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OZET

ORGANOFOSFORLU PESTISITLERIN ARPA BITKIiSI (Hordeum
vulgare L.) ve ZEBRA BALIGI (Danio rerio) UZERINDEKI in vitro
GENOTOKSIK  ETKILERININ COMET TESTI ILE
ARASTIRILMASI

Bu calisma farkli siire ve konsantrasyonlardaki chlorpyrifos (CPF) pestisitinin
arpa bitkisi (Hordeum vulgare L.) ve zebra baligr (Danio rerio) tzerindeki
genotoksik potansiyelinin belirlenmesi i¢in gerceklestirildi. iki haftalik arpa fideleri
negatif kontrol (Hoagland soliisyonu), pozitif kontrol (% 0,1 H>O; iceren Hoagland
soliisyonu) ve farkli konsantrasyonlardaki CPF (5 ml/L, 10 ml/L, 20 ml/L ve 40
ml/L) uygulanmis gruplardan 6., 12. ve 18. saatlerin sonunda yaprak ornekleri
almarak comet testi (tek hiicre jel elektroforezi) ile incelendi. Calismada kullanilan
baliklarin tiimii birbirine yakin boy (ortalama total boyu 4,7+0,1 cm) ve agirliktaki
(ortalama agirligr 0,724+0,1 g) bireylerden secildi. Negatif kontrol (bos akvaryum
suyu), pozitif kontrol (% 0,05 H,O, iceren akvaryum suyunda 1 saat siireyle) ve
farkli konsantrasyonlarda (10 pg/L, 20 pg/L, 40 ug/L ve 60 ng/L) CPF uygulamasi
yapildi. Her doza ait gruplardan 24., 48., 72. ve 96. saatlerde ve kontrol gruplarindaki
baliklardan kan 6rnekleri alinarak comet testi ile incelendi.

Arpa bitkisinde CPF uygulamasi sonucu agiga ¢ikan ve comet ile belirlenen
DNA hasar seviyelerinin, tiim saat ve dozlarda pozitif kontrol grubuna gore oransal
olarak anlamli bir sekilde arttig1 tespit edildi. En yiiksek DNA hasar seviyesi 6. saatte
Sml/L CPF (% DNA kuyruk: 55, Olive kuyruk momenti: 0.36) uygulamasinda
belirlendi (p<0,001). 6., 12. ve 18. saat sonunda elde edilen comet verileri
karsilastirildiginda siire artimi ile birlikte tiim gruplarda belirlenen DNA hasar
seviyesinde azalmanin oldugu tespit edilirken, 12. saatteki 40ml/L CPF
uygulamasina ait DNA hasar seviyesinde (% DNA kuyruk: 47, Olive kuyruk
momenti: 0.29) 6. saatle karsilastirildiginda (% DNA kuyruk: 39, Olive kuyruk
momenti: 0.23) anlaml bir artis oldugu izlendi.

Zebra baliklarinda CPF maruziyeti sonunda tespit edilen DNA hasar

seviyelerinin % DNA kuyruk oranlarmna bakildiginda tiim saat ve dozlarda negatif



kontrol grubuna gore oransal olarak anlamli bir sekilde arttigi tespit edildi. En
yiiksek DNA hasar seviyesi (% DNA kuyruk: 68) 96. saatte 60 pg/L CPF
uygulamasinda belirlendi (p<0,001). Stire artimi ile birlikte 60 pg/L CPF uygulamasi
yapilan grup disindaki tiim gruplarda belirlenen DNA hasar seviyesinde lineer
olmayan anlamli bir azalmanin oldugu tespit edildi (p<<0,001). Olive kuyruk momenti
sonuclarinda ise uygulama gruplar1 ile negatif kontrol gruplari arasindaki ikili
karsilagtirmalarda tiim gruplarda DNA hasar seviyelerinde anlamli bir degisiklik
oldugu gozlenirken, en yliksek DNA hasar seviyesi (olive kuyruk momenti: 0.51) 96.
saatte 60 pg/L CPF uygulamasinda belirlendi (p<0.001)

Bu tez ¢aligmasinda elde edilen comet testi bulgular1 CPF pestisinin DNA
kiriklarina neden olarak hem bitkilerde hem de baliklarda genotoksik etkiye sahip bir
kimyasal ajan oldugunu ve farkli doz ve siirelerde genotoksik ajanlara maruz kalan
her iki organizmada da farkli seviyelerde genotoksik etkilerin ortaya cikabilecegi
tespit edildi. Comet analizlerinden elde edilen bulgularin s6z konusu pestisitin
kullaninminda uygun dozlarin belirlenmesinin yani sira ilaglama ve hasat zamaninin

belirlenmesi ¢aligmalarina katki saglayacagi umut edilmektedir.

Haziran, 2012 Tuba AKAN



ABSTRACT
INVESTIGATION OF in vitro GENOTOXIC EFFECTS OF

ORGANOPHOSPHORUS PESTICIDES IN BARLEY (Hordeum
vulgare L..) AND ZEBRAFISH (Danio rerio)

This research was performed to determine the genotoxicity potential of
Chlorpyrifos at different concentrations and exposure times in barley and zebrafish.
The genotoxic effects of CPF were evaluated by comet assay.

The barley seedlings were treated with negative control (Hoagland’s
solution), postive control (Hoagland’s solution with % 0,1 H,O,) and different
concentrations (Sml/L, 10ml/L, 20ml/L and 40 ml/L) of CPF for 6, 12 and 18h.
Zebrafishes were treated negative control (dechlorinated tap water), positive control
(dechlorinated tap water % 0,05 H,0O,) and four different concentration of CPF (10
ug/L, 20 ng/L, 40 ng/L ve 60 ng/L) for 24, 48, 72 and 96h.

In barley seedlings, the highest single stranded DNA breaks were determined
for (Tail DNA %: 55, Olive tail moment: 0.36) 6h of 5Sml/L CPF dosage. During the
exposure time, although the lineer decrease in DNA damage has been observed in
leaves of barley, the DNA damage was increased in 40ml/L CPF for 12h (Tail DNA
%: 47, Olive tail moment: 0.29).

Treatment of zebrafish groups, the highest DNA damage (Tail DNA %: 68)
for Tail DNA % in the 96h of 60 pg/L CPF. In our experiments, it was observed that
CPF produced a concentration-dependent increase in DNA single-strand breaks in
the form of comet induction and time-dependent decrease in the damage (p <0.001).
Olive tail moment results in the comparison between the treatment groups and
negative control groups, no significant change in levels of DNA damage that was
observed in all groups, the highest level of DNA damage (Olive tail momenti: 0.51)
96h of 60 png / L CPF (p <0.001).

Our research findings clearly indicated that CPF has genotoxic effects in
barley and zebrafish. Comet analysis of the findings, as well as the determination of
pesticide spraying and harvesting time of use to determine appropriate doses

contributed to the work.
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SEMBOLLER

% : Yiizde

ng : Mikrogram

pl : Mikrolitre

°C : Santigrat derece

cm : Santimetre

DAPI : 4,6- diamid-ino-2-phenylindole
g : Gram

H,0; : Hidrojen peroksit

HCI : Hidroklorik asit

kg : Kilogram

L : Litre

LCsg : %150 lethal concentration - %50 6ldiiriicti konsantrasyon
M : Molar

mA : Miliamper

mg : Miligram

ml : Mililitre

mm : milimetre

mM : Milimolar

MNU : N-Methyl-N-Nitrosurea

\% : Volt

YOYO-1 : Benzoxazolium-4-quinolinum oxazole yellow homodimer
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KISALTMALAR

CAS
CPF
dH,O
DMSO
DNA
EDTA
EMS
EPA
EtBr
FeEDTA
HMA
KKD
LMA
MN
NaCl
NaOH
PBS
TKP
Tris-HCI
TSCA
uv
WHO

: Chemical Abstract Service - Kimyasal Ozet Servisi

: Chlorpyrifos

: Distile su

: Dimetilstilfoksit

: Deoksiriboniikleikasit

: Etilen diamin tetra asetik asit

: Etil metan sulfonat

: Environmental Protection Agency - Cevre Koruma Orgiitii
: Etidyum bromiir

: Demir etilen diamin tetra asetik asit

: High melting agarose - Yiiksek kaynama dereceli agar
: Kardes kromatid degisimi

: Low melting agarose - Diisiik kaynama dereceli agar

: Mikronukleus

: Sodyum kloriir

: Sodyum hidroksit

: Fosfat tamponu

: Trikloroprinidol

: Tris hidroklorik asit

: Toxic subtances control act — Toksik maddelerin kullanimi kilavuzu
: Ultraviyole

: World Health Organisation — Diinya Saglik Orgiitii
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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

Tarim {irtinlerinin eldesinde maksimum verim ve kalitenin saglanmasi i¢in
zararhlarla miicadelede aktif olarak pestisitler kullanilmaktadir. Ancak tarimda
pestisitlerin uzun yillar silirekli uygulanmasi, zararlilarin bu ilaglara karsi
direnglerinin artmasina neden olmakta, dolayisiyla giderek artan bir pestisit
kullanimi s6z konusu olmaktadir. Yogun ve bilingsiz pestisit kullanim1 sonucunda da
pestisitin kendisi ya da doniisiim iriinleri toprak, su ve havada kalabilmektedirler.
Ozellikle toprak yiizeyinde kalan pestisitler, yagmur sulari ile yiizey akis1 seklinde
veya toprak igerisinde asagiya dogru yikanmak suretiyle taban suyuna ve diger su
kaynaklarma ulasabilmektedirler. Ozellikle &nerilen dozlarm  iizerindeki
kullanimlarda gerek hedef organizma ve gerekse besin zincirinde yer alan diger
organizmalarda pestisit maruziyeti ortaya c¢ikmaktadir. Bu durumu irdelemek
amaciyla bu tez caligmasinda arpa bitkisi (Hordeum vulgare L.) ve zebra baligi
(Danio rerio Hamilton, 1822) iki model organizma olarak belirlenmistir.

Arpa kapali rastig1 ve arpa agik rastig1 gibi hastalik etmenleri ile bocekler gibi
zararhlar, ililkemizde yaygin olarak tarmmi yapilan arpanin iiretim ve kalitesini
olumsuz ydnde etkileyen nedenler arasinda basta gelmektedir. Ozellikle hububat
hortumlu bocegi (Pachytychius hordei Brulle) ve ekin kambur bocegi (Zabrus spp.)
arpanin kardeslenme doneminde yaprak, sap ve basaklariyla beslenmesi sonucunda
buralarda delikler meydana gelmekte ve bu da 6nemli miktarda iiriin kaybina neden
olmaktadir. Arpa tariminda bu zararlilar ile miicadelede ise organofosforlu bir
pestisit olan chloropyrifos (CPF) yaygin olarak kullanilmaktadir.

CPF maruziyetinin arpa ve zebra baligi gibi iki farkli model organizma
iizerinde olusturdugu potansiyel genotoksik etkileri in vitro kosullarda belirlenmesi

ve biyoizleme agisindan degerlendirilmesi amaglandi.



BOLUM II

GENEL BiLGILER

11.1. Pestisitler

Pestisitler bitki veya diger canlilara zarar veren kii¢lik hayvan, bocek, bitki
vb. gibi zararlilar1 6ldiirmek, etkisiz hale getirmek, ortamdan uzaklastirmak veya
zararh etkilerini azaltmak amaciyla kullanilmaktadir. Diinyada 620 aktif madde
iceren 20.000 den fazla pestisit tlriiniin kullanimi yapilmaktadir. TSCA (Toxic
Substances Control Act- Toksik Maddelerin Kullanim Klavuzu)’nin kimyasal
envanter listesinde pestisitler 80.000 den fazla kimyasal madde i¢cermekte ve her yil
bunlara ortalama 2.000 adet eklenmektedir. Zirai miicadelede ve bunun disinda
kullanimlar1 sonucu bu maddeler serbest kalarak cevre dongiisiine girmektedirler.
Boylece hem insan sagligi, hem de ekosistem icin risk olusturmakta ve canlilar bu
maddelere hava, icme suyu, gida ve toz vasitasiyla maruz kalmaktadir
(www.epa.gov/pesticides).

Tiirkiye’de tarim ilaci tiiketimi ortalama 33.000 tondur. Bu miktarin %
47’sini insektisitler, % 24’linii herbisitler, % 16’smm fungisitler , % 13’ iinii de diger
gruplar olusturmaktadir (Sekil II.1) (Turabi, 2007). Tiirkiye’de 2008 yili sonu
itibariyle 4100 adet ruhsath pestisit bulunmaktadir. Ancak Avrupa Birligi (AB)
mevzuati uyum caligmalar1 kapsaminda olumsuz ozellikleri nedeniyle Tarim ve
Koyisleri Bakanligi’nca taze meyve sebzede kalint1 sorununa yol acan 135 farkli
tarim ilacinin 75°1 yasaklanmistir. S6z konusu ilaglarin iiretim ve ithalati, 1 Ocak
2009’dan itibaren durdurulmustur. Geri kalan pestisitler de 2012 yilina kadar
piyasadan ¢ekilerek yerine ¢evreye zarar vermeyen organik yapida yeni bitki koruma
irlinlerine ruhsat verilmesi amaglanmaktadir (www. kkgm.gov.tr). CPF ise

iilkemizde hala tarim alanlarinda yaygin olarak kullanilan ruhsatl bir pestisittir.



Tiirkiye’de hektara diisen pestisit miktari, 1990’larda 400-500 g iken, 2006
yilinda 705 g’a ulasmistir (Turabi, 2004; Delen, 2008). Bu degerler, Tiirkiye’nin AB
iilkelerine gore oldukca az pestisit tlikettigini gostermektedir. Ancak, Tirkiye’de
oldukca heterojen bir pestisit kullanimi s6z konusudur. 1998 yilinda, en fazla
kullanimin % 42.02 ile Akdeniz ve Ege Bolgesi’nde, en az ise % 4.8 ile Dogu
Anadolu Bolgesinde oldugu bildirilmektedir. AB {ilkeleriyle kiyaslandiginda
Tiirkiye’de hektar basma daha az pestisit kullanim1 olmasina karsin, yogun olarak
kullanilan pestisitler ¢evre ve saglik acisindan en fazla risk tasiyan gruplardir
(Durmusoglu, 2010). Tarimsal miicadelede kullanilan bu pestisitler farkl 6zellikleri

baz almarak farkl sekillerde ele alinabilirler (Tablo II. 1).



Tablo I1.1. Pestisitlerin farkli 6zellikleri baz almarak yapilan smiflandirmasi. (* ile isaretlenenler ¢alismada kullanilan CPF’in siniflandirmadaki yerini gdstermektedir.)

PESTISITLERIN SINIFLANDIRILMASI

Formiilasyon sekli

Etken madde

Fiziki hal

Etki sekli

Kullanim teknigi

Kullanim amaclarina

. Tozlar

. Islanabilir tozlar

. Emiilsiyon konsantreler *
. Soliisyon Konsantreler
. Suda ¢6ziinebilir tozlar
. Yazlik ve kislik yaglar
. Graniiller

. Peletler

. Tabletler

10. Toz tohum ilaglar1

11. Sivi tohum ilaglar
12. Aerosoller

13. Zehirli yemler

O 00 1 N D AW~

14. Kapsiil sekli verilmis formiilasyonlar
15. Akici konsantreler
16. Kuru akigkanlar

1. Organoklorlular

2. Organofosforlular *
3. Karbamatlar
(Azotlu Bilesikler)

4. Dinitro bilesikleri
5. Sentetik pyretroidler

1. Kat1 formiilasyonlar
2. Sivi formiilasyonlar *
3. Gaz halinde
kullanilanlar (Siyan, CS,,
CH;Br)

4.Yem halinde
kullanilanlar (Sodyum
arsenit, BHC+kepek).

1. Bitkide (Sistemikler,
yar1 sistemikler,
sistemik olmayanlar)
2. Zararlhida (Mide
zehiri, temas zehiri,
solunum zehiri)*

1. Dogrudan kullanilan
ilaglar (Toz ilaglar, ULV
formiilasyonlari, graniiller
ve bazi

nematositler),

2. Su veya organik
¢oziicii ile seyreltilerek
kullanilan ilaglar *

. Insektisit *
. Fungusit

. Herbisit

. Akarisit

. Rodentisit

. Nematosit

. Molluskisit
. Bakterisit

. Afisit

10. Virisit

O 00 1 N LD AW —

(Devlet Planlama Teskilat1 Raporu, 2001).




Pestisitlerin yavas ve uzun bir siiregte devam eden ve adsorbsiyon, transfer ve
ayrisma (mikrobiyolojik, kimyasal, foto ayrisma) seklinde gelisebilen, hedef
canlilara ulagsmasindan 6nceki bozunmalar1 (biyodegredasyonlar1) istenmeyen bir
durumdur (Sekil II.1). Bazen bu bozunma sonucunda ortaya ¢ikan toksik doniisiim
iirlinlerinin organizmalar {lizerinde, pestisitin kendisine kiyasla daha zararli etkiler
olusturmasi da s6z konusu olabilir. Pestisitin hedef organizma {izerinde istenilen
siiredeki etkisinin ardindan pargalanma reaksiyonlarinin gergeklesmesiyle toksik
olmayan zararsiz forma doniismesi ¢evreye olan etkilerinin en aza indirgenmesi

acisindan 6nemlidir.

Hasat

Buharlasma bitkiler
Yagis veva Sulama aracihigiyla

Yiizevsel alas
Y& Erozyon

<) {.‘.;-. D5 Bitki dokusuna
; gecis

Yeralt1 suyu

Sekil I1.1. Pestisitlerin ekosistemdeki bozunma siirecini gosteren diyagram (Pierzynski ve

ark., 1994).

Pestisitlerin ekosistemler ilizerinde yarattigi riskleri en aza indirebilmek igin
amaca uygun pestisit kullanimi 6nemlidir. ideal bir pesitisit zararliy1 kontrol ederken
hedef olmayan organizmalara zarar vermeyen, ekolojik olarak kabul edilebilir
iriinlere dontisebilen, yalniz uygulama alaninda kalabilen, ¢evrede birikme
potansiyeli olmayan ve kullanicilar agisindan giivenilir nitelikte olmalidir (Devlet
Planlama Teskilat1 Raporu, 2001). Ancak, giinimiizde kullanilan hi¢bir pestisit sozii

edilen bu ideal niteliklerin tiimiine sahip degildir. Ekosistemin siirekli degismesi
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sonucu, kullanilan pestisitler zamanla daha zararli hale gelmekte ve ¢evre lizerinde
olumsuz etkiler olusturmaktadir. Bu nedenle de bazi pestisitlerin  kullanimi
sinirlandirilmakta ve hatta yasaklanmaktadir.

Yapilan arastrmalar sonucunda fizikokimyasal ozellikleri nedeniyle kalici
ozellige sahip sentetik pestisitler ¢ok sayida balikk ve kus Oliimlerine neden
oldugundan, {ilkemizde 1971 yilinda Dieldrin; 1979 yilinda Aldrin, Chlordane ve
Heptaclor; 1985 yilinda DDT ve BHC; 2007 yilinda ise Endosiilfan kullanimi
tamamen yasaklanmistir. Bazi pestisit tiirleri, hedef canlilarin bagisiklik kazanmasi
nedeniyle zamanla etkisini yitirmektedir. Bu da alternatif pestisit {irlinlerinin
gelistirilmesini sart kilmakta ve mevcut stoklarin atil duruma diigmesine neden

olmaktadir (Y1ldiz ve ark., 2005).

I1.1.1. Chlorpyrifos (CPF)

CPF, tarim alanlarinda bocek ve eklembacaklilarla miicadele amaciyla
kullanilan genis spektrumlu organofosforlu bir insektisittir (Hayes ve Laws, 1990;
Schardein ve Scialli, 1999; Steenland ve ark., 2000). Ik kez 1937 yilinda bir grup
Alman kimyaci tarafindan sentezlenen organofosforlu pestisitler, suda genellikle az,
yag ve organik c¢oziiciilerde ise daha iyi ¢oziiniirler. Suda hidrolize ugrayarak
etkilerini kaybeden organofosforlu bilesikler, yagda iyi ¢oziindiikleri i¢in bitkilerin
meyve ve yapraklarma kolayca niifuz edebilirler (Das, 2004). Oldukg¢a toksik
ozellige sahip olmalarindan dolayr bu bilesikler ikinci diinya savasinda Naziler
tarafindan kimyasal silah olarak kullanilmis ve ¢ok sayida kisinin §liimiine neden
olmustur (Amdur ve ark., 1991).

Organofosforlu pestisitlerin yagda organoklorlu pestisitlere kiyasla daha
diisiik oranda birikimi nedeniyle boceklere karsi daha toksik ve kalicilig1 nispeten
daha az olan bu bilesiklere yonelimi arttrmistir. Sentezlenmelerinin kolay olusu bu
grubun biiylimesi ve ¢esitlenmesine de neden olmustur.

CPF, dogada ¢esitli cevresel etkenlere bagl olarak farkli sekillerde bozunup
TKP (Trichloropyrininol-trikloroprinidol), dietilfosfat, dietilfosforotionat ve CPF-
okson metabolitlerine doniisiir. Toprakta, CPF gilines 15181, kimyasal hidroliz ve
mikroorganizmalar tarafindan bozunur. CPF’in yarilanma o6mrii, pH 7,4 ile 5,4
araligindaki farkli toprak tiplerinde 11-114 giin arasinda degismekle birlikte organik
madde iceriginden fazla etkilenmez. Nemli topraklara uygulandiginda, CPF’in

buharlasarak yarilanma omrii 45-163 saattir, uygulamadan 36 saat sonra toprakta
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kalan CPF miktar1 % 62-89°dur. Diger bir calisma da, uygulamadan 30 giin sonra
uygulanan CPF’in % 2,6-3’linlin kaldig1 gézlemlenmistir.

CPF’in sudaki ¢oziniirliigiiniin diisiik ve kararliligmimn nispeten yiiksek
olmasi1 nedeniyle toprak partikiillerine kuvvetli bir sekilde adsorbe olur. Bu nedenle
ylizey ve yagmur sularinda bulunma orani diisiiktiir (Larson ve ark., 1995; Murray ve
ark., 2001). CPF toprakta hareketsizdir fakat doniigiim triinlerinden biri olan TKP
suda daha fazla ¢oziindiigli icin topraktaki hareketliligini artwrmaktadir. TKP nin
hareketli olmasi, CPF kullaniminin yaygin olmas1 sebebiyle endise olusturmaktadir
(Bakiomoh ve ark., 1999).

Buharlagma sudaki muhtemel CPF kaybinin baslica yoludur. Havuz suyu i¢in
buharlagma yarilanma 6mrii 3,5 ile 20 giin arasinda hesaplanmistir. CPF’in fotoliz ile
yarilanma omrii yaz ortasinda, 3-4 hafta olarak hesaplanmistir (Racke,1992). Ama
CPF’in fotodegradasyonunun derin sularda, kis siiresince, yada gilines 1s18min nufiiz
edemedigi sularda 6nemli olmadig1 diisiiniilmektedir. CPF’in suda hidroliz orani
sicaklikla artmaktadir, sicakliktaki her 10 derecelik diisiis, hidrolizi 2,5-3 kat azaltir.
Ayrica hidroliz orani asidik ve nétral sularda sabitken, alkali sularda artar. CPF’in
pH 7 ve sicaklik 25°C’deki suda, yarilanma 6mrii 35-78 giin olarak belirtilmistir.

Sularda, CPF’in konsantrasyonu ve siirekliligi formiilasyon tipine bagl
olarak degisir. Ornegin, acik sulara girdikten sonra, emiilsiyon konsantreler ve
islanabilir  tozlar sudaki CPF konsantrasyonunu biiyiik dlgiide artirma
egilimindedirler. CPF su icerisinde c¢okelir veya askidaki organik maddelere
baglanabilir bu da sudaki konsantrasyonlarinin hizla diismesine neden olur. Buna
karisilik CPF graniilleri ve salinimlar1 kontrollii ger¢eklesen formiilasyonlar1 sudaki
pestisit konsantrasyonunda hizli bir artisa neden olmaz ama ortaya ¢ikan
konsantrasyon daha uzun siire devam eder. Diisiik yogunluk ve pH’ya bagl olarak
organofosforlu pestisitlerin toprak veya sucul ¢evrede kalma siiresi ve dagilimi
degisebilir ve buna bagli alkali kosullar olustugunda hizla pargalanirlar. Hatta pH
7’nin lizerindeki her bir birimlik artig par¢alanma hizin1 veya oranini yaklasik on kat
artirir (Kuter, 1994; Kaya, 2002).

CPF’in ¢ok yonlii bir pestisit olusu Amerika’da misir tarimindan, Japonya’da
termit kontroliine, Misir’da pamuk iiretiminden, Ispanya’da turunggil iiretimine
kadar genis capli olarak kullanilmasina olanak vermistir (Racke, 1992). CPF,
ilkemizde 1999-2002 yillar1 arasinda en yogun kullanilan 5 insektisit arasinda 2.

sirada yer almistir (Delen ve ark., 2005). CPF tarimsal alanlar disinda, ¢im alanlarda,
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siis bitkileri icin, ¢iftlik yapilar1 ve ¢iftlik hayvan zararlilarina karsi, ev, biiro vs gibi
yerlerde de yaygin olarak kullanilmaktadir (extoxnet.orst.edu). Bu yaygin kullanim
nedeniyle CPF doniisim driinleri cevrede kalabilmekte ve bu durum tim
ekosistemde tehlike olusturmaktadir.

Tarimmsal uygulamalarda, hedef olmayan organizmalara da etki ederek yaban
hayatin1 olumsuz yonde etkileyebilir ve bitkilerin tozlagsmasinda aktif rol oynayan bal
arilar1 icin oldukca zehirli olabilir. Uygulama yapilan alanlar otlatma icin
kullanilmamali ve kimyasal uygulamasi arilarin aktif olarak polen veya nektar
toplama zamaninda yapilmamalidir. CPF, marul gibi baz1 bitkiler i¢in toksiktir ve bu
bitkiler {izerinde kalintis1 yaklagik 10-14 giin bitki ylizeyinde siirer. Yapilan
calismalar bu insektisit ve onun topraktaki metabolitlerinin baz1 bitkilerde biriktigini
gostermektedir. Algal alanlarin saha uygulamalar: sik sik takip edilmesine ragmen,
tath su bitkileri lizerinde CPF toksisitesi hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir
(Thomson, 1982).

Sedimentlerden yavas salinimi CPF kalint1 konsantrasyonunun agik sularda
uzun siire korunmasini saglayabilir. Yiiksek akut toksisitesi ve cokeltiler icindeki
kalicig1 nedeniyle CPF deniz tabaninda yasayan organizmalar i¢in bir tehlike
olusturabilir. CPF tath su baliklari, sucul omurgasizlar, nehir ve deniz organizmalar1
icin oldukca toksiktir ve sucul organizmalarin dokularinda birikebilme
yetenegindedir. Akut toksisite testlerinde, c¢ok diisiik konsantrasyonlarda CPF
uygulanan baliklarda kolinesteraz inhibisyonu goézlenmistir. Dekar basina 0.0453g
kadar diisiik aktif madde iceren konsantrasyonlardaki uygulamalar baliklarda ve
sucul omurgasizlarda 6liime neden olabilir. Baliklarda toksisitenin belirlenmesinde
onemli bir parametre olan LC50 degeri deney hayvanlarmin %50’sini 6ldiiren
konsantrasyondur. Baliklar {izerindeki toksisitesinin suyun sicakligi ile ilgili oldugu
disiiniilmektedir. Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) igin 3 farkl sicaklikta
96 saatlik LC50 degerleri 7.1ug/L ile S51pg/L arasinda farklilik gdstermektedir.
Ureme periyodundaki Pimephales promelas’lara, 200 giin boyunca her 30 giinde bir
tekrarlanarak, 2,68ug/L. CPF uygulandiginda, ilk nesil yavrularda, 6dnemli sayida
deformasyonun yanisira biiyiime ve hayatta kalma sayisinda da diisiis olmustur.

Tim organofosforlu pestisitler gibi CPF de boceklerde ve omurgali
hayvanlarda benzer metabolizmaya sahiptir. Baslica metabolizma sekli esterlesme
yoluyla oksidasyon ve hidrolizdir. Biitiin organofosforlu bilesikler kolinesteraz etkili

insektisitlerdir. En 6nemli 6zellikleri hedef enzim niteligindeki asetilkolinesteraz
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enzimi ile yapisal biitiinlesmeye giderek enzimi inhibe etmeleridir. Bunlar
kolinesteraz enziminin substrati olan asetilkolini taklit ederler. Kolinesterazin inhibe
olmasiyla birlikte sinir birlesme noktalarinda asetilkolin birikmekte ve sinaptik
bolgeler felce ugratarak ndrotoksik bir etki yaratmaktadir.

Son yillarda CPF kullaniminin giderek artmasi tarimla ugrasanlar, ¢evreciler
ve toksikologlarda endise uyandirmaktadir. Ciinkii CPF hem insanlar hem de yabani
hayat i¢cin ¢ok toksik bir maddedir. Asetilkolinesteraz enzim aktivitesini geri
doniisiimsiiz  inhibe ettiginden memelilerin beyin hiicrelerinin  gelisimini
engellenmekte ve insanlarin endokrin sistemini etkilemektedir (Jett ve ark., 1999;
Lund ve ark., 2000; Jeanty ve ark., 2001). Bu pestisitin kullanim alaninin genis
olmasi 6zellikle hamile bayanlar ve ¢cocuklar i¢in biiyiik tehlike arz etmektedir (Lalah
ve ark., 2003). CPF’in c¢ocuklarda gelisme geriligi, davranis bozukluklari,
hiperaktivite gibi hastaliklarla 1iligkili oldugu belirtilmektedir. EPA, CPF
kullaniminin yasaklanmasi ve yerine alternatif zararsiz iirlinlerin kullanilmasi ile
ilgili c¢alismalar yapmaktadir (http:/www.epa.gov). Ote yandan CPF’in yaygin
olarak kullanim1 sulak alanlarda da sorun yaratmaktadir, ¢iinkii CPF baliklarda ve
diger su lriinlerinde ve bunlarin besin aginda birikme potansiyeline sahiptir.

CPF, EPA (Environmental Protection Agency-Cevre Koruma Orgiitii) ve
WHO (World Health Organisation-Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan yapilan toksisite
smiflandirmasinda, orta derecede toksisite (smif II) smifina dahil edilmistir. CPF
iceren irlnlerin etiketlerinde wuyar1 isaretleri bulunma zorunlulugu vardir
(extoxnet.orst.edu) (Sekil 11.2). Tablo I1.2°de CPF’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

verilmistir.



Sekil IL.2. CPF igeren ticari bir insektisit
(Dursban*4) etiketi.

Tablo I1.2. CPF’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Genel ad1 Chlorpyrifos, Chlorpyrifos-ethyl

Grubu Organofosforlular

‘
o

5 O—CH;—CH
% 2 3

=N R
Yapisal formiilii cl & /> o o oo ol
tl

Dursban, Agrospan, Korban, Lorsban, Priman, Terpan,
Ticari ad1 Pyrinex, Empire, Piridane, Dowco 179, Pageant, Scout,
Stipend

Molekiiler agirhg (MW) 350,6 g/mol

Arr/balik toksisitesi Ari1 ve baliklara zehirlidir

Kaynama sicakhgi 42-43,5°C

Kararhhg pH ve bakir iyonlarmimn varliginda hidroliz orani artmaktadir
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11.3. Hordeum vulgare L.

Tarih oOncesi devirlerdeki en ©Onemli kiiltiir bitkilerinden biri olan arpa
(Hordeum vulgare L.) halen ekonomik 6nemi olan bitkilerin basinda gelmektedir
(Temel ve ark., 2008). Insanlarin en az 18.000-19.000 yildan beri, 6nemli bir besin
kaynag1 olarak kullandiklar1 ve yabani arpa olarak da bilinen Hordeum vulgare L.
ssp. spontaneum (K. Koch.) Thell., ilk defa Tiirkiye’de kesfedilmis olan bir alt tiirdiir
(Badr ve ark., 2000; Saisho ve Purugganan, 2007; Pourkheirandish ve Komatsuda,
2009). Arpanm yaklasik 10.500 yil dnce, bugiinkii Israil, Urdiin, Liibnan, Bat1
Suriye, Bat1 Iran, Irak ile Tiirkiye nin giineydogusunu da igine alan ve “Verimli Hilal
(Fertile Crescent)” olarak da isimlendirilen bolgede kiiltiire alindigi bilinmektedir
(Badr ve ark., 2000; Salamini ve ark., 2002; Schulte ve ark., 2009). Orta Dogu’dan
baglayarak, 2.000 yil oncesinde Cin’e kadar, diinyanin farkli yerlerinde 1slahi
yapilarak bugiin tarimi yapilan arpa (Hordeum vulgare ssp. vulgare L.) elde
edilmistir. (Forster ve ark., 2000; Saisho ve Purugganan, 2007).

Diinyada, tahillar arasinda iiretimde misir, bugday ve piringten sonra 4. sirada
yer alan arpa, Tiirkiye’de bugdaydan sonra ikinci siradadir. 2009°da diinya genelinde
toplam tretimi 150.271.573 ton olup, Tirkiye 7.300.000 ton iiretim ile diinya
iilkeleri arasinda 8. swradadir (Sekil I1.3). Arpanin ekimi diinyada toplam 54.129.438
hektarlik alanda yapilmaktadir. Tiirkiye’de ise 2,9 milyon hektar ekim alani ve 245
kg/da verim ile {ilkemiz tarimi1 ve ekonomisi agisindan da biiyiik bir 6neme sahiptir

(http://faostat.fao.org/site).

Uretim (ton)

20

18

16 W Rusya

14

D B Fransa

10 B Almanya
3 ® Ukrayna
6 ® Kanada
4 B Avustralya
2 Ispanya
0 B Tirkiye

&ﬁ«v & q&c"b o & . ‘ﬁ& ‘b&b«b N&\@ @‘b
W OF A & R

kot

Sekil I1.3. Diinyadaki arpa tiretiminin iilkelere gore dagilimi (faostat.fao.org/site).
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Arpa neolitik donemden itibaren milyonlarca insan tarafindan onemli bir
besin kaynagi olarak tiiketilmis olsa da, bugiin diinyada ekimi yapilan arpanin % 65’1
hayvan yemi olarak, % 33’1 maltlik ve biyodizel iiretiminde, ancak % 2’si ise insan
besini olarak gida endiistrisinde kullanilmaktadir (Schulte, 2009). Ulkemizde ise
tiiketimin % 90’1 hayvan yemi olarak, kalan kism1 maltlik olarak bira sanayinde ve
gida endiistrisinde kullanilmaktadir.

Arpa tarih boyunca maruz kaldig1 gerek islah calismalar1 gerekse dogal
seleksiyonlar sonucunda, tarimsal iiretimini kolaylastiracak fenotipik 6zellikler
kazanmistir (Pourkheirandish ve Komatsuda, 2007). Bu ozelliklerin yanisira, ¢ok
soguk ve sert iklimler, kuraklik, alkali ve tuzlu topraklar gibi stres kosullarina yiiksek
oranda uyum saglayabilmesi ve erken olgunlasmasi gibi ozellikleri nedeniyle
kutuplardan ekvatoral bolgelere kadar genis bir alanda tarimi yapilabilmektedir
(Schulte, 2009).

Di1s kaynakl: stres etmenleri ise biyotik ve abiyotik olmak {izere ikiye ayrilir.
Kuraklik, tuzluluk, yiiksek veya diisiik sicaklik, 151k miktarmin azlhig1 veya fazlaligi,
gelisim i¢in gerekli olan maddelerin yetersizligi, pestisitler ve agir metaller abiyotik
stres etmenleri; viriis, bakteri, mantar gibi patojenler, bocek gibi zararlilar ve diger
organizmalar biyotik stres etmenleri olarak siniflandirilmaktadir (Comai ve Madlung,
2004). Arpada en Onemli biyotik stres etmenleri; Ustilago nigra ve U.hordei
(Rastik), Prenophora graminea (Cizgi yaprak lekesi), Rhizoctonia, Fusarium spp.
(Kok ciirtikliigii), gibi fungal kokenli hastalik etmenleri ve Eurygaster spp. (Siine),
Aelia spp. (Kimil), Zabrus spp. (Ekin kambur bocegi), Pachytychius hordei (Hububat
hortumlu bocegi) gibi boceklerdir (www.ziraatcim.net). Bu bitkinin, iiretimini
olumsuz yonde etkileyen faktorler ve oOzellikle bunlarin zararhlar1 goz ardi
edilmemelidir. Bu zararlhilarla miicadelede en fazla tercih edileni, pestisitlerin
kullanildig1 kimyasal miicadeledir. Ciinkii kimyasal miicadele yiiksek etkinlige
sahiptir, hizli sonug verir, bilingli ve kontrollii kullanildiginda ekonomiktir ve iirtinii
toksin salgilayan organizmalardan da koruyabilir. Bu avantajlar, kimyasal
miicadelenin giinlimiizde de bitki korumada en etkili silahlardan biri olmasinin
onemli nedenlerindendir. Arpa zararlhilar1 ve miicadele yontemleri Tablo I1.3° de

verilmistir.
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Tablo I1.3. Arpa zararlilari, bitkide meydana getirdigi hasarlar ve alinacak kimyasal énlemler (Hububat hastalik ve zararhlari ile miicadele raporu, 2010).

Zararly
hastalik etmeni

Tamim ve Yasayisi

Zararh Oldugu Bitkiler

Zarari

Kimyasal Onlemler

Siine * Yilda bir nesil verir. * Bugday * Kurtbogazi * Alphacypermethrin
+ {lkbaharda havalar 1smip 15 °C * Arpa * Akbasak * Beta Cyfluthrin
(Eurygaster ulasinca tarlaya go¢ ederler. * Cavdar * Cypermethrin
spp.) o Tritikale * Deltamethrin
* Yulaf * Fenthion
* Gamma Cyhalothrin
*Lambda-Cyhalothrin
* Zetacypermethrin
Kimul * Yilda bir nesil verir. * Basta bugday olmak * Kurtbogazi * Alphacypermethrin
(Aelia spp.) » Tlkbaharda havalar sicaklig1 20°C iizere, tiim bugdaygiller » Akbasak * Fenthion
oldugunda tarlaya go¢ ederler, konukeulardir. *Lambda-Cyhalothrin
* Bugdayla beslenir, ciftlesir ve
yumurta birakir.
Ekin Kambur * 12-22 mm boyunda ve 5-8 mm * Bugday * Sonbaharda ekin yapraklarim1 | * Benfuracarb
Bocegi eninde ve parlak siyah renklidir. * Arpa toprak igine ¢ekerek yerler. *Chlorpyrifos Ethyl
(Zabrus spp.) e Zararlt yilda bir dol verir. * Cavdar » Tlkbaharda yaprak ve *Cyfluthrin
* Yulaf stirgiinleri yiyerek zararli *Deltamethrin
olurlar. *Endosulfan
* Verimin 6nemli dlgiide *Fenthion
azalmasina neden olur. *Imidacloprid
* Hasada yakin giinlerde basak *Lambda-Cyhalothrin
danelerini, ekimde ise toprak *Thiamethoxam
altindaki daneleri kemirerek
zararl olurlar.
Hububat * 3-4 mm boyunda ve kahverengi * Bugday * Hububatin kardeslenme * Alphacypermethrin
Hortumlu renkte olup iizeri krem renginde * Arpa doneminde yaprak, sap ve * Beta Cyfluthrin
Bocegi pullarla kaplidir. Bas, uzamis ve * Cavdar basaklarla beslenerek delikler * Chlorpyrifos Ethyl
(Pachytychius hortum bigimini almistir. * Yulaf olusturur. * Deltamethrin
hordei Brulle ) + Onemli miktarda iiriin kaybina | *« Lambda-Cyhalothrin

neden olmaktadir.
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Tablo I1.3%iin devamu.

Arpa yar1 agik * Bu hastaliga yakalanan bitkilerin * Arpa * Siyah rastikta denen bu * Carboxin
rastig1 basaklar1 siyah renkte toz y1gim hastalik tarlada bitkilerin * Diniconazole
(Ustilago nigra) | seklinde goriiliir. ¢igeklenme déneminde * Flutriafol
goriilmeye baslar. * Mancozeb
* Tanelerin listii baslangigta gri | * Tebuconazole
renkli bir zar ile kaphdir ve * Triademenol
basak tizerindeki kilgiklar da * Triticonazole
yerlerini korumaktadir
* Sar1 ve tam olum déneminde
ise zar patlamakta, kil¢iklar
dokiilmekte, sporlar gevreye
dagilmaktadir. Sonugta bitkide
sadece basak ekseni
kalmaktadir.
Arpa kapali * Bu hastaliga yakalanmis basaklar, | ¢ Arpa * Hastalikl1 basaklar ¢cogu kez .
5 * Carboxin
rastig1 sar1 olum ve tam olum kismen veya tamamen bayrak -
- . . . . - o * Diniconazole
(Ustilago donemlerinde siyahimtirak-gri yapragi kini iginde kalirlar. .
. e i * Flutriafol
hordei) renkte goriliirler * Hasat ve harman sirasinda
N * Mancozeb
parcalanan basaklardan dagilan
- * Tebuconazole
sporlar saglam tanelere Tri
. . * Triademenol
bulasirlar ve onlara siyah bir o
e SO * Triticonazole
goriiniim vererek kaliteyi de
diisiirtirler.
Arpa ¢izgi * Fide doneminde yeni gelisen sar1 * Arpa * Enfekteli bitkilerin gelisimi * Tebuconazole
yaprak lekesi gizgiler olusur. Bu ¢izgiler tim geriler.
(Prenophora yaprak boyunca ilerler ve yaprakta * Basaklanma zamani1 basaklar
graminea) nekrotik lekeler olusur. ¢ikis yapmayabilir. Cikis taneler
ciliz ve burusuk, rengi
kahverengiye donmiis, ya da
kilgiklar: kivrik sekilde goriiliir.
Kok ve kok * Bugday ve arpada kok ve kok * Arpa * Bitki gelisme doneminin * Carboxin
bogazi bogazi yanikligia neden * Bugday ortasinda bitkiler ve * Thiram
glriikligi olmaktadir. kardeslerinde veya fide * Prothionazole
(Fusarium spp., déneminde sararma ve 6liim * Tebuconazole
Bipolaris meydana gelir.
sorokiniana, * Hastalikl1 bitkilerin bagaklar1
Rhzoctonia biikiiliir. Baz1 bitkilerde tane
spp.,Pseudocerc olusmaz.
osporella)
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11.4. Danio rerio

Zebra baligi, Danio rerio (Hamilton, 1822) Cyprinidae familyasina ait
tropikal bir tiirdiir. Ana vatan1 Giineydogu Himalaya olan zebra baliklar1 yaygin
olarak Pakistan ve Hindistan’da bulunmaktadir (Mayden ve ark., 2007). Cogunlukla
kanallar, hendekler, goletler, dereler, durgun su kiitleleri ve piring tarlalarinda
yasarlar (Spence ve ark., 2008).

Zebra balig1 adin1 viicudunun yanlarinda tek tip, yatay ve kuyruk yiizgecinin
sonuna kadar uzanan 5 adet mavi c¢izgiden alir. Agizlar1 yukar1 dogru yonelmis,
viicut sekli fuziform ve yanlardan basiktir. Erkek baliklarda mavi ¢izgiler arasinda
altin rengi ¢izgiler bulunur. Disiler erkeklere gore daha iri ve altin ¢izgiler yerine
glimiis cizgilere sahiptirler. Ergin disilerde anal yiizgecin hemen oniinde, kii¢iik bir
genital papilla mevcuttur. Genellikle 4 cm’ye kadar biiytirler, fakat 6,4 cm’ye kadar
biiyliyenleri de vardir. Ortalama omiirleri 2-3 y1l olmasina ragmen ideal kosullarda 5
yil kadar da yasayabilirler (Spence ve ark., 2008). Zebra baliklar1 i¢in optimum
sicaklik 22-28 °C ve optimum pH 6,5-7,5 araligindadir.

Zebra baliginin tireme periyodu yaklasik 3-4 aydir. Disiler 2-3 giin araliklarla
yumurtlama yetenegindedirler. Fakat ovulasyonun olmasi ve yumurtlamanin
meydana gelmesi i¢in ayni ortamda bir erkek bulunmalidir. Déllenen yumurta aninda
seffaflasir ve gelisimleri hizli bir sekilde ilerler. Embriyo gelisimi i¢in ideal sicaklik
28,5°C’dir. Tiim ana organlarin taslaklar1 dollenmenin 36. saatinde ortaya ¢ikar.
Yumurtadan ¢ikis, embriyonun i¢ kosullar1 ve dis sicakliga bagl olarak dollenmeden
48-72 saat sonra meydana gelir ve bu evrede larva 3,5 mm uzunlugundadir.
Yumurtadan ¢iktiktan birka¢ giin sonra larvalar heniiz vitellus kesesi tiikenmeden
digsaridan yem almaya baglarlar. D6llenmeden 30 giin sonra yaklasik 1 cm uzunluga
ulasan juvenil baliklarda ergin bireyin sahip olacagi ylizgecler sekillenir ve
pigmentasyon geligir. 90 giinliik ergin birey yaklasik 2 cm uzunlugundadir ve lireme
fonksiyonuna sahiptir (Westerfield, 1995; Spence ve ark., 2008).

Zebra baliklar1 omnivordurlar. Zooplankton, fitoplankton, bocekler ve bocek
larvalari ile beslenirler. Tercih ettikleri besin kaynaklarina kolayca ulasamadiklarinda

farkli besinlerle de beslenebilme yetenegine sahiptirler (Spence ve ark., 2008).

15



Uygun kosullar altinda bakiminin kolay olmasi, ¢ok sayida yumurta vermesi
ve yumurtalarmin seffaf olmasi bu baligin toksikoloji, gelisim biyolojisi, onkoloji,
teratoloji, embriyoloji, genetik, nérobiyoloji, ¢cevre bilimleri ve kok hiicre gibi pek
cok ¢alismada model organizma olarak kullanilmasini saglar (Fabacher, 2000; Nagel,

2002).

IL.5. Genotoksisite ve izlenmesi

Genotoksisite kimyasal, fiziksel veya biyolojik ajanlarin genetik materyalde
hasar yaratabilme 06zelligi olarak tanimlanabilir. Bu hasarlari; hiicre yapis1 veya
fonksiyonunda hasar olusturan, normal kromozom davraniglarim1 bozan ve DNA
molekiiliinde genetik bilginin degigsmesi anlaminda mutasyonlara neden olan hasarlar
olarak smniflandirmak miimkiindiir. Cevresel etkenler (UV, radyasyon) ve endiistriyel
kimyasallar genotoksik potansiyele sahip etmenlerdir. Bu etmenlerin ekosistemde
olusturduklar1 etkilerin izlenmesinde ve arastirilmasinda igerisinde bitkiler ve
baliklarinda yer aldig: ¢esitli organizmalar kullanilmaktadir.

Genotoksik  ajanlarn = canlilar  iizerinde  olusturduklar1  etkilerin
belirlenmesinde kromozomal degisimler, gen mutasyonlar1 ve DNA hasarlar1 gibi
parametreler kullanilmaktadir. Kromozomal degisimlerin tespitinde Mikronukleus
testi (MN) ve Kardes Kromatid Degisimi (KKD) tekniklerinden siklikla
yararlanilmaktadir.

MN’lar hiicrenin mitoz bolinmesi sirasinda c¢ok diisiik oranlarda
kendiliginden ortaya c¢ikan, esas c¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya
asentrik kromozom fragmentlerinden kdken alan ve interfazda kolayca goriilebilen
yapilardir. Ayrica sentromer boliinme hatalarindan veya 1§ ipligi fonksiyon
bozuklugu sonucunda anafaz swrasinda geri kalan bir kromozomdan olustugu da
bildirilmistir (Fenech ve Morley, 1985). MN analizi i¢cin mutajen maruziyetine
ugramis hiicrelere ig ipligi olusumunu engelleyen bir ajan, 6rnegin sitokalsin—B
uygulanarak hiicrelerin sitoplazma boliinmeleri engellenir. Bu sekilde 2 yavru
cekirdegin birlikte bulundugu hiicreler ve bu hiicrelerin sitoplazmalar1 i¢inde yer alan
mikronukleuslar mikroskopta incelenip skorlanir ve frekanslar1 degerlendirilir (Sekil

11.4).
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Mikronukleus

Sl

Sekil I1.4. MN testini gosteren mikograf (www.crios.be/genotoxicitytests).

Kromozomal degisimlerin tespitinde kullanilan diger bir yontem ise KKD
frekansidir. Dogal olarak da siklikla olusabilen KKD, bir kromozomun iki kardes
kromatidinin 6zdes lokuslar1 arasinda karsilikli olarak genetik materyalin degisimi
esasina dayanmasina ragmen olusum mekanizmasi henliz tam olarak
bilinmemektedir (Hagmar ve ark., 2001; Baltac1 ve Zeyneloglu, 2004). Ancak son
yillarda yapilmis olan caligmalar kardes kromatid degisiminin hiicre dongiisiiniin
sentez fazindaki DNA replikasyonu asamasinda, hasarli DNA’nin homolog
rekombinasyon ile onarilmasi esnasinda olustugu diisiiniilmektedir (Sonoda ve ark.,
1999). Kardes kromatidler arasindaki parca degisimleri 1sik mikroskobu altinda
metafaz plaklarinda kolaylikla tespit edilebilir ve sayilabilir. KKD frekansi, sayilan
kardes kromatid degisimi sayisinin incelenen kromozom sayisina boliinmesiyle elde
edilir ve frekanstaki artis mutajenik etkinin varligmi gosterir (Barch, 1991) (Sekil

1L.5).
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Kardes Kromatid

Degisimi

Sekil I1.5. Kardes kromatidler arasi par¢a degisimini gosteren mikrograf.

Bruce Ames (1970) tarafindan gelistirilen gen mutasyonlarinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir teknik olan Ames testi hizli bir geri
mutasyon testidir (Lorenzo ve Ames, 1970). Ames test sisteminde in vitro
mutasyonlar ile elde edilen histidin sentezini yapamayan bir dizi Salmonella mutant
suglar1 kullanilmaktadir. Histidin bulunmayan ortamlarda bu bakterilerin itiremesi,
dolayis1 ile de koloni olusumu gergeklesemez. Histidin genindeki mutasyon
bolgesinde veya bu genin yakinindaki bir bolgede olusan yeni bir mutasyonla bu
genin fonksiyonu diizeltilebilir ve hiicreler histidin olmayan ortamda iireyebilirler

(Mortelmans ve Zeiger, 2000) (Sekil 11.6).

Sekil I1.6. Ames testi. (A) Histidin igermeyen ortamda tireyebilen az sayida

koloni. (B) histidin geni geri mutasyona ugramis bakterilerin olusturdugu ¢ok sayida

koloni (www.mun.ca/biology/scarr/Ames_Test 1.html).
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DNA hasarlariminin tespitinde ise hizli, kolay, hassas ve tekrarlanabilen
giivenilir sonuglar elde edilebilmesi nedeniyle comet testinin kullanimi son yillarda

on plana ¢ikmistir (Collins ve ark., 1997; Gichner ve Plewa 1998).

I1.6. Comet Testi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Dogada canlilar yasamlar1 siiresince pek c¢ok biyotik ve abiyotik stres
etmeniyle kars1 karsiya kalmaktadirlar. Bu stres etmenleriyle miicadelede ¢esitli
kimyasallar ve Ozellikle pestisitler, kullanim kolayliklar1 ve etkilerinin kisa siirede
ortaya ¢ikmasi gibi nedenlerden dolay1 tercih edilmektedirler. Artan bu pestisit
kullanimina bagli olarak hem hedef organizma hem de hedef olmayan farkli canlilar
iizerinde fizyolojik, biyokimyasal, morfolojik ve molekiiler olarak tespit edilebilen
farkli toksik etkiler olusabilmektedir (Gichner ve ark., 2009). DNA hasar1 ve varsa
hasar derecesinin belirlenmesi genotoksik etkilerin ortaya konmasi agisindan
onemlidir. Simdiye kadar DNA hasarmin belirlenmesi ile ilgili ¢ok sayida teknik
kullanilmis bunlarin birgogunun pahali ve uzun ¢alisma siiresi gerektirmesi ve kimi
zaman da bir¢ok laboratuvar veya tiniversitenin sahip olmadig1 radyoaktif ¢caligmalar1
icermesi ve hatta c¢alisma sonunda beklenen basarinin elde edilememesi bu alanda
calisma yapilmasini giiclestirmistir (Tice ve ark., 2000; Gichner ve ark., 2009).
Ancak, son yillarda tip ve biyoloji alanlarinda yukarida belirtilen sorunlara cevap
verebilecek “Comet Testi” veya “Tek Tip Hiicre Jel Elektroforezi” adinda giderek
daha fazla kabul géren yeni bir molekiiler test sistemi gelistirilmistir. Giiniimiizde
comet testinin, yaslanma, genetik toksikoloji ve molekiiler epidemiyoloji gibi pek
cok alanda uygulamalar1 vardir (Martin ve ark., 1993).

Comet testinin temel prensibi kimyasal ve fiziksel nedenlerle olusan
genotoksik ve sitotoksik ajanlarin canli hiicreler {izerindeki etkilerini, tek tek
hiicrelerin niikleuslarin1 inceleyerek tespit etmektir. Genel olarak, canli dokulardan
izole edilen niikleus i¢indeki DNA, ince bir agaroz jel i¢ine fikse edilir ve
elektroforetik ortamda yiirtitiiliir. Genotoksik ajanlarmn etkisiyle DNA’da tek veya
cift zincir kiriklar1 olusabilir ve buna bagl olarak ortaya ¢ikan farkli agirliklik ve
elektrik yiikiine sahip DNA molekiilleri elektroforetik ortamda farkli hizlarda gog
ederler. Elektroforez sonunda etidyum bromiir gibi DNA’ ya 6zgii boyalar kullanilir
ve hasarin derecesine gore dairesel formdan kuyruklu yildiza benzer forma kadar

degisen derecelerde ortaya ¢ikan DNA goriintiileri floresan mikroskop altinda
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incelenir. Elde edilen goriintiilerin “kuyruklu yildiz’a benzemesi nedeniyle bu
yonteme ingilizcede bu anlama gelen “Comet” ad1 verilmistir. Daha diisiik diizeyde
seyreden DNA hasarlarinin tespitinde YOYO-1 (benzoxazolium-4-quinolinum
oxazole yellow homodimer), DAPI (4,6- diamid-ino-2-phenylindole) gibi hassas
fakat oldukc¢a pahali olan boyalar kullanilmasina ragmen Gichner ve ark. (2006) daha
ucuz olan etidyum bromiiriin etkinliginin bahsedilen diger boyalardan farkl
olmadigmi rapor etmislerdir (Angelis ve ark., 2000).

Ik kez Ostling ve Johansson (1984) nétral kosullarda lizis ve elektroforez
asamalarinin ardindan akridin oranj ile boyadiklari numuneleri floresan mikroskop
altinda incelemisgler ve notral comet testinin temellerini olusturmuslardir. Ancak
DNA cift iplik kiriklarmin tespitine izin veren notral sartlar, tek iplik kirilmalarinin
belirlenmesine izin vermemektedir. Ayrica ndtral sartlarda proteinler DNA
sarmalindan tam olarak da uzaklastirilamamaktadir. Oysaki DNA'da hasar olusturan
cogu ajan, DNA c¢ift ipliginden ¢ok, DNA tek iplginde hasar meydana getirmektedir.
Bu nedenle, 1988 yilinda Singh ve ark. (1988) tarafindan alkali sartlar altinda
(pH>13), DNA tek sarmal kiriklarmin tespitine izin veren comet testi gelistirilmistir.
Kullanilan daha giiclii alkali lizis kosullar1 biiyilk oranda (% 95) proteinleri
DNA’dan uzaklastrmaktadir. Alkali elektroforez uygulamasi ile alkali bolgelerin ve
tek zincir kiriklarinin basit ve duyarh bir sekilde belirlenmesi saglanmistir (Singh ve
ark., 1988; Tice ve ark., 1990). Singh ve ark. (1988)’ 1 comet testi protokolu bugiin
diinya genelinde en yaygin kullanilan protokoldur (Sekil I1.7). Comet testinin, tablo
II.4.° de belirtilen ve farkli pH’lar i¢cin gelistirilen, N/N (Notr ¢0ziinme/Notr
elektroforez), A/N (Alkali ¢6zlinme/Notr elektroforez) ve A/A  (Alkali
coziinme/Alkali elektroforez, pH 13) gibi versiyonlar1 da kullanilmaktadir. (Gichner
ve Plewa, 1998; Lin ve ark., 2007).
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Sekil II.7. Comet testinin genel agamalart.

Tablo I1.4. Comet Yontemi ile farkli pH’larda belirlenebilen DNA hasar tipleri.

N/N A/N
pH: 7-8 pH: 10-12 pH> 13
Cift Sarmal Kiriklari Cift Sarmal Kiriklari

Cift Sarmal Kiriklari
Tek Sarmal Kiriklari

Tek Sarmal Kiriklari

Capraz Baglar
Eksizyon Onarim Bdlgeleri Eksizyon Onarim Bdlgeleri
Capraz Baglar Capraz Baglar
Alkali Ortamda Ortaya Cikan
Hasarlar

Lamlarin hazirlanmasi: Lamlarin hazirlanmasinda uniform ve stabil bir jel
hazirlayarak i¢inde bulunan hiicrelerin deney asamasimin sonuna kadar bozulmadan
tutabilmek ve Orneklerin arka plan goriintiisiine etki edebilecek faktorlerin ortadan

kaldirilmast olduk¢a onemlidir. Jel stabilitesini arttrmak amaci ile rodajli lamlar
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kullanilmakla birlikte (Tatli ve ark. 2008), ticari olarak bu amaca uygun lam ve
lameller de kullanima sunulmustur (Trevigen Inc., 2000). Calismada kullanilacak
lamlar en az bir giin siire ile ethanol i¢inde tutulduktan sonra etiivde kurutularak
kullanima hazir hale getirilmelidir. Lamlar lizerine 50 °C’de distile su igerisinde
coziinmiis % 0.65 lik yiiksek erime noktali (HMA) agarozdan 100 pL kadar pipetle
birakilir ve hemen iizeri lamel ile kapatilarak tabakalandirilir. Jelin ¢abuk donmasi
icin lamlar buzdolabinda 5 dakika kadar bekletilir (Kocyigit ve ark., 2005; Gichner
ve ark., 2009). Bu asamada lamlar, agaroz-kapli lamlar olarak adlandirilirlar ve
nemlendirilmis kutularda elektroforez islemlerine kadar uzunca bir siire
saklanabilirler. ikinci tabaka ise % 0.65 lik diisiik erime noktali (LMA) agaroz ve
yeni izole edilmis hiicre siispansiyonu karisimindan olusur. Hiicre siispansiyonu yine
distile su igerisinde 40 °C’ de LMA agaroz ile 1/8 oraninda ya bir mikrosantrifuj tiipti
icinde ya da bir lam {izerinde pipet yardimi ile karistirilir ve yaklagik 100 pl lik
karigim 1. tabaka iizerine yayilir ve hemen lamel ile kapatilir. Lamlar daha sonra
buzdolabinda 5 dakika kadar birakilir ve lameller bunun ardindan kaldirilir (Gichner
ve ark., 2004). Lamlar bu noktada bir sonraki asama i¢in hazir sayilir. Aslinda son
yillara kadar yapilan bir¢ok calismada 3. tabaka olarak, 100 pl erimis % 0.65’lik
LMA agaroz ikinci tabaka iizerinde olusan bosluklar1 doldurmak i¢in
kullanilmaktaydi, fakat, son yillarda Kocyigit ve ark. (2005), Gichner ve ark.
(2008a,b) gibi bazi arastiricilar en lst tabakanin ¢ok gerekli olmadigmi rapor
etmiglerdir. DNA hasari ¢alisirken hemen hemen biitiin asamalarin sar1 ya da los 151k
altinda devam etmesi ve ¢aligmalarin baz1 agamalarmin 4 °C’de yapilmasi alinacak

sonuglarin giivenilirligi agisindan ¢ok dnemlidir.

DNA’nmin ¢oziilmesi, elektroforezi ve nétralizasyonu: Bu asamada sarmal
yapida olan DNA’nin ¢6ziiliip gevsemesini saglamak amaciyla lamlar tampon ¢ozelti
iceren elektroforez tankia yerlestirilir ve inkubasyon i¢in bir siire bekletilir. Eger bu
asamalar alkali bir pH ortaminda gerceklestirilirse ¢ift ve tek baglardaki kiriklar
belirlenmekte, eger pH degerleri hem ¢oziilme hem de elektroforez asamalarinda 13
den daha biiyiik ise ¢ift ve tek baglardaki kiriklarm yani swra ¢apraz baglardaki
hasarlar ile baz hasarlar1 da belirlenebilmektedir. Toksisite ¢aligmalar1 igin Comet
protokoliiniin alkali versiyonu hem c¢oziilme hem de elektroforez asamalarinda

uygulanmaktadir (Gichner ve ark., 2009; Dikilitas ve ark., 2009). Elektroforez
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stiresince Ornekler arasindaki olusabilecek varyasyonlarin 6niine gegilmesi amaciyla
sicakligm sabit tutulmasi olduk¢a dnemlidir (Gichner ve ark., 2008b).

Lamlar, elektroforezi takiben olusan alkali ortami1 nétrlestirmek ve mikroskop
altinda net goriintii alinmasmi saglamak i¢in 0,4 M Tris-HCI (pH 7,5) ile oda
sicakliginda yikanir (Gichner ve ark., 2008b; Rank ve ark., 2009).

Boyama: Notralizasyon asamasindan sonra, lamlar 100 pl etidyum bromiir
(20pg/ml) ile boyanir ve en fazla 6 saat icinde analiz edilmesi gerekir. Eger vakit
hemen analiz yapilamayacaksa preparatlar, 10-15 dakika soguk su i¢inde tutulmali
takiben %100 liik etanol iginde dehidrasyonun ardindan kurumaya birakilan lamlar
uygun kosullarda birka¢ ay kadar saklanabilmektedir (Kocyigit ve ark., 2005;
Gichner ve ark., 2008a,b).

Comet testinin farkli yontemlerle uygulanmasi, elde edilen sonuclar1 da
etkilemektedir. Ornegin, elektroforez sartlari (siire, uygulanan voltaj), lizis soliisyonu
icerigi (tuz konsantrasyonu ve pH) ve uygulama siiresi, metodun hassasiyetini
etkilemektedir. Bu nedenle comet c¢alisilan laboratuarlarda teknigin optimize
edilmesi 6nemli bir adimdir (Hartmann ve ark., 2003).

Comet goriintiilerinin degerlendirmesi: Comet testinde hasarsiz hiicreler
(niikleus) yuvarlak, kenarlar1 daha az yogun olmak {izere ortasi daha parlak bir 151k
sacarlar. Bu hiicreler DNA gocli olmayan (NM-nonmigration) hiicreler olarak
degerlendirilir. Eger DNA hasar1 olusmaya baslamissa, normalde diizgiin kenarli
olan goriintii DNA kiriklarinin ¢ekirdek digina gogiiniin baglamasi ile diizensiz
kenarli bir hal alir (low migration-LM). Hasar arttik¢a hiicreler kuyruklu yildiz
(comet) seklini alirlar (Sekil 11.8). Hasarin siddetine gore merkezden kenara dogru
uzama seklinde ortaya seklinde ortaya cikan cometin kuyruk uzunlugu hasar ile
dogrudan iligkilidir. Ayrica kuyruktaki floresan yogunlugu da hasarmn derecesi ile
paralellik gosterir. DNA gb¢ii hem DNA’nin biiyiikliigline hem de DNA’daki kirik
sayisina baglidir. Kuyruk uzunlugu hasara bagli olarak artar ancak elektroforez
kosullarina bagli olarak maksimuma ulasir. Diisiik hasar seviyelerinde DNA’da
gocten ¢ok yayilma goriilirken, kirik sayisinin artmasiyla DNA parcalar1 kuyruga
dogru go¢ etmeye baslar ve cok hasarli hiicrelerde (apoptotik) bas ve kuyruk

tamamen ayrilmistir (Fairbain ve ark., 1995).
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Bas Kuyruk

DNA giciiniin uzunlugu —

Sekil I1.8. DNA hasarina ugramis hiicrede bas ve kuyruk olusumu.

Comet testi ile DNA hasarlarin1 degerlendirmek ve tayinini yapmak icin
farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar igerisinde en kolay olani, mikrometrik
okiiler aracigiliyla hasar derecelerine gore cometleri goz ile saymak ve
gruplandirmaktr (Olive ve ark., 1990; Kocyigit ve ark., 2005). Gozle goriintii
analizinde go¢ etmis hiicreler, siklikla kuyruk uzunluklarina gore smiflandirilarak

ayirt edilebilmektedir (Sekil I1.9).

.

Sekil I1.9. Comet testi ile farkli seviyelerde hasara ugramis DNA’larin goriintiileri. 0-hasarsiz DNA;
I-¢ok az hasarlanmis DNA; II-az hasarlanmis DNA; III-hasarlanmig DNA;
IV- tiimiiyle hasarlanmis DNA (Dikilitas ve Kocyigit, 2009).

Belli bir bolgedeki DNA miktarmnin, o bolgedeki floresans yogunlugu ile
dogru orantili olmas1 6zelliginden yararlanilarak, dijital goriintii sistemlerinde ve
analiz yazilim programlarindaki ilerlemeye paralel olarak daha hassas ve dogru
sonu¢ veren miktar tayini yontemleri gelistirilmistir. Goriintli analiz sistemleri ile

hasar gormiis hiicrelerin bas uzunlugu, bas ve kuyruktaki DNA yiizdesi, kuyruk
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uzunlugu ve kuyruk momenti gibi ¢esitli comet parametreleri dlgiilebilmektedir.
Kuyruk momenti; kuyruk uzunlugu ve kuyruk icindeki toplam DNA oraninin
carpimi olarak tanimlanmaktadir. Bunlar arasinda kuyruk momenti ve kuyruk
uzunlugu en sik kullanilan parametrelerdir (Tice ve ark., 2000; Hartmann ve ark.,

2003) (Tablo IL5).

Tablo I1.5. Comet goriintii analizi programlari ile elde edilebilecek ¢esitli parametreler (Dhawan
Anderson, 2009).

Head DNA Comet bagindaki DNA miktar1

Tail DNA Comet Kuyrugundaki DNA miktar1

% head DNA Comet bagindaki DNA yiizdesi

% tail DNA Comet kuyrugundaki DNA yiizdesi

Head radius Comet baginin yarigapi

Tail length Bas alaninin sag sinirindan kuyruk sonuna kadar dl¢iilen uzunluk
Comet length Basg alaninin sol sinirindan kuyruk sonuna kadar 6l¢iilen uzunluk
Head CoG Bastaki DNA’nin agirlik merkezi

Tail CoG Kuyruktaki DNA’nin agirlik merkezi

Tail moment % kuyruk DNA x kuyruk length

Olive tail moment % kuyruk DNA x (kuyruk CoG-head CoG)

Comet testi funguslar, algler, teorik olarak tiim yiiksek bitkiler, deniz
canlilari, bocekler, omurgali hayvanlar ve insanlar iizerinde ¢ok rahat uygulanabilen
onlar1 hem cevre sagligi agisindan izlemede hem de hedef organizmalarin savunma
potansiyelleri ve gelecekteki saglik durumlar1 hakkinda bilgi vermede kullanilan
onemli bir metottur (Gichner ve Plewa 1998; Angelis ve ark., 2000; Menke ve ark.
2001; Dhawan ve ark., 2009). Son yillarda genotoksik ajanlarin bitki kokii ve
yapraklarindaki etkilerinin takibiyle yapilan c¢alismalar hiz kazanmistir. Hemen
hemen tiim bitkiler comet testi i¢in kullanilabilir olmasina ragmen hem kolay temin
edilmesi hem de yetistirme ve hiicre izolasyonu kolayligi bakimindan, patates
(Solanum tuberosum), titiin (Nicotiana tabacum), soya fasiilyesi (Vicia faba), sogan
(Allium cepa) ve Arabidopsis thaliana lizerindeki ¢alismalar literatiirde daha fazla

yer almistir (Gichner ve ark., 2006; Mancini ve ark., 2006; Lin ve ark., 2008).
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Comet teknigi kullanilarak farkli canli gruplari iizerinde ¢esitli maddelerin
genotoksik etkilerini incelemek amaciyla pek cok calisma yapilmistir. Bitkilerde
yapilan calismalardan bazilar1 sdyledir: Gichner ve Plewa (1998) Nicotiana tabacum
bitkilerini 1-8 mM etil metan stilfonat (EMS) ile muamele ettikten sonra, en yiiksek
EMS konsantrayonuna maruz birakilan bitkilerde en fazla DNA hasar1 bulundugunu
tespit etmislerdir. Menke ve ark. (2000) Vicia faba’nin kdk ucu niikleuslar1 N-Metil-
N-nitrosoiire (MNU) genotoksik etkili ajan kullanarak, {ic farkli comet teknigi
protokolii (nétr/ndtr, alkali/nodtr, alkali/alkali) ile karsilastirmali olarak incelemisler
ve bu protokollerden farkli doz-cevap egrileri elde etmislerdir. Gichner (2003) onciil
mutajen o-fenilenidamin (0-PDA) ile muamele edilmis CATI1AS transgenik
hatlardan elde edilen tiitiin koklerinde SP1’dekinden daha yiiksek diizeyde DNA
hasar1 oldugunu gormiistiir. Maluszynka ve Juchimiuk (2005) Crepis capillaris'e
mutajen uygulamasiyla DNA’da hasar meydana getirerek bunlar1 tespit etmek i¢in
Comet analizi, kardes kromatid degisimi ve FISH yontemlerini kullanmislardir.
Zhang ve ark. (2006) mikorhizal bir mantar olan Glomus mossea’nin Vicia faba
iizerinde yasamasinin etkileri ve tarla topragina kontamine olmus agir metallerce
(Cu, Zn, Pb,Cd) tetiklenen toksisite miktarlarmi arastirmuslar ve mikorhizal
bitkilerde DNA hasarmnin yiliksek oldugunu goézlemlemislerdir. Gichner ve ark.
(2008) ise EMS, Cd* ve y-ismnlar1 ile muamele ettikleri Solanum tuberosum L.
bitkisinde indiiklenmis DNA hasarmin artigini ortaya ¢ikarmak i¢in alkali kosullar
altinda Comet analizi yapmislar ve en 1yi doz-cevap egrisinin alkali comet teknigi ile
tespit edildigini gostermislerdir.

Baliklarda yapilan ¢aligmalardan bazilar1 ise su sekilde 6zetlenebilir: Beninca
ve ark. (2012), Camacho ve Santa Marta goliinden topladiklar1 Geophagus
brasiliensis bireylerinden kan ve bobrek doku ornekleri alarak comet testi ve
mikroniikleus testi; kas doku Ornekleri alarak ise asetil kolinesteraz aktivitesi ve
histopatolojik incelemeler yapmislardir. Bu calismada Camacho ve Santa Marta
gollerinin potansiyel genotoksik maddelerce kirlendigi goriilmiis ve kirleticilerin
daha fazla kontrol edilmesi gerektigi ortaya konmustur. Mohanty ve ark. (2011),
Labeo rohita yavrularina farkli konsantrasyonlarda (0,001, 0,002 ve 0,01 ppm) ve
farkli zamanlarda (24, 48, 72 ve 96 saat) organofosforlu bir pestisit olan Phorate
uygulamislar, ortaya c¢ikan genotoksik etkileri hem dokuya 6zgii olarak ve hemde
baliktaki DNA onarim yanitin1 degerlendirmek amaciyla 3 farkli doku sistemi

kullanarak incelemislerdir. Sonuclar Phorate’in potansiyel bir ajan oldugunu, comet
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testinin DNA hasar ve onarimi analizlerinde kullanilabilirligini ve ¢ok hiicreli
hayvanlarda kirleticilere yanitin genellikle dokulara 6zgli olarak gerceklestigini
gostermistir. Morin ve ark. (2011), iki giinliik Oryzias latipes hiicrelerini in vitro
kosullarda model genotoksik ajanlara (hidrojen peroksit, kadminyum ve fluorathane)
maruz birakmig ve sonuglari comet testi ile incelenmislerdir. Veriler kontrol grubuyla
karsilastirildiginda hiicrelerin DNA hasarlarinda artis tespit edilmistir. Bu ¢alismada,
embriyo asamasmdaki medeka hiicrelerinin DNA iizerinde hasar yarattig1 bilinen
ajanlara yanit verdigi ve comet testinin bu hasarlar1 tespitinde kullanilabilir bir test
sistemi oldugu gosterilmistir. Sponchiado ve ark. (2011), Oreochromis niloticus
bireylerini farkli doz ve siirelerde 17 B-estradiol’e maruz birakarak ortaya ¢ikan
genotoksik hasar1 mikroniikleus testi, niiklear anormaliklerin degerlendirilmesi ve
comet testi ile incelemislerdir. Elde edilen sonuclara gore 17 [-estradiol’iin
genotoksik potansiyeli siireye bagli olarak farklhilik gdstermistir. Calisma ile 17 B-
estradiol hem akut hemde kronik maruziyetlerde klastojenik kimyasal kirletici olarak
kabul edilmesi gerektigi gosterilmis, mikroniikleus, niiklear anormallikler ve comet
testlerinin bir arada kullanilmasiyla litre basma 1 nanogramlik 17 B-estradiol’un
genotoksik etkilerinin tespitinde uygun ve yararli oldugu tespit edilmistir. Ghisi ve
ark. (2011), caligmalarinda da fipronil insektisitine 60 giin slireyle maruz kalan
Rhamdia quelen bireyleri kullanarak ortaya c¢ikan genotoksik hasari comet, MN ve
niikleer morfolojik anormallik testi ile incelemislerdir. Sadece fipronilin en yiliksek
konsantrasyonunda eritrositlerde DNA hasar1 gozlenirken, bu konsantrasyonlarin hi¢
biri solungac¢ hiicrelerinde DNA hasar1 olusturmak i¢in yeterli olmamistir. Bu
sonuclar R.quelen’in biyoindikator olarak kullanilan diger baliklardan daha az hassas
oldugunu gostermistir. Arastiricilar  kullanilan dozlar i¢in segilen testlerin
R.quelen’deki DNA hasarmin tespiti i¢in yeterli olmayabilecegini sdylemis ve
testlerin farkl konsantrasyonlarla tekrar uygulanmasini 6nermislerdir. Ahmed ve ark.
(2011), calismalarinda comet teknigi kullanilarak kursun kloriir ile kirlenmis sularda
yasayan Anabas testudineus balik tiirii izerindeki DNA hasarini incelemislerdir. En
bliyiik DNA hasar1 karacigerde gozlenirken bunu sirasiyla bobrek ve solungag
dokular1 izlemistir. Pereira ve ark. (2010), yaptiklar1 calismada Liza aurata
orneklerini mevsimsel olarak civa ile kontamine olmus Laranjo havzasi ve
kontaminasyonun olmadig1 bilinen referans bolgeden (S.Jancinto) toplamislar ve
baliklardan alinan kan orneklerini comet testi ve apoptotik hiicre siklig1 analiz

yontemleriyle inceleyerek civanin ortaya ¢ikartti§i genotoksik hasar1 incelemislerdir.
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Elde edilen sonuclar Laranjo havzasindaki baliklarda 6l¢iilen DNA hasarmin referans
bolgedeki baliklardan daha fazla oldugunu ve DNA hasarinin mevsimlere bagl
olarak degistinigi gostermistir. Bu calismayla L.aurata tiirii ve comet tekniginin civa
toksisitesinin incelenmesinde hassas ve uygun oldugu tespit edilmistir. Cavas ve
Koénen (2008) Domoic asid’in  Oreochromis niloticus tizerindeki etkilerini,
mikronukleus testi ve comet teknigi uygulayarak incelemisler ve sahip oldugunu
genotoksik potansiyeli gostermislerdir. Ali ve Kumar (2008) Monocrotophos
pesitisidinin Channa punctatus tiirii lizerindeki genotoksik etkilerini izlemis ve
calismayla baliklarda solungag hiicrelerinin, lenfosit ve bobrek hiicrelerinden daha
hassas oldugunu ve c¢evre biyomonitoring c¢alismalarinda baliklarin model
organizmalar oldugunu gdostermislerdir. Bony ve ark. (2008) iiziim baglarinda
kullanilan  pestisitlerin ~ alan  c¢aligmalar1  ve  mesocosm  kosullarindaki
genotoksisitelerini inceleyerek, calismanin sonunda bag tedavisinde kullanilan
pestisitlerden 6zellikle Diuron ve Azoxystrobinlerin, alan ve laboratuvar
calismalarinda gercekei cevresel pestisit konsantrasyonlarinin genotoksik bir tehdit
unsuru oldugunu goézlemlemislerdir. Ventura ve ark. (2008) kirsal sucul ortamlarda
genis kullanima sahip olan Atrazine herbisidiyle yaptiklar1 analizlerde, bu
herbisitinin uygulandig1 topraklara yakin su kaynaklarina karisabilmesiyle sucul

ekosistemi olumsuz olarak etkileyebilecegi sonucunu bulmuslardir.
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BOLUM III

TEZ CALISMALARI

Bu tez calismasinda zirai miicadelede pestisit olarak kullanilan CPF’in
bitkilerdeki genotoksik etkilerini incelemek amaciyla Hordeum vulgare L.

baliklardaki etkiler i¢in ise Danio rerio H. materyal olarak kullanildi.

IIL.1. Chlorpyrifos

Bu ¢aligmada kullanilan ve litrede 480 g saf Chlorpyrifos-etil iceren Dursban
pestisiti ticari olarak temin edildi. Arpa bitkisi i¢in ekin kambur bocegi ve hububat
hortumlu bocegi ile miicadelede kullanilan dozlar ve bunlarin alt ve {ist dozlar1 tercih
edilerek sivi besin ortaminda bitkiye uygulandi. Zebra balig1 icin ise ilgili literatiir
esliginde CPF’in dogada karsilasilan dozu ve bu dozun alt dozlarinda pestisit

uygulamasi akvaryum suyunda gerceklestirildi.

I11.1. Hordeum vulgare L.

Bu tez calismasinda CPF’in genotoksik etkilerini incelemek amaciyla Ankara
Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’niin tescil ettirdigi arpa bitkisi (Hordeum
vulgare L.) Cetin 2000 c¢esidi kullanildi. Alt1 swrali yemlik arpa ¢esidi olan Cetin
2000’nin arpa ekim alanlarindaki pay1 % 0.6’dir ve yaklasik 57000 ton iretim ile
iilke ekonomosine yilda 15 milyon TL katkida bulunmaktadir. Cetin 2000 ¢esidinin
genel Ozellikleri ve arpa bitkisinin sistematikteki yeri Sekil 1II.1.°de ve Tablo
III.1.°de verildi.
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Alem : Plantae

Sube : Angiospermae
Simif : Monocotyledoneae
Takim : Poales

Familya : Graminea

Alt : Pooideae

familya

Cins : Hordeum

Tiir : Hordeum vulgare L.

Sekil II1.1. Arpa bitkisi (Hordeum vulgare L.) nin sistematikteki yeri.

Tablo I1I1.1. Calismada kullanilan Arpa ¢esidi Cetin 2000’in genel dzellikleri.

Genel ozellikleri

Sira sayisi

Alt1 siralh

Kilgik Kilgikli

Basak tipi Genis ve uzun basakl
Dane rengi Beyaz

Yaprak tipi Genis ve koyu yaprakli
Boy (cm) 95-110

Yatma Dayanikl
Kardeslenme kapasitesi Yiiksek

Verim ozellikleri

Destek sulu kosullarda 600-750 kg/da

Bintane agirh (g)

38-40 g

Protein oram

% 11-13

Hastahk ve zararh durumu

Arpa yaprak lekesi, Arpa ¢izgili yaprak lekesi ve Kar kiifii

hastaliklarina dayaniklidir.
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111.2. Danio rerio
Bu tez ¢aligmasinda CPF’in pestisitinin genotoksik etkilerinin incelenmesi
amaciyla Danio rerio kullanildi. Zebra baligmin sistematikteki yeri Sekil 111.2°de

verildi.

Alem Animalia

Sube Chordata

Simif Actinopterygii

Takim  Cypriniformes

Familya Cyprinidae
Cins Danio

Tiir Danio rerio

Sekil II1.2. Zebra baligmin (Danio rerio) sistematikteki yeri.

I11.3. COMET TESTI HAZIRLIKLARI
Bu tez calismasinda CPF’in in vitro genotoksik etkileri comet testi ile
incelendi. Comet testinde yer alan adimlarin ilkini kullanilacak lamlarm hazirhigi

(Tablo III.2) olusturur.
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Tablo I11.2. Yiiksek ve diisiik kaynama dereceli agarozlarin igerik ve hazirlaniglari.

Icerik Hazirlamsi
Yiiksek kaynama dereceli | 0,65 g HMA 0,65 g HMA 100 ml dH,O
agaroz (HMA) icerisinde mikrodalga firinda
100 ml distile su (dH,0)
¢Oziilir. Lamlarin
kaplanmasinda kullanilir.
Diisiik kaynama  dereceli | 0,65 g LMA 0,65 g LMA 100 ml PBS

agaroz (LMA)

100 ml Fosfat tamponu

(PBS)

icerisinde mikrodalga firinda
¢ozilir. Hazirlandiktan
sonra kullanilana kadar 37
°C’ de bekletilir.

Comet testinin diger adimlarinda kullanilan diger soliisyonlar ve igerikleri ise

Tablo I11.3.’de verildi.
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Tablo I11.3. Comet testinde kullanilan soliisyonlar, igerikleri ve hazirlaniglart.

800 ml distile su

igerik (1000 ml) Katalog no Hazirlamisi
Stok 2,5M NaCl 146,1 g S7653-1KG Icerik 700 ml dH,O ile
karigtirilir. 10 M’lik NaOH
100mM EDTA 37,2 g E5134-500G ile ¢dzeltinin pH’st 10
10 mM Tris baz 1,2 g T5941-500G | Yapihr ve distile su ile 890
ml’ye tamamlanir. +4°C’de
k2 kullanilincaya kadar
3 saklanir.
2 Calisma 890 ml lizis stok soliisyonu .
3 Cozeltisi Igerik karigtirilir, olugan
100 ml kopiigiin giderilmesi i¢in en
Dimetilsiilfoksit(DMSO) az yarim saat buzdolabinda
K40377143 945 | bekletilir.Her deneyden once
10 ml Triton-X taze hazirlanir.
A4975,0100
. Cahsma 0,4 M Tris-HCl 63,04¢g T1378-500G 0,4 M Tris-HCI 63,04¢g ve az
% = | Cozeltisi miktarda dH,O ile ¢o6ziiliir.
g % Ardindan 10M’lik NaOH ile
= :§ pH 7,5 ayarlanir ve dH,O ile
E’ 1000 ml’ ye tamamlanir.
Stok 10N NaOH B612662 619 400g NaOH 1000ml dH,O
200mM EDTA ile ¢oziiliir.
3 14,89 g EDTA 200 ml dH,0
S ile ¢oziiliir.
N
%
:g Cahisma 30 ml 10M NaOH (stok) Icerik alinarak 1000 ml
= Cozeltisi :
= 5 ml 200 mM EDTA (stok) dH,O0 ile hazirlanir. Her
= deneyden once taze olarak
hazirlanir.
Stok 200 mg EtBr E5134-500G
200 mg EtBr 1000 ml distile
(10 X) 1000 ml distile su L R
su igerisinde ¢oziiliir.
- Cozelti sisesi +4°C’ de
k= karanlikta saklanir.
S
Q
@
«
= Cahsma 200 ml stok EtBr ¢ozeltisi Mikrosantrifiyj tiipi
<
z Cozeltisi
[=2]

igerisinde, 200 ml stok EtBr
¢ozeltisi, 800 ml distile suya
eklenerek Vorteks ile

karistirilir.
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Bu tez ¢alismasinda izlenecek calisma programi Sekil 111.3.’de 6zetlenmistir.

Organofosforlu Pestisitlerin Arpa Bitkisi (Hordeum vulgare L.) ve Zebra Baligi (Danio
rerio) lizerindeki in vitro Genotoksik Etkilerinin Comet Testi ile Arastirilmasi

l l

Bitki materyali olan arpanin kontrollii Balik materyali olan zebra baliginin
sartlarda yetistirilmesi laboratuvar ortamina alistiriimasi
Bitkilere uygun doz ve siirelerde pestisit Baliklara uygun doz ve siirelerde pestisit
uygulanmasi uygulanmasi

Bitki yapraklarindan niikleus izolasyonu Balik kanindan niikleus izolasyonu

l |

HMA kapli lamlara hiicre-LMA jel karisiminin eklenmesi ve lizis(sadece balikta)

|

Elektroforez soliisyonu iginde ¢dziilme ve elektroforezin gergeklestirilmesi

|

Notralizasyon, boyama, mikroskopta inceleme ve degerlendirme

Sekil II1.3. Bu tez ¢calismasinda bitki ve balikta comet analizi i¢in takip edilen agamalar.
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I14. BITKi MATERYALININ HAZIRLANMASI VE PESTISIT
UYGULANMASI
I11.4.1.Yiizey Sterilizasyonu
Bitki materyalinin yetistirilmesine ilk olarak tohumlarin se¢imiyle baslandi.
Bunun i¢in tohumlardan birbirlerine yakin boyutlarda ve morfolojik olarak diizgiin

olanlar1 segilerek yiizey sterilizasyonu gerceklestirildi (Sekil. I1I1. 4).

Sekil.II1.4. Yiizey sterilizasyonu ve ¢imlenme.

Sterilizasyon i¢in ilk olarak tohumlar % 70’lik alkol ile ¢alkalanip 3 kez steril
distile su ile yikandiktan sonra %10’luk ticari ¢amasir suyunda (sodyum hipoklorit)
15 dakika bekletilerek 7 kez steril distile su ile yikandi (Sekil.lll.4.A). Bu
asamalardan gegirilen tohumlar, steril petriler (14 cm) i¢indeki filtre kagitlarma
yerlestirilerek aliiminyum folyo ile sarildi ve 24 saat siireyle karanlikta bekletildi.
Cimlenme siiresince iklimlendirme odasinda 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik ve
24°C fotoperiyot kosullarinda tutulan Orneklerin (Sekil.Ill.4.B ve C) daha sonra

¢imlenme ylizdeleri hesaplandi.

I11.4.2. Bitkilerin Yetistirilmesi

Cimlenerek 5-6 cm boyutuna ulasan Ornekler pestisit uygulamasi amaciyla
kullanilmak tizere gerekli makro ve mikro besin elementlerini iceren Hoagland
soliisyonunda (Hoagland ve Arnon, 1950) iki hafta siireyle tutuldular. Beklenen siire
sonunda yaprak boylar1 yaklasik 20 cm’ye ulasan fideler Comet testi i¢in materyal

olarak kullanildilar.
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Pestisit uygulamalarinda kullanilan Hoagland besin ¢6zeltisi, makro element,
mikro element ve demir etilen diamin tetra asetik asit (FeEEDTA) soliisyonlariin bir

karisimi olarak 10 X konsantrasyonunda hazirlandi (Tablo III. 4).

Tablo I11.4. Hoagland ¢6zeltisi bilesenleri ve katalog numaralari

Bilesen Miktar (g) Katalog no
K,SO4 157¢g 1051511000
KH,PO, 27 g 1048715000
Makro Besin
Elementleri MgS0O,4.7H,0O 240 g 1058822500
Ca(NOs),.4H,0 | 4723 ¢ 1021210500
KClI 0.0746 g 1049371000
H;BO; 0.124 g 1001605000
MnSO, 0.066 g 1059991000
Mikro Besin
Elementleri CuS0,.5H,0 0.100 g 1027871000
NHsMo 0.048 g A1343-100G
ZnS0O,4.7H,0 0.1553 g 70635-500G
Stok FeEDTA 36.5¢g E6760-500G
Iyonlarin Hoagland ¢ézeltisi icindeki son konsantrasyonlari:
Ca™ (2 mM), Mn" (10° M), Bo (10 M), (NO5)" (4 mM), Cu™ (2.107 M), Mg"™
(1 mM), NH4 (10 M), K™ (2 mM), Zn™* (10° M), P* (0.2 mM), Fe”* (10™* M)

Stok makro ¢ozeltisi (10X/L):Tablo 111.4.’de verilen kimyasal maddeler siras1
ile saf suda coziilerek son hacmi 2 litreye tamamlanan stok makro ¢dzeltisi oda

sicakliginda saklandi.

Stok mikro c¢ozeltisi (1X/L):Tablo II1.4.’deki bilesenler 1 litre saf suda
coziilerek stok mikro besin ¢6zeltisi hazirlandi. Bu stogun 50 ml’si, hazirlanan her
10 X/ 10litre makro stok soliisyonuna ilave edilerek Hoagland calisma soliisyonu

kullanima hazir hale getirildi.
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Stok FeEDTA ¢ozeltisi (1000X/L): 36.5 g FeEDTA 1 litre saf suda ¢oziilerek
hazirlandi. Kullanim 6ncesi 1 X/1 litre Hoagland ¢ozeltisine 1 ml stok FEEDTA’dan

ilave edildi.

Hoagland ¢alisma ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Calisma ¢ozeltisi olarak 1 litre
Hoagland ¢ozeltisi hazirlamak icin stok makro ¢ozeltisi (10x/litre) 0.5 X oraninda
sulandirilip 500 ml alindi. Uzerine stok mikro ¢dzeltisinden 5 ml ve 1 ml stok

FeEDTA karistirilarak distile su ile 1 litreye tamamlanda.

I11.4.3. Arpa fidelerine pestisit uygulanmasi

Iki haftalik arpa fidelerine zirai miicadelede arpa zararhlar1 hububat hortumlu
bocegi ve ekin kambur bocegine karsi Onerilen dozlar ile bu dozlarmn altindaki ve
iizerindeki degerleri ifade eden 5 ml/L, 10 ml/L, 20 ml/L ve 40 ml/ L seklinde CPF
uygulamasi yapildi. Calismamizin basinda CPF uygulamalar1 i¢in akut toksisite
sireleri olarak literatiirde belirtilen 24., 48., 72. ve 96. saatlerde dozlara bagl bir
inceleme yapilmasi planladi. Fakat yaptigimiz 6n denemelerde arpa bitkisinin higbir
dozunda belirtilen saatlerde genotoksik hasar tespit edilemedi. Yapilan literatiir
incelemesi sonucunda Jovtchev ve ark. (2001) arpa da comet uygulamalar1 i¢in
ozellikle yaprak dokusu i¢in 18 saat, kok dokusu i¢in 2 saati Onermislerdir. Bu
nedenle daha kisa siireli uygulamalar yapilmak iizere siireler 6, 12 ve 18 saat olarak
ilgili literatiir 1s181nda yeniden diizenlendi.

Pestisit uygulamasi, plastik 15 ml’lik santrifiij tiipleri igerisine bitkileri
yetistirmede kullanilan Hoagland soliisyonu ve uygun miktardaki pestisit koyularak
gerceklestirildi. Buna ek olarak negatif ve pozitif kontrol gruplar1 olusturuldu. Her
grup icin 5 tohumdan elde edilen uygun biiyiikliikteki bitkiler kullanildi. Uygulama
yapilan bitkilerden 6., 12. ve 18. saatlerde 0,4 g yaprak ornekleri alindi. Tiim doz ve
saatler i¢cin ayr1 ayr1 alinan yaprak 6rneklerinden izole edilen niikleuslar Comet testi

ile incelendi.

I11.4.4. Arpa fidelerine negatif ve pozitif kontrol uygulamasi

Negatif kontrol olarak Hoagland c¢ozeltisinde yetistirilen saglikli arpa
fidelerinden alman yaprak ornekleri, pozitif kontrol olarak ise genotoksik bir ajan
olan % 0,1 ‘lik H,O, iceren Hoagland soliisyonunda bekletilen (18 saat) fidelere ait

yaprak ornekleri kullanildi.
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III.5. BALIK MATERYALININ LABORATUVAR ORTAMINA
ALISTIRILMASI ve PESTiSiT UYGULANMASI

I1L.5.1. Baliklarin laboratuvar ortamina alistirilmasi

Ticari olarak satilan Zebra baliklari, pestisit uygulamasindan bir hafta 6nce
temin edilerek laboratuvar kosullarma alistirilmasi saglandi. Zebra baliklar1 daha
onceden dekloronize edilmis ve karbon filtreden gegirilmis sehir suyu kullanilarak
hazirlanan akvaryumlara (100 L) koyuldu. Akvaryum sicakligi 24°C ve pH’1 7,5
olarak ayarlandi. Baliklar giinde 1 kez pul yem ile beslendi ve 14 saat aydmnlik / 10
saat karanlik fotoperiyodu uygulandi. Deney baslamadan 1 giin 6nce ve deney
stiresince baliklar1 besleme islemi durduruldu. Tiim deney siiresinde suya ait fiziksel
ve kimyasal 6lgtimler gergeklestirildi.

I11.5.2. Baliklara pestisit uygulanmasi

Laboratuvara alistirilan zebra baliklarina pestisit uygulamasi i¢cin 10 litrelik
cam akvaryumlarda doz basma 10 balik olacak sekilde akvaryum kosullar1 saglandi.
Calismada kullanilan baliklarin tiimii birbirine yakin boy ve agirliktaki bireylerden
sec¢ildi. Uygulama yapilan zebra baliklarinin total boyu 4,7 = 0,1 cm ve ortalama
agirhigi 0,72 = 0,1 g. olarak Slgiildii.

Baliklara uygulanan CPF dozu literatiir 15181nda dogada karsilasilan dozlar
baz alinarak yapilan ¢esitli denemeler sonucunda 10pg/L, 20pg/L, 40 pg/L ve
60ug/L olarak belirlendi (Tilton ve ark., 2011). Pestisit uygulamasi i¢in 10 It
akvaryum suyuna uygun miktardaki pestisit karistirilarak baliklarda meydana gelen
davranis degisiklikleri izlendi ve her doza ait gruplardan 24., 48., 72. ve 96. saatlarde
heparinize siringa ile kan 6rnekleri alinarak Comet testi ile incelendi.

I11.5.3. Baliklarda negatif ve pozitif kontrol gruplarmin olusturulmasi

Negatif kontrol olarak saglikli zebra baliklarindan heparinize siringa ile
alman kan 6rnekleri incelendi. Pozitif kontrol amagh olarak ise genotoksik oldugu
bilinen H,O; tercih edildi. Baliklar, % 0,05 olacak sekilde H,O, eklenen akvaryum
suyunda 1 saat boyunca bekletildi ve heparinize siringa ile kanlar1 alinarak incelendi.

Uygulanan H,0O, dozu ve saati 6nceki denemeler sonucunda elde edildi.
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IIL.6. BITKI ve BALIK ORNEKLERINE COMET TEKNIGININ UYGULANMASI

Bu ¢aligmada Chlorpyrifos pestisiti uygulanan arpa bitkileri yaprak dokular1 ve Zebra baligi kanindan izole edilen hiicreler kullanilarak comet testi

ile Chlorpyrifos pestisitinin genotoksik etkileri incelendi (Sekil I11.5). Calismada kullanilan protokol Cavas ve Konen (2007)’ den degistirilerek uygulandu.

Sekil IIL.5.A; - A, : Arpa drnegi ve yapraklardan nukleus izolasyonu.

Sekil II1.5.B, - B, : Balik 6rnegi ve kan alinmasini takiben nukleus izalasyonu.

Her doz ve saat igin 6 mm’lik steril soguk petriler igerisine
0,4g arpa yapragr ve 400 pL soguk Tris tampon ¢ozeltisi
konuldu, keskin jiletler yardimiyla yapraklar parcalandi. islem
los 1sikta ve buzda gergeklestirildi. Elde edien siispansiyon
mikrosantrifiij tiipiine alindi ve 10 dakika buzda bekletilerek
hiicrelerin ¢okmesi saglandi.

Her doz ve saat icin 10 pL kan Ornegi almarak 1000 pL PBS igerisinde
¢oziildii, elde edilen hiicre siispansiyonu 10 dakika buz icerisinde bekletilerek
hiicrelerin ¢okmesi saglandi.
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Sekil II1.5.” in devamu.

Sekil IIL.5. C : Hiicre siispansiyonu ile
LMA’nin karigtirilmasi.
Bu hiicre siispansiyonundan;

bitkide, dip kismma yakin olacak
sekilde 200 pl almnarak, esit
hacimdeki sivi LMA (%0,65),
balikta ise, yine dip kismma yakin
olacak sekilde 60 ul alinarak, 200
pl  sivi LMA  (%0,65) ile
pipetasyon yapilarak lyice

karigtirlir.

Sekil IIL.5. D : HMA kapli lamlara
hiicre  siispansiyonu

yayilmast.
Olusan karisimdan, bitkide 100
pl, balikta 75  pl almnarak,
mikropipet ve lamel yardimyla,
daha 6nceden HMA (%0,65) ile
kaplanmig lamlar {izerine yayildi
ve lamel ile kaptildi. Lamlar
LMA’nin donmasi amactyla 10

dakika +4°C’de Dbekletildikten

sonra dikkatlice lamelleri

kaldirildi. 40

Sekil IIL.5. E : Lizis asamasi.

Lamelleri kaldirilan lamlar, lizis
soliisyonuna alir. Lizis

isleminde amag, hiicre zarlarinin

ve ortamdaki kalintilarin
uzaklagmasini saglamaktir.
Bitkide,  yapraklardan  hiicre

izolasyonu sirasinda, yapraklar
jilet yardimiyla kesildiginden lizis

islemine ihtiya¢ duyulmamaktadir.

Sekil IIL.5. F : DNA sarmalmin

¢ozilmesi
Lizis sonrast DNA
sarmalinin  ¢ozlinmesinin
gergeklesmesi  igin 20
dakika sale igerisinde soguk
elektroforez calisma

soliisyonunda bekletildi.



Sekil IIL.5.” in devamu.

Sekil IIL.5. G : Elektroforez asamast.

Coziinme isleminin ardindan lamlar,
elektroforez tankmma  (SCIE PLAS-
Comet-02) almarak, 30 dakika 15V
300 mA’de elektroforez geceklestirildi.

Sekil.IIL.5. Arpa bitkisi ve Zebra baligina Comet testinin uygulanmasi.

Sekil IIL.5. H : Notralizasyon agamasi.

Soguk Tris tampon soliisyonu
icerisinde, S’er dakika, 3 kez
degistirilerek notralizasyon islemi

gergeklestirildi.
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Sekil IIL.5. I : Preparatlarin boyanmast ve
comet goriintiilerin elde edilmesi.

Bu islem sonrasinda her preparat
floresan renk vermesi i¢in 80 pl etidyum
bromid ¢alisma ¢oOzeltisi damlatilarak
lamelle kapatildi ve iyice boyanmasi i¢in
bir ka¢ dakika bekletilirek floresan
mikroskop (Olympus BXS51) altinda

incelendi.



I11.6.1. Comet Goriintiilerinin Degerlendirilmesi

Comet testi prokoliine gore boyanan lamlar floresan mikroskop altinda
incelenerek hasarli ya da hasarsiz niikleus resimleri elde edildi. Her doz ve saat i¢in 2
preparat hazirlanarak toplam 50 hiicre sayildi. Floresan mikroskopta resimleri
cekilen hiicreler Comet analizi icin BAB Bs Comet Goériintii Isleme ve analiz

yazilimi yardimiyla agagidaki basamaklar izlenerek incelendi.

1. Yeni klasor olusturulmast
Program, islem yapilacak pencere ve Data listesi olarak agilmaktadir (Sekil
I11.6). Oncelikle veritabani listesi olusturulmak iizere yeni bir klasér olusturulur.

Olusturulan bu klasor segildiginde eld edilen 6lgiimlerin verileri bu dosya igerisinde

depolanir.

- Bs200Pro BsComet Giriintii lsleme v Analizi Yazihm

Control | Test | CokluKomet Analiz Ve Taban stesi | Ayariar |

ﬂDBui;?u%%"\-ﬂﬁmnia@xe\é.!iii TSSO 4 m P
DZ NN 002 [—Z—= [Ooes -/ E-1H vilim 2 b E L

Ve Tabary Adi2fish1 0CPFmk24H Yerl osi Sog-

-~ BAD Bs200ProP EEX g :
ct 3

3| Ve B

[~ Murbe I [Fiane | |Hstogam [RGB ]
Dataae
ki 5000 Name [BAB

-

www.bab.com.tr
a0 NewManual| AutoComel | Daz |

CornetMeanl | HesdDiamater| Headlery

PINELS Hame

Sekil I11.6. BAB Bs Comet Goriintii isleme ve analiz yazilimi islem yapilacak pencere ve data

listesi.
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2. Objektif secimi
Analiz islemi i¢in “Coklu Comet analizi” penceresi kullanilmaktadir. ik adim

olarak objektif secimi yapilir (20X, 40X gibi). Daha sonra bilgisayarda kayitl olan

dosyadan goriintiiler ¢agrilir ve iglerinden analizi yapilacak olanlar segilir (Sekil

111.7).

-+ Bs200Pro BsComet Garilntii Ijleme ve Analizi Yazihm: l| * Bs Comet Assay

e DpE XIH DI W TEAA 28 PRS0 @ m P
HZ NN [2]ivs) [—2—= [Otes =] H wiitim 5 bWE L

Contiol | Tewt  GokluKomet Analiz | Veri T abar lstesi | Ayarar |

Cp1-10mg-24hlpg A =
Chi0ma 241Dy B

Cp1-10mg-24h11ipg =

Cp-1-10mg-24h 14 pg i
Cp1-10mg-24h15.pg
r1-1Mmn-Pdh-1Rina ¥ a

Red[0 | ElS
Geen0 [
Bue0 I | objective | =

00x
‘ AndeSaps O 4 10x

I~ Number || Frame. I~ IHistogram  [AiGH
DataBase ) L

KGy [5000 Name [BAB

Objektif secimi

Yeni Is

www.bab.com.tr

Data

533][152] RGB 131 193 30

[ [B]%]

Scalelrit_[Name Cometérea | CometLength| CometH eight] Comelntensiy| Cometheani| HeadDiamete HeadLen:

Sekil ITL7. ik adim olarak cahsilacak olan objektifin segilmesi.

3. Comet olciimlerinin yapilmasti

Analizi yapilacak goriintiiniin lizerine fare ile tiklanarak goriinti islem
yapilmak {izere ekrana c¢agrilir. Goriintii iizerinde agilan kare incelenecek olan
hiicrelerin iizerine getirilir. Hiicrelerin bas ve kuyruk ¢ergeveleri renk ayar1 kismi ile
belirlenir. Yapilan bu ince ayarin ardindan hiicrelerin ¢evrelerinde bulunan
artefaktlarin silinmesi ve birbirine yapisik hiicrelerin birbirinden ayrilmasi ig¢in “Obje
diizen” meniisii kullanilir (Sekil 111.8). Boylece analiz edilecek olan hiicre tek ve
cevresindeki kirliliklerden arindirilmis hale getirilir. Fare ile 6l¢iimii yapilacak olan

hiicre iizerinde sag tiklanarak 6l¢tim yapilir (Sekil I11.9).
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B ® ||

| New Obje
sDpE dXbBCBEWTEOAS alf mxEe @ m ? & ﬂj‘wlﬁ_ﬂ;
= = = = = i B0 =
~= BAB Bs200ProP ;gljﬁ'md J

Narne MagicName 9 3
Limk[5 &

Tolerance 0,3

)

[~ Manual Select
Re

Moo
Gieen |0 L EE 3
Bue0 —JE < objective [20x =

Obje diizen mendisii ile

artefaktlarm silinmesi e 0 it
F il e ™ Hatogem [FG8 <]
DataBase
KGy {5000 Name [648
o Mew Manual AuteComet |

Obje Diizen

Demol

Demo2

Demo3

Demod

Demo5

Demo§

Demo?

Demo8

[128]235] RGB90 7 1

Sekil I11.8.0bje diizen meniisii ile artefaktlarin silinmesi.

HES

Control | Test  CokluKomet Analiz | Veri T aban istesi | Ayartar |

Cp210mg20h 32800 & | (=) |
Cp210mg 24k 33 800
Cp210mg24h:34 800 5
Cp210mg24h:35_800

Ded SXRRTEWTEOA S &l vx@8@ 4 v P
ALY 00 & —al—= Ot - EEEE-IE Pitim 2 AhEL

= BAB Bs200ProP Cp-2-10mg-24h-36_800
Cp-210mg 24 2
0|
Comet Selection F le s -
— are lle e
Colous [ -] Pen [N - <
red[70 -l o
! ~ i Yeni ig

Green0 =
sue[0 S <1 Ovjective [20x =l

| Aosops O Admpdm

[~ Mumber [ Frame I Hstogram  [RGE ~|

DaisBase
kiay /5000 Name [BAB

Q0 Newbianusl| AutoComel J Dxa |

Demol

Demo2

Demol

Demod

Demo5

Demob

Demo?

Demol

[796][431] RGB20 9 7 Pixel

Sekil II1.9. Comet 6l¢limiiniin yapilmasi.
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4. Data listesi ve veri eklenmesi

Analizi yapilan goriintiideki hiicrelerin 6l¢iim degerleri “Veri ekle” sekmesi

ile daha 6nceden sectigimiz dosya igerisine data olarak eklenir (Sekil.II1.10).

h""wfm i Rlarmia 4 4 nalist Waraten

L [

& D E=H

P T ————

&T' B ' P

DEpRCTE W TS A P& 4 m P

Cp-2-10mg-24h 32,

Cp-2-10mg-24h 33

Conticl| Text  Gaklu KometAnaliz | Veri Tabary istesi | Aparar |

800 A | 2 [
o’ Bl

_; ¥
El
i 0
% Comet Selection
Colous [0 ~|  Pen I ~] 5
Red[0 (> Yeni ig
Green ’ﬂ_ﬂ- =3 j
ey M= S obeanefox -
- 0 AdmAdm v

DataBase

I~ Histogram [RGB =l

kGy [5000

OO Hewonusl |

Name [BAB

AuteComer |

~« Data List
Dosya Rapor FilreTptal Kopyala Renk ik

Obje Diizen

[ [FiteName SECTIONNAME|SCALEUNIT|COLOUR _ |NO CometAres

[790)[246] RGB27 9 7

<

Comellength| CometH eight| Col

QLR Aizalan/éitan || Veri Biesgti |

MicroMeter um Fileflame

Sekil IT1.10. Olgiim degerlerine gére verilerin klasoére eklenmesi.
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5. Verilerin istatistiginin yapilmast
Data listesi lizerinde mevcut olan parametrelerden (Comet uzunlugu, Comet

alani, Kuyruk momenti, Kuyruk uzunlugu gibi) herhangi birine sag tiklanip “Tim

istatistik” secilerek analizin biitiin parametrelerinin istatistiksel verileri elde edilir

(Sekil IIL.11),

== zfish10mik24H.DB
Dosya Rapor Fitrelptal Kopyala Renk Ck

Veri Satn S

Mumesik Siniflands

Objeden Objeye

Bask Onizleme
Aricmetik

m Srals
Filre:

Etiketle

Obie Igi

Sekil I11.11. Data listesi ve tiim istatistik yapilmasi.
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BOLUM IV

SONUCLAR ve TARTISMA

IV.1. PESTIiSIiT UYGULAMASI

IV.1.1. Bitkilere (Hordeum vulgare L.) Chlorpyrifos (CPF) uygulanmasi

Bu calismada; farkli konsantrasyonlardaki CPF (5 ml/L, 10 ml/L, 20 ml/L ve
40 ml/L), negatif kontrol (CPF 0, Hoagland soliisyonu) ve pozitif kontrol (% 0.1
H,0; iceren Hoagland soliisyonu) ile birlikte iki haftalik arpa fidelerine uygulandu.

Uygun fotoperiyotta (16 saat aydinlik/8 saat karanlik) ve oda sicakliginda
gerceklestirilen tiim CPF dozlarma ait Orneklemeler 6., 12. ve 18. saatlerde
gerceklestirildi. CPF, yiiksek alkali kosullarda hizli bir sekilde bozunarak etkisini
yitirdiginden, uygulamalar siiresince besiyerlerinin pH, sicaklik ve elektrik
iletkenlikleri kontrol edildi ve tiim parametrelerde 6nemli bir degisikligin olmadig1
gozlendi (Sekil IV.1). Kuter (1994) ve Kaya (2002) tarafindan bildirilen CPF’in
hidroliz oraninin asidik ve notral sularda sabit oldugu yoniindeki bilgi bu ¢alismanin

sonucu ile uyumlu oldugu goriildii.

7
6 ‘M—
5 /
%. 4 >—>5
3 =10
2 20
1 40
0
0. saat 6.saat  12.saat 18.saat
Uygulama siiresi

Sekil IV.1. Arpa fidelerine CPF uygulanmasi sirasinda pH’ da

meydana gelen degisimler.
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Ayni sekilde sicaklik artigina bagli CPF’in bozunmasini engellemek amaciyla
sabit sicaklikta gerceklestirilen ¢alismamizda elektriksel iletkenlikte de belirli bir
degisikligin olmamasi1 CPF’in bozunmaya ugramadigini géstermektedir (Sekil IV.2).

600
~ 500
S
B0 400 - K
s ——5
=< 300
2 e=fll= 10
2
-E 200 20
=
= ——
= 100 40
0
0.saat 6.saat 12.saat 18. saat
Uygulama siiresi

Sekil IV.2. Arpa fidelerine CPF uygulanmasi sirasinda elektrik iletkendiliginde

meydana gelen degisimler.

Genotoksik ajanlara maruz kalmis organizmalarda bazi biyolojik siirecler
olumsuz etkilenir. Biiyiimenin durmas1 protein ve niikleik asit igeriklerinde artma
veya azalma, Onemli enzimlerin inhibe olmasi, pigment igerigindeki degisim,
DNA’da hasar veya mutasyonlarin olugsmas1 genotoksik ajanlarin etkisiyle bitkilerde
olusabilecek bazi Onemli biyolojik cevaplardir (Cenkci ve ark., 2010). Deney
stiresince farkli dozlardaki CPF ve % 0,1 lik H,O, (pozitif kontrol) uygulamalaria
bagl olarak yaprak dokularinda kismi sararmalar morfolojik olarak gozlemlendi

(Sekil IV.3).
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Sekil IV.3. Arpa fidelerine farkli doz ve siirelerde CPF ve pozitif kontrol olarak % 0.1 H,O,

uygulanmasi sonucunda yapraklarda meydana gelen sararmalar. A:Negatif kontrol
B: Pozitif kontrol C: 5 ml/L CPF 6. sa D: 5 ml/L CPF 12. sa E: 5 ml/L CPF 18. sa
F: 10 ml/L CPF 6. sa G: 10 ml/L CPF 12. sa H: 10 ml/L CPF 18. sa I: 20 ml/L
CPF 6. sa J:20 ml/L CPF 12. sa K: 20 ml/L CPF 18. sa L: 40 ml/L CPF 6. sa

M:40 ml/L CPF 12. sa N: 40 ml/L CPF 18. sa
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IV.1.2. Baliklara (Danio rerio) Chlorpyrifos (CPF) uygulanmasi

Calismada kullanilan baliklarin tiimii birbirine yakin boy (ortalama total boyu
4,7+0,1 cm) ve agirliktaki (ortalama agirlig1 0,72+0,1 g) bireylerden secildi, negatif
kontrol (CPF 0 akvaryum suyu), pozitif kontrol (% 0,5 H,O, iceren akvaryum
suyunda 1 saat siireyle) ve farkli konsantrasyonlarda CPF (10 pg/L, 20 pg/L, 40 pg/L
ve 60 ug/L) Zebra baliklarina uygun fotoperiyot ve sabit sicaklik (18’ C) kosullarinda
uygulandi (n=5). Her doza ait gruplardan 24., 48., 72. ve 96. saatlerdeki ve kontrol
gruplarindaki baliklardan kan 6rnekleri alinarak comet testi ile incelendi.

Pestisit uygulamasi boyunca baliklarda meydana gelen davranis degisiklikleri
izlendi. Tilton ve arkadaslar1 (2011) zebra baliklartyla yaptiklar1 bir ¢alismada
norotoksik olduklar1 bilinen bakir kloriir, CPF ve her ikisinin karisimini kullanarak
yiizme davraniglarin1 incelemis ve en yliksek CPF dozunda (0,6uM) zebra
baliklarmin aktif yiizme oranlarinda azalma gozlemlemislerdir. Bu c¢alismada da
yiiksek dozda pestisit uygulamasi yapilan gruplarda (40 ug/L ve 60 pg/L) yiizme ve
davranis bozukluklar1 (dibe ¢cokme) gézlemlendi.

Pestisit uygulamasindan sonra ve deney siiresince her giin akvaryum sularmin
pH ve elektrik iletkenlikleri 6l¢iildii ve bitki uygulamasinda oldugu gibi 6nemli bir
degisikligin olmadig1 gozlendi. Zebra baliklarindaki bu sonuclar, Kuter (1994) ve
Kaya (2002) tarafindan bildirilen asidik ve nétral sularda CPF’in hidroliz oraninin

degismedigi yoniindeki bilgiyi destekler nitelikte bulundu (Sekil.IV.4 ve Sekil.IV.5).
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0.saat 24.saat 48.saat 72.saat 96. saat
Uygulama Siiresi

Sekil IV.4. Zebra baliklarina CPF uygulanmasi sirasinda pH’ da meydana gelen

degisimler.
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Sekil IV.5. Zebra baliklarma CPF uygulanmasi sirasinda elektrik iletkenliginde

meydana gelen degisimler.

IV.2. COMET TESTININ UYGULANMASI

IV.2.1. CPF uygunlanmis Hordeum vulgare L. orneklerinde genotoksik

hasarin comet testi ile analizi

Arpa fidelerine ait pozitif, negatif kontroller ile 6., 12. ve 18. saatlerdeki
uygulama gruplarinda (5 ml/L, 10 ml/L, 20 ml/L ve 40 ml/L), genotoksik hasara
bagli olusan ve niikleus disina go¢ etmis DNA profilini yansitan comet olusumlar1
floresan boyama ile gosterildi. Elde edilen comet goriintiileri incelendiginde pozitif
kontrol grubunda (Sekil IV.6 B) negatif kontrolle karsilastirildiginda (Sekil IV.6 A)
belirgin kuyruk yapisi izlendi. Farkli dozlarda CPF uygulama gruplarinda doza ve
zamana bagli olarak gelisen genotoksik hasarn gozle de izlenebildigi tiim sonuglara
ait gorsel comet skorlar1 Sekil IV.6 C-N’da verildi. Elde edilen goriintiiler BAB
BsPro200 bilgisayar programi yardimiyla analiz edilerek sonuglar genotoksisite
calismalarinda iyi bir korelasyon saglayan % DNA kuyruk ve olive kuyruk momenti

parametrelerine gore degerlendirildi.
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Sekil IV.6. Farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde CPF maruziyeti sonucunda arpa bitkisi

hiicrelerinde meydana gelen DNA hasarmin floresan mikroskop goriintiileri.

A:Negatif kontrol B: Pozitif kontrol C: 5 ml/L CPF 6. sa D: 5 ml/L CPF 12. sa
E: 5 ml/L CPF 18. Sa F: 10 ml/L CPF 6. sa G: 10 ml/L CPF 12. sa H: 10 ml/L CPF
18. sa I: 20 mI/L CPF 6. Sa J:20 ml/L CPF 12. sa K: 20 ml/L CPF 18. sa L: 40 ml/L



CPF maruziyetine bagli gelisen ve comet testi ile belirlenen DNA hasar
seviyelerinin, tiim saat ve dozlarda pozitif kontrol grubuna godre oransal olarak
anlaml bir sekilde arttig1 tespit edildi. Buna gore en yiiksek DNA hasar seviyesi
(%DNA kuyruk: 55, Olive kuyruk momenti: 0.36) 6. saatte Sml/L. CPF uygulanmis
arpa orneklerinde belirlendi (p<0,001). Uygulama stiresine bagl olarak 40ml/L CPF
uygulamasi digindaki tiim gruplarda belirlenen DNA hasar seviyesinde azalmanin
oldugu tespit edilidi. 40ml/L CPF uygulamasinda ise 12. saatteki DNA hasar seviyesi
(%DNA kuyruk: 47, Olive kuyruk momenti: 0.29) 6. saatle karsilastirildiginda
(%DNA kuyruk: 39, Olive kuyruk momenti: 0.23) anlamli bir artis oldugu izlendi
(Tablo 1V.1).

Tablo. IV.1. Arpa bitkisinden elde edilen comet goriintiilerinin analizi sonucu % DNA kuyruk ve
olive kuyruk momenti verileri.

Doz Siire %DNA kuyruk Olrizsrﬁ:z:iuk
Negatif kontrol 15 0.19
Pozitif kontrol 18. saat 28 0.25

6. saat 55 0.36
5 ml/L 12.saat 36 0.23
18. saat 35 0.27
6. saat 36 0.24
10 ml/LL 12.saat 30 0.23
18. saat 27 0.21
6. saat 46 0.29
20 ml/L 12.saat 39 0.25
18. saat 27 0.21
6. saat 39 0.23
40 ml/L 12.saat 47 0.29
18. saat 34 0.24
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Uygulama gruplar1 ile negatif kontrol grubu arasindaki ikili karsilastirmalar
Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi ve tiim gruplarda DNA hasarinin CPF
uygulamasi ile dnemli seviyede (p<0.001) tesvik edildigi belirlendi. (Sekil IV.7 ve

IV.8).
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Sekil IV.7. Arpa bitkisinde farkli konsantrasyon ve siirelerde CPF maruziyeti sonucu meydana gelen

DNA hasari oranlar1 (% DNA Kuyruk).
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Sekil IV.8. Arpa bitkisinde farkli konsantrasyon ve siirelerde CPF maruziyeti sonucu meydana gelen

DNA hasar1 oranlar1 (Olive kuyruk momenti) .
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Georgieva ve Stoilov (2008), arpa kok uclarmma farkli dozlarda bleomisin
uygulayarak, comet teknigi ile tek ve c¢ift iplik kiriklarini incelemisler ve tiim
dozlarda doza bagli bir artis gosteren DNA hasarini tespit etmislerdir. Uygulamadan
15 dk sonra olusan hasarda bir azalma tespit etmis, 1. saatin sonunda ise sonra
olusan hasarin % 50’sinin tamir edildigini gézlemlemislerdir. Kullanilan en yiiksek
bleomisin dozunda daha belirgin bir tamir mekanizmasinimn etkili oldugunu
izlemislerdir. Bu tez ¢alismasinda, 18. saat sonunda en yiiksek DNA hasarin1 5 ml/L
CPF (% DNA kuyruk: 35, Olive kuyruk momenti: 0.27) dozunda gézlemledik. Elde
ettigimiz bu veri artan dozda tamir mekanizmasinin daha belirgin oldugu yoniindeki
bilgiyi destekler niteliktedir.

Armalyte ve Zukas (2002), arpa kok meristem niikleuslaria 3000 J/m® ve
6000 J/m” dozlarmda UV uygulayarak olusan DNA hasar1 ve tamir mekanizmasini
comet teknigiyle inceleyerek, artan UV dozuna baglh olarak olusan niikleus
fragmentlerinde artis tespit etmislerdir. UV maruziyeti sonrasinda siispensiyonlari
oda sicakliginda ve karanlikta bekletildikten sonra 2. ve 8. saat sonunda tekrar comet
testi uygulanmis ve her UV dozunda olusan DNA hasarinda azalma goriilmiistiir. 8.
saat sonunda daha yiiksek bir tamir orani ile kargilagsmiglar ve tamir mekanizmasinda
niikleotid ve baz eksizyon mekanizmasinin rol aldigini 6ne siirmiislerdir. Bizim
calismamizin sonuglarinda da CPF uygulamasi sonrasi olusan DNA hasarina ait en
diisiik % DNA kuyruk verileri tiim dozlarin 18. saatinde elde edilmistir.

Jovtchev ve arkadaslar1 (2001), alkilleyici bir ajan olan MNU ile arpa
bitkisini muamele etmisler, yaprak ve kok ucu niikleuslarinda ortaya ¢ikan DNA
hasarmi comet testi ile incelemis ve doza bagl bir artis gézlemlemislerdir. Kok ucu
niikleuslarinda 6. saatten, yaprak niikleuslarinda ise 18. saatten itibaren DNA go¢
miktarinda 6nemli bir diisiis oldugunu tespit etmislerdir. Bu calismada ise arpa
fidelerine CPF uygulamas1 sonucu yaprak niikleuslarinda 6. saat sonrasinda DNA
hasarinda 6nemli derecede bir diisiis tespit edildi.

Yapilan literatiir tarama caligmalar1 sonucunda organofosforlu pestisitlerin
genotoksik etkilerinin comet teknigi ile incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamaistir.
Sadece Bozdag (2009) tarafindan, fasulye (Phaseolus vulgaris) bitkisi {izerinde,
farkli dozlarda, 2,4 —D (2,4 -0) ve Dicamba okisinik herbisitleri kullanilarak yapilan
calismada ise DNA hasarinin doza bagl olarak arttigini gdsterilmistir. Bizim
uygulamalarimizda da 5 ml/L CPF konsantrasyonu disindaki tiim dozlarda, artan

konsatrasyona bagli olarak DNA hasar seviyesinde 6nemli bir artis gézlendi.
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IV.2.2. Danio rerio comet testinin uygulanmasi ve sonuclari

Zebra baliklarmma ait pozitif, negatif kontroller ile 24., 48., 72. ve 96.
saatlerdeki uygulama gruplarinda (10 pg/L, 20 pg/L, 40 pg/L ve 60 nug/L), niikleus
disma go¢ etmis DNA profilini yansitan comet olusumu floresan boyama ile
gosterildi. Pozitif kontrol ve uygulama gruplarindan (Sekil IV.9 c-s) elde edilen
comet gorintiileri negatif kontrolle (Sekil IV.9 A) karsilastirildiginda kuyruk
olusumunun belirgin bir sekilde arttig1 goriildi. Comet goriintiileri bilgisayar
programu kullanilarak analiz edildi ve DNA hasar seviyleri % DNA kuyruk ve olive

kuyruk momenti olarak sunuldu.
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Sekil IV.9. Farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde CPF maruziyeti sonucunda zebra balig1

kan hiicrelerinde meydana gelen DNA hasarinin floresan mikroskopta
tespit edilmesi. A:Negatif kontrol B: Pozitif kontrol C: 10 pg/L CPF 24. sa
D: 10 ug/L CPF 48. sa E: 10 pg/L CPF 72. sa F: 10 pg/L CPF 96. sa G: 20 pg/L
CPF 24. sa H: 20 ug/L CPF 48. saI: 20 pg/L CPF 72. sa J: 20 pug/L CPF 96. sa
K: 40 png/L CPF 24. sa L: 40 pg/L CPF 48. sa M: 40 ug/L CPF 72. sa N: 40 pug/L
CPF 96. sa O: 60 ug/L CPF 24. sa P: 60 pg/L CPF 48. sa R: 60 pg/L CPF 72. sa
S: 60 ug/L CPF 96. sa.
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% DNA kuyruk sonuclarna bakildiginda, CPF maruziyeti sonrasinda
uygulama gruplarinda gelisen DNA hasar seviyelerinin, tiim saat ve dozlarda negatif
kontrol grubuna gore oransal olarak anlaml bir sekilde arttig1 tespit edildi. Buna gore
en yiksek DNA hasar seviyesi (% DNA kuyruk: 68) 96. saatte 60 pg/L CPF
uygulamasinda belirlendi (p<0,001). Siire artimi ile birlikte 60 pg/L CPF uygulamasi
yapilan grup disindaki tiim gruplarda belirlenen DNA hasar seviyesinde lineer
olmayan anlamli bir azalmanm oldugu tespit edildi (p<0,001) (Sekil 1V.9). Olive
kuyruk momenti sonuglarinda ise uygulama gruplar1 ile negatif kontrol gruplari
arasindaki ikili karsilagtirmalarda tiim gruplarda DNA hasar seviyelerinde anlamli bir
degisiklik oldugu gozlendi. En yiiksek DNA hasar seviyesi (olive kuyruk momenti:
0.51) 96. saatte 60 pg/L CPF uygulamasinda belirlendi (p<0.001)

Tablo. IV.2. Zebra baliklarindan elde edilen comet goriintiilerinin analizi sonucu % DNA kuyruk ve
olive kuyruk momenti verileri.

Doz Siire %DNA kuyruk Olive kuyruk momenti
Negatif kontrol 15 0.16
Pozitif kontrol 1. saat 33 0.14

24, saat 40 0.15

48.saat 24 0.1
10 pg/L

72. saat 28 0.12

96. saat 23 0.1

24, saat 29 0.08

48.saat 20 0.08
20 pg/L

72. saat 30 0.1

96. saat 23 0.07

24, saat 26 0.13

48.saat 25 0.17
40 pg/L

72. saat 27 0.08

96. saat 22 0.08

24, saat 39 0.39

48.saat 29 0.11
60 pg/L

72. saat 29 0.14

96. saat 68 0.51
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Cavalcante ve ark. (2008) diinya genelinde tarimda yaygin olarak kullanilan
Glyphosate herbisitini kullanarak, Prochilodus lineatus’un eritrosit ve solungag
hiicreleri tlizerindeki genotoksik etkilerini, mikronukleus ve comet teknikleri ile
inceleyerek solunga¢ hiicrelerinde DNA hasarinin daha fazla oldugunu tespit
etmislerdir. Cavas ve ark. (2007) ise ayni herbisitin Carassius auratus tizerindeki
etkilerini incelemisler ve calismanin sonucunda Glyphosate herbisitinin hedef
olmayan sucul organizmalarda da DNA hasar1 meydana getirdigini bildirmisleridir.
Bu calismada da zebra baligina yapilan CPF uygulamalar1 sonucu, uygulama gruplar1
ile negatif kontrol grubu arasinda Mann-Whitney U testi kullanilarak ikili
kargilastirmalar yapildi ve tiim gruplarda DNA hasarinda negatif kontrole gore

anlamli bir artig (p<0.001) gorildi (Sekil IV.10 ve IV.11).
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Sekil IV.10. Zebra baliginda farkli konsantrasyon ve siirelerde CPF maruziyeti sonucu meydana gelen

DNA hasari (% DNA Kuyruk).
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Sekil IV.11. Zebra baliginda farkli konsantrasyon ve siirelerde CPF maruziyeti sonucu meydana gelen

DNA hasari (Olive kuyruk momenti).

Ali ve ark. (2008) CPF maruziyeti sonunda Channa punctatus tiiriine ait
bireylerde ortaya ¢ikan genotoksik etkileri MN ve comet testi ile incelemisler ve
olusan DNA hasar seviyelerinde 5. giinden sonra lineer olmayan bir diisiis
gozlemlemislerdir. CPF’in DNA fosforilasyonuna neden olarak DNA hasarina neden
olabilecegini ileri siirmiislerdir. DNA hasarindaki zamana bagl ortaya c¢ikan bu
diisiis hasarli DNA’nin onarilmasi, ¢cok fazla hasar gérmiis hiicrelerin kayb1 veya her
iki mekanizmanin birlikte kullanilmasma bagl olarak gerceklesmis olabilecegi
seklinde agiklamiglardir. Ayrica maruziyet siiresi ve DNA hasar1 arasindaki ters iliski
DNA hasarinin olusumunda rol oynayan enzimatik iglemlerin zarar gérmesiyle de
aciklanabilir. Bu calismada da benzer sekilde 96. saat 60 pg/L CPF disindaki tiim
gruplarda lineer olmayan bir azalma goriildii.

Pavlica ve ark. (2011), 2005 ve 2006 yillarinda ilkbahar ve sonbaharda
kirlenmis Sava nehri tizerindeki 3 farkli bolgedeki Avrupa kefali (Squalius cephalus
L.) bireylerinden aldiklar1 kan orneklerini alkali comet ve mikroniikleus testi ile
incelemislerdir.  Kirli  bolgelerin  genotoksik  etkilerinin  biyolojik  olarak
incelenmesinde comet testinin mikrontikleus testinden daha yiiksek duyarliliga sahip
oldugunu gozlemislerdir. Calismanin sonunda biyoizleme c¢alismalarinda DNA
hasarin1 farkli agilardan gosteren comet testi ve MN testinin birlikte kullanilabilir
oldugunu bildirmislerdir. Ternjej ve ark. (2010), aliminyum ile kontamine olmus

Njivice goliinde yasayan Gambusia holbrooki 6rneklerinden alinan kan hiicrelerini
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comet testi ile DNA hasarini belirlemek amaciyla incelemislerdir. Elde edilen veriler
Njivice goliinde yasayan baliklarin DNAlarinda hasar meydana geldigini
gostermistir. Bu calismanin sonuglar1 alkali comet testinin su kirleticilerinin
potansiyel genotoksik etkilerinin tespiti i¢in de8erli bir metot oldugunu
gostermektedir. Ali ve Kumar (2008), Monocrotophos pesitidinin Channa punctatus
tiirli lizerindeki genotoksik etkilerini inceledikleri ¢alismayda baliklarda solungag
hiicrelerinin, lenfosit ve bobrek hiicrelerinden daha hassas oldugunu ve cevre
biyomonitoring c¢aligmalarinda  baliklarin model organizmalar  oldugunu
gostermislerdir. Bu g¢alismada zebra baligi eritrositleri kullanarak elde ettigimiz
comet sonuclariyla genotoksisitenin incelenmesinde baliklarin model organizma
olarak kullanilabilecegini gostermis olduk.

Bony ve ark. (2008) bagcilikta kullanilan pestisitlerin alan ¢aligsmalar1 ve
mesocosm kosullarindaki genotoksisitelerini inceleyerek, caligmanin sonunda iiziim
baglarinin tedavisinde kullanilan pestisitlerden 6zellikle Diuron ve Azoxystrobinlerin
alan ve laboratuvar caligmalarinda gercekci cevresel pestisit konsantrasyonlarnin
genotoksik bir tehdit unsuru oldugunu gézlemlemistir. Ventura ve ark. (2007) kirsal
sucul ortamlarda genis kullanima sahip olan Atrazine herbisiti ile yaptiklar
analizlerde, bu herbisitinin uygulandigi topraklara yakin su kaynaklarma
karisabilmesiyle sucul ekosistemi olumsuz olarak etkileyebilecegi sonucunu
bulmuslardir. Bu ¢aligmada baliklara uygulanan CPF dozu literatiir 1s51¢inda dogada
karsilagilan dozlar (60 pug/L) baz almarak belirlendi (Tilton ve ark., 2011). Balik kan
hiicrelerinin comet goriintii analizleri CPF’in dogada karsilasilan dozlarindan daha
diisiik konsantrasyonlarda bile DNA hasarina neden oldugunu ve bu kirleticilerin

uygulanmasinda daha kontrollii olunmasi gerektigini gosterdi.
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BOLUM V

SON DEGERLENDIRMELER VE ONERILER

Pestisitler tarim {irlinlerinin verimini ve kalitesini arttirmak amaciyla
kullanimlar1 her gecen giin giderek artan kimyasal maddelerdir. Kullanimlarmnin
giderek artmasi ile hem insan sagligi hem de ekosistem i¢in risk olusturmaktadirlar.
Tirkiye’de Avrupa Birligi (AB) mevzuat: uyum c¢aligmalar1 kapsaminda olumsuz
ozellikleri nedeniyle Tarim ve Koyisleri Bakanligi’nca taze meyve sebzede kalint1
sorununa yol acan 135 farkli tarim ilacinin 75°1 yasaklanmistir. S6z konusu ilaglarin
iretim ve ithalati, 1 Ocak 2009’dan itibaren durdurulmustur (www.kkgm.gov.tr).

Bilingsizce yapilan ve teknigine uygun olmayan pestisit uygulamalari
sonucunda pestisitin kendisi ya da doniisiim iriinleri toprak, su ve havada
kalabilmektedir. Topraga ve bitkiye pestisit uygulanmasindan sonra toprak
ylizeyinde kalan pestisitler, yagmur sular1 ile yiizey akis1 seklinde veya toprak
icerisinde asagiya dogru yikanmak suretiyle taban suyu ve diger su kaynaklarina
ulasabilirler. Cesitli sekillerde tasman pestisitler, bu sularda yasayan balik ve diger su
organizmalarinin 6lmesine ve bu sulara maruz kalan bitki ve diger canlilarda
toksisiteye neden olmaktadir. Bu sekilde pestisit ile kontamine olmus sularin i¢imi,
balik gibi sucul organizmalarin ve bitkilerin besin olarak tiiketimi ile besin zincirinin
en iist basamaginda yer alan insan da etkilenmektedir. Ozellikle dnerilen dozlarinin
iizerindeki kullanimlarda pestisit, hedef olmayan organizmalar1 kontamine etmekte
ve canli organizmalarda genotoksik etkilere neden olmaktadir. Her toksik bilesigin
kendine has bir toksisite mekanizmasi vardir ve bu durum baliklar ve diger
organizmalarda genom biitiinliigliniin yavas yavas bozulmasina sebep olmaktadir.
Stirekli olarak kirleticilere maruz kalmak DNA zincir kiriklarinda artislara neden
olur, ki balik hiicrelerinde DNA tamir kapasitesi diger tiirlere oranla daha diisiiktiir.
DNA hasarindaki cesitlilikler, genetik hassasiyetteki farklihk, DNA tamir
mekanizmasinin islevselligi, alkali-label miktari, metabolik aktivite, antioksidan
konsantrasyonu ve diger faktorlere bagli olarak bireyler arasinda degiskenlik

gostermektedir (Ternjej ve ark., 2010).
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Bu calismada kullanilan ve toksik oldugu bilinen CPF iilkemizde hala tarim
alanlarinda yaygin olarak kullanilan ruhsath bir pestisittir ve zirai miicadelede arpa
zararhilarindan hububat hortumlu bocegi ve ekin kambur bodcegine karsi
kullanilmaktadir. Bu nedenle ¢caligmada iilkemiz ve diinya tariminda énemli bir paya
sahip olan arpa bitkisi ve sucul alanlarda toksisite aragtirmalarinda model organizma
olarak sikilikla kullanilan zebra balig1 secildi ve CPF’un bu organizmalar iizerindeki
in vitro genotoksik etkileri incelendi. Genotoksisitenin tespitinde ise genotoksik
potansiyele sahip etmenlerin dogrudan veya dolayli olarak etkilerinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan comet testi tercih edildi.

Comet testi ile DNA hasarinin kantitatif olarak tayin edilmesinde gozle
degerlendirme yapilabilmekle birlikte, Comet goriintli analiz programlarini
kullanmak suretiyle kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA yiizdesi
ile 1lgili parametreler belirlenebilir (Collins, 2003). Comet goriintii analiz
programlar1 kullanilarak kuyruktaki DNA ylizdesinin belirlenmesi veya sonuglarin
gozle degerlendirilmesi diger parametrelere goére doz-yanit iliskisini daha iyi
yansitmasi sebebiyle tercih edilmektedir (Moller 2006 a, b; Olive 1999). Bu bilgiler
dogrultusunda comet analizlerinden elde edilen bulgularla s6z konusu pestisitin
kullaniminda uygun dozlarin ve ilaglama zamaninin belirlenmesi ¢aligmalarina katki
saglamas1  disliniilmektedir. Bu c¢alisma sonucunda elde edilen pestisit
uygulamasindan sonra zamana bagli olarak DNA hasarinda tespit edilen azalma
bilgisi, pestisit uygulamasindan sonra hasat doneminin iyi belirlenmesiyle kullanilan
pestisitlerin neden oldugu zararl etkilerin azaltilabilecegini gostermektedir.

Comet testi, tek veya ¢ift iplik DNA kiriklarmin ayr1 ayr1 goriilebilmesi, ucuz
olmasi1 ve diisiik bir biitce ile yiiriitiilebilmesi ile verilerin hizli ve etkili bir bicimde
elde edilebilmesi nedeniyle biyomonitoring c¢alismalarinda kullanilabilir bir
yontemdir. Bu tez c¢alismasinda elde edilen alkali comet testi bulgular1 CPF
pestisinin tek iplik DNA kiriklarina neden olarak hem bitkilerde hem de baliklarda
genotoksik etkiye sahip bir kimyasal ajan oldugunu gosterdi. Ayrica g¢alisma ile
farkli doz ve siirelerde genotoksik ajanlara maruz kalan her iki organizmada da farkl
seviyelerde genotoksik etkilerin ortaya ¢ikabilecegi degerlendirmesi yapildi. Bu
sonuglara gore CPF’in biyomonitoring olarak izlenmesi gerekli bir pestisit oldugu ve

comet testinin bu amagla kullanilabilecegi belirlendi.
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Uzun vadeli genotoksisite ¢aligmalar1 organizmalarin DNA onarim yetenegi
ve diger koruyucu mekanizmalar hakkinda fikir edinmek i¢cin 6nemli bir yaklagim
olabilir. Uygulama siiresi ve DNA hasar1 arasindaki ters iliski toksisiteye neden olan
kirleticilerin DNA hasar1 olusumundaki enzimatik stiregleri bolmesi ile agiklanabilir
(D. Ali ve ark., 2009). Arpa bitkisi ve zebra baligima CPF uygulamasi sonucu elde
edilen bulgular DNA hasar1 ile uygulama siiresi arasinda ters bir iligki oldugunu
gosterdi. Bu nedenle uzun vadeli bir calisma ile DNA hasarmin tamiri, koruyucu
mekanizmalar ve enzimatik siireglerin incelenmesinin de gerekli oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica Gichner’in (2003), koklerle karsilastirildiginda yaprak
hiicreleri niikleer DNA’y1 daha iyi koruyan gelismis bir antioksidan sistemine
sahiptir bilgisine de dayanarak CPF uygulamasi sonunda yaprak niikleuslar1 ile
birlikte kok ucu niikleuslarmin da incelenmesi seklinde diizenlenecek olan bir
calismada DNA hasarindaki azalma daha erken saatlerde tespit edilebilir. Bu
calismanin da 1ileride yapilacak benzer ¢alismalara katki saglayacagi umut

edilmektedir.
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