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Bu calismada, yaygin bicimde kullanilan bir herbisit olan trifluralinin ve bu
herbisitin ticari formu Treflan’in ekonomik Oneme sahip bir balik tiirii olan
Oreochromis niloticus iizerindeki genotoksik etkileri mikroniikleus testi ve
morfolojik niikleus diizensizlik analizi kullanilarak laboratuvar sartlar1 altinda
arastirilmistir.  Ayrica bir antioksidan madde olan askorbik asit’in trifluralin, Treflan
ve EMS (Etil metan sulfonat) tarafindan olusturulan genotoksisite {izerindeki

indirgeyici etkileri arastirilmigtir.

Baliklar 1, 5 ve 10 pg/L’lik trifluralin ve Treflan dozlarina 3, 6 ve 9 giin
siiresince laboratuvar sartlar1 altinda maruz birakilmislardir. EMS (Etil metan
sulfonat) 10 mg/L’lik tek bir dozda pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Askorbik
asit (% 0.05) uygulamalar intraperitonal enjeksiyon ile 0.1 ml/10g viicut agirhig

olacak sekilde yapilmustir.

Hem trifluralin hem de Treflan uygulamalar1 O. niloticus periferal
eritrositlerinde mikroniikleus ve morfolojik niikleus diizensizlik frekanslarini anlamli
oranda arttirmistir. Ayrica saf trifluralinin genotoksik etkilerinin ticari formiilasyon
Treflan’inkinden daha gii¢lii oldugu gozlenmistir. Diger taraftan askorbik asit
uygulamalarinin trifluralin, Treflan ve EMS tarafindan olusturulan mikroniikleus ve
morfolojik niikleus diizensizlik frekanslarin1  anlamli  oranda  diislirdigi
belirlenmigtir. Bu sonuglar trifluralinin baliklar iizerinde genotoksik etkiye yol
actigin1 ve askorbik asitin toksik kimyasallar tarafindan olusturulan genotoksisite

tizerinde indirgeyici etkisinin oldugunu gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Herbisit, Trifluralin, Treflan, genotoksisite, mikroniikleus testi,
morfolojik niikleus diizensizlikleri, askorbik asit, antigenotoksisite , Oreochromis

niloticus.



ABSTRACT

In the present study, genotoxic effects of a widely used herbicide, trifluralin,
and its commercial formulation Treflan were evaluated on a commercially important
fish species, Oreochromis niloticus, using the micronucleus test and morphological
nuclear abnormalities analyses, under laboratory conditions. Furthermore,
ameliorating effects of ascorbic acid an antioxidant substance, treatment on the
trifluralin, Treflan and EMS (Ethyl methane sulphonate) induced genotoxicity were

investigated.

Fish were exposed to 1, 5 and 10 pg/L doses of Trifluralin and Treflan for 3,
6, and 9 days under laboratory conditions. Ethyl methane sulphonate at a single dose
of 10 mg/L was used as positive control. Ascorbic acid (0.05 %) treatments were

performed via intraperitoneal injection as 0.1 ml/10g body weight.

Both trifluralin and Treflan treatments significantly increased the
micronucleus and nuclear abnormality frequencies in peripheral erythrocytes of O.
niloticus. Furthermore, it was observed that the genotoxic effects of pure trifluralin
were stronger than that of the commercial formulation Treflan. On the other hand, it
was determined that ascorbic acid treatments significantly reduced the frequencies of
Treflan, trifluralin and EMS induced micronuclei and nuclear abnormalities. These
results indicated that trifluralin had genotoxic potential on fish and ascorbic acid had

ameliorating effects on the genotoxicity of toxic chemicals.

Key Words: Herbicide, Trifluralin, Treflan, genotoxicity, micronucleus test, nuclear

abnormalities, ascorbic acid, antigenotoxicity , Oreochromis niloticus.
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1. GIRIS

Gilinlimiiz diinyasinin en 6nemli sorunlarindan biri de hizla artan diinya
niifusunun ihtiyacin1 karsilayacak oranda gida maddesinin elde edilememesidir.
Gida ve Tarim Orgiitii’niin (FAO: Food and Agriculture Organisation) raporlarina
gore her yil insanlara yaklasik 15-20 milyon ton zirai gida maddesi gerekmektedir
[1]. Diinyanin yiizél¢iimii sinirli oldugundan giderek artan bu ihtiyaci karsilayacak
liretim i¢in yeni alanlarin tarima agilmasi miimkiin olamamaktadir. Bu nedenle,
birim alandan elde edilen verimi arttirmak amaci ile pestisit ad1 altinda gruplandirilan
cesitli kimyasallar kullanilmaya baglanmistir. Pestisitler, modern tarimin tamamlayici
bir bileseni halindedir. Bugiin tiim zirai ekosistemlerdeki iiretim siireci en az bir ya da
daha fazla sayida pestisit uygulamasina gereksinim duymaktadir. Bu nedenle pestisitler

tiim diinyada kullanimindan vazgecilemeyecek maddeler olarak kabul edilmektedir

[1].

Ideal bir pestisit yalnizca hedef organizmay1 etkileyen, ekosistemde uzun
stireli olarak kalic1 olmayan ve zararli ¢evresel etkileri olmayan kimyasal madde
olarak tanimlanmasina ragmen, glinimiizde bircok pestisitin ekosistemler arasinda
tasindig1 ve hedef olmayan organizmalarda direkt ya da dolayli olarak ¢esitli toksik
etkilere yol acabildikleri bilinmektedir [2]. Bu toksik etkilerden 6zellikle kalitim
materyali DNA iizerinde ortaya ¢ikabilecek genotoksik hasarlarin belirlenmesi biiyiik

Oonem tasimaktadir [3].

Dogada kimyasal kirlenmeye neden olan bu maddeler, canlilar arasindaki
besin zincirini veya direkt kontaminasyon ile insan sagligin tehdit etmektedir. Sucul
ekosistemler aralarinda pestisitlerin de bulundugu cogu kirleticilerin genel alicisi
konumundadirlar. Bu nedenle sucul ortamlarda bulunan ya da bu ortamlar kirletme
riski bulunan maddelerin genotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalar
yogun bi¢imde siirdiiriilmektedir [4]. Yenilenebilir bir kaynak olmasina ragmen, giin
gectikce su rezervlerinin geri donligsiiz bir sekilde kirletilmesi bu alandaki

caligmalarin 6zellikle son yillarda 6nem kazanmasina neden olmustur.



Cevresel arastirma ve risk degerlendirme siireclerinde genetik etkilerin
incelenmesine olanak saglayan ucuz ve hizli sonu¢ veren testlerin kullanilmasi
gereklidir. Bu amacla; hem laboratuvar hem de dogal ortamlarda uygulanabilen ve
diistik maliyetli bir teknik olan mikroniikleus testi, yapisal DNA hasarlarinin
belirlenmesi amaci1 ile yaygmn bicimde kullanilmaktadir [5].  Son yillarda,
mikrontikleus yaninda, diger bazi morfolojik niikleus bozukluklarinin da genetik
toksikoloji gostergesi olarak kullanilabilecegi one siiriilmektedir [6]. Bunlardan
ozellikle lob ve tomurcuklanma gibi bazi niikleus diizensizliklerinin genotoksik
etkilesimler sonucu ortaya cikabilecegi ve hatta yeni bir mikroniikleus olusum

mekanizmasi i¢in temel olusturabilecegi one siiriilmektedir [7].

Sucul ekosistemlerle iligkili genotoksik etkilerin c¢alisilmasinda kullanilan
cesitli omurgasiz ve omurgali test organizmalar1 bulunmakla birlikte 6zellikle son 10
yilda model organizma olarak balik tiirlerinin kullanim1 olduk¢a yayginlasmistir [5].
Bununla birlikte, baliklarin antigenotoksisite ¢alismalarinda model organizma olarak

kullanilabilirligine dair yiiriitiilen ¢aligmalar son derece sinirlidir [8].

Trifluralin zirai miicadelede uzun yillardan beri en yaygin kullanilan
herbisitlerin basinda gelen, genis yaprakli bitkiler ve c¢imenlerin kontroliinde
kullanilan bir dinitroanilin herbisittir [9]. Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi
(IARC: International Agency For Research on Cancer) tarafindan grup 3 karsinojen
olarak siniflandirilan trifluralinin baliklar {izerindeki genotoksik etkileri heniiz

calistlmamastir [10].

Pestisitlerin giin gectikge artan oranda kullaniminin beraberinde getirdigi
genetik problemlerin arastirilmasinda genellikle ya etken maddenin kendisi ya da
ticari formunun tek basina test edilmesi, formiilasyonlardaki farkliliklardan dolay1
tartismal1 sonuglara varilmasina neden olmaktadir. Genel olarak saf etken maddeler
kimyasal isimleriyle bilinirken, genellikle ¢ok yaygin kullanilan ticari isimleriyle de
anilmaktadirlar. Bu nedenle bu ¢aligmada genotoksik etkileri tartismali bir herbisit
olan trifluralinin hem saf etken madde olarak kendisinin hem de Treflan olarak

adlandirilan bir ticari formiilasyonunun, hedef olmayan ekonomik bir organizma olan



Oreochromis niloticus (Pisces: Perciformes) tizerindeki genotoksik etkilerinin
mikrontikleus ve morfolojik niikleus diizensizlik testleri kullanilarak arastirilmasi

amagclanmustir.

Askorbik asit ya da diger adiyla vitamin-C ¢esitli ¢alismalarla antigenotoksik
0zellige sahip oldugu gosterilmis olan ve suda ¢oziinebilen bir antioksidan maddedir
[11-12]. Balik yetistiriciliginde de yaygin olarak kullanilan 6nemli maddelerden biri
olmasima ragmen askorbik asidin baliklar iizerindeki antigenotoksik etkilerinin
belirlenmesine dair su ana kadar yapilan ¢aligmalar son derece sinirhdir.  Bu
calismada ayrica, antioksidan bir madde olan askorbik asidin Treflan, trifluralin ve
mutajenik bir madde olan etil metan sulfonata (EMS) maruz birakilan baliklar
tizerindeki antigenotoksik etkilerinin belirlenmesi ve baliklarin antigenotoksisite

calismalarinda model olarak kullanilabilirliginin test edilmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. GENETIK TOKSIKOLOJI

Ozellikle son 100 yildir yeryiiziinde kullanilan genotoksik maddelerin
miktarinda 6nlenemez bir artis gergeklesmistir. Bu nedenle son zamanlarda habitat
yikimi, insan yapimi kimyasallarin kullaniminin artmasiyla yeni bir anlam

kazanmistir.

Ik olarak 1927°de X-ismlarinin  Drosophila’da mutasyon oranlarini
normalden 15.000 kat daha fazla arttirdigini belirleyen Muller’in [13] ¢alismalar1 ile
baslayan genetik toksikoloji bugiin, gelisen teknoloji ile artan risk ve analiz

yontemlerine bagl olarak en 6nemli arastirma dallarindan biri haline gelmistir [5].

Genetik toksikoloji, temel olarak kalitim materyali olan DNA {izerinde
meydana gelen toksik etkileri inceleyen bilim dalidir. DNA igerisinde kimyasal
olarak kodlanan genetik bilgi, replike edildikten sonra miimkiin oldugunca aslina
uygun bir bicimde ogul dollere aktarilmak zorundadir. Bu esnada, gerek normal
biyolojik siirecler sonucu gerekse DNA’nin dogrudan ya da dolaylh olarak fiziksel,
kimyasal ve biyolojik etmenlerle etkilesimi sonucu cesitli bozulmalar meydana
gelebilmektedir. Iste bu sekilde, kalitim materyali olan DNA iizerinde hasarlara yol
acan etmenleri tanmimlamak i¢in ‘“‘genotoksik” terimi kullanilmaktadir [14].
Genotoksik maddelerin etkilesim yollart ve olast sonuglart  Sekil 2.1°de

gosterilmektedir.

Genotoksik maddeler etkilerini temel olarak iki yolla gdstermektedirler;

a) Ya dogrudan ya da dolayli olarak DNA iizerinde hasarlar meydana
getirebilirler.

b) Ya da hiicre igerisinde siiregelen onarim mekanizmalarinda bozukluklara
neden olarak, kendiliginden olan DNA hasarlarinin  frekansinm

yiikseltebilirler.
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Sekil 2.1. Genotoksik maddelerin etkilesim yollar1 ve olast sonuglari [5].



Diger organizmalar gibi, balik tiirlerinin de maruz kaldig1 farkli
konsantrasyonlardaki genotoksik maddelerin DNA {iizerinde olusturabilecekleri
hasarlar temel olarak {i¢ farkli sonuca yol agabilir. Olusan DNA hasarlar1 tamir
sistemleri tarafindan onarilabilecegi gibi, onarilmadan kalan mutasyonlar olarak
hiicrede varliklarin1 siirdiirebilirler. Sayet olusan hasarlar onarilamayacak veya
tolere edilemeyecek kadar biiyiik ise hiicre 6liimii ile sonuglanacak bir siirece dogru
girilebilir. Somatik hiicrelerde gergeklesen genetik bozulmalar kanser olusumlartyla
sonuglanabilirken germinal hiicrelerde meydana gelecek genetik bozulmalar gelecek
populasyonlarda genetik yapinin bozulmasina neden olma potansiyeline sahiptirler.
Bu durum da genel olarak, populasyonlarda iiremeyle iligkili olarak meydana

gelebilecek bozukluklarla sonuglanabilmektedir [15].

Genetik toksikoloji testlerinde ana hedef DNA molekiilii oldugundan dolay1,
elde edilen sonucglar ayn1 zamanda insan sagligi ile ilgili olarak ortaya ¢ikabilecek
problemlerin tahmininde de kullanilmaktadir. Bu nedenle bir tiirde DNA hasari
olusturdugu bilinen bir kimyasal maddenin, diger tiirlerde de benzer etkiler
gosterebilecegini sdylemek miimkiindiir. Bugilin genotoksik etkilerin incelenmesi
amaci ile; mikroorganizmalar, bocekler, bitkiler ve omurgali hayvanlar {izerinde

uygulanabilecek olan 200’den fazla kisa-siireli test metodu bulunmaktadir [16].

Bir genotoksisite test yonteminde olmasi istenen temel ozellikleri sdyle

siralayabiliriz;

e Uygulama agisindan basit olmasi.

¢ Genetik hasarlar1 belirlemede etkin olmasi.
e Hizli sonug¢ vermesi.

e Ekonomik agidan ucuz olmasi.

e Analiz i¢in az sayida 6rnegin yeterli olmasi.

Glinlimiizde bu kriterleri saglayan, bircok doku ve organizma iizerinde in
vivo ve in vitro olarak en yaygin kullanilan test metodlarinin basinda mikroniikleus

testi gelmektedir [17-18].



2.1.1. Mikrontukleus Testi

Mikroniikleus test yontemi ilk defa 1970’lerin ortalarinda tanitilmistir [19].
Mitotik hiicre boliinmesinin metafaz/anafaz gecis safhalar1 esnasinda klastojenik etki
sonucu kromozomlardan kopmus olan fragmentlerin ya da anojenik hatalara bagh
olarak ana niikleusa dahil olamayan tam kromozomlardan olusan ve hiicre boliinmesi
sonucunda sitoplazma igerisinde ana niikleus yaninda gozlenen ikinci bir kiigiik
niikleus yapis1 mikroniikleus olarak adlandirilmaktadir [20].  Mikroniikleus
olusumunu indiikleyen her ajan klastojen veya anojen olmayabilir. Mikroniikleus
olusumuna gen amplifikasyonu veya apoptozis gibi diger bazi etkenlerde yol
acabilmektedir.  Sekil 2.2°de goriildiigli lizere genotoksik etkiler sonucunda
metafazda goézlenen kromozomal fragmentler ya da tam kromozomlar, hiicre
boliinmesi bitiminde olusan kardes hiicrelerden birinde tekrar kromatin halde
kondanse olarak ana niikleus yaninda kii¢iik ikinci bir niikleus halinde kendilerini

gostermektedir.

Ik olarak memeli sistemler icin gelistirilmis olan mikroniikleus testi, farkli
etmenlerin genotoksik etkilerinin arastirilmasinda oldukg¢a yaygin olarak kullanilan
bir test metodu haline gelmistir. Interfaz hiicrelerinde mikroniikleus sayimm teknik
acidan metafaz analizlerine oranla ¢ok daha kolay ve hizli bir yontemdir. Bu nedenle
son yillarda bir genotoksisite test metodu olarak mikroniikleus testine olan ilgi artmig
ve memeliler disindaki diger omurgalilar yaninda bazi omurgasiz hayvanlar ile

bitkilere de uygulanmaya baslanmistir [17-18].



Interfaz

Genotoksik Etki

Normal Hiicre Hasarli Hiicre

Normal Normal Normal Mikroniikleuslu
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre

Sekil 2.2. Mikroniikleus tastyan bir hiicrenin olusum asamalari.



2.1.2. Morfolojik Niikleus Diizensizlikleri

Son yillarda farkli organizma ve doku hiicreleri lizerinde yapilan ¢aligmalarda
genotoksik etkiler sonucunda ana niikleus seklinde bazi morfolojik diizensizlikler
oldugu belirlenmigtir. Bu diizensizlikler; biniikleus, c¢entikli niikleus, tomurcuklu
niikleus ve loplu niikleus olmak iizere baslica dort grup altinda toplanmiglardir. Bir
hiicre icerisinde ¢ift niikleus bulunma durumu olan biniikleus terimi, hiicre
boliinmesi esnasinda ve baglica sitokinezde meydana gelen sitotoksik etkilerin
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Centikli niikleus, icerisinde kromatin
bulunmayacak sekilde ¢entik benzeri girintilere sahip niikleuslardir. Centikli niikleus
olusum mekanizmas1 ile ilgili olarak heniiz ortaya atilmig bir goris

bulunmamaktadir.

Bununla birlikte tomurcuklanma veya lob olusumu ile ilgili bazi olasi
mekanizmalar 6ne siiriilmiistiir. Shimizu ve ark. [7], amplifiye edilmis DNA’nin
hiicre siklusunun S fazinda niikleusun dis ¢evre kisimlarina dogru itilip, buradan
niikleus tomurcuklanmasi ile bir mikroniikleus olusturmak {izere atildigini
gostermislerdir. Bu arastirmacilar niikleusun bir sekilde temel niikleus alani ile
uyusmayacak sekilde fazlalik olusturan DNA’y1 tanima yetenegine sahip
olabilecegini ileri siirmiislerdir. Bu fazlalik DNA tomurcuklanma yolu ile bir
mikroniikleus olusturmak suretiyle niikleustan disar1 atilmaktadir. Sonraki asamada

ise bu mikroniikleus bir mini-hiicre olusturmak iizere sitoplazmadan uzaklastirilir.

Niikleus tomurcuklanmast mekanizmast hiicre siklusunun S fazinda
gergeklesir ve olusan tomurcuklar mikroniikleus ile ayni morfolojik goriiniime
sahiptirler. Aradaki tek fark ise olusan lob ve tomurcuklarin olusum safhalarina
bagli olarak ana niikleusa kalinlig1 ve biiyiikliigii degisebilen bir niikleoplazmik sapla
bagli olmalaridir. Niikleus tomurcuklanmasi ve olusan mikroniikleusun hiicreden

uzaklagtirilmasi isleminin ne kadar bir siirede gergeklestigi heniiz bilinmemektedir.



Son yillarda yapilan ¢alismalar sonucu ortaya atilmis yeni bir mekanizma
bulunmaktadir. Kromozomal kirilma-birlesme-koprii (KBK) siklusu olarak
adlandirilan bu mekanizmanin basamaklar1 Sekil 2.3’de gosterilmistir.  Bu
mekanizmaya gore, kardes kromozomlarda meydana gelen kirilmalar sonucunda
olusan ve S fazinda replike olan disentrik kromozomlarin anafaz sathasinda
kutuplara ¢ekilirken merkezi olmayan bir noktada kirilmalar1 sonucunda olusan
yavru hiicrelerden biri bazi genler agisindan eksik olurken diger hiicre bazi genler
acisindan duplike olacaktir. Bu duplike olan dizilerden olusan fazla DNA ¢ekirdek

zarinda meydana gelen tomurcuklanma yolu ile uzaklastirilmaktadir [19].

Genotoksik etki Kopri Kirllma

X @
iy
— — S
D o
Amplifiye olan

genlerin "&
tomurcuklanma

ile atilmasi

. . e amphﬂ(asyonu

Sekil 2.3. Gen amplifikasyonu ve KBK dongiisii niikleus tomurcuklanmasi [19].
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2.2. GENETIK TOKSIKOLOJI TESTLERINDE MODEL ORGANIZMA
OLARAK BALIKLAR

Uzun zaman boyunca sadece fizyolojik ve biyokimyasal caligmalarda
kullanilan baliklar son yillarda sitogenetik ve genetik toksikoloji arastirmalarinda da
model organizma olarak kullanilmaya baglanmiglardir. Sucul ortamlarda besin
zincirinde iist siralarda bulunmalar1 yaninda solunum ig¢in yiiksek oranda su
kullanmalari, kirleticilere maruz kalma oranlarini olduk¢a etkin kilmaktadir. Bu
nedenle, 6zellikle son yillarda balik doku ve hiicrelerinin genetik toksikoloji alaninda

kullanimina ait ¢alismalarda artig goriilmiistiir.

Laboratuvar  kosullarinda  saklanabilmeleri ve kimyasallara maruz
birakilabilmeleri olduk¢a kolay oldugu igin, diger yiikksek omurgalilar ve insan
saglig icin risk olusturabilecek kimyasallarin incelenmesinde balik tiirleri in-vivo
genotoksisite testlerinde kullanilabilen onemli organizmalar haline gelmislerdir.
Bugiine kadar baliklar iizerindeki genotoksik etkiler farkli tiirlerde ve farkli
dokularda farkli yontemler kullanilarak incelenmistir. Bunlar arasinda karaciger
dokusunda aromatik DNA eklenti testleri [21], DNA iplik kirilma testleri (komet
deneyi) [22] sayilabilir. Bununla birlikte yakin bir gecmise kadar 6zellikle memeli
tirler i¢in gelistirilmis olan sitogenetik tekniklerin uygulanmasinda goriilen bazi
zorluklar nedeni ile baliklarin kimyasallarin klastojenik etkilerinin belirlenmesinde

kullanimina dair ¢caligsmalar, kisith bir alanda gerceklestirilmistir [23-24].

Kardes kromatit degisimi (SCE) ve kromozomal aberasyon gibi metafaz
tekniklerinin baliklarda uygulanmasi pratik acidan c¢ok kullanigh degildir. Bunun
sebebi baliklarin memelilere gore ¢ok daha kiicilik ve fazla sayida kromozoma sahip
olmalar1 ve balik karyotipinin daha diizensiz bir yap1 icermesidir. Yalnizca birkag
balik tiiriiniin karyotipi metafaz analizler i¢in uygundur. Bunlar arasinda Umbra limi
de kromozom sayis1 (2n=16) ve yapis1 metafaz analizleri ve genotoksisite ¢caligmalari
i¢cin olduk¢a uygun olmakla beraber bu tiiriin yayilim alanmi fazla genis olmadigindan
dolay1 hem kullanimi1 kisitlidir hem de ekonomik agidan 6dneme sahip degildir [25].

Bu nedenle gecerli sitogenetik metodlar arasinda kolay ve ucuz olmasi yaninda,
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Ozellikle baliklar {izerinde kullanilabilirliginin uygun olmasi nedeni ile mikroniikleus
testi son yillarda giderek artan oranda kullanilan bir test metodu haline gelmistir.
Balik eritrositleri ¢ekirdekli olduklarindan dolayi, bu hiicrelerin mikroniikleus
testinde kullanim1 son derece kolaydir.  Gerek in-situ gerekse laboratuvar
kosullarinda yapilan calismalarda genotoksik maddelere maruz kalan baliklarda

mikrontiikleus frekanslarinin anlaml diizeyde arttig1 gosterilmistir.

Deguchi ve ark. [26], atik doldurma alanlarindaki sizint1 sularinin mutajenik
etkilerini belirlemek i¢in  Carassius auratus orneklerini 9 giin siiresince su
orneklerine maruz birakmiglardir. Maruziyet sonrast olusan genotoksik etkileri

eritrosit ve solunga¢ dokularinda mikroniikleus testini kullanarak belirlemislerdir.

Talapatra ve Banerjee [27], kanalizasyon atiklarina maruz birakilmis Labeo
bata’larin solunga¢ ve bobrek eritrositlerinde meydana gelen genotoksik hasari
mikroniikleus testi ve morfolojik niikleus diizensizlik testini kullanarak

belirlemislerdir.

Bolognesi ve ark. [28], farkli sucul bolgelerdeki kimyasallarin ve karisimlarin
etkilerini kontrollii laboratuvar sartlar1 altinda belirlemek icin balik eritrositlerinde

mikroniikleus testini kullanmislardir.

Bianchini ve ark. [29], Brezilya’da bulunan Patos lagiinii agzinda, kirli ve
kirli olmayan alanlardaki mevsimsel genotoksik etkileri belirlemek igin
Micropogonias furnieri tiirii baliklarin eritrositlerinde mikroniikleus testini

kullanmislardir.
Bianchini ve ark. [30], Patos lagiin agzinda yasayan dilbaligi Paralichthys

orbignyanus iizerinde kirleticilerin meydana getirdigi genetik hasarlar1 belirlemek

i¢in mikroniikleus testini kullanmislardir.
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Schiedek ve ark. [31], Baltik denizinin {i¢ farkli alanindaki kirleticilerin
etkilerini belirlemek igin Zoarces viviparus tizerinde mevsimsel olarak mikroniikleus

analizleri yapmiglardir.

Gustavino ve ark. [32], sudaki klorlayict maddelerin Cyprinus carpio’da
meydana getirdigi genotoksik etkiler lizerine, humik asidin etkilerini mikroniikleus

testi ve komet testini karsilastirmali olarak kullanarak arastirmiglardir.

Cavas ve Ergene-Goziikara [33], petrol rafinerlerinde ve krom tesislerinde
olusturulan atik sularin Oreochromis niloticus tiirinde genotoksik etkilerini solungag
ve periferal kan hiicrelerini mikroniikleus ve morfolojik niikleus diizensizlik testi

kullanarak incelemislerdir.

Arkhipchuk ve Garanko [34], cesitli kimyasallarin baliklar {izerindeki
genotoksik etkilerini belirlemek i¢in, Cyprinus carpio, Sautherodon mosabmica,
Carassius gibelio’nun eritrosit, solunga¢ ve kuyruk yiizgeci epitelyum hiicrelerinde

mikroniikleus testi kullanmislardir.

Wirzinger ve ark. [35], Kuzey Almanya’da ii¢ farkli alandan toplanan
Gasterosteus aculeatus ornekleri lizerinde kanalizasyon atiklarindan kaynaklanan

genotoksik hasar1 belirlemek i¢cin mikroniikleus testini kullanmiglardir.

Pacheco ve Santos [36], kagit endiistrisi atiklarinin genotoksik etkilerini
Anguilla anguilla tizerinde uyguladiklar1 eritrosit mikroniikleus testini kullanarak

belirlemislerdir.
Marlasca ve ark. [37], laboratuvar sartlar1 altinda tekstil atiklarina maruz
biraktiklar1  Oncorhynchus  mykiss  orneklerinde eritrositlerde  gergeklesen

mikroniikleus frekanslarini incelemislerdir.

Odeigah ve Osanyipeju [38], laboratuvar kosullar1 altinda farkli

konsantrasyon ve siire uygulamalarim1 kullanarak, bira ve tekstil fabrikasi atiklarina
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maruz biraktiklar1  Clarias lazera oOrneklerinde mikroniikleus frekanslarindaki

degisimleri saptamislardir.

Vigano ve ark. [39], Platichthys flesus 6rneklerini, farkli kokenden gelen bir
cok kirletici madde ile kirletilmis olan Italyan nehirlerinin bosaldig: bir deniz olan
Adriyatik denizinin kuzey bdlgesinden alinan sediment Orneklerine laboratuvar
sartlar1 altinda maruz birakmislar ve hepatositlerdeki mikroniikleus frekanslarindaki

degisiklikleri analiz etmislerdir.

Hayashi ve ark. [40], sucul organizmalarda mikroniikleus testinin

kullaniminin, genotoksisitenin belirlenmesindeki giivenilirligini arastirmislardir.

Kohlpoth ve ark. [41], 11 farkli endiistri koluna ait 38 endiistriyel atik
orneklerinin genotoksik etkilerini belirlemek ig¢in laboratuvar ortaminda alabalik
gonadlarindan elde edilen bir hiicre kiiltiirii iizerinde in-vitro olarak test etmislerdir.
Bu hiicrelerde olusan mikroniikleus frekanslarini flow-sitometri yontemi ile

belirlemislerdir.

2.3. PESTISITLER

Pestisitler pest adi verilen zararlilarla miicadelede kullanilan kimyasal ve
biyolojik maddeler olarak tanimlanmaktadirlar [42]. Pestisitlerin gerek cevre, gerek
saglik ve gerekse ekonomik agidan getirebilecekleri olumsuzluklar gelismis
iilkelerde gayet iyi bilinmektedir. Bunun i¢in, basta AB olmak {izere, tiim gelismis
iilkelerde tiiketilecek tarim dirlinleri c¢evre ve saghik agisindan siirekli
denetlenmektedir. Tiirkiye’de pestisit tiiketimi etken madde olarak 2002 yilinda,
1979 yilina oranla % 45,29’luk bir artis gostermistir. Bu artis oran1 gelismis tilkelere
gore daha diisilk olmasina ragmen, birim alanda kullanilan pestisit miktarmin

kiigiimsenmeyecek kadar 6nemli oldugu goriilmektedir (Cizelge 2.1).
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Bununla birlikte, modern tarim yapilan Akdeniz, Ege gibi bolgelerin tiiketimi

Tirkiye ortalamasinin ¢ok iizerindedir (Cizelge 2.2).

Bu bolgelerde tiiketilen

pestisitler 6zellikle ¢evre ve saglik acisindan 6nemli riskler tagimaktadirlar [42].

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de yillara gore pestisit tiikketimi (kg veya L)* [42].

Pestisit Gruplan 1979 1987 1994 1996 2002

Insektisitler 2.287.658 3.303.446 2.064.991 3.027.380 2.250.898
Herbisitler 2.451.977 3.495.044 3.902.588 3.643.971 3.697.397
Yaglar 1.594.526  2.147.106  2.147.106 2.871.160  2.428.238
Fungisitler 1.537.315 2.611.960 2.201.406 2.951.191 1.964.292
Nematisitler 315.665 322.227 530.738  1.076.661  1.559.489
Akarisitler 203.107 240.360 192.279 223.857 296.809
Rodentisit 5.600 2.124 2.509 3.268 1.794
TOPLAM 8.395.848 12.112.267 10.871.792 13.797.488 12.198.917

Cizelge 2.2. Ege ve Akdeniz Bolgeleri ile Dogu Anadolu ve Giiney Dogu Anadolu
Bolgelerinin Tiirkiye pestisit tiiketimindeki preparat olarak paylar [42].

Yillar ve bolgelerin paylari (%)

Bolgeler

1994 1995 1996 1997 1998
Ege 19,37 19,04 15,51 18,56 17,10
Akdeniz 21,30 25,47 26,36 15,77 24,92
Dogu Anadolu 2,92 2,61 3,71 3,90 4,86
Giiney Dogu Anadolu 8,70 6,93 7,58 6,64 7,10

2.3.1. Sucul Ortamlarda Pestisitler

Pestisitler, sucul ortamlar1 farkli yollar izleyerek kirletebilirler. Bu yollarin

basinda suda yasayan canlilara karsi yapilan ilagclamalar sonucunda kanalizasyon ve

lagim sularina karigma veya pestisit imalat artiklarinin direkt desarji1 sonucu kirlenme
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gelmektedir. Pestisitler ayn1 zamanda yagmur sulari, drenaj sular, yiizey akiglar1 ve
sulama sularina karisarak da bu sulan kirletebilirler. Ayrica dogrudan suya yapilan
uygulamalar sonucunda pestisitler su bitkileri veya dip c¢amurlar1 tarafindan
tutulabilmektedirler [43]. Pestisitlerin ¢evrede dagilist ve sucul ortamlara giris

yollar1 genel olarak Sekil 2.4’de gosterilmistir.

Pestisitlerin su igerisinde hareketliligi temelde suda eriyebilirlik ve
formulasyonuna baghdir. Suda eriyebilen ya da suda eriyebilecek sekilde formiile
edilen pestisitler su igerisinde kisa siirede dagilirlar. Fakat toz veya graniil formda
bulunanlar su igerisinde askida kalarak uzun siire aktif maddelerinin yayilmasina
neden olurlar. Baliklar solungaglari vasitasiyla su ortamindan bunlar1 absorbe ederek
ya da kirlenmis materyallerin besin olarak tiikketimi sonucu pestisite maruz kalabilir
ya da zehirlenebilirler [44]. Temel mantik olarak canli organizmalar1 oldiirmek
tizere tretildikleri ve kullanildiklar i¢in pestisitler sucul hayat i¢in potansiyel bir
tehlike olarak Onem tasimaktadirlar [45]. Pestisitlerin baliklara etkileri degisik
sekillerde goriiliir. Direkt olarak 6ldiirme s6z konusu olabilecegi gibi yumurta
birakmay1 ve liremeyi durdurmak suretiyle de balik populasyonu iizerinde etkili
olabilmektedirler. Ayrica dokularda meydana getirdikleri hasarlar ile baliklarda
duyarliliga yol agarak mevsimlik 1s1 degisimlerinden ve gegici acliktan daha yiiksek
oranda etkilenmelerine yol agabilirler. Yavru baliklar ise hassas olduklari i¢in bu

durumdan daha fazla zarar gormektedirler [44].
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2.3.2. Pestisitlerin Genotoksik Etkileri

Herbisitlerin ve diger pestisitlerin, ortamda ve dolayisiyla canlida birikerek
toksik, genotoksik veya kanserojenik etki gdsterebildikleri bilinmektedir. Bu
etkilerin bazilar1 organizma veya ekosistem iizerinde hemen goriilebildigi halde,
bazilar1 ise uzun bir zaman siirecinden sonra kendilerini gosterirler. Pestisitlerin
genel olarak ekosistem igerisinde akut oldiiriicii etkisi olmadigi, ancak besin zinciri
yoluyla organizmadan organizmaya gecerek miktarlarinin yiikseldigi ve belli

diizeylerden sonra da toksik etki yaptig1 bilinmektedir [47].

Ornegin, Mayon ve ark. [48], cevresel kirleticilerin baliklar iizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in, Leuciscus cephalus‘u kullanmislardir. Pestisit (atrazin ve
heksaklorosiklohekzan) tasiyan akarsulardan topladiklar1 kefaller {izerindeki
yaptiklar1 c¢aligmalarda karaciger dokusu iizerinde Onemli hasarlarin oldugunu

bildirmislerdir.

Loro ve ark. [49], gliney Brezilya’da piring tarim alanlarinda kullanilan dort
herbisitin  (klomazon (isooxazolidinone), kuinklorac (quinoline), propanil
(dichloropropionanilide) ve metsulforon metil (sulfonylurea)), Leporinus obtusidens
tizerindeki toksik etkilerini asetilkolinesteraz ve katalaz enzimlerini analiz ederek
incelemislerdir. ~ Adi1 gecen herbisitlerin yiiksek oranda toksik etkiye sahip

olduklarini belirlemislerdir.

Fatima ve ark. [50], ¢esitli herbisit karigimlarina (atrazin, simazin, diuron ve
isoproturon) 12 hafta siiresince maruz birakilan Carassius auratus orneklerinde
dalak, bobrek ve karaciger dokularinda meydana gelen immiinolojik ve antioksidan
degisiklikleri arastirmiglardir. Arastirmalar sonunda herbisitlere maruziyet sonunda

stiperoksit radikallerinin anlamli derecede yiikseldiklerini belirlemislerdir.
Kennedy ve ark. [51], gokkusag: alabaligi Oncorhynchus mykiss iizerinde

yaptiklar1 ¢aligmalarda ii¢ pestisitin (antisapstain, atrazin ve roundup) yiiksek oranda

norotoksik etkiye yol agtiklarini belirlemislerdir.
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Pestisitlerin toksik etkileri yaninda genotoksik etkilere yol agtiklar1 da
bilinmektedir. Ozellikle sucul organizmalardan baliklar iizerinde bircok pestisitin

genotoksik etkiye sahip olduklari ¢esitli test sistemleri kullanilarak gdsterilmistir.

Ahmad ve ark. [52], pentaklorofenol (PCP) ve 2.,4-diklorofenoksiasetik
asitin (2,4-D) bir tath su balig1 olan Channa punctatus iizerindeki genotoksik

etkilerini mikroniikleus testi kullanarak incelemislerdir.

Ateeq ve ark. [53], 2,4-diklorofenoksiasetik asit ve butaklora maruz kalmis
kedi baligi, Clarias batrachus, iizerindeki genotoksik etkileri eritrositlerde komet

testi kullanarak arastirmislardir.

Neuparth ve ark. [54], Atlantik ve Akdeniz sahilleri boyunca genis bir alanda
yayilim gosteren ve ekonomik 6neme sahip olan bir balik tiirii olan Sparus aurata
tizerinde endosiilfan adli insektisitin genotoksik etkisini eritrosit mikroniikleus testi,
morfolojik niikleus diizensizlik testi ve c¢ekirdek DNA icerigindeki degisiklikleri
kullanarak arastirmiglardir.  Endosiilfanin mikroniikleus ve morfolojik niikleus

diizensizlik frekanslarini anlamli oranda arttirdigini belirlemislerdir.

Nagpure ve ark. [55], kemikli bir balik olan Channa punctatus’u
organoklorlu insektisit olan endostilfanin farkli akut dozlarina (19.67, 12.95, 10.15,
and 7.75 ppb) maruz birakmiglardir. Calismalar1 sirasinda bobrek ve solungac
dokularinda meydana gelen DNA hasarlarini tek hiicre jel elektroforezini (komet
testi) kullanarak belirlemislerdir. Her iki dokuda da doza bagli olarak DNA hasarlar1
bulmuslardir. Solunga¢ dokularinin ise pestisit maruziyetine bobrek dokularindan

daha duyarli olduklarini gérmiislerdir.

Martinez-Tabche ve ark. [56], genis alanda kullanima sahip olan iki
herbisitin, Parakuat (0.055, 0.066, 0.083, 0.116 ve 0.133 mg/L) ve 24-
diklorofenoksiasetik asite (316, 346, 389, 436 ve 489 mg/L) maruz birakilan
gokkusag1 alabaligi (Oncorhynchus mykiss) solungag hiicrelerinde meydana gelen

genotoksik hasarlari komet testini kullanarak aragtirmiglardir.
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Whitehead ve ark. [57], 2000-2001 yillar1 arasinda Sacramento’daki bir
irmakta (San Joaquin River) asir1t miktardaki zirai atiklarin bu bélgede yasayan yerli
bir balik tiirii olan Catostomus occidentalis T{izerindeki etkilerini arastirmuslardir.
Genotoksisitenin belirlenmesinde komet testini, mutajenitenin belirlenmesinde ise
Ames testini kullanmiglardir. 2000-2001 yillar1 arasinda elde edilen veriler, referans
alandan elde edilen verilerle karsilastirdiklarinda DNA hasarlarinin miktarinda

artislar oldugunu belirlemislerdir.

Ahmad ve ark. [58], pentaklorofenoliin in vivo genotoksik etkilerini
kedibaligi Heteropneustes fossilis iizerinde c¢alismislardir. Caligmalar1 sirasinda
pentaklorofenoliin dort farkli subletal dozunu (0.1, 0.2, 0.3 ve 0.4 ppm) ii¢ siire (48,
72 ve 96 saat) boyunca uygulamiglar ve mikroniikleuslarin belirlenmesinde, manuel
ve otomatik metodu kullanmislardir. Eritrositlerdeki mikroniikleus frekansinin 96
saat sonunda en yiiksek noktaya ulastigini belirlemislerdir. Manuel sayim ile

otomatik sayim arasinda bir fark olmadigini rapor etmislerdir.

Campana ve ark. [59], bir pyrethroid insektisit olan lambda-cyhalothrinin
genotoksik etkilerini belirlemek i¢in Cheirodon interruptus interruptus’un
eritrositleri iginde mikroniikleus testini uygulamislardir.  Ornekler pyrethroid
lambda-cyhalothrinin ii¢ farkli dozuna (0.05; 0. 01; 0.001 ug/L) dokuz siire (24, 48,
72, 96 saat ve 8, 12, 15, 19 ve 23 giin) boyunca maruz birakmiglardir. Pozitif kontrol
olarak siklofosfamiti kullanmislardir. Farkli zamanlarda elde ettikleri mikroniikleus

cesitliligini ise kan hiicre kinetigi ve eritrosit yenilenmesiyle iliskilendirmislerdir.
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2.3.3. Trifluralin

Tarimsal iiretim alaninda, kiiltiirii yapilan bitki haricinde dogal yollarla ortaya
¢ikmig ve yabanci ya da zararli ot olarak adlandirilan bitkiler ile miicadele amaciyla
kullanilan tarimsal ilaglar herbisit olarak adlandirilir. Trifluralin, ¢ikis Oncesi
kullanilan, dinitroanilinli selektif bir herbisittir [60]. Molekiiler formiili

Ci3Hi6F3N304 olan trifluralinin kimyasal yapis1 Sekil 2.5°de gosterilmistir.

NO2
|F CH2—CH2—CHs
P—C— N<
L CH2—CH2—CHs
NO:z

Sekil 2.5. Trifluralin’in kimyasal yapisi
Genel olarak ilaglamadan sonra 6-8 saat igerisinde topragin 5-6 cm

derinligine karistirilarak uygulanan trifluralinin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Cizelge 2.3’de gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Trifluralin’in bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri [61]

Ozellik Aciklama
CAS Numarasi 1582-09-8
Goriiniimii Sari-turuncu renkli kati kristal
Kimyasal ad1 a,a,a-trifluoro-2,6-dinitro-N,N-dipropyl-p-toluidine
Teknik form safligi % 96
Coziiniirligii
Suda 27 °C’de % 0.0024
Aseton > 50 g/ 100ml
Metanol 2 g/ 100 ml
Xylene 81 g/ 100 ml
Kaynama Derecesi 139-140 °C
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Trifluralin; sivi, emiilsiyon konsantre (%3.9-50.8), tanecikli (%0.17-10),
akiskan konsantrasyon (%10.9), doymus materyal (%]18.9), sivida c¢oziilebilir
konsantrasyon (%43.8), katida ¢oziilebilir konsantrasyon (%14) ve suda taneciklere
dagilmis (%0.75-80) sekilde olmak iizere ¢esitli ticari formulasyonlarda
bulunabilmektedir. Trifluralin ayrica; triallate, benfluralin, alachlor, clomazone,
isoxaben, imazaquin, clopyralid, oxadiazon, imazethapyr ve flumetsulam igeren
diger birkac herbisit ile formiile edilir. Trifluralin; ugak, piiskiirtiicii, merkezden
sulama, damlatma ile sulama, tepeden piiskiirtme ile sulama, graniiler uygulama, elle
dagitma, sallayici ve giibre serpme makinesini igerisine alan zemin araglari ve hava
tarafindan uygulanabilir. Uygulama zamani hedef organizmaya ve uygulama alanina
gore farklilik gosterebilir. Bu nedenlerden dolay1r kimyasal doért mevsim boyunca
uygulanabilme 6zelligine sahiptir. Tarimsal kullaniminin gesitliligine ragmen her

sezonda yalniz bir kez uygulanabilmektedir [62].

Trifluralin kullanimu ilk olarak ABD’de 1963 yilinda kaydedilmistir. 1998
yil1 kayitlarina gore diinya capindaki satig tutar1 300 milyon dolar, {iretim orani ise
24 bin ton olarak rapor edilmistir. Trifluralin giinlimiiz itibar1 ile 50’den fazla iilkede
kayith olup 80’den fazla zirai {iriin i¢in kullanilmaktadir [9]. Amerika’da en fazla
kullanilan ilk 5 herbisit icerisinde yer almaktadir. Trifluralin {ilkemizde zirai

miicadelede uzun yillardan beri en yaygin kullanilan herbisitlerin basinda

gelmektedir (Cizelge 2.4) [42].

Cizelge 2.4. 1999-2002 yillarinda Tirkiye’de en yogun kullanilan herbisitler ve
genel herbisit tiikketimindeki paylar1 [42].

Yillara gore herbisit tiikketimindeki paylar: (%)

Herbisit

1999 2000 2001 2002
2,4-D 45,28 44,34 47,49 33,62
Trifluralin 27,02 27,86 20,21 24,60
Molinate 7,10 6,44 3,69 3,50
Propanil 4,54 3,62 - -
Glyhposate 4,10 6,94 9,08 7,57
Chloridazon - - 5,38 -
Metalochlor - - - 5,10

(- ) ilk bes herbisit arasinda degildir.
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Trifluralin’in 1999-2002 yillar1 arasindaki kullanim oranlarina bakildiginda
kullanim oranlarn yaklasik olarak sabit olmakla birlikte 2,4-D’den sonra en fazla

miktarda kullanilan herbisit oldugu goriilmektedir [42].

Trifluralin’in genel olarak kullanildig: alanlar bugday, arpa, lahana, havug,
marul, seker pancar1 ve baklagil tiretimidir. Bunun yaninda pamuk, soya, aycigegi,
soya, domates ve kanola iiretimi ile bagcilikta da yaygin olarak kullanilmaktadir.
Trifluralin ayrica, bahge bitkileri ve sera bitkileri tiretimi alanlarinda da

uygulanmaktadir.

2.3.3.1. Trifluralin’in genotoksik etkileri

Trifluralin’in laboratuar hayvanlari ve in vitro test sistemleri lizerindeki; akut,
subkronik ve kronik etkileri arastirildiginda toksik, embriyotoksik ve teratojenik
etkilerine rastlanmistir [60].  Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC:
International Agency For Research on Cancer) tarafindan grup-3 karsinojen olarak
siiflandirilan trifluralinin ¢esitli organizma ve test sistemleri kullanarak yapilan
calismalarda genotoksik etkilere yol acip agmadigi aragtirilmigtir. Bununla birlikte bu
herbisitin gerek etken maddesi gerekse ticari formunun baliklar tizerindeki

genotoksik etkileri heniiz ¢calisiimamistir.

Kaya ve ark. [63], trifluralin herbisitinin genotoksik etkilerini, iki farkl
Drosophila melanogaster irkinin kanatlarinda somatik mutasyon rekombinasyon

testini (SMART) kullanarak arastirmiglardir.

Gebel ve ark. [64], trifluralin herbisitinin genotoksik etkilerini fare kemik

iligi hiicrelerinde in vivo mikroniikleus testi kullanarak aragtirmiglardir.
Ribas ve ark. [65], trifluralinin in vitro genotoksik etkilerini; insan

lenfositlerinde S9 uygulamasi ile kardes kromatid degisimi, kromozom aberasyonu

ve mikroniikleus testi kullanarak aragtirmislardir.
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Pilinskaia [66], trifluralinin iki farkli 6rnegi (aktif madde olarak saf trifluralin
ve %25’lik emiilsiyon konsantre formu) ile sekiz metabolitinin genotoksik etkilerini,
in vitro olarak insan lenfositlerinde ve in vivo olarak fare kemik iligi hiicrelerinde

kromozom aberasyon teknigini kullanarak arastirmistir.

Nehez ve ark. [67], Olitref firmasina ait %26’lik trifluralin formulasyonunun
mutajenik etkilerini, in vivo olarak fare lireme hiicrelerinde; spermatosit kromozom
inceleme, dominant letalite testi ve Fi-embriyonik kromozom inceleme tekniklerini

kullanarak arastirmiglardir.

Kale ve ark. [68], Treflan’in mutajenik etkilerini belirlemek i¢in, Drosophila

orneklerinde cinsiyete bagl resesif letal mutasyon testini kullanmiglardr. .

Shahin ve El-Zahrani [69], trifluralinin Vicia faba iizerindeki genotoksik

etkilerini kromozomal aberasyon testi kullanarak aragtirmislardir.

Hess ve Bayer [70], trifluralinin Gossypium hirsutum’un kok ucu meristem

hiicrelerinde hiicre béliinmesi ve kromozomlar tizerine etkilerini arastirmislardir.

Suralles ve ark. [71], insan lenfositlerinde trifluralinin genotoksik etkilerini

mikroniikleus testi ve eksizyon onarim mekanizmalarini kullanarak arastirmiglardir.

Grant ve Owens [72], trifluralin herbisitine maruz birakilan Pisum
sativum’lardaki genotoksik etkileri kromozomal aberasyon testi kullanarak

arastirmislardir.

Wu [73], Treflan’in Vicia faba iizerindeki genotoksik etkilerini koromozom

aberasyon testi kullanarak incelemistir.

Ghiazza ve ark. [74] [1984], trifluralinin insan lenfosit kiiltiirlerinde SCE

tizerine etkilerini arastirmislardir.
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2.4. ANTIGENOTOKSIK MADDELER (ANTIMUTAJENLER)

DNA iizerinde hasarlara yol acan genotoksik maddelerin etkinligini azaltan
ya da tamamen yok eden maddeler genel olarak antigenotoksik ya da antimutajenik
maddeler olarak adlandirilmaktadirlar. Antigenotoksik maddeler etki sekillerine gore
desmutajenler ve biyoantimutajenler olarak iki grup altinda toplanirlar.
Desmutajenler genotoksik maddeleri kimyasal ya da enzimatik modifikasyonlara
ugratmak suretiyle inaktive ederken, biyoantimutajenler DNA hasara ugradiktan

sonra gerceklesen mutasyon siirecini baskilarlar [75].

Biyoantimutajenler dogal olarak ortaya ¢ikan ve mutasyonu DNA onarimi ve
replikasyonu siirecinde miidahale ederek baskilayan maddelerdir. Ornegin bu
maddeler bir DNA eklentisi olustuktan sonra caligmaya baslar ve olusan DNA
lezyonu mutasyona doniismeden Once gorevlerini yaparlar. Biyoantimutajenler
mutasyon siirecini  degistirdiklerinden dolay1 gercek antimutajenler olarak
adlandirilirlar.  Biyoantimutajenler yaygin olarak kullanilan bazi bakteriyal test
sistemlerinde ¢esitli etki mekanizmalar1 sergilemektedirler. Bunlar arasinda DNA
iplik onariminin inhibe edilmesi, mutasyon igeren hiicrelerde hata okuma onariminin
normal hiicrelerdeki gibi yapilmasi ve rekombinasyon DNA iplik onarimi hizinin

arttirtlmasi boylece de mutasyona ugramis iplik oraninin azaltilmasi sayilabilir [76].

Desmutajenler mutasyon oranini DNA onarimi veya replikasyonu disinda
kalan mekanizmalarla indirgeyen maddelerin tiimii olarak tanimlanirlar. Bu
mekanizmalar arasinda enzim indiiksiyonu, mutajen siipiiriilmesi veya mutajen
aktivasyonunun baskilanmas1  sayilabilir. Bilinen desmutajenlerin  sayisi
biyoantimutajenlere oranla ¢ok daha fazladir. Desmutajenler de biyoantimutajenler
gibi deney kosullar1 altinda mutantlarin ortaya ¢ikmasini baskilarlar ancak bu etkiyi
biyoantimutajenlerin aksine genetik materyali etkilemeksizin gosterirler. Bu etki
temel olarak normal hiicrelere ulagan mutajen miktarinin diistirilmesi bunun
sonucunda da hiicre basina diisen hasarlit DNA oraninin azaltilmasi ile gergeklestirilir

[77].
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Canlilarda, kimyasal siirecler oOzellikle oksitlenme, serbest radikallerin
olusmas1 gibi bazi istenmeyen sonuglara da neden olmaktadirlar. Yiiksek derecede
reaktif olan serbest radikaller farkli molekiiller ile kolayca reaksiyona girebilirler.
Boylece hiicrelere ve dolayisiyla da canliya zarar verebilirler [78].  Serbest
radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere organizmalarda kisaca antioksidanlar
olarak adlandirilan savunma mekanizmalar1 gelismistir. Antioksidanlar etkilerini
genel olarak radyasyon ya da bir kimyasala maruz kalma sonucunda olusan ic¢
reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan diizensiz oksijen tiirevlerine elektron vermek
suretiyle gosterirler [79]. Antioksidan desmutajenlerin en iyi bilinenlerinden biri de

askorbik asit ya da diger adiyla vitamin C’dir.

2.4.1. Askorbik Asit (Vitamin — C)

Askorbik asit ya da diger adiyla vitamin-C ¢esitli ¢aligmalarla antigenotoksik
ozellige sahip oldugu gosterilmis olan ve suda ¢oziinebilen bir antioksidan maddedir

[11-12]. Askorbik asit’in kimyasal yapis1 Sekil 2.6’da gdsterilmistir.

Sekil 2.6. Askorbik asit’in kimyasal yapisi.
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Hidrojen peroksitten olusan hidroksil radikalleri gibi birgok oksidan madde
(reaktif oksijen tlirevleri) eslesmemis bir elektron icerirler. Bu nedenle de yiiksek
oranda reaktifdirler. Oksidan maddeler organizmalarda niikleik asit, protein ve
yaglar ile reaksiyona girerek molekiiler diizeyde hasarlara yol agarlar. Reaktif
oksijen tiirevleri elektronlar1 almak sureti ile askorbati oksitleyerek Once
monodehidroaskorbata daha sonra da dehidroaskorbata cevirirler.  Askorbatin
oksitlenmis formlar1 daha stabil ve inaktif hale gelirken reaktif oksijen tiirevleri de
suya indirgenir. Bdylece askorbik asit serbest radikallerin zararli etkilerini siiplirme

yontemi ile indirgemis olur [80].

Son yillarda askorbik asitin genotoksik ve antigenotoksik etkilerine yonelik
cesitli arastirmalar yapilmistir [80-81]. In vitro ve in vivo ortamlarda insan
lenfositleri [82], Allium mikroniikleus testi [83] ve Drosophila wing spot testi [84]
gibi farkli okaryotik sistemlerde yapilan caligmalardan elde edilen verilerin ¢cogu
askorbik asitin antimutajenik oldugunu gdstermistir [85]. Oksidatif hasara karsi
askorbik asit antioksidan koruma o6zelligi iistlenmesine ragmen, bazi durumlarda
antioksidan islevin yerine ko-genotoksik 6zellige sahip oldugu goriilmiistiir [86]. Bu
nedenle de askorbik asitin antimutajenik veya ko-mutajenik 6zelliklerden hangisini

gosterdigini anlamak i¢in daha fazla calisma yapilmasina ihtiya¢ duyulmustur.

Panda ve ark. [87], Allium cepa’da civa kloriir ve maleik hidrazid herbisiti
tarafindan olusturulan genotoksisite iizerine askorbik asitin antigenotoksik etkilerini

mikroniikleus testi kullanarak arastirmiglardir.

Prekumar ve Bowlus [88], askorbik asitin fare kemik iligi hiicrelerinde demir
uygulamasi sonucu olusan genotoksik hasarlar1 azaltici etkilerini mikroniikleus testi

kullanarak incelemislerdir.

Siddique ve ark. [89], megastrol-asetat tarafindan fare kemik iliginde
olusturulan genotoksik hasarlar iizerine askorbik asitin antigenotoksik etkilerini,
kardes kromatid degisimi ve kromozom aberasyonlar1 testlerini kullanarak

arastirmislardir.
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Misra ve Choudhury [90], swiss albino farelerde cisplatin tarafindan kemik
iligi ve spermatogonyum hiicreleri iizerinde olusturulan sito-genotoksik etkiler

lizerine askorbik asitin baskilayici etkilerini arastirmiglardir.

Gajecka ve ark. [91], bir polisiklik aromatik hidrokarbon olan B(a)P’e maruz
birakilan insan lenfosit kiiltiirlerindeki genotoksik etkileri {izerine askorbik asitin

koruyucu antigenotoksik potansiyelini komet testi kullanarak incelemislerdir.

Ahmad ve ark. [92], insan lenfosit kiiltlirlerinde hidrokortizon tarafindan
olusturulan genotoksisite lizerine askorbik asitin koruyucu etkisini kardes kromatid

degisimi ve kromozom aberasyon testleri kullanarak aragtirmislardir.

Kaya [86], Drosophila melanogaster’de “multiple wing hairs” (mwh, 3-0,3)
ve “flare” (flr, 3-38,8) genleri bakimindan transheterozigot olan 3-giinliik larvalara
etil metan siilfonat (EMS), metil metan siilfonat (MMS) ve N-nitrozo N-etiliire
(ENU) gibi bilinen mutajenlerin uygulamasin1 yapmis ve bu {i¢ mutajenik madde
lizerine askorbik asitin anti-mutagenik etkisi olup olmadigini wing spot testini

kullanarak incelemistir.

Kaya ve ark. [11], ii¢ farkli mutajene (kobalt klorid: CoCl2, 4-nitrokuinolin
1-0ksid:4-NQO, potasyum dikromat: K2Cr207) maruz birakilan Drosophila
melanogaster larvalarinda askorbik asitin antigenotoksik etkilerini SMART testi

kullanarak analiz etmislerdir.
Aly ve Donya [93], fare kemik iliginde Rifampisin (tuberkiloz tedavisinde

kullanilan bir ila¢) tarafindan olusturulan kromozom aberasyonlari lizerinde askorbik

asitin antigenotoksik etkilerini arastirmislardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. KULLANILAN KIMYASALLAR

Analitik standarttaki saf Trifluralin Riedel de Haen — PESTANAL
firmasindan temin edilmistir. Trifluralin’in ticari formulasyonu olan ve 480 g/L
formulasyonunda trifluralin iceren Treflan® EC ise Koruma firmasinda elde
edilmistir. Deneylerde pozitif kontrol olarak kullanilan etil metil sulfonat (EMS:
Ethyl Methyl Sulphonate) Riedel firmasindan, ¢oziicii kontrol olarak kullanilan
metanol ise Merck firmasindan temin edilmistir. Askorbik asit Riedel firmasindan

temin edilmistir.

3.2. TEST ORGANIZMASI OLARAK KULLANILAN BALIK TURU

Deneysel calismalarda test organizmasi olarak Nil Tilapyast olarak da
adlandirilan Oreochromis niloticus (Pisces: Cichlidae) se¢ilmistir (Sekil 3.1). Bu
tiriin  se¢ilmesinin nedenlerini ekonomik ©Oneme sahip olmasi, yaygin olarak
yetistiriciliginin yapilmasi, kolay temin edilebilen bir tiir olmasi yaninda diisiik
kromozom sayisina (2n=44) sahip olmast [94] ve daha Onceki caligmalarda

genotoksik ajanlara kars1 hassasiyetinin gosterilmis olmasi olarak siralayabiliriz [95].

Sekil 3.1. Oreochromis niloticus’un genel goriintimii [96].
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Deneyde kullanilan baliklar Cukurova Universitesi Su Uriinleri fakiiltesi
yetistiricilik boliimiinden temin edilmislerdir. Deney i¢in ortalama 10 £2 gve 5+ 1
cm ebatlarindaki fingerlinkler secilmistir. Alinan baliklar 90 L’lik akvaryumlara
yerlestirilerek 1 ay siiresince laboratuar sartlarina aligtirllmiglardir. Deneye alinan
baliklar 15°erli gruplar halinde 30x20x15 cm ebatlarindaki akvaryumlara
yerlestirilmislerdir. ~ Akvaryum sular1 ve ¢6ziilen maddeler her ii¢ giinde bir
tazelenmistir. Baliklar 3 giinde bir graniil yem ile beslenmislerdir. Genotoksisite
deneylerinde doz/siire grubu i¢in 5, antigenotoksisite calismalarinda 8 olmak iizere

toplam 175 o6rnek kullanilmistir.

3.3. DENEY PLANI

3.3.1. EMS, Trifluralin, Treflan’in Genotoksik Etkilerinin Incelenmesi

Deneylerde test edilmek iizere trifluralinin 1pg/L, Spg/L ve 10pug/L olmak
tizere ii¢ farkli dozu test edilmistir. Dozlarin belirlenmesinde trifluralinin su tirlinleri
kontrol yonetmeliginde 11 pg/L  olarak belirtilen limit degeri baz alinmistir [97].
Trifluralin metanol igerisinde ¢oOziildikten sonra uygulanmistir. Treflan
formulasyonu da ayn1 sekilde 1pg/L, 5Spg/L ve 10ug/L’lik trifluralin
konsantrasyonuna es deger olacak sekilde sulandirildiktan sonra uygulanmistir.
Pozitif kontrol EMS ise 10 mg/L’lik tek dozda uygulanmistir. Uygulamalar 3, 6 ve 9
giinliik olmak tizere {i¢ farkli siirede gerceklestirilmistir (Sekil 3.2).

3.3.2. Askorbik Asit’in Antigenotoksik Etkilerinin incelenmesi

Ik seri deneylerden elde edilen sonuglar 15181nda genel olarak en yiiksek
mikroniikleus ve morfolojik niikleus diizensizlik frekanslarinin gézlendigi trifluralin
uygulama doz ve uygulama stiresi olan 10 pg/L-6 giin, askorbik asit deneyleri i¢in
baz alinmistir. Askorbik asitin uygulama dozu 6nceki ¢alismalarin ve Oreochromis
niloticus’un giinliik askorbik asit gereksinimi géz Oniine alinarak belirlenmis ve

insiilin ignesiyle enjeksiyon yoluyla uygulanmistir.
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Sekil 3.2. Oreochromis niloticus’larda negatif kontrol, metanol kontrol, trifluralin, Treflan ve EMS uygulama deneyleri.
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Buna gore % 0.05’lik askorbik asitten her 10g agirlik i¢in 0.1 ml enjekte edilmistir.
Askorbik asit enjekte edilen baliklar 8’erli gruplar halinde 10ug/L trifluralin, esdeger
Treflan ve 10mg/L EMS iceren akvaryumlara yerlestirilmislerdir. Askorbik asit
enjeksiyonu 3 giinde bir olmak {izere toplam 2 kez tekrarlanmis ve 6 giin boyunca

uygulama yapilmistir (Sekil 3.3).

3.4. MIKRONUKLEUS TESTI

Mikroniikleus analizleri periferal eritrositlerde gerceklestirilmistir. Uygulama
stiresi sonunda kan ornekleri baliklarin kuyruk yiizge¢ damarindan elde edilmistir.
Alman kan ornekleri, her 6rnek i¢in dnceden hazirlanmis olan {i¢ temiz lama ince bir
tabaka olusturacak sekilde yayilmislardir. Hazirlanan preparatlar havada
kurutulduktan sonra %95°lik etanolde 20 dk siiresince fikse edilmislerdir. Fikse
edilen preparatlar tekrar havada kurutulduktan sonra %5’lik Giemsa soliisyonunda 20
dk siiresince boyanmiglardir. Boyama isleminden sonra preparatlar saf sudan
gegirilerek fazla boyanin atilmasi saglanmistir. Daha sonra preparatlar mikroskop

altinda degerlendirmeye alinmislardir.

3.4.1. Mikroniikleus Sayim Kriterleri

Her preparattan 1000 hiicre sayilarak mikroniikleus degerlendirmesi
yapilmistir. Hazirlanan preparatlarda zaman zaman boya partikiilleri ve/veya diger
bazi  kirleticiler = nedeniyle mikroniikleus ile karistirilabilen  yapilarla
karsilagilabilinmektedir. Bu tip hatalarin elimine edilmesi i¢in mikroniikleus

sayimlarinda genel olarak standardize edilmis bazi kriterler goz oniine alinmaktadir.

Bu kriterleri sOyle siralayabiliriz;

e Mikroniikleus ana niikleus ile ayn1 mikroskobik refle’yi vermelidir.
e Mikroniikleus ana niikleus ile ayni boyama tonuna sahip olmalidir.

e Mikroniikleus ana niikleus yaninda bulunmalidir.

e Bir mikroniikleus ana niikleus’un 1/3’iinden daha kii¢iik olmalidir.

e Mikroniikleus sayilacak hiicre diger hiicrelerden izole halde bulunmalidir.
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Sekil 3.3. Oreochromis niloticus’larda askorbik asit ve trifluralin, Treflan ve EMS kombinasyonu deneyleri.




3.5. MORFOLOJIK NUKLEUS DUZENSIZLIK ANALIZI

Morfolojik  niikleus  diizensizlikleri  periferik  kan eritrositlerinde
degerlendirilmistir. ~ Kuyruk damarindan elde edilen kan, temiz preparatlara
yayildiktan sonra havada kurutulmus, arkasindan %95’lik etanolde 20 dk fikse
edilmistir. Hazirlanan yayma preparatlar daha sonra %5’lik Giemsa ¢ozeltisinde 20

dk boyanmislardir.

Morfolojik niikleus diizensizlikleri Carrasco ve arkadaglarina [6] gore;
centikli niikleus, tomurcuklu niikleus, loblu niikleus ve biniikleus olmak {izere
baslica dort grup altinda toplanarak degerlendirilmislerdir. Degerlendirmeler i¢in her
preparattan 1000 hiicre sayilmistir. Periferal eritrositlerdeki mikroniikleus ve diger

niikleus diizensizlikleri sematik olarak Sekil 3.4’de gosterilmistir.

a) Centikli Niikleus: Niikleus zarinda niikleus igerisine dogru olusan, gozle belirgin
bir bigimde ayirt edilebilen ve kromatin icermeyen ¢entik seklindeki girintilere sahip

niikleus yapisi.

b) Tomurcuklu Niikleus: Niikleus zarindan disar1 dogru ¢ikintilar yapan, kromatin

iceren kii¢lik tomurcuklanmalara sahip niikleus yapisi.

¢) Loblu Niikleus: Tomurcuklara oranla daha biiyiik ve/veya daha fazla sayida

loblar iceren niikleus yapist.

d) Biniikleus: Bir hiicre igerisindeki iki adet niikleus bulunma durumu.

3.6. ISTATISTIK ANALIZLER

Kolmogorov—Smirnov  testi  verilerin normal dagilima uyduklarim
gosterdiginden dolayi, mikroniikleus verilerinin grup olarak degerlendirilmesinde
parametrik bir test olan tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilmigtir. Doz ve
uygulama siiresi arasindaki etkilesimlerin karsilastirilmasi i¢in ¢ift yonlii varyans

analizi kullanilmistir. Varyans analizindeki ¢oklu karsilastirmalar i¢cin LSD (Least
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Significant Difference) testi uygulanmistir. Askorbik asit kombinasyonlarinin ikili

karsilastirmalari i¢in ise student’s t - testi kullanilmustir.

Centikli Niikleus Tomurcuklu Niikleus Loblu Niikleus
. 0
Bintikleus Mikroniikleus

Sekil 3.4. Periferal eritrositlerde mikroniikleus ve morfolojik niikleus
diizensizlikleri [5].
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. Etken Madde Trifluralin’in Genotoksik Etkileri

4.1.1.1. Mikrontukleus verileri

Trifluralin’in 1pg/L, Spg/L ve 10ug/L’lik dozlarima 3, 6 ve 9 giinliik
periyotlarla maruz birakilan Oreochromis niloticus 6rneklerinde yapilan analizler
sonucunda periferal kan eritrositlerinde belirlenen ortalama mikroniikleus frekanslar
Cizelge 4.1°de ve Sekil 4.1’de gosterilmistir. Buna gore, trifluralinin 1, 5 ve
10pg/L’lik dozlart her i uygulama periyodu boyunca da negatif kontrolle
karsilastirildiginda mikroniikleus frekanslarinda anlamli derecede yiikselmelere
neden olmuslardir (P<0.001). Bununla birlikte en yiliksek mikroniikleus frekanslar1 6
giinlik uygulama grubunda belirlenmistir. Buna gore 6 giinliik uygulama sonunda
kontrol grubundaki mikrontikleus frekansi %o 3.23 iken bu oran 1, 5 ve 10pg/L’lik
dozlarda sirasiyla %o 19.53, %o 22.06 ve %o 24.00 olarak belirlenmistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan EMS, negatif kontrol grubuna oranla her ii¢ uygulama
stiresinde de mikroniikleus frekanslarinda anlamli diizeyde artisa yol agmistir (P <
0.001). 3, 6 ve 9 giinliik uygulamalarda kontrol grubundaki mikroniikleus frekanslar
%0 3.06, %o 3.23 ve %o 3.40 olarak belirlenirken bu oranlar pozitif kontrol EMS
uygulanan gruplarda sirastyla %o 23.33, %0 19.33 ve %o 22.93 olarak belirlenmistir.
Trifluralin i¢in ¢oziicli olarak kullanilan metanol kontrol grubunda negatif kontrol
grubuna oranla bir miktar artis oldugu goriilmekle birlikte bu artiglarin istatistik
olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (P > 0.05). Trifluralin uygulama gruplarinda
doz-siire etkilesimi istatistik olarak anlamli bulunmamistir (P > 0.05). Uygulama
stiresindeki artisin mikroniikleus frekansinda bir artigsa yol agmadigi, aksine 9 giinliik
uygulamada istatistiksel olarak anlamli miktarda olmamakla birlikte bir diisiise yol

actig1 belirlenmistir (P<0.001).
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Cizelge 4.1. Trifluralin uygulanan Oreochromis niloticus 6rneklerinde belirlenen mikroniikleus frekanslari (%o Ortalama + S.H.).

Uygulama Negatif Metanol Pozitif Trifluralin

Siiresi Kontrol Kontrol Kontrol 1 pg/L 5 ug/L 10 pg/L

3 Giin 3.06 £ 0.47 473 +1.16 2333 £2.20 *** 1873 £2.82 ***  16.60 £2.64 *** 2]1.60 £ 1.30 ***
6 Giin 3.23+£0.72 5.66 £ 0.44 19.33 £1.90 *** 1953 £2.79 *** 22,06 £ 3.44 *** 24.00 £ 3.36 ***
9 Giin 3.40 +£ 0.97 5.60+0.52 2293 £2.36 **%*  16.46£1.90 ***  20.13 £2.30 *** 18.13 £ .93 ***

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<(.001



4.1.1.2. Morfolojik niikleus diizensizlik verileri

Trifluralin’in {i¢ farkli dozuna (1, 5 ve 10ug/L) ti¢ farkl siire (3, 6 ve 9 giin)
boyunca maruz birakilan ~ Oreochromis niloticus orneklerinin periferal kan
eritrositlerinde yapilan morfolojik niikleus diizensizlikleri analizlerinin sonuglari
Cizelge 4.2°de verilmistir. Cizelge 4.2°de goriildiigii lizere pozitif kontrol olarak
kullanilan EMS, ii¢ farkli dozda ve {i¢ farkli uygulama siiresinde farkli diizeylerde
olmakla birlikte ¢ogunlukla anlamli artiglara yol agmigtir (P < 0.001). Coziicii
(Metanol) kontrol gruplarinda 3. giindeki loblu niikleus frekansindaki artig (P < 0.05)
disindaki uygulama gruplarinda anlamli bir artisa rastlanmamistir (P > 0.05).
Trifluralin’in ti¢ farkli dozundan elde edilen sonuglara baktigimizda farkli anlam
diizeylerinde olmakla birlikte tiim morfolojik niikleus diizensizliklerinde anlaml
artiglar meydana geldigi belirlenmistir (P < 0.001). Morfolojik niikleus diizensizlik
tipleri karsilastirildiginda centikli niikleus olusumlarinin en yliksek diizeyde artis
gosteren grup oldugu belirlenmistir. Ornegin 3 giinliik uygulamada kontrol grubunda
%0 1.73 olarak belirlenen g¢entikli niikleus frekansinin 10 pg/L’lik uygulamadan
sonra tam 22 kat artarak %o 38.06 yiikseldigi tespit edilmistir. Morfolojik niikleus
diizensizlikleri agisindan doz — siire etkilesimlerinin istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 belirlenmigtir ( P > 0.05).

4.1.2. Ticari Form Treflan’in Genotoksik Etkileri

4.1.2.1. Mikronukleus verileri

Treflan herbisitinin 1pg/L, Spg/L ve 10 pg/L’lik trifluraline esdeger
konsantrasyonlarina 3, 6 ve 9 giinliik siireler ile maruz birakilan Oreochromis
niloticus orneklerinde yapilan analizler sonucunda periferal kan eritrositlerinde
belirlenen ortalama mikronukleus frekanslar1 Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Buna gore, 3 gilinliikk uygulama gruplarinda Spg/L ve 10 pg/L’lik
dozlara maruz kalan 6rneklerdeki mikroniikleus frekanslari anlamli oranda artis
gosterdigi belirlenmistir (P < 0.05). Bunun yaninda 6 ve 9 giinliik uygulamalarda,
her {i¢ doz grubunda da farkli anlam diizeylerinde olmakla birlikte istatistiksel

olarak anlamli artislarin oldugu belirlenmistir (P<0.001).
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Cizelge 4.2. Trifluralin’e maruz birakilan O. niloticus eritrositlerinde morfolojik niikleus diizensizlik frekanslari (%o Ortalama + S.H.).
(BN: bintikleus, LN: loblu niikleus, TN: tomurcuklu niikleus, CN: Centikli niikleus).

Niikleus Siire Negatif Coziicii Pozitif Trifluralin

Diizensizlikleri Kontrol Kontrol Kontrol 1 pg/L 5 ug/L 10 pg/L

BN 3gin 147+0.17 4.53+0.98 12.66 £2.70 *** 613+ 1.57 10.13+£3.90 ** 686+ 1.22 *
6gin 380+1.12 3.60+1.34 1020+ 1.78 * 13.06 + 4.66 ** 12.60+0.98 ** 593+ 1.24
9giin 240+1.33  20.60+3.05 6.73 £ 1.12 *%**  1400+£2.10 ** 11.40+£3.52 * 10.93+3.21 *
Jgin 046+0.19 333+£042* 10.40 £ 0.82 *** 913 +£0.86 *** 680+ 1.37 ***  10.73 £ 1.33 ***

LN 6gin 1.40+0.13 1.86+0.23 10.60 £ 1.76 *** 10.66 = 1.94 *** 11.80+ 1.95 *** 980+ 1.88 ***
9gin 1.66+0.72 2.33+£0.37 13.00 & 1.55 *** 15,13 £ 1.62 *** 11.86+ 1.28 *** 8.00+£ 1.12 ***
3gin 033+0.15 0.53+0.13 1.46+0.30 * 1.53+£042 * 3.00 £ 0.60 *** 2,00+ 0.40 **

TN 6gin 026+0.11 086=+0.29 2,66+ 0.30 ***  433+£(0.59 *** 286+ 0.49 *** 340+£0.5] F**
9gin 0.40+0.13 0.80 £ 0.24 473 +£0.66 ***  553+0.59 ***  426+0.35*** 506+ 0.70 ***
3giin 1.73+0.50 3.73+0.33 29.20 £ 1.55 *** 30.60 £ 2.30 *** 2873 £2.21 *** 38.06+£2.17 ***

CN 6gin 1.60+0.16 3.80+0.35 26.26 £ 1.33 *** 2460+ 1.81 *** 21.00+1.45 *** 32,60+ 1.82 ***
9giin 246+0.61 546+0.52 49.53 +£2.61 ***  46.06 & 2.92 *** 3626+ 2.19 *** 3753 %273 ***

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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Cizelge 4.3. Treflan herbisiti uygulanan Oreochromis niloticus 6rneklerinde belirlenen mikroniikleus frekanslart (%o Ort +£S.H.).

Uygulama Negatif Pozitif Treflan

Siiresi Kontrol Kontrol 1 pg/L 5 pg/L 10 pg/L

3 Giin 3.06 £0.47 23.33 £2.20%** 3.13+0.33 9.60 £ 1.16 **  8.40+0.45*

6 Giin 3.23+0.72 19.33 £ 1.90%** 7.46 +£0.90 * 8.86 £0.68 * 13.93 £ 1.39 ***
9 Giin 3.40+0.97 22.93 £2.36%** 8.33+0.56 * 19.6 £2.14 *** 182+ 1.06 ***

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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Sekil 4.1. Trifluralin’e maruz birakilan O. niloticus eritrositlerinde belirlenen
mikroniikleus (MN) frekanslar1 (* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001).
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Sekil 4.2. Treflan’a maruz birakilan O. niloticus eritrositlerinde belirlenen
mikroniikleus (MN) frekanslar1 (* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001).
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En yiiksek mikroniikleus frekanslar1 9 giinliik uygulama grubunda gozlenmistir. Bu
grupta kontrol grubu mikroniikleus frekanst %o 3.40 olarak goézlenirken 1pg/L,
5pg/L ve 10 ng/L’lik doz gruplarinda mikroniikleus frekanslar sirasiyla %o 8.33, %o
19.6 ve %o  18.2 olarak belirlenmistir.  Trifluralin ile kiyaslandiginda
Treflan’inmikroniikleus olusturma potansiyelinin daha diisiik oldugu goriilmektedir.

Doz - siire etkilesimlerinin ise anlamli oldugu bulunmustur (P<0.05).

4.1.2.2. Morfolojik niikleus diizensizlik verileri

Treflan herbisitinin ti¢ farkli (1, 5 ve 10 ug/L) dozuna 3, 6 ve 9 giin boyunca
maruz birakilan Oreochromis niloticus periferal eritrositlerinde belirlenen morfolojik
niikleus diizensizliklerinin frekanslar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.  Biniikleus
frekanslar1 incelendiginde Treflan uygulamasimin higbir doz ve siire grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir artisa yol agmadigir goriilmistiir (P > 0.05). Loblu
niikleus verileri incelendiginde ozellikle 5 pg/L ve 10 pg/L doz gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli artiglarin oldugu goriilmektedir (P <0.01). Tomurcuklu
niikleus frekanslar1 her {i¢c doz ve siire grubunda da anlamli oranda artmistir (P <
0.01). Centikli niikleus verileri bir 6nceki deney grubunda oldugu gibi en yiiksek
oranda artig gosteren grup olmustur. Tiim doz ve uygulama siirelerindeki ¢entikli
niikleus frekanslar1 P<0.001 anlamlilik diizeyinde artis gostermistir. Mikroniikleus
verilerinde oldugu gibi Treflan herbisiti tarafindan olusturulan niikleus diizensizlik
frekanslarinin da genel olarak saf etken madde trifluraline oranla daha diisiik oranda

oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.4. Treflan herbisitine maruz birakilan O. niloticus eritrositlerinde morfolojik niikkleus diizensizlik frekanslari (%o Ortalama
+S.H.) (BN: biniikleus, LN: loblu niikleus, TN: tomurcuklu niikleus, CN: Centikli niikleus).

Nﬁkleu.s . _ Siire Negatif Pozitif Treflan
Diizensizlikleri Kontrol Kontrol 1 ug/L 5 pg/L 10 pg/L
BN 3 giin 1.47+0.17 12.66 & 2.70 *** 0.40£0.16 3.26+£0.72 473+ 1.67

6 giin 3.80+1.12 1020+ 1.78 * 2.46+0.76 4.60 £ 1.35 7.80£2.01

9 giin 2.40+1.33 6.73 £1.12 *** 4.40+0.59 3.06+0.38 3.46+0.55

3 giin 046+0.19 10.40 + (.82 *** 3.53+0.76 * 8.20 £ 1.49 *** 6.46 £ 1.33 ***
LN 6 giin 1.40+£0.13 10.60 = 1.76 ***  2.66 + 0.85 5.80 £ 0.51** 5.06 + 0.68 **

9 giin 1.66+0.72 13.00 £ 1.55 ***  2.80+0.40 6.86 &+ (.95 *** 446+0.81 *

3 giin 0.33+£0.15 1.46+0.30 * 2.00 £ 0.27 ** 2.53 £0.36 *** 2.06 £ 0.58 **
TN 6 giin 0.26+0.11 2.66 £ (.30 *** 2.46 £ (0.40 ** 1.66 £0.25 * 2.00+0.87 *

9 giin 0.40+0.13 4.73 £ 0.66 *** 220+043 * 1.86 £0.58 * 2.13+£0.53 *

3 giin 1.73+£0.50 29.20 £ 1.55 *** 15.73 £1.10 *** 17.73 £ 0.89 *** 15.60 £ 1.18 ***
CN 6 giin 1.60£0.16 26.26 £ 1.33 *** 16.86 £ 1.19 #** 20.53 £ 1.26 *** 22.06 £ 1.45 ***

9 giin 2.46+0.61 49.53 £2.61 *** 15,00+ 0.70 *** 1593 £ 1.39 *** 15,134 1.04 ***

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001



4.1.3. Askorbik Asitin Antigenotoksik Etkileri

Askorbik asit (% 0.05), etil metan sulfonat (10 mg/L) , trifluralin (10 pg/L)
ve Treflan (10 pg/L) kombinasyonlarina 6 giin boyunca maruz birakilan
Oreochromis niloticus eritrositlerinde belirlenen mikroniikleus ve morfolojik niikleus
diizensizlik frekanslar1 Cizelge 4.5’de verilmistir. Kontrol amaci ile su enjeksiyonu
uygulanan O. niloticus’larda mikroniikleus ve morfolojik niikleus diizensizlik
frekanslarinda enjeksiyon yapilmayan kontrol grubuna oranla herhangi bir farklilik

gozlenmemistir (Cizelge 4.5).

Sekil 4.3°de goriildiigli lizere yalnizca askorbik asit uygulanan orneklerin
eritrositlerindeki mikroniikleus frekanslari mikroniikleus ve morfolojik niikleus
diizensizlik frekanslarinda diisiise yol agcmistir. Bununla birlikte bu diisiis orani
yalnizca bintikleus (P < 0.05) ve loblu niikleus (P < 0.01) frekanslarinda istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.

Pozitif kontrol olarak kulanilan etil metan sulfonat uygulanan baliklarda %o
19.33 olarak belirlenen mikroniikleus frekansinin, askorbik asit ile kombine olarak
EMS uygulanan baliklarda yaklasik % 54 oraninda azalarak %o 8.66’ya diistiigii
belirlenmistir  (P<0.001). Benzer sekilde morfolojik niikleus diizensizlik
frekanslarinda da % 40 ile % 90 arasinda degisen ve istatistiksel olarak anlamli

oldugu (P<0.001) belirlenen diisiisler gozlenmistir (Sekil 4.4).

Trifluralin uygulanan O. niloticus’larda %o, 24.00 olarak belirlenen
mikroniikleus frekansinin askorbik asit ile kombine edilerek trifluraline maruz
birakilan baliklarda yaklasik olarak % 68 oraninda azalarak %o 7.66’ya diistiigii
belirlenmistir (P<0.001). Benzer sekilde biniikleus, tomurcuklu niikleus ve loblu
niikleus frekanslarinin da yaklasik % 30 oraninda azaldigi belirlenmistir (P<0.01).
Centikli niikleus frekansinin ise askorbik asit uygulamasi sonunda yaklasik % 50

oraninda diistiigii gézlenmistir (P<0.001) (Sekil 4.5).
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Cizelge 4.5. Askorbik asit (AA) uygulanan Oreochromis niloticus érneklerinde belirlenen mikroniikleus frekanslari.

Deney Mikroniikleus Niikleus Diizensizlik Frekanslari (%o)

Gruplan Frekanslar: (%o) BN LN TN CN

Su (Negatif Kontrol) 3.23+£0.72 3.80£1.12 1.40+0.13 0.26 +0.11 1.60 +£0.16
EMS (Pozitif Kontrol) 19.33 +£1.90 10.20 +1.78 10.60 + 1.76 2.66 +0.30 26.26 +1.33
Trifluralin 24.00 +3.36 593+1.24 9.80 +1.88 3.40+0.51 32.60 £ 1.82
Treflan 13.93 +1.39 7.80 £2.01 5.06+0.68 2.20 +£0.87 22.06 +1.45

Su Enjekte 3.33+0.35 2.16 £0.27 0.87+0.22 0.50+0.12 1.45+0.24

AA Enjekte 2.54 +£0.37 0.20+ 024" 0.79 +0.24 2 0.66 £0.10 1.16 £0.17
EMS + AA Enjekte 8.66 £ (.98 *** 1.00 + 0.28%** 2.04 £0.46 *** 1.60 £+ 0.25 *** 14.37 £ 1.05 ***
Trifluralin + AA Enjekte  7.66 +1.23 *** 1.16 £ 0.38** 2.66 £0.36 ** 1.05+0.14 ** 15.75 £ 1.36 ***
Treflan + AA Enjekte 8.37 £ 0.80 ** 1.04 £0.22 ** 1.25+£0.24 ** 1.74+0.15 * 1854 +1.21%*

(*, **, *** Deney ve Enjeksiyon grubu farklari, a, b; AA enjekte grup ile Su (Negatif kontrol) farklari.
* P<0.05, *b* P<0.01, *** P<0.001, *P<0.05, PP <0.01.
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Sekil 4.3. Askorbik asit (AA)’e maruz birakilan O. niloticus’larda
belirlenenmikroniikleus ve morfolojik niikleus diizensizlik frekanslari.
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Sekil 4.4. Askorbik asitin EMS (Etil Metan Sulfonat) tarafindan olusturulan
mikroniikles ve morfolojik niikleus diizensizlik frekanslar1 iizerindeki

etkileri.
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Trifturalin
Trifluralin + AA

Sekil 4.5. Askorbik asitin Trifluralin herbisiti tarafindan olusturulan mikroniikles ve
morfolojik niikleus diizensizlik frekanslari {izerindeki etkileri.
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Sekil 4.6. Askorbik asitin Treflan herbisiti tarafindan olusturulan mikroniikles ve
morfolojik niikleus diizensizlik frekanslari tizerindeki etkileri.
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Treflan uygulanan O. niloticus’larda %o 13.93 olarak belirlenen mikroniikleus
frekansinin askorbik asit ile kombine edilerek Treflan uygulanan baliklarda yaklasik
olarak % 40 oraninda azalarak %o 8.37’ye diistligii belirlenmistir. Askorbik asit ile
kombine edilerek Treflan uygulanan baliklardaki morfolojik niikleus diizensizlik
frekanslar1 incelendiginde biniikleus frekansinin % 87 (P < 0.01), loblu niikleus
frekansinin % 75 (P < 0.01), tomurcuklu niikleus frekansinin % 20 (P < 0.05) ve
centikli niikleus frekansinin da % 15 oraninda distiigii belirlenmistir (P < 0.05)

(Sekil 4.6).
Oreochromis niloticus eritrositlerinde belirlenen ¢esitli mikroniikleus ve

morfolojik niikleus diizensizlik olusumlarinin 6rnekleri Sekil 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11,
4.12,4.13 ve 4.14°de gosterilmistir (Biiyiitme x1000).
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Sekil 4.7. O. niloticus’da normal eritrosit hiicreleri.

Sekil 4.8. O. niloticus’da mikrontikleuslu eritrosit olusumu.
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Sekil 4.9. O. niloticus eritrositlerinde bintikleus, ¢entik ve biniikleuslu
mikroniikleus olusumlari.

Sekil 4.10. O. niloticus eritrositlerinde ¢entik, tomurcuk ve biniikleuslu mikroniikleus
olusumlari.
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Sekil 4.11. O. niloticus eritrositlerinde ¢entik ve tomurcuk olusumlari.

Sekil 4.12. O. niloticus eritrositlerinde lob, tomurcuk, ¢entik ve tri niikleus
olusumlari.
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Sekil 4.13. O. niloticus eritrositlerinde biniikleus, tomurcuk ve ¢entik olusumlari.

Sekil 4.14. O. niloticus eritrositlerinde lob, ¢entik tomurcuk ve mikroniikleus
olusumlari.
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4.2. TARTISMA

Modern diinyada insan sagligi ve ¢evre bliylik 6nem kazanmis ve aralarinda
pestisitlerinde bulundugu ¢evresel kirleticilerin olumsuz etkilerinin kontrolii zorunlu
hale gelmistir. Birgok gelismis iilkeye ciddi oOlgiilerde tarim iiriinii dis satisimizin
siirdligli glinlimiizde, sagligi, ¢cevreyi ve ekonomimizi koruyabilmek amaciyla, tarim
ilact kullaniminin geligmis iilkeler standartlarinda, ¢ok bilingli ve kontrollii yapilmasi
gerekmektedir.  Diger bir¢ok c¢evresel kirletici gibi pestisitlerin de uygulama
alanlarindan g¢evrenin farkli alanlarina ulagsmasindaki baglica yollardan biri sudur.
Pestisitler en biiylik cevresel etkilerini sucul ekosistemi kontamine ederek
gostermektedirler. Giintimiizde 6zellikle su rezervlerinin geri doniigsiiz bir sekilde
kullanilmast sucul ekosistemlerde yapilan ¢aligmalarin yogunluk kazanmasinda etkili

olmustur.

Pestisitlerin sucul ortamlardaki genotoksik etkilerinin laboratuvar ortaminda
test edilmesinde baliklarin etkin bir sekilde kullanilabilecegi cesitli ¢aligmalarla
gosterilmistir.  Cavas ve FErgene-Goziikara [98], bir insektisit olan lambda-
cyhalorthin’in Garra rufa’da (Cyprinidae) eritrosit mikroniikleus frekanslarini
anlamli oranda arttirdigin1 bildirmislerdir. Neuparth ve ark. [54], tarim alanlarinda
genis kullanima sahip olan endosiilfan1 laboratuvar sartlarinda Sparus aurata
(Perciformes) iizerinde incelemislerdir. Uygulama dozu ve siireye bagli olarak
eritrosit mikroniikleus ve eritrosit morfolojik niikleus diizensizlik frekanslarinda
anlamli oranda artiglar gozlediklerini bildirmiglerdir. Martinez-Tabche ve ark. [56],
laboratuvar sartlar1 altinda parakuat ve 2,4-diklorofenoksiasetik asit isimli iki
herbisitin farkli dozlarina maruz biraktiklart Oncorhynchus mikiss’in (Salmonidae)
solunga¢ hiicrelerinde komet testini kullanarak genotoksik hasarin arttigini
bildirmiglerdir. Farah ve ark. [52], 2,4-D’ye maruz biraktiklar1 Channa punctatus
(Perciformes) orneklerinde mikroniikleus frekanslarinin arttigini belirlemislerdir.
Cavas ve Konen [99], glyphosat herbisitine maruz birakilan Carassius auratus
orneklerinin periferal eritrositlerindeki mikroniikleus frekanslarinda ve DNA iplik

kirilmalarinda artis meydana geldigini bildirmislerdir.
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Pestisitlerin genotoksik etkileri incelenirken yalnizca etken maddenin etkilerinin
degerlendirilmesi yeterli olmamaktadir. Ciinkii dogal ortama uygulanan pestisitler
daima cesitli sekillerde hazirlanan ticari formiilasyonlarda kullanilmaktadirlar. Bu
noktada ticari formiilasyonun da etkilerinin incelenmesi dogal ortamlarda olusacak
risklerin belirlenmesi acisindan daha dogru bilgiler saglayacaktir. Bu nedenle en gecerli
yontem saf etken madde ve ticari formiilasyonlarin toksik etkileri agisindan
karsilastirilmalart olarak belirtilmektedir. Bu yontem, diger bireysel katki maddeleri
hakkinda direkt olarak bilgi vermekten ziyade tiim katki maddelerinin etkilerinin toplam
olarak belirlenmesine olanak saglamaktadir. Bu yaklasim tek tek tiim katki maddelerini
test etmekten daha yararlidir. Ciinkii bireysel igeriklerin tek tek test edilmesi ile
gbzlenemeyecek olan bazi aditif, antogonistik ya da sinerjistik etkilerin daha dogru

olarak belirlenmesine olanak saglamaktadir.

Bu ¢alismada da diinyada genis kullanim alanina sahip, dinitroanilin grubu bir
herbisit olan trifluralinin hem saf etken madde olarak kendisinin hem de Treflan
olarak adlandirilan % 45°lik ticari formiilasyonunun, hedef olmayan ekonomik bir
organizma olan Oreochromis niloticus (Pisces: Perciformes) iizerinde in vivo
genotoksik etkileri mikroniikleus testi ve morfolojik niikleus diizensizlik analizleri

kullanilarak incelenmistir.

Aralarinda Tirkiye’nin de bulundugu bircok filkede trifluralin kullanimi
yogun bi¢cimde devam etmektedir. Buna ragmen bazi ¢alismalardan elde edilen
veriler 15131nda bu herbisitin kullanim1 Danimarka, Isve¢ ve Norveg gibi iilkelerde

tiimiiyle yasaklanmistir

Akut toksisite verileri saf trifluralinin tatli su baliklarinda orta-yiiksek dereceli
toksik, deniz baliklarinda ise yiiksek dereceli toksik etkilere sahip oldugunu gdstermistir
[62]. Bununla birlikte trifluralinin % 46’lik ticari formiilasyonlarinin tatlisu baliklari
tizerinde yiiksek toksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Trifluralin’in baliklar
tizerindeki genotoksik etkileri heniiz ¢alisilmamis olmakla birlikte, trifluralinin diger
test sistemleri tlizerindeki genotoksik etkilerinin incelendigi cesitli arastirmalar

bulunmaktadir.
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Ribas ve ark. [71], in vitro olarak insan lenfosit kiiltiirlinde trifluralinin
genotoksik etkilerini; CA, SCE ve MN testlerini kullanarak S9 varliginda
aragtirmislardir. SCE degerlerinde anlamli ytlikselmeler belirlemelerine ragmen, CA
ve MN test sonuclarinda anlaml yiikselmeler belirlenmemistir. Ureme hiz1 indeksi
(Proliferative rate index = PRI) ve sitokinez bloke iireme indeksine (Cytokinesis
block proliferation index = CBPI) bakildiginda ise trifluralinin zayif sitotoksik
etkileri oldugunu belirtmislerdir. Sonug olarak bu arastiricilar trifluralinin insanlarda
genotoksik olmadigini 6ne siirmiislerdir. Gebel ve ark. [64], trifluralinin de i¢inde
bulundugu birkag herbisitin genotoksisitesini belirlemek icin disi ve erkek fareleri bu
herbisitlerin farkli konsantrasyonlarina maruz birakarak mikroniikleus frekansinda
meydana gelen degisiklikleri incelemislerdir. Trifluralin’in sadece disi farelerde ve
1.400mg/kg’lik dozunda mikroniikleus frekanslarinda anlamli yiikselmeler oldugunu
bildirmislerdir. Marine-Morales ve ark. [100], ticari trifluralinin (445g/L saflikta)
0.42ppm, 0.84ppm, 1.67ppm ve 3.74ppm’lik konsantrasyonlarima 24 ve 48 saat
stiresince maruz birakilan Allium cepa orneklerinde mikroniikleus frekansindaki
artis;, kromozomal hasarlart ve morfolojik niikleus  diizensizliklerini
degerlendirmislerdir. Calismada 3.74 ppm’lik degerin Allium cepa igin hiicre
boliinmesini durdurdugunu, diger {i¢ konsantrasyonun ise mutajenik etkilerinin

oldugunu bildirmisler ve trifluralinin anojenik bir ajan oldugunu belirtmislerdir.

Bu calismada, hem etken madde trifluraline hem de ticari formulasyon olan
Treflan’a maruz birakilan Oreochromis niloticus’larda mikroniikleus ve morfolojik
niikleus diizensizlik frekanslarinda olduk¢a ©Onemli miktarlarda artislarin oldugu
belirlenmistir. Trifluralinin yer yer pozitif kontrol olarak kullanilan EMS tarafindan

olusturulandan daha yiiksek mikroniikleus frekanslarina yol a¢tig1 goriilmiistiir.

Yapilan c¢esitli calismalarda dinitroanilin grubu herbisitlerin bitkilerin kok
ucu hiicrelerinde mikrotiibiil yapisin1 bozmak sureti ile hatali mitoz boliinmelere yol
acarak bitki biiyiimesini engelledigi gosterilmistir [101]. Mikrotiibiiller o ve 3
tiibiilin dimerlerinden olusan polimerik yapilardir [102]. Bu yapilar 6karyotik
hiicrelerde 1§ plikleri ve flagellum gibi yapilarin olusmasini saglayan temel

birimlerdir.  Trifluralin gibi dinitroanilin grubu herbisitlerin mitoz esnasinda
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kromozomlarin stabilitesinden sorumlu olan mikrotiibiiliin ana alt birimi olan tubulin
proteini ile reaksiyona girdigi boylece de anojenik etki gosterdigi bildirilmektedir
[103]. Ancak bu etkinin yalnizca bitki tubulinlerinde goriildiigii fakat hayvan ve
fungus tiibiilinlerinde goriilmedigi belirtilmesine ragmen trifluralinin Trypanosoma
sp., Leishmania sp., Plasmodium falciparum ve Toxoplasma gondii gibi parazitik
protozoonlarda mikrotiibiil yapisin1 bozdugu gosterilmistir [104]. Uzun yillardan
beri ticari herbisitler olarak kullanilmasina ragmen dinitroanilinlerin tubulin
proteinleri ile nasil etkilesime girdikleri, mikrotiibiil yapisin1 nasil bozduklar1 ve
neden Ozellikle bitki ve protozoon tiibiilinleri tlizerine etkili olduklari heniliz tam

olarak belirlenememistir.

Bu calismada elde edilen bulgular ayrica etken madde trifluraline maruz
birakilan Orneklerde belirlenen mikroniikleus frekanslarinin ticari formiilasyonu
Treflan’a maruz birakilan baliklarda belirlenenlere oranla daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Ticari formulasyonda bulunan katki maddeleri pestisitin toksisitesini
direkt olarak kimyasal yapisini degistirmek veya ¢oziiniirliigii etkilemek sureti ile
arttirabilir ya da azaltabilirler [105]. Ornegin Pickering ve ark. [106], organofosfath
insektisitlerin emulsiyon formulasyonlarinin sazanlarda teknik etken maddeye oranla
daha fazla toksik oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde, bazi herbisitlerin toz

formlariin s1vi formulasyonlardan daha az toksik oldugu bildirilmistir [107].

Etken madde ticari formiilasyon arasindaki sucul toksik etkilere dair en
kapsamli caligmalardan biri 1986 yilinda Mayer ve Ellersieck [108] tarafindan
yuritilmustir. Bu caligmada etken madde ile formiilasyonlar arasinda toksisite
acisindan yiiksek oranda varyasyonlar oldugu gozlenmistir.  Bu farkliliklarin
kullanilan test metoduna, secilen test organizmalarina bagl olabilecegi bildirilmistir.
Bu sonuglar 1s18inda da ticari formiilasyonun toksik etkilerinin etken maddeye
bakarak tahmin edilemeyecegi sonucuna varmiglardir. Sucul ortamlarda ticari
formiilasyonlarin  toksisite acisindan farkliliklar gostermesinin  en 6nemli
sebeplerinden biri de formiilasyonlardaki maddelerin her zaman tiimiiyle suya
ulasamiyor olmasidir. Aktif maddeler ve diger katki maddeleri genelde emilim ve

biyotik-abiyotik par¢alanma ozellikleri agisindan farklilik gosterirler bu nedenle de
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genelde sucul ortama ulasmadan Once ayrisima ugrayabilmektedirler. Schmuck ve
ark. [109], baliklar {izerinde yaptiklar1 273 pestisit etken madde ve ticari
formulasyonun karsilastirmali toksisite ¢aligmalart sonucunda ticari formulasyonlarin
% 75’inden fazlasinin saf etken maddeden daha fazla toksik olmadigini
belirlemiglerdir. Yine Bradbury ve ark. [110], prethroid grubu bir pestisit olan
Fenvelerat’in sivi olarak formule edilmis formunun toksik etkisinde azalma oldugunu
bildirmislerdir. Bu durumun formulasyonda kullanilan ¢6ziicii maddelerin solungag
membranlart ile interaksiyona girmeleri nedeni ile pestisit alimmin azalmis

olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Askorbik asit ya da diger adiyla vitamin-C yaygin bir kullanim alanina sahip
olan bir antioksidan maddedir. Askorbik asitin genotoksik 0Ozellige sahip olan
maddelerin yol actig1 hasarlar1 indirgedigi yani antigenotoksik 6zellige sahip oldugu

cesitli test sistemleri ve organizmalari kullanilarak gosterilmistir.

Premkumar ve Bowlus [88], etkili bir oksidan olan demirin genotoksik
etkilerini fare kemik iligi hiicrelerinde, polikromatik eritrositlerde meydana gelen
mikroniikleus frekanslarini arastirarak incelemislerdir. C3H/He farelerini Once
100mg/kg ve 300mg/kg demir igeren besinlere maruz birakmislardir. Ardindan her
iki gruba da 15mg/kg askorbik asitle birlikte, 100mg/kg ve 300mg/kg demir igerikli
besinleri birlikte vermislerdir. Calisma sonunda 100mg/kg demir igeren grupla,
15mg/kg askorbik asit +100mg/kg demir igeren gruptaki mikroniikleus frekanslarinin
benzer oldugunu belirlemislerdir. 300mg/kg demir igeren grupla, 15mg/kg askorbik
asit + 300mg/kg demir igeren gruplardan elde edilen veriler karsilastirildiginda ise
askorbik asitin mikroniikleus frekanslarini diisiirdiigiinii gozlemlemislerdir. Sonug
olarak askorbik asitin demirin klastojenik etkilerine karst koruyucu oldugunu

bildirmislerdir.
Bagka bir calismada Ahmad ve ark. [92], 24, 48 ve 72 saat boyunca

hidrokortizona maruz birakilan insan lenfosit kiiltiiriinde, karotenoid (beta-karoten),

kurkumin, askorbik asit ve flavonoid gibi bazi bitkisel iiriinlerin antigenotoksik
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etkisini arastirmiglardir. Askorbik asit ve kurkuminin, diger iki antioksidanttan daha

etkili oldugunu belirtmislerdir.

Surjyo ve Anisur [12], fareleri kansere neden olan % 0.06’lik p-
dimetilaminoazobenzen  (p-DAB) ve %  0.05’lik  fenobarbital (PB)
konsantrasyonlarina maruz birakmislardir. Ardindan bu kimyasallarin meydana
getirdigi genotoksisite, sitotoksisite ve doku hasarlarina kars1 % 1’lik askorbik asitin
koruyucu etkisini arastirnuslardir. Istatistik verilerin 1s131nda askorbik asitin, p-

DAB’1n genotoksisitesine kars1 fareleri korudugunu bildirmislerdir.

Kaya [86], “multiple wing hairs” (mwh, 3-0,3) ve “flare” (flr, 3-38,8) genleri
bakimindan 3-giinliikk transheterozigot Drosophila larvalarini etil metansiilfonat
(EMS), metil metansiilfonat (MMS) ve N-nitrozo N-etiliire (ENU) gibi mutajenlere
maruz biraktiktan sonra mutasyon ve rekombinasyon teknigini kullanarak bu ii¢
mutajenin genotoksik oldugunu bildirmistir. Askorbik asitin tek basina uygulanmasi
durumunda mutajenik bir etkiye yol agmadigini, yukarida belirtilen iic mutajenle
birlikte alindiginda ise genotoksik etkileri azalttigin1 belirlemisler ve bu sonuglar

15181nda askorbik asitin antigenotoksik 6zellige sahip oldugunu bildirmistir.

Antioksidanlarin kimyasallarin neden oldugu mutasyonlar1 farkli yollarla
azaltabilecegi belirlenmistir. Bu yollar; 1) Elektrofilik mutajenlerin DNA {iizerinde
baglanacagr alanlara baglanirlar, 2) Oksidasyon uygulamasini durdurarak,
promutajen bioaktivasyonunu inhibe ederler ve 3) Promutajenin elektrofolik

metabolitleriyle reaksiyona girerler seklindedir [111].

Kaya [86], calismasinda askorbik asit mekanizmasinin bir nolu mekanizmaya
gore isledigini belirtmistir. Yani EMS, MMS ve ENU’nun baglanacag1 yerlere
askorbik asit baglanmistir. Yapilan diger ¢aligmalarda; askorbik asitin N-nitrosa
bilesenlerini, benzo(a)pyrene ve aflatoksinB1 gibi diger mutajenlerin islevlerini

inhibe ettigi belirtilmigtir [112-113].
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Bu caligmada antigenotoksik 6zelligi ¢esitli ¢alismalarda gosterilmis olan bir
antioksidan madde olan askorbik asitin, ya da diger adiyla vitamin C’nin, etil metan
sulfonatin, trifluralinin ve Treflan’in genotoksik etkisini diisilirlip diisiirmeyecegi
aragtirllmistir. Oreochromis niloticus tiirii ¢alisilarak, bu tiiriin antigenotoksisite test

sistemlerinde de model olarak kullanilabilirligi incelenmistir.

Baliklar askorbik asidi sentezleyemezler, dolayisiyla vitamin C’nin tek
kaynagi yemdir. Bu nedenle askorbik asit balik yetistiriciliginde olduk¢a 6nemli
yere sahip olan bir maddedir [114]. Baliklarda bu vitaminin 6nemli bazi
fonksiyonlart enzim ve hormonlar1 oksidasyondan korumasi, biiylimenin
diizenlenmesi, kolajen sentezi, eritrosit olgunlasmasit gibi siireglerde etkili
olmaktadir. Vitamin C eksikliginde baliklarda omurga deformasyonlar1 (Lordasis,
Skoliyosis), kollajen teskilinde bozulma, g6z lezyonlari, karaciger, bobrek, ve
bagirsaklarda hemoraji, renkte koyulagma, deride hemoraji ve epitel kaybi gibi

rahatsizliklar meydana gelebilmektedir [115].

Bununla birlikte askorbik asitin baliklar {izerindeki antigenotoksik etkilerine

dair yapilan ¢alismalar son derece sinirlidir.

Bibhas ve ark. [116], Hindistan’da endemik bir balik tiirii olan Anabas
testudineus’da etil metan siilfonat (EMS) tarafindan olusturulan genotoksisite tizerine
askorbik asit ve B-karoten uygulamasinin etkilerini mikroniikleus testi ve sperm bas

diizensizlikleri analizini kullanarak arastirmislardir.

Guha ve Khuda-Bukhsh [117], genotoksik etkiye sahip EMS uygulanan,
Oreochromis mossambicus tiirii baliklarda askorbik asitin antigenotoksik etkilerini
morfolojik niikleus diizensizlik analizi, kromozom diizensizlikleri ve sperm

diizensizlikleri testlerini kullanarak incelemislerdir.
Jiraungkoorskul ve ark. [118], kadmiyuma maruz kalan Puntius altus tiirii

baliklarda askorbik asitin antigenotoksik etkisini mikronukleus ve morfolojik

niikleus diizensizlik test sonuglarini karsilastirarak analiz etmislerdir.
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Bu calismada da, tek basina EMS, trifluralin ve Treflan uygulanan gruplarda
gozlenen mikroniikleus ve morfolojik niikleus diizensizlik frekanslarindaki artiglarin
askorbik asit ile kombine edilerek uygulanan gruplarda anlamli derecede diisiise
gectigi goriilmiistiir. Askorbik asit tek basina uygulandiginda ise kontrol grubuna

oranla istatistiksel olarak 6nemli herhangi bir genotoksisite artisina yol agmamustir.

Genel olarak askorbik asit DNA, RNA ve proteinler gibi hiicresel hedefleri
maskelemek suretiyle mutajenlerin bu yapilara baglanmasint engelleyerek
antigenotoksik etkisini gdstermektedir. Bu ¢aligmada da askorbik asit uygulamasinin
EMS tarafindan olusturulan mikroniikleus frekansini diisiirmesi EMS’nin direkt
olarak DNA’ya baglanmasini engellemek suretiyle gerceklesmis olabilecegi
distiniilmektedir. Bununla birlikte askorbik asitin trifluralin ve Treflan tarafindan
olusturulan mikroniikleus frekanslarinin azalmasini hangi mekanizma ile sagladigi
konusunda kesin bir veri bulunmamaktadir. Ancak Landino ve ark. [119], askorbik
asit uygulamasinin in vitro olarak peroksinitrit anyonlar1 tarafindan olusturulan
tiibiilin polimerizasyonuyla baglantili mikrotiibiil bozulmalarini normal diizeye
diisiirdiigiinii gostermislerdir. Benzer sekilde Pryzwansky ve ark. [120], askorbik
asit uygulamasinin mikrotiibiil polimerizasyonunu arttirdigin1 bildirmislerdir. Ancak
baliklarda trifluralin ve Treflan’in mikrotiibiil yapilarimi etkiledigine dair bir veri

bulunmadigi i¢in bu konuda ilave arastirmalarin yapilmas: gerekmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu caligmada oncelikle genis alanda kullanilan bir herbisit olan trifluralinin

ve ticari formulasyonu olan Treflan’in baliklar tizerindeki genotoksik etkileri

mikroniikleus ve nikleus duzensizlik testi kullanilarak Oreochromis niloticus

tizerinde incelenmistir. Ek olarak bu maddelerin genotoksisitesi iizerine askorbik

asitin antigenotoksik etkisinin olup olmadigi; trifluralin, Treflan ve EMS ile askorbik

asit kombinasyonlarina maruz birakilan 6rnekler iizerinde mikroniikleus ve niikleus

diizensizlik testi kullanilarak incelenmistir.

Calismada elde edilen sonuclar1 sdyle siralayabiliriz;

Trifluralin’in tiim uygulama dozu ve siirelerinde O. niloticus periferal
eritrositlerinde mikronukleus ve nukleus diizensizlik frekanslarinda Onemli

diizeylerde ylikselmelere neden oldugu belirlenmistir.

Treflan‘in  6zellikle 10pg/L’lik dozunun 6 ve 9 giinlik uygulamalan ile
S5ug/L’lik dozun 9 gilinlik uygulamalart sonunda O. niloticus periferal
eritrositlerinde mikroniikleus frekansinda anlamli ytlikselmeler belirlenmistir. Bu
nedenle hem trifluralinin hem de ticari formiilasyonu olan Treflan’in baliklar
iizerinde genotoksik etki gdsterme potansiyeline sahip olduklar1 belirlenmistir.
Bununla birlikte rifluralinin genotoksik etkisinin ticari formiilasyona gore

yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Askorbik asitin tek basina uygulandiginda O. niloticus tizerinde herhangi bir
genotoksisiteye neden olmadigi, bunun aksine anlamli olmamakla birlikte
kendiliginden varolan mikroniikleus frekansinda belirli bir diisiise yol agtig1
belirlenmistir. Askorbik asitin, genotoksik etkileri gdsterilmis olan trifluralin,
Treflan ve EMS ile birlikte uygulanmasi durumunda ise mikroniikleus ve
morfolojik niikleus diizensizlik frekanslarinda anlaml diislislere neden oldugu

gOriilmiistir.
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Askorbik asitin genotoksik kimyasallarin O. niloticus iizerinde olusturdugu
hasarlar1 indirgemis olmasi, diger bir deyisle antigenotoksik etki gostermis
olmasi, genetik toksikoloji ¢aligmalarinda model olarak kullanilan bu tiiriin aynm
zamanda antigenotoksisite ¢aligmalarinda da model olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.

(Calisma 15181nda ortaya ¢ikan oneriler sunlardir;

Trifluralin’in sucul ortamlardaki genotoksik risklerinin daha iyi anlasilabilmesi

icin diger sucul canlilar iizerinde de genotoksisite ¢alismalar1 yapilmalidir.

Omurgali tiibiilinlerini etkilemedigi i¢in anojenik etkilere yol agmadigi One
striilen trifluraline maruz kalan baliklarda belirlenen yiliksek mikroniikleus

frekanslarinin olusum mekanizmalarini aydinlatacak caligmalar yapilmalidir.

Su friinleri kontrol yonetmeliginde trifluralin herbisiti icin belirtilen limit

degerleri yeniden degerlendirilmelidir.

Su kalitesi ve kirliligi degerlendirmelerinde limit degerleri belirlenirken sadece
toksisite testleri degil genotoksisite testleri ve bu testlerden elde edilen veriler de

yonetmelikler kapsamina alinmalidir.

Tarim alanlarina yakin olan sucul bolgelerden alinacak olan su ornekleri
genotoksik pestisitlerin diizeyinin belirlemesi i¢in diizenli araliklarla analiz

edilmelidir.

Gerekirse trifluralinin  Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC:
International Agency For Research on Cancer ) tarafindan belirtilen kanserojen
potansiyeli ve hedef olmayan canlilar {izerinde yiriitilen genotoksisite
testlerinden elde edilen veriler g6z Oniine alinarak bu herbisitin iilkemizdeki

kullanimi da tiimiiyle yasaklanmasi géz 6niine alinmalidir.
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Zirai Ureticiler kimyasal tarim yerine organik tarima yonlendirilmelidir.
Bir antioksidan olan Askorbik asitin baliklar {izerinde de antigenotoksik etkiye

sahip oldugu gosterildiginden dolay1 balik yetistiriciliginde askorbik asitin

genetik stabilite agisindan saglayacagi yararlar da degerlendirilmelidir.
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