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OZET

BAZI PESTIiSITLERIN DROSOPHILA MELANOGASTER HATLARINDA
MUTAJENIK VE REKOMBINOJENIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Biilent KAYA

Doktora Tezi Biyoloji Anabilim Dah
Damigman: Prof Dr Atila YANIKOGLU
Ekim 2000 xiv+134 Sayfa

Bu ¢aligmada Akdeniz tlkelerinde yaygin olarak kullanilan 5 herbisit {1 Grup)
ile iilkemizde en c¢ok kullanilan 8 herbisitin (2 Grup) Drosophila melanogaster'in
kanatlarinda somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile genotoksikolojik etkileri iki
grup halinde aragtinldt Bu testigin 3 kromozom tizerinde resesif flare (fir’) ve multiple
wing hair (mwh) genlerini tagtyan 3 gtnliik trans-heterozigot larvalar herbisitlerm farklh
derisimierini iceren besinlerle kronik olarak beslendiler Kullanilan herbisitlerin etkisi
kanat imajinal disk hucrelerinde meydana gelen genetik degisimlerin (nokta mutasyon,
delesyon, ayrimama, rekombinasyon) sonucunda olugan mutant trikomlara gore
degerlendirildi. Degerlendirme, Graf ve arkadaglart tarafindan (1984} belirtilen
simflandirma (kiigik tek tip, blyisk tek tip, ikiz, mwh ve toplam klonfar) esas alinarak
yapiidi

Birinci gruptaki herbisitler (Amitrol, Metribuzin, Prometrin, Terbutrin ve Dikuat
dibromid) dért farklr derisimde ve sadece normal metabolik aktiviteye sahip (mwh/mwh
ve flr3/TM3,Bd®%) bireylerde caligiidi Bu gruptaki herbisitler iginde Amitrol digindaki
herbisitlerde 1, 2, 5 ve 10 mM derisimler ¢aligilirken, Amitroliin yiiksek derisimierde
Drosophila larvalarina toksik etki gostermesi nedeniyle bu herbisit i¢in 0 05, 0.1, 0.5-¥e
1 mM derisimler galigildi Ikinci grup herbisitler (Bentazon, Bentiokarb, Glifosat, 2,4, 5-
T izooktilester, Maleik hidrazit, Molinat, Propanil ve Trifluralin) ise hem normal hem
de sitokrom P-450 aktivitesinin viksekligi ile karakterize olmus yiksek metabolik
aktiviteye sahip (NORR/NORR; mwh/mwh ve NORR/NORR; flr3/TM3,Bd%)

bireylerde alt1 farkh derisimde ¢ahsildi Ikinci gruptaki biitin herbisitler normal



metabolik aktiviteye sahip bireylerde 0.1, 0 5, 1, 2, 5 ve 10 mM derisimierde ¢alisilirken
yitksek metabolik aktiviteye sahip bireylerde 2,4,5-T izooktilester ve Bentazon'un 10
mM derigimde toksik etki gostermesi nedeniyle bu iki herbisit igin ¢aligifacak alti
derisim 0 05,0.1,0.5, 1, 2 ve 5 mM olarak belirlendi

Birinci gruptaki herbisitlerden Amitrol 0.5 ve 1 mM' lik derigimleri mutajenik ve
rekombinojenik etki gosterirken, diger herbisitlerin biitin derigimlerinden elde edilen

sonuglarin istatistiksel olarak kontrol grubundan farkli olmadi1 saptandi

Ikinci grupta kullamlan herbisitlerin hem normal hem de yiksek metabolik
aktiviteye sahip bireylerde caligilmasiyla bu herbisitlerin dogrudan kendileri mi yoksa
parg¢alanma tirtinlerinin mi genotoksik oldugu elde edilen sonuglara gore degerlendirildi
Bu gruptaki herbisitlerden Maleik hidrazit, Molinat, Propanil ve Trifluralin hem normal
hem de yuksek metabolik aktiviteye sahip bireylerde mutajenik ve rekombinojenik
oldugu saptandr Yine bu gruptaki herbisitlerden Bentazon normal metabolik aktiviteye
sahip bireylerde Bentiokarb ise yiksek metabolik aktiviteye sahip bireylerde mutajenik
ve rekombinojenik Ozellik gosterdi 2,4,5-T izooktilester ve Glifosattan elde edilen
sonuglarin sadece normal metabolik aktiviteye sahip bireylerde sadece dengeleyici
kromozom tagmmayan fli3/mwh genotipindeki bireylerde istatistiksel olarak onemii

duzeyde gikmustir
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ABSTRACT

STUDY OF MUTAGENIC AND RECOMBINAGENIC EFFECTS OF SOME
HERBICIDES ON THE LINES OF DROSOPHILA MELIANOGASTER

Billent KAYA

Ph D Thesis in Biology
Advisor: Prof Dr. Atila YANIKOGLU
October 2000 xiii+134 Pages

In this study, the genotoxic effects of extensively used 5 herbicides in
Mediterranean countries (Group I) and intensively used 8 herbicides in Turkey (Group
IT) were investigated in two groups using wing somatic mutation and recombination
test in Drosophila melanogaster In this test, 3-day old larvae trans-heterozygous for
the third chromosome recessive markers flare (flr’) and multiple wing hair (mwh) were
reared using the medium containing different concentrations of herbicides. The effects
of herbicides were evaluated according to genetic changes (point mutation, deletion,
non-disjunction, recombination) in wing imaginal disc cells that lead to the formation of
mutant trichomes Classification was based on the classification (small single spot, large
single spot, twin spot, multiple wing hair and total spot) developed by Giaf et. al
(1984)

The herbicides in the first group (amitrole, metribuzine, prometryne, terbutryne
and diquat dibromide) were applied at four different concentrations and studied only in
the normal metabolic activity line (mwh/mwh and fIr’/TM3,Bd®) Four herbicides were
applied at 1, 2, 5 and 10 mM concentrations for each, while amitrole was applied-at
005, 01, 05 and T mM concentrations, because it showed the lethal effect in
Drosophila latvae at high concentrations The second group of herbicides {(Bentazone,
Benthiocarb, Glyphosate, 2,4,5-T isooctylester, Maleic hydrazide, Molinate, Propanil ve
Trifluralin) were tested both in the normal metabolic activity line and the high

metabolic activity line that is characterised by an increased cytochrome P-450



dependent capacity (NORR/NORR; mwh/mwh and NORR/NORR, fir'/TM3,Bd%) at six
different concentrations All herbicides were applied to normal metabolic activity line at
0.1,05, 1, 2,5 and 10 mM concentrations in the second group, while, the concentrations
were determined as 005, 01, 05, 1, 2 and 5 mM for 2,4,5-T isooctylester and
Bentazone Because these herbicides showed toxic effect at 10 mM concentration to

high metabolic activity line.

Amitrole from the first group showed mutagenic and recombinagenic effects at
0 5 and I mM concentrations, but the effects of other herbicides were not statistically

different from control group at all concentrations

The second group herbicides showed their genotoxic effects either themselves or
as their metabolites according to the results obtained from both the normal and the high
metabolic activity lines Maleic hydrazide, molinate, propanil and trifluralin from
second group herbicides were determined that they have mutagenic and recombinagenic
activity in both the normal and the high metabolic activity lines Bentazone showed
mutagenic and recombinagenic effects in the normal metabolic activity line while
benthiocarb had mutagenic and recombinagenic effects only in the high metabolic
activity line The results from 2,4,5-T isooctylester and glyphosate were statistically
significant in the normal metabolic activity line only for the wild type wing phenotype,

flr>/mwh genotype adults

Key Words: Drosophila melanogaster, Somatic Mutation, Mitotic Rekombination,

Somatic Mutation and Rekombination Test, Biyoactivation
Prof Dr. Atila YANIKOGLU (Advisor)

Prof Dr Rahmi BILALOGLU
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ONSOZ

Modern tarimda hastalik, zararlt bocek, yabancr otlar gibi tiriin verimini olumsuz
yonde etkileyen zararlilara kargt pestisit denen bir ¢cok kimyasal kullamlmaktadir
Pestisitler igerisinde en fazla kullanilan kimyasallar yabanci otlarmm  kontroliinde
kullanilan herbisitlerdir.

Herbisitler triin  verimini artirarak tanimsal irefimde onemli bir fayda
saglamakla beraber, dogada ¢evre ve insan saghgim tehdit edici boyutlarda zararlar da
olusturabilmektedir Bu zararlarin en o6nemlilerinden biri canlilarda goriilen genetik
hasarlardir Canli sistemde gesitli kimyasallann etkisiyle olusan genetik hasarlarin neler
ve ne kadar olustufunu belirlemek igin gerek prokaryotik gerekse okaryotik model
organizmalar kullanilarak cesitli testler kullanilmaktadr. Genetik hasarin belirlenmesi
igin vapilan testlerin bir ¢ofu #n virro kosullardadr Halbuki in vivo testler
organizmanin bitunlugi i¢inde oldugunda daha buyiik bir énem tagimaktadir Buna
karsin in vivo testler genellikle bitkilerde vapilmaktadmr Baz herbisitler ve bunlarn
metabolitlerinin genellikle in vifro kosullarda vapilan c¢aliymalarda mutajenik ve
rekombinojenik oldugu gosteriimistit Bu nedenle bu c¢alismada in vivo olarak
Drosophila  melanogaster'de kanat somatik mutasyon ve 1ekombinasyon testi
uygulanarak 13 herbisitin mutajenik ve rekombinojenik etkiler: arastinidi Yapran bu
caligmanin gelecekte bu konuda yapilacak ¢alismalara 151k tutmasinn dilerim.

Bana bu konuda calisma olanaf: veren damsmanmim sayin Prof Dr Atila
YANIKOGLU'na (Ak Un Biyoloji Bolimi), galisma sirecinde fikir alig-verisinde
bulundugum Prof Dr Ricardo MARCOS ve Prof Dr. Amadeu CREUS'a (Autonoma
Univ., Mikrobiyoloji ve Genetik Bolumu, Barselona-ispanya), ¢alismada kullandigim
herbisitleri hibe eden KORUMA Tarim AS (Istanbul) ve AGROSAN AS'
Lileburgaz)ya ve gerek tez calismalanm swasinda ve gerekse yazim agamasinda
yardimlarin gérdigim esim Nuray KAY A'ya tegekkirlerimi sunanim

Bu Calisma Akdeniz Universitesi Arastirma Fonu (Proje no: 98 01 0121 08),
TUBITAK Alt Yapr Destek Projesi (Proje no: TBAG-AY/186), TUBITAK Yurt igi-
Yurt dis1 Butiinlestirilmis Doktora Bursu ve NATO A2 Yurt dist Aragtirma Bursu ile
desteklenmistir
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Guntimizde sirekli artan Diunya niifusunun artan besinsel ihtiyaglarint
sll'éfnak icin tarimsal uretimde seracilik, giibreleme, bitki islali, doku kiiltird,

mon ve pestisit kullamm: gibi degisik yontemler kullamlmaktadir Bu yontemierden

da zararlilara karg1 pestisitlerin kullanim, yiizlerce yil éncesine kadar gitmektedir,
lerin M O. 1000 yillarinda Cin’de kikiirtin bitki hastaliklarina karst koruyucu

..'.c.len yararlanma ile baslamis olduguna iliskin bazi kamtlar bulunmugtur. 16

zyiiﬁa dusiik kaliteli balina yag: sirke ile karistirilarak zararli boceklere kargi bir ¢esit
ektisit olarak kullanilmigtir Yine aymi yizyilda Arsenik igerikli bilegikler Cin’de
slt olarak kullamimigtir 17 Yiizyilda titin yapraklanmim su ozitleri bocek
rucu olarak, karabugen (Strychnos nox-vomica) bitkisinin tohumlarmin da
enlerin olduriilmesinde kullanildigr bilinmektedir 19 yiizyihn ortalarinda Derris
a . bitkisinin kokleri ve krizantem Dbitkisinin ¢igekleri insektisit olarak

_:mlsttr' Yine 19 Yizyihn sonlarina dogru arsenik trioksit yabanci otlatla

"d_éle amaciyla kullanilmistir. Aynr dénemlerde, gintimiizde halen kullamlmakta
fordo karnisimi (Bakar siilfat ve kireg) Fransa'da tiziim hastah@ina neden olan
épora viticola'ya karsi kullamlmustir. Ilerleyen dénemlerde de Bakir arsenit ve
resili gibi pestisitler kullanilmigtir

estisitlerin gergek anlamda yaygin olarak kullamimast 1939 yilinda DDT'nin
Olduriici etkisinin bulunmasindan sonra baslamugtir. Bu tarihten sonra pestisit
gittikge artmug ve giiniimtizde organik klorlu, organik fosforlu, karbamat, sentetik
1d:1_er gibi gesitli gruplar altinda toplanan ¢ok fazla sayida pestisit ortaya gikmistir.

da hastalik, zararl bocek, kemirici, yabanci ot gibi bir gok zararlin yol agtig:

ayiplarint ortadan kaldirmak amactyla kullanilan pestisitlerin Giriin verimini 1/3
.d&‘:_'j artirdify tahmin edilmektedir (Ware 1983) Bu nedenle de pestisitlerin

-“-nzf_ ginden giine yayginlagmistir Tarim ireticilerinin pestisit talebine cevap

'fﬁiek icin caligan bir ¢ok firmada binlerce aragtirici daha etkin pestisit iiretimi igin
malar yapmaktadir Giiniimiizde geligtirilmis binlerce pestisit formulasyonundan

ﬂe_ﬁ_fazlaSI halen biiyik dlgtide kullaniimaktadu (Wilkinson 1990)



. Tanmda zararlilara karg: pestisit diginda direncli bireylerin segimi, fiziksel ve
B:iy:ofojik miicadele gibi bazi yontemler de kultamlmaktadir (Yegen 1993) Ancak bu
glbi miicadele yontemlerinin daha uzun vadede sonug vermesx ve pratik olmamast
nedemyle zararhlarla miicadelede pestisitlerin kuilamm: halen birinci sirada yer
almaktadlr‘ Pestisitlerle yapilan kimyasal miicadele ile bir ¢ok zararliya karg: tam veya
kﬁfnen basart saBlanabilmektedir. Fakat pestisitlerin bu bagarilarina karsin zararli hedef
'_ _i-:arganizma digindaki organizmalan da etkilemesi ¢evie ve insan sagligi bakimindan
. 6lﬁ'msuzluklar'a yol agmaktadir Topraga karigan pestisit, topragin dogal bakteri florasini
;..::.ljo.zarak madde enerji déngiisiinde dnemli yeri olan ayrigtiricilan ortadan kaldirmakta,
. suya karigarak akarsu, gol ve denizlerde besin zinciri yoluyla insana kadar ulagmaktadir
(Gustafson ve Jansson 1993, Kuroda vd 1992) Ayrica beslendigimiz sebze ve
meyvalarla insan, pestisitlerin direk etkileri ile karst kargiya kalabilmektedir Hatta bu
étki, sebze ve meyvalarda pestisitler igin hasat aralifina dikkat edilmez ise insan
éaghglm tehdit edici boyutlarda olmaktadir Tarimda zararlilara kars: pestisit kullanima,
@riin veriminde kayiplari 6nlerken yararit olmakia birlikte, ne yazik ki dogal cevie ve
._.".'_ixisan sagliginda olumsuz  etkileri nedeniyle kiigiimsenemeyecek  zararlar

- olugturmaktadir

_ Bir canlinin ortak birimi hicredir. Canhlar hiicre veya hiicrelerden olugtuguna
gore, bir canli tirtine etki eden pestisit difer bir canh tirini de az veya ¢ok
etkileyebilir. Bu nedenle, pestisitlerin hedef aldiklan organizmalar igin kesin segici
-+ olarak formillendiriimesi veya kullanilmas: arzulanir. Bu konuya pestisit iireten
| “imalatgilar ne kadar ézen gosterirse gostersin yine de pestisitlerden etkilenmeyen canlt

‘grubu yok gibidir Dogada pestisitlerden etkilenen bir canl: grubu da tiir sayist en fazla
. olan baceklerdir. Bocekler ¢igeklerde tozlagmayr artirarak uriin verimini olumlu yonde
- etkiledikleri gibi diger taraftan predator ve parazitoid yagam sekillerine sahip olanlar: da
. zararhlarla micadelede onemli biyolojik kontrol ajanlaridir Pestisitler nedeniyle
boceklerin  yagama, gelisme, omiir uzunlugu ve yumurta veriminde dsiisler
a5 gozlenmistir (Charlisle vd 1969, Chrominski vd 1982, Visscher 1980, 1982, 1983,
| Coffelt ve Schults 1988, Onder ve Cmarhi 1988, Yiicel ve Geldiay 1988, Kaya ve

Yanikoglu 1999) Ayrica yine pestisitlerin bocekler tizerinde esey oramm degistirme,

- glikojen seviyesini diigiirme, geligimin erken evrelerinde 6limcil etki, direng




mekanizmalannin gelismesi, dilzensiz hiicre bolinmeleri, ve degisik kromozomal hasar
j.:ﬁ.blusumu seklindeki etkileri yapilmig olan bir ¢ok aragtirma ile gsterilmistir (Dover ve
“Croft 1986, Kence ve Kence 1988, Koca ve Bilaloglu 1988, Valencia vd 1989,
:"__Yamkoglu ve Bilaloglu 1989, Miyakawa vd 1980, Bagriacik ve Unlii 1991, Rodriguez
!".._.Ve Amin 1991, Uysal ve Bahgeci 1992). Bu gibi etkilerin sonucunda bir taraftan zararli
_bbcekler de direng mekanizmalar geligtirerek kullanilan pestisitin zamanla etkisiz hale
;_: gelmesi soz konusu iken, diger taraftan gevrede biyolojik miicadele i¢in dnemli bir gok
~bocekde glikojen seviyesindeki diisiig, gelisimin engellenmesi ve kromozomal hasarlar
ffl-'.:nedeniyle olumsuz kosgullardan ¢ok daha fazla etkilenmektedir Pestisitlerin etkisiyle
“¢liimlere kadar varabilen sonuglar ortaya ¢ikabilmekte ve dogada ekolojik denge igin
“onemli bir ¢ok yararh bocegin de zarar gbrmesi nedeniyle denge olumsuz ybnde
ozulmaktadir. Kullanilan pestisitin biyolojik agidan uygunlugu cevieye ve hedef
organizma digindaki yararh canlilara olan olumsuz etkilerine baglhidir. Bununla birlikte,
::':'kuliamlan baz1 pestisitler zararli tiirlerin dogal dismaniarim ve polinatérleri olumsuz
onde etkilemektedir (Graham-Bryce 1975) Dogal polinatérlerden bal arilarmin
-pestisitlerden etkilenmesi nedeniyle anlarin 8limu, bal verimindeki disiis ve
estisitlerin balin kokusunda varattip: istenmeyen kokular nedeniyle ekolojik ve
-.:_ékonomik agidan olumsuz sonuglar ortaya ¢ikmaktadr Diger taraftan pestisitler kuglan
_._(Bauer vd 1989, Duffard vd 1993), baliklar: ve gol ekosistemlerini (Pimentel vd 1991,
.. .erg vd 1992) olumsuz yénde etkileyerek dogal dengenin bozulmasma neden
Imaktadir

: Tanimda trun verimini artirmak amaciyla kullamilan pestisitier ¢ogu kez kuiltir
"}bitkilerinde de istenmeyen hasarlara neden olmaktadir. Bazi ¢aligsmalarda, pestisitletin
"'Gtkileriyle kiiltiir bitkisinin genetik yapisinda bir ¢ok hasarlarin olugtugu gosterilmistir.
(Scott 1968, Swictlinska ve Zuk 1978, Derridj vd 1986) Pestisit bitki biinyesine
_erhaﬂgi bir yolla girmesinden sonra kendisi veya parcalanma triinleri bitkinin
.ﬁnyesinde uzun sure kalabilmektedir Bitki bilinyesine alinan pestisitler insan
tarafindan bitkinin dogrudan besin olarak alinmas: veya bu bitkiyi besin olarak tifketen
ayvanlarin besinse! tiriinlerinin yenilmesi suretiyle insana gegebildigi, toprakta biriken
estisit, gesitli yollarla sulara kansarak akarsu, gol ve denizlerden besin zinciri yoluyla
.a insana ulagabilmektedir (Frank vd 1988, Biradar ve Raybuin 1995) Besin zinciti

_OIUYIa mikro canlilardan makroya dogru gittikge artan pestisit miktari, besin



}amidinin en tepesindeki insan icin yiksek degere ulasir Bu nedenle de pestisitlerin
6§rudan ya da dolayl: olarak insana olan zaran: en fazladir denilebilir Pestisitlerin

sana olast etkilerini saptamak icin memeli sinifindan fare, sigan, kobay ve tavsan gibi

ég'i'tli hayvanlarin  degisik dokulaninda, histolojik, fizyolojik, embriyolojik,

iyokimyasal ve genetiksel bir ¢ok calisma yapilmaktadir. Bu gibi memeli deney

ayvanlarinin akeiger, kemik iligi, ovaryum gibi degisik doku ve organlarinda baz:

't._i'sitlerin embriyo toksik ve genotoksik hasara neden oldugu gosterilmigtir (Seiler
6, Carere vd 1978a, b , Carere ve Marpurgo 1981, Hansen vd 1984, Hoffman ve
Albers 1984, Dean vd 1985, Yoo vd 1985, Katz 1987, Salem ve Olajos 1988, Adler vd
989, Fan ve Jackson 1989, Tanaka ve Amano 1989, Kuroda vd 1992, Barale 1993,
Bolognesi vd 1993, Manno 1996, El-Rahaem vd 1997, Tate vd 1997)

Tarimda zararlilara kargt kullamlan pestisitler, zararhlarn tamamen ortadan
ldirilmasim saglayamamakta ancak belli bir siwe igin zararlimn populasyon
;ﬁiﬁgunu ditgirmektedir Zararli bireyler, dogrudan kullamlan pestisite karst
infa direng kazanabilmektedit Diger taraftan bu bireyler benzer yapida kullamlan
_fpestisitlere de ¢apraz direng olusturabilmekiedir. Bu nedenle gerek kullamlan
kse kullanilana benzer yapidaki diger pestisitler zamanla zatarlh igin etkisiz hale
Tﬁ)jl::lilektedir_ Pestisitlere kargi direng mekanizmasinin gézlenmesine en carpict érnek
DDT (Diklorodifeni trikloroetan) gosterilebilir DDT insektisit olarak faydali

dolayisiyla nobel odiilii dahi kazandirmasina kargin zaman igerisinde boceklerin

._t_ls';ite karg1 gelistirdikleri direng mekanizmalar: sayesinde etkisiz hale gelmis ve
n éallsmalarla gevre ve insan igin olumsuz etkilerinin gosterilmesiyle kullanimi
I_kéierde sinirlandiritmis baz tilkelerde de tamamen yasaklanmigtu  Georghiou ve
n (1983)un boceklerin kullanilan pestisitlere kars: kazandiklarr direng tzetine
'_1 ¢alismaya gore; 1973 vyilinda cesitli pestisitlere karst direngh oldugu
en tiir says1 313 iken sonraki on yil boyunca kullanilan pestisitler nedeniyle bu
165 oraninda artarak 829’2 ulagmistir Zararlilarda zamanla direng
Zﬁl_ala.nmn gelismesiyle zirai miicadelede daha fazla gesit ve miktarlarda pestisit
Mi geregi dogmustur Bunun sonucunda ise gevrede daha fazla miktarlarda
P_?Stisit kalintilari, gevreye de zarar vererek besin zinciri yoluyla insana kadar

a{ Insamn maruz kaldif1 pestisit miktar: arttikga mutasyon oranim artmarak



tajeﬁik ve embriyonun normal geligimini engelleyerek teratojenik etkiler ve hatta

=le';;onuc;lanan zehirlenmeler meydana gelebilmektedir. (Garret vd 1986, Frank vd
[ARC 1991, Winter 1992, Yang 1992, Litchfield 1999)

_-Z;[:anmda ariin verimini en fazla etkileyen zararliar, kiltur alaninda istenmeyen
: '.an yabanct otlardir Yabane: ot; kiiltir alaninda hasat edilmesi amaglanan bitki
kalan, faydadan gok zarar veren bitkilerin tamamidir (Klingman vd 1975).
¢l j:dtlar'; topragin su diizenini bozmasi, kiiltir bitkilerinin besinini paylagmasi,
maiar1n1 engellemesi, toprak sicaklifina olumsuz etki yapmasi ve bazi hastalik
.':er_i'___ig:in iyi bir konak olmalar nedenleriyle kiiltiir bitkilerinin gelisimlerini
er_h__éktedirler- (Yegen 1993) Hasat alaminda istenmeyen bitkilerin ¢ldiriilmesi,
D ;'d:i.lmesi, kullanilmas: sonucu gelisiminin durdurulmasi veya bir kisminin

'I'ﬁ;e:é,ini saglayan pestisitlere herbisit adi verilmektedit (Ozmen 1996)

erin kullanim1 1895-1897 villart arasinda yaban hardahina (Sinapsis arvensis)
al"c_nl'rf sulfatin segici etki gosterilmesinin tesbit edilmesiyle baglanmigtir (Manno
"::_L__l.":f_;tlandaki ilgi 1930’larin ortalarinda selektif ozellik gosteren yeni bilesiklerin
k;'a"s'i-yéniine dogru kaymistir  1950°lerde diistik akut toksisite gosteren diger grup
fizerinde ¢alismalar yogunlagmigtir 1962 yilinda bulunan Parakuat segici
an. 1Ik herbisit olmasiyla énemlidir Son on yil igerisinde herbisitlerin pestisitler
ndek: oram ¢ok hizli bir gekilde artmistir. Diinyada iiretilen herbisit miktart su
kt;s_ltlerin iki, fungusitlerin de ug¢ katindan daha fazladir Herbisitlerin bu asin
uretilmesi ve kullanlmas: bir gok sorunu da beraberinde getirmektedir
_lﬂ_er_'i;z_l dogrudan bitkilerin Uremesini kontrol etmek igin iiretilmis olmasindan
:e__r:r_ielilere olan toksisiteleri insektisitlerden daha dusiktir (Kurtz vd 1989,
Ali 1983, Aroyo vd 1988), Buna ragmen bir ¢ok herbisitin bakterilerde
ra:i};e Talcott 1985, Kumari ve Krishnamurth 1984), bitkilerde (Kumari ve
ath 1989, Pavlica vd 1991, Rahem ve Ragap 1989, Nicoloff vd 1991),
de (Kaya vd 1999), ve memeli sistemierde (Turkula ve Jalal 1985, Pavliva vd
hOng vd 1992, Kumari ve Krishnamurt 1986) degisik hasarlara neden oldugu
ktgdu Ayrica bazi herbisitler insanlarda sperm bozukluklarina da neden
mektedir (Lerda ve Rizzi 1991)




Reaktif kimyasallar olan pestisitierin gerek kendileri ve gerekse par¢alanma
griinleri bir cok canh tiirinde ve insanda cesitli genetik hasarlarolusturabilmektedir.
Genetik hasarlarin saptanmasinda hem prokaryotik hem de 6karyotik organizmalarda
farkls bir gok test sistemi kullamimaktadir (Ames vd 1973, Alp vd 1985, Oner 1989,
Moro vd 1996, Kaya vd 1999) Bu testlerden Ames testi 1973 yilindan itibaren
Salmonella typhimurium™un TA 1535, TA 1536, TA 1537 ve TA 1538 hatlariyla 1978
yila kadar ¢alisiimistir (Ames vd 1973). Bu tarihten sonra R plazmidi igeren TA 98 ve
TA 100 hatlanyla mutajenik etkiler Gizerine ¢alismalar yapilmistn  Aymi donemlerde bu
testde fare karaciger mikrozomal fraksiyonlar: da kullanifarak metabolik aktivite sonucu
olusan metabolitlerin etkileri arastiriimaya baglanmistir (Ames vd 1975) Daha sonraki
iki y1l boyunca yine ayni bakteri ile degisik testler uygulanmugtir (Shopek vd 1978,
Bignami ve Crebelli 1979, Bignami vd 1977) llerleyen yillarda S fyphimurium
digindaki bakterilerde kullanilarak yapilan testler uygulanmaya baglanmustir (Carere vd
1978 a, b, Bignami vd 1980)

Okaryotik bir organizma olan Aspergillus nidulans genetik testlerde ¢ok yaygmn
olarak kullanilan diger bir model organizmadir. 4 nidulans kullamlarak yapilan testler
yardimiyla mitotik krosing over, ayrilmama (non-disjunction), nokta mutasyon, gergeve
kaymasi (frame shift), kromozomdan parga kopmasi (delesyon) ve kromozomun bir
parcasinin  ver de@istirmesi (translokasyon) gibi bir ¢ok genetik hasar
belirlenebilmektedir (Lilly 1965, Bignami vd 1977, Crebelli vd 1986). Bununla birlikte
A. nidulans ile yapilan testler igin klasik mikrozomal aktivasyon sistemi kullanilarak
biyoaktivasyonun belirlenmesinde bazi zerluklar vardu Bu nedenle de bu amaca
yonelik degisik testler gelistirilmistir Bu testlerden bitkilerin model organizma olarak
se¢ildigi testlerde mitoz ve mayoz béliinmeler sirasinda olusan mutasyonlarin tespit
edilmesi uzun yillardir kullanilmaktadir (Povolotskaya 1961, Evans ve Scott 1964, de
Serres ve Shelby 1978, Constain ve Owens 1982) Ancak bu g¢aligmalarda bitkilerin
model organizma olarak kullanilmasi nedeniyle, pestisitlerin hayvanlar iizerindeki
etkilerini tespit edebilmek igin hayvansal hiicrelerin kullanilmas: diisincesi on plana
¢ikmigtt.  Bu nedenle, bitkilerle yapilan testler hayvanlann degisik hiicreler
kullanitarak  yaptlmaya baglanmisti. Bu testlerden kromozom bozukluklari,

mikroniikleus olugumu ve kardes kromatidlerdeki parga degisimi testleri bir ¢ok
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©  aragtirmaci tarafindan yillardir kullanilmaktadir (King ve Lunford 1950, Paton ve
~ Allizon 1972, Kroda vd 1992, Zhong vd 1992, Vaglenov ve Karadjov 1997, Vaglenov

vd 1997 a, b, ¢). Bu calismalardan baska son yillarda memeli, bocek, deniz kabuklular:,
bitki gibi karyotik organizmalarin baz: hiicreleri ile DNA diizeyindeki hasarlarn tespit
edilebildigi tek hucre jel elekroforezi (COMET) testi ¢ok yaygin olarak kullanilmaya
baslanmugtit (Anderson vd 1998, Ginchner ve Plewa 1998, Handerson vd 1998, Ralph
ve Petros 1998, Singh ve Stephens 1998, Speit vd 1998, Steinert vd 1998, Tsuda vd
1998, Wagner vd 1998) Tek hiicre jel elekroforezi testinin son yillarda ¢ok yaygin
olarak kullanilmasimin nedeni uygulama alanmin ¢ok genis, DNA diizeyindeki
hasarlarn ¢ok hassas olarak tespit edilebilmesi ve az sayidaki 6karyotik hiicrenin bu test
igin yeterli olmasidir Ancak bu testin de diBer bir ¢ok mutasyon testleri gibi in vifro
kosullarda yapiliyor olmasi aragtirmactdar: bu testin, Skaryotik canlilarda in vivo
kosullarda yapilan testlerle desteklenmesine yoneltmigtir /# vitro testlerde izole edilmis
olan hiicreler ya dogrudan ya da belli bir siire kuitiir ortaminda ¢ogZaltildiktan sonra teste
tabi tutulmaktadit Bu izole edilmis hiicreler birbirlerinden bagimsiz olarak
iiremektedirier In vitro kosullardaki hiicrelerin birbirleriyle olan haberlesmeleri in vivo
kosullardaki kadar giclu degildir Bu nedenle de in vitro ¢alismalarin sonuglari in vivo
kosullarda yapilan c¢aligmalanin sonuglarindan farklr olabilmektedir Bu yiizden son
yillarda mutajenik etkilerin saptanabilmesi igin in vivo kosullarda yapilan Drosophila
kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ¢ok yaygm olarak kullanilmaktadu Bu
test ¢egitli genetik hasarlar ayni anda saptayabilmesi agisindan da dnemli bir avantaj

saglamaktadir

Kullamlan pestisitler, viicuda herhangi bir yolla girdikten sonra zararl
etkilerinin ortadan kaldirilmass igin hiicrelerde bir takim degisikliklere ugratiimaktadir
Pestisitlerin zararli etkilerini gidermek icin gerceklesen bu olaya detoksifikasyon adi
verilmektedir Detoksifikasyon; viicuda alinan yabanci maddelerin suda daha kolay
¢Oziinebilir hale getirllerek atimasini kolaylagtirmak veya suda ¢6zillebilen bir madde
ise ablmasini saglamaktir Faz 1 ve faz 2 olarak iki kisimda incelenen detoksifikasyon
reaksiyonlarinda bir ¢ok enzim gorev yapmaktadr Detoksifikasyondan sorumhu énemli
bir enzim sistemi de sitokrom P-450 (polisubstratll monooksijenaz sistemi)’dir Bu

enzim sisteminin detoksifikasyondaki énemi adindanda anlagilacagt gibi substrat



gesitliliginin fazla olmasi ve bitkiden memeli sisteme kadar bir ¢ok organizmada ortak

“olmasindan ileri gelmektedir Sitokrom P-450, iki enzimin birlesmesiyle olusan bir
. gstem olup, NADPH sitokrom P-450 reduktaz ve hem igeren sitokrom P-450 dir

" yabanc: maddelerin (ksenobiyotikler) olumsuz etkilerini yok etmek amaciyla sitokrom
P-450 tarafindan katalizlenen hidroksilasyon, dealkilasyon, epoksidasyon gibi bir gok
~ reaksiyon vardir Bu reaksiyonlarin asil amaci zararlt etkinin ortadan kaldiriimasidir
Ancak bazen detoksifikasyon reaksiyonlari sonucu olugan bazi metabolik triinler daha
~ toksik ozellik kazanabilmektedit Bu ara tiriinlerin organizmada hiicre dliimleri, kanser,
- teratogenik etkiler ve mutasyonlar gibi istenmeyen sonuglar ortaya ¢tkardigs
gosterilmistir (Plewa ve Gentile 1982, Plewa vd 1984, Kappas 1988, Plewa ve Wagner
1993) Biyoaktivasyon sonucu olugan bazi metabolitleri yari émiirleri ¢ok uzun oldugu
icin bu metabolitler uzunca bir stire zararll etkilerini gosterebilmektedirler DDT"in
pargalanma iirinlerinden olan DDE de yan: émrii onlarca yil olan zararh bir pargalanma
uriniidir  DDE"in  mutajenitk ve kanserojenik etkilert yapilan c¢aligmalarla da
belirlenmistir (IARC 91). Diger taraftan, DDT nin uzun yillar boyunca gok yaygin
olarak vyiizlerce iilkede kullanmimis olmasi ve yart émriinin de ¢ok uzun olmasi

nedeniyle halen bir ¢ok canlinin tehlike altinda oldugunu gostermektedir

Bir canlida bir kimyasalin genotoksik etkilerini belirlemede kuliamlan testlerin
bazilari igin sirke veya meyve sinegi olarak da bilinen Drosophila melanogaster en sik
bagvurulan bir model organizmadir. D. melanogaster'in bu testler igin kullanimas:
1927'de Miiller'in eseye bagli resesif letal mutasyon testini bulmasiyla baglamigtir
(Muller 1927) Drosophilanin mutajenite testlerinde tercih edilmesinin nedenleri;
okaryotik bir organizma olmasi, generasyon siresinin 9-11 giin gibi kisa bir siire
olmasi, bir nesilde ¢ok fazla sayida birey elde edilebilmesi, biyoaktivasyondan sorumlu
enzim sistemlerinin memelilerin enzim sistemleriyle biiylik benzerlik géstermesi ve

Okaryotik bir canlida in vivo ¢ailyma olanagi vermesi seklinde siralanabilir (Valencia vd

1984, 1989). Son vyillarda da ozellikle meyve sine§inin farkli imajinal disk~

hiicrelerinden yararlanarak baz: testler kullamlmaya baglamlmigtir Bu testlerden “white
ivory” testinde esey kromozomu iizerinde taginan white ivory (Wi) geni belirleyici gen
olarak kullanilmaktadu. Bu belitleyici gen iizerinde meydana gelen bir mutasyon

nedeniyle g6z ommotidyum hiicrelerinde pigment olusup olugmamasina gore
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degerlendirme yapumaktadir Bu mutasyon testinin 1986 yilinda Green ve arkadaslan
tarafindan gelistirilmesinden sonra bir ok aragtwmac: genotoksik etkilerin tespitinde bu
testi kullanmugtie (Wiirgler ve Kagi 1991, Ferreiro vd 1995). White ivory testinin temel
- prensibi kromozom i¢i rekombinasyonun ve tekrarlanan W geninin duplikasyonunun
- kaybolmasimn fenotipe farkli yansimasidir. Bu testte mutajene maruz kalan goz
- ommotidyum hilcrelerinin sayisinin fazla olmamast, Drosophila'un esey kromozomu
~gizerindeki belirleyici genlerin kullanilmasi nedeniyle ¢aligilan bolgenin dar kapsamda
- olmast ve sinirh sayidaki mutasyonlanin test edilebilmest aragtinicilan mutasyontar

- daha genis spektrumda inceleyen bagka testlerin kullaniimasina yoneltmigtir.

1984 yilinda Graf ve arkadaglani'min Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testini gelistirmesiyle mutasyonlarin daha genis bir spektrumda
_ incelenmesi olanad: elde edilmustir Bu test ile elekronegatiflik ile genotoksisite
- arasindaki iliskinin aragtirilmas: (Rozenkranz ve Klopman 1996), antiviral, anti-kanser
~ ve anti-depresant flaglarinin (Frei vd 1992, Marec ve Gelbic 1994, van Schaik ve Graf
1991), anti-parazitik nitrofuranlarm (Alonso-Moraga ve Graf 1989), okaryotik
topoizomeraz inhibitorlerinin (Fret ve Wiirgler 1996) ve baz insektisitlerin (Batiste-
Alentorn vd 1995) mutajenik ve rekombinojenik (rekombinasyon oramnin normalden
- daha fazla artiran) etkilerinin aragtirtimast gibt vaptlan bazi g¢aligmalarin yani sira son
- yillarda, olusturulan Szel hatlar sayesinde tamir bozukluklannm saptanmas: (Graf vd

1990) ve kimyasallarin pargalanma uriinlerini mutajenik ve rekombinojenik etkiler
(Guzman-Rincon ve Graf 1995) gibi yeni ¢ahigmalar da yaprimistu. Bu test, Skaryotik

_:. - cantida daha fazla sayida hedef hucreyi igine alan in vivo bir test olup aym anda gesithi
mutasyonlar (delesyon, nokta mutasyon ve ayrilmama) ve rekombinasyonun fenotipte
kolaylikla gozienebilmesine olanak vermektedir Bu testin oénemli bir avantaji da
- rekombinasyonun baskilanmasina neden olan dengeleyici kromozomun (TM3).
kullanidan hatlardan birinin genomuna yerlestirilmis olmasidir Herhangi bir faktoriin

- etkisiyle gerceklesen uygun olmayan bir rekombinasyon timér baskilayic: (supressr)
- genleri inaktive ederek veya proto-onkogenlerin uygunsuz bir sekilde aktive olmasim

- saglayarak kanserin baglamasina neden olabilmektedir (Sengstang 1994) Bu nedenle,
 baz faktorlerin etkisiyle gerceklesen rekombinasyonlar bazen hi¢ istenmeyen sonuclar

- dogurabilmektedir. Bu test i¢in kullamilan hatlardan birinin genomuna yerlestirilmis



olan dengeleyici kromozomun (TM3) varhig bu kromozom uzerindeki baskin bir

mutant gen (Serrate) ile tespit edilebilmektedir Bu baskin mutant gen sayesinde
bireylerin fenotipine bakarak genomunda dengeleyici kromozomun var olup olmadig:

kolaylikla belirlenebilmektedir Sonuglar degerlendirilirken iki farkll fenotipteki

(dengeleyici kromozomu tagiyan ve tagpimayan bireyler) bireyler ayri ayn
degerlendirilerek dengeleyici kromozomun rekombinasyonu baskilama o6zelliginden

dolay: kullamlan herbisitin rekombinojenik etkisinin olup olmadigi veya gergeklesen

rekombinasyonun oram ayrica tespit edilebilmektedir Testin bu ozellikleri sayesinde
yapilacak bir galisma ile olusan mutasyonlar genis bir spektrumda incelenebildigi gibi
rekombinasyonun da hangi oranda gerceklesti3i belirlenebilmektedir Boylece
kullamlan mutajenin sadece mutajenik etkisi degil ayn: zamanda rekombinojenik etkisi
hakkinda da bilgi sahibi olunabilmektedir Diger bir ¢ok testde, sadece belli bir
mutasyonun incelenebilmesi nedeniyle Drosophila kanat somatik mutasyon ve

rekombinasyon testi tercih edilen bir test olmustur. Bu testin bilim dunyasimin

kullamimimna sunulmasindan bu yana belirleyici genleri tagiyan hatlara bagka 6zellikler
de kazandirilarak testin iglevi daha da artmilmstir Bazi kimyasallarin detoksifikasyon
sonucu olugan pargalanma tiriinlert kendilerinden daha genotoksik oldugu bilinmektedir
Bu nedenle, son yillarda bu test igin kullanilan hatlara, ilaglar, cevresel kirleticiler ve
pestisitler gibi bir cok ksenobiyotikler ve steroidler, yag asitleri ve kolestrol gibi
endojen bilesiklerin detoksifikasyonda ¢ok onemli bir enzim sistemi olan sitokrom P-
450°y1 daha fazla oranda ve aktif' olarak ureten bireyvlerden c¢aprazlamalarla
aktanilmustir  Bu ¢aprazlamalar ile olugturulan yuksek metabolik aktiviteye sahip
bireyler ve normal metabolik aktiviteye sahip olan bireyler kullanilarak yapilan
calismalarin sonuglart kargilagtirilarak kullanilan kimyasalin dogrudan kendisinin mi?
yoksa pargalanma tiriinlerinin mi? daha mutajen ve/veya rekombinojenik oldugu tespit
edilmeye baglanmigtir Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
biitin bu avantajlari nedeniyle son yillarda Diinyada bir ¢ok laboratuvarda yaygin
olarak kullanilmaktadir

Son on yil igerisinde gerek bitiin diinyada gerekse ilkemizde herbisitlerin diger
pestisitlere gore ¢ok yogun olarak iretilmesi ve kullamlmasi bu kimyasallarin

genotoksikolojik etkilerinin daha ayrintili olarak bilinmesi geregini dogurmustur Bu



nedenle bu ¢aligmada Akdeniz ilkelerinde yaygin olarak kullamilan triazinlerden;
Amitrol, Metribuzin, Prometrin ve Terbutrin ve bipridil bilesiklerinden Dikuat dibromid
(I Grup) ve iilkemizde en yaygin kullamilan farkli gruplardan olan bentazon,
bentiyokarb, glifosat, izooktilester, maleik hidrazit, molinat, propanil ve trifluralin
herbisitleri, D. melanogaster’de kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
kullanilarak mutajenik ve/veya rekombinojenik etkileri arastirilmustir Calismanin
birinci kisminda Akdeniz ilkelerinde ¢ok yaygmn olarak kullanilan 5 herbisitin
mutajenik ve rekombinojenik etkileri sadece normal metabolik aktiviteye sahip
mwh/mwh ve flr'/TM3 Ser bireyler kullamilarak ¢aligildi Calismamn ikinci kisminda
ise ulkemizde en ¢ok kullanilan 8 herbisit hem normal metabolik aktiviteye sahip
mwh/mwh ve fIr’/TM3 bireyler hem de detoksifikasyonun énemli bir enzim sistemi
olan  sitokrom  P-450  aktivitesi  yuksek = NORR/NORR;mwh/mwh  ve
NORR/NORR;fIr’/TM3 bireyler kullamlarak bu herbisitlerin olast mutajenik ve
rekombinojenik etkilerini dogrudan kendilerinin mi? yoksa par¢alanma tiriinlerinin mi?

gosterip gostermedigi aragtiridi
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2. MATERYAL VE METOD

: Bu calismada, 13 herbisitin D. melanogaster hatlannda genotoksikolojik
etkilerini saptamak tzere Graf ve arkadaglari (1984) tarafindan aynntili olarak
3Ifan1m]anan kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (S M AR T ) kullanild1 Bu
test ile herhangi bir etkenin mutajenik ve/veya rekombinojenik ozelliklert
f_;aptanabilmektedir'. Testin okaryotik sistemde in vive bir test olmasi, bir cok
‘mutasyonun aym anda tespit edilebilmesi ve rekombinojenik &zelliklerin de
‘belirlenebilmesi nedeniyle Wirgler ve arkadaglar1 (1985) ve Graf ve Wiirgler (1986)

f_faraﬁndan genetik toksikoloji alaninda kullaniimas: 6nerilmigtir

Bu test temel olarak transheterozigot larvalarda delesyon, nokta mutasyon,
‘ayrilmama ve rekombinasyon ile kanat imajinal disk hiicrelerinde olugan genetik
.:__:'c:_legi$imlerin fenotipte gozlenmesi esasina dayanir (Graf vd 1984, 1989). Bu tiir genetik
_;f_i.égisimferin fenotipte gozlenebilmesi i¢in Drosophila melanogaster’de  kanat
-;-_tfikomlarmm fenotipini belirleyen mwh (multiple wing hair) ve fr’ (flare) genleri

belirleyici (marker) gen olarak kullamlmstir

D melanogaster’in kanatlarindaki somatik mutasyon ve rekombinasyonun
aptanabilmesi gematik olarak gekil 2 I° de gosterilmektedtr D. melanogaster’in
¢linct kromozomu {izerinde bulunan belirleyici genlerdeki degisimler, hazirlanan
J_}kénat preparatlarinin 1tk mikroskobu yardumiyla 10X40 bityiitmede incelenmesi ile

nutant klonlar olarak saptanabilmektedir.
1 Drosophila melanogaster’in Yasam Déongiisii

melanogaster’in genetik ¢alismalar icin model organizma olarak kullanilmas: ilk
'._éfa 1909 yilinda Morgan tarafindan onerilmistir (Falakali 1990) Drosophila'nin
eslenmesinin kolay ve ucuz olmasi, kisa sirede iiremesi, genetik ¢alismalar igin
k_jillamlabilecek bir ¢ok mutant hatta sahip olmasi ve rahat galigabilecek kadar biryik

-_i_maSI, model bir organizma olarak kullanilmasint yaygilagtirmigtir. (Roberts 1986,

i2
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Graf vd 1992) Ayrica Drosophila'nin galismasi kolay bir dkaryotik sistem olmast da

genetik caligmalar agisindan 6nemlidir

Diploid kromozom sayisina sahip olan Drosophila‘da dort ¢ift kromozom vardir;
bir telosentrik X kromozomu (birinci kromozom), bir submetasentrik Y kromozomu, iki
metasentrik kromozom (ikinci ve ligiincii kromozomlar) ve nokta kromozom geklinde
gbzlenen, sentrometri bir uca ¢ok yakmn olan en kiigiik kromozom ¢ifti (dérdinct
kromozom) (Rothwell 1993)

Diptera ordosundan olan Drosophila melanogaster tam baskalagim gosteren
(holometabol) bir bocektir Drosophila gosterdigi bagkalagim evreleri ve bu evrelerin

 sureleri 25 °C de asagdaki gibidir

Embriyonik gelisim: 1 giin
Birinci larval evre (L1): 1 gin
Birinci larval evre (L2): 1 giin
Birinci larval evie (I.3): 2 giin
Prepupa evrest: 4 saat
Pupa evresi: 4 5 giin
Yetigkin evrest: 40-50 giin

Drosophila igin ideal yasam kosullari 25 °C de % 60 bagil nem ortamidir Bu
. kosullar altinda yasam dongiisit 9-11 giindiir Drosophilanin yasam dongisii sekil 2.2 de

- sematik olarak gosterilmistir

Drosophila’min ertkek bireyleri pupadan ¢iktikdan sonra egeysel olgunluga
erismig durumdadir Ancak disi bireylerin eseysel olgunluga erigmesi 6-12 saat arasinda
degismektedir. Drosophila bireylerinin ortalama yasam siireleri 40-50 giin arasinda

olmasina kargin 80-90 giin yasayan bireyler de gozlenmistir (Graf vd 1992).
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Drosophila melanogaster 'm
Yagam Dingisii

.' _._‘...-

Sekil 2.2 Drosophila melanogaster'in yagam dongiisii
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Genellikle 2 1-22 mg aghiginda olan ugiincii larva evresinde olan bireyler
yasama ortamlarinda kuru bir yer bularak pupa eviesine gegerler (Ashburner 1989,

. Wirgler ve Vogel 1986). Pupa igerisinde imajinal disk hicrelerinin boliinerek

i cogalmasindan sonra metamorfoz gegirerek olusan ergin bireyler pupay: @st kismmindan

yirtarak gikmaktadirlar Pupadan ilk giktiklarinda viicut uzun ve acik renkte, kanatlar

B kisa ve kivrik goriinimli bir durumdadir ilerleyen bir kag saat igerisinde yeni ¢ikan

o bireyler normal goriiniimlii ergin bireyler gibi olmaktadirlar Imajinal disk hiicrelerinin

larvadaki pozisyonlar1 ve sayilan $ekil 2.3 ve Sekil 2 4°de gorillmektedir
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Sekil 23: Imajinal disk hiicrelerinin Sekil 2 4: Imajinal disk hiicrelerinin gelisim
larvadaki pozisyonlan (Markert ve Urspung zamanma gore sayilan (Wirgler ve Vogel
1977) 1986)

2.2, Kullanilan Hatlarin Genetik Yapisi

Bu c¢aligmada kullanilan normal metabolik aktiviteye sahip hatlar, Prof Dr
Ricardo MARCOS (Barselona-Ispanya)’un laboratuvarindan ve yitksek metabolik
aktiviteye sahip hatlar Prof Dr Friedrich E WURGLER (Zuarih-Isvicre)’in

laboratuvarindan getirtilip bolimiimiz Drosophila kiltir laboratuvarinda standart
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Lewis besin ortaminda {Lewis ve Bacher 1968), drosophila i¢in ideal yasama

- kosullarinda (25 °C de % 60 bagil nem) kiiltiire alindt.

Bu caligmada normal ve yilksek metabolik aktiviteye sahip iki hat kullanildi
Somatik mutasyon ve 1ekombinasyonlarn belirlemek i¢in bu hatlarin  Ggtnch

.. kromozomlar1 Gzerinde bulunan iki belirleyici gen kullamld: Normal metabolik

.' aktiviteye sahip bireylerin genetik yapisi asagidaki gibidir {(Lindsley ve Zimm 1992,
Garcia-Bellido ve Dapena 1974, Lindsley ve Grell 1968).

mwh / mwh
fIr3 / In (3LR) TM3, 1i p * sep bx >*¢ ¢S Bd ®
kisaca,

flr3 / TM3,Bd ® olarak gosteritmektedir

Graf ve van Schaik (1992) tarafindan genetik caprazlamalarla olusturulan

yitkksek metabolik aktiviteye sahip hatlarin genetik yapist da su sekildedir;

- NORR / NORR; fIr3 / In (3LR) TM3, rip P sep bx > ¢ *Bd ®
kisaca;

- NORR/NORR,; flr3 / TM3, Bd ° olarak gosterilmektedir

Belirleyici genlerden biri olan flare (flr 3-38 8) geni, kanatlardaki normal diiz ve
uzun killar yerine kisalmug, nokta geklinde, koyu renkli balon seklinde veya kalin ve

diizgiin olmayan bir sekilde olmak tzere gok fazla gesitlilik gostermektedir (Sekil 2 5)

Flare geni homozigot halde iken embriyonik evrede letal etki gostermektedir
(Sekil 26 ) Hem bireyleri flare geninin emriyonik letal etkisinden korumak hem de
rekombinasyonu baskilamak icin dengeleyici TM3 kromozomu kullamimaktadir
Sonuglarin giivenilirligi igin gergek mutant klonlarn olast varyasyonlardan ayrilmas:
gerekmektedir Bu nedenle, daha énce yapilan caligmalarda flare klonlar icin dortten

daha az sayida gozlenen sadece flare fenotipteki trikomlarin olugturdugu
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klonlarn varyasyon nedeniyle oldugu, bu yiizden flare fenotipteki klonlar i¢in dértten
- daha fazla sayidaki hiicrelerin sayima dahil edilmesi tavsiye edilmektedir (Szabad vd
o 1983) Bu galismada da kayitlar bu tavsiye dikkate alinarak tutuldu.

/
o 444 P 4 N
J? %AA J /“// Y
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d)/// 6’1/ | %)JJ
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- Sekil 2 5: Kanat trikomlarinin gériniimii 2) normal b) farklilasmug fakat ne flare ne de

mwh olarak simiflandirilmayacak trikomlar ¢) mwh trikomlar d) flare genotipe

ait trikomlar
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Sekil 2 6: FIr® / TM3, Bd® bireylerindeki homozigot letal etkiler
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-'Z]Siger bir belirleyici gen olan mwh (muitiple wing hair, 3-0.3) geni, kanat

in aym hitcreden ii¢ veya daha fazla ¢ikmasi seklinde kendini gostermektedir

._'i}birine komsu iki mutant klonun sayimda iki ayni klon olarak mu yoksa aymi

ge'fisinde mi degerlendirilecedi tartigma konusu olmustur. Baker ve arkadaglarimin

8) -'Sraptlklarl ¢aligmalarda bovle klonlari gormediklerini kaydetmiglerdir. Ancak,

o arkadaslarinin (1984) yaptiklari caligmada bu tir klonlarla kargilagmislardir. Bu
oﬁ_I:M'l simflandirirken eger ikt klon arasinda ii¢ yada daha fazla sayida yaban tip
a :sahip hicre swasi varsa iki farkli kion olarak degerlendirmislerdir. Bu

ada Graf ve arkadaglarimn (1984) uyguladigs degerlendirme geklt gbz oniintine

narak klonlarin kayrtlar: tutaimustur

._Dérninant gen olan Bd® {Beaded-Serrate, 3-91.9) homozigot halde letal etki
nektedir (Sekil 2.6 ) Normal kanatlardaki kanatlar dizgiin bir sekilde iken Bd®

':éslyan bireylerde kanat kenarlar diizgin degildir (Sekil 2.7) Bd® geni TM3

leyici kromozomunun iizerinde ver aldigt icin TM3 dengeleyici kromozoma sahip

er kanat fenotiplerinin incelenmesiyle diger (dengeleyici kromozom tagimayan)

erden kolaylikla ayrilabilmektedir

Serrate

27 Dengeleyici kromozomu tagimayan normal ve dengeleyici kromozomu

tastyan Bd® bireylerinin kanat fenotipleri

Dengeleyici kromozom bazen tam bir kromozom olabildigi gibi bazen de bir
Ozomun pargas olarak bulunabilmektedir (Lindsley ve Zimm 1992) Dengeleyici
m??oﬁh letal etkisinden kurtuimak istenen genin bulundugu homolog

m??’orrﬂardan birinde bulunmaktadir: Dengeleyici kromozomlar sayesinde
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ckombinasyonu baskilamasi nedeniyle mutasyon veya rekombinasyon ile olusan
potipik degisimlerin hangi oranda mutasyon ve hangi oranda rekombinasyonun
{i{isiyle oldugu belirlenebilmektedir. Bu kromozomiann rekombinasyonu baskilama
:o%'elliklerinden yararlanilrkken amaca uygun dengeleyici kromozomun segilmesi
..Sdn:ugfar bakimindan 6nemlidir Sayilart yirminin tzerinde dengeleyici kromozom

-ﬁu'lzunmaktadlr Ancak bunlann  bazilarz  belli bir  kromozom  lizerindeki

-_rék:ombinasyonlan baskilarken bazilar1 da biitiin kromozomlardaki rekombinasyonlar

é.Eéékllamaktadlr' (Lindsley ve Zimm 1992) Bu ozellikleri nedeniyle dengeleyici

:krémozom seciminde ayn bir dikkat gerekmektedir Bu ¢aligmada kullanilan genetik
atlarin tasidifs dengeleyici kromozom (TM3) caligilan kromozom olan iigiincii

‘kromozom tizerindeki rekombinasyonlar: baskilamas agisindan dnemlidir

Calismada belirleyici olarak kullanilan flr, mwh ve Bd® genleri Drosophila'nin
1 bityitk kromozomu olan ugiincii kromozom tizerinde bulunmaktadu (Sekil 2.8).
giincii kromozomun en biyik kromozom olmasi ve belirleyici genler arasindaki

_'_'ésaf'enin de oldukg¢a uzak olmast gerek rekombinasyonun ve gerekse mutasyonlarin

belirleyict genlerin tigiincti kromozom iizerindeki yerlesimlert

20



Bu ¢aligmada iki farkl: gaprazlama ile elde edilen transheterozigot larvalar

kuilamlar'ak degerlendirme yapildi Bu ¢aprazlamalar agagidaki gibidir.

) Normal metabolik aktiviteye sahip bireylerle yapilan ¢aprazlama (Standart

- gaprazlama)

A/ T™M3, Bd® X 3 mwh / mwh

2-) Yiiksek metabolik aktiviteye sahip bireylerie yapilan gaprazlama
©'NORR / NORR, flr’ / TM3, Bd® X 3 NORR / NORR; mwh / mwh

Yapilan ¢aprazlamalarda i / TM3, Bd® hattinin yiksek yumurta verimi
.'dolaylslyla digi bireyler olarak tercih edildi. Daha 6nce yapilan ¢aprazlamalarda bu iki
;_Héttm erkek veya disi olarak segilmesinin sonucu etkileyip etkilemedigi de caligiimus
'-_anéak her iki ¢aprazlamada da hemen hemen ayni sonuclar elde edilmigtir (Torres vd
_3_1_'992, 1998)

_ Yitksek metabolik aktiviteye sahip olan hatlar sitokrom P 450 seviyesinin bu
'bireylerde yilksek olmasiyla karekterize olmuslardir (Hallstrom vd 1984, Hallstrom
:'_1':985, Hallstrom ve Blanck 1985). Yiiksek metabolik aktiviteye sahip olan hatlar degisik
'érastmc;lar tarafindan degigik cahsmalarda kullanilmg (Frélich 1989, Frolich vd
_'_Wﬁrgler 1989, 1990 ve 1991) ancak itk olusturulmusg olan viiksek metabolik aktiviteli
hatlarda mutant klonlarm belirlenmesinde bazi sorunlarla karstlagiimistir Bu sorunfari
‘ortadan kaldirmak amactyla Graf ve Schaik (1992) tarafindan olugturulan yiiksek
‘metabolik aktiviteye sahip yeni bireylerde, hem metabolik aktiviteleri bakiminda daha-
once olugturulmug bireylerden daha yiiksek hem de daha onceki bireylerde klonlarin
gozlenememe sorunu ortadan kaldinlmigtir Bu galismada, Ulkemizde en yaygin olarak
kullanilan sekiz herbisitin mutajenik ve rekombinojenik etkilerinin degerlendirilmesinde
Graf ve Schaik (1992) tarafindan olusturulan yeni yitksek metabolik aktiviteye sahip
bireyler kullanildi
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% 2.3. Deney Gruplar:

_ Bu g¢aliymada herbisitler iki grup halinde denendi Birinci grupta Akdeniz
g?ﬁlkelerinde vayain olarak kullanmilan triazinlerden Amitrol, Metribuzin, Prometrin ve
_'51.::'.1"'erbutrin ve bir bipridil bilesik olan Dikuat dibromid sadece normal metabolik
ig_.f:éktiviteye sahip fir’/TM3, Bd® ve mwh/mwh hatlan kullamlarak mutajentk ve
:_"';ékombinojenik etkileri test edildi. Bu herbisitlerden sadece Amitrol Sigma sirketinden
:::';éﬁt1n alind1 Diger doért herbisit (Metribuzin, Prometrin, Terbutiin, Dikuat dibromid) 1se

Dr Ehrenstorfer’in laboratuvarindan (Ausburg, Almanya) temin edildi

Tkinci grupta ise ulkemizde en ¢ok kullanilan 8 herbisit(Bentazon, Bentiyokarb,

~Glifosat, 2,4,5-T izooktilester, Maleik hidrazit, Molinat Propanil ve Trifluralin,) hem
;_;_:-.n'ormal metabolik aktiviteye hem de yitksek metabolik aktiviteye sahip genetik hatlar
:;';':._hlllanllarak denendi Bu herbisitlerden molinat AGROSAN Sanayii ve Ticatet A S
(Lileburgaz)” den ve diger 7 herbisit ise KORUMA TARIM Sanayii ve Ticaret A §.

Istanbul)> den hibe yoluyla alindi. Her iki deney grubunda da negatif kontrol olarak
i‘zi"h.erbisitin ¢oziindigu solusyon (aseton, metanol ve distile su) pozitif kontro! olarak ise
EMS  (etil metansiilfonat) kullamildt EMS, aseton ve metanol Sigma kimyasal
sirketinden (St, Louis, MO ABD) temin edildi

_ Calismada kullanilan batin herbisitlerin CAS (Chemical Abstract Service)
numaralar1, kimyasal yapilari, dahil olduklan gruplar, ismi ve saflik dereceleri Cizelge

21 *de ayrintili olarak gosterilmektedir



Cizelge 2.1 Caliymada kullandan Herbisitler

Kimyasal adt (Grubu),CAS no
| Saflik Derecesi Kimyasal Yapist

AMITROL {Triaziuler) A’/‘,{—N\%{
3-amino-1,2,4-triazole N N

61-82-5 V

% 95 NH,
- | BENTAZON (Diazinler) 0
- 3-(1-methylethyl) 1H-2,1,3-benzothiodiazinee- / N\
4(3H)-one-2,2-dioxide I SOg

25037-89-0

N
% 95 \

“CH(CH;),
o

BENTIOKARB (Karbamatlar) _
S-p-chlorobenzyldiethylthiocarbamate (CHyCHzJ)p NH COS’CH?QU

28249-77-6
% 98
DIKUAT (Bipridil bilegikleri)
1,1’-ethylene-2,2 -bipridillium dibromide / \
monohydrate \ f+ +

N N
63-85-2

% 95

ZBr

GLIFOSAT (Aminofostatiar)
. it
N-(phosphonomethyl)glycine HO,CCH,NHCH,P(OH)s
38541-940
% 96 .
2,4,5-T IZOOKTILESTER (Fenoksi bilesikler) O CH, COO-CH,-CH-CH, CH, CH, CH,
. |
§3-76-3 1
C CH,

% 96 CIEI
' 2

Cl

MALEIK HIDRAZIT (inhibitorler ve biiyiime
gerlleticiler)
1,2-dihydro-3,6-pyridazinedione

123-33-1 \ 0
| % 98

o N m
7N

Devamu arka sayfadadir
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zelge 2 1’in devam

METRIBUZIN (Triazinler)
4-amino-6-terbutyl-4, 5-dihydro-3-methythio-
1,2,4,-triazin-5-one

21087-64-9

%95

N—
He< Vs
N

O >
NH,
"MOLINAT (Karbamatlar) o
- S-ethyl-N,N-hexamethylenethiokarbamate k NCOSCH,CH,
o _ /

“PROMETRIN (Triazinler)
‘NN, diisopropyl-6-(methylthio)-1,3, 5-triazine-
2,4-diamine

»

CH3ST N‘Y NHECH(CH;),

%98

7287-19-6 N /N
%988 NHCH(CH;),
"PROPANIL (Amidler ve Anilidier)
| N-(3,4-dichlorophenyl) propan-amid Cl Q NHCOCH;CH;
. 709-98-8 i
%98
| TERBUTRIN (Triazinler)
| N1 Llimethylethyl) N ethyl-6-methyithio)-  “T35\ TN NHC(CH;),
11,3, 5-triazine-2,4-amine ‘
g 80 N N
| 86500 \/
1%995
NHCH;CH;
2,6-dinitro-N,N-dipropyl-4-(trifiluoromethyl)
benzenamide EsC N(CH.ECHE C.Hg Jo
. 1582-09-8
_ NO,
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- 2.4. Drosophila Hatlannmn Kiiltiirii

Cahsmada kullanilan bitiin hatlar Zirih Universitesi, Toksikoloji Enstitiisli
isvicrey' nden ve Barselona Otonom Universitesi, Genetik ve Mikrobiyoloji Boliimii
i (fspanya)’nden getirtildi Hatlar boliimimiizde Drosophila kiitiri igin yaptiriimig olan
klim odasinda 200 ml hacimdeki cam siselerde standart Drosophila besini ile kultiire
ahndi Standart besinin igerigi (1020 ml Distile su i¢in) asagidaki gibidir;

Mlsu' unu 104 g

Seker 04 g

“Maya 19 g

- Agar 5-6g
Asit karisimi 6 mi

Distile su 1020 m!

Besin ortamndaki asit karigiminda Propionik asit (Merck), Ortofosforik asit
- (Carlo Erba) ve distile su bulunmaktadir Bu asit karigimi besinin kontaminasyonunu
engellemek amaciyla kullamlmaktadir Aksi halde besin fungus ile kontamine

‘oldugunda yumurta verimi ve bireyierin gelisimi olumsuz yonde etkilenmektedir

Asit hari¢ diger maddelerin karigtinlmasiyla olusan solusyonun ateg lizerinde
kanigtirllarak  kaynamasi (saglandl Kangim kaynamaya bagladiktan sonra kisik atesg
- lizerinde 1-2 dakika daha kaynatiidi ve ategten indirilerek asit karigim: eklenerek asitin
~esit olarak dagilmasi igin iyice kanstirildi Hazirlanan bu standart Drosophila besini
__:':'si,_selere yaklagtk olarak 1-15 cm kalinhiginda dokiildi ve siselerin agizlan kurutma
 kagitlarniyla kapatilarak kurumaya birakildi Hazirlanmus olan besinler yeterince
kuruduktan sonra (yaklagik 1-2 giin) veterli sayida déllenmemis disi toplayabilmek igin
- kultiir zenginlestirildi. Kultiir iklimlendirilmis kiltir ortaminda 25 + 0.5 ° C de % 60

- bagil nem ortammda 12 saat aydinhik, 12 saat karanhk olan ortamda yetistirildi



5. Caprazlama Icin Birey Secimi

Uygulamalarin yapilacag: transheterozigot larvalann elde edilebilmesi igin flare
isiler dollenmeden once toplandi Dollenmemis disilerin toplanabilmesi igin 47er saat
- araliklarla yeni ¢ikan digi bireyler toplanarak yeni bir besin ortamina alindi Yeterince
irey toplandiktan sonra uygulamalann yapilacagi transheterozigot larvalarin elde
dilebilmesi igin her sisede 40 & ve 40 Q birey olacak sekilde caprazlama yapild:
* Bireylerin yas1 iireme verimi tizerinde oldukea etkili oldugundan, tireme verimliligi i¢in
~‘en ideal vas olan 3-7 giinltik bireyler tercih edildi, Dollenme ve embrivogenezin
- gergeklesmest igin erkek ve digi bireyler en az bir giin siire ile aym ortamda birakildilar
f_:';.Uygulama yaptlacak olan larvalarin aynt evrede olabilmesi igin dollenme ve
~embriyogenezi gergeklestirmis olan bireylerin 8 saat boyunca yeni bir besin ortamina
alinarak bu siire boyunca yumurta birakmalar: saglandi Ayni bireyler yumurta toplama
“iglemi igin defalarca kullamildi Transheterozigot larvalain elde edilebilmesi igin
< yapilan ¢aprazlama gekil 2 8 “de gosterilmektedir (Graf vd 1984, 1989, Schaik ve Graf
1991}

mal + o+ +  rd 4
4 ta—d M Intans Lansis et
o oot * fsmege——t
’ 8
mwh  + + + 4+ [Bd
mwh  + + mwh &+
B 1w S b
; et e e § et
+ fird o+ + o+ Ba S
TRANSHETEROZIGOT DENGELENMIS HETEROZIGOT -

Sekil 2 9: Dengelenmis heterozigot mwh/Bd® ve transheterozigot mwh/flr3 bireylerin
elde edilebilmesi igin mwh/mwh ve fIr’/TM3, Bd® bireyleri arasindaki

gaprazlamalar



2.6.Herbisitlerin Uygulanmas:

_ Caligmamn birinci bolimiinde genotoksikolojik etkileri test edilen 5 herbisitin
her birinin dort derigimi calistldi Bu derigimler ilk basta genotoksikolojik etkileri genig
i 'Eir spektrumda incelemek i¢in daha 6nceki caligmalarda kultamldig: gibi 1, 2, 5, 10 mM
- &erisimleridir (Torres vd 1992) Ancak amitroliin Drosophila larvalanina ¢ok toksik
| olmast nedeniyle sadece 1 mM derisimdeki larvalar yasayabilmistir Bu nedenle de
amitrolin 1, 0 5, 0.1 ve 0.05 mM densimlert ¢alisilmigtir Cahsmanin ikinc: kisrinda
ﬁlkemizde en yaygin kullamlan 8 herbisitin genotoksikolojik etkileri test edilirken ise 6
der'isim ¢alisiidi Bu derigimler 0 1, 0.5, 1, 2, 5 ve 10 mM derigimleridir ancak bentazon
'ﬁ}e izooktil ester herbisitlerinin 10 mM’lik derigimleri yiiksek metabolik aktiviteye sahip
i):ireyierde toksik etki gosterdigi i¢in bu bireyler igin derigimler; 0 05, 0.1,05, 1, 2ve 5
mM olarak belirlenmistir

| Sekiz saat suresince birakiimig olan ddllenmis yumurtalardan ¢ikan bireyler
-'ﬁ'gilncii larva evresine eristifinde (72 saat sonra) musluk suyu altinda besinler
jﬁkanmktan sonra ince gozenekli elekten gecirilerek ayrldi Uygulamanin tigiincti larva
evresinde yapilmasinin nedeni; daha énce Graf (1995) tarafindan vapilan calismada
brasophz‘la kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi i¢in uygulama yapilacak en
:igieal zaman olarak tespit edilmis olmasi nedeniyledir 72 + 4 saathk larvalann
..glygulama ortamn olarak kullanilan cam tupler igerisine yaklagik 45 g kadar hazir
Drosophila besini (Drosophila Instant Medium) (Formula 4-24, Carolina Biological
--_S_upply Co., Burlington, NC, ABD) konuldu ve besinler uygulamadan hemen &nce
.I_'h:ézu‘lanmxs kimyasallarin 9 mi’si ile nemlendirifdi Musluk suyu altinda ince gézenekli
_ifélek yardimyla toplanmig larvalardan her bir cam tip igerisine 1-2 spatil dolusu
:f(Yaklaslk 100 larva) konuldu. Larvalarin uygulama ortamuna konulmasindan sonra
:;}i_'lplerin agizlar: siinger tikaglarla kapatildi Uygulanmig olan herbisit ve bu herbisitin
5:'?1¢f'i$imlerine gore tiipler gruplar halinde bir arada toplanarak 25 £ 035 °C’deki
inkiibatdre (Sanyo) konuldu Uygulama ortamuna konulan larvalar, 48 saat siiresince
_;:éﬁama konulan herbisitler ile nemlendirilmig hazir besinle beslenerek kimyasala maruz

kalmalar1 sagland: Bu test igin uygulama zaman ve siiresi agisindan farklt uygulama



sekilleri vardir (Jekil 2 10 ). Ancak daha dnce de belirtildigt gib1 uygulama i¢in en 1deal

evre olan tgiincii larva evresindeki (72 saat) larvalar kronik uygulamaya birakildi

Calisilan her bir derigim i¢in hem flr’/mwh ve hem de flr’/TM3 bireylerden 80
kanat (40 birey) tesadafi olarak secilerek kanat preparatiart hazirlandi Her bir derigim
icin 80 kanadm istatistiki degerlendirmeler i¢in yeterli oldugu Frei ve Wiirgler (1995)

f_ tarafindan belirlenmigtir

GELISIM EVRELERi:
Larval Evreler I.III
Yumurta \ _ L Iletareoribz)
i i 1 : .
f I — — — T ——
o 24 48 1 120 Saat  ERGIN
- BIREY
MUTATEINLE MARUZ BIR AR A:
H H 2 saat '
LEUT
H b= 4 saat YGULAMA
| — 6 saat
t . .J, " 4% saat
KRONIK - L o
UYGULAMA ’ t
3 Y Jf saat

- Sekil 2 10: Somatik mutasyon ve rékombinasyon testi igin farkli uygulama gekilleri

Kanatlar: olusturacak imajinal disk hiicreleri birinci donem larvalarda yaklagtk
olarak 50-100 kadardir Larvalarin geligsmesiyle birlikte iigtincii larva evresinde (72 saat
: -. larva) bu say: yaklagik olarak 24 400°¢ ulagmaktadir (Graf 1995) Uygulama yapilan her
bir larvada bulunan yaklagtk 24 400 hedef hiicre, larvalarin gelisimiyle birlikte daha da
':’Qogalmaktadux Bu hedef hiicrelerden birinde olusacak olan mutasyon bu hiicrenin

. 'bélunmesiyle birlikte mutant klon olarak gozlenmektedir




“2.7. Ergin Bireylerin Toplanmasi ve Kanat Preparatlarimin Hazirlanmasi

: Uygulama ortaminda herbisite maruz birakilan larvalarin pupa evresini takiben
skan ergin bireyler ginlitk olarak, eterle bayiltilarak toplandi ve kanat preparatlarini
azirlamak i¢in yeterli birey elde edilene kadar toplanan bireyler % 70’lik etil alkole
linarak +4 derecedeki buzdolabinda tutuldu.

Kanat preparatlarinin hazirlanmasindan once alkol icerisinde +4 derecede
utulan bireyler saat camina alindt Saat cammdaki bireyler kanat morfolojilerine gore

_:'i"n'ormal kanatl: {transheterozigot mwh/ﬂr3) ve serrat kenarli (Dengelenmis heterozigot
:5"'_1'r.iwthM3, Bds) olarak iki gruba ayrildi Bu kanatlardan normal fenotipe sahip
(mwh/ﬂrs) kanatlar hem mutasyon hem de rekombinasyon sonucu olusan mutant

klonlart igermesine karsin diizgiin olmayan kenarh (mwh/TMS3, BdS) kanatlar
dengeleyici kromozomun rekombinasyonu baskilamasi nedeniyle sadece mutasyon
onucu olusan klonlan icermektedir (Zordan vd 1994, Kaya vd 1999). Bu nedenle her

ki fenotipteki kanatlarin da preparatlar ayn ayr hazirlanarak degerlendirildi

Kanat preparatlarim hazirlamak igin Negishi ve arkadaglar (1988) ve van Schaik
ve Graf (1991)mm caligmalannda belirtigi gibi “Faure solusyonu”hazilandi Bu

'_olusyonun icerigi agagidaki gibidir

_Gum Arabic 30g :
.. Gliserol 20 ml

‘Kloral hidrat 50g

Distile Su 50 mi

Kanat preparatlan hazirlanirken gukur lam tizerine hazirlanmis olan faure
solusyonundan 1-2 damla konuldu. % 70 etanol igerisinde + 4 derecede bekletilen
bireyler, daha 6nce de belirtildigi gibi kanat morfolojilerine gore dengeleyici kromozom
~igerip igermemesine gore aynlarak distile su igerisine alindifar Distile su igerisindeki
bireyler birer birer gukur lam iizerine damlatiimig faure solusyonu igerisine alinarak

terio mikroskop altinda ince uglu pens ve igne yardimiyla kanatlar viicuttan dikkatlice
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4 I'dl.. Kanatlarin vilcuttan ayrilmasi isleminde, kanatlarin viicuda baglandif: yerden

arak kanada ve tzerindeki killara zarar vermeden aynlmasta dikkat edildi. Her
eyin kanatlar1 aynidiktan sonra aym bireye ait kanatlar ¢ift olarak yine killara zarar
rmeden diizgiin bir sekilde lam iizerine yerlestirildi Lam iizerine uygun arahklarla
.:nce kanat ¢ifti yerlestirildikten sonra bu preparatlarm kurumas: i¢in bir giin sure
fe etri kab1 igerisinde tozsuz bir ortamda bekletildi. Preparatlar kuruduktan sonra
erine 1-2 damla faure solusyonundan damiatildi ve iizeri lamel (24X60 mm) ile hava
:'cig1 kalmayacak sekilde kapatildi. Bu arada lam ve lamel arasindan tagan fazla

, solusyonu kurutma kagidi yardimyla temizlendi Kanatlarin duzgiin bir gekilde

ma:g; icin 30-40 g agiigindaki metal bloklar hazirlanan preparatlar iizerine konarak
y sekilde iki giin bekletildi Iki gun sonunda agirhklar alindiktan sonra yine tagmis
) _.f’fazla faure solusyonu distile su ve kurutma kagidi yardimiyla temizlenerek

epéf'atlar‘ sayima hazir hale getirildi

Kanat Preparatlarimin Mikroskoptaki Analizi

Hazirlanmig olan kanat preparatlann 10X40 biyiitmede 1sik mikroskobunda
lendi. Kanatlarm iki yiiziindeki (dorsal ve ventral) hiicre tabakalari da  mikrovida
i_iﬁiyla mutant klonlarin olup olmadigi incelendi Kanat uzerindeki sektorler
i_famede kolayhk saglamast agisindan A, B, C, C', D, D' olarak bolimlere ayrilds
1I 211 ) Kanatlar rnikroskopta incelenirken her bir sektor ayrt ayri taranarak mwh

\:f':éya flr mutant fenotipler sayilarak kaystlar tutuldu.
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Sekil 2 11: Kanat Sektorlerinin Sematik Gériintimu

Sayimda kayitlar1 tutulan mutant klonlar, Kugtik tek tip klon (1-2 mwh hiicre)
{Sekil 2.13), biiyiik tek tip klon (> 3 mwh veya flr hiicre) ) (Sekil 2 12 ve Sekil 2 15) ve
}ii_&iz klon (ayn: klonda hem mwh hem de flr hucreleri igeren klonlar) ) (Sekil 2 14)
ldimak uzere ug kategoride degerlendirildi Bu siniflandirmanin biyolojik agidan anlamh
:'__o'idugu Graf ve arkadaglar1 (1984) tarafindan gosterilmigtir. Smmflandirmada kigik tek
tip kionlar sadece mwh hiicrelerden olugmaktadir Daha 6nce de agiklandig: gibi
j..\.}:aryasyonla olugan flare gibi gorinen hucreleri mutantlardan ayirmak igin 4’den daha
‘az sayida gozlenen flare hucreler sayima dahil edilmedi (Graf vd 1984) Bu nedenle

"kijguk tek tip klonlar sadece mwh hiicrelerden olusmaktadir.

- Biiyiik tek tip klonlar 3 veya daha fazia mwh ya da flare mutant hiicrelerin
6Iu$turdugu klonlardir (Sekil 2.12) Diger bir kategori olan ikiz klonlar ise mwh ve flr
“hticreler aym klon igerisinde dagiimig olarak bulunabildigi gibi yan yana iki ayri klon
larak da bulunabilir, ancak aralanindaki yaban tip trikomlarn siasi ii¢’ii gegmiyorsa
.i'aym klon igerisinde deZerlendirildi Mwh klonlarin olusmas1 nokta mutasyon, delesyon,
'.:;'iyf‘llmama ve rekombinasyon sonucu olmaktadu (Sekil 2.16). Buna kargin, gerek flare
'f_}tlonlar gerekse ikiz klonlar flare gem ile sentromer arsindaki gergeklesen bir

_ekombinasyon sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.16)



- Sekil 2.12: Biiyiik tek tip mwh mutant klonlarin goriintiimii
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- sekil 2.16: mwh/flr3 genotipindeki bireylerde goriilebilecek gé'netik anomalilikler
~2.9.Klonlarn indiiksiyon Frekans: ve Rekombinasyon Miktarmin Hesaplanmasi

Kronik uygulamada her hiicrede ve her hiicre bolinmesindeki ortalama
 indiiksiyon frekans: agafidaki esitlikle hesaplanmaktadur (Szabad vd 1983)

=" x107°
NC




Eger sadece mwh klonlar gozoniine alinirsa, denklemdeki “f” mwh klonlarm
'.indﬂksiyonunun ortalama frekansini, “»#” gozlenmis olan toplam mwh klon sayisini, “N”
‘analiz edilmis olan kanat sayisim ve “C” bir kanat tizerindeki incelenebilecek hiicre
‘sayisint gostermektedir. Bir kanat tzerinde incelenebilecek hiicre sayismin onceki

.'g:ahsmalarla 24,400 oldugu bilinmektedir {Garcia-Bellido ve Merriam 1971)

Yapilan ¢aprazlamalar sonucunda olusan bireyler kanat bakimindan normal ve
serrat kenarli olmak iizere iki farkh fenotipte gozlenmektedir Serrat kenarh kanatlara
.-:sahip bireylerde bulunan dengeleyici (balancer) kromozomun varligi, bu kromozom
‘pargast Uzerine yerlestirilmis dominant mutant bir gen olan Serrate (Ser) sayesinde
-.tespit edilebilmektedir. Dengeleyici kromozomun (TM3) rekombinasyonu baskilamasi
| nedeniyle bu fenotipe sahip bireylerde gozlenen mutant klonlar sadece mutasyon sonucu
meydana gelmektedir. Boylece serrat kenarli kanatlardan elde edilen verilerle normal
kenarli kanatlardan elde edilen verilerin karsilagtirilmasiyla ¢aligilan etmenin mutajenik
IVe/veya rekombinojenik etkileri ayr1 ayr: tespit edilebilmektedir (Frei vd 1985, Pimentel
_. vd 1991, Tripaty vd 1991, Zordan vd 1991, 1994, Vogel 1992, Chiesa ve Narvaez 1993,
Katz ve Foley 1993, Rodriguez-Arnaiz vd 1993, Marec ve Gelbic 1994, Rozenkranz ve
Klogman 1996, Perez- Frei ve Wiirgler 1996, Gonzales-Cezar ve Ramos-Morales
11997)

Normal ile serrat kanatlardan elde edilen verilerin karsilagtinlamasiyla

gerceklesen rekombinasyori yiizdesi su sekilde hesaplanmaktadir
. a-b
% rekombinasyon = X 100

formiilde; -
& normal fenotipteki kanatlarda gozlenen mwh sektorlerinin frekansi

_b: serrat fenotipteki kanatlarda gozlenen mwh sektérlerinin frekansi
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.10, Verilerin Degerlendirilmesi

_ Sayimlar sonucunda elde edilen veriler degerlendirilirken orijinal (null) hipotez
(Ho)y’de uygulamalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark olmadig:
.varsaylldl Alternatif hipotez (Ha) de ise uygulama grubundaki indiiklenen mutasyon
oraninin kontrol grubundan m defa daha fazia oldugu varsayildi Orjinal ve alternatif
hipotezlerin Binomial Sartli Test kullanilarak hesaplanmasiyla sonuglar, pozitif (+),
zayif pozitif (z), dnemsiz fark (i) ve negatif (-) olarak gosterildi. Degerlendirmenin
nasil yapildig: Cizelge 7°de gosterilmistir (Selby ve Olsen 1981, Frei ve Winigler
1988)

Hy
_ HIPOTEZLER KABUL (1-B) RED (B)
| KABUL ONEMSIZ FARK NEGATIF
 Ho (1-o) P=(1-c)(1-B)=1-0—p+af P=(1-a)B=p-of
| " RED POZITIF ZAYIF POZITIF
(o) P=0(1-f)=c—uf P=uf3

Cizelge 2 2: Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi

Orijinal ve alternatif hipotezlerin kabul veya red edilmesinde karar verilirken
Kastenbaum ve Bowman (1970) ¢izelgesindan yararlamldi  Hipotezlerin

kargilagtirilmas igin yapilan hesaplamalarda kuflanilan parametreler asagidaki gibidir

Nc = Kontrol grubunda incelenen kanat sayis

Nt= Uygulama grubunda incelenen kanat sayisi

fﬂc= Kontrol grubunda gézlenen mutant klon sayist

o= Uygulama grubunda gézlenen mutant klon sayist

_Il = + n,= Toplam mutant klonlarin sayisi

_Po = Kontrol grubunda beklenen mutant klon frekansi, Orijinal hipotez (Ho) igin
P, =Nc / (Net+Nt)

G0 = Uygulama grubunda beklenen mutant klon frekanst, Orijinal hipotez (Ho) igin

36

e WRATRE | Y 2R L LTLT T TRt



Nt / (Ne+Nt)

.-e:ﬁahtrol grubunda beklenen mutant klon frekans, Alternatif hipotez (Ha) igin
ﬁygulama grubunda beklenen mutant klon frekansi, Alternatif hipotez (Ha) igin
mNe / (No+mNt)

‘Kontrol grubunda beklenen mutant klon sayist, Orijinal hipotez (Ho) igin

Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayisi, Orijinal hipotez (Ho) igin
...Kontrol grubunda beklenen mutant klon sayisi, Alternatif hipotez (Ha) igin

Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayisi, Alternatif hipotez (Ha) igin

_ntfn}i nd B roner o
Py=21 . laaps = Z | [Pada "<
=001 T =nct

" Bu degerlendirmelerle sonuglar; H, ve Ha’min kabul veya red edilmesine gore
elge 2.2 kullanilarak pozitif (+), zayif pozitif (z), énemsiz fark (i) veya negatif (-)
2k degerlendirildi
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3.1-342’de  gosterilmigtic.  Herbisitlerin -~ genotoksikolojik  dzellikleri

'egérlendirilirken her bir derigim igin, dengeleyici kromozom (TM3) tasiyan serrat
atlt bireylerden ve dengeleyici kromozom tagimayan normal kanatli bireylerden 80
ahédm preparati hazirlanarak incelenmistit Bu calismada toplam 20.000 kanadin

ikroskop altinda incelenmesi yapiimugtir
. Birinci Grup Herbisitler
1. Amitrol

. Triazinler grubundan olan amitrol, Drosophila larvalarina agm toksik etki
_ :s.termistirt Bu nedenle, 6n ¢alismalarda denenen 2, 5 ve 10 mM’lik amitrol derisimieri
a_fvalarm yagamastn engelledigi igin en yiiksek derigim olarak 1 mM caligild: Negatif
dntrol olarak kullanilan distile suda kendiliinden olugan (spontan) mutasyon frekansi
"wh/ﬂr genotipindeki bireyler i¢in 0. 18, mwh/TM3 genotipindeki bireyler i¢in ise 0.12
larak bulunmustur Bu oranlar daha onceki distile suyun negatif kontrol olarak
kpllanlldxgl caligmalarda da yaklagik bir degerde bulunmugtur (Tripaty vd 1990, Torres
d 1998) Amitrol herbisitinin ¢aligifan dért derigiminin (0.05, 01, 05, 1 mM) artan
déiuna bagh olarak gerek mwh/flr’ gerekse mwh/TM3 genotipindeki bireylerde

6zlenen mutant klon sayist da artmaktadir (Sekil 1 ve 2) Bu artisin sonucu olarak da
éhg;lan en yitksek iki derisim (0.5 ve 1 mM) hem mwh/fir’ hem de mwh/TM3
:énotipindeki bireylerde pozitif sonuglar vermigtir (Cizelge 1 ve 2) Sonuglara genel
ll_arak bakildigimmda mwh/flr* genotipindeki bireylerde ikiz klonlarda mwh/TM3
enotipindeki bireylerde de bityiik tek tip klonlarda pozitif sonuglar goriilmemektedir
Kion indiiklenme frekansina bakildiginda yine artan doza bagli olarak bir artis
Orialmektedir. mwh/flr’ ve mwh/TM3 genotipindeki bireylerden elde edilen sonugiar
mwh klonlar agisindan karsilastiildiginda her iki genotipte de pozitif sonuglar

Orilmektedir Bu nedenle artan doza bagh olarak mutasyon oramyla birlikte



ombinasyon oram da artmaktadir denilebilir. Olugan mutant klon frekansindaki doza
;éﬁ}. olarak artisda oldugu gibi mwh/flr’ ve mwh/TM3 genotipindeki bireylerde klon
dﬁleenme frekansinda da doza bagh olarak artig gériilmektedir (Cizelge 1 ve 2).

1.2, Metribuzin

Triazinler grubundan olan metribuzinin ¢alisilan biitin derigimlerinden (1, 2, 5

3--_;:1'0 mM) elde edilen sonuglar metribuzinin negatif kontrolii olan metanolden elde

dilen sonuglarla istatistiksel olarak kargilastinldifinda fark Snemsiz gorilmektedir

QiZélge 1ve2) mwh/flr® genotipindeki bireylerden elde edilen sonuglara 1, 2 ve 5 mM

erisimlere toplam mutant klon frekansina bakildiginda sonuglar birbirine yakin oldugu
orilmektedir Bununla birlikte, 10 mM’lik derisimde kugik tek tip klon, mwh ve

lam klon frekansinda biraz daha fazla oranda mutant klon gézlenmis ancak bu artigin
ontrolden farkli olmad:g: bulunmustur Bu genotipte biiyiik tek tip klon frekansinda ise
utiin derisimler i¢in birbirine ¢ok yakin sonuclar elde edilmistir Bu sonuglarin klon
ndiklenme fiekansina da oldufu gibi yansidigt Cizelge 1” de goriilmektedir Diger
araftan dengeleyici kromozoma sahip mwh/TM3 genotipindeki bireylerde mutant
lonlarin frekans: biitun derigimlerde, ¢aligilan biitiin kategorilerde yaklagik olarak aym

randa bulunmustur (Cizelge 2)

1.3, Prometrin

- Prometrinin galisilan butiin derigiminde, gerek mwh/flr’ gerekse mwh/TM3
::e'r_lotipindeki bireylerden elde edilen sonuglar istatistiksel olarak konrol grubundan
_Q'_i_fkh gtkmanmustu (Cizelge 1 ve 2) mwh/fir’ genotipindeki bireylerde caligilan
'.'%ifegorilerden bityitk tek tip klonlarda en diigiik derisim olan 1 mM biraz daha yitksek
::'_fémda goriilmektedir. Ancak bu sapmanin istatistiksel Onemde olmadifi tespit
:dilmistir. Diger kategorilere bakildiginda ise gozlenen klon frekansi hemen hemen ayni
":.r'anda oldugu gorillmektedir. Caligilan diger genotipte (mwh/TM3) ise kugiik tek tip
1%_1021 ve toplam klon frekanslarinda 1, 2 ve 5 mM derigimlerde gozlenen mutasyon
f?'ékanSI birbirine gok yakin iken 10 mM derigimde biraz daha yitksek oranda gozlenmis
ncak bu artigin kontrol grubundan farkhi olmadif: tepit edilmigtir (Cizelge 1) Bu
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pte. gahszlan biiyiik tek tip klonlanin frekanslarr da 001 olarak birbirinin aym
gu aorillmektedir

riazinler grubundan olan terbutrinin ¢alistlan bittiin derigimlerinde gerek
fr’ gerekse mwh/TM3 genotipine sahip bireylerde pozitif ~sonular
amamistir (Cizelge 1 ve 2) mwh/flc’ genotipindeki bireylerden elde edilen
_afda kiigiik tek tip, ikiz, mwh ve toplam klonlarin frekanslart buitiin derigimler
iﬁdan birbirine yakin olarak bulunmustur Biytik tektip klonlarin frekansinda ise
_ék derisim olan 10 mM’lik derisimde bir miktar daha fazla artiy gozlenmis
u artigin istatistiki 6nemde olmadii tespit edilmistir Caligilan diger genotipte
.i.h/:IM'S) ise caligtlan biitin derisimlerden elde edilen sonuclardaki klon
anslarinin birbirine yakin oldugu gézlenmistir. Her iki genotipteki bireylerden de
edilen klon frekanslarinmn birbirine yakin gikmus olmasi klon indiklenme

na da yansimig ve yaklagik olarak ayni oranda bulunmustur
' 'i.kuat dibromid

f.-'-':}_3ipr‘idi1 bilesiklerinden olan dikuat dibromid’in mutajenik ve rekombinojenik
"1é1"_i1_iin cahisildigy 4 derisiminde de hem mwh/flr® hem de mwh/TM3 genotipindeki
étden elde edilen sonuglarda kontrole gore istatistiksel olarak farklilik
_émlstu‘ (Cizelge; 1 ve 2) Dikuat dibromid’in transheterozigot larvalara

lanmasindan  sonra elde edilen mwh/flr’® genotipindeki bireylerin  kanat

paraflarmm incelenmesi sonucu, kiigitk tek tip, mwh ve toplam klonlarda 1, 2 ve 5

ii:ll_k derigimler i¢in birbirine yakin sonuclar elde edilmistir Ancak 10 mM
?I_'_'l'de bu 3 derisime gore mutant klonlarn frekansinda biraz daha artig gozlenmis
bu artigin istatistiksel 6nemde olmadigi hesaplanmigtir Aymi genotipte buyl'.ﬂ:tek
é:"_ﬂ_{iz klonlar kategorisinde ise biitiin derigimle i¢in bir birine yakin sonuglar elde
___1§fir', Transheterozigot larvalardan olugan mwh/TM3 genotipindeki bireylerden

edilen sonuglarda ise calisilan bitin kategorilerde (Buyiik tek tip, Kiigiik tek tip ve
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k'l_sn]ar) etkileri denenen derisimlerden elde edilen sonuglar birbirine yakin ve

‘ksel onemde olmadig1 goriilmektedir (Cizelge 2).

-'-'Ijeneylerde negatif kontrol olarak kullanilan aseton, metanol ve distile su'dan

_ _dii.én sonuglarin birbirine ¢ok yakin oldugu bu yiizden de kuilamlan ¢ézictilerin
yon ve rekombinasyonu artirmadigi séylenebilir Diger taraftan Drosophila kanat
atlk mutasyon ve rekombinasyon testinin bu ¢alismada saglikl ¢aligip ¢aligmadigim
erm8k igin daha Onceki ¢aligmalarimizdan mutajenik ve rekombinojenik etkilerini
g;m1z pozitif kontrol olarak kullamlan EMS (Etilmetan stiifonat) uygulamalarinin
é-lanna genel olarak bakildiginda hem mwh/fIir* hem de mwh/TM3 genotipindeki

y-l_é_rae pozitif sonuglar gostermektedir



ombinasyona Etkiferi

Denigimier Kanat Kﬁii[j;:le:; p Biiyiik tek tip ikii”i:gr)ﬂar To;;(l]z:)mmalrwh Toplam klonlar Klon
(mM) Sayist (N) (1-2 cells) (m=2) 2 i(éﬁr;;ar(mﬁ) {m=2) (n=2) indiiksiyon
Frekans: (10°
hiicre)
No. Fr. D. No. Fr. D No. Fr. D. No. Fr. D No. Fr. D.
f Dist. Su 80 13 0.16 0 0.00 0 0.00 13 0.16 13 0.16 0.67
&, % 5 Aseton 80 13 0.16 3 0.04 0 0.00 16 020 16 020 0.82
L % 3 Metanal 80 15 0.9 0 0.00 ! 0.01 15 019 16  0.20 0.77
Amitrol
0.05 80 10 013 - 0 0.00 . i 0.61 10 0.13 - It 0.14 - 0.51
0.1 80 20 025 . 3 0.04 0 0.00 . 23 0.29 . 23 0.29 [.18
0.5 30 80 1.00 + 6 0.08 + i 0.01 86 [L.O§ + 87 1.09 + 441
i 30 169 211 + 8 0.10 + I 0.01 177 221 + 178 223 + 9.07
Metribuzin
: 1 80 13 0.16 - 3 0.04 . 0 0.00 . 16 0.20 16 0.20 . 0.82
1 80 14 0.18 - 3 0.04 i 0.01r - 17 0.21 I8 0.23 0.87
5 80 14  0.18 - 0 0.00 ! 0.01 4 Q.18 - 15 0.19 - 072
10 80 27 034 I 0.01 . 0 0.00 28 035 . 28 035 143

Devamu arka sayfadadir
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Cizelge 1%in devarm

Prometrin

1 80 14  0.18 i 8 0.10 2 0.03 . 22 028 24 030 1.13
2 80 19 024 3 0.04 [ 0.01 22 0.28 . 23029 . 1.13
5 80 18 023 i 5 006 2 0.03 . 23029 25 031 1.18
10 80 1o 024 2 0.03 - [ 0.01 2 026 23 029 . 1.08
Terbutrin

1 80 18 023 ) 4 0.05 2 003 21 026 24 030 1.76
2 80 22 028 3 0.04 i i 0.01 25 031 26 033 1.28
3 80 25 031 i 001 - 2 803 26 033 28 035 . 1.33
10 80 200 025 7 0.09 0 0.00 27 034 . 27 034 1.38
Dikuat dibromid

1 80 16 0.20 i [ 0.00 0 0.00 17 021 . 17 021 0.87
2 80 15 019 0 0.00 0 0.00 15 019 15 019 . 0.77
5 80 16 020 . i 0.0l i 0.01 . 17 0210 . 18 023 . 0.87
10 80 21 026 2 0.03 . 2 0.03 . 23 029 25 031 . I.18
EMS

[ 80 28 035 + 15 019 =+ 6 0.08 + 43 054 + 49 061 + 220

Fr., frekans; D, 1statistik sonuglarnnin gdsterimy; +, pozitif; -, negatif; i, dnemsiz fark; m=¢arpim faktoriy; olasilik diizeyi= 0.05.




izelge 3.2: Drosophila melanogaster’in mwh/TM3 Genotipinde, Herbisitlerin (Amitrol,
Metribuzin, Prometrin, Ierbutrin ve dikuat dibromid) Somatik Mutasyon ve
Rekombinasyona Etkileri

Kiictik tek tip Biiyiik tek tip Klon
Deisimier Kanat klonlar kionlar Toplam klonlar indiiksiyon
(mM) sayist  (I-2 cells) in=2) (> 2 cells) (m=5) (m=2) frekansi
(10° hiicre)
No Fr. D No Fr D No Fr. D
: % 3 Metancl 80 9 01 0 0.060 9 .11 0.46
 Distile Su 80 8 010 0 000 8 010 041
@ 80 13 016 0 000 13 016 0.67

80 17 021 i 0 000 i 17 021 i 0.87
2 80 16 020 i 4 005 i 20 025 i 102
80 19 024 ! 00l i 20 025 i 1.02
10 80 17 021 i 0 000 i 17 021 i 087
Prometrin
80 11 014 - 1 000 i 12 015 - 061

2 80 13 016 i 1 001 i 14 018 i 072
5 80 13 016 i 1 001 i 14 018 i 072
10 80 17 021 i I 001 i 18 023 i 092
Metribuzin
I 80 14 018 i 0 000 i 14 018 i 072
2 80 15 019 i 2 003 i 17 021 i 087
5 80 13 016 i 0 000 i 13 013 i 067
10 80 15 019 i 0 000 i 15 019 i 0.77
: 80 10 013 i 1 001 i 11 014 i 0.56
2 80 11 ‘014 i 0 000 i 11 014 i 0.56
5 80 11 014 i 0 000 i 11 014 i 0.56
10 80 12 015 i 0 000 i 12 015 i 0.61
Amitrole

005 80 10 013 i 0 000 i 10 013 i 051
0.1 80 15 019 i 2 003 i 17 021 i 0.87
05 80 41 051 + 0 000 i 41 051 + 210
1 80 75 094 + 4 005 i 79 099 + 4.05
EMS

I 8 31 039 + 2 003 i 33041 + 169

r, frekans; D | istatistik sonuglarinin gésterimi: +, pozitif, -, negatif: i, dnemsiz fark;
=¢arpim faktorll, olasilik diizeyi= 0 05
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'3,2. Ikinci Grup Herbisitler
.3.2.1. Bentazon

| Bentazon, daha gok genis yapraklt yabanci otlarin kontroliinde kullamlan bir
.herbisittir Bentazon’un normal metabolik aktiviteye sahip hatlara uygulanmasi ile elde
..'edilen verilerde hi¢ bit derisim igin pozitif sonug gézlenmemektedir (Cizelge 3)
‘Normal kanatlara sahip mwh/flr’ genotipindeki bireylerinde kiigiik tek tip ve ikiz
_..klonlarda biitiin  derigimlerden elde edilen sonuglar birbirine ¢ok yakin olarak
bulunmustur Diger kategorilerde ise, yiiksek derisimlerde biraz daha yitksek klon
:frekanslan gorilmektedir Ancak frekanstaki bu yiikseklik istatistiki diizeyde énemi:
‘degildir Diger taraftan serrat kanath mwh/TM3 genotipindeki bireylerde biitiin
.kategoriler’den elde edilen sonuglar kontrol grubuna yakin frekansta oldugu Cizelge
3°de gorilmektedir

. Yitksek metabolik aktiviteye sahip hat i¢in 10 mM derisimin toksik etki
:g(")stezmesi nedeniyle bu grupta 0.05, 01,05, 1, 2 ve 5 mM derigimler ¢alisilmistir. Bu
hatlarm normal kanatl: bireylerinde kiiciik tek tip, mwh ve toplam klonlarm fiekanslart
‘biitiin derigimler bakimindan kontrole gore istatistiksel olarak yiksek ¢ikmistir (Cizelge
'4)  Ancak biiyik tek tip klonlarin frekanslars 01, 0.5 ve 1 mM derigimlerde kontrole
gore istatistiksel olarak farkl gikarken ikiz klonlann frekanslarinin istatistiksel dnemde
-. olmadig: goriilmektedir Bu hgtlarm mwh/TM3 genotipindeki bireylerinden elde edilen
.sonug:lara bakildiginda 1 ve 5 mM derisimlerin kiigiik tek tip ve toplam klonlarin
frekanslarin: istatistiksel onemde artirdig gorilmektedir. Bityiik tek tip klonlarda ise

istatistiksel farklilik bulunmamstir (Cizelge 4)
3.2.2, Bentiokarb
Bentiokarb, yabanci ot kontrolinde ¢ok yaygin olarak kullamilan bir

thiokarbamat herbisittir Standart gaprazlama sonucunda elde edilen transheterozigot

larvalara benthiokarb’in uygulanmas: sonuglari Cizelge 5°de gosteriimigtir. Normal

L
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(;‘.i.zelge 3 3: Bén[azon'un'D}osopht'!a 'mé[anogastén’in' Normal-Metabolik Ak’t_i\_{itéyé;_Sah_lp_:Hatlaﬂ_nd_q __tk'l_ié_r_ o

Derigimler Kanat _ dlon Kion
Kiictik tek o Ikiz klonta Topia h Topl lonlar -
(mM} Saytst uil]]ontlzl: " Biiyiik tek tip IZ;;-_:S;I ' oilor:iarrnw oplam Indiikstyon
N (1-2 cells) (m=2) 2 t]:(;)lz;ar(mﬂ) (m=2) (m=2) Frekanst
(10" hiicre)
No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr, No. Fr. No. Fr,
Normal Kanat
% S5Aseion 80 16 (0.20) 4 0.05 I 0.01 20 0.25 21 0.26 1.08
1 mM EMS 80 40 0.50) + 31 (0.39) + 16 (0.20) 69 (0.86) 87 (1.09) 3.53
0.1 80 21 (0.26) ' I 0.01) - i (0.0 22 (0.28) 23 0.29) i.13
0.5 80 21 (0.26) i 3 (0.04) - I (0.01}) 24 (0.30) 25 (0.32) 1.23
1 80 24 {0.30) ' 2 (0.03) - 2 (0.03) 25 0.32) 28 {0.35) [.28
2 8¢ 22 (0.28) I 8 (0.10) ' 0 (0.00) 30 (0.38) 30 {0.38) 1.54
80 23 (0.29) ' 8 (0.10) : 3 (0.04) 31 (0.39) 34 (043 1.59
10 80 20 (0.25) i 8 (0.10) ' 2 (0.03) 28 (0.35) 30 (0.3%) i.43
Serrat Kanat
%5 Aseton 80 13 (0.16) (0.03) 15 (0.19) 15 (0.19) 0.77
i mM EMS 80 33 0.4 + (0.06) ! 38 (0.48) 38 (0.48) 1.95
0.1 80 19 (0.24) i i (0.01) i 20 (0.25) 20 (0.25) i.02
0.5 80 i8  (0.23) ' i (0.01) ' 1o (0.24) 19 (0.24) 0.97
i 80 15 (0.19) i 4 (0.05) ' 19 024 19 (0.24) 0.97
2 80 19 {0.24) ' 0 (0.00) - 19 (0.24) 19 (0.24) 0.97
5 80 22 {0.28) ! I (0.01) i 23 (0.29) 23 (0.29) 1.18
10 80 19 (0.24) i 0 (0.00) - 19 (0.24) 19 (0.24) 0.97

Fr., frekans; D. istatistik sonug’{mnm gosterrmu: +, pozitif; -, negatif’ 1, dnemsiz fark, m=carpim faktéri; otasihk dizeyr= 0.05.
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Cizel ge 3. 4: Bentazon'un Drosophila melanogaster'in Yiksek Metabolik Aktiviteye Sahip H:

Klon inditksiyon

Denigimlier Kanat Biiyiik tek tip
Kiigiik tek tip klonlar Ikiz kloniar Toplam mwh Toplam klonlar - Sy
(mM) Saysi kloniar {>72 cells) (m=5) klonlar (m=2) Frekansi (107 hiiere)
(N) (1-2 cells) (m=2) (1m=5) (m=2}
No Fr. D No. Fr. D No  Fr. No  Fr. D. No  Fr.
Normal Kanat
9% 5 Aseton 80 12 (0.15) 0 (0.00} (0.04) 12 (0.15) 15 (0.19) 0.77
i mM EMS 80 72 (090 + 73 (091) + 41 (@51 12 (1L60y  + I8 (233 + 6.50
0.05 80 37 (046) + 4  0.0% i (0.01) 41 {050 + 42 (0.53) + 2,10
0.1 80 33 (04 + 6  (0.08) + 3 (0.04) 39 (049 + 42 (0.33) + 2.00
0.5 80 33 (040D + 5 0.06) -+ I (0.01) 38 (048 + 39 (049 + .95
I 80 35 (044 + 8 0.10)  + 3 (0.04) 43 (054 o+ 46 (0.538) + 2.20
2 80 45  (0.56) + 4  (0.0%) i (0.01y 43 (0o  + 50 (0.63) + 2.51
s 20 42 (053 + 3 0.04) 2 (0.03) 44  (0.55) + 47 (.59 + 2.25
Serrat Kanat
% 5 Aseion 30 12 (0.15 I (0.01) 13 (016 i3 (0.l (.67
I mM EMS 80 54 (0.68 «+ 19 ©24) + 73 (09 + 73091 + 374
0.05 80 16 (0.20 (0.00y 16 (0.20) i 16 (0.20) 0.82
0.1 80 16 (0.20 (0.00) - 6 (0.200 16 (0.20y 0.82
0.5 80 18 (023 i (0.01y 19 024 19 (0.24) 0.97
i 80 22 (028 + 2 0.03)y 24 0300 + 24 (030) + 1.23
2 80 24 (030 + 2 (0.03) i 26 (0.33) + 260 (033 + 1.33
5 80 21 026 0 (0.00y i 21 0.26) 21 (0.26) . 1.08

Fr., frekans; D, 1staustik sonuclannin géstenimi+, pozitifs -, negatif; 1, Snemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik diizey1=0.05




BENTAZON

B0 mM
00,1 mM
30,5 mM
BimM
B2mM
05 mM
10 mM

Klon Frekansi

|

L Klon Biytklugi
_Se_kil 3.11: Bentazon'un (NMA'ye sahip normal kanath bireylerde) klon frekans

dagilimi

BENTAZON
03 :
025-
B0 mM
7 02 00,1 mM
§ E0,5 mM
E 015 BimM
g 02 mM
Mg O5mM
Q10 mM
0.05
0

Klon Biyiikligi

Sekil 3 12: Bentazon'un (NMA'ye sahip Serrat kanatli bireylerde) klon frekans

dagihimi
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20 mM

g 110,05 mM
g 0,1 mM
= 0,5 mM
& 81 mM
M O2mM
5 mM

Klon Buvuklagn

e_k_il 3.13: Bentazon'un (YMA'ye sahip normal kanatly bireylerde) klon frekans

dagihmi
BENTAZON
04
0.35
03 00 mM
._'?2 B0,1 mM
£ o2 80,5 mM
= ,3 m.
=
= 015 81 mM
%4 B2 mM
01 0I5 mM
0.05
0

dagilimu




. Cizél gé”3. 5: Benffyokéfﬁ'ln D}‘osofﬁlit'la melanogasterin Normal Metabolik.A_ktivlteye Sahip Hatlarnda  Etkileri-

Derigimler Kanat Klon
Kiigiik tek tip A Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar -
(mM) Sayts Klontar Bu;lr(Llllgn[leal; up (m=5) kloniar ) Indiiksiyon
i (N} (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) {(m=2) Frekanst
(10" hiicre)
No. Fr, N. Fr. D Na. Fr. D No. Fr. D. No Fr. D
Normal Kanat
Distile su 80 9 0.11) 5 (0.06) (0.03) 14 (0.18) 16 (020} 0.82
[ mM EMS 80 40  (0.50) 31 (039 + 16 020y + 69  (0.86) + 87  (1.09y + 3.53
‘ 0.1 80 15 (0.19) 2 (0.03) - 2 (0.03) ! 17 {0.21) ! 19 (0.24) i 0.87
;. 0.5 80 16 (0.20) 1 0.0 - i (0.01) : 17 (0.2h) ' 18 (0.23) 1 0.37
i, i 80 13 (0.16) 6 (0.08) 2 (003 19  (024) 21 {0.26) 0.97
i
8} 2 80 17 (0.21) 4 (005 - 2 (0.03) ' 21 026y 23 (029 1.08
' 80 18 (0.23) 3 (0.04) - 00 21 (026) 22 (0.28) 1.08
' 10 80 32 (0.40) l 0on - i (0.01) i 33 (041) + 34 (043) + 1.69
[
i‘ Serrat Kanat
Distile su 80 10 (0.13) 0 (0.00 10 (0.13) 10 (0.13) 051
1 miM EMS 80 33 (04D 0.06) + 38 (048) + 38 (048 + 1.95
0.1 80 12 (0.15) i (0.01) i 13 (0.16) i 13 {0.16) ' 0.67
0.5 80 12 0.15 0 (000 12 (015 12 @15 0.61
i 80 13 (0.16) i 00D 14 (0.18) 14 (018 . 0.72
80 13 (0.16) o (000 i 13 (016 13 (0.16) 0.67
80 13 (0.16) i (0.01) i 14 (0.18) 14 (0.18) i 0.72
10 80 22 (0.28) 0 (0.00) 1 22 (0.28) + 22 (0.28) + 1.13
Fr., firekans; D.staustik sonuciarinin  gosterimi:  +,  pozitifi, - negatify i, Onemsiz fark; m=carmm faktdrii; olasihk  dizey=  0.05,

!



- .Cizelge'S’. 6: ééht.iyokérb';lﬁ Droso,r;h.!'/a ﬁze!&nogééier‘m Y iksek Metabolik Aktiviteye Sahip: Ha_tl_armd_ﬁ; Et_k_;len- :

Derisimier Kanat Klon

Kiictik tek tip o Ikiz kloniar Toplam mwh Topiam kloniar s
(mM) Say1st kloniar Bll)]ill]clj(rlllil; w (m=5) kloniar (m=2) Indiikstyon
{N) (1-2 cells) (m=2) > 2 cells) (n=5) (m=2) Frekansi
(10" hiicre}
No. Fr. D. No. “Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D.

Normal Kanat
Distile su 80 19 (0.24) 4 {0.05) 0 (0.00) 23 {0.29) 23 {0.29) .18
i mM EMS 20 T2 09 + 73 090D + 41 0.51) + 128 (1.60) + 186 (2.33y + 6.50
0.1 80 13 {0.16) - 0 (O0Yy - 3 .04y 13 0.16) - 16 (0200 - 0.67
0.5 80 15 ©.19 - 2 G.03) - 0 (0.00y 17 w02 - 17 0.21) - 0.87
i 80 15 @019 - 2 0.0 - 2 0.03) 17 (@20 - 19 «(0.24) - 0.87

Lh
ol 2 80 6 (020 - I ©on - 0 000 16 (0200 - 7 0.2 - 0.82
5 80 18 (0.23) - \; 000 - 0 ©o.omn 18 {0.23) - 18 (0.23) - 0.92
1o 80 6 0200 - 3 0.04) - ¢] (0.00y 19 (024) - 19 024y - 0.97
Serrat Kanat

Distite su 80 15 (0.19) i (0.01) 6  (0.20) 16 (0.20 0.82
[ mM EMS 30 54  (068) + 19 (024) + 73 09D + 3091 + 3.74
0.1 80 12 015 - i (001 13 (0.16) - 13 (0.16) - 0.67
0.5 80 14 (0.18) - I (0.0 1 15 (0.1 - 15 0.19) - 0.77
i 80 14 ©.18) - 0 0.0 s 14 (0.18) - 4 (0.18) - 0.72
2 80 13 (©0.16) - 0 .00 . 13 0.1y - 13 (0.16) - 0.67
5 80 14 (0.18)y - I 0.0 15 (0.1%) - 15 (019 - 0.77
10 80 18 (023 i 0 (0.00y 18 (023) s 18 (0.23) 0.92

Fr., frekans; D, istatistik sonuclanimn  gosterimm:  +, pozitify -, negatif, , Onemsiz  fark; m=carpim faktérll; olasihk dilzeyr= 0.05



BENTIOKA

B0mM
10,1 mM
B0,5mM
BimM
82 mM
85 mM
F310 M

Klon Frekans

e o
ki 2
& P n?y? &
Klon Bityikldgt

'el:{.il 3.15: Bentiokarb'in (NMA'ye sahip normal kanatl: bireylerde) klon frekans

dagilim

BENTIOKARB
03
025 80 mM
00,1 mM
a 02 H0,5 mM
2 ‘ B1mM
o 0154 02 wM
..5‘ 05 mM
Mo 01 010 mM

0.05

Klon Biyiklngn

' Sekil 3 16: Bentiokarb'in (NMA'ye sahip Serrat kanatl) bireylerde) klon frekans

dagilim
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BENTIOKARB

0.25

02 D0 mM :
. 00,1 mM
W
E 015 B0,5 mM
G'_.J BlmnM
,-; AzmM
2 01 O5mM
R

10 mM
005

£20mM
00,1 mM
80,5 mM
B1 mM
B2 mM
15 mM
310 mM

Klon Frekans:

dagilim
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hip mwh/flr3genotipindeki bireylerde 10 mM derigim, kigik tektip, mwh ve
nlarin frekanslarini kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli dizeyde artirmugtir
5). Diger derisimler igin elde edilen frekanslar kontrol grubundaki ile benzerlik
itedir Serrat kanatli mwh/TM3 genotipindeki bireylerde de yine normal kanatl:
de oldugu gibi 10 mM derisimin kiigiik tek tip, mwh ve toplam klonlarn

.n1 kontrole gore istatistiksel olarak oneml dizeyde artirdift gorilmektedir

sit olugmaktadir (Wagner 1983) Glifosat, normal metabolik aktiviteye sahip
mwh/flr® genotipindeki bireylerde kugitk tek tip klonlarda 1, 2, 5 ve 10 mM

é’g(')ll"i.lerde artan doza baglh olarak mutant klonlarin ferkansinda da artig goriilmektedir
lge 7). mwh/TM3 genotipindeki bireylerden elde edilen sonuglarda ¢alisifan biitiin
Q_riler icin denenmis olan bitin derisimlerde istatistiksel ¢6nemde fark
ﬁx'emektedir" Bu bireylerden elde edilen sonuglara bakildiginda hepsinin kontrolden

dilen sonuglara yakin oldugu Cizelge 7°de goriilmektedir,

Yiiksek metabolik aktiviteye sahip hatlarin hem mwh/fli* hem de mwh/TM3

gipindeki bireylerde glifosat’in  mutajenik veya rekombinojenik  etkileri
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memektedir (Cizelge 8). Gerek mwh/flr’ gerekse mwh/TM3 genotipine sahip
-yl.erden elde edilen sonuglar biitiin kategorilerde, denenen biitiin derigimlerde negatif

trol grubundan elde edilen sonuglara yaklagik ¢tkmigtir
2,4,5-T izookotilester

2,4,5-T izooktilester’in herbisit etkileri 1944 yilinda tammlanmigtir. Bu herbisitin
lammu ikinei Diinya savagindan sonra agi1 yayginlagmig ancak ilerleyen yillarda yapilan
;é_'t_irmalarla saghik igin olumsuz etkilerinin tespit edilmesinden sonra 1970°L yillarda

lammi sinirlandirinugtie (Lilienfelt ve Gallo 1989). Ancak halen iilkemizde kullammi

am etmektedir. Izooktilester fizyolojik etkileri indolasetikasite benzeyen bir fenoksi
bisittir Izooktilester'in esas kullanim amaci genis yaprakli yabanci otlarin kontrolunii
lamaktir (Galston 1970) Izooktilester derisimlerinin uygulandign normal metabolik
____;jfiteye sahip mwh/fir’ genotipindeki bireylerden elde edilen sonuglara bakildiginda
ébe kiigiik tek tip klonlarin frekansinda 1, 2, 5 ve 10 mM derigimlerde frekanslarin
satif kontrole gore istatistiki onemde oldugu gorilmektedir (Cizelge 9) Pozitif sonug
.é:'n bu derisitmler mwh ve toplam klonlar kategorilerinde kontrole gore yuksek

__oﬁinmektedir, ancak aradaki farkiarin istatistiksel onemli olmadig: tespit edilmisiir

yuk tek tip ve ikiz klonlarda hesaplanmig olan frekanslar ise kontrole yakin oranlarda
l_'unmusturi Bu hattin mwh/TM3 genotipine sahip biteylerinde ise calistlan biitiin
défisimden elde edilen sonuglar kontrol grubundan farkstz goriilmektedir Bu genotipten
:_ dé edilen biitiin sonuclara genel olarak bakildiginda kontrol grubuna yakmn frekanslar
goriilmektedir (Cizelge 9)

Yiksek metabolik aktiviteye sahip hatlara izooktilester uygulamas: sonucu elde
edilen verilerde de pozitif sonuglar gorilmemektedir. Bu hattin gerek mwh/fl® gerekse
Wh/TM3 genotipindeki hatlarinda biitiin derigimlerde gozlenmis olan klonlarin frekanslars
ontrol grubundan elde edilen sonuglara yakin gtkmistir. Bu nedenle de bu hatta pozitif

sonuglar goriilmemektedir (Cizelge 10).
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Derigimler Kanat

(M) Sayis Kﬁi?gnﬁl; tip Biiyiik tek up [klzr:;lt;;)lar To?(llz:)rrr:iar:]wh Toplam ™ klonlar inditksiyon
i (N) (1-2 cells) {m=2) (>2 i?]l;;a?mzj) (m=2) (m=2) Frekans
(10" hiicre)
No. Fr. D. No. Fr D. No. Fr. D No. Fr D. No. Fr
Normal Kanat
Distile su 80 9 0.11) 5 {0.06) (0.03) 14 (0.18) 16 (020) 0.72
I mM EMS 80 40 (0.5 + 31 (0.39) + 16 (0.200 + 69  (0.86) + 87  (1.0% 3.53
0.1 80 14 (0.18) 1 2 (0.03) - 2 (0.03) , 15 (0.1 ! 18 (0.23) 0.77
0.5 80 15 (0.19) 6 (0.08) . 4 (.05 22 028 25 (0.32) 1.13
i 20 23 029y + I (0.01} - 2 (0.03) i 21 (0.26) i 26 {0.33) 1.08
2 80 24 0.30) + 4 (0.05) - 4 (0.05) i 28 (035 + 32 (0.40) i.43
5 80 27 034 + 6 {0.08) 1 2 (0.03) i 32 040y + 35 (0.44) .04
10 %0 30 (038 + 6 0.08) 4 (0.03y 36 (04%  + 40 (0.50) 1.84
Serrat Kanai
Distile su 80 10 (0.13) 0 (0.00) 10 (0.13) 10 (0.13) 0.52
i mM EMS 80 33 04 + 3 (006 + 38 (048) + 38 (0.48) 1.95
0.f 80 [3 (0.16) I 0 0.00) i [3 0.16) i 13 (0.16) 0.67
0.5 20 12 (0.I15) i (0.01y 13 (0.16) 13 (0.16) 0.67
i 80 13 (0.16) ! 2 (G.03) i 15 (0.19) i i5 (0.19} 0.77
2 80 3 016y i 2 (0.03) 5 019 15 (0.1 0.77
5 80 13 (0.16) ' i {0.01) . 14 (0.18y 14 {0.18) 072
i0 80 11 (0.14) i i (0.01) . 12 0.15) 12 {0.15) 0.61

Fr., frekans; D.,istatistik sonuciartin gosterim: +, pozitif; -, negatif; 1, Snemsiz fark; m=carpim faktorii; olasilik dilzeyi= 0.05.
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Ciéeige 3. 8 Glffésat'xﬁ Dr'&&é{)ly’!& . r;zefarzég&$tér’dé Yﬁkéék Metabo[ik Aktiviteye Sahip I—Iat'la.rmd Etkiieri

Derisimier Kanat Klon
Kiictik tek t1 e tkiz klonlar Toplam mwh Topiam klonlar N
(mM) Sayist lli(lon]ar b Bu){(t;l;n[]eal-;up (m=5) kloniar P ( —2)0n o tnditksiyon
) (12 cells) (n=2) (>3 cells) (m=5) (m=2) " Frekansi
(10 hiicre)
No Fr. D No. Frn D. No. Fr. No. Fr D No. Fr. D
Normal Kanat
Distile su 30 19 (0.24) 4 {0.0%) (0.00) 23 (0.29) 23 {0.29) 118
I mM EMS 80 72 (080  + 73 091 + 40 (05D 128 1.6y + 186 (2.33) + 6.57
0.1 80 13 {0.16) - 4 (0,05} i 0 (0,00) 17 o2ty - 17 (G.21) - 0.87
0.5 80 18 (0.23) - 3 0.04) - 0 (0.00) 21 026y - 21 (0.26) - 1.08
i 80 22 {028 I .01y - t] (0.00) 23 029y 23 (029 [.18
2 80 22 {0.28) ! 0 (0.00} - 0 (0.0 22 (0.28) - 2 (0.28) - [.13
5 80 19 (024) i 3 (0.04) - 1 0.0 19 0.24) B 21 {0.26) - 0.97
10 80 22 (0.28) f 2 (0.03) - i (0.0 24 ((:.30) i 25 (0.32) 1 1.23
Serrat Kanat
Distile su 80 15 (0,19 I (0.01) 16 (0.20) i6 (0.20) 0.82
i mM EMS 80 54 (068) 19 024y + 73 (09 + 73 (991) + 374
0.1 80 16 (0.20) 0 (0.00) ' 16 0.2 16 (0.20y i 0.82
0.5 80 18 (G.23) i 0 {0.00) ! I8 (0.23) ! 18 0.23) 1 0.92
I 80 16 (0.20) 0 {0.00) ' 16 (0.20) 16 (0200 0.82
2 80 17 0.2y 0 {0.00) i 17 (0.21) i 17 0.21y i .87
5 80 17 0.21) I 0 {0.00) i 17 (0.21) f 17 (0.21) i 0.87
10 30 18 (0.23) i (0.0 19 0.24) i 19 (024) 0.97
Fr., frekans; negatit; 1, ¢nemsiz fark; m=carpim faktdrii; olasihk dizeyi= 0.05

D.astatistik  sonuglanmin - gdsterimi:  +,  pozitif, -,




GLIFOSAT

LemM
001 mM
B9 5 mM
B mM
B2 oM
05mM
10 mM

Klon Frekanst

GLIFOSAT

E10 mM
B0 1 mM
BHo5 mM
831 mM
02 mM
B85 mM
8210 mM

Klon Frekanst

Klon Biyiikliagi
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GLIFOSAT

10 mM

10,1 mM
0,5 mM
Bl oM
E12 mM
05 mM
Oi0mM

ISUBYII] O

gi

YUK

Klon

lerde) klon frekans dagilim:

rey

Tkanath b

1p norma

Glifosat'in (YMA'ye sahi

Sekif 3 21

GLIFOSAT

05 mM

010 mM

0.25

1SUBa1] UoTy

gl

KlonB

Sekil 3 22

ireylerde) klon frekans dagilim

Serrat kanath b

ip

€ sah

y

Glifosat'in (YMA!
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Derigimler ' Kanat -~

Kiigilk tek tip

ikiz kionlar

".-Toplnm- mwh;- T

' .Toplam klonlar

(mM) Sayist klontar Bﬂ)]-(;i]jkn{iqk tip (m=5) onlar . 7 Klon lndukswon '
(N (1-2 cells) (m=2) 2 ce?ls) r(»'n=5) (m=2) "= Frekans: (10° hiicre)
No. Fr D, No. Fr D, No. Fr, No.  Fr D. No.  Fr.
Normal Kanat
Distile su 80 9 .11 3 (0.06) 2 (0.03) 14 (0.18) 16 (020) 0.72
1 mM EMS 80 40 0500+ 31 039y  + 16 (0.20) 69 (0.86) + 87 (1.0% 3.53
0.1 80 14 0.18) i i 0.0 - 0 (0.00) 15 (0.19) i 15 (019 0.77
0.5 80 14 (0.18) 1 i 0.0 - 2 (0.03) 135 (0.19) i 17 (0.21) 0.77
i 80 19 024 + 3 (0.04) - i (0.01) 22 (0.28) ! 23 (0.29) 113
2 80 21 (0.26) + 2 0.03) - 2 (0.03) 23 (0.29) ' 25 (0.32) i.18
5 80 21 (0.26) + 2 (0.03) - 3 (0.04) 23 (0.29) i 26 (0.33) i.18
10 80 21 (026)  + 4 (005 - | (00D 24 (030 . 26 (0.33) 1.23
Serrat Kanat
Distile su 80 10 {0.13) 0 (0.00) 10 0.1 10 (0.1%) 0.51
I mM EMS 80 33 (0.41y + 0.06) + 38 0.48)  + 38 (0.48) 1.95
0.1 30 g9 @11y i ©.o1 10 @13 10 (0.13) 0.51
0.5 80 10 (0.13) i i (0.01) i 11 (0.14) i 11 (0.14) 0.56
i 80 12 0.13) ' i (0.01) ' 13 (0.16) i 13 (0.16) 0.67
2 80 9 (G.11) i i (0.0 ‘ 10 (.13 ! 10 (0.13) 0.51
80 10 (0.13) i ¢ (0.00) ' 10 (0.13) i 10 0.13) 0.51
10 80 11 0.14) 1 [ (0.01) i 12 0.13) i 12 0.15) 0.61

Fr., frekans; D, istatistik sonugtariin gésterimi: +, pozitif; -, negatif; 1, Snemsiz fark; m=carpim fakt6rd, olasilik diizeyr= 0.05
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© Gizelge 3. 10: 2,4,5-T izooktilester'in Drosophila melanogaster Yiksek Metabolik Aktiviteye Sahip Hatlarinda Etkile

Derisimler Kanat )
Kiigtik tek it o Ikiz klont Topl i Topl klonlar e
5 (mM) Saytsi ugkt;m[[(;r e BU)}f(Lli(lJ{r:;l; tip ling;l ar OT’J(]E;IEMTW ! op a;:t_z)on ar Klon Indiksiyon
i.' (N) (1-2 cells) (m=2} 2 cells) (n=5) {m=2) a Frekanss (10° hiicre)
No. Fr D. No. Fr. D. No. TP No. Fr. D. No. Fr, D.
Normal Kanat
Distile su 30 19 {0.24) 4 (0.0%) 0 (0.00) 23 (0.29) 23 {0.29) 1.18
i mM EMS 80 72 050y <+ 735 (091 + 41 (0.51) 128 (1.6} + 186 (233 + 6.57
0.05 80 21 (0.26) ' 0 (0.00) - 0 (0.0 21 (0.26) - 21 (0.26) - 1.08
! 0.1 80 18 (0.23) - 9 0.1 i i (0.0 26 (0.33) i 28 {0.35) 1 1.33
; 0.5 80 23 (0.29) ' 4 (0.0%) i 0 (0.000 27 (0.34) i 27 (0.34) i 1.38
,' % i 80 22 {0.28) i 3 (0.04) “ ; (0.0 25 {0.32) i 26 (0.33) i .28
‘ 2 80 22 {0.28) : 4 (0.05) ' (0.00) 26 (0.33) ' 26 0.33) ‘ 1.33
5 80 27 (0.34) i 0 (0.00) “ 0 (0.00) 27 (0.34) : 27 (0.3 1 .38
Serrat Kanat
Distile su 30 15 (0.19) i (0.0 16 (0.20) 16 {0.20) 0.82
i mM EMS 80 54 0.68) <+ 19 024y + 73 09+ 73 081y + 3.74
0.05 80 13 (0.16) - I ©.01) i 14 (0.18) - 14 (0.18) - 0.72
0.1 80 13 (0.16) - i (0.01) ; 14 (0.18) - 14 (0.18) - 0.72
0.5 80 15 (0.19) : ' (0.01) i 16 (0.20) i 16 (0.20) i 0.82
i 80 15 (0..19) i 0 (0.00) ' 15 .19y - 15 .19y - 0.77
2 80 15 (O AL)] . 0 (0.00) 1 15 (0.19) - 15 (0.19) - 0.77
5 20 15 (0.19} . 0 (0.00y 15 ((ORE))] - 15 (0.19) - 0.77

Fr., frekans; D.statistik sdnuglarimin gdsterimi: +, pozitif; -, negatif; 1, dnemsiz fark; m=c¢arpim faktorii; olasilik diizeyr= 0.05.



Klon Frekansi

Klon Frekans

0,45
0,4

0,35

2,4,5-T IZOOKTILESTER

00 mM
00,1 mM
B0,5 mM
Bl oM
B2 mM
05 mM

00,1 mM
B0,5 mM
H1mM
B2 mM
a5 mM



2,4,5-T [ZOOKTILESTER

0,35
0.3
0,25 £10 mM
A 10,05 mM
g 02
e : 70,1 mM
Py
§ 015 80,5 mM
v A1 mM
0,1 02 mM
15 mM
0,05
0

Klon Buyuklugo

2'5_ 2.4,5- T izooktilester'in (YMA'ye sahip normal kanatl bireylerde) klon fiekans

. dagilim

B0,5 mM
B1mM
02 mM
05 mM

Klon FrekanSJ
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5.5. Maleik Hidrazit

Rubber sirketi tarafindan 1948 yilinda temel bir herbisit ve bitki buytime inhibitorii
ngelleyicisi) olarak kullamima sunulmustur Maleik hidrazit herbisitinin normal metabolik
::.'.iviteye sahip transheterozigot larvalara uygulamas: sonucu olusan klon frekanslar
{:;}h/ﬂr:‘ genotipindeki bireylerde incelendiginde kiigiik tek tip klonlar kategorisinde 1, 5 ve
'mM derigimlerde pozitif sonuglar bulunmus, bu kategori igin difer derisimlerde ise
;ilenen farkin istatistiksel onemde olmadig bulunmustur (Cizeige 11) Bu kategonde 2
mM derisim hari¢ artan doza bagh olarak klon frekansinda da artig gorulmektedir Diger
itiin kategorilerde (Buyuk tek tip, ikiz ve kugiik tek tip klonlar) doza bagh olarak klon
ekansinda da artiglar goriilmektedir Biiyiik tektip ve mwh klonlar kategorilerinde ise 2, 5
10 mM derisimlerde yitksek oranda goézlenen klon frekanslarnt nedeniyle istatistiksel
.a:fak yitksek sonuglar bulunmustur (Cizelge 11) Bu genotipteki bireylerden elde edilen
:ﬁIUQIara toplam klonlar acisindan bakildiginda ise 1, 2, 5 ve 10 mM derisimlerin
fé_itistiksel olarak onemli oldugu gérilmektedir (Cizelge 11) Dengeleyict kromozom
styan ve dolayisiyla rekombinasyonun baskilandigi mwh/TM3 genotipinden elde edilen
erilerin istatistiksel degerlendirilmesi sonucu kiigiik tek tip klonlar kategonisinde 2, 5 ve
OmM derigsimlerde istatistiksel 6nemli fark bulunmustur (Cizelge 11). Toplam klonlarin
ekanslarmin negatif kontrol grubu ile istatistiksel karsilastirilmas: sonucu 1, 2, 5 ve 10
M derisimlerini‘n bu kategoride pozitif sonuglara sahip oldugu gérilmektedir (Cizelge
i) Biliyiik tek tip klonlarin frekanslar: ise denenen biitiin derisimler igin birbirine yakin
::arak bulunmugtur ve bu kategoride biitiin derigimier i¢in tespit edilen farkin istatistiksel
:érak onemli olmadig: gorilmektedir Bu genotipteki bireylerde kiiguk tek tip ve toplam
'_i)nlar kategorilerinde artan maleik hidrazit derigimine bagii olarak klon frekanslarinda da
riilar gorulmektedir

Yitksek metabolik aktiviteye sahip hatlarn mwh/flr’ genotipindeki bireylerinde
aptlan kanat analizlerinde sadece toplam ve mwh klonlar kategorilerinde 10 mM’lik

¢ ya olusan farklarin istatistiksel olarak onemli olmadifi ya da kontrol grubundan
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Cizeige 3. 11: Maleik Hidrazit'in Drosophila mei&nogaster'de Normal Metabolik Aktiviteye Sahip Hatlarmda Etkileri

Derisimler Kanat Kiicik tek trp Biiyiik tek ttp
M 5 klonlar klonlar lkiz klontar Toplam mwh Toplam klonlar
(mM) aylst (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) (m=5) klonlar ()
(N) (H’I=2) m=
No.  Fr, D. No.  Fr. D. No. Fr No. Fr. D. No. Fr D.
Normal Kanat
Distile su 80 9 (0.11) 5 {0.006) 2 (0.03) 14 (0.18) 16 (0.20)
I mM EMS 80 40  (0.30)  + “31 (0.39)  + 16 (0.20) 69  (0.86) + 87 (1.09)  +
0.1 80 17 021y 0 (0.00) - i (0.01) 17 (0.21) ' 18 (0.23)
0.5 20 16 (0.20) I 3 (0.04) - 2 (0.03) 19 0.24) I 21 {0.26) !
i 30 20 (025 + 4 (0.05) - 4 (0.05) 24 (030 i 28 (0.35 +
2 80 14 (0.18) ! 13 (0.16) + 3 (0.10) 27 (0.34) + 35 (0.44) +
5 80 27 (0.34) 20 (036) + 26 (0.33) 55 (0.69) + 82  (L0O3) =+
10 30 60 (0.73)  + 80 .00y o+ 50 (0.63) 138 (1.73) + 190  (2.38) +
Serrat Kanat
Distile su 80 10 (0.13) ¢ {0.00) 10 (0.13) 10 (0.13)
i mM EMS &0 33 041y o+ 5 (0.06) + 38 (048 + 38 (0.48) +
0.1 80 1t (0.14y 2 (0.03) ' 13 (@16) - 13 (G.16) i
0.5 80 19 (0,24} ' 0 (0.00) I [9 (0.24) ' 19 (0.24) !
i 80 18 (0.23y 2 (0.03) 20 (025 + 20 (025 o+
2 80 20 (0.25)  + 2 ©0.03) 22 (0.28) + 22 (028) +
5 80 25 (0.32) + ¢ (0.00) ! 25 (0.32) + 25 (0.32) +
10 80 25 (032 + 4 0.05) 29 (036) + 29 (036) +

Klon Indilksiyon
Frekans

(10° hiicre)

0.72
3.53

0.87
0.97
1.23
1.38
2.82
7.07

0.5¢
[.95

0.67
0.57
1.02
.13
1.28

1.49

Fr., frekans; D.,istatistik songglarmm gosterimi: +, pozitif; -, negatif; 1, Gnemsiz fark: m=carpun faktérii; olasiitk diizey1= 0.05.
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Cizelge 3:12¢ Méieik Hidrazit'in Drosophila melanagaster‘de-Yiiksek Métabo!ik Aktiviteye Sahip Hatlarda Etkileri:

Derigimler Kanat Klon inditksiyon
Kiictik tek i ey Ikiz kioniar Toplam mwh Toplam klonlar R
(mM) Sayis uilljonlar Hp Bu);(lljl;nt{:aljup (m=5) ?donlar P ?n-g\ i Frekansi (10°
{N) (1-2 cells) (m=2) (>2 cells) (m=5) {m=2) = hiicre)
No. Fr. D. No. Fr. D. No., Fr. No. Fr D. No. Fr.
Normal Kanat
Distile su 80 19 (0.24) 4 {0.05) 0 {0.00) 23 (0.29) 23 (0.29) i.18
i mM EMS 80 72 090 + 73 091y + 41 (0.51) 128 (1600 + 186 (2.3%) 6.56
0.1 80 15 (0.19) - ‘(0.03) - i 0.0 17 0.2D) - 18 (0.23) 0.87
0.5 80 14 (0,18) - 4 0.05) - 3 (0.04) 18 {0.23) - 21 (0.26) 0.92
I 80 21 (0.26) ' i (0.01) - 3 (0.04) 22 {0.28) - 25 (0.32) i.13
2 80 22 (0.28) i 5 (0.06) i 0 (0.00) 27 (0.34) ' 27 (0.34}) 1.38
80 24 (0.30) ' (0.10) i 2 (0.03) 32 (0.40) i 34 (0.43) 1.64
10 80 31 0.39) i 10 (0.13) : 2 (0.03) 4] (51 + 43 {0.54) 2.10
Serrat Kanat
Distile su 80 15 (0.19) i (0.01) 16 (0.20) 16 {+.20) 0.82
i mM EMS 8¢ 54 0.68) + 19 024y + 73 091+ 73 090 3.74
0.1 80 13 {0.16) - 2 (0.03) ‘ 15 (0.19) - 15 0.19 0.77
0.5 30 17 0.20H) i i 0.0 ' 18 (0.23) ' 18 (0.23) 0.92
1 80 18 (0.23) i 2 (0.03) i 20 (0.25) : 20 0.25) 1.02
2 80 23 (0.29) : 2 (0.03) i 25 ((L.32) i 25 (0.32) 1.28
5 80 28 (0.35) + I 0.01) ' 29 (0.36) + 29 (0.36) 1.49
10 80 30 (0.38) + 5 (0.06) ' 35 0.44) + 35 (0.44) 1.79

Fr.: frekans; D.:istatistik sonuglarinm gosterimi +: pozitif; -: negatif; 1: dnemsiz fark; m=carpim faktdril; olasilik divzeyr= 0.05.
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ha ditsiik oldugu gozlenmistir. Tkiz klonlar kategorisinden elde edilen klon frekanslan

5'i'1:ﬁirine yakin olarak bulunmustur Buyitk tek tip klonlar kategorisinde ise yiiksek
a'éfiéimiel'de bir miktar fazla mutant klon gdzlenmis ancak bu farkin dnemli olmadigi

pit edilmistir Diger kategorilerde ise artan doza bagh olarak klon frekanslarinda da

artls tespit edilmistir (Cizelge 12) Bu hatda mwh/TM3 genotipindeki bireylerden elde

edilen sonuglara bakildiginda kugiik tek tip, mwh ve toplam klonlar kategorilerinde 5 ve

10 M derisimlerin istatistiksel Gnemde viksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 12)
zitif sonuglarin elde edildigi bu kategorilere bakildiginda klon fiekanslarmm doza

b-géh artig gosterdigi tespit edilmigtir

3.2.6. Molinat

: Molinat herbisiti 1954 yilinda Stauffer sirketi tarafindan herbisit olarak
llamlmak tizere iiretilmeye baglamilmigtir Molinat herbisitinin normal metabolik

:_ékfiviteye sahip tansheterozigot larvalara uygulanmasindan sonra mwh/flr’

notipindeki bireylerden elde edilen sonuglara bakildiginda biyik tek tip ve ikiz
;_k'l'énlar’m ferkanslarinin kontrol grubuna yakin oldugu gérilmektedir (Cizelge 13)
Diger taraflan kiiciik tek tip klonlarda 1, 2, 5 ve 10 mM derisimlerin kontrole gére
' 5 ve 10

3

ksek diizeyde mutant klon olusturdugu gériilmektedir. Toplam klonlarda 2
‘mM ve mwh klonlarda ise 5 ve 10 mM derisimler kontrole gore yitksek oranda mutant

klon olusturmustur Bu derigimlerden elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak kontrol

-'grhbundan farkl: oldugu gorilmektedir (Cizelge 13). Bu hatlarda mwh/TM3 genotipine
:.jsahip bireylerde ise sadece 10 mM’lik derisim, kiigiik tek tip klonlar ve toplam klonlarin
frekanslarinin kontrole gére daha yilksek oranda ¢ikmasmna neden olmustur Gerek
‘mwh/fir® gerekse mwh/TM3 genotipinde pozitif sonuglarin elde edildigi kategorilerde

‘artan derigime bagli olarak klon frekansinda da artig g6zlenmistir

- Yitksek metabolik aktiviteye sahip hatlarda ise mwh/fir’® genotipindeki
‘bireylerde toplam klonlarinda fickansinda 5 ve 10 mM derisimler ve kiicitk tek tip ve
‘mwh klonlarm frekanslarinda da sadece 10 mM derisimin klon frekansim kontrole gére

E_i'statistiksel olarak daha fazla artirdig1 gériilmektedir (Cizelge 14) Buiyiik tek tip ve ikiz
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Cizelge 3. 13: Molinat'tn Drosophila melanogaster'in Normal Metabolik Aktiviteye Sahip Hatlarinda Etkileri

Derisimler Kanat Biiyik tek up Klon inditkstyon
Kiigiik tek itp klonlar lIkiz kloniar Toplam mwh Toplam klonlar Erekans
(mM) Says! klontar (> 2 cells) (m=5) (m=3) klonlar (m=2) rekansi
™) (1-2 cells) (m=2) (m=2) = (10° hiicre)
No. Fr. D. No. Fr. b. No. Fr, D. No. Fr. No. Fr. D.
Normal Kanat
Distile su 80 9 0.11) 5 (0.06) 2 0.03) 14 (0.18) 16 (020) 0.72
i mM EMS 80 40 0.5y + K) 0.39)  + 16 0200 + 69 {0.80} 87 (1.099 + 3.53
0. 80 13 (0.16) ' I .on - ' 0.0h ' 14 (0.18) 15 @19 - 0.72
0.5 80 12 (0.13) ! 4 (0.05) - H (0.01) : 16 (0.20) 17 (0.21) i 0.82
I 80 20 (025 «+ 5 (0.06) : i (0.01) ' 25 (0.32) 26 (0.33) : 1.28
= 2 80 21 (0.26) + 4 (0.05) - 3 (0.04) i 25 (0.32) 28 034y + 1.28
80 25 03 + 2 (0.03) - 3 (0.04) ' 27 (0.34) 30 (038  + 1.38
10 80 25 (0.32) + 7 (0.08) i 2 (0.03) ! 31 (0.39) 34 (0.43) + 1.59
Serrat Kanat
Distile su 80 10 (0.13) 0 (0.00} [0 013 [0 (0.13) 0.51
i mM EMS 80 33 041+ 0.06) + 38 (0.48) 38 0.48) + 1.95
0.1 80 9 (0.11) ' 0 (0.00) : 9 .10 9 (0.11) i 0.46
0.5 g0 9 (ORE))] : 2 (0.03) ' 11 (0.14) 11 (0.14) 1 0.56
i 80 12 0.15) i 0 (0.00) ' 12 (0.15) 12 (0.15) ' 0.61
2 20 17 0.2 ' i (0.01) ' 18 0.23) 18 (0.23) i 0.92
20 18 (0.23) : i (0.01) ' 19 (0.24) 19 (0.24) i 0.97
10 20 21 026y + 0 (0.00) ' 21 (0.26) 21 (0.26) + i.08
Fr., frekans; D.stati¥ik sonuclarmin gdsterimi: +  pozitif, -, npegatif; i, onemsiz  fark; m=carpim faktori; olasihk  ditzeyi=  0.05.
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Kanat
Kiiciik tek tip

Biiyiik tek up

Ikiz kionlar

Toplam mwh

Toplam klonlar

~Klon Indiksiyon

Derigimier Sayist klonlar klonlar (m=5) klonlar - Frekans:
(mM) ) (1-2 cells) (m=2) (>2 cells) (m=5) (m=2) (n=2) (10° hiicre)
No. Fr D. No. Fr. b. No.  Fr No.  Fr. D. No. Fr,
Normal Kanat
Distile su 80 19 (0.24) 4 (0.05) 0 (0.00) 23 029y 23 (029 1.18
1 mM EMS 80 72 (090) + 3 (09hH  + 4] (0.51) 128 (1.60) + 186 (2.33) 6.56
0.1 80 26 (033 4 (0.05y 0 (0.0 300 (038 . 30 (0.38) 1.54
0.5 80 26 (033 . 4 005 ! {C.01) 0 038 31 (0.39) 1.54
[ 80 29 {0.36) 0 0o - 0 {0.00) 29 (036) 29 (0.306) 1.49
2 80 26 (0.33) i 4 (0.05) i ! (0.01) 28 (0.35) ' 31 (0.39) 1.43
80 26 (0.33) 1 9 0.11) ' 2 (0.03) 34 (0.43) ' 37 (0.46) 1.74
10 80 36 0.45) + 5 (0.06) i 4] (0.00) 4] .51y + 41 (0.51) 2.10
Serrat Kanat
Distile su 80 15 (0.19) I 0.0 16 0.20) 16 (0.20) 0.82
i mM EMS 80 54 0.68) + 19 024y + 73 091y + 73 (0.91) 374
0.1 80 12 (015 - i 0o 13 (016 - 13 (0.16} 0.67
0.5 80 15 (019 i 001y 16 0200 16 {0.20) 0.82
i 80 20 (0.25) i i (0.01) ' 21 (0.26) i 21 (0.26) 1.08
2 80 23 (0.29) ' 0 {0.00) 1 23 (029 ' 23 {0.29) 1.18
5 80 23 (029 i on 24 (030 24 (0.3 1.23
10 30 29 {0.36)  + 3 (004 2 (040)  + 32 (0.40) 1.64

Fr., frekans; D.,istatistik slonuc;iarmm gosterimi; +, pozitif; -, negatif; 1, dnemsiz fark; m=¢arpim faktoril; olasihk diizeyr= 0.05.
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jonlarda ise frekanslar kontrol grubuna yakin duzeyde gtkmigtir Toplam ve mwh
:ionlardan elde edilen frekanslar artan derisime bagli olarak artig gosteritken kiigitk tek
p klonlann frekanslan 10 mM derigim hari¢ diger derisimlerde ya birbirinin aynisi ya
3-'-dé ¢ok yakin oldugu goriilmektedir, ancak 10 mM derisimden elde edilen klon frekansi
'.aha yitksek diizeydedir mwh/TM3 genotipine sahip bireylerde ise sadece 10 mM
':"dérisimin kiigiik tek tip ve toplam klonlarda istatistiksel olarak onemli artiga neden
Jdugu gorilmektedir (Cizelge 14). Bu genotipte kiigiik tek tip ve toplam klonlarin

ekanslari artan derisime bagh olarak arttifn gériilmektedir
..2.7. Propanil

Arilamid herbisitlerden olan propanil ilk defa 1960 yilinda tanimlanmigtir Bu
.:erbisitin normal metabolik aktiviteye sahip bireylere yapilan uygulamas:t sonucunda
'i'de edilen mwh/flr’ ve mwh/TM3 genotipindeki bireylerde kiigiik tek tip klon, mwh,
:(:)'p}am klonlar kategorilerinde kullanilan derigimlerdeki artisa bagh olarak gozlenen
ﬁlﬁtant klon frekansinda da artig gozlenmigtir (Cizelge 15) Doza bagh olarak gozlenen
a;rtlsln sonucunda normal fenotipe sahip (mwh/flr’) bireylerde, calisilan en yiiksek
erisim olan 10 mM’lik derigimde belirtilen klonlardan elde edilen sonuglar istatistiksel
'_zla,r'ak kontrol grubundan yitksek oldugu gorilmektedir Diger kategorilerden elde
dilen sonuglarda ise klon frekanslan kontrol grubuna yakin oranlarda ¢tkmistir. Diger
araftan mwh/TM3 genotipindeki bireylerden elde edilen sonuglara bakildiginda yine
kiigiik tek tip klon, mwh, toplam klonlar kategorilerinde 5 ve 10 mM’lik derigimlerde

 pozitif sonuglar gozlenmistir (Cizelge 15)

Normal metabolik aktiviteye sahip hatlarda oldugu gibi yitksek metabolik
hatlarda da mwh/flr’ genotipine sahip bireylerde artan derigime bagli olarak klon
ﬁekansmda da artis gozlenmistir (Cizelge 16). Astan derisimle dogru orantili olarak
artan klon frekansindaki yikselisin sonucu olarak mwh/flr® genotipine sahip bireylerde ™
05,1, 2, 5 ve 10 mM derigimlerde kiicik tek tip, mwh ve toplam klonlar
"'kategorilerinde ve sadece 10 mM’ Iik derigimde buyiik tek tip klon kategorisinde daha
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Cizelge 3. 15: Propanil'in Drosophila melanogaster'de Normal Metabolik Aktiviteye Sahip Hatlarinda Etkileri

Derisimier Kanat _ Klon tnditksiyon
Kiictik tek tip Buylik tek tip Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar s
(mM) Sayst klonlar kloniar (m=5) klontar - Frekans: (10
) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) (m=2) (m=2) hiicre)
No. Fr. D. No.  Fr, D. No. Fr. D. No.  Fr, D. No. Fr.
Normal Kanatiar
%3 Aseton 80 16 (020 4 0.05 i 0.0t 20 0.25 21 0.26 1.02
i mM EMS 80 40 0.50) + 31 .39y + 16 (0.20) + 69 (0.86) + 87 (1.09) 3.53
0.1 80 9 (0.11y - 6 (0.08) ! 2 (0.03} i 15 (0,19} - 17 0.21) 0.77
0.5 80 18 (0.23) 1 3 (0.04) - 2 (0.03% 1 20 (0.25) ! 23 (0.29) 1.02
i 80 25 (032 . i ©on - | 001y 26 (033 27 (034 1.33
2 80 23 (029 3 0.06) 2 003 . 28 (035 30 (0.38) i.43
35 30 26 (0.33) ! 4 (0.05) i 4 (0.05) i 30 (0.38) i 34 (0.43) 1.54
10 80 34 (0.43) + 7 (0.09 ! 0 {0.00) : 41 0.5h + 41 (0.51) 2.10
Serrat kanatiar
%3 Aseton 80 13 (0.16) 2 (0.03) 15 (019 15 (0.19) 0.77
i mM EMS 80 33 04+ 5 0.08) 38 (048  + 38 (0.48) 1.95
0. 80 13 (0.16) ' i {0.G1) ! 14 (0.18) - 14 (0.18) 0.72
0.5 80 i3 (0.16) 1 3 (0.04) ! 16 0.20) ; 16 (0.20) 0.82
I 80 19 (@24 2 (0.03) . 21 0.26) - 21 (0.26) 1.08
2 80 21 0.26) ! 3 (0.04) ! 24 (0.30) L 24 (0.30) £.23
5 80 24 (030 + 5 ©.06) 29 (0.36) + 29 (0.36) 1.49
10 80 29 (0.36) + 2 (0.03) ! 31 (0.39) + 31 (0.39) 1.59
Fr., frekans; D istatistik sonuglarmmm  gosterumi:  +,  pozitif: - negatif;, 1, Onemsiz  fark; me=carpim  faktorl; olasiik  diizeyr= 0.03.




Cizelge 3. 16: Propanil'in D. metanogaster'de Yiiksek Metabolik Aktiviteye Sahip Hatlarda Etkilen

Dengimler Kanat Klon inditksiyon
Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip lkiz klonlar Topiam mwh Toplam klonlar S 4
(mM) Say1si klonlar klonlar (m=5) kloniar = Frekansi (10
(N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) (m=2) (m=2) hicre)
No. Fr. D. No. Fr.. D. No. Fr. D. No. Fr D. No. Fr. D.
Normal Kanat
% 5Aseton 80 12 (0.15) "0 (0.00) 3 (0.04) 12 (0.15) 15 (0.19) 0.61
i mM EMS 30 72 (0.90) + 73 (0.9 + 41 (0.5 + 128 (1.60) + 186 (2.33) + 6.56
0.1 80 22 (0.28) \ 2 (0.03) ! i (00D - 23 (0.2 1 25 (0.32) ! i.18
0.5 80 24 (030 + 4 (0.05) ' 0 (0.00y - 28 (0.35) + 28 0.35)  + .43
i 80 28 (0.3%) + 2 Q.03 2 (0.03) - 30 (038 «+ 32 040+ 1.54
f 2 30 32 (0.40) + 2 (0.03) \ i (0.0 - 34 (0.43) + 35 (0.44) + 1.74
5 80 33 (041 o+ 4 (0.05) =« I Q.01 - 37 (046) + 33 48 o+ 1.90
10 80 33 0.41) + 8 (0.10} + 2 (0.03) - 40 (0.50) + 43 (0.54) + 2.05
Serrat kanat
9% 5Aseton 80 12 (0.15) I (0.0 13 0.16 13 (0.16) 0.67
i mM EMS 80 54 (0.68) + 19 (0.24) + 73 (090 + 73 (0.91) + 3.74
0.1 30 14 (0,18} . i (0.01) ! 15 (0.19) ! 15 (0.19) 1 0.77
0.5 80 21 (026) 0 (0.00) 21 (026) 21 026) . 1.08
I 80 27 (034 + 0 000 27 034y + 27 034+ i.38
2 80 28 0.35 + i 0.01) : 29 (0.36) + 29 {0.36) + [.49
80 28 (0.35) + 2 (0.03) ! 30 (0.38) + 30 (0.38) + 1.54
10 80 v 29 (036) + 0 (0.00) ' 26 (036)  + 29 036y + 1.49
Fr.,, frekans; D.istatistik sonuglarmin  ggsterimi:  +  pozitif, -, negatif; ., onemsiz  fark; m=carpim faktdrii; olasibk dizeyi= .05,
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. yiiksek oranda ve kontrole gore istatistiksel Snemde mutant klon frekans: gozlenmistir
: (Cizelge 16) Diger taraftan yiksek metabolik aktiviteye sahip hatlann mwh/TM3
genotipindeki bireylerde ise kiigiik tek tip, mwh ve toplam klonlar kategorilerinde 1, 2,
5 ve 10 mM’lik derisimlerde kontrole gore viksek ve istatistiksel énemde sonuclar
bulunmugtur Bu genotipe sahip bireylerden elde edilen sonuglarda ilk 3 derisimde doza
bagl olarak bir artig gozlenmektedir Ancak, 1 mM ve daha yuksek derigimlerden elde
edilen sonuglar birbirine ¢ok yakm ¢ikmestir Bu genotipte de diger genotiplerde oldugu
gibi artan doza bagh olarak bir artigdan daha ¢ok 1 mM’lik derisimden sonza klon

frekansinin platoya ulastig1 ve artig gostermedigi goriilmektedir (Cizelge 16)
3.2.8. Trifluralin

Trifluralin, 1963 yilinda bir yilltk yesil ot ve geniy yaprakli yabanci bir ¢ok ota
kars1 herbisit olarak kullanmilmaya baglanmistir Standart ¢aprazlama sonucu elde edilen
::'_ verilere mwh/flr’ genotipindeki bireylerde bakildiginda, 10 mM’lik derigimin kiiciik tek
: tip, mwh ve toplam klonlarin frekanslarint kontrole oranla istatistiki olarak Gnemli
. diizeyde artirmugtu. Etkileri arastirdan diger derigimlerin olugturdugu klon frekanslart
bu kategorilerde istatistiki olarak onemli duzeyde ¢ikmamustir (Cizelge 17) Diger
 taraftan hem buyik tek tip hem de ikiz klonlarin frekanslari kontrol grubuna yakm
oranlardadu. mwh/TM3 genotipine sahip bireylerde ise toplam klonlarin frekanslari 5
mM derisimde kontrole gére 6nemli diizeyde yiksek ¢ikmigtir. Bununla birlikte kiiglik
- tek tip klonlarin frekanslan 2, 5 ve 10 mM derigimlerde istatistiksel olarak 6nemli

gorilmektedir

Yiiksek metabolik aktiviteye sahip hatlarin mwh/flr® genotipindeki bireylerinden
elde edilen sonuglarda klon frekanslann normal metabolik aktiviteye sahip
bireylerdekinden daha yiiksek orandadir Bu genotipteki bireylerde 0.5, 1, 2, 5 ve 10
mM derisimler kiigiik tek tip, mwh ve toplam klonlarin frekanslarim kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak énemli diizeyde artirdig: goriilmektedir (Cizelge 18). Biiyiik tek
tip klonlarin frekanslan ise 2, 5 ve 10 mM derisimlerde énemli diizeylerde bulunmustur
Ikiz klonlarin ferkanslan ise ¢ahgilan hig bir derigim igin istatistiksel olarak énemli

diizeyde artiga neden olmamigtir mwh/TM3 genotipindeki bireylerde ise 2, 5 ve 10 mM
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‘e-_r1$imler‘ kiigiik tek tip klonlarin fiekansini onemli diizeyde artinitken 5 ve 10 mM
-$imler' toplam klonlarin frekanslarin: istatistiksel olarak énemli diizeyde artirmugtir.

1ger taraftan biyik tek tip klonlarin frekanslarinda istatistiksel ¢nemde bir artis

Srill memektedir
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Cizeige 3. 17: Trifluralin'in Drosophila melanogaster'in Normal Metabolik Aktiviteye Sahip Hatlarinda Etkilen

Kanat Klon Inditksiyon
) Kiiciik iek tip Biiyiik tek t1p Ikiz kloniar Topiam mwn Toplam klonlar
" Dengimier Sayist Kloniar ){don'lar (m=5) klonlar P ) Frekanst (10°
(mM) (N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=3) (m=2) (m=2) hiicre)
No. Fr. D. No. Fr. b. No. Fr. D. No. Fr. D. No.  Fr. D.
Normal Kanat
% 5Aseton 80 16 {0.20) 4 005 I 0.01 20 0.25 21 0.26 1.02
i mM EMS 30 40 050 + 31 0.39y + (o (0200 + 69 086) + 87 (1.09) + 3.53
) Q.1 80 i1 .14y - i (0.0DH - 3 (0.04) : 13 (0.16) - i35 0.19) - 0.67
{ 0.5 80 6 0200 6 (0.08) . i 00D 20 (026) 23 (0.29) i.08
‘, i 80 23 (0.29) ' 3 (0.04) - 2 (0.02) ' 26 (0.33) i 28 (0.35) i 1.33
' o0
Lo 2 30 20 (0.25) ' 7 {0.09) T 3 (0.04) i 24 {0.30) ' 30 (0.38) ! 1.23
" 80 28 (0.35) ' 4 (0.05) ' ] (0.01) . 31 (0.39) i 33 (0.41) ' 1.59
{ 10 80 36 (0.45y + i 0.01) - 0 {0.00) i 17 046) + 37 (046) + 1,90
b Serrat Kanat
i
i % 5 Aseton 80 13 (0.10) 2 (0.03) 15 (0.19}) 15 (0.19) 0.77
i mM EMS 80 33 041y + 5 (0.06) : 38 (0.48) + 3R (0.48) + 1.95
0.1 80 1t 0.14) - 0 (0.00) - 11 (0.14) - 1 (0.14) - .56
“ 0.5 80 14 (018 . 3004 17 021y 17 ©21) 0.87
i 80 20 (0260 i oD 22 (0.28) 22 (0.28) 1.23
2 80 26 033 + 0 (0.00) - 26 (0.33) i 26 (0.33) ' .33
5 80 27 (0.34) + 0 (0.00) - 27 (0.34) + 27 (0.34) + 1.38
10 30 25 032y  + I (0.00) f 26 (0.33) i 26 (0.33) i 1.33

Fr., frekans; D.istatistik sonuglarinim gosterimi: +, pozitif; -, negatif; 1, Snemsiz fark; m=carpim faktdri; olasthk diizeyi— 0.05.
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Cizelge 3. 18: Trifluralin’in Drosophila melanogaster'in Yiiksek Metabolik Aktiviteye Sahip Hatlarinda Etkiler:

Kanat _ Kion Indiiksiyon
D Kiigtik tek tip Bilyik tek tip Ikiz klonlar Toplam mwn Toplam kloniar Fr
engimler  Sayist kiontar kloniar (m=5) klonlar — tekanst
(mM) (N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 ceils) {m=5) (m=2) (m=2) (10° hiicre)
No. Fr. D. No. Fr. D, No. Fr. No. Fr. D. No. Fr. D.
Normal Kanai
5% Aseton 80 12 (0.15) 0 (0.00) 3 (0.04) 12 (0.15) i5 0.19 0.61
i mM EMS 80 T2 (0.90) + 73 (0.91) + 41 (Q.51) 128 (£.60) + i86 (2.33) + 6.50
0.1 80 19 (0.24) i 0] (0.00) i 0 (0.00) 19 (0.24) i 19 {0.24) i 0.97
0.5 80 26 033 + 4 (0.05) ' i (0.01) 29 (0.36)  + 31 .39y + 1.49
i 80 39 (049 + 2 0.0 : 0 (0.00) 41 50 + 41 0.5H  + 2.10
2 80 32 040 + 9 01 + 4 (0.05) 41 .51 + 45 (0.56) + 2,10
5 80 36 045 =+ 10 0.13)  + (0.03 45 (0.56y + 48 0.60y + 2.31
10 80 36 045y  + ] (0.08) + 6 (0.08) 40 0.50)  + 48 060 + 2.05
Serrat Kanat
5% Aseton 80 12 0.15 ] (0.01) i3 (0.16 i3 (0.16) 0.67
i mM EMS 80 54 (0.68) + 19 024)  + 73 (091 + 73 08 + 374
0.1 R0 15 019 . I (00D 16 (0200 16 (0.20) 0.82
0.3 80 16 (0.20) i 2 0.0%) i 18 (0.23) : 18 (0.23) : 0.9z
i 80 20) (0.25) ' i (0.0 ' 21 {0.26) ' 21 (0.26) ' .08
2 80 24 0300 4+ 0 (0.00) i 24 (0.30) . 24 (0.30) i .23
5 80 23 (0.29y + 3 (0.04) i 26 033 + 26 (0.3% .33
10 80 28 0.35) + i (0.0 ! 29 (0.36) + 29 (0.36) 1.49

Fr., frekans; D.,1statistik sonkglanmin gosterinn: +, pozitif; -, negatif; 1, dnemsiz fark; m=carmm faktorii; ofasthik diizeyi= 0.05.
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88

B e, 2o PR A




00 mM
001 mM
80,5 mM
BimM
b2mM
05 mM
10 mM

Klon Frekans

Klon Biyikliga

okil 3 41: Trifluralinin (YMA'ye sahip normal kanatli bireylerde) klon frekans
= dagilimi
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4. TARTISMA

Tarimda iiriin verimini artirmak igin seracilik, giibreleme, bitki islahi, hormon ve
pestisit kullanimu gibi bir ¢ok ydntem uygulanmaktadir. Bu yontemlerden en yaygin
olarak kullamlan yontemin ise pestisit kullanimi oldugu bilinmektedir Pestisitlerle
kontrol altina alinmak istenen zararl tirlerin, kullanilan pestisitler nedeniyle direng
mekanizmalar: gelistiimeleri bilinmektedir  Ayrica pestisitlerin  kullanimindaki
bilingsizlik nedeniyle dinyanin bir ¢ok vyerinde arastirmalarla belirlenmis uygun
derigimin tzerinde kullamldi: gérilmektedir Pestisitlerin belirlenmis uygun dozdan
daha fazla miktarda kullanilmas: gerek dogal dengenin bozulmasi ve gerekse saghk
agisindan;, toksik, mutajenik, kanserojenik ve teratojenik etkileri bakimmdan oldukga

dnemlidir

Bu ¢aligmada Akdeniz ilkelerinde yaygin olarak kullanilan 5 herbisit (Amitrol,
Dikuat, Metribuzin, Prometrin ve Terbutrin)'in dort derisimi ve tilkemizde yaygin olarak
kullanilan 8 herbisit (Bentazon, Bentiokarb, Glifosat, Izooktilester, Maleik hidrazit,
Molinat, Propanil ve Trifluralin)in alti farkli derisimi Drosophila kanat somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi ile mutajenik ve rekombinojenik 6Gzellikleri

bakimindan in vivo olarak test edild:

Akdeniz iilkelerinde yaygin olarak kullamlan 5 herbisitten elde edilen sonuglara
bakildiginda (Cizelge 1-2) Amitrol'iin agik bir sekilde kiigitk tek tip, biiyik tek tip ve
toplam klonlarin frekansini istatistiksel olarak dnemli diizeyde artirdign gorilmektedir.
Fakat genotoksik etkileri arastilan diger herbisitlerde bovle etkiler tespit
edilememistir Farkli test sistemleri kullamlarak bu herbisitlerin genotoksik etkilerinin
degerlendirildigi caligmalardan elde edilen sonuglara bakildiginda kullanilan test
sistemine bagh olarak oldukga farkli sonuglatin elde edildigi gorilmektedir

Amitrol'in genotoksik etkileri memeli detoksifikasyon enzimlerini tasiyan
fraksiyonlar kullamilarak amitroliin pargalanma uriinlerinin mi? yoksa Amitrol'in
kendisinin mi? daha mutajenik oldugunun arastiriidigi  ¢aligmada amitroliin

metabolitlerinin mutajenik etkisine rastlanmamigtir (Dunkel vd 1988; Zeiger vd 1988)
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Benzer negatif sonuglar fare embriyonik fibroblastlart kullamilarak yapilan hiicre
transformasyon sisteminde (Dunkel vd 1988), L51781 farelerinde tk T/ tk "~ lenfoma
hiicreleriyle yapilan ileri (forward) mutasyon testinde (Mc Gregor vd 1987), Aspergillus
nidulans'in model organizma olarak kullamldigi somatik iekombinasyon ve ilert
mutasyonun indiiksiyonu testinde (Crebelli vd 1986), kobay ovaryum hicreleri (CHO)
(Tennant vd 1987), fare kemik iligi ( Stevens ve Summer 1991) ve insan lenfosit
hiicreleri (Meteroja vd 1976) gibi bir ¢ok memeli hicreleri kullanilarak Amitroliin
klastojenik etkilerinin tespiti i¢in yapilan testlerde, Drosophila eseye bagl resesif letal
mutasyon ve esey kromozomlarnnda ayrimama testlerinde (Laamanen vd 1976) ve
diger testlerde (Richardson 1992) de negatif sonuglar elde edilmistir Bu ¢aligmalardan
elde edilen negatif sonuclann tersine Steptomyces coelicolor'da mutajenik etkilerin
belirlenmesi testinde (IPCS 1994), kobay embriyo hicrelerinde (Tsutsui 1984), memeli
hiicrelerinde kardes kiomatidlerde parca degisimi ve planlanmamis DNA sentezi
testlerinde (de Serres ve Ashby 1981; Tennant vd 1987) ve mayadaki mitotik
rekombinasyon (de Serres ve Ashby 1981) ¢alismalarinda amitrol herbisitinin mutajenik
oldugu tespit edilmistir Bu ¢aliymada, amitrol igin elde edilen veriler Tripaty ve
arkadagtars (1990) tarafindan kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
kullamilarak yaptiklart c¢aligmadan elde edilen sonuglar ile desteklenmektedir Bu
caliymada dengeleyici kromozom tasiyan (Serrat kanatll) bireylerin kanatlarimin
incelenmesiyle elde edilen mwh mutant klonlarin frekansi ile normal kanatlara sahip
bireylerin kanatlaninin mikroskopta analiz edilmesiyle elde edilen mwh klonlatin
frekanslanimin kargifastiriimasiyla gergeklesen rekombinasyon hakkinda fikir sahibi
olmak miimkiindir. Buna go6re, amitroliin ¢aligilmis olan iki yitksek derigiminde
rekombinasyonun % 50' den daha yitksek oldugu (0.5 mM derisimde % 53 21 ve 1 mM
deriggmde % 55 61) gorilmektedir Bu sonuglara gére amitroliin bu iki derigiminin
Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde hem mutajenik hem de
rekombinojenik oldugu tespit edilmigtir Ayrica 1 mM'dan daha yiiksek derigimlerinde

-

Drosophila larvalar igin toksik etkive sahip oldugu belirlenmigtir
Metribuzin'in genotoksisitesi hakkinda simdiye kadar yapilmug olan ¢ok az

sayida galigmaya rastlanmigtir Metribuzin, bakteriyal reversiyon (geri donigiim) testi

(Moriya vd 1983) ve mikrotitrasyon SOS kromotest islemlerinde genotoksik olmadigi
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tespit edilmigtir (Xu ve Schurr 1990) Bununla birlikte, Escherichia coli' de [
galaktosidaz enziminin kalitatif olarak ol¢tilmesi prensibine dayanan modifiye edilmis
SOS mikroplate isleminde digsik mutajenik etki gostermistir (Venkat vd 1995)
Metribuzin'in Rana catesbiana eritrositlerinde tek hiicre jel elektroforezi teknigi (Single
cell gel electrophoresis = COMET) kullanilarak yapilan ¢aligmada artan derigime bagh
olmaksizin DNA ipliklerinde kirtklara neden oldugu belirienmistir (Clements vd 1997)
Metribuzinin genotoksik etkisi in vitro kosullarda radyoaktif isaretleme yontemiyle
DNA'da meydana getirdigi hasar, kontrol grubundan elde edilen verilerle
karsilagtilldiginda olusan hasar istatistiki tnemde gorilmiistic (Shah vd 1997)
Simdiye kadar yapilan galigmalardan elde edilen sonuglar, kullanilan model organizma
ve cahigilan teste bagli olarak farkliliklar gostermektedir  Yapilan makale
arastirmalarinda bu herbisitin Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi kullamlarak genotoksik etkisinin aragtinldif: bir c¢alismaya rastlanmamistir Bu
caligmadan elde edilen sonuglara gore metribuzin Drosophila kanat somatik mutasyon

ve rekombinasyon testinde mutajenik ve rekombinojenik olmadig: tespit edilmistir.

Prometrin  herbisitinin =~ Saccharomyces cereviciae'de nokta mutasyonu
indukiemesi (Richardson 1992) ve bakterilerin model organizma olarak kullanildig
calismalarda, ortama aktif fare mikrozomal enzimlerinin eklendigi ve eklenmedigi
kosullarda bu herbisitin mutajenik oldugu belirlenmistir (Egert ve Greim 1976). Buna
karsin, E. coli, Bacillus | subtilis, Salmonella typhimurium ve memeli hiicre kiiltiirleriyle
yapilan bir ¢ok testde genotoksik etkisi saptanamarmgtir (Richardson 1992; Ciba-Geigy
1987) Bu ¢aligmadan elde edi‘len negatif sonuglar daha 6nceki bir ¢ok calisma ile de
desteklenmektedir. Bu galismada kullanilan ¢karyotik organizma olan Drosophila ve
onceki galigmalarda kullamilmis olan diger okaryotik organizmalardan elde edilen
sonuglar aym dogrultudadir.  Elde edilen verilere dayanilarak prometrin herbisitinin
kullanilan test ve model organizma ig¢in mutajenik ve rekombinojenik olmadif

goriilmektedir
Metribuzin'de oldugu gibi terbutrin herbisitinin mutajenik etkist izerine simdiye

kadar yapilmis fazla arastumaya rastlanmamistr Bu herbisit igin yapilmis olan

calismalarin Amerika Cevre Koruma Kurumu (U S EPA: Environmental Protection
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Agency) tarafindan yapiimis derlemesine bakildiginda uygulanmis olan bir ¢ok testde
terbutrinin genotoksik etkisine rastlanmamigtir (EPA 1986) Bu ¢aligmadan elde edilen
sonuglar, simdiye kadar yapilmig ve Amerika Cevre Koruma Krumu tarafindan derleme
olarak vyaymlanmis ¢aligmalardan elde edilen verilerde oldugu gibi bu herbisitin
Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde de mutajenik ve

rekombinojenik etkiye sahip olmadig1 belirlenmistir

Dikuat dibromid'in genotoksik etkilerini saptamak igin daha énce yapilmis olan
calismalara balildifinda hem pozitif hem de negatif sonuglarin varhign dikkati
cekmektedir Dikuat'in S cereviciae'de gen mutasyonlar: (Siebert ve Lemperle 1974), S
typhimurium'da gen mutasyonlart ve DNA hasar tamiri, 4 nidulans'da letal resesif
hasanin indiiklenmesi ve insan epitel hiicrelerinde olusan genetik hasarlar iizerine
yapilan ¢alismalarda pozitif sonuclar elde edilmistir (Benigni vd 1979). Yukanidaki
calismalardan elde edilen sonuglarin tersine Ames testi (Hayes ve Laws 1991), fare
hepatositlerinde in vitro kosullarda programlanmamis DNA sentezi ¢aligmasinda
(Probst vd 1981), farelerde dominant letal test (Past vd 1974; Anderson vd 1976) ve
Drosophila letal mutasyon testi ve farelerde kromozomal aberasyonlar testi (Hayes ve
Laws 1991; Selypes vd 1980) ile dikuat dibromid'in mutajenik etkilerinin arastiildigi
caligmalarda bu herbisitin mutajenik olmadig belirlenmistir Bu ¢alismadan elde edilen
sonuclara gore; dikuat dibromid'in kullanilan testde mutajenik olmadigim gosteren
sonuglarla daha onceki bir ¢ok ¢aligmalardan elde edilen sonuglarin ayn: dogrultuda
oldugu goriilmektedir Dikuat, Drosophilanmin model organizma olarak kullanildig:
testlerle yapilmus bir gaI1$fnas1 olmadig;: icin bu galismadan elde edilen sonuclar diger
caligmalari da desteklemektedir. Dikuat genotoksik etkisini esas olarak katyonlarla
gistermesine karsin dibromid ve diklorid gibi bir ¢ok anyonun da genotoksik etki
gostermesi muhtemeldir. Bu nedenle bu kimyasalin anyonlarmin genotoksik etkileri
bagka ¢aligmalarla desteklenmelidir

-

Arilamid herbisit grubundan olan propanil esas olarak piring yetistirme
alanlaninda piring bitkisine zarar vermeden yabanct otlarin yok edilmesi amaciyla
kullamlmaktadir (Hayes ve Laws 1991). Propanil herbisitinin gesitli organizmalardaki

zararli etkilerini saptamak i¢in degisik testler kullanilmigtir. Propanil, farelerde derigime
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bagl: olarak immiinotoksik etkiye sahip oldugu (Barnett ve Gandy 1989) ve tanm
alanlarinda bu herbisite maruz kalan iscilerde klorakne seklinde deri hasarina (Morse vd
1979) neden oldugu gosterilmistir Propanil'in bir aromatik amid olmasi nedeniyle
teorik olarak genotoksik etki gostermesi beklenmektedir Bununla birlikte, Simdive
kadar yapilan ¢alismalarda negatif sonuglara sahip calismalara ¢ok az sayida da olsa
rastlanmistir  Bu herbisit, bakterilerde gerek kendisi gerekse metabolizma sonucu
parcalanma {irtinleri ile nokta mutasyonlarin olugumunu artrmadigi gozlenmistir
(Mortya vd 1983; Garret vd 1986; Mc Millan vd 1988) Ayrica kobay ovaryum
hiicrelerinde yapilan nokta mutasyon ve programlanmamis DNA sentezi testlerinde
negatif sonuglar elde edilmigtir (Mc Millan vd 1988) Bu verilerin 1siginda bu
cahgmadan elde edilen pozitif sonuglar, kullanilan Drosophila kanat somatik mutasyon
ve rekombinasyon testinin mutajenitenin saptanmasi i¢in oldukga hassas oldugunu
gostermektedir Propanil'in Sitokrom P-450 izoenzimlerini indikledigi Mc Millan ve
arkadaglar1 (1990) tarafindan belirlenmistir Sitokrom P-450 aktivitesinin yuksekligi ile
~ karekterize olan bireylere uygulanmasindan elde edilen pozitif sonuglar bu herbisitin

pargalanma tirtinlerinin kendisinden daha mutajenik oldugunu gostermektedir

1948 yilinda ticart olarak satilmaya baglanan maleik hidrazit, bitki biyilime
depresant: ve temel herbisit olarak kullanilmaktadir (William ve Salamone 1994) Bu
calismada standart caprazlama sonucu olusan normal kanatlara sahip bireylerden elde
edilen verilerde biitiin mutant klonlarin frekansinda artiy gorilmektedir (Cizelge 11)
Bununla birlikte aym ¢aprazlamadan elde edilen dengeleyici kromozoma sahip serrat
fenotipli bireylerde mutasyon frekans: belirgin bir sekilde diismiistir Bu sonuglar bu
herbisitin mitotik rekombinasyonu indiikledigini gostermektedir. Bu caligmadan elde
edilen sonuglar, Drosophila kanat somatik mutasyon testi ile sadece normal metabolik
~ aktiviteye sahip bireyler kullanilarak yapilan galigmadan elde edilen sonuglar (Torres vd
. 1992) ve insan lenfositleri kullanilarak yapilan mutasyon teslerinde bu herbisitin
genotoksik etkiye sahip oldugunu gosteren sonuclarla da desteklenmektedir (Ribas™vd
1996) Awsiea, bu herbisitin bitkilerde de genotoksik ajan olarak gorev yaptigs yapilan
- gesitli caligmalarla belirlenmigtir (Swietlinska ve Zuk 1978; Xiao ve Ichikawa 1995)
Bununla birlikte, hayvan hicreleri kullanilarak yapian ¢alismalarda hem negatif hem de

~ pozitif sonuglar elde edilmistir (Meschini vd 1988) Cizelge 12'ye bakildiginda maleik
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idrazitin metabolizma sonucu genotoksik potansiyelini biytik olgiide kaybettigi
.(‘jrﬂlrnektedir_ Ribas ve arkadaglari (1996) tarafinda insan lenfosit hiicrelerinde kardes
gwromatidlerdeki  parca  deBisimi  testini  kullanarak  yaptiklan  gahgmada,
.'iyotransformasyonu saglamak i¢in ortama S9 ekledikten somra kardes
_xromatidlerdeki parga degisiminin S9 eklenmeden onceki verilere gore oldukga duguk

Qidugu belirlenmistir. Bu sonuglar bizim sonuclanimizia aym dogrultudadir Maleik

idrazit'in genotoksik etkisini belirlemek igin insan lenfositleri kullanilarak yapilan
COMET testinde ortam pH'simin  genotoksisiteyi oldukca etkiledigi belirlenmigtir
Ribas vd 1995). Bu nedenle degisik ¢aligmalarda farkli organizmalarda elde edilen

¢esit1i sonu¢lar kullanilan ortanmun pH'si nedeniyle ortaya ¢ikmig olabilir

Glifosat herbisitinin normal metabolik aktiviteye sahip bireylerde kiigtk tek tip
ve toplam klonlanin frekanslarinda kontrole gore istatistiki onemde artiga neden
olmasina karsin yitksek metabolik aktiviteye sahip bireylerden elde edilen sonuglarin
K:Ontrolden farkli olmamasi maleik hidrazit herbisitinde oldugu gibi metabolik
f'r:'ansformasyonla genotoksik potansivelini kaybettigini gostermektedir  Glifosat'in
éénotoksikolqjik etkisinin ¢aligildig 6nceki ¢aligmalarda kullanilan organizmaya bagh
61ar'ak farkh sonuglar elde edilmistir Li ve Long (1988Yun § fyphimurium ve E. coli
i"_"eversiyon (eski haline doénme) testleri, Bacillus subtilis'te rekombinasyon, kobay
-Svaryum hiicrelerinde gen mutasyonu, primer hepatosit kiiltirinde DNA tamiri, sigan
-i%'emik iliginde in vivo sitogenetik testler gibi bir g¢ok in vitro ve in vivo testler
'_kullamlarak yapilan galismalarda glifosat'in genotoksik olmadifi tespit edilmigtir
:-Ancak Rank ve arkadasla.rln(1993 Ynin yaptifi ¢ahismada Salmonella testinde gerek S9
_kar'lslmmm eklendigi ¢aligmalarda glifosat'in zayif mutajen oldugu tespit edilmistir
i)iger taraftan, aym aragtiricilarin fare kemik iligi hiicrelerini kullanarak yaptiklar:
‘mikroniikleus testinde ve allium anafaz-telofaz testinde negatif sonuglar gdzlenmistir
‘Bununla birlikte, Rana catesbeiana'nin eritrositlerinde klastojenik etkiye sahip oldugu
(Clements vd 1997), Drosophila eseye bagh resesif letal mutasyon testinde Spermatos‘it[
Ve spermatogonialarda yiiksek oranda mutasyona neden oldugu (Kale vd 1995), in vitro
‘kosullarda insan lenfosit hiicrelerinde yapisi bozulmus hicrelerin oranini 6nemli
derecede artirdigi ve kardes kromatidierde parga degisimini (sister chromatid exchange)

4z oranda indikledigi belirlenmigtir (Lioi vd 1998) Bu ¢ahgmadan elde edilen
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sonuglara bakildiginda normal metabolik aktiviteye sahip olan ve dengeleyici
kromozom tagiyan bireyletde hi¢ pozitif sonug elde edilememigken dengeleyici
kromozom tagimayan bireylerde, yiksek derisimlerde pozitif sonuclar gériilmektedir
(Cizelge 7) Bu sonuglar glifosat'in Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testinde daha ¢ok rekombinojenik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Diger taraftan yiksek metabolik aktiviteye sahip bireylerde hem
dengeleyici kromozom tagtyan hem de tasimayan serrat kanatli bireylerde pozitif
sonuglarin  gozlenmemest glifosat'in  detoksifikasyon sonucu olusan pargalanma

urunlerinin rekombinojenik aktivitesini kaybettigini gdstermektedir

2,4.5-T lIzooktilester, klorlu bir fenoksi asetik asittir Bu herbisit fizyolojik
ozelligi bakimindan dogal bitki biiyiime dizenleyicisi olan indol asetik asite
benzemektedir  Herbisitin  bu  6zelligi nedeniyle hormon herbisit olarak
siniflandirdmaktadir (Grant 1979) Bir ¢ok pestisitin genotoksik aktivite profilini
belirlemek i¢in yapilan kapsamli bir ¢alismada, 2,4,5-1 lzooktilester sadece B. subtilis
testinde olusturdugu genetik hasar bakimindan kontrol grubundan farkli bulunmustur
Diger taraftan S fyphimurium ve E. coli' de gert mutasyon testinde ve Saccharommyces
cerevisiae ile yapilan mitotik rekombinasyon testinde negatif sonuglar elde edilmigtir
(Garret vd 1986) 2,4,5-T lzooktilester, S cerevisiae'da geri mutasyon olusumunu
(Zetterberg 1978) ve bitkilerde kromozomal bozukluklar (Al-Najjar ve Soliman 1982)
indilklemesine kargin S fyphimurium'da nokta mutasyon testinde negatif sonug
gostermigtir (Mortelmans vd 1984) Bu herbisit Drosophila'da eseye bagh resesif letal
mutasyon testi ile incelenm}s ve elde edilen sonuclar bu herbisitin yiksek oranda
mutajenik olmadifint gostermistir (Magnusson vd 1977; Zimmering vd 1985) ve yine
Drosophila aneuploidi testinde negatif sonuglar bulunmustur (Magnusson vd 1977)
Bununla birlikte, memeli hiicreleri kullamlarak yapilan iz vive aneuploidi testinde
pozitif sonuglar elde edilmistir (Chebotar 1980) Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi kullamlarak yapilan bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, 2,4,5~Tﬂ
Izooktilester'in normal metabolik aktiviteye sahip bireylerde rekombinojenik etkiye
sahip oldugunu gostermektedir Diger taraftan bu herbisitin metabolizma triinleri ne
mutajenik ne de rekombinojenik aktiviteye sahip degildir. Daha énceki galismalarin bir

. ¢ofunda da buna benzer sonuglar elde edilmesi bizim bulgularimzi destekler
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niteliktedir Ayrica bu ¢aligmadan elde edilen bulgular, bu herbisitin daha énce bu test
.. ile degerlendirilmemis olmast nedeniyle ayn bir énem tagimaktadir. Drosophila ile
'.yapllan bu ¢alismanin yikksek metabolik aktiviteye sahip bireyler kullamlarak yapilan
3:':klsm1n1n bir ¢ok kimyasalin metabolik iiriinlerinin genotoksisitesini tespit etmedeki
:}hassashgl Osaba ve ark (1999) tarafindan da belirtilmistir Bu nedenie de bu herbisitin
;:.tyaksek metabolik aktiviteye sahip bireyler kullamlarak yapilan kismindan elde edilen

onuglar ayn bir éneme sahiptir.

Tiyokarbamat herbisitlerden olan Molinat'n mikrozomal enzimler ve glutatyon
~sistemi ile metabolize edildigi bilinmektedir (Hayes ve Laws 1991) Molinat
uygulamasindan normal metabolik aktiviteye sahip bireylerde hem normal kanatlar hem
~ de serrat kanatlardan elde edilen sonuglara bakildiginda, 10 mM derigimin her iki kanat
.'fenotipine sahip bireylerde de pozitif' sonu¢ vermesi bu derigimin mutajenik ve
“rekombinojenik aktiviteye sahip oldugu gbrilmektedit Ancak daha disik derigimlerin
adece normal kanath bireylerde negatif kontroldan istatistiksel olarak farkli ¢ikmasi
mutajenik  aktiviteden daha ¢ok rekombinojenik aktiviteye sahip oldugunu
gstermektedir Yiksek metabolik aktiviteye sahip bireylerde de en yitksek derigim olan
10 mM'in normal kanathi bireylerde pozitif sonug elde edilmesi mutajenik etkiye sahip
oldugu ve daha disik derisimlerin ise sonuglanin kontrol grubundan farksiz olmast
mutajenik etkisinin olmadig: goriilmektedir (Cizelge 14) Bu sonuglara gére molinatin
kendisinin yiiksek derigimlerde mutajenik ve rekombinojenik aktivite gosterirken diigiik
derisimlerde rekombinojenik oldugu, ancak metabolizma sonucu pargalanmas: ile

rekombinojenik aktivitesini kaybettigi gortilmektedir

Molinat''n aldehit dehidrejenaz gibi bazi enzimleri inhibe ettigi yapilan
g_:ahsmalarla belirlenmigtir (Staub vd 1995, Hart ve Faiman 1995) Bununla birlikte
Molinat'in genotoksisitesini degerlendirmek igin yapilan galigmalardan elde edilen
:f/eriler ¢aligtlan organizmaya ve kullanilan teste bagli olarak pozitif veya neg’;tif
'.'sanuc;lar' bulunmustur S fyphimurium'un TAS8, TA100, TA1535, TA1537 ve TA1538
hatlart ve E. colinin WP2 hch hattinda geri mutasyon indiikiemesi ¢abismasinda
'(Moriya vd 1983, Ruiz ve Marzin 1997) ve prokaryotlarda yapilan bir ¢ok kisa stireli in

Vifro testte negatif sonuglar elde edilmistir (Carere ve Marpurgo 1981) Bununla



pirlikte CFLP farelerinin eritrositlerinde yiiksek oranda mikroniikleus olusumuna neden

oldﬂéu ve kemik iliginde yitksek derisimlerin kismen toksik etkiye sahip oldugu onceki
Q-ahsmalarla belirlenmistir (Pinter vd 1989, 1990) Diger tarafian Molinat'in bakteriyel
tam]f testinde pozitif sonuc gosterdigi (Pinter vd 1989) ve Vicia faba kok

m_eristemlerine uygulanmasinin kardes kromatidlerdeki parga degigimini istatistiksel
0 nemde artirdig: tespit edilmistir (Ma vd 1999) Bu galismadan elde edilen yiksek
derisimin mutajenik oldugu sonucu daha énce yapiimig olan bir ¢ok ¢alismadan elde
ilen sonuglarla da desteklenmektedir Ayrica bu herbisitin karyotik sistemde in vivo
olarak yapilan bir mutajenite testi ilk defa test edilmesi nedeniyle elde edilen sonuglar
gelecek caligmalara ik tutacak niteliktedir Diger taraftan bu herbisitin metabolizma

gonucu olusan metabolitlerinin mutajenik etkilerinin belirlenmesi i¢in simdiye kadar

-
ahip bireyler kullamlarak yapilan galigmada 10 mMThk derigimin mutajenik ve

piimis bir ¢aligmaya da rastlanmamis olmasi nedeniyle, vilksek metabolik aktiviteye

ekombinojenik etki gostermesi ileride bu herbisit igin yapilacak mutajenite ¢alismalan

in de énemli bir bulgudur

1963 yiinda itk defa kullamma sunulan Trifluralin, genis yaprakli yabanci
tlarin ve tarim alaninda istenmeyen bir yillik bir ¢ok bitkinin kontrol edilmesi igin
kullaniimaktadir. Tnfluralin herbisitinin prokaryot ve oOkaryotlarda yapilan nokta
nutasyon ve gen mutasyonlari testlerinde, Drosophila eseye bagli resesif letal mutasyon
éstinde, prokaryot ve 'ékaryotlar‘da primer DNA hasan olusumu, kardes kromatidlerde
: ?arc;a degisimi, kromozom k1{1lm351 ve dominant letalite testlerinde (Garret vd 1986) ve
S cerevisiae'de mitotik kromozom kaybi testinde (Whittaker vd 1990) mutajenik
tkileri yapilmis olan gesitli arastirmalarla gosterilmigti Bu sonuglarin tersine,
Trifluratin'in Drosophila erkeklerinde kromozomlarda ayrilmamaya neden oldugu
:Foureman 1981, 1988) ve Drosophila spermatositlerinde yitksek oranda mutajenik
étkiye sahip oldugu Kale ve ark (1995) tarafindan belirlenmigtir Trifluralin'in erkek
farelerde mikroniikleus olusumunu indiikledigi (Gobel vd 1997), insan lenfositlerindeﬂ
eksisyonla tamir edilebilen DNA lezyonlannin mikroniikleuslara déniisme oranint
artrdifs  (Surralles vd 1995), ¢esitli bitki tirlerinde kromozom bozukluklarinin
olusumunu (IARC 1991} indiikledigi ve insan lenfositlerinde kardes kromatidlerdeki
parga degisimini az miktarda da olsa artirdifi (Ribas vd 1996) yapilan galigmalaria
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-~ tespit edilmistir Bu c¢alismadan elde edilen sonuglara genel olarak bakildiginda
- Trifluralin'in yitksek derisimde mutajenik oldugu ancak Trifluralin'in metabolizma
sonucu olusan pargalanma trtinlerinin kendisinden ¢ok daha yiiksek oranda mutajenik
~ ve rekombinojenik etkiye sahip oldugu goriilmektedir Bizim ¢alismamizdan elde edilen
: bulgular genel olatak daha oOnceki ¢aligmalardan elde edilen sonuglarla benzer

- niteliktedir Diger taraftan kiiltiire alinmis insan lenfositlerinde ve fare kemik iligi

hiicrelerinde trifluralin'in metabolizma tirtinlerinin kromozomal hasarlart yiikksek oranda
_. artirdift Plinskaya ve ark (1987) tarafindan gosterilmistir. Plinskaya ve arkadaglarinin
yaptiklani cailymadan elde ettikleri sonuglar bu caligmadan elde edilen sonuglar
agisindan olduk¢a onemlidir. Trifluralin herbisitinin metabolitlerinin gerek in vivo
gerekse in vitro kosullarda dkaryotik hiicreler igin mutajenik ve rekombinojenik oldugu

gorilmektedir

Bentazon, genis yaprakli yabanci otlar ve Carex romans (ayak otu) micadelede

kullanilan bir herbisittir Bentazonun musir bitkisinde sitokrom P450 ile kolayca
pargalandigi bilinmektedit (Mc Fadden vd 1990) Sitokrom P450 sisteminin bir g¢ok
canli igin ortak oldugu disunuldiginde, bu ¢alismada uygulanan Bentazon'un da
yitksek metabolik aktiviteye sahip bireylerdeki yitksek sitokrom P450 sayesinde kolayca
pargalandig: soylenebilir Ayrica elde edilen sonuglara bakildifinda normal metabolik
aktiviteye sahip bireylerde ne dengeleyici kromozomu tasiyan serrat kanatli ne de
normal kanatli bireylerde gozlenen mutasyon frekans: istatistiksel olarak kontrol
grubundan farkh degildir. Ancak yuksek metabolik aktiviteye sahip bireylerdn elde
edilen sonuglara baklldiélnda hem serrat kanatli hem de normal kanatll bireylerde
mutasyon frekansinin istatistiksel dnemde arttign gérilmektedir Bu durum, sitokrom
P450 enzim sistemi ile kolayca pargalanmis olan bentazon herbisitinin metabolitlerinin
biyoaktivasyonla mutajenik ve rekombinojenik hale geldigini gostermektedir Diger
taraftan metabolitlerin mutajenik ve rekombinojenik 6zelliklerinin yanisira 10 mM
derisimin Drosophila larvalarna letal etki gosterdigi de gorilmiigtir Bentazonun
flowsitometrik analiz ile bu herbisitin klastojenik etkisi arastimimis, ancak elde edilen
sonuglarin istatistiksel 6nemde olmadigi gorilmigtir (Birader ve Rayburn 1995) S
Yyphimurium'an bes hattr (TA98, TA100, TA1535, TA1537 ve Tal538) ile yapilan
mutajenite testinde de bu herbisit i¢in negatif sonuglar elde edilmistir (Moriya vd 1983)

99



.';i.: Bu herbisitin etkilerini aragtirmaya baslamadan once vapilan literatiir aragtirmalarinda
bu herbisitin mutajenik etkisi i¢in fazla sayida kaynaga rastlanamamistir Bu nedenle,
;f.;_';.yijksek metabolik aktiviteye sahip bireylere uygulayarak elde edilen sonuglar ileride
. _"yapllacak ¢alhismalara kaynak saglamasi agisindan ayn bir 6nem tagimaktadir Bununla
_ pirlikte, normal metabolik aktiviteye sahip bireyler agisindan bakildifinda daha dnce

'yapﬂan calismalardan elde edilen sonuglar da bizim bulgularimiz: destekler niteliktedit

_ Tiyokarbamatlar grubundan olan Bentiyokarb (Tiyobenkarb), yabanci otlarin
" kontrolinde ¢ok yaygim olarak kullanilan bir herbisittir Molinat gibi bir tiyokarbamat
olan bentiyokarb herbisitinin uygulamalarindan elde edilen sonuglar, Molinat i¢in elde

edilen sonuglara benzer sekildedir (Cizelge 5 ve 6) Bu calismada sitokrom P450

‘aktivitesinin  yiksekligiyle karekterize olan bireylerden elde edilen sonuglara
‘bakildiginda biitiin sonuglarin kontrol grubundan farkh olmadig gorilmektedir (Cizelge
'6) Bentiyokarb'in sitokrom P450 sistemi ile metabolize edildigi (Cashman vd 1990, Ma

1999) dikkate alindiginda bu herbisitin par¢alanma urinlerinin daha az mutajenik etkiye

sahip oldufu gorulmektedir (Cizelge 6) Bentiokarb ile yapilmis daha onceki

calismalara bakildiginda, asetilkolin esteraz (ACHE), aldehitdehidrogenaz (ALDH) ve

f‘adenozintrifbsfataz (ATPaz) enzimlerinin aktivitelerini baskiladigr belirlenmigtir
/(Cashman vd 1990, Petyala ve Cetty 1993, Quistad vd 1994, Staub vd 1995).
‘Bentiokarb'in enzim 'flktivitesine olan etkisi Gizerine yapilan bu kadar ¢alismaya karsin
genotoksisitesi ilizerine sadece Kuroda vd atk (1992) 'n V79 hiicrelerinde kardes
kromatidlerde parga deZisimi testi ile yaptiklart degerlendirme bulunmaktadr Bu
¢aligmanin sonucunda Bentiokarb'in kardes kromatidlerde par¢a degisimini kontrole
gore onemli dizeyde artirmadid: tespit edilmistir Cizelge 5 ve 6' da bu ¢aligmadan elde

edilen sonuglara bakildifinda Bentiokartb 10 mM derisiminin mutajenik  ve

rekombinojenik etki gosterdigi, ancak bu herbisitin metabolik iiriinlerinin ¢aligtlan hig

bir derisimde mutajenik etkiye sahip olmadig: goriilmektedir Bu caligmadan elde edilen.,

. sonuglar, Bentiokarb i¢in yapilacak mutasyon testleri i¢in 6nemli bir kaynak olusturacak



Gerek Dunyada gerekse ilkemizde ¢ok yaygin olarak kullamildigi bilinen
herbisitlerin genotoksikolojik etkileri ¢alisilan teste ve kullanilan model organizmaya
gore degisiklik gostermektedir. Bu caligmada model organizma olarak kullamlan
Drosophila melanogaster'in 6zel hatlanyla yapilan in vive kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi kullamldi Caligmadan elde edilen bulgular énceki calismalardan
elde edilen sonuglara biiyiik oranda benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte ¢alisilan
bazi herbisitler i¢in ¢ok az ¢aligmaya rastlanmast bu herbisitlerin olas: etkileri hakkinda
fazla bilgiye sahip olmadigimiz1 gostermektedir Bu nedenle hakkinda az bilgiye sahip
oldugumuz bu herbisitlerin diger test sistemleriyle de ¢alisilarak daha kapsamli bilgi
edinilmesi gerekmektedir Ayrica galismada kuilanilan derigimlerin kapsadigi araliga
bakildiginda 0 1 mM gibi ¢ok dustik bir derisimden 10 mM gibi yiiksek bir derigime
kadar genis bir spektrumda degerlendirilmisdir Caligilan bu derigimlerin pratikte
kultanifan derigimleri de kapsadifi goz oniinde bulunduruldugunda sonuglar daha
carpict hale gelmektedir Diger taraftan genotoksik etkisinin olumsuz oldugu bilinen
herbisitlerin kullanimi konusunda ayn bir dikkat gerekmektedir Yine bazi herbisitlerin
etkilerini parcalanma uriinleriyle gosterdigi gerek bizim calismamizla gerekse daha
once yapilmig olan ¢aligmalarla gosterilmigtir Bu ttir herbisitlerin diger bir ¢ok test ile
de, metabolitlertnin etkileri iizerine cahgmalarin yapilmasi ve daha sonra da bu

herbisitlerin gerek kullanim miktan gerekse kullamm sekli ayrica gézden gegirilmelidir
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5. SONUC

Bu ¢aligmada Akdeniz iilkelerinde yaygin olarak kullamlan bes herbisit (I. Grup)
sadece normal metabolik aktiviteye sahip bireyler ve iilkemizde en ¢ok kullanilan 8
herbisit ise hem normal hem de yitksek metabolik aktiviteye sahip bireyler kullanilarak
Drosophila melanogaster'in kanatlarinda mutajenik ve rekombinojenik 6zellikleri
bakimindan degerlendirildi. Akdemz ilkelerinde vyaygin olarak kullanilan beg
herbisitten (Amitrol, Metribuzin, Prometrin, Terbutrin ve Dikuat dibromid) sadece
Amitrolin 05 ve 1 mM'hk derigimlerinin mutajenik ve rekombinojenik etkisi
saptanirken daha dusik derigimlerden elde edilen sonuglarin kontrol grubundan
istatistiksel olarak farksiz oldugu belirlendi Diger taraftan, diger dort herbisitin ¢aligilan
hi¢ bir derisiminde ne mutajenik ne de rekombinojenik etki saptanamadi Bu gruptaki
herbisitlerin sadece normal metabolik aktiviteye sahip hatlarda denenmis olmas:
nedeniyle bu herbisitlerin yiiksek metabolik aktiviteye sahip hatlarda da gahgilarak
pargalanma Urlinlerinin etkilerinin de arastiilmasi gerekmektedir. Bu gibi kimyasallas
bazen kendileri hi¢ bir etki gostermezken pargalanma trunleri yiksek oranda
genotoksik olabilmektedir Bu nedenle, bu herbisitlerin viikksek metabolik aktiviteye
sahip hatlarla da calisiimas: daha kapsamli sonuclar elde etmek agisindan onemlidir
Ayrica bu herbisitlerin genotoksik etkilerinin diger canli gruplarim igeren testlerle de
arastirilmas1  gereklidir. Diger taraftan 05 ve 1 mM derisimlerde mutajenik ve
rekombinojenik oldugu saptanan Amitrolin de 1 mM'dan daha yiiksek derisimierde
toksik oldugu dikkate alindiZinda bu herbisitin tehlikesi goz ardi edilemez,

Diger taraftan 2. grupta tilkemizde en ¢ok kullanidan 8 herbisit (Bentazon,
Bentiokarb, Glifosat, 2,4,5-T izooktilester, Maleik hidrazit, Molinat, Propanil ve
Trifluralin) hem normal hem de yiiksek metabolik aktiviteye sahip hatlarda denend:. Bu
herbisitlerden Maleik hidrazit, Molinat, Propanil ve Trifluralin her iki hatta da
mutajenik ve rekombinojenik &zellik gostermesi énemli bir sonugtur. Bu gibi-etki
gosteren kimyasallar igin gerek kendileri gerekse pargalanma iriinlerinin reaktif
olduklar: soylenebilir. Bu herbisitierin tilkemizde en ¢ok kullanilan herbisitler oldugu
g6z 6nine alimirsa bu gibi kimyasallarin kullaniminda bir kontrol mekanizmasimin

olmasi gereklilig vardu Diger taraftan Glifosat ve 2,4,5-T izooktilester gibi mutajenik
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etki géstermeyip sadece rekombinojenik etkiye sahip olan pestisitler de olumsuz
sonuglar  dogurabilmektedir  Istenmeyen bir bolgede gerceklesen bazi
rekombinasyonlann timér baskilayict genleri inaktive etmesi veya proto-onkogenleri
aktive etmesi nedeniyle kanserin baglamasina neden oldugu géz 6niine alindiginda bu
gibi etkiye sahip pestisitlerin toplum saglii acisindan ne derece onemli oldugu daha

carpici olarak goriilmektedir

Ulkemizde ¢ok yaygn olarak kullamlan herbisitlerin genotoksik ozelliklerinin
ortaya ¢ikariimastyla ilgili ¢ok az calisma vardir Bu konuda yapilan galigmalar da
bizim bulgularimizi desteklemektedir Ancak bu g¢aliymada model organizma olarak
kullanilan D. melanogaster'in genetik yapi olarak insana biiyiikk oranda benzelik
gosterdigi, okaryotik bir organizma oldugu, ve yapilan ¢aligmamn da in vivo kosullarda
yapilmig olmas: bulgular agisindan énemlidir Ayrica diger bazi testlerde negatif sonuca
sahip olan bazi kimyasallarin bu testde pozitif sonug vermesi yapilan testin hassasligini
da gostermektedit [n vivo testlerin organizmamn butinligi i¢inde yapiliyor olmasi
nedeniyle herhangi bir pestisite karsi organizma tarafindan verilen cevabin biyle bir test
. ile gosterilmesi daha biylik oOneme sahiptir Genotoksik etkilerin saptanmasinda
kullanilan diger bir ¢ok testin genellikle in vivo kosullarda yapilmamast giivenilirligini
de azaltmaktadir Bu amagla, bu ¢alismada kullamilan kullanilan testin yeterli ve hassas
oldugu gorilmektedir Ancak bu tir g¢alismalarnin toplum saglifimi  dogrudan

ilgilendirmesi nedentyle daha hassas ve guvenilir testlerin gelistirilmesi geregi vardir

Bu ¢aligmada belirlenmis olan derigsimlerin mM diizeyinde oldugu dusiniiliirse
sonuglarin ne kadar 6nemli oldugu daha da ortaya ¢ikmaktadu Uygulamada bu
herbisitler hem daha yiiksek derigimde kullamlmakta hem de besin zinciri yoluyla artan
derisimlere maruz kalmmaktadir Ozellikle tilkemizde en ¢ok kuliamlan herbisitler igin
caliymamizda daha disik derigsimler kullamlmis olmasina karsin galisilan her bir
herbisitin  kendisi ve/veya pargalanma uriinlerinin mutajenik ve/veya rekombinojenik
etkiye sahip oldugu belirlendi Buna karsin Akdeniz ilkelerinde yaygin olarak
kullamian beg herbisitten Amitrol digindakilerin bu testde hig bir etkiye sahip olmad:g
saptandi Bu sonuglara gore tilkemizde kullamlan butiin pestisitlerin daha dikkatli

secilip kontrol altinda kullamlmas: gerekmektedir
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Pestisitler igerisinde insan i¢in en tehlikeli olanlarin dogrudan hayvanlari hedef
alan kimyasallar oldugu bilinmektedir Bu ¢aligmada etkileri denenen kimyasallarin
herbisitler grubundan oldugu ve 6zellikle tlkemizde en ¢ok kullanilan 8 herbisitin ya
kendisinin ya da pargalanma trinlerinin mutajenik veya rekombinojenik oldugu dikkate
alinmas: gereken bir husustur Caligma sirasinda herbisit uygulanms larvalardan olusan
ergin bireyler arasinda goz, kanat ve bacaklarin olmamasi gibi bazi teratojenik etkiler ve
ommotidiumlarin bazilarimin renginde degSisim gibi mutajenik etkiler de gozlendi Bu
agidan bakildifinda bu gibi reaktif kimyasallarin bazilarinin sadece mutajenik ve
rekombinojenik degil ayn: zamanda da teratojenik etkilere sahip oldugu séylenebilir Bu
caliymada somatik hiicrelerde bazi genetik degisimlere neden oludugu gosterilen
herbisitlerin ayn: zamanda tireme hiicrelerinde de bu gibi degisimler yaparak genetik

hasarli nesillerin olugumuna neden olabilecegi diisiiniilebilir

Sonug olarak, zararli kontrolunda kullamlan biitiin pestisitlerin genotoksik etkisi
olabilecegi dikkate alinarak toplum sagligi agisindan daha kontrolli olarak
uygulanmahdir. Ayrica halen kullanilmakta olan pestisitler surekli olarak daha hassas
olan okaryotik sistemde in vivo kosullarda yapilan testlerle calisilarak elde edilecek
sonuglar g6z ardi edilmemelidir Bu testler sonucunda ¢ok olumsuz etkisi gortilen
pestisitlerin tretimi ve kullammi yasaklanmalidir Diger taraftan halen uygulanmakta
olan pestisitlerin uzmanlar kontrolinde ve wuygun derigimlerde uygulanmasi
saglanmahidir -~ Bazi pestisitlerin  genotoksik  etkilerini pargalanma riinleriyle
gostermeleri nedeniyle kullamlan pestisitlerin bitki biinyesinde ne oranda bulundugu

rutin galismalarla kontrol edilmelidir.
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