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OZET

BAZI BITKIi BUYUME DUZENLEYICILERI VE PESTISITLERIN
MUTAJENIK REKOMBINOJENIK VE PROMOTER (KANSER ILERLETICI)
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Asuman KARADENIZ

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. S. Fatih TOPCUOGLU
Aralik 2006, 129 sayfa

Bu calismada, canlilarda dogal olarak sentezlendigi bilinen bir bitki biiyiime
diizenleyicisi olan TAA’nin sentetik formu ve Antalya yoresi tariminda en ¢ok
kullanilan sentetik bitki biiylime diizenleyicilerinden biri olan BNOA ile yaygin olarak
kullanilan fungisitlerden Siprodinil ile Fludioksonil ve herbisitlerden Fluazifop-p-biitil
ile Fenoksaprop-p-etil'in degisik konsantrasyonlarda mutajenik ve rekombinojenik
etkilerinin olup olmadigi, eger mutajenik ve/veya rekombinojenik etkinlik
gosteriyorlarsa bu etkiyi dogrudan mi yoksa biyoaktivasyonla mi gosterdikleri
Drosophila melanogaster kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testiyle, ayrica
bunlarin promoter (kanser ilerletici) etkilerinin olup olmadigi tripan mavisi ve MTT
testleriyle  HEK293 hiicrelerinin yasayabilirligi ve c¢ogalabilirligi esasina gore
arastirilmistir.

Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi i¢in, genomlarinda
¢ekinik flare ve ¢oklu kanat kili (mwh) genlerini tasiyan ti¢iincii evre transheterozigot
larvalar soz konusu bitki biiyiime diizenleyicileri ve pestisitlerle kronik olarak
beslenmistir. S6z konusu maddelerin genotoksik etkileri, larvalarin kanat imajinal disk
hiicrelerinde meydana gelen genetik degisimler (nokta mutasyon, par¢a kopmasi,
ayrilmama, rekombinasyon) sonucu kanatlarda olusan kiigiik ve biiyiik tek tip, ikiz,
mwh ve toplam mutant klonlar seklinde degerlendirilmistir.

Tripan mavisi ve MTT testleri icin, kanserlesmenin erken evresinde bulunan
HEK?293 hiicreleri s6z konusu bitki biiyiime diizenleyicileri ve pestisitlerin DMEM’li
cozeltileriyle 8 giinlilk inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda, tripan mavisi
testinde, canli ve Olii hiicreler 151k mikroskobunda sayilarak canli hiicre yiizdeleri
belirlenmistir. MTT testinde ise, canlilik orani, tetrazolyum boyasinin canli hiicrelerdeki
mitokondrial bir enzim olan siiksinat dehidrogenazla verdigi tepkimeler sonucunda
indirgenmesiyle olusan formazan maddesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi
esasina gore saptanmistir.

Calismanin sonucunda, uygulanan tiim konsantrasyonlarda IAA ve BNOA’nin
ve metabolitlerinin D. melanogaster’de mutajenik ve rekombinojenik olmadigi ve hiicre
kiiltiirlinde hiicre ¢ogalabilirligi (kanser 1ilerletici) {izerine etkilerinin olmadig1
belirlenmigstir. Ancak hiicre yasayabilirligiyle ilgili olarak tripan mavisi ve MTT
testlerinde, IAA ve BNOA’nin uygulanan en yiiksek konsantrasyonlart olan 0,5



mg/ml’de (IAA i¢in molar esdegeri=2,853 mM, BNOA igin molar esdegeri=2,472 mM)
hiicre 6ldiirticii etkisinin bulundugu gézlenmistir.

Siprodinil’in, 10 mM’da kendisinin rekombinojenik, 1 mM’da ise
metabolitlerinin mutajenik etki gosterdigi, uygulanan tiim konsantrasyonlarda hiicre
cogalabilirligine etki gostermedigi ancak hiicre yasayabilirligi ile ilgili olarak 150
uM’da hiicre oldiiriicti etkisinin bulundugu belirlenmistir.

Fludioksonil’in, 2 mM hari¢ uygulanan tim konsantrasyonlarda hem kendisi
hem de metabolitleri mutajenik ve rekombinojenik etki gostermezken, en yiiksek
konsantrasyonu olan 2 mM’da kendisinin rekombinojenik etki gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica Fludioksonil’in, hiicre ¢ogalabilirligine etki gostermedigi  ancak hiicre
yasayabilirligi ile ilgili olarak 180 puM’da hiicre Oldiiriicii etkisinin bulundugu
belirlenmistir.

Fluazifop-p-biitil’in, 5 mM hari¢ uygulanan tiim konsantrasyonlarda hem kendisi
hem de metabolitleri mutajenik ve rekombinojenik etki gostermezken, en yiiksek
konsantrasyonu olan 5 mM’da metabolitlerinin  rekombinojenik etki gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica Fluazifop-p-biitil’in, hiicre ¢ogalabilirligine etki gostermedigi
ancak hiicre yasayabilirligi ile ilgili olarak 653 pM’da hiicre oldiiriicii etkisinin
bulundugu belirlenmistir.

Fenoksaprop-p-etil’in, 0,05, 0,5 ve 1 mM hari¢ uygulanan tim
konsantrasyonlarda hem kendisi hem de metabolitleri mutajenik ve rekombinojenik etki
gostermezken, metabolitlerinin 0,05 mM’da mutajenik, 05 ve 1 mM’da
rekombinojenik etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica Fenoksaprop-p-etil’in, hiicre
cogalabilirligine etki gdstermedigi ancak hiicre yasayabilirligi ile ilgili olarak 180
uM’da hiicre oldiiriici etkisinin bulundugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler:  Bitki biiyiime diizenleyicisi, pestisit, Drosophila melanogaster,
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi, mutajenite,
rekombinojenite, HEK293 hiicre dizisi, tripan mavisi testi, MTT
testi, karsinojenite
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ABSTRACT

INVESTIGATIONS OF MUTAGENIC, RECOMBINOGENIC AND CANCER
PROMOTER EFFECTS OF SOME PLANT GROWTH REGULATORS AND
PESTICIDES

Asuman KARADENIZ
Ph.D. in Biology
Adviser: Prof. Dr. S. Fatih TOPCUOGLU
December 2006, 129 pages

In this study, mutagenic and recombinogenic effects of IAA, a plant growth
regulator, naturally synthesized in plants but produced synthetically, and BNOA, a
synthetic plant growth regulator, fungicides Cyprodinil, Fludioxonil and herbicides
Fluazyfop-p-butyl and Fenoxaprop-p-ethyl, widely used in the agricultural regions of
Antalya province have been investigated by wing somatic mutation and recombination
test (SMART), and cancer promoter effects (viability and proliferation rates) of these
substances were investigated by the tripan blue exclusion assay and MTT test.

In SMART test, 3-day-old larvae trans-heterozygous for the third chromoseome
recessive markers flare (flr®) and multiple wing hair (mwh) were reared using the
medium containing different concentrations of such plant growth regulators and
pesticides. The effects of these substances were evaluated according to genetic changes
(point mutation, deletion, non-disjuncton, recombination) in wing imaginal disc cells
that lead to the formation of mutant trichomes. Classification was based on the
categories (small single spot, large single spot, twin spot, multiple wing hair and total
spot) developed by Graf et al. (1984).

For the tripan blue exclusion and MTT assays, early-stage HEK293 cells were
incubated with plant growth regulator and pesticide solutions prepared with DMEM, for
8 days. At the end of the incubation period, alive and dead cells were counted by using
light microscope for the tripan blue exclusion assay, and viability rates were determined
spectroscopically for the MTT test.

The results demonstrated that, neither IAA nor BNOA were mutagenic or
recombinogenic on the wing cells of Drosophila. However, both IAA and BNOA
decreased cell viability at the highest concentration, 0.5 mg/ml, tested (molar equivalent
for IAA =2,853 mM, molar equivalent for BNOA=2,472 mM).

Cyprodinil was found to be recombinogenic at 10 mM concentration and its
metabolites were found mutagenic at 1 mM concentration. The pesticide was found
ineffective on the proliferation rate of the HEK293 cells but decreased cell viability at
the highest concentration tested (150 uM).



Fludioxonil was found to be recombinogenic at 2 mM concentration. It was also
found ineffective on the proliferation rate of the HEK293 cells but decreased cell
viability at the highest concentration tested (180 uM).

Metabolites of Fluazifop-p-butyl were found to be recombinogenic at 5 mM
concentration. It was ineffective on the proliferation rate of the HEK293 cells but
decreased cell viability at the highest concentration tested (653 uM).

Metabolites of Fenoxaprop-p-ethyl were found to be mutagen at 0,05 mM, and
recombinogenic at 0,5 and 1 mM concentrations. It was also found ineffective on the
proliferation rate of the HEK293 cells but decreased cell viability at the highest
concentration tested (180 uM).

Key Words:  Plant growth regulators, pesticides, Drosophila melanogaster, somatic
mutation and recombination test, mutagenity, recombinogenity, HEK293
cell line, trypan blue exclusion assay, MTT test, carcinogenity
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ONSOZ

Tarimda iirlin verimini artirmak amaciyla ¢esitli bitki biiylime diizenleyicileri ve
pestisitlerin kullanildig1 bilinmektedir. Ancak bu maddelerin ¢evre ve insan sagligini
olumsuz yonde etkiledigi de bir gergektir. Her gecen giin yenileri lretilerek piyasaya
stiriilen bitki biiyiime diizenleyicileri ve pestisitlerin canlilar iizerindeki zararli etkileri
bir¢ok arastirmaci tarafindan belirlenmeye ¢alisilmaktadir. Bilim adamlari, arastirmalari
sonucunda elde ettikleri bulgular 1s181inda bu maddelerin bilingli kullanim1 konusunda

ilgilileri bilgilendirmeye ¢aligmaktadirlar.

(Cagimizin vebasi olan kanser her gegen giin daha ¢ok canliy1 etkileyerek bir ¢1g
gibi biliylimektedir. Kanserin nedenlerinden birisi de c¢evre kirliligine de yol agan
pestisitler ve tarimda kullanilan diger maddelerdir. Kanser, baska seckillerde ortaya
cikabildigi gibi mutasyon ve rekombinasyon yoluyla da meydana gelebilmektedir.
Dolayistyla mutasyon, rekombinasyon ve kanser arasinda siki bir iliski vardir.
Mutasyon veya rekombinasyona yol acan kimyasallarin belirlenmesinde en yaygin
kullanilan testlerden birisi de Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi olan SMART ’tir. SMART testinde, son yillarda genetik ¢alismalarin vazgegilmez
materyali ve insan gibi Okaryotik bir organizma olan meyve sinegi (Drosophila
melanogaster) kullanilmaktadir. Son yillarda karsinogenez c¢aligmalarina yon veren
tekniklerden biri ise hiicre Kkiiltiiri teknigidir. Karsinojenite ¢alismalarinda ise
embriyonik doénemde izole edilerek Oliimsiizlestirilmis ve karsinojenezin erken
evresinde bulunan insan bobrek hiicre dizisi kullanilmistir. Calismamiz, sézkonusu bitki
biiylime diizenleyicileri ve pestisitlerin etkilerinin hem dogrudan canli tizerinde (in vivo)
hem de kiiltiir ortaminda (in vitro) denenebilmesine olanak sagladigi i¢in de ayrica

onemlidir.

Calismamiz sonucunda elde edilen bulgularin, 6zellikle yoremizde sebze-meyve
tireticileri ve halkimiz i¢in aydinlatict olacagina ve bilim diinyasina katki getirecegine

inanilmaktadir.



Bana bu konuda ¢alisma olanagi saglayan, tez konumun belirlenmesinde ve
calismalarimin yiriitiilmesi sirasinda her konuda en igten ilgi, yardim ve destegini
gordiigiim Akademik Danisman Hocam Sayin Prof. Dr. S. Fatih TOPCUOGLU na
(Akdeniz Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii), hiicre kiiltiirii ve
Drosophila melanogaster’de mutajenite ve rekombinojenite ¢alismalarinda en igten ilgi,
yardim ve desteklerini gordiigiim Tez izleme Komitesi Uyeleri Hocalarim Saym Dog.
Dr. Burhan SAVAS’a (Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Onkoloji Bilim Dal1), Saymn Dog. Dr. Biilent KAYA’ya (Akdeniz Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii), ¢alismam sirasinda bdliim olanaklarini sunan
Biyoloji Anabilim Dali1 Bagkan1 Hocam Sayin Prof. Dr. Hiiseyin SUMBUL’e (Akdeniz
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii), D. melanogaster kanat somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi konusunda yardimci olan Saym Ars. Gor. Serap
KOCAOGLU’na (Akdeniz Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii),
hiicre kiltiirii ¢alismalarinda malzemelerin temini ve laboratuvarda g¢alisma ortami
saglanmasi konusunda yardimlarmi esirgemeyen Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Saglik Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi Midiirii Sayin Prof. Dr. Olcay
YEGIN ve laboratuvar c¢alisanlarma, MTT testiyle ilgili olarak spektrofotometrik
dlgiimler konusunda yardimci olan Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Gen Tedavi
Merkezi g¢alisanlarina, istatistiksel analizlerde yardimci olan Sayin Prof. Dr. Mehmet
Ziya FIRAT (Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Biyometri ve Genetik Anabilim
Dal1) ve Saymn Ars. Gor. Sezgi SEREF GUN’e (Akdeniz Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii), c¢alismam sirasinda emegi gegen Biyoloji Bolimii
arkadaslarima, bu calismayr maddi olarak destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Yonetim Birimi’ne (Proje No: 2003.03.0121.010) ve ayrica tez
caligmamin basindan beri maddi ve manevi varligiyla her zaman destek olan sevgili

ablam Sirin KARADENIZ’e tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

Bd® Serrat kanat geni (Beaded Serrate)

°C Santigrat derece

cm Santimetre

flr Flare

g Gram

g Nisbi santrifiij giicii

kg Kilogram

I Litre

LD Oliimciil doz (Lethal Dose)

m Carpim Sabiti

mg Miligram

ml Mililitre

mwh Coklu Kanat Kil1 (Multiple Wing Hair)

M Molar

mM Milimolar

uM Mikromolar

ug Mikrogram

ul Mikrolitre

um Mikrometre

ng Nanogram

nm Nanometre

nM Nanomolar

pdf Tasinabilir belge (Portable Document Format)
pH Asitlik derecesi

ppm Milyonda bir kisim madde (Parts Per Million)
rpm Dakikadaki devir sayist (Revolutions Per Minute)



Kisaltmalar

2,4-D
2,4,5-T
4-CPA
BNOA
CaNT
CAS
DIM
DIM
DMEM
DMSO
DNA
EDTA
EMS
EtOH
FBS
FCS
GAs
HEK293
HRP
HT29
13C
IAA
IBA
MCF7

MDA-MB-231

MTT
PBS
Saos-2
SF
SMART

2,4-diklorofenoksi asetik asit
2,4,5-triklorofenoksi asetik asit
4-klorofenoksiasetik asit
Beta-naftoksi asetik asit

Si¢an hiicre dizisi

Chemical Abstract Service
Diindol metan

Drosophila Instant Medium

Dubelco’nun Degistirilmis Eagle Besiyeri

Dimetil stilfoksit
Deoksiriboniikleik asit

Etilen diamin tetra asetik asit
Etil metan siilfonat

Etil Alkol

Fetal bovine serum

Fetal calf serum

Gibberellik asits

Insan embriyonik bobrek hiicre dizisi
Horseradis peroksidaz

Insan kolon kanseri hiicre dizisi
Indol-3-karbinol

Indol-3-asetik asit

Indol biitirik asit

Insan meme kanseri hiicre dizisi
Insan meme kanseri hiicre dizisi

Metil tiazolil tetrazolyum bromiir

Phosphated buffer salt (Fosfatlanmig tampon tuzu)

Insan kanser hiicre dizisi

Siilforafan

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi

Xi



T47-D Insan kanser hiicre dizisi
TCDD 2,3,7,8 tetra kloro dibenzo-p-dioksin
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1. GIRIS

Giliniimiizde ekonomisi tarima dayanan, sinirli tarim alanlarina ve artan niifusa
sahip iilkelerde ve ililkemizde daha fazla verim elde etmek i¢in ¢esitli Kimyasal maddeler
kullanilmaktadir. Bunlarin i¢inde bitki biiylime maddeleri ve pestisitlerin son yillarda
giderek artan boyutlarda tarimda kullanildig: bilinmektedir. Bu maddeler giiniimiizde
tarim alanlarinda oOzellikle seracilikta verimi arttirmak amaciyla yaygin olarak
kullanilirken, bilimsel denetimden yoksun, gelisigiizel ve asir1 dozlarda kullanildig ve
bu maddelerin kalint1 etkilerinin oldugu da bilinmektedir (Topcuoglu vd 1994). Ancak
tiretici, bu maddeleri ne kadar yiiksek dozda kullanir ve ne kadar ¢cok sayida uygulama
yaparsa o kadar iyi sonu¢ alacagi inancinda olup, kalint1 etkilerinin canli sagligina,
cevreye ve dogaya verdigi zararlar1 akla getirmemektedir. Oysa 6zellikle bitki biiyiime
maddeleri bilimsel olarak uygun dozda ve zamanda kullanildiginda, onlardan canli
sagligina, ¢cevreye ve dogaya zarar vermeden maksimum diizeyde yararlanilacagi da bir

gergektir.

Kimyasal maddelerin canlilarda yarattiklar1 zehirlenme gibi zararli etkilerinden
baska mutajenik etkileri nedeniyle gelecek kusaklarin genetik sagligin1 bozduklar1 ve

kanser nedenlerinden birini olusturduklar1 hakkinda pek ¢ok kanit bulunmaktadir.

Mutasyon, genlerdeki kalitsal degisikliklerdir, bagka bir deyisle kaliim maddesi
ile dolden dole gecebilen herhangi bir degisikliktir. Genler ¢esitli mutasyonal
degisikliklere agiktir (Ogiis 1999).

Mutajenite ile karsinojenite arasinda siki bir iligki vardir. Lijinsky (1989)’nin
bildirdigine gore, McCann ve arkadaslari, Salmonella mutajenite testlerine gore
karsinojen oldugu bilinen birtakim maddelerin % 70’inin ayni zamanda mutajen
oldugunu belirtmektedirler. Ayrica birgok mutajenin de karsinojen oldugu
diisiiniilmektedir (Lijinsky 1989). Deoksiriboniikleik asit (DNA)’te olusan degisiklikler
yalniz esey hiicrelerinde degil somatik hiicrelerde de 6nemlidir. Somatik hiicrelerde
mutasyonlar metabolizmanin ya da hiicre boliinmesinin kontroliinii bozarak, hastaliklara

ve dejenerasyonlara neden olur (Ogiis 1999).



Kanser, hiicrenin yap1 ve fonksiyon bakimindan normalden sapmasi, anormal
sekilde ve gercekte kendisinin bir yapitast oldugu canlinin aleyhine olacak bigimde
cogalma gostermesi ve kendisiyle hicbir iliskisi olmayan diger doku ve organlari isgal
ederek o doku ve organlarin gorevlerini engellemesidir. Genel anlamda kanser,
viicuttaki her cins hiicre veya dokudan koken alabilir. Elde edilen bulgular,
kanserlesmenin tek bir hiicreden basladigini ve zamanla yayginlagtigin1 gostermektedir

(Firat ve Kiigliksu 1986).

Bitki biiyiime maddelerinin 6nemli bir grubu olan oksinlerden indol-3-asetik asit
(IAA)'in bitki bliylime ve gelisimine olan etkilerinin yani sira diger organizmalar
tizerine etkisi ile ilgili ¢esitli ¢alismalar da vardir (Peck ve McKenney 1957, Kimura ve
Young 1959, El-Mofty ve Sakr 1988, Ustiin vd 1992). Yapilan bir ¢alismada, Swiss-
Albino farelerin (Mus musculus L.) karaciger, bobrek ve beyin dokularinda absisik asit
(ABA), GAs, IAA ve sitokinin (zeatin)’in biriktigi saptanmistir (Yavas 1995, Yavas vd
1997).

Sasagawa ve Matsushima (1991), Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 ve
Escherichia coli WP2 uvrA/ pKM101 mutasyon testlerini kullanarak, S9 karigimi
(sigan karacigerinin 9000 g’de santrifiijlenmesiyle elde edilen dokelti ve kofaktorleri
iceren metabolik etkinlik sistemi) bulunan ve bulunmayan ortamlarda indol
glukozinolatlardan tiirevlenen 8 farkli indol bilesiginin [indol-3-asetonitril, indol-3-
karbinol (13C), indol-3-asetamid, IAA, 3-metilindol, indol-3-aldehit, indol-3-karboksilik
asit ve indol] mutajenitesini arastirmiglardir. Calismanin sonuglarina gore, bu
bilesiklerin higbiri nitrit bulunmayan besiyerinde mutajen bulunmazken pH 3'te nitrit
uygulanmis ortamda mutajen etki gostermektedirler. Yine bu bilesikler S9 karisiminin
bulunmadigr nitrit uygulanmig besiyerinde mutajen etki gosterirken, S9 karigiminin
besiyerine eklenmesinin mutajeniteyi azalttigi goriilmiistiir. Bu da bize, nitritli bilesikler
bulunan yiyeceklerin 6zellikle bitki biiyiime maddelerince zengin bitkisel besinlerle

birlikte alindiginda kanseri tesvik edebilecegi fikrini vermektedir.

Kappas (1983), Aspergillus nidulans'ta petri kabi testi ile bitki biiyime



maddelerinden  IAA, indol-3-biitirikk  asit (IBA) ve kinetinin  degisik
konsantrasyonlardaki genetik etkinligini incelemistir. Caligmanin sonuglarina gore, IAA
ve IBA somatik ayrimi bliylik 6l¢iide arttirirken kinetin etkisiz kalmistir. Metabolik
etkinlik teknigine gore besiyerine S9 karisimi eklendiginde IAA ve IBA’nin somatik

ayrim lizerindeki etkisinde 3-5 kat artis gézlenirken kinetin yine etkisiz kalmistir.

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) kullanilarak Drosophila
melanogaster’in etil metan siilfonat (EMS) ile tesvik edilmis mutant kanat benekleri
tizerine IAA, gibberellik asit (GA3) ve bir sitokinin olan Kinetinin etkisi ile ilgili yapilan
bir ¢calismanin sonuglarina gore, GAz’tiin EMS ile tesvik edilen biitlin kanat beneklerini
azalttigi, kinetin’in 10° M konsantrasyonu EMS ile tesvik edilen ikili beneklerin
sayisim azaltirken, 10® M konsantrasyonunun beneklerin biitiin tiplerinin sayisinda
artisa neden oldugu, ayn1 konsantrasyonlardaki IAA nin degisken sonuglar verdigi, 10
M IAA’nin ise yalnizca biiyiik tekli beneklerin sayisini azalttigi rapor edilmektedir
(Yesilada 2000). Ayrica EMS ve gama 1sinlar1 uygulamasinin sonucu olarak bazi
kromozomal anormalliklerin ortaya ¢iktigi, bu mutajenlerin etkisinin GAs ve IAA
uygulamasi ile diizeldigi veya en azindan azaldigi da bildirilmektedir (Yesilada 2000).
Bundan bagska, s6z konusu bitki biiylime maddelerinin EMS mutajenine benzer bir
mekanizma ile farkli iireme hiicresi evrelerinde cesitli genetik hasarlara neden

olabileceginin akilda tutulmas1 gerektigi de ifade edilmektedir (Yesilada vd 1996).

I3C, brokoli, lahana ve diger turpgiller ailesi iiyelerinde dogal olarak olusan bir
oksin tiirevidir. Bir calismada, hamile sicanlarin I3C'ye maruz kalmasmin erkek
dollerde iiretimsel anormalliklere neden oldugu bildirilmektedir (Wilker vd 1996).
Sprague-Dawley siganlarinin 15 giinliik hamile disilerine tek oral dozda 2,3,7,8
tetrakloro dibenzo-p-dioksin (TCDD) (0,5, 1,0 veya 2,0 pg/kg) veya 13C (1,0 veya 100
mg/kg) uygulamas: erkek dollerde iiretimsel anormalliklere sebep olmustur (Wilker vd
1996). Baska bir ¢aligmada, tiimér olusumunun en énemli uyaricisinin kolesterol + sigir
yagt + 13C bilesimi oldugu gozlenmistir (Pence vd 1996). Bu maddeler timor
olusumunda birbirinin etkisini giiclendirmektedir. I3C'nin kanser baslaticisi olabilecegi
distiniilmektedir (Pence vd 1996). Ayrica, I3C'nin karaciger ve tiroit bezi neoplastik

gelisimini giliglendirebilecegi de ileri stiriilmektedir (Kim vd 1997). Baska bir ¢alismada



da, diyetle alinan 13C’nin, hem rahim boynu kanserini hem de girtlak papillomatozunu
(kabarciklar seklinde bir ¢esit doku biiyiimesi) tesvik ettigi bildirilmektedir (Chen vd
2001).

Yemek borusu kanserli hastalarin normal ve yasst hiicre karsinomlu
dokularindaki TAA igeriginin gaz kromatografisi/yiiksek geri alinimli-segici iyon ekranli
kiitle spektroskopisi ile belirlendigi bir ¢alismada, Kanserli hiicrelerdeki IAA igerigi
normal komsu hiicrelere gore yiksek bulunmustur. IAA miktar1 normal hiicrelerde 90-
390 ng/g taze agirlik iken kanserli hiicrelerde 1400-4700 ng/g taze agirliktir. Bu veriler,
yass1 hiicre karsinomunun erken farklilasma evresinde IAA firetildigini gostermektedir.
IAA artisinin, yemek borusu kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin uyarilmasiyla ilgili

olabilecegi diisiiniilmektedir (Shimojo vd 1997).

IAA'nin mutajenite veya karsinojenitesine iliskin etkilerinin yan1 sira IAA ve
tirevlerinin kanser tedavisinde de kullanilabilecegine iliskin ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Bunlardan biri, Folkes ve Wardman’mn (2001) 1AA ve bazi tiirevlerinin
oksidatif etkinligiyle ilgili yaptiklar1 ¢alismadir. Arastirmacilara gore, [AA ve bazi
tirevleri horseradis peroksidaz (HRP) ile okside edilerek sitotoksik tiirlerine
dontismektedir. JAA veya HRP tek baslarina toksik degildirler. Folkes ve arkadaslari
(2002), V79 kobaylarinin fibroblastlari, insan MCF7 meme kanseri hiicre dizisi, HT29
kolon kanseri hiicre dizisi ve CaNT murin hiicreleri ile kemirgen tiimoér hiicre
dizilerinde HRP tarafindan IAA'dan 10 kat daha yavas oksidize edilen 5-florindol-3-
asetik asitin yer degisimi reaksiyonu gostermeyen indol bilesiklerinden ¢ok daha toksik
oldugunu bildirmektedirler. Bu arastirmacilar, kanser hiicrelerine karsi toksisitenin
tiyollerle, DNA ile veya diger niikleofillerle birlesen 3-metilen-2-oksindol (veya
analoglar1) olusumundan kaynaklandigini da diistinmektedirler. Bu bulgular Wardman
(2002) tarafindan da desteklenmektedir. Rossiter (2002) adli arastirmaci da, IAA
metaboliti olan ve kanser tedavisinde kullanilan 3-metilen oksindoliin de sitotoksik bir
metabolit oldugunu ileri siirmektedir. 3-metilen oksindoliin, alkillenmis kanser
ilaglarmin etkinligini arttirmak suretiyle kanseri iyilestirmede kullanilabilecegi de

bildirilmektedir (Pettigrew vd 2001).



Elektron mikroskobik ¢alismalar ve DNA parcgalarinin akim hiicresayar (flow
sitometri) analizlerinin sonucuna gore, IAA'nin fotooksidasyon tiriinlerinin apoptotik bir
mekanizmayla hiicre O6limiini uyardigi gézlenmistir (Edwards vd 1999). Yine
IAA/HRP kombinasyonunun kanser tedavisinde kullanimi ile ilgili yapilan bir
caligmada, IAA/HRP kombinasyonunun gen hasarlarinin iyilestirilmesinde iyonize
radyasyon uygulamasimin etkisini gii¢lendirdigi gosterilmistir (Greco vd 2002). HRP
genleri aktarilan hipoksik insan mesane tiimor hiicrelerine IAA uygulandiginda kanserli

hiicrelerin 61diigi de gozlenmistir (Greco vd 2000).

I3C ve onun dimeri olan 3,3’-diindol metan (DIM), 6zellikle Brassica cinsinde,
brokolide, briiksel lahanasinda ve lahanada bulunan ve birgok biyokimyasal etkinligi
olan maddelerdir (Leong vd 2001, Hong vd 2002). I3C'nin agizdan aliniminin
kanserojen madde uygulanmis kemiricilerde timor  biliylimesini  azalttigi
bildirilmektedir. Ayrica, 13C'nin asidik kosullarda midede hizla daha potansiyel bir
bilesik olan DIM'a déniiserek tiimor onleyici etki gosterdigi de belirtilmektedir (Tou vd
2001). Dashwood (1998) adli arastirmaci, 13C'nin kanser Onleyici etkisine dikkat
¢cekmektedir. Stresser ve arkadaslart da (1995), diyetle alinan I3C'nin kemirgenlerde ve
alabalikta kanserlesmeyi Onledigini bildirmektedirler. 13C’nin meme kanser
hiicrelerinde, DIM’1n ise rahim boynu kanser hiicrelerinde in vitro apoptozu tesvik ettigi
bildirilmektedir (Chen vd 2001). Bu aragtirmacilar, hem I13C hem de DIM’n bazi rahim
boynu kanser hiicre dizisinde in vitro DNA ipligi kirilimmi tegvik ettigini de
bildirmektedirler. IAA varliginin, 13C gibi bir kanser 6nleyicisinin olusumuyla ilgili

olabilecegi diisiiniilmektedir (Shimojo vd 1997).

Tou ve arkadaslariin (2001) yaptiklar1 bir ¢aligmada, disi atimik (timus bezi
cikarilarak bagisiklik sistemi koreltilmis) ¢iplak fareye aktarilabilen insan meme timor
hiicrelerinin biiyiimesinde DIM'in etkilerini gozlemislerdir. Deri altina giinde 100 ng
enjekte edilen DIM’1n, tiimor hacmini 6nemli derecede azalttigi bildirilmistir. Ayrica bu
arastirmada, Mmetastaz siirecinde tiimor hiicrelerinin normal hiicrelere yapismasi,
saldirganlig1 ve onlart 6ldiiriiciiliigli iizerine DIM’1n etkileri aragtirtlmistir. Yiiksek ve
zayif metastatik Ostrojen reseptorlii hiicre dizileri iizerine uygulanan 10 ve 50 pg

DIM’mn, meme kanser hiicrelerinin saldirganligin1 6nemli derecede engelledigi rapor



edilmektedir. 10 mg fizeri konsantrasyonlarda DIM’m, &strojen reseptorleri yeterli
(MCEF-7) ve yetersiz (MDA-MB-231) insan meme kanser hiicrelerinde konsantrasyona
ve zamana bagli olarak DNA sentezini ve hiicre ¢ogalmasini engelledigi gézlenmistir
(Hong vd 2002). Gamet-Payrastre ve arkadaslart (1998) tarafindan yapilan bir
calismada ise, glukobrassisin ve glukorafaninin hidrolizi sirasinda ortaya c¢ikan
stilforafan (SF) ve DIM’m diisiik konsantrasyonlarda farklilagmamis bagirsak HT29
hiicrelerinin ~ yasayabilirligini  azaltirken,  farklilasmis  CaCoz  hiicrelerinin
yasayabilirligini etkilemedigi gozlenmistir. Leong ve arkadaslart (2001) da, DIM'in
insan endometrial kanser hiicreleri tlizerine hiicre Oldiirlicii etkisi oldugunu
bildirmektedir. Yine Ge ve arkadaslar1 (1996) yaptiklar1 bir ¢alismada, DIM'in insan
MCF-7, T47-D ve Saos-2 kanser hiicrelerinin hepsinde doza bagl biiyiime engelleyicisi

oldugunu gézlemislerdir.

Gliniimiizde, tarimda kullanilan sentetik ticari bitki biiyime maddelerinin
karsinojenik ve toksik etkilerinin bulundugu bildirilirken, canlilarda (yiiksek
organizasyonlu bitki, mantar, yosun, yesil alg) dogal olarak sentezlenen bitki biiyiime
maddelerinin karsinojenik ve toksik etkilerinin bulunmadigi ileri stirtilmektedir (Peck ve

McKenney 1957, Kimura ve Young 1959, EI-Mofty ve Sakr 1988, Ustiin vd 1992).

Oksinlerden bir sentetik bitki bilyiime diizenleyicisi olan beta-naftoksi asetik asit
(BNOA) iilkemizde o©zelikle yoremizde Ortli alti sebze yetistiricilifinde ozellikle
domateste c¢igek dokiimiinii Onleyerek meyve baglanmasini artirmak ve erken
olgunlagmayi tesvik etmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Ertekin 1997).
Antalya yoresi tariminda yaygin olarak kullanilan diger bitki biiyiime diizenleyicileri ise
kloro fenoksi asetik asitler [2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D), 2,4,5-triklorofenoksi
asetik asit (2,4,5-T), 4-klorofenoksiasetik asit (4-CPA) gibi)]'dir. Kloro fenoksi asetik
asitler hakkinda oldukga fazla ¢aligma bulunmasina ragmen literatiir bilgilerine gore
BNOA'nin mutajenite rekombinojenite ve promotor (kanser baslatic1) etkilerine iliskin
az sayida calismaya rastlanilmistir. Kloro fenoksi asetik asit grubu (2,4-D, 2,4,5-T )
maddelerin baslica akut toksik etkilerinin kas sistemi ve merkezi sinir sistemi iizerinde
oldugu, yiiksek konsantrasyonda hayvanlarin kaslarinda zayiflik ve viicut hareketlerinde

diizensizlik yapti1, Ozellikle iskelet kaslari, kalp kaslar1 ve karaciger {lizerinde



harabiyete, bobrek yetmezligine ve akcigerde su toplanmasina neden oldugu rapor
edilmektedir (Seker 2002). Bu maddeler ile akut zehirlenmelerde 6liim oraninin yiiksek
oldugu, insanlarda da akut zehirlenme belirtilerinin hayvanlardakine benzedigi ve bu
maddelere maruz kalanlarda noérolojik bozukluklarin ve klorakne denilen siddetli bir
deri hastaliginin ortaya ¢ikabildigi de ifade edilmektedir (Seker 2002). Yapilan bir
calismada, farelere 2,4-D verilmis ve farelerin karaciger ve bdobreklerinde siddetli
enfeksiyon bulgular1 saptanmistir (Bucher 1990). Ayrica, 2,4-D’nin fare, sican, tavsan
gibi deney hayvanlarinda ve insanlarda norotoksik etkisinin oldugu ve beyinde biriktigi
de bildirilmektedir (Heikki ve Pauli 1979). Kaya ve arkadaslari (1999), Drosophila
melanogaster kanat spot testi kullanarak 2,4-D ve 4-CPA'nin somatik mutasyon ve
rekombinasyon olaylarma gore genotoksikligini aragtirmislardir. Ucgiincii evrede
bulunan transheterozigot larvalar ¢oklu kanat kili (mwh) ve flare (flr) seklindeki kanat
tiylerini  etkileyen iki ¢ekinik mutasyonu Dbelirleyebilmek i¢in  degisik
konsantrasyonlarda bu kimyasallara maruz birakilmiglardir. 2,4-D, 10 mM gibi yiiksek
bir konsantrasyonda spotlarin sikliginda istatistiksel olarak 6nemli fakat zayif bir artiga
sebep olmustur. Tersine 4-CPA uygulamasi s6z konusu spotlarin sikliginda herhangi bir
onemli artigsa sebep olmamistir. Heterozigot larvalar ne 2,4-D ne de 4-CPA’ya maruz
birakildiginda, mwh/TM3 genotipindeki bireylerde spot frekansinda herhangi bir artis
goriilmemistir. Kloro fenoksi asetik asitlerin karsinojenitesine dair epidemiyolojik ve
toksikolojik bir ¢alismada ise 4-kloro-2-metil fenoksi asetik asit (MCPA) ve 2,4-D'nin
belirli testlere gore hayvanlarda timér olusturmadigi ancak insanlar i¢in daha fazla
caligmanin yapilmas1 gerektigi bildirilmektedir (Seker 2002). Bu c¢aligmalarin
bazilarinda kimyasallarin kullanim sikligina bagl olarak yaygin olmayan kanserlerin

riskinin arttig1 gézlenmistir. Arastirmacilar, daha fazla ¢aligmanin yapilmas: gerektigini

belirtmektedirler (Bond ve Rossbacher 1993).

BNOA, 2,4-D ve 4-CPA'nin domateslerde kalinti analizlerinin yapildigt bir
calismada toplam 200 sera domatesi ile ¢alisilmis ve domateslerde BNOA kalintisina
rastlaniimamistir (Gokmen 1998). Gokmen ve Acar (2000)’da, normal ve anormal olan
yaklagik 100 domateste 4-CPA, 2,4-D ve BNOA kalintis1 arastirdiklar1 bir ¢alismada,
sera domateslerinin sadece 4-CPA kalintis1 tasidiklari, 2,4-D veya BNOA kalintisi
tasimadiklarini belirlemislerdir. Bagka bir ¢calismada da, BNOA'nin mutajenik etkinligi



Salmonella/memeli mikrozom testiyle belirlenmeye calisilmistir (Rashid ve Mumma
1986). Arastirmacilar, Aroklor pestisidi ile uyarilmis farelerdeki karaciger mikrozomal
ve sitozolik enzimlerinin varligini incelemislerdir. Calisma sonucunda BNOA'nin fare
karaciger mikrozomal ve sitozolik enzim aktivitelerinde bir artisa neden olmadigi
belirlenmigtir. Ayrica BNOA'nin bu test kosullarinda herhangi bir mutajenik etki
gostermedigi de rapor edilmektedir (Rashid ve Mumma 1986).

Insanlar ekip diktiklerini degil hastalik ve zararlilardan arta kalan mahsulii elde
etmekte ve bunun bir kismint da depolarda yine zararlilara kaptirmaktadirlar. Diinyada
tarim1 yapilan bitkilerde zararlilar, hastaliklar ve yabanci otlar nedeniyle hasattan 6nce
ortaya ¢ikan {irlin kayb1 %35 olarak hesaplanmaktadir. Miicadele yapilmadigi zaman
bazi liriinlerde bu kaybin iki kat artabilecegi yapilan arastirmalarla ortaya konmustur.
Omegin, ilaglama yapilmadigi zaman elma i¢ kurdunun meyveleri %96,6 oraninda
kurtlandirarak hemen hemen tamamen dokiilmesine neden oldugu; hububat alanlarinda
zararli olan siine nedeniyle ise %5'in lizerinde emgili dane (zararlinin meyve 6zsuyu ile
beslenmesi durumunda olusan dane) bulunan bugdaydan ekmek yapilamadigi

arastirmalarla belirlenmistir (Anonim 2002).

Fludioksonil (4-(2,2-difloro-1,3-benzodioksol-4-il)-1H-pirol-3-karbonitril),
(fludioxonil) ve Siprodinil [4-siklopropil-6-metil-2-(fenilamino) pirimidin] (cyprodinil)
adli ilaglar, Antalya yoresi tariminda 6zellikle domateste mantar hastaliklarina (elmada
karaleke, kayisida ¢igek monilyasi, bagda ve domateste kursuni kiife (Aydmoglu vd
2002) kars1 en yaygin kullanilan fungisit grubu pestisitlerdendir. Fludioksonil genellikle
tiziimde, ¢ilekte ve bazi sebzelerde bulunan ve gri kiif hastaligi etkeni mantarlar olan
Botrytis cinerea (Forster ve Staub 1996, Rosslenbroich ve Stuebler 2000, Verdisson vd
2001, Frankart vd 2002) ve Candida albicans (Ochiai vd 2002) ile miicadelede

kullanilmaktadir.

Anilinopirimidin grubu bir fungisit olan Siprodinil, elmada mavi ve gri kif
etkenleri olan Tapesia yallundae ve Tapesia acuformis (Babij vd 2000), bugdaydaki
Erysiphe graminis f. sp. tritici, arpadaki Drechslera teres, elmadaki Venturia inequalis
(Knaufbeiter vd 1995) ve Botrytis cinerea mantarlarimin (Hilber ve Schuepp 1996)



kontroliinde kullanilmakta ve bu bilesigin bakteri dldiiriicii etkisi bulunmamaktadir
(Zhou vd 2002). Siprodinil’in, sitokrom P-450 monooksigenaz ya da diger yikim
enzimlerine sahip mikroplar tarafindan metabolize edildigi belirlenmistir (Schocken vd
1997).

Antalya yoresi tariminda meyvelerde kiif olusumuyla miicadelede daha ¢ok
Siprodinil+Fludioksonil fungisitleri karisiminin ticari formiilasyonlar1 kullanilmaktadir.
Diger taraftan, Siprodinil+Fludioksonil karisiminin bitkiler tizerinde olumsuz etkilerinin
olabilecegine  iliskin  calismalar da  vardir.  Omegin, Oztirk  (2004),
Siprodinil+Fludioksonil karisiminin ticari formiilasyonu olan Switch adli ilacin belirli
konsantrasyonlarda sera domateslerine uygulandiginda bitkilerin stoma indeksleri, en-
boy degerleri ve anormal stoma yilizdesinin artan doza bagli olarak kontrole gore
arttiini, anatomik olarak hiicresel diizeyde anomaliler goriildiigiinii bildirmektedir. Bu
sonuglara gore fungisit uygulamasinin elde edilecek tiriin miktar1 tizerinde olumsuz bir

etki olusturabilecegi fikri ileri stiriilmektedir.

Cevre Koruma Ajansi (Environmental Protect Agency, EPA)nin internet
sayfasindaki (EPA, 1998) bilgilere gore; Sigan ve fare iizerinde yapilan kronik
toksisite/karsinojenite testlerinde, erkeklerde 2000 ppm, disilerde 5000 ppm dozlarina
kadar Siprodinil’in herhangi bir karsinojenik etkisine rastlanilamamistir. Farelerde, yan
etkinin gozlendigi Siprodinil konsantrasyonu 2000 ppm (erkeklerde 212,4 mg/kg/giin)
iken, yan etkinin gozlenmedigi Siprodinil konsantrasyonu 150 ppm (erkeklerde 16.1
mg/kg/glin)’dir. Erkeklerde konsantrasyona bagli olarak ekzokrin pankreasta odaksal ve
cok odakli hiperplazi meydana gelmektedir. Disi tavsanlarda yan etkinin gozlendigi
Siprodinil konsantrasyonu 400 mg/kg/giin iken, yan etkinin gozlenmedigi Siprodinil
konsantrasyonu 150 mg/kg/giin’diir. 400 mg/kg/giin Siprodinil uygulamasi, viicut
agirligl artisinda azalisa neden olmaktadir. Cenin gelisimi ile ilgili yan etkinin
gozlendigi 400 mg/kg/giin Siprodinil uygulamasi, fazladan kaburgaya sahip, bir defada
dogan yavrularin sayisinda 6nemsiz bir artiga neden olmaktadir. Sicanlarda, yan etkinin
gbzlendigi Siprodinil konsantrasyonu 4000 ppm (326 mg/kg/giin) iken, yan etkinin
gbzlenmedigi Siprodinil konsantrasyonu 1000 ppm (81 mg/kg/giin)’dir. 4000 ppm

Siprodinil uygulamasi, yavru agirlifinda azalmaya neden olmaktadir. Siprodinil’in



mutajenitesi ile ilgili olarak, hem prokaryotlarda (Salmonella typhimurium, Escherichia
coli) hem de Okaryotlarda (Cin kobaylarinin akciger V79 hiicreleri) nokta mutasyon
testi, Cin kobaylariin ovaryum hiicrelerinde (in vitro) ve fare kemik iliginde (in vivo)
kromozom hatasi testi, sican karaciger hiicrelerinde DNA tamir testi yapilmistir. Bu

mutajenite testlerinde tiim sonuglar negatif bulunmustur.

Cevre Koruma Ajansmin internet sayfasindaki bilgilere gore; (EPA, 2000)
siganlarda, yan etkinin go6zlendigi  Fludioksonil konsantrasyonu erkeklerde 428
mg/kg/giin, disilerde 462 mg/kg/giin iken, yan etkinin gozlenmedigi Fludioksonil
konsantrasyonu erkeklerde 64 mg/kg/giin, disilerde 70 mg/kg/giin’diir. Yan etkilerin,
erkek siganlarda kronik bobrek hastaligi, disi sicanlarda karacigerde biiylime ve hem
ertkek hem de disi sicanlarda viicut agirliginda azalma olarak ortaya ¢iktigi
bildirilmektedir. Fludioksonil’in erkek sicanlarda Kkarsinojenitesine iliskin kanit
bulunmamasina ragmen, disi sicanlarin karaciger hiicrelerinde timor olusumu yoniinde
istatistik olarak 6nemli bir artis gozlenmistir. Yine sicanlarda, karsinojenite ve kronik
toksisitenin birlikte incelendigi c¢alismalarda, yan etkinin gozlendigi Fludioksonil
konsantrasyonu erkeklerde 113 mg/kg/giin, disilerde 141 mg/kg/giin iken, yan etkinin
gozlenmedigi Fludioksonil konsantrasyonu erkeklerde 37 mg/kg/giin, disilerde 44
mg/kg/giin’diir. Yan etkilerin, disi siganlarda hafif kansizlik ve hem erkek hem de disi
siganlarda viicut agirliginda azalma ve karaciger lezyonlarinin siddetinde artis olarak
ortaya ¢iktigi Dbildirilmektedir. Farelerde, yan etkinin gozlendigi Fludioksonil
konsantrasyonu erkeklerde 1052 mg/kg/giin, disilerde 1307 mg/kg/giin iken, yan etkinin
gozlenmedigi Fludioksonil konsantrasyonu erkeklerde 445 mg/kg/giin, disilerde 559
mg/kg/glin’diir. Farelerde de yan etkiler bakimindan siganlardakine benzer sonuglar
elde edilmistir. Yine Fludioksonil’in karsinojenitesine iliskin olarak, disi farelerde kotii
huylu lenf kanseri (malignant melanoma) gozlenme sikliginin arttig1 bildirilmektedir.
Kopeklerde, yan etkinin gozlendigi Fludioksonil konsantrasyonu 50 mg/kg/giin iken,
yan etkinin gozlenmedigi Fludioksonil konsantrasyonu 5 mg/kg/giin’diir. 50 mg/kg/giin
Fludioksonil uygulamasi, erkek ve disi kopeklerde ishal olusumunu artirmaktadir.
Mutajeniteye iliskin olarak Fludioksonil, 0,5-60 mg/lI’de kobaylarda yumurtalik
hiicrelerinde ¢oziiniirliik ve sitotoksisite sinirina kadar genetik mutasyona, 1,37-700

g/ml’de kromozomlarin ayrilmamasina neden olurken, 1250-5000 mg/kg’da kemik iligi
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kromozom hatalar1 sikliginda 6nemli bir artisa neden olmadigi belirlenmistir. Yine,
farelerde bir ¢alisgmada 5000 mg/kg/giin’de kiigiik ¢ekirdekli polikromatik alyuvar
yiizdesinde 6nemli bir artisa, baska bir ¢alismada da programlanmamis DNA sentezine
neden olmadig1r gosterilmistir. Bununla birlikte, sicanlarda 1250, 2500 ve 5000
mg/kg’da kiigiik ¢ekirdek testine gore in vivo karaciger hiicresi lizerinde mutajenik etki
gosterirken, farelerde 1250, 2500 ve 5000 mg/kg/giin’de baskin oliimciil mutasyona
neden olmamaktadir. Ayrica Fludioksonil’in insan karsinojeni olmadigi da
bildirilmektedir.

Tarimda en sik kullanilan pestisitlerden bir grup da herbisitlerdir (yabanci ot
oldiirticiiler). Bunlardan Fluazifop-p-biitil [(R)2-[4[445][-(trifloro-metil)-2
piridinil]oksi]-fenoksi]propanoat] ve Fenoksaprop-p-etil —[:(+)-etil 2-{4-[(6-kloro-2-
benzoksazolil)oksi]fenoksi}propanoat] iilkemizde 6zellikle pamukta, domateste,
soyada, aygiceginde, patateste, mercimekte, seker pancarinda, narenciye ve meyve
bahgelerinde; kanyas, darican, benekli darican, kirpidari, ¢atalotu, kdpekdisi ayrigi, su
ayrigi, ayrik, yabani yulaf, tilki kuyrugu, kusotu, duvar arpasi gibi yabanci otlarin
miicadelesinde kullanilmaktadir (Aydinoglu vd 2002). Fluazifop-p-biitil ayn1 zamanda
Biomphalaria alexandriana adli bir salyangozla miicadelede mollusit (yumusakga
oldiiriicli) olarak da kullanilmaktadir (Tantawy 2002, Zidan vd 2002). Bu kimyasallarin
bazi tiriinlerdeki kalint1 analizleri de yapilmis ve belirlenebilme smir1 0,01-0,05 mg/kg
olarak bulunmustur (Bolygo ve Boseley 2000). Momcilovic ve arkadaslar1 (1999) ise,
bu kimyasalin uygulamada normalden fazla kullanildiginda insan igin toksik
olabilecegini belirtmektedirler. Yine bagka bir ¢alismada, siiliin kusunun yumurtalarina
Fluazifop-p-biitil uygulamasindan sonra kuslarin viicut agirligi, iskelet bozukluklari, dis
gortiniigsel ozellikleri ve 6liim orani incelendiginde, toksik/teratojenik etkileri oldugu
ortaya ¢ikarilmistir (Varga vd 1999). Ayrica Fluazifop-p-biitil ve Fenoksaprop-p-etil’in
bitkilerdeki asetil koenzim A karboksilaz enzimini yikarak etki gosterdigi de
bildirilmektedir (Herbert vd 1996 a, Hebert vd 1996 b, Delye vd 2002).

Internetten (EXTOXNET, 1993) elde edilen bilgilere gore; Fluazifop-p-biitil,

zayif toksik bilesikler sinifindan olup etiketinde DIKKAT s6zciigii bulunmaktadir. Bu

bilesigin ticari olarak tretilen markalarindan birisi olan "Fusilade 2000"in diisiik
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konsantrasyonlarda  siddetli mide ve bagirsak  bozukluklarina,  yiiksek
konsantrasyonlarda ise uykusuzluk, bas donmesi, koordinasyon kaybi gibi merkezi sinir
sistemi  bozukluklarina neden olabilecegi bildirilmektedir. Ayrica solunmasi
durumunda, akcigerlerde siddetli tikaniklik hatta koma ve 6lim goriilebilecegi rapor
edilmektedir. Bu bilesik i¢in akut oldiriicti oral doz (LDso), erkek si¢anlarda 3680
mg/kg, disi siganlarda 2451 mg/kg olarak belirlenmistir. Tavsanlarda ise dermal LDsp,
2450 mg/kg'dan yiiksek bulunmustur. Bu bilesigin s6z konusu dozda deriyle temas
ettiginde orta derecede toksik etki gosterdigi bildirilmektedir. Bilesigin, Sadece
yumusak ciltler ve goz i¢in tahris edici oldugu ve cilt duyarliligma rastlanmadigi
bildirilmektedir. Ayrica glinimiize kadar Fluazifop-p-biitil’in 10 mg/kg ve altindaki
dozlarda siganlarda herhangi bir teratojenik, mutajenik, karsinojenik, organ toksisitesi

ve tireme ile ilgili bir etkisine rastlanmadigi da bildirilmektedir.

Fenoksaprop-p-etil Pesticide Action Network’un web sayfasinda (PAN, 2006)
“Bad Actor Pesticide” kategorisinde siniflandirilmamistir. Bu terim olas1 karsinojen,
iiretim veya gelisim {izerine toksik, ndrotoksik kolinesteraz inhibitdrii, yer alti suyu
Kirleticisi ve akut toksisitesi olan bilesikler i¢in kullanilmaktadir. Ayn1 web sayfasinda
Fenoksaprop-p-etil’in zayif akut toksisitesi oldugu da bildirilmektedir.

Bu baglamda tarim ilaglar1 hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi ve
dolayisiyla bu kimyasallarin tehlikelerinin bilinmesi insan saglig1 agisindan son derece

onemlidir.

D. melanogaster, genetik diinyasina 1910 yilinda Thomas Morgan tarafindan
tanitilmis ve o glinden beri genetik ¢alismalarda model organizma olarak
kullanilmaktadir. Kalitimla ilgili bildiklerimizin ¢ogu bu canli {izerinde yapilan
calismalarla kazanilmistir. D. melanogaster, anatomik a¢idan karmasik bir yapida
olmasina ragmen laboratuvar sartlarinda kiigiik bir habitatta yasayabilecek biiyiikliikte
olmasi, kolay ve ucuz beslenebilmesi, ¢ok sayida yavru dél meydana getirebilmesi, kisa
generasyon siiresine sahip okaryotik bir organizma olmasi gibi nedenlerle genetikte en
fazla kullanilan model organizmadir (Falakali 1990, Kaya 2000). 1984 yilinda Graf ve

arkadaglar1 tarafindan gelistirilen D. melanogaster kanat somatik mutasyon ve
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rekombinasyon testi sayesinde insektisitler (Osaba vd 1999), fungisitler (Osaba vd
2002, Rahden-Staron 2002), herbisitler (Kaya vd 2000), mutajenik ve karsinojenik
maddeler (Tripathy vd 1990, Chroust vd 2001, Cruces vd 2003), ¢evre kirleticiler
(Amaral vd 2005, 2006), alkilleyici ajanlar (Goto vd 1999, Olvera vd 2000), kanser
tedavisinde kullanilan ilaglar (Lehmann vd 2003), antidepresanlar (Kocaoglu 2004),
ucucu yaglar (Idaomar vd 2002, Munerato vd 2005) ve bircok kimyasal maddenin
genotoksisitesi ve yine bir¢ok kimyasal maddenin antigenotoksisitesi (Graf vd 1998,
Yesilada 2000, Taira vd 2005) belirlenebilmektedir. Yine bu testte kullanilan 6zel
genetik yapiya sahip hatlar sayesinde uygulanan kimyasallarin mutajenik etkilerinin
yant sira rekombinojenik etkileri de belirlenebilmektedir (Kocaoglu 2004). Ayrica yine
Graf ve Schaik (1992) tarafindan gelistirilen yiiksek metabolik etkinlige sahip hatlarin
bu testte kullanilmasiyla genotoksik bir maddenin genotoksisitesinin dogrudan
kimyasalin kendisiyle mi yoksa biyoaktivasyon sonucu olusan par¢alanma iiriinleriyle

mi oldugu bulunabilmektedir (Kaya 2000).

Birgok ilacin hiicreler {izerindeki sitotoksisitesi baska bir deyisle hiicre
yasayabilirligi ve cogalabilirligi MTT testiyle belirlenebilmektedir. MTT ilk olarak
1983’te Mossmann tarafindan tanimlanmigtir (Tanyel 2002). MTT testi, tetrazolyum
boyalarinin canli hiicrelerdeki mitokondrial bir enzim olan siiksinat dehidrogenazla
verdigi tepkimeler sonucunda indirgenmesiyle olusan formazan maddesinin
spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina dayanir (Kaneko vd 1995, Abe ve Saito
1998). Hiicrelerin canlilik oranlar1 tripan mavisiyle boyama yontemiyle de
belirlenebilmektedir. Tripan mavisi 6li hiicreleri boyamaktadir. Boylece hem canli hem

de 6lii hiicre sayilar1 thoma laminda mikroskobik olarak belirlenebilmektedir.

Calismamizda kullanilan HEK293 hiicre dizisi Graham ve arkadaslarinin
1977°de insan embriyonik bobrek hiicrelerini, insan adenoviriis tip 5 DNA’s1 ile
transforme etmesiyle olusturulmus bir hiicre dizisidir. HEK293 hiicreleri

kanserlesmenin erken evrelerinde bulunan 6liimsiizlestirilmis hiicrelerdir.

Tim bu literatiir bilgilerine gore; bu c¢alismada, degisik konsantrasyonlarda

canlilarda dogal olarak sentezlendigi bilinen bir bitki biiylime diizenleyicisi olan
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IAA’nin sentetik formu ve Antalya ydresi tariminda en c¢ok kullanilan sentetik bitki
biiyiime diizenleyicilerinden biri olan BNOA ile yaygin olarak kullanilan fungisitlerden
Siprodinil ile Fludioksonil ve herbisitlerden Fluazifop-p-biitil ile Fenoksaprop-p-etil'in
mutajenik ve rekombinojenik etkilerinin olup olmadigi, eger mutajenik ve/veya
rekombinojenik etkinlik gosteriyorsa bu etkiyi dogrudan mi1 yoksa biyoaktivasyonla m1
gosterdigi Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testiyle, ayrica
HEK?293 hiicreleri tizerinde promoter (kanser ilerletici) etkilerinin olup olmadig: tripan

mavisiyle ve MTT testi ile belirlenmesi amaglanmustir.
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2. MATERYAL ve METOT

Bu c¢alismada, bitki biiyiime diizenleyicileri IAA ve BNOA, fungisitler
Siprodinil ve Fludioksonil ve herbisitler Fluazifop-p-biitil ve Fenoksaprop-p-etil’in
mutajenik ve rekombinojenik etkileri Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) ile promoter (kanser ilerleticilik) etkileri ise tripan

mavisiyle ve MTT testiyle incelenmistir.

2.1. D. melanogaster Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi Kullanilarak

Mutajenite ve Rekombinojenitenin Belirlenmesi Calismalar:

Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi, transheterozigot larvalarin
kanat imajinal disk hiicrelerinde delesyon (parca kopmasi), nokta mutasyon, ayrilmama
ve rekombinasyon ile olusan genetik degisimlerin fenotipte gézlenmesi esasina dayanir

(Graf vd. 1984, 1989, Kaya 2000).

D. melanogaster kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi Sekil 2.1°de

semalastirilmistir.

2.1.1. D. melanogaster’in yasam dongiisii

D. melanogaster, anatomik agidan karmasik bir yapida olmasina ragmen
laboratuvar sartlarinda kiigiik bir habitatta yasayabilecek biiytikliikte olmasi, kolay ve
ucuz beslenebilmesi, ¢cok sayida yavru d6l meydana getirebilmesi, kisa jenerasyon
stiresine sahip Okaryotik bir organizma olmasi gibi nedenlerle genetikte en fazla

kullanilan model organizmadir (Falakali 1990, Kaya 2000).

Diptera ordosunda bulunan D. melanogaster, tam bagkalasim gosteren
(holometabol) bir bocektir. D. melanogaster icin ideal yasam kosullar1 25 °C sicaklik ve
% 60 bagil nem ortamidir. D. melanogaster’in bu kosullara sahip kiiltiir ortaminda

gosterdigi baskalasim evreleri su sekildedir (Kaya 2000):
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Yumurta Toplama

l728&&t

72 SAATLIK TRANSHETEROZIGOT
LARVALARA BITKi BUYUME
DUZENLEYICILERI VE PESTISITLERIN
UYGUIL ANMASI

mwh + + mwh + +

I I I I I I

I I . I I I I

I I I I I I

I I . I I I . I

+ + Rd® + flr3 +
mwh/Bd* Genotipli mwh/flr® Genotipli
Serrat Kanatlar Normal Kanatlar

MIKROSKOBIK ANALIZ

Nokta Mutasyon, Delesyon
ve Somatik Rekombinasyon

e

Somatik Rekombinasyon

Kiiciik Tek Tip  Biiyiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip
Klonlar Klonlar Klonlar Ikiz Klonlar
mwh (1-2 hiicre) mwh (>2 hiicre) flrd

Sekil 2.1. D. melanogaster kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
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Embriyo donemi 1 glin

Birincil larval evre (L1) 1 giin
Ikinci larval evre (L2) 1 giin
Ugiincii larval evre (L3) 1 giin
Prepupa evresi 4 saat
Pupa evresi 4-5 giin
Yetigkin evresi 40-50 giin

D. melanogaster’in yasam dongisii Sekil 2.2°de verilmistir.

Disi

. Erkek
- ——
Embriyo
<

2 evrelarva

3. evre larva

Sekil 2.2. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii
(www.dsls.usra.edu/biologycourse/workbook/Unit4.1.pdf’den)
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D. melanogaster bireylerinin ortalama Omiirleri 40-50 giin arasindadir. Buna
karsin Kaya’nmin (2000) bildirdigine goére, Graf ve arkadaslar1 (1992) 80-90 giin
yasayabilen bireylere rastlamislardir. D. melanogaster’in erkek bireyleri pupadan
ciktiktan hemen sonra eseysel olgunluga ulasirken, disiler pupadan ¢iktiktan sonra 6-12

saatlik bir siirede eseysel olgunluga ulasabilmektedirler.

2.1.2. Kullanilan hatlarin genetik yapisi

Calismamizda normal ve yiiksek metabolik etkinlige sahip iki D. melanogaster
hattt kullanilmistir. Normal ve yiiksek metabolik etkinlige sahip hatlar, Prof. Dr.
Ricardo Marcos’un (Barselona-ispanya) laboratuvarindan temin edilerek béliimiimiiz
Drosophila laboratuvarinda standart Lewis besiyerinde D. melanogaster igin en uygun
yasam kosullar1 olan 25 °C’de ve % 60 bagil nem ortaminda kiiltiire edilmistir (Kaya

2000).

Normal ve yiiksek metabolik etkinlige sahip hatlarda somatik mutasyon ve
rekombinasyonu belirlemek i¢in bu hatlarin ti¢iincii kromozomlari {izerinde bulunan iki
belirleyici (marker) gen kullanilmistir. Belirleyici genlerden birisi ¢oklu kanat kil

(mwh), digeri ise flare (flr)’dir.

Kaya (2000), Linsley ve Grell tarafindan tanimlanmis olan normal metabolik

etkinlige sahip bireylerin genetik yapisi su sekilde bildirmektedir:

mwh / mwh ve
flr3 /In (3LR) TM3, ri pP sep bx **¢ e $Bd® kisaca;

mwh / mwh ve
flr3/TM3, Bd ® olarak gosterilmektedir.

Graf ve van Schaik tarafindan genetik caprazlamalarla olusturulan yiiksek

metabolik etkinlige sahip hatlarin genetik yapisi ise su sekildedir (Kaya 2000):
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NORR / NORR; mwh / mwh ve
NORR / NORR; flr3/In (3LR) TM3, ri pP sep bx **¢ e $ Bd® kisaca;

NORR / NORR; mwh / mwh ve
NORR / NORR,; flr3 / TM3, Bd ® olarak gosterilmektedir.

mwh geni fenotipte kanatlar iizerinde ¢oklu kanat killar1 (ayn1 hiicreden 3 ya da
daha fazla kil ¢ikmasi) olarak ortaya ¢ikmaktadir. flr geni ise kanatlar iizerinde normal
diiz ve uzun killar yerine kisalmig, nokta veya koyu renkli balon seklinde ya da kalin ve
diizgiin olmayan sekillerde belirmektedir. Mutant kanat killart Sekil 2.3, 2.4, 2.5, 2.6 ve
2.7°de goriilmektedir. Ayrica normal bireylerdeki kanatlarin kenarlart diizgiin iken flr
geni tasiyan bireylerde kanatlarin kenarlar1 serrat (testere disli) sekildedir. flr geni
homozigot halde embriyonik evrede dldiirlicii etki gosterdigi i¢in bu hatlarin genomuna
dengeleyici bir kromozom olan TM3 yerlestirilmistir. flr genini tasiyan dengeleyici
kromozoma sahip ve dengeleyici kromozom tagimayan bireylerin kanat fenotipleri Sekil
2.8’de goriilmektedir. Bu kromozom ayrica rekombinasyonu da baskilamaktadir.
Dolayisiyla buradan mutasyon ve rekombinasyon ile olusan fenotipik degisimlerin
hangi oranda mutasyon, hangi oranda rekombinasyon etkisiyle oldugu

belirlenebilmektedir (Kaya 2000).

Belirleyici gen olarak kullanilan flr, mwh ve Bd® genleri D. melanogaster’in en
biiyik kromozomu olan iigiincii kromozom {izerinde bulunmaktadir. Uciincii
kromozomun D. melanogaster’in en biiyilk kromozomu olmasi ve belirleyici genler
arasindaki uzakligin fazla olmasi gerek rekombinasyonun gerekse mutasyonlarin daha

genis bir aralikta incelenmesi agisindan avantajlidir (Sekil 2.9).

Yiiksek metabolik etkinlige sahip D. melanogaster hatlarinda sitokrom p450
seviyesi yiiksektir. Bu hatlar etkilendikleri kimyasal maddeleri daha fazla metabolize
edebilmektedirler. Dolayisiyla genotoksik bir maddenin genotoksisitesinin dogrudan
kimyasalin kendisiyle mi yoksa biyoaktivasyon sonucu olusan pargalanma iiriinleriyle
mi oldugu bulunabilmektedir. Calismamizda Graf ve Schaik (1992) tarafindan
olusturulan yiiksek metabolik etkinlige sahip D. melanogaster hatlari kullanilmstir.
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Sekil 2.3. Kiigiik tek tip mwh mutant klon (Olympos marka mikroskopta
40x biiytitmede ve Nikon Coolpix 995 marka fotograf makinesinde
gOriintlilenmigtir)

Sekil 2.4. Biiyiik tek tip flr mutant klon (Olympos marka mikroskopta
40x biiytitmede ve Nikon Coolpix 995 marka fotograf makinesinde
gorilintlilenmistir)
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Sekil 2.5. Biiyiik tek tip mwh mutant klon (Olympos marka mikroskopta
40x biiyiitmede ve Nikon Coolpix 995 marka fotograf makinesinde
gorilintlilenmistir)

Sekil 2.6. ikiz mutant klon (Olympos marka mikroskopta 40x biiyiitmede
ve Nikon Coolpix 995 marka fotograf makinesinde gériintiilenmistir)
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Sekil 2.7. Mutant kanat killari: a) normal killar, b) farklilasmis fakat ne mwh ne de flr
olarak siniflandirilamayacak killar, ¢) ¢oklu kanat killar1 (mwh), d) flr genotipe
ait killar

a b

Sekil 2.8. Dengeleyici kromozom tasiyan (a) ve tasimayan (b) bireylerin kanat
fenotipleri. a: serrat kanat, b: normal kanat
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Sentromer
mwh flr Bd*
| | |
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| | |
0.3 38.8 47.7 91.9

Sekil 2.9. D. melanogaster kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde
kullanilan belirleyici genlerin {igiincii kromozom tizerindeki yerlesimleri

2.1.3. Deney gruplan

Bu calismada, degisik konsantrasyonlarda canlilarda dogal olarak sentezlendigi
bilinen bir bitki bliyiime diizenleyicisi olan IAA’nin sentetik formu (Sigma 1-2886) ve
Antalya yoresi tariminda en ¢ok kullanilan sentetik bitki biiyliime diizenleyicilerinden
biri olan BNOA (Sigma, CAS No: 120-23-0) ile yaygin olarak kullanilan fungisitlerden
Siprodinil (Sigma, CAS No: 121552-61-2) ile Fludioksonil (Sigma, CAS No: 131341-
86-1) ve herbisitlerden Fluazifop-p-biitil (Sigma, CAS NO: 79241-46-6) ile
Fenoksaprop-p-etil’in (Sigma, CAS No: 71238-80-2) mutajenik ve rekombinojenik
etkileri D. melanogaster’in normal ve yiiksek metabolik etkinlige sahip normal ve

serrat kanatli hatlar1 kullanilarak test edilmistir.
Caligmada kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri ve pestisitlerin dahil olduklart

kimyasal gruplar, katalog numaralar1 ya da CAS (Chemical Abstract Service)

numaralar1 ve kimyasal yapilar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Calismada kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri ve pestisitlerin dahil olduklari
kimyasal gruplar, katalog numaralart ya da CAS (Chemical Abstract Service)
numaralar1 ve Kimyasal yapilari

Kimyasal ad1 Kimyasal Katalog No/ Kimyasal Yapist
Grubu CAS No
IAA, Oksin Kat. No r’H
Indol-3-asetik asit
- [l

(3-Karboksi ~ metil 1-2886
indol) (Sigma) a

&

CH,—C
n,
ZH
BNOA, Beta | Oksin CAS No [
Naftoksi asetik asit
(2-Naftoksi  asetik 120-23-0 Ai
asit) = “—H G
Siprodinil Anilino CAS No HyC N i
(N-(4-siklopropil-6- | ;i 121552-61-2 oS
metil-pirimidin-2- |
il)-anilin) =N
Fludioksonil klorfenil pirol | CAS No T
) 131341-86-1 M
4-(2,2-difloro-1,3- F \ /
benzodioksol-4-il)- o
1H-pirol-3- F C==HM
karbonitril ©
Fluazifo Ariloksi CAS No N 0
P A CHy
-p-biitil fenoksi 79241-46-6 |
0 CH

[( R )2-[4[4,4,5[- | propiyonik asit el 0 NN
(trifloro-metil)-
2piridinil]oksi]- 0
fenoksi]propanoat
Fenoksaprop Ariloksi CAS No I
-p-etil fenoksi 71238-80-2

[:( +)-etil 2-{4-[(6-
kloro-2-
benzoksazolil)oksi]
fenoksi} propanoat

propiyonik asit
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2.1.4. D. melanogaster hatlarmin kiiltiirii

Normal ve yiiksek metabolik etkinlige sahip olan mwh ve flr genotipindeki
bireyler, i¢inde taze hazirlanmis standart Lewis besiyeri bulunan siselerde ayr1 ayri

cogaltilmistir. Standart Lewis besiyeri igerigi soyledir:

Misir Unu 104 g
Seker 94 g
Maya 199
Agar 569
Asit Karigimi 6 ml
Distile Su 1020 ml

Misir unu, seker, maya, agar ve distile su karisimi ates iizerinde kaynayincaya
kadar pigirilmistir. Atesin alt1 kisilarak besiyeri hafif ateste 1-2 dakika daha
kaynatilmistir. Ates iizerinden alinan besiyerinin {izerine 836 ml propiyonik asit
(Merck), 83 ml ortofosforik asit (Carlo Erba), ve 108 ml distile sudan olusan asit
karisimindan 6 ml ilave edilerek iyice karigtirllmistir. Besiyeri i¢eriginde bulunan asit
karigimi, besinin mikroorganizmalarca kontaminasyonunu engellemek amaciyla
kullanilmaktadir. Aksi taktirde yumurta verimi ve bireylerin gelisimi olumsuz yonde
etkilenmektedir. Hazirlanan besiyeri, 250 ml’lik cam siselere yaklasik 1-1,5 cm
kalinlikta dokilmiistiir. Besiyeri, siselerin agz1 kurutma kagidiyla kapali olarak 1-2 giin
kurumaya birakilmistir. Caprazlamada yeterince birey elde edebilmek igin eski
siselerdeki bireyler, icinde taze  besiyeri bulunan siselere aktarilarak kiiltiir
zenginlestirilmigtir. Kiltir, 25 £ 0,5 °C ve % 60 bagil neme sahip Drosophila kiiltiir

odasinda yetistirilmistir.
2.1.5. Caprazlama icin birey secimi
Taze besiyerlerine aktarilan bu bireylerden yeteri kadar ¢ogaltildiktan sonra

bireylerin yeni bir nesil vermesi i¢in on giin beklenmis ve onuncu giin sonunda

bunlardan flr genotipe sahip olanlarmin ¢iftlesmemis (virjin) disileri 30-40 adet
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secilerek taze besiyerlerine aktarilmistir. Virjin disilerin seg¢ilmesi icin cogaltilmisg
kiiltiirde bulunan bireylerin tamami bosaltilip 4 saat sonra ¢ikan bireyler bos bir
siseye alinmistir. Bu bireylerden disi olanlar1 heniiz eseysel olgunluga ulagmamistir.
Bireyler eterle bayiltilarak aralarindan disileri segilmistir. Bu virjin disiler baska bir
besiyerine alinmistir. Dollenme ve embriyogenezin gergeklesmesi ig¢in bu disilerin
bulundugu ortama ayni sayida mwh genotipli bireylerin erkekleri konularak en az bir
giin siireyle ¢aprazlama gercgeklestirilmistir. Uygulama yapilacak olan larvalarin ayni
evrede olabilmesi i¢in d6éllenme ve embriyogenezi gergeklestirmis olan bireyler yeni bir
besin ortamina alinarak 8 saat siireyle yumurta birakmalar1 saglanmistir. Sekiz saat
sonunda ayni bireyler tekrar eski besiyerine alinmigtir. Yumurta birakilan siseler uygun
sekilde etiketlenip inkiibasyona birakilmistir. Yumurta toplama i¢in ayni bireyler tekrar

tekrar kullanilmistir.

2.1.6. Bitki biiyiime diizenleyicileri ve pestisitlerin uygulanmasi

Graf ve arkadaslar1 (1984), meyve sineklerine kimyasallarin uygulanmasinda
akut, kronik ve daha uzun siireli uygulama sekli kullanilabilecegini bildirmektedirler.
Arastirmacilar, ¢aligmalarinda akut uygulamada larvalara 1 saat gibi kisa bir siire
kimyasal uygulamasi yapildigini daha sonra larvalarin musluk suyunda yikanarak besin
ortamina konuldugunu bildirmektedirler. Kronik uygulamada ise, larvalara kimyasal
uygulamasindan sonra ergin bireyler ¢ikana kadar larvalar kimyasalla 1slatilmis besinde
tutulmaktadir. Arastirmacilar ayrica, biitiin larval evreyi kapsayan daha uzun siireli
ticlincii bir uygulama periyodunun da bulundugunu belirtmektedirler. Calismamizda 0,5,
1,2,5,10 ve 20 mM 1AA, 0,1, 0,5, 1, 2, 5 ve 10 mM BNOA ve Siprodinil, 0,01, 0,05,
0,1, 0,5, 1 ve 2 mM Fludioksonil ve Fenoksaprop-p-etil, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 2 ve 5 mM

Fluazifop-p-biitil’in kronik etkisi incelenmistir.

IAA, BNOA, Siprodinil, Fludioksonil, Fluazifop-p-biitil ve Fenoksaprop-p-
etil'in s6z konusu konsantrasyonlarda sulu ¢dzeltilerinin hazirlanmasinda % 10’luk etil
alkol + % 3’lik Triton X-100 karistmi kullanmilmistir. Bir¢ok kimyasalin sudaki
¢Ozlinirligiini artirmak amaciyla Triton X-100, Tween 80 vb. deterjanlar kullanildig
bilinmektedir (Jiun-Fwu vd 2000, Oz vd 2004).
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So6z konusu kimyasallar 72 saatlik larvalara uygulanmis ve bu larvalar ergin

bireyler ¢ikana kadar uygulamaya maruz birakilmistir.

Larvalara 1AA, BNOA, Siprodinil, Fludioksonil, Fluazifop-p-biitil ve
Fenoksaprop-p-etil uygulanmasi islemleri su sekilde gergeklestirilmistir. Toplanan
larvalar musluk suyunda yikanip bir elekten siiziilerek alinmistir. 3x10 cm boyutlarinda
silindir seklindeki diiz tabanli plastik tiiplere tiipiin yaklasik Y4’tinii kaplayacak sekilde
(yaklasik 3 gr) D. melanogaster igin hazir besin [Drosophila Instant Medium (DIM)]
konulmustur. Plastik tiiplerde bulunan DIM, 9’ar ml distile su, 1 mM etil metan siilfonat
(EMS), % 10’luk etil alkol + % 3 TX-100 karigimi, belirli konsantrasyonlardaki bitki
biiyiime diizenleyicileri ve pestisitler ile 1slatilmis ve tizerine 1-2 spatiil dolusu (yaklasik
100 adet) larva konulmustur. Uygun sekilde etiketlenen plastik tiipler, agz1 siinger tipa
ile kapatilarak 25 °C’de kiiltiir odasinda inkiibasyona birakilmistir.

2.1.7. Ergin bireylerin toplanmasi ve kanat preparatlarinin hazirlanmasi

Bir haftalik inkiibasyon sonucu larvalardan ¢ikan ergin bireyler toplanip eterle
bayiltildiktan sonra % 70°lik etil alkol igerisine konulmustur. Daha sonra bu bireylerin
kanatlarindan preparatlar hazirlanip mutajenite ve rekombinojenite analizleri

yapilmistir.

72 saatlik larva halindeyken distile su, 1 mM EMS, % 10’luk etil alkol + %
3’lik TX-100 karisimi, belirli konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri ve
pestisitler uygulanmis sinekler, kanat preparatlari hazirlanana kadar % 70°lik etil alkol
icerisinde bekletilmistir. Kanatlarin siirekli preparatlarinin hazirlanmasi i¢in Faure
¢ozeltisi (30 g gum arabik, 20 ml gliserol, 50 g kloral hidrat, 50 ml distile su)
hazirlanmistir. Alkolden ¢ikarilan sinekler 6nce kiiciik bir kap igerisinde bulunan distile
suyla yikanmistir. Distile suda yikanan sineklerin kanatlart ¢ukur lam iizerindeki 1
damla Faure ¢ozeltisi icerisinde ve 151k mikroskobu altinda bir pens ve igne yardimiyla
dikkatlice viicuttan ayrilmistir. Yine pens yardimiyla alinan kanatlarin lam {izerine
birakilip yayilmasi saglanmistir. Kanatlar ¢iftler halinde lam {izerine yerlestirilmistir.

Lam tizerine yapisan kanatlar tozdan uzak bir ortamda (genis bir petri kabinin iginde)
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tutulmustur. Kuruduktan sonra bir damla Faure ¢ozeltisi kanatlarin {izerine damlatilip
lamel kapatilmigtir. Bu sirada hava kabarcig1 kalmamasina ve kanatlarda katlanmalar ve
yirtilmalar meydana gelmemesine 6zen gosterilmistir. Hazirlanmis preparat bir parga
kagit mendille sarilarak metal bir blok agirlik altina yerlestirilip kurumaya birakilmistir.
Metal blok agirliklar altinda kurumasindan 48 saat sonra preparatlar, mutant klonlarin
(ayn1 genotipe sahip hiicre gruplari) belirlenmesi amaciyla mikroskopta analiz edilmistir
(Graf vd 1984, Kaya 2000). Calismamizda, her bir deney grubuna ait iki adet normal

kanat preparati ve iki adet de serrat kanat preparati hazirlanmistir.

2.1.8. Kanat preparatlarinin mikroskobik analizi

Kanatlarin her iki yiizeyinde (dorsal ve ventral) bulunan hiicre tabakalarindaki
mutant klonlar mikrovida yardimiyla 151k mikroskobunda 40X biiyiitmede incelenmistir.
Kanatlar tizerindeki bolmeler (sektdr) incelemede kolaylik saglamasi bakimindan A, B,
C, C, D, D' olarak adlandirilmistir (Sekil 2.10). Mikroskobik incelemelerde her bir
kanat sektorli ayri ayri taranarak mwh ve/veya flr mutant klonlar sayilmis ve

kaydedilmistir.

Sekil 2.10. Kanat sektorleri

28



Kanatlarda gézlenen mutant klonlar kiigiik tek tip klon (<3 ¢oklu kanat kili

(mwh) klonlar), biiyiik tek tip klon (=2 mwh ve flr klonlar) ve ikiz klon (hem mwh hem
de flr klonlar1 birlikte i¢eren klonlar) seklindedir. Coklu kanat kil (mwh) klonlar nokta
mutasyon, par¢a kopmasi (delesyon), ayrilmama ve rekombinasyon sonucu olusurken
gerek flr klonlar gerekse ikiz klonlar flr geni ile sentromer arasinda gergeklesen bir
rekombinasyon sonucu olusmaktadir (Sekil 2.11). Iki farkli mutant klonun ayr1 klonlar
sayilabilmesi i¢in aralarinda en az 3 adet normal klon bulunmasi gerekmektedir (Kaya

2000). Kanatlardaki mutant klonlar sayildiktan sonra elde edilen verilerin istatistik

analizleri yapilmstir.
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Sekil 2.11. mwh/flr genotipindeki bireylerde goriilebilecek genetik anormallikler

2.1.9. istatistik analizler

Drosophila melanogaster’in normal ve serrat kanatli bireylerinde distile su, 1
mM EMS, % 10’1luk etil alkol + % 3 TX-100 karisimi ve degisik konsantrasyonlarda
IAA, BNOA, Siprodinil, Fludioksonil, Fluazifop-p-biitii ve Fenoksaprop-p-etil’in
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kronik uygulamalari sonucu goézlenen mutant klonlarin frekans dagiliminin
belirlenebilmesi igin istatistik analizler Kaya 2000’e gore yapilmustir. Istatistik
analizlerde Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi igin hazirlanmis
olan Microsta istatistik programi kullanilmistir. Veriler Binomial Sartli Test’e
(Kastenbaum ve Bowman 1970) gore ve % 5 o6nem derecesinde (a=p=0,05)
degerlendirilmistir. Kurulan hipotezlerden Ho, distile su ile 1 mM EMS, % 10’luk etil
alkol + % 3 TX-100 karigimi ve degisik konsantrasyonlarda IAA, BNOA, Siprodinil,
Fludioksonil, Fluazifop-p-biitil ve Fenoksaprop-p-etil uygulamalar1 arasinda istatistik
acidan fark olmadigini, Ha ise uygulama gruplarinda indiiklenen mutasyon oraninin
distile su kontrol grubundan “m” “(carpim sabiti)” defa daha fazla oldugunu kabul
etmektedir. Hesaplama sonucunda, uygulama grubundaki mutant sektor sayisi ¢izelge
degerine esit veya biiyiikse Ho reddedilmistir. Ayni sekilde, kontrol grubundaki mutant
sektor sayisi ¢izelge degerine esit veya biiyiikse Ha reddedilmistir. Hipotezlerinin kabul
veya reddine bagl olarak sonuglar pozitif, negatif, onemsiz fark ve zayif pozitif olarak
belirlenmistir. Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi Cizelge 2.2°de

verilmistir (Kaya 2000).

Klonlarin indiiksiyon frekansi ise, incelenen kanatlardaki biitiin hiicrelerde
gozlenen mutant klon sayisidir. Kronik uygulamalarda her hiicre boliinmesindeki
ortalama indiiksiyon frekanst1 Szabad ve arkadaslarmma gore asagidaki esitlikle

hesaplanmaktadir (Kaya 2000).

f=" x10°
NC

Burada “f” klonlarin ortalama indiiksiyon frekansini, “n” gozlenen toplam mwh
klon sayisini, “N” analiz edilen kanat sayisim1 ve “C” bir kanat iizerindeki
incelenebilecek hiicre sayisin1 gostermektedir. Garcia Bellido ve Merriam’a gore C’nin
24.400 oldugu bildirilmektedir (Kaya 2000).
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Cizelge 2.2. Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi (Kaya 2000)

. Ha
HIPOTEZLER
KABUL (1-B) RED (B)
ONEMSIZ FARK NEGATIF
KABUL
P=(1-a)(1-B)=1-a-B+ap P=(1-a)B=B-af

(1-o)

Ho
RED POZITIF ZAYTF POZITIF
(or) P=o(1-B)=a-ap P=ap

2.2.  Tripan mavisi ve MTT Testi ile HEK293 Hiicrelerinde Yasayabilirligin ve

Cogalabilirligin Belirlenmesi Calismalari

2.2.1. HEK 293 hiicre dizisi

Calismamizda kullanilan HEK293 hiicre dizisi Graham vd (1977) tarafindan,
insan embriyonik bdbrek hiicrelerinin insan adenoviriis tip 5 DNA’s1 ile transforme
edilmesiyle olusturulmus bir hiicre dizisidir. Kanserlesmenin erken evrelerinde bulunan
bir dizidir. Ayrica c¢alismamizda kullanilan HEK293 hiicrelerinin c-kit boyasiyla
boyandigi yani c-kit belirteci tasidiklar1 belirlenmistir. Calismamizda kullanilan bitki
bliyiime diizenleyicileri ve pestisitlerin HEK293 hiicrelerine uygulanmasiyla
kanserlesmenin erken evresinde olan bu hiicrelerin yasayabilirligi ve g¢ogalabilirligi
dolayisiyla s6z konusu kimyasallarin hiicre kiiltiiriinde kanserin ilerleyisine etkileri
belirlenebilmistir. Ayrica HEK293 hiicrelerinin zayif tiimdrlesme potansiyeline sahip
oldugu (Cheng vd 2002) ve bir¢ok genin onkogenik potansiyelinin belirlenmesinde
normal hiicre modeli olarak kullanildigi (Hamid vd 2005) bildirilmektedir. HEK293

hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri Sekil 2.12°de verilmistir.
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Sekil 2.12. HEK?293 hiicrelerinin inverted mikroskoptaki gortintiisii
(Prior marka, 20x biiyiitme)

2.2.2. Besiyeri hazirlanisi

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda fibroblast benzeri yapisan hiicreler igin genellikle
Dubelco’nun degistirilmis Eagle besiyeri (Dubelco’s Modified Eagle’s Medium =
DMEM) (BioRich 1, Lot No: 10471005) kullanilmaktadir. DMEM toz halde olabildigi
gibi sivi formiilasyonlar seklinde de bulunabilmektedir. Calismamizda kullanilan
DMEM’in hazirlanmasi i¢in dncelikle toz haldeki 10 g DMEM (igerigi: 1g/l D- glukoz,
L-glutamin, sodyum piriivat) 500 ml distile suda ¢oziiliip manyetik karistiricida bir
balik yardimiyla kiiclik parcaciklar eriyinceye kadar karistirllmigtir. Bu ¢ozeltinin
iizerine % 7,5’lik sodyum bikarbonat ¢ozeltisi yavas yavas eklenerek pH’s1 7,4’
ayarlanmigtir. Portakal renginde (asidik) olan ¢ozeltinin rengi pH ayarlanmasi ile
kirmiziya (bazik) donmektedir. pH’s1 ayarlanan ¢dzeltinin hacmi distile suyla 1000
ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan besiyeri, 100 ml’lik vidal kapakli steril siselere 0,2
um por ¢apli enjektor filtresinden 90’ar ml siiziilerek steril edilmistir. Besiyeri kapagi

kapali sekilde ve parafilmlenerek 37 °C’deki CO; etiiviinde 2-3 giin bekletilmistir. Eger
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besiyerinde kontaminasyon yoksa tizerine 10 ml serum Fetal Sigir (Bovine)
Serumu=FBS (Sigma F9665) eklenmistir.

Sigir, dana, at vb. bir kaynaktan elde edilen serumlar kan {iriinleri oldugundan
icerisinde bagisiklik cevabi olusturan ve protein yapili kompliman bilesikleri bulunur.
Bu bilesikler kiiltiir ortamindaki hiicrelerin yiizeyinde bulunan belirteglerle birlesip
hiicre zarimi parcgalayarak hiicre Oliimiine sebep olurlar. Bu nedenle bu kompliman
bilesiklerin etkisiz hale getirilebilmesi igin serumlar, besiyeri lizerine eklenmeden 6nce
eritilip 30 dakika siireyle 56 °C su banyosunda tutulmustur. Bu islem
gerceklestirildikten sonra besiyerine serum eklenmistir. Serumdan gelebilecek
Kirlenmenin olup olmadigini gérmek igin besiyeri tekrar 37 °C’deki COz etiiviinde 2-3
giin bekletilmistir. Bu siire sonunda serumdan kaynaklanan bir kontaminasyon yoksa
besiyerine 10 {inite/ ml Piperasilin (Tazocin,Wyeth, Seri No: 92841) ve 25 pg/ml
Amfoterisin B (fungisit) (Sigma A2942)’den olusan antibiyotik + antimikotik karigimi
eklenmistir. Besiyerinin i¢inde bulundugu sise hazirlanis tarihi ve hazirlayan kisinin
admin yazildig1 bir etiketle etiketlenip besiyeri kullanilincaya kadar sise agz1 parafilmle

kapali olarak +4 °C’de saklanmustir.

2.2.3. Hiicre besleme islemleri

Hiicre besleme islemlerinde asagidaki yontem kullanilmistir. Donmus halde
bulunan hiicreler ¢ozdiiriildiikten sonra igerisinde 4 ml besiyeri bulunan 50 mI’lik kiltiir
sisesine konulmustur. Hiicreler 37 °C’deki CO: etiiviinde haftada 2-3 kez beslenmek
suretiyle cogaltilmistir. Inkiibasyon siiresince kiiltiir kaplar1 yatik vaziyette tutulmustur.
Besleme islemi, eski besiyerinin steril pipetle uzaklastirilip i¢erisinde az miktarda hiicre

bulunan yaklagik 0,5 ml besiyeri {izerine 4 ml yeni besiyeri eklenerek yapilmigtir.
2.2.4. Thoma Lami’nda sayim islemleri
Hiicre sayimu i¢in kiiltiir sisesinin tabanina yapismis olan hiicrelerin kaldirilmasi

gerekmektedir. Bunun i¢in hiicreler, Fosfatlanmis Tampon Tuzu (Phosphated Buffer

Salt=PBS) (Sigma P-4417) ve tripsin/EDTA (Sigma T3924) ile muamele edilmistir.
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Tripsin, arjinin ve lizin aminoasitlerinin karboksil grubunun katildigi peptid baglarini
kirmak suretiyle hiicreleri kiiltlir kabinin tabanindan ve birbirinden ayiran bir enzimdir

(Goziikara 1994).

2.2.5. Tripsinleme islemleri

Kiiltiiriin tamami1 siseden alinip steril bir santrifiij tiipiine konulmustur. Bos
kiltlir kabinin igine 1 ml PBS konup sise yikanmistir. Bu yikama sonunda PBS siseden
alinip atilmistir. Bagka bir tiip iginde 9 ml PBS’ye 1 ml steril tripsin/EDTA eklenerek %
10’luk tripsin/EDTA ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra 3 ml % 10°luk tripsin ¢ozeltisi
kiiltir sisesine konulup pipetle birka¢ kez ¢ek-birak yapildiktan sonra kiiltiir sisesi 2-3
dakika 37 °C’lik inkiibatorde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda kiiltiir sisesinde
bulunan tripsinli hiicre siispansiyonu derhal siseden alinip santrifiij tiipiine eklenmistir.
Hiucreler, tripsinden zarar gormesini engellemek amaciyla tripsin/EDTA bulunan
ortamlarda fazla bekletilmemektedir. icerisinde hiicre siispansiyonu bulunan santrifiij
tiipii, 2500 rpm’de 7 dakika santrifiij edilmistir. Dokelti atilip dibe ¢6kmiis hiicrelerden
olusan ¢okeltinin ilizerine 3 ml besiyeri eklenip pipetle birkag kez ¢ek-birak islemi
yaptlmistir. Bu sekilde hiicreler kiiltiir sigesinin tabanindan tripsinleme yoluyla
kaldirilip (tek hiicre siispansiyonu haline getirilip) sayilacak duruma getirilmistir

(Y1lmaz 2003).

2.2.6. Tripan mavisiyle ml’deki canli ve 6lii hiicre sayilarinin belirlenmesi

Tripan mavisi, canli hiicreleri boyamayip 6lii hiicreleri boyayan bir boyadir.
Buna bagli olarak da canli ve 6lii hiicre oranlart belirlenebilmektedir. Bunun igin 0,5
ml’lik bir ependorf tiipiine 10 mg/ml olarak PBS’de hazirlanan tripan mavisi
¢ozeltisinden ve santrifiij tiipiinde bulunan hiicre siispansiyonundan 100’er pl konulup

karigtirilmastir.
Canli ve oOli hiicrelerin 151k mikroskobunda sayilabilmesi i¢in, thoma laminda

preparatlar1 hazirlanmistir. Preparat hazirlamak i¢in, 6nce thoma lami alkolle temizlenip

tizerindeki mikrokareleri Ortecek sekilde bir lamel kapatilmistir. Daha sonra,
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mikropipetle yeterli miktarda (mikrokarelerin bulundugu bolgeyi kaplayacak kadar)
tripan mavisi + hiicre siispansiyonu karigimindan alinip lamelin hemen altindan lam
tizerine birakilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatta canli ve 6li hiicreler Olympus

marka 1s1k mikroskobunda 40x biiyiitmede sayilmistir.

Lam {izerinde iki bolge bulunmaktadir. Her iki bolgede 16’sardan 4 adet biiyiik
mikrokare vardir. Her bir mikrokaredeki olii ve canli hiicreler sayilip ayri1 ayri
kaydedilmistir. Eger hiicreler kiimeler halindeyse iyice ayrilamamis demektir. Bu

durumda saglikli bir sayim gergeklestirilemez.

4 adet 4’1i kiigiitk mikrokareden olusan bir biiyiik mikrokarenin bir kenari 1 mm,
yiiksekligi  ise 0,1 mm’dir. Dolayisiyla bir biiyiilk mikrokarenin hacmi
1x1x0,1=0,2mm*>tiir. 1mm3=103cm® ve 1ml=1 cm® olduguna gore; 0,1mm3=10*

ml’dir. Buna gore;

Iml’deki canli veya 6lii hiicre sayis1 = Bir biiyiikk mikrokaredeki ortalama hiicre

sayis1 X seyreltme oram1 x 10% diir.

Ornegin; her mikrokarede ortalama 3 hiicre bulundugunu varsayarsak bir biiyiik
mikrokarede 3x16=48 hiicre, 1 ml’de ise 48 x 2 x 10%= 960 bin hiicre vardir (Seyreltme

orani olan 2, 100 pl hiicre siispansiyonunun 100 pl tripan mavisindeki oranidir).

Sayim sonucunda kiiltiir sisesindeki hiicre siispansiyonunun 1 ml’sinde 500 bin-
2 milyon canli hiicre oldugu belirlendikten sonra bu hiicrelere kanser ilerleticilik etkisi

arastirilacak olan bitki biiyiime diizenleyicileri ve pestisitler uygulanmigtir.

2.2.7. Bitki biiyiime diizenleyicisi ve pestisit ¢ozeltilerinin hazirlanmasi islemleri
Hiicre Kkiiltiiriinde uygulanacak bitki biliylime diizenleyicileri olan IAA ve

BNOA’nin konsantrasyonlari, Antalya ili seralarinda domates yetistiricilerle yapilan

sozlii goriismelere gore bir domates fidesine uygulanan BNOA miktari, bir domates

fidesinden elde edilebilecek domates miktar1 ve normal bir insanin giinde 1 kg domates

35



tilkketebilecegi dikkate alinarak hesaplanmis ve 0,05 mg/ml olarak belirlenmistir. Ayrica
bu konsantrasyonun yani sira 2 ve 10 kat iist ve 10 kat alt konsantrasyonlar1 da

hiicrelere uygulanmistir.

Pestisitler i¢cin uygulanacak konsantrasyonlar da bitki biiyime diizenleyicilerinin
konsantrasyonlarinin  belirlenmesindeki esaslar dikkate alinarak, Siprodinil ve
Fludioksonil i¢in 0,32, 0,75 ve 1,50 mg/ml, Fluazifop-p-biitil ve Fenoksaprop-p-etil i¢in
ise 75, 150 ve 300 mg/ml olarak belirlenmistir. Ancak pestisitlerin  bu
konsantrasyonlarda DMEM’li ¢ozeltileri, ¢okelme oldugu igin hazirlanamamistir. Buna
bagli olarak hiicre kiiltiiriinde pestisit uygulamalariyla ilgili calismalar incelendiginde,
kullanilan pestisit konsantrasyonlarinin uM diizeyde oldugu gériilmiistiir. Ornegin
MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin yasayabilirliginin belirlenmesinde 0,1-500 uM
amitraz uygulanmistir (Ueng vd 2004). Baska bir ¢alismada da, prostat kanser hiicre
dizisi LNCaP hiicrelerinin  ¢ogalmasi iizerine baz1 pestisitlerin etkilerinin
incelenmesinde pestisitlerin 1-1000 nM konsantrasyonlari uygulanmistir (Tessier ve
Matsumura 2001). Yine atrazin, diazinon ve endosiilfan gibi baz1 pestisitlerin sindirim
sistemi epitel hiicrelerinin ¢ogalmasina etkilerinin belirlenmesinde, bu pestisitlerin 1-50
uM’lik konsantrasyonlart uygulanmistir (Greenman vd 1997). Tim bunlar dikkate
alinarak, Siprodinil igin 1,5, 15, 30 ve 150 uM, Fludioksonil ve Fenoksaprop-p-etil i¢in
1,8, 18, 36 vel80 uM ve Fluazifop-p-biitil i¢in ise 6,53, 65,3, 124 ve 653, uM’lik

konsantrasyonlar belirlenmistir.

Bitki biiyiime diizenleyicileri ve pestisitlerin D. melanogaster’de mutajenite ve
rekombinojenite ¢alismalart ile hiicre kiiltiiriinde kanser ilerleticilik g¢alismalarinda

uygulanan konsantrasyonlar1 Cizelge 2.3’te verilmistir.

Calismada kullanilan 0,5, 0,10; 0,05 ve 0,005 mg/ml IAA ve BNOA, 1,5, 15, 30
ve 150 uM Siprodinil, 1,8, 18, 36 vel80 uM Fludioksonil ve Fenoksaprop-p-etil ve
6,53, 65,3, 124 ve 653 uM Fluazifop-p-biitil ¢ozeltilerini hazirlamak igin; dncelikle 0,5
mg/ml IAA ve BNOA, 150 uM Siprodinil, 180 uM Fludioksonil ve Fenoksaprop-p-etil
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Cizelge 2.3. Bitki biiyiime diizenleyicileri ve pestisitlerin D. melanogaster’de mutajenite ve
rekombinojenite ve hiicre kiiltliriinde hiicre yasayabilirligi ve c¢ogalabilirligi
(kanser ilerletici) lizerine etkilerinin belirlenmesinde kullanilan Konsantrasyonlari

Konsantrasyon
Bitki Biiyiime D. melanogaster’de
Diizenleyicileri ve Mutajenite ve Hiicre Kiiltiiriinde Hiicre Yasayabilirligi ve Cogalabilirligi
Pestisitler Rekombinojenite (Kanser Ilerletici) Calismalari
Calismalari

IAA 0,5 mM 0,5 mg/ml  Molar esdegeri = 2,853 mM = 2853 uM
1 mM 0,1 mg/ml  Molar esdegeri = 0,5706 mM = 570,6 uM
2mM 0,05 mg/ml  Molar esdegeri = 0,2853 mM = 285,3 uM
5mM 0,005 mg/ml Molar esdegeri = 0,0285 mM = 28,53 uM
10 mM
20 mM

BNOA 0,1 mM 0,5 mg/ml  Molar esdegeri = 2,4726 mM = 2472 uM
0,5mM 0,1 mg/ml  Molar esdegeri = 0,4945 mM = 494,5 uM
1 mM 0,05 mg/ml Molar esdegeri = 0,2472 mM = 247,2 uM
2mM 0,005 mg/ml Molar esdegeri = 0,0247 mM = 24,72 uM
5mM
10 mM

Siprodinil 0,1 mM 150 yM = 0,15 mM
0,5mM 30 uM = 0,030 mM
1mM 15 uM = 0,015 mM
2mM 1,5 uM =0,0015 mM
5mM
10 mM

Fludioksonil 0,01 mM 180 uM = 0,18 mM
0,05 mM 36 uM = 0,036 mM
0,1 mM 18 uM = 0,018 mM
0,5mM 1,8 uM =0,0018 mM
1 mM
2mM

Fluazifp-p-biitil 0,05 mM 653 uM = 0,653 mM
0,1 mM 124 uM = 0,124 mM
0,5 mM 65,3 uM = 0,0653 mM
1 mM 6,53 uM = 0,0065 mM
2mM
5mM

Fenoksaprop-p- 0,01 mM 180 uM = 0,18 mM

etil 0,05 mM 36 uM = 0,036 mM
0,1 mM 18 uM = 0,018 mM
0,5mM 1,8 uM =0,0018 mM
1 mM
2mM
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ve 653 uM Fluazifop-p-biitil stok ¢o6zeltileri hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler, bu
maddelerin % 96’lik etil alkolde ¢6ziilerek DMEM’le seyreltilmesiyle hazirlanmis ve
filtreyle steril edilmistir. Stok ¢dzeltilerin bulundugu siseler, kapagi kapali sekilde ve
parafilmlenerek 37 °C’deki etiivde 2-3 giin bekletilmistir. Bu siire sonunda herhangi bir
kontaminasyon yoksa bu stok ¢oOzeltilerden DMEM’le seyreltilerek diger
konsantrasyonlardaki g¢ozeltiler hazirlanmigtir. Ayrica 0,5, 5 ve 50 ul etil alkol/ml
DMEM ve sadece DMEM kontrol gruplari da hazirlanmastir.

2.2.8. Tripan mavisi ve MTT ile hiicre yasayabilirligi ve cogalabilirliginin

belirlenmesi islemleri

2.2.8.1. Tripan mavisi ile hiicre yasayabilirligi ve cogalabilirliginin belirlenmesi

islemleri

Cok kuyucuklu kiiltiir kabinin her bir kuyucuguna 100 pl’de 50 bin canli hiicre
olacak sekilde DMEM’de kiiltiire edilmis 100’er pul HEK293 hiicre silispansiyonu
konulmustur. Bunlarin tizerine de her bir kuyucuga farkli konsantrasyonlardaki 100’er
ul 1AA, BNOA, Siprodinil, Fludioksonil, Fluazifop-p-biitii ve Fenoksaprop-p-etil

¢ozeltileri eklenmistir.

Inkiibasyonun 4. ve 7. giinlerinde kuyucuklarda bulunan hiicreler kendilerine ait
cozeltilerle beslenmistir. Besleme islemlerinde her bir kuyucuktaki hiicre

stispansiyonundan 100 ul alinip yerine taze hazirlanmis ¢6zelti eklenmistir.

Inkiibasyonun 8. giiniinde, tripan mavisiyle hiicre saymimlar1 su sekilde
yapilmistir. Her bir kuyucuktaki hiicre siispansiyonlarinin tamamai ayr1 ayri 1,5’er ml’lik
ependorf tiiplerine alinmistir. Kuyucuklarin duvarlarinda kalan hiicrelerin tiimiiniin
aliabilmesi i¢in kuyucuklar 100°er pl fosfatlanmis tampon tuzu (PBS) ile birkag kez
yikanmigtir. PBS’ler de ependorf tiiplerine eklenmistir. Daha sonra yine her bir
kuyucuga 100’er pl tripsin eklenip kiiltir kabi 37 °C’lik etiivde 2-3 dakika
bekletilmistir. Bu siire sonunda kuyucuklardaki tripsinin pipetle birkag kez ¢ek-birak

yapilmasiyla biitlin hiicrelerin kiiltiir kabindan kaldirilmasi saglanmigtir. Tripsinli hiicre
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siispansiyonlar1 da ependorf tiiplerine eklenmistir. Son olarak da her bir ependorf
tiiptine 100’er ul DMEM eklenmistir. Daha sonra ependorf tiiplerinde bulunan hiicre
slispansiyonu iyice calkalanarak hiicrelerin homojen olarak dagilmasi saglanmistir.
Takiben, her bir ependorftan 0,5’er ml’lik baska ependorf tiiplerine 100’er pl hiicre
stispansiyonundan alinmis ve tiizerlerine 100°er ul tripan mavisi eklenmistir. Tripan
mavisi eklenmis hiicre siispansiyonu iyice karistirildiktan sonra bundan bir miktar
alinarak thoma lami iizerine sabitlenmis lamelin altindan lam {izerine birakilmistir.
Daha sonra thoma lam1 151k mikroskobunda 40x biiyiitmede incelenerek canli ve olii
hiicreler sayilmistir. Tripan mavisi 6li hiicreleri boyadigi i¢in canli hiicreler seffaf, 6l

hiicreler mavi boyali olarak gozlenmistir.

2.2.8.2. MTT ile hiicre yasayabilirligi ve ¢cogalabilirliginin belirlenmesi islemleri

Hiicre yasayabilirligi ve ¢ogalabilirliginin belirlenmesinde yaygin olarak MTT
testi kullanilmaktadir. MTT testi, tetrazolyum boyalarmin canli hiicrelerdeki
mitokondrial bir enzim olan siiksinat dehidrogenazla verdigi tepkimeler sonucunda
indirgenmesiyle olusan formazan maddesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi
esasina dayanir (Kaneko vd 1995, Abe ve Saito 1998). Kullaniminin kolay olmasi ve
aynt anda daha cok sayida konsantrasyonun denenebilmesine olanak saglamasi
nedeniyle son yillarda c¢okga tercih edilen bir test olan MTT testi asagidaki gibi
yapilmistir.

MTT testi de inkiibasyonun 8. giiniine kadar tripan mavisiyle boyama
islemleriyle hemen hemen ayni sekilde yapilmigtir. Bu asamaya kadar MTT testinin
tripan mavisiyle boyama yonteminden farki, ¢cok kuyucuklu kiiltiir kabimin bazi
kuyucuklariin spektrofotometrik olarak absorbans belirlenebilmesi i¢in kor kuyucuklar
olarak diizenlenmis olmasidir. Cok kuyucuklu kiiltiir kabina eklenen MTT ile olusan
formazan kristalleri yesil renkte goriiliirken (Sekil 2.13) takiben DMSO uygulandiginda

¢oziinmiis formazan bordo renkte goriilmektedir Sekil 2.14).

Inkiibasyonun 8. giiniinde, her bir kuyucuga PBS’de hazirlanmis ve filtreyle
steril edilmis 5 mg/ml MTT den 10’ar ul eklenmistir. Cok kuyucuklu kiiltiir kab1 bu
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Sekil 2.13. Bitki biiyiime diizenleyicileri ve pestisitler uygulanmis ¢ok
kuyucuklu kiiltiir kabi (MTT eklendikten sonra)

Sekil 2.14. Bitki biiyiime diizenleyicileri ve pestisitler uygulanmis ¢ok
kuyucuklu kiiltiir kabi MTT+DMSO eklendikten sonra)
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sekilde 4-6 saat 37 °C’lik CO2 etiivinde tutulmustur. Kiiltir kabina inverted
mikroskopta bakildiginda, enzimatik tepkimeler sonucu olusan formazan maddesi
dallanmis yesil kristaller seklinde goériilmektedir. Bu siire sonunda her bir kuyucuktaki
besiyerlerinin 130 pl’si uzaklastirilmis ve {izerlerine formazan kristallerini ¢6zerek
spektrofotometrik olarak okunabilir hale getirmek amaciyla 250°ser ul dimetilsiilfoksit
(DMSO) eklenmistir (Ozkan 2003). Her bir kuyucuktaki karisim pipetle birkag kez cek-
birak yapilarak DMSO’nun formazan kristallerini iyice ¢ézmesi saglanmigtir. Kiiltiir
kab1 bu sekilde 1 gece 37 °C’lik COz etiiviinde bekletilmistir. Ertesi giin ¢ok kuyucuklu
kiiltiir kab1 okuyucu spektrofotometrede her bir kuyucugun absorbansi, test dalga boyu
olarak 570 nm ve referans dalga boyu olarak da 630 nm’de belirlenmistir. Bu test,
kontrol grubuna gore absorbansi yiiksek olan kuyucuklarda canlilik faaliyetinin daha
fazla oldugu esasina dayanmaktadir. Higbir kimyasalin uygulanmadigi (DMEM kontrol
grubu) kuyucuklarin canlilik oran1i % 100 olarak kabul edilmistir. Bitki biiyiime
diizenleyicileri, pestisitler ve etil alkol uygulamalarinin yapildigi kuyucuklardaki

canlilik oranlar1 da % olarak belirlenmistir.

2.2.9. HEK293 hiicrelerinin c-Kit boyasiyla boyanmasi islemleri

Alt kismi lam olan 10 ml’lik kiiltiir kabina m1’de 500 bin canli hiicre olacak
sekilde DMEM’de kiiltiire edilmis 1 ml HEK293 hiicre siispansiyonu konulmustur.
Bunun iizerine de DMEM’de hazirlanmis 0,5 mg/ml BNOA ¢ozeltisinden 1 ml
eklenmistir. Inkiibasyonun 4. ve 7. glinlerinde kiiltiir kabinda bulunan hiicreler 0,5
mg/ml BNOA c¢ozeltisiyle beslenmistir. Besleme islemlerinde kiiltiir kabindaki hiicre

siispansiyonunun 1 ml’si atilip yerine taze hazirlanmis ¢ozelti eklenmistir.

Inkiibasyonun 8. giiniinde alt kismi lam olan kiiltiir kab1 icerisindeki hiicre
slispansiyonu atilmistir. Lam {izerinde yapisan hiicrelerin kaldigr kabin iist kismi
cikarilarak atilmistir. Hiicrelerin sabitlenmesi igin lam aseton igerisine konularak
patoloji boliimiine gonderilmistir. Patoloji  boliimiinde c-kit boyasiyla boyanmis
HEK?293 hiicreleri mikroskobik olarak goriintiilenmistir. C-kit boyasiyla boyanmis
HEK?293 hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri Sekil 2.15 ve 2.16°da verilmistir.
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Sekil 2.15. c-kit boyasiyla boyanmis HEK293 hiicrelerinin mikroskobik
goriintiisii (20 x biiylitme)

Sekil 2.16. c-kit boyasiyla boyanmis HEK293 hiicrelerinin mikroskobik
goriintiisii (40 x biiylitme)
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2.2.10. Hiicrelerin dondurularak saklanmasi islemleri

Hiicrelere kimyasal uygulamasi yapildiktan sonra bu hiicrelerin daha sonraki
caligmalarda kullanilabilmesi ve asir1 ¢ogalmadan dolayr olusan kontak inhibisyonu
engellemek amaciyla kiiltiir siselerindeki hiicrelerin  dondurularak saklanmasi
gerekmektedir. Aksi taktirde bu hiicreler bir siire sonra canliliklarini kaybederler.
Hiicrelerin dondurulmasi (cryopreservation=kryosaklama) islemleri asagidaki gibi

yapilmustir.

Dondurma igin en uygun hiicre derisimi 3-10 milyon/ml’dir. Tripsinleme ile
kiiltiir kabinin tabanindan kaldirilip tek hiicre siispansiyonu haline getirilen hiicreler
steril 10 ml tiipe konulmustur. Kiiltiir kabina 1 ml % 20’lik serum eklenip ¢alkalanarak
tiipteki hiicrelerin {lizerine eklenmistir. Tiip, 2500 rpm’de 7 dakika santrifiijlenmistir.
Dokelti atilip dibe ¢oken hiicrelerden olusan ¢okelti tizerine DMEM’le hazirlanan %
20’lik serumdan 0,5 ml eklenmistir. Tipteki serumlu hiicrelerin tizerine DMEM’le
hazirlanan % 20’lik DMSO’dan (AppliChem A3006,0500) da damlalar halinde yavas
bir sekilde 0,5 ml eklenmistir. DMSO, suyu ceken ayni zamanda da membranin
stabilizasyonunu saglayan bir maddedir. Dolayisiyla hiicrelerin en az seviyede su
icerigiyle dondurulup giivenle saklanabilmesinde kullanilabilmektedir. Ancak
DMSO’nun hizla verilmesi, hiicre i¢indeki suyu hizla alacagindan hiicrelerin 6liimiine
neden olabilmektedir. Bir sonraki asamada hiicrelerin saklanmasi i¢in, DMSO’lu hiicre
stispansiyonundan 1 ml alinip etiketli dondurma tiipiine konulmustur. Dondurma tiipt,
1s1 izolasyonu saglayan (strafor malzemeden yapilmis olabilir) bir kutuya konulmustur.
Bu islemler sirasinda santrifiij ve dondurma tiipleri buz veya kar iginde tutulmustur.
Hiicreleri kademeli olarak dondurmak i¢in, dondurma tiipii once +4° C’de 30 dakika,
sonra da —20 °C’de 2 saat tutulmustur. Bu islemden sonra etiketli dondurma tiipiindeki

hiicreler, —80 °C’de derin dondurucuda tekrar kullanilincaya kadar saklanmistir.
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2.2.11. istatistik Analizler

Tripan mavisi testinden elde edilen canli hiicre ylizdelerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde varyans analizi kullanilmis, konsantrasyonlar Duncan c¢oklu
karsilastirma testi ile karsilagtirllmistir. MTT testinden elde edilen absorbans degerleri
ise, % canlilik oranlar1 olarak ifade edilmis ve istatistik analizler bu yilizde degerler
tizerinden yapilmigtir. MTT testi verilerinin degerlendirilmesinde hi¢bir kimyasalin
uygulanmadigi, sadece besiyerinde inkiibe edilen hiicrelerin (DMEM kontrol grubu)
canlilik oran1 % 100 kabul edilmistir (Cizelge 3.14). Istatistik analizlerde SAS (SAS
v7, Institute Inc., Cary, NC, USA, 1998) ve Minitab (13.0) istatistik programlari

kullanilmuistir.
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3. BULGULAR

3.1. D. melanogaster Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi Kullanilarak

Mutajenite ve Rekombinojenitenin Belirlenmesi

Calismada kullanilan kontrol gruplart ile bitki biiylime diizenleyicileri ve
pestisitlerin D. melanogaster kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile
belirlenen genotoksik 6zellikleri Cizelge 3.1- 3.12°de, klon frekans dagilimlari ise Sekil
3.1- 3.24’te verilmistir.

3.1.1. Kontrol gruplari

3.1.1.1. Distile su

Distile su uygulamasinda, D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatli bireylerine ait 78 kanatta 24 adet kiigiik tek tip, 6 adet biiylik tek tip
olmak tizere toplam 30 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam
mwh klon sayisi ise 26 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik
etkinlige sahip serrat kanatli bireylerine ait 42 kanatta ise 7 adet kiigiik tek tip olmak
tizere toplam 7 adet klon belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamustir.
Toplam mwh klon sayis1 ise 7 olarak bulunmustur (Cizelge 3.1, 3.3, 3.5, 3,7, 3.9, 3.11).
Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatli bireylerde ise yine 80 kanatta 39 adet
kiiglik tek tip, 12 adet biiylik tek tip, 8 adet ikiz olmak {izere toplam 59 adet klon
belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 58 olarak bulunmustur. Serrat kanatl
bireylerde ise 80 kanatta 30 adet kiigiik tek tip, 7 adet biiyiik tek tip olmak tizere toplam
37 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 37
olarak bulunmustur (Cizelge 3.2, 3.4, 3.6, 3.8, 3.10, 3.12).

Distile su uygulamasinda klon indiiksiyon frekansi D. melanogaster’in normal
metabolik etkinlige sahip normal kanatl bireyleri i¢in 1,36, serrat kanatli bireyleri i¢in
0,68, yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatli bireyleri igin 2,97, serrat kanatli
bireyleri i¢in ise 1,89 bulunmustur (Cizelge 3.1-3.12).
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3.1.1.2. Etil metan siilfonat (EMS)

Calismamizda pozitif kontrol olarak kullanilan ve daha oOnceki calismalarda
(Graf vd 1984, Kaya 2000) mutajen ve rekombinojen oldugu belirlenmis olan Etil
metan siilfonat (EMS) uygulamalarinin sonucunda, D. melanogaster’in hem normal
hem de yiiksek metabolik etkinlige sahip normal ve serrat kanatli bireylerde pozitif

sonuglar gozlenmistir (Cizelge 3.1-3.12).

3.1.1.3. % 10°1uk etil alkol + % 3°liik Triton X-100

Transheterozigot D. melanogaster larvalarina negatif kontrol olarak uygulanan
% 10’luk Etil Alkol+% 3’liik Triton X-100’tin D. melanogaster larvalarini dldiirmedigi
gozlenmistir. Buna bagli olarak %10’luk Etil Alkol+%3’lik Triton X-100
uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip normal kanatli bireylerine
ait 72 kanatta 23 adet kiiciik tek tip, 7 adet biiyiik tek tip olmak {izere toplam 30 adet
klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 29 olarak
bulunmugtur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanath
bireylerine ait 80 kanatta ise 10 adet kiigiik tek tip olmak {izere toplam 10 adet klon
belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise
10 olarak bulunmustur (Cizelge 3.1, 3.3, 3.5, 3,7, 3.9, 3.11). Yiiksek metabolik etkinlige
sahip normal kanatl bireylerde ise yine 80 kanatta 51 adet kiigiik tek tip, 12 adet biiyiik
tek tip, 3 adet ikiz olmak tizere toplam 66 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon
sayisi ise 65 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 37 adet kiigiik
tek tip, 2 adet biiyiik tek tip olmak iizere toplam 39 adet klon belirlenirken ikiz klona
rastlanilmamustir. Toplam mwh klon sayisi ise 39 olarak bulunmustur (Cizelge 3.2, 3.4,
3.6, 3.8, 3.10, 3.12).

Klon indiiksiyon frekanst % 10’luk Etil Alkol + % 3’liikk Triton X-100’de
normal metabolik etkinlige sahip normal kanatli bireyler i¢in 1,65, serrat kanath
bireyler i¢in 0,51, yliksek metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 3,32,
serrat kanatli bireyler i¢in ise 1,99 bulunmustur (Cizelge 3.1-3.12).
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Distile su ve % 10’luk Etil Alkol+% 3’lik Triton X-100 Kkarisimi
uygulamalarinda D. melanogaster’in normal ve yiiksek metabolik etkinlige sahip
normal ve serrat kanath bireylerinde kiigiik ve biiyiik tek tip, ikiz, toplam klon ve
toplam mwh Klon sayilar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur
(Cizelge 3.1-3.12). Buna baglh olarak da, bu maddenin ve metabolitlerinin mutajen ve

rekombinojen olmadigi sdylenebilir.

3.1.2. Bitki biiyiime diizenleyicileri

3.1.2.1. indol-3-asetik asit (IAA)

Indol-3-asetik asit D. melanogaster larvalarma 0,5, 1, 2, 5, 10 ve 20 mM’lik

konsantrasyonlarda uygulanmistir.

0,5 mM ITAA uygulamalarinin yapildig1 normal metabolik etkinlige sahip normal
kanatl bireylerine ait 80 kanatta 24 adet kiigiik tek tip, 4 adet biiyiik tek tip olmak {izere
toplam 28 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi
ise 28 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat
kanatli bireylerine ait 80 kanatta ise 6 adet kiiclik tek tip olmak iizere toplam 6 adet klon
belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamigtir. Toplam mwh klon sayisi ise
6 olarak bulunmustur (Cizelge 3.1). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanath
bireylerde ise yine 80 kanatta 39 adet kiiciik tek tip, 10 adet biiyiik tek tip, 1 adet ikiz
olmak {izere toplam 50 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayis1 ise 49 olarak
bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 26 adet kiigiik tek tip, 1 adet biiyiik
tek tip olmak iizere toplam 27 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamustir.

Toplam mwh klon sayisi ise 27 olarak bulunmustur (Cizelge 3.2).

0,5 mM TAA’da klon indiiksiyon frekanst normal metabolik etkinlige sahip
normal kanath bireyler i¢in 1,43, serrat kanath bireyler icin 0,30, yliksek metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireyler i¢cin 2,51, serrat kanath bireyler icin ise 1,38

bulunmustur (Cizelge 3.1, 3.2).

47



1 mM IAA uygulamalarimin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip normal
kanath bireylerine ait 80 kanatta 19 adet kiicilik tek tip, 6 adet biiyiik tek tip ve 2 adet
ikiz olmak tizere toplam 27 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayis1 ise 27
olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatl
bireylerine ait 80 kanatta ise 10 adet kiiciik tek tip olmak iizere toplam 10 adet klon
belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamuistir. Toplam mwh klon sayisi ise
10 olarak bulunmustur (Cizelge 3.1). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatl
bireylerde ise yine 80 kanatta 42 adet kiigiik tek tip, 8 adet biiyiik tek tip, 1 adet ikiz
olmak tizere toplam 51 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 48 olarak
bulunmusgtur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 26 adet kiigiik tek tip, 1 adet biiyiik
tek tip olmak tizere toplam 27 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamustir.

Toplam mwh klon sayisi ise 27 olarak bulunmustur (Cizelge 3.2).

1 mM TAA’da klon indiiksiyon frekans1 normal metabolik etkinlige sahip normal
kanath bireyler i¢cin 1,38, serrat kanatli bireyler icin 0,51, yiiksek metabolik etkinlige
sahip normal kanatl bireyler i¢in 2,45, serrat kanatli bireyler icin ise 1,38 bulunmustur
(Cizelge 3.1, 3.2).

2 mM IAA uygulamalarimin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip normal
kanatl bireylerine ait 80 kanatta 24 adet kiiciik tek tip, 3 adet biiyiik tek tip olmak {izere
toplam 27 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh klon sayisi
ise 27 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat
kanatl bireylerine ait 80 kanatta ise 11 adet kiictik tek tip ve 2 adet biiyiik tek tip olmak
tizere toplam 13 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon
sayist ise 13 olarak bulunmustur (Cizelge 3.1). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal
kanath bireylerde ise yine 80 kanatta 53 adet kiictik tek tip, 8 adet biiyiik tek tip, 2 adet
ikiz olmak iizere toplam 63 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 61
olarak bulunmustur. Serrat kanatl bireylerde ise 80 kanatta 24 adet kiigiik tek tip, 1 adet
biiyiilk tek tip olmak {lizere toplam 25 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 25 olarak bulunmustur (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.1. Kontrol gruplari ve degisik konsantrasyonlarda IAA'min Drosophila melanogaster 'in normal metabolik etkinlige sahip normal ve serrat
kanatl1 hatlarinda somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri

Uygulama Kanat Kiigiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip ikiz Mutant Klon Toplam Mutant Toplam mwh
Grubu Say1st Mutant Klon Mutant Klon (m=5) Klon (m=2) Mutant Klon (m=2)
(N) (1-2 hiicre) (m=2) (> 3 hiicre) (m=5)
Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. Sa. Fr.
Distile Su 78 24 0,31 6 0,08 0 0 30 0,38 26 0,33
= 1mMEMS 80 163 204 + 89 1,11+ 32 0,4 + 284 3,55 273 3,41
5 E %llukEtil
§ X Akol+ %3'lik 72 23 031 _ 7 009 _ 0 0 i 30 0,41 29 0,36
= TX-100
§ 0,5mM 80 24 0,3 _ 4 0,05 _ 0 0 i 28 0,35 28 0,35
é 1mM 80 19 0,25 _ 6 0,07 _ 2 0,02 i 27 0,34 27 0,34
g :(( 2 mM 80 24 0,3 - 3 0,04 _ 0 0 i 27 0,34 27 0,34
Z = 5mM 80 28 035 _ 4 0,05 _ 1 0,01 i 33 0,41 33 0,41
10 mM 80 25 031 _ 6 0,07 _ 0 0 i 31 0,36 30 0,38
20 mM 80 19 025 _ 6 0,07 _ 1 0,01 i 26 0,32 25 0,31
Distile Su 42 7 0,16 0 0 7 0,16 7 0,16
= 1mMEMS 80 63 0,79 + 29 0,36 + 92 1,15 85 1,06
5 E %llukEtil
S X Akolt %3'lik 80 10 012 _ 0 0 i 10 012 10 012
:,; TX-100
g 0,5mM 80 6 0,08 _ 0 0 i 6 0,08 6 0,08
Ef 1 mM 80 10 0,13 _ 0 0 i 10 0,13 10 0,13
g < 2mM 80 11 014 i 2 002 i 13 017 13 017
» = 5mM 80 11 0,14 i 0 0 i 11 0,14 11 0,14
10 mM 80 10 011 _ 0 0 i 10 0,13 10 0,13
20mM 80 15 0,19 i 0 0 i 15 0,19 15 0,19

Klon
Indiiksiyon
Frekansi
(10 hiicre)

1,36
13,98

1,65

1,43
1,38

1,38
1,69
1,53
1,28
0,68
4,35

0,51

0,3

0,51
0,66
0,56
0,51
0,76

Sa: Sayist, Fr: Frekansi, D: Istatistik sonuglarin gosterimi, +: pozitif, i: onemsiz fark, -: negatif, m: carpim faktérii, olasihik diizeyi: a=p=0,05
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Cizelge 3.2. Kontrol gruplari ve degisik konsantrasyonlarda IAA'nin Drosophila melanogaster 'in yiiksek metabolik etkinlige sahip normal ve serrat

kanatl1 hatlarinda somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri

Uygulama Kanat  Kiiciik Tek Tip Biiyiik Tek Tip ikiz Mutant Klon Toplam Mutant Toplam mwh Mutant
Grubu Sayis1  Mutant Klon Mutant Klon (m=5) Klon (m=2) Klon (m=2)
(N)  (1-2 hiicre) (m=2) (>3 hiicre) (m=2)
Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. Sa. Fr. Sa. Fr.
Distile Su 80 39 0,49 12 0,15 8 0,1 59 0,74 58 0,72
= 1mMEMS 80 81 1,01+ 30 0,37 + 8 0,1 119 1,49 112 14
5 £ %L0ukEtil
§ X Akol+ %3'liik 80 51 064 i 12 015 _ 3 0,04 66 0,82 65 0,81
= TX-100
§ 0,5mM 80 39 049 _ 10 0,12 _ 1 0,01 50 0,62 49 0,61
é 1mM 80 42 052 _ 8 0,1 _ 1 0,01 51 0,64 48 0,6
g :(( 2mM 80 53 0,66 _— 8 0,1 - 2 0,02 63 0,79 61 0,76
Z = 5mM 80 27 034 _ 8 0,1 _ 3 0,04 38 0,47 36 0,45
10 mM 80 38 047  _ 6 0,07 _ 2 0,02 46 0,57 43 0,54
20 mM 80 47 059 10 012 0 0 57 0,71 57 0,71
Distile Su 80 30 0,37 7 0,09 37 0,46 37 0,46
= 1mMEMS 80 49 0,61 + 10 012 _ 59 0,74 59 0,74
5 E %101k Etil
S X Akol %3'liik 80 37 046 _ 2 002 _ 39 0,49 39 0,49
= TX-100
g 0.5 mM 80 26 032 _ 1 001 _ 27 034 27 034
f 1 mM 80 26 032 _ 1 0,01 _ 27 0,34 27 0,34
g < 2mM 80 24 03 _ 1 001 _ 25 031 25 031
» = 5mM 80 21 0,26 _ 7 0,09 _ 28 0,35 28 0,35
10 mM 80 16 0,2 3 0,04 _ 19 0,24 19 0,24
20mM 80 36 0,45 6 0,07 42 0,52 42 0,52

Klon
Indiiksiyon
Frekansi
(10° hiicre)

2,97
5,73

3,32

2,51
2,45

3,12
1,84
2,2

2,92
1,89
3,02

1,99

1,38
1,38
1,28
1,43
0,97
2,15

Sa: Sayist, Fr: Frekansi, D: Istatistik sonuclarin gdsterimi, +: pozitif, i: onemsiz fark, -: negatif, m: ¢arpim faktérii, olasihik diizeyi: a=p=0,05
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Sekil 3.1. IAA’nin normal metabolik etkinlige sahip normal kanatli (mwh/flr®) hatlarda klon
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Sekil 3.2. ITAA’nin normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatli (mwh/TM3) hatlarda klon
frekans dagilimina etkisi
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Sekil 3.3. IAA nin yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanathi (mwh/flr®) hatlarda klon
frekans dagilimina etkisi
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Sekil 3.4. IAA’nin yiiksek metabolik etkinlige sahip serrat kanatli (mwh/TM3) hatlarda klon
frekans dagilimina etkisi
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2 mM JIAA’da klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanathi bireyler icin 1,38, serrat kanathi bireyler icin 0,66, yliksek metabolik
etkinlige sahip normal kanathi bireyler i¢in 3,12, serrat kanathi bireyler i¢in ise 1,28

bulunmustur (Cizelge 3.1, 3.2).

5 mM IAA uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip normal
kanatl bireylere ait 80 kanatta 28 adet kiigiik tek tip, 4 adet biiyiik tek tip ve 1 adet ikiz
olmak {izere toplam 33 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayis1 ise 33 olarak
bulunmugtur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanath
bireylerine ait 80 kanatta ise 11 adet kiigiik tek tip olmak tizere toplam 11 adet klon
belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise
11 olarak bulunmustur (Cizelge 3.1). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanath
bireylerde ise yine 80 kanatta 27 adet kiigiik tek tip, 8 adet biiyiik tek tip, 3 adet ikiz
olmak {izere toplam 38 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayis1 ise 36 olarak
bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 21 adet kiigiik tek tip ve 7 adet
biiylik tek tip olmak iizere toplam 28 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamustir. Toplam mwh klon sayisi ise 28 olarak bulunmustur (Cizelge 3.2).

5 mM IAA’da klon indiiksiyon frekanst normal metabolik etkinlige sahip
normal kanath bireyler i¢in 1,69, serrat kanatli bireyler i¢in 0,56, yiiksek metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 1,84, serrat kanatli bireyler i¢in ise 1,43

bulunmustur (Cizelge 3.1, 3.2).

10 mM IAA uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip normal
kanatli bireylere ait 80 kanatta 25 adet kiigiik tek tip, 6 adet biiyiik tek tip olmak iizere
toplam 31 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh klon sayis1
ise 30 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat
kanatl bireylerine ait 80 kanatta ise 10 adet kiiciik tek tip olmak tizere toplam 10 adet
klon belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi
ise 10 olarak bulunmustur (Cizelge 3.1). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal

kanath bireylerde ise yine 80 kanatta 38 adet kiiciik tek tip, 6 adet biiyiik tek tip, 2 adet
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ikiz olmak tizere toplam 46 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 43
olarak bulunmustur. Serrat kanatl bireylerde ise 80 kanatta 16 adet kiiciik tek tip ve 3
adet blylk tek tip olmak flizere toplam 19 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 19 olarak bulunmustur (Cizelge 3.2).

10 mM IAA’da klon indiiksiyon frekanst normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatli bireyler i¢in 1,53, serrat kanatli bireyler i¢in 0,51, yiiksek metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,20, serrat kanatli bireyler i¢in ise 0,97

bulunmustur (Cizelge 3.1, 3.2).

20 mM IAA uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip normal
kanath bireylere ait 80 kanatta 19 adet kiigiik tek tip, 6 adet biiylik tek tip 1 adet ikiz
olmak tizere toplam 26 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 25 olarak
bulunmugtur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatl
bireylerine ait 80 kanatta ise 15 adet kiiciik tek tip olmak lizere toplam 15 adet klon
belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise
15 olarak bulunmustur (Cizelge 3.1). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatli
bireylerde ise yine 80 kanatta 47 adet kiiciik tek tip, 10 adet biiyiik tek tip olmak iizere
toplam 57 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh klon sayis1
ise 57 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 36 adet kiigiik tek tip
ve 6 adet biiyiik tek tip olmak iizere toplam 42 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamustir. Toplam mwh klon sayisi ise 42 olarak bulunmustur (Cizelge 3.2).

20 mM IAA’da klon indiiksiyon frekans1 normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatli bireyler i¢in 1,28, serrat kanatli bireyler i¢in 0,76, yiiksek metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireyler i¢cin 2,92, serrat kanath bireyler i¢in ise 2,15

bulunmustur (Cizelge 3.1, 3.2).

Distile su ve 20, 10, 5, 2, 1 ve 0,5 mM IAA uygulamalarinda D. melanogaster’in
normal ve yiiksek metabolik etkinlige sahip normal ve serrat kanatli bireylerinde kiiclik
ve biiyiikk tek tip ikiz, toplam mwh ve toplam klon sayilar1 arasindaki farkliliklar

istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur. Dolayisiyla IAA ve metabolitlerinin  s6z
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konusu konsantrasyonlarda mutajen ve rekombinojen olmadigini sdylenebilir. (Cizelge
3.1, 3.2).

3.1.2.2. Beta naftoksi asetik asit (BNOA)

Beta naftoksi asetik asit D. melanogaster larvalarmna 0,1, 0,5, 1, 2, 5 ve 10

mM’lik konsantrasyonlarda uygulanmaistir.

0,1 mM BNOA uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatl bireylere ait 80 kanatta 14 adet kiiciik tek tip, 4 adet biiyiik tek tip olmak
tizere toplam 18 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh klon
sayist ise 18 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip
serrat kanatl bireylerine ait 80 kanatta ise 11 adet kiigiik tek tip ve 3 adet biiyiik tek tip
olmak {izere toplam 14 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam
mwh klon sayist ise 14 olarak bulunmustur (Cizelge 3.3). Yiiksek metabolik etkinlige
sahip normal kanath bireylerde ise yine 80 kanatta 50 adet kiiciik tek tip, 8 adet biiyiik
tek tip 2 adet ikiz olmak iizere toplam 60 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh Kklon
sayist ise 59 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 32 adet kiigiik
tek tip ve 4 adet biiyiik tek tip olmak tlizere toplam 36 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamustir. Toplam mwh klon sayis1 ise 36 olarak bulunmustur (Cizelge 3.4).

0,1 mM BNOA’da klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanath bireyler icin 0,92, serrat kanath bireyler icin 0,71, yliksek metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireyler icin 3,02, serrat kanath bireyler icin ise 1,84
bulunmustur (Cizelge 3.3, 3.4).

0,5 mM BNOA uygulamalarinin yapildigt normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatl bireylere ait 80 kanatta 19 adet kiigiik tek tip, 4 adet biiyiik tek tip olmak
tizere toplam 23 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh klon
sayist ise 23 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip
serrat kanatl1 bireylerine ait 80 kanatta ise 8 adet kiigiik tek tip ve 4 adet biiyiik tek tip

olmak tizere toplam 12 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam
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mwh klon sayisi ise 12 olarak bulunmustur (Cizelge 3.3). Yiiksek metabolik etkinlige
sahip normal kanath bireylerde ise yine 80 kanatta 37 adet kiiciik tek tip, 8 adet biiyilik
tek tip 3 adet ikiz olmak iizere toplam 48 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh Kklon
sayis1 ise 48 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 23 adet kiigiik
tek tip ve 5 adet biiyiik tek tip olmak tlizere toplam 28 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 28 olarak bulunmustur (Cizelge 3.4).

0,5 mM BNOA’da klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanath bireyler icin 1,17, serrat kanath bireyler icin 0,61, yliksek metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,45, serrat kanath bireyler i¢in ise 1,43
bulunmustur (Cizelge 3.3, 3.4).

I mM BNOA uygulamalarmin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatl bireylere ait 80 kanatta 28 adet kiigiik tek tip, 1 adet biiyiik tek tip olmak
tizere toplam 29 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh klon
sayist ise 29 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip
serrat kanatli bireylerine ait 80 kanatta ise 8 adet kiiciik tek tip ve 4 adet biiyiik tek tip
olmak {izere toplam 12 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam
mwh klon sayisi ise 12 olarak bulunmustur (Cizelge 3.3). Yiiksek metabolik etkinlige
sahip normal kanatli bireylerde ise yine 80 kanatta 56 adet kiiciik tek tip, 9 adet biiylik
tek tip 2 adet ikiz olmak iizere toplam 67 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon
sayist ise 67 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 29 adet kiigiik
tek tip ve 4 adet biiyiik tek tip olmak tizere toplam 33 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamustir. Toplam mwh klon sayisi ise 33 olarak bulunmustur (Cizelge 3.4).

I mM BNOA’da klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanath bireyler icin 1,48, serrat kanath bireyler icin 0,61, yliksek metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 3,43, serrat kanath bireyler i¢in ise 1,69

bulunmustur (Cizelge 3.3, 3.4).
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Cizelge 3.3. Kontrol gruplari ve degisik konsantrasyonlarda BNOA'nin Drosophila melanogaster 'in normal metabolik etkinlige sahip normal ve serrat

kanatl1 hatlarinda somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri

Uygulama Kanat Kiigiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip ikiz Mutant Klon Toplam Mutant Toplam mwh
Grubu Say1st Mutant Klon Mutant Klon (m=5) Klon (m=2) Mutant Klon (m=2)
(N) (1-2 hiicre) (m=2) (> 3 hiicre) (m=5)
Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D
Distile Su 78 24 0,31 6 0,08 0 0 30 0,38 26 0,33
= 1mMEMS 80 163 204 + 89 1,11+ 32 0,4 + 284 355 + 273 341 +
5 E %llukEtil
§ X Akol+ %3'lik 72 23 031 _ 7 009 _ 0 0 i 30 041 _ 29 0,36 _
= TX-100
§ 0,1mM 80 14 017 _ 4 0,05 _ 0 0 i 18 023 _ 18 0,23 _
é 0,5mM 80 19 024 _ 4 0,05 _ 0 0 i 23 029 _ 23 029 _
g EE 1mM 80 28 035 - 1 0,01 — 0 0 i 29 036 — 29 036 —
z % 2mM 80 19 0,24  _ 1 0,01 _ 1 001 i 21 0,26 _ 21 0,26 _
5mM 80 23 029 _ 2 0,02 _ 1 0,01 i 26 032 _ 26 032 _
10 mM 80 24 0,3 _ 5 0,06 0 0 i 29 0,36 _ 29 0,36 _
Distile Su 42 7 0,16 0 0 7 0,16 7 0,16
= 1mMEMS 80 63 0,79 + 29 0,36 + 92 1,15 + 85 106 +
5 E %llukEtil
S X Akolt %3'lik 80 10 012 _ 0 0 i 10 012 _ 10 012 _
:,; TX-100
g 0,1 mM 80 11 0,14 i 3 0,04 i 14 0,17 i 14 0,17 i
Ef 0,5mM 80 8 0,1 i 4 0,05 i 12 0,15 i 12 0,15 i
E Simm 80 8 01 _ 4 005 i 12 015 i 12 015 i
» % 2mM 80 12 0,15 i 0 0 i 12 0,15 i 12 0,15 i
5mM 80 11 0,14 i 0 0 i 11 0,14 i 11 0,14 i
10 mM 80 11 0,14 i 0 0 i 11 0,14 i 11 0,14 i

Klon
Indiiksiyon
Frekansi
(10° hiicre)

1,36
13,98

1,65

0,92
1,17

1,48
1,07
1,33
1,48
0,68
4,35

0,51

0,71
0,61
0,61
0,61
0,56
0,56

Sa: Saysi, Fr: Frekansi, D: Istatistik sonuclarin gosterimi, +: pozitif, i: 5nemsiz fark, -: negatif, m: carpim faktorii, olasilik diizeyi: o=B=0,(
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Cizelge 3.4. Kontrol gruplari ve degisik konsantrasyonlarda BNOA'nin Drosophila melanogaster 'in yiiksek metabolik etkinlige sahip normal ve serrat

kanatli hatlarinda somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri

Uygulama Kanat Kigiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip Ikiz Mutant Klon Toplam Mutant Toplam mwh Mutant
Grubu Sayisi Mutant Klon Mutant Klon (m=5) Klon (m=2) Klon (m=2)
(N) (1-2 hiicre) (m=2) (> 3 hiicre) (m=5)
Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. Sa. Fr. Sa. Fr.
Distile Su 80 39 0,49 12 0,15 8 0,1 59 0,74 58 0,72
= 1mMEMS 80 81 1,01+ 30 0,37 + 8 0,1 119 1,49 112 14
5 E %llukEtil
§ X Akol+ %3'liik 80 51 0,64 i 12 0,15 _ 3 0,04 66 0,82 65 0,81
= TX-100
§ 0,1 mM 80 50 062 _ 8 0,1 _ 2 0,02 60 0,75 59 0,74
é 0,5mM 80 37 0,46  _ 8 0,1 _ 3 0,04 48 0,6 48 0,6
§ g 1mM 80 56 0,7 i 9 0,11 — 2 0,02 67 0,84 67 0,84
Z & 2mMm 80 51 064 _ 7 0,09 _ 2 0,02 60 0,75 60 0,75
5mM 80 49 061 _ 10 012 _ 1 0,01 60 0,75 58 0,72
10 mM 80 39 0,49 12 015 2 0,02 53 0,66 53 0,66
Distile Su 80 30 0,37 7 0,09 37 0,46 37 0,46
= 1mMEMS 80 49 061 + 10 012 _ 59 0,74 59 0,74
5 E %llukEtil
S X Akolt %3'liik 80 37 046 _ 2 002 _ 39 049 39 049
:,; TX-100
g 0,1 mM 80 32 0,4 _ 4 0,06 _ 36 0,45 36 0,45
Ef 0,5mM 80 23 029 _ 5 0,06 _ 28 0,35 28 0,35
E S 1mm 80 29 036 _ 4 005 _ 33 041 33 041
» % 2mM 80 42 0,52 i 7 0,09 _ 49 0,61 49 0,61
5mM 80 27 034 _ 6 0,07 _ 33 0,41 33 0,41
10 mM 80 26 0,32 1 0,01 27 0,34 27 0,34

Klon
Indiiksiyon
Frekansi
(10° hiicre)

2,97
5,73

3,32

3,02
2,45

3,43
3,07
2,97
2,71
1,89
3,02

1,99

1,84
1,43
1,69
2,51
1,69
1,38

Sa: Sayist, Fr: Frekansi, D: Istatistik sonuclarin gosterimi, +: pozitif, i: Snemsiz fark, -: negatif, m: carpim faktorii, olasilik diizeyi: a=p=0,05



BNOA

Odistile su
B0,1 mM
00,5 mM
01 mM
B2 mM
a5 mM
B10 mM

Klon Frekansi

33-64

Klon Biyiikligii

Sekil 3.5. BNOA’nin normal metabolik etkinlige sahip normal kanatli (mwh/flr®) hatlarda klon
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klon frekans dagilimina etkisi
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Sekil 3.7. BNOA’nin yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanathi (mwh/flr®) hatlarda
klon frekans dagilimina etkisi
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Sekil 3.8. BNOA’nin yiiksek metabolik etkinlige sahip serrat kanatli (mwh/TM3) hatlarda klon
frekans dagilimina etkisi

60



2 mM BNOA uygulamalarmin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 19 adet kiigiik tek tip, 1 adet biiyiik tek tip ve 1
adet ikiz olmak tizere toplam 21 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 21
olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatl
bireylerine ait 80 kanatta ise 12 adet kiigiik tek tip olmak iizere toplam 12 adet klon
belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamuistir. Toplam mwh klon sayisi ise
12 olarak bulunmustur (Cizelge 3.3). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatl
bireylerde ise yine 80 kanatta 51 adet kiigiik tek tip, 7 adet biiyiik tek tip 2 adet ikiz
olmak {izere toplam 60 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 60 olarak
bulunmustur. Serrat kanath bireylerde ise 80 kanatta 42 adet kiiciik tek tip ve 7 adet
bliylk tek tip olmak {izere toplam 49 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamustir. Toplam mwh klon sayisi ise 49 olarak bulunmustur (Cizelge 3.4).

2 mM BNOA’da klon indiiksiyon frekanst normal metabolik etkinlige sahip
normal kanath bireyler icin 1,07, serrat kanath bireyler icin 0,61, yliksek metabolik
etkinlige sahip normal kanatl bireyler i¢in 3,07, serrat kanath bireyler icin ise 2,51
bulunmustur (Cizelge 3.3, 3.4).

5 mM BNOA uygulamalarmin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanath bireylere ait 80 kanatta 23 adet kiigiik tek tip, 2 adet biiyiik tek tip, 1 adet
ikiz olmak iizere toplam 26 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 26
olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatl
bireylerine ait 80 kanatta ise 11 adet kiigiik tek tip olmak iizere toplam 11 adet klon
belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise
11 olarak bulunmustur (Cizelge 3.3). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatl
bireylerde ise yine 80 kanatta 49 adet kiiciik tek tip, 10 adet biiylik tek tip 1 adet ikiz
olmak {izere toplam 60 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 58 olarak
bulunmustur. Serrat kanath bireylerde ise 80 kanatta 27 adet kiigiik tek tip ve 6 adet
bliyiik tek tip olmak {iizere toplam 33 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 33 olarak bulunmustur (Cizelge 3.4).
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5 mM BNOA’da klon indiiksiyon frekanst normal metabolik etkinlige sahip
normal kanathi bireyler ic¢in 1,33, serrat kanath bireyler icin 0,56, yliksek metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,97, serrat kanath bireyler i¢in ise 1,69
bulunmustur (Cizelge 3.3, 3.4).

10 mM BNOA uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 24 adet kiiciik tek tip, 5 adet biiyiik tek tip olmak
tizere toplam 29 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh Klon
sayist ise 29 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip
serrat kanatl bireylerine ait 80 kanatta ise 11 adet kiigiik tek tip olmak iizere toplam 11
adet klon belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon
sayist ise 11 olarak bulunmustur (Cizelge 3.3). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal
kanath bireylerde ise yine 80 kanatta 39 adet kiigiik tek tip, 12 adet biiyiik tek tip 2 adet
ikiz olmak tizere toplam 53 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 53
olarak bulunmustur. Serrat kanath bireylerde ise 80 kanatta 26 adet kiiciik tek tip ve 1
adet biiyliik tek tip olmak ilizere toplam 27 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 27 olarak bulunmustur (Cizelge 3.4).

10 mM BNOA’da klon indiiksiyon frekanst normal metabolik etkinlige sahip
normal kanath bireyler icin 1,48, serrat kanath bireyler icin 0,56, yliksek metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireyler i¢in 2,71, serrat kanath bireyler icin ise 1,38

bulunmustur (Cizelge 3.3, 3.4).

Distile su ve 10, 5, 2, 1, 0,5 ve 0,1 mM BNOA uygulamalarinda D.
melanogaster’in normal ve yiiksek metabolik etkinlige sahip normal ve Serrat kanatl
bireylerinde kiigiik ve biiyiik tek tip ikiz, toplam mwh ve toplam klon sayilar arasindaki
farkliliklar istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur. Dolayisiyla BNOA ve
metabolitlerinin  s6zkonusu konsantrasyonlarda mutajen ve rekombinojen olmadig:

sOylenebilir (Cizelge 3.3, 3.4).
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3.1.3. Fungisitler

3.1.3.1. Siprodinil

Siprodinil D. melanogaster larvalarma 0,1, 0,5, 1, 2, 5 ve 10 mM’lik

konsantrasyonlarda uygulanmistir.

0,1 mM Siprodinil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 17 adet kiigiik tek tip, 4 adet biiytik tek tip ve 1
adet ikiz olmak {izere toplam 22 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 22
olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatli
bireylerine ait 80 kanatta ise 11 adet kiiciik tek tip olmak iizere toplam 11 adet klon
belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise
11 olarak bulunmustur (Cizelge 3.5). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatli
bireylerde ise yine 80 kanatta 47 adet kiicilik tek tip, 7 adet biiyiik tek tip 1 adet ikiz
olmak tizere toplam 55 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 54 olarak
bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 18 adet kiigiik tek tip ve 4 adet
bliyiik tek tip olmak tizere toplam 22 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 22 olarak bulunmustur (Cizelge 3.6).

0,1 mM Siprodinil’de klon indiiksiyon frekans1 normal metabolik etkinlie sahip
normal kanath bireyler i¢in 1,12, serrat kanath bireyler icin 0,56, yliksek metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,76, serrat kanatli bireyler igin ise 1,12

bulunmustur (Cizelge 3.5, 3.6).

0,5 mM Siprodinil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanath bireylere ait 80 kanatta 25 adet kiiclik tek tip, 1 adet biiyiik tek tip ve 1
adet ikiz olmak tizere toplam 27 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 27
olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatl
bireylerine ait 80 kanatta ise 8 adet kii¢iik tek tip olmak iizere toplam 8 adet klon
belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise

8 olarak bulunmustur (Cizelge 3.5). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatl
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bireylerde ise yine 80 kanatta 28 adet kiiciik tek tip, 9 adet biiyiik tek tip olmak iizere
toplam 37 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh klon sayis1
ise 36 olarak bulunmustur. Serrat kanatl bireylerde ise 80 kanatta 22 adet kiiciik tek tip
ve 3 adet biiylik tek tip olmak iizere toplam 25 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 24 olarak bulunmustur (Cizelge 3.6).

0,5 mM Siprodinil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatl bireyler i¢in 1,38, serrat kanath bireyler i¢in 0,40, yliksek metabolik
etkinlige sahip normal kanatl bireyler icin 1,84, serrat kanathi bireyler icin ise 1,22
bulunmustur (Cizelge 3.5, 3.6).

1 mM Siprodinil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatl bireylere ait 80 kanatta 27 adet kii¢iik tek tip, 3 adet biiyiik tek tip olmak
tizere toplam 30 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh klon
sayist ise 30 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip
serrat kanatl bireylerine ait 80 kanatta ise 10 adet kiiciik tek tip ve 2 adet biiylik tek tip
olmak {izere toplam 12 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam
mwh klon sayisi ise 12 olarak bulunmustur (Cizelge 3.5). Yiiksek metabolik etkinlige
sahip normal kanatl bireylerde ise yine 80 kanatta 49 adet kiigiik tek tip, 4 adet biiyiik
tek tip ve 2 adet ikiz olmak iizere toplam 55 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh Klon
sayist ise 55 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 42 adet kiigiik
tek tip ve 12 adet biiyiik tek tip olmak iizere toplam 54 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 54 olarak bulunmustur (Cizelge 3.6).

1 mM Siprodinil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanath bireyler i¢in 1,53, serrat kanath bireyler icin 0,61, yliksek metabolik
etkinlige sahip normal kanatl bireyler icin 2,81, serrat kanatli bireyler icin ise 2,76

bulunmustur (Cizelge 3.5, 3.6).
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Cizelge 3.5. Kontrol gruplari ve degisik konsantrasyonlarda Siprodinil'in Drosophila melanogaster 'in normal metabolik etkinlige sahip normal ve

serrat kanatl hatlarinda somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri

Uygulama Kanat Kiigiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip ikiz Mutant Klon Toplam Mutant Toplam mwh Klon
Grubu Say1st Mutant Klon Mutant Klon (m=2) Klon (m=2) Mutant Klon (m=2)  Indiiksiyon
(N) (1-2 hiicre) (m=2) (> 3 hiicre) (m=2) Frekansi
(10° hiicre)
Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D
Distile Su 78 24 0,31 6 0,08 0 0 30 0,38 26 0,33 1,36
= 1mMEMS 80 163 204 + 89 1,11+ 32 0,4 + 284 355 + 273 341 + 13,98
= o%llukEtil
E X Akol+ %3'liik 72 23 032 _ 7 0,09 _ 0 0 i 30 041 _ 29 04 _ 1,65
= TX-100
g 0,1 mM 80 17 022 _ 4 0,05 _ 1 0,01 i 22 0,27 _ 22 0,27 _ 1,12
é _ 05mMm 80 25 031 _ 1 0,01 _ 1 0,01 i 27 0,34 _ 27 034 _ 1,38
g '-% 1mM 80 27 034 _— 3 0,04 _ 0 0 i 30 037 - 30 0,37 - 1,53
Z §2mM 80 20 025 _ 3 004 _ 2 0,02 i 25 031 _ 24 031 _ 1,22
? 5mMm 80 24 0,3 _ 3 0,04 _ 1 0,01 i 28 035 _ 28 035 _ 1,43
10 mM 80 42 052 + 4 0,05 2 0,02 i 48 0,6 + 46 0,6 + 2,35
Distile Su 42 7 0,16 0 0 7 0,16 7 0,16 0,68
= 1mMEMS 80 63 0,79 + 29 0,36 + 92 1,15 + 85 106 + 4,35
5 E %llukEtil
S X Akolt %3'liik 80 10 012 _ 0 0 i 10 012 _ 10 012 _ 0,51
:,; TX-100
g 0,1 mM 80 11 0,14 i 0 0 i 11 0,14 i 11 0,14 i 0,56
f = 05mM 80 8 0,1 _ 0 0 i 8 0,1 _ 8 0,1 _ 0,4
g '-§ 1 mM 80 10 012 _ 2 0,02 i 12 0,15 i 12 0,15 i 0,61
» 5 2mM 80 11 0,14 i 0 0 i 11 0,14 i 11 0,14 i 0,56
@ 5mm 80 11 014 i 2 0,02 i 13 016 i 13 016 i 0,66
10 mM 80 13 0,16 i 2 0,02 i 15 0,19 i 15 0,19 i 0,76
Sa: Sayist, Fr: Frekansi, D: Istatistik sonuclarin gosterimi, +: pozitif, i: 6nemsiz fark, -: negatif, m: carpim faktorii, olasilik diizeyi: a=p=0,05
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Cizelge 3.6. Kontrol gruplari ve degisik konsantrasyonlarda Siprodinil'in Drosophila melanogaster 'in yiiksek metabolik etkinlige sahip normal ve serrat

kanatl1 hatlarinda somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri

Uygulama Kanat Kiiciik Tek Tip Biiyiik Tek Tip Ikiz Mutant Klon Toplam Mutant Toplam mwh Mutant
Grubu Sayisi Mutant Klon Mutant Klon (m=5) Klon (m=2) Klon (m=2)
(N) (1-2 hiicre) (m=2) (> 3 hiicre) (m=2)
Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. Sa. Fr. Sa. Fr.
Distile Su 80 39 0,49 12 0,15 8 0,1 59 0,74 58 0,72
< 1 mMEMS 80 81 1,01+ 30 037 + 8 0,1 119 1,49 112 14
5 E %llukEtil
§ X Akol+ %3'liik 80 51 0,64 i 12 015 _ 3 0,04 66 0,82 65 0,81
= TX-100
§ 0,1 mM 80 47 059 _ 7 0,09 _ 1 0,01 55 0,69 54 0,74
é — 05mM 80 28 035 _ 9 011 _ 0 0 37 0,46 36 0,6
g % 1mM 80 49 0,61 _— 4 0,05 — 2 0,02 55 0,69 55 0,84
z UE)- 2mM 80 35 044  _ 8 0,1 _ 1 0,01 44 0,55 43 0,75
5mM 80 46 057 _ 5 0,06 _ 2 0,02 53 0,66 51 0,72
10 mM 80 45 056 6 007 _ 0 0 51 0,64 51 0,66
Distile Su 80 30 0,37 7 0,09 37 0,46 37 0,46
= 1mMEMS 80 49 0,61 + 10 012 _ 59 0,74 59 0,74
5 E %LUIukE
§ X Akol+ %3'liik 80 37 0,46  _ 2 002 _ 39 0,49 39 0,49
= TX-100
% 0,1 mM 80 18 022 _ 4 005 _ 22 0,27 22 0,27
ff — 05mM 80 22 0,27 _ 3 0,04 25 0,31 24 0,3
g = 1mM 80 42 052 i 12 015 _ 54 0,67 54 0,67
& % 2mM 80 26 032 _ 1 0,01 _ 27 0,34 27 0,34
? 5mm 80 19 024 _ 4 005 _ 23 0,29 23 0,29
10 mM 80 26 0,32 1 0,01 27 0,34 27 0,34

Klon
Indiiksiyon
Frekansi
(10° hiicre)

2,97
5,73

3,32

2,76
1,84

2,81
2,2

2,61
2,61
1,89
3,02

1,99

1,12
1,22
2,76
1,38
1,17
1,38

Sa: Sayist, Fr: Frekansi, D: Istatistik sonuglarin gosterimi, +: pozitif, i: onemsiz fark, -: negatif, m: carpim faktérii, olasihik diizeyi: a=p=0,05
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Sekil 3.9. Siprodinil’in normal metabolik etkinlige sahip normal kanatli (mwh/flr®) hatlarda
klon frekans dagilimina etkisi
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Sekil 3.10. Siprodinil’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatli (mwh/TM3) hatlarda
klon frekans dagilimina etkisi
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Sekil 3.11. Siprodinil’in yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatli (mwh/flr®) hatlarda
klon frekans dagilimina etkisi
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Sekil 3.12. Siprodinil’in yiiksek metabolik etkinlige sahip serrat kanatli (mwh/TM3) hatlarda
klon frekans dagilimina etkisi
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2 mM Siprodinil uygulamalarmin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 20 adet kiigiik tek tip, 3 adet biiyiik tek tip ve 2
adet ikiz olmak tizere toplam 25 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 24
olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatl
bireylerine ait 80 kanatta ise 11 adet kiigiik tek tip olmak iizere toplam 11 adet klon
belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise
11 olarak bulunmustur (Cizelge 3.5). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanath
bireylerde ise yine 80 kanatta 35 adet kiiciik tek tip, 8 adet biiyiik tek tip ve 1 adet ikiz
olmak tizere toplam 44 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 43 olarak
bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 26 adet kiigiik tek tip 1 adet biiyiik
tek tip olmak lizere toplam 27 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamuistir.

Toplam mwh klon sayisi ise 27 olarak bulunmustur (Cizelge 3.6).

2 mM Siprodinil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanath bireyler icin 1,22, serrat kanath bireyler icin 0,56, yliksek metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireyler i¢cin 2,20, serrat kanath bireyler icin ise 1,38
bulunmustur (Cizelge 3.5, 3.6).

5 mM Siprodinil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 24 adet kiigiik tek tip, 3 adet biiytik tek tip ve 1
adet ikiz olmak tizere toplam 28 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 28
olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatl
bireylerine ait 80 kanatta ise 11 adet kiiciik tek tip ve 2 adet biiyiik tek tip olmak {lizere
toplam 13 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi
ise 13 olarak bulunmugstur (Cizelge 3.5). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal
kanath bireylerde ise yine 80 kanatta 46 adet kiigiik tek tip, 5 adet biiyiik tek tip ve 2
adet ikiz olmak {izere toplam 53 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 51
olarak bulunmustur. Serrat kanatl bireylerde ise 80 kanatta 19 adet kiiciik tek tip ve 4
adet bliylik tek tip olmak flizere toplam 23 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 23 olarak bulunmustur (Cizelge 3.6).
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5 mM Siprodinil’de klon indiiksiyon frekanst normal metabolik etkinlige sahip
normal kanathi bireyler icin 1,43, serrat kanatl bireyler icin 0,66, yliksek metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,61, serrat kanatli bireyler i¢in ise 1,17
bulunmustur (Cizelge 3.5, 3.6).

10 mM Siprodinil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanath bireylere ait 80 kanatta 42 adet kiiclik tek tip, 4 adet biiyiik tek tip ve 2
adet ikiz olmak tizere toplam 48 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 46
olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatl
bireylerine ait 80 kanatta ise 13 adet kii¢lik tek tip, 2 adet biiyiik tek tip olmak iizere
toplam 15 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamigtir. Toplam mwh klon sayisi
ise 15 olarak bulunmustur (Cizelge 3.5). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal
kanatli bireylerde ise yine 80 kanatta 45 adet kiiclik tek tip, 6 adet biiyiik tek tip olmak
tizere toplam 51 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh klon
sayist ise 51 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 26 adet kiigiik
tek tip, 1 adet biiyiik tek tip olmak tizere toplam 27 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 27 olarak bulunmustur (Cizelge 3.6).

10 mM Siprodinil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatli bireyler i¢in 2,35, serrat kanath bireyler igin 0,76, yiiksek metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,61, serrat kanath bireyler i¢in ise 1,38

bulunmustur (Cizelge 3.5, 3.6).

Cizelge 3.5 incelendiginde Siprodinil’in uygulanan en yiiksek konsantrasyonu
olan 10 mM’lik konsantrasyonunun kii¢iik tek tip, toplam mwh ve toplam klonlar
bakimindan pozitif sonuglar verdigi goriilmektedir. Bu baglamda siprodinil fungisitinin
s0zkonusu konsantrasyonda rekombinojen oldugunu sdyleyebiliriz. Yiiksek metabolik
etkinlige sahip serrat kanatli bireylerde ise uygulanan 1 mM’lik Siprodinil
konsantrasyonunun toplam mwh klonlar ve toplam klonlar bakimindan pozitif sonuglar
verdigi goriilmektedir. Bu baglamda Siprodinil fungisitinin metabolitlerinin s6zkonusu

konsantrasyonda mutajen oldugu soylenebilir (Cizelge 3.6).
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3.1.3.2. Fludioksonil

Fludioksonil D. melanogaster larvalarina 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1 ve 2 mM’lik

konsantrasyonlarda uygulanmustir.

0,01 mM Fludioksonil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige
sahip normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 25 adet kiiciik tek tip, 3 adet biiytlik tek tip
olmak tlizere toplam 28 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamuistir. Toplam
mwh klon sayisi ise 27 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik
etkinlige sahip serrat kanatl bireylerine ait 80 kanatta ise 12 adet kii¢iik tek tip olmak
tizere toplam 12 adet klon belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamaistir.
Toplam mwh klon sayist ise 12 olarak bulunmustur (Cizelge 3.7). Yiiksek metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireylerde ise yine 80 kanatta 48 adet kiiglik tek tip, 3
adet biiyiik tek tip olmak iizere toplam 51 adet klon belirlenirken ikiz klona
rastlanilamamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 51 olarak bulunmustur. Serrat kanatl
bireylerde ise 80 kanatta 22 adet kiigiik tek tip ve 6 adet biiyilik tek tip olmak {izere
toplam 28 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi

ise 28 olarak bulunmustur (Cizelge 3.8).

0,01 mM Fludioksonil’de klon indiiksiyon frekans1 normal metabolik etkinlige
sahip normal kanatli bireyler igin 1,38, serrat kanatli bireyler igin 0,61, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,61, serrat kanatli bireyler i¢in
ise 1,43 bulunmustur (Cizelge 3.7, 3.8).

0,05 mM Fludioksonil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige
sahip normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 18 adet kiiciik tek tip, 4 adet biiyiik tek tip
olmak tizere toplam 22 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam
mwh klon sayist ise 22 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik
etkinlige sahip serrat kanatli bireylerine ait 80 kanatta ise 15 adet kiiciik tek tip ve 3
adet biiyiik tek tip olmak iizere toplam 18 adet klon belirlenirken ikiz klona
rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayist ise 18 olarak bulunmustur (Cizelge 3.7).

Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatl bireylerde ise yine 80 kanatta 38 adet
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kiictik tek tip, 7 adet biiyiik tek tip ve 1 adet ikiz olmak {izere toplam 46 adet klon
belirlenmistir. Toplam mwh klon sayist ise 46 olarak bulunmustur. Serrat kanatl
bireylerde ise 80 kanatta 24 adet kii¢iik tek tip, 1 adet biiyiik tek tip olmak {izere toplam
25 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayis1 ise 25

olarak bulunmustur (Cizelge 3.8).

0,05 mM Fludioksonil’de klon indiiksiyon frekans1 normal metabolik etkinlige
sahip normal kanathi bireyler i¢in 1,12, serrat kanatli bireyler i¢in 0,92, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,35, serrat kanatli bireyler igin
ise 1,28 bulunmustur (Cizelge 3.7, 3.8).

0,1 mM Fludioksonil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige
sahip normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 11 adet kiiglik tek tip, 1 adet ikiz olmak
tizere toplam 12 adet klon belirlenirken biiyiik tek tip klona rastlanillamamaistir. Toplam
mwh Klon sayisi ise 12 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik
etkinlige sahip serrat kanatl bireylerine ait 80 kanatta ise 15 adet kiiciik tek tip olmak
tizere toplam 15 adet klon belirlenirken biiyilik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir.
Toplam mwh klon sayist ise 15 olarak bulunmustur (Cizelge 3.7). Yiiksek metabolik
etkinlige sahip normal kanathi bireylerde ise yine 80 kanatta 48 adet kiiciik tek tip, 4
adet biiyliik tek tip olmak iizere toplam 53 adet klon belirlenirken ikiz klona
rastlanilamamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 51 olarak bulunmustur. Serrat kanatl
bireylerde ise 80 kanatta 17 adet kiigiik tek tip ve 2 adet biiyiik tek tip olmak tizere
toplam 19 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi

ise 19 olarak bulunmustur (Cizelge 3.8).
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Cizelge 3.7. Kontrol gruplari ve degisik konsantrasyonlarda Fludioksonil'in Drosophila melanogaster 'in normal metabolik etkinlige sahip normal ve
serrat kanatl hatlarinda somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri

Uygulama Kanat Kiigiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip ikiz Mutant Klon Toplam Mutant Toplam mwh
Grubu Say1st Mutant Klon Mutant Klon (m=5) Klon (m=2) Mutant Klon
(N) (1-2 hiicre) (m=2) (>3 hiicre) (m=5) (m=2)
Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D
Distile Su 78 24 0,31 6 0,08 0 0 30 0,38 26 0,33
= 1mMEMS 80 163 204 + 89 1,11+ 32 0,4 + 284 355 + 273 341 +
= o%llukEtil
E X Akol+ %3'lik 72 23 031 _ 7 0,09 _ 0 0 i 30 041 _ 29 04  _
= TX-100
g 0,01 mM 80 25 031 _ 3 0,04 _ 0 0 i 28 035 _ 27 0,23 _
é = 005mM 80 18 022 _ 4 0,05 _ 0 0 i 22 027 _ 22 027 _
g é 0,1 mM 80 11 0,14 _ 0 0 - 1 0,01 i 12 0,15 _ 12 0,15 _
Z 3 05mM 80 18 022 _ 2 0,02 _ 1 0,01 i 21 026 _ 21 026 _
o 1mM 80 22 0,27 _ 2 0,02 _ 2 0,02 i 26 032 _ 26 032 _
2mM 80 42 052 + 4 0,05 1 0,01 i 47 059 + 47 059 +
Distile Su 42 7 0,16 0 0 7 0,16 7 0,16
= 1mMEMS 80 63 0,79 + 29 0,36 + 92 1,15 + 85 1,06 +
5 E %llukEtil
S X Akolt %3'lik 80 10 012 _ 0 0 i 10 012 _ 10 012 _
:,; TX-100
g 0,01 mM 80 12 0,15 i 0 0 i 12 0,15 i 12 0,15 i
f ‘= 0,05mM 80 15 0,19 i 3 0,04 i 18 0,22 i 18 0,22 i
s % 0.1 mM 80 15 019 i 0 0 i 15 019 i 15 019 i
» -g 0,5mM 80 10 012 _ 2 0,02 i 12 0,15 i 12 0,15 i
T 1mMm 80 18 0,22 i 1 0,01 i 19 0,24 i 19 0,24 i
2 mM 80 15 0,19 i 2 0,02 i 17 0,21 i 17 0,21 i

Klon
Indiiksiyon
Frekansi
(10° hiicre)

1,36
13,98

1,65

1,38
1,12

0,61
1,07
1,33
2,4

0,68
4,35

0,51

0,61
0,92
0,76
0,61
0,97
0,87

Sa: Sayist, Fr: Frekansi, D: Istatistik sonuglarin gosterimi, +: pozitif, i: onemsiz fark, -: negatif, m: carpim faktérii, olasihik diizeyi: a=p=0,05
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Cizelge 3.8. Kontrol gruplari ve degisik konsantrasyonlarda Fludioksonil'in Drosophila melanogaster 'in yiiksek metabolik etkinlige sahip normal ve serrat
kanatl1 hatlarinda somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri

Uygulama Kanat Kigiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip Ikiz Mutant Klon Toplam Mutant Toplam mwh Mutant
Grubu Sayisi Mutant Klon Mutant Klon (m=5) Klon (m=2) Klon (m=2)
(N) (1-2 hiicre) (m=2) (> 3 hiicre) (m=5)
Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. Sa. Fr. Sa. Fr.
Distile Su 80 39 0,49 12 0,15 8 0,1 59 0,74 58 0,72
= 1mMEMS 80 81 1,01 + 30 037 + 8 0,1 119 1,49 112 14
5 E %llukEtil
§ X Akol+ %3'likk 80 51 0,64 i 12 015 _ 3 0,04 66 0,82 65 0,81
= TX-100
§ 0,01 mM 80 48 0,6 _ 3 0,04 0 0 51 0,64 51 0,64
é = 0,05mM 80 38 0,47 _ 7 0,09 _ 1 0,01 46 0,57 46 0,57
g é 0,1 mM 80 48 0,6 — 4 0,05 _ 0 0 53 0,66 51 0,64
z S 05mM 80 47 059 _ 11 0,14 _ 0 0 58 0,72 54 0,67
L 1mM 80 40 0,5 _ 11 0,14 _ 0 0 51 0,64 51 0,72
2mM 80 53 0,66 3 0,04 2 0,02 58 0,72 58 0,72
Distile Su 80 30 0,37 7 0,09 37 0,46 37 0,46
= 1mMEMS 80 49 0,61 + 10 012 _ 59 0,74 59 0,74
5 E %llukEtil
S X Akolt %3'liik 80 37 046 _ 2 002 _ 39 049 39 049
:,; TX-100
g 0,01 mM 80 22 0,27 _ 6 0,07 _ 28 0,35 28 0,35
Ef ‘= 0,06 mM 80 24 0,3 _ 1 0,01 _ 25 0,31 25 0,31
§ § 0,1 mM 80 17 021 _ 2 0,02 _ 19 0,24 19 0,24
& % 0,5mM 80 21 026 _ 4 0,05 _ 25 0,31 25 0,31
Z 1mM 80 39 049 _ 3 004 _ 42 052 41 051
2 mM 80 18 0,22 4 0,05 22 0,27 22 0,27

Klon
Indiiksiyon
Frekansi
(10° hiicre)

2,97
5,73

3,32

2,61
2,35

2,61
2,76
2,61
2,97
1,89
3,02

1,99

1,43
1,28
0,97
1,28
2,1

1,12

Sa: Sayisi, Fr: Frekansi, D: istatistik sonuglarin gdsterimi, +: pozitif, i: onemsiz fark, -: negatif, m: ¢arpim faktorii, olasilik diizeyi: a=p=0,05
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0,1 mM Fludioksonil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige
sahip normal kanatli bireyler i¢cin 0,61, serrat kanatli bireyler icin 0,76, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,61, serrat kanatli bireyler i¢in
ise 0,97 bulunmustur (Cizelge 3.7, 3.8).

0,5 mM Fludioksonil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige
sahip normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 18 adet kiiciik tek tip, 2 adet biiyiik tek tip
ve 1 adet ikiz olmak iizere toplam 21 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayis1
ise 21 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat
kanatl bireylerine ait 80 kanatta ise 10 adet kiigiik tek tip, 2 adet biiyiik tek tip olmak
tizere toplam 12 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon
sayist ise 12 olarak bulunmustur (Cizelge 3.7). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal
kanath bireylerde ise yine 80 kanatta 47 adet kiiciik tek tip, 11 adet biiyiik tek tip olmak
tizere toplam 58 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh klon
sayist ise 54 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 21 adet kiigiik
tek tip ve 4 adet biiyiik tek tip olmak {izere toplam 25 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 25 olarak bulunmustur (Cizelge 3.8).

0,5 mM Fludioksonil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige
sahip normal kanath bireyler i¢in 1,07, serrat kanatli bireyler i¢in 0,61, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanatli bireyler icin 2,76, serrat kanatl bireyler igin
ise 1,28 bulunmustur (Cizelge 3.7, 3.8).

I mM Fludioksonil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 22 adet kiigiik tek tip, 2 adet biiyiik tek tip ve 2
adet ikiz olmak {izere toplam 26 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 26
olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatl
bireylerine ait 80 kanatta ise 18 adet kiiciik tek tip ve 1 adet biiyiik tek tip olmak iizere
toplam 19 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayis1
ise 19 olarak bulunmustur (Cizelge 3.7). Yiksek metabolik etkinlige sahip normal
kanatlh bireylerde ise yine 80 kanatta 40 adet kiiciik tek tip, 11 adet biiyiik tek tip olmak

tizere toplam 51 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh klon
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sayist ise 51 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 39 adet kiigiik
tek tip ve 3 adet biiyiik tek tip olmak {izere toplam 42 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 41 olarak bulunmustur (Cizelge 3.8).

I mM Fludioksonil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige
sahip normal kanatli bireyler i¢cin 1,33, serrat kanathi bireyler icin 0,97, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,61, serrat kanatli bireyler i¢in
ise 2,10 bulunmustur (Cizelge 3.7, 3.8).

2 mM Fludioksonil uygulamalarinin yapildig1 normal metabolik etkinlige sahip
normal kanatl bireylere ait 80 kanatta 42 adet kiiciik tek tip, 4 adet biiylik tek tip ve 1
adet ikiz olmak {izere toplam 47 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 47
olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatli
bireylerine ait 80 kanatta ise 15 adet kiigiik tek tip ve 2 adet biiyiik tek tip olmak iizere
toplam 17 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamigtir. Toplam mwh klon sayisi
ise 17 olarak bulunmustur (Cizelge 3.7). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal
kanath bireylerde ise yine 80 kanatta 53 adet kiiciik tek tip, 3 adet biiyiik tek tip ve 2
adet ikiz olmak {izere toplam 58 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 58
olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 18 adet kiiciik tek tip ve 4
adet biiyliik tek tip olmak iizere toplam 22 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 22 olarak bulunmustur (Cizelge 3.8).

2 mM Fludioksonil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige
sahip normal kanathi bireyler i¢in 2,40, serrat kanatli bireyler i¢in 0,87, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanatli bireyler i¢in 2,97, serrat kanatl bireyler igin
ise 1,12 bulunmustur (Cizelge 3.7, 3.8).

Cizelge 3.7 incelendiginde Fludioksonil’in uygulanan en yiiksek konsantrasyonu
olan 2 mM’lik konsantrasyonunun kiigiik tek tip, toplam mwh ve toplam klonlar
bakimindan pozitif sonuglar verdigi goriilmektedir. Bu baglamda Fludioksonil
fungisitinin s6zkonusu konsantrasyonda rekombinojen oldugu sdylenebilir. Bunun yan

sira distile su ve 2, 1, 0,5, 0,1, ,05 ve 0,01 mM Fludioksonil uygulamalarinda yiiksek
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metabolik etkinlige sahip normal ve serrat kanath bireylerinde kiigiik ve biiyiik tek tip
ikiz, toplam mwh ve toplam klon sayilar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak
Onemsiz bulunmustur. Bu sonuglara bakildiginda uygulanan hi¢bir konsantrasyonda
pozitif bir sonuca rastlanilamamasi bu maddenin metabolitlerinin mutajen ve

rekombinojen olmadig fikrini vermektedir (Cizelge 3.8).

3.1.4. Herbisitler

3.1.4.1. Fluazifop-p-biitil

Fluazifop-p-biitil D. melanogaster larvalarina 0,05, 0,01, 0,5, 0,1, 2 ve 5

mM’lik konsantrasyonlarda uygulanmstir.

0,05 mM Fluazifop-p-biitil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 22 adet kiiglik tek tip, 1 adet
biiytik tek tip ve 2 adet ikiz olmak iizere toplam 25 adet klon belirlenmistir. Toplam
mwh klon sayisi ise 25 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik
etkinlige sahip serrat kanatli bireylerine ait 80 kanatta ise 19 adet kiiciik tek tip olmak
tizere toplam 19 adet klon belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlaniimamustir.
Toplam mwh klon sayist ise 19 olarak bulunmustur (Cizelge 3.9). Yiiksek metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireylerde ise yine 80 kanatta 48 adet kiiciik tek tip, 13
adet bliyiik tek tip ve 1 adet ikiz olmak {izere toplam 62 adet klon belirlenmistir.
Toplam mwh klon sayisi ise 61 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80
kanatta 28 adet kiiciik tek tip ve 5 adet biiyiik tek tip olmak iizere toplam 33 adet klon
belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 33 olarak

bulunmustur (Cizelge 3.10).

0,05 mM Fluazifop-p-biitil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireyler i¢in 1,28, serrat kanatli bireyler icin 0,97, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 3,12, serrat kanatli bireyler i¢in
ise 1,69 bulunmustur (Cizelge 3.9, 3.10).
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Cizelge 3.9. Kontrol gruplari ve degisik konsantrasyonlarda Fluazifop-p-biitil'in Drosophila melanogaster 'in normal metabolik etkinlige sahip
normal ve serrat kanatli hatlarinda somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri

Uygulama Kanat Kiigiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip ikiz Mutant Klon Toplam Mutant Toplam mwh
Grubu Say1st Mutant Klon Mutant Klon Klon Mutant Klon (m=2)
(N) (1-2 hiicre) (m=2) (> 3 hiicre) (m=2)
Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D
Distile Su 78 24 0,31 6 0,08 0 0 30 0,38 26 0,33
= 1mMEMS 80 163 204 + 89 1,11+ 32 0,4 + 284 355 + 273 341 +
5 E %llukEtil
§ X Akol+ %3'lik 72 23 031 _ 7 009 _ 0 0 i 30 041 _ 29 0,36 _
= TX-100
§ — 0,05mM 80 22 027 _ 1 0,01 _ 2 0,02 i 25 031 _ 25 031 _
é § 0,1mM 80 21 026  _ 3 0,04 _ 0 0 i 24 0,3 _ 24 0,3 _
g E: 0,5mM 80 25 031 — 1 0,01 — 1 0,01 i 27 034 — 27 034 _
z ‘é 1mM 80 22 027 _ 1 001 _ 2 0,02 i 25 031 _ 25 031 _
E 2mM 80 22 027 _ 4 0,05 _ 1 0,01 i 27 034 _ 27 034 _
= 5mm 80 15 019 4 0,05 0 0 i 19 0,24 19 0,24
Distile Su 42 7 0,16 0 0 7 0,16 7 0,16
= 1mMEMS 80 63 0,79 + 29 0,36 + 92 1,15 + 85 106 +
5 E %llukEtil
S X Akolt %3'lik 80 10 012 _ 0 0 i 10 012 _ 10 012 _
:,; TX-100
§ =z 005mM 80 19 024 i 0 0 i 19 0,24 i 19 0,24 i
22 oamm 80 8 01 _ 1 001 i 9 011 _ 9 011 _
E Zosmm 80 9 01l _ 0 0 i 9 01l _ 9 01l _
» s% 1 mM 80 13 0,16 i 1 0,01 i 14 0,17 i 14 0,17 i
E; 2mM 80 17 0,21 i 0 0 i 17 021 i 17 0,21 i
 5mMm 80 10 0,12 2 0,02 i 12 0,15 i 12 0,15 i

Klon
Indiiksiyon
Frekansi
(10° hiicre)

1,36
13,98

1,65

1,28
1,22

1,38
1,28
1,38
0,97
0,68
4,35

0,51

0,97
0,46
0,46
0,71
0,87
0,61

Sa: Sayisi, Fr: Frekansi, D: istatistik sonuglarin gdsterimi, +: pozitif, i: dnemsiz fark, -: negatif, m: ¢arpim faktordi, olasilik diizeyi: a=p=0,05
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Cizelge 3.10. Kontrol gruplar1 ve degisik konsantrasyonlarda Fluazifop-p-biitil'in Drosophila melanogaster 'in yiiksek metabolik etkinlige sahip

normal ve serrat kanatli hatlarinda somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri

Uygulama Kanat Kiigiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip ikiz Mutant Klon Toplam Mutant Toplam mwh Mutant
Grubu Say1st Mutant Klon Mutant Klon (m=5) Klon (m=2) Klon (m=2)
(N) (1-2 hiicre) (m=2) (> 3 hiicre) (m=2)
Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. Sa. Fr. Sa. Fr.
Distile Su 80 39 0,49 12 0,15 8 0,1 59 0,74 58 0,72
= 1mMEMS 80 81 1,01+ 30 0,37 + 8 0,1 119 1,49 112 14
= E o%llukEtil
E X Akol+ %3'lik 80 51 064 i 12 015 _ 3 0,04 66 0,82 65 0,81
= TX-100
g _. 0,05mM 80 48 0,6 _ 13 0,16 _ 1 0,01 62 0,77 61 0,74
é ;; 0,1 mM 80 38 047 _ 14 0,17 i 1 0,01 53 0,66 51 0,64
g g 0,5mM 80 54 0,67 — 6 0,07 - 2 0,02 62 0,77 61 0,76
z ’% 1mM 80 55 0,69 i 5 0,06 _ 1 0,01 61 0,76 60 0,75
E 2mM 80 46 057 _ 7 0,09 _ 0 0 53 0,66 53 0,66
=~ 5mM 80 65 081 + 5 0,06 1 0,01 71 0,89 71 0,89
Distile Su 80 30 0,37 7 0,09 37 0,46 37 0,46
< 1mMEMS 80 49 0,61 + 10 012 _ 59 0,74 59 0,74
5 E o%llukEil
S X Akol+ %3'iik 80 37 046 _ 2 0,02 _ 39 049 39 049
% TX-100
§ = 005mM 80 28 035 _ 5 0,06 _ 33 0,41 33 0,41
f E 0,1 mM 80 21 026 _ 3 0,04 _ 24 0,3 24 0,3
£ TosmMm 80 27 03 _ 0 0  _ 27 034 27 034
» f*g 1mM 72 22 0,3 _ 2 0,03 _ 24 0,33 24 0,33
g 2mM 80 18 022 _ 4 0,05 _ 22 0,27 22 0,27
=~ 5mM 80 29 0,36 10 0,12 39 0,49 39 0,49

Klon
Indiiksiyon
Frekansi
(10° hiicre)

2,97
5,73

3,32

3,12
2,61

3,12
3,07
2,71
3,63
1,89
3,02

1,99

1,69
1,22
1,38
1,36
1,12
1,99

Sa: Sayisi, Fr: f-Frekansi, D: istatistik sonuglarin gésterimi, +: pozitif, i: 6nemsiz fark, -: negatif, m: carpim faktorii, olasilik diizeyi: a=p=0,05
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0,1 mM Fluazifop-p-biitil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige
sahip normal kanatl bireylere ait 80 kanatta 21 adet kiigiik tek tip, 3 adet biiyiik tek tip
olmak tizere toplam 24 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam
mwh klon sayis1 ise 24 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik
etkinlige sahip serrat kanatl bireylerine ait 80 kanatta ise 8 adet kiiciik tek tip ve 1 adet
biiyiik tek tip olmak iizere toplam 9 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlaniimamistir.
Toplam mwh klon sayisi ise 9 olarak bulunmustur (Cizelge 3.9). Yiiksek metabolik
etkinlige sahip normal kanatl bireylerde ise yine 80 kanatta 38 adet kiiciik tek tip, 14
adet biiyiikk tek tip ve 1 adet ikiz olmak iizere toplam 53 adet klon belirlenmistir.
Toplam mwh klon sayisi ise 51 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80
kanatta 21 adet kiigiik tek tip ve 3 adet biiylik tek tip olmak iizere toplam 24 adet klon
belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 24 olarak

bulunmustur (Cizelge 3.10).

0,1 mM Fluazifop-p-biitil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 1,22, serrat kanatli bireyler i¢in 0,46, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,61, serrat kanatl bireyler igin
ise 1,22 bulunmustur (Cizelge 3.9, 3.10).

0,5 mM Fluazifop-p-biitil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 25 adet kiigiik tek tip, 1 adet
bliyiik tek tip ve 1 adet ikiz olmak {lizere toplam 27 adet klon belirlenmistir. Toplam
mwh klon sayisi ise 27 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik
etkinlige sahip serrat kanatli bireylerine ait 80 kanatta ise 9 adet kiiciik tek tip olmak
tizere toplam 9 adet klon belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamuistir.
Toplam mwh klon sayisi ise 9 olarak bulunmustur (Cizelge 3.9). Yiiksek metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireylerde ise yine 80 kanatta 54 adet kiigiik tek tip, 6
adet biiyiik tek tip ve 2 adet ikiz olmak iizere toplam 62 adet klon belirlenmistir.
Toplam mwh klon sayisi ise 61 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80
kanatta 27 adet kiiciik tek tip olmak {izere toplam 27 adet klon belirlenirken biiyiik tek
tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayis1 ise 27 olarak bulunmustur

(Cizelge 3.10).

84



0,5 mM Fluazifop-p-biitil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireyler i¢in 1,38, serrat kanatli bireyler icin 0,46, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanatli bireyler i¢in 3,12, serrat kanatli bireyler i¢in
ise 1,38 bulunmustur (Cizelge 3.9, 3.10).

1 mM Fluazifop-p-biitil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 22 adet kiiclik tek tip, 1 adet
bliyiik tek tip ve 2 adet ikiz olmak {izere toplam 25 adet klon belirlenmistir. Toplam
mwh klon sayisi ise 25 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik
etkinlige sahip serrat kanath bireylerine ait 80 kanatta ise 13 adet kiiciik tek tip ve 1
adet biiyik tek tip olmak {izere toplaml4 adet klon belirlenirken ikiz klona
rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 14 olarak bulunmustur (Cizelge 3.9).
Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatl bireylerde ise yine 80 kanatta 55 adet
kiigiik tek tip, 5 adet biiylik tek tip ve 1 adet ikiz olmak {izere toplam 61 adet klon
belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 60 olarak bulunmustur. Serrat kanatli
bireylerde ise 72 kanatta 22 adet kiigiik tek tip ve 2 adet biiyiik tek tip olmak iizere
toplam 24 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi

ise 24 olarak bulunmustur (Cizelge 3.10).

1 mM Fluazifop-p-biitil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige
sahip normal kanath bireyler i¢in 1,28, serrat kanatli bireyler i¢in 0,71, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 3,07, serrat kanatli bireyler i¢in
ise 1,36 bulunmustur (Cizelge 3.9, 3.10).

2 mM Fluazifop-p-biitil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik etkinlige
sahip normal kanath bireylere ait 80 kanatta 22 adet kiictik tek tip, 4 adet biiytik tek tip
ve 1 adet ikiz olmak iizere toplam 27 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi
ise 27 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat
kanatl bireylerine ait 80 kanatta ise 17 adet kiiciik tek tip olmak {izere toplam17 adet
klon belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi
ise 17 olarak bulunmustur (Cizelge 3.9). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal
kanatl bireylerde ise yine 80 kanatta 46 adet kiiciik tek tip, 7 adet biiyiik tek tip olmak
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tizere toplam 53 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh klon
sayist ise 53 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 18 adet kiigiik
tek tip ve 4 adet biiyiik tek tip olmak tizere toplam 22 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 22 olarak bulunmustur (Cizelge 3.10).

2 mM Fluazifop-p-biitil’de klon indiiksiyon frekanst normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireyler i¢in 1,38, serrat kanath bireyler i¢in 0,87, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,71, serrat kanatli bireyler i¢in
ise 1,12 bulunmustur (Cizelge 3.9, 3.10).

5 mM Fluazifop-p-biitil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 15 adet kiiglik tek tip, 4 adet
bliyiik tek tip olmak tizere toplam 19 adet klon belirlenirken ikiz klona
rastlanilamamistir. Toplam mwh klon sayist ise 19 olarak bulunmustur. D.
melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatli bireylerine ait 80
kanatta ise 10 adet kiiciik tek tip ve 2 adet biiyiik tek tip olmak iizere toplam 12 adet
klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayis1 ise 12 olarak
bulunmustur (Cizelge 3.9). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatli bireylerde
ise yine 80 kanatta 65 adet kiigiik tek tip, 5 adet biiyiik tek tip ve 1 adet ikiz olmak iizere
toplam 71 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 71 olarak bulunmustur.
Serrat kanatl bireylerde ise 80 kanatta 29 adet kiiciik tek tip ve 10 adet biiyiik tek tip
olmak iizere toplam 39 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam

mwh klon sayisi ise 39 olarak bulunmustur (Cizelge 3.10).

5 mM Fluazifop-p-biitil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik etkinlige
sahip normal kanath bireyler i¢cin 0,97, serrat kanatli bireyler icin 0,61, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 3,63, serrat kanatli bireyler i¢in
ise 1,99 bulunmustur (Cizelge 3.9, 3.10).

Cizelge 3.9 incelendiginde Fluazifop-p-biitil’in D. melanogaster’in normal

metabolik etkinlige sahip normal ve serrat kanatli bireylerinde kiigiik ve biiyiik tek tip

ikiz, toplam mwh ve toplam klon sayilar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak
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onemsiz bulunmustur. Bu sonuglara bakildiginda uygulanan higbir konsantrasyonda
pozitif bir sonuca rastlanillamamasi bu maddenin mutajen veya rekombinojen olmadigi
fikrini vermektedir. Yiiksek metabolik etkinlige sahip serrat kanathi bireylerde ise
uygulanan en yiikksek konsantrasyon olan 5 mM’lik Fluazifop-p-biitil
konsantrasyonunun kiiciik tek tip klonlar bakimindan pozitif sonuglar verdigi
goriilmektedir. Bu baglamda Fluazifop-p-biitil herbisitinin metabolitlerinin s6zkonusu

konsantrasyonda mutajen oldugu s6ylenebilir (Cizelge 3.10).

3.1.4.2.Fenoksaprop-p-etil

Fenoksaprop-p-etil D. melanogaster larvalarma 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1 ve 2

mM’lik konsantrasyonlarda uygulanmustir.

0,01 mM Fenoksaprop-p-etil uygulamalarmin yapildigi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 19 adet kiigiik tek tip, 3 adet
bliylk tek tip olmak {izere toplam 22 adet klon belirlenirken ikiz klona
rastlanilamamistir. Toplam mwh klon sayist ise 22 olarak bulunmustur. D.
melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatli bireylerine ait 80
kanatta ise 17 adet kiiciik tek tip olmak tizere toplam 17 adet klon belirlenirken biiyiik
tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayist ise 17 olarak
bulunmustur (Cizelge 3.11). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatl bireylerde
ise yine 80 kanatta 49 adet kiiciik tek tip, 11 adet biiyiik tek tip ve 3 adet ikiz olmak
izere toplam 63 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 62 olarak
bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 35 adet kiigiik tek tip ve 3 adet
bliylik tek tip olmak {izere toplam 38 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 38 olarak bulunmustur (Cizelge 3.12).

0,01 mM Fenoksaprop-p-etil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireyler icin 1,12, serrat kanatli bireyler i¢in 0,87, yliksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 3,17, serrat kanatli bireyler i¢in
ise 1,94 bulunmustur (Cizelge 3.11, 3.12).
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0,05 mM Fenoksaprop-p-etil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireylere ait 80 kanatta 5 adet kiigiik tek tip, 1 adet biiyiik
tek tip ve 3 adet ikiz olmak tiizere toplam 9 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon
sayisi ise 9 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip
serrat kanatl bireylerine ait 80 kanatta ise 15 adet kiiciik tek tip olmak iizere toplam 15
adet klon belirlenirken biiyiik tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon
sayis1 ise 15 olarak bulunmustur (Cizelge 3.11). Yiiksek metabolik etkinlige sahip
normal kanatli bireylerde ise yine 80 kanatta 50 adet kiiglik tek tip, 6 adet biiyiik tek tip
ve 2 adet ikiz olmak iizere toplam 58 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayis1
ise 57 olarak bulunmustur. Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 52 adet kiiclik tek tip
ve 5 adet biiyiik tek tip olmak iizere toplam 57 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamustir. Toplam mwh klon sayisi ise 57 olarak bulunmustur (Cizelge 3.12).

0,05 mM Fenoksaprop-p-etil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireyler icin 0,46, serrat kanatli bireyler i¢in 0,76, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,92, serrat kanatl bireyler i¢in
ise 2,92 bulunmustur (Cizelge 3.11, 3.12).

0,1 mM Fenoksaprop-p-etil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 17 adet kiigiik tek tip, 1 adet
bliylik tek tip olmak {izere toplam 18 adet klon belirlenirken ikiz klona
rastlanilamamistir. Toplam mwh Klon sayisi ise 18 olarak bulunmustur. D.
melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatli bireylerine ait 80
kanatta ise 13 adet kiiciik tek tip olmak {izere toplam 13 adet klon belirlenirken biiyiik
tek tip ve ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayist ise 13 olarak
bulunmustur (Cizelge 3.11). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatl bireylerde
ise yine 80 kanatta 46 adet kiiciik tek tip, 6 adet biiyiik tek tip olmak {izere toplam 52
adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilamamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 52
olarak bulunmustur. Serrat kanatl bireylerde ise 80 kanatta 22 adet kiiciik tek tip ve 3
adet biiyiik tek tip olmak iizere toplam 25 adet klon belirlenirken ikiz klona

rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 25 olarak bulunmustur (Cizelge 3.12).
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Cizelge 3.11. Kontrol gruplari ve degisik konsantrasyonlarda Fenoksaprop-p-etil'in Drosophila melanogaster 'in normal metabolik etkinlige sahip
normal ve serrat kanatli hatlarinda somatik rutasyon ve Rekombinasyona etkileri

Uygulama Kanat Kiigiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip ikiz Mutant Klon Toplam Mutant Toplam mwh
Grubu Say1st Mutant Klon Mutant Klon Klon Mutant Klon (m=2)
(N) (1-2 hiicre) (m=2) (>3 hiicre) (m=2)
Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. D
Distile Su 78 24 0,31 6 0,08 0 0 30 0,38 26 0,33
= 1mMEMS 80 163 2,04 + 89 1,11+ 32 04 + 284 355 + 273 341 +
5 E %llukEtil
E ¥ Akolt %3lik 72 23 031 _ 7 0,09 _ 0 0 i 30 041 _ 29 04
= TX-100
§ = 0,01mM 80 19 0,24 _ 3 0,04 _ 0 0 i 22 0,27 _ 22 0,27 _
é ‘; 0,05mM 80 5 0,06 _ 1 0,01 _ 3 0,04 i 9 0,11 _ 9 011 _
E Soimm 80 17 021 _ 1 00l - 0 0 i 18 022 _ 18 022
z _;m" 0,5mM 80 18 022 _ 3 0,04 _ 0 0 i 21 026 _ 21 026 _
2 1mm 80 19 0,24 _ 0 0 _ 1 0,01 i 20 025 _ 20 0,25 _
€ 2mm 80 6 02 2 002 1 001 i 19 024 19 024
Distile Su 42 7 0,16 0 0 7 0,16 7 0,16
= 1mMEMS 80 63 0,79 + 29 0,36 + 92 1,15 + 85 1,06 +
5 E %llukEtil
S X Akolt %3'lik 80 10 012 _ 0 0 i 10 012 _ 10 012 _
r.; TX-100
5 % 0,01 mM 80 17 0,21 i 0 0 i 17 0,21 i 17 0,21 i
= s:a. 0,05mM 80 15 0,19 i 0 0 i 15 0,19 i 15 0,19 i
g g 0,1 mM 80 13 0,16 i 0 0 i 13 0,16 i 13 0,16 i
» < 0,5mM 58 13 0,22 i 2 0,03 i 15 0,26 i 15 0,26 i
é 1 mMm 80 8 0,1 _ 2 0,02 i 10 012 _ 10 012 _
L 2mm 80 12 0,15 i 2 0,02 i 14 0,17 i 14 0,17 i

Klon
Indiiksiyon
Frekansi
(10° hiicre)

1,36
13,98

1,65

1,12
0,46

0,92
1,07
1,02
0,97
0,68
4,35

0,51

0,87
0,76
0,78
1,05
0,51
0,71

Sa: Sayisi, Fr: Frekansi, D: istatistik sonuglarin gdsterimi, +: pozitif, i: 6nemsiz fark, : negatif, , m: ¢arpim faktori, olasilik diizeyi: a=p=0,05
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Cizelge 3.12. Kontrol gruplari ve degisik konsantrasyonlarda Fenoksaprop-p-etil'in Drosophila melanogaster 'in yiiksek metabolik etkinlige sahip

normal ve serrat kanatli hatlarinda somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri

Uygulama Kanat Kigiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip Ikiz Mutant Klon Toplam Mutant Toplam mwh Mutant
Grubu Sayisi Mutant Klon Mutant Klon (m=5) Klon (m=2) Klon (m=2)
(N) (1-2 hiicre) (m=2) (>3 hiicre) (m=2)
Sa. Fr. D Sa. Fr. D Sa. Fr. Sa. Fr. Sa. Fr.
Distile Su 80 39 0,49 12 0,15 8 0,1 59 0,74 58 0,72
= 1mMEMS 80 81 1,01+ 30 0,37 + 8 0,1 119 1,49 112 14
. E %LIukEl
B X Akol+%3'lik 80 51 064 i 2 015 _ 3 0,04 66 0,82 65 0,81
f: TX-100
g = 0,01 mM 80 49 061 _ 11 014 _ 3 0,04 63 0,79 62 0,77
é & 0,05 mM 80 50 062 _ 6 0,07 _ 2 0,02 58 0,72 57 0,71
g E’ 0,1 mM 80 46 057 - 6 0,07 - 0 0 52 0,65 52 0,65
Z _;E' 0,5mM 80 62 0,77 + 6 007 _ 1 0,01 69 0,86 67 0,84
% 1mM 80 57 0,66 + 7 0,09 2 0,02 66 0,82 66 0,82
L 2mM 80 55 069 i 0 0 _ 2 0,02 57 0,71 57 0,71
Distile Su 80 30 0,37 7 0,09 37 0,46 37 0,46
= 1mMEMS 80 49 061 + 10 012 _ 59 0,74 59 0,74
5 E % LlukEtil
§ X Akol+ % 3'lik 80 37 0,46  _ 2 0,02 _ 39 0,49 39 0,49
= TX-100
% = 0,00 mM 80 35 0,44 _ 3 0,04 _ 38 0,47 38 0,47
2L 005mM 80 52 065 + 5 006 _ 57 071 57 071
g g 0,1 mM 80 22 0,27 _ 3 0,04 _ 25 0,31 25 0,31
@ § 0,5mM 80 28 035 _ 6 0,07 _ 34 0,42 34 0,42
2 1mM 80 36 045 _ 4 0,05 _ 40 0,5 40 0,5
L 2mm 80 34 0,42 2 0,02 36 0,45 36 0,45

Klon
Indiiksiyon
Frekansi
(10° hiicre)

2,97
5,73

3,32

3,17
2,92
2,66
3,43
3,38
2,92
1,89
3,02

1,99

1,94
2,92
1,28
1,74
2,04
1,84

Sa: sayisi, Fr: frekansi, D: istatistik sonuglarin gésterimi, +: pozitif, i: 6nemsiz fark -: negatif, m: ¢arpim faktord, olasilik diizeyi: a=p=0,05
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Sekil 3.21. Fenoksaprop-p-etil’in normal metabolik etkinlige sahip normal kanatli (mwh/flr®)

hatlarda klon frekans dagilimina etkisi
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Sekil 3.22. Fenoksaprop-p-etil’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatli (mwh/TM3)

hatlarda klon frekans dagilimina etkisi
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Sekil 3.23. Fenoksaprop-p-etil’in yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatli (mwh/flr3)
hatlarda klon frekans dagilimina etkisi
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Sekil 3.24. Fenoksaprop-p-etil’in yiiksek metabolik etkinlige sahip serrat kanathi (mwh/TM3)
hatlarda klon frekans dagilimina etkisi
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0,1 mM Fenoksaprop-p-etil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireyler i¢in 0,92, serrat kanatli bireyler icin 0,78, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 2,66, serrat kanatli bireyler i¢in
ise 1,28 bulunmustur (Cizelge 3.11, 3.12).

0,5 mM Fenoksaprop-p-etil uygulamalarmin yapildigi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 18 adet kiiclik tek tip, 3 adet
blyiik tek tip olmak iizere toplam 21 adet klon belirlenirken ikiz klona
rastlanilamamistir. Toplam mwh klon sayist ise 21 olarak bulunmustur. D.
melanogaster’in normal metabolik etkinlige sahip serrat kanatli bireylerine ait 58
kanatta ise 13 adet kiiciik tek tip ve 2 adet biiyiik tek tip olmak iizere toplam 15 adet
klon belirlenirken ikiz kKlona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 15 olarak
bulunmustur (Cizelge 3.11). Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatli bireylerde
ise yine 80 kanatta 62 adet kiigiik tek tip, 6 adet biiyiik tek tip ve 1 adet ikiz olmak iizere
toplam 69 adet klon belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 67 olarak bulunmustur.
Serrat kanatli bireylerde ise 80 kanatta 28 adet kiiciik tek tip ve 6 adet biiyiik tek tip
olmak {izere toplam 34 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam

mwh klon sayisi ise 34 olarak bulunmustur (Cizelge 3.12).

0,5 mM Fenoksaprop-p-etil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatl1 bireyler i¢in 1,07, serrat kanatli bireyler i¢in 1,05, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 3,43, serrat kanatl bireyler igin
ise 1,74 bulunmustur (Cizelge 3.11, 3.12).

1 mM Fenoksaprop-p-etil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireylere ait 80 kanatta 19 adet kiigiik tek tip, 1 adet ikiz
olmak tiizere toplam 20 adet klon belirlenirken biiyiik tek tip klona rastlanilamamastir.
Toplam mwh klon sayisi ise 20 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal
metabolik etkinlige sahip serrat kanatli bireylerine ait 80 kanatta ise 8 adet kiigiik tek
tip, 2 adet biiylik tek tip olmak iizere toplam 10 adet klon belirlenirken ikiz klona
rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 10 olarak bulunmustur (Cizelge 3.11).

Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatl bireylerde ise yine 80 kanatta 57 adet
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kiictik tek tip, 7 adet biiyiik tek tip ve 2 adet ikiz olmak {izere toplam 66 adet klon
belirlenmistir. Toplam mwh klon sayist ise 66 olarak bulunmustur. Serrat kanath
bireylerde ise 80 kanatta 36 adet kiigiik tek tip ve 4 adet biiylik tek tip olmak iizere
toplam 40 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi

ise 40 olarak bulunmustur (Cizelge 3.12).

1 mM Fenoksaprop-p-etil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireyler i¢in 1,02, serrat kanatli bireyler i¢in 0,51, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 3,38, serrat kanatli bireyler igin
ise 2,04 bulunmustur (Cizelge 3.11, 3.12).

2 mM Fenoksaprop-p-etil uygulamalarinin yapildigi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanatli bireylere ait 80 kanatta 16 adet kiiciik tek tip, 2 adet
biiyiik tek tip ve 1 adet ikiz olmak iizere toplam 19 adet klon belirlenmistir. Toplam
mwh klon sayisi ise 19 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in normal metabolik
etkinlige sahip serrat kanatli bireylerine ait 80 kanatta ise 12 adet kiiciik tek tip ve 2
adet biiyiik tek tip olmak iizere toplam 14 adet klon belirlenirken ikiz klona
rastlanilmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 14 olarak bulunmustur (Cizelge 3.11).
Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatli bireylerde ise yine 80 kanatta 55 adet
kiictik tek tip ve 2 adet ikiz olmak iizere toplam 57 adet klon belirlenirken biiyiik tek tip
klona rastlanilamamigtir. Toplam mwh klon sayist ise 57 olarak bulunmustur. Serrat
kanatl bireylerde ise 80 kanatta 34 adet kiiclik tek tip ve 2 adet biiyiik tek tip olmak
tizere toplam 36 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanilmamistir. Toplam mwh klon

sayist ise 36 olarak bulunmustur (Cizelge 3.12).

2 mM Fenoksaprop-p-etil’de klon indiiksiyon frekansi normal metabolik
etkinlige sahip normal kanath bireyler i¢in 0,97, serrat kanatli bireyler i¢in 0,71, yiiksek
metabolik etkinlige sahip normal kanatli bireyler icin 2,92, serrat kanath bireyler igin
ise 1,84 bulunmustur (Cizelge 3.11, 3.12).

Cizelge 3.11 incelendiginde Fenoksaprop-p-etil’in D. melanogaster’in normal

metabolik etkinlige sahip normal ve serrat kanatl bireylerinde kii¢iik ve biiyiik tek tip
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ikiz, toplam mwh ve toplam klon sayilar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak
Oonemsiz bulunmustur. Bu sonuglara bakildiginda uygulanan higbir konsantrasyonda
pozitif bir sonuca rastlanilamamasi1 bu maddenin mutajen veya rekombinojen olmadigi
fikrini vermektedir. Yiiksek metabolik etkinlige sahip normal kanatli bireylerde ise 0,5
ve 1 mM’lik Fenoksaprop-p-etil konsantrasyonunun kiigiik tek tip klonlar bakimindan
pozitif — sonuclar verdigi  goriilmektedir. Buna gore Fenoksaprop-p-etil’in
metabolitlerinin sézkonusu konsantrasyonlarda rekombinojen oldugu sdylenebilir.
Ayrica serrat kanatli bireylerde 0,05 mM’lik Fenoksaprop-p-etil konsantrasyonun
kiigiik tek tip, toplam mwh ve toplam klonlar bakimindan pozitif sonuglar vermesi,
herbisitin ~ metabolitlerinin ~ sézkonusu  konsantrasyonda  mutajen  oldugunu

gostermektedir (Cizelge 3.12).

3.2.  Tripan Mavisi Testi ve MTT Testi ile Hiicre Yasayabilirligi ve

Cogalabilirliginin Belirlenmesi

Tripan mavisi ve MTT testlerinde ¢ok kuyucuklu kiiltiir kabinin her bir
kuyucugundaki baslangi¢ hiicre sayisi esit olup mililitrede 50 bin adettir. Hiicrelerin
ikilenme zamanlar1 3,5 gilin olarak belirlenmistir. Ayrica her iki testte de hiicrelerin
kiiltir ortaminda inkiibasyon siiresi 8 giindiir. Bu inkiibasyon periyodu sonunda tripan
mavisi testinde, kuyucuklardaki canli, 6lii ve toplam hiicre sayilari belirlenmis ve canlt
hiicre sayilar1 % olarak ifade edilmistir (Cizelge 3.13 ve Sekil 3.25). MTT testinde ise
spektrofotometrik olarak belirlenen absorbans degerlerinden, DMEM kontrol grubu
kuyucuklarindaki canlilik orant % 100 kabul edilerek, bitki biiyiime diizenleyicileri,
pestisitler ve etil alkol kontrolii uygulamalarinin yapildigi kuyucuklardaki canlilik

oranlar1 % olarak ifade edilmistir (Cizelge 3.14 ve Sekil 3.26).

Calismada kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri ve pestisitlerin uygulanan
konsantrasyonlar1 her madde i¢in ayn1 olmadigindan gerek tripan mavisi gerekse MTT
testlerinden elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde maddelerin canlilik
tizerine etkileri birbirleriyle karsilastirilamamistir. Bu durumda her iki test i¢in varyans
analizleri her bir maddenin farkli konsantrasyonlarinin canlilik {izerine etkileri

birbirleriyle karsilastirilarak yapilmistir.
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Cizelge 3.13. Tripan Mavisi Testine Gore Bitki Biiylime Diizenleyicileri ve Pestisitlerin

HEK?293 Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Hiicre Sayisi (bin hiicre) / ml

Uygulama Gruplart | Konsantrasyon
%
Toplam Canli Olii | Canli
Kontrol Gruplari
DMEM 352 288 64 82
0,5 pul/ml 344 280 64 81
DMEM-+Etil alkol |5 ul/ml 232 168 64 72
50 pl/ml 180 144 36 76
Bitki Biiylime
Diizenleyicileri
ve Pestisitler
0,005 mg/ml (0,028 mM) | 288 240 48 83
IAA 0,05 mg/ml (0,285 mM) | 240 176 64 73
0,5 mg/ml (2,853 mM) 272 64 208 23
0,005 mg/ml (0,024 mM) | 256 192 64 75
BNOA 0,05 mg/ml (0,247 mM) | 272 160 112 58
0,5 mg/ml (2,472 mM) 192 96 96 50
0,0015 mM 256 224 32 88
Siprodinil 0,015 mM 264 224 40 84
0,150 mM 192 128 64 66
0,0018 mM 176 112 64 63
Fludioksonil 0,018 mM 224 160 64 71
0,180 mM 240 144 96 60
0,0065 mM 384 320 64 83
Fluazifop-p-biitil 0,0653 mM 248 192 56 77
0,653 mM 200 144 56 72
0,0018 mM 320 240 80 75
Fenoksaprop-p-etil | 0,018 mM 200 144 56 72
0,180 mM 232 144 88 62
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sayilar1 ile canli hiicre yiizdeleri



Cizelge 3.14. MTT Testine Gore Bitki Biiylime Diizenleyicileri ve Pestisitlerin
HEK293 Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Uygulama Gruplari Konsantrasyon % Canlilik Oranlar
Kontrol Gruplar1
DMEM 100
0,5 ul/ml 92,74
DMEM-+Etil alkol 3 pl/ml 94,21
10 pl/ml 90,49
50 ul/ml 56,09
Bitki Biiyiime Diizenleyicileri
ve Pestisitler
0,005 mg/ml (0,028 mM) 102,56
IAA 0,05 mg/ml (0,285 mM) 103,31
0,1 mg/ml (0,570 mM) 101,41
0,5 mg/ml (2,853 mM) 35,54
0,005 mg/ml (0,024 mM) 97,28
BNOA 0,05 mg/ml (0,247 mM) 100,29
0,1 mg/ml (0,4945 mM) 104,02
0,5 mg/ml (2,472 mM) 10,54
0,0015 mM 94,54
Siprodinil 0,015 mM 90,8
0,030 mM 86,34
0,150 mM 31,27
0,0018 mM 95,19
Fludioksonil 0,018 mM 94,38
0,036 mM 89,56
0,180 mM 22,9
0,0065 mM 95,87
Fluazifop-p-biitil 0,0653 mM 94,89
0,0124 mM 90,22
0,653 mM 55,26
0,0018 mM 96,86
Fenoksaprop-p-etil 0,018 mM 91,23
0,036 mM 94,32
0,180 mM 50,5
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Sekil 3.26. Bitki biiylime diizenleyicileri ve pestisitler uygulanmis HEK293 hiicrelerinin MTT testine gére canlilik Oranlari




3.2.1. Kontrol gruplar

Tripan mavisi testi sonucuna gore (Cizelge 3.13), DMEM’de 288 bin (% 82)

canl1 64 bin 6lii hiicre belirlenmistir.

Yine tripan mavisi testi sonucuna gore, 50 ul etil alkol / ml DMEM’de canli
hiicre sayisinin 144 bin (% 76), 6li hiicre sayisinin ise 36 bin, 5 ul etil alkol / ml
DMEM’de canli hiicre sayisinin 168 bin (% 72), 6li hiicre sayisinin ise 64 bin, 0,5 pl
etil alkol / ml DMEM’de canli hiicre sayisinin 280 bin (% 81), 6lii hiicre sayisinin ise 64
bin oldugu goriilmektedir. Bu konsantrasyonlarin canlilik {izerine etkilerinin DMEM

kontrol grubuyla karsilagtirildiginda istatistiksel olarak farkli olmadigi bulunmustur

(P>0,05) (Cizelge 3.15).

Cizelge 3.15. Tripan Mavisi Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda DMEM + Etil alkol
Cozeltilerinin HEK293 Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Hiicre Sayisi (bin
Uygulama Grubu Konsantrasyon hicre) / ml 0
Toplam | Canli | Olii %
Canlt*

0,5 pul/ml 344 280 64 81A
DMEM+ Etil alkol 5 ul/ml 232 168 64 72A
50 ul/ml 180 144 36 76 A
DMEM 352 288 64 82 A

* Ayni siitunda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel 6nemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Karsilastirma Testi P>0,05).

MTT testi sonucuna gore, canlilik oranlarinin 0,5 pl etil alkol / ml DMEM i¢in
% 92,74, 5 pl etil alkol / ml DMEM i¢in % 94,27, 10 ul etil alkol / ml DMEM igin %
90,49 ve 50 ul etil alkol / ml DMEM i¢in % 56,09 oldugu goriilmektedir (Cizelge
3.14). Varyans analizi sonuglarina gore uygulanan konsantrasyonlarin canlilik {izerine
etkileri arasindaki fark onemli bulunmustur (P<0,05). Hangi konsantrasyonlarin
istatistiksel olarak farkli oldugunu gorebilmek icin yapilan Duncan ¢oklu karsilastirma
testine gore ise 0,5, 5 ve 10 pl etil alkol / ml DMEM konsantrasyonlarinda canlilik

oranlar1 arasindaki fark énemsiz bulunurken (P>0,05) bu konsantrasyonlarla 50 ul etil
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alkol / ml DMEM konsantrasyonundaki canlilik orami arasindaki fark Onemli

bulunmustur (P<0,05) (Cizelge 3.16)

Cizelge 3.16. MTT Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda DMEM + Etil Alkol Cozeltilerinin
HEK?293 Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Uygulama Grubu Konsantrasyon % Canlilik Oran1*
0,5 ul/ml DMEM 92,74 A
. 5 ul/ml DMEM 94,27 A
DMEM+Etil alkol 10 ul/ml DMEM 90,49 A
50 ul/ml DMEM 56,09 B

* Ayni slitunda ayni harfi tagiyan degerler arasinda istatistiksel dnemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Karsilastirma Testi P>0,05).

3.2.2. Bitki bilyiime diizenleyicileri

3.2.2.1. IAA

Tripan mavisi testi sonucuna gore, 0,005 mg/ml IAA’da (0,028 mM) canli hiicre
sayisinin 240 bin (% 83), 6l hiicre sayisinin 48 bin, 0,05 mg/ml IAA’da (0,285 mM)
canlt hiicre sayisinin 176 bin (% 73), 6li hiicre sayisinin ise 64 bin, 0,5 mg/ml IAA’da
(2,853 mM) ise canli hiicre sayisinin 64 bin (% 23), 6li hiicre sayisinin ise 208 bin
oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.13 ve Sekil 3.25). Yapilan varyans analizine gore
uygulanan IAA konsantrasyonlarinin canlilik iizerine etkileri arasindaki fark onemli
bulunmustur. Hangi konsantrasyonlarin istatistiksel olarak farkli oldugunu gorebilmek
i¢in yapilan Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ise 0,005 mg/ml IAA (0,028 mM)
ve 0,05 mg/ml IAA (0,285 mM) konsantrasyonlarinin canlilik {izerine etkilerinin
kontrol grubu olan DMEM’den farkli olmadigi (P>0,05) ancak 0,5 mg/ml IAA (2,853
mM) konsantrasyonunun DMEM kontrol grubu ile istatistiksel olarak farkli oldugu
(P<0,05) bulunmustur (Cizelge 3.17).
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Cizelge 3.17. Tripan Mavisi Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda IAA Cozeltilerinin
HEK?293 Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Hiicre Sayisi1 (bin

Uygulama Grubu Konsantrasyon hiicre) /ml 0
Toplam | Canli | Olii %
Canli*
0,005 mg/ml (0,028 mM) 288 240 48 83 A
IAA 0,05 mg/ml (0,285 mM) 240 176 64 73A
0,5 mg/ml (2,853 mM) 272 64 208 | 23B
DMEM 352 288 64 82 A

* Ayni siitunda ayn1 harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel 6nemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Karsilastirma Testi P>0,05).

MTT testi sonucuna gore ise, 0,005 mg/ml IAA’da canlilik oranlarinin %
102,56, 0,05 mg/ml TAA’da % 103,31, 0,1 mg/ml IAA’da % 101,41, 0,5 mg/ml IAA’da
ise 35,54 oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.14 ve Sekil 3.26). Yapilan varyans analiz

sonuclarina gore uygulanan konsantrasyonlarin canlilik {izerine etkileri arasindaki fark

onemli bulunmustur. Hangi konsantrasyonlarin istatistiksel olarak farkli oldugunu

gorebilmek i¢in yapilan Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ise 0,005, 0,05 ve 0,1

mg/ml IAA konsantrasyonlarinda canlilik oranlar1 arasindaki fark énemsiz bulunurken

(P>0,05) bu konsantrasyonlarla 0,5 mg/ml TAA konsantrasyonundaki canlilik orani

arasindaki fark 6nemli bulunmustur (P<0,05) (Cizelge 3.18).

Cizelge 3.18. MTT Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda IAA Cozeltilerinin HEK293
Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Uygulama Grubu Konsantrasyon % Canlilik Oran1*
0,005 mg/ml (0,028 mM) 102,56 A
IAA 0,05 mg/ml (0,285 mM) 103,31 A
0,1 mg/ml (0,570 mM) 101,41 A
0,5 mg/ml (2,853 mM) 35,54 B

* Ayni siitunda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel 6nemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Karsilastirma Testi P>0,05).
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3.2.2.2. BNOA

Tripan mavisi testi sonucuna gore, 0,005 mg/ml (0,024 mM) BNOA’da canli
hiicre sayisinin 192 bin (% 75), 6li hiicre sayisinin 64 bin, 0,05 mg/ml BNOA’da
(0,247 mM) canli hiicre sayisinin 160 bin (% 58), 6lii hiicre sayisinin ise 112 bin, 0,5
mg/ml BNOA’da (2,472 mM) ise canli hiicre sayisinin 96 bin (% 50), 6li hiicre
sayisinin ise 96 bin oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.13 ve Sekil 3.25). Bu
konsantrasyonlarin ~ canlilik  iizerine etkilerinin DMEM  kontrol  grubuyla
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak farkli olmadigi bulunmustur (P>0,05) (Cizelge
3.19).

Cizelge 3.19. Tripan Mavisi Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda BNOA (Cozeltilerinin
HEK?293 Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Hiicre Sayisi (bin
Uygulama Grubu Konsantrasyon hiicre) / ml 0
Toplam | Canli | Olii %
Canli*

0,005 mg/ml (0,024 mM) 256 192 64 75 A

BNOA 0,05 mg/ml (0,247 mM) 272 160 112 58 A

0,5 mg/ml (2,472 mM) 192 96 96 50 A

DMEM 352 288 64 82 A

* Ayni siitunda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel 6nemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Karsilastirma Testi P>0,05).

MTT testi sonucuna gore ise, 0,005 mg/ml BNOA’da canlilik oranlarinin %
97,28, 0,05 mg/ml BNOA’da % 100,29, 0,1 mg/ml BNOA’da % 104,02, 0,5 mg/ml
IAA’da ise 10,54 oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.14 ve Sekil 3.26). Yapilan varyans
analiz sonuglarina gore uygulanan konsantrasyonlarin canlilik tizerine etkileri arasindaki
fark 6nemli bulunmustur. Hangi konsantrasyonlarin istatistiksel olarak farkli oldugunu
gorebilmek i¢in yapilan Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ise 0,005, 0,05 ve 0,1
mg/ml BNOA Kkonsantrasyonlarinda canlilik oranlar1 arasindaki fark Onemsiz
bulunurken (P>0,05) bu konsantrasyonlarla 0,5 mg/ml BNOA konsantrasyonundaki

canlilik oran1 arasindaki fark 6nemli bulunmustur (P<0,05) (Cizelge 3.20).
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Cizelge 3.20. MTT Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda BNOA Cozeltilerinin HEK293
Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Uygulama Grubu Konsantrasyon Canlilik Orant*
0,005 mg/ml (0,024 mM) 97,28 A
BNOA 0,05 mg/ml (0,247 mM) 100,29 A
0,1 mg/ml (0,4945 mM) 104,02 A
0,5 mg/ml (2,472 mM) 10,54 B

* Ayni siitunda ayn1 harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel 6nemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Karsilastirma Testi P>0,05).

3.2.3. Fungisitler

3.2.3.1.Siprodinil

Tripan mavisi testi sonucuna gore, 0,0015 mM Siprodinil’de canli hiicre
sayisinin 224 bin (% 88), 6lii hiicre sayisinin 32 bin, 0,015 mM Siprodinil’de canli
hiicre sayisinin 224 bin (% 84), 6lii hiicre sayisinin ise 40 bin, 0,150 mM Siprodinil’de
ise canli hiicre sayisinin 128 bin (% 66), 6li hiicre sayisinin ise 64 bin oldugu
goriilmektedir (Cizelge 3.13 ve Sekil 3.25). Yapilan varyans analizine gére uygulanan
Siprodinil konsantrasyonlarinin canlilik {izerine etkileri arasindaki fark Onemli
bulunmustur. Hangi konsantrasyonlarin istatistiksel olarak farkli oldugunu goérebilmek
icin yapilan Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ise 0,0015 mM ve 0,015 mM
Siprodinil konsantrasyonlarimin canlilik iizerine etkilerinin kontrol grubu olan
DMEM’den farkli olmadigi (P>0,05) ancak 0,150 mM Siprodinil konsantrasyonunun
DMEM kontrol grubu ile istatistiksel olarak farkli oldugu (P<0,05) bulunmustur
(Cizelge 3.21).

Cizelge 3.21. Tripan Mavisi Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda Siprodinil Cozeltilerinin
HEK?293 Hiicrelerinin Canliligia Etkileri

Hiicre Sayisi (bin
Uygulama Grubu Konsantrasyon hiicre) / ml 0
Toplam | Canli | Olii %
Canli*

0,0015 mM 256 224 32 88 A

Siprodinil 0,015 mM 264 224 40 84 A
0,150 mM 192 128 64 66 B

DMEM 352 288 64 82 A

* Ayni siitunda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel 6nemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Karsilagtirma Testi P>0,05).
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MTT testi sonucuna gore ise, 0,0015 mM Siprodinil’de canlilik oranlarinin %
94,54, 0,015 mM Siprodinil’de % 90,8, 0,030 mM Siprodinil’de % 86,34, 0,150 mM
Siprodinil’de ise % 31,27 oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.14 ve Sekil 3.26). Yapilan
varyans analiz sonuglarina gore uygulanan konsantrasyonlarin canlilik iizerine etkileri
arasindaki fark onemli bulunmustur. Hangi konsantrasyonlarin istatistiksel olarak farkli
oldugunu gorebilmek icin yapilan Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ise 0,0015,
0,015 ve 0,030 mM Siprodinil konsantrasyonlarinda canlilik oranlar1 arasindaki fark
onemsiz  bulunurken (P>0,05) bu konsantrasyonlarla 0,150 mM Siprodinil
konsantrasyonundaki canlilik orani arasindaki fark Onemli bulunmustur (P<0,05)

(Cizelge 3.22).

Cizelge 3.22. MTT Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda Siprodinil Cozeltilerinin HEK293
Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Uygulama Grubu Konsantrasyon % Canlilik Oran1*
0,0015 mM 94,54 A
Siprodinil 0,015 mM 90,8 A
0,030 mM 86,34 A
0,150 mM 31,27 B

* Ayni siitunda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel 6nemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Karsilastirma Testi P>0,05).

3.2.3.2.Fludioksonil

Tripan mavisi testi sonucuna gore, 0,0018 mM Fludioksonil’de canli hiicre

sayisinin 112 bin (% 63), olii hiicre sayisinin 64 bin, 0,018 mM Fludioksonil’de canli
hiicre sayisinin 160 bin (% 71), 06li hiicre sayisinin ise 64 bin, 0,180 mM
Fludioksonil’de ise canli hiicre sayisinin 144 bin (% 60), 6lii hiicre sayisinin ise 96 bin
oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.13 ve Sekil 3.25). Bu konsantrasyonlarin canlilik
tizerine etkilerinin DMEM kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak farkl
olmadigi bulunmustur (P>0,05) (Cizelge 3.23).
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Cizelge 3.23. Tripan Mavisi Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda Fludioksonil Cozeltilerinin
HEK?293 Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Hiicre Sayisi (bin
Uygulama Grubu Konsantrasyon hiicre) / ml 0
Toplam | Canli | Olii %
Canli*

0,0018 mM 176 112 64 63 A

Fludioksonil 0,018 mM 224 160 64 71 A
0,180 mM 240 144 96 60 A

DMEM 352 288 64 82 A

* Ayni siitunda ayn1 harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel 6nemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Karsilastirma Testi P>0,05).

MTT testi sonucuna gore ise, 0,0018 mM Fludioksonil’de canlilik oranlarinin %
95,19, 0,018 mM Fludioksonil’de % 94,38, 0,036 mM Fludioksonil’de % 89,56, 0,180
mM Fludioksonil’de ise % 22,9 oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.14 ve Sekil 3.26).
Yapilan varyans analiz sonuglarina gore uygulanan konsantrasyonlarin canlilik {izerine
etkileri arasindaki fark onemli bulunmustur. Hangi konsantrasyonlarin istatistiksel
olarak farkli oldugunu gorebilmek i¢in yapilan Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore
ise 0,0018, 0,018 ve 0,036 mM Fludioksonil konsantrasyonlarinda canlilik oranlari
arasindaki fark onemsiz bulunurken (P>0,05) bu konsantrasyonlarla 0,180 mM
Fludioksonil konsantrasyonundaki canlilik oram:i arasindaki fark 6nemli bulunmustur

(P<0,05) (Cizelge 3.24).

Cizelge 3.24. MTT Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda Fludioksonil Cozeltilerinin
HEK293 Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Uygulama Grubu Konsantrasyon Canlilik Orant*
0,0018 mM 95,19 A
Fludioksonil 0,018 mM 94,38 A
0,036 mM 89,56 A
0,180 mM 229 B

* Ayni siitunda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel 6nemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Karsilagtirma Testi P>0,05).
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3.2.4. Herbisitler

3.2.4.1. Fluazifop-p-biitil

Tripan mavisi testi sonucuna gore, 0,0065 mM Fluazifop-p-biitil’de canli hiicre
sayisinin 320 bin (% 83), 6lii hiicre sayisinin 64 bin, 0,0653 mM Fluazifop-p-biitil’de
canli hiicre sayisinin 192 bin (% 77), 6li hiicre sayisinin ise 56 bin, 0,653 mM
Fluazifop-p-biitil’de ise canli hiicre sayisinin 144 bin (% 72), 6li hiicre sayisinin ise 56
bin oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.13 ve Sekil 3.25). Bu konsantrasyonlarin canlilik
tizerine etkilerinin DMEM kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak farkli
olmadig1 bulunmustur (P>0,05) (Cizelge 3.25).

Cizelge 3.25. Tripan Mavisi Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda Fluazifop-p-biitil
Cozeltilerinin HEK293 Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Hiicre Sayisi (bin
Uygulama Grubu Konsantrasyon hiicre) / ml 0
Toplam | Canli | Olii %
Canli*

0,0065 mM 384 320 64 83 A
Fluazifop-p-biitil 0,0653 mM 248 192 56 77 A
0,653 mM 200 144 56 72 A
DMEM 352 288 64 82 A

* Ayni siitunda ayni harfi tagiyan degerler arasinda istatistiksel 6nemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Karsilastirma Testi P>0,05).

MTT testi sonucuna gore ise, 0,0065 mM Fluazifop-p-biitil’de canlilik
oranlarinin % 95,87, 0,0653 mM Fluazifop-p-biitil’de % 94,89, 0,0124 mM Fluazifop-
p-biiti’de % 90,22, 0,653 mM Fluazifop-p-biitil’de ise % 55,26 oldugu gorilmektedir
(Cizelge 3.14 ve Sekil 3.26). Yapilan varyans analiz sonuglarmma gore uygulanan
konsantrasyonlarin canlilik iizerine etkileri arasindaki fark 6nemli bulunmustur. Hangi
konsantrasyonlarin istatistiksel olarak farkli oldugunu gorebilmek i¢in yapilan Duncan
coklu karsilagtirma testine gore ise 0,0065, 0,0653 ve 0,0124 mM Fluazifop-p-biitil
konsantrasyonlarinda canlilik oranlar1 arasindaki fark énemsiz bulunurken (P>0,05) bu
konsantrasyonlarla 0,653 mM Fluazifop-p-biitil konsantrasyonundaki canlilik orani

arasindaki fark 6nemli bulunmustur (P<0,05) (Cizelge 3.26).
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Cizelge 3.26. MTT Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda Fluazifop-p-biitil Cozeltilerinin
HEK?293 Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Uygulama Grubu Konsantrasyon Canlilik Oranr*
0,0065 mM 95,87 A

Fluazifop-p-biitil 0,0653 mM 94,89 A
0,0124 mM 90,22 A
0,653 mM 55,26 B

* Ayni siitunda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel 6nemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Kargilastirma Testi P>0,05).

3.2.4.2. Fenoksaprop-p-etil

Tripan mavisi testi sonucuna gore, 0,0018 mM Fenoksaprop-p-ctil’de canli
hiicre sayisinin 240 bin (% 75), 6li hiicre sayisinin 80 bin, 0,018 mM Fenoksaprop-p-
etil’de canli hiicre sayisinin 144 bin (% 72), 6lii hiicre sayisinin ise 56 bin, 0,180 mM
Fenoksaprop-p-etil’de ise canli hiicre sayisinin 144 bin (% 62), 6li hiicre sayisinin ise
88 bin oldugu gorilmektedir (Cizelge 3.13 ve Sekil 3.25). Bu konsantrasyonlarin
canlilik iizerine etkilerinin DMEM kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak farkli olmadigi bulunmustur (P>0,05) (Cizelge 3.27).

Cizelge 3.27. Tripan Mavisi Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda Fenoksaprop-p-etil
Cozeltilerinin HEK293 Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Hiicre Say1si (bin
Uygulama Grubu Konsantrasyon hiicre) / ml 0
Toplam | Canli | Olii %
Canli*

0,0018 mM 320 240 80 75 A

Fenoksaprop-p-etil 0,018 mM 200 144 56 72 A
0,180 mM 232 144 88 62 A

DMEM 352 288 64 82 A

* Ayni siitunda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel 6nemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Karsilastirma Testi P>0,05).

MTT testi sonucuna gore ise, 0,0018 mM Fenoksaprop-p-etil’de canlilik
oranlarinin % 96,86, 0,018 mM Fenoksaprop-p-ctil’de % 91,23, 0,036 mM
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Fenoksaprop-p-etil’de % 94,32, 0,180 mM Fenoksaprop-p-etil’de ise % 50,50 oldugu
goriilmektedir (Cizelge 3.14 ve Sekil 3.26). Yapilan varyans analiz sonuglarina gore
uygulanan konsantrasyonlarin canlilik iizerine etkileri arasindaki fark Onemli
bulunmustur. Hangi konsantrasyonlarin istatistiksel olarak farkli oldugunu gérebilmek
icin yapilan Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ise 0,0018, 0,018 ve 0,036 mM
Fenoksaprop-p-etil konsantrasyonlarinda canlilik oranlar1 arasindaki fark Onemsiz
bulunurken (P>0,05) bu konsantrasyonlarla 0,180 mM Fenoksaprop-p-etil
konsantrasyonundaki canlilik orani arasindaki fark onemli bulunmustur (P<0,05)

(Cizelge 3.28).

Cizelge 3.28. MTT Testine Gore Farkli Konsantrasyonlarda Fenoksaprop-p-etil Cozeltilerinin
HEK293 Hiicrelerinin Canliligina Etkileri

Uygulama Grubu Konsantrasyon Canlilik Orant*
0,0018 mM 96.86 A

Fenoksaprop-p-etil 0,018 mM 9123 A
0,036 mM 94,32 A
0,180 mM 505 B

* Ayni siitunda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel 6nemde bir fark yoktur
(Duncan Coklu Karsilastirma Testi P>0,05).
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4. TARTISMA

Bitkilerde dogal olarak sentezlenen bir bitki biiyiime diizenleyicisi olan |AA’nin
sentetik formu ve Antalya yoresi tariminda en ¢ok kullanilan sentetik bitki biiyiime
diizenleyicilerinden biri olan BNOA ile yaygin olarak kullanilan fungisitlerden
Siprodinil ile Fludioksonil ve herbisitlerden Fluazifop-p-biitil ile Fenoksaprop-p-etil'in
calismamizin konusu olan mutajenik, rekombinojenik ve kanser ilerletici etkileri
incelendiginde (Cizelge 3.1-3.12), bu kimyasallardan bazilarinin ve metabolitlerinin
bazi konsantrasyonlarda mutajenik veya rekombinojenik etki gosterdigi, kanser

ilerleyisine ise higbirinin etkisi olmadig1 goriilmektedir.

Mutajenite ve rekombinojenite ¢aligmalarinin sonuglari incelendiginde; kontrol
grubu olarak kullanilan distile suda klon indiiksiyon frekansi D. melanogaster’in normal
metabolik etkinlige sahip normal kanatli bireyleri i¢in 0,87, serrat kanatl bireyleri igin
ise 0,68 bulunmustur. Bu degerlerin, distile suyun kontrol olarak kullanildigi daha
onceki ¢alismalarda elde edilen bulgulara yakin oldugu goriilmektedir (Tripaty vd 1990,
Zordan vd 1991, Gonzalez-Cesar ve Ramos-Morales 1997, Kaya 2000). Diger taraftan,
distile suda klon indiiksiyon frekansi D. melanogaster’in yiiksek metabolik etkinlige
sahip normal kanatli bireyleri i¢in 2,97, serrat kanatli bireyleri i¢in ise 1,89
bulunmustur. Bu degerlerin de, distile suyun kontrol olarak kullanildigi daha onceki

caligmalarda elde edilen bulgulara yakin oldugu goriilmektedir (Osaba vd 1999, 2002).

Calismamizda, kimyasallarin hazirlanmasinda kullanilan ve negatif kontrol olan
% 10’1luk etil alkol + % 3’liikk Triton X-100 karisiminin s6z konusu genotoksik etkiler
bakimindan istatistiksel olarak distile sudan farkli olmadig1 saptanmistir. Bu da bize, %
10’luk etil alkol + % 3’liik Triton X-100 karisimimin mutajenik ve rekombinojenik
etkiye sahip olmadigi fikrini vermektedir. Bu baglamda, c¢alismada kullanilan
kimyasallarin uygulanmasi sonucunda ortaya ¢ikan mutajenik ve rekombinojenik
etkinin % 10’luk etil alkol + % 3’likk Triton X-100 karigimindan kaynaklanmadigi

diistiniilebilir.
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Calismada kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri ve pestisitlerin D.
melanogaster’de mutajenite ve rekombinojenite ve hiicre kiiltiiriinde hiicre
yasayabilirligi ve ¢ogalabilirligi (kanser ilerletici) lizerine etkilerinin belirlenmesinde

kullanilan konsantrasyonlar1 Cizelge 2.3 te verilmistir.

Calismamizda, Cizelge 2.3’°te verilen konsantrasyonlarda uygulanan IAA’nin ve
metabolitlerinin D. melanogaster’de mutajenik ve rekombinojenik olmadigi, hiicre
cogalabiligini (kanser ilerletici) etkilemedigi ancak tripan mavisi ve MTT testlerine gore
IAA’nin uygulanan en yliksek konsantrasyonu olan 0,5 mg/ml’de (2,853 mM) sitolitik

(hiicre oldiiriicii) oldugu baska bir deyisle hiicre yasayabilirligini azalttig1 gézlenmistir.

Bitki biiylime diizenleyicilerinin antimutajenitesiyle ilgili bir calismada Yesilada
(2000), bitki biiyiime diizenleyicilerinden bir oksin olan IAA, gibberellinlerden GAz ve
sitokininlerden kinetinin EMS ile indiiklenmis mutant kanat benekleri (mutant klonlar)
tizerine etkilerini incelemistir. Calismanin sonucunda, GA3’iin EMS ile indiiklenen
biitiin kanat beneklerinin sayisin1 azaltirken 1 mM kinetinin sadece ikili beneklerin
sayisini azalttigi, 10 mM Kinetinin ise biitiin beneklerin sayisinda artisa neden oldugu,
10 mM IAA’nin ise biiyiik tekli beneklerin sayisini azalttigi gézlenmistir. Arastirmaci,
bitki biiylime diizenleyicilerinin 6zellikle de GAgs’iin biyoantimutajen olabilecegini
savunmaktadir. Ayrica EMS ve gama 1sinlar1 uygulamasinin sonucu olarak bazi
kromozomal anormalliklerin ortaya ¢iktigi, bu mutajenlerin etkisinin GAsz ve IAA
uygulamasi ile diizeldigi veya en azindan azaldigi da bildirilmektedir (Yesilada 2000).
Bu ¢alisma, TAA’nin mutajenik ve rekombinojenik bir etkisinin olmadigina iliskin
sonucumuzu  desteklemektedir. Bununla birlikte, s6z konusu bitki biiylime
diizenleyicilerinin, EMS mutajenine benzer bir mekanizma ile farkli iireme hiicresi
evrelerinde ¢esitli genetik hasarlara neden olabileceginin akilda tutulmasi gerektigi de
ifade edilmektedir (Yesilada vd 1996). Konu ile ilgili yapilan bagka bir ¢alismada da
(Kappas 1983), Aspergillus nidulans'ta petri kabi testi ile bitki biiyiime
diizenleyicilerinden IAA, IBA ve kinetinin degisik konsantrasyonlardaki genetik
etkinligi incelenmistir. Calismanin sonuglarina gore, IAA ve IBA somatik ayrimi biiyiik

ol¢iide arttirirken kinetin etkisiz kalmistir. Metabolik etkinlik teknigine gére besiyerine
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S9 karisimi eklendiginde, IAA ve IBA’nin somatik ayrim {izerindeki etkisinde 3-5 kat
artis gozlenirken kinetin yine etkisiz kalmigtir. Bu bulgular, IAA’nin mutajenik veya
rekombinojenik etkilerinin de olabilecegi fikrini vermektedir. Ayrica oksinlerin
karsinojenik etkileri ile ilgili olarak da; bir indol tiirevi olan I3C’nin kanser baslaticisi
olabilecegine (Pence vd 1996), karaciger ve tiroid bezi neoplastik gelisimini
giiclendirebilecegine (Kim vd 1997), diyetle alinan 13C’nin hem rahim boynu kanserini
hem de girtlak papillomatozunu (kabarciklar seklinde gelisen bir ¢esit doku biiyiimesi)
tesvik ettigine (Chen vd 2001) iliskin goriisler bulunmaktadir. Bundan baska, yemek
borusu kanserli hastalarin normal ve yass1 hiicre karsinomlu dokularindaki IAA igerigi,
normal komsu hiicrelere gore yiiksek bulunmustur. IAA miktar1 normal hiicrelerde 90-
390 ng/g taze agirlik iken kanserli hiicrelerde 1400-4700 ng/g taze agirliktir. Bu verilere
gore, yassi hiicre karsinomunun erken farklilagsma evresinde IAA iiretildigi ve [AA
artisinin yemek borusu kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin uyarilmasiyla ilgili olabilecegi

diisiiniilmektedir (Shimojo vd 1997).

IAA’nin mutajenite ve karsinojenitesine iligkin bu verilerin yani sira, son
yillarda IAA ve bazi tiirevlerinin (I3C, DIM gibi) kanser tedavisinde kullanilabilecegine
iliskin olduke¢a fazla galisma bulunmaktadir. Horseradis peroksidaz (HRP) enzimi ile
okside edilerek sitotoksik tiirlerine doniisen bu maddelerin kanser tedavisinde
kullanilabilecegi bildirilmektedir (Folkes ve Wardman 2001, Pettigrew 2001, Rossiter
2002, Wardman 2002).

Seker (2002), Antalya Tarim Il Miidiirliigii Zirai Miicadele Béliimii verilerine
gore, 1990-1997 yillan arasinda en ¢ok satilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin absisik
asit (ABA), 4-CPA, gibberellik asit ve maleik hidrazid oldugunu bildirmektedir. Ancak
2003-2004 yillart arasinda tez ¢alismamiz Oncesinde yapilan arastirmalarda, 1995 yili
T.C. Tarim ve Koyisleri Bakanligi, Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii verilerine ve
Antalya yoresinde sebze-meyve iireticileriyle yapilan s6zlii goriismelere gore
BNOA’nin da zirai miicadelede bitki biiylime diizenleyicisi olarak kullanildig:

belirlenmistir.

Calismamizda, Cizelge 2.3’te verilen konsantrasyonlarda uygulanan BNOA nin
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ve metabolitlerinin D. melanogaster’de mutajenik ve rekombinojenik etki gostermedigi,
hiicre kiiltiiriinde hiicre g¢ogalabilirligini (kanser ilerletici) etkilemedigi ancak MTT
testine gore, uygulanan en yiiksek konsantrasyonu olan 0,5 mg/ml’de (2,472 mM)
sitolitik (hiicre oldiiriicii) oldugu baska bir deyisle hiicre yasayabilirligini azalttig
gozlenmistir. Literatiirde, klorofenoksi asetik asitler grubu (2,4-D, 4-CPA gibi) bitki
bliylime diizenleyicileri hakkinda oldukg¢a fazla calismaya rastlanirken BNOA gibi
naftoksi asetik asitlerle ilgili ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Kloro fenoksi asetik
asit grubu maddelerin baglica akut toksik etkilerinin kas sistemi ve merkezi sinir sistemi
tizerinde oldugu, yiiksek konsantrasyonda hayvanlarin kaslarinda zayiflik ve viicut
hareketlerinde diizensizlik yaptigi, ozellikle iskelet kaslari, kalp kaslar1 ve karaciger
tizerinde harabiyete, bobrek yetmezligine ve akcigerde su toplanmasina neden oldugu
rapor edilmektedir (Seker 2002). Bu maddeler ile akut zehirlenmelerde 6liim oraninin
yiiksek oldugu, insanlarda da akut zehirlenme belirtilerinin hayvanlardakine benzedigi
ve bu maddelere maruz kalanlarda norolojik bozukluklarin ve klorakne denilen siddetli
bir deri hastalifinin ortaya ¢ikabildigi de ifade edilmektedir (Seker 2002). Ayrica, 2,4-
D’nin fare, sigan, tavsan gibi deney hayvanlarinda ve insanlarda norotoksik etkisinin
oldugu ve beyinde biriktigi de bildirilmektedir (Heikki ve Pauli 1979). Kloro fenoksi
asetik asitlerin karsinojenitesine iligkin epidemiyolojik ve toksikolojik bir ¢caligmada ise
4-kloro-2-metil fenoksi asetik asit (MCPA) ve 2,4-D'nin belirli testlere gore
hayvanlarda tiimor olusturmadigi ancak insanlar igin daha fazla ¢aligmanin yapilmasi
gerektigi bildirilmektedir (Seker 2002). Bazi c¢alismalarda bu kimyasallarin kullanim
sitkligina bagli olarak yaygin olmayan kanserlerin riskinin arttigit gézlenmistir.
Aragtirmacilar, daha fazla ¢aligmanin yapilmasi gerektigini belirtmektedirler (Bond ve
Rossbacher 1993). Yine Gokmen ve Acar (2000)’da, normal ve anormal olan yaklasik
100 domateste 4-CPA, 2,4-D ve BNOA kalintis1 arastirdiklart bir ¢alismada, sera
domateslerinin sadece 4-CPA kalintis1 tasidiklari, 2,4-D veya BNOA kalintisi
tagimadiklarini belirlemislerdir. Bagka bir ¢alismada da, BNOA'nin mutajenik etkinligi
Salmonella/memeli mikrozom testiyle belirlenmeye caligilmis ve Aroklor pestisidi ile
uyartlmis farelerdeki karaciger mikrozomal ve sitozolik enzimlerinin varlig
incelenmistir (Rashid ve Mumma 1986). Calisma sonucunda, BNOA'nin fare karaciger
mikrozomal ve sitozolik enzim aktivitelerinde bir artisa neden olmadigi belirlenmistir.

Ayrica BNOA'nin bu test kosullarinda herhangi bir mutajenik etki gostermedigi de
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rapor edilmektedir (Rashid ve Mumma 1986). BNOA ile ilgili bulgularimizin, fenoksi
asetik asit ve naftoksi asetik asit grubu bitki biiyiime diizenleyicilerinin mutajenite,
rekombinojenite ve Kkarsinojenitesi ile ilgili elde edilen bulgulara benzer oldugu

gorilmektedir.

Calismamizda, Siprodinil’in, 10 mM’da kendisinin rekombinojenik, 1 mM’da
ise metabolitlerinin mutajenik etki gosterdigi, uygulanan tiim konsantrasyonlarda hiicre
cogalabilirligine etki gostermedigi ancak hiicre yasayabilirligi ile ilgili olarak tripan
mavisi ve MTT testlerine gére 150 uM’da hiicre oldiiriicii etkisinin bulundugu
belirlenmistir. Anilino pirimidin grubu bir fungisit olan Siprodinil’in mutajenite,
rekombinojenite ve karsinojenitesine iliskin ¢ok fazla literatiir bilgisi bulunmamaktadir.
Cevre Koruma Ajansi’nin internet sayfasindaki (EPA, 1998) bilgilere gore;
Siprodinil’in mutajenitesi ile ilgili olarak, prokaryotlarda (Salmonella typhimurium,
Escherichia coli) ve okaryotlarda (Cin kobaylarmin akciger V79 hiicreleri) nokta
mutasyon testi, Cin kobaylarinin ovaryum hiicrelerinde (in vitro) ve fare kemik iliginde
(in vivo) kromozom hatas1 testi, sigan karaciger hiicrelerinde DNA tamir testi
yapilmistir. Bu mutajenite testlerinde tiim sonuglar negatif bulunmustur. Bu bulgu,
calismamizda Siprodinil’in mutajenitesi ile ilgili olarak elde ettigimiz bulguyu
desteklemektedir. Ayrica kemirgenlerde yapilan bazi testlerde, Siprodinil’in belirli
konsantrasyonlarda viicut agirh@inin azalmasi, ekzokrin pankreasta odaksal ve c¢ok
odakli hiperplazi meydana gelmesi gibi yan etkilerinin olabilecegine dair bilgiler de

bulunmaktadir.

Calismamizda, Fludioksonil’in, 2 mM hari¢ uygulanan tiim konsantrasyonlarda
hem kendisi hem de metabolitleri mutajenik ve rekombinojenik etki gdstermezken, en
yiiksek konsantrasyonu olan 2 mM’da Kkendisinin rekombinojenik etki gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica Fludioksonil’in, hiicre ¢ogalabilirligine etki gostermezken MTT
testine gore hiicre yasayabilirligini 180 pM’da azalttig1 saptanmistir. Fenil pirol grubu
bir fungisit olan Fludioksonil’in mutajenite, rekombinojenite ve karsinojenitesine iliskin
cok az literatiir bilgisi bulunmaktadir. Ornegin, Cevre Koruma Ajansi’nmn internet
sayfasindaki  (EPA, 2000) bilgilere gore; Fludioksonil, disi si¢anlarin karaciger

hiicrelerinde tiimor olusumu yoniinde istatistik olarak Onemli bir artisa ve kobay
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yumurtalik hiicrelerinde ¢oziiniirliik ve sitotoksisite sinirina kadar genetik mutasyona
neden olmakta, disi farelerde kotii huylu lenf kanseri (malignant melanoma) gozlenme
sikligimmi artirmakta, kiiciik ¢ekirdek testine gore in vivo karaciger hiicresi tizerinde

mutajenik etki gostermektedir.

Antalya yoresi tariminda meyvelerde kiif olusumuyla miicadelede daha ¢ok

Siprodinil+Fludioksonil fungisitleri karigiminin ticari formiilasyonlar1 kullanilmaktadir.

Calismamizda, Fluazifop-p-biitil’in, 5 mM  haric  uygulanan tiim
konsantrasyonlarda hem kendisi hem de metabolitleri mutajenik ve rekombinojenik etki
gostermezken, en yiliksek konsantrasyonu olan 5 mM’da metabolitlerinin
rekombinojenik etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica Fluazifop-p-biitil’in, hiicre
cogalabilirligine etki gostermedigi ancak MTT testine gore hiicre yasayabilirligini 653
uM’da azalttigi saptanmistir. Momcilovic ve arkadaslart (1999), bir ariloksi fenoksi
propiyonik asit olan bu kimyasalin uygulamada normalden fazla kullanildiginda insan
icin toksik olabilecegini belirtmektedirler. Yine baska bir ¢aligmada, siiliin kusunun
yumurtalarma Fluazifop-p-biitil uygulamasindan sonra kuslarin viicut agirligi, iskelet
bozukluklari, dig goriiniigsel 6zellikleri ve 6liim orani incelendiginde, toksik/teratojenik
etkileri oldugu ortaya cikarilmistir (Varga vd 1999). Yine internetten (EXTOXNET,
1993) elde edilen bilgilere gore; Fluazifop-p-biitil’in diisiik konsantrasyonlarda siddetli
mide ve bagirsak bozukluklari, yiiksek konsantrasyonlarda ise uykusuzluk, bas
donmesi, koordinasyon kaybi gibi merkezi sinir sistemi bozukluklarina neden
olabilecegi, solunmast durumunda, akcigerlerde siddetli tikaniklik hatta koma ve 6liim
goriilebilecegi rapor edilmektedir. Giiniimiize kadar Fluazifop-p-biitil’in 10 mg/kg ve
altindaki dozlarda siganlarda herhangi bir teratojenik, mutajenik, karsinojenik, organ
toksisitesi ve tireme ile ilgili bir etkisine rastlanmadigi da bildirilmektedir. Mutajenite

ve karsinojenite ile ilgili bu bilgiler, bu konudaki bulgumuzu desteklemektedir.

Calismamizda, Fenoksaprop-p-etil’in, 0,05, 0,5 ve 1 mM hari¢ uygulanan tim
konsantrasyonlarda hem kendisi hem de metabolitleri mutajenik ve rekombinojenik etki
gostermezken, metabolitlerinin 0,05 mM’da mutajen, 0,5 ve 1 mM’da rekombinojenik

etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica Fenoksaprop-p-etil’in, hiicre ¢ogalabilirligine etki
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gostermezken MTT testine gore hiicre yasayabilirligini 180 pM’da azalttig
saptanmistir. Fenoksaprop-p-etil Pesticide Action Network’un web sayfasinda (PAN,
2006) “Bad Actor Pesticide” kategorisinde siniflandirilmamistir. Bu terim olasi
karsinojen, iiretim veya gelisim tizerine toksik, ndrotoksik kolinesteraz inhibitorii, yer
altt suyu kirleticisi ve akut toksisitesi olan bilesikler i¢in kullanilmaktadir. Ayn1 web

sayfasinda Fenoksaprop-p-etil’in zayif akut toksisitesi oldugu da bildirilmektedir.
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5. SONUC

Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testine gore
calismamizda kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri IAA ve BNOA’nin uygulanan
hicbir konsantrasyonunda kendileri ve metabolitlerinin mutajen ve rekombinojen
olmadigr  gbzlenmistir.  Fungisitlerden  Siprodinil’in  uygulanan en yiiksek
konsantrasyonu olan 10 mM’da, Fludioksonil’in ise wuygulanan en yliksek
konsantrasyonu olan 2 mM’da kendilerinin rekombinojen etki gdsterdikleri,
Siprodinil’in 1 mM’lik konsantrasyonda metabolitlerinin mutajen etki gosterdigi, diger
konsantrasyonlarda her iki fungisitin de mutajen ya da rekombinojen etki
gostermedikleri gozlenmistir. Herbisitlerden Fluazifop-p-biitil’in uygulanan en yiiksek
konsantrasyonu olan 5 mM’da metabolitlerinin rekombinojen etki gosterdigi,
Fenoksaprop-p-etil’in ise sadece metabolitlerinin 0,5 ve 1 mM’da rekombinojen, 0,05
mM’da ise mutajen etki gosterdikleri gézlenmistir. Kontrol gruplari olan distile su ve
%10’luk Etil Alkol+%3’lik Triton X-100 karisimi uygulamalarinin ise herhangi bir

mutajen veya rekombinojen etkisi bulunamamistir.

Calismamizda kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri IAA ve BNOA ile
pestisitler Siprodinil, Fludioksonil, Fluazifop-p-biitil ve Fenoksaprop-p-etil’in HEK293
hiicrelerinin ¢ogalabilirligini etkilemedigi ancak |AA ve Siprodinil’in hem tripan mavisi
hem de MTT testlerine testine gore uygulanan en yiiksek konsantrasyonlarinda, BNOA,
Fludioksonil, Fluazifop-p-biitil ve Fenoksaprop-p-etil’in ise yalnizca MTT testine gore
uygulandiklar1 en yiiksek konsantrasyonlarda hiicre yasayabilirligini azalttiklart

gozlenmistir.
Ayrica, ¢aligmamizda kullanilan HEK293 hiicrelerinin c-kit boyasiyla boyandigi
baska bir deyisle c-kit belirteci tagidiklar1 belirlenmistir. Hiicrelerin c-Kit belirtecine

sahip olmalari, onlarin kok hiicre kokenli olduklarini gostermektedir.

Calismada kullanilan bitki biliylime diizenleyicileri ve pestisitlerin yukarida

belirtilen etkileri dikkate alindiginda, bu kimyasal maddelerin 6zellikle ortii alt1 sebze
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ve meyve yetistiriciliginde kullanimlarinda iireticilerin ve bu kimyasallar uygulanarak
yetistirilen sebze ve meyvelerin tiiketilmesinde insanlarin daha bilingli davranmasi

gerektigine inanilmaktadir.

Calismamizda kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri ve pestisitlerin dzellikle
mutajenik, rekombinojenik ve kanser ilerletici etkileri konusunda az sayida g¢alisma
bulunmaktadir. S6z konusu maddelerin etkilerinin daha baska in vivo ve in vitro

testlerle de ¢alisilmasi gerektigine de inanilmaktadir.

Antalya yoresi tariminda yaygin olarak kullanilan Siprodinil ve Fludioksonil
konsantrasyonlar1 yaklagik 0,75 mg/ml (Siprodinil i¢in molar esdegeri=3,32 mM,
Fludioksonil i¢in molar Esdegeri=3,02 mM), Fluazifop-p-biitil ve Fenoksaprop-p-etil
konsantrasyonlari yaklasik 150 mg/ml (Fluazifop-p-biitil i¢in molar esdegeri=391 mM,
Fenoksaprop-p-etil i¢in molar esdegeri=415 mM)’dir. Calismamizda kullanilan bu
pestisitlerin ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda uygulandigi ve baz1 konsantrasyonlarda
hem kendilerinin hem de metabolitlerinin mutajenik ve rekombinojenik etkilerinin
oldugu disiiniiliirse, insan ve diger canlilarin maruz kaldigi yukarida belirtilen ve
tarimda kullanilan konsantrasyonlarda daha belirgin olumsuz etkilerinin goriilebilecegi
diistiniilmektedir. Yine, s6z konusu bilesiklerin dogrudan mutasyona yol acabilecekleri
gibi istenmeyen bir bolgede meydana getirebilecekleri bazi rekombinasyonlarin tiimor
baskilayici  genleri etkisizlestirerek ya da proto-onkogenleri etkinlestirerek
kanserlesmeye neden olabilecekleri de bilinmektedir (Cavenee vd 1986, Sengstag
1994).

Tiim bu sonuglar dikkate alindiginda, tilkemizde ve diinyada tarimda kullanilan
tim bitki biiylime diizenleyicileri ve pestisitlerin mutajenik, rekombinojenik ve kanser

ilerletici etkilerinin arastirilmasi gerektigine inanilmakta ve onerilmektedir.
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