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OZET

Bu c¢alismada, semikarbazon grubu insektisitlerden olan Metaflumizon (Mtf) un
potansiyel genotoksik etkisinin, Rosaceae familyasina ait Laurocerasus officinalis (LO)
ve Agrimonia eupatoria (AE) bitkilerinden elde edilen yaprak ekstreleriyle
giderilmesinin, Allium cepa kok ucu ve Drosophila melanogaster kanat somatik
mutasyon ve rekombinasyon test (SMART) sistemleri ile arastiritlmasi hedeflenmistir.

Allium test sisteminde, sogan kok uglart 24 ve 48 saat siireyle Mtf, LO ve AE’ye maruz
birakilmistir. Siire sonunda pestisit, bitkisel 6ziitler ve bunlarin birlikte kullanildigi
uygulamalarin mitotik indeks (MI) ve faz frekans degerlerinde ve kromozom
anomalilerinde degisimlere sebep oldugu tespit edilmistir. Allium testi sonuglari,
Mtfnin konsantrasyonlardaki doz artisina bagli olarak negatif kontrole kiyasla MI
degerinin azaldigim1 gostermistir.  Mtf’nin  genotoksik etkisine kars1 belirlenen
konsantrasyonlarda LO ve AE yaprak metanol ekstrelerin genotoksik etkisini azalttigi

bulunmustur.

SMART yoénteminde; Mtf, bitkisel 6ziitler ve bunlarin birlikte verildigi uygulamalarin
belirlenen konsantrasyonlarda maruz birakilan mwh3flr® standart caprazlamalarindan
elde edilen 72+4 saatlik transheterozigot larvalarda genotoksik/antigenotoksik etkisi
SMART ile saptanmistir. Gelisen ergin Drosophila kanatlarindan hazirlanan
preparatlarda klon indiiksiyon frekans ylizdeleri degerlendirilmistir. Mtf’nin farkli
konsantrasyonlarindaki istatistiksel degerlendirilmesinde negatif kontrol grubuna
kiyasla klon indiiksiyon frekanslarinin arttigi belirlenmistir. Bulgular normal kanatlarda
negatif kontrole gore tiim deney gruplarinda toksik etki gosterdigi goriilmiistiir. Mtf’nin
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genotoksik etkisini gidermek i¢in farkli konsantrasyonlarda LO ve AE yaprak metanol
ekstrelerin birlikte verildigi karisimlar besi ortamina eklenerek gelisen ergin sineklerin
kanatlarindaki mutant trikomlarin  sayilart  kontrol grubuyla karsilastirilarak

degerlendirilmistir.

Sonu¢ olarak, uzun yillardan beri kullanilmakta olan kimyasal pestisitlerin
miicadelesinde olumsuz etkileri géz 6niinde bulundurarak, mevcut organizmalara karsi
entegre miicadele yontemlerin tercih edilmesiyle birlikte ¢evre ve insan sagliginin da bir
nevi giivence altina alinmasinin saglanacagi diisiiniilmektedir. Pestisitlerin ve kullanilan
bitkilerle ilgili mekanizmalarin ve yapisindaki bilesenlerin daha ayrintili olarak
tanimlanmas1 gerektigi ve bdylece uluslararasi bir alternatif miicadeleye katki

saglayabilecegi ongoriilmektedir.
Anahtar kelimeler: Metaflumizon, Laurocerasus officinalis, Agrimonia eupatoria,
Genotoksisite, Antigenotoksisite

Tez Damisman: Prof. Dr. Ziibeyde KUMBICAK
Sayfa Adeti: 113
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to investigate the elimination of the potential genotoxic effect
of Metaflumizone (Mtf), one of the semicarbazone group insecticides, by leaf extracts
of Laurocerasus officinalis (LO) and Agrimonia eupatoria (AE) plants belonging to the
Rosaceae family, using Allium cepa root tip and Drosophila melanogaster wing somatic

mutation and recombination test (SMART) systems.

In the Allium test system, onion root tips were exposed to Mtf, LO and AE for 24 and
48 hours. At the end of the period, it was determined that pesticides, herbal extracts and
their combined treatments caused changes in mitotic index (MI) and phase frequency
values and chromosome anomalies. The results of the Allium test showed that the MI
value decreased compared to the negative control depending on the dose increase in Mtf
concentrations. It was found that LO and AE leaf methanol extracts at the
concentrations determined against the genotoxic effect of Mtf reduced the genotoxic
effect.

In the SMART method, the genotoxic/antigenotoxic effects of Mtf, herbal extracts and
their combined treatments were determined by SMART in 72+4 hours old
transheterozygous larvae obtained from mwhdflr3 standard crosses exposed at

determined concentrations. Clone induction frequency percentages were evaluated in
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preparations prepared from developing adult Drosophila wings. In the statistical
evaluation of different concentrations of Mtf, it was determined that clone induction
frequencies increased compared to the negative control group. The results indicated that
Mtf showed toxic effects in all experimental groups compared to the negative control in
normal wings. In order to eliminate the genotoxic effect of Mtf, mixtures containing LO
and AE leaf methanol extracts at different concentrations were added to the medium and
the number of mutant trichomes on the wings of adult flies was evaluated by comparing
with the control group.

As a result, it is thought that by taking into account the negative effects of chemical
pesticides, which have been used for many years, integrated control methods against
existing organisms will be preferred and the environment and human health will be
secured in a way. It is envisaged that the mechanisms and constituents of pesticides and
the plants used should be defined in more detail so that they can contribute to an

international alternative control.

Keywords: Metaflumizone, Laurocerasus officinalis, Agrimonia eupatoria,
Genotoxicity, Antigenotoxicity

Thesis Supervisor: Prof. Dr. Ziibeyde KUMBICAK
Page Number: 113
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1. BOLUM
GIRIS

Pestisitler, istenmeyen organizmalarin ve yabanci ot kontroliiniin en uygun maliyetli
yollarindan biridir. Kullanilan tarim ilaglari, mevcut verimin korunmasina olanak
saglamakta ve ekonomik siirdiiriilebilirlige katkida bulunmaktadir. Bununla birlikte
pestisitler ¢evre ve insan sagligimin korunmasinda ve yasam kalitesinin
tyilestirilmesinde de rol oynamaktadir. Ancak geleneksel kimyasal tarim ilaglarinin
cevresel sakincalar1 ve insan saglig1 agisindan dezavantajlar1 mevcuttur. Bu sebeple
artan miktarlarda kullanimiyla birlikte, insanlar da dahil olmak {izere hedef olmayan
canlilar tizerindeki olumsuz etkilerine iliskin endiseler de artmistir. Tekrarlanan pestisit
kullaniminin ¢evresel ve insan saglhigina olan etkilerine iliskin bu endiseler; aritilan
alanlardan havaya, su kiitlelerine ve diger karalara gé¢ edebilen pestisitler {izerinde
toksikoloji, ¢evre kimyasi gibi alanlarda arastirma yapilmasina yol agmistir (Rao ve ark.
1993; Saaeedi Saravi ve Shokrzadeh 2011).

Insanlar giinliik yasamlarinda dogrudan ya da dolayl olarak genotoksik ajanlara maruz
kalmaktadir ve bunun sonucunda ise genotoksik ajanlarin viicuda girmesiyle genetik
materyalde onarilamaz degisiklikler olusabilmektedir. Bdylece s6z konusu bu bilesikler,
gen ve kromozomlarin sayisinda ve yapisinda birtakim degisikliklere sebebiyet vererek;
pestisit ve diger kimyasallarin kullanimi sonucunda organizmalarda genotoksisite
olusumuna neden olabilmektedir. Bu durumda, disardan alinan antigenotoksik
bilesenler, viicudu bu genotoksik maddelere karsi savunmada bir destekleyici olabilirler.
Antigenotoksinler, genotoksik maddelerin etkilerini azaltma ya da onleme yetenegine
sahip olan bilesiklerdir (Oz ve Cakir Arica 2019).

Bitkilerin iyilestirici etkilerinin olmasi ¢ok eski yillara kadar dayanmaktadir. 1990’
yillardan itibaren tibbi-aromatik bitkilerin alternatif olarak yeni kullanim alanlarinin
bulunmasi ve giin gectikce insanlarin dogal {iriinlere yonelmesi ile bu bitkisel {iriinlerin
de kullamm miktarlar1 artmustir. Ozellikle de antioksidan- antimutajenik olarak
kullanilan bitkilerden elde edilen oziitler ve ugucu yaglara olan ilgi her gecen giin

artmaktadir (Temel ve ark. 2018). Biyotadaki kirlenmenin etkilerini de



degerlendirebilmek ic¢in bir test sistemi olarak bitkilerin kullanimi bir¢cok avantajla
iliskilendirilmistir. Bunlar; iireme niteligi, in vitro- in vivo- in situ uygulama imkani,
yiiksek hacimli numunelerin gerekmedigi laboratuvar sartlari, hayvan testlerine oranla
uygun ve daha diisiik maliyette olmasi ve ¢ok sayida genetik ve kromozom degisikligi
sergilemesi yoOniinden tercih edilmektedir (Dizdari ve Kopliku 2013). Bitkiler;
antioksidan, anti-aging  (yaslanmaya karsit), noroprotektif, antigenotoksik,
antimutajenik ve biyoinsektisidal aktivite gibi saglik acisindan bir¢ok faydali 6zellikler
icermekle birlikte yapilan bazi1 caligmalar, c¢esitli bitki tiirlerinin dogal biyoaktif

fitokimyasallar igerdigini gostermektedir (Panchal ve Tiwari 2017).

Son zamanlarda geleneksel tipta kullanilan bitkisel trtinlerin 6zellikle de biyoaktif
bilesenlerin arastirilmas1 yoniinde bir¢ok caligmalar yapilmaktadir. Bu c¢alismalar
sonucunda elde edilen verilere gore, baz1 bitkilerin insan saglig1 {izerinde olumsuz
etkilere neden olabilecegi ya da ilaclarla etkilesime girebilecegi bildirilmistir. Bdylece
bu tiir bitkilerin 6zellikle saglik i¢in potansiyel riskleri g6z 6niinde bulundurulmalidir.
Bitkilerin insanlar tarafindan uzun bir siire kullanimlarina bagli olarak, insan viicudunda
diisiik de olsa toksik bir etkiye sahip olacagi da unutulmamalidir. Pek c¢ok calisma;
antioksidan etkili bitkisel bilesiklerin diisiik dozlarda antioksidan bir etki gosterirken
ayni bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlarda prooksidan, sitotoksik, mutajenik ve
genotoksik bir etki gosterebilecegi de bildirilmistir. Bu nedenle insan saghigini tehdit
eden bu unsurlar1 goz Onilinde bulundurarak bitkisel kaynakli bilesiklerin uygun
dozlarda ve konsantrasyonlarda kullanilmasi i¢in ayrintili ¢alismalara yer verilmelidir
(Bacanli ve ark. 2015; Tavsanli ve Taner 2021).

Insan saglig1 ya da cevre iizerindeki toksik etkileri hakkinda yeterli bilgi olmayan
metaflumizon insektisiti, genotoksikolojik ¢aligmalar i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu
calismayla birlikte hem pestisitin olas1 genotoksik etkisinin giderilmesi ile ilgili literatiir
eksiginin bulunmasi hem de bu konuda yapilacak yeni ¢aligmalarin 6nemi vurgulanmak
istenmistir. Bu kapsamda antioksidan potansiyellerinden faydanilarak Rosaceae
familyasina ait karayemis ve koyun otu bitki ekstrelerinin antigenotoksik 6zellikleri
calismada kullanilan test yontemleriyle birlikte test edilmesi uluslararasi ¢aligmalar i¢in

alternatif bir kaynak olmasi planlanmistir. Insektisitin olas1 toksik etkisinin bitki



ekstreleriyle giderilmeye c¢alisilmasi iizerine bu tiir ¢alismalar, bitkisel ekstrelerin

potansiyel rollerini daha iyi anlamamiza da yardimec1 olacaktir.

Bu caligmada kullanilan pestisitin olas1 genotoksik etkisine karst Rosaceae familyasina
ait Laurocerasus officinalis Roem. (Karayemis) ve Agrimonia eupatoria L. (Koyun otu)
bitkilerinin yapraklarindan elde edilen ekstrelerin hasar1 azaltic1 yonde bir etkisinin olup
olmadigmin in vivo test yontemlerinden Allium ve somatik mutasyon-rekombinasyon

testi (SMART) ile ilk kez arastirilmas1 amag¢lanmustir.

Tarim ilaglarinin ve kullanilan bitki ekstrelerin potansiyel etkilerini ve mekanizmalarin
tam olarak anlayabilmek icin ¢esitli test yontemleri ve organizmalarin kullanildigi in

vivo ve in vitro arastirmalara thtiyag oldugu 6ngoriilmektedir.



2. BOLUM
GENEL BiLGILER

2.1. Pestisit Hakkinda Genel Bilgiler

Pestisitler; “genel olarak zararli organizmalar1 engellemek, zararlarini azaltmak ya da
kontrol altina almak amaciyla kullanilan biyolojik aktif kimyasal maddelerdir” (Singh
2012). Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ne gore pestisit: “Hayvan ve insan hastaliklarinimn
vektorleri, liretim sirasinda zarar veren veya iiretime miidahale eden, istenmeyen bitki-
hayvan tiirleri de dahil olmak iizere herhangi bir tarim zararlisin1 6nlemek ya da yok
etmek i¢in amaglanan bir madde ya da madde karisimi olarak tanimlanmaktadir” (FAO

2023).

Tarimda pestisit kullaniminin tarihsel gegmisi tarimin baslangicina kadar uzanmaktadir.
Toprak verimliliginin azalmasina paralel olarak artan hastalikli popiilasyon nedeniyle
pestisit kullanimi zamanla daha da belirgin hale gelmistir. 1500°li yillarda “para-
pestisitler” olarak adlandirilan civa ve arsenik kullaniminin ilk asamalar1 ortaya
cikmigtir. Zamanla mantar, bocek ve bakteri gibi canlilarin kontrolii i¢in yiiksek
derecede toksik bilesikler olan arsenik ve hidrojen siyaniiriin kullanimi artmistir. Diger
bilesikler arasinda Bordeaux karisimi (bakir siilfat+ kire¢+ su) ve kiikiirt yer almaktadir.
Bu maddeler, sentetik pestisit ¢caginin baglangicina kadar (1940 ve sonrasi), ilk olarak 2.
Diinya Savasi sirasinda gida rezervlerinin yok edilmesi amaciyla, daha sonra ise giinliik
ihtiyag olarak tiiketilen gidalarin yetistirilme siireglerinde O6nemli bir ara¢ olarak
kullanilmistir. Ancak toksisiteleri ve etkisizlikleri nedeniyle kullanimlarindan
vazgegilmistir. Tk 6nemli sentetik organik pestisit diklorodifeniltrikloroetan (DDT) ilk
kez 1873 yilinda alman bilim adami Ziedler tarafindan sentezlenmis ve insektisidal
etkisi Isvigreli Paul Muller tarafindan kesfedilmistir (Abubakar ve ark. 2020; Giiler ve
Cobanoglu 1997). Pestisitlerin tarihgesi tablo 2.1°de verilmistir.

Cevre saglig1 agisindan pestisitlerin yapisindaki aktif bilesenler son derece dnem arz
etmektedir. Ciinkli organizmalarin iizerinde hastalik etmeni olusturan ve onlarin

Oliimiine sebep olan pestisitlerin yapisindaki aktif maddelerdir.



o Etkili aktif madde: Pestisitlerin igerisinde bulunan temel 6ldiiriicii unsurlardir.

e Yardima diger maddeler: Pestisitlerin etkinligini ve dayanikliligini arttiran
organizmalara kars1 olumsuz etkilerini azaltan ve uygulama noktasinda kolaylik
saglayan maddeleri kapsamaktadir.

e Dolgu maddeleri: Herhangi bir kimyasal bilesenle tepkimeye girmeyen, etkili
maddeleri tasiyan formlar olmak {izere 3 ana unsurdan olusmaktadir (TISIT
2023).

Tablo 2.1. Pestisitlerin tarihgesi (Grace George ve TP 2017; Singh 2012)

Doénemler Pestisitlerin gelisimi ve kullanimi

M.O. 8000 Tarimmin baglangig tarihi,
2500 Siimerler; kiikiirtii, akarisit ve bocek ilaci olarak kullanmasi
1200 Cin; bocekleri kontrol altina almak icin odun kiilii ve tebesir tozu kullanmasi ve

depolamis olduklar: tahil zararlilarini kontrol altina alabilmek i¢in bitki 6zlerini, insan
bitlerini kontrol igin ise arsenik siilfiirii kullanmasi

100 Romalilar, fareleri, sicanlar1 ve bocekleri kontrol etmek i¢in karacaotunu kullanmasi
M.S. 70 Kiikiirtiin bocek ilaci olarak kullanilmasi

900 Cinliler bahge boceklerini kontrol etmek i¢in arsenik kullanmasi

1800 Petrol ve gazyaginin bocek ilaci olarak tanitilmast

1860-1870 | Arsenigin yaprak yiyebilen bocekleri kontrol etmek i¢in kullanilmasi

1873 DDT’nin ilk kez Otto Ziedler tarafindan sentezlenmesi

1892 Kursun arsenatin, ¢esitli toprak bocekleri, glive ve elma kurdu gibi zararlilar1 kontrol
etmek i¢in en etkili inorganik pestisit olarak tanitilmasi

1900 Insektisit olarak kiikiirt, arsenik, floriir, sabun gibi cesitli bitkisel maddelerin
kullanilmasi

1939 DDT’nin bécek oldiiriicii olarak Muller tarafindan kesfi. ilk kez 2. Diinya Savasi
sirasinda sitma ve tifiisli kontrol etmek i¢in kullanilmisg

1940 Benzenhekzakloriir grubunun bécek dldiiriicii 6zelliginin Fransa ve Ingiltere tarafindan
kesfedilmesi

1944 IIk secici herbisit olarak fenoksi asetik asitlerin kesfedilmesi

1949 Gliadin ve captan fungusitinin piyasaya siiriilmesi

1950 Malathionun en giivenli organofosforlu insektisit olarak tanitilmasi

1951 Ilk karbamat insektisitinin tanitilmasi

1949-1970 | Bir dizi piretroidin gelistirilmesi

1972 Bacillus thuringiensis in bocek ilaci olarak tescil edilmesi
1976 En biiyiik ikinci bocek ilact grubunda yer alan ilk sentetik piretroitleridlerin tanitilmasi
1990’lar Entegre zararli yonetimi (IPM), biyolojik hagere kontrol yontemleri ve pestisitlere diger

alternatifler lizerine yogunlastirilmis arastirmalar

2000 Sentetik pestisit kullanim1 hari¢ IPM tekniklerinde organik tarimin yaygin kullanimi

2010-2015 | Pestisit kullanimmi kontrol etmek igin genetik miihendisliginin ve biyoteknolojik
yontemlerin dahil edilmesi




Pestisitler; yapisinda bulunan aktif madde gruplarina gore inorganik ve organik
pestisitler olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Organik pestisitler de kendi aralarinda
dogal ve sentetik olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. Sentetik organik pestisitler, zirai
miicadelede fazla kullanilan kimyasal maddelerdir. Bu nedenle ¢evre ve canli
organizmalara olan zararlar1 agisindan en Onemli pestisit grubunu olusturmaktadir.
Pestisitler;

e Formiilasyon sekillerine gore,

e Etkiledigi zararlinin biyolojik dénemine gore,

e Kullanim teknigine gore,

e Toksik 6zelliklerine gore ve

e llaglarin fiziki hiline gére de siniflandirilmaktadir.
Bunlardan en onemli ve en ¢ok kullanilan siniflandirma sekilleri ise, kullanildiklari
zararl gruplarina ve yapisindaki aktif madde grubuna gore yapilan siiflandirmalardir.
Kullanildiklar1 zararli gruplarina gore ya da pestisitlerin hedefledigi organizma temel
alimarak yapilan smiflandirmadaki en 6nemli 3 biiylik pestisit grubu; insektisitler
(Bocek oldiirticiiler), fungusitler (Mantar oldiiriiciiler) ve herbisitlerdir (Ot 6ldiirticiiler)
(Tablo 2.2.) Fonksiyon gruplarina gore de karbamatlar, organoklorinler ve

organofosfatlar olarak gruplandirilabilir (Polat 2022).

Pestisitler tarim iriinlerinin gelistirilmesi {irliniin hastalik ya da yabanci otlara karsi
korunmas1 yoluyla insan yasamina biiylik dl¢lide fayda saglamis olsa da; pestisitlerin
organizmaya ve ekosisteme olan olumsuz etkileri birlikte degerlendirilmelidir.
Canlilarin pestisitleri biinyelerine alma yollar1 ve organizmalara niifuzu farkli yollarla
olabilmektedir (Birisik 2018). Asir1 ve bilingsiz kullanim sonucu artan pestisit tiikketimi,
insan saghigi ve gevre kirlenmesi agisindan bazi sorunlarin ortaya ¢ikmasina sebep
olmustur. Atmosfere buhar seklinde ve partikiil olarak karigsan pestisitler yagislarla
birlikte gollere, akarsulara ve topraga karisarak birikebilirler. Piiskiirtiilerek uygulanan
pestisitler, riizgarla tasinarak hedef olmayan organizmalara ulasabilmekte ve yagislarla
birlikte tekrardan toprak yiizeyine geri donmektedir. Boylece amacina uygun olarak
kullanilmayan pestisitler, sadece organizmay:1 Oldiirmez ayni zamanda cevreye ve

omurgali-omurgasiz diger canlilara da zarar verebilmektedir. Pestisitler viicuda agiz
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yoluyla, deri yoluyla ve solunum yoluyla girebilirler. Bu sekilde organizmalara hedef
olan pestisitler, bazi tiirler lizerinde kalinti ve toksisiteye de neden olabilmektedir

(Yiizbasioglu ve ark. 2009; Sandayuk ve Aksu Kiligle 2020; Vural 2005).

Tablo 2.2. Hedef zararlilara gore pestisitlerin siiflandirilmasi (Yadav ve Linthoingambi

Devi 2017)

Pestisit Cesidi Pestisitin hedefi/Fonksiyonu
Insektisitler Bocekleri ve diger eklem bacaklilar1 dldiiren
Fungusitler Mantarlar1 6ldiiren (kiif ve pas dahil)
Herbisitler [stenmeyen yerde yetiseglz?il;::i otlar1 ve diger bitkileri
Bakterisit Bakterileri 6ldiiren veya bakterilere karsi rol oynayan

Aersit Bitki ve hayvanlarla beslenen akarlari 6ldiiren
Rodentisit Fareleri ve diger kemirgenleri kontrol eden
Algasitler Alglerin bityiimesini kontrol eden ya da 6ldiiren

Larvasitler Larvalarin biiylimesini engelleyen

Repellentler Tad1 veya kokusuyla zararlilar1 uzaklastiran

Desikantlar Bitkilerin dokularim kurutarak etki gosterenler
e Bocek ve akar yumurtalarinin bityiimesini engelleyenler
Virusitler Viriislere karsi etkili olanlar

e

Nematisitler Bitkilerde parazit gorevi goren nematodlari 6ldiirenler
Auvisitler Kuslar 6ldiirenler

Termitisitler Termitleri 6ldiirenler




Diinya capinda toplam pestisit tiiketimi (aktif i¢erik olarak) 2021 yilinda FAOSTAT
(Food and Agriculture Organization Statistical Database) verilerine gore ortalama 3,5
milyon tona ulagsmustir. Kiiresel diizeyde ise ekim alanlar1 basia pestisit uygulamasi
2,26 kg/ha’dir. Son yillarda ulasilan verilere gore ortalama toplam pestisit kullanimi son
10 y1l igerisinde yaklasik %17 oraninda bir artisa sebep olmustur. Tarim arazileri basina
pestisit kullanimi1 ise 1,98 kg/ha’dan 2,26 kg/ha’a yiikselmistir. Herbisit, fungusit+
bakterisit, insektisit gibi tarim ilaglarinin kiiresel capta uygulamasinda ise ayni

donemler igerisinde bir artisa neden olmustur (FAOSTAT 2024).

Biyolojik ¢esitliligin  sistematik olarak gelistirilmesi ve basitlestirilmis {iretim
sistemlerine yonelik cabalar, mahsulleri hastaliklara karsi savunmasiz birakmistir. Bu
nedenle yogun tarim, tarimsal verimi korumak i¢in pestisitlere bagimli olmustur.
Pestisitler; ylizme havuzundaki algleri kontrol etmede, oyun alanlarinda, meralarda,
icme sularinda, toprakta, yiyeceklerde vs. genis bir kullanim alanlarina sahiptir. Bu
nedenle hem kisa siirede etki gostermesi hem de kullaniminin kolay olmasi nedeniyle
pestisit kullanim tercih edilmektedir. Ulkemizde ise 2023 yilinda tiiketilen pestisit
miktar1 57 bin tonun {izerindedir (Aktar ve ark. 2009; Togay ve ark. 2020; Hough 2021;
TOB 2023). En ¢ok kullanilan pestisit ¢esitleri arasinda sirasiyla fungusit, herbisit ve

insektisit yer almaktadir.

2.1.1. Fungusitler

Kiiresel gida giivenligi agisindan vazgecilmez olan ve kullanimlarimin yogunlasacagi
tahmin edilen mantar Sldiiriiciiler, bitkilerden veya tohumlardan kaynaklanan mantar
enfeksiyonlarini onlemek ya da yok etmek i¢in kullanilan biyolojik ajanlardir.
Herbisitler ve insektisitler ile karsilastirildiginda fungusitlere maruz kalma ve bunlarin
etkileri daha az dikkat c¢ekmektedir. Kullanimlarinin ardindan fungusitler, su
ekosistemlerine girebilmektedir. Su sistemlerindeki fungusitler, temel biyolojik
siireclere etki ettikleri i¢in ¢ok cesitli hedef dis1 organizmalar i¢in diisiik ila orta
derecede toksik olabilmektedir. Ayrica bazi fungusitlerin onkogeneze neden oldugu
bilinmektedir. Pestisit kullanimindan kaynaklanan onkogenik riskin %80’den fazlasi

birka¢ fungusite aittir. Baz1 fungusitlerin ise endokrin sistemini bozdugu, lireme ve



gelisim anormalliklerine yol agabildigi bilinmektedir (Gupta 2018; Zubrod ve ark.

2019).

2.1.2. Herbisitler

Herbisitler, yabani otlar1 6ldiirmek i¢in kullanilmaktadir. Yabani otlarin tarim dahil

insan faaliyetlerini etkiledigi bilinmektedir. Diinya genelinde en fazla kullanilan

pestisitler arasinda yer almaktadir. Herbisitlerin gereginden fazla kullanilmasi direngli

yabani otlarin gelismesini saglamaktadir (Vats 2015). Herbisit kullaniminda bazi

avantaj ve dezavantajlar mevcuttur. Avantajlar arasinda;

Istenmeyen bitkileri 61diirmesi,

Mahsullerin suyunu, besin maddelerini ve giines 151811 ¢alan yabani otlar1 yok
ederek mahsullerin rahat bir sekilde biiytimesine yardimci olmasi,

Herbisit kullanimi1 nispeten ucuz ve kolay olmasi (elle veya mekanik olarak
yabani otlarin uzaklastirilmasi, mahsuliin tahrip olmasina neden olabilir),
Kullanimi kolay ve hizli ¢alismasi,

Evlerin ve yollarin insa edebilecegi alanlar1 etkili ve kisa bir siirede
temizleyebilmesi,

Hastalik tasiyan bitkileri yok etmesi yer alir.

Dezavantajlar1 arasinda ise;

Baz1 herbisitler, biyolojik olarak par¢alanmaz ve uzun siire zararli olmasi,
Toksik etki gdstermesi,

Hastaliklara neden olmasi,

Yagmur suyuyla akarsulara ya da yeralti su kaynaklarina karigarak onlari
kirletebilmesi,

Otgullar, herbisitlerle tedavi edilen bitkileri yiyebilir ve daha sonra etoburlar da
otcullart yiyebilir. Zehirli pestisit, konsantrasyonu arttirip besin zincirinden
gecerek bu durum hayvanlar ve insanlar i¢in zararli olmas1 muhtemel olacaktir

(Kortekamp 2011).



2.1.3. Insektisitler

Pestisitler igerisinde yer alan, bocekleri larva, pupa veya ergin halde o6ldiiren ya da
onlarin ¢ogalmasini engelleyen tarimsal miicadelede kullanilan kimyasal bilesiklerdir
(Uysal ve ark. 2015; Uysal ve Demir 2017). Ayrica insektisitler; organofosfatlar,
organoklorinler, karbamatlar ve piretroidler ile birlikte 1980’lerden sonra gelistirilen
klasik olmayan kimyasal bilesenleri igeren norotoksik Dbilesikler olarak
siiflandirilmaktadir. Buna ilaveten klasik olmayan insektisitler arasinda abamektin,
klorfenapir, emamektin benzoat, spinetoram ve metaflumizon (Mtf) yer almaktadir
(Prijono ve ark. 2019). Sentetik olarak smiflandirilan insektisitlerin biiyiik bir
cogunlugu bdcek sinir sistemini hedef almaktadir. Insektisitlerin baslica hedef bélgeleri
arasinda; asetilkolinesteraz (AChE), jiivenil hormon, sodyum kanali, bocek orta
bagirsak membrani, y-aminobiitirik asit kapili kloriir kanali ve nikotinik asetilkolin
reseptoriic (nAChR) yer almaktadir (Li ve ark. 2020; IRAC 2020).

Cogu sentetik insektisitler boceklerdeki merkezi ve periferal sinir sisteminde bulunan
sinir kiliflarin1 etkilemektedir. Sinir kiliflarindaki sodyum kanallarinda ve sinirsel
uyarilarin baglatilip sonlanmasini saglayan bir transmembran proteine baglanmaktadir.
Pestisitler bu proteine baglandigi zaman sinirsel uyarim devam ederek sinir sisteminin
kontrol dis1 kalmasini saglar. Sonug¢ olarak elektriksel olarak uyarilan hiicrelerin
membranlar1 depolarize hale gelerek boceklerin fel¢ olmasina ve sonrasinda 6liimiine
neden olmaktadir. Sodyum kanali bloke edici insektisitler, iki bilesik olan Indoxacarb
ve metaflumizone ile temsil edilen nispeten yeni bir insektisit sinifi arasinda yer
almaktadir. Voltaj kapili sodyum kanallari (VKSK), uyarict hiicrelerin hayati
bilesenleridir. VKSK’larinin hiicre uyarilabilirliginde oynadig: kritik roller, onlarin bazi
organizmalar tarafindan avlanma ya da kendini savunma amaciyla kullanilan ¢ok ¢esitli
dogal toksinlerin yani sira tarimsal bocek zararlilarini kontrol etmek igin kullanilan
miikemmel hedefler haline getirip sinir sisteminin fonksiyonunu bozmaktir (Silver ve

ark. 2017; Valles ve Koehler 2003).
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2.1.3.1. Metaflumizon

Metaflumizon (Mtf) (EZ)-20-[2-(4-Cyanophenyl)-1- a,a,a-trifluorom-tolyl) ethylidene]-
4-(trifluoromethoxy) karbanilohidrazid, 1990°’larin baslarinda Nihon Nohyaku
tarafindan kesfedilen, semikarbazon simifina ait yeni bir insektisittir. Semikarbazon
grubu insektisitler ve izomerleri pyrazoline insektisitlerin merkezi halka yapis1 agilarak
tasarlanmis ve bu insektisit grubunun ug¢larinin optimizasyonu da Mtf’nin kesfine neden
olmustur. Mtf, biyoaktivasyona gerek kalmadan sodyum kanallarinm1 dogrudan bloke
edip, sinir sistemine etki ederek aksiyon potansiyellerinin yayilmasini bozan yeni bir
etki tarzina sahiptir. Bilesige maruz kalinmasi, hedef bocekteki sinir aktivitesini bloke
ederek felce neden olmaktadir. Bu pestisit; domates, pamuk, biber, salatalik, patlican ve
marul gibi bitkiler iizerinde etki gdstermistir. Etki ettigi organizmalar ise; domates
giivesi (Tuta absoluta), yesil kurt (Heliothis armigera), ve yaprak kurdu (Spodoptera
littoralis)’dir. Molekiil formiilii: C24H16FsN4O7’dir ve kimyasal yapist ise Sekil 2.1.’de
gosterilmistir (Takagi ve ark. 2007; Zhang ve ark. 2012; Yal¢in ve ark. 2015).

e ™
e =N o
HN —(
HN «@»oca,
NC
Metaflumizon
. J

Sekil 2.1. Metaflumizon’un kimyasal yapis1 (Takagi ve ark. 2007)

Mtf’nin 6zellikleri arasinda;
e Yeni insektisit grubu arasinda yer alip farkli bir etki mekanizmasina bagh
olmasi,
e Mevcut zararlinin sodyum voltaj kanallarin1 felg eder, takibinde ise boceklerin

beslenmesi durur ve 1-2 giin igerisinde 6liim ile sonuglanmasi,
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e Metaflumizonun hava sicakligina bagli olmadan ¢aligmasi,

e Entegre miicadele yontemi (Integrated pest model-IPM)-insektisit dayamklilik
yonetimi (Insecticide resistance management-IRM)’ne uygun olmasi,

e Avrupa Birligi maksimum kalint1 seviyesi (Maximum residue level-MRL)’deki
degerinin belirlenmis olmasi,

e Ilacin uygulanmasindan 2 saat sonra yagan yagmurdan etkilenmemesi yer

almaktadir (BASF 2019)

2.2. Rosaceae Familyas1 Hakkinda Genel bilgiler

Diinyada kabul edilen 117 cins ve 6028 tiir igeren, ekonomik ve ekolojik dneme sahip
olan Rosaceae familyas: biiyiik bir bitki ailesi olarak yer almaktadir (WFO 2024).
Giilgiller familyas1 olarak bilinen Rosaceae familyasi, Rosoideae, Maloideae,
Amygdaloideae ve Spiracoideae olmak iizere dort alt familyaya ayrilmaktadir. Alt
kategoride yer alan familyalarin sistematik olarak ayriminda, familyaya ait meyve ve
bitkilerin yapis1 dlgiit olarak degerlendirilmektedir. Giilgiller familyasi, otsu bitkilerden
agag ve c¢ali formlarindan olusmaktadir (Ertas ve ark. 2017). Yapraklari, sarmal dizilisli,
stipul, basit veya bilesik, bazilarinin kenarlar ise dislidir. Ciceklenme durum 6zelligi
genellikle degisken durumludur. Cigekleri ise genellikle hermafrodit, perigin,
aktinomorf ve epigindir. Sepaller, 4-5 adet-serbest sekilli; petaller, 4-5 adet- serbest
sekilli ya da bulunmaz. Stamenler; dairesel dizilisli, bir ya da ¢ok sayida bulunur.
Ovaryumun iist durumludan alt durumluya kadar degisebilmekte, 1 ya da ¢ok sayida
karpellidir. Meyve; drupa, elma, kusburnu, kapsiillii, folikiil ya da aken kiimesi
seklindedir. Tohumlar genellikle endospermsizdir (Ertugrul ve ark. 2012). Bu
familyadaki bitki tiyeleri, hemen hemen tiim diinyada rastlanan tiirler arasinda olup,
Kuzey Yarimkiire’de yetisen tiirleri ise daha yogunlasmis bitkiler olarak
siiflandirilmistir. Familya; Pyrus (armut), Malus (elma), Prunus (badem, kiraz, seftali,
kayisi, erik), Rubus (bogiirtlen, ahududu) ve Fragaria (cilek) dahil kiiltiire alinmis
birgok meyve, ugucu yaglardan Rosa (giil), Prunus (kiraz) vs. ¢ok fazla sayida siis
bitkisinin kaynagi oldugu icin ekonomik agidan 6nemlidir. Genis morfolojik dzelliklere
sahip olan aile {iyeleri, Anadolu’ da 37 cins, ortalama 300 kadar tiir ile temsil

edilmektedir. Bu kapsamda Rosaceae familyasi, Tirkiye florasi igerisinde yer alan
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taksonlar acisindan en O6nemli ve en zengin familyalardan birini temsil etmektedir
(Palabas Uzun ve ark. 2020). Familyaya ait sistematik kategoriler asagidaki gibi

stralanmustir:

-Boliim: Spermatophyta

-Alt Boliim: Angiospermae

-Simif: Equisetopsida C. Aghard

-Alt Siif: Magnoliidae Novak ex Takhtajan
-Siiper ordo: Rosanae Takhtajan

-Ordo: Rosales Lindley

-Familya: Rosaceae Jussieu (APG IV 2016)

2.2.1. Arastirmada kullamilan Laurocerasus officinalis Roem. hakkinda genel
bilgiler

Laurocerasus officinalis Roem. (Syn. Prunus laurocerasus) Rosales takimi- Prunoideae
alt familyas1 ve Prunus cinsi igerisinde yer almaktadir. Sicak 1liman bir iklim meyvesi
olan karayemis olarak bilinen L. officinalis Roem. (LO) 6 metre’ye (m) kadar
boylanabilen kii¢iik agac veya ¢ali formundadir. Kok sistemi ¢ok kuvvetlidir. Erselik bir
cicek yapisina sahiptir. Ciceklenme donemi Mart-Nisan aylarinda olmaktadir.
Karayemis, arilar tarafindan ¢ogunlukla bir polen kaynag: olarak bilinir. Cigeklerinde
bir orta durumlu perigin (disi organ), beser adet ta¢ yaprak (beyaz renkte)- ¢canak yaprak
ile 15-20 tane stamen bulunmaktadir. Cigek salkimi rasemo6z seklinde, bir ana eksen

etrafinda dizilmis, kisa sapli 28-30 adet ¢i¢ekten olusmaktadir (Fat ve ark. 2022).

Halk arasinda taflan/karayemis olarak bilinen LO bitkisinin kirmizi ve mor renkte bir
meyvesi vardir. Genel olarak deniz seviyesinin 20- 1700 m istiindeki Karadeniz
Bolgesi’nin yiiksek kesimlerinde yetismekle birlikte Dogu Marmara ve baz1 Akdeniz
iilkelerinde, Balkanlar, Giiney ve Bat1 Kafkasya ve Iran’da da yetismektedir (Sekil 2.2.).
Karayemis meyvesi ya taze olarak ya da kurutularak ve kavrularak tiiketilebildigi gibi
recel, pekmez, tursu, tuzlama ve cerez olarak da yenebilmektedir. Giiniimiize kadar
ilkemizde yetisebilen karayemis meyvesi fenolojik ve fitokimyasal 6zellikleri nedeniyle
geleneksel tibbi tedavilerde kullanilmaktadir. Karayemis yapraginin astima ve oksiiriige

iyi geldigi, sulu ve etanolik Oziitlerin ise anti-fungal ve anti-inflamatuar tedavisinde
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etkili oldugu saptanmistir. Bununla birlikte, karayemis tohumunun solunum ve sindirim
bozukluklarinin yaninda egzama ve hemoroit tedavisinde de kullanimi 6nerilmektedir

(Giil 2017; Karatas ve Ugar 2018).

© Ori Fragman-Sapir

Sekil 2.2. L. officinalis’in genel gortntiisii (Plants of the World Online 2023)

2.2.2. Arastirmada kullanilan Agrimonia eupatoria L. hakkinda genel bilgiler

Yaygin ismi “agrimony ya da koyun otu” olarak bilinen Agrimonia eupatoria L. nin
boyu yaklasik 100 cm’ye kadar ulagmaktadir. A. eupatoria (AE) ¢ogunlukla
dallanmams silindirik bir govdeye sahip cok yillik bir bitkidir. Yogun yapraklari
mevcuttur. Cigekleri hermafrodit olup sar1 renkte, cogunun sap1 kisa ve saplari iizerinde
ise iki adet braket bulunmaktadir. Olgun meyveleri konik-kanca seklinde bir dallara
sahiptir ve 7-8 mm uzunlugundadir. Cigceklenme periyotlart mayis aymdan temmuz
ayina kadardir. Koyun otu bitkisi, koyu yesil renkte, ipeksi tiiylere ve hos aromatik bir
kokuya sahiptir (Sekil 2.3.) (Saffari ve ark.2021).

Yapilan arastirmalarda, alternatif tipta kullanilan bu bitkinin fitokimyasal laboratuvar
analizleri sonucunda, flavonoidler, fenolik asitler, tanenler, immiinomodiilatér ve
antimikrobiyal aktivitelere sahip olan ucucu yaglar da dahil olmak iizere bir¢ok
biyoaktif bilesikler tanimlanmasiyla karaciger hasarmna karsi korudugu saptanmistir
(Santos ve ark. 2017; Mi Cho ve ark. 2018). Ayrica agrimony Oziitlerin genotoksisite
etkinligi ile yapilan calismalarda ekstrelerin giiclii bir antioksidan aktiviteye sahip

oldugu gosterilmistir (Paluch ve ark. 2020).
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Sekil 2.3. A. eupatoria’nin genel goriintiisii (Plants of the World Online 2023)

2.3. Genetik Toksikoloji

Genetik toksikoloji; fiziksel, kimyasal ya da biyolojik ajanlarin canli organizmalar
iizerindeki DNA hasariin toksik etkilerini kapsayan ve inceleyen bir bilim dalidir ve
cesitli ajanlarin neden oldugu genetik hasarin belirlenmesinde 6nemli bir yere sahiptir.
Genotoksisite ise, hiicrenin genetik materyal tizerinde yikici bir etki yapmasiyla birlikte
hiicrenin biitiinliigiinii etkilemesi ya da ¢ekirdek, kromozom ve DNA’nin yapisinda gen
mutasyonlari, kromozom anomalileri, DNA kiriklari, andploidi ve klastojenite gibi

hasarlar1 kapsayan bir terimdir (Young 2002; Saks ve ark. 2017).

2.3.1. Genotoksisite calismalarinin 6nemi

Genotoksisite ¢aligmalari, farklt mekanizmalarla dogrudan ya da dolayli olarak genetik
materyali hasara ugratacak madde ya da bilesiklerin belirlenebilmesi i¢in tasarlanan in
vivo ve in vitro testleri kapsamaktadir. Bu testler, hem DNA hasar1 ve fiksasyonu
acisindan olusabilecek tehlikenin tanimlanmasinda hem de bilesiklerin karsinojenite ve
genotoksisiteye neden olma potansiyeline sahip olup olmadigini test ederek belirlemede

onemli bir rol oynamaktadir (Saks ve ark. 2017).
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2.3.1.1. AMES (Salmonella/Mikrozomal) testi

Genotoksik aktivitenin belirlenmesinde rol oynayan bakteriyel geri mutasyon testi
olarak da bilinen AMES testi; gen mutasyonlarina neden olarak genetik hasar iiretebilen
cesitli kimyasal maddeleri tespit etmek i¢in tasarlanmis in vitro kisa siireli bakteriyel bir
bioanalizdir. Ozellikle de ilaglarin ham maddesi olarak kullanilan ajanlarin
karsinojenik-mutajenik ya da toksik etkilerini inceleyebilmek amaciyla tercih edilen
giivenilir deney yoOntemleri arasinda yer almaktadir. Ames testi uygulamasinda,
Salmonella typhimurium ya da Escherichia coli mutant test suslarinda geri mutasyonlari
ve Dbakterilerin temel olarak aminoasit sentezleme yeteneginin onarilmasi
amaglanmaktadir. Bu test bakteriyel suglarda mevcut olan geri mutasyonlar1 tanimlamak
icin kullanildig1 gibi ayn1 zamanda s1v1 bir siispansiyon igerisinde kolaylikla ¢oziilebilen
ilaglar, pestisitler, boya, kozmetik ve atik sular gibi ¢evresel numunelerin mutajenitesini

belirlemek i¢in de kullanilmaktadir (Sekil 2.4.) (Tejs 2008; Oguz ve ark. 2013).

2.3.1.2. Kromozomal aberasyon (KA) testi

In vivo kromozomal aberasyon testi 6zellikle hedef doku olarak ele alman ve hizli bir
sirkiilasyona sahip kemik 1iligi hiicrelerindeki kromozom anomali frekansim
degerlendirirken, in vitro KA testi ise memeli hiicre kiiltiir hatlarinda kullanilmaktadir.
Kemik iligi hiicrelerinden ya da kiiltiirlerden metafaz hiicreleri elde edilerek
kromozomlarda meydana gelen sayisal ya da yapisal anormallikler bu test yontemiyle

tespit edilebilmektedir (Sekil 2.5) (Atlt Sekeroglu ve Sekeroglu 2011),
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Sekil 2.4. Salmonella suslarinda mutajenitenin degerlendirilmesine yonelik genetik
yaklagim (Vijay ve ark. 2018)
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Sekil 2.5. In vitro memeli kromozom aberasyon testi sematik gdsterimi (Dixit ve Kumar
2011)
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2.3.1.3. Kardes kromatit degisimi (KKD) testi

Kardes kromatit degisimleri, DNA replikasyonu sirasinda, mitotik kromozomlarin
kardes kromatitleri arasindaki bir degisim mekanizmasini yansitarak onlarin
parcalanmasini ve ¢ogalan kromozomlardaki iplik¢iklerin pargalarinin ise fiziksel olarak
degistirilmesini yansitmaktadir. Cesitli genotoksik ajanlar tarafindan uyarilabilen ve ¢ift
zincir kiriklart sonucu olusan DNA hasarinin tespit edilmesinde KKD testi 6nemli bir
yer tutmustur. Bu test hem in vivo hem de in vitro memelilerde, farkli hiicre hatlarinda,
baz1 bitki ve hayvan hiicrelerinde DNA hasarinin tespitinde kullanilmaktadir. Hiicre
kiiltiir hatlarinda timidin H3 yerine timidinin bir analogu olan 5'-Bromo-2
deoksitiriidinin  (BrdU), DNA’ya hiicre dongiisiiniin S evresinde eklenmesiyle

kullanilmaktadir (Sekil 2.6.) (Turkez ve ark. 2017; Celik 2022).
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BrdU iceren DNA iplikleri
Sekil 2.6. a) BrdU igeren KKD gosterimi b) KKD iceren metafaz plagi (Ath Sekeroglu
ve Sekeroglu 2011)

2.3.1.4. Mikroniikleus testi

Mikroniikleus (MN), mitoz evresinde anafaz esnasinda ana c¢ekirdege dahil edilmeyen
geride kalmis bir kromozom ya da kromozom pargalarinin mitotik ig ile baglanti
kuramamasindan kaynaklanmaktadir (Knasmiiller ve Fenech 2019). MN testi,
mutajenik etkilerin tespit edilmesinde, in vivo ve in vitro uygulanabilirligi, hizli ve
giivenirligi yliksek olan testler arasindadir. Mikroniikleus sayisindaki artis;

e Asiri kimyasal genotoksinlere maruz kalma,



e Mitoz boliinme sirasinda ve kontrol noktalarinda gerekli proteinlerdeki genetik
hatalar,

e DNA onarim mekanizmasinda kullanilan enzimlerdeki genetik hatalar,

e Agsiri radyasyona maruz kalma ve

e DNA replikasyon ve onarimi sirasindaki gerekli mikrobesinlerdeki eksiklerden

kaynaklanabilmektedir (Sekil 2.7.).

O
| > (o= = —> |0 _eo
. o

Sekil 2.7. Mikroniikleus olusumunun gésterimi (Fenech 2020)

2.3.1.5. Komet Testi

Memelilerde alkali komet testi ya da tek hiicreli jel elektroforezi olarak da bilinen
komet testi, okaryotik hiicrelerde DNA hasarini tespit emek igin uygulanan yontemler
arasinda yer almaktadir. Lam iizerinde agaroz icerisine gomiilii hiicreler, notral deterjan
ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda uygulanan lizis asamasindan sonra yiiksek pH’da
elektroforez, floresans mikroskobu ile gozlemlenen jelde bir bas ve bir de kuyruk
bolgesinden olusan kuyruklu yildiza benzeyen yapilarla sonuglanmaktadir. Bu test ayni
zamanda genotoksisite acisindan mevcut kimyasallarin test edilerek genotoksinlerle
birlikte ¢cevresel kontaminasyonlarin izlenmesi, molekiiler epidemiyoloji ve DNA hasar

ve onarimi konusunda temel arastirmalar1 kapsamaktadir (Sekil 2.8.) (Collins 2004).

/ Agaroz jel icerisine gomiilii hiicreler

I

Lizis soliisyonu ile muamele = Elektroforez

L | l Pt

Sekil 2.8. Komet testinde yer alan agsamalar (Gunasekarana ve ark. 2015)

Bas Kuyruk
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2.3.1.6. Allium cepa kok ucu hiicreleri testi

Allium cepa testi kullanimi, kolsisine bagli mitotik igdeki bozukluklarin tespit
edilmesiyle ilk defa Albert Levan tarafindan gerceklestirilmistir (Levan 1938). A. cepa
testi sitotoksik, genotoksik ve morfotoksik ¢alismalarin temel bir biyobelirtecidir. Bu
test; mevcut su ortamlarindaki kirlilik seviye analizlerini ve c¢evrede bulunan toksik
ajanlarin tespit edilmesinde yaygin bir sekilde kullanilan biyoindikator bir testtir.
Boylece cevresel kirleticilerin toksik etkisinin gozlemlenmesi ve kimyasal olarak
taranmasi i¢in etkili bir yaklasimdir. Ayrica A. cepa testi, hasara neden olan
kimyasallara veya kansorejenlere/mutajenlere dogrudan ya da dolayli olarak maruz
kalan canli organizmalardaki kromozomal sapmalarini gozlemleyerek olasi etkileri
tanimlamaya olanak saglamaktadir (Cabuga Jr. ve ark. 2017). Allium testi genel olarak

bircok avantajla iliskilendirilmistir. Bunlar;

e Test edilebilecek farkli kimyasallarin kok ucu ile direk temas halinde
olmasindan kaynakli Uluslararas1 Bitki Biyoanalizleri tarafindan onaylanmais,
toksik ajanlarin giivenlik degerlendirilmesinde kullanilan in vivo bir test
materyalidir.

¢ Diisiik maliyette olmas1 ve hiicre dongiisiiniin kisa zamanda tamamlanmasi ve

e Kromozomlarin sayica az, biiylik ve karyomorfolojik acidan yapisal olarak
farklilik gostermesidir. Bu test yontemiyle MN, c¢ekirdek ve kromozom
anomalileri, mitotik indeks (MI) gibi farkli parametreler belirlenebilmektedir

(Khanna ve Sharma 2013).

Mutajenik maddelerin neden olabilecegi hasarlar1 degerlendirebilmek ve hiicre dongiisii
boyunca olusabilecek toksik etkileri belirlemeye yonelik uygulanan A. cepa testi,
sitogenetik caligmalarda kullanilan bitki materyallerin bilesimindeki genotoksik
maddelerden ya da metabolizmalarindan kaynaklanan bitki kromozomlarindaki olasi
bozukluklar tespit etmek amaciyla yaygin bir sekilde tercih edilmektedir (Tedesco ve
Laughinghouse 2012).
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2.3.1.7. Somatik mutasyon ve rekombinasyon test yontemi- Drosophila
melanogaster (SMART)

Genotoksik ajanlarin tanimlanmasina yonelik gerceklestirilen somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART), Drosophila irklarinin kullanildigi in vivo yontemler
arasinda yer almaktadir. Drosophila’nin somatik genotoksisite analizleri prensipte
bireysel sineklerden elde edilen somatik noktalara dayanmaktadir. Bu test ilk defa Graf
ve calisma arkadaslar1 tarafindan Onerilen kanat nokta testi olarak bilinen kanat
hiicrelerini ve g6z spot testi olarak bilinen gz hiicrelerini hedeflemektedir. Her iki
durumda da yetiskin sineklerde fenotipik olarak ifade edilen heterozigotluk kaybina
(delesyon, nokta mutasyonu, mitotik rekombinasyon ve ayrilmama) bagl olarak
embriyonik gelisim sirasinda mutasyonlarin ve rekombinasyonlarin tespitine olanak

tanimaktadir (Savic ve ark. 2011; Tagorti ve Kaya 2022).

Drosophila imajinal disk hiicrelerinde mutasyona sebep olan genotoksik ajanlar, test
edilen ergin kanatlarda tekli noktalar ve ikiz noktalar seklinde anormal kil lekelerini
olusturmaktadir. Bu nedenle SMART deneyi hem genotoksinlerin genis bir araligim
tespit etmek icin hem de tek ya da karmasik bilesiklerin, yiyecek ve igeceklerin, bitki
oziitlerin ve hatta kirli sularin genotoksik durumunu tespit etmek i¢in uygun bir test

yontemidir (Sekil 2.9.) (Pitchakarn ve ark. 2021).

Genotoksisite & Mutajenite Testleri
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Sekil 2.9. SMART uygulama alanlarinin gosterimi (Pitchakarn ve ark. 2021).
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Kullanilan Drosophila Hatlarinin Genel Yapisi

Kanat nokta testi kapsaminda D. melanogaster’in iki hatt1 -coklu kanat kili genetigine
sahip olan mwhd (multiple wing hair/3-0,003) ve fIr*Q (flare/3-38,8) kullaniimaktadur.
Her iki hat da 3. kromozom {izerinde yer alip, kanat hiicrelerinin trikomlar1 fenotipini
gozle gorlinilir bicimde etkileyen mutasyonlar tagimaktadir. Normalde tek bir hiicreden
tek bir trikom ¢ikarken mwh’de tek bir hiicreden birden fazla trikomla sonuglanan
homozigot resesif bir mutasyon karakterize edilir. FIr® ise, resesif zigotik letaldir ancak
imajinal disk hiicrelerindeki homozigot flr*/ flr® hatt: hiicreler hayatta kalirlar ve fenotipi
kisa, deforme olmus, sekilsiz ve kalinlagsmis trikomlara yol acar (Sekil 2.10.) (Marcos

ve Carmona 2013).

g ?J \d, \M ol 55/ vlsé" }A’ :Ad “A )
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Sekil 2.10. Kanat trikomlarinin genel goriiniimii; a)Normal trikomlar b)Mwh’ye ait
trikomlar ¢)Mwh ve fIr3’ye ait siniflandirilmaya alinmayan farklilagmis
trikomlar d)F1r3’ye ait trikomlar (Graf ve ark. 1984)

a)

2.4. Mutasyonlar

Genetik materyaldeki degisiklikler olarak tanimlanan mutasyonlar, bireyler arasindaki
genetik ¢esitliligin temel kaynagidir (Broertjes ve Van Harten 1988). Mutasyonlar,
protein kodlayan veya transkripsiyon siireclerini kontrol eden dizilerde, intronlarda,
tekrar dizilerinde, intronlarin uzaklastirilmasi ve ekzonlarin eklenmesi gibi kritik
durumlar dahil olmak iizere genomun herhangi bir boliimiini etkileyebilmektedir.
Boylece mutasyonlarin etkileri farklilik gosterebilmektedir. Zararli bir mutasyon, bir
proteinin iiretimini yavaslatabilir, durdurabilir veya asir1 liretimine neden olabilir ya da

baska bir proteinle olan etkilesimini degistirerek islevini bozabilmektedir (Lewis 2010).
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Her tiirlin kromozomlarinin karakteristik bir morfolojisi ve sayis1 vardir. Ancak hiicre
boliinmesi, krossing-over ya da dollenme sirasinda bir mutasyon nedeniyle
kromozomun sayisinda ve yapisinda bazi varyasyonlar meydana gelmektedir.
Kromozomlarin organizasyonunda meydana gelen bu degisimler fenotipik olarak ortaya
cikar ve bu nedenle genetik agidan biiyilk dnem tasimaktadir. Mutasyonlar, genomda
tim kromozom pargalarinin delesyonu-duplikasyonu ya da genetik materyalin
diizenlenmesini i¢ceren kromozom mutasyonlart ve bir DNA molekiiliiniin baz ¢ifti
degisikligi sonucu olusan mutasyonlar gen mutasyonu olmak {izere 2 grupta

smiflandirilmaktadir (Verna ve Agarwal 2005).

Kromozom sayisindaki ¢esitlilik, bir ya da birden fazla kromozomun kaybindan ya da
eklenmesinden, bir ya da birden fazla haploid kromozom setinin ilavesine kadar
degisiklik gosterebilmektedir. Andploidi terimi, bir organizmanin tam kromozom
takimina sahip olmasi degil, bir ya da daha fazla kromozomun kazanilmasi ya da
kaybedilmesi durumudur (Klug ve ark. 2018). Yapisal kromozomal anormallikler,
kendiliginden ya da dis etkenlerden kaynaklanan bir kromozomun parcalarinda
degisiklik oldugunda ortaya ¢ikmaktadir. Yapisal mutasyonlar kromozomal kirilma ya
da esit olmayan g¢aprazlamalar nedeniyle olusabilmekte bu da delesyon, duplikasyon,
translokasyon ve inversiyonla sonuglanmaktadir (Ahirrao ve Desale 2019). Gen
mutasyonu, karsilik gelen RNA ya da protein molekiillerinin dizilisindeki degisiklige
yanstyan DNA dizisindeki bir degisiklik olarak tanimlanmaktadir. Baz c¢iftinde
meydana gelen bu degisiklik, mRNA’ya kopyalanma sirasinda DNA molekiiliiniin
okuma cercevesinde kaymalara yol acar. Bu kayma, genellikle orijinalinden farkli bir
protein olugmasina neden olabilir. Bu durum ise organizmanin fenotipinin degismesine
yol acabilir. Mutasyonlarin ¢cogu cevresel etkilerle kendiliginden meydana gelebildigi
gibi radyasyon, fiziksel faktorler ya da mutajen adi verilen kimyasallar tarafindan
tetiklenebilirler (Verna ve Agarwal 2005). Gen mutasyonlart;

e Gen mutasyonlari, bir pilirin ya da pirimidin niikleotitlerin silinmesi veya

eklenmesinden kaynaklanabilmektedir (Nokta mutasyonlari).
e Niikleotitlerin eklenmesi ya da silinmesi protein molekiiliine hangi aminoasitin

dahil edilecegini belirleyebilmektedir.
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e Gen mutasyonlart ¢ergeve kaymast mutasyonlart icerebilmektedir. Gen
mutasyonlariin ¢ogu zararhdir.

e (QGenellikle mutant genler, yabanil tipe gore resesif konumdadir. Diploid
organizmalarda mutant aleller yalmizca homozigot durumda ifade edilirken,
haploid organizmalarda ise resesif alel pozisyonunda ifade edilmektedir.

e Bazen bir mutant alel orijinal yabanil tipe geri donebilir, buna ters mutasyon ad1
verilmektedir. ileri mutasyonlarm siklik frekansi ters mutasyonlara gére daha
fazladir.

e Mutasyondan dolay1 bir gen alel adi verilen alternatif bir forma doniismektedir.
Bazen tek bir gen birka¢ kez mutasyona ugrayarak farkli gen tiirlerinin
olusmasima neden olmaktadir. Bu gruptaki genlere ise coklu aleller denir.
Insandaki kan gruplar1 6rnek olarak verilebilir.

e Bir gen diger genlerin mutasyona ugramasina neden olabilmekte, bu gene ise
mutator gen adi verilmektedir.

e Bir gendeki tek bir mutasyon farkli karakterleri etkileyebilmekte ve bu tiir
mutasyonlar ise birden fazla fenotipik etki olarak adlandirilan pleiotropik

mutasyonlara neden olmaktadir (Venkateshwarlu 2021).

2.5. Bitkisel Kaynaklar ve Onemi

Bitki fitokimyasallari, bitkiler tarafindan {iretilen, bitkinin yasamsal faaliyetlerinde rol
oynayan primer metabolitler (niikleotitler, organik asitler, proteinler, karbonhidratlar,
yaglar, aminoasitler) ve birgok organik molekiillerin sentezlenmesinde ve hiicre
metabolizmalarinin bir yan {iriinii olan sekonder metabolitler olmak {izere iki grupta
siniflandirilmaktadir. Sekonder metabolitler, bitkinin olumsuz c¢evresel kosullara,
hastaliklara, biyotik ve abiyotik streslere kars1 bir dayaniklilik olusturmasi ve yabani
otlara karsi da allelopatik bir etki gostermesinden dolay1 bitkilerin biiylime ve gelisme
islevleri agisindan primer metabolitler kadar Onemlidir. Ayrica bitkilerin doku ve
organlarinda bulunan bu biyoaktif bilesiklerin, birgok bitkinin terapotik 6zelliklerinden
de sorumlu olduklar diisiiniilmektedir (Hidalgo ve ark. 2018; Ulger ve Yabanci Ayhan
2020).
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Biyosentetik kokenlerine dayanarak sekonder metabolitler; fenolik bilesikler,
terpenoidler ve nitrojen-siilfir iceren alkaloidler olmak {izere 3 grupta
siiflandirilmaktadir (Shin ve ark. 2020).

1- Fenolik (polifenoller) bilesikler: Bitki fenolikleri, aromatik halka {izerinde hidroksil
grup iceren, sekonder iirlin iireten ve enzim aktivitesini de inhibe eden iiriinleri
kapsamaktadir. Polifenoller; bitki déllenmesinde, biiyliime ve gelismesinde, patojenlere
karst savunmada oOnemleri oldukc¢a fazladir. Ayrica bu bilesikler, gilinesten gelen
ultraviyole 1sinlarina kars: bitkileri savunmada gorevlidir. Icerdikleri fenol halka
gruplariin sayisina ve yapisindaki bilesenlere gore fenolik bilesenler; fenolik asitler,
tanenler, kumarinler, stilbenler ve flavonoidler olarak alt gruplara ayrilmaktadir (Tiring

ve ark. 2021).

-Fenolik Asitler: Bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ikincil metabolitlerdir.
Hidroksisinamik ve hidroksibenzoik asit olarak iki grupta incelenir. Hidroksisinamik
asitler ¢cogunlukla asit tiirevleri halinde olup kumarik asit, kafeik asit, sinapik asit ve
ferulik asit yer almaktadir. Asitlerin B-oksidasyonu sonucu olusan hidroksibenzoik
asitler arasinda salisilik asit, vanilik asit, siringik asit, gallik asit ve p-hidroksibenzoik
asit yer almaktadir (Ghasemzadeh ve Ghasemzadeh 2011).

-Tanenler: Bitkilerin dokularinda, yapraklarinda, meyvesinde, kabugunda bulunan bir
fenolik bilesiklerdir. Kusglara, boceklere ve otgullara karsi savunma mekanizmalariyla
iligkilendirilir. 20-35°C suda ¢o6ziinebilme ve proteinlerle, polisakkaritlerle, niikleik
asitlerle ve alkaloitlerle kompleks olusturabilme yeteneklerine sahiptir. Tanenler,
ozelliklerine ve kimyasal yapilarina gore yogunlastirilmis tanenler ve hidrolize olabilen

tanenler olarak iki gruba ayrilmaktadir (Hassanpour ve ark. 2011).

-Kumarinler: Kumarin ve tiirevleri dogal ekosistemde yaygin olarak dagitilan,
koklerin, yapraklarin, tohumlarin, meyvelerin, c¢iceklerin ve gdvdelerin kabugunda
bulunan bilesiklerdir. Bu bilesikler, yiiksek bitkilerin ve silingerlerin 6énemli sekonder

metabolitleri arasinda yer almaktadir. Bitkilerden izole edilen kumarin bilesenleri; basit
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hidroksikumarinler, furokumarinler-izofurokumarinler ve dihidrokizokumarinlerdir
(Matos ve ark. 2015).

-Stilbenler: Bitkisel kaynakli polifenol sekonder metabolitlerin bir sinifidir ve
molekiiler yapisinda 1,2-difeniletilen birimleri bulundururlar. Bu bilesikler, iyilestirici
ve biyoaktif 6zellikte olup, patojenlere ve zararlilara kars1 koruyucu ve diisiik toksisite
Ozelligindedir. Stilbenlerin en iyi temsilcileri arasinda resveratrol, pterostilben, viniferin
ve oksiresveratrol tiirevleri yer almaktadir. Pek ¢ok calismada resvetroliin
antianjiogenik, antioksidan, antiinflamatuar etkilere sahip oldugu gdosterilmistir

(Dubrovina ve Kiselev 2017).

-Flavonoidler: Polifenol bilesiklerin en biiyiik alt grubunu olusturan flavonoidler,
antioksidan aktiviteleriyle taninmaktadir ve serbest radikallerin olas1 zararli etkilerine
kars1 korumakla gorevli bilesiklerdir. Bakterilerde, bitkilerde ve hayvanlarda gesitli
biyoaktiviteler gerceklestirmektedir. Bitkilerin ekosistemle olan etkilesiminde 6nemli
role sahiptirler. Yapisal olarak flavonlar (luteolin-apigenin-galangin), flavonoller
(kuersetin-mirisetin-kaemferol),  flavanonlar  (hesperetin-naringenin),  flavanoller
(katesinler-epikatesinler), izoflavonlar (genistein-daidzein) ve antosiyanidinler

(siyanidin-malvidin) olarak alt gruplara ayrilmaktadirlar (Samanta ve ark. 2011).

2- Terpenoidler: Izoprenoidler olarak bilinen terpenler, bitkilerde fotosentetik
pigmentlerde (karotenoid-fitol), hormonlarda (apsisik asit, giberellin) ve membranlarin
yapisal bilesenlerinde rol almaktadir. Terpenler yapisindaki karbon sayilarina gore
simiflandirilirlar: Mono-, di- ve tetraterpenoidler. Karotenoidler, en yaygim bilinen
tetraterpenoid sinifinda yer alan dogal pigmentlerdir. Bu gruba giren dogal bilesikler,

koku ve renk potansiyeli agisindan 6nemlidir (Tiring ve ark. 2021).
Bir¢ok calismada terpenoid sinifinda yer alan karotenoidlerin radyasyon ve farkl

kimyasallarin yol actigi mutasyonlar1 dnleyerek antigenotoksik ve kemopreventif bir

etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Konopacka ve Wolny 2001; Glei ve ark. 2002).
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3- Nitrojen-siilfiir iceren Alkaloidler: Tibbi bitkilerden izole edilen ve néroaktif
ozelliklere sahip olan alkaloidler, sinir ug¢larindaki reseptorlerle etkilesime girerler.
Alkaloitler; kimyasal yapilari, biyosentez yollar1 ve biyolojik aktiviteleri ve nitrojen
sayilar1 agisindan  heterosiklik ve heterosiklik olmayan alkaloidler olarak
siiflandirilirlar. Bitkilerin farkli dokularinda iiretilen alkaloitler, bakteriler, mantarlar,

zararhilar ve bocek larvalar1 gibi ¢esitli yirtict hayvanlara kars1 korunmada miicadele

ederler (Bhambhani ve ark. 2021).

2.5.1. Sekonder metabolitlerin yolaklari

Bitkilerde 3 temel ana yolak bulunmaktadir. Bunlar: sikimat, izoprenoid (terpenoidler)
ve poliketit yolaklaridir. Aromatik bilesenlerin biyosentezini karbonhidratlara baglayan
sikimat yolagi, bitkiler ve mikroorganizmalarda bulunur, hayvanlarda bulunmaz.
Fosfoenolpiruvat (PEP) ve eritroz-4-fosfatin yogunlagmasiyla baslayan ve korizmat
sentezi ile sona eren metabolik adimlardan olusmaktadir. Bu nedenle bu yol,
antibiyotikler, herbisitler ve canli asilar i¢in Onemli bir hedef haline gelmistir.
Herbisitler arasinda glifosat en iyi Ornektir. Temelde bu yolakta sadece herbisitin
hedefiyle olan etkilesimini anlamak degil ayn1 zamanda benzer inhibitor kapasitesine
sahip olan diger bilesenleri de saptamak 6nemlidir (Herrmann ve Weaver 1999; Pagare
ve ark. 2015).

[zoprenoidler, organizmalarda yapisal ve islevsel olarak tanimlanmus en cesitli metabolit
grubunu temsil etmektedir. Bu bilesenler; fotosentez, solunum, biiylime ve gelismede,
allelopatik ve bitki-patojen etkilesimleri gibi islevlere sahiptir. Biitlin izoprenoidler,
bitkilerde yaygin olarak izopentenil-difosfattan iki farkli yolla sentezlenmektedir.
Izoprenoid yolag1 akisi sonu sentezlenen steroller ve fitohormonlar, bilyiime gelismenin
hem modiilatérlerini hem de yap1 taslarimi olustururlar. Bu yolaklarin giderek
coziimlenmesi, tarimsal agidan yararl 6zelliklerin genetik miihendisligini ve molekiiler
1slahin1 kolaylastiracaktir. Bu nedenle bitkilerde biyolojik olarak aktif izoprenoid
bilesiklerin sentezinin arttirtlmasi, besin degeri fazla olan gida iiretmek i¢in ilgi ¢ekici

bir yaklasim olabilir (Vranova ve ark. 2012).
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Bitki sekonder metabolitleri arasinda yer alan poliketitler, yapisal olarak farkl
molekiillerin biiyiik bir grubunu temsil etmektedir. Bitkilerdeki poliketitler, asetil
birimlerin koenzim A baglantili bir molekiille birlikte poliketit sentazlari tarafindan
sentezlenen, bitki, mantar ve bakterilerde bulunan metabolit grubudur. Poliketit
sentazlar (PKS) tarafindan olusturulan bilesikler arasinda stilbenler, kalkonlar,
benzofenonlar, pironlar ve kurkiminoidler yer alir. Bunlardan bazilarin
antimikrobiyal, antikanser, antioksidan, noroprotektif ve antiviral aktivitelere sahip
oldugu belirlenmistir. PKS’lar iiriin yapilarina ve biyokimyasal 6zelliklerine gore tip 1,
tip 2 ve tip 3 olarak farkli enzim siniflarinda gruplandirilmaktadir (Lussier ve ark.
2012). Fenolik bilesenlerle zengin olan bitkilerin antioksidan etkileri ¢ok gii¢lii
oldugundan en degerli antioksidan kaynagidir (Baydar 2020). Bu nedenle bu tez
calismasinda karayemis ve koyun otu bitkilerin antigenotoksik 6zelliklerinin

arastirilmasi da hedeflenmistir. Bitkilerin igerikleri tablo 2.3.’te verilmistir.

Tablo 2.3. L. officinalis ve A. eupatoria bitkilerine ait fenolik bilesikler (Karabegovic ve
ark. 2014; Malheiros ve ark. 2022)

L. officinalis Roem. A. eupatoria L.
e Flavonoidler e Fenolik Asitler
o Fenolik Asitler e  Flavonoidler
e Antosiyanin e Tanenler
e Tanenler e Apigenin
e Lignin e Astragalin
Fenolik Bilesikler e Katesin e Sinarosit
e O-kumarik asit e Isoquersitrin
e Luteolin e Isoviteksin
¢ Apigenin ¢ Rutin
o Kaempferol e Luteolin
¢ Naringenin e Katesin
e  Prosiyanidin B3
e Agrimonin
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3. BOLUM
MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan bitki materyalleri ve pestisit

Calismada Rosaceae familyasina ait Laurocerasus officinalis (Karayemis) ve Agrimonia
eupatoria (Koyun otu) tiirlerine ait bitkilerin yapraklari kullanilmistir. Bitkilerin
taksonomik smiflandirilmasi Prof. Dr. Gencay AKGUL (Nevsehir Hac1 Bektas Veli

Universitesi-Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi) tarafindan yapilmistir. Uygulanan pestisit
olarak Alverde-Metaflumizon (240 gr/L) insektisiti kullanilmustir.

3.1.2. Kullamilan model organizmalar

Allium deneyinde kullanilacak tiim soganlar yerel bir pazardan temin edilmistir.

Soganlarin genel goriiniisii Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Allium cepa L. nin genel goriiniisii

SMART deneyi siiresince D. melanogaster flr® ve mwh irklarma ait larva-L3 ve ergin
bireyleri kullanilmistir. Bu 1rklarin, Nevsehir Haci Bektas Veli Universitesi, Genetik
Arastirma Laboratuvari’nda kiiltiirleri gogaltilmaktadir (Sekil 3.2.)

Sekil 3.2. D. melanogaster mwh ve flr3 stok kiiltiirleri
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3.1.3. Kullanilan sarf malzemeler, kimyasallar ve cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar, kimyasallar ve sarf malzemeler Tablo 3.1. ve Tablo

3.2.de verilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihazlar

Kullamilan Cihazlar Marka Ad1
Isitic1 tabla ve manyetik karistirict Ve p Sl
Hassas terazi Kern Abj
Soxhtlet ekstraksiyon cihazi Isolab

Evaporator Buchi Rotavapor R3
Distile su cihazi Isolab

Su Banyosu N-Biotek NB-303
Buzdolab1 Argelik

Isik mikroskobu Olympus
Kameral1 mikroskop BX53 (Olympus)
Stereo mikroskop Leica

Tablo 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler ve kimyasallar

Calismada kullanilan sarf malzemeler ve kimyasallar
Deney tiipleri Lam+Lamel Steril stinger
Cam petri kab1 Buz kaliplari Pamuk
Cetvel Jilet Sulu boya firgasi
Makas Standart besiyeri (misir unu, seker, maya, agar) | Hassas bigak
Etil Alkol Drosophila kuru instant medium Pens
Glasiyal Asetik Asit | Dietil eter Metil metan siilfonat
Metanol Beher Meziir
HCI Deney siseleri Gum Arabic
Schiff’s Reagent Cam pipet Kloral hidrat
Entellan Pastor pipeti Gliserol
Kurutma kagidi Mikropipet Kuyucuklu plaka
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3.2. Metot

3.2.1. Kullanilan bitkilerin kurutulmasi

Ekstraksiyon asamasi i¢in bitkilerin yaprak kisimlar1 kurutma kagidina serilerek oda
sicakliginda karanlik ortamda kurutulmustur. Kuruyan karayemis ve koyun otu

yapraklar1 havanda ezilerek toz haline getirilmistir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4.).

Sekil 3.3. L. officinalis tiirine ait; a)Yapraklarin ezilmeden 6nceki hali, b)Havanda
ezildikten sonraki goriiniimii

,,,—/-.l.
Sekil 3.4. A. eupatoria tiiriine ait; a)Yapraklarin ezilmeden onceki hali b) Havanda
ezildikten sonraki goriinlimii

3.2.2. Bitkisel ekstrelerin hazirlanmasi

Karayemis ve koyun otu bitkilerinin metanol yaprak ekstrelerinin hazirlanmasi igin
Soxhlet ve evaporator cihazlart kullanilmistir. Karayemis bitkisi i¢in yaklasik 45 gr

ogiitiilmiis yaprak tartilip filtre kAgidina konularak ekstraktore yerlestirilmistir. Uzerine
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¢Oziicii olarak 400 mL metanol ilave edilmistir. Koyun otu bitkisi i¢in ortalama 35 gr
ogiitiilmiis yaprak tartilip filtre kigidina konularak ekstraktore yerlestirilmistir. Uzerine
ise ¢oziicii olarak 400 mL metanol ilave edilmistir. Hazirlanan metanollii 6ziitlerden
metanollii ayrigtirmak i¢in 75°C’de evaporator cihazi kullanilmistir. Elde edilen saf
yaprak Oziitleri petri kaplarina konularak buzdolabinda muhafaza edilmistir (Sekil 3.5.

ve Sekil 3.6.).

Sekil 3.5. L. officinalis bitkisine ait; a, b) Ekstraksiyon ve c¢) Evaporator asamasi d)Saf
yaprak 0ziitii

Sekil 3.6. A. eupatoria bitkisine ait; a, b)Ekstraksiyon c¢) Evaporator asamasi d)Saf
yaprak Oziitii

32



3.2.3. Cozeltilerin hazirlanmasi

Allium deneyi igin manyetik karistirictda 100 mL distile su igerisine 1 mL
Metaflumizon insektisiti konularak ¢Oziinmesi saglanmis ve anastok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Karayemis bitkisi i¢cin 1 mg/mL, koyun otu bitkisi i¢cin 100 mg/mL esas
almarak distile su icerisinde ¢oziinmesi saglanarak anastok cozeltileri hazirlanmistir.
SMART deneyinde ise 100 mL distile su igerisine 800 uL Mtf eklenmesiyle anastok
cozeltisi hazirlanmistir. Karayemis bitkisi 7 mg/ml, koyun otu bitkisi i¢in 200 mg/mL
esas almarak distile su igerisinde ¢oziinmesi saglanarak anastok c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Pozitif kontrol grubu i¢in 300 ml distile su igerisine 2,3 uL metil metan
stilfonat (MMS) eklenerek 10 ppm MMS (dums= 1,3 gr/mL) hazirlanmistir. Faure
sollisyonu i¢in, 30 gr gum arabict+ 50 gr kloral hidrat ve 20 mL gliserol hazirlanarak
tizerine 50 mL distile su ilave edilmistir. Karisim homojen ve seffaf olmasi i¢in kurutma

kagidindan siizdiiriilerek hazir hale getirilmistir.

3.2.4. Drosophila besiyerinin hazirlanmasi

Calismada fIr* ve mwh stoklart icin besiyeri hazirlarken Oncelikle 46,8 gr misir unu,
42,3 gr seker, 8,55 gr maya, 2,7 gr agar ve 450 mL distile su karistirilarak kaynamasi
saglanmigtir (Lewis 1960). Karisim kaynadiktan ve kivam aldiktan sonra iizerine
enfeksiyon riskinin olusmamasi i¢in 2,7 mL asit ¢ozeltisi eklenmistir. Hazirlanan
karisimin ilk sicakligi ¢iktiktan sonra kiiltiir sigselerine dokiilmiistiir. Siselerin {izerine
kurutma kagidi kapatilarak 1-2 giin oda sicakliginda kurumasi saglanmistir. Kuruyan
besiyeri siselerinin agzi steril siingerle kapatilmistir. Biitiin deneysel asamada ise kuru

Drosophila instant medium (DIM) kullanilmistir.

3.2.5. Deney gruplarina uygulanacak pestisit ve bitki ekstrelerin dozlarinin
belirlenmesi

Literatiir ¢calismalar1 arastirilip incelenerek pestisit, karayemis ve koyun otu bitkilerine

ait ekstrelerin ve bunlarin kombine birlesimi ile ilgili deney gruplari olusturulmustur.
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Her iki deneysel yontemdeki konsantrasyon degerleri ayr1 ayr1 Tablo 3.3.°te

belirtilmistir.

Tablo 3.3. Allium ve SMART deneylerinde uygulama konsantrasyonlari

Deney . Koyun
Deneyler e Mtf | Karayemis Mtf+LO o Mtf+AE
1. Grup Biiytime Kontrolii (BK)
2.Grup Pozitif kontrol (PK)
3. Grup 0,425 0,105 lave K(_)ntrol grubu 5 iKG
mL/L mg/mL (IKG) mg/mL
_ 4.Grup | 085 0,21 1,7 mL/L+0,105 10 1,7 mL/L+5
Allium mL/L mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
1,7 0,42 20 1,7 mL/L+10
5. Grup 1,7 mL/L+0,21 mg/mL
mL/L mg/mL mg/mL mg/mL
34 0,84 40 1,7 mL/L+20
6. Grup 1,7 mL/L+0,42 mg/mL
mL/L mg/mL mg/mL mg/mL
1. Grup Negatif kontrol (NK)
2.Grup Pozitif kontrol (PK)
0,5 1,5 mg/mL 2 mL/L+1,5 mg/mL 25 2 mL/L+25
3.Grup
mL/L mg/mL mg/mL
4G 1 3 mg/mL 2 mL/L+3 mg/mL 50 2 mL/L+50
.Gru
SR P mL/L mg/mL mg/mL
2 6 mg/mL 2 mL/L+6 mg/mL 100 2 mL/L+100
5. Grup
mL/L mg/mL mg/mL
4 12 mg/mL 200
6. Grup
mL/L mg/mL

3.2.6. Allium deney prosediirii

Allium testinin uygulanmasi Fiskesjo (1985) yontemine degisiklikler yapilarak
gerceklestirilmistir. Soganlarin dis kabuklar1 ve eski kokleri temizlenerek karanlik
ortamda 25+2°C’de 48 saat (s) ¢imlendirilmeye birakilmigtir. Her uygulama grubu igin
5 adet sogan kullanilmistir. Homojen olarak cimlendirilen soganlar tercih edilmistir
(1,5-3 cm uzunlugunda). Biiytime kontrolii (BK) olarak distile su, pozitif kontrol (PK)
icin 10 ppm MMS kullanilmistir. Tiim deneyler {i¢ tekrar ve 24 ile 48 s’lik siireyle
gerceklestirilmistir.
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3.2.6.1. Metaflumizon’un A. cepa kok uclarima uygulanmasi

Pestisitin uygulama konsantrasyonlart 0,425 mL/L, 0,85 mL/L, 1,7 mL/L ve 3,4 mL/L
olarak belirlenmistir. Muamele siiresi 24 ve 48 s olarak uygulanmistir (Sekil 3.7.) Siire
sonunda kok uclar1 1-2 cm olacak sekilde kesilerek fiksatif ¢ozeltide (3:1 etil alkol:
glasiyal asetik asit) +4°C’de 24 s fikse edildi ve preparat yapilincaya kadar %70 etil

alkol icerisinde bekletilmistir.

Sekil 3.7. 24 s muamele edilen Mtf’nin doz gruplari

3.2.6.2. L. officinalis ve A. eupatoria bitki ekstrelerinin A. cepa kok uclarina
uygulanmasi

Karayemisin kontrol ve uygulama konsantrasyonlar1 (BK ve PK) 0,105 mg/mL, 0,21
mg/mL, 0,42 mg/mL ve 0,84 mg/mL ve koyun otu i¢in doz gruplar1 ise 5 mg/ml, 10
mg/mL, 20 mg/mL ve 40 mg/mL olarak belirlenmistir. Her iki bitki i¢in uygulama
stireleri 24 ve 48 s olarak gergeklestirilmistir. Siire sonunda ise kok uglar1 1-2 cm olacak
sekilde kesilerek 24 s fiksatif ¢ozeltiye maruz birakilmistir. Preparatlar yapilincaya

kadar %70 etil alkol i¢erisinde +4°C’de bekletilmistir.

3.2.6.3. Insektisit+ bitki ekstrelerin birlikte A. cepa kok u¢larina uygulanmasi

e Soganlar 48 s siireyle ¢imlendirilmeye birakilmistir (¢imlendirme asamasinda

dinlendirilmis ¢esme suyu kullanilmustir).
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Her bir doz grubu i¢in 5 adet sogan kullanilmistir.

Kok uglar dlgiilerek not alinmistir.

Deney siiresince BK, PK, ilave kontrol grubu (IKG) ve doz gruplar
uygulanmistir. BK=Deney boyunca saf su kullanilmistir. PK= Oncelikle
soganlar 24 s saf suda bekletilmis, daha sonra ise 24 s 10 ppm MMS iceren
¢ozeltide bekletilmistir. IKG= Soganlar 24 s insektisitin 1,7 mL/L doz grubu
¢oOzeltisinde bekletilmis ve ardindan 24 s saf su i¢erisinde bekletilmistir.
Pestisitin 1,7 mL/L doz grubu hazirlanarak tiiplere konulmustur.

Soganlar, pestisit ¢ozeltisi igeren tiiplere konulmus ve 24 s bekletilmistir. Siire
sonunda kok uglari tekrar Ol¢tilmiistiir.

[k uygulama grubu olarak karisim, karayemis bitkisi igin gergeklestirilmistir.
Karayemis bitkisinin ekstre c¢ozeltisi suda c¢oziilerek hazirlanmis ve 0,105
mg/mL, 0,21 mg/mL, 0,42 mg/mL doz gruplart olusturulmustur.

Pestisitten ¢ikarilan soganlar, bitki ekstre ¢dzeltisi iceren tiiplere aktarilmis ve
24 s bekletilmistir. Siire sonunda kdk ucu 6lgiimleri yapilarak kaydedilmistir.
Ikinci uygulama grubunda yer alan koyun otu bitkisi icin yukaridaki islemler
tekrarlanmistir. AE bitkisi igin doz gruplari 5 mg/mL, 10 mg/mL ve 20 mg/mL
seklinde olusturulmustur.

1,7 mL/L pestisit ¢ozeltisinden ¢ikartilan soganlar, AE bitki ekstresi igeren
tiiplere aktarilarak 24 s bekletilmis ve kok ucu 6l¢iimleri gergeklestirilmistir.

Son asamada preparat yapimi ic¢in her iki bitkiye ait kok uglar1 1-2 cm
uzunlugunda kesilerek 1 giin fiksatif ¢ozeltisi igerisinde bekletilmistir. Ertesi
giin fiksatiften cikartilan kokler % 70 alkole konulmus ve preparat yapim

asamasina kadar buzdolabinda bekletilmistir.

3.2.6.4. Preparat Yapim Asamasi

% 70’lik alkol icerisinde bulunan sogan kok uclart saf su ile yikanip alkolden

uzaklastirilmistir. Suyun fazlas1 kurutma kagidi ile alinmistir. Daha sonra kok uglari

60°C 1 N HCI (100 mL distile su+8,28 mL HCI) su banyosunda ortalama 15 dakika

(dk.) bekletilerek dokular yumusatilip hiicre duvarinin parcalanmasi saglanmistir.

Maserasyon isleminden sonra kok uglari tekrardan saf su ile temizlenmis ve fazlasi
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kurutma kagidiyla kurulanmigtir. Tiim doz gruplarindaki kok uclar kiiclik petrilere
konularak 1 s boyunca Schiff’s-Reagent ile boyanmasi saglanmistir. Siire sonunda kok
uclar saf su ile yikanarak boyanin fazlasi alinmistir. Bir sonraki asamada ise, kok uglari
temiz bir lam iizerine alinarak iizerine % 45°lik asit ¢ozeltisi damlatilmis ve lamel
kapatilip kok uclarinin hafifce ezilmesi saglanmistir. Biitiin kok ucglari doz gruplarina
gore bu sekilde hazirlandiktan sonra buz kaliplarinin (-40°C) tizerinde 30 saniye kadar
bekletilmistir. Bu islem insektisit, bitkiler ve bunlarin karisimindaki uygulamalardaki
tim preparatlar i¢in gergeklestirilmistir. Daha sonra lam ile lamelin birbirinden ayirma
islemi yapilmis ve kurumaya birakilmistir. Kuruyan lam ve lameller (lamin iizerine lam,
lameller ise lam ile birlestirilip) entellan ile yapistirilmasi saglandiktan sonra kalict
preparat yapilarak mikroskop incelemeleri i¢in hazir hale getirilmistir. Allium test

yonteminin deneysel agsamalari sekil 3.8’de 6zetlenmistir.

A. eupatoria ekstrakn

Sekil 3.8. Allium test prosediiriin sematize sekli

3.2.7. Drosophila melanogaster ve hayat dongiisii

D. melanogaster, Drosophilidae familyasina ait genetik arastirmalarinda ve gelisim
biyolojisinde yaygin olarak kullanilan bir model organizmadir. Diptera takiminda yer
alan holometabol D. melanogaster meyve sinekleri yumurta, larva, pupa ve yetigkin
(imago) gibi farkli gelisim asamalarina sahiptir. Drosophila yumurtas: beyaz renkli olup
0,5 mm uzunlugundadir. On ucundan bir ¢ift yumurta filamenti uzanmaktadir. Bu

filament, yumurtanin {lizerine birakildigi yumusak besin ortamina batmasini Onler.
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Yumurtadan ¢ikan larva iki tily dokiimii gegirir. Boylece larva donemi birinci, ikinci ve
iclincli donem olmak iizere {i¢c hareketli donem gegirmektedir. 1. 2. ve erken 3. donem
larvalar1 biiylik Olgiide besin kaynaklarmin iginde kalarak aktif bir sekilde beslenip
vicut kiitlelerini arttirmaktadir. Seffaf larvalar 14 segmentten olusmaktadir (3-bas 3-
thorax ve 8-abdomen segmenti). 3. donem larvalar artik besin igerisinden ¢ikarak pupa
asamasina gegebilmek i¢in tiikiiriik bezleri tarafindan salgilanan yapiskan proteini
kullanarak kuru bir yere yapisirlar ve ardindan pupa asamasina gecgebilmek icin son tiiy
dokiimiinii gegirirler. Baslangicta yumusak ve beyaz olan pupalar, son larva
kiitikiiliiniin icerisinde olusmaktadir. Kiitikiil yavas yavas sertleserek sklerotizasyon
sonucu rengi koyulasip kahverengi pupaya donligmektedir. Sonraki asamada pupa 4-5
giin gecirerek tam bir metamorfoza ugramaktadir. Metamorfoz sirasinda larva
dokularinin bircogu histolize ugramaktadir. Yetigkin yapilar1 ise cesitli imajinal
disklerden farklilasarak olusmaktadir. Metamorfoz tamamlandiginda pupa durumundan
sonra yetiskin sinekler ¢ikmaya baslamaktadir (Sekil 3.9.) (Parvathi ve ark. 2009;
Lakhotia ve Ranganath 2021).

Sekil 3.9. D. melanogaster’in larva ve pupalarin gelisimsel basamaklar1 ve ergin sinek
olusumu (Lakhotia ve Ranganath 2021)

3.2.7.1. Somatik kanat mutasyonu ve rekombinasyon test yontemi -SMART

SMART testi uygulanmasi1 Graf ve ark. (1984)’nin yontemine goére uygulanmistir.
Drosophila hatlarindan multiple wing hair- mwh/mwh (3-0.3) geng erkek bireyleri ile
yeterli sayida birey elde etmek amaciyla daha fazla yumurta verimine sahip olan

flare®/In (3LR) TM3, Bd® (Beaded Serrat) disileri kullanilmustir. Serrat kanat fenotipine
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sahip Drosophila bireylerinde flare isaret geni mevcuttur. Bu bireylerin kanat kil yapisi
normal goriiniimdedir. FIr’’iin mutant fenotipi kisa, deforme olmus, sekilsiz ve
kalinlagsmis trikomlara yol agmaktadir. Mwh’de ise, tek bir hiicreden birden fazla kanat

kil1 trikomu olugmaktadir (Sekil 3.10.)
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Sekll 3.10. Drosophila kanatlarlndakl k11 yapllarl, a) Normal killarin goriinlimii b)
Mwh’ye ait klonlarin goriintimii ¢)Flr®’e ait mutant klonlarin gériiniimii

Caprazlamada geng mwhd 3 ve fIr*Q @ virgin bireyler kullanilmustir. Bu irklara ait stok
kiiltirleri 25+2°C ve ortalama % 60- bagil nemde 12s karanlik-12 s aydinlik ortamda
olusturulmustur. Disi ve erkek bireylerin karakteristik 0Ozellikleri Tablo 3.4.’de

verilmistir.

3.2.7.2. Transheterozigot larvalarin elde edilmesi

Eseysel olgunluga erismemis flr’QQ -virgin bireyler yaklasik 4’er saat araliklarla
eterizasyon yapilarak yeterli sayida toplama islemiyle birlikte fir’d bireylerden
ayrilmustir. Yeterli sayida geng mwhd bireyler eterizasyon yapilarak toplanmstir. Her
sisede 40 virgin fIPQQ ve 30 mwhdd bireyleri olacak sekilde 2 giin boyunca ayni
besiyeri ortaminda tutularak ¢aprazlama islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen
larvalarin ayni gelisim siiresi evresinde olmasi icin her 8 saat sonunda caprazlanan
sinekler yeni besiyeri ortamima almmustir (Sekil 3.11.). Dozlama i¢in yeterli sayida
larvalarin elde edilmesine kadar bu siire¢ devam edilmistir. Caprazlama sonucu 72+4
s’in sonunda 3. evre transheterozigot larvalar elde edilmistir. Deneyler farkli

zamanlarda 3 tekrar olarak gergeklestirilmistir. Tiim deneylerde negatif kontrol olarak
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ultra distile su, PK’da ise 10 ppm MMS kullanilmistir. Uygulanan her bir doz grubunda

4’er sise kullanilmustir.

Tablo 3.4. Drosophila melanogaster disi ve erkek bireylerin morfolojik karakterleri

Morfolojik Karakterler Disi bireyler Erkek bireyler
Viicut boyutu %25 daha biiyii

boyutta Daha kiiciik boyutta

N

Uzun, sivri, ince serit ¢izgiler Yuvarlak, u¢ kismi daha koyu,
Abdomen ve ve 7 segmentten olusmaktadir nispeten daha kalin ¢izgiler ve 5
Karin iizerindeki seritler segmentten olusmaktadir

Esey taragi yok Esey taragi mevcut

Eseysel durum

Goriliniim

Firds

a) J LW v

et~

Sekil 3.11. a) Virgin f|r39 ve mwhd bireylerin segilmesi b) Caprazlama iglemi
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3.2.7.3. Metaflumizon i¢cin SMART doz gruplarinin uygulanmasi

Insektisitin uygulama dozlar1 0,5 mL/L, 1 mL/L, 2 mL/L ve 4 mL/L olarak
belirlenmistir. Her bir deney sisesine 2,1 gr DIM ve pestisitin kontrol ve uygulama
konsantrasyonlar1 i¢cin 7 mL olacak sekilde muamele edilmistir. Hazir mamalar
kuruduktan sonra tiim siseler 7244 s‘in sonunda petri kaplarmna aktarilan 3. evre 25 adet
transheterozigot larva atilarak doz gruplar i¢in toplam 100 adet larva kullanilmustir.
Siselerin agz1 steril siinger ile kapatilmistir (Sekil 3.12.). Kontrol gruplari ve doz
gruplart 10 giine kadar gelisen ergin sinekler, normal ve serrat kanat olacak sekilde
ayrilarak %70 alkol icerisinde konulup kanat preparasyonu hazirlanan kadar

buzdolabinda bekletilmistir.
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Sekil 3.12. Mtf SMART c¢alismasti; a, b) Doz gruplarinin stok ¢dzeltisinin hazirlanmasi
C, d, e) Hazirlanan ¢ozeltinin Drosophila instant hazir mama igeren siselere
aktarilmas1 f, g) L3-larva se¢imi D) Mtf SMART deney diizeneginin
gosterilmesi

3.2.7.4. L. officinalis ve A. eupatoria bitki ekstrelerin transheterozigot larvalara
uygulanmasi

Karayemis bitkisinin SMART deneyi i¢in kontrol ve doz gruplar1 NK, PK, 1,5 mg/mL,
3 mg/mL, 6 mg/mL ve 12 mg/mL olarak belirlenmis ve deney diizenegi kurulmustur.
7244 s’lik elde edilen transheterozigot larvalar, her bir doz grubuna 100 adet larva
olacak sekilde aktarimi gerceklestirilmistir (Sekil 3.13.). Deneyin tamamlanmasinin
ardindan kontrol gruplar1 ve doz gruplarinda 10 giine kadar gelisen ergin sinekler,

normal ve serrat kanat olacak sekilde ayrilarak %70 alkol icerisine konulup, doz
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gruplarina gore etiketlenerek kanat preparasyonu hazirlanana kadar buzdolabinda

bekletilmistir.

Sekil 3.13. LO bitkisinin SMART deney duzenegl a) LO oziitiinlin suda ¢oziilmesi b)
Transheterozigot larvalarin segilmesi c¢) LO bitki ekstresinin doz gruplarina
uygulanmast

Koyun otu bitkisi i¢in 25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL ve 200 mg/mL seklinde doz

gruplar1 belirlenmistir. Her bir doz grubuna 100 adet transheterozigot L3 larvalar

eklenerek deney diizenegi kurulmustur (Sekil 3.14.). 10 giin sonra NK, PK ve uygulama
konsantrasyonlarinda gelisen sinekler, normal ve serrat kanat olarak ayrilip etiketleme
isleminin yapilmasmin ardindan %70 alkol igerisine alinmig ve kanat preparati

yapilincaya kadar +4°C’de muhataza edilmistir.

Sekil 3.14. AE b1tk1s1n1n SMARTdeney duzenegl a) AE ozutunun suda gozulmes1 b)
Transheterozigot larvalarin secilmesi ¢) AE bitki ekstresinin doz gruplarina
uygulanmast

3.2.7.5. Insektisit ve bitki ekstrelerin birlikte Drosophila transheterozigot
larvalara uygulanmasi

Deney siiresince uygulanan yontem basamaklari agsagida listelenmistir:
e Caprazlama (mwh3d ve fIrPQQ ) sonucu elde edilen transheterozigot larvalar
hazir hale getirilmistir.

e Deney siiresi boyunca NK i¢in ultra distile su kullanilmistir.
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PK i¢in 10 ppm MMS kullanilmustir.

Her bir doz grubu icin 4 adet sise kullanilmis ve her bir siseye 25 adet larva
olmak tizere kontrol ve doz gruplarina toplam 100 adet larva aktarilmistir.
Deneyinin ilk asamasinda LO bitki 6ziitii ile Mtf insektisitin birlikte karigimi
gerceklestirilmistir.

SMART deneyinde pestisitin 2 mL/L konsantrasyonu deney boyunca
kullanilmastir.

LO bitkisinin oziiti distile suda ¢oziilerek 1,5 mg/mL, 3 mg/mL ve 6 mg/mL
doz gruplar1 ¢ozeltileri hazirlanmistir.

I1k olarak tiiplere Mtf’nin 2 mL/L stok ¢dzeltisinden 7 mL aktarilmustir.

[lk asamada karayemis bitkisinin hazirlanan ¢ozeltilerinden insektisit igeren
tiiplerin her birinin tizerine doz gruplarina gore 21 mL bitki 6ziitii ¢ozeltileri
eklenerek toplamda 28 mL karisim deney tiipleri hazirlanmustir.

Her siseye 2,1 gr DIM tartildi ve iizerine etiketleme yapildiktan sonra doz
gruplarina uygun olarak 7 mL hazirlanan ¢ozeltilerden eklenmistir.

Mamalar kuruduktan sonra her bir siseye 25 adet transheterozigot L3 larvalar
eklenerek Mtf+LO ekstresi SMART deneyi tamamlanmis oldu.

9-10 giline kadar gelisimleri tamamlanan ergin sinekler normal ve serrat kanat
olmak iizere ayrilarak kanat preparati yapilincaya kadar buzdolabinda muhafaza
edilmistir.

Ikinci deney asamasinda ise; koyun otu bitkisinin 6ziitii suda ¢ozillerek 25
mg/mL, 50 mg/mL ve 100 mg/mL doz gruplari ¢ozeltileri hazirlanmustir.
Insektisitin 2 ml/L stok ¢dzeltisinden tiiplere 7 ml aktarilmistir.

Tiiplerin iizerine hazirlanan bitki 6ziitii ¢ozeltisinden doz gruplarina gére 21 mL
eklenerek toplamda 28 mL karisim deney tiipleri hazirlanmustir.

DIM igeren siselerin iizerine etiketleme islemi yapildiktan sonra her siseye doz
gruplarina uygun olarak 7 mL hazirlanan karisim ¢6zeltisinden eklenmistir.
Mamalar kuruduktan sonra her bir doz grubuna toplam 100 adet transheterozigot
L3 larva olacak sekilde eklenerek Mtf+AE ekstresi SMART deneyi

tamamlanmis oldu.
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e Deneyin tamamlanmasinin ardindan 10 giin sonra gelisen ergin sinekler, doz
gruplarina gére normal ve serrat kanat olarak ayrildi ve kanat preparasyonu

agsamasina kadar +4°C’de saklanmustir.

3.2.7.6. SMART- kanat preparatlarin hazirlanmas1 ve mutant klonlarin tespit
edilmesi

% 70 alkolde bekleyen sinekler, insektisit doz gruplarina gore stereo mikroskop altinda
firca yardimiyla kuyucuklu plakalar igerisine konulmustur. Ardindan ventral konuma
getirilen sinekler thorax kismindan pens yardimiyla bastirilarak kanatlarin agilmasi
saglanmistir. Hassas bigcak yardimiyla ayrilan kanatlar kuyucugun kenarina ¢ekilerek
kurumas1 saglanmistir. Lam iizerine faure soliisyonu damlatilip iizerine kuruyan
kanatlar, c¢iftler yan yana olacak sekilde dikkatli bir sekilde konularak yapismasi
saglanmistir. Toplamda her bir doz i¢in 40 ¢ift kanat yapistirilarak 80 kanat elde
edilmistir. Bu islem, bitki ekstresi ve insektisittbitki ekstresinin karisimi
uygulamasindaki tiim gruplar i¢in tekrarlanarak SMART deneyleri i¢in 80 adet kanatlar

elde edilinceye kadar devam edilmistir.

Lamlar 2 giin boyunca petri icerisinde kurumaya birakilmistir. Kuruduktan sonra
kanatlarin lizerine tekrar faure soliisyonu damlatilarak tizerine lamel kapatilmistir.
Hazirlanan preparatlar kurutma kagidi ile kapatilmis ve iizerine agirlik konulup 1 giin
bekletildikten sonra kanatlarin iyice yapismasi saglanmistir. Lamin kenarlarindan tagan
faure soliisyonlarin fazlasi su ya da alkolle silinerek temizlenmistir. Hazirlanan
preparatlar mikroskopta sayilmak iizere preparat kutularina yerlestirilip inceleninceye

kadar buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Kanatlarin dorsal ve ventral yiizeylerindeki mevcut trikomlar1 gorebilmek igin
mikroskobun ince ayariyla oynanarak mutant klonlarin tespit edilmesi saglanmis ve
klonlar sektorlerin konumlarina gore not edilmistir. Hazirlanan kanat preparatlar1 A, B,
C, C, D, D’ ve E sektorline ayrilarak mutant klonlar 151tk mikroskobunda 10x40

biiylitmede analiz edilmistir. Her uygulama igin (insektisit+bitki oziitleri ve bunlarin
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birlikte uygulanmasi) 40 ¢ift kanat incelenmistir (Sekil 3.15.). SMART

uygulamalarindaki deneysel asamalar sekil 3.16.’da 6zetlenmistir.

Sekil 3.15. D. melanogaster normal kanat fenotipine ait sektorlerin gosterimi [Orijinal]

Mutan klonlarin siniflandirilmasi ise su sekildedir:

Kiiciik tek tip mwh klonlar: 1 ya da 2 tane mwh klonu mevcuttur.

Biiyiik tek tip mwh klonlar: 3 ve 3’ten fazla mwh klonu igerir.

Biiyiik tek tip flr® klonlar: 4 ve 4’ten fazla klon varsa flr*-biiyiik tek tip klon olarak
adlandirilir.

ikiz Kklonlar: Mwh ve fIr*ye ait klonlarin bir arada bulundugu durumdur.

Preparatlardaki mutant klonlar tespit edilirken asagidaki durumlara dikkat edilir:

e ikiz klonlar flr’-sentromer arasindaki rekombinasyon sonucu olusurken, kiigiik
veya biiyilik tek tip klonlar nokta mutasyonu, mitotik rekombinasyon, delesyon
ya da ayrilmama sonucu olusmaktadir.

e ki klon arasinda 3 ya da daha fazla trikomun bulunmasi halinde klonlar ayr1 ayr
degerlendirilerek iki klon seklinde not edilir,

e Bazen hiicrelerde bir kokten iki trikomun ¢iktig1 durumlar da olabilmektedir.
Eger bu ikili trikomlar klon icerisinde ise diger mutant klonlara dahil edilir,

degilse tek basina bir anlam ifade etmez ve degerlendirilmeye alinmaz.
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Sekil 3.16. SMART testinde insektisit+bitki ekstrelerin birlikte uygulanmasinin sematik olarak gosterimi; a)Caprazlama sonucu
elde edilen transheterozigot larvalarin segimi b, c, d) Insektisit ve bitki ekstre ¢ozeltilerin hazirlanmasi e, f)
Karayemis ve koyun otu bitki ekstrelerinin insektisitle birlikte larvalara uygulanmasi g, h) Normal ve serrat kanatlarin
kesim asamasi 1) Normal ve serrat kanatlarin yapistirilma asamasi j)Mutant klonlarin tespit edilmesi
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3.2.8. Istatistik verilerin degerlendirilmesi

Bu calismada, Allium testi sonuglar1 IBM Statistics SPSS26.0 programi kullanilarak
analiz edilmistir. Normal ve homojen dagilim gosteren verilerin degerlendirilmesinde
“One Way ANOVA testi”, gruplar arasindaki farkliliklar1 ise Coklu Karsilastirma
testlerinden “Duncan testi” kullanilmigtir. Normal ve homojen dagilim gdstermeyen
verilerin degerlendirilmesinde ise”, “Two-Independent-Sample T Test” ve anlaml
farkliligin hangi konsantrasyonlar arasinda oldugunu belirlemek i¢in ise “Mann-
Whitney U” testi kullanmilmistir. Tablolar, Microsoft Windows Office Excel

programinda olusturulmustur.

Mitotik indeks = (Béliinen Hiicre Sayist) / (Toplam Hiicre Sayis1)x100 (Sehgal ve ark.

2006) formiilii ile belirlenmistir.

Faz indeksleri; Ifaz = (Faza ait hiicre sayis1)/ (toplam boliinen hiicre sayis1)*100

(Ivanova ve ark. 2003) formiilii kullanilarak degerlendirilmistir.

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

boliinen hiicre sayis1) (Oney-Birol 2019) formiilleri ile belirlenmistir.

SMART testinden elde edilen klon sayisi verileri, Kastenbaum ve Bowman (1970)
binomial kosullu test yontemi ve x2 testi ile degerlendirilmistir. Klon indiiksiyon
frekans degerlerinin negatif (-), pozitif (+), zayif pozitif (w) ve ihmal edilebilir farklilik
(1) degerlendirmeleri Frei ve Wiirgler (1988) coklu karar metoduna goére belirlenmistir.
Ayrica SMART testinden elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “Kolmogorov-

smirnov testi” ve Mann Whitney U” testi kullanilmigtir.
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4. BOLUM

BULGULAR

4.1. Metaflumizon’a maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerindeki etkilerinin
degerlendirilmesi

Metaflumizon uygulamasinin ortalama kok uzunluguna etkisi Sekil 4.1.’de
gosterilmistir. Pestisitin sogan kok uclarina verilmesiyle birlikte 24 ve 48 s’lik muamele
edilmesi sonucu biiyiime kontrolii ile karsilastirildiginda dozlarin artmasina bagli olarak
sogan koklerinin uzamasi azalmis ve en yliksek doz grubundaki sogan kok uclarinda
yapigmalar gozlenmistir. 24 saat boyunca Mtf’ye maruz kalan A. cepa kok ucu
uzamalarinda negatif kontrolde 1,53+0,11 cm, 0, 425 mL/L deney grubunda 0,96+0,13,
0,85 mL/L deney grubunda 0,93+0,09 cm, 1,7 mL/L doz grubunda 0,63+0,09cm ve 3,4
mL/L deney grubunda 0,07+0,01 cm olarak Ol¢iilmiistiir. 48 saatlik maruziyet
sonucunda negatif kontrol grubunda 2,52+0,23 cm iken en yiiksek doz grubu olan 3,400

mL/L’de ise 0,07+0,03 cm olarak Ol¢tilmiistiir.
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Kontrol grubu 0,425 ml/L 0,85ml/L 1,7 ml/L 3,4 ml/L
Metaflumizon 24 ve 48 s'lik ortalama kok uzunluklari

Sekil 4.1. Metaflumizon’un kontrol ve deney gruplarindaki 24 ve 48 s’lik ortalama kdk
uzunluklar1
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24 saat boyunca Metaflumizon’a maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerinde Mitotik
indeks degeri negatif kontrol grubunda 7,47+0,18 iken, 0,850 mL/L deney grubunda
6,78+0,28, 1,700 mL/L deney grubunda 5,88+0,05, 3,400 mL/L deney grubunda ise
2,98+0,15 olarak belirlenmistir. 48 saatlik maruziyet sonucunda negatif kontrol
grubunda 7,5040,40 iken, 3,400 mL/L deney grubunda ise 2,60+0,09 olarak belirlenmis
olup elde edilen mitotik indeks verilerinin istatistiksel degerlendirmesi sonucunda
negatif kontrole gore 3,400 mL/L konsantrasyonunda mitotik indeksteki azalma anlaml
bulunmustur (p<0,05). Farkli konsantrasyonlarda Metaflumizon’a 24 ve 48 saat
stiresince maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerindeki mitotik indeks verileri Tablo 4.1.

ve Sekil 4.2.”de verilmistir.

Tablo 4.1. Farkli konsantrasyonlarda Metaflumizon’a maruz kalan A. cepa kdk ucu
hiicrelerinde (%) faz indeks (+ss) ve mitotik indeks (Harfler istatistiksel
olarak farkli homojen gruplar1 simgelemektedir)

Zaman Grupld Boliinme Evreleri Faz indeksi (%)(£SS) Mitotik indeks
(£SS)
Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
Negatif Kontrol | 25,33+0,69 | 27,57+1,85 | 31,40+1,50 | 15,70+1,28 7,47+0,18%
Pozitif Kontrol | 23,43+2,70 | 29,89+3,25 | 32,40+0,77 | 14,27+3,75 7,24i0,60a’b
0,425 mL/L | 17,59£1,43 | 32,46+3,76 | 32,56+4,39 | 17,40+1,26 7,120,33%P
24 Saat 0,850 mL/L 16,40+2,57 | 36,54+1,95 | 31,34+4,02 | 15,72+£2.34 6,78ﬂ:0,28b
1,700 mL/L 14,29+1,17 | 34,81£1,50 | 35,49+2,00 | 15,42+1,81 5,88+0,05°
3,400 mL/L | 20,53+2,19 | 47,3246,31 | 18,75+3,50 | 13,39+6,08 2,98i0,15d
Negatif Kontrol | 17,5140,65 | 33,78+2,24 | 33,78+1,96 | 14,93+1,17 7,50+0,40
Pozitif Kontrol | 18,21£1,71 | 31,79£2,26 | 35,96+2,68 | 14,04+1,97 7,36+0,61 8
48 Saat 0,425 mL/L 15,1542,03 | 35,71£2,04 | 34,65+3,31 | 14,48+0,72 6,78+0,28 a
0,850 mL/L | 13,701,17 | 33,40+1,17 | 37,05+0,59 | 15,85+2,11 7,10+0,49
1,700 mL/L 14,16+1,00 | 33,24+1,11 | 35,65+2,70 | 16,95+1,50 6,92+0,12 %
3,400 mL/L | 29,74+2,16 | 37,70+8,20 | 21,79+4,78 | 10,77+2,05 2,60+0,09°
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0,00 n T T
Negatif Pozitif 0,425 mL/L 0,850 mL/L 1,700 mL/L 3,400 mL/L
Kontrol Kontrol
Metaflumizon kontrol ve deney gruplar
Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda Metaflumizon’un 24 ve 48 saat siiresince maruz
kalan A. cepa kok ucu hiicrelerindeki mitotik indeks verileri

24 saat Metaflumizon’a maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerinde (%) MN frekansi
negatif kontrol grubunda genetik hasar 0,13+0,23 iken 3,400 mL/L konsantrasyonda
2,33+1,15 oldugu goriilmiistiir. MN frekansindaki bu artis istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. 24 saatlik maruziyet sonrasi ise negatif kontrol grubunda toplam genetik
hasar %14,47+0,64 iken konsantrasyon artisina bagl olarak hasar miktar1 da artmis ve
0,425 mL/L, 0,850 mL/L, 1,700 mL/L, 3,400 mL/L konsantrasyonlarinda sirasiyla
25,67+0,76, 30,73+0,76, 35,40+0,72 ve 72,53+2,20 olarak belirlenmistir. Bu artisin hem
negatif kontrole goére hem de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugu
gorlilmiistiir (p<0,05). 48 saatlik maruziyet sonrasinda negatif kontrol grubunda MN
miktart % 0,00+£0,00 iken 1,700 mL/L ve 3,400 mL/L konsantrasyonlarda sirasiyla
%1,27+0,46 ve 1,73%1,7 olarak belirlenmistir (p<0,05). Toplam % genetik hasar negatif
kontrol grubunda 23,40+1,44 iken, 0,850 mL/L, 1,700 mL/L ve 3,400 mL/L
konsantrasyonlarinda sirasiyla 30,334+2,05, 33,27+4,24, 40,13+0,70 ve 81,8+0,72 olarak
gozlenmis olup, bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Toplam

genetik hasar verileri Sekil 4.3.ve Tablo 4.2.’de verilmistir.
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80,00 - m 24 saat
m 48 saat

70,00

60,00

Toplam genetik hasar

Negatif Pozitif 0,425mL/L 0,850mL/L 1,700mL/L 3,400mL/L
Kontrol Kontrol

Metaflumizon kontrol ve deney gruplari

Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda Metaflumizon’un 24 ve 48 saat siiresince maruz
kalan A. cepa kok ucu hiicrelerindeki toplam genetik hasar verileri
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Tablo 4.2. Farkli konsantrasyonlarda Metaflumizon’a maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerinde (%) genetik hasar (Harfler istatistiksel
olarak farkli homojen gruplari simgelemektedir, MN: Mikroniikleus)

Bozulmus : . o Kutup - . . % Toplam
Zaman Profaz Diizensizlik | Yapisiklik | C-mitoz | Vagrant | Laggard Kaymas! Koprii | Fragment | Multipolarite MN hasar
Egg?}(‘)‘; 1,40£0,20 | 3,930,95 | 0,53+0,61 |0,00£0,00 | 1,93£0,42 | 0,07+0,12 | 2,00£0,53 | 4,07£0,50 | 0,00£0,00 | 0,40£0,35 | 0,130,23% | 14,47+0,64°
Pozitif 2 | 3333272
Kontrol | 387050 | 807+1,53 | 167+1,10 | 2,53£0,50 | 247+0,70 | 0,93+0,12 | 6,40+0,60  5,13+1,03 | 0,80:0,60 | 0,73£0,81 | 0,73:0,64 bid
2155 2,20£0,20 | 6,93:0,81 | 1,070,81 |1,47+0,64 |2,53+0,46 | 0,13£0,12 | 6,33£0,70 | 3,53£0,12 | 0,07¢0,12| 1,00£0,20 | 0,40£0,20° | 25,670,76°
24 saat %E?E 2,6740,70 | 9,40£0,72 | 1,80+1,11 |2,60+0,87 |3,13+0,58 | 0,20+0,00 | 6,13+0,83 | 3,87+0,95 [0,13+0,12| 0,27+0,3L | 0,53%0,12° | 30,73+0,76"
rln[(/’f 2,73£0,76 | 8,2740,31 | 1,20£0,53 |2,80+0,72 | 4,47+0,90 | 0,130,12 | 8,67+1,53 | 5,80+0,72 | 0,20£0,20 | 0,40+0,53 | 0,60£0,20* | 354020,72°
3mi98 7,20£1,22 | 22,40+1,83 | 16,47+0,64 | 9,27+2,04 | 1,73+1,67 | 0,070,12 | 8,13+3,06 | 4,87+2,47 | 0,13£0,12 | 0,00+0,00 | 2,331,15" | 72,53+2,20°
Eg?‘?rtc')‘; 1,67£0,31 | 5,20£0,92 | 0,47£0,64 |0,670,61 | 3,60£0,20 | 0,130,12 | 7,47+1,81 | 4,20£0,20 [ 0,00£0,00| 0,00£0,00 | 0,00+0,00° | 23,40+1,44°
Egﬁg‘; 4,80+1,40 | 6,73+1,30 | 2,00£0,35 |2,870,70 | 4,33£0,42 | 2,20£0,53 | 8,07+0,95 | 6,93£0,31 | 1,67£0,23 | 2,00£0,53 | 3,00£0,53° | 44,60+3,52°
0S| 2331050 | 593£042 | 1674061 |2,134012 | 4132095 | 0,40:0,20 | 7,20:0,53 | 4,40:0,60 | 0,07£0,12| 133£110 | 0,73:0,76"” | 30,33£2,08"
48 saat
%ﬁ‘j’ﬁ 1,67£0,12 | 6,80+0,92 | 1,87+0,70 |2,33+1,36 | 4,53+0,58 | 0,33+0,23 | 8,000,72 | 6,13£0,92 | 0,20£0,20 | 0,80£0,53 | 0,60+0,40°" | 33,27+4,24°
rlnzgf 4,600,87 | 7,07+0,42 | 2,2740,99 |2,00£0,20 | 5,07+0,61 | 0,53+0,58 | 9,47+1,30 | 6,13+0,61 | 0,47+0,23 | 1,13+0,12 | 1,2740,46*° | 40,13£0,70°
3mf(/)8 19,60£0,53 | 20,26+2,01 | 19,46£1,47 | 8,26+0,61 | 1,8£0,34 | 00 |7,13£122|3460,64 |0,06:0,11| 00 1,73+1,7°° | 81,840,72°
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4.2. L. officinalis ekstresinin A. cepa kok wucu hiicrelerindeki etkilerinin
degerlendirilmesi

Karayemis bitki ekstresinin sogan kok uglarima uygulanmasinin ortalama kok
uzunluguna etkisi Sekil 4.4.’te verilmistir. 0,205 mg/mL, 0,210 mg/mL, 0,420 mg/mL
ve 0,840 mg/mL L. officinalis ekstresine maruz birakilan A. cepa kok ucu hiicrelerinde
ortalama kok uzamalar1 24 saat boyunca maruziyet sonucunda negatif kontrol grubunda
1,18+0,24 cm iken, konsantrasyon artisina bagli olarak sirasiyla 0,82+0,36, 0,62+0,03,
0,42+0,105 ve 0,28+0,03 cm olarak Olgiilmiistiir. 48 saatlik maruziyet sonucunda
negatif kontrol grubunda 1,9+0,17 c¢cm iken en yiiksek doz grubu olan 0,840 mg/mL’de

ise 0,6+0,13 cm olarak dl¢iilmiistiir.

2,5
m24s
2 m48s

Kok uzunluklari (cm)

Kontrol grubu 0,105 mg/ml 0,21 mg/ml 0,42 mg/ml 0,84 mg/ml
L. officinalis ekstresinin 24 ve 48 s'lik ortalama kok uzunluklar:

Sekil 4.4. L. officinalis ekstresinin 24 ve 48 s’lik maruziyeti sonucu ortalama kok
uzunluklari

24 saat boyunca L. officinalis ekstresine maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerinde
Mitotik indeks degeri negatif kontrol grubunda 6,72+0,09 iken, 0,420 mg/mL
konsantrasyon grubunda 6,09+0,39, 0,840 mg/mL konsantrasyon grubunda 5,17+0,39
olarak belirlenmistir. 48 saatlik uygulama sonucunda ise negatif kontrol grubunda
7,11+0,03 iken, 0,420 mg/mL konsantrasyon grubunda 6,48+0,28, 0,840 mg/mL
konsantrasyon grubunda 5,45+0,31 olarak belirlenmistir. Mitotik indeksteki bu
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konsantrasyon artigina baglh azalislar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)

(Tablo 4.3., Sekil 4.5.)

Tablo 4.3. Farkli konsantrasyonlarda L. officinalis ekstresine maruz kalan A. cepa kok
ucu hiicrelerinde (%) faz indeks (+ss) ve mitotik indeks (harfler istatistiksel

olarak farkli homojen gruplar1 simgelemektedir)

Zaman Gruplar Boliinme Evreleri Faz Indeksi (%)(£SS) Mitotik indeks
P Profaz Metafaz Anafaz Telofaz (£SS)
Negatif | 19550373 | 34,0563.42 | 28372026 | 18,032,883 | 6,72£0,09°
Kontrol ’ ’ ’ ’ ’ > > ) > ,
Pozitif ah
Kontrol 18,67+2,13 | 36,29+3,87 | 28,26+0,74 | 16,79+3,21 6,25+0,17
0,105 mg/mL | 16,68+2,41 | 32,36+3,33 | 32,20+1,36 | 18,76+2,27 6,73+0,29°
24 saat
0,210 mg/mL | 14,34+1,70 | 35,32+1,88 | 31,15+1,25 | 18,73+1,56 6,1240,26"
0,420 mg/mL | 16,40+3,18 | 39,67+2,27 | 27,35+2,95 | 16,58+4,34 6,09+0,39°
0,840 mg/mL | 20,80+3,20 | 40,93+2,10 | 22,73+2,31 | 15,53+1,09 5,17+0,39°
Negatif ah
Kontrol 17,61+4,12 | 31,30+3,06 | 28,12+0,60 | 22,97+2,09 7,11£0,03
Pozitif abc
Kontrol 20,76+3,55 | 32,752,09 | 30,99+0,87 | 15,50+1,01 | 6,84+0,10
0,105 mg/mL | 16,66+3,54 | 34,75+535 | 27,65+1,04 | 20,93+2,92 7.16+0,17°
48 saat
0,210 mg/mL | 14,98+1,79 | 33,86+3,50 | 27,57+4,14 | 25,22+1,78 6,5240,23"°
0,420 mg/mL | 19,06+0,85 | 36,88+1,60 | 25,48+1,10 | 18,58+1,42 6,48+0,28°
0,840 mg/mL | 19,74+2,77 | 37,06£2,54 | 25,37+2,53 | 17,84+2,75 5,45+0,31°

24 saat L. officinalis ekstresine maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerinde (%) toplam
genetik hasar frekansi negatif kontrol grubunda genetik hasar %14,20+0,20 iken en
yiiksek konsantrasyon olan 0,840 mg/mL konsantrasyonda %15,33+0,42 oldugu
goriilmiistiir. Toplam genetik hasardaki bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,05). 48 saatlik maruziyet sonucunda ise negatif kontrol grubunda toplam genetik
hasar %12,47+0,50 iken 0,840 mg/mL konsantrasyonlarinda %18,40+2,08 olup, bu artig
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil 4.6., Tablo 4.4.).
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m 24 saat

m 48 saat

Mitotik indeks

Negatif Pozitif 0,105 0,210 0,420 0,840
Kontrol Kontrol mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

L. officinalis ekstresinin kontrol ve deney gruplari

Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda L. officinalis ekstresine 24 ve 48 saat siiresince
maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerindeki mitotik indeks

H 24 saat
m 48 saat

Negatif Pozitif 0,105 0,210 0,420 0,840
Kontrol Kontrol mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

L. officinalis ekstresinin kontrol ve deney gruplari

40,00 -
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00

10,00

Toplam genetik hasar (%)

5,00

0,00

Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda L. officinalis ekstresine 24 ve 48 saat siiresince
maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerindeki toplam genetik hasar
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Tablo 4.4. Farkli konsantrasyonlarda L. officinalis ekstresine maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerinde (%) genetik hasar (Harfler
istatistiksel olarak farkli homojen gruplari1 simgelemektedir)

Zaman Boznlnilly Diizensizlik | Yapisiklik | C-mitoz Vagrant Laggard Kutup Kopri Fragment | Multipolarite Mikroniiklen | Toplam Genetik
Profaz Kaymasi S Hasar
Negatif
Kontrol |1 201020 |4,67+028 | 0,60£0,20 | 0,00+0,00 |1,20£0,35 |0,4040,20 |3,33+0,23 |2,27+0,42 |0,0040,00 |0,47+0,31 0,07£0,12*" | 14,20£0,20*"
Pozitif
Kontrol | 2,40+0,20 | 6,53+1,51 |2,73+0,31 |2,07+0,64 |2,00+0,00 |1,20+0,35 |5,60+0,20 |3,93+0,31 |0,11+0,12 |1,27+0,31 1,80+0,40¢ | 30,00+0,87°
0,105
24 s mg/mL 11334023 |6,07£1,18 | 0,40£0,20 |0,67+0,50 |1,93+0,31 |0,2040,20 |3,87+0,31 |2,73+0,76 |0,00+0,00 |0,87+0,12 0,20+0,20*° | 18,27:0,83
0,210
mg/mL | 1,07+0,12 |4,93+£0,25 |0,60+0,20 |0,47+0,31 |1,40£0,40 |0,53+0,50 |3,87+0,42 |3,00+0,20 |0,00+0,00 |0,80:0,20 0,20+0,00° | 16,87::0,50°
0,420
mg/mL | 0,80+0,35 |4,40+0,10 |0,07+0,12 |0,13+0,23 |1,20£0,20 |0,07+0,12 |3,53+0,42 |2,53+0,31 |0,00+0,00 |0,53+0,12 0,00£0,00® |13,27+0,81%
0,840
mg/mL | 1,27+0,23 |4,33+0,20 |0,20+0,20 |0,53+0,12 | 1,20+£0,20 | 0,07+0,12 |3,80+0,92 |3,00+0,20 | 0,00+0,00 | 0,53+0,12 0,40+0,20° | 15,33+0,42"
Negatif
Kontrol | 60+0,20 |4,00:0,35 | 0,00+0,00 | 0,00£0,00 |1,07+0,23 |0,00+0,00 |4,00+0,80 |2,60+0,20 |0,00+0,00 |0,20+0,20 0,00£0,00® |12,47+0,50%
Pozitif
Kontrol |3,73+1,45 |7,13+0,39 |2,33+0,40 | 1,20+0,40 |1,87+0,12 |2,33+0,23 |4,80+0,60 |4,93+0,61 |2,0+0,20 |1,60+0,20 2.93+1,04° |33,03+1,70°
0,105
mg/mL  |0,80+0,20 |5,27+0,20 |0,33+0,23 | 0,60+0,20 | 1,60+0,20 |0,20+0,20 |4,40+0,40 |2,93+0,31 |0,00+0,00 |0,40+0,35 0,20+0,00% | 16,73+0,23"
48's 0,210
mg/mL | 0,47+0,31 |4,67+0,31 [0,13+0,12 |0,20+0,20 | 1,00+£0,20 | 0,07+£0,12 | 4,00+£0,20 |2,53+0,50 |0,00+0,00 |0,53+0,31 0,07+£0,12%  |13,67+0,23%
0,420
mg/mL 1 0.60+0,00 |4,27£0,03 | 0,00£0,00 |0,00+0,00 |0,67+£0,70 |0,27+0,31 |3,47+0,50 |2,00+0,20 |0,00+0,00 |0,40+0,40 0,07+0,12% |11,73+0,83"
0,840
mo/mL | 534012 |4,60£0,81 |1,53£0.31 |1,67+0,58 |1,07+0,50 |0,0040,00 |5,00+1,00 |2,13+0,31 |0,00+0,00 |0,67+0,31 0,20+0,35% | 18,40+2,08"
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4.3. L. officinalis ekstresi ve Metaflumizon’un A. cepa kok ucu hiicrelerine
birlikte etkilerinin degerlendirilmesi

24 saat boyunca 1,7 mL/L Metaflumizon ve 0,105 mg/mL, 0,210 mg/mL, 0,420 mg/mL
L. officinalis ekstresine maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerinde ortalama kok
uzamalar1 Sekil 4.7.’de belirtilmistir. 48 saat siire sonunda negatif kontrol grubunda
ortalama kok uzunlugu 2,14+0,27 cm, 1,7 mL/L+105 mg/mL, 1,7mL/L+0,210 mg/mL
ve 1,7 mL/L+0,420 mg/mL Metaflumizon+L. officinalis karistmina maruz kalan A. cepa
kok ucu hiicrelerinde ortalama kok uzamalar sirasiyla 1,16+£0,13 cm, 1,21+0,22 ve

1,08+0,21 cm olarak Olgiilmiistiir.

2,5
E 2
N2
515
=
=
=
S 1
S
o
Q
% 0,5 I
0 |
Kontrol grubu I 1,7 ml/L + 1 7 ml/L +0, 21 1,7 ml/L +
0,105 mg/ml mg/ml 0,42 mg/ml
Metaflumizone+L. officinalis karistminin ortalama kok uzunluklar:

Sekil 4.7. Metaflumizon+L. officinalis karisimma maruz kalan uygulama dozlarinin
ortalama kok uzunluklar

24 saat boyunca IKG (1,7 mL/L Metaflumizon+0,000 mg/mL) ve 1,7 mL/L
Metaflumizon+0,105 mg/mL L. officinalis ekstresi, 1,7 mL/L Metaflumizon+0,210
mg/mL L. officinalis ekstresi, 1,7 mL/L Metaflumizon+0,420 mg/mL L. officinalis
ekstresine maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerinde mitotik indeks degeri negatif
kontrol grubunda 6,89+0,05 iken, IKG’de 6,50+0,17, 1,7 mL/L Metaflumizon+0,105
mg/mL L. officinalis ekstresi konsantrasyonda 6,37+0,09, 1,7 mL/L Metaflumizon+

0,21 mg/mL L. officinalis konsantrasyon grubunda 6,03+0,17, 1,7 mL Metaflumizon+
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0,42 mg/mL, L. officinalis konsantrasyon grubunda ise 5,80+0,26 olarak belirlenmistir.
Mitotik indeksteki bu konsantrasyon artigina bagli azaliglar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. Mtf+L. officinalis karisimina maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerinde (%)
faz indeks (£ss) ve mitotik indeks (Harfler istatistiksel olarak farkli homojen
gruplar1 simgelemektedir)

Gruplar Boliinme Evreleri Faz Indeksi (%)(#SS)

Profaz Metafaz Anafaz Telofaz Mitotik indeks
(£SS)

Negatif Kontrol | 16,16+2,92 30,67+2,89 26,05+4,17 27,11+1,95 6,89j:0,05d

Pozitif Kontrol 15,134+2,03 36,54+7,76 25,78+2,76 22,55+3,58 6,81:&0,28C’d

KG 12,32+1,00 31,60+1,21 29,72+1,32 26,36+1,44 6,50ﬂ:0,17b’C
1,7 mL/L-0,105
mg/mL

1,7 mL/L-0,21
mg/mL

1,7 mL/L-0,42
mg/mL

16,0140,23 33,5842,50 | 27,18+2,32 | 23,23+164 6,37+0,09"

14,54+2,24 29,84+6,15 26,81+3,23 28,81+3,06 6,03+0,17°

12,34+2,93 27,78+1,27 26,26+3,50 33,63£5,21 5,80+0,26°

24 saat boyunca negatif kontrol, IKG (1,7 mL/L Metaflumizon+0,000 mg/mL L.
officinalis ekstresi) ve 1,7 mL/L Metaflumizon+0,105 mg/mL L. officinalis ekstresi, 1,7
mL/L  Metaflumizon+0,210 mg/mL L. officinalis  ekstresi, 1,7 mL/L
Metaflumizon+0,420 mg/mL L. officinalis ekstresi maruz kalan A. cepa kdok ucu
hiicrelerinde toplam genetik hasar sirasiyla 11,8040,60, 24,73+1,40, 18,60+1,31,
14,20+0,53, 11,73£0,46 seklinde oldugu tespit edilmis olup, Metaflumizon’un
genotoksik etkisine karsi belirlenen konsantrasyonlarda L. officinalis ekstresinin
genotoksik etkiyi azalttig1 ve bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur

(Sekil 4.8., Tablo 4.6.,) (p<0,05).
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35,00

5,00

H 24 saat
. 30,00 1 W 48 saat
X
~ 25,00 -
o
8
~ 20,00 -
2
S 15,00 -
=
o
g 10,00
|_

1

Negatif Pozitif 1,7mL/L-  17mL/L- 1,7mL/L-
Kontrol Kontrol 0,105 ml/L 0,21 ml/L 0,42 ml/L

0,00

Mtf+L. officinalis

Sekil 4.8. Metaflumizon’un genotoksik etkisine kars1 L. officinalis ekstresinin A. cepa
kok ucu hiicrelerine birlikte etkilerinin degerlendirilmesi
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Tablo 4.6. Mtf+L. officinalis karistmina maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerinde (%) genetik hasar (Harfler istatistiksel olarak farkli
homojen gruplari simgelemektedir)

Bozulmus | ... . F Kutup e . . . N Toplam
Profaz Diizensizlik | Yapisikik | C-mitoz | Vagrant | Laggard Kavmas Kopri Fragment | Multipolarite | Mikroniikleus Genetik Hasar
Negatif Kontrol | 0,40+0,20 | 4,07£0,42 | 0,33+0,23 |0,00+0,00 | 1,070,31 | 0,00£0,00 | 3,60+0,35 | 2,20+£0,35 | 0,00£0,00 | 0,13+0,23 0,00£0,00% | 11,80+0,60°
Pozitif Kontrol | 2,20+0,20 | 5,93+1,22 | 3,33+1,15 |1,13+0,12 | 1,67+0,12 | 1,13+0,42 | 5,80+1,20 | 3,13+0,42 | 0,07+0,12 | 1,27+0,58 0,53+0,92 2 26,2011,78d
,§ IKG 1,33+0,12 | 7,07+1,33 | 2,93+0,90 | 0,27+0,46 | 1,00+0,60 | 0,87+0,31 | 6,27+0,92 | 3,60+0,40 | 0,20+0,00 | 0,93+0,12 0,27+0,31°2 24,73i1,40d
2
(@]
_i 1,7 mL/L- a c
& 0,93+0,31 | 6,20+0,87 | 0,73+£0,61 |0,13+0,12 | 1,33+0,23 | 0,40+0,35 | 5,00+0,53 | 3,87+1,50 | 0,00+0,00 | 0,60+0,20 0,07+0,12 18,60+1,31
S| 0,105 mg/mL
1,7 mL/L- . b
0,87+0,12 | 5,33+0,42 | 0,13+0,23 | 0,00+0,00 | 0,80+0,20 | 0,13+0,12 | 4,13+0,50 | 3,33+1,67 | 0,00+0,00 | 0,47+0,23 0,00+0,00 14,20+0,53
0,21 mg/mL
1,7 mL/L- a a
; 0,33+0,12 | 4,47+0,12 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,40+0,20 | 0,07+0,12 | 3,80+0,35 | 2,53+0,23 | 0,00+0,00 | 0,13+0,12 0,00+0,00 11,73+0,46
0,42 mg/mL

60




44. A. eupatoria ekstresinin A. cepa kok ucu hiicrelerine etkilerinin
degerlendirilmesi

Koyun otu bitki ekstresinin sogan kok uglarina uygulanmasinin ortalama kok
uzunluguna etkisi Sekil 4.9.’da verilmistir. 5 mg/mL, 10 mg/mL, 20 mg/mL, ve 40
mg/mL A. eupatoria ekstresine maruz birakilan A. cepa kok ucu hiicrelerinde ortalama
kok uzamalart 24 saat boyunca maruziyet sonucunda negatif kontrol grubunda
1,00+£0,28 cm iken, konsantrasyon artigina bagli olarak sirasiyla 0,87+0,26, 0,76+0,24,
0,55+0,11 ve 0,52+0,15 cm olarak olctilmiistiir. 48 saatlik maruziyet sonucunda negatif
kontrol grubunda 1,87+0,01 c¢cm iken en yiiksek doz grubu olan 40 mg/mL’de ise

0,894+0,16 cm olarak ol¢iilmiistiir.

W 24 saat

M 48 saat

2,5

E

S

£ 15
3

El

S 1
N

=

<

He)

¥ 05

Kontrol grubu 5 mg/ml 10 mg/ml 20 mg/ml 40 mg/ml

A. eupatoria ekstresinin 24 ve 48 s'lik ortalama kok uzunluklar:

Sekil 4.9. A. eupatoria ekstresinin 24 ve 48 s’lik maruziyeti sonucu ortalama kok
uzunluklari

5 mg/mL, 10 mg/mL, 20 mg/mL ve 40 mg/mL A. eupatoria ekstresine maruz birakilan
A. cepa kok ucu hiicrelerinde mitotik indeks degeri 24 saat boyunca maruziyet
sonucunda negatif kontrol grubunda 6,75+0,53 iken, konsantrasyon artisina bagli olarak
sirastyla 6,20+0,53, 5,67+0,45, 5,67+£0,40 ve 5,65+0,22 olacak sekilde azalmis olup bu
durum negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Ancak

deney gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir(p>0,05). 48

61



saatlik maruziyet sonunda ise negatif kontrol grubunda 7,05+0,16 iken 20 mg/mL ve 40

mg/mL gruplarinda sirasiyla 6,54+0,08 ve 6,34+0,11 olarak bulunmus olup, mitotik

indeksteki azalis negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)

(Tablo 4.7., Sekil 4.10.).

Tablo 4.7. Farkli konsantrasyonlarda A. eupatoria ekstresine maruz kalan A. cepa kok
ucu hiicrelerinde (%) faz indeks (+ss) ve mitotik indeks (Harfler istatistiksel

olarak farkli homojen gruplar1 simgelemektedir)

Boéliinme Evreleri Faz Indeksi (%)(£SS)

Mitotik indeks

Zaman Gruplar .
P Profaz Metafaz Anafaz Telofaz (&SS)
Negatif be
Kontrol 18,95+2,20 | 36,01+5,14 | 30,55+0,88 | 14,49+3,27 6,75+0,53
Pozitif 3
Kontrol 18,26+1,98 | 3527+3,10 | 31,40+4,10 | 15,07£1,73 7,0120,42
24saat| 5mg/mL | 19,25+0,12 | 32,26£6,05 | 31,00£3,60 | 17,49+2,60 | 6,20+0,53 *°
10 mg/mL | 15,10+1,48 | 33,20+1,18 | 33,54+2,03 | 18,16+1,04 5,67£0,45 %
20mg/mL | 17,23+1,82 | 34,10+0,80 | 31,87+0,96 | 16,80£1,37 5,67£0,40 %
40 mg/mL | 20,45+3,28 | 35,19+3,01 | 29,38+4,60 | 14,97+0,48 5.65+0,22°2
Negatif 3
Kontrol 21,44+3,80 | 33,48+0,74 | 26,3442,49 | 18,7542,13 7,05+0,16
Pozitif b
Kontrol 20,53+1,63 | 34,52+1,07 | 28,65+1,18 | 16,30+1,97 6,79+0,31
A8 saat| DMI/ML | 1937136 | 30,55+2,74 | 31404133 | 18,69+1,56 7,01+0,29 ¢
10mg/mL | 18,69+1,24 | 31,83£0,78 | 3223137 | 1725£1,75 | 6,58+0,12°°
20mg/mL | 19,15+2,10 | 30,29+2,46 | 30,88+3,40 | 19,68+1,97 | 6,54+0,08*"
40mg/mL | 17,75+3,07 | 29,88+1,63 | 32,94+2,23 | 19,43+2,42 6,340,112
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8,00

Mitotik indeks

7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00
2,00

1,00 -

0,00 -

Negatif
Kontrol

Pozitif
Kontrol

m 24 saat
H 48 saat

5mL/L

10 mL/L 20 mL/L

A. eupatoria ektresi kontrol ve deney grubu

40 mL/L

Sekil 4.10. Farkli konsantrasyonlarda A. eupatoria ekstresine 24 ve 48 saat siiresince

maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerindeki mitotik indeks

Hem 24 saat hem de 48 saat A. eupatoria ekstresine maruz kalan A. cepa kok ucu

hiicrelerinde (%) toplam genetik hasar frekansi 5 mg/mL, 10 mg/mL, 20 mg/mL ve 40

mg/mL konsantrasyonlarinda konsantrasyon artisina bagl olarak azalig gostermistir.

Toplam genetik hasardaki bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir

(p<0,05) (Tablo 4.8.)
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Tablo 4.8. Farkli konsantrasyonlarda A. eupatoria ekstresine maruz kalan A.

istatistiksel olarak farkli homojen gruplari simgelemektedir)

cepa kok ucu hiicrelerinde (%) genetik hasar (Harfler

Bozulmus 5 o L Kutup . . .. | Mikroniikleu Toplam
Zaman Profaz Diizensizlik | Yapigikhik | C-mitoz | Vagrant | Laggard Kaymas1 Koprii | Fragment | Multipolarite s Genetik Hasar
Egg?:(‘)fl 1,20+0,35 | 6,53+0,71 | 0,87+0,50 | 0,00:0,00 | 0,93+0,42 | 0,00+0,00 | 3,33+0,64 |3,73+0,23|0,00+0,00 | 0,33+0,42 | 0,00+0,00% | 16,930,232
}Egrﬂ:‘; 3,07+0,12 | 6,60+1,97 | 3,27+0,46 | 2,53+0,64 | 2,07+0,58 | 0,87+0,23 | 6,2041,40 |507+0,46 | 0,53+0,23 | 0,33+0,58 | 1,60:072° | 32.13+1,62°
o4 saat | 5mg/mL | 1,67+0,12 | 500+1,03 | 1,13+0,64 |1,00+0,20 | 1,80+0,00 | 0,27+0,23 | 527+0,12 |4,20+0,53 | 0,07+0,12| 0,87+0,23 | 0,33+0,312 | 21,60+1,00°
10 mg/mL | 1,27+0,12 | 3,73+0,73 | 1,80+0,35 |1,27+0,23 | 1,73+0,23 | 0,20+0,20 | 5,73+1,01 |3,47+0,23 | 0,07+0,12 | 0,40+0,20 | 0,20+0,20% | 19,87+0,64°
20 mg/mL | 1,20+0,20 | 5,4040,60 | 0,73+0,76 |0,47+0,42 | 1,53+0,50 | 0,13+0,23 | 4,20+0,40 |2,87+0,31 | 0,07+0,12 | 0,27+0,46 | 0,53+0,50% | 17.40+0,69°
40 mg/mL | 1,00+0,00 | 5,27+1,97 | 2,07+1,81 |0,07+0,12 | 1,20+0,40 | 0,07+0,12 | 3,00+0,53 | 2,53+0,12 [ 0,07+0,12 | 0,07£0,12 | 0,07+0,12% | 14,20+1,71%
Eﬁ%?féf. 1,87+0,23 | 4,73+0,45 | 0,07+0,12 |0,00+0,00 | 0,53+0,42 | 0,00+0,00 | 4,07+0,42 |2,53+0,12|0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,07+0,12° | 13,87+0,58°
;grz]g'ofl 3,40+0,40 | 6,87+0,54 | 2,47+0,23 |2,73+0,31 | 1,73+0,42 | 1,87+0,42 | 527+0,50 |4,47+0,70 |2,69+0,40 | 0,93+0,12 | 3,00:0,53° | 35.40+0.60¢
48 saat | 5 mg/mL | 1,40+0,00 | 4,80+0,42 | 0,33+0,12 | 1,40+0,40 | 2,47+0,12 | 0,27+0,12 | 5,47+0,50 | 3,20+0,20 | 0,07+0,12 | 0,60+0,20 0,8010,72a 20,80jz0,72C
10 mg/mL | 1,27+0,23 | 5,07+0,23 | 1,07+0,95 |1,20+0,20 | 1,2040,72 | 0,07+0,12 | 4,87+0,64 |2,93+0,31 | 0,07+0,12 | 0,33+0,31 | 0,33+0,31% | 18,40+140°¢
20mg/mL | 1,13+0,12 | 553+0,38 | 0,07+0,12 |0,33+0,31 | 1,13+0,12 | 0,07+0,12 | 4,53+0,31 |2,60+0,20 | 0,00+0,00 | 0,60+£0,00 | 0,47+0,23% | 16,47+0.83°
40 mg/mL | 1,60+0,20 | 5,73+0,75 | 0,60+0,40 | 0,53+0,61 | 1,07+0,50 | 0,20+0,20 | 5,13+0,61 | 3,73+0,23 | 0,00+0,0 0,80+0,35 0,8710,58a 20,27ﬂz2,53C
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4.5. A. eupatoria ekstresi ve Metaflumizon’un A. cepa kok ucu hiicrelerine birlikte
etkilerinin degerlendirilmesi

24 saat boyunca 1,7 mL/L Metaflumizon+5 mg/mL AE ekstresi, 1,7 mL
Metaflumizon+10 mg/mL AE ekstresi, 1,7 mL/L Metaflumizon+20 mg/mL AE
ekstresine maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerinde ortalama kok uzamalart Sekil
4.11.°de belirtilmistir. 48 saat siire sonunda negatif kontrol grubunda ortalama kok
uzunlugu 1,9+0,13 cm, 1,7 mL/L+5 mg/mL, 1,7mL/L+10 mg/mL ve 1,7 mL/L+20
mg/mL Metaflumizon+L. officinalis karisimina maruz kalan A. cepa kok ucu
hiicrelerinde ortalama kok uzamalar sirasiyla 0,95+0,20 cm, 0,96+0,13 ve 0,824+0,06

cm olarak 6l¢lilmiistiir.

=
- ol
I I

Kok uzunluklari (cm)
o
ol

I

Kontrol grubu TIlave kontrol 1,7 ml/L+5 1,7 ml/L+10 1,7 ml/L+20
grubu mg/ml mg/ml mg/mi

Metaflumizon+A. eupatoria karistminin ortalama kok uzunluklari

Sekil 4.11. Metaflumizon+ A. eupatoria karigiminin uygulama dozlarinin ortalama kok
uzunluklari

24 saat boyunca sirastyla negatif kontrol, IKG (1,7 mL/L Metaflumizon + 0,0 mg/mL A.
eupatoria ekstresi), 1,7 mL/L Metaflumizon + 5 mg/mL A. eupatoria ekstresi, 1,7 mL/L
Metaflumizon+10 mg/mL A. eupatoria ekstresi ve 1,7 mL/L- Metaflumizon+20 mg/mL
A. eupatoria ekstresine birlikte maruz birakilan A. cepa kok ucu hiicrelerinde mitotik

indeks degeri negatif kontrol grubunda 6,72+0,18 iken IKG konsantrasyonunda
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6,41+£0,23, ve birlikte uygulanan gruplarda konsantrasyon artisina bagli olarak
6,55+0,30, 6,40+0,33, 6,09+0,12 olarak tespit edilmistir. 1,7 mL/L- Metaflumizon +20
mg/mL A. eupatoria ekstresine birlikte maruz birakilan A. cepa kok ucu hiicrelerinde
mitotik indeks degerinde negatif kontrole gore azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (tablo 4.9.) (p<0.05).

Tablo 4.9. Farkli konsantrasyonlarda Mtf+A.eupatoria karisimia maruz kalan A. cepa
kok ucu hiicrelerinde (%) faz indeks (£ss) ve mitotik indeks (Harfler
istatistiksel olarak farkli homojen gruplar1 simgelemektedir)

Béliinme Evreleri Faz Indeksi (%)(£SS)
Mitotik indeks
Gruplar Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
(£SS)
Negatif | 150,77 35,4642,76 28,7242,55 18,67+4,27 6,72+0,18°
Kontrol
Pozitif 17,48+0,98 33,6642,29 29,70+1,71 19,16+2,59 6,7120,08°
Kontrol 2 2 2 b 2 b b b b 2
iKG 16,25:0,95 32,85+3,20 30,36+5,39 20,54+2,80 6,410,232
1,7 mL/L
14,66+2,30 33,615,01 29,9643 21 21,77+2,30 6,55+0,30°
+5 mg/mL
1,7 mL/L
+10 14,30+2,10 36,21+1,63 29,0642,99 20,43+0,58 6,400,332
mg/mL
1,7 mL/L
+20 13,78+1,92 33,23+4,93 27,56+5,50 2542+1,35 6,09+0,12"
mg/mL

24 saat boyunca sirastyla negatif kontrol, IKG (1,7 mL/L Metaflumizon + 0,0 mg/mL A.
eupatoria ekstresi), 1,7 mL/L Metaflumizon + 5 mg/mL A. eupatoria ekstresi, 1,7 mL/L
Metaflumizon+10 mg/mL A. eupatoria ekstresi ve 1,7 mL/L- Metaflumizon+20 mg/mL
A. eupatoria ekstresine birlikte maruz birakilan A. cepa kdk ucu hiicrelerinde toplam
genetik hasar miktart A. eupatoria ekstresinin konsantrasyon artisina bagli olarak
sirastyla 13,20+0,53, 24,00+0,87, 17,33+0,50, 15,53+0,12 ve 13,47+0,6 seklinde
azalmis olup bu azalma IKG grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(tablo 4.10.) (p<0.05).
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Tablo 4.10. Mtf+A.eupatoria karisimina maruz kalan A. cepa kok ucu hiicrelerinde (%) genetik hasar (Harfler istatistiksel olarak farkli
homojen gruplar1 simgelemektedir)

Bozulmus | .. r i Kutup - . . . . Toplam
Profaz Diizensizlik | Yapigiklik | C-mitoz Vagrant | Laggard Kaymas Koprii Fragment | Multipolarite | Mikroniikleus Genetik Hasar
Eﬁﬁ?féf. 0,87+0,12 | 4,33+0,31 | 0,07+0,12| 0,0040,00 | 1,07+0,31|0,00+0,00 | 3,20+0,53 |3,07+0,95 | 0,00+0,00 | 053+023 | 0,07+0,12° | 13,20:0,53°
}Egrf'lt:lofl 2,33+0,12 | 7,47+0,12 | 2,20+0,80 | 0,53+0,23 | 1,73+0,64 | 0,53+0,31 | 6,93+0,23 | 4,40+0,40 | 0,07+0,12 1,47+0,81 1,00+0,53 b 28,67+0,90 °
o
5 IKG 2,00+0,20 | 6,13+0,31 |1,93+0,61 | 0,93+0,61 |1,47+0,12 | 0,40+0,69 | 5,87+0,70 | 3,53+0,42 | 0,07+0,12 1,40+0,53 0,27+0,12% | 24,00+0,87 d
IS
S | 1,7 mLL- ) .
< ; 1,27+0,12 | 5,00+0,20 | 0,53+0,23 | 0,07+0,12 | 0,80+0,40 | 0,13+0,23 | 4,80+1,06 | 3,40+0,35| 0,00+0,00 1,20+0,53 0,13+0,23 17,33+0,50
l 5 mg/mL
= 1,7 mL/L- b
1,47+0,12 | 5,20+0,60 |0,33+0,12 | 0,00+0,00 | 0,67+0,12 | 0,20+0,20 | 4,27+0,42 | 2,27+0,42 | 0,00+0,00 1,07+0,23 0,07+0,12% | 1553+0,12
10 mg/mL
1,7 mL/L- . .
; 1,07+0,12 | 4,40+0,53 | 0,13+0,12 | 0,00+0,00 | 0,60+0,20 | 0,33+0,23 | 3,87+0,42 | 1,87+0,23 | 0,00+0,00 1,20+0,20 0,00+0,0 13,47+0,6
20 mg/mL
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Metaflumizon’un 24 s ve 48 saatlik sogan kok uglarina uygulanmasinin genotoksik
etkileri arastirtlmugtir. 24 s’lik uygulamada en fazla yapisi bozulmus Profaz, c-mitoz,
multipolarite ve MN olusumunu, 48 s’lik uygulamada ise en fazla diizensizlik,
yapisiklik ve anafazda vagrant olusumunu indiikledigi belirtilmistir. Anafaz-telofazda
goriilen kutup kaymasi, koprii ve fragment olusumlart Metaflumizon’un 1,7 mL/L doz
grubunda artis sergilemistir. Metaflumizon’nun genotoksik etkisine karsi belirlenen
konsantrasyonlarda L. officinalis ekstresinin yapist bozulmus kromozom, diizensizlik,
yapisiklik, c-mitoz, vagrant ve laggard gibi olusumlarin frekans yiizdelerini azalttigi
gozlemlenmistir. A. eupatoria ekstresi ve Metaflumizon’un A. cepa kok ucu hiicrelerine
birlikte etkilerinde ise diizensizlik, vagrant ve kutup kaymasi gibi olusumlarin

frekanslarinda azalmalar gergeklesmistir (Sekil 4.12., Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.)
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Sekil 4.12. Allium cepa L. meristematik hiicrelerde normal faz goruntulerl a)Profaz b)
Metafaz c)Anafaz d)Telofaz
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Sekil 4.13. Allium cepa L. meristematik hiicrelerde gézlemlenen anomali ¢esitleri; a)
Yapisi bozulmus profaz b) Diizensiz metafaz c¢) Yapisik metafaz d)
Biniikleer hiicreler ) C-metafaz f) C-anafaz g) Vagrant h) Laggard



: .
Sekil 4.14. Allium cepa L. meristematik hiicrelerde gozlemlenen anomali ¢esitlerinin
devami; 1) Koprii j) Multipolarite k) Fragment 1) Kutup Kaymast m)
Mikroniikleus n) Uzamis hiicreler o)Mtf+LO karigimina maruz kalan sogan

kok ucu hiicrelerindeki iyilesme
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4.6. Metaflumizon uygulamasi sonucu elde edilen yetiskin D. melanogaster
kanatlar ile yapilan SMART testi bulgular

Transheterozigot mwh/flr3 bireylere Metaflumizon uygulama konsantrasyonlarindaki
klon indiiksiyon frekansi negatif kontrol grubunda 0,97 iken 0,5 mL/L, 1 mL/L, 2 mL/L
4 mL/L konsantrasyonlarinda sirasiyla 2,61, 1,69, 1,78, 2,66 ve 2,17 oldugu tespit
edilmistir. Klon indiiksiyon frekanslarinin negatif kontrol grubuna kiyasla arttigi
belirlenmigtir. Frei ve Wiirgler (1988) c¢oklu karar metoduna gore yapilan
degerlendirmede negatif kontrole gore tim deney gruplarinda (+) olup, toksik etki
gosterdigi goriilmiistiir. Toplam mwh klon sayisi agisindan negatif kontrol grubu ile
deney gruplart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=<0,05).
Transheterozigot mwh/TM3 Bds bireylerde ise klon indiiksiyon frekansi negatif
kontrolde 0,73 iken 2 mL/L 1,04 degeriyle (+) olup toksik etki gosterdigi goriilmiistiir.
Ancak toplam mwh klon sayisi agisindan negatif kontrol grubu ile deney gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 4.15., Tablo 4.11.) (p=>0,05).
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m mwh/flr3
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m flr3/TM3, BdS

Toplam klon sayis1
w I a1
o o o

N
o
1

[EEN
o
L

o

Negatif  Pozitif Kontrol 0,5 ml/L 1 ml/L 2ml/L 4 ml/L
Kontrol

Metaflumizon kontrol ve deney gruplari

Sekil 4.15. Metaflumizon uygulamasi sonucu normal ve serrat kanatl sineklerde olusan
toplam klon sayis1
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Tablo 4.11. Transheterozigot larvalara farkli konsantrasyonlarda Metaflumizon uygulamasi sonucu elde edilen yetiskin D. melanogaster

kanatlar1 ile yapilan SMART testi bulgular1 (Harfler istatistiksel olarak farkli homojen gruplar1 simgelemektedir)

Kanat Kiigiik Tek Tip Klon | Biiyiik Tek Tip Klon | Toplam Klon (m=2) Toplam mwh Klon Kontrol
sayisi (m=2) (>2 cells) (m=5) Ikiz Klon (m=5) Sayist Sayisi (m=2) f diizeltmesi
= N No Fr D No Fr D | No Fr | D No Fr D No Fr D
c__z% Negatif Kontrol 240 47 0,2 10 0,04 0 0,00 57 0,24 57° 0,24 0,97
<
g Pozitif Kontrol | 240 122 | 051 | (+) | 45 | 019 |(+)| 18 008 |(+)| 185 | 077 |(+)| 153° | 064 | (+) | 2,61 1,64
°:£ 0,5 mL/L 240 88 | 035 | ()| 19 | 008 | ()| 4 [002] ()| 106 | 044 | ()] 99° | 041 | (+) | 169 0,72
E 1 mL/L 240 83 | 035 | () | 22 | 009 | ()| 6 |003|(*)| 111 | 046 | (+)| 104° | 043 | (+) | 1,78 0,81
2 mL/L 240 129 | 054 | | 30 | 013 |(#)]| 2 |o0o01|G)| 161 | 067 |(+)|156"| 065 | (+) | 2,66 1,69
4 mL/L 240 111 | 046 | () | 17 [ 007 | (@) | 2 [001|G) | 130 | 054 |(+) ] 127° | 053 | () | 217 1,20
Negatif Kontrol 240 41 0,17 2 0,01 0 0,00 43 0,18 43° 0,18 0,73
_% Pozitif Kontrol . b
= 240 85 | 035 | ()| 2 001 | ()| 0o |000 87 | 036 |(+)| 87 036 | (+) | 149 0,76
% 0,5 mL/L 240 48 02 | (i) 1 000 | (G| 0 |000 49 02 | (] 49% | 02 | () | 084 0,11
% 1mL/L 240 47 0,2 (i) 3 0,01 | (i) 0 0,00 50 021 | (-)| 50 @ 0,21 () 0,85 0,12
2 2mL/L 240 55 | 023 | () 6 003 | G)| 0 |000 61 | 025 |(#)| 61% | 025 | (+) | 1,04 0,31
4 mL/L 240 50 | 021 | (9 5 002 | ()| 0 |o0,00 55 | 023 | ()| 55° | 023 | () | 0,94 0,21

N: Kanat Says1, Fr: frekans, D: istatistik sonuclarmin gosterimi, +: pozitif; -: negatif; i: Snemsiz fark; m=carpim faktérii; f: Klon indiiksiyon Frekansi (105), Olasilik
diizeyi:a=p=0,05. Pozitif Kontrol = 10 ppm MMS
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4.7. L. officinalis ekstresinin uygulamasi1 sonucu elde edilen yetiskin D.
melanogaster kanatlari ile yapilan SMART testi bulgular:

Mwh/fIr3 bireylere L. officinalis ekstresinin uygulama Konsantrasyonlarindaki klon
indiiksiyon frekansi negatif kontrol grubunda 0,89 iken 1,5 mg/mL, 3 mg/mL, 6 mg/mL,
12 mg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla 1,13, 1,43, 1,42 ve 1,54 oldugu tespit
edilmistir. Frei ve Wiirgler (1988) coklu karar metoduna gore yapilan degerlendirmede
3 mg/ml, 6 mg/ml, 12 mg/ml deney gruplarinda (+) etkili oldugu yani toksik etki
gosterdigi gorilmistir. Toplam mwh Kklon sayisi agisindan negatif kontrol grubu ile
deney gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Ancak
deney gruplariin kendi arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Mwh/ TM3 Bds
bireylerde ise klon indiiksiyon frekansi negatif kontrolde 0,53 iken 4 mL/L 0,48 olup
degeriyle (-) olup toksik etki gostermedigi goriilmistiir (Sekil 4.16., Tablo 4.12).

70
m mwh/flr3
60 = fIr3/TM3, BdS
= 50
= 40 -
(=]
=
§ 30 -
=
(=]
e 20 |
10 S
0 n T T T T
Negatif Pozitif 1,5 mg/ml 3 mag/ml 6 mg/ml 12 mg/ml
Kontrol Kontrol

L. officinalis ekstresinin kontrol ve deney gruplari

Sekil 4.16. L. officinalis ekstresinin uygulamasi sonucu normal ve serrat kanatl
sineklerde olusan toplam klon sayis1
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Tablo 4.12. Transheterozigot larvalara farkli konsantrasyonlarda L. officinalis ekstresinin uygulamasi sonucu elde edilen yetiskin D.

melanogaster kanatlari ile yapilan SMART testi bulgulari (Harfler istatistiksel olarak farkli homojen gruplari simgelemektedir)

g ’ Biiyiik Tek Tip
Kiigiik Tek Tip L _ _ Toplam mwh Klon Kontrol
Klon (m=2) KIon(En >:25)Cells) Ikiz Klon (m=5) Toplam Klon (m=2) Sayisi Sayisi (m=2) f diizeltmesi
N No | Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D

= Egg?}(‘fl 240 | 49| 0,2 3 | 001 0 | 0,00 52 0,22 500 | 022 0,89
[y
[+
X
E Pozitif Kontrol | 240 101 046 | (+) | 47 | 020 |(#)| 9 | 004 [(+)| 166 0,69 +) | 1579 | o065 | (+) | 268 1,79
S 1,5mg/mL | 240 |57 024 | () 004 |G| 0 | 000 [(G)| 66 0,28 () | 66° | 028 | () | 113 0,24
S 3 mg/mL 240 |80 0,33 | (+) 002 | ()| 1 | 000 |G)]| 85 0,35 +) | 84 | 035 | (+) | 143 0,54
< 6 mg/mL 240 |72 103 | (+) | 11 | 005 |(+)| 2 | 001 | ()| 85 0,35 (+) | 83° 035 | (+) | 1,42 0,53
IS

12mg/mL | 240 |80 1033 | (+) | 10 | 004 [(*)| 0 | 000 | @) | 90 0,38 (+) | 90¢ | 038 | (+) | 154 0,65

Negatif a

= 240 | 30 | 0,13 1 0,00 0 0,00 31 0,13 31 0,13 0,53
c K_ontrol _ _
= | Pozitif Kontrol | 240 | 61| 0,25 | (+) | 3 | 001 | ()| O | 0,00 64 0,27 *+) | 64 027 | (+) | 1,09 0,56
5 15mg/mL | 240 |21(009| () | o | 000 [()| 0 | 000 21 0,09 () [21%P¢] 009 | () | 036 -0,17
B 3 mg/mL 240 | 19008 | () | o | 000 |G| 0 | 0,00 19 0,08 () | 19° | o008 | () | 032 -0,21
£ 6 mg/mL 240 (201008 | (- | 0 | 000 | ()| O | 000 20 0,08 () |20*®| 008 | () | 034 -0,19
E 12mg/mL | 240 |28 (012 | () | 0 | 000 | ()| O | 000 28 0,12 () | 28° ] 012 | () | 048 -0,05

N: Kanat Says1, Fr: frekans, D: istatistik sonuclarmin gosterimi, +: pozitif; -: negatif; i: Snemsiz fark; m=carpim faktérii; f: Klon indiiksiyon Frekansi (105), Olasilik
diizeyi:a=p=0,05. Pozitif Kontrol=10 ppm MMS
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4.8. Metaflumizon ve L. officinalis ekstresinin birlikte uygulamasi sonucu elde

edilen yetiskin D. melanogaster kanatlari ile yapilan SMART testi bulgular:

Mwh/flr3 bireylere Metaflumizon ve L. officinalis ekstresinin birlikte uygulamasi
sonucu elde edilen klon indiiksiyon frekansi negatif kontrol grubunda 0,85 iken 1,5
mg/mL, 3 mg/mL, 6 mg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla 0,75, 0,84 ve 0,89 oldugu
tesbit edilmistir. Frei ve Wirgler (1988) c¢oklu karar metoduna gore Yyapilan
degerlendirmede 1,5 mg/ml, 3 mg/ml, 6 mg/ml deney gruplarinda (-) etkili oldugu ve
toksik etki gostermedigi gorilmistiir. Toplam mwh Klon sayisi agisindan negatif kontrol
grubu ile deney gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Ancak deney gruplarinin kendi arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.
Mwh/ TM3 Bds bireylerde ise klon indiiksiyon frekansi negatif kontrolde 0,29 iken 1,5
mg/mL, 3 mg/mL, 6 mg/mL deney gruplarinda sirasiyla 0,24, 0,29 ve 0,22 olup ¢oklu
karar metoduna gore (-) oldugu ve toksik etki gostermedigi goriilmiistir (Sekil 4.17.,

Tablo 4.13).
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50 - = mwh/flr3
§ u flr3/TM3, BdS
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Negatif Kontrol Pozitif Kontrol 1,5 mg/ml 3 mg/ml 6 mg/ml

Metaflumizon ve L. officinalis ekstresinin birlikte uygulanmasi

Sekil 4.17. Metaflumizon ve L. officinalis ekstresinin birlikte uygulamasi sonucu
normal ve serrat kanatli sineklerde olusan toplam klon sayisi
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Tablo 4.13. Transheterozigot larvalara farkli konsantrasyonlarda Metaflumizon ve L. officinalis ekstresinin birlikte uygulamasi sonucu elde
edilen yetiskin D. melanogaster kanatlari ile yapilan SMART testi bulgular1 (Harfler istatistiksel olarak farkli homojen gruplari
simgelemektedir)

- . - ) Toplam mwh
Kiigiik Tek Tip Klon | Biiyiik Tek Tip Klon ( L _ Toplam Klon Kontrol
mwh/flr3 normal (m=2) >2 cells) (M=5) Ikiz Klon (m=5) (m=2) Sayis1 Klos]iggllsl f diizeltmesi
Konsantrasyonlar N No Fr D No Fr D | No Fr D No Fr | D | No Fr | D
Negatif Kontrol 240 42 0,18 8 0,03 0 0,00 50 | 0,21 50% | 0,21 0,85

§ Pozitif Kontrol 240 124 0,52 | (+) 7 003 | ()| 2 0,01 (i) | 133 | 0,55 | (+) [ 131" | 0,55 | (+) | 2,24 1,39
e (10 ppm MMS)
™
= | 2mL/L+1,5mg/mL | 240 38 0,16 | (-) 6 003 | ()] O 000 | () | 44 | 018 | (-) | 44 | 018 () | 0,75 -0,10
<
E 2 mL/L+3 mg/mL 240 45 0,19 | (5 4 002 | ()] O 000 | () | 49 | 02 | ()| 49 | 0,2 | (-) | 0,84 -0,01

2 mL/L+6 mg/mL 240 50 0,21 | (- 2 001 [ ()| O 0,00 | (i) 52 [ 0,22 | ()| 52% | 0,22 | (-) | 0,89 0,04
= Negatif Kontrol 240 16 0,07 1 0,00 0 0,00 17 | 0,07 17% | 0,07 0,29
c
—E Pozitif Kontrol 240 47 02 |(+) 0 000 [ ()] O 0,00 47 1 02 |(+)| 47° | 02 [(+)] 0,80 0,51
o (10 ppm MMS)
(5]
g | 2mL/L+1,5mg/mL | 240 14 0,06 | (-) 0 000 |()| O 0,00 14 | 0,06 | (-) | 14* | 0,06 | (-) | 0,24 -0,05
0
S| 2mL/L+3 mg/mL 240 17 0,07 | (- 0 000 |()| O 0,00 17 (0,07 | () | 17* | 0,07 | (-) | 0,29 0,00
S

2 mL/L+6 mg/mL 240 13 0,05 | (- 0 000 [ ()| O 0,00 13 | 0,05 | () | 13* | 0,05 (-) | 0,22 -0,07

N: Kanat Sayisi, Fr: frekans, D: istatistik sonuglarinin gsterimi, +: pozitif; -: negatif} i: énemsiz fark; m=¢arpim faktorii; f: Klon indiiksiyon Frekansi (10°), Olasilik
diizeyi:o=p=0,05.

76




4.9. A. eupatoria ekstresinin uygulamasi sonucu elde edilen yetiskin D.
melanogaster kanatlari ile yapilan SMART testi bulgular:

Mwh/fIr3 bireylere farkli konsantrasyonlarda A. eupatoria ekstresinin uygulamasi
sonucu elde edilen klon indiiksiyon frekansi negatif kontrol grubunda 0,51 iken 25
mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL ve 200 mg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla 0,70,
0,60, 0,70 ve 0,60 oldugu teshit edilmistir. Frei ve Wirgler (1988) ¢oklu karar
metoduna gore yapilan degerlendirmede 25 mg/mL ve 100 mg/mL
konsantrasyonlarinda (i) énemsiz 50 mg/ml ve 200 mg/mL konsantrasyonlarinda (-)
etkili oldugu goriilmiistiir. Toplam mwh klon sayis1 agisindan negatif kontrol grubu ile
25 mg/mL ve 100 mg/mL konsantrasyonlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Mwh/ TM3 Bds bireylerde ise klon indiiksiyon frekansi negatif
kontrolde 0,24 iken doz artigina bagl olarak sirastyla 0,22, 0,34, 0,19 ve 0,20 seklinde
sonuglanmis olup ¢oklu karar metoduna gore (-) oldugu ve toksik etki gostermedigi
goriilmiistiir. Sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=>0,05). (Sekil 4.18.,

Tablo 4.14)
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40 - m mwh/flr3

35 | u fIr3/TM3, BdS

30
25
20 -
15 -
10 -

Toplam klon sayis1

Negatif Pozitif 25 mg/ml 50 mg/ml 100 mg/ml 200 mg/ml
Kontrol Kontrol

A. eupatoria ekstresinin kontrol ve konsantrasyon gruplari

Sekil 4.18. A. eupatoria ekstresinin uygulamasi sonucu normal ve serrat kanath
sineklerde olusan toplam klon sayis1
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Tablo 4.14. Transheterozigot larvalara farkli konsantrasyonlarda A. eupatoria ekstresinin uygulamasi sonucu elde edilen yetiskin D.
melanogaster kanatlari ile yapilan SMART testi bulgulari (Harfler istatistiksel olarak farkli homojen gruplari simgelemektedir)

Kanat | Kiigiik Teli Tip Klon | Biiyiik Tek TipE(lon ikiz Klon (m=>5) Topllam Klon Toplam mWh_KIon f .P.(ontrol .
sayisi (m=2) (>2 cells) (m=5) (m=2) Sayisi Sayist (m=2) diizeltmesi
N No Fr D No Fr D No Fr D | No Fr D No Fr D
Negatif Kontrol | 240 24 0,1 6 0,03 0 0,00 30 | 0,13 30° 0,13 0,51
& | Pozitif Kontrol | 240 99 041 | (+) 7 1003| ()| 2 | 001 | ()| 108|045 (+) | 106° | 044 | (+) | 1,81 1,30
g 25 mg/mL 240 35 0,15 () 6 0,03 | () 1 0,00 | (i) | 42 | 018 | (i) 41° 0,17 (i) | 0,70 0,19
% 50 mg/mL 240 28 | 012 | () 7 003| ()| 0 | 000 |G| 35 [015] () | 35*° | 015 | (-) | 0,60 0,09
E 100 mg/mL 240 38 0,16 | (+) 3 0,01 | () 0 0,00 | (i) | 41 | 017 | (i) 41° 0,17 (i) | 0,70 0,19
200 mg/mL 240 29 0,12 () 6 0,03 | () 0 0,00 | (i) | 35 | 015 | () 352° | 0,15 (-) | 0,60 0,09
- Negatif Kontrol | 240 14 0,06 0 0,00 0 0,00 14 | 0,06 142P 0,06 0,24
_% Pozitif Kontrol | 240 | 41 | 0,17 0 |[000]| () | 0 | 000 41 (027 | (+¢) | 41° | 017 | (+) | 070 0,46
% 25 mg/mL 240 13 0,05 0 0,00 | (i) 0 0,00 13 | 0,05 | (-) 13*? | 0,05 (-) | 0,22 -0,02
é 50 mg/mL 240 19 | 0,08 1 |100]| () | 0 | 0,00 20 (008 | (i) | 20° | 008 | (i) | 034 0,10
E 100 mg/mL 240 11 0,05 0 0,00 | (i) 0 0,00 11 [ 0,05 | () 112 0,05 (-) | 019 -0,05
200 mg/mL 240 12 | 0,05 0 [000]| () | 0 | 0,00 12 {005 () | 12** | 005 | ( | 020 -0,04

N: Kanat Says1, Fr: frekans, D: istatistik sonuglarmin gosterimi, +: pozitif; -: negatif; i: 5nemsiz fark; m=carpim faktérii; f: Klon indiiksiyon Frekansi (105), Olasilik
diizeyi:a=p=0,05. Pozitif Kontrol=10 ppm MMS

78



4.10. Metaflumizon ve A. eupatoria ekstresinin birlikte uygulamasi sonucu elde

edilen yetiskin D. melanogaster kanatlari ile yapilan SMART testi bulgular:

Mwh/fIr3 bireylere farkli konsantrasyonlarda Metaflumizon ve A. eupatoria ekstresinin
birlikte uygulamasi sonucu e¢lde edilen klon indiiksiyon frekansi negatif kontrol
grubunda 0,51 iken 1,5 mg/mL, 3 mg/mL ve 6 mg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla
1,13, 0,79 ve 0,82 oldugu tesbhit edilmistir. Frei ve Wiirgler (1988) coklu karar
metoduna gore yapilan degerlendirmede tiim konsantrasyonlarda (+) etkili oldugu
goriilmiistiir. Toplam mwh klon sayisi a¢isindan negatif kontrol grubu ile deney gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Mwh/TM3 Bds
bireylerde ise klon indiiksiyon frekansi negatif kontrolde 0,15 iken doz artisina bagl
olarak sirastyla 0,20, 0,24 ve 0,22 seklinde sonuglanmis olup ¢oklu karar metoduna gore
(i) 6nemsiz oldugu ve toksik etki gostermedigi goriilmiistiir. Sonuglar negatif kontrol

grubu ile deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir

(p>0,05). (Sekil 4.19., Tablo 4.15).

40 m mwh/flr3
m flr3/TM3, BdS

Toplam klon sayis1

Negatif Kontrol  Pozitif Kontrol 25 mg/ml 50 mg/ml 100 mg/ml

Metaflumizon ve A. eupatoria ekstresinin uygulanmasi

Sekil 4.19. Metaflumizon ve A. eupatoria ekstresinin uygulamasi sonucu normal ve
serrat kanatl sineklerde olusan toplam klon sayis1
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Tablo 4.15. Transheterozigot larvalara farkli konsantrasyonlarda Metaflumizon ve A. eupatoria ekstresinin birlikte uygulamasi sonucu elde
edilen yetiskin D. melanogaster kanatlari ile yapilan SMART testi bulgular1 (Harfler istatistiksel olarak farkli homojen gruplari
simgelemektedir)

oo . Biiyiik Tek Tip
Rk Teli Tip Klon (>2 cells) | Ikiz Klon (m=5) TOE""‘”‘ Klon Toplam mwh_Klon Sayist F Kontrol diizeltmesi
Klon (m=2) (m=5) (m=2) Sayis1 (m=2)
N [No| Fr D No Fr | D | No Fr | D [ No| Fr D No Fr D
Negatif Kontrol 240 | 28 | 0,12 2 |001 0 | 0,00 30| 0,13 30° 0,13 0,51
E 10 11
5 Pozitif Kontrol 240 9 0,45 | (+) 6 |003|(@| 1 |000] () 6 0,48 | (+) 1159 048 +) 1,96 1,45
<
™
= | 2mL/L+25 mg/mL | 240 | 59 | 0,25 | (+) 7 |003| (@G| O |000]|C()|66]|028] (+) | 66° 0,28 (+) 1,13 0,62
<
E 2 mL/L+50mg/mL | 240 | 40 | 0,17 | (i) 6 |003|(@{| 1 [000]()|47| 02 | (¥) 46° 0,19 (+) 0,79 0,28
2 mL/L+100mg/mL | 240 | 44 | 0,18 | (+) 4 |002| ()| O |000|()|48] 02 | (+) 48° 0,2 +) 0,82 0,31
- Negatif Kontrol 240 | 9 | 0,04 0 | 0,00 0 | 0,00 9 | 0,04 9% 0,04 0,15
@©
c
—SE Pozitif Kontrol 240 {31013 | (+) 0 |000|@{@| O |00 311013 (+) 31° 0,13 ) 0,53 0,38
©
8 | 2mLiL+25 mg/mL | 240 | 12 | 0,05 | (i) 0 |000|@{@| O |00 12 [ 0,05 | (i) | 12° 0,05 (i) 0,20 0,05
o
2 | 2mL/L+50mg/mL | 240 | 14 | 0,06 | (i) 0 |000|@{@| O |00 14 | 0,06 | (i) | 14° 0,06 (i) 0,24 0,09
=
£ an]nlé/LnTEOO 240 | 13 | 005 | () | 0 |000| ()| o |000 13005 () |13 | 005 | () | 022 007

N: Kanat Says1, Fr: frekans, D: istatistik sonuclarmin gosterimi, +: pozitif; -: negatif; i: Snemsiz fark; m=carpim faktérii; f: Klon indiiksiyon Frekansi (105), Olasilik
diizeyi:a=p=0,05. Pozitif Kontrol=10 ppm MMS
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Metaflumizon’un transheterozigot flr¥/mwh bireylere uygulanmasi sonucunda diiz kanat
fenotipine sahip bireylerde toplam 240 kanatta; 0,5 mL/L konsantrasyonunda 83 adet
kiiciik tek tip, 19 biiyiik tek tip ve 4 adet ikiz klon, 1 mL/L konsantrasyonunda 83 adet
kiiciik tek tip, 22 adet biiylik tek tip ve 6 adet ikiz klon, 2 mL/L konsantrasyonunda 129
adet kiigiik tek tip mwh, 30 adet biiylik tek tip ve 2 adet ikiz klon ve 4 mL/L
konsantrasyonunda ise 111 adet kiigiik tek tip, 17 adet biiyiik tek tip ve 2 adet ikiz klon
kaydedilmigtir. Metaflumizon’un en yiiksek doz grubu olan 4 mL/L konsantrasyonunun
transheterozigot serrat kanat (mwh/ TM3 Bds) fenotipine sahip olan bireylerde toplam
240 adet kanatta; 50 adet kiigiik tek tip ve 5 adet biiyiik tek tip klon tespit edilmistir
(Sekil 4.20.-Sekil 4.25.).

72+4 transheterozigot larvalara Metaflumizon ve L. officinalis ekstresinin birlikte
uygulanmasi sonucu elde edilen sineklerin normal kanat fenotipli bireylerinde toplam
240 adet kanatta; 2 mL/L+1,5 mg/mL konsantrasyonunda 38 adet kiiciik tek tip, 6 adet
biiyiik tek tip klon, 2 mL/L+3 mg/mL konsantrasyonunda 45 adet kiiciik tek tip ve 4
adet bliyiik tek tip klon, 2 mL/L+6 mg/mL konsantrasyonunda 50 adet kiiciik tek tip ve
2 adet biiytik tek tip klon kaydedilmistir. Serrat kanat fenotipli bireylerin en yiiksek doz
grubu olan 2 mL/L+6 mg/ml konsantrasyonunda ise sadece 13 adet kiiciik tek tip klon
gorilmistiir (Sekil 4.20.-Sekil 4.25.).

Transheterozigot flr*/mwh larvalara Metaflumizon ve A. eupatoria ekstresinin birlikte
uygulanmasi sonucu elde edilen sineklerin normal kanat fenotipli bireylerinde toplam
240 adet kanatta; 2 mL/L+25 mg/ml konsantrasyonunda 59 adet kiiciik tek tip, 7 adet
biiyiik tek tip klon, 2 mL/L+50 mg/ml konsantrasyonunda 40 adet kiigiik tek tip, 6 adet
bliyiik tek tip ve 1 adet ikiz klon, 2 mL/L+100 mg/ml konsantrasyonunda 44 adet kiiciik
tek tip ve 4 adet biiyiik tek tip klon kaydedilmistir. Serrat kanat fenotipli bireylerin en
yiiksek doz grubu olan 2 mL/L+100 mg/ml konsantrasyonunda ise sadece 13 adet kiiciik
tek tip klon tespit edilmistir (Sekil 4.20.-Sekil 4.25.).
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— soum |
Sekil 4.20. Yabanil tip kanat killarin gortiniisii

Sekil 4.21. Mwh fenotipine ait kiiciik tek tip klon
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Sekil 4.22. Mwh fenotipine ait kiiciik tek tip klon

Sekil 4.23. Mwh fenotipine ait biiyiik tek tip klon
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Sekil 4.24. FIr® fenotipine ait bilyiik tek tip klon

Sekil 4.25. FIr’ ve mwh hiicrelerine ait ikiz mutant klonlar
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5. BOLUM

SONUC ve ONERILER

Yabani otlar ve hastaliklara karsi bitki korumada birgcok sentetik kimyasal olarak
pestisitlerle miicadele edilmektedir. Bu durum, insanlar ve diger hedef dis1 organizmalar
icin toksisiteye, gida ve icme sularinda kalintilarin varligi gibi yan etkileri konusunda
ciddi bir olumsuz etkiye neden olabilmektedir. Bu olumsuzluklar, kimyasal pestisitlerin
kullaniminda biiyiik bir azalmay1 ve daha gilivenli ve yeni alternatif yontemlere yer

verilmesini gerektirmistir.

Yapilan c¢alismalarda semikarbazon grubu iiyesi olan Metaflumizon ile ilgili
toksikolojik ¢aligmalar olduk¢a siirlidir. Calismalar daha ¢ok, kedi ve kopekler
tizerindeki pire ya da kene istilasina karsi miicadele ve insektisitin direng durumu
lizerine yogunlasmustir. Bu c¢alismalara goére Mtf'nin genotoksik potansiyelini
degerlendirebilmek i¢in farkl: test sistemlerinin kullanildig1 aragtirmalara ihtiyag¢ oldugu

dikkati ¢ekmektedir.

Xin ve Wenhua (2022) 0,1, 1 ve 10 pmol/L™ konsantrasyonlarda Metaflumizon ile
muamele edilen zebra baligi (Danio rerio) embriyolarinin kulugka ve hayatta kalma
oranlarint aragtirmistir. Calismanin sonucunda Mtf’nin zebra baliginin erken
embriyogenez sirasinda ylizme mesanesinin gelisimini olumsuz etkiledigi ve kulucka
siresini uzatti@1 bildirilmistir. Karaman (2023)’in yaptigi “Gokkusagi alabalig
(Oncorhynchus mykiss)’da Metaflumizon’un oksidatif stres aracili hematoksisitesi ve
kolemanitin modiilatér etkisi” baglikli ¢alismada Mtf’nin 96 s’lik maruziyeti sonucu
gokkusagi alabaliginin kan dokusunda meydana gelen toksik degisimleri (DNA hasari,
sitotoksisite, hematoksisite ve oksidatif stres) arastirmistir. Mtf uygulamasinin
gokkusagi alabaliginda antioksidan savunma sistemini bozabildigi, DNA hasarin1 tesvik

ettigi ve oksidatif stres iiretebildigi sonucuna ulasilmistir.

Calismamizda kullanilan Mtf insektisitin Allium cepa L. kok ucu testindeki genotoksik

etkisini degerlendirebilmek i¢in ortalama kok uzunluklari ve mitotik indeks gibi
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parametreler kullanilmistir. Pestisitin 24 ve 48 s uygulama siiresinin ardindan negatif
kontrol grubunda ortalama kok uzunlugu sirasiyla 1,53+0,11 ve 2,52+0,23 cm olarak
hesaplanmistir. Cozeltilerin Mtf konsantrasyonu arttik¢a dozlara bagli olarak kok
uzamalar1 azalmistir. En yiiksek doz grubu olan 3,4 mL/L’de ise kok uzamasi
baskilanarak hem 24 saatte hem de 48 saatte maksimum 0,1 cm’lik bir uzama
gerceklesmis ve kok uclarinda yapismalar meydana gelmistir. Kok uglarinda
yapismalarin olmasi, kalinliklarin artmasi ve renginin degismesi gibi kok morfolojisinde
meydana gelen degisimler, toksisitenin gostergesidir (Fiskesjo 1988). Ayrica kok
uzunlugundaki bu azalmalar, u¢ meristematik hiicre aktivasyonunun farklilasarak hiicre
dongiisii sirasinda boliinme ile ilgili enzimlerin baskilanmasiyla iliskili oldugu
diistiniilmektedir (Fusconi ve ark. 2006). Hiicre dongiisii sirasinda bdliinen hiicrelerin
toplam gozlenen hiicre sayisima boliinmesiyle karakterize edilen mitotik indeks (MI)
degeri, c¢esitli kimyasal maddelerin sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in bir parametre
olarak kullamlmistir. Bu maddelerin sitotoksisite seviyelerinin belirlenmesinde Mi
degerindeki artiglar ya da azaliglar dikkate alinmistir. Bu nedenle yapilan ¢alismalarda
Allium kok ucu meristematik hiicrelerin Mi degerindeki azalmalar, cevredeki
genotoksik ajanlarin  varligim1 tespit etmek icin giivenilir bir test olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir (Leme ve Marin-Morales 2009). Arastirmacilar
tarafindan insektisitlerin toksik etkileri nedeniyle Mi degerinin azaldig1 bircok calisma
rapor edilmistir (Lamsal ve ark. 2010; Ahmadi 2013; Sheikh ve ark. 2020). Mtf’nin Mi
tizerindeki etkisine dair bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Calismamizda Mtf’nin 24 ve 48
saat maruziyeti sonucunda 0,425 mL/L, 0,85 mL/L, 1,7 mL/L ve 34 mL/L
konsantrasyonlarinda belirlenen MI degerleri negatif kontrol ile karsilastirildiginda
azaldig1 ve bu durumun Mtf’nin artan konsantrasyonlariyla iligkili oldugunu ortaya

koymustur.

A. cepa kok meristematik hiicrelerde Mtf’nin genotoksisitesinin degerlendirildigi diger
parametreler ise faz indeksleri ve kromozom anomalileridir. Boliinme evrelerin faz
indeks degerleri 24 s’de negatif kontrol grubuna gore kiyasla metafaz evresinde
gbzlemlenen hiicre sayisinda artis oldugu ve doz gruplarinda metafaz-anafaz araliginda
daha fazla yogunlastig1r gézlemlenmistir. 48 s’de 3,4 mL/L konsantrasyonunda profaz

ve metafaz evresindeki hiicre sayisinda artisa, anafaz ve telofaz evresinde ise azalmaya
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neden olmustur. Biiyltime kontrolii ile 3,4 mL/L doz grubu arasinda faz indeks degeri
agisindan anlamli bir fark goriilmiistiir (p<0,05). Pandey ve Sakya (2009)’nin yapmis
oldugu ¢alismada ise, triazophos insektisitin A. cepa kok meristem hiicrelerinde mitotik
aktivite ve kromozomal davraniglarimi arastirmistir. 24 s uygulamada goézlemlenen
metafazin faz indeksindeki bu artisini, mitotik ig ipligi mekanizmasinin anormal

davranis bozuklugu ile aciklamustir.

Mtf, mitotik hiicre boliinmesi sirasinda A. cepa’nin kdk ucu hiicrelerinde ¢esitli tipte
kromozomal anomalilerin tetiklenmesine sebep olmustur. Mtf’nin konsantrasyonu ve
uygulama siiresi arttikca kromozomal anormalliklerin (KA) sayisinda da artig
gozlenmistir. Diizensizlik, c-mitoz ve yapisiklik, profaz ve metafaz evresinde goriilen
anormalliklerdir. Anafaz-telofaz evresinde ise vagrant, laggard, kutup kaymasi, koprii,
fragment ve multipolarite en sik goriilen anormallikler arasinda kaydedilmistir.
Interfazda gdzlemlenen mikroniikleus, uygulanan kimyasallarin toksisite etkilerinin
degerlendirilmesinde anahtar bir rol oynamaktadir. Calismamizda hesaplanan MN
frekansinda insektisitin doz-cevap iliskisine gore negatif kontrole kiyasla 48 saat siirede

bir artis gézlenmistir.

Kromozomal diizensizlikler metafaz ve anafaz evresinde kaydedilen bir anomali
cesididir. Buradaki diizensizlik, maruz kalmman kimyasallarin ig ipligi olusum
mekanizmasindaki basarisizliktan ya da mikrotiibiill olusumundaki diizensizlikten
kaynaklandigin1 gostermektedir (Soliman ve Ghoneam 2004). Gézlemlenen mitotik
anormalliklerden yapisiklik; toksisitenin bir gostergesi olup, kromatinin fiziksel
durumunda geri doniisii olmayan etkilere neden olmaktadir (Fiskesjo ve Levan 1993).
KA tipleri arasinda fragment olusumu kromatinin fonksiyon bozuklugu sonucunda,
kromozom kopriileri ise kromozom ya da kromatinin kirilmasi ve flizyonundan
kaynaklanmaktadir. Gecikmeli kromozom, multipolarite ve c-mitoz olusumu ig
ipliginin islevindeki hatadan kaynaklandigi belirlenmistir (Grover ve Kaur 1999). Bu
anormalliklerin disinda Mtf’nin maruziyeti sonucunda artan konsantrasyonlara bagh iki
cekirdekli (biniikleer) hiicrelerin sayisinda artig tespit edilmistir. Biniikleer hiicreler,
hiicre kontrol mekanizmalarinda sitokinezin engellenmesi sonucu olugsmaktadir (Ateeq

ve ark. 2002).
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L. officinalis bitkisi ile ilgili calismalar 2 baslhk altinda toplanabilir: ilk olarak
karayemis bitkisinin biyoaktivitesi ve fitokimyasal igeriklerini ele alan ¢aligmalar, ikinci
olarak ise L. officinalis’in gesitli toksik maddelere kars1 iyilestirici etkisinin arastirildig

calismalar.

Yildiz (2021), karayemisin metanol meyve ekstresinin (KYME) muhtemel genotoksik-
antigenotoksik etkisini 24 ve 48 s siirede insan periferal lenfosit kan hiicre kiiltiirii
yaparak in vitro ortamda MN ve kromozomal anormallik testleri ile belirlemistir. Her
iki test sisteminde de KYME’nin ¢oziicii kontrole gore genotoksik bir etki
goriilmemistir. Mitomisin-C (MMC)’nin olusturdugu hasar1 6nlemede KYME olumlu
bir etki gostermistir. Karayemisin, MMC’nin neden oldugu sitotoksik etkiyi azaltmaya

yonelik bir davranis sergiledigi belirtilmistir.

Eken ve ark. tarafindan (2017), sicanlarda organofosfat grubu insektisitlerden olan
dimetoatla olusturulan hepatoksisitesine karsi karayemis meyve ekstresinin koruyucu
etkisi arastirilmistir. Karaciger fonksiyon testleriyle elde edilen sonuglara gore pestisit
kaynakli rat karacigerinde olusan toksik etkiler, L. officinalis’in meyve ekstresi ile
iyilesme goOstermistir. Calisma, L. officinalis’in dimetil siilfoksit (DMSO) meyve
ekstresi in vitro kosullarda insan kanser hiicrelerinin (akciger, karaciger, kolon ve
serviks) sitotoksik etkisi arastirilmistir. Karayemisin icerdigi fitokimyasal bilesenlerden
dolay1 farkli kanser hiicrelerinde antiproliferatif bir aktivite gosterdigi belirlenmistir
(Demir ve ark. 2017). Ayrica karayemis meyve Oziitiinliin siganlarin testisleri ve
ovaryumlar1 lizerindeki antiapoptotik ve antioksidatif etkileri ortaya ¢ikarilmistir. Buna
gore, karayemis meyve Oziitlinlin testis ve ovaryumda meydana gelen hasar1 azalttig1 ve
hem ovaryum rezervini korumada hem de sperm kalitesini arttirmada olumlu etki

gosterdigi bulunmustur (Bayrak ve ark. 2015) (Oztiirk Okatan ve ark. 2021).

Parlak Akyiiz ve ark. (2019), karayemis yapragi ekstresinin gokkusagi alabaligi yemine
ilave edilmesiyle biiyiime parametreleri ve yasama oranina etkisini aragtirmistir. Buna
gore ckstrenin yeme eklenmesiyle baliklarin yasam oranmin arttigt ve bitkinin

antioksidan bir madde olabilme potansiyeline sahip olabilecegi Onerilmistir.
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Calismamizda L. officinalis (LO) metanol yaprak ekstresinin farkli konsantrasyonlarda
(0,105 mg/mL, 0,21 mg/mL, 0,42 mg/mL ve 0,84 mg/mL) 24 ve 48 s siireye maruz
birakilarak sogan kok uglarina verilmesiyle genotoksisite/antigenotoksisite durumu
degerlendirilmistir. Profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerin faz indeks degerleri ve
kromozom hasarlari tespit edilmistir. LO ekstresinin 24 ve 48 siire ile muamele edilmesi
sonucunda negatif kontrole gére metafaz evresinde goriilen hiicre sayisinda yogunlasma
goriilmiistiir. LO’nun en yiikksek doz grubu olan 0,84 mg/mL’de faz frekansindaki
deger, anlaml1 bulunmustur. Dolayisiyla Mi’deki konsantrasyon artisina bagli azalislar
da anlamli bulunmustur (p<0,05). Kromozom anomali ¢esitlerinden en fazla diizensizlik
ve kutup kaymasina rastlanilmigtir. 24 saat L. officinalis ekstresine maruz kalan sogan
kok ucu hiicrelerindeki genetik hasar frekansindaki artis anlamli bulunmamistir
(p=0,05). Bu durum, diger calismalarla birlikte desteklenerek karayemisin A. cepa
meristematik hiicrelerde genotoksik bir etki gdstermedigini ortaya koymaktadir. Bu
calisma, LO ozitlinlin meristematik hiicreler iizerindeki etkisini in vivo kosullarda
aragtiran ilk kapsamli arastirma bakimindan 6nemlidir. LO ekstresi ve Metaflumizon’un
A. cepa kok ucu hiicrelerine birlikte etkilerinin uygulamasi sonucunda 24 saat boyunca
Metaflumizon’un genotoksik etkisine karsi belirlenen konsantrasyonlarda L. officinalis
ekstresinin hem biniikleer hiicre sayisinda azalmaya hem de genotoksik hasari
azaltmasi, bitki yapisinda bulunan fenolik bilesiklerden dolay1 antigenotoksik bir etki
gosterdigi Onerilebilir. Bu bakis agisindan yola ¢ikarak test yonteminden elde edilen
veriler, LO ekstresinin etkinliginin tam olarak ortaya ¢ikarilmasina da katki saglayacagi

diistiniilmektedir.

Calismamizda kullanmis oldugumuz Rosaceae familyasina ait bir diger bitki tiirii olan
koyun otunun antigenotoksik potansiyeli birka¢ calismayla desteklenmistir. Pukalskiené
ve ark. (2018), Filipendula ve Agrimonia cinsine ait farkl: tiirlerin biyoaktivitelerini ve
antioksidan Ozellerini incelemislerdir. Tiirlerin metanol ekstrelerin etkisi; komet,
Ames/Salmonella-mikrozom ve insan lenfositlerinde in vitro sitokinez blok
mikroniikleus analizleri, genotoksik potansiyelleri ile arastirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore eckstreler, bakteri hiicresinde ters mutasyon iiretmemistir. Ames ve
mikroniikleus testinde bitki ekstreleri genotoksik bir etki gostermemistir. A. eupatoria

yiiksek oranda fenolik bilesik igermekte ve antioksidan aktivite gostermektedir. Bu
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nedenle calisilan bu tiirlerin potansiyel bir nutrasotik bir ajan olarak kullanilabilecegi

bildirilmistir.

Bisfenol-A (BPA), cesitli plastik malzemelerin iiretiminde kullanilan kimyasal bir ana
bilesendir. Bagirsak domuz epitel hatti hiicreler 12,5-25-50-100 ve 200 pg/mL™*
konsantrasyonlarda BPA’ya maruz birakilarak proliferatif hiicre tepkisi analiz
edilmistir. BPA’nin neden oldugu sitotoksisiteye karsi A. eupatoria bitki ekstresi
incelenmis ve sonu¢ olarak BPA ve koyun otunun kombinasyonuyla hiicrelerde
metabolik aktivitenin iyilestigi, koyun otunun sitotoksisiteye karsi koruyucu bir rol
oynadigr ortaya konulmustur (Marcincakova ve ark. 2022). A.eupatoria ¢igekli
tomurcuk ekstresinden elde edilen bazi fenolik bilesiklerin ¢esitli patojen bakteri
tirlerine (Bacillus cereus, Salmonella typhymurium, Corynebacterium diphtheria ve
Enterococcus faecalis) karsi biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Koyun otuna ait fenolik
bilesiklerin dort bakteri izolatina karsi antibakteriyel etkili oldugu belirtilmistir
(Mohammed ve ark. 2022).

A. eupatoria L.’nin in vitro kanser hiicre hatlar1 (insan servikal kanser ve birincil hiicre
kiltlirii)’na karsi sitotoksik etkileri arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Bitkinin kok,
yaprak ve cigcek kisimlari sulu ve metanolli 6ziite maruz birakilmistir. Kanser hiicre
hatlar1 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siiresine dahil edilmistir. Sonuglar, bitki 6ziitlin bes
farkli konsantrasyonunda doz artisina bagli olarak anti-timor 6zellikleri gosterdigini ve
metanol ekstresinin servikal hiicre hatlarinda sulu ekstreden daha iyi sonug¢ verdigini
gostermistir. Bu tiir tiimor Onleyici etkilerin bitkinin yapisinda bulunan kimyasal
bilesenlerden kaynaklandig1 bildirilmistir (Ad'hiah ve ark. 2013). Calismamizda ise A.
eupatoria (AE) metanol yaprak ekstresinin 24 ve 48 siire ile 5 mg/mL, 10 mg/mL, 20
mg/mL ve 40 mg/mL doz gruplart sogan kok uglarina  verilmesiyle
genotoksisite/antigenotoksisite durumu arastirilmistir. Deneyde mitoz evrelerin
bolinme frekanslart ve kromozom anomalileri tespit edilmistir. AE ekstresinin 48 saat
siire sonunda sogan kok hiicrelerinde etkisi biiylime kontroliine gore anafaz evresinde
faz frekansinda artis goriilmiistiir. Ancak deney gruplar1 arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Hem 24 s hem de 48 s siirede en fazla kromozom

anomali ¢esitlerinden diizensizlik, kutup kaymasi ve anafazda koprii tespit edilmistir.
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Toplam genetik hasardaki azaliglar istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. 24
saat boyunca sirasiyla 1,7 mL/L Metaflumizon + 5 mg/mL A. eupatoria ekstresi, 1,7
mL/L+ Metaflumizon 10 mg/mL A. eupatoria ekstresi ve 1,7 mL/L- Metaflumizon +20
mg/mL A. eupatoria ekstresine birlikte maruz birakilan A. cepa kok ucu hiicrelerinde
toplam genetik hasar miktar1 A. eupatoria ekstresinin konsantrasyon artigina baglh
olarak sirasiyla azalmis olup bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Ayrica insektisittAE ekstrenin birlikte verildigi uygulamada biniikleer hiicre
sayisinda onemli Gl¢iide bir azalma goriilmiistiir. Arastirmamizda elde edilen sonuglar
onceki calismalarla desteklenerek bu calismamizin  sonuglar1 ile uygunluk
gostermektedir. Sonug olarak Metaflumizon’un genotoksik etkisine karsi belirlenen
konsantrasyonlarda AE ekstresinin genotoksik etkiyi azaltmasi antigenotoksik bir etki

gosterdigi ileri siirtilebilir.

Somatik mutasyon ve rekombinasyon test yontemi-SMART flr*ve mwh’nin isaretleyici
genlerin heterozigotluk kaybindan kaynaklanan indiikleme potansiyellerini Drosophila
sinek kanatlariyla tanimlanmasina ve analizine dayanmaktadir. Bu test aracilifiyla
kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini tek tip klonlar ve ikiz klonlar ile tespit etmek
miimkiindiir. Transheterozigot larvalardan gelisen mwh/ flr® bireylere metaflumizon
uygulamasi sonucu elde edilen ergin D. melanogaster-SMART testinde normal ve serrat
kanatlarda olusan mutant bulgularin istatistik olarak degerlendirilmesinde klon
indiiksiyon frekanslart ve klon tiplerinin frekans degerleri negatif kontrole gore
karsilagtirilarak belirlenmistir. Klon indiiksiyon frekanslarinin negatif kontrol grubuna
kiyasla arttig1 tespit edilmistir. Negatif kontrole gore kiyaslandiginda normal kanatlarin
tiim deney gruplarinda MTE’nin biiyiik ve kiigiik tek tip mwh ya da fir® klon ve ikiz
Klon olusumunu indiikleyerek toksik bir etki gosterdigi tespit edilmistir. Toplam mwh
klon sayist agisindan negatif kontrol grubu ile 0,5 mL/L, 1 mL/L, 2 mL/L ve 4 mL/L
konsantrasyonlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Serrat kanatli bireylerde 2mL/L doz grubunda ise klon indiiksiyon frekans degeri

negatif kontrole gore pozitif bir etki gostererek toksik etki gosterdigi tespit edilmistir.

Pestisitler igerisinde yer alan insektisitlerin pek ¢ok ¢alismada sinekler iizerinde toksik

etkisi SMART yontemiyle incelenmistir. Sentetik pirethroid pestisit grubunda yer alan
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sipermetrin insektisitin Drosophila melanogaster’da ergin disilerin yumurtlama
oranlari- gelisimleri ve larvalarin gelisimlerinin toksik etkisinin olup olmadig: tespit
edilmistir. Sonug olarak sipermetrin insektisitine maruz birakilan yumurtalarin gelisim
hizinin azaldig1 ve embriyolojik gelismeyi olumsuz etkiledigi rapor edilmistir (Karatas

ve Bahgeci 2009).

Frantzios ve ark. (2008), insektisit imidaklopridin genotoksik etkisini SMART yontemi
kullanarak aragtirmistir. Farkli konsantrasyonlarda muamele edilen insektisitin
Drosophila larva ve erginlerinde rekombinojenik ya da mutajenik bir aktivite

sergilemedigi ortaya konulmustur.

Metil paration, azametifos, diklorvos ve diazinon organofosfatli insektisitlerin farkli
konsantrasyonlarda D. melanogaster’in  kanat testinde  genotoksik  etkisi
degerlendirilmistir. Pestisitlerdeki toplam mutasyon sayist mwh klon sayis1 arasinda
doz-etki iliskisine gore pozitif bir etki gostermistir. Diazinon’un Drosophila ergin kanat
fenotipinde en fazla pozitif genotoksik etki gdsterdigi bulunmustur (Cakir ve Sarikaya
2005). Baska bir ¢alismada metil paration ve fosfamidonun genotoksik potansiyeli balik
solunga¢ dokularinda kromozom anomalileri ve kardes kromatit degisimleri test
edilerek arastirllmigtir. 96 s siireyle pestisitlere maruz birakilan baliklarda anomali
frekans degerinde pozitif bir artis gézlenmistir (Das ve John 1999). Blasiak ve ark.
tarafindan (1995) metil parationun dogrudan DNA ile etkilesime girebilecegini ve
DNA’nin konformasyonunu bozabilecegini gostermistir. Metil parationun kemik iligi ve
periferik kan MN testleri kullanilarak in vivo genotoksik etkisi albino farelerde
aragtirmistir. Uygulanan her iki test yonteminde de MN frekans degeri istatistiksel
olarak pozitif bir korelasyon gostermistir. Bu nedenle metil paration ve diger kullanilan

insektisitlerin ¢evre ve insan sagliginda potansiyel bir risk olusturabilecegi sOylenebilir.

Organofosfatlardan permetrinin ve Deltametrin insektisitleri D. melanogaster’da
SMART ile analiz edilmistir. Transheterozigot larvalar, pestisitlerin 25, 50 ve 75 ppm
doz gruplarma maruz birakilmistir. Insektisitlerin yasam yiizdesi ve toplam mutasyon
frekansi arasinda pozitif etki gozlenmis ve deltametrinin permetrinden daha toksik

oldugu rapor edilmistir (Budak 2005).
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Fipronil insektisiti, nororegiilatdr reseptorlerin etkisini ortadan kaldirarak bocek sinir
sistemini hedef almaktadir. Pestisite maruz kalan bocekler, sinir sisteminde klor
reseptorlerine baglanarak CI iyonlarina zarar verme ya da bloke etme, hiicresel yolakta
akisin bozulmasina ve sinir sisteminin asir1 uyarilmasina neden olmaktadir. Morais ve
ark. (2016), Fipronilin (FIP) D. melanogaster’in somatik hiicrelerinde mutajenik,
karsinojenik ve rekombinojenik etkisini arastirmistir. Yiiksek biyoaktivasyon ve
standart melezlerden elde edilen 72+4 L3 larvalar, 0,3-0,7-1,5- 3 ve 10° mM
konsantrasyonlarda FIP’e maruz birakilmis ve elde edilen sonuglara gore tiim
konsantrasyonlardaki tiimor frekansi istatistiksel olarak anlamli bir artisa yol agmuistir.
Boylece Fipronil insektisitin, D. melanogaster’in somatik hiicrelerinde kanserojen,

mutajenik ve rekombinojenik bir etki gosterdigi belirlenmistir.

Norotoksik bir etkiye sahip olan organofosfat grubu insektisiti klorpyrifos, AChE
enziminin aktif bolgesindeki serin amino asitine baglanarak merkezi sinir sistemini
inhibe etmektedir. Bu olay sonucu otonom ve merkezi sinir sisteminde asetilkolinin
birikmesine ya da reseptdrlerin asir1 bir sekilde uyarilmasina ve neticede sinaptik bir
felce neden olmaktadir. Bu durum hedef organizmanin hareket fizyolojisini
kisitlamaktadir. Calismada ergin Drosophila besiyerine eklenen klorpyrifos insektisitin
2 ve 24 saat sonraki sineklerin hareket yeteneklerindeki degisimler raporlanmistir.
Insektisitin artan miktariyla orantili olarak disi ve erkek bireylerin hareketlerinde
yavaglamaya ve tirmanma potansiyellerinde ise artisa neden oldugu belirlenmistir.
Tirmanma hareketligindeki bu artisin, pestisit direncine karsi olusabilecegi

diistiniilmektedir (Glines ve Sensoy 2021).

Sentetik insektisitler, kolinerjik sinapsta AChE (Asetilkolin esteraz) ve nAChR
(Nikotinik asetilkolin reseptorleri) olarak iki bolgeyi hedef almaktadir. AChE’nin
inhibitoérii olan karbamat ve organofosfat grubu insektisitler, enzimin baglanma
bolgesine baglanarak islevlerini inhibe ederler ve ACh birikimine yol agarlar. Bu durum
sinir sisteminin asir1 uyarilmasina ve canlida felce neden olmaktadir. Insektisitlerin iyon
kanal hedefleri arasinda voltaj kapili sodyum kanali (VKSK), glutamat kapili klor
kanali ve gama-aminobiitirik asit (GABA) kapili klor kanali yer almaktadir. VKSK’lar
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aksiyon potansiyelin baslatilma siirecinden sorumludur. indoksakarp ve metaflumizon
insektisitleri VKSK’y1 bloke ederek sodyum iletimini durdurur ve bdcegin felg
olmasmna neden olur (Cash 2015). Calismamizda kullandigimiz metaflumizon
insektisiti, hedef organizmada artan konsantrasyonlara bagli olarak sinir hiicreleri
zarinda sodyum (Na) kanallarinin acilip kapanmasini etkileyerek norotoksik bir etkiye
neden olmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlarda Mtf insektisiti, sineklerin larval ve pupa
asamasinda gelisimlerini olumsuz etkileyerek ergin forma doniismesini geciktirmistir.
Ayrica arastirmacilar, metaflumizon’un bal arist (Apis mellifera), giive (Spodoptera
eridania) ve Xenopus (Afrika pengeli kurbagasi) oositlerinde ifade edilen Na kanallar
tizerinde etkisini incelemisler. Sonug¢larin Mtf’nin voltaja bagli sodyum kanali bloke
edici bir insektisit oldugunu gostermislerdir (Gosselin Badaroudine ve ark. 2017)
(Salgado ve Hayashi 2007).

L. officinalis’in meyve ve yapraklarindan su, metanol, etil asetat, aseton ve
diklorometan ile hazirlanan o&ziitler, Alzheimer hastaligmnin teshisinde bilinen
enzimlerden AChE’ye kars1 kolinesteraz inhibitor aktiviteleri yoniinden ve antioksidan
kapasitesi arastirillmistir. Arastirmada yaprak metanol ekstresinin en fazla fenol
bilesenleri, aseton ekstresinin ise flavonoidler agisindan zengin oldugu tespit edilmistir.
Sonugta LO yaprak ekstresinin noroprotektif bir etki sergilemesi, yaprak oziitii
yapisinda bulunan fenol bilesigi ve antioksidan kapasitesi arasindaki iliskiden
kaynaklanabilecegi rapor edilmistir (Erdogan Orhan ve Kiipeli Akkol 2011).
Calismamizda karayemisin D. melanogaster ergin diiz kanatlar ile yapilan SMART
yonteminde toplam mwh klon sayisi uygulama konsantrasyonlarindan 1,5 mg/mL’de
toksik etki gostermemistir. Ancak yiliksek doz grubunda karayemis ekstresi sinek
kanatlarinda toksik bir etkiye neden olmustur. Bu durumun Rosaceae familyasina ait
tirlerin birgogunda yaygin olarak bulunan siyaniir igerikli amigdalin glikozitini
icermesinden  kaynaklanabilecegi  diislinlilmektedir. ~ Amigdalin  glikozitinin
hidrolizasyonu sonucu agiga cikan hidrosiyanik asitin bazi enzimleri etkisiz hale
gelmesine sebep olmasindan dolay1 zehirlenmelere neden olabilece§i arastirmacilar
tarafindan tespit edilmistir (Dursun ve Islam, 2020). Karayemis ekstresinin de yiiksek
konsantrasyonlarda kullanildiginda toksik olabilecegi diisiiniilmektedir. Serrat kanath

bireylerde ise klon indiiksiyon frekansi negatif kontrole gore (-) bir etki gostererek
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toksik etki gostermedigi tespit edilmistir. Metaflumizon insektisiti ve karayemis
ekstresinin birlikte uygulanmasi sonucu elde edilen mwh klon indiiksiyon frekansi
negatif kontrol ile doz gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Elde edilen verilere gére D. melanogaster bireylerde diisiik dozlarda toksik bir etki
gostermedigi ve boOylece karayemis ekstresinin Mtf’nin neden oldugu toksik etkiyi

tyilestirebildigi onerilebilir.

Agrimonia eupatoria bitkisi ile yapilan antiviral, antioksidan, antimikrobiyal,
antiinflamator, antikanser, antidiyabetik, hepatoprotektif ve ndroprotektif calismalarda
bitkinin koruyucu etkili oldugu gosterilmistir. Lee ve ark. (2010), A. eupatoria’nin
yapisinda bulunan flavonoidlerin HT22 hipokampal hiicrelerde glutamat kaynakli
oksidatif hasar tizerindeki noéroprotektif etkisini arastirmistir. Koyun otunun metanol
Oziitiinden izole edilen bilesiklerin HT22 hipokampal hiicrelerde glutamat kaynakli
hasara kars1 noroprotektif aktivite gosterdigi ortaya konulmustur. Caligmamizda A.
eupatoria ekstresinin Mwh/flr3 bireylere farkli konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucu
toplam mwh klon sayis1 negatif kontrole kiyasla doz gruplar1 arasinda (-) oldugu ve
toksik etki gostermedigi bulunmustur. Metaflumizon ve koyun otu ekstresinin birlikte
uygulamasi sonucu elde edilen verilere gore klon indiiksiyon frekansi doz artisina bagl
olarak negatif kontrole kiyasla diigiik oranda toksik etki gosterebilecegi tespit edilmistir.
Bu durumun kullanilan insektisit ile bitki ekstresinin igeriginde bulunan bilesenlerle

sinerjist bir etkilesime sebep olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tarimsal tretimde istenmeyen organizmalarla miicadele amaciyla yogun olarak
kullanilan pestisitlerin insan saglig1 ve ¢evre iizerine artan olumsuz etkileri goz Oniine
alindiginda, bu sentetik kimyasallara kars1 alternatif bir yontem olarak karsimiza ¢ikan
bitkisel ekstrelerin 6nemi giin gegtikge artmaktadir. Kullanilan kimyasallarin ve bitki
bilesenlerin farkli etkilerinin belirlenmesi igin bagka g¢alismalarin yapilmasi ile daha
kesin sonuglara ulagilabilmesi, farkli model organizmalarda in vivo ve in vitro test

yontemleri kullanilarak desteklenmesi gerekmektedir.
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Sonug olarak pestisit kirliliginin ¢evre ve hedef olmayan organizmalar iizerindeki
olumsuz etkilerini en aza indirebilmek i¢in entegre miicadele yontemiyle kontrol altina
alinmasi1 gerekmektedir. Bu kapsamda kullanilan pestisit ve bitkisel ekstrelerin uygun

konsantrasyonlarda kullanilmasinin daha etkili olabilecegi 6nerilmektedir.
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