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BAZI INSEKTISITLERIN CESIiTLi SOMATIK HUCRELERDE iN ViVO VE iN VITRO
OLARAK GENOTOKSIK ETKILERININ BELIRLENMESI VE OLASI ETKILERIN
KUSBURNU (Rosa canina L.) BITKISINE AIT EKSTRELER KULLANILARAK
GIDERILMESI
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Biyoloji Anabilim Dalt
Molekiiler Biyoloji Bilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Handan UYSAL

Bu c¢alismada bes farkli insektisitin genotoksik etkileri Drosophila melanogaster’de somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), insan periferal lenfosit hiicrelerinde ise mikroniikleus
(MN) ve kardes kromatit degisimi (KKD) testleri kullanilarak arastirilmistir. Ayrica ayni
insektisitlerin olas1 genotoksik etkileri kusburnu (Rosa canina L.) bitkisine ait su ve etanol ekstreleri
ile giderilmeye c¢alisilmistir. SMART i¢in normal kanatli bireylerde toplam klon frekansi negatif
kontrol grubunda 0,13 (%1 DMSO) ve 0,11 (%2,5 aseton), pozitif kontrol grubunda (1 ppm EMS)
ise 0,64 olarak bulunmustur. insektisitlerin en yiiksek uygulama gruplari igin bu deger profenofosda
0,26, sipermetrinde 0,28, fenvaleratta 0,31, lufenuronda 0,26 ve tetradifonda 0,14 olarak
hesaplanmstir. Tetradifon hari¢ diger insektisitlerdeki toplam klon frekansi artisi, DMSO ve aseton
negatif kontrol grubuna gore pozitif etkili bulunmustur (P<0,05). Dolayisi ile bu insektisitler normal
kanatli bireylerde genotoksik etkili kabul edilmistir. Serrat kanath bireylerde ise sadece fenvalerat
pozitif etkili bulunmus ve DMSO negatif kontrol grubuna ait 0,09 olan toplam klon frekansi bu
insektisitin en yiiksek uygulama grubunda 0,23’e ¢ikmistir. Kusburnu ekstrelerine ait iyilestirici
etkinin belirlenmesi i¢in de yalnizca pozitif etkili insektisitlerin en yiliksek uygulama grubu ile
calisilmistir. Kusburnu su ekstresi (RCg,) normal kanatli bireylerde toplam klon frekansi bakimindan
profenofosun etkisini 0,21’e, sipermetrini 0,19’a, fenvalerat1 0,23’e, lufenuronu da 0,19’a, etanol
ekstresi (RCq,) ise yine bu degerleri profenofosda 0,20’ye, sipermetrinde 0,23’¢, fenvaleratta 0,21°e
ve lufenuronda 0,20’ye diistirmiistiir (P<0,05). Serrat kanat fenotipli bireylerde fenvaleratin en
yiiksek uygulama grubunda 0,23 olan toplam klon frekansi RCy, ile 0,15e, RCg, ile de 0,18’e kadar
diisiis gostermistir. Bu diigiis de istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05). Elde edilen bu
sonuglar RCy, ve RCq’nin antigenotoksik etkisini gostermektedir. MN ve KKD testlerinde de
insektisitler doz artisina bagl olarak mutasyon frekansini artirmigtir. Negatif kontrol grubuna gore
gozlenen bu artiglar tetradifon hari¢ diger insektisitlerde pozitif etkili bulunmustur (P<0,05).
Kusburnu ekstreleri ise insektisitlerin en yliksek uygulama grubuna ait MN ve KKD frekanslarin
onemli derecede azaltmistir (P<0,05). Elde edilen tiim verilere gore kullanilan bes insektisitten
profenofos, sipermetrin, fenvalerat ve lufenuron hem in vivo hem de in vitro olarak genotoksik etkili
bulunmustur. Tetradifonda ise bu yonde bir etki belirlenememistir. Calismanin ikinci kisminda ise
kusburnu ekstrelerinin kullanilan tiim test sistemlerinde insektisitlere ait genotoksik etkileri azalttig1
dolayisi ile iyilestirici etkiye sahip oldugu gozlenmistir.

2016, 152 sayfa
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DETERMINATION OF IN VIVO AND IN VITRO GENOTOXIC EFFECTS OF SOME
INSECTICIDES IN VARIOUS SOMATIC CELL AND MODULATION OF POSSIBLE
EFFECTS BY USING EXTRACTS OF THE ROSEHIP PLANT (Rosa canina L.)

Caner KASIMOGLU

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Department of Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Handan UY SAL

In this study, genotoxic effects of five different insecticides were investigated using somatic
mutation and recombination test (SMART) in Drosophila melanogaster, micronucleus (MN) and
sister chromatid exchange (SCE) tests in the human peripheral lymphocyte cells. Additionally,
modulation of the possible genotoxic effects of the same insecticides were studied with the water
and the ethanol extracts of rosehip plant (Rosa canina L.). Total clone frequencies in normal wing
phenotype individuals for SMART were found 0,13 (1% DMSO) and 0,11 (2,5% acetone) in
negative control group, 0,64 in the positive control group (1 ppm EMS). These values in the highest
application groups of insecticides was calculated as 0,26 in profenophos, 0,28 in cypermethrin, 0,31
in fenvalerate, 0,26 in lufenuron and 0,14 in tetradifon. Increases in the total clone frequencies of the
other insecticides except tetradifon were found positive effect according to the DMSO and acetone
negative control groups (P<0,05). Therefore, these insecticides have been accepted genotoxic effect
in the normal wing phenotype individuals. In the serrate winged individuals, only fenvalerate was
found positive effect and the total clone frequency which is 0,09 in the DMSO negative control
group has risen to 0,23 in the highest application group of this insecticide. The highest application
groups of only positive effective insecticides were studied to determine therapeutic effects of the
rosehip extracts. The total clone frequencies of the normal winged individuals decreased to 0,21 in
profenofos, 0,19 in cypermethrin, 0,23 in fenvalerate, 0,19 in lufenuron with the water extract of the
rosehip (RCys) and 0,20 in profenofos, 0,23 in cypermethrin, 0,21 in fenvalerate, 0,20 in lufenuron
with the ethanol extract (RC¢) (P<0,05). In the serrate wing phenotype individuals, the total clone
frequency which is 0,23 in the highest application group of fenvalerate has reduced to 0,15 with the
RCu and 0,18 with RCg,. These declines were statistically significant (P<0,05). These results
indicate the antigenotoxic effects of the RC, and RCgy. In the MN and SCE tests, insecticides
increased the mutation frequencies depending on dose increases. The observed increases compared
to the negative control group were found positive effect in the other insecticides except tetradifon.
The rosehip extracts significantly decreased the MN and SCE frequencies of the highest applications
of the insecticides. According to the all datas, profenofos, cypermethrin, fenvalerate and lufenuron
were found genotoxic effective as both in vivo and in vitro. These effects could not be determined
for tetradifon. In the second part of the study, it has been observed that the rosehip extracts have
reduced genotoxic effects of the insecticides in all used test systems and have the curative effects.
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Keywords: Insecticides, Genotoxicity, Antigenotoxicity, Rosehip, Micronucleus, SMART, SCE,
Drosophila melanogaster, The Peripheral Lymphocyte Culture
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

BdS Serratlik geni

BrdU 5-bromo-2-deoksiiiridin
Ca Kalsiyum

cm Santimetre

dk Dakika

DNA Deoksiriboniikleik asit
EMS Etil metansiilfonat

EPA Cevre koruma ajansi

fir® Flare geni

g Gram

Ho Orijinal (null) hipotez

Ha Alternatif hipotez

KCI Potasyum kloriir

kg Kilogram

KH,PO, Potasyum hidrojen fosfat
KIF Klon indiiksiyon frekansi
KKD Kardes kromatid degisimi
LDso Bir populasyondaki bireylerin yarisini 6ldiiren uygulama dozu
M Molar

mg Miligram

ml Mililitre

mm Milimetre

mM Milimolar

MN Mikroniikleus

mwh multiple wing hair=Coklu kanat killig1 geni
Na Sodyum

Na,HPO, Sodyum hidrojen fosfat
NaCl Sodyum kloriir

NBI Niikleer boliinme indeksi

Vil
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°C
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ppm

Ri

rpm
SMART
TM3
WHO

Nanometre

Oksijen

Santigrat derece

Fosfat tamponu
Milyonda bir birim
Replikasyon indeksi
Dakikada doniis sayisi
Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
Dengeleyici kromozom
Diinya Saglik Orgiitii
Alfa
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Mikrogram
Mikromolar
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizli artis1 ile birlikte besin ihtiyaci da artmis, bu durum teknolojik
gelismelere paralel olarak insanlari yeni arayiglara yonlendirmistir. Tarimsal iiretimi
artirmak i¢in tarim zararlilart ile etkin miicadele de benimsenen yontemlerden birisi
olmustur. Bu amagla pestisit adi verilen c¢esitli kimyasal maddeler gelistirilmistir.
Pestisit, hagerat (pest) olarak da bilinen zararlilar1 6ldiirmek i¢in kullanilan madde
anlamima gelmektedir. Hastalik tasiyan parazitler, bitki zararlis1 bocekler, mantar ve
yabani otlar bu zararlilara 6rnek olarak verilebilir (Ogiit 2012). Pestisitlerin kullanim1
oldukca eskiye dayanmaktadir. Tarihsel siirec iginde M.0O. 1000 yilinda kiikiirt’iin, M.S.
900’li yillarda arsenigin ve 1690°da tiitiin ekstraktlarinin boceklere karsi kullanildigi
belirtilmistir. Sentetik pestisitlerin kullanimima ise II. Diinya savasindan sonra
baslanmigtir. Organokloroid insektisitlerden birisi olan DDT nin insektisit 6zelligi 1939

yilinda kesfedilmis ve kullanimi yayginlasmistir (Agar vd 1991).

1940’11 yillardan itibaren baslanan sentetik pestisit kullanimi, 1960’11 ve 70’li yillarda
hizla artmis, 1990’larin ikinci yarisindan itibaren ise azalmaya baglamistir (Pedigo
1996). Diinyadaki pestisit tiiketimi, yillik yaklagik 3 milyon ton olup satis tutar1 da
ortalama 30 milyar dolara ulagsmistir. Pestisit tiiketiminin %80°1 gelismis {ilkeler
tarafindan gergeklestirilmektedir (Oztiirk 1997). Ulkemizdeki pestisit tiiketimi AB
tilkelerinin oldukg¢a gerisinde olup, hektar basina kullanilan pestisit miktar1 1990°da
400-500 g iken, 2006 yilinda 705 g’a ulagmstir. Ulkemizde pestisit tiiketiminde 1979-
2007 yillar1 arasinda %270’lik artis gozlenmis (Delen 2008) ve 2007 yilinda
iilkemizdeki pestisit tiiketiminin de 22,681 ton oldugu belirlenmistir. Ulkemizdeki
pestisit tiiketiminin %42,02 si Akdeniz ve Ege Bolgesi’nde, %4,8’1 ise Dogu Anadolu
Bolgesinde gerceklesmistir (Tiryaki vd 2010). Ayni1 yazara gore pestisit
kullanilmaksizin iretim yapilmasi halinde, tiretim miktarinda %60 hatta %100 kayip
olabilmektedir. Ulkemizde tarim1 yapilan kiiltiir bitkileri, sayilar1 500°{i asan hastalik ve
zararlinin tehdidi altinda olup yeterli miicadele yapilmadig: i¢in toplam {iriiniin yaklagik
1/3’1 kayba ugramaktadir. Tiirkiye’de pestisitlerin kullaniminda en 6nemli grubun %45

ile insektisitler oldugu, bunu %24 ile herbisitlerin izledigi, fungisitlerin ise %16 paya



sahip oldugu tespit edilmistir (Kaya 2007). Tiirkiye’de tiiketilen pestisitlerin yillik satis
tutari, 1990-2000 yillar1 arasinda 200—300 milyon dolar arasinda degismistir (Dag vd
2000).

Pestisitler tarimsal iiretimin artirilmasi, gidalarin ve halk sagliginin korunmasinda
sagladigi faydalara ragmen g¢esitli problemlere de yol agmaktadir. Pestisit
uygulamasinin %0,015- 6,0’s1 hedef alinan canli iizerine ulagsmakta, geri kalan %94-
99,9’luk kisim ise hedef olmayan organizmalara ve topraga ulagsmakta ya da sulara
karismaktadir (Tiryaki 2010). Pestisitler ayrica insanlarda cesitli zehirlenmelere de
sebep olmaktadir (Cakir and Sarikaya 2005). Diinya Saglik Orgiiti (WHO), diinyada
yillik {i¢ milyon pestisit zehirlenmesi vakasinin goriildiigiinii ve bunlarin 220 000’inin
6limle sonuclandigini (Darko and Akoto 2008), Uluslararas1 Kanser Arastirmalari
Ajansi (IARC) da ¢ok sayida pestisitin laboratuvar hayvanlarinda kanserojen oldugunu
belirtmistir (Bolognesi 2003). Pestisitlerin bir¢ogunun mutajenik oldugu ve g¢esitli
gelisimsel problemlere yol agtigi da Giri et al. (2002) tarafindan rapor edilmistir.
ABD’de yapilan bir arastirmada, annelerin %70’inin hamileyken pestisitlere maruz
kaldig1 ve %55’inin idrarinda Olgiilebilir seviyede pestisit varligi tespit edilmistir
(Berkowitz et al. 2003). Avrupa’da ve ozellikle ABD’de, insanlar1 ve hedef olmayan
organizmalar1 pestisitlerin zararlarindan korumak i¢in c¢esitli ¢aligsmalar yapilmis ve
geleneksel pestisitlerin yerini daha spesifik, hedef olmayan organizmalar {izerinde daha

az toksik etkili pestisitlerin almas1 saglanmistir (Horowitz and Ishaaya 2004).

Pestisitler, goriniislerine, fiziksel yapilarina, kullanildiklar1 zararli gruplarina,
formiilasyon sekline, etken maddesine, zehirlilik derecelerine, kullanim tekniklerine
bakilarak siniflandirilabilmektedir. Kullanildiklar1 zararli grubuna gore pestisitler;
insektisit (bocek oldiiriicii), fungisit (mantar 6ldiiriicli), herbisit (yabani ot oldiiriicii),
akarisit (Ortimcek Oldiriicli), bakterisit (bakteri oldiiriicii), nematosit (yuvarlak
solucanlar1 6ldiiriicii) vb. cesitli gruplara ayrilmaktadir (Akdogan 2011). Pestisitler
icerisinde zararhillara karst en yaygin olarak kullanilan grup insektisitlerdir. Bu

aragtirmada da pestisitlerin alt gruplarindan birisi olan insektisitler kullanilmistir.



1.1. insektisitler

Insektisitler, zararli bocekleri kontrol etmek ve yayilmalarini énlemek icin kullanilan,
yumurtalari, larvalar1 ya da erginleri etkileyen kimyasal maddelerdir ve 20. yiizyilda
ziral iretimin artmasini saglayan en Oonemli faktorlerden birisi olmustur. Yalnizca

ziraatta degil tip, veterinerlik ve endiistri alanlarinda da kullanmaktadir (Caliskan 2010).

Insektisitler, sistemik, yiizeysel, dogal, sentetik, inorganik ve organik gibi cesitli
sekillerde simiflandirilabilmektedir. Sistemik insektisitler; uygulanan bitkiler tarafindan
alian ve bu bitkilerle beslenen bocekleri etkileyen insektisitlerdir ve bu gruba bir ¢esit
norotoksin olan imidakloprid (Rortais et al. 2005) ve asetamiprid (Horowitz et al. 1998)

ornek olarak verilebilir.

Yiizeysel insektisitler; bitkilerin ylizeyi ile temas eden bocekleri etkileyen
insektisitlerdir. En bilinen ve yaygin olarak kullanilan 6rnegi bir ¢esit piretroid insektisit
olan sipermetrindir (Cakir 2008). Dogal insektisitler; cesitli bitki ekstrelerinden elde
edilen nikotin, piretrin (Atamanalp ve Cengiz 2002) gibi insektisitlerdir. Sentetik
insektisitlerin  kesfinden oOnce gelismis iilkelerde olduk¢a fazla miktarda
kullanilmiglardir (Isman 1997). Inorganik insektisitler de ikinci diinya savasindan énce
kullanilmislardir. Bor, flor, borik asit, arsenik, fosfor, sodyum floriir bocekleri kontrol
etmek amaci ile kullanilan inorganik kimyasallara 6rnek verilebilir (Ebeling 1995).
Organik insektisitler ise glinlimiizde en fazla kullanilan insektisit grubudur. Biiyiik
cogunlugu sentetik olup, organokloroid, organofosfat, piretroid, neonikotinoid gibi

¢esitleri bulunmaktadir.

Organokloroid insektisitler, yapisinda klor bulunduran organik bilesiklerdir. En bilinen
organokloroid insektisitler, halk arasinda kisaca DDT olarak bilinen dikloro difenil
trikloroetan ve heksaklorosikloheksandir (HCH). Bu insektisitler, tifiis ve sitma gibi
hastaliklarin  6nlenmesinde uzunca siire kullanilmiglardir (Pham et al. 1996).
Organokloroid insektisitlere dieldrin (Wassermann et al. 1982) ve tetradifon (Villarroel

et al. 2000) gibi insektisitler de 6rnek verilebilir. Yagda ¢oziiniirlikleri ve kimyasal



stabiliteleri oldukga yiiksektir. En kararli insektisitler olarak kabul edilirler. Cogunun
yarilanma omrii 10-15 yil arasinda degismektedir (Ering 1984). Bunun sonucu olarak
ekosistemde uzun siire etkilerini gosterirler. Organizmalarin 6zellikle yag dokusunda
birikme 6zelligine sahiptirler. DDT ve metabolitlerinin viicuda alindiktan sonra yag
dokusunda ve siitte depolandig1 bildirilmistir. Insanlarda oldukga toksik olan aldrin ve
dieldrin gibi organokloroid insektisitlerin 6zellikle merkezi sinir sistemini etkiledigi

belirlenmistir (WHO 1996).

Organofosfat insektisitler; fosfat veya kiikiirt igeren esterlerdir. Toz veya sivi halde
bulunurlar. Suda genellikle ¢ok az ¢oziiniirken yag ve organik c¢oziiciilerde iyi
¢ozliniirler. Organofosfat insektisitler ¢evrede uzun siire kalamazlar ve uygulamadan
birka¢ hafta sonra parcalanirlar (Kaya vd 2002). Organofosfat insektisitler,
asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek toksik etki gosterirler. Herhangi bir sinirsel
uyarinin sinir sisteminde tasinmasi asetilkolin araciligi ile gergeklesir. Asetilkolin,
sinapslarda gecisi sagladiktan sonra asetik asit ve kolin adi verilen maddelere hidroliz
olur. Bu hidrolizi asetilkolin esteraz enzimi gergeklestirir. Organofosfat insektisitler bu
enzime baglanarak enzimin gorevini yapmasini engellerler. Dolayisi ile sinapslarda
asetil kolin birikir ve sinirsel iletim olumsuz etkilenir. Bunun sonucunda parasempatik
sinir sistemi asir1 calisir, c¢izgili kaslar kasili kalir, fel¢ gergeklesir ve kalbin
uyarilmasina bagli olarak kan basinci artar (Kogak vd 2005; T.C. Calisma ve Sosyal
Giivenlik Bakanligi Is Teftis Kurulu Baskanlig1 2005).

Sentetik piretroidler; piretrum adi verilen bitki ekstrelerinden kimyasal olarak
gelistirilen insektisit grubudur. Pireotu bitkilerine ait (Chrysanthemum cinerariaefolium
ve Chrysanthemum coccineum) gigeklerin kurutulmasi ve ekstrakte edilmesi ile elde
edilen piretrumlar (Ecobichon 2001; Shafer et al. 2005), ilk kez 1800°1i yillarda
insektisit olarak pire, sivrisinek, kene gibi c¢esitli boceklere karsi kullanilmistir
(Caglayan 2005). Piretrumlar 1s1 ve 1s1ga karst dayanikli olmadiklarindan tarimsal
kullanim i¢in kimyasal benzerleri olan sentetik piretroidler gelistirilmistir ve bugiin tim
global insektisit pazarmin %30°dan fazlasi bu bilesiklere aittir (Reigart and Roberts
1999). 1979 yilinda Balie ve Wood tarafindan 1s18a dayanikli ve giiclii etkiye sahip



sipermetrin ve fenvalerat insektisitleri bulunmustur (Oguz ve Aydin 2001). Piretroidler,
azot, kiikiirt, flor, klor ve brom gibi heteroatomlar1 tasiyan ¢esitli anologlara sahiptir.
Halojenli tiirevlerin insektisit aktivitesi daha yiiksektir (Adelsbach and Tjeerdema 2003)
Suda ¢oziindrliikleri diigiiktiir. Piretroidler, asidik ve ndétral pH’larda yavas, alkali
pH’larda ise ¢ok hizli bozulurlar. Nemli toprakta daha yiiksek oranda olmak iizere
fotolize ugrarlar. Piiskiirtme sonucu havaya yayilan piretroidler, glines 15181 ve
atmosferdeki fiziksel ya da kimyasal diger etkenler ile 1-2 giin igerisinde yikima
ugrarlar (Laskowski 2002). Toksik etkileri olduk¢a yiiksek olan piretroidlerin sinir
hiicrelerinin aksonlarin1 etkileyerek sodyum kanallarinin siirekli agik kalmasini
sagladig ifade edilmistir (T.C. Calisma ve Sosyal Giivenlik Bakanlig Is Teftis Kurulu
Bagkanlig1 2005).

Asirt insektisit kullanimi, bdceklerde direng gelisimi, cevre kirliligi, hedef olmayan
organizmalar1 etkileme gibi gesitli problemlere yol agmaktadir (Tanaka et al. 2000).
Bunun sonucunda arilar, kuslar, baliklar, omurgasizlar ve mikroorganizmalar gibi hedef
olmayan organizmalarda oliimler, lireme potansiyellerinde azalma, tolerans gelismesi
sonucu insanlara hastalik tasiyan bocek ve parazitlerin kontrolden c¢ikmasi ve
ekosistemin yapisinda bozulmalar goriilmektedir (Cakir 2008). Bu ¢aligmada
profenofos, sipermetrin, fenvalerat, lufenuron ve tetradifon gibi insektisitlerin somatik

hiicrelerdeki olasi in vitro ve in vivo genotoksik etkileri aragtirtlmigtir.

1.1.1. Profenofos

Diinyada zirai ve evsel amagh olarak kullanilan genis spektrumlu organofosfat
insektisitlerden birisidir (Moustafa et al. 2007). Pamukta, meyve agaglarinda ve
sebzelerde bocekleri ve akarlart kontrol etmek amaciyla kullanilir (Habiba et al. 1992;
He et al. 2010). Oda sicakliginda 13 giin stabil kalabilmektedir. Yiiksek pH
degerlerinde stabil 6zelligi azalmaktadir. PH degeri 9 iken yaklasik 5 saat bozulmadan
kalabilmektedir (Ismail et al. 2009). Profenofosun nérotoksik etki gosterdigi (Rao et al.
2003), asetilkolinesteraz enzimini inhibe ettigi, oksidatif strese neden oldugu (Kavitha

and Rao 2009) bildirilmistir. Zooplanktonlar ve bdcekler tizerinde yiiksek, baliklarda



orta, memelilerde ise diisiik diizeyde toksik etkiye sahiptir (Ismail et al. 2009). Diinya
saglik orgiitii (WHO) tarafindan orta derecede toksik maddeler olarak kabul edilen II.
sinif toksik maddelerin igerisinde yer almaktadir. Profenofosun fiziksel ve kimyasal

ozellikleri Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Profenofosun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

IUPAC ismi O-4-bromo-2-chlorophenylO-ethylS-propyl hosphorothioate
Molekiiler formuli C11HsBrCIlO5PS
Molekiiler agirlig 374 g/mol

Kimyasal yapisi O
O __CHg

o g
CI N CH,

Br

Yogunlugu 1,482g/cm’

Sudaki ¢oziintrligi | 28 mg/l

1.1.2. Sipermetrin

Sentetik piretroid insektisitlerden birisi olan sipermetrin, ilk kez 1974 yilinda iiretilmis,
1977 yilinda ise ticari olarak satilmaya baglanmistir. Sipermetrinin etkin maddesi sar1
renkli ve sivi olup gesitli fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Cizelge 1.2°de verilmistir.
Sipermetrin, bircok bocek tiirline karsi etkilidir. Meyve ve sebze ekilen alanlarin
yaninda sigir, koyun ve kiimes hayvanlar1 gibi bazi evcil hayvanlarin dis parazitlerden
korunmasinda da kullanilir (Velisek et al. 2006). Ayrica ev, depo, magaza, sera, gemi,
nakliye kamyonlar1 gibi daha bir¢cok yerde ilaglama amact ile kullanilabilmektedir.
Diger insektisitlerde oldugu gibi sipermetrine de insanlar maruz kalabilmektedirler.
Almanya’da yapilan bir arastirmada 1177 kisiden alinan idrar Ornekleri analiz

edildiginde %65’inde sipermetrinin metabolitlerine rastlanmistir (Schettgen et al. 2002).



Sipermetrin, baliklara ve sucul omurgasizlara yiiksek derecede toksiktir ve LDsy (96
saat) degeri Gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) 0,0082 mg/l, Daphnia
magna’da ise 0,0002 mg/I’dir. Cesitli piretroitlerin viicuttan atilmalar1 kuslarda ve
memelilerde 6-12 saat arasinda iken alabaliklarda bu siire 48 saattir (Atamanalp ve
Cengiz 2002). Baliklarda sipermetrin metabolizmasi ve atilmasi, memeli ve kuslarla
mukayese edildiginde cok daha yavas olmaktadir. Bu durum bu bilesigin diger
organizmalara nazaran baliklara daha fazla toksik oldugunu agiklamaktadir.
Sipermetrinin suda ¢oziintirligii disiik oldugundan toprak partikiillerine kuvvetlice
baglanma egilimi gostermektedir. Topraktaki yari omrii 4 giin ile 8 hafta arasinda
degismektedir. Fakat daha kalict da olabilmektedir. Ornegin Kanada’daki tarim
topraklarinda kaliciliginin 4 ile 12 ay arasinda oldugu tespit edilmistir (Cox 1996).

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan II. simf toksik madde olarak gruplandirilan sipermetrin
memeli hayvanlarda, merkezi sinir sistemini, deriyi ve gozleri etkilemekte, alerjik
reaksiyonlara, salya akmasina, biling kaybina, kas titremesine neden olabilmektedir
(Elbetieha et al. 2001). Kuslarda davranis bozukluklarina yol agtigi (Pascual and Peris
1992), insektisit olmasina ragmen bitkileri de negatif yonde etkiledigi gdzlenmistir (Cox
1996; Chauhan et al. 1999). Sistemik olmayip, temas ve mide yolu ile etkisini gdsterir.
Kiigtik dozlar1 bile sinir sistemini etkilemektedir (Cakir 2008). Baliklar, arilar ve sucul
boceklerde ise yiiksek derecede toksik bir maddedir. Norotoksik etki gosteren
sipermetrin, sinir hiicrelerindeki sodyum kanallarin1 bloke ederek depolarizasyon
evresinin uzamasma neden olmaktadir (Velisek et al. 2006). Membran
repolarizasyonunun ve kanallarin kapanmasinin gecikmesine yol acarak sinir iletimini
engellemektedir (Nasuti et al. 2007). Ayrica hiicresel enerji tiretimi, metal atomlarinin
tasinmas1 ve kas kasilmasi ile ilgili bir enzim olan adenozin trifosfatazi da
etkilemektedir (Cox 1996; Kakko et al. 2003). Piretroid insektisitlerin insan Gstrojen
reseptOriine baglanma potansiyellerinin oldugu ve dolayisiyla Ostrojenik aktivite
gosterebilecekleri de ileri stiriilmiistiir (McCarthy et al. 2006). Erkek ratlara oral yolla
uygulanan sipermetrin’in testislerin yapisin1 ve spermatogenezisi olumsuz yonde

etkiledigi Elbetieha et al. (2001) tarafindan gosterilmistir.



Cizelge 1.2. Sipermetrinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

IUPAC ismi [Cyano-(3-phenoxyphenyl)methyl]3-(2,2-dichloroethenyl)-
2,2-dimethylcyclopropane-1-carboxylate

Molekiiler formiilii CxH19CIL,NO3

Molekiiler agirlig: 416,30 g/mol

Kimyasal yapisi
Cl
.

Cl N .%W ]/ 0

Yogunlugu 1,249 g/cm®

Sudaki ¢oztnirligih | 10 pg /L

1.1.3. Fenvalerat

Sentetik piretroid insektisitlerden birisi olan fenvalerat, ozellikle gelismis {lilkelerde
oldukga fazla iiretilir ve tarrmda kullanilir. Tk kez 1976 yilinda iiretilmistir. Meyvelerde
elma i¢ kurdu, elma ag kurdu, armut yaprak biti, mercimek ve nohutta yesil kurt,
mercimek tohum bodcegi, pamuk yaprak kurdu, Antep fistigi yaprak biti,
sekerpancarinda yaprak bdcegi, pancar pireleri, toprak kurtlar1 ve yaprak kurtlarina karsi
kullanilir. Yarilanma 6mrii kisadir ve gabuk bozulur (Shakoori et al. 1996). Fenvalerat,
cevrede genellikle 10 haftadan fazla kalici olmayan bir insektisittir. Yari-omrii, tath
sularda 2-6 giin, deniz suyunda 27-34 giin, toprakta 3-9 giindiir. Bitkiler tarafindan ¢ok
fazla absorbe edilmez ve birikmez (Eisler 1992). Akut temasi takiben hem fenvalerat
hem de metabolitlerinin siiratle viicuttan atildigi, fakat 30 giinliik maruziyet sonrasinda,
fenvaleratin sigan karaciger ve bobreginde biriktigi rapor edilmistir (Misra and Sharma
1997). Narahashi et al. (1992)’a gore, fenvalerat gibi piretroid insektisitler, sodyum
kanallarin1 uzun siire acik tutarak sinir sisteminin asir1 uyarilmasina ve felglere neden
olurlar. Kronik toksisite ¢alismalarinda, hem fare hem de siganlarda fenvalerat

uygulamast sonucu, viicut agirliginda azalma, karaciger agirliginda artis ve diiz



endoplazmik retikulumda bozulmalar gozlenmistir (Tos-Luty et al. 2001). Cesitli
aragtirmacilar tarafindan fenvalerat uygulamasinin memelilerde karaciger, dalak ve lenf
bezleri gibi belirli doku ve organlarda histopatolojik degisikliklere neden oldugu,
karaciger lizozom enzimlerinin aktivitelerini artirdigt ve tiimor uyarici olarak rol
oynayabilecegi bildirilmektedir (Miyamoto et al. 1986; Kaneko et al. 1988).
Fenvaleratin endokrin ve iireme sistemi lizerine de etkilerinin oldugu rapor edilmistir
(Xia et al. 2004). Diinya Saglik Orgiitii tarafindan II. smif toksik madde olarak kabul

edilen bu insektisitin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Cizelge 1.3’te verilmistir.

Cizelge 1.3. Fenvalerat insektisitinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

IUPAC ismi (RS)-alpha-Cyano-3-phenoxybenzyl(RS)-2-(4-hlorophenyl)-
3-methylbutyrate

Molekiiler formuli Co5H2,CINO;

Molekiiler agirlig 419,90 g /mol

Kimyasal yapisi

Cl

=z

Yogunlugu 1,175 glcm®

Sudaki ¢ozlintirligii | 2 pg/L

1.1.4. Lufenuron

Lufenuron, pamuk, sebze ve meyvelerdeki bocek larvalarina, kedi ve kopek gibi ¢esitli
evcil hayvanlardaki parazitlere ve evlerdeki hamam boceklerine karsi kullanilmaktadir.
(Navarro-Llopis et al. 2004). Ayrica maya ve kiiflere karsi da kullanilabilmektedir
(Wilson and Cain 1997). Lufenuron, kitin sentez inhibitorii olup, bocek larvalarmin dig
iskelet olusumunu engelleyerek etkisini gostermektedir. Ergin bocekleri ise

etkilememektedir (Bogwitz et al. 2005). Memeli hayvanlarin dis iskeleti olmadigi igin
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lufenurondan ¢ok fazla etkilenmezler. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan diisiik toksisiteli

maddeler olarak kabul edilen III. sinif toksik maddeler i¢erisinde gruplandirilmistir.

Suda c¢ozintrligh diisiik olup, alkol, aseton, toluen gibi organik ¢oziiciilerde iyi

¢oziinmektedir (Cizelge 1.4).

Cizelge 1.4. Lufenuron insektisitinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

IUPAC ismi 1-[2,5-Dichloro-4-(1,1,2,3,3,3-hexafluoropropoxy)phenyl]-
3-(2,6-difluorobenzoyl)urea
Molekiler formiilii C17HsCl,FgN,O4

Molekiiler agirhigi 511,15 g/mol

Kimyasal yapis1

FFFF \[(

Yogunlugu 1,631 g/cm

Sudaki ¢oziintirliigli | <60 ng/L

1.1.5. Tetradifon

Tetradifon, bircok meyve ve sebze iizerinde insektisit ve akarisit olarak kullanilan
organokloroid pestisitlerden birisidir (Cizelge 1.5). Onemli derecede ¢evresel kirliliklere
(Caffarelli et al. 2004), mutajenik etkilere (Moriya et al. 1986) ve oksidatif strese
(Badraoui et al. 2007b) neden olabilecegi rapor edilmistir. Besinler ile fazla miktarda
tetradifon alinmasi sonucu iskelet sisteminde bozulmalarin oldugu, kemiklerin kalsiyum
ve fosfor igeriginin degistigi bildirilmistir (Badraoui et al. 2007a). Badraoui et al.
(2011) tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada ise tetradifona maruz kalan si¢anlarin

bobreklerinde ¢esitli toksik etkilerin goriildiigli, morfolojik ve fonksiyonel bozulmalarin

ortaya ¢iktig1 ifade edilmistir. Oksidatif fosforilasyon sirasinda mitokondrial ATP
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sentetazi inhibe etmektedir (Villarroel et al. 2000). Bustamante and Pedersen (1973),
tetradifonun sigcan karaciger mitokondrilerindeki enerji liretiminden sorumlu proteinleri
%50 oraninda inhibe ettigini bildirmistir. Tetradifonun insanlar {izerinde de Snemli

etkilerinin olabilecegi rapor edilmistir (Badraoui et al. 2007b).

Cizelge 1.5. Tetradifon insektisitinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

IUPAC ismi 1,2,4-Trichloro-5-(4-chlorophenyl)sulfonylbenzene

Molekiiler formiilii C12HeCl40,S

Molekiiler agirlig: 356,05 g/mol

Kimyasal yapisi Q\ //() Cl

Cl Cl

Cl

Yogunlugu 1,515 glcm®

Sudaki ¢oztintirligii | 78 pg/L

1.2. Genetik Toksikoloji

Toksikolojinin alt dallarindan birisi olan genetik toksikoloji, organizmanin normal
biyolojik isleyisi sirasinda veya kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli olarak
hiicrelerin DNA molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir bilim dalidir
(Vural 2005). “Genetik toksisite” ya da “genotoksisite”; ¢ekirdek, kromozom ve DNA
yapisinda meydana gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari,
kromozomlardaki yapisal ve sayisal anormallikleri kapsayan genel bir terimdir.
Genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol
acmasi ise “genotoksik etki” olarak tanimlanmaktadir (Zeiger 2004). Cesitli maddelerin
mutajenik ve genotoksik potansiyellerini Olgebilmek igin bir¢cok genotoksisite testi
gelistirilmistir. Bugiin genotoksik etkilerin incelenmesi amaci ile mikroorganizmalar,

bocekler, bitkiler ve omurgali hayvanlar iizerinde uygulanabilecek 200°den fazla
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genotoksisite test metodu bulunmaktadir. Genetik toksikoloji testlerinden elde edilen
sonuclar ayni zamanda insan saglig ile ilgili olarak ortaya g¢ikabilecek problemlerin
tahmininde de kullanilabilmektedir. Bu nedenle bir tiirde DNA hasari olusturdugu
bilinen bir kimyasal maddenin, diger tiirlerde de benzer etkiler gosterebilecegini

sOylemek miimkiindiir.

1.2.1. Genetik toksikolojide kullanilan baz test teknikleri

Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri 1920’lerden beri kullanilmaktadir. Bu
testler, cesitli mekanizmalarla dogrudan ya da dolayli olarak genetik materyalde
meydana gelen hasarlar1 saptamak amaciyla gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden
olusmaktadir (Vural 2005). In vitro mutajenite testlerinde genotoksik etkisi arastirilacak
olan madde, deney hayvanindan veya insandan alinan dokulara belli konsantrasyonlarda
uygulanir. Bu testlerin in vivo testlerden farki, test edilen kimyasal maddenin canliya
degil ondan alinan dokuya dis ortamda uygulanmasidir. Genotoksisite testleri ile
mutajenlerin tanimlanmasi, insanda risk tayininin yapilmasi ve bu maddelere gereksiz

maruziyetin 6nlenmesi genetik toksikolojinin baslica amagclarini olusturmaktadir.

Yapilan arastirmalar sonucu, bilesiklerin genotoksik etkisinin saptanmasinda bir testin
yerine bir seri test sisteminin kullanilmasinin daha olumlu sonug verdigi ifade edilmistir
(Houk 1992). Siklikla kullanilan genotoksisite testlerine Allium testi (Levan 1938),
Salmonella testi (Ames et al. 1975), mikroniikleus testi (MN) (Mac Gregor et al. 1987),
kardes kromatid degisimi testi (KKD) (Latt et al. 1981), tek hiicre jel elektroforezi
(SCGE) (Fairbairn et al. 1995) ve somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)
(Graf et al. 1984) 6rnek verilebilir.

Bu calismada, in vivo somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile in vitro
mikroniikleus ve kardes kromatid degisimi testleri kullanildig1 i¢in, bu test tekniklerine

ait detayl bilgi verilmistir.
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1.2.2. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

In vivo mutajenite testlerinde deney hayvanlarina mutajenik etkisi arastirilacak madde
belli konsantrasyonlarda ve beslenme, enjeksiyon gibi ¢esitli yollarla verilmektedir. Bu
testler genellikle bocek ve memeliler kullanilarak yapilmaktadir. Boceklerle yapilan
genotoksisite testlerinden en yaygin olani, genetik yapisi ¢ok iyi bilinen Drosophila’nin

mutant soylarinin kullanildig1 somatik mutasyon ve rekombinasyon testidir.

Son yillarda siklikla kullanilan SMART, c¢esitli kimyasal maddelerin genotoksik
aktivitelerinin saptanmasi i¢in olduk¢a uygun ve etkili bir in vivo test sistemidir. Nokta
mutasyon, delesyon, translokasyon, mitotik rekombinasyon ve kromozom kaybi veya
ayrilmamasi gibi gesitli genetik sonuglarin saptanmasina olanak saglar (Graf et al. 1984,
Graf et al. 1996; Graf et al. 1998). Mitotik rekombinasyonlarin ve mutasyonlarin
etkilerinin fenotipte gozlenebilmesi bu testin en olumlu o6zelligidir. Ayrica isaretli
genlerin trans-heterozigot sineklerde bulunmasi ve gdzlenmesi, ¢aligmanin ydntem
olarak kolay ve ucuz olmasi, hazirlanan materyalin saklanabilmesi de kullanilma
nedenleri arasinda sayilabilir. Drosophila ile yapilan bu in vivo test yoOntemi,
mikroorganizmal in vitro ve memeli in vivo genotoksisite test sistemleri arasinda

baglant1 olusturmaktadir (Frei and Wiirgler 1996).

SMART, g6z ve kanat benek testi olmak fiizere iki cesittir. Her ikisi de erken
embriyonik gelisim sirasinda hiicre gruplarinin (imajinal disk) mitotik olarak ¢ogalmasi
ve yetiskin sinegin viicut yapisini olusturacak sekilde farklilagsmasi esasina
dayanmaktadir (Graf et al. 1996; Graf et al. 1998). Testi yapabilmek i¢in sadece bir
generasyon yeterlidir ve tek bir sinegin kanadinda yaklasik 25 000 hiicrenin analizine
imkan verdigi icin gilivenilir bir testtir (Graf and Wiirgler 1996). Kanat hiicre
belirleyicileri olan multiple wing hair (mwh), ve flare (flr®) mutantlarinin elde edilmesi
sonucu bu test gelistirilmistir (Graf et al. 1984). SMART ta, tekli benekler, nokta
mutasyon, delesyon ve iki isaret geni (mwh ve flr®) arasindaki mitotik rekombinasyonla
olusurken ikili benekler 3. kromozomun sentromeri ve flr® geni arasindaki somatik

rekombinasyon sonucu olugmaktadir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Somatik mutasyon ve rekombinasyonlarin olusum mekanizmalarina ait
sematik gdsterim
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1.2.3. Mikroniikleus (MN) testi

Mikroniikleus teknigi; g¢esitli kimyasal maddelerin ve fiziksel ajanlarin memelilerde
genotoksik aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir test teknigidir
(Cicchetti et al. 1999). Mikroniikleuslar ilk olarak 1886 yilinda Howell tarafindan
anemik kedilerin kirmizi kan hiicrelerinde gozlenmistir. 1901°de Jolly yaptigi
caligmalarla mikroniikleusun varligint dogrulamistir. Bu nedenle mikroniikleuslar
hematolojide “Howell-Jolly cisimleri” olarak bilinirler (Anwar et al. 1994). Fenech
(2000)’e gore mikroniikleuslar, hiicre boliinmesi sirasinda anafazda ge¢ kalan
kromozom materyalinden veya ig ipliklerinden ayrilarak kutuplara gé¢ edemeyen
kromozomlardan meydana gelmektedir. Telofazda ise ayr1 kalmis kromozomlar ve
fragmentlerin etrafinda ¢ekirdek zar1 tesekkiil etmekte ve bdylece ana niikleustan daha

kiiciik yapida olan mikroniikleuslar olusmaktadir (Sekil 1.2).

MN testi, memelilerdeki test sistemleri arasinda en ekonomik ve en kisa siireli yontem
olmasi nedeniyle genetik toksikoloji ¢aligmalarinda ¢ok genis bir kullanim alanina
sahiptir (Emecen ve Unlii 1995). Giiniimiizde mikroniikleus metodu; genotoksisite ve
sitotoksisite calismalarinda; kromozom kirig1, kromozom kaybi, kromozomlarin farkli
sekillenmesi (niikleoplasmik kopriiler), hiicre bdliinmesinin inhibe edilmesi, gen
ampilifikasyonu, nekrosis ve apoptosisin basit morfolojik dlgiitler kullanilarak
degerlendirilmesini saglamaktadir (Fenech 2006). 1973’te Heddle tarafindan
mikroniikleus yonteminin sigan kemik iligine uygulanmasiyla memelilerdeki
kromozomal hasarlar belirlenmeye baglanmis, 1976 yilinda ise Countryman ve Heddle
tarafindan insan lenfosit hiicrelerine uygulanmistir (Peace and Succop 1999). izole
lenfositler yerine, tam kanin kiiltiire alinmasinin, mikroniikleus yonteminde daha iyi

deneysel kosullar ve sonuglar sagladigi vurgulanmistir (Migliore et al. 1989).

MN testinde incelenecek hiicrelerin, birinci mitozlarimi gecirmis fakat sitoplazma
boliinmesinin ger¢eklesmemis olmasi gerekmektedir. Yani incelenecek hiicreler iki
cekirdege sahip olmalidir. 1ki cekirdekli hiicreler kiiltiir ortamma sitokalasin-B

eklenmesi ile olugmaktadirlar. Sitokalasin-B; 1985 yilinda Fenech ve Morley tarafindan,
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Helminthosporium dematioideum adli kiif mantarlarindan elde edilen aktin polimeraz
enziminin inhibitorii olan bir maddedir. Bu madde ¢ekirdek boliinmesini durdurmazken,
sitoplazma boliinmesini bloke eder (Fenech and Morley 1985; Falck et al. 1997). Bu
sayede elde edilen biniikleat (iki ¢ekirdekli) hiicrelerdeki mikroniikleuslar
degerlendirilerek genotoksik etkinin orani belirlenebilmektedir (Cavallo et al. 2005).

Asentrk kromorom fragmentieri

(@)™ =< < = o LI

Interfaz Anafaz Telofaz X

Mikronukleus—

Sekil 1.2. MN olusum mekanizmasinin sematik gosterimi

Mikroniikleus testi; lenfosit ve eritrosit hiicrelerinin yaninda kemik iligi, dil, damak,
dudaklarin i¢ kismu, idrar kesesi, brons epitelyumu gibi teknik acidan miimkiin olan tiim
dokularda da uygulanabilmektedir (Tucker and Preston 1996). Sigara ve alkol kullanimi
(Maffei et al. 2002), yas (Thierens et al. 1996), cinsiyet (Barale et al. 1998) ve

kullanilan ilaglar (Pelevina et al. 2005) mikroniikleus olusumunu etkilemektedir.

Degerlendirmeye alinacak mikroniikleuslarin

a) Esas ¢ekirdek ile ayn1 yapiya sahip olmasi,

b) Caplarinin esas ¢ekirdegin 1/3’ii ile 1/16’s1 arasinda bir biiyiikliikte olmasi
¢) Biniikleat hiicre i¢inde yer almasi

d) Hiicrenin sitoplazma sinirlarinin belirgin olmasi

e) Ana cekirdege niikleoplazmik koprii ile bagli olmamasi.

f) Esas ¢ekirdekten ayr1 oval veya yuvarlak olmasi.

g) Asil ¢ekirdekle ayni renkte gozlenmesi gerekmektedir (Fenech 1993).
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1.2.4. Kardes kromatid degisimi (KKD) testi

Kisa siireli in vitro test tekniklerinden birisi olan kardes kromatid degisimi (KKD) testi,
bir kromozoma ait iki kromatidin homolog bolgelerindeki kirilan parcalarin karsilikli
yer degistirmesini belirlemeye yoneliktir (Sardas and Karakaya 1990). Bu kromozomal
degisiklikler ilk kez 1957 yilinda Taylor tarafindan bitki hiicrelerinde tanimlanmistir
(Pery and Thomson 1984).

Periferik kan kiiltlirii yonteminde ise lenfositlere ait kromozomlarin timin baz analogu
olan 5-bromo-2-deoksiiiridin (BrdU) varliginda iki mitoz evresi gegirmesi saglanir. S
evresinde gerceklesen DNA replikasyonu semikonservatif oldugundan, BrdU
kullanilmastyla yeni olusan DNA’larin bir zinciri normal diger zincir brdU igerir. BrdU
iceren ortamda ikinci kez DNA replikasyonunun gergeklesmesiyle iki kardes kromatit
BrdU miktar1 yoniiyle farklilagir. Bir kromatidin DNA’sinin tek zinciri brdU igerirken
diger kromatidin DNA’sinin her iki zinciride BrdU igerir. Boliinmenin bitimine kisa bir
zaman kala kolsisin (kolsemit) gibi ig ipliklerinin olusumunu inhibe eden bir maddenin
eklenmesiyle hiicre béliinmesi ikinci mitozun metafaz evresinde durdurulur. Bu
hiicrelerin kromozomlar1 mikroskopta incelendiginde, sadece bir zinciri BrdU iceren
kromatitler giemsa boyasindan dolay1 koyu goriiniirken, her iki zinciri de BrdU igeren
kromatitler floresan hoechst boyasi ile boyandig1 i¢in agik renkli goriiliir (Sekil 1.3).
Kardes kromatitlerde herhangi bir degisiklik olusmus ise farkli boyanmis boliimler
iceren kromatitlere sahip kromozomlar olusur.  Bu kromozomlara “harlequin
kromozom” adi verilir (Sekil 1.4). Mikroskopla yapilan incelemede harlequin
kromozomlara rastlanmasi ‘“kardes kromatid degisimi=KKD” (sister chromatid

exchange=SCE) oldugunu gostermektedir (Perry and Wolff 1974).
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Sekil 1.4. Harlequin (Hq) kromozomlarin sematik (a) ve mikroskobik (b) goriinimii

KKD olusumunda; BrdU miktar1 (Rodriquez-Reyes and Morales 2003), inkiibasyon
sicakligr (Carrona and Natarajan 1988), ortamin pH’s1 (Tanriverdi 1991) gibi kiiltiir
ortamina ait faktorlerin yaninda sigara-alkol kullanim1 (Tang et al. 1999), yas (Ganguly
1995), cinsiyet (Anderson et al. 1986), fiziksel (UV ve X 1sinlar1) ve kimyasal ajanlara
(pestisitler vb.) maruz kalma (Baysal et al. 2003) gibi gesitli faktorler de etkili
olmaktadir (Tiirkez 2007).
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Kimyasal ajanlar sonucu olugsan mutajenik etkinin belirlenmesinde siklikla KKD testi
kullanilmaktadir (Bayel 2006). Son yillarda ¢esitli kimyasal maddelerin mutajen olup
olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasinda, in vivo test teknigi olarak SMART ile kisa siireli
in vitro testler olan mikroniikleus (MN) ve kardes kromatid degisimi (KKD) testleri

kullanilmaktadir.

1.3. Mutajenik Olabilecek Maddelere Karsi lyilestirici Olarak Bitkilerin

Kullanilmasi

Tek basina veya karisimlar halinde tedavide veya ila¢ sanayide kullanilan bitkilere tibbi
bitkiler denilmektedir. Tibbi bitkiler hakkindaki en eski kitap Cin Hiikiimdar1 Hin-Nong
tarafindan M.O. 3700 yillarinda yazilmistir. Hipokrat’in yasadigi devirde, Yunanlilar tip
ve tedavi alanlarinda oldukga ilerlemis ve birgok bitkiyi ilag yapiminda kullanmislardir
Insanlik tarihi boyunca bir¢ok hastalik (seker hastaligi, sarilik, nefes darlig1 vb.) bitkiler
kullanilarak tedavi edilmeye c¢alisiimistir (Faydaoglu ve Siiriiclioglu). Sentetik ilag
yapiminin artisi ile birlikte tibbi bitkilerin kullaniminin azalmasina ragmen yine de
tedavide ve ilag yapiminda 6nemli yer tutmaktadir (Cowan 1999). Gelismis tilkelerde
recete ile satilan ilaglarin yaklasik %25°1 bitkisel kokenli kimyasal maddelerdir
(Principe 1991). Diinya Saglik Orgiitii geleneksel halk ilaglarmin kullaniminm oldukga
yaygin oldugunu (Akerele 1992) ve bu amagla kullanilan 20 000 civarinda bitki
bulundugunu bildirmistir (Kalaycioglu ve Oner 1994). Tibbi bitkiler ézellikle soguk
algiligy, iist solunum yolu enfeksiyonlari, sindirim ve kalp-damar sistemi hastaliklari,
zayiflama ve diyetlerde yaygm olarak kullanilmaktadir (Swerdlow 2000). Ulkemiz
florasinda bulunan yaklasik 10 000 bitki tiiriiniin 650 kadarinin tedavi amacli olarak

kullanildig1 Baytop (1984) tarafindan bildirilmistir.

Daha once yapilan ¢aligmalar ile ¢esitli bitkilerin antimikrobiyal (Ray and Majumdar
1976), antioksidan (Pinsky et al. 1971), antigenotoksik (Kizilet et al. 2013) 6zelliklere
sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu 6zelliklerden dolay1 bitkiler ¢esitli hastaliklara karsi
tyilestirici olarak kullanilabilmektedir. Bu yonde yapilmis ¢ok sayida calismada,

ornegin karanfil (Caryophyllus aromaticus) ve seker hastaliginin tedavisinde kullanilan
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Syzygyum joabolanum (Nascimento et al. 2000) ve su mercimegi (Lemna minor L.)
bitkilerinin (Giilgin et al. 2010) yiiksek derecede antibakteriyel ozellik gosterdigi,
bugday ¢imeninin (Triticum aestivum L.) su ve etanol ekstrelerinin (Aydos et al. 2011),
kusburnu (R.canina L.) meyvelerinin (Kiliggiin ve Dehen 2009) antioksidan oldugu,
Mersin agacinin (Myrtus communis L.) etil asetat ve metanol ekstrelerinin (Hayder et al.
2004), akasya agacmin (Acacia salicina Lindl) yapraklarindan elde edilen aseton ve
metanol ekstrelerinin (Mansour et al. 2007), bir elma tiirii olan Aegle marmelos L. nin
meyvelerinden elde edilen metanol ve aseton ekstrelerinin (Kaur et al. 2009) ve giive
otu (Origanum vulgare L.) bitkisinin metanol ekstraktinin (Ozbek et al. 2008)

antigenotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Genotoksisite testleri ile hem genotoksik maddeler hem de 1yilestirici olarak kullanilan
antigenotoksik maddeler belirlenebilmektedir. Dolayis1 ile genotoksisiteyi belirlemek
amact ile kullanilan testler ile iyilestirici etkiler de arastirilabilmektedir. Ornegin
SMART ile adagay1 (Salvia officinalis) yapraklarinin (Patenkovic et al. 2009), bir tiziim
¢esidi olan Vitis vinifera L bitkisinin tohumlarinin (Alves de Rezende et al. 2009), uzak
doguda sifali bitki olarak kullanilan Panax ginseng’in koklerinin (Pereira et al. 2008),
kusburnu (Rosa canina L.) meyvelerinin (Kizilet et al. 2013) ve iran’a ait endemik bir
bitki olan ve sifali bitki olarak kullanilan Echium amoenum Fisch. ve C.A. Mey
bitkisinin (Uysal et al. 2015) antigenotoksik etkileri tespit edilmistir. MN testi ile
antigenotoksik etkileri belirlenen bitkilere Brezilya’da meyveleri yenilen, vitamin C,
karetenoid ve fenolik bilesikler agisindan zengin bir bitki tiirii olan Caryocar brasiliense
Camb. (Miranda-Vilela et al. 2008), bir s6giit tiirii olan Salix alba L. (Pinto et al. 2010),
bir nane tiirii olan Melissa officinalis L. (Carvalho et al. 2011) ve kusburnu (Kasimoglu
and Uysal 2015) ornek verilebilir. KKD testi ile de Hindistan’da sifali bitki olarak
kullanilan Centella asiatic (Siddique et al. 2008), yesil ¢ay ekstreleri (Gupta et al.
2009), Hindistan’da yetistirilen ve aromatik bir bitki tiirii olan Ocimum sanctum L.
(Siddique et al. 2007), Hint kiiltiirinde 6nemli bir bitki olan Hemidesmus indicus Linn.
(Ananthi et al. 2010) gibi ¢esitli bitkilerin antigenotoksik etkisi belirlenmistir. Bu

calismada da vitamin C ve fenolik bilesikler agisindan zengin olan ve antioksidan
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aktivite gosteren kusburnu (Rosa canina L.) bitkisinin antigenotoksik etkisi

arastirilmastir.

1.3.1. Kusburnu (Rosa canina L.)

Rosaceae (Giilgiller) familyasi igerisinde yer alan kusburnu (R.canina L.) bitkisinin
sistematigi Cizelge 1.6’da verilmistir. Halk arasinda yabangiilii, itburnu, it gili, giil
elmas1 gibi isimlerle de bilinmektedir. 18. ve 19. yiizyillarda kuduz kopek 1sirigi
tedavisinde kullanildigindan it giilii isminin buradan geldigi diisiiniilmektedir (Howard
1987). Kusburnu bitkisi, Avrupa, Kuzeybati Afrika ve Orta ve Bati Asya’da
yetismektedir. Ulkemizde ise Tokat, Sivas, Giimiishane, Erzincan, Erzurum, Kars ve
Van yorelerinde yaygin olmakla beraber diger yorelerde de yayilis gostermektedir.
Ulkemizin dogal florasi igerisinde yer alan bu bitki, orman agikliklar1 ve kayalik
yamaglarda bol olarak bulunmaktadir. Farkli iklimsel kosullara uyum gosteren
kusburnu, hem soguga hem de kurakliga olduk¢a dayanikli bir bitki olup 3000 m
rakimli bolgelerde bile yetisebilmektedir (Celik 2007).

Cizelge 1.6. Kusburnu bitkisinin sistematigi

Alem Plantae (Bitkiler)

Sube Magnoliophyta (Kapali tohumlu bitkiler)
Sif Magnoliopsida (Cift ¢cenekliler)

Takim Rosales

Familya Rosaceae (Gilgiller)

Cins Rosa

Tiir Rosa canina L.

Kusburnu bitkisi, gii¢lii ve kivrik yapili dikenler iceren govde ve dallara, kenarlar1 disli
ve oval bi¢imli, cogunlukla tiiysiiz yapraklara sahiptir. Yapraklar ilkbaharda agilir ve
kisin dokiiliir. Hem sacak hem de 3m’ye kadar inen kazik kdkleri ile kuvvetli bir kok
yapisina sahiptir. Zararlilara ve zorlu kosullara dayanikli kokleri boya yapiminda
kullanilabilmektedir. Kusburnu cigeginin ta¢ yapraklari beyaz veya uguk pembe

renklidir. Haziranda agan c¢igekler yirmi giin sonra meyveye doniisiir. Sonbaharda
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olgunlasan kusburnu meyvelerinin (Sekil 1.5) i¢i tiiylii olup renkleri parlak kirmizidir.
Icerisinde yaklasik 20-40 adet tohum bulunduran kusburnu meyveleri, 3-5 gr agirliga ve
1-2 cm uzunluga sahiptirler (Celik 2007).

Sekil 1.5. Kusburnu bitkisinin dogal alandaki gériiniimii

Insan saglhig1 agisindan basta beslenme olmak iizere birgok yarari bulunan kusburnu
bitkisinin c¢ayi, hosafi, receli, pekmezi, nektar1 ve meyve suyu yapilmaktadir. Ayrica
gidalarda renk maddesi olarak kullanilan karoten pigmenti {iretiminde de
kullanilmaktadir (Oszmianski and Chomin 1993). Kozmetik sanayinde ise kusburnu
tohumlarindaki yaglardan faydalanilmaktadir (Gonzales et al. 1989). Kusburnunda
insan sagligina zararl pestisit ve arsenik, kursun, civa gibi agir metallerin bulunmayis,
onun giivenli bir sekilde bebek gidasi olarak kullanimin1 saglamaktadir (Akyiiz vd
1996).
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C vitamini agisindan diinyanin en zengin meyvelerinden biri olan kusburnunun 1000-
1700 mg/100g oraninda C vitamini icerdigi yapilan ¢aligmalarda belirlenmistir. Bu
yoniiyle C vitamini agisindan zengin oldugu bilinen turunggillere gore ¢ok daha fazla C
vitaminine sahip oldugu tespit edilmistir. Kusburnunun olgunlagmaya baslamasiyla C
vitamini i¢erigi maksimuma ¢ikmakta, bu donemde meyveler parlak kirmizi olmaktadir.
C vitaminine ek olarak kusburnu meyvelerinin B1, B2, E ve K vitaminlerini ve karoten
maddesini de igerdigi belirlenmistir (Akyiiz vd 1996). Kusburnu meyvelerinin kuru
madde oraninin %15—40, suda ¢oziinlir kuru madde oraninin %14-27, toplam seker
oraninin %7-46, askorbik asit miktarinin 1100-5050 mg/100g (Ayaz vd 1996), kiil
oraninin %6,10-7,72, sakaroz miktarmin ise %1,08-2,00 (Bayram ve Aslan 1996)
arasinda degistigi belirtilmistir. Yildiz ve Nergiz (1996), yaptiklar1 calismada
kusburnunun igerdigi vitaminler arasinda en az dayanikli olanin C vitamini oldugunu
vurgulamiglardir. Kusburnunun olgunlagsmaya basladigi sirada C vitamini igeriginin
maksimum oldugu, olgunlagma ile birlikte meyvelerin parlak kirmizi renk aldigi, koyu
kirmiziya doniigiip yumusadiginda ise C vitamini oraninin diistigii belirtmislerdir.
Yavru ve Kadioglu (1997), kusburnu meyvelerinden c¢ay, regel ve marmelat
hazirlanmasi sirasinda énemli C vitamini kayiplarinin oldugunu belirtmislerdir. Yapilan
analizler sonucunda kusburnu marmelatlarindaki kaybin %33-66, kusburnu ¢ayindaki
kaybin ise %44-77 arasinda oldugu saptanmistir ve 60°C'de 270 dakikalik
inkiibasyonda C vitamini kayb1 %13,5, kuru meyvelerin 80 dakika kaynatilmasi

sirasindaki kaybin ise %15 oldugu gozlemlenmistir.

Kusburnu meyvelerinin mineral maddeler yonii ile de oldukg¢a zengin oldugu
bilinmektedir. Kusburnu meyvelerinin bilesiminde potasyum, sodyum, kalsiyum,
magnezyum, demir, mangan, bakir, ¢inko, siilfat ve nitrat gibi mineraller bulunmaktadir
(Celik 2007). Bunun disinda 6nemli miktarda karotenoid (Barros et al. 2010), fenolik
bilesikler (Montazeri et al. 2011), folik asit (Stralsjo et al. 2003) ve 6nemli yag
asitlerine (Nowak 2005) sahiptirler.

Kusburnunun pH degerinin meyveler olgunlastik¢a diistiigii ve olgunlastiginda bu
degerin 3,7-4,4 araliginda oldugu, eksiliginin igerdigi sitrik asit ve malik asitten,
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kokusunun ise asetik asitten kaynaklandig ifade edilmistir (Yildiz ve Nergiz 1996).
Ercisli (2007), kusburnu tiirleri iizerine yaptigi ¢calismada en yiiksek fenolik igerige kuru

maddede 96 mg/g ile R.canina'da rastlandigini ifade etmistir.

Haploit kromozom sayist 7 olan kusburnu bitkisinde genelde pentaploidi gozlenir.
Ayrica tetraploid veya heksaploid olan bireylere de rastlanabilmektedir. Kusburnu
bitkisi tohumla, kok siirgiinii ile asilama, daldirma ve doku kiiltiirii gibi yontemlerle ve
celikleme ile g¢ogalabilmektedir. Bu ¢ogalma sekilleri i¢inde en uygun ve ekonomik
olani ¢elikle cogalmadir. Kusburnu tohumlar: yiiksek oranda absisik asit (ABA) igerdigi
icin kolayca ¢imlendirilemezler. Kusburnu tohumlarini ¢imlenme olgunluguna getirmek

i¢in, asit ile agindirma ve hormon ile vitamin uygulamalar1 gerekmektedir.

Bir¢ok yorede soguk alginligi ve gribin tedavisinde (Tumbas et al. 2012) kullanilan
kusburnu bitkisinin ayn1 zamanda osteoartrit hastalarinda agrilar1 azalttigi (Warholm et
al. 2003), romatizma (Willich et al. 2010) ve diyabet (Orhan et al. 2009) hastaliklarinin
tedavisinde kullanilabilecegi, sindirim sisteminde koruyucu etkilerinin oldugu (Giirbiiz
et al. 2003), gastrit, mide gazi, hiyatus hernisi (mide fitig1), mide eksimesi ve karin
agris1 tedavisinde de kullanildig1 (Anonim 2011) bildirilmistir. Italya ve Arnavutluk’ta
kusburnunun oksiiriik, karin agris1 ve hatta bocek 1siriklart gibi ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanildig1 ifade edilmistir (Pieroni and Quave 2005). Kusburnu tohumu ile
beslenmis farelerde plazma kolesterol ve trigliserid oraninin énemli derecede azaldig:
gozlenmis ve kusburnu tohumlarinin diyetik insan gidalarinda kullanilabilecegini de

bildirilmistir (Kadakal vd 1999).

Bu ¢alismada, bazi insektisitlerin genotoksik etkilerinin D. melanogaster’de SMART
ile insan periferal lenfosit hiicrelerinde ise MN ve KKD gibi kisa siireli testler ile
belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica bu insektisitlerin muhtemel genotoksik etkilerine
kars1 kusburnu bitkisi meyvelerinden elde edilen su ve etanol ekstrelerinin

antigenotoksik etkilerinin olup olmadig1 yine ayni test yontemleri ile arastirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bakhitova and Pashin (1988) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Cin hamsterlerinin V-79
hiicrelerinde ve fare kemik iliginin polikromatik eritrositlerinde sipermetrinin
genotoksik etkisi arastirilmistir. Aragtirma sonucunda sipermetrinin subtoksik ve toksik

konsantrasyonlarda mikroniikleus olusumunu artirdig1 belirlenmistir.

Sipermetrinin fare kemik iligi hiicrelerinde in vivo etkilerini arastiran bir baska ¢aligma
sonucunda, hem kromozomal aberasyon hem de mikroniikleus degerlerinin kontrole
gore onemli derecede arttig1 ayrica sipermetrinin anormal sperm miktarin1 da dnemli

derecede artirdigi gozlemlenmistir (Bhunya and Pati 1988).

El Nahas et al. (1989) tarafindan yapilan c¢alismada, profenofosun farelerin
spermatogonium hiicrelerinde kromozomal bozukluklara yol agtig1 tespit edilmistir.
Aragstiricilar profenofos uygulamasi ile birlikte spermlerde anormalliklerin oldugunu,

sperm sayisinin ve canliliginin 6nemli derecede azaldigini rapor etmislerdir.

Pati and Bhunya (1989), fenvaleratin 100, 150 ve 200 mg/kg dozlarinin farelerde
sitogenetik etkilerinin olup olmadigini in vivo test sistemleri ile aragtirmislar ve 150,
200mg/kg uygulama gruplarinda kromozomal bozukluklarin ve mikroniikleus
olusumunun 6nemli derecede arttigini belirlemislerdir. Ayrica sperm anormalliklerinin

de doz artistyla birlikte arttigin1 gozlemlemislerdir.

Puig et al. (1989), fenvaleratin insan lenfosit hiicrelerinde hiicre dongiistinii etkiledigini,

kromozomal bozukluk ve KKD frekansini 6nemli derecede artirdigini gézlemislerdir.

Fenvalerat uygulamasi ile insanlarda goriilen benzeri etkiler, Cin hamster yumurtalik
(CHO) hiicrelerinde de gozlenmistir. Bu maddenin hem kromozomal bozukluklara hem
de kardes kromatit degisimine neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica hiicre dongiisiinii

etkiledigi ve mitotik indeksi azalttigi da belirlenmistir (Caballo et al. 1992).
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Profenofosun 0,1 ve 1pug/L uygulamalari Avustralya tathi su karidesinde (Paratya
australiensis) asetilkolinesteraz enzimini %40 oraninda inhibe etmistir. Letal doz
olarak belirlenen 10 pg/L uygulama grubunda ise bu inhibisyon %80 oraninda

gerceklesmistir (Abdullah et al. 1994).

Wilson and Cryan (1997), lufenuronun D. melanogaster’in iiremesi ve gelismesi
tizerine etkisini belirlemek icin yaptiklari ¢aligmada, 1 ppm’den daha disiik
konsantrasyonlara maruz kalan larvalarda 6liimlerin bir sonraki larval veya pupal evrede
gerceklestigini, erginlesen bireylerin ise dis iskeletinin etkilenmesinden dolay1
ucamadiklart gozlenmistir. 10 ppm gibi yiiksek konsantrasyonlar ile beslenen larvalarin
da bulundugu evredeki gelisimini tamamladig1 fakat sonraki evreye gegisi sirasinda
6ldiigii belirlenmistir. Yine bu konsantrasyon ile beslenen 3. evre larvalarin pupalastig
fakat pupalarin anormal oldugu ve ergine donilisemedigi, erginlesen bireylerin ise canli

kaldig1 fakat oogenezin baskilandig bildirilmistir.

Fahmy and Abdalla (1998), erkek farelerin iireme ve viicut hiicrelerinde kromozomal
aberasyon testini kullanarak yaptiklari ¢alismada, profenofosun kemik iligi ve sperm
hiicrelerinde doz artigina bagli olarak kromozomal bozukluklara neden oldugunu

belirtmislerdir.

Sipermetrinin 1/10, 1/25 ve 1/50 LDso konsantrasyonlarinin 28 giin boyunca oral yolla
uygulanmasi sonucu erkek winstar siganlarin kemik iligi hiicrelerinin kromozomlarinda
sayisal ve yapisal degisiklikler arastirilmis ve en yiiksek iki dozda kromozomlarda

sayisal degisiklikler oldugu gozlenmistir (Institoris et al. 1999).

Villarroel et al. (2000), tetradifonun Daphnia magna’nin biiyiimesi, iiremesi ve omiir
uzunlugu iizerine etkilerini arastirmigtir. Konsantrasyon artigina bagl olarak iiremede ve
bliyiimede azalma olmasina ragmen Omiir uzunlugu herhangi bir sekilde

etkilenmemistir.
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Giray et al. (2001) tarafindan siganlara 170 mg/kg’lik tek doz veya 5 giin boyunca 75
mg/kg olacak sekilde sipermetrin uygulanmistir. Calisma sonucunda, sipermetrinin hem
karaciger hem de beyinde serbest radikallerden kaynaklanan doku hasarina neden

oldugu gozlenmistir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, 7 glin boyunca 100 mg/kg fenvalerata maruz kalan
sicanlarin, karaciger dokusunda glutatyon peroksidaz aktivitesinin ve lipit
peroksidasyonunun arttig1, glutatyon igeriginin ise azaldigi belirlenmistir. Bu ¢alisma ile
fenvaleratin sican karacigerinde oksidatif stresi artirict bir madde oldugu sonucuna

ulagilmistir (Giray et al. 2001).

Giri et al. (2002), farelerin kemik iligi hiicrelerinde fenvaleratin 5, 10 ve 20 mg/kg
dozlarinin genotoksik etkilerini KKD ve kromozomal aberasyon testleri ile belirlemeye
calismislardir. Yapilan calisma sonucunda her ii¢ konsantrasyonda da KKD frekansinin
onemli derecede arttig1 tespit edilmistir. Kromozomal aberasyon testinde ise sadece en
yiiksek uygulama grubunda elde edilen sonuglar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
Aragstiricilar elde ettikleri verilerden yola ¢ikarak fenvaleratin giiclii bir KKD uyaricist

ancak zay1f klastojen olarak diisiiniilebilecegini belirtmislerdir.

Abd-Alla et al. (2003), kitin sentez inhibitorii olan lufenuronun Drosophila
melanogaster’de mitotik hiicrelerde kromozomal bozukluklara neden olup olmadigini
eseye bagli resesif letalite testini (SLRL) kullanarak c¢alismislar ve tiikrilk bezi
hiicrelerindeki politen kromozomlarda asinapsiye, beyin noroblastlarinin mitotik
kromozomlarinda anormallige yol actigini tespit etmislerdir. Aymi arastiricilar,
lufenuronun D. melanogaster’in esey ve somatik hiicrelerinde potansiyel bir mutajen

olabilecegini bildirmislerdir.

Giri et al. (2003), KKD testini kullanarak fare kemik iligi hiicrelerinde sipermetrin ve
karbosiilfatin genotoksik etkilerini arastirmiglardir. Her iki insektisitinde farkl
dozlarinin kullanildigi ¢alisma sonucunda, hem sipermetrin hem de karbosiilfatin KKD

frekansin artirdig1 gozlenmistir. Arastiricilar elde ettikleri sonuglara gore; karbostilfatin
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genetik bozukluklara neden olma potansiyelinin sipermetrinden daha yiliksek oldugunu

da belirtmislerdir.

Bueno and Freitas (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, lufenuronun zar kanath bir
bocek tiirii olan Chrysoperla externa’nin yumurta ve larvalari tizerine toksik etkisi
arastirilmistir. Calisma ile lufenuronun yumurtalarin canliligi {izerine herhangi bir
olumsuz etkisinin olmadig1 rapor edilmistir. Ancak Iufenurona maruz kalmisg
yumurtalardan ¢ikan larvalarda 6liim oraninin yiiksek oldugu hatta yumurtadan ¢ikan
larvalarin birinci ve ikinci evrede deri degistiremedigi gozlenmistir. Arastiricilar,
lufenuronun C.externa’nin hem yumurtalari hem de larvalar1 {izerine toksik etki

gosterdigi sonucuna ulagsmislardir.

1/30, 1/10 ve 1/5 LDsp konsantrasyonlarinda sipermetrin ile 1, 7 ve 14 giin beslenen
erkek farelerin karaciger hiicrelerinde comet testi ile belirgin DNA hasar1 gdzlenmistir.

Fakat uygulamadan sonra genotoksik etkilerde zamanla azalma oldugu da belirtilmistir

(El-Khatib et al. 2005).

Mukhopadhyay et al. (2004), jel elektroforez ve comet testi ile sipermetrinin genotoksik
etkilerini D.melanogaster’in 1. evre larvalarinin beyin ve bagirsaklarinda in vivo olarak
arastirmiglardir. Bu amacla, 22 saatlik birinci evre larvalar standart Drosophila
besiyerine katilan 0,0004, 0,0008, 0,002, 0,2 ve 0,5 ppm sipermetrine maruz
birakilmistir. 96 saat sonra larvalarin beyin ve bagirsak diseksiyonu yapilmis ve
hazirlanan hiicre silispansiyonu comet testi ile incelenmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda sipermetrinin tiim uygulama gruplarinda hem beyin hem de bagirsak
hiicrelerinde DNA hasarinin arttig1 goriilmiistiir. Bu sonuglara gore, sipermetrin en

diisiik konsantrasyonlarda bile genotoksik olarak rapor edilmistir.

Xia et al. (2004) tarafindan yapilan ¢aligmada, fenvalerata maruz kalan 12 is¢inin semen
parametreleri, sperm hareket yetenekleri (motilite) ve kromozomal bozukluk olup
olmadig1 arastirllmistir. Arastirma sonucunda fenvalerat ve metabolitlerinin insan

spermlerinde morfolojik anormalliklere ve genotoksik defektlere neden oldugu
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bulunmustur. Fenvalerat uygulamasinin esey kromozomlarinda ve ozellikle 18.

kromozomda nullisomi oranini 6nemli derecede artirdigi da gozlenmistir.

Fenvaleratin 250, 500 ve 1000 ppm’lik konsantrasyonlari ile 28 giin beslenen erkek
farelerde oksidatif strese bagli hasarlar arastirllmistir. Yiiksek dozlarda uygulama
sonucu karaciger, timus, dalak ve eritrositlerde lipit peroksidasyonuna bakilarak

oksidatif stresin arttig1 tespit edilmistir (Prasanthi et al. 2005).

Saxena et al. (2005), Allium sativum’un kok meristem hiicrelerini 24 saat boyunca
sipermetrinin 1, 2, 4, 8 ve 16 ppm’lik konsantrasyonlarina maruz birakmis ve
uygulamadan sonra yapilan hiicre analizlerinde mitotik indeksin azaldigi ve

kromozomal bozukluklarin meydana geldigi rapor edilmistir.

Lufenuronun akut (0,5mg/g beden agirligl) ve kronik (0,01 mg/g beden agirhigi)
dozlarinin memeliler {izerine olas1 genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaci ile kisa
stireli test teknikleri kullanilarak yapilan ¢aligmada, mikro ve makro DNA hasarlari
arastirilmistir. Mikro DNA hasar1 dominant letalite testi ile, makro DNA hasar ise fare
kemik iligi hiicrelerinin kromozomlar1 degerlendirilerek belirlenmistir. Calisma
sonucunda, kemik iligi kromozomlarinda farkli aberasyon tiplerinin ve mikroniikleuslu
polikromatik eritrosit sayisinin dnemli derecede arttig1 gozlenmistir. Bu da lufenuronun

pozitif klastojenik ajan olabilecegini gostermektedir (Abou Gabal 2006).

Lufenuron wuygulamasma bagli olarak farelerin spermlerinde Onemli yapisal
degisikliklerin oldugu elektron mikroskobu ile yapilan incelemeler sonucunda da
belirlenmistir. Bu degisiklikler ¢ekirdek bozulmasi, anormal kromatin yogunlagmasi ve
spermin bas bolgesinin  morfolojik degisimi olarak ifade edilmistir. Ayrica
mitokondriyal anormalliklerin oldugu, periferal ve merkezi mikrotiibiillerde

eksilmelerin gerceklestigi de gozlenmistir (Abou Gabal 2006).

Patel et al. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, sipermetrinin genotoksik etkileri

farelerin beyin, bobrek, karaciger ve dalak gibi c¢esitli organlarinda comet testi ile
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belirlenmistir. Yapilan calismada, swiss albino erkek farelere bes giin boyunca 12,5, 25,
50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda sipermetrin verilmis ve doza bagli olarak biitiin
organlarda DNA hasarinda artis gozlenmistir. En fazla DNA hasar1 beyinde

gozlenirken, bunu sirasiyla dalak, bobrek, kemik iligi, karaciger ve lenfositler izlemistir.

Prabhavathy Das et al (2006) tarafindan da insan periferal lenfositlerinde kromozomal
aberasyon ve comet testini kullanilarak profenofosun etkilerini arastirilmis ve
kromozomal aberasyon testi ile kromozomlarda kiriklar ve gaplarin olustugu, comet
testinde ise DNA kiriklarinin oldugu tespit edilmistir. Ayni arastiricilar, profenofosun
insan lenfosit hiicrelerinde apoptozise ve nekrozise neden oldugunu da belirlemislerdir

(Prabhavathy Das et al. 2006).

Badraoui et al. (2007b) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 12 haftalik disi siganlara 2430
mg/kg tek doz tetradifon uygulamasinin dogrudan genotoksik etki gostermedigi
belirlenmistir. Calismada, farelerin kemik iligi hiicrelerinde olusan kromozomal
aberasyon ve KKD degerleri ile bazi serum parametreleri belirlenmistir. Kromozomal
aberasyon ve KKD frekanslarinda onemli bir artisin olmadigi fakat vitamin E
seviyesinde ve toplam antioksidan durumunda 6nemli derecede azalma gozlenmistir.
Elde edilen bu sonuglara gore, tetradifon oksidatif strese yol agarak dolayli mutajen

olma potansiyeline sahiptir.

Lufenuron ve profenofosun siganlarin karaciger ve bobrek dokularinda histopatolojik ve
histokimyasal  etkilerinin  arastirildigt  ¢aligmada,  karacigerde  toplardamar
tikanikliklarinin oldugu, hepatositlerin ¢ogunun soluk boyandigi ve bazilarinin nekroz
ozellik gosterdigi yoniinde bulgular elde edilmistir. Bobreklerin ise iltithapli hiicreler
icerdigi ve glomeruluslarda hiicre biiylimesinin oldugu ifade edilmistir. Caligma ile hem
lufenuronun hem de profenofosun histopatolojik ve histokimyasal etkilerinin oldugu
sonucuna ulagilmistir. Lufenuronun etkisinin profenofostan daha giiclii oldugu da

belirlenmistir (Farraq and Shalby 2007).
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Profenofosun beyaz albino siganlar {izerindeki genotoksik etkileri mikroniikleus testi ile
kemik iligi hiicreleri kullanilarak arastirilmigtir. Sicanlar 28 giin boyunca profenofosun
1/20 LDsg, 1/40 LDsp, 1/80 LDsy dozlarina maruz birakilmislardir.  Profenofos
uygulamasinin polikromatik eritrositlerde mikroniikleus frekansinmi artirdigi, karaciger,
bobrek, dalak ve testislerde patolojik degisikliklere yol actigi da belirlenmistir
(Hammam and Abd el mottaleb 2007).

Moustafa et al. (2007), 16 haftalik wistar si¢anlarin1 65 giin boyunca 17,8 mg/kg
profenofos igeren besinlerle beslemisler ve testislerdeki erkek spesifik genlerinin
ekspresyonu ile yine testislerdeki histopatolojik degisiklikleri aragtirmiglardir. Sonug
olarak epitel dokuda, seminifer tiiplerinde ve lyding hiicrelerinde bozulmalar oldugunu
gbzlemisler ve elde ettikleri verilerden yola ¢ikarak profenofosun erkek farelerin lireme
sistemi lizerinde toksik etkili bir madde oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar,
gozledikleri bu degisikliklerin genlerin ekspresyonu ile baglantili olabilecegini de ileri

stirmiislerdir.

Fenvaleratin bir tiir sazan baligi olan Cirrhinus mrigala’nin solungag, bobrek, karaciger
ve bagirsak dokularinda histopatolojik degisikliklere neden oldugu belirlenmistir. Bu
amagla, baliklar fenvaleratin 1,5 ve 3,0 ppb iki sub-letal konsantrasyonuna maruz
birakildiktan sonra incelenen dokularda nekrozis, hiperplazi gibi cesitli degisikliklerin

oldugu gozlenmistir (Velmurugan et al. 2007).

D.melanogaster’in bazi gelisimsel parametreleri iizerine sipermetrinin etkilerinin
arastirildigl calismada LDsp degeri 80 ppm ile 110 ppm arasinda bulunmustur. Daha
sonra 10, 20 ve 40 ppm sipermetrin igeren besi ortaminda D.melanogaster’in
beslenmesi saglanmig ve yumurta verimi, yumurta ve larva gelisimi degerleri
arastirilmistir. Yumurta veriminde herhangi bir degisiklik olmazken yumurta ve larva
gelisiminde azalma goOzlenmistir. Sipermetrinin toksik etkilerinin erken gelisim

evrelerinde daha giiclii oldugu da tespit edilmistir (Karatas and Bahgeci 2008).
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Profenofosun alabalik solucani veya kirmizi solucan olarak bilinen Eisenia foetida
tizerine akut toksisitesi ile ilgili yapilan ¢aligmada, 24 ve 48 saatlik LDso degerleri 4,56
ve 3,55 pg/cm2 olarak tespit edilmistir. Profenofosun etkisi sonucu morfolojik ve
histolojik degisikliklerin olustugu, bedende kopmalar, lezyonlar, beze seklinde hiicre
kiimelenmeleri ve uzunlamasina kas pargalanmalar1 gézlendigi ifade edilmistir (Reddy

and Rao 2008)

5 ve 50 ppm profenofos ile 65 giin boyunca beslenen sicanlarda testis ve seminal
keselerin etkilendigi, serum asetilkolinesteraz aktivitesinin inhibe oldugu ve 50 ppm’lik
uygulamanin agirlikta azalmaya yol actifi belirlenmistir. Her iki uygulama
konsantrasyonunda da sperm sayisinin azaldigi, anormal morfolojili sperm sayisinin ise
artt1g1 rapor edilmistir. 50 ppm profenofos uygulamasi sonucu sperm hareketliliginin ve
serum testesteron miktarinin 6nemli derecede azaldig1 da gbzlenmistir (E1 Hoda and

Zidan 2009).

Ismail et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alisma ile 1,04 g agirliga, 4,25 cm uzunluga
sahip 3 aylik sazan baliklarinda (Cyprinus carpio) profenofosun 96 saatlik LDsp
degerinin 62,4 ng/L. oldugu, profenofos uygulamasi ile birlikte denge, hareket ve

davranigsal bozukluklarin ortaya ¢iktig1 goriilmiistir.

Kavitha and Rao (2009), Siyah Mozambik baliklarini1 (Oreochromis mossambicus) 28
giin boyunca profenofosun sub-letal konsantrasyonuna (30 mg/L) maruz birakarak,
cesitli dokulardaki antioksidan enzimlerin aktivitelerini arastirmiglar ve siliperoksit
dismutaz aktivitesinin, solungaglarda ve kaslarda kisa siireli olarak arttigin1 fakat
beyinde azaldigini, katalaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin ise solungaclarda inhibe
oldugunu gozlemislerdir. Ayni arastiricilar profenefosun lipit peroksidasyonunda da

onemli derecede artisa yol agtigini belirlemislerdir.

Mansour et al. (2009), 28 giin boyunca 26,53 ve 53,07 mg/kg dozlarda uygulanan
profenofosun erkek si¢anlarin katalaz aktivitesinde ve lipit peroksidasyonunda artisa

neden oldugunu belirlemislerdir. Ayrica A, C, E vitaminleri ile p-karoten miktarinin
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serumda azalmasmin profenofos wuygulamasi ile baglantili olabilece§i, yine
profenofosun oksidatif strese, bazi biyokimyasal parametrelerde ve antioksidan

enzimlerde degisikliklere yol actig1 sonucuna da varmislardir.

Wistar siganlarina deri yolu ile 50 mg/kg sipermetrin uygulanmis ve 30 giin sonra
katalaz aktivitesiile lipit peroksidasyonunda artig gozlenirken glutatyon peroksidaz ve
glutatyon degerleri ve 60 giin sonra da siiperoksit dismutaz aktivitesinde azalma

belirlenmistir (Raina et al. 2009).

Vijayavel and Balasubramania (2009) yaptiklar calismada, fenvaleratin 4,0, 6,5 ve 8,5
pg/L dozlarinin kaplan karidesinin (Penaeus monodon) karaciger, pankreas, kas ve
solunga¢ dokularinda oksidatif strese neden olma potansiyelini aragtirmiglardir.
Fenvalerat uygulamasina bagli olarak lipit peroksidasyonun arttigi, siiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimlerin aktivitelerinde ise azalmalar oldugu
gozlenmistir. Arastiricilara gore, bu sonuglar fenvaleratin subletal dozlarinin bile

hayvanlar1 oksidatif strese maruz biraktigini diisindiirmektedir.

Profenofosun akut toksisitesi ve genotoksik etkileri bir kurbaga tiirii olan Rana spinosa
tizerinde arastirtlmistir. 24 saatlik uygulamada LDsg degeri 1,59 mg/L olarak belirlenen
profenofosun kurbaga iribaslar1 iizerinde yiiksek derecede oldiiriicii etkisi ve
alyuvarlarda da DNA hasar1 tespit edilmistir. Mikroniikleus testi ile de profenofosa
bagli olarak mikroniikleus frekansmin arttigi, dolayisiyla genotoksik olabilecegi

belirlenmistir (Li et al. 2010).

Tetradifonun hematolojik parametreler lizerine subkronik etkilerini belirlemeye yonelik
yapilan bir arastirmada, tetradifon uygulamasi sonucunda farelerin eritrositlerde
oksidatif stresin ortaya c¢iktig1 ve hematolojik bilesenlerin bozuldugu goézlenmistir

(Badraoui et al. 2011).

Gegmisten gilinlimiize alternatif tedavi amaghi ve halk arasinda yeme, demleme ve

degme yolu ile siklikla kullanilan birgok bitkinin iyilestirici olarak diisiiniildiigii ¢esitli
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calismalar mevcuttur. Farkli bitki tiirlerine ait ekstraktlarin kullanildigi calismalardan

bazilar1 ve sonuglart kronolojik olarak asagida verilmistir.

Kong et al. (1995), siklofosfamitin mutajenik etkisini ¢am yapragi etanol ekstraktinin
inhibe ettigini bildirmistir. Arastiricilar ¢alismalarinda MN ve KKD testlerini
kullanarak bitki ekstresinin etkisi ile siklofosfamitin sebep oldugu MN ve KKD
frekanslarindaki artisin 6nemli derecede azaldigini1 ve ¢am yapragi ekstresinin etkili bir

antimutajen oldugunu rapor etmislerdir.

Isirgan otu, adacayi, kusburnu bitkilerinin hem genotoksik hem de antigenotoksik
etkileri Ames testi ile arastirilmis ve calisilan bitkilerden higbirinin genotoksik etki
gostermedigi belirlenmistir. Ayrica tiim besinlerin sodyum azidin (NaN3) mutajenik
etkilerini azalttigi, en yiikksek antimutajenik aktivitenin 1sirgan otu (%46,32) ve
kusburnunda (%44,03) gozlendigi de bildirilmistir (Karakaya ve Kavas 1999).

Ozcan (2000), kusburnu (R.canina) metanol ekstresinin antioksidan aktivite
gosterdigini, en yliksek aktivitenin ise %0,4’liik konsantrasyonda gerceklestigini tespit

etmistir.

R.canina meyvelerinin polifenolik bilesikleri ve antioksidan aktivitesinin belirlenmeye
calisildig1 bir aragtirmada, bitki ekstrelerinin hem hiicre iginde hem de hiicre disinda
serbest oksijen radikallerini inhibe etigi gbézlenmistir. Elde edilen veriler sonucunda
kusburnunun antioksidan aktivitesinin sadece igerdigi C vitamininden degil aym
zamanda fenolik bilesiklerden de kaynaklandigi anlasiimistir (Daels-Rakotoarison et al.
2002).

Kaya (2003) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada, yine kusburnunda bol miktarda
bulunan askorbik asidin antimutajenik etkisi Drosophila kanat benek testi ile
arastirtlmistir. Calismada kullanilan etil metansiilfonat (EMS), metil metansiilfonat
(MMS) ve N-nitrozo N-etilire (ENU) gibi mutajen maddelerin genotoksik etkisinin

askorbik aside bagl olarak azaldig1 belirlenmistir.
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Kusburnu meyvelerinin icerdigi baska bir fenolik bilesik olan metil gallatin (Hvattum
2002) serbest radikallere, lipit peroksidasyonuna ve oksidatif DNA hasarina karsi
koruyucu etkisinin arastirildig1 bir calismada, hidrojen peroksitin neden oldugu DNA
hasarmin giiclii bir sekilde inhibe edildigi belirlenmistir. Metil gallatin, fare periferal
kan hiicrelerinde potasyum bromat (KBrOs) uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan
mikroniikleus olusumunu inhibe ettigi de gozlenmistir. Calisma sonucunda metil
gallatin antigenotoksik ve antioksidan oldugu, lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi ve

DNA hasarina kars1 koruyucu 6zellik gosterdigi belirlenmistir (Lee et al. 2005).

Ozbek et al. (2008), kekik (Origanum vulgare L.) bitkisine ait metanol ekstraktinin
antimutajenik etkilerini Ames testi ile arastirmislardir. Yapilan ¢calismada, sodyum azid
(NaN3), 4-Nitro-1-quinoline oksit (4NQO) ve 2-aminofluorene (2AF) gibi mutajen
maddelere kars1 kekik ekstraktinin 5, 0,5 ve 0,05 pg/plate dozlarinin antimutajenik

aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Kanser, diyabet, kronik inflamasyon, kalp-damar hastaliklar1 tedavisinde Diinya’da en
cok kullanilan bitkilerden birisi olan Panax ginseng C.A.Meyer (Araliaceae) bitkisinin
su ekstrakti, doksorubisinin (0,125 mg/mL) genotoksik etkisini azaltmistir. SMART
kullanilarak yapilan bu c¢aligmada, P. ginseng ekstraktinin antirekombinojenik

aktiviteye sahip oldugu da belirlenmistir (Pereira et al. 2008).

Serteser et al. (2008) tarafindan yapilan galismada, bir¢ok bitki ile birlikte kugburnunun
%350 metanol/su ekstresinin antioksidan ozelligi arastirilmistir. Calisma sonucunda,
R.canina’nin giiglii bir serbest radikal giderici ve dogal bir antioksidan kaynagi oldugu

oldugu belirlenmistir.

Ames testi kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, kusburnu ile ayni familyada yer alan
kestane giilii (Rosa roxburghi Tratt) bitkisine ait su ekstresinin 2-asetilaminoflorin ve
aflatoksin B1 gibi maddelerin mutajenik etkilerine karsi iyilestirici etki gosterdigi tespit
edilmistir. Ayn1 calismada 45 g/L askorbik asit ve 65 g/L polifenol igeren kestane giilii

ekstresinin si¢an karaciger hiicrelerinde oksidatif strese karsi koruyucu o&zelliginin
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oldugu da gozlenmistir. Elde edilen verilere gore, R. roxburghi meyvelerinin

antioksidan 6zelligi ve saglig1 koruyucu potansiyeli bulunmaktadir (Westhuizen et al.

2008).

Kiliggiin ve Dehen (2009), ¢esitli in vitro test sistemleri ile kusburnu bitkisini farkli
dozlarda (%1, %2, %3, %4, %8) kullanarak ona ait antioksidan etkileri belirlemeye
calismislardir. Calisma sonucunda %3’liikk konsantrasyonun en yliksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu ancak tiim konsantrasyonlarin DNA hasar1 {izerine koruyucu

etkilerinin bulundugu gézlenmistir.

Okseotu (Viscum album) meyvelerine ait etanol ekstraktinin antioksidan ve
antimutajenik etkilerinin kromozomal aberasyon testi ile belirlenmeye calisildig1 bir
arastirmada, mutajen madde olarak trikloroetilen (TCE) kullanilmis ve Okse otu
ekstraktinin TCE’nin etkilerine kars1 koruyucu o6zellige sahip oldugu goriilmustiir.
Okseotu ekstraktinin uygulamasi sonucu insan lenfosit hiicrelerinde mitotik indeksin

arttig1 da belirlenmistir (Alpsoy et al. 2010).

Egea et al. (2010), kiiltiirii yapilmayan ali¢ (Crataegus azarolus L.), adi ali¢ (Crataegus
monogyna Jacq.), giivem erigi (Prunus spinosa L.), bogiirtlen (Rubus ulmifolius Schott),
tivez (Sorbus domestica L.) ve kusburnu (R. canina L.) bitkilerinin antioksidan
ozelliklerini belirlemek amaci ile yaptiklar1 ¢alismada, fenolik bilesikler ve karoten
yonii ile kusburnunun diger bitkilerden daha zengin ve en yliksek antioksidan aktiviteye
sahip oldugunu, bu o6zelliklerinden dolayr da kusburnu meyvelerinin gida iiretiminde

kullanilabilecegi bildirmislerdir.

Jang et al. (2010) hurma meyvelerinin (Diospyros kaki Fuyu) tohum, kabuk gibi ¢esitli
kisimlarindan elde edilen su, metanol, etanol ve aseton ekstrelerinin antigenotoksik
etkilerini comet testi ile arastirmiglardir. Yaptiklar1 c¢alismada, biitliin hurma
ekstrelerinin 200 uM H20;’nin neden oldugu DNA hasarini inhibe ettigini ancak tohum

ekstrelerinin etkisinin daha gii¢lii oldugunu belirtmislerdir.
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Sankar et al. (2010), sicanlarda sipermetrinin genotoksik etkilerine karsi zerdegalda
bulunan ve bir pigment olan kurkuminin koruyucu 6zelligini arastirmistir. Bu amagla
yapilan ¢alismada, 25 mg/kg dozda sipermetrin ile beslenen siganlarin kemik iligi
hiicrelerinde mikroniikleus frekansinin, kan hiicrelerinde ise DNA hasarinin arttigi
gozlenmistir. Kurkumin uygulamasindan sonra ise mikroniikleus frekansinda onemli
derecede diisiis gozlenmis ve kurkuminin sipermetrinin genotoksik etkilerini azalttig

sonucuna ulagilmistir.

Kusburnu meyvelerinde bulunan fenolik bilesiklerden birisi olan protokatehuik asidin
(Khadem and Marles 2010) genotoksik ve antigenotoksik etkileri Drosophila kanat
benek testi ile belirlenmeye c¢alisilmistir. Farkli dozlarda uygulanan protokatehuik
asidin herhangi bir genotoksik etkisinin olmadig1 ve hatta hidrojen peroksidin etkilerine

kars1 da antigenotoksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Anter et al. 2011).

Montazeri et al. (2011) tarafindan kusburnu metanol ekstraktinin gii¢lii bir antioksidan

ve antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Tumbas et al. (2012), kusburnunun vitamin C ve polifenol agisindan olduk¢a zengin
oldugunu ve kusburnu ¢aylarinin gosterdigi antioksidan aktivitenin vitamin C ve fenolik
bilesiklerden kaynaklandigint gézlemislerdir. Bu bilesenler de hiicre g¢ogalmasini
artiric1, oksidatif reaksiyonlar lizerinde diizenleyici ve beslenmede kullanilan gidalar

i¢in 6nemli kabul edilmistir.

Kizilet et al. (2013) tarafindan SMART kullanilarak yapilan bir ¢alismada kusburnunun

etanol ekstresinin etil metansiilfonatin (EMS) mutajenik etkisini azalttig1 gézlenmistir.

Uysal et al. (2015) tarafindan yine SMART kullanilarak yapilan bir ¢alismada, iran’a ait
endemik bir tiir olan Echium amoenum Fisch. and Mey (Boraginaceae) bitkisinin
metanol ve kloroform ekstraktlarinin da EMS’nin genotoksik etkisini azalttid
belirlenmistir. Arastiricilar  kloroform ekstraktinin iyilestirici  etkisinin metanol

ekstresinden daha fazla oldugunu ifade etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu caligmada, ilk olarak profenofos, sipermetrin, fenvalerat, lufenuron ve tetradifon
insektisitlerinin olasi genotoksik etkileri arastirilmistir. Bu amagla D. melanogaster’de
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), insan periferal lenfosit
hiicrelerinde ise mikroniikleus (MN) ve kardes kromatit degisimi (KKD) testleri
kullanilmistir.  Caligmanin  ikinci  kisminda ise bu insektisitlerin  neden
oldugu/olabilecegi genotoksik etkileri gidermek veya azaltmak amaci ile kusburnu
bitkisinin su (RCy,) ve etanol (RCet) ekstreleri besi yerlerine katilmistir. Sonuglarin

belirlenebilmesi i¢in yine ayni test yontemleri ile ¢alisilmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada profenofos, sipermetrin, fenvalerat, lufenuron ve tetradifon insektisitleri
ile in vivo ve in vitro test tekniklerinin uygulanabilmesi i¢in, dimetil siilfoksit (DMSO),
aseton, etil metansiilfonat (EMS), eter, etanol, propiyonik asit, Drosophila besiyeri,
gliserol, kloral hidrat, arap zamki, kromozom medium, kolsisin, sitokalazin B, glasiyal
asetik asit, metanol, 5-bromo-2-deoksiiiridin (BrdU), hoechst 33258 boyasi, giemsa
boyasi, sodyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, potasyum kloriir, sodyum
kloriir, sodyum sitrat, immersiyon yagi gibi ¢esitli kimyasal maddeler de kullanilmistir.
Kullanilan tiim kimyasal maddeler Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Genetik Arastirma Laboratuarina ait olup 2009/79 ve 2011/112 nolu Bilimsel Arastirma
Projeleri araciligr ile temin edilmistir. Tiim kimyasal maddelerin saflik dereceleri,

katalog numaralar1 ve alindig1 firmalar Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Profenofos 98,2 41198-08-7 Sigma
Sipermetrin 95,1 52315-07-8 Sigma
Fenvalerat >97 51630-58-1 Sigma
SMART  Lufenuron 99,7 103055-07-8 Sigma
MN Tetradifon 99,4 116-29-0 Sigma
KKD Etil metansiilfonat 62-50-0 Sigma
Dimetil stilfoksit 99,5 67-68-5 Riedel
Aseton 99,5 67-64-1 Riedel
Entellan 1079610100 Merck
Drosophila instant medium Carolina
Agar agar 9002-18-0 Merck
Propiyonik asit 99 79-09-4 Merck
SMART  Dietil eter 99 60-29-7 Merck
Etil alkol 99,5 64-17-5 Merck
Kloral hidrat 98 302-17-0 Sigma
Arap zamki 9000-01-5 Sigma
Gliserol 87 56-81-5 Merck
Kromozom medium F5023 Biochrom
Kolsigin 477-30-5 Biochrom
Sitokalazin B 98 14930-96-2 Sigma
Glasiyal asetik asit 99,8 64-19-7 Sigma
Metanol 99,7 67-56-1 Sigma
5-bromo-2-deoksitiridin 99 59-14-3 Sigma
MN- Hoechst 33258 boyast 98 23491-45-4 Sigma
KKD Giemsa boyasi 1092040500 Merck
Disodyum hidrojen fosfat 99 7558-79-4 Fluka
Sodyum dihidrojen fosfat 98 13472-35-0 Fluka
Potasyum kloriir >99 7447-40-7 Sigma
Sodyum kloriir 99,5 7647-14-5 Merck
Sodyum sitrat 99 6132-04-3 Merck
Immersiyon yag1 1046990100 Merck

3.2. Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

Bu c¢alismada etil metansiilfonat, faure, hipotonik, tespit, 5-bromo—2-deoksiiiridin
(BrdU), Hoechst (Bisbenzimid) fluoresan, 2xSSC, giemsa boyas1 gibi ¢esitli ¢ozeltiler
ve soranson, fosfat (PBS), Mc II Vaine tamponlari kullanilmistir. Bu ¢ozelti ve

tamponlarin kullanildig testler ve hazirlanis sekilleri Cizelge 3.2 ve 3.3te verilmistir.



40

Cizelge 3.2. Kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlanis sekilleri

Etil

metansilfonat

Faure

sollisyonu

BrdU
cozeltisi
Hipotonik

cozelti

Tespit

¢Ozeltisi

Hoechst
fluoresan

boyasi

2xSSC

¢Ozeltisi

Giemsa

boyast

SMART

MN

KKD

SMART

KKD

MN

KKD

MN

KKD

KKD

KKD

MN
KKD

%350’lik alkolde hazirlandiktan sonra son konsantrasyonu

0,7ug/mL olacak sekilde kiiltiir tiiplerine konulur

30 gr gam arabik, 20ml gliserol, 50 gr kloral hidrat ve 50
ml saf su karistirrlmis ve daha sonra filtre edilerek
hazirlanmistir. Oda sicakliginda uzun stire kullanilabilir.
10 ml saf suda 30,7 mg toz BrdU c¢ozildiikten sonra
aliminyum folyoya sarilip -20°C’de saklanmustir.

0,5592 gr KCI 100ml saf suda c¢oziildiikten sonra
37°C’de bekletilmistir. Her ¢alismadan 6nce taze olarak
hazirlanmalidir.

1/3 oraninda glasiyal asetik asit/metanol karisimindan
olusur. Her c¢alismadan Once hazirlanip -20°C’de
tutulmalidir.

Son konsantrasyonu 2,5 mg/ml olacak sekilde Hoechst
33258 boyast saf suya katilarak hazirlanmis ve
aliminyum folyoya sarilip +4°C’de saklanmistir.

1,74 gr NaCl ve 0,882 gr sodyum sitrat 100 ml saf su
iceren iki ayn sisede ¢oziildiikten sonra esit hacimde
karistirllmistir. Cozeltinin PH degeri sitrik asit ile 7,2’ye
ayarlanmistir.

5 ml giemsa boyasinin 90 ml’lik séranson tamponu igine

¢Ozlinmesi ile elde edilmistir.
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Cizelge 3.3. Kullanilan tampon ¢ozeltiler ve hazirlanis sekilleri

4,537 gr KH,PO,4 500 ml saf suda ¢oziilerek A soliisyonu,
Soéranson MN 5,935 gr Na;HPO,; 500 ml saf suda ¢oziilerek de B
tamponu KKD solisyonu hazirlanmistir. A soliisyonundan alan bir
miktar ¢ozelti ile B soliisyonunun pH degeri 6,8’¢

ayarlanmis ve sdranson tamponu olarak kullanilmistir.

Fosfat MN 8 gr NaCl, 0,2 gr KCl, 0,2 gr KH,PO, ve 2,32 gr Na,HPO,
tamponu KKD alinmis ve 1 litre saf suda c¢oziilmiistiir. Hazirlanan bu
(PBS) ¢ozelti oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Iki tampondan olusmaktadir. 1. tampon 19,2 gr/l oraninda
sitrik asit soliisyonu (0,1M), 2. tampon ise 28,4gr/I’lik
Mc Il Vaine KKD Na;HPO, soliisyonu (0,2M) icermektedir. 1. tampondan
tamponu 8ml, 2.tampondan ise 92 ml alinarak karistirilmasi sonucu

hazirlanir. 1. tampon ile pH degeri 7,1’e ayarlanir.

3.3. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

3.3.1. Drosophila melanogaster

In vivo genotoksik test yontemi SMART ta meyve sinegi olarak bilinen D.melanogaster
kullanilmaktadir. D.melanogaster c¢iirlimiis meyveler iizerinde beslenip ¢ogalabilen
Diptera takimina ait bir sinek tiriidiir (Sekil 3.1). D. melanogaster’in sistematigi
Cizelge 3.4’te verilmistir. Genetik aragtirmalarda kullanilan model organizmalardan biri
olan D.melanogaster ile ilgili ilk ¢aligmalar 1910 yilinda Thomas Morgan tarafindan

yapilmistir.
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Sekil 3.1. D.melanogaster’in Oregon soyunun disi ve erkek bireyleri. D: denge organt

Cizelge 3.4. D.melanogaster’in sistematigi

Alem
Sube

Alt sube
Smif

Alt simif
Ust takim
Takim
Alt takim
Familya
Cins

Tiir

Animalia

Arthropoda
Mandibulata-Antennata
Insecta-Hexapoda

Pterygota
Mecopteroidea/Panorpoidea
Diptera

Brachycera

Drosophilidae

Drosophila

Drosphila melanogaster

Hayvanlar alemi
Eklem bacaklilar
Ceneliler-Antenliler
Bocekler

Kanatl bocekler
Uzun kanatlilar

Iki kanatlilar
Sinekler/Kisa antenliler
Sirke/Meyve sinekleri
Sirke/Meyve sinekleri
Sirke/Meyve sinegi

D. melanogaster, giirimekte olan meyvelerin ve bazi tatli sivilarin (meyve suyu, sarap,

sitke, bira v.s) kokusuna pozitif kemotaksi gostermektedir. Ayrica, bitki 6z sulari,

diskilar ve mantarlar i¢inde de gelisebilmektedirler. Ev sineginin 1/3’li kadar olup,
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ikinci ¢ift kanatlar1 halter adi verilen topuz seklinde bir denge organina doniismiistiir
(Sekil 3.1). Larvalariin agiz ¢engelleri bulunmaktadir. Pupa, tiglincii larva evresinden
kalma bir deri ile sarilir. Arista tipi antenleri ¢ok kisa ve birbirinden farkli sekilleri olan
segmentlerin birlesmesiyle meydana gelmistir. D. melanogaster’de tam bagskalasima
(holometabol) ait ii¢ larva evresinden sonra prepupa ve pupa evreleri goriillmektedir
(Uysal vd 2006). Ergin birey yaklasik 9-10 giinlilk gelisim evrelerinden sonra
olusmaktadir (Sekil 3.2).

pupa

1. larva evresi

“

3. larva evresi

Sekil 3.2. D.melanogaster’in yasam dongiisii
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3.3.2. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi

Nokta mutasyon, delesyon ve mitotik rekombinasyon gibi ¢esitli degisikliklerin
fenotipte gézlenmesi esasina dayanan in vivo bir test sistemi olan SMART, son yillarda
genetik toksisitenin belirlenmesinde sik¢a kullanilmaktadir. G6z ve kanat benek testi
olmak iizere iki ¢esidi bulunmaktadir. Bu testin sonuglar1 ergin bireylerdeki g6z, kanat
gibi yapilarin olusumunu saglayan larval imajinal disklerdeki hiicre gruplarinda
meydana gelen mutasyonlara gore belirlenir. Bu c¢alismada kanat benek testi
kullanilmistir ve kanat benek testinde flare (flr) ve mwh (multiple wing hair-¢oklu
kanat killarr) isaret genlerinden yararlanilmaktadir. Flare (flr®, 3-38,8) geni, kanatlarda
korelmis, nokta seklinde kil olusumuna neden olmaktadir. Bu gen homozigot durumda
letal etki gostermektedir. Dolayisiyla ergin bireyler olusamamaktadir. Bu geninin
embriyonik letal etkisinden bireyleri korumak i¢in dengeleyici TM3 kromozomu
kullanilmaktadir. Flare isaret genini tagiyan bireylerde ayrica kanat kenarlarinin testere
disi seklinde olmasina neden olan BdS geni de bulunmaktadir. Bu geni tasiyan bireyler

serrat kanatli olarak adlandirilmaktadir (Sekil 3.3).

Serrat Kanat Normal Kanat

Sekil 3.3. D.melanogaster’in serrat ve normal kanat fenotipine sahip bireyleri
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Serrat kanat fenotipine sahip bireylerde flare isaret geni bulunmaktadir. Bu bireyler
normal kanat kilina sahiptirler (Sekil 3.4a). Diger isaret geni olan mwh (multiple wing
hair=¢oklu kanat killar1, 3-0,3) ise ayni hiicrede ii¢ veya daha fazla sayida kanat kili
olusumuna yol agmaktadir (Sekil 3.4Db).

Sekil 3.4. fIr’/TM3 (a) ve mwh/mwh (b) bireylere ait kanat kili yapilar1 (10x40)

3.3.3. Caprazlama yapilacak ergin bireylerin ve trans-heterozigot larvalarin elde

edilmesi

Bu calismada D.melanogaster’in flare 29 ile mwh & kullamlmistir. Bu soylar
Akdeniz Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nden temin edilmis ve
Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Genetik Arastirma Laboratuari’nda
standart besin ortaminda, ideal kosullarda (25+1°C ve %60 bagil nem) Kkiiltiire
alinmistir. Flare Q@Q’in virgin olarak elde edilebilmesi i¢in 4 saat araliklarla birey

toplamasi yapilmis ve bu disi bireyler ayri bir besi ortaminda tutulmustur. Daha sonra
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virgin olarak toplanan bu flare 9% ile mwh 43 8 saat ayni besiyerinde tutularak
caprazlanmasi saglanmistir. Caprazlama yapilacak her siseye 60 flare disi ve 60 mwh
erkek konulmustur. Toplanacak larvalarin ayni gelisim evresinde olmasi igin 8 saatin
sonunda ¢aprazlanan bireyler besiyerinden uzaklastirilmistir. Caprazlama sonucu olusan
72 saatlik 3. evre trans-heterezigot larvalar farkli konsantrasyonlarda insektisit ve
kusburnu bitkisine ait ekstreler iceren hazir Drosophila besiyerine (Drosophila Instant

Medium) aktarilmistir.

3.3.4. SMART i¢in insektisit ve bitki ekstrelerine ait uygulama gruplarinin

belirlenmesi

Calismada kullanilan profenofos, sipermetrin ve fenvalerat insektisitleri icin  %1’lik
dimetil siilfoksit (DMSO), lufenuron ve tetradifon i¢in ise %2,5’lik aseton ¢oziicii
olarak kullamilmistir. Bu ¢oziiciiler ile negatif kontrol grubu olusturulmustur. Pozitif
kontrol grubu olarak ise 1 ppm etil metansiilfonat ile (EMS) calistimistir. insektisit ve
bitki ekstrelerine ait uygulama gruplari, larval 6liim ve hayatta kalis oranlarina bakilarak
belirlenmigtir. Bu amagla 100 adet trans-heterozigot larva farkli konsantrasyonlarda
insektisit iceren besiyerlerine eklenmis ve erginlesen bireyler sayilmistir. Larvalarin
yaklasik olarak yarisinin 6liimiine neden olan insektisit konsantrasyonlar1 (LDsp) en {ist
uygulama grubu olarak se¢ilmis ve diger konsantrasyonlar bu degere gore
belirlenmistir. DMSO ve aseton insektisitlerin ¢oziiciisii olarak kullanildigi igin larval
O0lim ve hayatta kalis oranlart ¢oziiciiler baz alinarak hazirlanmistir. Buna gore
profenofos i¢in; 0,025, 0,05, 0,075 ve 0,1 ppm, sipermetrin i¢in; 3, 4, 5 ve 6 ppm,
fenvalerat igin; 2,5, 5, 7,5 ve 10 ppm ve lufenuron i¢in; 1, 2, 3 ve 4 ppm’lik
konsantrasyonlar uygulama grubu olarak segilmistir. Tetradifon ise 200 ppm’in
tizerindeki konsantrasyonlarda yeterince ¢6ziinmedigi i¢in en yliksek konsantrasyon 200
ppm olarak belirlenmis ve uygulama gruplari olarak 50, 100, 150 ve 200 ppm’lik
konsantrasyonlar secilmistir. DMSO’da ¢oziinen insektisitlere ait konsantrasyonlar ile
larva 6liim ve hayatta kalig oranlar1 Cizelge 3.5’de, asetonda ¢oziinen insektisitlere ait

konsantrasyonlar ile larva 6liim ve hayatta kalis oranlar1 ise Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.5. DMSO’da ¢oziinen insektisitlere ait larval 6liim ve hayatta kalis oranlari

Uygulama gruplar Larva Larva oliim Hayatta kahs
(ppm) sayis1 Oranlar1 (%) oranlari (%)

DMSO (%1) (Negatif Kontrol) 100 2° 08?

PROFENOFOS

0,025 100 7° 93

0,05 100 11° 89°

0,075 100 25° 75°

0,1 100 53' 4T

SIPERMETRIN

3 100 12° 88°

4 100 21° 79°

5 100 43° 579

6 100 54' 46'

FENVALERAT

2,5 100 5 95°

5 100 16° 84°

75 100 29' 71"

10 100 45" 55"

Istatistiki degerlendirmeler grup ici ve gruplar arasi yapilmistir. Aym siitunda farkli
harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 3.6. Asetonda ¢Oziinen insektisitlere ait larval 6liim ve hayatta kalis oranlari

Uygulama gruplan Larva Larva oliim Hayatta kahs
(ppm) sayis1  oranlari (%) oranlari (%)

ASETON (%02,5)(Negatif Kontrol) 100 4? 96°

LUFENURON

1 100 9 91°

2 100 7° 93°

3 100 29° 71°

4 100 48° 52°

TETRADIFON

50 100 11° 89°

100 100 16° 84°

150 100 9 91°

200 100 12° 88°

Istatistiki degerlendirmeler grup ici ve gruplar aras1 yapilmistir. Ayni siitunda farkl
harflerle gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.
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Bitki ekstrelerine ait larval 6liim ve hayatta kalis oranlar1 Cizelge 3.7°de verilmistir.
Yapilan 6n denemler ile kusburnu bitkisinin hem su hem de etanol ekstreleri i¢in %1°lik
konsantrasyonun larvalar {lizerinde herhangi bir toksik etkisinin olmadigi goriilmiis ve

uygulama grubu olarak se¢ilmistir.

Cizelge 3.7. Kusburnu bitkisi ekstrelerine ait larval 6liim ve hayatta kalis oranlar1

Uygulama gruplar Larva Larva oliim Hayatta kahs
(ppm) Sayisi oranlari(%) oranlari (%)

Saf su 100 32 978

RCs, (%1) 100 3? 97°

RCeta (%1) 100 5 95°

Istatistiki degerlendirmeler grup ici yapilmustir. Aym siitunda ayni harflerle
gosterilen degerler p>0,05 diizeyinde 6nemsizdir.

3.3.5. Insektisit ve bitki ekstrelerinin uygulanmasi

Calismada kullanilan insektisitler DMSO ve asetonda ¢oziildiikten sonra saf su ile
seyreltilerek istenilen konsantrasyonlarda insektisit ¢ozeltileri hazirlanmistir. Belirlenen
konsantrasyonlarda insektisit igeren 4 ml’lik bu ¢ozeltilere 1gr hazir Drosophila besini
ilave edilerek kiiltiir tiipleri hazirlanmistir. Kusburnu bitkisine ait su ve etanol ekstreleri
ise insektisitlerin en yiiksek uygulama gruplari ile birlikte kullanilmigtir. Kiiltiir
tiiplerine en yiiksek insektisit konsantrasyonuna ek olarak %1 lik bitki ekstresi
eklenmistir. Hazirlanan kiiltiir tiiplerinin igerisine 200 trans-heterozigot larva eklenerek
24 saat beslenmeleri saglanmistir. Bu larvalardan erginlesen en az 80 birey eter ile
bayiltilarak kanat preparatlar1 hazirlanmak iizere %70’lik etil alkol igerisinde +4°C’de

saklanmugtir.

3.3.6. Kanat preparatlarinin hazirlanmasi ve analizi

Ergin bireyler normal (Sekil 3.5a) ve serrat (Sekil 3.5b) kanat fenotipine gore

ayrildiktan sonra bu bireylerin kanatlar1 faure soliisyonu igerisinde binokiiler mikroskop
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altinda ince uglu pensler ile viicuda baglandigi bolgeden ince uglu pens yardimi ile
ayrilmistir. Bu islem sirasinda kanat ve {izerindeki killarin zarar gérmemesine dikkat
edilmistir. Viicuttan ayrilan kanatlar uygun araliklar ile lam iizerine yerlestirilmis ve

kurumaya birakilmistir (Sekil 3.6). Daha sonra lam entellan ile kaplanmis ve lizeri hava

kaparcig1 kalmayacak sekilde lamel (24x66 mm) ile kapatilmistir.

Sekil 3.5. Normal (a) ve serrat kanat (b) fenotipine ait sektorler (10x10)

Hazirlanan kanat preparatlart Nikon (ECLIPSE E100) marka binokiiler mikroskopta
10x40 biiyiitme ile incelenmistir. incelemenin kolay olmasi igin kanatlar A, B, C, C', D,
D' ve E olmak iizere sektorlere ayrilmis (Sekil 3.5a-b) ve kanatlarin hem dorsal hem de

ventral yiizli ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Sekil 3.6. Hazirlanan kanat preparatlari

Inceleme sonucunda gozlenen mutant hiicre klonlar1 kaydedilmistir. Tekli klonlar mwh
veya flare fenotipinde iken, ikiz klonlar mwh ve flare fenotiplerini birlikte tagimaktadir.
Tekli klonlar arasinda bir (Sekil 3.7a) ve iki (Sekil 3.7b) hiicreli olanlar kiigiik tek tip,
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tic ve daha fazla sayida hiicre gruplarindan olusanlar ise biiyiik tek tip (Sekil 3.8) olarak

isimlendirilmektedir.

Sekil 3.7. Bir hiicreli (a) ve iki hiicreli (b) kiigiik tek tip klon

Sekil 3.8. Biiyiik tek tip klon
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Sekil 3.9. Ikiz klon

Kiigiik tek tip klonlar sadece mwh igermekte iken biiyiik tek tip Klonlar mwh veya flare
olabilmektedir. U¢ veya daha fazla sayidaki mwh ve flare hiicreler biiyiik tek tip klon
olarak adlandirilmistir. ikiz klonlar ise hem mwh hem de flare hiicrelerini yan yana
icermektedirler (Sekil 3.9) (Graf et al. 1984). SMART ’mn tiim asamalar1 Sekil 3.10°da

Ozetlenmistir.
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mwh + F
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Somatik rekombinasyon

Sekil 3.10. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin sematik
gosterimi

3.3.7. Klon indiiksiyon frekansinin hesaplanmasi ve sonuclarin istatistiksel analizi

Klon indiiksiyon frekans1 (KIiF) asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaktadir. Bu

6‘ 2

formiilde “f” mwh klonlarin indiiksiyonlariin ortalama frekansini, gdzlenmis olan

toplam mwh klon sayisini, “N” kanat sayisini, “C” ise bir kanattaki incelenebilecek
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hiicre sayisint vermektedir. Yapilan g¢alismalar sonucu bir kanatta incelenebilecek
toplam hiicre sayisinin yaklagik olarak 24 000 oldugu belirlenmistir (Wiirgler and Vogel
1986).

_ 1 X 105
f_NC

SMART tan elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi Microsta bilgisayar programu ile
yapilmistir. Bu programda; orijinal (null) hipotez (HO) ve alternatif hipotez (Ha) olmak
tizere iki farkli uygulama bulunmaktadir. Orijinal (null) hipotez (HO) ile uygulama
gruplart ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel farkin olmadigi; alternatif hipotez
(Ha)’de ise uygulama gruplarinda gozlenen mutasyon oraninin kontrol grubuna gére m
defa daha fazla sayida oldugu varsayilmistir. Iki hipotezin hesaplanmasi ile olusan
sonuglar pozitif (+), zayif pozitif (z), 6nemsiz fark (i) ve negatif (-) olarak belirlenmistir

(Frei and Wiirgler 1988).
3.4. Mikroniikleus (MN) Testi
3.4.1. Hiicre kiltiiriiniin hazirlanmasi

1) Steril hiicre kiiltiir tliplerine 6 ml kromozom B mediumu konulmustur.

2) Sigara igmeyen, saglikli, geng dort bireyden alinan heparinize periferik kandan 0,5
ml eklenmis ve 37°C’de inkiibasyona birakilmustir.

3) Inkiibasyonun 24. saatinde profenofos, sipermetrin, fenvalerat, lufenuron ve
tetradifon insektisitlerinin farkli konsantrasyonlarmmi igeren 0,25 ml’lik ¢ozelti
eklenmistir.

4) Kiiltiir tliplerine 48. saatte 3pg/ml oraninda sitokalasin ilave edilmis ve tekrar
37°C’deki etiive birakilmistir.

5) 72. saatte inkiibasyon bitirilmis ve etiivden ¢ikarilan kiiltiir tiipleri 10 dakika 1000
rpm’de santrifiij edilmistir.

6) Santrifiij isleminden sonra siipernatantlar pastor pipeti ile atilmistir.
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7) Kiiltiir tliplerinin alt kisminda kalan ¢okeltinin lizerine daha dnceden hazirlanmig
hipotonik ¢dzelti ilave edilmis ve 37°C’de 5 dk. bekletilmistir.

8) Siirenin bitiminde kiiltiir tiipleri 10 dakika 1000 rpm’de santrifiij edilmis ve
siipernatant ayn1 sekilde uzaklastirilmistir.

9) Kalan cokeltilerin iizerine glasiyal asetik asit /metanol (1/3) karisimindan olusan
soguk tespit soliisyonundan 10 ml eklenmis ve 10 dakika 1000 rpm’de santrifiij edilerek
siipernatantlar uzaklagtirilmistir.

10) Cokelti olusmamasi igin ilk tespit soliisyonu damlatilarak katilmis ve kiiltiir tiipleri
de calkalayici yardimiyla siirekli karigtirilmistr.

11) Tespit ¢ozeltisinden gecirme islemine tiiplerdeki sivi berraklagincaya kadar devam
edilmistir. Tespit ¢ozeltisinin her eklenisinden sonra tiipler yine aym1 hiz ve siirede
santrifiij edilip slipernatantlar atilmistir.

12) Siipernatantlarin son kez atilisindan sonra dipte kalan ¢6zelti pastor pipeti ile iyice

karigtirilmistir.

3.4.2. Preparatlarin hazirlanmasi ve boyanmasi

Kiiltiir tliplerinin dip kismindaki ¢ozeltiler, +4°C’de soguk tespit ¢ozeltisinin igerisinde
tutulan lamlarin iizerine yaklasik 30 cm yiikseklikten damlatilmistir. Lamlarin {izerine
calisma ile ilgili bilgiler yazildiktan sonra preparatlar 3 giin siire ile kurumaya
birakilmigtir.Preparatlar kuruduktan sonra 13 dakika taze olarak hazirlanmis giemsa
boyasinda tutulmustur. Siirenin sonunda preparatlar musluk suyunda yikanarak
kurumaya birakilmistir. Boyama isleminden sonra preparatlar entellanla kaplanmis ve

tizerlerine lamel kapatilarak incelemeye hazir hale getirilmistir.

3.4.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanan preparatlar Nikon (ECLIPSE E100) marka binokiiler 151k mikroskobunda
10x40 biiylitmede incelenmis ve Boeco (BM-180/T/SP) marka trinokiiler 1s1k
mikroskobu ile fotograflar ¢ekilmistir. Sitotoksik etkiyi belirlemek amaci ile her donore

ait prepareatlardan 1000 hiicre incelenmis ve bir (Sekil 3.11a), iki (Sekil 3.11b), ii¢
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(Sekil 3.12a) ve dort ¢ekirdekli (Sekil 3.12b) hiicre sayisi belirlenmistir. Elde edilen bu
degerler kullamlarak asagidaki formiile gore niikleer boliinme indeksi (NBI)

hesaplanmistir (Fenech 2000).
NBI=(N1x1+N2x2+N3x3+N4x4)/1000

(N1: 1 niikleuslu hiicre sayisi; N2: 2 niikleuslu hiicre sayisi; N3: 3 niikleuslu hiicre

say1st; N4: 4 niikleuslu hiicre sayist)

a b

Sekil 3.11. Bir (a) ve iki (b) ¢ekirdekli hiicreler (10x100)

a b

Sekil 3.12. Ug (a) ve dort (b) cekirdekli hiicreler (10x100)
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Genotoksik etkiyi belirlemek amaci ile her uygulama grubu igin toplam 4000 tane iki
cekirdekli (biniikleus) hiicre incelenmis ve bu hiicrelerdeki mikroniikleuslar sayilmistir.
Mikrontikleuslarin ¢ekirdekle ayni yogunlukta boyanmasina, ¢ekirdegin 1/3’linden daha

kiiciik olmasina ve ana g¢ekirdekler ile bitisik olmamasina dikkat edilmistir (Fenech

2000).

3.4.4. MN testinden elde edilen sonuclarin istatistiksel analizi

Elde edilen MN ve NBI degerlerine SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
13. 0 programu ile istatistiksel analiz uygulanmistir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait
degerler tek degiskenli varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testleri ile

karsilastirilmistir.

3.5. Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi

3.5.1. Hiicre kiltiiriiniin hazirlanmasi

1) Steril hiicre kiiltiir tiiplerine 6 ml kromozom B besiyeri konulmustur.

2) Her kiiltiir tliptine 12 damla heparinize periferik kan damlatilmigtir.

3) Her Kkiiltiir tiiptine 10 pg/ml konsantrasyonda olacak sekilde 0,25 ml 5-
bromodeoksiuridin (BrdU) ilave edilmis, tiipler aliiminyum folyo ile sarilmis ve
37°C’de 72 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

4) Inkiibasyonun 24. saatinde kiiltir tiiplerine, daha ©6nceden belirlenmis
konsantrasyonlarda insektisit ve bitki ekstrelerinden 0,25 ml konulmustur. Kiiltiir tiipleri
tyice karistirildiktan sonra tekrar 37°C’ye ayarli etliive konulmustur.

5) Inkiibasyonun 70. saatinde her tiipe 0,2 ml kolsisin damlatilmis ve tiipler tekrar
inkiibasyona birakilmistir.

6) 72 saatin sonunda etiivden ¢ikarilan kiiltiir tiipleri 1000 rpm’de 10 dk. santrifii
edilmistir.

7) Santrifiij isleminden sonra kiiltiir tiiplerinden siipernatantlar uzaklastirilmistir.
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8) Kiiltlir tiiplerinde kalan ¢okeltinin {izerine daha Onceden hazirlanmis hipotonik
¢ozeltiden konulmustur. Kiiltiir tiipleri, igerisindeki ¢okelti ile hipotonik ¢6zeltinin iyice
karigmasi saglandiktan sonra 37°C’ye ayarl etiivde 25 dk bekletilmistir.

9) Siirenin bitiminde kiiltiir tiipleri yine 1000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmis ve
siipernatantlari atilmistir.

10) 10 ml soguk tespit ¢ozeltisi ¢calkalayicida karistirilarak kiiltiir tliplerine ilave edilmis
ve yine santrifiij islemi yapilmistir. Soguk tespitten ge¢irme islemine kiiltiir tiiplerindeki
cOzelti berraklasincaya kadar devam edilmistir. Calkalayicida (Vorteks) karistirma
sadece ilk tespitte uygulanmistir.

11) Tiplerdeki siipernatant son kez atildiktan sonra dipte kalan ¢okelti pastor pipeti ile

tyice karistirilmastir.

3.5.2. Preparatlarin hazirlanmasi ve boyanmasi

1) Kiiltiir tiiplerindeki ¢okelti iyice karistirildiktan sonra pastor pipeti ile 25-30 cm
yiikseklikten soguk tespit icerisinde tutulmus lamlarin tizerine damlatilmistir. Bu
sekilde ¢ozeltinin lamlarin lizerine iyice yayilmast saglanmistir. Hazirlanan preparatlar
li¢ giin 15181 gérmeyen bir ortada kurumaya birakilmistir.

2) Preparatlar 100 ml fosfat (PBS) tampon ¢ozeltisi icerisinde 15 dk. tutulduktan sonra
bu ¢6zeltinin igerisine son konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak sekilde Hoechst floresan
boyas1 eklenmis ve ayn1 ¢ozelti icerisinde 25dk. daha bekletilmistir.

3) PBS tamponundan ¢ikarilan preparatlar McllVaine tamponu igerisinde S5dk
bekletildikten sonra tepsiye dizilmis ve yine McllVaine tamponu ilave edilip lizerine
lameller kapatilmistir.

4) Tepsiye dizilen preparatlar 366 nm dalga boylu ultraviyole 15181 altinda bir saat
bekletilmistir.

5) UV 1sigmma maruz birakildiktan sonra preparatlar musluk suyunda yikanmis ve
igcerisinde 2xSSC c¢ozeltisi bulunan salelere dizilmistir. Bu ¢ozelti icerisinde 65°C’ye
ayarli sicak su banyosunda 60 dk tutulmustur.

6) Su banyosundan cikarilan preparatlar musluk suyunda yikanmis ve 13 dk giemsa

boyasinda bekletilerek boyanmasi saglanmistir.
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7) Giemsa boyasindan ¢ikarilan preparatlar musluk suyunda yikandiktan sonra
kurumaya birakilmistir. Kuruduktan sonra ise entellan ile kaplanarak iizerine lamel

kapatilmis ve incelemeye hazir hale getirilmistir.

3.5.3. Mikroskobik inceleme

Preparatlar Nikon (ECLIPSE E100) marka binokiiler mikroskopta immersiyon yagi
kullanilarak 10x100 biiylitmede incelenmistir. Preparatlara ait fotograflar ise Boeco

(BM-180/T/SP) marka trinokiiler 1s1k mikroskobunda ¢ekilmistir.

Replikasyon indeksini (RI) hesaplamak i¢in kan alman her kisi icin toplam 100 hiicre
incelenmis ve bu hiicreler birinci, ikinci ve lgiincli metafaz plagi olarak ayrilmus,
sayilar1 belirlenmistir. Elde edilen verilerden yola ¢ikarak asagidaki formiile gore Ri

degeri hesaplanmistir.

RI=(M1x1+M2x2+M3x3)/100

(M1: 1. Mitozdaki hiicre sayis1; M2: 2. Mitozdaki hiicre sayisi; M3: 3. Mitozdaki hiicre

sayisi)

Birinci mitoz boliinmeyi gecirmis olan hiicreler birinci metafaz plagi veya M1 hiicresi
olarak adlandirilmistir. Bu hiicrelerde kromozomlarin her iki kromatitide giemsa ile

boyandig1 i¢in koyu renkli goriinmektedirler (Sekil 3. 13).
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Sekil 3.13. Birinci metafaz plagina ait mikroskop goriintiisii (10x100)

Ikinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicreler ikinci metafaz plagi veya M2 hiicresi olarak
adlandirilmigtir. Bu hiicrelerde ise kromozomun kromatitlerinden birisi giemsa ile
boyandig1 i¢in koyu renkli digeri ise Hoechst floresan boyasi ile boyandig1 i¢in agik
renkli goriilmektedir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. ikinci metafaz plagina ait mikroskop gériintiisii (10x100)
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Ucgiincii mitoz boliinmeyi gegiren M3 hiicresinde ise bazi kromozomlarm bir kromatiti
koyu bir kormatiti ise agik renkli boyanmistir. Bazi kromozomlarin ise her iki kromatiti

de agik renkli boyanmistir (Sekil 3.15).

Sekil 3.15. Uciincii metafaz plagina ait mikroskop goriintiisii (10x100)

Sekil 3.16. Bir ve iki KKD degisimi ger¢eklesmis kromozomlar (10x100)
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KKD sayisini belirlemek i¢in kan alinan her kisiye ait 25 tane M2 metafaz plag:
incelenmistir (Sekil 3.14). Uygulama gruplar1 dort dondrden olustugu igin her uygulama
grubuna ait toplam 100 M2 metafaz plaginin goriintiisiine bakilmistir. M2 metafaz
plaklarinda kromatitlerden biri agik biri ise koyu renklidir. A¢ik renkli kromatitte koyu,
koyu renkli kromatitte ise agik renkli bolgeler KKD degisimini gostermektedir.
Incelenen M2 metafaz plaklarinda bu tip bolgelerin sayis1 belirlenerek KKD sayisi
bulunmustur. Kromozomun u¢ kismindaki degisimler bir, orta kismindaki degisimler ise
iki KKD olarak sayilmistir (Sekil 3.16). Sentromerdeki gegis bolgeleri ise KKD olarak

kabul edilmemistir.

3.5.4. KKD testinden elde edilen sonug¢larin istatistiksel analizi

Elde edilen KKD ve RI degerlerinin istatistiksel analizi SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences) 13. 0 programi ile yapilmistir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait

veriler tek degiskenli varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testleri ile karsilastiriimistir.

3.6. MN ve KKD test tekniklerine ait uygulama gruplarinin belirlenmesi

MN testi i¢in uygulama gruplari; NBI degerlerine ve biniikleuslu hiicre (Sekil 3.17a)
sayisina, KKD testi i¢in ise RI degerlerine ve M2 hiicre sayisina (Sekil 3.17b) bakilarak
belirlenmistir. On calismalar neticesinde hem MN hem de KKD testleri icin ayni
uygulama gruplar1 belirlenmistir. Buna gore; profenofos icin 0,25, 0,5, 0,75 ve 1 ppm,
sipermetrin i¢in 20, 30, 40 ve 50 ppm, fenvalerat igin 25, 50, 75 ve 100 ppm, lufenuron
icin 10, 20, 30 ve 40 ppm, tetradifon i¢in ise 50, 100, 150 ve 200 ppm’lik

konsantrasyonlar uygulama grubu olarak seg¢ilmistir.
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Sekil 3.17. Biniikleuslu hiicre (a) ve M2 hiicre plag: (b) (10X100)
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Negatif kontrol grubu olarak profenofos, sipermetrin ve fenvalerat i¢in %1’lik DMSO,
lufenuron ve tetradifon i¢in ise %]1’lik aseton, tiim uygulama gruplari i¢in de pozitif

kontrol grubu olarak 5 mM’lik EMS kullanilmaistir.

3.7. Kusburnu Bitkisine Ait Farkl Ekstrelerin Elde Edilmesi ve Uygulanmasi

Kugburnu bitkisinin meyveleri (Sekil 3.18) olgunlasma donemi olan eyliil aymnda
Erzurum ilinin Agkale ilgesine bagl Kapikale kdyiiniin 20002200 m rakimli daglik
alanlarindan toplanmistir. Kusburnu meyveleri direkt 151k gérmeyen temiz bir ortamda
kurutulmustur. Daha sonra blender yardimiyla hem meyvesi hem de i¢indeki tohumlari
ogitilmistiir. Kusburnunun etanol ekstresi Cakir et al. (2005)’e gore hazirlanmustir.
Etanol ekstresini hazirlamak i¢in, 6giitiilmiis kusburnu ornekleri dort giin etanolde
bekletilmistir. Her giiniin sonunda bitki-etanol karisimi filtre edilmis ve acia cikan
¢ozeltiden etanol uzaklastirilmistir. Geriye kalan 6ziit etanol ekstresi (RCea) Olarak
kullanilmigtir. Kugburnunun su ekstresi ise Halici et al. (2005) tarafindan uygulanan
yontem baz alinarak hazirlanmigtir. Buna gore; 200 ml distile suya 100 gr dgiitiilmiis
kusburnu konulmustur. Kusburnu-su karigimi 50°C’ye ayarlanmis su banyosunda iki
saat slireyle tutulmus ve daha sonra filtre edilmistir. A¢iga ¢ikan ¢ozelti liyofilizatérden

gecirilerek kusburnu bitkisinin su ekstresi (RCg,) elde edilmistir. SMART igin larval



63

mortalite degerleri baz alinmis ve bitki ekstrelerine (Sekil 3. 19) ait uygulama

konsantrasyonu %1 olarak secilmistir. Yapilan 6n ¢aligmalar neticesinde MN ve KKD

testi i¢in bitki ekstrelerine ait uygulama dozu ise 100 ppm olarak belirlenmistir.

Sekil 3.18. Kusburnu meyvesi

Sekil 3.19. Kusburnu ekstrelerinin hazirlanisi
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu c¢alismada profenofos, sipermetrin, fenvalerat, lufenuron ve tetradifon
insektisitlerinin genotoksik etkileri arastirilmis ve olas1 genotoksik etkiler kusburnu
bitkisine ait su ve etanol ekstreleri ile giderilmeye ¢alisilmistir. Bu amagla in vivo test
teknigi olan SMART ile in vitro test teknikleri olan MN ve KKD testleri kullanilmistir.
Caligmada ilk once her test teknigine ait uygulama konsantrasyonlari belirlenmistir.
Uygulama konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra sirasiyla SMART, MN ve KKD
testlerinin  uygulamalar1  yapilmistir. Elde edilen sonuglarla ilgili istatistiki
degerlendirme yapilmis ve genotoksik etkili bulunan insektisitlerin bu etkileri bitki

ekstreleri ile giderilmeye ¢alisilmistir.

4.1. insektisit Uygulamasi Sonucu SMART icin Elde Edilen Bulgular

D. melanogaster’in mutant flr® disileri ile mwh erkeklerinin ¢aprazlanmasi sonucu elde
edilen 3. evre trans-heterozigot larvalar, insektisitlere ait deney gruplari ile 24 saat
beslenmistir. Bu larvalardan erginlesen bireylerin normal (Sekil 3.5a) ve serrat (Sekil
3.5b) kanatlar1 ayr1 ayr1 incelenmis ve her kanat tipindeki bir hiicreli (Sekil 3.7a) ve iki
hiicreli (Sekil 3.7b) kiigiik tek tip, biiylik tek tip (Sekil 3.8) ve ikiz klonlar (Sekil 3.9)

ayr1 ayr1 degerlendirilerek insektisitlere ait mutasyon frekans degerleri elde edilmistir.

4.1.1. Profenofos uygulamasi

Calismada kullanilan ilk insektisit olan profenofosun D. melanogaster’in larvalarinda
toksik etki gosterdigi gozlenmistir (Cizelge 3.5). Cizelge 3.5’de de gorildiigi gibi,
negatif kontrol grubunda (%1 DMSO) %98 olan hayatta kalis oraninin profenofosun en
yiiksek uygulama grubunda (0,1 ppm) %47’ye diistiigli belirlenmistir. Bu diisiis

istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P<0,05).
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Profenofosa ait SMART’tan elde edilen sonuglar Cizelge 4.1, Sekil 4.1 ve 4.2°de
gosterilmistir. Normal kanatta profenofosun en yiiksek uygulama grubunda (0,1 ppm)
belirgin bir mutasyon artis1 gézlenmistir. DMSO kontrol grubunda kiiciik tek tip (KTT)
klon frekansi 0,11; biiylik tek tip (BTT) klon frekansi 0,01; toplam mwh ve toplam klon
frekanslar1 ise 0,13 olarak hesaplanmistir. Pozitif kontrol grubunda (1 ppm EMS) ise
KTT frekans:1 0,43; BTT frekans1 0,16; ikiz klon frekansi 0,05; toplam mwh frekansi
0,59 ve toplam klon frekansi ise 0,64 bulunmustur. Profenofosun en yiiksek uygulama
grubunda (0,1 ppm) ise bu degerler sirasiyla 0,24; 0,03 ve 0,26 olarak belirlenmistir.
Negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda profenofosun en yiliksek uygulama grubuna
(0,1 ppm) ait KTT, toplam mwh ve toplam klon frekanslarindaki yiikselis istatistiksel
olarak P<0,05 diizeyinde pozitif etkili (+), BTT klon frekansindaki artis ise dnemsiz
etkili (i) sonuc vermistir (P>0,05). Negatif kontrol grubunda 0,51 olan KIF degeri ise
profenofosun en yiiksek uygulama grubunda 1,08’ya yiikselmistir.

Serrat kanatta ise; DMSO kontrol grubuna ait KTT, toplam mwh ve toplam klon
frekanslarinin tiimt 0,09; BTT klon frekanst ise 0,00 olarak hesaplanmistir. Pozitif
kontrol grubunda (1 ppm EMS) KTT frekans1 0,26; BTT frekans1 0,11; toplam mwh ve
toplam klon frekansi ise 0,38 olarak tespit edilmistir. Profenofosun en yiiksek uygulama
grubunda (0,1 ppm) ise KTT klon frekansi 0,15; BTT klon frekansi 0,01; toplam mwh
ve toplam klon frekanslari ise 0,18 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2).
Negatif kontrol grubunda 0,36 olan KIF degeri ise profenofosun en yiiksek uygulama
grubunda 0,67’ya yiikselmistir. Negatif kontrol grubuna goére tiim klon frekanslarinda

gozlenen ylkselisler istatistiksel olarak Onemsiz etkili (i) bulunmustur (P>0,05).



Cizelge 4.1. Profenofos uygulamasi sonucu SMART i¢in elde edilen degerler

Fr Fr Fr Fr Fr

Normal kanat (mwh/flr®)

Saf su 80 6 (0,08) 0 (0,00 0 (0,00) 6 (0,08) 6 (0,08) 0,31
DMSO (%1) 80 9 (0,112) 1 (0,01) 0 (0,00) 10 (0,13) 10 (013) 0,51
EMS (1 ppm) 80 34 (043 + 13 (016) + 4 (0,05 + 47 (059) + 51 (0,64) + 2,61
PROFENOFOS

0,025 80 12 (015 i 3 (004 i O (00 i 15 (019 i 15 (0,19 i 0,77
0,05 80 14 (018 i 1 (001 i 0 (00 i 15 (019 i 15 (0,19 i 0,77
0,075 80 14 (0,18 i 3 (004 i O (0,00 i 17 (0,21) i 17 (0,21) i 0,87
0,1 80 19 (0,24 + 2 (003 i 0 (000 i 21 (026) + 21 (0,26) + 1,08

Serrat kanat (mwh/TM3)

Saf su 80 5 (0,06) 0 (0,00 5 (0,06) 5 (0,06) 0,26
DMSO (%1) 80 7 (0,09) 0 (0,00) 7 (0,09) 7 (0,09) 0,36
EMS (1ppm) 80 21 (0,26) + 9 (0,11) + 30 (0,38) + 30 (0,38) + 1,54
PROFENOFOS

0,025 80 8 0,200 i 1 (0,01) i 9 011) i 9 (0,11) i 0,46
0,05 80 12 (015 i 0  (0,00) i 12 (0,15) i 12 (0,15) i 0,61
0,075 80 10 (©013) i 2 (0,03) i 12 (0,15) i 12 (0,15) i 0,61
0,1 80 12 (0,15 i 1 (0,01) i 13 (0,18) i 13 (0,18) i 0,67

No: klon sayisi; Fr: frekans; D: istatistiksel sonuglarin gosterimi; +: pozitif; -: negatif; i: onemsiz fark; m:carpim faktorii
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BKTT mBTT ikiz @ Ymwh B YKlon

Saf su %1 1ppm 0,025 0,05 0,075 0,1
DMSO EMS ppm ppm ppm ppm

Sekil 4.1. Profenofos uygulamasi sonucu normal kanat fenotipi icin SMART’a ait
degerlerin karsilagtirilmasi
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Sekil 4.2. Profenofos uygulamasi sonucu serrat kanat fenotipi i¢cin SMART’a ait
degerlerin karsilastirilmasi

4.1.2. Sipermetrin uygulamasi

Sipermetrin uygulamasi ile larvalara ait 6lim ve hayatta kalis oranlar1 Cizelge 3.5°de
verilmistir. Bu ¢izelgeye gore, %1 DMSO negatif kontrol grubunda %98 olan hayatta

kalis oran1 sipermetrinin en yiiksek uygulama grubu olan 6 ppm’de %46’ya diigmiistiir.
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Bu diisiis istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05). Larval 6liim oranlari i¢in
LDsp degerleri dikkate alinarak sipermetrin i¢in 3, 4, 5 ve 6 ppm uygulama grubu olarak

secilmistir.

Normal kanatta; sipermetrin uygulama gruplarina ait KTT klon frekanslar1 sirasiyla;
0,06; 0,10; 0,20 ve 0,23; BTT klon frekanslar1 0,00; 0,04; 0,03 ve 0,05; toplam mwh ve
toplam klon frekanslar1 ise sirasiyla 0,06; 0,14; 0,23 ve 0,28 olarak hesaplanmistir
(Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3). DMSO kontrol grubunda 0,11 olan KTT klon frekansi,
sipermetrinin en yiikksek uygulama grubunda (6 ppm) 0,23’e, 0,01 olan BTT klon
frekans1 da 0,05°e yiikselmistir. Fakat her iki klon tipinde de g6zlenen bu yiikselisler
istatistiksel olarak onemsiz etkili (i) bulunmustur (P>0,05). Toplam mwh ve toplam
klon frekansi ise negatif kontrol grubunda 0,13 iken, sipermetrinin en yiiksek uygulama
grubunda (6 ppm) 0,28’e yiikselmistir. Benzer yiikselis KIF degerinde de gozlenmistir.
Kontrol grubunda 0,51 olan KIF degeri, sipermetrin en yiiksek uygulama grubunda (6
ppm) 1,13 olarak hesaplanmistir. Toplam mwh ve toplam klon frekanslarinda gozlenen

bu yiikselis istatistiksel olarak pozitif etkili (+) bulunmustur (P<0,05).

Serrat kanatta ise; sipermetrin uygulama gruplarina ait KTT klon frekanslar1 sirasiyla;
0,08; 0,10; 0,11 ve 0,15; BTT klon frekanslar1 0,00; 0,00; 0,01 ve 0,01; toplam mwh ve
toplam klon frekanslar1 ise sirasiyla 0,08; 0,10; 0,13 ve 0,16 olarak hesaplanmistir
(Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4). Kontrol grubunda 0,09 olan KTT klon frekansi,
sipermetrinin en yiikksek uygulama grubunda (6 ppm) 0,15’¢; 0,00 olan BTT klon
frekanst 0,01’e; 0,09 olan toplam mwh ve toplam klon frekanslar1 ise 0,16’ya
yiikselmistir. Negatif kontrol grubunda 0,36 olan KiF degeri ise sipermetrinin en yiiksek
uygulama grubunda 0,67 olarak hesaplamistir. Tiim klon tiplerinde gdzlenen bu

yiikseligler istatistiki agidan dnemsiz etkili (i) bulunmustur (P>0,05).



Cizelge 4.2. Sipermetrin uygulamasi sonucu SMART i¢in elde edilen degerler

Fr Fr Fr Fr

Normal kanat (mwh/fir’)

Saf su 80 6 (0,08) 0 (0,00) 0 (0,00) 6 (0,08) 6 (0,08) 0,31
DMSO (%1) 80 9 (0,112) 1 (0,01) 0 (0,00) 10 (0,13) 10 (013) 0,51
EMS (1 ppm) 80 34 (043 + 13 (0,16) + 4 (0,05 + 47 (0590 + 51 (0,64) + 2,61
Sipermetrin

3 80 5 0,06) i 0 (0,000 i O (000 i 5 (0,06) i 5 (0,06) i 0,26
4 80 8 0,100 i 3 004 i 0 (©O00 i 11 (@©O14 i 11 (014 i 0,56
5 80 16 (0,200 i 2 003 i 0 (00 i 18 (023) i 18 (0,23) i 0,92
6 80 18 (0,23) i 4 (005 i 0 (000 i 22 (028 + 22 (0,28) + 1,13
Serrat kanat (mwh/TM3)

Saf su 80 5 (0,06) 0 (0,00) 5 (0,06) 5 (0,06) 0,26
DMSO (%1) 80 7 (0,09) 0 (0,00) 7 (0,09) 7 (0,09) 0,36
EMS (1ppm) 80 21 (0,26) + 9 (0,11) + 30 (0,38) + 30 (0,38 + 1,54
Sipermetrin

3 80 6 0,08 i 0 (0,00) i 6 (0,08 i 6 (0,08) i 0,31
4 80 8 0,100 i O (0,00) i 8 (0,100 i 8 (0,10) i 0,41
5 80 9 011) i 1 (0,01) i 10 (0,13) i 10 (0,13) i 0,51
6 80 12 (015 i 1 (0,01) i 13 (0,16) i 13 (0,16) i 0,67

No: klon sayisi; Fr: frekans; D: istatistiksel sonuglarin gosterimi; +: pozitif; -: negatif; i: onemsiz fark; m:carpim faktorii
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OKTT mBTT Ikiz B Y'mwh E YKlon

Safsu %1 1 ppm 3 4 5 6
DMSO EMS ppm ppm ppm ppm

Sekil 4.3. Sipermetrin uygulamasi sonucu normal kanat fenotipi i¢in SMART a ait
degerlerin karsilagtiriimasi

OKTT mBTT B Ymwh B YKlon

Safsu %1 1 ppm 3 4 5 6
DMSO EMS ppm ppm ppm ppm

Sekil 4.4. Sipermetrin uygulamasi sonucu serrat kanat fenotipi icin SMART’a ait
degerlerin karsilastirilmasi
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4.1.3. Fenvalerat uygulamasi

Fenvalerat uygulamasi sonucu trans-heterozigot larvalarda goriilen 6lim ve hayatta
kalis oranlar1 Cizelge 3.5’de verilmistir. Cizelgeye gore, DMSO negatif kontrol
grubunda %98 olan hayatta kalis oran1 fenvaleratin en yiiksek uygulama grubunda (10
ppm) %55 olarak tespit edilmistir. Bu deger ayn1 zamanda LDsg degeri olarak kabul
edilmistir. Hayatta kalis oranlar1 bakimindan kontrol ve uygulama gruplart arasinda
gozlenen farklilik P<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Larvalara ait 6liim ve hayatta
kalis oranlar1 goz oOnilinde bulundurularak fenvalerat icin 2,5; 5; 7,5 ve 10 ppm’lik

konsantrasyonlar uygulama grubu olarak se¢ilmistir.

Normal kanat i¢in; fenvalerat uygulama gruplarina ait KTT klon frekanslar1 sirasiyla;
0,10; 0,15; 0,19 ve 0,28; BTT klon frekanslar1 0,00; 0,03; 0,01 ve 0,04; toplam mwh ve
toplam klon frekanslar1 ise 0,10; 0,18; 0,20 ve 0,31 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3
ve Sekil 4.5). DMSO kontrol grubunda 0,11 olan KTT klon frekansi, fenvaleratin en
yiiksek uygulama grubunda (10 ppm) 0,28’¢; 0,01 olan BTT klon frekans1 0,04’e; 0,13
olan toplam mwh ve toplam klon frekans1 0,31, 0,51 olan KIiF degeri ise 1,28’¢
yiikselmistir. KTT, toplam mwh ve toplam klon frekanslarindaki yiikselisler istatistiki
acidan pozitif etkili (+) (P<0,05), BTT klon frekansindaki artis ise 6nemsiz etkili (1)
bulunmustur (P>0,05).

Serrat kanatta ise; fenvaleratin tim uygulama gruplarina ait KTT klon frekansi sirasiyla
0,09; 0,11; 0,15 ve 0,21; BTT klon frekanslar1 0,00; 0,03; 0,03 ve 0, 01; toplam mwh ve
toplam klon frekanslar ise sirasiyla 0,09; 0,14; 0,18 ve 0,23 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.3 ve Sekil 4.6). Negatif kontrol grubunda 0,09 olan KTT klon frekansi,
fenvaleratin en yiiksek uygulama grubunda (10 ppm) 0,21°e; 0,00 olan BTT klon
frekansi 0,01°e; 0,09 olan toplam mwh ve toplam klon frekansi ise 0,23’e yiikselmistir.
KIF degeri ise 0,36 dan 0,92’ye yiikselmistir. Serrat kanat sonuglar1 icerisinde, diger
insektisitlerden farkli olarak fenvalerat, KTT, toplam mwh ve toplam klon frekansi
yoniiyle istatistiksel olarak pozitif etkiye (+) sebep olmustur (P<0,05). BTT klon

frekansindaki gozlenen yiikselis ise dnemsiz etkili (i) bulunmustur (P>0,05).



Cizelge 4.3. Fenvalerat uygulamasi sonucu SMART i¢in elde edilen degerler

D No Fr No Fr No Fr

Normal kanat (mwh/flr®)

Saf su 80 6 (0,08) 0 (0,00) 0 (0,00) 6 (0,08) 6 (0,08) 0,31
DMSO (%1) 80 9 (0,11) 1 (0,01) 0 (0,00) 10 (0,13) 10 (013) 0,51
EMS (1 ppm) 80 34 (043 + 13 (0,16) + 4 (0,05 + 47 (059 + 51 (0,64) + 2,61
Fenvalerat

2,5 80 8 (0,10) i 0 (00 i 0 (0,00 i 8 (0,10) i 8 (0,10) i 0,41
5 80 12 (0,15) i 2 (003 i O (00 i 14 (018 i 14 (018 i 0,72
7,5 80 15 (0,19) i 1 (01 i 0 (00 i 16 (0,200 i 16 (0,20) ‘i 0,82
10 80 22 (028 + 3 (004 i O (0000 i 25 (0,31) + 25 (0,31) + 1,28
Serrat kanat (mwh/TM3)

Saf su 80 5 (0,06) 0 (0,00) 5 (0,06) 5 (0,06) 0,26
DMSO (%1) 80 7 (0,09) 0 (0,00) 7 (0,09) 7 (0,09) 0,36
EMS (1ppm) 80 21 (0,26) + 9 (0,11) + 30 (0,38) + 30 (0,38) + 1,54
Fenvalerat

2,5 80 7 (0,09 i 0 (0,000 i 7 (0,09 i 7 (0,09) i 0,36
5 80 9 (0,11) i 2 (0,03) i 11 (©0,14) i 11 (0,14) i 0,56
7,5 80 12 (0,15) i 2 (0,03) i 14 (0,18) i 14 (0,18) i 0,72
10 80 17 (021) + 1 (0,01) i 18 (0,23) + 18 (0,23) + 0,92

No: klon sayisi; Fr: frekans; D: istatistiksel sonuglarin gosterimi; +: pozitif; -: negatif; i: onemsiz fark; m:carpim faktorii

¢l
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OKTT EmBTT Ikiz B Y mwh B YKlon
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Sekil 4.5. Fenvalerat uygulamasi sonucu normal kanat fenotipi i¢cin SMART’a ait
degerlerin karsilagtirilmasi
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Sekil 4.6. Fenvalerat uygulamasi sonucu serrat kanat fenotipi i¢in SMART’a ait
degerlerin karsilastirilmasi
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4.1.4. Lufenuron uygulamasi

Lufenuron uygulamasi sonucu elde edilen larval 6liim ve hayatta kalis oranlar1 Cizelge
3.6’da verilmistir. Cizelge 3.6’ya gore %2,5 aseton negatif kontrol grubunda %96 olan
hayatta kalis orani lufenuronun en yiiksek uygulama grubunda (4 ppm) %52’ye
dismiistiir. Bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05). Larval 6lim ve
hayatta kalis oranlar1 LDsp degeri olarak degerlendirilmis ve lufenuron i¢in 1, 2, 3 ve 4

ppm’lik konsantrasyonlar uygulama grubu olarak se¢ilmistir.

Normal kanatta; %2,5 aseton negatif kontrol grubuna ait KTT, BTT, toplam mwh ve
toplam klon freknslari sirast ile; 0,10; 0,01; 0,11 ve 0,11 olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.4 ve Sekil 4.7). Lufenuron uygulama gruplarinda ise KTT klon frekanslar1 sirasi ile
0,11; 0,16; 0,20 ve 0,23; BTT klon frekanslar1 0,01; 0,00; 0,01 ve 0,04; toplam mwh ve
toplam klon frekanslar1 ise sirasi ile 0,13; 0,16; 0,21 ve 0,26 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.4 ve Sekil 4.7). Negatif kontrol grubunda 0,10 olan KTT klon frekansinin
lufenuronun en yiiksek uygulama grubunda (4 ppm) 0,23’e, 0,01 olan BTT klon
frekansinin 0,04’e, 0,13 olan toplam mwh ve toplam klon frekanslarinin ise 0,26’ya,
0,46 olan KIF degerinin ise 1,08’¢ yiikseldigi gdzlenmistir. BTT klon frekansi harig
diger klon frekanslarinda gozlenen yiikselisler istatistiksel agidan pozitif etkili (+)
bulunmustur (P<0,05). BTT klon frekansindaki yiikselis ise Onemsiz (i) etkili
bulunmustur (P>0,05).

Serrat kanatta ise; negatif kontrol grubuna (%2,5 aseton) ait BTT klon frekansi 0,00,
diger klon frekanslar1 ise 0,09 olarak tespit edilmistir. Lufenuron uygulama gruplarinda
ise KTT kon frekanslar sirasiyla; 0,09; 0,11; 0,11 ve 0,14; BTT klon frekanslar1 0,00;
0,00; 0,01 ve 0,01; toplam mwh ve toplam klon frekanslar1 ise 0,09; 0,11; 0,13 ve 0,15
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4). KIF degerleri ise negatif kontrol grubunda 0,36,
uygulama gruplarinda ise sirasiyla 0,36; 0,46; 0,51 ve 0,62 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.4 ve Sekil 4.8). Negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda tim klon
frekanslarinda ve KIF degerinde artis olmasina ragmen, bu artislar istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (P>0,05).



Cizelge 4.4. Lufenuron uygulamas: sonucu SMART ig¢in elde edilen degerler

Fr No Fr Fr Fr

Normal kanat (mwh/flr?)

Saf su 80 6 (0,08) 0 (0,00) 0 (0,00) 6 (0,08) 6 (0,08) 0,31
Aseton (%2,5) 80 8 (0,10) 1 (0,01) 0 (0,00) 9 (0,11 9 (0,11) 0,46
EMS (1 ppm) 80 34 (043 + 13 (0,16) + 4 (0,05) + 47 (059 + 51 (0,64) + 2,61
Lufenuron

1 80 9 (0,11) i 1 (01 i 0 (©O00 i 10 (013 i 10 (0,13) i 0,51
2 80 13 (0,16) i 0O (00 i 0 (000 i 13 (0,26) i 13 (0,16) i 0,67
3 80 16 (0,20) i 1 (01 i 0 (00 i 17 (021 i 17 (0,21) i 0,87
4 80 18 (023) + 3 (004 i 0 (000 i 21 (0,26) + 21 (0,26) + 1,08
Serrat kanat (mwh/TM3)

Saf su 80 5 (0,06) 0 (0,00) 5 (0,06) 5 (0,06) 0,26
Aseton (%2,5) 80 7 (0,09 0 (0,00) 7 (0,09 7 (0,09 0,36
EMS (1ppm) 80 21 (0,26) + 9 (0,11) + 30 (0,38) + 30 (0,38 + 1,54
Lufenuron

1 80 7 (0,09 i 0 (0,000 i 7 (0,09 i 7 (0,09 i 0,36
2 80 9 (0,11)) i 0 (0,000 i 9 (011 i 9 (0,11) i 0,46
3 80 9 (0,11) i 1 (0,01) i 10 (0,13) i 10 (0,13) i 0,51
4 80 11 (0,14) i 1 (0,01) i 12 (0,15) i 12 (0,15) i 0,62

No: klon sayist; Fr: frekans; D: istatistiksel sonuglarin gosterimi; +: pozitif; -: negatif; 1: dnemsiz fark; m:carpim faktorii
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Sekil 4.7. Lufenuron uygulamasi sonucu normal kanat fenotipi icin SMART’a ait
degerlerin karsilastirilmasi
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Sekil 4.8. Lufenuron uygulamasi sonucu serrat kanat fenotipi i¢in SMART’a ait
degerlerin karsilastirilmasi
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4.1.5. Tetradifon uygulamasi

Tetradifon uygulamasi sonucu elde edilen larval 6lim ve hayatta kalis oranlar1 da
Cizelge 3.6’de verilmistir. Cizelgeye gore negatif kontrol grubunda (%2,5 aseton) %96
olan hayatta kalis orani tetradifonun en yiiksek uygulama grubunda (200 ppm) %88’e
dismiistiir. Bu disiis istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05). Larva 6lim ve
hayatta kalis oranlar1 géz oniinde bulundurularak, tetradifon i¢in 50, 100, 150 ve 200
ppm’lik konsantrasyonlar uygulama grubu olarak secilmistir. 200 ppm’in iizerindeki

konsantrasyonlarda tetradifon yeterince ¢6ziinmedigi i¢in ¢aligma yapilamamustir.

Normal kanatta; aseton negatif kontrol grubuna (%2,5 aseton) ait KTT, BTT, toplam
mwh ve toplam klon frekanslar1 sirasi ile; 0,10; 0,01; 0,11 ve 0,11 olarak tespit
edilmistir. Tetradifon uygulama gruplarinda ise KTT klon frekanslar1 sirast ile 0,10;
0,09; 0,11 ve 0,14; BTT klon frekanslar1 0,00; 0,01; 0,01 ve 0,00; toplam mwh ve
toplam klon frekanslar1 ise sirasi ile 0,10; 0,10; 0,13 ve 0,14 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.5 ve Sekil 4.9). Negatif kontrol grubunda 0,10 olan KTT klon frekansinin
tetradifonun en yiiksek uygulama grubunda (200 ppm) 0,14’e, 0,11 olan toplam mwh
ve toplam klon frekanslarmin ise 0,14e, 0,46 olan KIF degerinin ise 0,56’ya yiikseldigi
gozlenmistir. BTT ve ikiz klon frekans: hari¢ diger klon frekanslarinda ve KIF
degerinde gozlenen yiikselisler istatistiksel agidan Onemsiz etkili (i) bulunmustur

(P>0,05).

Serrat kanatta ise; negatif kontrol grubuna (%2,5 aseton) ait BTT klon frekansi 0,00,
diger klon frekanslar1 ise 0,09 olarak tespit edilmistir. Tetradifon uygulama gruplarinda
ise KTT klon frekanslar1 sirasiyla; 0,05; 0,08; 0,09 ve 0,05; BTT klon frekanslar1 0,00;
0,01; 0,00 ve 0,03; toplam mwh ve toplam klon frekanslari ise 0,05; 0,09; 0,09 ve 0,08
olarak tespit edilmistir. KIF degerleri ise negatif kontrol grubunda 0,36, uygulama
gruplarinda ise sirasiyla 0,23; 0,36; 0,36 ve 0,31 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5 ve
Sekil 4.10). Negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda sadece BTT klon

frekanslarinda artis gbzlenmis, fakat istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir (P>0,05).



Cizelge 4.5. Tetradifon uygulamasi sonucu SMART i¢in elde edilen degerler

Fr

No

Fr

Fr

Fr

Normal kanat (mwh/fIr°)

Saf su 80 6 (0,08) 0 (0,00) 0 (0,00) 6 (0,08) 6 (0,08) 0,31
Aseton (%2,5) 80 8 (0,10) 1 (0,01) 0 (0,00) 9 (0,11) 9 (0,11) 0,46
EMS (1 ppm) 80 34 (043 + 13 (0,16) + 4 (0,05 + 47 (059 + 51 (0,64) + 2,61
Tetradifon

50 80 8 (0,10) i 0 (000 i 0 (0,00 i 8 (0,10) i 8 (0,10) i 0,41
100 80 7 (0,09 i 1 (0,01 i 0 (0,00 i 8 (0,10) i 8 (0,10) i 0,41
150 80 9 (0,11) i 1 (©01) i 0 (00 i 10 (013 i 10 (0,13) i 0,51
200 80 11 (0,14) i 0O (00 i 0 (0000 i 11 (0,14 i 11 (0,14) i 0,56
Serrat kanat (mwh/TM3)

Saf su 80 5 (0,06) 0 (0,00) 5 (0,06) 5 (0,06) 0,26
Aseton (%2,5) 80 7 (0,09) 0 (0,00) 7 (0,09) 7 (0,09) 0,36
EMS (1ppm) 80 21 (0,26) + 9 (0,11) + 30 (0,38) + 30 (0,38) + 1,54
Tetradifon

50 80 4 (0,05 i 0 (0,000 i 4 (0,05 i 4 (0,05 i 0,23
100 80 6 (0,08) i 1 (0,01) i 7 (0,09 i 7 (0,09 i 0,36
150 80 7 (0,09 i 0 (0,000 i 7 (0,09 i 7 (0,09 i 0,36
200 80 4 (0,05 i 2 (0,03) i 6 (0,08) i 6 (0,08) i 0,31

No: klon sayisi; Fr: frekans; D: istatistiksel sonuglarin gosterimi; +: pozitif; -: negatif; i: onemsiz fark; m:¢arpim faktorii

8.
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Sekil 4.9. Tetradifon uygulamasi sonucu normal kanat fenotipi i¢cin SMART’a ait
degerlerin karsilagtirilmasi
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Sekil 4.10. Tetradifon uygulamasi sonucu serrat kanat fenotipi icin SMART’a ait
degerlerin karsilastirilmasi
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4.2. Insektisitler ile Kusburnu Bitkisine Ait Ekstrelerin Birlikte Uygulanmasi
Sonucu SMART i¢in Elde Edilen Bulgular

Deneysel calismalarin ikinci kismu igin insektisitler+RCg/RCea uygulama gruplari
olusturulmustur. Tetradifon hari¢ kullanilan tiim insektisitlerin en yiiksek uygulama
grubunda (Cizelge 4.1; 4,2; 4.3; 4.4 ve 4.5) genotoksik etki gozlenmis oldugu igin,
kusburnu bitkisine ait ekstrelerin insektisitler ile birlikte kullaniminda pozitif etkili olan
en yiiksek uygulama gruplar tercih edilmistir. Bu uygulama gruplar1 profenofos i¢in 0,1
pmm, sipermetrin i¢in 6 ppm, fenvalerat i¢in 10 ppm ve lufenuron i¢in 4 ppm’dir.
Kusburnu bitkisinin su ve etanol ekstrelerin bu gruplar ile birlikte kullanilmistir.
Oncelikle kusburnu bitkisine ait su ve etanol ekstrelerinin D.melanogaster’in trans-
heterozigot larvalar iizerine toksik etkisinin olup olmadigi arastirilmistir. Bu amacla
larvalara ait 6liim ve hayatta kalis oranlar1 belirlenmistir (Cizelge 3.7). Cizelgeye gore,
bitki ekstreleri i¢in ¢oziicli olarak kullanilan saf su ile %1°lik su ekstresinde (RCg,)
larvalarin hayatta kalis oran1 %97, %]1°lik etanol ekstresinde (RCea) iSe %95 olarak
bulunmustur. Negatif kontrol grubu olarak kullanilan saf su ile %1°lik bitki ekstrelerine
ait hayatta kalis degerleri arasinda istatistiksel olarak (P>0,05) fark bulunmadig i¢in
%1°1ik bitki ekstresi konsantrasyonunun toksik etki géstermedigi sonucuna ulasilmis ve

bu konsantrasyon uygulama grubu olarak secilmistir.

4.2.1. Profenofos insektisiti ile kusburnu bitkisine ait ekstrelerin uygulanmasi

Normal kanatta; profenofosun en yiiksek konsantrasyonu (0,1 ppm) ile birlikte
uygulanan RCg, uygulama grubunda KTT, BTT, toplam mwh ve toplam klon
frekanslar1 siras1 ile 0,19; 0,03; 0,21 ve 0,21, RCqg, uygulama grubunda ise sirasiyla
0,16; 0,04; 0,20 ve 0,20 olarak tespit edilmistir. KIF degerleri ise RCy, uygulama
grubunda 0,87, RCea uygulama grubunda ise 0,82 olarak hesaplanmistir. Ikiz klon
frekanslari ise her iki uygulamada da 0,00 bulunmustur (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.11).

DMSO negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda; negatif kontrol grubunda 0,11 olan
KTT klon frekans1 RCy, Ve RCet uygulama gruplarinda sirasiyla; 0,19 ve 0,16; 0,01
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olan BTT klon frekansi 0,03 ve 0,04; 0,13 olan toplam mwh ve toplam klon frekanslari
ise 0,21 ve 0,17; 0,51 olan KiF degeri ise 0,87 ve 0,82 olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.6 ve Sekil 4.11). Ikiz klon frekans1 hari¢ diger tiim klon frekanslarinda artis
gbzlenmis, fakat bu artislar onemsiz (i) etkili bulunmustur (P>0,05). Yani profenofos ile
birlikte uygulanan RCg, ve RCe, uygulama gruplari negatif kontrol grubuna gore

mutasyon frekansinda istatistiksel olarak 6nemli bir artisa yol agmamustir.

Profenofosun en yiiksek uygulama grubu (0,1 ppm) ile karsilastirildiginda ise; RCg, ve
RCeta uygulama gruplarinda KTT, toplam mwh ve toplam klon frekanslar1 yoniiyle
azalmalar gozlenmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.11). Soyle ki; profenofosun en yiiksek
uygulama grubunda 0,24 olan KTT klon frekanst RCg, Ve RCei; uygulama gruplarinda
strastyla 0,19 ve 0,16’ya; 0,26 olan toplam mwh ve toplam klon frekanslar1 ise RCg,
uygulama grubunda 0,21’¢ ve RCga uygulama grubunda 0,20’ye diigmiistiir. Bu
diisiisler istatistiksel olarak negatif etkili bulunmustur (P<0,05). Serrat kanatta ise
profenofosun en yiiksek uygulama grubu pozitif etkili bulunmadig i¢in bitki ekstreleri

ile yilestirici etki calisiilmamistir.

@ KTT W BTT Ikiz B Ymwh B YKlon
25
20
15

%1 Profenofos  Profenofos Profenofos  Profenofos Profenofos
DMSO + RCsu + RCeta 0,1 ppm + RCsu + RCeta

Sekil 4.11. Profenofost+kusburnu ekstrelerinin uygulamasi sonucu SMART ig¢in elde
edilen degerlerin karsilagtirilmasi



Cizelge 4.6. Profenofos+kusburnu ekstrelerinin birlikte uygulanmasi sonucu SMART i¢in elde edilen degerler

Normal kanat (mwh/flr®)

No

Fr

No

Fr

No

Fr

No

Fr

No

Fr

DMSO (%1) 80 9 (0,11) 1 (0,01) 0 (0,00) 10 (0,13) 10 (0,13) 0,51
Profenofos + RC,, 80 15 (0,19) 2 (0,03 0 (0,00) 17 (0,21) 17 (0,21) 0,87
Profenofos + RCee 80 13 (0,16) 3 (0,04) 0 (0,00) 16 (0,20) 16 (0,20) 0,82
Profenofos 0,1 80 19 (0,24) 2 (0,03) 0 (0,00) 21 (0,26) 21 (0,26) 1,08
Profenofos + RC,, 80 15 (0,19) 2 (0,03 0 (0,00) 17 (0,21) 17 (0,21) 0,87
Profenofos + RCxa 80 13 (0,16) 3 (0,04) 0 (0,00) 16  (0,20) 16 (0,20) 0,82

Cizelge 4.7. Sipermetrint+kugburnu ekstrelerinin birlikte uygulanmasi sonucu SMART i¢in elde edilen degerler

Normal kanat (mwh/flr’)

No

Fr

D

No

Fr

D

No

Fr

No

Fr

No

Fr

DMSO (%1) 80 9 (011) 1 (0,01) 0 (0,00) 10 (0,13) 10 (0,13) 0,51
Sipermetrin + RCy, 80 12 (015 i 3 (004 i O (0000 i 15 (0,19) i 15 (0,19) 0,77
Sipermetrin + RCuta 80 15 (0190 i 3 (004 i 0 (0000 i 18 (023) i 18 (0,23) 0,92
Sipermetrin 6 80 18 (0,23) 4 (0,05) 0 (0,00) 22 (0,28) 22 (0,28) 1,13
Sipermetrin +RCq, 80 12 (015) - 3 (004 - O (0000 i 15 (0,19 - 15 (0,19) 0,77
Sipermetrin +RCet 80 15 (019) - 3 (004 - 0 (0000 i 18 (023) - 18 (0,23) 0,92

No: klon sayisi; Fr: frekans; D: istatistiksel sonuglarin gésterimi; +: pozitif; -: negatif; i: 6nemsiz fark; m:¢arpim faktorii

8
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4.2.2. Sipermetrin insektisiti ile kusburnu bitkisine ait ekstrelerin uygulanmasi

Normal kanatta; sipermetrinin en yiiksek konsantrasyonu (6 ppm) ile birlikte uygulanan
RCsyuygulama grubunda KTT, BTT, ikiz klon, toplam mwh ve toplam klon frekanslar1
sirastyla 0,15; 0,04; 0,00; 0,19 ve 0,19; RCeta uygulama grubunda ise bu degerler 0,19;
0,04; 0,00;0,23 ve 0,23 olarak tespit edilmistir. KIF degeri ise RCs, uygulama grubunda
0,77; RCet uygulama grubunda ise 0,92 olarak bulunmustur (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.12).

RCs, ve RCet, uygulama gruplar ile DMSO negatif kontrol grubu karsilagtirildiginda;
DMSO kontrol grubunda 0,11 olan KTT klon frekansi, RCg, uygulama grubunda
0,15’e¢, RCeta uygulama grubunda 0,19°a; 0,01 olan BTT klon frekansi hem RCg, hem
de RCet uygulama grubunda 0,04°e; 0,13 olan toplam mwh ve toplam klon frekanslari
ise RCy, uygulama grubunda 0,19’a, RCqgt, uygulama grubunda ise 0,23e; 0,51 olan
KIF degeri ise RCs, uygulama grubunda 0,77’ye, RCe, Uygulama grubunda ise 0,92°ye
yiikkselmistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.12). Mutasyon frekanslarinda gozlenen bu
yiikselisler istatistiksel agidan ©nemsiz etkili (i) bulunmustur (P>0,05). Ikiz klon

frekansinda ise kontrol grubuna goére herhangi bir yiikselis olmamistir.

RCsy ve RCeta uygulama gruplar ile sipermetrinin en yiiksek uygulama grubu (6 ppm)
karsilastinlldiginda ise; KTT, BTT, toplam mwh ve toplam klon frekanslarinda
istatistiksel olarak negatif etkili (-) kabul edilen azalmalar goriilmistiir. Soyle ki,
sipermetrinin en yiiksek uygulama grubunda 0,23 olan KTT klon frekans1 RCg, Ve RCeta
uygulama gruplarinda sirasiyla 0,15 ve 0,19’a; 0,05 olan BTT klon frekans1 her iki
uygulama grubunda da 0,04’e; 0,28 olan toplam mwh ve toplam klon frekansi ise 0,19
ve 0,23’e diismiistiir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.12). Benzer diisiisler KIF degerlerinde de
gbzlenmistir. En yiiksek uygulama grubunda 1,13 olan KiF degeri, RCg, uygulama
grubunda 0,77; RCe, uygulama grubunda ise 0,92 olarak hesaplanmistir. Serrat kanatta
ise sipermetrinin en yiiksek uygulama grubunda pozitif (+) etki gbézlenmedigi igin,

pofenofosta oldugu gibi, bitki ekstreleri ile iyilestirici ¢aligilmasi yapilmamistir.
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EKTT WBTT Ikiz E Ymwh E YKlon
25
20
15
10 b
5
0 B | I e | I e | | I i | I o | I i
%1 Sipermetrin - Sipermetrin Sipermetrin ~ Sipermetrin  Sipermetrin
DMSO +RCsu + RCeta 6 ppm +RCsu + RCeta

Sekil 4.12. Sipermetrintkusburnu ekstrelerinin uygulamasi sonucu SMART icin elde
edilen degerlerin karsilagtiriimasi

4.2.3. Fenvalerat insektisiti ile kusburnu bitkisine ait ekstrelerin uygulanmasi

Normal kanatta; fenvaleratin en yiiksek uygulama grubu (10 ppm) ile birlikte uygulanan
RCs, uygulama grubunda KTT klon frekansi 0,20; BTT klon frekans1 0,03; ikiz klon
frekansi 0,00; toplam mwh ve toplam klon frekanslar1 ise 0,23 olarak tespit edilmistir.
RCeta uygulama grubunda ise KTT klon frekansi 0,18; BTT klon frekansi 0,04; ikiz klon
frekansi 0,00; toplam mwh ve toplam klon frekanslari ise 0,21 olarak belirlenmistir. KiF
degerleri ise RCg, uygulama grubunda 0,92; RC, uygulama grubunda ise 0,87 olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.13). RCy, ve RCe, uygulama gruplart negatif
kontrol grubu (%1 DMSO) ile karsilastirildiginda; 0,11 olan KTT klon frekansinin 0,20
(RCqy) ve 0,18 (RCeia)’e; 0,01 olan BTT klon frekansinin 0,03 (RCg,) ve 0,04 (RCet)’e;
0,13 olan toplam mwh ve toplam klon frekansinin ise 0,23 (RCy) Ve 0,21(RCet)’e
yiikseldigi gdzlenmistir. 0,51 olan KIiF degeri ise 0,92 (RCs,) Ve 0,87 (RCe.) Olarak
hesaplanmistir. Mutasyon frekanslarinda gozlenen tiim bu artiglar istatistiksel olarak
onemsiz etkili (i) bulunmustur (P>0,05). RCy, Ve RCei, uygulama gruplar fenvaleratin
en yiiksek uygulama grubu (10 ppm) ile karsilastirildiginda ise; 0,28 olan KTT klon
frekansinin 0,20 (RCg) ve 0,18 (RCewa)’e; 0,31 olan toplam mwh ve toplam klon
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frekansinin ise 0,23 (RCs,) Ve 0,21(RCes)’e; 1,28 olan KIF degerinin ise 0,92 (RCg,) Ve
0,87’ye (RCea) diistiigii gozlenmistir. En yliksek uygulama grubunda 0,04 olan BTT
klon frekans1 sadece RCg, uygulama grubunda 0,03’e¢ diismiistiir. Diger uygulama
grubunda ayn1 kalmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.13). Mutasyon frekanslarinda gézlenen
tiim bu azalislar istatistiksel olarak negatif etkili (-) bulunmustur (P<0,05).

Serrat kanatta ise; RCy, uygulama grubunda KTT klon frekansi 0,13; BTT klon frekansi
0,03; toplam mwh ve toplam klon frekansi ise 0,15 olarak belirlenmistir. RCet,
uygulama grubunda ise KTT klon frekans1 0,16; BTT klon frekans1 0,01; toplam mwh
ve toplam klon frekansi ise 0,18 olarak tespit edilmistir. KIF degerleri ise 0,62 (RCs,)
ve 0,72 (RC¢a) olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.14). RCy, ve RCea
uygulama gruplart negatif kontrol grubu (%1 DMSO) ile karsilastirildiginda; kontrol
grubunda 0,09 olan KTT klon frekansi 0,13 (RCy,) ve 0,16 (RCe)’ya; 0,00 olan BTT
klon frekansi 0,03 (RCg) Ve 0,01 (RCei)’e; 0,09 olan toplam mwh ve toplam Kklon
frekanslar1 ise 0,15 (RCg) ve 0,18 (RCep)’e yiikselmistir. Tim bu yiikselisler
istatistiksel olarak énemli bulunmanustir (P>0,05). 0,36 olan KIF degeri ise 0,62 (RCg,)
ve 72 (RCep) olarak belirlenmistir. RCy, Ve RCety uygulama gruplari fenvaleratin en
yiiksek uygulama grubu ile karsilastirildiginda ise; KTT klon frekansi 0,21°den 0,13
(RCs) ve 0,16 (RCex)’ya; toplam mwh ve toplam klon frekanslari ise 0,23’ten 0,15
(RCs) ve 0,18 (RCeis)’e diismiistiir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.14). Gozlenen bu disiisler
istatistiksel olarak negatif etkili (-) bulunmustur (P<0,05). 0,01 olan BTT klon frekansi
ise RCy, uygulama grubunda 0,03’¢ yiikselmis fakat bu yiikselis 6nemsiz etkili (i) kabul
edilmistir (P>0,05).



86

BKTT EBTT ikiz

e
=1
=

B Y Klon
30

25
20

15

10

"L -

%1 Fenvalerat Fenvalerat Fenvalerat Fenvalerat Fenvalerat
DMSO +RCsu  + RCeta 10ppm  + RCsu  + RCeta

O AL

[T
T

AT

i

Sekil 4.13. Fenvalerattkusburnu ekstrelerinin uygulamasi sonucu normal kanat
fenotipine ait SMART igin elde edilen degerlerin karsilastirilmast

EKTT MEBTT B)mwh B8)Klon
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%1 Fenvalerat Fenvalerat Fenvalerat Fenvalerat Fenvalerat
DMSO  +RCsu  +RCeta 10ppm  +RCsu  +RCeta

Sekil 4.14. Fenvalerattkusburnu ekstrelerinin uygulamasi sonucu serrat kanat
fenotipine ait SMART i¢in elde edilen degerlerin karsilastirilmast



Cizelge 4.8. Fenvalerat insektisiti+kusburnu ekstrelerinin uygulanmasi sonucu SMART igin elde edilen degerler

No Fr Fr D No Fr Fr Fr

Normal kanat (mwh/flr?)

DMSO (%1) 80 9 (0,11) 1 (0,01) 0 (0,00) 10 (0,13) 10 (0,13) 0,51
Fenvalerat +RCyg, 80 16 (0,20) i 2 (003 i 0 (000 i 18 (0,23) i 18 (0,23) i 0,92
Fenvalerat+RC, 80 14 (0,18) i 3 (004 i 0 (0,000 i 17 (0,21) i 17 (0,21) i 0,87
Fenvalerat 10 80 22 (0,28) 3 (0,04) 0 (0,00) 25 (0,31) 25 (0,31) 1,28
Fenvalerat +RCyg, 80 16 (0,200 - 2 (003 - O (0000 i 18 (0,23) - 18 (0,23) - 0,92
Fenvalerat+RC, 80 14 (0,18) - 3 (004 i 0 (0,000 i 17 (0,21) - 17 (0,21) - 0,87
Serrat kanat (mwh/TM3)

DMSO (1%) 80 7 (0,09) 0 (0,00) 7 (0,09) 7 (0,09) 0,36
Fenvalerat+RCq, 80 10 (0,13) i 2 (0,03) i 12 (0,15 i 12 (0,15) i 0,62
Fenvalerat+RCety 80 13 (0,16) i 1 (0,01) i 14 (0,18) i 14 (0,18) i 0,72
Fenvalerat 10 80 17 (0,21) 1 (0,01) 18 (0,23) 18 (0,23) 0,92
Fenvalerat +RCy, 80 10 (0,13) - 2 (0,03) i 12 (0,5) - 12 (0,15) - 0,62
Fenvalerat+RC., 80 13 (0,16) - 1 (0,01) i 14 (0,18) - 14 (0,18) - 0,72

No: klon sayisi; Fr: frekans; D: istatistiksel sonuglarin gosterimi; +: pozitif; -: negatif; i: dnemsiz fark; m:carpim faktorii

/8
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4.2 4. Lufenuron insektisiti ile kusburnu bitkisine ait ekstrelerin uygulanmasi

Normal kanatta; lufenuronun en yiiksek konsantrasyonu (4 ppm) ile birlikte uygulanan
RCsy uygulama grubunda KTT, BTT, ikiz klon, toplam mwh ve toplam klon frekanslar1
sirasi ile 0,18; 0,00; 0,00; 0,19 ve 0,19 ve RCeta uygulama grubunda ise sirasiyla 0,20;
0,00; 0,00; 0,20 ve 0,20 olarak tespit edilmistir. KiF degerleri ise RCy, uygulama
grubunda 0,77; RCe, uygulama grubunda ise 0,82 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.9 ve
Sekil 4.15).

Negatif kontrol grubu (%2,5 aseton) ile karsilastirildiginda; kontrol grubunda 0,10 olan
KTT klon frekans1 RCy, ve RCg, uygulama gruplarinda sirasiyla; 0,18 ve 0,20; 0,01
olan BTT klon frekans1 0,01 ve 0,00; 0,11 olan toplam mwh ve toplam kon frekanslari
ise 0,19 ve 0,20 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.15). KTT, toplam mwh
ve toplam klon frekanslarinda artislar gézlenmis, fakat bu artislar 6nemsiz etkili (i)
bulunmustur (P>0,05). Yani lufenuron ile birlikte uygulanan RCy, ve RCe, uygulama
gruplar1 negatif kontrol grubuna gére mutasyon frekansinda istatistiksel olarak dnemli

bir artisa yol agmamustir.

Lufenuronun en yiiksek uygulama grubu (4 ppm) ile karsilastirildiginda ise; RCg, ve
RCeta uygulama gruplarinda KTT, BTT, toplam mwh ve toplam klon frekanslar
yoniiyle azalma gozlenmistir. Soyle ki; lufenuronun en yiiksek uygulama grubunda 0,23
olan KTT klon frekanst RCy, ve RCe uygulama gruplarinda sirasiyla 0,18 ve 0,20’ye;
0,04 olan BTT klon frekansi1 RCy, uygulama grubunda 0,01°’¢ ve RCe Uygulama
grubunda ise 0,00’a; 0,26 olan toplam mwh ve toplam klon frekanslar1 ise RCg,
uygulama grubunda 0,19°a ve RCetz uygulama grubunda 0,20’ye diismiistiir (Cizelge 4.9
ve Sekil 4.15). Bu diisiisler istatistiksel olarak negatif etkili (-) bulunmustur (P<0,05).
Tiim gruplarda ikiz klon frekansi ise 0,00 olarak belirlenmistir. Lufenuronun en yiiksek
uygulama grubunda 1,08 olan KIF degeri de 0,77 (RCs,) Ve 0,82 (RCe)’ye diismiistiir.
Serrat kanatta ise lufenuronun en yiiksek uygulama grubu pozitif etkili (+) bulunmadigi
icin, diger insektisitlerde oldugu gibi, bitki ekstreleri ile iyilestirici etki caligmasi

yapilmamigtir.



Cizelge 4.9. Lufenuron insektisiti+kusburnu ekstrelerinin uygulamasi sonucu kanat benek testinden elde edilen degerler

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

Normal kanat (mwh/flr)

Aseton (%2,5) 80 8 (0,10) 1 (0,01) 0 (0,00) 9 (0,11) 9 (0,11) 0,46
Lufenuron+RC,, 80 14 (0,18) i 1 (001) i O (0,000 i 15 (0,19) i 15 (0,19) i 0,77
Lufenuron+ RCea 80 16 (0,20) i O (0,000 i O (0,00) i 16 (0,200 i 16 (0,20) i 0,82
Lufenuron 4 80 18 (0,23) 3 (0,04) 0 (0,00) 21 (0,26) 21 (0,26) 1,08
Lufenuron+RC,, 80 14 (0,18) - 1 (001) - O (0,000 i 15 (0,19) - 15 (0,19) - 0,77
Lufenuron + RCea 80 16 (0,200 - 0O (0,000 - O (0,00) i 16 (0,200 - 16 (0,200 - 0,82

No: klon sayisi; Fr: frekans; D: istatistiksel sonuglarin gosterimi; +: pozitif; -: negatif; i: onemsiz fark; m:carpim faktorii

68
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BKTT EBTT ikiz B mwh B3 Klon
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% 2,5 Lufenuron Lufenuron Lufenuron Lufenuron Lufenuron
Aseton + RCsu + RCeta 4 ppm + RCsu + RCeta

Sekil 4.15. Lufenuron+kusburnu ekstrelerinin uygulamasi sonucu normal kanat
fenotipine ait kanat benek testi degerlerinin karsilastirilmasi

4.3. insektisit Uygulamasi Sonucu Mikroniikleus Testinden Elde Edilen Bulgular

MN testi ile ilgili olarak ilk 6nce kontrol, insektisit ve bitki ekstrelerine ait uygulama
gruplar1 belirlenmistir. Bu amagla yapilan 6n ¢alismalarda, inceleme yapilacak yeterince
biniikleuslu hiicre (Sekil 3. 17a) sayisinin elde edildigi konsantrasyonlar belirlenmistir.
Ayrica hiicre béliinme oranin1 gosteren niikleer boliinme indeksi (NBI) de gz éniinde
bulundurulmustur. Uygulama gruplar1 belirlendikten sonra, dort farkli dondrden alinan
periferik kan kiiltiiriniin igerisine insektisitler eklenmis ve MN testi uygulanmistir.
Profenofos, sipermetrin ve fenvalerat i¢in %]1°lik DMSO, lufenuron ve tetradifon i¢in
ise %1°lik aseton negatif, ImM’lik EMS ise pozitif kontrol grubu olarak kullanilmigtir.
Bitki ekstrelerine ait uygulama gruplari ise 100 ppm olarak belirlenmis ve insektisitlerin
en yiiksek konsantrasyonu ile birlikte uygulanmistir. Daha sonra mikroniikleus iceren
biniikleuslu hiicrelerin (Sekil 4.16-19) sayisi belirlenmis ve biniikleus hiicrelerdeki

mikroniikleus yiizdesine gore mikroniikleus frekansi hesaplanmaigtir.
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Sekil 4.16. Bir tane mikroniikleus i¢eren bintikleuslu hiicre (10X100)

Sekil 4.17. iki tane mikroniikleus igeren biniikleuslu hiicre (10X100)
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Sekil 4.18. Ug tane mikroniikleus iceren biniikleuslu hiicre (10X100)

Sekil 4.19. Dort tane mikroniikleus igeren biniikleuslu hiicre (10X100)
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4.3.1. Profenofos uygulamasi

Yapilan 0On c¢aligmalar neticesinde profenofosun 1 ppm’den daha yiiksek
uygulamalarinda biniikleuslu hiicre sayisinin yeterli diizeyde olmadigi gozlenmistir.
DMSO negatif kontrol grubunda 1,62+0,16 olan NBI’nin profenofos’un en yiiksek
uygulama grubunda (1 ppm) 1,25+0,15’e kadar diistiigii belirlenmistir (Cizelge 4.10 ve
Sekil 4.20). NBI degerinde gozlenen bu diisiis istatistiksel olarak énemli bulunmus
(P<0,05) ve profenofosun insan lenfosit hiicrelerinde toksik etki gosterdigi sonucuna
ulagilmistir. Bu nedenle en yiiksek uygulama grubu 1 ppm ve diger uygulama gruplari
da 0,25; 0,5 ve 0,75 ppm olmak iizere dort doz olarak belirlenmigtir. 1 ppm’in

tizerindeki konsantrasyonlarda ise ¢calisma yapilamamistir.

Cizelge 4.10. Profenofos uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan
MN ve NBI degerleri

DMSO (%1) 4000 2y |4 |- 0,73+0,24*  1,62+0,16°
EMS (5 mM) 4000 110 19 8 430+1,70°  1,35+0,19°
0,25 4000 3 - - 0,75£0,25%  1,56=0,21°
“g’g 05 4000 31 1 - 0,83+£0,44"  1,49+0,18°
§§ 0,75 4000 3 1 - 0,95+0,40"  1,370,15"
1 4000 37 2 - 1,03+0,60°  1,25+0,15°

MN:Mikroniikleus; S.H.:Standart hata; * Duncan testine gore gruplar arasindaki fark P<0,05 diizeyinde
onemlidir.

Profenofos uygulama gruplarinda (0,25-1ppm) ortalama mikroniikleus frekanslar
strastyla 0,75+0,25, 0,83+0,44, 0,95+0,40 ve 1.03+0,60 olarak belirlenmistir (Cizelge
4.10 ve Sekil 4.20). Negatif kontrol grubunda 0,7340,24 olan ortalama MN frekansinin,
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profenofosun tiim uygulama gruplarinda yiikseldigi gozlenmistir. Profenofosun en
diisik uygulama grubu (0,25 ppm) hari¢ diger uygulama gruplarinda goézlenen
yiikselisler istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05). 5 mM EMS pozitif kontrol
grubunda ise belirlenen 4,30+1,70’lik MN frekansi, profenofosun tiim uygulama
gruplarmma gore olduk¢a yiiksek bulunmustur. Pozitif kontrol grubuna ait MN
frekansindaki bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05).

MN fiekansi B/ NBI

O B N W A~ O

OOIROINCIWOTR~ROTIOTOTIO
TN TN TN N N N T T

DMSO %1 EMS5mM 0,25 ppm 0,5 ppm 0,75 ppm 1 ppm

MN :mikroniikleus; NBI:niikleer boliinme indeksi

Sekil 4.20. Profenofos uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan
MN ve NBI degerlerinin karsilastiriimasi

4.3.2. Sipermetrin uygulamasi

On ¢aligmalar ve elde edilen NBI degerleri sonucunda sipermetrin insektisitine ait
uygulama gruplart 20, 30, 40 ve 50 ppm olarak belirlenmistir. 50 ppm’in iizerindeki
degerlerde ise yeterince biniikleuslu hiicre elde edilememistir. Belirlenen uygulama
gruplarina ait NBI degerleri, sirasiyla 1,53+0,13; 1,47+0,22; 1,38+0,13 ve 1,33£0,11
olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.21). DMSO negatif kontrol grubunda ise
NBI degeri 1,62+0,16 bulunmustur. Negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda
sipermetrinin tiim uygulama gruplarina ait NBI degerlerini istatistiksel olarak énemli
derecede diisiirdiigii  gozlenmistir (P<0,05). NBI degerlerindeki bu diisiisler

sipermetrinin insan lenfosit hiicrelerinde toksik etkili oldugunu gostermektedir.
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Sipermetrin uygulama grubunda, doz artisina bagli olarak ortalama MN frekansi en
diisiik uygulama grubunda (20 ppm) 0,78+0,56, en yiiksek uygulama grubunda (50
ppm) ise 1,28+0,52 olarak tespit edilmistir. 0,73+0,24 MN frekansina sahip DMSO
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 30, 40 ve 50 ppm’lik deney gruplarina ait MN
frekanslarinda gozlenen farklar istatistiki olarak (P<0,05) anlamli bulunmustur (Cizelge
4.11 ve Sekil 4.21).

Cizelge 4.11. Sipermetrin uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde
gozlenen MN ve NBI degerleri

DMSO (%1) 4000 Zi |4 0,73+0,24*  1,6240,16°
EMS (5 mM) 4000 110 19 8  430+1,70°  1,35+0,19%

20 4000 29 1 - 0,78£0,56° 1,53%0,13°
§ s 4000 36 2 - 1,00£0,64° 1,47+0,22°
.g\%/ 40 4000 44 1 1 1230655 1,38+0,13
i 50 4000 47 2 - 1,28+0,52°  1,33+0,11°

MN:Mikroniikleus; S.H.:Standart hata; * Duncan testine gore gruplar arasindaki fark P<0,05 diizeyinde
onemlidir.
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MN fiekans1 B NBi

o B N W A~ O

QUIFRLROINCIWOUIROCIOIOTO
1

DMSO %1 EMS5mM 20 ppm 30 ppm 40 ppm 50 ppm
MN :mikroniikleus; NBImniikleer bolinme indeksi

Sekil 4.21. Sipermetrin uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan
MN ve NBI degerlerinin karsilagtirilmasi

4.3.3. Fenvalerat uygulamasi

Yapilan 6n ¢alismalar ve elde edilen NBI degerleri neticesinde fenvaleratin uygulama
gruplar1 25, 50, 75 ve 100 ppm olarak belirlenmistir. Ciinkii 100 ppm’in lizerindeki
degerlerde biniileuslu hiicre sayis1 azaldig: i¢in ¢aligma yapilamamigstir. DMSO negatif
kontrol grubunda 1,62+0,16 olan NBI degerinin uygulama gruplarinda doz artisina bagh
olarak 1,54+0,15’den 1,27+0,21’¢ diistiigii belirlenmistir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.22).
NBI degerindeki diisiis istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P<0,05).

DMSO kontrol grubunda 0,7340,24 olan MN frekansi, en diisiik uygulama grubunda
(25 ppm) 0,88+0,45, en yiiksek uygulama grubunda (100 ppm) ise 1,60+0,45 olarak
tespit edilmistir. DMSO kontrol ve fenvalerat uygulama gruplar1 arasindaki MN
frekans1 farki istatistiki olarak (P<0,05) 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.12 ve Sekil
4.22).
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Cizelge 4.12. Fenvalerat uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olugan
MN ve NBI degerleri

ORI C),
DMSO(%1) 4000 27 1 5 0,730,24%  1,62+0,16°
EMS (5 mM) 4000 110 19 8  430+1,70"  1,35+0,19"
25 4000 35 - - 088045  1,54+0,15"
g = 50 4000 40 2 - 1,10£0,50°  1,43+0,23°
§ g 1 4000 53 1 - 138+042%  1,3240.27°
100 4000 57 2 1 1,60+0,45°  1,27+0,21°

MN:Mikroniikleus; S.H.:Standart hata; * Duncan testine gore gruplar arasindaki fark P<0,05 diizeyinde
onemlidir.

B MN frekans1 B NBI

DMSO%1 EMS 5mM  25ppm 50 ppm 75 ppm 100 ppm
MN :mikroniikleus; NBI: niikleer bolinme indeksi

Sekil 4.22. Fenvalerat uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan
MN ve NBI degerlerinin karsilastiriimasi
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4.3.4. Lufenuron uygulamasi

Bir diger insektisit olan lufenuron icin 6n g¢aligmalar neticesinde 10, 20, 30 ve 40
ppm’lik konsantrasyonlar uygulama grubu olarak se¢ilmistir. Uygulama gruplari
belirlendikten sonra yapilan MN testine gore lufenuron uygulama gruplarina ait MN
frekanslar1  sirastyla  0,704+0,22; 0,85+0,39; 1,08+0,38 ve 1,15+0,44 olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.23). Negatif kontrol grubunda (%1°lik aseton)
0,75+0,23 olan MN frekansi, lufenuronun en yiikksek uygulama grubunda (40 ppm)
1,15’ye yiikselmistir. 10 ppm uygulama grubu disinda tiim uygulama gruplarinda (20,
30 ve 40 ppm) MN frekans1 bakimindan gozlenen artiglar istatistiki a¢idan anlamli
bulunmustur (P<0,05). Aseton kontrol grubunda 1,54+0,12 olan NBI degeri ise
lufenuronun en yiiksek uygulama grubunda (40 ppm) 1,28+0,35’e diismiistiir. NBI’de

gbzlenen bu diisiiste, istatistiki agidan 6nemli kabul edilmistir (P<0,05).

Cizelge 4.13. Farkli konsantrasyonlarda lufenuron uygulamasi sonucu insan periferal
lenfosit hiicrelerinde olusan MN ve NBI degerleri

@ @ 6 @
Aseton (%1) 4000 30 - -

0,75£0,23%  1,54+0,12°

EMS (5 mM) 4000 110 19 8 430£1,70°  1,35+0,19"

10 4000 28 - - - 0,70+0,22% 1,56+0,22°
§’§ 20 4000 32 1 - - 085£039" 1,45+0,20°
%@ 30 4000 37 1 - 1 1,08:038  1,36+0,34°

40 4000 42 2 - - 1152044%  1,2840,35%

MN:Mikroniikleus; S.H.:Standart hata; * Duncan testine gore gruplar arasindaki fark P<0,05 diizeyinde
onemlidir.
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MN frekans: @& NBI
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Aseton%l EMS5mM 10 ppm 20 ppm 30 ppm 40 ppm
MN :mikroniikleus; NBIniikleer bolinme indeksi

Sekil 4.23. Lufenuron uygulamas: sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan
MN ve NBI degerlerinin karsilagtiriimasi

4.3.5. Tetradifon uygulamasi

NBI degerleri gbz 6niinde bulundurularak tetradifon igin 50, 100, 150 ve 200 ppm’lik
konsantrasyonlar uygulama grubu olarak secilmistir. Tetradifon uygulama gruplarina ait
MN frekanslar1 sirasiyla 0,78+0,34; 073+0,45; 0,75+0,45 ve 0,80+0,52; NBI degerleri
ise 1,48+0,22, 1,46+0,28, 1,45+0,32 ve 1,53+0,25 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.14
ve Sekil 4.24).

Negatif kontrol grubunda 0,75+0,23 olan MN frekansimin tetradifonun en yiiksek
uygulama grubunda (200 ppm) 0,80+0,52ye yiikseldigi gézlenmistir. Fakat bu yiikselig
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (P>0,05). Negatif kontrol grubunda 1,54+0,12
olan NBI degerinin ise tetradifonun tiim uygulama gruplarinda diistiigii ve bu diisiisiin

istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.14. Farkli konsantrasyonlarda tetradifon uygulamasi sonucu insan periferal
lenfosit hiicrelerinde olusan MN ve NBI degerleri

Aseton (%1) 4000 0,75+0,23° 1,54+0,12°
EMS (5 mM) 4000 110 19 8  430+1,70" 1,35+0,19%
50 4000 31 - - 078034 1,48+0,22"
é 2 100 4000 29 - - 073045 1,46:0,28°
g g 150 4000 28 1 - 0,75+045 1,45+0,32°
200 4000 32 - - 0,80+0,52° 1,53+0,25°

MN:Mikroniikleus; S.H.:Standart hata; * Duncan testine gore gruplar arasindaki fark P<0,05 diizeyinde
onemlidir.

MN frekans1 B NBI

Aseton %1 EMS5 mM 50 ppm 100 ppm 150 ppm 200 ppm
M N:mikroniikleus; NBI:niikleer boliinme indeksi

Sekil 4.24. Tetradifon uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan
MN ve NBI degerlerinin karsilastirilmas:
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4.4, Insektisitler ve Kusburnu Bitkisine Ait Ekstrelerin Uygulanmasi Sonucu MN
Testinden Elde Edilen Bulgular

Profenofosun en yiiksek uygulama grubu (1 ppm) ile birlikte uygulanan RCg, ve RCq
uygulama gruplarinda NBI degerleri sirasiyla 1,28+0,22 ve 1,30+0,18 olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.25). 1 ppm uygulama grubunda 1,25+0,15 olan
NBI degerinin, RCg, ve RCe, uygulama gruplarinda yiikseldigi gozlenmis, fakat bu iki
grup arasindaki yiikselis istatistiksel olarak onemli bulunmamistir (P>0,05). Ancak 1
ppm profenofos ile RCg, ve RCg, arasindaki farklar 6nemli bulunmustur (P<0,05).
Ortalama MN frekanslar1 ise 0,93+0,45 (RCg) ve 0,90+0,48 (RCeq) oOlarak
belirlenmistir. 1 ppm uygulama grubunda 1,03+0,60 olan ortalama MN frekansi, RCg,
ile 0,93+0,45’e, RCei, ile de 0,90+0,48’¢ diismiistiir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.25).
Profenofos + RCy, ve RCet; uygulama gruplarina ait ortalama MN frekansinda gozlenen
disiisler istatistiki agidan onemli iken (P<0,05), RCs, ve RCgy uygulama gruplari

arasindaki farklar 6nemsizdir (P>0,05).

Sipermetrinin en yiiksek uygulama grubu (50ppm) ile birlikte uygulanan RCs, ve
RCeta’nin lenfosit hiicrelerinde MN frekansini azalttigr gozlenmistir (Cizelge 4.15 ve
Sekil 4.25). 50 ppm’lik sipermetrin uygulama grubunda 1,28+0,52 olan MN frekansi
RCg, ile 1,00£0,48’e, RCqgy ile 1,08+£0,44°e kadar gerilemistir. NBI’de RCy, icin
1,37+£0,21 ve RCq igin 1,35+0,16 olarak bulunmustur (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.25).
Sipermetrin+RCeq, Ve sipermetrin +RCg, uygulamasindan sonra, MN frekansinda
gozlenen azalma ve NBI'de gozlenen artis istatistiksel olarak (P<0,05) onemli

bulunmustur.
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Cizelge 4.15. Insektisitler ve kusburnu bitkisine ait ekstrelerinin birlikte uygulanmasi
sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan MN ve NBI degerleri

D)
DMSO(%1) 4000 27 1 - 0,73+0,24% 1,62+0,16°
Profenofos 1 4000 37 2 - 1,03£0,60° 1,25+0,15%
Profenofos 1+4RCs, 4000 33 2 - 093:045" 1,28:022°
Profenofos 14RCes 4000 36 - - 090048 1,30+0,18°
DMSO(%1) 4000 27 1 - 073+024% 1,62+0,16"
Sipermetrin 50 4000 47 2 - 128+052% 1330,11°
Sipermetrin 50+RCy, 4000 38 1 - 1,00£0,48° 1,37+021°
Sipermetrin 50+RCqa 4000 41 1 - 1,08+044° 1,35:0,16°
DMSO(%1) 4000 27 1 - 0,73+024% 1,62+0,16°
Fenvalerat 100 4000 57 2 1 160x045% 127+021°
Fenvalerat 100+4RCg, 4000 45 2 - 123+038" 1,31+0,18°
Fenvalerat 100+RCea 4000 49 1 - 128+045° 1,32+020°
Aseton (%1) 4000 30 - - 075£0,23% 1,54+012°
Lufenuron 40 4000 42 2 - 1,15+0,44%  1,28+0,35°
Lufenuron 40 + RCy, 4000 41 - - 1,03+0,42° 1,30+0,23%
Lufenuron 40 + RCes 4000 36 1 - 095:042° 1,33:025°

MN:Mikroniikleus; S.H.:Standart hata; * Duncan testine gore gruplar arasindaki fark P<0,05 diizeyinde
onemlidir.

Fenvalerat’in en yiiksek uygulama grubu (100 ppm) ile birlikte uygulanan RCs, ve RCet,
lenfosit hiicrelerinde MN frekansini diistirmiistiir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.25). Soyle ki;
100 ppm’lik fenvalerat uygulama grubunda 1,60+0,45 olan ortalama MN frekansi, RCy,
ile 1,23+0,38’e, RCgile 1,28+0,45’¢ kadar gerilemistir. NBI’de RCgy igin 1,31£0,18 ve
RCeta igin 1,32+0,20 olarak bulunmustur (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.25). RCes Ve RCy,
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uygulamas1 sonucunda MN frekansinda gozlenen azalma ile NBi’de gozlenen artis

istatistiksel olarak (P<0,05) anlamli bulunmustur.

Lufenuronun en yiiksek dozu olan (40 ppm) ile birlikte uygulanan RCg, ve RCe’nin
MN frekansimi azalttigr gozlenmistir. Lufenuronun en yiiksek uygulama grubunda (40
ppm) 1,15+£0,44 olan ortalama MN frekanst RCg, ile 1,03+0,42’ye, RCqy ile de
0,95+0,42’ye dismistiir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.25). RCy, ve RCeg, uygulama
gruplarinda ortalama MN frekansinda gozlenen azalma istatistiki agidan Onemlidir
(P<0,05). Lufenuronun en yiiksek uygulama grubunda (40 ppm) 1,28+0,35 olan NBI{ ise
RC’da 1,30+0,23, RCe’da 1,33+0,25 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.15 ve Sekil
4.25). NBI’de gozlenen bu artigslar RCyey igin 6nemli iken (P<0,05), RCg, uygulama

grubunda 6nemsiz bulunmustur (P>0,05).
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Sekil 4.25. Insektisitler ve kusburnu bitkisine ait ekstrelerin birlikte uygulanmas1 sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan MN
ve NBI degerlerinin toplu olarak karsilastiriimasi

v0T
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4.5. KKD Testinden Elde Edilen Bulgular

KKD testi i¢in uygulama gruplarinin belirlenmesi amaci ile 6n ¢aligmalar yapilmistir.
On calismalar neticesinde, hem insektisit hem de bitki ekstreleri icin MN testine ait
konsantrasyonlar KKD testi i¢in de uygulama grubu olarak belirlenmistir. Bu 6n
caligmalarda ikinci mitozu gecirmekte olan (M2) hiicrelerinin sayisina ve replikasyon
indeksine (RI) dikkat edilmistir. Dért erkek dondrden alman periferik kan kullanilarak
yapilan KKD testinde, her uygulama grubu igin toplam 400 hiicre incelenmis ve RI
degerleri hesaplanmistir. Ayrica her dondr i¢in 25 tane M2 hiicre plagi gdzlenmesi esas
alimmistir. Yeterince M2 hiicre plagi elde edilemeyen konsantrasyonlar uygulama grubu
olarak secilmemistir. Belirlenen uygulama gruplaria ait M2 hiicreleri incelenerek KKD
frekans1 hesaplanmistir. KKD testinden elde edilen degerler Cizelge 4.16-4.20’de

verilmistir.

4.5.1. Profenofos uygulamasi

Farkli konsantrasyonlarda (0,25, 0,5, 0,5 ve 1 ppm) profenofos uygulamasi sonucu
insan periferal lenfosit hiicrelerinden elde edilen ortalama KKD frekanslar1 sirasiyla
3,99+0,40; 4,10+0,37; 4,41+£0,45 ve 4,81+0,48 iken bu oranlar pozitif kontrol grubunda
(5 mM EMS) 28,90+1,12, negatif kontrol grubunda (%1 DMSO) ise 3,954+0,41 olarak
tespit edilmistir (Cizelge 4.16 ve Sekil 4.26). Negatif kontrol grubu ve profenofos
uygulama gruplar1 KKD frekanst bakimindan karsilastirildigit zaman 0,25 ppm
uygulama grubu digindaki tiim uygulama gruplarinda belirgin bir artis gozlenmistir. Bu

artis kontrol ve uygulama gruplari i¢in P<0,05 diizeyinde anlamli bulunmustur.
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Cizelge 4.16. Profenofos uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan

KKD ve Ri degerleri
Uygulama Min-Max Ortalama Replikasyon
Gruplan KKD KKD Sayisi M1 M2 M3 Indeksi
+ S.H. (RI)
DMSO (%1) 1-8 3,95+0,41% 72 133 195 2 30°
EMS (5 mM) 8-40 2890+1,12° 126 171 103 1,94
0.25 1-6 3,99+0,40%° 38 260 102 2,16°
[72)
S~ 05 1-7 4,10+0,37 % 51 269 80 2,07°
S E
& 075 1-9 441£045° 103 241 56 1,88
(a
1 2-10 4,81+0,48" 158 219 23 1,66°

KKD:Kardes kromatid degisimi; S.H.:Standart hata; Min:Minimum; Max:Maksimum; M;:Mitoz 1;
M,:Mitoz 2; Ms:Mitoz 3; Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasindaki farklar p<0,05 diizeyinde

onemlidir.

Minimum-maksimum KKD degerleri karsilastirildigi zaman ise en yiiksek degerin 8—40

ile EMS pozitif kontrol grubuna ait oldugu belirlenmistir. Profenofos uygulama

grubundaki M2 hiicreleri (Sekil 4.27) incelendiginde ise en yiiksek minimum-

maksimum KKD degerine 1 ppm’lik uygulama grubunda (2—10), en diisiik minimum-

maksimum KKD frekansina ise 0,25 ppm’lik uygulama grubunda (1-6) rastlanmistir

(Cizelge 4.16).

ab

B KKD Frekansi

ab

ab

DMSO %1 EMS 5 mM

0,25 ppm

0,5 ppm

0,75 ppm

1 ppm

Sekil 4.26. Profenofos uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan
KKD frekans1 degerlerinin karsilastiriimasi
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Negatif kontrol grubunda 2,30 olan replikasyon indeksinin (RI) profenofosun en yiiksek
uygulama grubunda (1 ppm) 1,66’ya kadar diistiigii ve bu azalisinda istatistiksel olarak
onemli oldugu (P<0,05) gozlenmistir (Cizelge 4.16 ve Sekil 4.26).

* o
\ \V
Wil »

Sekil 4.27. Profenofos uygulama grubuna ait KKD go6zlenen M2 hiicre plagi
4.5.2. Sipermetrin uygulamasi

Sipermetrin uygulama grubunda gézlenen KKD frekanslar1 20, 30, 40 ve 50 ppm i¢in
strastyla 4,23+0,44; 4,63+0,50; 4,86+0,53 ve 5,35+0,67 olarak tespit edilmistir. DMSO
negatif kontrol grubunda ise bu deger 3,95+0,41 ve EMS pozitif kontrol grubunda
28,90+1,12°tiir (Cizelge 4.17 ve Sekil 4.28). 20 ppm uygulama grubunda 4.23+0,44
olan KKD frekansi, negatif kontrol grubuna goére artmis olmakla birlikte aralarindaki
fark 6nemli degildir (P>0,05). Ancak 30—50 ppm uygulama gruplarinda KKD frekansi

icin gdzlenen artis hem kontrole gére hem de uygulama gruplar1 arasinda P<0,05
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diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.17 ve Sekil 4.28). KKD igeren M2 hiicre
plaklar1 (Sekil 4.29) incelendiginde; en yiiksek minimum-maksimum KKD degerleri 50
ppm uygulama grubunda (2—12), en diisiik minimum-maksimum KKD degerleri ise 20
ppm uygulama grubunda (1-9) tespit edilmistir. Negatif kontrol grubunda 2, 30 olan RI
degeri ise sipermetrin uygulama gruplarinda 2,18’den 1.61°e¢ kadar diismiistiir.
Replikasyon indeksinde gozlenen bu azalisin istatistiksel olarak 6nemli oldugu (P<0,05)

belirlenmistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Sipermetrin uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde
olusan KKD ve RI degerleri

DMSO (%1) 1-8 3,95+0,41° 72 133 195 2,30°
EMS (5 mM) 8-40 28,90+1,12° 126 171 103 1,04°
z 20 1-9 4,23+0,44% 42 244 114 2,18
o

2 bc c
= 30 1-10 4,63+ 0,50 55 255 90 2,09
=

o c b
£ 40 1-9 4,86+0,53 98 257 45 1,87
s

@ 50 2-12 5,35+0,67° 163 229 8 1,61

KKD:Kardes kromatid degisimi; S.H.:Standart hata; Min:Minimum; Max:Maksimum; M;:Mitoz 1;
M,:Mitoz 2; Mjz:Mitoz 3; Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasindaki fark p<0,05 diizeyinde
onemlidir.
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Sekil 4.28. Sipermetrin uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan
KKD frekansi degerlerinin karsilastiriimasi
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Sekil 4.29. Sipermetrin uygulama grubuna ait KKD gozlenen M2 hiicre plagi
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4.5.3. Fenvalerat uygulamasi

Farkli konsantrasyonlarda fenvalerat uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit
hiicrelerinde gozlenen KKD frekanslar1 25, 50, 75 ve 100 ppm uygulama gruplari igin
sirastyla, 4,19+0,55; 4,65+0,52; 5,41+£0,58 ve 6,07+0,66 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.18 ve Sekil 4.30). DMSO negatif kontrol grubunda 3,95+0,41 olan KKD
frekansinin tiim uygulama gruplarinda arttig1 gézlenmistir (Cizelge 4.18 ve Sekil 4.30).
Bu artis 25 ppm uygulama grubu disinda diger tiim uygulama gruplar istatistiksel
olarak 6nemlidir (P<0,05). Cizelge 4.18’de goriildiigii gibi en yiiksek KKD frekansi
28,90+1,12 ile EMS pozitif kontrol grubunda goriilmiistir. Fenvalerat uygulama
gruplarinda KKD igeren M2 hiicreleri (Sekil 4.31) igerisinde en az 1 en fazla ise 12
KKD sayilmistir (Cizelge 4.18). Ayrica DMSO negatif kontrol grubunda 2,30 olan
replikasyon indeksinin (Ri) fenvalerat uygulama gruplarinda 2,19°dan 1,62’ye diistiigii
de gozlenmistir (Cizelge 4.18). RI degerinde gdzlenen bu diisiis istatistiksel olarak

P<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.18. Fenvalerat insektisitinin uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit
hiicrelerinde olusan KKD ve RI degerleri

Uygulama Min- Ortalama Replikasyon
Gruplan Max KKD Sayisi M1 M2 M3 Indeksi
KKD + S.H. (RI)
DMSO (%1) 1-8 3,95+0,41° 72 133 195 2.30°
EMS (5 mM) 8-40 28,90+1,12° 126 171 103 1,04°
25 1-10 4,19+0,55® 46 231 123 2,19
©
5g 50 2-9 4,65+0,52" 65 247 88 2 06°
S g
E N 1-13 5414058 97 251 52 1.89°
100 3-12 6,07£0,66° 166 221 13 1,62°

KKD:Kardes kromatid degisimi; S.H.:Standart hata; Min:Minimum; Max:Maksimum; M;:Mitoz 1;
M,:Mitoz 2; M3:Mitoz 3; Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasindaki farklar p<0,05 diizeyinde
onemlidir.
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Sekil 4.30. Fenvalerat uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan
KKD frekans1 degerlerinin karsilastiriimasi
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Sekil 4.31. Fenvalerat uygulama grubuna ait KKD g6zlenen M2 hiicre plagi
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4.5.4. Lufenuron uygulamasi

EMS pozitif kontrol grubunda 28,90+1,12, aseton negatif kontrol grubunda 3,82+0,44
olan KKD frekansinin farkli konsantrasyonlarda lufenuron uygulamasi sonucu en diisiik
uygulama grubunda (10 ppm) 4,05+0,54, en yiiksek uygulama grubunda da (40 ppm)
4,984+0,52 oldugu belirlenmistir. Doz artisina bagl olarak KKD frekansinda gbzlenen
bu artis ilk iki uygulama grubunda (10-20ppm) 4,05+0,54 ve 4,09+0,48 olup degerler
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir (P>0,05). Ancak kontrol grubu ve 30-40
ppm uygulama gruplar1 arasindaki fark énemli (P<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.19 ve
Sekil 4.32). Lufenuron uygulama grubuna ait M2 hiicrelerinde (Sekil 4.33) minimum-
maksimum KKD degerleri de 40 ppm uygulama grubunda en yiiksek (2-11), 10 ppm
uygulama grubunda ise en diisiik (1-8) bulunmustur. Yine negatif kontrol grubunda
2,09 olan RI degeri, en yiiksek lufenuron uygulama grubunda (40 ppm) 1,74e
dismistiir (Cizelge 4.19). Lufenuron uygulamasi ile birlikte periferal lenfosit
hiicrelerinin replikasyon indeksinde gozlenen bu azalis tiim uygulama gruplart igin

istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P<0,05).

Cizelge 4.19. Lufenuron uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan
KKD ve RI degerleri

Uygulama Min-Max Ortalama Replikasyon
Gruplan KKD KKD Sayisi M1 M2 M3 Indeksi
+ S.H. (RD)
Aseton (%1) 1-10 3,8240,44% 90 186 124 2,09d
EMS (5 mM) 8-40 28,90d:1,12d 126 171 103 1,94°
10 1-8 4,05+0,54%° 77 161 162 2.21°
c
g = 20 2-10 4,09+0,48% 84 189 127 2.10°
c o
:% £ 30 1-9 4.44+0,50° 113 247 40 1,81
40 2-11 4,98+0,52° 125 256 19 1,743

KKD:Kardes kromatid degisimi; S.H.:Standart hata; Min:Minimum; Max:Maksimum; M;:Mitoz 1;
M;:Mitoz 2; Ms:Mitoz 3; Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasindaki fark p<0,05 diizeyinde
onemlidir.
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Sekil 4.32. Lufenuron uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan
KKD frekans1 degerlerinin karsilastirilmast

Sekil 4.33. Lufenuron uygulama grubuna ait KKD gézlenen M2 hiicre plagi
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4.5.5. Tetradifon uygulamasi

Tetradifon uygulama gruplarina ait M2 hiicrelerinde (Sekil 4.35) gbozlenen minimum
KKD degeri 0 (100 ve 150 ppm), maksimum KKD degeri ise 7 (200 ppm) olarak
bulunmustur. Ortalama KKD sayilar ise sirasiyla 3,75+0,52; 3,84+0,48; 3,86+0,50 ve
3,81+0,46 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.34). Aseton negatif kontrol
grubu ile karsilastirildiginda 100 ve 150 ppm’lik konsantrasyonlarda ortalama KKD
sayisinda artis meydana gelmistir. Fakat bu artis O6nemsiz etkili (i) bulunmustur
(P>0,05). Ri degerleri ise swasiyla 2,12; 2,13; 2,12 ve 2,08 olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.20). Negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda sadece en yiliksek uygulama
grubunda (200 ppm) Ri degeri diismiis, diger uygulama gruplarinda ise yiikselmistir.
Fakat negatif kontrol grubuna gore gozlenen bu diisme ve yiikselmeler istatistiksel

olarak P>0,05 seviyesinde 6nemli bulunmamastir.

Cizelge 4.20. Tetradifon uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan
KKD ve Ri degerleri

Aseton (%1) 1-10 3,82+0,44° 90 186 124 2,09°
EMS (5 mM) 8-40 28.90+1,12" 126 171 103 1,94°
50 1-6 3,75+0,52° 95 162 143 2.12%

g A 100 0-7 3,84+0,48° 81 186 133 2.13°
g @ 150 0-7 3,86+0,50° 89 175 136 2.12%
200 1-6 3,81+0,46° 93 181 126 2,08°

KKD:Kardes kromatid degisimi; S.H.:Standart hata; Min:Minimum; Max:Maksimum; M;:Mitoz 1;
M,:Mitoz 2; Ms:Mitoz 3; Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasindaki fark p<0,05 diizeyinde
Onemlidir.
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Sekil 4.34. Tetradifon uygulamasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan
KKD frekansi degerlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.35. Tetradifon uygulama grubuna ait KKD gézlenen M2 hiicre plagi
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4.6. Insektisitler ve Kusburnu Bitkisine Ait Ekstrelerin Uygulanmas1 Sonucu

Kardes Kromatit Degisimi Testinden Elde Edilen Bulgular

Profenofosun en yiiksek konsantrasyonu (1 ppm) ile birlikte kusburnu bitkisine ait
ekstrelerin uygulamasi sonucu elde edilen KKD frekanslari; RCg, i¢in 4,32+0,42; RCeta
icin ise 4,46+0,40 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.21 ve Sekil 4.36). Bu degerler,
profenofos’un en yiiksek uygulama grubunun (1 ppm) KKD frekansi ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bir diisiisiin oldugu gézlenmistir (P<0,05).
Profenofos’un en yiiksek uygulama grubunda 1,66 olan RI degeri ise; RCs, Uygulama
grubunda 1,84’e, RCe, Uygulama grubunda ise 1,79’a yiikselmistir (Cizelge 4. 21). Bu
yiikselis de istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Sipermetrinin en yiiksek konsantrasyonu ile birlikte uygulanan RC, ve RCe, Uuygulama
gruplarinda gozlenen KKD frekanslar1 siras1 ile 5,13+0,42 ve 5,02+0,46 olarak
belirlenmistir. Sipermetrinin en yiiksek uygulama grubunda (50 ppm) 5,35+0,67 olan
KKD frekansinin, bitki ekstrelerinin uygulamasi sonucu diistiigii ve 50 ppm sipermetrin
uygulama grubu ile karsilastirildigi zaman bunun istatistiksel olarak 6nemli oldugu
gozlenmistir (P<0,05) (Cizelge 4.21 ve Sekil 4.36). RI degeri ise sipermetrinin en
yiikksek uygulama grubunda (50 ppm) 1,61, RCg ve RCg, uygulama gruplarinda
sirastyla 1,75 ve 1,81 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.21). Sipermetrinin en yiiksek
uygulama grubuna gore RCs, Ve RCe uygulama gruplarinda gdzlenen Ri degerindeki

yiikselis istatistiksel olarak dnemlidir (P<0,05).

Fenvaleratin en yiiksek uygulama grubunda (100 ppm) 6,07+£0,66 olan KKD
frekansinin, RCg, uygulama gruplarinda 5,61+0,51°e, RCe uygulama gruplarinda ise
5,7840,54’e diistiigli tespit edilmistir (Cizelge 4.21 ve Sekil 4.36). Bu disiisler
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05). Fenvaleratin en yiiksek uygulama
grubunda (100 ppm) 1,62 olan RI degeri ise, RCg, uygulama grubunda 1,74’e, RCep
uygulama grubunda da 1,71’e yiikselmistir (Cizelge 4.21). RI degerlerinde gozlenen bu

yiikselisler de istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05).
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KKD testinde pozitif etkili bulunan son insektisit olan lufenuronda ise; en yiiksek
konsantrasyon (40 ppm) ile birlikte kusburnu bitkisine ait ekstrelerin uygulamasi
sonucu elde edilen KKD frekanslari, RCg, igin 4,61+£0,56, RCe, icin ise 4,69+0,50
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.21 ve Sekil 4.36). Lufenuronun en yiiksek uygulama
grubunda (40 ppm) 4,98+0,52 olan KKD frekansinin hem RCg, hem de RC, uygulama
gruplarinda azaldigr gézlenmistir (P<0,05). Ayrica lufenuronun en yiliksek uygulama
grubunda 1,74 olan Ri degeri, RCs, uygulama grubunda 1,79’a, RCea uygulama
grubunda ise 1,77’ye yiikselmistir (Cizelge 4.21). Bu yiikselisler de istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (P<0,05). Caligmada kullanilan besinci insektisit olan tetradifon
KKD testinde pozitif etkili bulunmadigi igin bitki ekstreleri ile iyilestirici etki

calisilmamastir.

Cizelge 4.21. Insektisitler ve kusburnu bitkisine ait ekstrelerinin birlikte uygulanmasi
sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan KKD ve RI degerleri

Uygulama Min- Ortalama Replikasyon
Gruplari Max KKDSayiss M1 M2 M3  indeksi
KKD +S.H. (RI)
DMSO(%1) 1-8 3,95£0,41*° 72 133 195 2,30°
Profenofos 1 ppm 2-10 4,8140,48" 158 219 23 1,66°
Profenofos 1+RCyg, 2-9 4,3240,42° 115 236 49 1,84°
Profenofos 1+RCeta 0-9 4,46£0,40° 131 224 45 1,79
DMSO(%1) 1-8 3,95£0,41*° 72 133 195 2,30°
Sipermetrin 50 ppm 2-12  5,35+0,67° 163 229 8 1,61°
Sipermetrin 50+RCq, 1-10  5,13+6,42° 129 242 29 1,75
Sipermetrin 50+RCeta 2-9 5,0240,46° 116 245 39 1,81°
DMSO(%1) 1-8 3,95£0,41*° 72 133 195 2,30°
Fenvalerat 100 ppm 3-12 6,07+£0,66° 166 221 13 1,62°
Fenvalerat 155+RCgy 1-10  5,61+£0,51° 131 241 28 1,74°
Fenvalerat 100+RCe,  2-11  5,78+0,54° 139 240 21 1,71°
Aseton (%1) 1-10  3.82+0.44° 90 186 124 2,09°
Lufenuron 40 ppm 2-11 4,9840,52° 125 256 19 1,74°

Lufenuron 40 + RCs, 1-10  4,61+0,56" 109 266 25 1,79°
Lufenuron 40 + RCea ~ 0-12  4,69+0,50° 120 251 29 1,77°

KKD:Kardes kromatid degisimi; S.H.:Standart hata; Min:Minimum; Max:Maksimum; M;:Mitoz 1;
M,:Mitoz 2; Ma:Mitoz 3;Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasindaki fark p<0,05 diizeyinde
onemlidir.
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Sekil 4.36. Insektisitler ve kusburnu bitkisine ait ekstrelerin birlikte uygulanmasi sonucu insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusan

KKD frekansi degerlerinin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada kullanilan ilk insektisit olan profenofos, D. melanogaster’in larvalari
tizerine toksik etki gostermistir. SOyle ki; DMSO negatif kontrol grubunda %2 olan
larval 6liim orani1 profenofosun en yiiksek uygulama grubunda (0,1 ppm) %53 olarak
gerceklesmistir  (Cizelge 3.5). Kisa siireli test teknikleri kullanilarak yapilan
caligmalarda da profenofosun yine toksik etki gdsterdigi belirlenmigtir. MN testinde
niikleer béliinme indeksine (NBI) ve KKD testinde de replikasyon indeksine (Ri) ait
degerlere bakilarak toksik etki tespit edilmistir. DMSO negatif kontrol grubunda NBI
degeri 1,62+0,16, RI degeri ise 2,30 olarak hesaplanmistir. Bu degerler profenofosun en
yiiksek uygulama grubunda (1 ppm) ise sirasiyla 1,25+0,15 (Cizelge 4.10) ve 1,66’ya
(Cizelge 4.16) diismiistiir. Kontrol ve deney gruplar i¢in gozlenen tiim bu degerler
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05). Profenofosun toksik etki gosterdigi
yoniinde daha 6nce farkli organizmalarla yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Abdullah et al.
(1994), profenofosun Avustralya tath su karideslerinde (Paratya australiensis)
asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek norotoksik etki gdsterdigini belirtmislerdir.
Prabhavathy Das et al. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, profenofosun insan
lenfosit hiicrelerinde apoptozis ve nekrozise neden oldugu gozlenmistir. 28 giin boyunca
profenofosa maruz kalan siganlarin karaciger, bobrek, dalak ve testis dokularinda
patolojik degisikliklerin oldugu da belirlenmistir (Hammam and Abd el mottaleb 2007).
Reddy and Rao (2008) ise profenofosa maruz kalan alabalik solucanlarinda (Eisenia
foetida) viicutta kopmalar, lezyonlar, hiicre bezeleri ve kas pargalanmalar1 seklinde
cesitli histolojik ve morfolojik degisikliklerin gozlendigini dile getirmistir. Profenofos
uygulamasi ile birlikte sazan baliklarinda (Cyprinus carpio) denge, hareket ve davranis
bozukluklarinin gozlendigi ve lireme sistemi lizerinde toksik etkilerinin bulundugu
Ismail et al. (2009) tarafindan rapor edilmistir. Yine profenofos uygulamasi ile birlikte
farelerin spermlerinde anormalliklerin oldugu, sperm sayist ve canliliginin 6nemli
derecede azaldig1 (El Nahas et al. 1989; El Hoda and Zidan 2009), 16 haftalik wistar
sicanlarinin ise seminifer tliplerinde ve leyding hiicrelerinde bozulmalarin gozlendigi

rapor edilmistir (Moustafa et al. 2007).
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Genotoksik etkileri belirlemek amaciyla yapilan SMART, MN ve KKD testlerinin her
ticinde de profenofosun pozitif etkili oldugu belirlenmistir. SMART testinde DMSO
negatif kontrol grubuna ait toplam klon frekans1 0,13 iken, bu deger profenofosun en
yiiksek uygulama grubunda (0,1 ppm) 0,26’ya yilikselmistir (Cizelge 4. 1). Gozlenen bu
artig istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05). DMSO negatif kontrol grubunda
0,73+0,24 olan MN frekans1 ve 3,95+0,41 olan KKD frekansi, profenofosun en yiiksek
uygulama grubunda (1 ppm) sirasiyla 1,03+0,60 ve 4,81+0,48 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.10 ve 4.16). Profenofos uygulamasi sonucu hem MN hem de KKD
frekansinda gozlenen bu artiglar da istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05).
Profenofosun genotoksik etkili olduguna yonelik cesitli arastirmalar bulunmaktadir.
Profenofosun farelerin spermatogonium hiicrelerinde (EI Nahas et al. 1989), kemik iligi
ve sperm hiicrelerinde (Fahmy and Abdalla 1998) kromozomal bozukluklara yol actigi,
sicanlarin polikromatik eritrositlerde ise mikroniikleus frekansini artirdigi gozlenmistir
(Hammam and Abd el Mottaleb 2007). Insan periferal lenfosit hiicrelerinde ise
kromozomal kiriklara, gaplara ve DNA hasarlarina neden oldugu bildirilmistir
(Prabhavathy Das et al. 2006). Profenofosa maruz kalan Rana spinosa kurbaga
iribaglarinin alyuvarlarinda da alkalin jel elektroforezi ile DNA hasarmin oldugu tespit
edilmistir (Li et al. 2010). Yine bu insektisitin etkisi ile farelerde hiperploidi, poliploidi,
kromozomlarda gruplagsmalarin olustugu ve anafaz evresinde kromatitlerin esit
dagilmadigr gozlenmistir (Ganguly and Bhattacharya 2006). Profenofos uygulamasi ile
birlikte insan lenfosit hiicrelerinde kromozomal kiriklar artmakta (Topaktas and Speit
1989), gap ve fragment olusumu (Prabhavathy Das et al. 2006) gozlenmektedir.
Profenofosla ayni grupta yer alan metil paration (Singh et al. 1984), dimetoat (Dolara et
al. 1992) ve malation (Balaji and Sasikala 1993) insektisitleri de doz artisina bagh

olarak KKD frekansini artirmistir.

Bu caligmada kullanilan insektisitlerden bir digeri olan sipermetrin uygulamasi sonucu
doz artisina bagli olarak larval 6liim orani artis gdstermis ve en yiiksek uygulama
grubunda (6 ppm) %54’e kadar yiikselmistir (Cizelge 3.5). Ancak bu oran DMSO
negatif kontrol grubunda yalnizca %2 olarak bulunmustur. Elde edilen bu veriden yola

cikarak sipermetrinin de profenofos gibi D. melanogaster larvalar {izerine toksik etki
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gosterdigi anlasilmustir. [ vitro ¢alismalar igin kullanilan insan lenfosit hiicrelerinde ise
sipermetrin uygulamasi, NBI’yi 1,62+0,16’dan 1,33+0,11e (Cizelge 4.11), Ri’yi de
2,30°dan 1,61’e (Cizelge 4.17) kadar disiirmistiir. DMSO negatif kontrol grubuna goére
ortaya ¢ikan bu diisiisler istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P<0,05). Elde edilen
bu sonuglara gore, sipermetrinin insan lenfosit hiicrelerinin bdliinmesini olumsuz
etkiledigi dolayist ile sitotoksik etkili oldugu tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan ¢esitli
arastirmalarda da sipermetrin i¢in benzeri sonuglar elde edilmistir. Karatas ve Bahgeci
(2008), sipermetrinin D. melanogaster’in gelisim evrelerini etkiledigini, yumurta ve
larval gelisimi azalttigini, toksik etkilerin erken gelisim evrelerinde daha belirgin
oldugunu ifade etmislerdir. Sipermetrinin memeli hayvanlarda 6zellikle merkezi sinir
sistemi, deri ve gozleri etkiledigi, bilin¢ kaybina, kas titremesine ve salya akmasina
(Elbetieha et al. 2001), kuslarda davranis bozukluklarma (Pascual and Peris 1992;
Walker 2003) neden oldugu rapor edilmistir. Yine bu insektisitin gokkusagi
alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) norotoksik etki gosterdigi, sinir hiicrelerindeki
sodyum kanallarin1 bloke ettigi ve depolarizasyon evresinin uzamasina yol agtigi
(Velisek et al. 2006), hiicresel enerji iiretimini, kas kasilmasi ile ilgili bir enzim olan
ATPaz’1 etkiledigi (Cox 1996; Kakko et al. 2003), dstrojenik aktivite gosterebilecegi
(McCarthy et al. 2006) bildirilmistir. Ayrica erkek ratlarin testis yapisina ve

spermatogeneze zarar verdigi de Elbeticha et al. (2001) tarafindan gézlenmistir.

Bu c¢alisma ile hem in vivo hem de in vitro olarak sipermetrinin genotoksik etki
gosterdigi sonucuna da ulasilmistir. /n vivo test olan SMART’ta normal kanat igin
negatif kontrol grubundaki toplam klon frekansi 0,13 iken en yiiksek sipermetin
uygulama grubunda (6 ppm) bu deger 0,28’e¢ ¢ikmustir (Cizelge 4.2). Toplam klon
frekansindaki artis pozitif etkili (P<0,05) bulunmustur. Dolayisi ile sipermetrinin D.
melanogaster’de doz artisina bagli olarak genotoksik etkili oldugu belirlenmistir. /n
vitro sipermetrin uygulamasi ile birlikte hem MN hem de KKD frekanslarinda
istatistiksel olarak onemli kabul edilen artiglar gézlenmistir (P<0,05). Soyle ki; DMSO
negatif kontrol grubunda 0,73+0,24 olan MN frekansi, sipermetrinin en yliksek
uygulama grubunda (50 ppm) 1,28+0,52’ye, 3,95+0,41 olan KKD frekans: da
5,35+0,67’ye yiikselmistir (Cizelge 4.11 ve 4.17). Istatistiksel olarak 6nemli olan bu
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artiglar, sipermetrinin insan lenfosit hiicrelerinde de genotoksik etkili oldugunu
gostermektedir. Sipermetrinin genotoksik etkili oldugu daha 6nce yapilan ¢aligmalar ile
farkli organizmalar i¢in de belirlenmistir. Bakhitova and Pashin (1988) sipermetrinin,
Cin hamsterlerinin  V-79 hiicrelerinde ve farelerin kemik iligi hiicrelerinde
mikroniikleus olusumunu artirdigini rapor etmiglerdir. Yine g¢esitli aragtirmacilar
sipermetrinin farelerin kemik iligi hiicrelerinde kromozomal aberasyona yol agtigini
(Bhunya and Pati 1988), KKD frekansini artirdigin1 (Giri et al. 2003), karaciger
hiicrelerinde DNA kiriklarina neden oldugunu (El-Khatip et al. 2005; Patel et al. 2006)
bildirmistir. Benzer sonuglar sicanlarda da gozlenmistir. Onlarin  kemik iligi
hiicrelerinde sipermetrin, kromozomlarin yap1 ve sayisinda degisikliklere (Institoris et
al. 1999) ve mikroniikleus frekansinda artisa neden olmustur (Sankar et al. 2010).
Mukhopadhyay et al. (2004) tarafindan yapilan bir arastirmada, jel elektroforezi ve
comet testi ile D. melanogasterin 1. evre larvalarinda sipermetrine bagli olarak DNA
hasarinin meydana geldigi belirlenmistir. Saxena et al. (2005)’a gore de sogan (Allium
sativum) kok meristem hiicrelerinde sipermetrin, kromozomal bozukluklara neden
olmaktadir. Daha 6nce yapilan bu ¢alismalara ait bulgular bizim arastirma bulgularimiz

destekler niteliktedir.

Bu calismada kullanilan fenvalerat insektisitinin 24 saatlik uygulanmasi sonucu D.
melanogaster’in 3. evre larvalarinda Olim orani, doz artisina bagh olarak diger
insektisitlerde oldugu gibi yine yiikselmistir. En yiiksek uygulama grubu olan 10
ppm’de larval 6lim oram1 %45’e kadar ¢ikmistir. DMSO negatif kontrol grubunda ise
bu oran yalmizca %2 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.5). Negatif kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda en yliksek fenvalerat uygulama grubunda goézlenen larval 6lim
oranindaki artis istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (P<0,05). Bu da fenvaleratin D.
melanogaster’in larvalarinda toksik etkili oldugunu gostermektedir. Fenvalerat hem MN
testinde NBI degerini, hem de KKD testinde Ri degerini diisiirdiigii icin insan lenfosit
hiicrelerinde de toksik etkili bulunmustur. Soyle ki; DMSO negatif kontrol grubunda
NBI degeri 1,62+0,16, Ri degeri ise 2,30 iken fenvaleratin en yiiksek uygulama
gruplarinda (100 ppm) bu degerler sirast ile 1,27+0,21 ve 1,62 olarak hesaplanmistir
(Cizelge 4.12 ve 4.18). Tim bu diistisler istatistiksel olarak P<0,05 diizeyinde
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Oonemlidir. Bu ¢alismada hem in vivo hem de in vitro test sistemleri ile fenvaleratin
toksik etkili oldugu sonucuna ulagilmistir. Fenvaleratin toksik etkilerinin oldugu daha
once yapilan calismalarda da ¢esitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir. Fenvaleratin
sodyum kanallarini uzun siire agik tutarak sinir sisteminin agir1 uyarilmasina ve felglere
neden oldugu Narahashi et al. (1992) tarafindan bildirilmistir. Fenvalerat uygulamasi
sonucu doz artigina bagl olarak hem fare hem de sicanlarda viicut agirliginda azalma,
karaciger agirhiginda artis ve diiz endoplazmik retikulumda bozulmalar gézlenmistir
(Tos-Luty et al. 2001). Cesitli arastiricilara gore, bu insektisit memeli karaciger, dalak
ve lenf bezlerinde histopatolojik degisikliklere sebep olmakta ve timor olusumunu da
uyarmaktadir (Miyamoto et al. 1986; Kaneko et al. 1988). Yine fenvalerat insan lenfosit
hiicrelerinde (Puig et al. 1989), Cin hamsterlarinin yumurtalik (CHO) hiicrelerinde
(Caballo et al. 1992) hiicre dongiisiinii etkilemektedir. Xia et al. (2004)’a gore,
fenvalerata maruz kalan tarim iscilerinin spermlerinde morfolojik anormallikler
meydana gelirken fenvalerat gibi piretroid insektisitlerden olan metomil ve permetrinin
Myzus persicae yaprak bitlerinde 6miir uzunlugunu kisalttigi da gézlenmistir (Hsieh and
Allen 1986). Benzeri olumsuz durumlar, akuatik organizmalar ile yapilan aragtirmalarda
da goriilmiistir. Ornegin sazan baliklarmin (Cirrhinus mrigala) solungag, bobrek,
karaciger ve bagirsak dokularinda nekrozis, hiperplazi ve lireme sisteminde goriilen

gelisimsel anormallikler bunlardan bir kagidir (Velmurugan et al. 2007).

Bu caligmanin bir diger parametresi olan insektisitlere ait genotoksik etkilerin
belirlenmesi i¢in uygulamalarimiz sonucu SMART’ta DMSO negatif kontrol grubuna
ait normal kanat fenotipinde toplam klon frekansi 0,13 ve fenvaleratin en yiiksek
uygulama grubunda (10 ppm) bu deger 0,31 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.3). Iki
grup arasinda toplam klon frekansi bakimindan goézlenen farklilik istatistiki olarak
pozitif etkili (+) bulunmustur (P<0,05). Serrat kanatta ise DMSO negatif kontrol
grubuna ait toplam klon frekansi 0,09, fenvaleratin en yiiksek uygulama grubunda (10
ppm) ise 0,23 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.3). Toplam klon frekansinda gézlenen
artig istatistiksel olarak yine dnemli bulunmustur (P<0,05). “Doz artisina bagl olarak
toksik etkili olan fenvalerat, ayn1 zamanda somatik mutasyonlari uyardigi igin

genotoksik etkilidir” diyebiliriz. Bu etki hem normal fenotipli hem de serrat kanatli
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bireyler icin gecerlidir ve diger insektisitlerden farklt olarak fenvalerat D.

melanogaster’in her iki fenotipinde de mutajenik etki gostermistir.

Fenvaleratin genotoksik etkisi kisa stireli test teknikleri kullanilarak da gozlenmistir.
MN testinde DMSO negatif kontrol grubuna ait 0,73+£0,24 olan MN frekansi
fenvaleratin en yliksek uygulama grubunda (100 ppm) 1,60’a yiikselmistir (Cizelge 4.
12). Daha diisiik dozlarda da negatif kontrole gore yine artislar gézlenmistir. Fenvalerat
uygulamasi ile birlikte tiim dozlarda negatif kontrol grubuna gore gozlenen bu artis
istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir (P<0,05). Yine bir diger in vitro ¢alisma olan
KKD testinde negatif kontrol grubu i¢in 3,954+0,41 olan KKD frekansi da fenvaleratin
en yiiksek uygulama grubunda (100 ppm) 6,07+0,66’ya ¢ikmistir (Cizelge 4.18). Bu
maddenin diger uygulama gruplarinda da benzeri sonuglar elde edilmis ve negatif
kontrol grubuna gore artis gozlenmistir (P<0,05). Tiim bu verilerden dolay1 “fenvalerat
insan lenfosit hiicrelerinde de mutajenik etkilidir” diyebiliriz. Fenvaleratin benzer
etkiler gdsterdigine yonelik literatiirde birgok ¢aligma bulunmaktadir. Pati and Bhunya
(1989) farelerde 150 ve 200 mg/kg fenvalerat uygulamasinin kromozomal bozukluklara
neden oldugunu ve mikroniikleus frekansini 6nemli derecede artirdigin1 rapor
etmiglerdir. Caballo et al. (1992) fenvaleratin Cin hamster yumurtalik (CHO)
hiicrelerinde kromozomal bozukluklara yol agtigin1 ve kardes kromatit degisimine
neden oldugunu belirlemistir. Giri et al. (2002)’a gore, farelerde 5, 10 ve 20 mg/kg
fenvalerat KKD frekansin1 6nemli derecede artirmaktadir. Fenvalerata maruz kalan
kisilerin esey kromozomlarinda ve 18. kromozomda nullisomi gibi ¢esitli genotoksik
defektlerin oldugu da Xia et al. (2004) tarafindan bildirilmistir. Yine fenvaleratla ayni
grupta yer alan permetrin de D.melanogaster’de genotoksik etki gdstermistir (Budak
2005). Bir bagka piretroid insektisit olan deltametrin de farelerde kromozom
anomalilerine sebep olmakta ve mikroniikleus frekansini 6nemli derecede artirmaktadir

(Bhunya and Pati 1990).

Diger insektisitlerde oldugu gibi lufenuron insektisitinin de D. melanogaster larvalari
lizerine toksik etkilerini belirlemek i¢in larval oliim ve hayatta kalig oranlar

belirlenmistir. 4 ppm uygulama grubunda 3. evre larvalarin %48’1 6lmiistiir. Negatif
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kontrol grubu olan %2,5 asetonda ise bu oran yalnizca %4 olarak bulunmustur (Cizelge
3.6). Negatif kontrol grubuna gore lufenuronun en yiiksek uygulama grubunda (4 ppm)
gozlenen larval Oliim orani, istatistiksel olarak Onemlidir ve bu insektisit D.
melanogaster larvalarinda toksik etki meydana getirmektedir. Lufenuronun farkli canli
gruplarinda toksik etkili oldugu ¢esitli arastiricilar tarafindan da belirlenmistir. Wilson
and Cryan (1997) tarafindan yapilan c¢alismada, 1 ppm’den daha diisiik
konsantrasyonlarda lufenurona maruz kalan D. melanogaster larvalarinda ve
pupalarinda Oliimlerin  gergeklestigi  gozlenmistir. 10 ppm’den daha yiiksek
konsantrasyonlar ile beslenen larvalarin ise bir sonraki evreye gecemeden oldiikleri
rapor edilmistir. Lufenuronun diger eklembacaklilarda da toksik etkili olduguna yonelik
caligmalar bulunmaktadir. Bueno and Freitas (2004), zar kanath bir eklembacakl tiirii
olan Chrysoperla externa larvalarinin lufenurondan etkilendigini  bildirmistir.
Lufenurona maruz kalan yumurtalardan ¢ikan larvalarda 6liim oraninin yiiksek oldugu,
canlt kalan larvalarin ise birinci ve ikinci evrede deri degistiremedigi gozlenmistir.
Lufenuronla benzer etkilere sahip kromazin insektisiti de yiiksek dozlarda
D.melanogaster larvalarinin 6liimiine neden olmaktadir. Diisiik dozlarda ise larvalarin
pupaya doniisiimiinii etkilememekte fakat pupalarin erginlesmesini engellemektedir

(Wilson 1997).

Bu ¢alismada, lufenuronun insan lenfosit hiicreleri iizerine etkisi de arastirilmis ve MN
testi ile NBI, KKD testi ile de RI degerleri tespit edilmistir. Negatif kontrol grubunda
(%1 aseton) NBI degeri 1,54+0,12; RI degeri ise 2,09 olarak hesaplanmistir. En yiiksek
lufenuron uygulama grubunda (40 ppm) ise bu degerler sirasi ile 1,28+0,35 ve 1,74
olarak bulunmustur (Cizelge 4.13 ve 4.19). Negatif kontrol grubuna gére, hem NBI hem
de RI degerlerinde gozlenen diisiisler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05).
Bu sonuglar, lufenuronun da insan lenfosit hiicrelerinde toksik etkili oldugunu
gostermektedir. Lufenuronun memelilerde toksik etki gosterdigine yonelik daha dnce
yapilmis aragtirmalar bulunmaktadir. Farrag and Shalby (2007) tarafindan yapilan bir
calismada, lufenuron ve profenofosun siganlarin karaciger toplardamarlarinda tikanik ve
nekrozlara sebep oldugu gozlenmistir. Bobreklerde ise iltihapl hiicreler ile normalden

daha biiyiik glomerulus hiicrelerine rastlanmistir. Yine ayni ¢alisma ile hem profenofos
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hem de lufenuronun histopatolojik ve histokimyasal etkileri belirlenmis ve ayni
arastirmacilar tarafindan lufenuronun toksik etkilerinin profenofostan daha fazla oldugu
da vurgulanmistir. Abou Gabal (2006) tarafindan yapilan ¢alismada ise lufenurona
maruz kalan farelerin spermlerinde elektron mikroskobu ile go6zlenen yapisal
degisikliklerin oldugu, spermlerin bas bolgesinin morfolojisinin degistigi gdzlenmistir.
Ayrica mitokondriyal anormallikler ile mikrotiibiillerde eksilmelerin gergeklestigi de

bildirilmigtir.

Kanat benek testinde, normal kanat fenotipi i¢in lufenuronun en yiiksek uygulama
grubunda (4 ppm) elde edilen toplam klon frekansi 0,26 olarak hesaplanmigtir. Aseton
negatif kontrol grubunda ise bu deger 0,11 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4). Aseton
negatif kontrol grubuna gore, lufenuron uygulamasi sonucunda toplam klon frekansinda
ortaya cikan artis istatistiksel olarak P<0,05 diizeyinde 6nemlidir. Bu nedenle lufenuron
D.melanogaster’in normal kanat fenotipine sahip bireylerinde genotoksik etkili
bulunmustur. Abd-Alla et al. (2003) tarafindan yapilan g¢alismada da lufenuronun
D.melanogaster’de mutajenik etkiler gosterdigi belirlenmistir. Arastiricilar eseye bagl
resesif letalite (SLRL) testi ile D.melanogaster’in tiikriik bezi hiicrelerindeki politen
kromozomlarda asinapsi, beyin noroblastlarinin kromozomlarinda da anormallikler
gozlediklerini bildirmislerdir. Dolayist ile lufenuronun D.melanogaster’de potansiyel
bir mutajen olabilecegini vurgulamiglardir. Serrat kanatta ise ayn etki gdzlenmemistir.
Serrat kanatta da negatif kontrol grubuna gore lufenurunun en yiiksek uygulama
grubuna ait tim klon frekanslarinda artis gozlenmis (Cizelge 4.4) fakat bu artiglar
istatistiksel olarak onemli bulunmamustir (P>0,05). MN testinde ise aseton negatif
kontrol grubuna ait MN frekans: 0,75+0,23 iken lufenuronun en yiiksek uygulama
grubunda (40 ppm) 1,15+0,44 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.13). KKD testinde ise
aseton negatif kontrol grubuna ait KKD frekans1 3,82+0,44, lufenuronun en yiiksek
uygulama grubuna ait KKD frekansi ise 4,98+0,52 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.19).
Lufenuron uygulamasi ile birlikte hem MN hem de KKD frekansinda gbézlenen artiglar
istatistiksel olarak pozitif etkili (+) kabul edilmistir (P<0,05). Bu verilerden dolay1
lufenuronun insan lenfosit hiicrelerinde mutajenik etkiye sahip bir insektisit oldugu

sonucuna ulasilmistir. Kisa siireli test teknikleri ile lufenuronun genotoksik etki
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gosterdigini belirleyen arastirmalar bulunmaktadir. Abou Gabal (2006), lufenuronun
akut (0,5 mg/g viicut agirhigl) ve kronik (0,1 mg/g viicut agirligl) dozlarmma maruz
birakilan farelerin kemik iligi hiicrelerinde farkli tipte kromozomal bozukluklarin ve
mikroniikleuslu polikromatik eritrosit sayisinin énemli derecede arttifin1 gozlemistir.
Bu nedenle ayni arastirict tarafindan lufenuronun pozitif klastojenik ajan olabilecegi
vurgulanmigtir. Lufenuron gibi boceklerde kitin iiretimini engelleyen diflubenzuran
insektisiti de farelerde doza bagli olarak genotoksik etki gOstermistir (Barros et al.

2013). Bu sonuglar ¢alismamizda elde edilen sonuglar ile paralellik gostermektedir.

Bu c¢alismada kullanilan son insektisit olan tetradifon, D. melanogaster’in 3. evre
larvalar lizerine ¢ok fazla toksik etki gostermemistir. Tetradifonun belirlenen en yiiksek
konsantrasyonu olan 200 ppm’de larval 6liim oran1 %12 olarak belirlenmistir. Larval
6lim oran1 %16°1 ile en fazla 100 ppm uygulama grubunda gdzlenmistir. %2,5 aseton
negatif kontrol grubunda ise larval 6liim oran1 %4 olarak bulunmustur (Cizelge 3.6).
Bu deger negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda hem 100 hem de 200 ppm
uygulama gruplarinda larval mortalite icin gdzlenen artiglar istatistiksel olarak énemli
bulunmustur (P<0,05). Kisa siireli test tekniklerinde ise tetradifon uygulamas: ile elde
edilen en diisiik NBI degeri 1,45+0,32, R degeri ise 2,08 dir (Cizelge 4.14 ve 4.20).
Aseton negatif kontrol grubunda ise bu degerler sirasiyla 1,54+0,12 ve 2,09 olarak
belirlenmistir. Tetradifon uygulamasi sonucu NBI degerindeki azalma istatistiksel
olarak 6nemli (P<0,05), RI degerindeki azalma ise énemsiz etkili bulunmustur. Ancak
tetradifon uygulamasi ile bulunan NBI degeri, diger dort insektisit grubuna gore
distiktiir ve daha az toksik bulunmustur. KKD testinde ise tetradifonun lenfosit

hiicreleri tlizerine toksik etki gdstermedigi goriilmiistiir.

SMART, MN ve KKD testlerinin tiimiinde tetradifon genotoksik acidan pozitif etkili
bulunmamaistir (P>0,05). SMART sonucu tetradifonun en yiiksek uygulama grubunda
(200 ppm) normal kanat fenotipli bireylerin toplam klon frekansinda artis gozlenmistir.
Aseton negatif kontrol grubunda toplam klon frekanst 0,11 iken tetradifonun en yiiksek
uygulama grubunda bu deger 0,14 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.5). Fakat bu artis

istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur (P>0,05). Serrat kanatta ise tetradifon
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uygulamasi sonucu toplam klon frekansinda herhangi bir artis meydana gelmemistir
(Cizelge 4.5). Tum bu verilerden dolay: “tetradifon D. melanogaster’de mutajenik etkili
degildir” diyebiliriz. MN testinde, aseton negatif kontrol grubunda 0,75+0,23 olan MN
frekans1 tetradifonun en yiiksek uygulama grubunda (200 ppm) 0,80+0,52’ye
yiikselmistir (Cizelge 4.14). KKD testinde ise aseton negatif kontrol grubuna ait
3,8240,44 olan KKD frekans: tetradifon uygulama gruplarinda en fazla 3,86+0,50’ya
(150 ppm) c¢ikmustir (Cizelge 4.20). Hem MN hem de KKD frekansinda artis
gozlenmesine ragmen bu artis istatistiksel olarak oOnemsiz (i) etkili bulunmustur
(P>0,05). MN ve KKD testlerinden elde edilen bu sonuglara gore, tetradifonun insan
lenfosit hiicrelerinde herhangi bir genotoksik etkisi gozlenmemistir. Tetradifonun
genotoksik etkilerine iliskin ¢ok fazla ¢aligma bulunmamaktadir. Sobti et al. (1983)
tarafindan insan lenfosit hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada, tetradifon zayif pozitif
etkili bulunmustur. 12 haftalik disi sigcanlara 2430 mg/kg’lik tek doz tetradifon
uygulamasinin dogrudan genotoksik etki gostermedigi, kemik iligi hiicrelerinde
kromozomal aberasyon ve kardes kromatit degisimi frekanslarinda 6nemli bir artisa yol
acmadigr da bildirilmistir (Badraoui et al. 2007b). Gollapudi et al. (1995) tarafindan
fare ve sicanlar {izerinde yapilan bir ¢alismada ise tetradifon ile ayni grupta yer alan
klorpirifos insektisitinin herhangi bir genotoksik aktivite gostermedigi tespit edilmistir.
Ayni insektisit CHO hiicrelerinde de KKD frekansini artirmamigtir (Muscarella et al.
1984). Yine ayni grupta yer alan klordan ve heptaklor insektisitleri de si¢an karaciger
hiicrelerinde genotoksik etki gostermemistir (Telang et al. 1982). Dieldrin ve endrin
gibi organokloroid insektisitler ise Osabac et al (1999) tarafindan D.melanogaster’de
genotoksik etkili bulunmamistir. Purdue et al. (2007) de organokloroid insektisitlerin

kullanimu1 ile kanser arasinda bir korelasyonun olmadigini da belirtmiglerdir.

Bu calismada kullanilan insektisitlerin tiimiiniin toksik etki gosterdigi in vivo olarak D.
melanogaster’in 3. evre larvalarinda, in vitro olarak da insan lenfosit hiicrelerinde
gozlenmistir. Fakat tetradifonun toksik etkisi kullanilan diger insektisitler kadar belirgin
degildir. Insektisitler sinir hiicrelerindeki sodyum, potasyum iyonlarmin membran
gecirgenligini etkileyerek veya norotransmitter maddeleri ve spesifik enzimleri inhibe

ederek etkinlik gostermektedirler. Ornegin profenofos gibi organofosfat insektisitler



129

sinapslardaki gegiste rol oynayan asetilkolini pargalayan asetilkolinesteraz enzimini
inhibe etmektedirler (Kavitha and Rao, 2009). Bu enzimin inhibe olmasi sinapslarda
asetilkolin birikimine neden olmaktadir. Bu norotoksik etki sonucunda parasempatik
sinir sistemi asir1 ¢alismakta, cizgili kaslar kasili kalmakta ve felg gerceklesmektedir.
Sipermetrin ve fenvalerat gibi piretroid insektisitler de sinir hiicrelerindeki sodyum
kanallarin1 bloke ederek depolarizasyon evresinin uzamasina neden olmaktadirlar
(Velisek et al. 2006). Sinirsel iletimin engellemesi sonucu da insektisite maruz kalan
canlinin kas hareketlerinde bozulma ve felgler gbzlenmektedir (Narahashi et al. 1992).
Lufenuron gibi bazi insektisitler ise kitin sentezini inhibe ederek (Leighton et al. 1981)
boceklerin dis iskeletinin olusumunu engellemektedir. Bunun sonucunda da kullanilan

doza bagli olarak larvalar erginlesememektedirler (Wilson and Cain 1997).

Hem SMART hem de MN ve KKD testlerinde kullanilan bes insektisitten sadece
tetradifon genotoksik etkili bulunmamigtir. Buna karsin profenofos, sipermetrin,
fenvalerat ve lufenuron insektisitlerinin ise genotoksik etki gdsterdigi belirlenmistir.
Tim insektisitlerin uygulamas: sonucu, larval toksisite, Drosophila’nin ergin
bireylerinde gozlenen somatik mutasyon frekansi ve insan lenfosit hiicrelerinde MN ve
KKD frekanslarinin kontrol grubuna gore istatistiki olarak onemli sayilabilecek oranda
artmasinin serbest radikallerden kaynaklanan oksidatif stresle baglantili olabilecegini
diistinmekteyiz. Oksidatif stres; hiicre i¢cinde veya dokularda siiperoksit, hidrojen
peroksit gibi serbest radikallerin artis1 olarak tanimlanabilir (Halliweil 1987). Serbest
radikaller ise bir veya birden fazla sayida eslenmemis elektrona sahip maddelerdir. Bu
ozelliklerinden dolay1 elektronlarin1 diger bir molekiile verebilen veya bagska
molekiillerden elektron alabilen reaktif molekiiller olarak islev goriirler (Dormandy
1980; Buechter 1988; Halliweil 1991). insektisitlerin uygulamasi ile ortaya cikan sinir
ve endokrin sinyallerdeki olumsuzluklar hiicre igindeki Ca* iyon derisimini
etkilemektedir. Bu degisim de hiicre i¢indeki gesitli Ca*? bagli proteaz ve niikleaz
enzimlerinin aktivitesini artirmakta ve hiicrelerde serbest radikallerin olusumuna yol
acmaktadir (Kaymak et al. 2014). Serbest radikaller de protein, lipit, karbonhidrat ve
niikleik asitlerde modifikasyona ve hasara neden olmaktadir (lkeda and Long 1990;
Hermes-Lima and Zenteno-Savin 2002). DNA’ya yakin bolgede olusurlarsa zincir
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kiriklar1 ve baz analogu gibi ¢esitli degisikliklere yol agabilirler (Sinclair and Roberts
1990). Serbest radikallerden olan OH™ iyonunun DNA’da 8-hidroksiguanin, 5-
hidroksimetil urasil ve timin glikol gibi en az ii¢c modifiye bazin olusumuna neden
oldugu bildirilmistir (Floyd 1990). DNA’da meydana gelen zincir kiriklari ise
mikroniikleus (Fenech et al. 2003) ve KKD (Burden and Osheroff 1999; Lynch et al.
2003) olusumuna yol agmaktadir. Ayrica serbest radikaller lipit peroksidasyonuna da
neden olmaktadirlar. Bunun sonucunda membran proteinlerinin inaktivasyonu
gerceklesmekte, sitoplazmadaki kalsiyum iyonlarinin kontrolii bozulmakta, mitokondri,
lizozom gibi organeller de lizis olmaktadir. Lizis sonucu organellere ait enzimlerin
sitoplazmaya dagilmasi ile de hiicrede DNA gibi birgok yapisal molekiil hasar gormekte
(Horton 1987), hiicre metabolizmast ve morfolojisinde olumsuzluklar ortaya
cikmaktadir (Ames et al. 1993). Serbest radikallerin etkisi ile hiicre boliinmesinde
gorevli ig ipliklerinin hasart mikroniikleus frekansini (Fenech et al. 2003),
topoizomeraz gibi replikasyonda gorevli enzimlerin aktivitesindeki bozulmalar da KKD
frekansin1 artirmaktadir (Pommier et al. 1985; Burden and Osheroff 1999; Lynch et al.
2003).

Calismamizda genotoksik etkili bulunan insektisitlerin oksidatif strese neden olduguna
yonelik birgok calisma bulunmaktadir. Mansour et al. (2009) yaptiklart galisma ile
profenofosun erkek sicanlarda oksidatif strese yol actigini, katalaz aktivitesini artirdigini
ve lipit peroksidasyonuna neden oldugunu belirlemislerdir. Ayn1 arastiricilar tarafindan
A, C ve E vitaminlerinin serumdaki seviyesinin de profenofos uygulamasi sonucu
azaldig belirtilmistir. Kavitha and Rao (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada da
profenofosun Siyah Mozambik baliklarinda (Oreochromis mossambicus) antioksidan
enzimlerin aktivitelerini etkiledigi rapor edilmistir. Yine ayni ¢alismada solungaglarda
katalaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin profenofosa bagli olarak inhibe oldugu da
belirlenmistir. Profenofos gibi organofosfat insektisitlerin alkilleyici 6zellige sahip
oldugu (Wooder and Wright 1981) DNA’ya baglanarak (Wauchape et al. 1992)
alkillenmesine yol actigt (Ferguson and Denny 1995) bildirilmistir. Alkilleyici
molekiiller hiicre zarindaki lipitleri, hiicrede bir¢ok 6nemli isleve sahip proteinleri ve

DNA’y1 oksitleyebilmektedir (Ames et al. 1993). Raina et al. (2009) tarafindan yapilan
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bir ¢alismada, sipermetrine maruz kalan wistar si¢anlarinda katalaz aktivitesinin ve lipit
peroksidasyonunun arttig1, siiperoksit dismutaz aktivitesinin ise Onemli derecede
azaldig1 rapor edilmistir. Sipermetrinin siganlarin karaciger ve beyninde serbest
radikallerden kaynaklanan doku hasarimi énemli derecede artirdigi Giray et al. (2001)
tarafindan gozlenmistir. Ayni sekilde fenvaleratin farkli dozlarma maruz kalan
sicanlarin karaciger dokusunda da glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin ve lipit
peroksidasyonunun arttigi ifade edilmistir (Giray et al. 2001). Prasanthi et al. (2005)
tarafindan erkek fareler iizerinde yapilan bir bagka ¢alismada, yine fenvaleratin 250, 500
ve 1000 ppm uygulamalarinin karaciger, timiis, dalak ve eritrositlerde oksidatif stresi
artirdigr gorilmistiir. Kaplan karidesinde de (Penaeus monodon) bu insektisitin
kullanimina bagl olarak lipit peroksidasyonun arttigi, katalaz, siliperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz gibi enzimlerin aktivitesinin azaldigi, dolayis1 ile oksidatif stresin
meydana gelebilecegi bildirilmistir (Vijayavel and Balasubramania 2009). Ayrica
permetrin ve bifentrin gibi ¢esitli piretroid insektisitlerin insan ve sican karaciger
mikrozomlarinda oksidasyona neden oldugu goézlenmistir (Scollon et al. 2009).
Calismamizda kullanilan diger bir insektisit olan lufenuron ise farelerin karaciger
dokularinda lipit peroksidasyonunu artirmakta katalaz ve siiperoksit dismutaz
enzimlerini aktivitelerini de 6nemli derecede azaltmaktadir (Deivanayagam et al. 2014).

Bu calismalardan elde edilen veriler bizim diisiincemizi dogrular niteliktedir.

Bu caligmanin ikinci kisminda kusburnu ekstrelerinin iyilestirici etkisi, genotoksik etkili
bulunan insektisitlerin en yiiksek konsantrasyonuna karsi arastirilmistir. SMART ta
profenofos, sipermetrin ve lufenuron sadece normal kanatli bireylerde genotoksik etki
gosterdigi icin 1iyilestirici etki de sadece normal kanatli bireyler incelenerek
belirlenmeye ¢alisilmistir. Fenvalerat ise hem normal hem de serrat kanat fenotipinde
genotoksik etki gostermistir. Dolayisi ile bu insektisitle ilgili iyilestirici etkiler, her iki
kanat fenotopine sahip bireylerde ayr1i ayr1 incelenmistir. Profenofos, sipermetrin,
fenvalerat ve lufenuron insektisitlerinin en yiliksek uygulama gruplarina ait toplam mwh
ve toplam klon frekanslari, kusburnunun su (RCsy,) ve etanol ekstreleri (RCe,) ile 6nemli
derecede azalmistir (P<0,05) (Cizelge 4.6-4.9). Elde edilen bu sonuglara gére, hem RCyg,
hem de RCe, ekstreleri SMART ta insektisitlerin genotoksik etkisini gidermistir.
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SMART’ta oldugu gibi MN ve KKD testlerinde de kullanilan insektisitlerden sadece
tetradifon genotoksik etkili bulunmamistir. Diger dort insektisit ise genotoksik etki
gosterdigi i¢in kusburnu bitkisine ait ekstrelerin iyilestirici etkilerinin belirlenmesinde
kullanilmislardir. yilestirici etkiyi belirlemek i¢in kusburnu ekstreleri ve insektisitlerin
en yiiksek konsantrasyonu birlikte uygulanmistir. Insektisit + kusburnu bitkisinin su
(RCsy) ve etanol (RCei) ckstrelerinin uygulama gruplarina ait MN ve KKD frekans
degerleri, profenofos, sipermetrin, fenvalerat ve lufenuron insektisitlerinin en yiiksek
uygulama gruplarina ait degerler ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak onemli
derece diisiik ¢cikmistir (P<0,05). Dolayisi ile kusburnunun hem su hem de etanol
ekstreleri, MN ve KKD testlerinde de iyilestirici etki gostermistir. Bu verilerden yola
cikarak “kusburnu insektisitlere karsi antigenotoksik etkilidir” diyebiliriz. Kusburnu
bitkisinin benzer etkilere sahip oldugu daha 6nce yapilan c¢alismalarda da gozlenmistir.
Karakaya ve Kavas (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada Ames testi kullanilarak
1sirgan otu, adacay1, kugsburnu gibi bitkiler ile tiziim pekmezi ve tarhana gibi gidalarin
hem genotoksik hem de antigenotoksik etkileri arastirilmistir. Calisilan besinlerden
hicbirinin genotoksik etkiye sahip olmadigi bulunmustur. Tiim besinlerin sodyum azidin
(NaN3) mutajenik etkilerini azalttifi, en yiiksek antimutajenik etkinin 1sirgan otu
(%46,32) ve kusburnunda (%44,03) goézlendigi bildirilmistir. Kizilet et al. (2013),
Drosophila kanat benek testini kullanarak yaptiklar1 c¢alismada, kusburnu etanol
ekstresinin etil metansiilfonatin (EMS) mutajenik etkilerini azalttigini1 rapor etmislerdir.
Kiliggiin and Dehen (2009), in vitro test sistemleri ile kusburnunun DNA hasar1 tizerine
koruyucu etkilerini aragtirmislar ve %3’liikk konsantrasyonda protein oksidasyonu, lipit
peroksidasyonu ve DNA hasarinin belirgin sekilde inhibe oldugunu belirtmislerdir.
%3’liik konsantrasyonun ayni zamanda en yiiksek antioksidan aktiviteye de sahip
oldugunu ifade etmislerdir. Aymi arastiricilar elde ettikleri bulgulara dayanarak
kusburnunun besin ve ilag endiistrisinde kullanilabilecegini vurgulamislardir. Bir baska
caligmada ise kusburnu ile ayn1 familyada yer alan kestane giiliiniin (Rosa roxburghi),
2-asetilaminoflorin ve aflatoksin B1 gibi mutajen maddelere kars1 iyilestirici olarak
kullanilabilecegi tespit edilmistir (Westhuizen et al. 2008). Kusburnunda bulunan
fenolik bilesiklerden birisi olan protokatehuik asidin (Khadem and Marles 2010)
hidrojen peroksidin etkilerine karsi antimutajenik 6zellik gosterdigi Drosophila kanat

benek testi ile belirlenmistir (Anter et al. 2011). Kusburnu meyvelerinde bulunan metil
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galat fenolik bilesiginin (Hvattum 2002) fare periferal kan hiicrelerinde mikroniikleus
olusumunu ve lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi Lee et al. (2005) tarafindan rapor
edilmistir. Yine kusburnunda bol miktarda bulunan bilesiklerden bir digeri olan
askorbik asidin ise etil metansiilfonat (EMS), metil metansiilfonat (MMS) ve N-nitrozo
N-etilire (ENU) gibi mutajen maddelerin etkilerini azalttigi Drosophila kanat benek
testi (SMART) ile gozlenmistir (Kaya 2003).

Bu calismada DNA hasarlarina ait iyilestirici etkinin kusburnu bitkisinin antioksidan
ozelliklerden kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Antioksidanlar serbest radikallere karsi
koruyucu etkiye sahip molekiillerdir. Antioksidanlara katalaz, stiperoksit dismutaz gibi
enzimatik sistemlerin yaninda E vitamini (Chow 1991), C vitamini gibi enzim olamayan
sistemlerde Ornek verilebilir. Antioksidanlar ve serbest radikaller arasindaki denge
serbest radikallere dogru kaydiginda oksidatif stresten soz edilebilir (Floyd 1990).
Dolayisi ile hiicrelerde antioksidanlarin fazlaligi bu dengenin serbest radikallere dogru
kaymasini engellemekte, oksidatif stresi ve onun zararl etkilerini azaltmaktadir. Cesitli
aragtiricilar tarafindan kusburnunun antioksidan 6zellik gdsterdigi (Ozcan 2000;
Serteser et al. 2008), bunun da vitamin C ve fenolik bilesikler bakimindan oldukga
zengin bir bitki olmasindan kaynaklandigi (Akytiz vd 1996; Ercisli 2007; Montazeri et
al. 2011; Tumbas et al. 2012) bildirilmistir. Tumbas et al. (2012) kusburnu ¢aylarindaki
C vitamini ve fenolik bilesikler ile antioksidan kapasite arasinda pozitif bir korelasyon
oldugunu tespit etmistir. Yine ayni arastiricilar tarafindan kusburnundaki fenolik
bilesiklerin HeLLa, MCF7 ve HT-29 hiicrelerinin boliinmesi iizerine inhibitor etkiye
sahip oldugu da bildirilmistir. 25 pg/ml kurutulmus kusburnu 6ziitiiniin in vitro olarak
lipit peroksidasyonunu %83,7 oraninda inhibe ettigi rapor edilmistir (Gao et al. 2000).
Montazeri et al. (2011) kusburnu metanol ekstresinin giiglii bir antioksidan oldugunu
ifade etmislerdir. Daels-Rakotorison et al. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile de
kusburnu ekstrelerinin poliniikleer nétrofil hiicrelerinde serbest radikallerin olusumunu
azalttigt gozlenmistir. Arastiricilar elde ettikleri verilerin sonucunda kusburnunun
sadece besin olarak diislinlilemeyecegini, tedavi edici potansiyelinden dolay:1 biyoaktif
molekiillerin de dnemli bir kaynagi oldugunu dile getirmislerdir. Roman et al. (2013)

calistig1 diger kusburnu tiirlerine gore R.canina’nin biyoaktif bilesikler yonii ile daha
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zengin oldugunu belirlemistir. Kusburnunun biyoaktif bilesiklerden kaynaklanan
iyilestirici etkileri, onun soguk alginligi, grip (Tumbas et al. 2012), romatizma (Willich
et al. 2010), diyabet (Orhan et al. 2009), oksiiriik (Pieroni and Quave 2005) gibi gesitli
hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecegini gostermektedir. Kusburnu tohumu ile
beslenen farelerde plazma kolesterol ve trigliserit oraninin énemli derecede azaldigi
dolayis1 ile kusburnunun diyet gidalarda da kullanilabilecegi Kadakal vd (1999)

tarafindan ifade edilmektedir.

Daha o6nce yapilan cesitli arastirmalarda kusburnu gibi bir¢ok bitkinin de iyilestirici
etkilere sahip oldugu gozlenmistir. Kalaycioglu ve Oner (1994)’e gore, Diinya Saglhk
Orgiitii tarafindan bildirilen ve tedavi amaci ile kullanilan bitki ¢esidi sayis1 20 000
civarindadir. Isirgan otu, adagay1 (Karakaya ve Kavas 1999), karanfil (Nascimento et
al. 2000), kekik (Ozbek et al. 2008), hurma (Jang et al. 2010) , dkseotu (Alpsoy et al.
2010) ve bugday (Aydos et al. 2011) gibi bitkiler bunlardan birkagidir.

Sonug olarak, bu ¢alismada kullanilan profenofos, sipermetrin, fenvalerat ve lufenuron
insektisitlerinin hem somatik mutasyon ve rekombinasyon testi hem de mikroniikleus ve
kardes kromatit degisimi testleri ile somatik hiicrelerde genotoksik etkili olduklari,
tetradifonun ise herhangi bir mutajenik etkiye sahip olmadig belirlenmistir. Ozellikle
genotoksik etkileri belirlenen insektisitlerin tarimsal {retim esnasinda tarladaki
tirtinlerin zararlilardan korunmasi, bu iirlinlerin depolarda saklanmasi ve halk saglig
amaci ile kullaniminin bitkisel ve hayvansal organizmalar ile en 6nemlisi insanlar i¢in
olumsuz zincir reaksiyon etkilere sebep olacagi asikardir. Somatik mutasyon frekansini
artiran insektisitler, gametleri de etkileyebilirler. Etkilenmis gametlerin fertilize olmasi
da gelecek nesillerde kromozom sayr ve yapi aberasyonlart ile mikro mutasyon
frekansin1 artirarak prenatal ve postnatal donemlerde cesitli semptomlar ile dliimleri ya
da konjenital malformasyonlu birey sayisimi artirarak popiilasyon i¢in genetik yiik
olusturacaktir. Calismanin ikinci asamasinda ise kusburnu bitkisinin su ve etanol
ekstraktlar1 kullanilmis ve insektisitler ile birlikte kullanilan bu ekstraktlarin
insektisitlerin  uyardigi genotoksik etkileri azalttigi goriilmiistiir. Gilinlimiizde

hastaliklarin tedavisi i¢in yeni bir yaklasim olarak alternatif tip kullanilmaktadir. Bu
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tedavi tiirii icinde bitkiler ve onlarin antioksidan kapasiteleri, yalnizca insektisit degil
her tiirlii kimyasal ajanin sebep olabilecegi DNA hasarlarin1 6nlemede énemli bir yere
sahiptir. Bu nedenle kusburnu meyvelerinin hem gida hem de ilag sektoriinde sifali bitki
olarak kullanilabilecegini ve geleneksel kullanimimin yayginlastirilmasi ile gerek saglik
alaninda gerekse iilke ekonomisi acisindan getirilerinin  yiiksek olacagini

diistinmekteyiz.
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