abdomende bulunmaktadir [108]. Abdomenin segment yapisi ve bilyiikliigii Drosophila
melonogaster erkek ve disi bireylerin ayirt edilmesinde kullanilmaktadir. Disi bireylerde
abdomen yumurta olusumu nedeniyle daha biiylik ve genis yapida ve yedi segmentten
olusmaktadir. Erkek bireylerin abdomeni ise bes segmentten olusup disi bireylerden daha
kiigiik yapidadir. Ayrica disi bireylerde abdomen V seklinde yani sivri ve agik renkli
erkeklerde ise kiit ve koyu renk olarak goriilmektedir. Thorax bdolgesinde bulunan
bacaklarda erkek ve disi bireylerin ayirt edilmesinde 6nemlidir. Esey taragi adi verilen ve
erkek bireylerin 6n bacak ciftlerinde bulunan koyu killar mikroskop altinda kolaylikla
goriilerek cinsiyet ayrimi yapilmasina olanak saglamaktadir (Sekil 2.9) [114].
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Esey tarady

Bes segmentten olusan erkek abdomen bdlgesi
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Thorax (On tiyeler erkeklerden farkh olarak esey tarag bulundurmaz)

7 segmentten olusan disi abdomen bdlgesi

V" seklinde sivri agikhik

Sekil 2.9. D. melanogaster ergin bireylerde cinsiyet ayrimini saglayan yapilar (a. Erkek birey, b. Disi birey)

2.4. Genotoksisite Testleri

Genotoksisite testleri, terapdtik ilaclar, kozmetik iirlinler, pestisitler, endiistriyel
bilesikler, gida katki maddeleri, dogal toksinler ve nanomateryallerin olumsuz etkilerinin
belirlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir. Bu testler, farkli in vitro ve in vivo
metodolojileri kullanarak, nokta mutasyonlari, kromozomlarin sayisindaki ve yapisindaki

degisiklikler gibi ¢esitli hasarlar1 degerlendirme imkani saglar [115].

Kardes Kromatit Degisimi (KKD), DNA replikasyonu sirasinda iki kardes kromatitin
parcalarinin ayrilmasin1 ve tekrar birlestirilmesini igeren bir siirectir. Bu siiregte,
cogaltilan kromozomlardaki ana iplikler fiziksel olarak degistirilir. Genellikle homolog
rekombinasyon yoluyla gerceklesen bu karsilikli degisim sirasinda bilgi degisimi
olmadig1 i¢in bu siire¢ koruyucu ve hata yapmayan bir siire¢ olarak kabul edilir. KKD,
radyoaktif olmayan tespit yontemlerinin ortaya c¢ikmasiyla laboratuvar toksikoloji
testlerinde potansiyel genotoksin/mutajen belirtegleri olarak kullanilmigtir. KKD testinde,
memeli hiicreler bir ajanla islenir ve 5-Bromo-2-deoksiriiidin (5-BrdU) igeren ortamlarda
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iki replikasyon dongiisii boyunca biiyiitiiliir. Hiicreler, mitozun metafaz evresinde (c-
metafaz) hiicreler boliinmesini durdurmak igin ig ipligini inhibe eden kolsisin gibi bir
maddeye maruz birakildiktan sonra toplanir ve kromozomlar floresan arti Giemsa (FPG)

prosediirii ile gdzlem i¢in hazirlanir [116, 117].

Bakteriyel geri mutasyon testi (AMES), ekzojen maddelerin mutajenik o6zelliklerini
degerlendirmek icin kullanilan bir test yontemidir. Bu testte, Salmonella typhimurium
veya Escherichia coli mutant bakteri suslar1 kullanilir. Bu suslar, histidin veya tryptophan
operonlarinin farkli bolgelerinde ¢esitli mutasyonlara sahiptirler. Bu testin esasi, S.
Typhimurium'un histidin sentez yetenegini kaybetmis mutant suslarinin, test maddesiyle
muamele edildikten sonra ikinci bir mutasyon gegirip histidin sentez yetenegini geri
kazanmasina ve histidinsiz bir ortamda ¢ogalabilmesine dayanir. Histidinsiz bir ortamda
cogalabilen kolonilerin sayilmasiyla mutajenitenin derecesi belirlenir. Bu test sistemi,
kolay uygulanabilir ve ekonomik oldugu i¢in kimyasal maddelerin giivenilirliginin

degerlendirilmesinde sik¢a tercih edilir [118, 119].

Comet test yontemi, kimyasallarin DNA'da neden oldugu hasarlarin tespitinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu yontemin temeli, negatif yiikli DNA fragmanlarinin bir
agaroz jel lizerinde elektrik alaninda gd¢ etmelerine dayanmaktadir. Comet tekniginin en
Oonemli avantajlari, ¢ok diisiik diizeydeki DNA hasarlarin1 dahi ayirt edebilmesi, cesitli
doku ve hiicre tiplerinde uygulanabilmesi, her uygulama i¢in az sayida hiicrenin yeterli
olmasi, hizli sonu¢ elde edilmesi ve hiicrelerdeki DNA kiriklarinin gorsel olarak

belirlenebilmesidir [120, 121].

Kromozomal Anormallik (KA) testi, kanser ve ¢esitli insan genetik hastaliklarinin neden
olan maddeleri degerlendirmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu maddeler, delesyonlar,
kromozom veya kromatid kiriklar1 ve translokasyonlar gibi anormal kromozom
olusumlarina yol acgabilen toksik maddeleri igerir. KA testi, bu maddelerin etkilerini
incelemek i¢in hem canli organizmalarda (in vivo) hem de laboratuvar kiiltiirlerinde (in
vitro) kullanilabilir. Anormalliklerin varligi, uygun boyama prosediirlerinin ardindan
mikroskop kullanilarak analiz edilir [115]. Ancak KA testi, kromozomal anormallikleri

tespit etmek i¢in teknik olarak zorlu ve zaman alic1 bir siire¢ olarak kabul edilmektedir.
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Mikronukleus (MN) genellikle anafaz sirasinda olusur. Bu, kromozomlarin veya
kromozom pargalarinin, dogru bir sekilde ig ipligi ile baglanamadiklar1 i¢in hiicre
cekirdeklerine dahil edilememesi sonucunda meydana gelir [ 122]. Bu tasinmis kromozom
pargalar1 veya kromozomlar sonunda bir ¢ekirdek zari ile kaplanir ve standart ¢ekirdek
boyamasindan sonra ¢ekirdek ile benzer bir yapiya sahiptirler, ancak daha kiigtiktiirler.
MN testi sonuglarini degerlendirmek, KA testine kiyasla ¢ok daha kolay ve hizli bir
tekniktir [123]. In vitro ve in vivo MN testleri, kromozomal diizeyde ¢esitli DNA
hasarlarint tanimlamak icin hizli ve son derece giivenilir yontemlerdir, O6zellikle

genotoksik hasar riskinin degerlendirilmesi i¢in kullanighdir [124].

2.5. Calismada Kullanilan Genotoksisite Testleri

2.5.1. Allium test yontemi

Allium test yontemi, kimyasallarin genotoksisitesinin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontem ilk olarak Levan tarafindan A.cepa ig iplikleri iizerindeki
kolsisin maddesinin etkilerinin arastirilmasinda kullanilmistir. Fiskesjo ise bu yontemi
ilerleterek A. cepa’ da eksik mutajen etkiye sahip polisiklik aromatik hidrokarbonlari
metabolize eden oksidaz enzim sisteminin varligini kanitlamistir [125]. Rank ve Nielsen,
tarafindan yapilan bir ¢alismada, farelerde kanserojenligin tespit edilmesinde kullanilan
Allium testinin, diger genotoksisite testleri ile yiiksek bir korelasyon gosterdigi
bulunmustur [126]. Bu bulgular, bir test maddesinin genotoksisitesinin daha kapsamli bir
sekilde degerlendirilmesi amaciyla Allium testinin diger genotoksisite testleri ile

kullanilabilecegini gostermektedir [127].

Allium testinin bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Ucuz ve olduk¢a kolay uygulanan bu
yontem ile bir maddenin genotoksisitesi kisa siirede tespit edilmektedir. Hassas olan
Allium testi diisiik seviyelerdeki genotoksisiteyi bile tespit edebilmektedir. Allium test
yontemi kimyasal giivenligin degerlendirilmesinde standart bir yontem olarak kabul

edilmektedir. Ayrica Allium testi ile mitotik indeks (MI), kromozom anormallikleri (KA),
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cekirdek anormallikleri (NA) ve mikronukleus (MN) gibi ¢esitli parametreler ayni anda
degerlendirilebilmektedir [128].

2.5.2. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Test Yontemi (SMART)

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), maddelerin olas1 genotoksik
etkilerini belirlemek amaciyla Drosophila soylarinin kullanildigi kisa zamanli bir test
yontemi olarak bilinmektedir. SMART yontemi, larva gelisimi sirasinda uygulanan bir
mutajenin  kanat imajinal disk hiicrelerinde gen hasarini arttirmasi  sonucu
heterozigotlugun kaybedilmesi esasina dayanmaktadir [100]. Drosophila larvalarinda
farkli viicut yapilarmin olusumundan sorumlu 19 imajinal disk bulunmaktadir. Imajinal
disk hiicreleri larval gelisimin ilk evresinde 50-100 kadarken 10 saate bir ¢ogalarak 3.
evrede 24.400° e kadar ulasmaktadir [129, 130]. imajinal disk hiicrelerindeki hizl
cogalma genotoksinlerin larva genomu ile etkilesim ihtimalini arttirarak, SMART'in
duyarli bir genotoksisite testi olmasini saglamaktadir [131]. Transheterozigot larvalardaki
imajinal disk hiicrelerinin ileride ergin bireylerin organ ve yapilarini olusturacagindan
dolay1 test edilen kimyasal maddeler imajinal disklere etki ederek bireyin gelisiminde
ortaya cikmasi muhtemel olan nokta mutasyon, delesyon, ayrilmama, kromozom

bozukluklar1 ve rekombinasyonlarin belirlenmesine imkan vermektedir [132].

Mutasyon sonucu heterozigotlugun kaybedilmesi yabanil fenotipi etkileyerek mutant
fenotip olusmasina sebep olmaktadir (Sekil 2.10). Mutant fenotip, kanatlarda farkli benek
gruplar1 olarak goriilmektedir. Bu benekler; 1-2 mwh hiicresi veya 3 ve iigten fazlasini
tastyorsa tek tip klon (tekli benekler), mwh ve flare klonlarini (aralarinda yabanil trikom
bulunmadan) bir arada bulunduruyorsa ikiz klon (ikili benek) olarak siniflandirilmaktadir
[133].

Ikiz klonlarin mikroskobik analizi sirasinda dikkat edilmesi gereken bir husus
bulunmaktadir. Baz1 durumlarda aymi sektdr igerisinde birbirine yakin olan mwh ve flr®
klonlarm birbirine komsu iki klon ya da ikiz klon seklinde ayrimi yapilmaktadir. Bu

durumlarda iki klon arasinda ti¢ ya da daha fazla sayida yabanil tip trikom hiicre
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gozlemleniyorsa bunlarin birbirine komsu klonlar olarak degerlendirilmesi gerektigi

onerilmektedir [132].
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Sekil 2.10. SMART yonteminde tek tip ve ikiz klonlarin olusum mekanizmas1 [100]
Kullamlan Hatlarin Genel Yapisi

mwh/mwh: Tek bir hiicreden birkag tane kanat kil (trikom) ¢ikmas1 sebebiyle multiple
wing hair (mwh) yani ¢oklu kanat kil olarak anilan mutant bir soy olarak bilinmektedir.

Mwh figiincii kromozomun sol kolunda ve uca yakin bir noktadaki bir mutasyonla
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olusmaktadir. Homozigot mwh soyu olarak yasatilabilir ve bu durumda kanat

hiicrelerinde hiicre basina bir trikom olmasi gerekirken ¢oklu trikom olusmaktadir [111].

fIr3/In (3LR) TM3, ri pP sep | (3) 89Aa bx34S S BdS: Ugiincii kromozom iizerindeki
flr® geninde meydana gelen mutasyonlar alev seklinde kanat trikomlarina sebep
olmaktadir. Resesif bir mutasyondur ve olusan ii¢ mutant allel flr® homozigot durumda
yasamamaktadir. Ancak kanat imaginal disklerindeki homozigot hiicreler yasayarak
mutant kanat hiicrelerine gelismektedir. Homozigot letalite, kanat kenarlarinin serrat
(testere) seklinde olmasina sebep olan baskin Bd® genindeki mutasyonla heterozigot
olarak dengelenmektedir. FIr® fenotipinde Kanatlardaki killar normal, diiz ve uzun killar
seklinde iken, mutasyon halinde kalin ve diizgiin olmayan kisalmis, nokta veya koyu

renkli balon seklinde killar yapilar olarak kendisini gosterebilir [100].

Bd® (beaded-serrat) geni baskin bir gen olup TM3 dengeleyici kromozom iizerinde yer
almaktadir ve homozigot durumda letal etki gostermektedir. Normal bir D. melonagaster
bireyinde kanatlar diizgiin kenarli iken Bd® genini tasiyan bireylerde ise kanat testere
seklindedir [102]. Bu geninin ortaya ¢ikarttigi fenotipik farklilik, bireyin TM3
dengeleyici kromozomu tasiyip tasimadigina isaret etmektedir (Sekil 2.11).

Sekil 2.11. Normal ve Serrat (Testere Disli) Kanatlarin Gosterimi
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2.6. Calismada Kullanilan Pestisitler Hakkinda Bilgiler

Fertiram

Fertiram, etken maddesi %80 Thiram (tetrametilthiuram disulfid) olan sentetik
fungusitlerin dithiokarbamat sinifinda bulunmaktadir. Suda dagilabilen toz (Thiram 80
WG) ve akict konsantre (Thiraflo FS) olmak tizere iki yapida formiile edilmistir. EIma,
armut, seftali, kiraz ve cilekte mantar hastaliklarinin kontrolii i¢in yaprak {izerine
puskiirtiilerek; misirda fide hastaliklarinin Onlenmesi i¢in tohum tedavisi seklinde

uygulanmaktadir [134].

Tablo 2.2. Thiram'n fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Ticari Ad1 Thiram 65, Thiram 75, Thiram Granuflo, Defiant, Fertiram
Kimyasal Ad1 Tetrametilthiuram disulfid
Kapah Formiil (CH3)2NCSS2CSN(CH3)2

Molekiil Agirhg 240, 43g/mol

Erime Noktas1 142-150°C

CAS Numarasi 137-26-8

s
N_ _S. .CH
HC™ ST N
S CHa
Sekil 2.12. Thiramin agik kimyasal formiilii

Thiram, hiicrelerde oksidatif stresin engellenmesinde onemli goérevleri olan organik
bilesiklerin ¢alismasini engellemektedir. Ornegin siilthidril grubunda birgok enzimi
inhibe ederek bu bilesigin hiicredeki indirgeyici gérevini yapmasina engel olmaktadir.

Thiram, hiicrelerde dogal olarak bulunan bir antioksidan olan glutatyonun da islevini

37



bozmaktadir. Cu (bakir) ile birleserek serbest radikallerin olusumunu katalizler ve bu
sekilde glutatyonu okside ederek ¢alismasini durdurur. Transkripsiyon faktorlerinde NF-
kB inaktive ederek de etkili olmaktadir. inaktive olan NF-kB DNA ya baglanamaz bunun
sonucunda apoptosis tetiklenir ve peptid amidasyonu artar. Thiramimn sebep oldugu

oksidatif stres mitokondriyal gecirgenlige de sebep olmaktadir [135].

Thirama maruz kalma yollar1 ve buna bagl olarak toksisite derecesi siniflandirilmistir.
Buna gore thiram oral yoldan diisiik (Toksisite Kategorisi III), dermal yoldan ise orta
derecede (Toksisite Kategorisi 111) akut toksisite sergilemektedir. Solunum yoluyla
thiram maruziyeti orta derecede toksik olarak kabul edilmektedir. Gozlerde yanma
kasinma gibi tahris edici etkileri orta derecede (Toksisite Kategorisi 1) kaydedilirken cilt
tizerinde hafif derecede (Toksisite Kategori IV) etki gdstermektedir. Thiramin sinir
sistemi tizerindeki etkileri laboratuvar hayvanlar1 iizerinde ¢alisilmigtir. Thiram, bu
hayvanlar tizerinde uyusukluk, motor becerilerde azalma gibi birtakim norotoksik etkiler
gostermistir. Ayrica bu hayvanlarda gelisimsel etkiler ve ciddi fetal malformasyonlar
tespit edilmistir. Sicanlarda ve farelerde yapilan karsinojenisite caligmalarinda ise

Fertiram 6nemli bir karsinojenik etki gostermemistir [136].

Winsor

Winsor, etken maddesi 240 gr/l Methoxyfenozid (N-tert-butyl-NO-(3-methoxy-o-
toluoyl)-3,5-xylohydrazide) olan yeni bir insektisit grubu olan diasilhidrazinlerin
icerisinde yer almaktadir. Methoxyfenozid, yer seviyesinde elle piiskiirtme, havadan
ugakla piiskiirtme gibi standart piiskiirme yontemi veya sulama sistemi araciligiyla
yapilan yontemler kullanilarak uygulanmaktadir. Methoxyfenozid diisiik akut oral,
dermal ve solunum toksisitesi gostermektedir. Gozlerde ¢ok az tahrise sebep olmaktadir
ancak cildi tahris eden bir toksisiteye sahip degildir. Methoxyfenozid uygulandiktan
sonra topraktan siiziilme, erozyon ve dokiintii gibi yollarla uygulama yerinden ayrilma
potansiyeline sahiptir. Methoxyfenozidin topraktaki bu mobilitesi sucul ekosistemlere
karigsmasini kolaylastirmaktadir [137, 138].
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Tablo 2.3. Methoxyfenozid’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Ticari Adi Winsor, Falcon, integro, Interpid,Prodigy, Runner
Kimyasal Ad1 N'-tert-butyl-N'-(3,5-dimethylbenzoyl)-3-methoxy-2-

methylbenzohydrazide
Kapah Formiil C22H28N203
Molekiil Agirhg 368,5 g/mol
Erime Noktasi 206.2- 208 °C
CAS Numarasi 161050-58-4

CHs
CHs; O  tBu
|
H,CO N
N CHa

H0o

Sekil 2.13. Methoxyfenozid’in agik kimyasal formiili
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3. BOLUM
MATERYAL ve METOD

Bu ¢alismada Thiram ve Methoxyfenozid pestisitlerinin olasi genotoksik etkileri Allium
test yonetimi ve Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon test yontemi (SMART) ile

arastirilmastir.

Thiram ve Methoxyfenozid’in;

Allium test yontemi ile pestisitlerin farkli konsantrasyonlarinin uygulandigi sogan kok
uclarmdan hazirlanan preparatlardan mitotik indeks (M1) ve kromozom hasarlarimin tespit
edilmesi; SMART yontemi ile pestisitlere maruz birakilan 7244 saatlik mwh/flr®
mwh/TM3,Bd® transheterozigot larvalarmin ergin hale gelen bireylerinin kanat
fenotiplerinde olusan mutasyonlarin tespit edilerek iki farkli organizmadaki genotoksik

etkileri degerlendirilmistir.

Tiim deneyler laboratuvar kosullar1 altinda gerceklestirilmistir. Allium test yonteminde
soganlarin ¢imlenmesi karanlik ortamda gerceklestirilirken; SMART yonteminde larvalar
12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda birakilarak ergin bireyler elde edilmistir.
SMART yonteminde sadece pestisitlerin konsantrasyonlar1 uygulanirken hazir besiyer
kullanilirken Drosophila stok kiiltiirleri igin ise standart besiyer kullanilmigtir. Standart

besiyer hazirlanig1 detayli sekilde anlatilmistir.

3.1. Allium Test Yonteminde Kullamilan Kimyasallar

Allium test yonteminde kullanilan kimyasallarin kullanim amaglar1 ve miktarlar1 asagida

belirtildigi gibidir.

IN HCI ¢ozeltisi: Bitki kok uglarinin yumusatilmasi ve kromozomlarin daha net bir
sekilde goriiniir hale getirilmesi amaciyla kullanilan bir ¢ozeltidir. 82,81 mL HCI 1000

ml su ile tamamlanarak hazirlanir.
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Fiksatif Cozelti: Hiicrelerdeki kromozomlarin ve diger hiicresel yapilarin dogal yapisini
korumak amaciyla tercih edilir. 3:1 oraninda metanol ve asetik asidin karigtirilmasi ile bu

¢oOzelti elde edilir.

%45°lik Asetik Asit: Hicrelerin canli yapisini korumak, kromozomlari daha net
gozlemlemek ve analiz etmek amaciyla kullanilir. Bu ¢ozelti, 55mL suya 45 mL asetik

asit eklenerek hazirlanir.

%70’1ik Etil Alkol: Bitki kok uglarinin uzun siire depolanmasini kolaylastirir. 73 mL
etanol (%96°11k) 27 mL suya eklenerek hazirlanir.

Schiff’s Reagent Boyasi: Bitki kok uclarmin boyanmasi bdylelikle kromozomlarin

rahatga goriilmesine olanak saglar.

Entellan: Preparat hazirlanmasi asamasinda kullanilir.

3.2. SMART Yonteminde Kullanilan Kimyasallar

Smart yonteminde kullanilan kimyasallar agagida belirtilmistir.

Agar Agar: Standart besiyeri yapimi agsamasinda kullanilir.

Asetik Asit: Kontaminasyonu engellemek amaciyla hazirlanis asamasinda standart

besiyere eklenir.

Faure Soliisyonu: 72+4 saatlik transheterozigot larvalara pestisit uygulamasi sonucu elde
edilen kanatlar1 daimi preparat haline getirmek i¢in kullanilmaktadir. Karistirma kabina
once 50 mL distile su eklenir. Ardindan, bu suyun igerisine sirasiyla 30 gr gum arabic
(Arap Zamk), 50 gr kloral hidrat ve 20 mL gliserol eklenir. Malzemeler iyice karistirilarak

homojen bir karisim elde edilir. Karigim, filtre kagidi lizerine alinarak baska bir kabin
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icerisine siiziiliir. Elde edilen bu seffaf ve piiriizsiiz soliisyon, kanatlarin kalic1 preparat

haline getirilmesi i¢in kullanima hazir hale gelir.

3.3. Drosophila Kiiltiir Stoklarinin Devamhlig: i¢in Standart Besiyer Hazirlanmasi

124,8 gr misir unu ve 112,8 gr seker hassas terazide tartilarak bir kaba aktarildi. 600 mL
distile su bu kaba yavasc¢a eklenerek bir kasik yardimiyla karistirildi. Daha sonra belirli
bir sira olmadan 22,8 gr maya ve 7,2 gr agar bu kaba eklenerek {izerine 600 mL su daha
ilave edilerek 1200 mL tamamlandi. Hazirlanan bu karigim kisik ateste yogunlasip kivam
alana kadar yavasega pisirildi. Pigirme islemi sirasinda topaklanma olmamasi i¢in karisim
stirekli karistirildi. Karigim kaynamaya baslayinca tizerine 7,2 mL asit eklenerek bir siire

daha kaynatild:. Iyice yogun bir kivam alan besiyer hazir hale geldi.

Hazirlanan besiyer sicak bir sekilde 330 mL’lik siselere 2-2,5 cm olacak sekilde dokiildii.
Aktarim yapilan siselerin steril olmasi1 gerekmektedir. Bu sebeple siseler birka¢ giin
onceden otoklav igerisinde steril edildi. Steril edilmeyen siselerde istenmeyen
organizmalarin gogalmasi ¢ok olasidir. Bu durum Drosophila melanogaster larvalarindan
ergin bireylerine kadar tiim yasam dongiisiine olumsuz etki ederek deney sonuglarini
etkilemekte hatta olas1 yayilma durumunda tiim kiiltiir stoklarinin kaybedilmesine yol

acabilmektedir.

Siselere aktarilan besiyerin iizeri bir kurutma kagidi ile kapatilarak bir giin siireyle

kurumaya birakildi. Kuruyan besiyer artik stoklarin ¢ogaltilmasi i¢in hazir durumdadir.
Ginliik besiyer stoklarin korunmasi ve g¢ogaltilmasi i¢in yapilirken; transheterozigot

larvalara pestisit uygulanmas1 asamasinda Drosophila Instant Medium hazir besiyer
kullanildi.
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3.4. Allium Test Yonteminin Uygulanmasi

Allium test yontemi Fiskesjo tarafindan belirlenen standart uygulama protokoliinde
kiiciik degisiklikler yapilarak gergeklestirildi [125]. Calisma materyali olarak, yaygin
bulunan yiiksek yapili bitkilerden Allium cepa (sogan) segildi.

Thiram ve Methoxyfenozid'in uygulama konsantrasyonlarinin belirlenmesi asamasinda
farkli konsantrasyonlarin etkileri denendi. Denemeler sirasinda Thiram i¢in 0,0625 gr/L,
0,08 gr/L, 0,125 gr/L, 0,25 gr/L, 0,5 gr/L ve 1 gr/L 3 gr/L, 5 gr/L konsantrasyonlart;
Methoxyfenozid i¢in ise 0,0001 ml/L, 0,005 ml/L, 0,001 ml/L, 0,002 ml/L, 0,005 ml/L,
0,1 ml/L ve 0,2 ml/L kullanild1. Yiiksek konsantrasyonlarda, sogan koklerinde herhangi
bir uzama gozlenmedi. Diisiik konsantrasyonlarda ise, negatif kontrol grubuyla benzer
sonuglar elde edildi. Sonug olarak, Thiram'in uygulama konsantrasyonlar1 0,25 gr/L, 0,5
gr/L ve 1 gr/L; Methoxyfenozid’in ise 0,005 ml/L, 0,001 ml/L, 0,002 ml/L olarak
belirlendi.

Sogan kok uglarina pestisitlerin farkli konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edildi. Siire
sonunda kok uglart 1-2 cm kesilerek preparatlar hazirlandi. Distile su negatif kontrol
olarak kullanildi. Pozitif kontrol olarak ise metil metan siilfonat (MMS, 10ppm)

kullanildi. Caligma basamaklari {i¢ tekrarli olacak sekilde tamamlandi.

Hazirlanan preparatlar mikroskopta incelenerek pestisitlerin her konsantrasyonu igin MI

tespit edildi. Boliinme safhalari ve anomaliler kaydedilerek bazilari fotograflandi.

Calismada kullanilan soganlar kuru bir yerde muhafaza edildi. Sonuglarda dalgalanmalari
engellemek amaciyla soganlarin uygulama siiresince karanlik ortamda ¢imlenmesi

saglandi.

3.4.1. Genotoksik uygulama

Bu asamada uygulama konsantrasyonlar1 ve kontrol gruplart i¢in homojen ve iyi

cimlenmis 5 adet sogan secildi. Soganlar, uygulama konsantrasyonlari ve kontrol gruplari
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ile doldurulan tiipler i¢erisinde 24 saat ¢imlenmeye birakildi (Sekil 3.1.). Negatif Kontrol
olarak distile su, pozitif kontrol olarak metil metan siilfonat (MMS) (10 ppm) kullanildi.
Tim deneyler oda sicakliginda ve karanlik ortamda gercgeklestirildi. Uygulama ve kontrol
gruplarindaki sogan kokleri 1-2 cm olacak sekilde kesildi ve 3:1 oraninda alkol-glasiyal
asit icerisinde 1 gece +4 °C de bekletildi. Ertesi giin asit igerisinden alinan sogan kokleri

daimi preparat haline getirilene kadar %70°lik alkol igerisinde +4 °C de muhafaza edildi.

Sekil 3.1. Pestisitlerin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilan sogan kok uglari

3.4.2. Preparat hazirlama

Sogan kok uglari igerisinde bulundugu %70’lik alkol igeren ortamdan uzaklastirildi.
Bunun igin k6k uglari distile su ile yikandi1 ve fazla su kurutma kagidi ile alindi. Daha
sonra fiksatif ¢ozelti i¢ine alinarak 30 dakika siirecek fiksasyon islemine tabi tutuldu.
Siire bitiminde kok uglart fiksatif ¢ozeltiden alinarak distile su ile yikandi. Sonraki
islemde dokular1 yumusatarak hiicre duvarlarinin parcalanmasini saglamak amaciyla kok

uclar1, IN HCL igeren saleler igeresinde 60° C lik su banyosunda 15 dakika maserasyon
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islemine tabii tutuldu. Bu islem bitiminde kok uclar1 tekrar distile su ile yikandi ve
kurutma kagidi yardimiyla fazla su uzaklastirildi. Son asamada kok uglari, kiiclik

petrilerin i¢ine alinarak 30 dakika boyunca Schiff-Reagent ile boyandi.

Preparasyon i¢in hazir duruma gelen kok uglari temiz bir lam tizerine alindi. Materyal
lizerine %45 Asetik asit ¢ozeltisi damlatildi ve lamel kapatilarak dokularin ezilmesi ve
yayilmasi saglandi. Daha sonra -40° C buz kaliplar tizerinde 30 saniye bekletildi. Buz
tizerinden alinan lam, ezilme islemi yapilan lamelden bistiiri yardimiyla ayrildi. Ayrilan
lam ve lamel %70’lik alkol ile yikandi ve kurumaya birakildi. Kuruyan lam tizerine bir
damla entellan damlatild1 ve temiz bir lam ile kapatilarak daimi preparat haline getirildi.
Ezme isleminde kullanilan lamel ise entellan yardimiyla temiz bir lam ile birlestirilerek

daimi preparat haline getirildi.

3.4.3. Hazirlanan preparatlarin analizi

Calismada kullanilan pestisitlerin etkilerini tespit etmek amaciyla toplam 5000 adet hiicre
5 adet preparattan 1000’er tane olacak sekilde hiicreler analiz edilmistir. Analiz edilen
hiicreler igerisinde mitoz evreleri ve kromozomal anomaliler tespit edilerek kaydedildi.
Boliinen hiicrelerin, incelenen tiim hiicrelerdeki frekansi ile mitotik indeks ve mitotik
boliinmede tespit edilen evrelerin frekanslari belirlendi. Kromozom anomalilerinin tespiti
icin ise her preparatta incelenen 100, toplamda 500 hiicre analiz edildi. Belirlenen
anomaliler Oympus (DP26) kamera atagmanli BX53 (Olympus) arastirma miktroskobu

ile fotograflandi.

Allium testi deneylerinden elde edilen veriler IBM Statistics SPSS26.0 programi
kullanilarak analiz edilmistir. Mitotik indeks ve toplam genetik hasar degerleri “Tek
Yonli Varyans Analizi” (One Way ANOVA) kullanilarak analiz edildi. Kontrol ve deney
gruplarina ait elde edilen ortalamalarin farklilik gosterip gostermedigi farkliliklarin hangi
gruplardan kaynaklandigini belirlemek i¢in ise gruplar arasi karsilastirilmalarda Tukey

testi kullanildi.
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Mitotik Indeks = (Béliinen Hiicre Sayis1) / (Toplam Hiicre Sayis1) Sehgal vd. formiilii ile
belirlendi [139].

Faz indeksleri; I faz = (Faza ait hiicre sayis1)/ (toplam bdliinen hiicre sayis1)*100 Ivanova

ve ¢alisma arkadaslar1 formiilii kullanilarak degerlendirildi [140].

Genotoksisite indeksi (%) = 100 x (Gozlemlenen her tiirlii anormallik sayis1) / (toplam

boliinen hiicre sayisi) formiilleri ile belirlendi [141].

3.5. Kanat Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

Somatik mutasyon ve rekombinasyon test yontemi (SMART), gbz ve kanat benek testleri
olmak iizere iki ayri test sistemine ayrilmaktadir. Calismamizda kanat benek testi
kullanildi. Kanat mutasyon testi Graf ve ¢alisma arkadaslari metoduna gore bazi kiigiik

degisiklikler yapilarak gergeklestirildi [100].

Kanat benek testinde, normal metabolik aktivite gésteren bireylerin kullanildig1 standart
caprazlama (ST); promutajenlere karsi oldukga duyarli olan bireylerin kullanildig: yiiksek
biyoaktivasyon ¢aprazlama (YB) olmak iizere farkli ¢aprazlamalar kullanilmaktadir.
Calismada normal metabolik aktiviteye sahip multiple wing hairs (mwh, 3-0.3) erkek
bireyler ile yiiksek yumurta verimine sahip flare (flr* 3-38.8) virgin disi bireyler standart
caprazlama icin kullanilildi (Sekil 3.2). Mwh, normal tek tip trikomlar yerine hiicre basina
birden fazla trikomlar meydana getiren resesif bir mutasyon tasir (Sekil 3.15). FlIr® ise
alev seklinde kanat killarina sebep olan resesif bir mutasyondur (Sekil 3.16). FIr®
oldiiriicii 6zellige sahip 3 mutant allel bulundurur. Bu nedenle flr® alleli, goklu
inversiyonlar tagiyan dengeleyici kromozom (TM3) ve kanat seklini degistiren homozigot
oldiiriicii (Bd® 3-91.9) baskin bir marker iizerinde bulunur (Sekil 3.2). Mwh/fir?,
mwh/TM3, Bd® ¢aprazlamas1 sonucunda fenotipte kolaylikla ayirt edilebilen kanat
yapilarina sahip ergin bireyler olusmaktadir. Bunlardan ilki kanatlarinin kenarlari testere
disi gibi goriinen serrat kanatli dengeleyici-heterezigot bireyler digeri ise normal

(yabanil) kanat kenarina sahip transheterezigot bireylerdir.
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Sentromer
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e 38.8 91,9
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Sekil 3.2. Marker genlerin 3. Kromozom iizerindeki konumlari

Deneyde ilk olarak Thiram ve Methoxyfenozid’in uygulama konsantrasyon degerleri
belirlendi. Bunun i¢in Thiram ve Methoxyfenozid'in uygulama konsantrasyonlar1 genis
bir aralikta test edildi. Thiram i¢in kullanilan konsantrasyonlar 0,0000625 gr/L, 0,000125
gr/L, 0,00025 gr/L, 0,0005 gr/L, 0,001 gr/L, 0,005 gr/L; Methoxyfenozid igin ise
konsantrasyonlar 0,0125 ml/L, 0,025 ml/L, 0,05 ml/L, 0,1 ml/L, 0,2 ml/L, 0,4 ml/L, 0,8
ml/L olarak belirlendi. Her iki pestisit i¢in yliksek konsantrasyonlarin daha fazla toksisite
gosterdigi, diisiik konsantrasyonlarda ise larvalar iizerinde herhangi bir etkinin olmadigi
gozlemlendi. Sonug olarak, Thiram'in uygulama konsantrasyonlar1 0,0005 gr/L, 0,001
gr/L ve 0,002 gr/L olarak belirlenirken; Methoxyfenozid i¢in ise 0,1 ml/L, 0,2 ml/L ve
0,4 ml/L olarak tespit edildi. Sonraki agamada transheterozigot 3. evre larvalar elde
etmek amaciyla; 40 adet multiple wing hairs (mwh/mwh) erkek birey ve 40 adet flare
(fIr’/TM3, Bd®) virgin disileri ¢aprazlandirildi. 7244 saatlik larvalar pestisitlerin
belirlenen konsantrasyonlar1 uygulanarak hazirlanan Drosophilia Instant Medium hazir
besiyerde beslendi. Negatif kontrol olarak distile su, pozitif kontrol olarak ise MMS ( 10
ppm ) kullanildi. Konsantrasyon ve kontrol gruplarina maruz birakilan hazir besiyer
ortaminda gelisen ergin bireylerin kanatlarindan preparatlar hazirlanarak olusan

mutasyonlar tespit edildi.

Drosophila melanogaster stok kiiltiirlerinin devamliligi ve flr¥)mwh bireylerinin
caprazlamasi asamasinda standart besiyer kullanilirken pestisitin  uygulama

basamaklarinda Drosophila instant medium hazir besiyer kullanildi.
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Calisma 25 °C sicaklik ve ortalama %60 bagil nemde 12 saat karanlik 12 saat aydinlik

ortamda yapilmistir. Sonuclarin istatiksel agidan degerlendirilebilmesi i¢in deneyler 3

tekrarli olarak gergeklestirildi.

vl + 4 il "
+ 8 + : -8 .
i I x a 5
$ +H§ : + 4 +
mwh + + +* Bas
1
(Y umnarta birakia islemi
(& saan)
7244 saatlik transheterezigot hurvalarn
Thiram ve Methoxyfenozid pestisitlerinin
ayr1 ayr uyezulanmas:

4} {‘."
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serrat kanatlar normal Ksnailar
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DELESYON ,:"
kiz Klonlar

/

Kiictik tek tip mwh Klonlar (1-2)
Biiriik tep tip moah klonlar (=3)
Bayitk rek tip Flare klonlar (=4)

Sekil 3.3. SMART ydnteminin basamaklari
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3.5.1. FIr3 virgin disi bireyler ile mwh/mwh Erkek Bireylerinin Caprazlanmasi

SMART yonteminde 72 + 4 saatlik transheterezigot larvalar elde edebilmek amacryla flr3
virgin disi bireyler ile mwh erkek bireylerinin standart besiyere yumurta birakmalari

saglandi. Bu islem asagidaki basamaklar uygulanarak gerceklestirildi.

Flare (fIr®) rkina ait kiiltiir stoklarindan pupalarin ¢ok bulundugu, yaklasik 10 giinliik

standart besiyer siselerinden sinekler uzaklastirilarak sadece pupalarin kalmasi saglandi.

Drosophila disi ergin bireyleri pupadan c¢iktiktan 4-6 saat sonra eseysel olgunluga
erismektedir. Bu sebeple standart besiyer siselerinden ¢ikan ergin bireyler 3,5 saatlik
araliklarla toplandi. Toplanan bireyler bos bir besiyer sisesine aktarildi ve bayilmalari i¢in

sisenin agzi yaklasik bir dakika boyunca eterle 1slatilmis pamuk yardimiyla kapatildi.

Eterle bayiltilan flr® ergin bireyler petri kabina aktarilarak stereo mikroskop altinda virgin
disi bireyler erkek bireylerden ayrildi. 40 adet flr® virgin disi birey elde edilene kadar bu
isleme devam edildi. Toplanan flr® virgin bireyler ¢aprazlama sisesine aktarilana kadar

bos bir besiyer sisesinde bekletildi.

Mwh 1rkina ait erkek bireyler ise 3-5 giin 6nceden sineklerin uzaklastirildig1 standart
besiyer ortamindaki pupalardan gelisen ergin bireylerden secildi. Eterle bayiltilan ergin
bireyler bos bir petri kabina alind1 ve stereo mikroskop altinda erkek bireyler disilerden
ayrildi. 40 adet mwh erkek ergin birey elde edilene kadar bu isleme devam edildi.
Toplanan mwh erkek ergin bireyler standart besiyer ile hazirlanan gaprazlama sisesine

aktarilana kadar bos bir besiyer sisesinde bekletildi.

40 adet flr® virgin birey ile 40 adet mwh/mwh erkek birey bir giin énce hazirlanmis olan
standart besiyer ortamina aktarildi. Besiyer sisesinin agzi siinger ya da pamuk ile

kapatilarak iizerine birey sayisi, aktarim tarihi ve saati not edildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Standart besiyer ile hazirlanan flr®/mwh ¢aprazlama siseleri

3.5.2. Transheterezigot larvalarin elde edilmesi

40 adet flr® virgin disi birey ile 40 adet mwh/mwh erkek birey déllenme ve
embriyogenezin gerceklesmesi i¢in standart besiyer ile hazirlanan ¢aprazlama sisesinde
laboratuvar kosullarinda 2 giin siireyle bekletildi. Siire sonunda ergin bireyler yeni besiyer

siselerine aktarildi.

Yeni besiyere aktarilan ergin bireyler yumurta birakmalari i¢in 8 saat burada bekletildi.
Yumurta toplama asamasindan sonra erginler besiyer ortamindan uzaklastirilarak baska

taze besiyer ortamina alind1 ve flr/mwh ¢aprazlarinin devamlilig: saglandi.

72+4 saat sonra besiyere birakilan yumurtlar 3. larva evresine geldi ve 72 + 4 saatlik

Drosophila melanogaster mwh/flr® transheterezigot larvalar elde edildi.

3.5.3. Transheterozigot larvalarin pestisit uygulanan hazir besiyere aktarim

FIr® virgin disi bireyler ve mwh erkek bireylerin caprazlanmasindan 8’er saatlik
periyotlarla toplanan yumurtalardan elde edilen 72 + 4 saatlik transheterezigot larvalar
thiramin: 0,0005 gr/L, 0,001 gr/L, 0,002 gr/L ve methoxyfenozidin: 0,1 mL/L, 0,2 mL/L
ve 0,4 mL/L konsantrasyonlar: ile hazirlanan instant medium hazir besiyere aktarildi.

Negatif kontrol i¢in instant medium hazir besiyer distile su ile hazirlandi. Pozitif kontrol
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icin ise hazir besiyere MMS (10 ppm) ile muamele edildi. Uygulama basamaklari
asagidaki gibi gerceklestirildi (Sekil 3.5).

Plastik kaplar igerisine 1,5 gr Drosophila instant medium hazir besiyer eklendi ve

tizerlerine madde adi, uygulanan konsantrasyon, uygulama tarihi ve saati yazildi.

Kaplardaki hazir besiyer, pestisitlerin konsantrasyonlar1 ve kontrol gruplarinin 5 mL’si
ile muamele edildi. Konsantrasyon gruplari ve kontrol gruplar1 uygulanan instant medium

hazir besiyerin iyice kurumasi i¢in bir siire beklendi.

72 + 4 saatlik transheterezigot larvalarin bulundugu ¢aprazlama siseleri musluk suyu
altina tutularak dikkatlice c¢alkalandi. Calkalanan siseler petri kaplarina akitilarak

larvalarin buraya ge¢mesi saglandi.

Petri kaplarindaki 72 + 4 saatlik transheterezigot larvalar bir spatiil yardimi ile instant
medium hazir besiyere yaklasik 60 adet olacak sekilde aktarildi. Plastik kaplarin agizlari
stinger ile kapatildi (Sekil 3.5).

Pestisit konsantrasyonlari, MMS ve disitile su ile muamele edilen instant medium hazir
besiyer ortaminda beslenerek gelisen ve hayatta kalarak ergin bireylere doniisen sinekler
normal kanat ve serrat kanat olmak tizere ayrildi. Bu bireyler %70 alkol igeren tiipler

igerisine aktarilarak preparasyon islemine kadar 4 °C ye ayarli buzdolabinda muhafaza
edildi.
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Sekil 3.5. 72 + 4 saatlik transheterezigot larvalarin pestisit konsantrasyonlar: ile muamele edilen hazir
besiyerlerin bulundugu plastik kaplara aktarimi

3.5.4. Thiram ve Methoxyfenozid i¢in kanat preparatlarinin hazirlanmasi asamasi

%70 alkol ¢ozeltisi, igerisindeki ergin bireylerle birlikte kii¢iik bir slizgecin igerisine
aktarilmak suretiyle sineklerden uzaklastirildi. Siizgec icerindeki erginler distile su ile
yikand1 ve bir siire kurumalar1 beklendi. Kuruyan erginler igslem i¢in petri kabina aktarildi

(Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Alkol ¢ozeltisinin uzaklastirilmasi ve sineklerin kurutulmasi
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Petri kab1 igerisinde dorsal konuma getirilen ergin bireyin thorax bdlgesine ince uglu
penset ile baski uygulandi. Bu baski ile her iki tarafa dogru agilan kanatlar, kanat
biitiinliigline zarar verilmeyecek sekilde bir bisturi yardimi ile stereo mikroskop altinda
gbvdeden ayrildi. Her bir ergin i¢in bu isleme devam edilerek 40 ¢ift toplamda 80 adet
kanat elde edildi. Kanat ¢iftlerinden biri zarar gordiigiinde diger kanatta kullanilmadi

(Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Stereomikroskop altinda diseksiyon iglemi

Govdeden ayrilma esnasinda kanatta kalan ekstra viicut doku pargalar1 bir bisturi ile
kesilerek uzaklastirildi. Kanatlarin monte edilecegi bir lam iizerine tarih, uygulanan
kimyasal, uygulama konsantrasyonu, kanat yapisi (normal kanat/serrat kanat), kaginci
tekrar oldugu yazilarak hazirland: (Sekil 3.8).

Hazirlanan lam petri kabina alind1 ve {izerine 1 damla Faure soliisyon eklendi. Bir ¢ift
kanat stereo mikroskop altinda bu faure soliisyon i¢ine birakilarak monte edildi. Bu islem
diger kanat ¢iftleri icinde tek tek uygulanarak yatay olarak 8 ¢ift dikey olarak 3 sira olacak
sekilde 24 ¢ift toplam 48 kanat yan yana dizildi.
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Sekil 3.8. Uygulama grubu ve tarihi yazilan lam iizerine yerlestirilen kanat ¢iftleri

Kanat giftlerinin bulundugu lamlarin tizeri bir baska petri kab1 ile kapatilarak 2 giin
boyunca kurumaya birakildi. Kuruyan kanatlarin bulundugu lamin yatay bosluklarina,
kanatlara degmeyecek sekilde tek bir ¢izgi seklinde Faure soliisyon damlatildi (Sekil 3.9).

Faure soliisyon eklenen lam tizerine 24x60 mm’lik lamel 45 °C’lik bir agiyla rodajl
kisma denk gelmeyecek ve hava kabarcigi kalmayacak sekilde kapatildi. Bu islem
sirasinda yanlardan tagan faure soliisyon distile su ile hafifce 1slatilmig bir bez yardimai ile
silindi. Preparatin tozlanmasi Onlemek ve yanlardaki nemliligi gidermek amaciyla
kurutma kagidina sarildi. Preparatlarin {izerine agirlik konularak faure soliisyon

igerisindeki kanatlarin tam olarak agilmasi i¢in 2 giin bekletildi (Sekil 3.9).

Siire sonunda agirlik preparatin iistiinden kaldirildi ve kurutma kagidi agildi. Agirlik
nedeniyle tasan soliisyonlar ve kurutma kagidindan kalan pargalar ksilen ya da distile su
ile nemlendirilmis olan bir bezle silinerek preparat kutularna yerlestirildi. Kutularda
bulunan 6rnekler mutant klonlarin analiz edilecegi doneme kadar buzdolabinda +4 °C’de

muhafaza edildi.
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Sekil 3.9. Lam iizerine yerlestirilen kanat ¢iftlerinin daimi preparat haline getirilme agamalari

3.5.5. Mutant Klonlarin tespit edilmesi

Hazirlanan preparatlardan mutant klonlarin tespit edilmesi 11k mikroskobu altinda
gerceklestirildi. Kanatlar A, B, C, C’, D, D’, E olacak sekilde sektorlere ayrildi (Sekil
3.10) ve hem dorsal hem de ventral olacak sekilde 10x40 biiytitmede incelenerek tespit
edilen mutant klonlar goriildiigii sektore kaydedildi.

Sekil 3.10. Sektorlerin kanat tizerinde gdsterimi
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Mutant klonlar, Graf ve ¢alisma arkadaslarina gore degerlendirilmistir. Calismada mutant
klonlar istatiksel analiz i¢in tek tip klonlar ve ikiz klonlar olacak sekilde siniflandirildi.
Tek tip klonlar, mwh hiicresine ait 1 ya da 2 mutant trikom igeren kiigiik tek tip klonlar
(Sekil 3.12); mwh hiicresine ait 3 ya da 3ten fazla trikom iceren ve 4 ya da fazla sayida
fIr¥ iceren trikomlar biiyiik tek tip klonlar olmak iizere iki grupta incelendi (Sekil 3.13).
Bir arada bulunan mwh ve flr® klonlar ikiz olarak kaydedildi (Sekil 3.14). Ancak bu iki
klon arasinda 3 ya da daha fazla sayida yabanil tipte trikom (Sekil 3.11) goriiliirse ayr1
Klonlar olarak degerlendirildi [132].
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Sekil 3.11. Yabanil tip kanat killar
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Sekil 3.12 Kiigiik tek tip mwh klon

Sekil 3.13. Biiytik tek tip mwh klon
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Sekil 3.14. Mwh ve flare hiicrelerinin olusturdugu ikiz klonlar

Sekil 3.15. mwh/mwh klonlar
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Sekil 3.16. flr® klonlar

3.5.6. Klon indiiksiyon frekansinin hesaplanmasi

Mutant klonlarin ortalama indiiksiyon frekanslarinin hesaplamasinda asagida belirtilen
formiil kullanilmaktadir. Mwh klonlar1 temel alinarak hazirlanan bu formiilde: mwh
klonlarmin ortalama indiiksiyon frekans: f ile gosterilmektedir. Caligmada tespit edilen
toplam mwh klon sayis1 n, mwh klonlarin tespiti i¢in analiz edilen kanat sayist N ve bu

kanatlarda incelenen 24.400 hiicre ise C harfi ile gosterilmektedir [142].

x +105

f=xxc

Erken donem larvalarda olusan mutant klonlar az sayida olmasma ragmen biiylik
klonlardir. Larva donemi boyunca hiicrelerin mitozla siirekli ¢ogalmasi, imajinal disk
hiicrelerinin de sayisinin artmasina Sebebiyet vermektedir. Boylece kimyasala maruz
birakilan larvanin yaginin artmasi ile klon indiiksiyon frekansinin artmasi beklenir. Geng

larvalarin aksine yagli larvalarda klon sayisi arttik¢a klon kiigiilmektedir. Buna gore kanat
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somatik mutasyon ve rekombinasyon testi i¢in 72 saatlik larvalarin bir kimyasalin

genotoksisitesinin degerlendirilmesinde daha uygun oldugu bildirilmektedir.

3.5.7. Sonuglarin analizi

Drosophila SMART yontemi kapsaminda hazirlanan preparatlarin sayilmasi sonucu elde
edilen klon say1 verilerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi Kastenbaum ve Bowman
binominal kosullu test yontemi ve y2 testleri kullanilarak yapilmustir. Istatistiksel
islemlerde Mathematica 11 programi kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi ise 0,05 olarak
belirlenmistir. Uygulanan kimyasalin olusturdugu frekans degerleri degerlendirilirken
negatif (-), pozitif (+), zayif pozitif (w) ve ihmal edilebilir farklilik (i) degerlendirmeleri
Frei ve Wiirgler ¢oklu karar metoduna gore yapilmistir (Tablo3.1) [143].

Tablo 3.1. SMART yonteminde elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan hipotez tablosu

Hipotezler Ha
Kabul Ret
(1-B) (B
Ho Onemsiz Fark Negatif
Kabul (1-a.) P=(1-a)(1- B)=1-0-pB+of P=(1-0)B= B-ap
Pozitif Zayif Pozitif
Ret (@) P=a(1-f)= a- af P=of

Uygulama grubunda (nt) elde edilen mutant sektor sayisi gizelge degerine esit ya da
biiyiik ise orijinal hipotez (Ho) reddedildi. Kontrol grubunda (nc), benzer sekilde mutant
sektOr sayisi eger ¢izelge degerine esit veya biiyiikse alternatif hipotez (Ha) reddedildi.
Hipotezlerin kabul ya da reddedilmesinde [144] cizelgesi kullanilda.

Nc: Incelenen kanatlarin kontrol grubundaki sayisini ifade etmektedir.

Nt: Incelenen kanatlarin uygulama grubundaki sayisini ifade etmektedir.
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nc: Kontrol grubunda tespit edilen mutant klonlarin sayisini ifade etmektedir

nt: Uygulama grubunda tespit edilen mutant klonlarin sayisini ifade etmektedir.

n: Toplam mutant klonlarin sayisini ifade eder ve asagidaki formiil ile hesaplanir:

n=nt+nc

Ho hipotezi i¢in:

Po: Kontrol grubu i¢in beklenen mutant klon frekansi degerini ifade etmektedir.
Po= Nc/(Nc+Nt)

go: Uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansi degerini ifade etmektedir.
go= Nt/(Nc+Nt)

Ha hipotezi igin:

Pa: Kontrol grubu igin beklenen mutant klon frekansi degerini ifade etmektedir.

Pa=Nc/(Nc+mNt)
ga= Uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansi1 degerini ifade etmektedir.

ga= Nt/ (mNc+mNt)
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4, BOLUM
BULGULAR

4.1. Allium Test Yonteminde Elde Edilen Sonuclar

4.1.1. Thiramin sogan kok hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucu tespit edilen

genotoksik etkiler

Thiramin 0,25 gr/L, 0,5 gr/L ve 1 gr/L konsantrasyonlarina 24 saat maruz birakilan A.cepa
meristematik kok hiicrelerinde olusan genotoksik etkiler mitotik indeks (MI), faz indeksi
ve kromozom anomali parametrelerine bakilarak degerlendirilmistir. Istatiksel farklar
distile su kullanilan negatif kontrol grubu ve uygulama grubunda belirlenen degerler
karsilastirilarak belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4.1 ve Tablo 4.2' de gdsterilmistir.
Thiramin A.cepa hiicrelerinde olusumunu tesvik ettigi bazi anomali 6rnekleri ise sekil

4.5’te gosterilmistir.

Thiramin sogan kok hiicrelerinde boliinme hizini etkileyerek mitotik indeksi diistirdiigii
goriilmistiir. Mitotik indeks degerlerinin negatif kontrole gore konsantrasyon arttikca
azaldig1 belirlenmistir. Negatif kontrolde mitotik indeks degeri 6,94+0,43 iken en diislik
konsantrasyon degeri 0,25 gr/L ise mitotik indeks 5,50 = 0,28 olarak belirlenmistir.
Mitotik indeksin bu konsantrasyon da kontrol degeri ile kiyaslandiginda hiicre
boliinmesinde yaklasik %20 oraninda bir azalma oldugu gorilmistir. 0,5 gr/L
konsantrasyonunda mitotik indeks 4,45+0,26 olarak kaydedilmis olup bu
konsantrasyonda mitotik indekste yaklasik %36 azalmanin meydana geldigi ortaya
konmustur. En yiiksek konsantrasyon olan 1 gr/L’ de mitotik indeks degerinin 3,72 + 0,35
oldugu ve hiicre boliinme hizinin yaklasik %46 oraninda azaldigi belirlenmistir. Tiim
konsantrasyonlarda meydana gelen mitotik indeksteki azalma miktarlar1 kontrol grubuyla

karsilastirildiginda istatiksel olarak p< 0,05 diizeyinde anlamli bulunmustur (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Thiramm A. cepa kok ucu hiicrelerindeki mitotik indeks ve mitotik faz frekanslarina etkileri

Dozlar Mitotik Profaz (%) Metafaz Anafaz Telofaz
(gr/L) indeks (%) | £SS (%)+SS (%)+SS (%)+SS
+SS
Kontrol
Grubu .
Negatif 6,942+0,43 4,25 +0,82 44,88+ 0,80 | 31,99+ 2,69 18,90+2,82
Kontol
Pozitif
Kontrol 3,7135+0,21 4,30 +0,29 48,51+0,05 | 34,91+3,86 12,26+3,62
Deney
Grubu

0,25 gr/L 5,5020¢+0,28 | 4,14 £0,73 48,60 £1,68 | 33,14+2,04 14,10+3,24

0,5 gr/L 4,45%¢ 10,26 2,64 £1,45 46,87 £2,65 | 33,38+5,06 17,10+4,12

1gr/L 3,72%¢+0,35 3,68 £1,30 49,13+1,78 | 31,62+3,60 15,55+2,24

Istatistiksel olarak p< 0,05 diizeyinde anlamh fark iceren degerler aym harflerle gdsterilmistir
Mi: Mitotik indeks, +SS: + Standart Sapma

Faz indeksi verileri kontrol grubuna gore degerlendirildiginde profaz evresinde gozlenen
hiicre sayisinda bir azalma oldugu, deney gruplarinda ise metafaz-anafaz araliginda
yogunlastigr gézlenmistir. Negatif kontrol grubu ile deney gruplari arasinda faz indeksi

acisindan anlamli bir fark gériilmemistir (Tablo 4.1) (p=> 0,05).

Thiramin sogan kok hiicrelerine 24 saat uygulanmasinin genotoksik etkileri incelenmistir.
Genotoksisite indeksi, negatif kontrol grubunda %11,13 + 1,03 iken, deney grubunda
konsantrasyon artigiyla birlikte artis gostermis olup 0,25 gr/L, 0,5 gr/L ve 1 gr/L
konsantrasyonlarinda sirasiyla 14,33 +£2,08, 15,27 + 0,83 ve 17,07 £ 0,42 seklindedir.
Doz gruplar ile kontrol grubu karsilagtirildiginda aralarindaki fark istatiksel olarak p<

0,05 diizeyinde anlamli bulunmustur (Tablo 4.2).
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Thiramin metafaz evresinde en fazla diizensizlik olusumunu uyardig1 kaydedilmis, ayni

zamanda yapisiklik ve fragment olusumlarinin da uyarildigi belirlenmistir. Anafaz-

telofaz evrelerinde ise koprii olusumlari, ileri gitme, geri kalma, yapisiklik ve kutupsal

kayma gibi anomali tiplerinin siklikla gozlemlendigi kaydedilmistir (Sekil 4.1).

Tablo 4.2. Thiramin genotoksik etkileri

Kontrol grubu Deney grubu
Anormalliler Negatif Pozitif
25 gr/L r/lL 1gr/L

(Ortalama £SS) Kontrol Kontrol 0.25gr/ 05gr/ or/
Mikronukleus 047+0,12 |12+02 0,4+0,2 0,53+ 0,12 0,73+ 031
Diizensiz Metafaz 38+02 50707 | 42+087 |447+099 | 473042
244 1274031 | 2134031 | 1734064 | 1874031 |213+0,12
Yapisiklik Sayisi
Diizensiz  Anafaz | ) o, 0.87+031 | 0.8+04 0,67+031 | 073+012
Sayis1
Anafazda Yapisikhik | ) o5 0,67+031 | 047012 |053+031 | 047=031
Sayisi
Fragment Sayist 02+02 053+05 |02+02 007+0,12 | 027+0.12
il . . .

en Gitmis | 5 02 073+023 | 013023 |047+031 | 027+0.12
Kromozom Sayisi
Geri Kalms

173+042 |2+02 2404 18404 2.07+023

Kromozom Sayisi
Kutup Kaymast | | ¢, 02 467+0,64 |247+064 |287+031 |3,13+031
Sayis1
Anafazda — Koprii | |, 1,53+0,12 | 1334042 | 147023 | 1,8+02
Olusumu
c-Mitoz Sayist 0+0 027012 | 0+0 0+0 0+0
Multipolarite 0,27 £0,31 0,602 0,604 0,53+0,5 0,73 +£0,12
Genotoksisite 11,13% 1,03 | 2027204023 | 14,33%0:2,08 | 15,2730+ 0,83 | 17,0730+ 0,42
indeksi(%0)

[statistiksel olarak p< 0,05 diizeyinde anlamli fark igeren degerler ayni harflerle gdsterilmistir,
+SS: + Standart Sapma
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Sekil 4.1. Thiramin A.cepa hiicrelerinde olusumunu tesvik ettigi bazi anomali 6rnekleri: a.
metafazda yapisiklik, b.ring kromozom, c.anafazda yapisiklik, d. vagrant, e. anafaz kopriisti, f.
mikroniikleus (Skala=10 um)

4.1.2. Methoxyfenozidin sogan kok hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucu tespit

edilen genotoksik etkiler

Methoxyfenozid’in 0,005 mL/L, 0,01 mL/L ve 0,02 mL/L konsantrasyonlarina 24 saat
maruz birakilan A. cepa meristematik kok hiicrelerinde olusan genotoksik etkiler mitotik
indeks (MI), faz indeksi ve kromozom anomali parametrelerine bakilarak
degerlendirilmistir. Istatiksel farklar distile su kullanilan negatif kontrol grubu ve
uygulama grubunda belirlenen degerler karsilastirilarak belirlenmistir. Sonuglar, Tablo
4.3 ve Tablo 4.4’ de gosterilmistir. Methoxyfenozidin A.cepa hiicrelerinde olusumunu

tesvik ettigi baz1 anomali 6rnekleri ise Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Methoxyfenozid’in sogan kok hiicrelerinde bdliinme hizini etkileyerek mitotik indeksi
inhibe ettigi goriilmistir. Mitotik indeks degerlerinin negatif kontrole gore

konsantrasyon arttik¢a azaldigi belirlenmistir. Negatif kontrolde mitotik indeks degeri
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7.28+0,32 olarak tespit edilmis iken diisiik konsantrasyon degeri 0,005 mL/L ise mitotik
indeks 5,58 £0,40 olarak belirlenmistir. Mitotik indeksin bu konsantrasyon da kontrol
degeri ile kiyaslandiginda hiicre boliinmesinde yaklasik %19 oraninda bir azaldigi
goriilmiistiir. 0,01 mL/L konsantrasyonunda mitotik indeks degeri 4,71 + 0,44 olarak
kaydedilmis olup bu konsantrasyonda mitotik indekste yaklasik % 35 azalmanin meydana
geldigi ortaya konmustur. En yiiksek konsantrasyon olan 0.02 mL/L de mitotik indeks
degerinin 3,97 + 0,47 ve hiicre bolinme hizinin yaklasik %45 oraninda azaldigi
kaydedilmistir. Tiim konsantrasyonlarda meydana gelen mitotik indeksteki azalma
miktarlar1 kontrol grubuyla karsilagtirildiginda istatiksel olarak p< 0,05 diizeyinde
anlamli bulunmustur (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. 24 saatlik methoxyfenozid uygulamasmin A.cepa kok hiicrelerinde Mitotik indeks ve Mitotik
faz tizerindeki etkileri

Konsantrasyon Mitotik Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
(mL/L) Indeks (%) (%)+SS (%)+SS (%)+£SS (%)+SS
+SS

Kontrol | Negatif Kontol

Grubu 7,28°+0,32 7,20+2,35 | 40,51+2,71 32,81£3,71 | 19,47+4,16
Pozitif
Kontrol 3,612P+0.38 1,52+0,96 | 45,92+2.43 29,30+2,37 | 23,27+0,90

Deney

Grubu | 0,005 mL/L 5,882b¢+040 | 8,75+6,50 | 43,71+0,21 29,86+7,76 | 17,67+1,45
0,01 mL/L 4,7135¢+0 44 6,85+5,62 | 43,64+1,17 32,56+8,49 | 17,19+4,05
0,02 mL/L 3,973¢ +£0,47 5,2042,05 | 46,35+3,11 31,2544,44 | 18,91+5,24

[statistiksel olarak p< 0,05 diizeyinde anlamli fark iceren degerler ayn1 harflerle gosterilmistir Mi: Mitotik
Indeks, £SS: + Standart Sapma

Faz indeksi verileri kontrol grubuna gore degerlendirildiginde profaz evresinde gozlenen
hiicre sayisinda bir azalma oldugu, deney gruplarinda ise metafaz-anafaz araliginda
yogunlastigr gézlenmistir. Negatif kontrol grubu ile deney gruplar1 arasinda faz indeksi

acisindan anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 4.3) (p> 0,05).

Methoxyfenozidin sogan kok hiicrelerine 24 saat uygulanmasinin genotoksik etkileri
incelenmistir. Genotoksisite indeksi, negatif kontrol grubunda %18,07 + 1,33 iken, deney

grubunda konsantrasyon artistyla birlikte artig géstermis olup 0,005 mL/L, 0,01 mL/L ve
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0,02 mL/L konsantrasyonlarinda sirasiyla 25,47 + 1,17, 27,00 £ 2,00 ve 31,13 £+ 0,95
seklindedir. Doz gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda aralarindaki fark istatiksel
olarak p< 0,05 diizeyinde anlamli bulunmustur (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Methoxyfenozidin genotoksik etkileri

Kontrol grubu Deney grubu

Anormalliler Negatif Pozitif
(Ortalama %SS) Kontrol Kontrol 0,005 mL/L | 0,01 mL/L 0.02mL/L
Mikroniikleus 0,13 £0,12 | 0,87 0,31 | 04 *0.2 0,6 +0,35 0,67 0,12
Diizensiz Metafaz 3,13+0,31 6,47+0,50 4,53+0,31 5,07+0,31 5,40+0,53
Metafazda

2,40£040 | 2,67£0,31 | 3,53+0,64 | 3,93£0,50 4,0040,35
Yapisiklik Sayisi
Diizensi Anaf
. Az 0202020 | 033£0,12 | 0,40+0,53 | 1,47+0,61 1,4040,53
Sayisi
Anafazda Yapisikhk
natazda TapEIR | 0404020 | 0,8040,40 | 1,1320,31 | 1,2020,53 1,4040,35
Sayisi
Fragment Sayist 0,1340,23 | 0,4040,20 0,070,121 0,73+0,81 1,53+0,31
lleri Gitmis | 204020 | 0332012 | 0,07£0,12 | 0.200.20 0,27+0,12
Kromozom Sayis1
Geri Kalms

3,5340,61 | 4204020 | 5474142 | 3,7320,42 4.67+0.70
Kromozom Sayisi
K K
utup AYMASL | 3974050 | 4.47£042 | 3.80+0,53 | 4,3320,61 5.13£0,31
Sayisi
Anafazda  Koprii
natazaa OPTU 4274070 | 7,47£0,50 | 4,80+0,53 | 4,60+0,80 5,2040,53
Olusumu
c-Mitoz Sayist 0,07£0,12 | 0,2040,20 | 0,6040,20 | 0,20+0,20 0.27+0.31
Multipolarite 0,33+0,23 0,27+0,12 0,67+0,42 0,93£0,92 1,20+0,20
Genotoksisite 18,07241,33 | 28,47:020,81 | 2547364117 | 27,009£2,00 | 31,13%6¢¢10,95
indeksi(%0)

Istatistiksel olarak p< 0,05 diizeyinde anlamli fark igeren degerler aynmi harflerle
gosterilmistir, £SS: + Standart Sapma

Methoxyfenozidin metafaz evresinde en fazla diizensizlik olusumunu uyardig
kaydedilmig, aym1 zamanda yapisiklhik ve fragment olusumlarimin da uyarildig
belirlenmistir. Anafaz-telofaz evrelerinde ise koprii olusumlari, ileri gitme, geri kalma,
yapisiklik ve kutupsal kayma gibi anomali tiplerinin siklikla godzlemlendigi

kaydedilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Methoxyfenozidin A.cepa hiicrelerinde olusumunu tesvik ettigi bazi anomali 6rnekleri:

a. metafazda yapigiklik, b.mikroniikleus, c.anafazda vagrant, d. Anafaz kopriisii (Skala=10 um)

4.2. SMART Yonteminde Elde Edilen Sonuclar

4.2.1. Thirama maruz birakilan 72+4 saatlik mwh/flr® TM3, Bd® transheterozigot

ergin bireylerin kanatlarimin incelenmesi ile elde edilen sonuglar

Thiramin 0,0001 gr 50 mL distile suda ¢oziilerek uygulama konsantrasyonlari (0,0005
gr/L, 0,001 gr/L, 0,002 gr/L) hazirlanmistir. Negatif kontrol grubu olarak distile su,
pozitif kontrol grubu olarak ise Metil Metan Siilfonat (MMS) (10 ppm) kullanilmistir.
Konsantrasyon ve kontrol gruplariin 5 ml’si uygulanarak hazirlanan Instant hazir besiyer
ortamina birakilan 72 + 4 saatlik transheterozigot larvalardan gelisen ergin bireylerden

normal ve serrat kanatli olmak tlizere ayr1 preparatlar hazirlanmistir. Kanat preparatlarinin
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incelenmesi sonucu tespit edilen mutant klonlarin sayist Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’ da

verilmistir.

Transheterozigot mwh/flr® (diiz kanat kenarli) bireylerin thiramm uygulama
konsantrasyonlarindaki klon indiiksiyon frekanslarinin 0,97 ile 1,43 arasinda degistigi
tespit edilmistir. Klon indiiksiyon frekanslarinin negatif kontrol grubuna kiyasla
uygulama konsantrasyonlarinda daha yiiksek oldugu ve uygulanan konsantrasyon arttik¢a

klon indiiksiyon frekansinin arttig1 belirlenmistir (Tablo 4.5).

Thiramm 0,0005 gr/L'lik konsantrasyonunun 72 =+ 4 saat boyunca Drosophila
melanogaster mwh/flr® transheterozigot larvalarina uygulanmasi sonucunda normal kanat
fenotipine sahip bireylerde 15 adet kiiclik tek tip klon ve 4 adet biiyiik tek tip klon
belirlenmis olup ikiz klonlara rastlanmamuistir. Bu verilerin, negatif kontrol deneylerinde
elde edilen verilerle karsilastirilmasi sonucunda, kiigiik tek tip klonlar, ikiz klonlar ve
toplam klonlardaki artisin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu gosterilmistir. Biiyiik tek

tip klonlardaki artis ise negatif olarak kaydedilmistir (Tablo 4.5).

Thiramin 0,001 gr/L konsantrasyonunun 72 + 4 saat boyunca Drosophila melanogaster
mwh/flr® transheterozigot larvalarina uygulanmasi sonucunda normal kanat fenotipine
sahip bireylerde 17 adet kiigiik tek tip klon ve 5 adet biiyiik tek tip klon ve 1 adet ikiz klon
kaydedilmistir. Elde edilen sonuglar, kiigiik tek tip klonlar, ikiz klonlar ve toplam
klonlardaki artigin istatistiksel olarak Onemsiz oldugunu gostermistir. Biiyiik tek tip

klonlardaki artig ise negatif olarak kaydedilmistir (Tablo 4.5).

Thiramin en yiiksek konsantrasyonu olan 0,002 gr/L’de 72 + 4 saat boyunca Drosophila
melanogaster mwh/flIr® transheterozigot larvalarina uygulanmasi sonucunda normal kanat
fenotipine sahip bireylerde 22 adet kiiciik tek tip klon, 6 adet biiyiik tek tip klon ve 1
adette ikiz klon sayilmistir. Buna gore kiigiik tek tip klonlar ve toplam klonlardaki artisin
istatiksel olarak pozitif oldugu goriilmiistiir. Biiyiik tek tip klonlar ve ikiz klonlardaki

artigin istatiksel olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Thiram uygulamasi sonucu elde edilen transheterozigot mwh/flr3 (Normal kanat) bireylerin
kanatlarinda goriilen mutant klonlar ve klon indiiksiyon frekanslari

Kiigiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip
N Klonlar (1-2) Klonlar >2
Hiicre (m=2) (m=5)

ikiz Klonlar Toplam mwh Toplam Klonlar
(m=5) (m=2) (m=2)

No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D

DistileSu 80 10  (0,12) 4 (005 0  (0,00) 14 (017 14 (017 0,72
MMS _

80 31  (039)+ 14 (017)+ 1  (001)i 45  (056)+ 46  (057)+ 231
(10ppm)
0.0005gr/L 80 15  (0,19)i 4  (0,05- O  (000)i 19  (024)i 19  (0,24)i 0,97
0001gr/L 80 17  (0.21)i 5 006)- 1  (001)i 22  (028)i 23  (0,29)i 1,13

0,002gr/L 80 22  (0,28)+ 6 ©07)i 1  (001)i 28 (035+ 29  (036)+ 143

N: Kanat Sayisi, Fr: frekans, D: istatistik sonuglarinin gosterimi, +: pozitif; -: negatif; i: 6nemsiz
fark; m=carpim faktérii; f: Klon Indiiksiyon Frekansi (10°), Olasilik diizeyi:o=p=0,05

Thiram uygulamasi sonucu elde edilen transheterozigot mwh/ TM3 Bd® (serrat kanat
kenarina sahip) bireylerde klon indiiksiyon frekansinin uygulama konsantrasyonlarinda
0,46 ile 0,87 arasinda degistigi belirlenmistir. Klon indiiksiyon frekanslarinin negatif
kontrol grubuna kiyasla uygulama konsantrasyonlarinda daha yiiksek oldugu ve
uygulanan konsantrasyon arttik¢a klon indiiksiyon frekansinin arttigi tespit edilmistir.
Toplam mwh klon sayisi negatif kontrol grubunda 10 iken uygulama
konsantrasyonlarinda 9-17 arasinda degismektedir. TM3 Bd® dengeleyici kromozomunun
varliginda rekombinasyon baskilandigi i¢in ikiz klonlar serrat kanatli bireylerde

goriilmemistir (Tablo 4.6).

Thiramm 0,0005 gr/L'lik konsantrasyonunun 72 + 4 saat boyunca Drosophila
melanogaster mwh/TM3 Bd® transheterozigot larvalarina uygulanmasi sonucunda serrat
kanat fenotipine sahip bireylerde 9 adet kiigiik tek tip klon sayilirken biiyiik tek tip klon
goriilmemistir. Bu veriler, kiigiik tek tip klonlar, biiylik tek tip klonlar ve toplam

klonlardaki artisin istatistiksel olarak dnemsiz oldugunu gostermistir. (Tablo 4.6)
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Thiramin 0,001 gr/L konsantrasyonunun 72 + 4 saat boyunca Drosophila melanogaster
mwh/ TM3 Bd® transheterozigot larvalarina uygulanmasi sonucunda serrat kanat
fenotipine sahip bireylerde 12 adet kiigiik tek tip klon, 3 adet biiyiik tek tip klon sayilmis
olup negatif kontrole gore istatiksel olarak 6nemsiz fark olarak kabul edilmistir (Tablo

4.6).

0,002 gr/L konsantrasyonunun 72 + 4 saat boyunca Drosophila melanogaster mwh/ TM3
Bds transheterozigot larvalarina uygulanmasi sonucunda serrat kanat fenotipine sahip
bireylerde 15 adet kiigiik tek tip klon, 2 adet biiyiik tek tip klon sayilmis olup bu artigin

negatif kontrol verilerine kiyasla 6nemsiz oldugu kaydedilmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Thiram uygulamasi sonucu elde edilen transheterozigot mwh/TM3 Bds (Serrat Kanat) bireylerin
kanatlarinda goriilen mutant klonlar ve klon indiiksiyon frekanslari

Kigiik Tek Tip ol .
d . Biiyiik Tek Tip Toplam mwh Toplam Klonlar
N Klonlazrglzg Hiicre Klonlar >2 (m=5) (m=2) (m=2)
Gruplar No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D
Distile Su 80 9 (0,11) 1 (0,01) 10 (0,12) 10 (0,12) 0,52
MMS 80 23 (0,29) + 6 0,07) i 29 (0,36) + 29 (0,36) + 1,48
(10ppm)
0.0005gr/L 80 9 0,11)i 0 (0,00) i 9 0,11)i 9 0,11)i 0,46
0,001gr/L 80 12 0,15) i 3 (0,04) i 15 0.19)i 15 0,1299i 0,77
0,002gr/L 80 15 (0,21) i 2 (0,025) i 17 0,21) i 17 0,21) i 0,87

N: Kanat Sayisi, Fr: frekans, D: istatistik sonuglarinin gésterimi, +: pozitif; -: negatif; i: nemsiz
fark; m=¢arpim faktorii; f: Klon Indiiksiyon Frekansi (10°), Olasihik diizeyi:a=B=0,05

4.2.2 Methoxyfenozide maruz birakillan 72 + 4 saatlik mwh/flr® TM3, BdS

transheterozigot ergin bireylerin kanatlarimin incelenmesi ile elde edilen sonuglar

Methoxyfenozidin 0,24 mL/L’si 60 ml distile suda ¢6ziilerek uygulama konsantrasyonlari
(0,1 mL/L, 0,2 mL/L, 0,4 mL/L) hazirlanmistir. Negatif kontrol grubu olarak distile su,
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pozitif kontrol grubu olarak ise Metil Metan Siilfonat (MMS) (10 ppm) kullanilmistir.
Konsantrasyon ve kontrol gruplarinin 5 mL’si uygulanarak hazirlanan Instant hazir
besiyer ortamina birakilan 72 + 4 saatlik transheterozigot larvalardan gelisen ergin
bireylerden normal ve serrat kanatli olmak iizere ayr1 preparatlar hazirlanmistir. Kanat
preparatlarinin incelenmesi sonucu tespit edilen mutant klonlarin sayis1 Tablo 4.7 ve

Tablo 4.8’ de verilmistir.

Transheterozigot mwh/flr® (diiz kanat kenarli) bireylerin methoxyfenozidin uygulama
konsantrasyonlarindaki klon indiiksiyon frekanslarinin 0,61 ila 0,92 arasinda degistigi
tespit edilmistir. Klon indiiksiyon frekanslarinin Negatif kontrol grubuna kiyasla
uygulama konsantrasyonlarinda daha yiiksek oldugu ve uygulanan konsantrasyon arttikca

klon indiiksiyon frekansinin arttigi belirlenmistir (Tablo 4.7).

Methoxyfenozidin 0,1 mL/L konsantrasyonunun 72+4 saat boyunca Drosophila
melanogaster mwh/flr3 transheterozigot larvalarina uygulanmasi sonucunda normal
kanat fenotipine sahip bireylerde 10 adet kiigiik tek tip klon, 2 adet biiyiik tek tip klon ve
3 adet ikiz klon kaydedilmistir. Bu verilere gore, tiim klon tipleri ve toplam klonlardaki

artigin istatiksel olarak 6nemsiz fark oldugu belirlenmistir (Tablo 4.7).

0,2 mL/L konsantrasyonunun 72 + 4 saat boyunca Drosophila melanogaster mwh/flr3
transheterozigot larvalarina uygulanmasi sonucunda normal kanat fenotipine sahip
bireylerde 12 adet kiigtik tek tip, 2 adet biiyiik tek tip klon gozlemlenmis olup ikiz klonlara
rastlanmamuistir. Buna gore, tiim klon tipleri ve toplam klonlardaki artigin istatiksel olarak

onemsiz fark oldugu belirlenmistir (Tablo 4.7).

0,4 mL/L konsantrasyonunun 72 + 4 saat boyunca Drosophila melanogaster mwh/flr3
transheterozigot larvalarina uygulanmasi sonucunda normal kanat fenotipine sahip
bireylerde 14 adet kiigiik tek tip, 4 adet biiyiik tek tip klon ve 1 adet ikiz klon
kaydedilmistir. Bu veriler, tiim klon tipleri ve toplam klonlardaki artisin istatiksel olarak

onemsiz fark oldugunu gostermistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Methoxyfenozid uygulamasi sonucu elde edilen transheterozigot mwh/ flr3 (normal kanat)
bireylerin kanatlarinda goriilen mutant klonlar ve klon indiiksiyon frekanslari

Kiigiik Tek Tip  Biiytik Tek Tip
N Klonlar (1-2) Klonlar >2
Hiicre (m=2) (m=5)

fkiz Klonlar Toplam mwh  Toplam
(m=5) (m=2) Klonlar (m=2)

No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D

DistileSu 80 8  (0,1) 2 (0,03) 0 (0,00 10 (0,13) 10 (0,13) 0,51
MMS(10 80 25 (031) + 5 (0,63) i O (0,00) i 30 (0,38) + 30 (0,38) + 1,54
o,m)/L 80 10 (013) i 2 (03) i 3 (038 i 12 (015 i 15 (0,19) i 061
02mlL 80 12 (015) i 2 (03) i O (0000 i 14 (018) i 14 (0,18) i 0,72
04ml/L 80 14 (0,48) i 4 (005 i 1 (001) i 18 (0,23) i 19 (0,24) i 0,92

N: Kanat Sayisi, Fr: frekans, D: i.statistik sonuglarinin gdsterimi, +: pozitif; -: negatif; i: Snemsiz
fark; m=¢arpim faktorii; f: Klon Indiiksiyon Frekansi (10%), Olasilik diizeyi:o=p=0,05

Methoxyfenozid uygulamasi sonucu elde edilen transheterozigot mwh/ TM3 Bds (serrat
kanat kenarina sahip) bireylerin klon indiiksiyon frekansimnin 0,36 ile 0,67 arasinda
degistigi belirlenmistir. Klon indiiksiyon frekanslarinin Negatif kontrol grubuna kiyasla
uygulama konsantrasyonlarinda daha yiiksek oldugu ve uygulanan konsantrasyon arttik¢a
klon indiiksiyon frekansiin arttigi tespit edilmistir. Toplam mwh klon sayis1 negatif
kontrol grubunda 8 iken uygulama konsantrasyonlarinda 7-13 arasinda degismektedir.
TM3 Bds dengeleyici kromozomunun varliginda rekombinasyon baskilandig i¢in ikiz

klonlar serrat kanatli bireylerde goriillmemistir (Tablo 4.8).

0,1 mL/L konsantrasyonunun 72 + 4 saat boyunca Drosophila melanogaster mwh/ mwh/
TM3 Bds transheterozigot larvalarina uygulanmasi sonucunda serrat kanat fenotipine
sahip bireylerde 7 adet kiiciik tek tip klon kaydedilmis olup biiyiik tek tip klon
goriilmemistir. Bu veriler, negatif kontrol deneylerinde elde edilen verilerle
karsilastirilmis tiim klon tipleri ve toplam klonlardaki artisin istatiksel olarak dnemsiz

fark oldugu belirlenmistir (Tablo 4.8).

0,2 mL/L konsantrasyonunun 72 + 4 saat boyunca Drosophila melanogaster mwh/ TM3

Bds transheterozigot larvalarina uygulanmasi sonucunda serrat kanat fenotipine sahip

bireylerde 9 adet kiigiik tek tip klon 1 adet biiyiik tek tip klon tespit edilmistir. Bu veriler,
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negatif kontrol deneylerinde elde edilen verilerle karsilastirilmig tiim klon tipleri ve

toplam klonlardaki artigin istatiksel olarak 6nemsiz fark oldugu belirlenmistir (Tablo 4.8).

0,4 mL/L konsantrasyonunun 72 + 4 saat boyunca Drosophila melanogaster mwh/ TM3

Bds transheterozigot larvalarina uygulanmasi sonucunda serrat kanat fenotipine sahip

bireylerde 12 adet kiigiik tek tip klon 1 adet biiyiik tek tip klon tespit edilmistir. Veriler,

tiim klon tipleri ve toplam klonlardaki artigin istatiksel olarak onemsiz fark oldugunu

gostermistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Methoxyfenozid uygulamasi sonucu elde edilen transheterozigot mwh/ TM3 Bds (serrat kanat)

bireylerin kanatlarinda goriilen mutant klonlar ve klon indiiksiyon frekanslar1

Distile
Su
MMS
(10 ppm)

0,1 mL/L
0,2 mL/L

0,4 mL/L

Kiigiik Tek Tip - .
N Klonlar (1-2) Buyiigick Tip Toplam mwh (m=2) Toplam_KIonIar f
N il Klonlar >2 (m=5) (m=2)
Hiicre (m=2)
No Fr - D No Fr D No Fr D No Fr D
80 6 (0,08) 2 (0,03) 8 (0.1) 8 (0,2) 0,41
80 26 (0,33) + 4 0,05 i 30 (0,38) + 30 (0,38) + 154
80 7 009 i 0 (0,00 - 7 0,09 i 7 (0,09) i 0,36
80 9 011) i 1 0,01) i 10 (0,12 i 10 (0,22) i 0,51
80 12 0,15) i 1 (0,01) i 13 (0,16) i 13 (0,16) i 0.67

N: Kanat Sayisi, Fr: frekans, D: istatistik sonuglarinin gosterimi, +: pozitif; -: negatif; i: dnemsiz
fark; m=carpim faktorii; f: Klon Indiiksiyon Frekansi (10°), Olasilik diizeyi:a==0,05
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5.BOLUM
SONUCLAR ve ONERILER

Tarimsal iiretimde zararlilarla miicadele, tarihsel olarak ilk ¢aglardan bu yana dnemini
korumustur. Dogal bitki ekstraktlar1 ve mineraller, zararlilarin ortadan kaldirilmasi i¢in
kullanilan ilk yontemlerdir. Giiniimiizde ise dogal bilesiklerin yerini sentetik bilesikler
olan pestisitler almistir. Pestisitler, tarim arazilerinde mahsul kaybini en aza indirerek
artan niifusun besin ihtiyacini karsilamada kritik bir rol oynamaktadir. Ancak bu ¢oziimiin
getirdigi 6nemli sorunlar da vardir. Pestisitler, hedeflenen zararlilar disindaki canlilar
tizerinde de olumsuz etkilere sahiptir. Ayrica uzun siireli kalint1, toprak ve su kirliligi gibi
cevresel etkileri de vardir. Pestisitlerin ¢evre ve canlilar iizerindeki bu olumsuz etkileri,

genotoksisite potansiyellerinin tespit edilmesini zorunlu kilmaktadir.

Toksikolojinin alt bilim dali olan Genotoksikoloji alaninda, pestisitler, gida katki
maddeleri, insan ve hayvan sagliginda kullanilan ilaglar ve kozmetik {iriinleri gibi birgok
maddenin genotoksik potansiyellerinin degerlendirilmesini miimkiin kilan test yontemleri
gelistirilmistir. Bu degerlendirme siirecinde incelenen maddeler, hatali DNA onarimi ve
replikasyonu veya kromozomda yapisal ve sayisal diizenlemeler yoluyla DNA hasarina
sebep olmaktadir. Ozellikle kromozom diizeyinde gergeklesen mutasyonlar dogustan
gelen anomalilere veya kanser gibi hastaliklara yol agmaktadir [145, 146]. Halk sagligi
acisindan, genotoksisite testlerinin gerekliligi biliyiilk 6nem tasimaktadir. In vivo ve in
vitro olarak birgok organizmada uygulanan genotoksisite test yOntemleri arasinda
Mikroniikleus, Kardes Kromatit Testi, Comet testi, Ames testi ve Kromozom Anomali

Testi gibi testler bulunmaktadir.

Tarim alanlarinda yaygin olarak kullanilan Fertiramin prokaryotik ve okaryotik
organizmalarda genotoksik etkiler gosterdigi bilinmektedir. Yapilan arastirmalar, bu
fungusitin insan lenfosit hiicrelerinde MN (mikronukleus) ve comet olusumunu
tetikledigini [147], DNA hasarma yol actigini, MI indeksini azalttigin1 ve kromozom

anomalilerinin sikligin1 6nemli Sl¢lide arttirdigini gostermektedir [148]. Ayrica, erkek
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farelerde kalic1 genotoksik hasar olusturdugu, erkek ve sigan testis hiicrelerinde sitotoksik
etki gosterdigi ve DNA'da kirik olusumunu arttirdig1 da dogrulanmistir [ 149, 150]. Farkli
Salmonella suslarinda yapilan bakteriyel geri doniisiim testleri, thiramin mikrobiyal

genomda genotoksik etkilerinin varligini kanitlamistir [151].

Giliniimiize kadar yapilan bazi ¢calismalarda thiramin genotoksisite potansiyeli hakkinda
onemli kanitlar saglanmis olsa da ayni organizmayi ve test sistemini kullanan bazi
calismalarda farkli sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Ornegin, Doner vd. tarafindan
yapilan bir ¢alismada thiram uygulamasinin Cin hamster kemik iliginde mikroniikleus
(MN) olusumuna neden olmadig1r bulunmustur [152]. Sonraki calismalar, fare kemik
iliginde 500 mg/kg ve 1000 mg/kg konsantrasyonlarinda, Swiss albino farelerin kemik
iliginde 100 mg/kg, 50 mg/kg ve 25 mg/kg konsantrasyonlarinda thirammm MN
olusumunu 6nemli Olgiide artirdigini ortaya cikarmistir [153-155]. Arastirmacilar,
thiramin farkli dozlarinin erkek farelerin germ hiicrelerinde anormal sperm olusumuna ve
kromozomal aberasyonlarin (CAS) sikliginin artmasina neden olabilecegini belirtmistir
[156, 157]. Ayr bir calisma, 6nceki ¢alismanin bulgulartyla ¢elisen sekilde, thiramin (tek
doz: 75 mg/kg; tekrarlanan bes gilinliik doz: 25 mg/kg) erkek farelerin germ hiicrelerinde

genotoksik kanitinit bulamamigtir [158].

Calismamizda thiram ve methoxyfenozidin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in
mitotik indeks ve kromozom anomali gibi parametreler kullanilmistir. Mitotik indeks
(M), hiicre béliinmesinin sikligin1 belirleyen giivenilir parametrelerden biri olarak kabul
edilmektedir. Test edilen kimyasalin MI degeri, biiyiime kontrol grubundaki degerden
daha diisiik ¢ciktiginda, bu kimyasalin organizmanin biiyiimesi ve gelismesi tizerinde etkili
oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, Mi degeri negatif kontrol grubundan daha
yiiksek oldugunda, bu durum hiicre boliinmesinde artigsa yol agar ve bu da hiicrelerde
kontrolsiiz ¢ogalma ve hatta tiimor olusumu riskini artirabilmektedir [159]. Pestisitlerin
genotoksik etkileri nedeniyle Mi'in azaldig1 birgok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir
[160-162]. Calismamizda, Thiram’in 0,25 gr/L, 0,5 gr/L ve 1 gr/L konsantrasyonlarinda
tespit edilen mitotik indeks degerlerinin negatif kontrole kiyasla azaldig1 belirlenmistir.

Hiicre dongiisiiniin normal isleyisinin en yiiksek konsantrasyon olan 1 gr/L'de diger
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konsantrasyonlara gore daha fazla etkilendigi bu sebeple azalan mitotik indeks
degerlerinin artan thiram konsantrasyonlariyla iliskili oldugu tespit edilmistir.

Thirami MI {izerindeki etkileri, daha dnce yapilmis olan arastirma bulgulari ile uygunluk
gostermektedir. Franeki¢ vd. tarafindan gerceklestirilen bir arastirmada, Mi’nin, 24 saat
boyunca arpacik sogani kok hiicrelerine uygulanan thiramin konsantrasyona bagl olarak
kontrol grubuna kiyasla azaldig1 belirlenmistir [151]. Insan lenf hiicrelerinde yapilan Cas
analizleri de thiramin artan dozlarina bagli olarak mitotik indeksin azaldigin1 gostermistir

[148].

Onceki arastirmalar, Allium ydntemi ile degerlendirilen fungusitlerin, hiicrelerin mitoza
girmesini engelleyerek doza bagli bir MI inhibisyonuna neden oldugunu gostermektedir.
Afugan fungusitinin konsantrasyonlar1 12, 24 ve 48 saatlik siireyle sogan koklerine
uygulanmistir. Mitotik indeks, kontrol ile karsilastirildiginda uygulama siireleri ve
konsantrasyonlardaki artiga bagli olarak azalma gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek
konsantrasyonun (60 ppm) 48 saatlik uygulamada asir1 toksisite gosterdigi rapor
edilmistir [163]. Celik ve ¢alisma arkadaslar1 Dinocap fungusitinin uygulama siireleri ve
konsantrasyondaki artisa bagli olarak MI inhibisyonuna sebep oldugunu tespit etmistir.
Tim uygulama siirelerinde en yiiksek dozun (100 ppm) yiiksek toksisitesi sebebiyle
boliinen hiicre gozlemlenmemistir [164]. Yaygin kullanilan mantar ilaglarindan biri olan
Carbendazim’in sogan kok ucu hiicrelerinin bdliinmesini engelleyerek mitotik indeksi

inhibe ettigi farkli calismalarla dogrulanmistir [165, 166].

Mitotik indeks inhibisyonu, DNA hasar1 gibi mitodepresif etkilerin hiicrenin normal
isleyisini bozmasindan kaynaklanabilir. MI inhibisyonun bir diger sebebi ise test edilen
fungusitin icerisindeki aktif maddelerin, belirli protein ve enzimlerle negatif bir etkilesim
olusturmasi sonucu DNA polimerazi etkileyerek DNA sentezinin baskilanmasidir [167].
Bu etkilesimler, hazirlik evresinden boliinme evresine gegiste onemli olan mikrotiibiil
olusumu, niikleoprotein sentezi ve yeterli ATP iiretimi gibi siirecleri bloke ederek

hiicrelerin mitoza girmesini engeller ve MI inhibisyonuna neden olabilir [168, 169].

Allium test yontemi ile thiramin genotoksisitesinin degerlendirildigi diger parametre

kromozom anomalileridir (KA). 24 saat thirama maruz birakilan sogan kok uglarindan
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hazirlanan preparatlarin analizi ile KA oranlarinin kontrole gore arttig1 tespit edilmistir.
Siklikla goriilen aberasyon tiperi; diizensizlikler, koprii olusumu, yapisiklik, vagrant,

multipolarite ve kutup kaymasi olarak kaydedilmistir.

Calismamizda, Thiram’in sogan kok hiicreleri iizerindeki etkilerinden biri kromozomal
diizensizlik olarak tespit edilmistir. Diizensiz metafaz kaydedilen bir anomali tipidir. I§
ipligi olusum mekanizmalarinda bozulmalar ya da kimyasallarin interfaz hiicrelerindeki
mikrotiibiil sayisini azaltarak ve metafaz plakasinda mikrotiibiillerin paralel dizilimini
bozarak diizensizlige neden oldugunu ortaya koymustur [170, 171]. Profenophos ve
Mancozeb pestisitlerinin Hordeum vulgare L. (arpa) bitki hiicrelerinde en fazla diizensiz
metafaz frekansini arttirdigr tespit edilmistir. [172]. Benzer bir sonug¢ triazol

fungusitlerden Tebuconazole ‘de rapor edilmistir [173].

Arastirmalar, Tirazin sinift bazi herbisitler (Atrazine ve Simazine) [174] herbisit
flurochloridone [175] ve mantar ilact Dinocapin [164] metafaz evresindeki KA
oranlarinin tim konsantrasyon ve uygulama zamanlarinda 6nemli diizeyde arttirdigini

ortaya koymustur.

Thiram konsantrasyonlarinin uyardigi bir diger KA tipi koprii olusumudur. Anafaz ve
telofaz safhalarinda goriilen kopriiler, esit olmayan kromatit translokasyonu sirasinda
kromozom/kromatit kirilmasi ya da disentrik kromozomlarin varligi durumunda meydana

gelmektedir [176].

Mikroskobik analizlere gore, thiramin sogan kok hiicrelerindeki etkileri incelendiginde,
KA tipi igerisinde vagrant kromozomlarin varligi goriilmiistiir. Vagrant olusumunun
yavru hiicrelerde kromozom sayis1 bakimindan gesitlilik gosteren farkli biiyiikliikte ve
yapida cekirdek olusumuna sebep oldugu bildirilmistir [177]. Macar ve calisma
arkadaslar1 tarafindan trifloxystrobin fungusitinin 4.cepa kok ucu hiicrelerinde 72 saatlik
uygulama sonucunda MN ve fragment olusumundan sonra en fazla vagrant kromozom

olusumunu arttirdig1 kaydedilmistir [178].
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Yapisiklik ve kutup kaymasi da goriilen aberasyonlar arasinda kaydedilmistir. Yapisikliga
neden olan hiicresel olaylarla ilgili farkli goriisler bulunmaktadir. Mustafa ve Arikan,
DNA’nin dejenerasyonu ve depolimerizasyonu sonucu meydana gelen yigilmalarin
yapisik hiicre olusumuna sebep oldugunu bildirmistir [179]. Diger bir ¢alismada ise
yapisik hiicrelerin, kromozomlar arasi kromatin liflerinin yanhs katlanmasi sonucu
kromozomlar arasindaki sub-kromatid baglantilardan meydana geldigi tespit edilmistir
[180, 181]. Bu aberasyon tiplerine ek olarak; multipolarite, kromozom kirig1, kromozom
kaybi, kromozom gruplasmasi da kaydedilmistir. Sonu¢ olarak thirama maruz kalan
sogan kok hiicrelerinde hasarli hiicre sayisiin  kontrole gore uygulama

konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak artis gosterdigi tespit edilmistir.

Thiramin kromozomal anomali olusturma potansiyelinin arastirildigi caligmalar da
bulunmaktadir. Franekic ve ¢alisma arkadaslari, arpacik sogani olarak bilinen Allium
ascalonicum kok hiicrelerinde thiramin kromozomal anomalileri uyardigini tespit
etmistir. Buna ilaveten yapisiklik, kromozomal kd&prii, poliploid, mikroniikleus,

multipolarite ve diizensiz anafaz gibi anomali tipleri kaydedilmistir [151].

Thirama maruz kalan erkek Isvicre albino farelerinin iireme hiicrelerindeki davranislar:
kromozom aberasyon (CAs) ve sperm morfoloji test yontemleri ile incelenmistir. (CAs)
yonteminde elde edilen bulgular sperm hiicrelerinde, uygulanan tiim doz seviyesinde

thiramin kromozom anomalilerini 6nemli diizeyde arttirdi§in1 gostermistir [156].

Yaygin olarak kullanilan mantar ilaglarindan Captan’in 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm ve 40
ppm konsantrasyonlarimin 1, 3, 6, 12 ve 24 saatlik uygulamalar sonucu A4.cepa kdk
hiicreleri tizerindeki etkileri ¢alisilmistir. Calismada profazda diizensizlik, metafazda
diizensizlik ve yapisiklik, anafazda koprii olusumu ve yapisik kromozom anomalileri
rapor edilmigstir [182]. Bir diger mantar ilac1 olan Raxil’in sogan kok hiicrelerinde tiim
konsantrasyon ve uygulama siirelerinde anomali olusumunu arttirdig1 tespit edilmistir.
Diizensiz metafaz-anafaz, yapisiklik, koprii olusumu en ¢ok kaydedilen anomali tipleridir
[173]. Ayrica Carbendaizim ve Mancozebin metafaz evresinde diizensizlik, yapisiklik ve
C-metafaz; anafaz ve telofaz evrelerinde koprii olusumu, kayma, multipolarite ve laggard

olusumunu tesvik ettigi farkli aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir [165, 183].
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A.cepa meristematik kok hiicrelerinde Topas 100 fungusitinin 6 saatlik uygulama
siiresinde bile C-mitoz, kopri, diizensizlik ve C-anafaz anomalilerinin olusumunu
arttirdigl rapor edilmistir. Fungusit maruziyeti arttikca anomali miktarinin da arttig

goriilmiistiir [184].

Ditiyokarbamatli fungisitlerin farkli bitki sistemlerinde MI degerlerinde azalma ve
KA'larin artmasi gibi etkilerine dair birgok arastirma bulunmaktadir. Ditiyokarbamatl
fungusitlerden, Ziram ve Etilen tiyoiire (ETU)’lin sogan kok hiicrelerinde, kopri
olusumu, yapisiklik, multipolarite, anafazda diizensizlik gibi anomalilerin olusumunu
tetikledigini ve artan konsantrasyonlarda mitotik indeksi azalttiklar1 tespit edilmistir
[151]. Mancozebin, 4. cepa kok hiicrelerinde ve arpa tohumlarinda mitotik indeksi
azaltarak kromozom anomali yiizdesini arttirdigi farkli arastirmacilar tarafindan
bildirilmigtir [172, 183]. Shanthi ve Krishnamoorthy, ferbamin A. cepa'da boliinme
sathalarinda kromozom kiriklarini arttirarak klastojenik ve mutajenik etkilere sebep
oldugunu belirtmislerdir [185]. Benzer sekilde propinebin ve mitotik indeksi azalttig1 ve

toplam anomali frekansin1 6nemli 6l¢tide arttirdigini rapor edilmistir [186].

Akpinar, iilkemizde ¢ok tiiketilen, ticari oneme sahip Lycopersicon esculentum (domates)
tohumlarinda thiramin genotoksisitesini Allium test yontemi ile aragtirmistir. Fungusitin
ticari dozlarinin kullanildigi ¢alismada domates tohumlar1 bu dozlara 24, 48 ve 72 saat
maruz birakilmistir. Mitotik indeksin, thiramin uygulanan doz miktar arttik¢a kontrole
gore azaldig1 tespit edilmistir. Aberasyon oranlarimin thiram dozlarindaki artiga bagh
olarak arttig1 kaydedilmistir. Benzer test yontemi ile farkli bir materyalin test edildigi
arastirmamizda elde edilen sonuglar, bu ¢alismanin sonuglari ile uygunluk gostermektedir

[187].

Thiram, cypermethrin ve quizalofop-p-ethyl pestisitlerinin Glycine max L (soya
fasulyesi) lizerindeki genotoksik etkileri arastirilmigtir. RAPD-PCR ve protein analizleri
ile degerlendirilen pestisitlerin soya fasulyesinde kok biiylimesini inhibe ettigi tespit
edilmistir. Kok biiylimesindeki inhibisyona paralel olarak mitotik indeksinde inhibe

oldugu ve kontrol grubuna gore %50’lik bir azalma gosterdigi saptanmistir [188].
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Methoxyfenozid, insektisitlerin bisasilhidrazin grubunda yer alan yeni nesil biiylime
diizenleyici olarak bilinmektedir. Bisasilhidrazin grubundaki insektisitler, boceklerde
larval donemde hiicre boliinmesi, doniisiim ve olgunlagma gibi siireglerden sorumlu
ekdison hormonunun normal isleyisini etkileyerek biiyltime ve gelisim siire¢lerini bozarak
etkili olmaktadir. Methoxyfenozid, 6zellikle Lepidoptera larvalarinda ekdison etkiler

gostererek zararli kontroliinii saglamaktadir [137, 189].

Methoxyfenozidin genotoksisitesi hakkinda mevcut bilgilerimiz oldukg¢a sinirlidir.
Salmonella typhimirium 'un gesitli suslarin1 kullanan ters mutasyon testlerinden elde
edilen sonugclar negatif ¢cikmistir [190-192]. Ayrica Cin hamsteri yumurtalik hiicrelerinde
hprt lokusunda kromozomal hasar veya gen mutasyonlari gdzlenmemistir. Fare kemik
iliginde yapilan in vivo mikronukleus testleri, in vitro testlerden elde edilen bulgularla
uyumlu olarak negatif sonuglar vermistir [193, 194]. Bu verilere bakilarak
methoxyfenozidin genotoksisite potansiyeli konusunda kesin sonuglara varmak zordur.
Bu bocek ilacinin potansiyel genotoksik etkilerini tam olarak anlamak ve giivenligini
belirlemek icin ¢esitli test sistemleri ve organizmalar kullanildig1 daha fazla aragtirmaya

ithtiyag¢ oldugu goriilmektedir.

Methoxyfenozid’in sogan kok ucu hiicrelerinde distile su ile karsilastirildiginda Mi
azalttign belirlenmistir. Methoxyfenozidin MI iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir
calismaya rastlanilmamustir. Ancak insektisitlerin sogan kok hiicrelerinde MI
inhibisyonuna sebep oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur. Diazinon [195], Lindane
[196], Imidacloprid [197], Cypermax plus 550 (Chloropyrifos %50 + Cypermetrin %5
EC) [198] ve Abamectin [178] insektisitlerinin sogan kok hiicrelerinde Mi azalmasina

neden oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.

Methoxyfenozid’in sogan kok hiicrelerinde en fazla diizensiz metafaz olusumuna
sebebiyet verdigi tespit edilmistir. Bu sonug insektisitlerin metafaz hiicreleri iizerindeki
olumsuz etkilerinin tespit edildigi Onceki g¢aligmalari dogrulamaktadir. Deltametrin
insektisitinin 24 saat sofan kok hiicrelerine uygulanmasinin metafaz hiicrelerinde

mikrotiibiillerin paralel dizilimini bozarak anomali miktarini arttirdigr belirlenmistir
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[199]. Mitotik iplikler tizerindeki benzer etkiler, sentetik piretroid insektisitlerden
cypermethrin ve fenvaleratin sogan kok hiicrelerine 6 ve 24 saat uygulanmasi ile

goriilmiistiir [200].

Methoxyfenozid’in tesvik ettigi diger anomaliler sirasiyla Anafaz-telofazda kopri
olusumu, yapisiklik, kutup kaymasi ve multipolarite olarak kaydedilmistir.
Methoxyfenozidin C-mitoz ve laggard kromozom olugumunu thirama gore daha fazla
tesvik ettigi belirlenmistir. Methoxyfenozidinin etkisiyle ig ipligi islevindeki
engellemeler C-mitoz olusumuna yol agmaktadir. Laggard kromozomlar bdoliinme
sirasinda, dogru sekilde kromozom hareketi ve dagilimindan sorumlu olan tiibiilin

proteinlerinin iglevlerinin engellenmesi sonucunda olusabilmektedir.

Allium test yoOnteminin kullanildigt birgok c¢alisma insektisitlerin farkli bitki
sistemlerinde anomali olusumunu tesvik ettigini gostermistir. Inceer ve calisma
arkadaslari, Giinebakan cicegi (Helianthus annuus L.) kok hiicrelerinde Cypermaxin
genotoksik etkilerini Allium yontemi ile aragtirmistir. 6, 12 ve 24 saatlik uygulamalarda
insektisitin diizensiz metafaz, yapisiklik, laggard, C mitoz ve koprii olusumunu tetikledigi
tespit edilmistir. MI siire ve doza bagli olarak kontrole gore siirekli bir azalma gdstermistir
[201]. Deltametrin insektisininde 24, 36 ve 48 saatlik uygulamalarda giine bakan
ciceginde MI indeksi tiim uygulama siiresi ve konsantrasyonlarda anlamli diizeyde
azalttig1 ve diizensiz profaz, yapisiklik, C-mitoz, laggard ve koprii olusumunu tetikledigi
belirlenmistir [202]. Karaismailoglu, Pyriproxyfen insektisitinin A4.cepa somatik
kromozomlar1 {iizerinde diizensiz profaz, kromatid kopriisii, C-mitoz ve laggard
olusumunu arttirdigin1 gostermistir. MI degeri en yiiksek konsantrasyon (2ppm) ve
uygulama stliresinde (36 saat) kontrole gore oOnemli diizeyde azalmistir [203].
Methoxyfenozidin sogan kok hiicrelerine 24 saat uygulanmasi ile MIi degerinin
konsantrasyondaki artiga bagli olarak azaldigi KA oranlarinin ise arttig1 tespit edilmistir.
Bu sonuclarin Allium testi ile genotoksisite potansiyeli belirlenen diger insektisitlerle

uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Mitotik bitki hiicrelerinde kromozom anomalilerinin olusumunda genotoksik maddelerin

isleyis sekline bagli iki olast mekanizma bulunmaktadir. Ilk olasilikta genotoksik
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maddeler ig ipligi olusumunu bozarak ya da tiibulinlerin kinetekora baglanmasini
onleyerek andjenik degisimlere sebep olmaktadir. ikinci olasilikta madde klastojenik

etkiler gostererek DNA’da kirilma ve kopmalari arttirmaktadir [204].

Somatik mutasyon ve rekombinasyon test yontemi (SMART) kimyasallarin genotoksisite
potansiyellerinin Drosophila melanogster soylar1 kullanarak incelenmesine olanak
saglamaktadir. SMART yontemi; kimyasallarin gen mutasyonu, kromozomal yeniden
diizenleme, kromozom kirilmas1 veya kaybindan kaynaklanan heterozigotluk kaybim
indiikleme potansiyellerini degerlendirmek icin hizli ve etkili bir yontem olarak kabul
edilmektedir. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi, goz benek testi ve kanat benek
testi olmak tizere iki farkl sekilde uygulanmaktadir. Calismamizda kullanilan thiram ve
Methoxyfenozid pestisitlerinin  genotoksisitesi, kanat benek testi kullanilarak

degerlendirilmistir.

Kimyasal maddelerin Drosophila melanogaster kanatlarindaki genotoksik etkileri tek tip
klonlar ya da ikiz klonlar seklinde goriilmektedir. Tek tip klonlar genellikle mwh fenotipi,
nadiren de flr® fenotipi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kanatlarda 1 veya 2 mwh hiicresi olan
lekeler kiictik tek tip klonlar olarak kabul edilirken, 3 veya daha fazla mwh hiicresi olan
trikomlar biiylik tek tip klonlar olarak smiflandirilmaktadir. Arastirmacilar, tek tip
klonlarin olusumunda nokta mutasyonlari, delesyonlar, translokasyon tipleri, monozomi
gibi mutasyonlarin yani sira belirleyici genler arasinda meydana gelen mitotik
rekombinasyonlarin etkili oldugunu belirlemistir [205]. ikiz klonlar ise mwh ve flr?
fenotiplerinin bir arada goriildiigii mutant trikomlardir. Tek tip klonlardan farkli olarak,
ikiz klon olusumunun yalnizca mitotik rekombinasyon sonucunda gergeklestigi tespit

edilmistir [100].

Thiram’1n 0,0005 gr/L, 0,001 gr/L ve 0,002 gr/L konsantrasyonlari ile muamele edilen 72
+ 4 larvalardan gelisen mwh/flr® (normal kanat) ve mwh/ TM3 Bd® (serrat kanat) ergin
bireylerin kanat c¢iftlerinden ayri1 ayri preparatlar hazirlanmistir. Genotoksisitenin
degerlendirilmesinde klon tiplerinin frekanslar1 ve klon indiiksiyon frekanslarinin negatif
kontrole gore sonuglari, klon indiiksiyon frekanslarinda bir artis oldugunu ortaya

koymustur.
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Thiram’in kiiciik tek tip mwh klonlarinin olusumunu indiikledigi ancak ikiz klon
olusumuna bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Baz1 anestezik ajanlar [206], gida katki
maddeleri [207], bor [208], kursun bilesikleri [209], nanopartikiiller [210] ve terpenlerle
[211] gerceklestirilen Drosophila kanat mutasyon testinde kiigiik tek tip klonlarda artig

goriiliirken bu maddelerin ikiz klon olusumunu etkilemedigi tespit edilmistir.

Kursun ve ¢aligma arkadaslari, metiram, kresoxim-methyl, propamocarb ve hymexazol
fungusitlerinin kiiclik tek tip klon olusumunu arttirdigin1 ancak bu artisin anlamsiz
oldugunu belirlemistir. Calismada SMART yontemi ile elde edilen sonuglara gore bu
fungusitlerin genotoksisiteye sebep olmadig: tespit edilirken; Comet deneyinde DNA tek
iplik kirigina sebep oldugu belirtilmistir [212].

Literatiir arastirmalarinda thiramin genotoksik potansiyelinin Drosophila irklarinda kanat
benek test yontemi ile degerlendirildigi bir calisma bulunmamaktadir. Thiram’in
genotoksik etkilerini gbz benek test yontemi ile arastirmig ve dar bir doz araliginda (0.2
mM, 0.5 mM, mM, 2 mM) pozitif sonuglar tespit etmistir [213]. Drosophila ile yapilan
resesif letal testlerinde thiram mutajen etki gostererek spermler/spermatidler ve
spermatid/spermatositler arasinda resesif letal etki olusturdugu belirlenmistir. Thiram,
mancozeb ve peltar (maneb %350 ve Thiophanate-methyl 9%25) fungusitlerinin
Drosophila’da Omiir uzunluklar1 ve larvalarin hayatta kalma oranlarina etkileri
aragtirtlmistir. Veriler, thiramin Oregon bireylerinde ortalama Omiir uzunlugunu %42
oraninda azaltmistir. Ayrica thiramin 500 ila 1500 ppm doz araliginda Oregon ve triploit

sinek larvalarinda hayatta kalma oranini yaklasik %60 azalttig1 saptanmstir [214].

Dithiokarbamatli fungusitlerden Maneb, Zineb, ETU ve phthalimide sinifi fungusitlerden
Captanin genotoksistesini Drosophila kanat benek test yontemi ile degerlendirmistir.
Captan ve Zineb i¢in standart (ST) ve yiiksek biyoaktivasyonlu (YB) ¢aprazlarinda elde
edilen sonugclar negatiftir. Maneb sadece ST ¢aprazlamada pozitif sonuclar gosterirken
ETU hem ST hem de YB caprazlamalarinda pozitif sonuclar gostermistir. Calismada
Maneb ve ETU fungusitlerinin Drosophila kanatlarinda zayif genotoksisite gosterdigi
rapor edilmistir [215].
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Cyprodinil ve Fludioxonil fungusitlerinin genotoksisitesi SMART yontemi ile
arastirilmistir. Cyprodinil’in ST ve YB caprazlamalarinda en yiiksek dozlarda 10 (mM)
mutajenik etki gostererek klon indiiksiyon frekanslarini arttirdigi  belirlenmistir.
Fludioxonil’ de yliksek dozlarda benzer etkiler gostererek her iki ¢aprazlamada da klon

indiiksiyon frekanslarini ytikselttigi goriilmiistiir [216].

Captan ve Captafol fungusitlerinin mutajenik ve rekombinejenik etkileri Drosophila
melanogater kanat hiicrelerinde c¢alisildi. Genotoksisite testleri i¢in, her iki bilesik akut
(3 saat) ve kronik (48 saat) besleme yoluyla 3 giinliik larvalara uygulanmistir. Akut
besleme deneylerinde, kaptan ve kaptafol yalnizca 10-100 mM maruziyet konsantrasyon
araliginda kiigiik tek tip ve toplam benekler icin pozitif sonuglar vermistir. Kronik tedavi
deneylerinde ise, captan yalnizca 2.5 ve 5 mM konsantrasyonlarinda kiigiik tek ve toplam
lekeler icin pozitif sonuglar géstermistir. Elde edilen bulgulara gére bu pestisitlerin genel

mutajenik aktivitesinin ¢ok zayif oldugu goriilmiistiir [217].

Methoxyfenozid 0.1 mL/L, 0,2 mL/L ve 0,4 mL/L konsantrasyonlar1 ile muamele edilen
7244 larvalardan gelisen mwh/flr® (normal kanat) ve mwh/TM3 Bds (serrat kanat) ergin
bireylerin kanat c¢iftlerinden ayri1 ayri preparatlar hazirlanmistir. Genotoksisitenin
degerlendirilmesinde klon tiplerinin frekanslari ve klon indiiksiyon frekanslarinin distile
su kullanilan kontrole gore durumlart karsilastirilmistir. Buna goére Methoxyfenozidin
tiim konsantrasyonlarinda ve kanat tiperinde klon indiiksiyon frekanslarinin kontrole gore

belirlenmistir.

Methoxyfenozid’in genotoksik etkilerinin SMART yontemi ile arastirildigr bir ¢alisma
bulunmamaktadir ancak Drosophila melanogaster hiicrelerinde proliferasyon tizerindeki
etkilerinin arastirlldigi  bir ¢alismada Methoxyfenozidin varliginda ekdisteroid

reseptoriiniin (EcR/USP) islevsiz hale geldigi tespit edilmistir [189].

Cypermethrin, Cyphenothrin, Deltamethrin ve Permethrin insektisitlerinin ve piperonil

butoksid (PBO) karisimlarinin Drosophila kanat hiicrelerindeki etkilerini arastirilmistir.
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Insektisitlerin sadece letal dozlart PBO nun farkl1 oranlari ile karistirilmis (1:0.25, 1:0.5,
1:0.75, 1:1 ve 1:2) ve genotoksik etki gdstermedikleri tespit edilmistir [218].

Aciole ve calisma arkadaslari, Dillapoil ve Spinozad pestisitlerinin genotoksisitesini
Drosophila somatik hiicrelerinde SMART yontemi ile degerlendirmistir. Dillapoil 80 pg
mL! ve Spinozad 1.6 ug mL"' konsantrasyonlarinda kiigiik tek tip mwh klonlarmn olusumu
degerlendirildiginde pozitif sonuglar vermistir. Spinozadin sadece rekombinojenik etkiler

gosterdigi ve Dillapoil’den 14 kat daha toksik oldugu kaydedilmistir [219].

Azametifos, Diklorvos, Metil parathion insektisitlerinin mutajenik etkileri SMART
yontemi ile aragtirilmistir. Diklorvosun diger iki insektisite oranla daha mutajenik oldugu
tespit edilmistir. Buna ek olarak {i¢ insektisit icin kaydedilen toplam mutasyon ile

incelenen toplam kanat arasinda da pozitif bir korelasyon oldugu kaydedilmistir [220].

Pretiroid grubu insektisitlerinden Deltametrin ve organofosfathi insektistlerden
Permetrinin genotoksik etkileri Drosophila kanatlarinda ¢alisilmistir. Elde edilen sonuclar
Deltametrinin 25 ppm, 50 ppm ve 75 ppm konsantrasyonlarinda, larva ve ergin evrelerde

Permetrinden daha toksik oldugunu gostermistir [221].

Alt1 farkli insektisit (Allethrin, Dieldrin, Endrin, Dimethoate ve Malathion) ve
metilendioksifenolik bilesik piperonyl butoxide’in mutajenik etkileri Drosophila kanat
mutasyon test yontemi ile incelenmistir. ST ve YB ¢aprazlamalarinin analizinde bu

maddelerin hepsinin negatif sonuglar verdigi goriilmiistiir [222].

Bocek ilact Fipronilin farkli konsantrasyonlari (0,3, 0,7, 1,5, 3,0 x 10° mM) ST ve YB
caprazlamalarindan elde edilen ii¢lincii instar larvalara uygulanmistir. Fipronil, YB’de
tim dozlarda ST 0,7x 10> mM harici dozlarda mutajenik oldugunu gdstermistir. Bu
calisma ile, Fipronilin Drosophila melanogaster'in somatik hiicrelerinde mutajenik,

rekombinojenik ve karsinojenik etkiler gosterdigi rapor edilmistir [223].

Noro-aktif insektisitler sinifindan thiamethoxam (TMX) ve sistemik insektisitlerden
Actaranin mutajenik, rekombinojenik ve karsinojenik etkileri Drosophila somatik

hiicrelerinde arastirilmustir. Ugiincii instar larvalara TMC ve Actara formiilasyonlar:
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uygulanmis (2,4; 4,8;9,7 x 10*ve 1,9x 103 mM ) ve yiiksek biyoaktivasyonlu bireylerin
kanatlarinda TMX mutajenik etkiler gostermistir. Epitel tiimdr belirleme testinde ise her

iki pestisitinde kanserojenik etkileri olmadigi tespit edilmistir [224].

Sonug olarak ¢alismamizda Thiram’in mitotik indeks degerini azalttig1 ve ¢esitli anomali
tiplerinin olusumunu indiikledigi bulunmustur. Bu sonuglar thiramin Allium test yontemi
ile calisildigi oOnceki c¢aligmalarla uygunluk gdstermektedir. Ayrica Thiram
konsantrasyonlarinin klon indiiksiyon frekansini arttirdigi ve 6zellikle kiigiik tek tip mwh
klon olusumunu indiikledigi kaydedilmistir. Methoxyfenozid’in Allium testinde mitotik
indeksi azalttigi ve cesitli anomali tiplerinin olusumun indiikledigi tespit edilmistir.
SMART yonteminde ise konsantrasyon arttik¢a klon indiiksiyon frekanslariin arttirdigi
belirlenmistir. Bu bulgular, 6nceki ¢aligmalar ile karsilastirildiginda methoxyfenozid’in

potansiyel genetik hasar olusturma yetenegine dair yeni kanitlar sunmaktadir.

Zararlilarla miicadelede pestisit kullanimi, biyolojik miicadele ve geleneksel ya da
organik tarim gibi Entegre Zararli Yonetimi (EZY) stratejilerine ragmen hala en ¢ok
tercth edilen yontem olarak kabul edilmektedir. Genotoksisite testleri, pestisitlerin
genetik materyalde neden olabilecegi degisikliklerin ve genetik hasarlarin tespit edilmesi
ve potansiyel risklerin ol¢iilmesinde biiylik 6nem arz etmektedir. Bu testler, uygun
kullanim dozlarinin belirlenmesini miimkiin kilarken, siirdiiriilebilir tarim politikalar1
olusturulmasinda, biyogesitlilik ve halk sagliginin korunmasinda bilimsel temel
saglamaktadir. Sonug¢ olarak pestisit kaynakli cevresel tehditler ve saglik riskleri
pestisitlerin etki potansiyellerinin anlasilmasi ve bu sekilde EZY gibi uygulamalara
adaptasyonu ile halk sagliginin korunmasi i¢in genotoksisite testlerinin artmasi ve yeni

yontemlerin gelistirilmesinin 6nemli oldugu goriilmektedir.
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