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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI TIPTEKI FUNGUSITLERIN MUHTEMEL MUTAJENITELERI
UZERINE BiR CALISMA

Dilek AKYIL
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Muhsin KONUK

Bu calismada, tarim sektoriinde oldukga sik kullanilan 4 farkli pestisitin (fluoroglycofen-ethyl,
fenoxanil, pyracarbolid ve benodanil) mutajenik etkileri, kisa zamanli bakteriyel mutajenite test
sistemlerinden olan Salmonella/mikrozom test sistemi ile aragtirilmistir. Calismada Salmonella
typhimurium’un iki susu olan TA 98 ve TA 100 suslari kullanilmistir. Bunun icin her iki sus
mikrozomal enzimler iceren metabolik aktivasyon (S9) varliginda ve yoklugunda, ilk iic madde
icin test bilesiklerinin 0.1 pg/plak, 1 pg/plak, 10 pg/plak, 100 pg/plak ve 1000 pg/plak
konsantrasyonlari, benodanil i¢in ise 0.05 pg/plak, 0.5 pg/plak, 5 pg/plak, 50 pg/plak ve 500
pg/plak konsantrasyonlarinda iki bagimsiz paralel deneyde test edilmistir. S9 yoklugunda pozitif
kontrol olarak TA 98 icin 4-nitro-o-fenilendiamine, S9 varliginda ise 2-aminofluorene, TA 100
icin ise S9 varlig1 ve yoklugunda sodyum azid kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise ¢oziicii
DMSO ve spontan kontrol gruplar1 kullanilmistir. Test sonuglar iki deneyin ortalamasi alinarak
degerlendirilmis, pozitif ve negatif kontrol gruplari ile karsilastirilmistir. Sonug olarak; test edilen
bu pestisitlerden sadece fenoxanil’in TA 100 susunun S9 varliginda ve yoklugunda 100 ve 1000

pg/plak dozlarinda mutajeniteye rastlanilmigtir.

2006, 98 sayfa

Anahtar Kelimeler: Ames test, mutajenite, pestisitler, fluoroglycofen-ethyl, fenoxanil,

pyracarbolid, benodanil



ABSTRACT
M.Sc

A STUDY ON POSSIBLE MUTAGENICITY OF DIFFERENT TYPES OF FUNGUCIDES

Dilek AKYIL

Afyon Kocatepe University

Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor: Prof.Dr. Muhsin KONUK

In this study, the mutagenic effect of 4 different pesticides (fluoroglycofen-ethyl, fenoxanil,
pyracarbolid ve benodanil) used in agriculture widely have been investigated by using short-term
bacterial mutagenicity test system namely Salmonella/microsome. In the Salmonella/microsome
test system the mutant strains used are Salmonella typhimurium TA 98 and TA 100. Therefore,
both test strains were tested in the absence or presence of S9 metabolic activation. For this, the
first three test compounds 0.1 pug/plate, 1 pg/plate, 10 pg/plate, 100 pg/plate and 1000 pg/plate
concentrations, and for benodanil; 0.05 pg/plate, 0.5 pg/plate, 5 pg/plate, 50 pg/plate and 500
Lg/plate concentrations were tested in two paralel independent experiments. At the absence of S9,
4-nitro-o-fenilendiamine, at the presence of S9, 2-aminofluorene was used as a positive control for
TA 98. At the absence and presence of S9, sodium azid was used as a positive control for TA 100.
DMSO solution and spontaneous control groups were used as a negative control. Results of
experiments were compared with positive and negative control groups data. Consequently; among
these four pesticides, only 100 and 1000 pg/plate doses of fenoxanil was found mutagenic in TA

100 with or without S9.

2006, 98 pages

Key words: Ames assay, mutagenicity, pesticides, fluoroglycofen-ethyl, fenoxanil, pyracarbolid,

benodanil
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1. GIRIS

Son yillarda giderek artan niifus ve buna bagh olarak da ¢evre kirliligi, yasayan
biitiin canlilart olumsuz yonde etkilemekte ve canlilarin sagliklarini her yonden
tehdit etmektedir. Sanayilesme, kullanilan c¢esitli ilaglar, gidalara katilan
tatlandirict1 ve renklendiriciler, tarimda bitkileri zararlilardan korumak igin
kullanilan cesitli kimyasallar cevre Kkirliligine biiyiilk Olgiide sebep olan
etmenlerdir. Sonugta bu kirlenmeler tiim canlilarin giinliik yasamlarinda dogrudan
ya da dolayl olarak canlilara zarar vermekte ve ¢evre kirliligi toplumlarda 6nemli
bir sorun haline gelmektedir. Canlilarin olumsuz yonlerde etkilenmesine neden

olan sorunlarin baginda dogal ya da sentetik kimyasal maddeler gelmektedir.

Endiistri devriminin ardindan, I. Diinya Savas1 ve 6zellikle II. Diinya Savasi’ndan
sonra sentetik kimyasal maddelerin sayisi ve iiretiminde biiyilk bir gelisme
olmustur. Bugiin 5.000.000 kimyasal madde bilinmektedir. Tip, tarim, endiistri ve
ev gereksiniminde kullanilanlarin sayist1 70.000’e ulasmistir. Son 50-100 yil
icerisinde tip, endiistriyel, tarimsal ve ev gereksinimleri i¢in kullanilan kimyasal
maddelerin say1 ve miktar olarak hizla artmasi, niikleer enerjinin kullanilmas: ile

ortaya bircok toksikolojik olaylar ¢ikmistir (Vural 1996).

Cevresel faktorlerin, kalittmsal dogum bozukluklari, kalp hastaliklari, yaslanma,
katarakt ve gelisimsel dogum bozukluklarina neden olmalarinin yam sira kanserin
temel nedeni olduklarina iligkin hipotez, giin gectikce destek kazanmaktadir.
Ureme hiicrelerinin DNA’sinda ortaya ¢ikan hasar, gelecek kusaklarda kendini
gosterecek genetiksel bozukluklara neden olabilir. Somatik hiicrelerin DNA’sinda
ortaya cikan mutasyon, normal hiicresel mekanizmalar1 degistirerek, kanserli

hiicrelerin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Vural 1996).

Mutasyonlar kendiliginden veya kimyasal maddeler ya da iyonize radyasyon gibi
dis faktorlerin etkisiyle meydana gelmektedirler. Siklikla genetik toksisiteye sebep
olan c¢evredeki bu mutajenik maddelerin aktivitelerinin goézlemlenmesi ve

degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir (Sato ve Tomita 2001).



Insan cevresindeki kimyasal kirlilik tamamen kontroliimiiz diginda hizla
artmaktadir. Pestisitler de, bu kimyasal c¢evre Kkirleticilerinden bir kismim
olusturur. Fazla miktarda ve yaygin olarak pestisit kullanim1 biiyiik tarimsal iiriin
kayiplarin1 azaltirken, bir yandan da insanlar i¢in giderek artan bir saglik riski
olusturmaktadir. Pestisitler ve bunlarin kalintilar1 ¢esitli zaman ve yerlerde
biyolojik besin zincirine girerek akut ve kronik zehirlenme tehlikesinden baska,
muhtemelen mutajenik etkileri gelecek nesillerin genetik saghigim tehdit

etmektedir (Kalkan 1996).

Sayilart milyonlart bulan kimyasallarin ¢ok azinin (20.000 civarinda) kanserojenik
potansiyelleri hakkinda bilgimiz vardir. Geriye kalanlarin ve her giin listeye giren
yeni sentezlenen maddelerin seri bir sekilde test edilerek mutajenik/kanserojenik
etkilerinin saptanmas1 gerekmektedir. Bu nedenle arastiricilar karsinojenite
taramalarina esas olabilecek kisa zamanda sonug¢ verebilen ve diigiik maliyetli
bircok kisa zamanli mutajenite test sistemleri gelistirmislerdir. Bu test
sistemlerine Ornek olarak, Salmonella typhimurium (Maron ve Ames 1983),
Escherichia coli (Leifer vd. 1981), Bacillus subtilis (Leifer vd. 1981), Neurospora
crassa (Brockman 1984), Drosophila melanogaster (Vogel ve Sobels 1976), Cin
hamsteri hiicreleri, Cin hamsteri ovaryum ve akciger hiicreleri (Beaudet 1973) ile

yapilan deneyler verilebilir.

Dr. Bruce Ames tarafindan gelistirilmis ve Ames testi olarak da adlandirilan
Salmonella/mikrozom test sistemi, kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin
arastirilmasinda en yaygin olarak kullanilan, mutajen-karsinojen etkisi en iyi
bilinen ve gecerliligi en fazla kabul edilmis kisa zamanli bakteriyel test

sistemlerinden birisidir (Maron ve Ames 1983).

Bu ¢alismanin amacini, tarimda ¢ok genis bir kullanim alanina sahip olan 4 farkl
pestisitin  (fluoroglycofen-ethyl, fenoxanil, pyracarbolid ve benodanil) kisa
zamanli bakteriyel test sistemlerinden olan Salmonella/mikrozom testi ile

mutajenik etkilerini arastirmak olusturmaktadir.



2. LITERATUR BILGILERI
2.1. Mutasyon

Bir¢ok genetik kavramin gelistirilmesinde, kalitsal materyalin yap1 ve iceriginin
dolden dole gecerken degismedigi kabul edilir. Her ne kadar genler dikkati
cekecek kadar kararli ve yeni dollere biitiin 6zelliklerini koruyarak katiliyorlarsa
da, zaman zaman dogal ve yapay kosullar altinda mutasyon dedigimiz

degisikliklere ugrarlar (Oraler 1990).

Mutasyon terimi ilk kez 1901 yilinda, Hugo De Vries tarafindan Oenatra
lamarckiana (aksamsefasi) ile yaptig1 caprazlamalarda gozlemledigi varyasyonu

tammlamak icin kullanilmistir (Oner 2003).

Bir¢ok arastirmaci ¢ok cesitli mutasyon tanimlamalari yapmislardir: Genlerin
niikleotid dizisinde herhangi bir nedenle meydana gelen ve kalitsal olan
degisiklere (Ates 2002), canlilarda, gen rekombinasyonu disindaki nedenlerle
meydana gelen kalitsal degisiklere (Bahgeci 2002), genetik materyali olusturan
niikleotidlerin siralanmasi, sayis1i ya da cesidinde ortaya cikan kalitsal
degisikliklere mutasyon denir (Oraler 1990, Demirsoy 1991). Mutasyon terimi
daha genis anlamda kromozom mutasyonlar1 ve gen mutasyonlar1 olarak 2 biiyiik

gruba ayrilmaktadir (Ates 2002, Bahgeci 2002, Oner 2003).

Mutasyonlar dogada kendiliginden meydana gelebildigi gibi, mutajen adi verilen
fiziksel ve kimyasal dis etkenler tarafindan da meydana gelebilirler. Genelde
mutasyonun kendiliginden meydana gelebilme olasiliginin ¢ok diisiik olmasina
karsin, mutajenlerin etkisi ile mutasyon frekansi oldukca yiikselmektedir. Normal
kosullarda kendiliginden olan mutasyon frekansi her jenerasyonda 10°-10"° gibi
diisiiktiir. iki ayr1 gende aym anda iki ayr1 mutasyonun olusma olasilig ise 1010

10 gibi ¢ok daha diisiiktiir (Oraler 1990).



Bir siniflama kolayligi saglamak iizere mutasyonlar kromozomlarin say1 veya
yapilarindaki  degisiklikler ile sitolojik olarak kromozom  diizeyinde
gozlenemeyen, ancak bireyin fenotipindeki farklilikla saptanabilen gen

mutasyonlari olarak gruplandirilabilirler (Oraler 1990).

2.1.1. Kromozom Mutasyonlari

Kromozomun biiyiikk parcalarin1  ilgilendiren mutasyonlara kromozom
mutasyonlar1 denir. Kromozom mutasyonlari, kromozom sayisi degisimleri ve
kromozom yapisi degisimleri olmak iizere iki gruba ayilirlar (Basaran vd. 1995,

Ates 2002, Bahgeci 2002).

2.1.1.1. Kromozom Sayis1 Degisimleri

Kromozom sayisindaki cesitlilik, bir ya da daha fazla haploit kromozom takiminin
ilavesinden, bir ya da daha fazla kromozom ilavesi ya da kaybina kadar
degiskenlik gosterir (Oner 2003). Organizmalarin hem dogal hem de laboratuar
populasyonlarinda kendiliginden meydana gelen kromozom sayisindaki
degismelerdir. Ayrica izole edilmis hiicre ya da dokulara cesitli mutajenik
maddelerin uygulanmasiyla da bu mutasyonlar meydana getirilmektedir
(Demirsoy 1991). Bu mutasyonlar 6ploidi ve anoploidi olmak iizere iki alt gruba

ayrilmaktadir.

Oploidi

Kromozom sayisindaki artis ve azaliglar temel kromozom sayisinin tam katlar
kadar oluyorsa buna oOploidi ve sayiya da Oploid denir (Basaran vd. 1995).
Poliploidi de bir 6ploid durumudur ve temel kromozom sayisinin ikiden daha ¢ok
artmasit durumunda olusur (2n, 3n, 4n, 5n gibi). Temel kromozom sayis1 kadar

kromozom igeren bireyler monoploid (n), ii¢ kati iceren bireyler triploid (3n), dort



kat1 iceren bireyler tetraploid (4n) olarak adlandirilir. Oploidide temel kusur,
hiicrede ¢ekirdek boliinmesi oldugu halde sitoplazma boliinmesinin olmamasidir
(endomitoz). Endomitoz durumunda kromozomlar kat1 kadar ¢cogalir fakat mitoz
boliinmenin ilk iki evresi (profaz ve metafaz) gerceklestigi halde anafaz ve telofaz
safthas1 olmaz, hiicre ve sitoplazma bdliinmesi (sitokinez) olmaz. Bunun
sonucunda kromozom sayilari her boliinmede kati kadar artmis olur (Basaran vd.

1995).

Anoploidi

Anoploidi, baz1 kromozomlarin genomdaki kaybi (eksilmesini) veya ¢ogalmasini
(ilavesini) ifade eder. Bu durum gametogenezde hatali bir kromozom ayrilmasi ile
ortaya ¢ikmaktadir. Normalde mayoz boliinme sirasinda homolog ciftin biri bir kutba
digeri karsit gruba gider. Fakat bazen bir kromozom bir kutba homologu ile birlikte
cekilerek ayni gamette yer alirlar. Bu olaya mayotik non-disjunction (homolog
kromozom ciftlerinin segragasyon sirasinda ayrilmamasi) denilir. Ayrilmama, ya
birinci ya da ikinci mayotik bdliinme sirasinda ortaya cikabilir (Erensayin 2000,
Falakali 1993, Oner 2003). Andploidi sonucunda (n+1) ve (n-1) gametler gelisir.
Boyle gametler normal gametlerle birlestikleri zaman cesitli bozukluklara yol acarlar

(Basaran vd. 1995).

2.1.1.2. Kromozom Yapi Degisimleri

Kromozom yap1 degisiklerinin c¢ogu, genetik materyalin kayb1 ya da yer
degistirmesi sonucu ortaya ¢ikan bir ya da daha fazla kromozom kiriklarindan
kaynaklanir. Kromozomlar kendiliginden kirilabilir, ancak kimyasallara ya da
radyasyona maruz kalan hiicrelerde kromozomlarin kirilma oran1 daha yiiksektir

(Oner 2003).

Bir kromozom kirilmasini, kromozom segmentlerinin tekrar birlesmesi islemi
izleyebilecegi gibi bu sekilde tekrar birlesme olayr meydana gelmeyebilir.

Segmentler, orijinal yap1 halinde tekrar birlesirse normal kirllma da farkedilemez



olur. Kromozomlardaki bu degisikler cesitli sekillerde meydana gelebilir

(Erensayin 2000).

Delesyon

Delesyon ya da eksilme, bir kirilma sonucu, kromozomun kiiciik bir parcasinin

kopmas1 demektir (Basaran vd. 1995).

Kopan parca eger sentromer tasimiyorsa yani asentrik ise canliligini devam
ettiremez. Ciinkii mayoz ve mitoz boliinmelerde kromozomlarin kutuplara
gitmesini yani hareketini saglayan merkez olan sentromer olmadigi i¢in kutuplara
ulasamaz. Boylece parca kaybolur ve iizerindeki genlerde eksilmis olur (Falakali
1993). Kopan parcanin sentromeri oldugu zaman ise, parca ne kadar kiiciik olursa
olsun ig ipliklerine tutunarak kutuplara cekilir ve hiicrede kendini gosterir. Kopma
iki tiirlii olabilir; ya bir darbe sonucu kirilan kromozom kopar (terminal delesyon)
ya da iki darbe sonucu kopan parca aradan c¢iktiktan sonra iki parca yeniden

kaynasir (insersiyonel delesyon) (Erensayin 2000).

Duplikasyon

Duplikasyon, bir kromozom parg¢asinin o kromozom iizerinde iki veya daha fazla
tekrarla goriilmesidir (Erensayin 2000). Duplikasyonlu parca, sentromerli serbest
bir parca veya tamamlayici bir kromozom pargasi olabilir. Eger sentromere sahip,
yani bir kromozom pargasi ise bu parca, kiiciik ekstra bir kromozom olarak kabul

edilir.

Duplikasyonlar, mayozda sinaps yapan kromozomlar arasinda esit olmayan
krossing over sonucu meydana gelebilir ya da mayozdan Once bir replikasyon
hatas1 sonucu olusabilir. Birinci durumda hem duplikasyon hem de delesyon

olusmaktadir (Oner 2003).



Duplikasyonun ii¢ degisik 6zelligi bulunur. Birincisi, duplikasyon geninin birden
fazla kopyasiin bulunmasimni saglayabilir. Ikincisi, delesyonlarda oldugu gibi,
duplikasyon sonucu fenotipik cesitlilik olusabilir. Uciinciisii, giivenilir bir teoriye
gore, duplikasyonlar evrim siirecinde genetik cesitliligin 6nemli bir kaynagidir

(Oner 2003).

Inversiyon

Inversiyon, bir kromozomun iki defa kirilmasi ve kopan parcanin 180" ters
donerek tekrar ayn1 kromozoma baglanmasi seklidir (Oner 2003, Falakali 1993).
Inversiyonlarin, sinapsis islemi sirasinda bir kromozomun bir lop olusturdugu
yerde kirilmalar oldugu zaman meydana geldigi kabul edilmektedir. Kirilmadan
once, kromozomda halkaya benzer bir yapi olusur. Kirilmayla ortaya cikan
yapigkan uglar birbirine yaklasir ve tekrar birlesir. Bu durumda gen sayisit ve
ozelligi aymi olmasina ragmen dizilis siras1 degisir. Ters cevrilen parga eger
sentromer iceriyorsa inversiyon perisentrik, icermiyorsa parasentrik inversiyon
olarak isimlendirilir. Parasentrik inversiyonda, gen dizilisi ters cevrildigi halde
sentromerden uzanan kollarin boy orani degismezken perisentrik inversiyonda

degisir (Oner 2003).

Translokasyon

Translokasyon, bir kromozomun bir pargasi (segmenti) ile homolog olmayan bir
baska kromozomun bir parcasinin yer degistirmesi olayidir. Basit translokasyon
ve resiprokal (karsilikll) translokasyon olmak iizere ikiye ayrilir. Basit
translokasyon, kirilmay1 miiteakip bir kromozom segmentinin homolog olmayan
diger bir kromozoma transfer edilmesi olayidir. Resiprokal translokasyonda
homolog olmayan iki kromozomun pargalar1 karsilikli olarak yer degistirilir. Bu
olayin gerceklesmesi i¢in, en basit sekli ile homolog olmayan iki kromozom kolu
degis tokusu saglayabilmek icin birbirine yakinlasir. Degis tokus kromozomun
icindeki parcalar iceriyorsa, her iki kromozomda, ikiser kirik olmak iizere, dort

kirilma noktasi olusmalidir (Erensayin 2000).



2.1.2. Gen Mutasyonlari

Gen mutasyonlar1 veya bagka bir deyisle nokta mutasyonlar1 kromozomlarin
yapisinda herhangi bir degisiklige sebep olmaz ve mikroskopla da goriilmezler.
DNA’da bulunan niikleotid ya da bazlarinin degismesinden ileri gelirler. Baz
sirasinin veya AT/GC oranminin degismesi, o gene 0Ozgii enzimin tamamen
kaybolmasina ya da etkisinin azalmasina neden olur. Bir gen, binlerce baz
ciftinden meydana gelmis bir birim oldugundan ve kuramsal olarak her bazda
mutasyon olabileceginden dolay1 bir genin en azindan baz cifti kadar mutasyon

cesidi olabilir (Demirsoy 1992).

Gen mutasyonlart hem somatik hiicrelerde, hem de gametlerde veya onlari
verecek olan ana hiicrelerde meydana gelebilir. Fakat somatik hiicrelerde olusan
mutasyonlar, eseyli iireme ile cogalan canlilarda yeni dollere gecemezler.
Mutasyonla, genellikle dominant genler resesif hale gecerler yani resesif alleller
meydana getirirler. Cok seyrek olarak, mutasyonla meydana gelmis olan resesif
bir gen, bagka bir mutasyonla tekrar kendisini veren dominant gene donebilir. Bu
olaya ters mutasyon veya geri mutasyon adi verilir. Geri mutasyonun meydana
gelme olasiligl, mutanti olusturan ileri mutasyonun olasiligindan daha diisiiktiir

(Bilge 1981, Oraler 1990).

Gen mutasyonlar1 da ya kendiliginden meydana gelirler ya da mutajenler
tarafindan meydana getirilirler. Mutajenler gen mutasyonlarinin meydana gelis

frekansim yiikseltir (Oraler 1990).

Kromozom mutasyonlarinda birden fazla gen s6z konusu iken, gen
mutasyonlarinda degisiklik bir gen ile sinirhidir. Genetik materyale etkilerine gore

gen mutasyonlari gesitli alt siniflara ayrilir (Ates 2002).



Transisyon (Gecis)

Bir baz ciftinin bagka bir baz ciftine degismesidir. En ¢ok rastlanilan mutasyon
tipidir. Bu degisimde, bir piirin bazinin yerine baska bir piirin baz1 (A’nin yerine
G, G’nin yerine A), bir pirimidin bazi yerine baska bir pirimidin bazi (T nin

yerine C, C’nin yerine T) gecer ( Ates 2002, Falakali 1993).

Transversiyon (Capraz gecis)

Transversiyonda bir piirin bazi ile bir pirimidin baz1 veya bir pirimidin bazi ile bir
piirin baz1 (A veya G yerine T veya C’nin gecmesi ya da bunun tersi) birbirlerinin

yerine gecer (Ates 2002, Bahgeci 2002).

Cerceve Kaymasi (frameshift) Mutasyonlari

DNA molekiiliine fazladan bir veya daha fazla baz ciftinin girmesi ya da
cikmasiyla olusan mutasyonlara ¢erceve kaymasi mutasyonlar ismi verilir. Bu
mutasyonlarda, bir veya daha fazla baz ciftinin ilavesine insersiyon (addition),
ayrilmasina ise delesyon ismi verilir Bu durum ise okunan cercevenin
translasyonunu degistirir. Boylece translasyon sirasinda tRNA’larin tamidig iiglii
baz dizileri degisir. Cerceve kaymasi mutasyonlari, replikasyon, onarim veya
rekombinasyon sirasinda DNA’da olusan bosluklarda ortaya cikar. Bu islemler
sirasinda, bir zincirin digerine gore kaymasi ve uygun olmayan bir tarzda baz

eslesme olasilig1 vardir (Bahgeci 2002, Ates 2002).



2.2. Mutajenler

Mutasyona neden olan ajanlara mutajen denir. Kansere neden olan ajanlar ise
kanserojen olarak ifade edilir ve bunlar da mutajendir. Kanserojenlerin
taranmasinda mutajenlerin esas alinmasi iki 6nemli nedene dayanir. Bunlardan
birincisi, genetik kodun ve genetik sistemin evrensel olusudur. Ikincisi ise
karsinojenite ile mutajenite arasindaki korelasyonun yiiksek olusudur (Ramel ve

Rannung 1980).

Genellikle kabul edilen bir goriise gore, dogrudan veya metabolize edildikten
sonra kanserojenik etki gosteren tiim maddelerin aym1 zamanda mutajenik etki
gosterecekleri yani mutajen olabilecekleri vurgulanmaktadir. Bunun aksi, yani
tim mutajenik maddelerin kanserojenik etki gostermeleri beklentisi ise bazi
durumlarda gerceklesmemektedir. Bunun nedeni, mutasyonun genetik materyalin
dogrudan etkilenmesiyle ortaya ¢ikabilmesine ragmen, kanserin cok basamakli

karmasik bir biyolojik olaylar sonucu ortaya ¢ikmasi olabilir (Bagc1 1985).

Mc Cann ve arkadaslar (1975a, 1976), karsinojen olan ve olmayan 300 kimyasali,
Salmonella/mikrozom test sistemi ile taradiklarinda 175 karsinojen maddenin 157
tanesinin mutajenik etkili, karsinojenik etki gostermeyen 108 maddenin 94

tanesinin mutajenik etkili olmadiginmi saptamiglardir.

2.3. Ksenobiyotiklerin Biyotransformasyonu

Metabolizma, yasam icin gerekli olan ve organizmada meydana gelen biitiin
kimyasal reaksiyonlar olarak tanimlanabilir. Organizmaya yabanci olan kimyasal
maddelere  ksenobiyotik adi verilir. Bunlarin organizmadaki kimyasal
degisimlerine de metabolizma denmektedir fakat biyotransformasyon bu anlamda

daha uygun bir terim olarak kullanilmaktadir (Vural 1996).
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Cesitli yollarla organizmaya giren lipofilik kimyasal maddeler enzimlerin katalitik
etkisi ile kimyasal reaksiyonlara girerler ve bdylece hidrofilik metabolitlere
doniigiirler. Bir ksenobiyotigin canli organizmada ugradigi kimyasal degismelerin
tiimiine biyotransformasyon adi verilir. Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu

organizma i¢in bir¢ok acidan dnem tagimaktadir (Vural 1996).

Insanlar ilaclar, gidalardaki katki maddeleri veya gevre kirliligine neden olan
maddelerin giderek artan bir bicimde etkileri altinda kalmaktadirlar. Cesitli
yollarla organizmaya giren kimyasal maddeler enzimlerin katalitik etkisi ile
kimyasal reaksiyonlara girerler ve bdylece metabolitlere doniigiirler. Pestisitler,
ilaglar, kozmetikler, yiyecek koruyucular1 gibi viicuda yabanci olan maddeler
uyarilabilen izozimlerden olusan detoksifikasyon enzim gruplarinca metabolize
edilirler. Genellikle lipid ¢oziiniir olan bu yabanci maddeleri metabolize etmedeki
amag, onlarn daha polar yaparak suda coziiniir hale getirmek ve bu sekilde viicut

digina atilmalarinmi saglamaktir (Vural 1996).

Mikrobiyal mutajenite calismalarindan elde edilen verilerin insanlara
uygulanmasindaki zorluklardan en Onemlisi, yabanci bir kimyasal maddenin
insanda gecirdigi metabolik reaksiyonlardir. Bu metabolik yollarin bilinmesi,
memelilerde enzimatik reaksiyonlarla metabolik doniisiimlere ugrayan kimyasal
maddelerin potansiyel aktvitelerinin tayininde kullanilabilecek, uygun in vitro ve
in vivo yontemlerin gelistirilmesine olanak vermistir. Bircok cevre kirleticisi,
kendileri mutajen olmadiklar1 halde, memelilerin metabolizmasinda karigik
fonksiyonlu  oksidaz  sisteminin  etkisi altinda  aktif metabolitlere

doniisebilmektedir (Asal 1983).

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu, genellikle spesifik olan kompleks
enzimlerle gerceklesir. Bu enzimlerin Onemli bir kismi karacigerlerde
yerlesmistir. Bu nedenle karacigerin, kan dolasimi ile karacigere gelen kimyasal
maddeleri, depolanma, dagilim ve safra ile atilimlarindan once metabolize etme
kapasitesi ¢ok etkindir. Karacigerdeki mikrozomal enzimler toksik maddelerin

metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar. Mikrozomal enzimlerin yaptig1 oksidasyon
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olayinda P-450 sitokromuna baglh degisik etkili oksidazlar (monooksijenazlar) rol
oynar. Ayrica biyotansformasyon barsak, bobrek, akciger, beyin ve deride de

olabilir (Vural 1996, Dokmeci 1994).

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyon mekanizmalarinda iki enzim grubu yer

almaktadir.

1- Faz I enzimleri: Oncelikli olarak oksidasyon, rediiksiyon, hidroksilasyon ve
demetilasyon islemlerini yaparlar. Bu fazda yer alan reaksiyonlar sonunda,
hidrofobik molekiillden bir ya da daha fazla polar grup ortaya cikarilir. Bu
reaksiyonlarla ana bilesik, Faz II’de yer alan konjugasyon enzimleri i¢in uygun bir
substrat haline gelir. Konjuge edilmis iiriinler, yeterli derecede polar olup, hiicre

ve viicuttan kolayca disan atilirlar.

2- Faz II enzimleri: Bu fazda endojen maddelerle birlesen polar metabolitler

inaktif sekilde eliminasyona ugrarlar (Vural 1996, Yiiksel 1999).

Yabanci kimyasal maddelerin biyotransformasyon mekanizmalarindan o6zellikle
Faz 1 reaksiyonlarinin ©Onemli bir kismi, normal metabolizmanin spesifik
enzimlerinden farkli mikrozomal enzimler tarafindan katalizlenir. Faz 1
reaksiyonlarin katalizleyen bu enzimler, bircok hiicrenin sitoplazmasinda ag
seklinde olan endoplazmik retikulumunda yerlesmislerdir. Bu nedenle bu enzimler
membrana bagli enzimlerdir. Endoplazmik retikulum bir membran olup lipid ve
proteinlerden olusmustur. Iste bu lipoprotein matriksi iginde yer alan mikrozomal
enzimler, ancak lipid membranlara gecebilen lipofilik ksenobiyotikleri

biyotransformasyona ugratirlar (Vural 1996).

Faz I metabolizmas1 biiyiik 6l¢iide P-450-enzimleri ile gerceklesir. Bunlar "heme"
iceren proteinlerdir ve birincil olarak karacigerde bulunurlar (Yiiksel 1999). Bu
pigmentlere P-450 adi, 450 nm’de absorbans gosterdigi icin verilmistir. Spesifik
sitokrom P-450 formlari, 446 ile 452 nm arasinda maksimum absorbans veren

dalga boylarina sahiptir (Ozerol 1996).
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P-450 enzim sistemi; digaridan alinan ilaclar, kimyasal maddeler, insektisitler,
petrol {riinleri vb. maddeleri metabolize eden sistemdir. Bircogunun da
bilinmedigi sanilmaktadir. Ornegin; tiim canlilarda 1992'de 221 tane P-450 geni
tammlanmisken bu rakam 1995'te 481 olmustur. Insanda 1998'e dek saptanan gen
sayist 50'nin altindadir. Bunlarin hepsi ilag metabolizmasina karismamaktadir. Bu

enzimler hepatositlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunurlar (Yiiksel 1999).

2.4. Mutajenik ve Kanserojenik Maddelerin Saptanmasi Teknikleri ve Ames

Testi

Cevremizde bulunan ve biyolojik etkileri heniiz bilinmeyen sayilar1 milyonlari
bulan sentetik ve dogal maddelerin kanserojenik potansiyelleri acisindan test
edilmesi saghgimiz acisindan gerekmekle birlikte laboratuvar hayvanlan ile
yapilan kanserojenezis deneylerinin hem ¢ok zaman almalar1 hem de ¢ok pahal

olmalar1 nedeniyle basarilamayacak bir durum arz etmektedir (Bagc1 1985).

Karsinojenlerin saptanmasinda genellikle sican ve farelerin kullanildigi hayvan
testleri yapilir. Ancak bu testler ¢ok pahalidir ve ¢ok uzun zaman alirlar (Ames
1979a). Ayrica fazla sayida kalifiye is giicii gerektirmeleri, besinlerdeki dogal
kimyasal maddelerle, su ve hava kirleticileri gibi kompleks bilesiklerin testine
uygun olmamalart ve kullanilan hayvan sayisimin azligi nedeniyle, test

duyarliligimin diisiik olusu gibi dezavantajlart da bulunmaktadir (Asal 1983).

Bu nedenle, kimyasal maddelerin kanserojenik potansiyellerini 6l¢ebilmek igin,
canli hayvan deneyleri yerine bircok in vitro test sistemi gelistirilmistir. Kisa
zamanl testler (short-term tests) diye bilinen bu testlerle kimyasal maddelerin
belirli genetik sistemlerde belirli sonuclar verip vermedikleri 6l¢iilmekte ve elde
edilen sonuglarla maddelerin kanserojenik potansiyelleri arasinda iligki

kurulmaktadir (Bagc1 1985).
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Mutajenlerin saptanmasi i¢in gelistirilmis kisa zamanl test sistemleri ve bunlarin

dayandigi genetiksel ve biyokimyasal yollar Cizelge 1’de verilmistir.
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Cizelge 1. Mutajenlerin saptanmasi i¢in gelistirilmis kisa zamanli test sistemleri ve bunlarin dayandig1 genetiksel ve biyokimyasal yollar (Diril, 1988).

Kisa Zamanh Testler

izlenen Genetiksel Biyokimyasal Yol

Literatiir

1. Salmonella typhimurium

Histidin okzotroflar1

Ames vd. 1973a, Maron ve Ames 1983.

2. Escherichia coli

Arginin-triptofan okzotroflar:
Profaj indiiksiyonu

Onarim eksikligi olan suslarin
biiyiimelerinin inhibisyonu

SOS cevabi

Green ve Murial 1976

Elesperu ve Yarmolinsky 1979
Moreu vd. 1976

Rosenkranz ve Mermelstein 1980
Slater vd. 1971

Quillardet ve Hofnung 1985
Quillardet vd. 1985

3. Bacillus subtilis

DNA onarimi hatali suslar

Kada ve Hirano 1980

4. Neurospora crassa

Adenin okzotroflar1

Brockman 1984

5. Cin hamsteri ovaryum ve
akciger hiicreleri

HGPRT
(Hipoksantinguanin fosforiboziltransferaz)
lokusunda mutasyonlar

Beaudet 1973

6. Fare karacigeri epitel hiicreleri

8-Azaguanine direnglilik

Vogel ve Sobels 1976

7. Drosophila melanogaster

Kromozomal hatalar

Vogel ve Sobels 1976

8. Suriye hamsteri embriyo hiicreleri

Morfolojik transformasyonlar

Pienta vd. 1977

9. Cin hamsteri hiicreleri

Kardes kromatid degisimi

Perry ve Evans 1975

10. Insan periferal lenfositleri

Kromozomal hatalar

Preston vd. 1981
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Memelilerde mutasyon testlerinin yapilmasinda en Onemli zorluk sebebi,
memelilerin bu test sistemlerine oldukca az duyarli olmalar yiiziindendir. Bunun
yaninda mikroorganizmalar mutajenlere karst ¢ok daha fazla duyarhdir (An

1998).

Bakteriyel test sistemlerinin kullanim amaglarindan bazilarimi soyle siralayabiliriz:
a) Cesitli kimyasallarin potansiyel karsinojenitelerinin taranmasinda

b) Kompleks  karisimlardan,  biyolojik  olarak  etkin  bilesiklerin

ayristirtlmasinda
c) Prokarsinojenlerin dnciil ya da nihai metabolitlerinin saptanmasinda
d) Viicut sivilarmin ve atiklarinin test edilmesiyle, insanlarin mutajen ve

karsinojenlere maruz kalma diizeylerinin izlenmesinde

e) Kimyasallarin mutajenik etki mekanizmalari {izerine yapilan ¢aligmalarda
f) Konakeilar tizerinde yapilan (host mediated) deneylerde
g) Karsinojen ve mutajenlerin neden oldugu 6zgiil DNA hasarlarinin tiplerini

saptamada bakteriyel test sistemleri kullanilmaktadir (Oksiizoglu 1997).

DNA ile etkileserek kanserojenik etki gosteren kimyasal maddeler genotoksik
kanserojenler olarak siniflandirilir. Ames, bu amagla ¢ok duyarli bir yontem
gelistirmistir. Salmonella bakterileri kullanarak yapilan bu yontem genotoksik
kanserojenik etkinin arastirilmasinda, mutajenezis kanserojenezis iliskisinden

yararlanarak, bir¢ok cevre kirleticileri ve ilaclara uygulanmaktadir (Vural 1984).

Bruce Ames tarafindan gelistirilen Salmonella typhimurium mikrozomal test
sistemi, mutajen ve kanserojen maddelerin tespitinde kullamldigi gibi, basta
antioksidantlar olmak iizere ¢esitli antimutajenik ve antikanserojenik etkileri olan
inhibitér maddelerin de belirlenebildigi ve etkilerinin izlenebildigi, cok onemli,

kisa zamanl1 test sistemlerinden biridir (Kalaycioglu ve Oner 1994).
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2.5. Salmonella/ mikrozom Test Sistemi

Dr. Bruce Ames tarafindan gelistirilmis ve Ames testi olarak da adlandirilan
Salmonella/mikrozom test sistemi, kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin
arastirilmasinda en yaygin olarak kullanilan, mutajen-karsinojen etkisi en iyi
bilinen ve gecerliligi en fazla kabul edilmis kisa zamanli bakteriyel test

sistemlerinden birisidir (Maron ve Ames 1983).

Bu test sisteminde, Salmonella typhimurium LT2 atasal susundan in vitro
mutasyonlarla elde edilmis bir seri Salmonella typhimurium mutant suslar

kullanilmaktadir (Maron ve Ames 1983).

Bu testin temeli, yapay mutasyon olusturulmus olan Salmonella typhimurium’un
histidin sentezleme yeteneklerini kaybetmis (his’) olan suslarinin test bileseni ile
muamelesinden sonra tekrar bir mutasyon gecirip his™ haline doniismesi esasina

dayanir (Ames 1973a).

Ames testinde, cesitli kimyasal maddelerin mutajenitesinin belirlenebilmesi igin
histidine ihtiya¢ duyan susglar kullanilmaktadir. Genel mutajenite testleri icin en
cok kullanilan test suslar; TA 98, TA 100, TA 102, TA 1535 ve TA 1538’dir. Her
bir test susu histidin operonunda degisik tipte mutasyonlar icermektedir (Maron
ve Ames 1983). Ames testinde kullanilan suslar ve onlarin genetik 6zellikleri

Cizelge 2°de verilmistir.
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Cizelge 2. Salmonella typhimurium mutant suslarinin genetik dzellikleri (Oksiizoglu 1997).

Sus Histidin Mutasyonu LPS Onarim pKM 101 Mutasyonun Niteligi Belirlenecek Bilesik Simiflari
TA 1535 his G46 Rfa AuvrB - AT—GC transisyon Baz cifti degisimine neden olan mutajenler
TA 1537 his C3076 Rfa AuvrB - C.....Cyanma +1 Cerceve kaymasina neden olan mutajenler
TA 1538 His D3052 Rfa AuvrB - CG...... CG yanindan -1 Cerceve kaymasina neden olan mutajenler
TA 98 His D3052 Rfa AuvrB + CG yanindan -1 Cerceve kaymasina neden olan mutajenler
TA 100 his G46 Rfa AuvrB + AT—CG transisyon Baz cifti degisimine neden olan mutajenler
TA 97 His D6610 Rfa AuvrB + CCC yanina +4 Cerceve kaymasina neden olan mutajenler
I O e N GouweaT | it Xl Uy, miomisin
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2.5.1. Histidin Mutasyonu

Her test susu, histidin operonunun degisik bolgelerinde cesitli mutasyonlar
icermektedir. Bunlar, ya DNA’daki tek bir bazin degismesi ile ortaya ¢ikan baz
degisimleri ya da bir bazin eklenmesi ya da cikarilmasi ile kendini gosteren

cerceve kaymasi mutasyonlaridir (Ames vd. 1973b).

Salmonella typhimurium TA 100 ve TA 1535 suslarinda bulunan His G46

mutasyonu, histidin biyosentezinin ilk enzimini kodlayan hisG geni iizerindedir.

-GAG-
Bu mutasyon, his G geninde 16sin amino asidinin kodonu olan -CTC- yerine prolin

-GGG
amino asidinin kodonu olan -“CC-’nin gelmesine neden olur. Salmonella

typhimurium TA 1535 ve Salmonella typhimurium TA 100 susu, 6zellikle G-C
baz ciftlerinde baz cifti degisimlerine neden olan mutajenlerin kesfinde kullanilan

suslardir (Maron ve Ames 1983).

His D3052 mutasyonu, S. typhimurium TA 1538 ve S. typhimurium TA 98
suslarinda bulunur ve histidinolii histidine ¢eviren histidin biyosentezindeki son

enzim olan histidin dehidrogenazi kodlayan his D geni iizerindedir. His D3052

-GCGCECGE-
mutasyonu, His D geni i¢inde, -CGCGCGCG- dizilimi olan, 8 defa tekrarlanan GC

dizisine sahiptir ve bu dizi -1 ¢er¢eve kaymasi mutasyonunun yanindadir (Isono
ve Yourno 1974). His D 3052 mutasyonu cerceve kaymasi tipinde bir mutasyon
olup cerceve kaymasina neden olan mutajenler DNA’nin tekrarlanan diziler ya da
sicak noktalar denilen bolgelerinde goriilen kodon kaymalarimi geri doniistiirerek
bu kodonlarin yeniden dogru okunmalarim saglarlar (Ames vd. 1972). S.
typhimurium TA 1538 ve S. typhimurium TA 98 suslar, cerceve kaymasi
mutasyonlarina neden olan mutajenler maddeler ile tekrar his™ hale geri

doniistiiriilmektedir (Maron ve Ames 1983).

Baslangicta gelistirilen his” mutantlarinin cesitli kimyasallara karsi duyarliligini

artirmak {izere, bu suslara baz1 mutasyonlar eklenmistir. Bunlar:
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2.5.2. Rfa Mutasyonu

S. typhimurium’da normal olarak mutajenlerin hiicre membranina ulasmalarinda
kismi bir engel olarak is goren bir kapsiill bulunmaktadir. Bu kapsiil
lipopolisakkarit (LPS) yapisindadir. Bu engelin kalkmasi, yani LPS kusurlar
mutajenin bakteri igerisine girmesini kolaylastirarak, hiicrenin daha duyarl
olmasina yol agmaktadir. Rfa mutantlari, polisakkaritlerin sentezinden sorumlu bir
enzim bakimindan kusurludurlar. Bu nedenle de biiyilk molekiillere karsi
duyarhdirlar. S. fyphimurium’un his” ve onarim sistemlerinde mutasyon tasiyan
test suslarindan, LPS kusurlu tiirevler elde edilmis, bu sekilde de sistemin

mutajenlere duyarliligi arttirllmistir (Ames vd 1973b).

2.5.3. uvrB Mutasyonu

DNA onarim sisteminde kesip ¢ikarma gorevini tistlenen enzimi kodlayan uvrB
genindeki delesyon sonucu olusmustur. #vrB mutasyonu, bircok mutajenin ortaya
cikarilmasinda duyarliligin artmasina neden olur. Ancak, teknik nedenlerden
dolay1 uvrB geninin kesilerek uzaklastirilmasi sirasinda bu delesyon biotin genine
kadar uzanmaktadir. Biotin geni ise vitamin H denilen biotinin sentezinden
sorumludur. Bu nedenle, bakteriler tireyebilmeleri i¢in histidinin yaninda biotine

de gereksinim duyarlar (Ames vd 1973b).

2.5.4. R-faktori

TA 1535, TA 1537, TA 1538 LT2’den mutajenize edilmis plazmid tagimayan
suglardir. Ancak, bunlardan mutajenler pek iyi tayin edilememektedir. Bu yiizden
bu suslara R-faktor plazmidi, yani ampisiline direnglilik geni tasiyan bir plazmid
olan pKM 101 plazmidi yerlestirilmistir. Bu plazmid, TA 1535’e eklenerek TA
100 susu, TA 1537’ye eklenerek TA 97 ve TA 1538’e eklenerek TA 98 suslar
elde edilmistir. Bu iki susun ¢esitli mutagen/karsinogenlere kars1 duyarlhiligi, tiim

diger TA serisi bakterilerinden daha fazladir.
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Bu plazmid, DNA’nin kesme-¢cikarma yoluyla onarnm mekanizmasinin
aktivasyonuna ve dolayisiyla, spontan mutasyonlarin ve kimyasallarin neden

oldugu mutasyonlarin artmasina neden olur.

Bunlarin disinda son olarak Salmonella/mikrozom test sistemine daha sonra rat
karacigeri 9000xg siipernatantin1 ve kofaktorleri igeren metabolik aktivasyon
sistemi  eklenerek memelilerdeki biotransformasyon olaylarmin  benzeri
saglanmaya calisilmistir (Ames vd. 1973b). Onceki calismalarda mutajenik
aktivite gostermeyen bir¢ok prokarsinojenler, test sisteminin metabolik

aktivasyonu igceren bu uygulamasi ile pozitif sonu¢ vermislerdir (Ames vd 1973b).

2.6. Pestisitlerin Tanim

Tarim {iriinlerine veya hayvansal gidalara; iiretim, hasat, depolama ve tagima
esnasinda zarar veren herhangi bir zararliy1 (yabanci ot dahil) kontrol etmek ya da
bunlarin zararlarim1 Onlemek {iizere uygulanan veya hayvanlarin viicutlarinda
bulunan herhangi bir bécek veya zararlinin kontrolii amaciyla hayvanlara verilen

madde veya maddelere pestisit denilmektedir (Helvac1 2003).

Pestisitler, modern tarimin tamamlayict bir bileseni halindedir ve diinyanin tiim
ekosistemlerinde iiretim siireci bir veya daha fazla pestisit uygulamasina
gereksinim duymaktadir. Uriin artisina bagl olarak, sebze ve meyvelerde yilda
10-15 pestisit uygulamasi normal karsilanabilmektedir. Bircok uygulamada birden
fazla aktif madde kullanilabilmektedir. Bu aktif maddeler ozellikle hastalik,
zararli ve yabanci otlar1 6ldiirmek {izere dizayn edilmislerdir. Hastalik, zararli ve
yabanci otlarin tarimsal iiretimde neden oldugu kayip ortalama olarak % 20-40
arasinda degismektedir. Bu kayiplar hasat, kurutma, depolama, isleme
asamalarinda da devam etmektedir. Diinya hububat iiretiminin yaklasik % 20’si
hasat oncesi ve sonrasi asamalarda kaybolmaktadir. Pestisitler; hastalik, zararli ve

yabanci otlarin zararlarinm azaltmaktadir, bunun sonucunda iiretim artmakta, kalite
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yiikselmekte, ekonomik geri doniis yiikselmektedir. Pestisit kullanimi 1940’11

yillardan beri tarimsal iiretimi arttiran en onemli bilesendir '.

2.7. Pestisitlerin Stmiflandirilmasi

Pestisitler, fiziksel yapilarina ve formulasyon sekillerine, biyolojik donemine,
icerdikleri aktif maddeye, zehirlilik derecesine ve kullanim teknigine gore ¢ok
degisik sekillerde smiflandirilabilir. En yaygin kullanilan siniflandirma sekli,
formulasyon sekillerine ve kullanildiklar1 zararli grubuna goére olanidir (Oztiirk ve

Ozge 1978).

Pestisitlerin Formulasyon Sekillerine Gore Siniflandirilmasi

[S—

Toz ilaglar (Dust)

Islanabilir toz ilaglar (WP)

Emiilsiyon konsantre ilaclar (E.C veya E.M.)
Soliisyon konsantre ilaclar (SC)

Suda ¢oziinebilir toz ilaglar (SP)

Yazlik ve kighk yaglar

Graniiller (G)

Peletler

Tabletler

e S N U

p—
o

. Toz tohum ilaglar

[S—
[u—

. S1v1 tohum ilaglar1

—
N

. Aerosoller

—
W

. Zehirli yemler

,_
n

. Kapsiil sekli verilmis formulasyonlar
. Akic1 Konsantreler (FC)
. Kuru akigkanlar (Anonim 2001).

—_ =
AN W

! http://www.zmo.org.tr/etkinlikler/6tk05/03 1 pdf 04.05.2006.
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Pestisitlerin Kullamildiklar1 Zararli Grubuna Gore Siniflandirilmasi

1.

A S A T R

—_— = =
N o= O

Bocekleri oldiirenler (Insektisit)

Funguslar oldiirenler (Fungusit)

Funguslarin faaliyetini durduranlar (Fungustatik)
Yabanci otlari dldiirenler (Herbisit)

Oriimcekleri 6ldiirenler ( Akarisit)

Bakterileri 6ldiirenler (Bakterisit)

Yaprak bitlerini oldiirenler (Afisit)

Kemirgenleri 6ldiirenler (Rodentisit)

Nematodlari 6ldiirenler (Nematosit)

. Salyangozlan oldiirenler (Molluskisit)

. Algleri oldiirenler (Algisit)

. Kuslan 6ldiiren veya kaciranlar (Avensit)
13.
14.

Kaciricilar (Repellent)
Cekiciler (Atrakant) (Anonim 2001).

Pestisitlerin kimyasal tiplerine gore siniflandirilmasi

1.

2
3
4
5
6.
7
8
9

10.
11.

Organofosfatlar

. N-metil karbamatlar
. Klorlu hidrokarbonlar

. Bisditiyokarbamatlar

Organotinler

Botanik kokenli maddeler

. Arsenikler
. Fenoksialifatik asitler

. Piretroidler

Fenol tiirevleri

Mikrobiyaller (Giiler ve Cobanoglu 1997).
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Pestisitler kaliciliklarina gore de asagidaki gibi siniflandirilmaktadir.

1.
2.
3.

Kalic1 olmayanlar: Birkac giinden 12 haftaya kadar etkisini siirdiirenler
Orta derecede kalict: 1-18 ay arasinda dayanabilenler

Kalict olanlar (persistent): Bircok klorlu hidrokarbon bu gruba
girmektedir. DDT, aldrin, dieldrin gibi maddeler 20 yil kadar
dayanabilmektedir.

Siirekli kalicilar (permanent): Civa, kursun, arsenik (Giiler ve Cobanoglu

1997).

Bilesimindeki etkili madde grubuna goére yapilan simiflandirma en bilimsel

olamdir (Oztirk ve Ozge 1978). Cizelge 3’de gosterildigi bu simiflandirmada

pestisitler ii¢ gruba ayrilmaktadir.

Cizelge 3. Bilesimindeki etkili madde grubuna gore pestisitlerin siniflandirilmasi

(Oztiirk ve Ozge 1978).

Dogal Organik
Anorganik Pestisitler Sentetik Organik Pestisitler
Pestisitler
Arsenikli Pestisitler Organokloriirler Rotenonlar
Cival1 Pestisitler Organofosfatlar Pyrethrum
Floriirlii Pestisitler Organosiilfiirler Nikotin
Bakarl Pestisitler Karbamatlar Allethrin
Elementer Kiikiirt
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2.7.1. Herbisitler

Yabanci otlar verimi diisiiren, kaliteyi bozan, zararlt mikroorganizma ve boceklere
konukculuk yapan, toprak isleme sayisini arttirarak topragin yapisini bozan ve
zehir etkisi olan bitkilerdir. Yabanci otlarla miicadelede kullanilan kimyasal
maddelere ise herbisit denilmektedir. Herbisitler tarimsal alanlarin disinda yol
kenarlar1 ve demiryollarinda ortaya cikan zararli otlarin temizlenmesinde

kullanilirlar (Helvac1 2003).

2.7.2. insektisitler

Bitkilere ve diger canlilara zarar veren hayvansal organizmalar1 6ldiirmek igin

kullanilan kimyasal maddelere insektisit ad1 verilir.

Ulkemizde tarim ilaclarinin tehlikesi konusunda halk tam olarak bilgi sahibi
olmadigindan bit, pire, sinek, hamam bocegi gibi ev haserelerine karsi ellerine
gecen tarim ilaclarimi yatak, yorgan ve evin cesitli yerlerine serpmektedirler.
Yanlighikla un, seker ve tuz sanilarak yenmeleri ya da camasirlarin insektisitli su
ile yikanmasi sonucu meydana gelen Olimlere siklikla rastlanilmaktadir.
Ozellikle, kirsal yerlerde bu tip akut zehirlenmeler daha sik olmaktadir (Dokmeci

1994).

Organoklor insektisitlerin metabolizmalar1 ve bobrekten eliminasyonlar1 yavastir.
Insektisit iiretiminde ve kullanminda c¢alisanlarin viicutlarinda organoklorlu
insektisitler birikip zehirlenmelere yol acabilmektedir. Ayrica genel populasyonda
viicutta biriken insektisit oran1 oldukc¢a yiiksek diizeylere ulasabilmektedir

(Dokmeci 1994).
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2.7.3. Fungusitler

Fungusitler genellikle endiistri, tarim, ev ve bahgelerde ¢ok cesitli amaglar igin
siklikla kullanmlmaktadirlar. Ozellikle tohumlarin cimlenmesi, depolanmasi ve
taginmasi sirasinda, dogal iirlinlerin, etli meyvelerin tohumlari, cicek ve ¢imlerin
depolanma ve taginmasi sirasinda, yiizeylere bulasan kiiflerin engellenmesi ve
evlerde kullanilan hali ve kumaslarin korunmasi sirasinda fungusitler yaygin

olarak kullanim alanina sahiptirlerz.

Ayrica, kiiltiir bitkilerine zarar veren pas ve kiif gibi hastaliklara kars1 da
fungusitler kullanmilmaktadir. Bu hastaliklarin  etkisi mikroskobik mantar
misellerinin ¢esitli bitki dokularin1 ortmesi ile gerceklesmektedir. Bu hastaliklara
karsi miicadele, fungusitlerin yapraklara uygulanmasi ve boylece sporlarin

gelisiminin onlenmesiyle olmaktadir (Akman 2000).

Fungusitlerin de diger pestisitler gibi cevre ve canlilar iizerinde olumsuz etkileri
mevcuttur. Ancak bu kimyasal bilesikler insektisit ve herbisitlere oranla daha az
miktarlarda tiiketilirler. Bu nedenle cevre kirliligine olan etkileri diger iki gruptan
daha azdir. Bu grup icgerisinde insan sagligi yoniinden en zararli olan kimyasal
grup civali fungusitler grubundan olan organik civali bilesiklerdir. Tohum
ilaglamasinda kullanilan bu kimyasal bilesikler, ancak bulastirilmis tohumlarin
yanlighkla c¢iftlik hayvanlarina yedirilmesi ile baz1 zehirlenmelere neden

olmaktadir (Celik 2003).

Fungusitlerin bazilar cok toksiktir ve bir¢ok yaygin zehirlenmeler goriilmiistiir.
Civali bilesikler, bakir bilesikleri, pentachlorophenol, ditiyokarbamatlar,
tetrametilthiuram disiilfiir (thiram) ve hexachlorobenzene siklikla kullanilan

fungusitlerdir (Vural 1996).

2 http://npic.orst.edu/RMPP/rmpp_ch15.pdf 19.07.2006

26



Civali fungusitlerin uygulandig1 besinler, yanls kullanilmalar1 nedeni ile bir¢ok
Olimlere ve devamli norolojik bozukluklara yol ag¢maktadir. Bu nedenle

kullanimlar1 1970’1i yillarda yasaklanmistir (Vural 1996).

2.8. Pestisitlerin Tarihcesi

Pestisitlerin kullanim1 Roma ve eski Yunan’dan beri siiregelmektedir. Fakat 19.
yiizyilin son donemlerinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. ikinci Diinya
Savasi sonrasinda hastalik, zararli ve yabanci otlarin kimyasal savasimi

konusunda 6nemli ilerlemeler olmustur3.

Pestisit olarak kullanilan ilk maddeler arsenik ve kiikiirttiir. Daha sonra
krizantemden elde edilen pyrethrum 19. yy’dan itibaren kullanilmaya
baslanmistir. Colorado patates bocegine karsi ABD’de Paris yesili gibi bakir
arsenik bilesikleri kullanilmistir. Bu kullanim 1860’11 yillara kadar uzanmaktadir.
Daha sonra civa ve kursun metal bilesikleri de kullanilmaya baslanmistir (Giiler

ve Cobanoglu 1997).

1940’11 yillara kadar zararli boceklerin kontroliinde kullanilan dogal bilesikler
daha sonralar1 kararsiz olmalar1 ve pahali iiretimleri nedeniyle yerini yapay

bilesiklere birakmistir (Uslu ve Tiirkman 1987).

II. Diinya Savasi’na kadar dogal yollarla elde edilen kimyasal maddeler tarimda
bitkisel {iriinleri zararlilara karst korumada kullanilmigtir. 1874 yilinda bir Alman
kimyacis1 olan Othmar Zeidler tarafindan bulunan DDT (Diklor Difenil
Trikloretan)’nin II. Diinya Savasi dolayisiyla Amerikan ordusunda bit ve pireye
kars1 kullanilmast bu tiir maddelerin sadece bitki koruma alaninda
kullanilmadigim  gostermistir. DDT’nin  1943-1944 yillarinda Italya’da bas
gosteren tifiis salgininda bityiik bir basariyla kullanilmasi ve salginin kisa siirede

oniine gecilmesi maddeyi mucizevi hale getirmistir. Kimya sanayininde

3 http://www.zmo.org.tr/etkinlikler/6tk05/031 pdf 04.05.2006
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gelismesiyle birlikte iiretilen sentetik pestisitler yogun olarak kullanilmigtir

(Giindiiz 1998).

II. Diinya Savasi’na kadar kimyasal kontrolde sinirh bir ka¢ madde
kullanilmaktaydi. Bunlar bakir ve civa tuzlart ve kiikiirdiin fungusit olarak
kullanilmasi, boceklere karsi ise arsenik, siyaniir gibi genel zehirlerden
yararlanilmas1 bi¢imindeydi. Boceklere karsi savasta pestisitlerin - yaygin
kullanimi 1940’11 yillarin ortalarinda basladi. 1939 yilinda Isvigreli kimyac1 Paul
Mueller DDT’nin pestisit 6zelliklerini belirledi. 1942 yilinda piyasaya ¢ikan DDT
hizla yaygin kullanima girdi. ikinci Diinya Savasi’nda yeni bir sinir gaz iizerinde
calisan Alman bilim adamlar1 organofosforlu bir insektisiti, parathionu buldular.
Parathion 1943 yilinda pazara sunuldu. Yine fenoksi herbisitlerin 2, 4-D, ve 2, 4,
5-T herbisitlerin kullanimi1 1940’11 yillarin baslangicinda devreye girdi. II. Diinya
Savasi’nda botanik kokenli pestisitlerin iilkeye saglanmasi giiclestiginde ABD’de
ve diger iilkelerde organik kimyasallara yonelinmistir. 1940 yilinda benzen
hekzaklorir Ingiltere’de ve Fransa’da insektisit olarak kabul edilmistir (Giiler ve

Cobanoglu 1997).

1943’de ilk fungusit olan zineb, 1945’de ilk herbisit amonyum siilfamat, 1949’da
captan ve allethrin, 1951°de insektisit olan isolan, dematen, pyromat ve pyrolan

sentezlenmis ve insanlarin hizmetine sunulmustur (Anonim 2001).

Daha sonraki yillarda bu kimyasal maddelerin, bitki koruma alaninda,
hastaliklarla miicadelede, salginlarin énlenmesinde, haserelerin yok edilmesi gibi
bir¢ok alanda basaril bir sekilde kullanilmasiyla tiretimleri ve tiiketimleri oldukga

artmistir (Helvaci 2003).

Pestisitlerin bu yararlarinin yani1 sira kullanilmalar1 sirasinda meydana getirdigi
bazi zararlar da vardir. Bu pestisitler sadece hedef alinan ve istenmeyen canlilara
ulagmaz. Canli ve cansiz faktorlerin etkisiyle ekosistemde dolagima girerek hava,
yeralt1 ve yer iistii sulari, toprak ve ¢ok cesitli tipteki yiyecekler bu pestisitler veya

bunlarin metabolitleri ile kirlenmektedirler. Sonugta tahil ve sebze yetistiricileri
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ve tiiketicileri, bu maddelerin iiretiminde ¢alisan ve uygulayan isciler, bunlarin
kirlettigi hava, su ve topragi kullanan biitiin canlilar, hedef alinmadiklar1 halde, bu

kimyasallarin etkilerine maruz kalmaktadirlar (Celik 2003).

Pestisitlerle ilgili ilk ciddi elestiri Rachel Carson'un 1962 yilinda yayimladigi
Silent Spring kitabiyla ortaya ¢ikmistir. DDT ve klorlu hidrokarbonlarin ¢evredeki
dayanikliligini, insan ve hayvanlarin yag dokularinda birikimini, hedef olmayan
veya olmamasi1 gereken tiirler iizerindeki toksik etkisiyle, ekolojik ve insan

saghigiyla ilgili yikici etkilerini dile getirmistir (Giiler ve Cobanoglu 1997).

Birgok iilke 1970°li yillarda cevrede kalic1 olan organoklorlu bilesiklerin
kullantmim1 ~ kisitlamak ya da tamamen yasaklamak konusunda kanuni
diizenlemelere gitmistir. Amerika’da DDT kullamimi 1972°de yasaklanmistir.
Tiirkiye’de ise 1982’den sonra organoklorlu pestisit etken maddelerinden sadece
DDT, endosiilfan, heptaklor, quintozen ve toksafenin kisitli kullanimina izin
verilmigtir. 1985 yilinda endosiilfan, quintozen ve toksafen digindaki klorlu
pestisitlerin kullanimi yasaklanirken, 1989 yilinda toksafen disindaki klorlu
pestisitlerin kullanim1 yasak olan klorlu pestisitler i¢cine alinmistir (Vural 1996,

Yiicer 1996).

2.9. Pestisitlerin Yayilim

Pestisitler ¢ok cesitli uygulama alanlarina sahip olduklarindan dolay1 oldukga
fazla miktarda kullanilmaktadirlar. Kullanim sikligina baglh olarak yayilimlart da
genis bir alana sahiptir. Pestisitler dogrudan ya da dolayli olarak havaya, sulara,
topraga, yiyeceklere karigmakta ve en son olarak insanlar iizerinde zararh etkilere

sebep olabilmektedir.
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Hi¢ pestisit uygulamasi yapilmayan kutuplardaki penguenlerde, ay1 baligi ve
eskimolarda DDT’nin varliginin saptanmasi, bazi tarim ilaclarinin diinyadaki

sirkiilasyonunun ne kadar giiclii oldugunu gostermesi bakimindan énemlidir *.

Bitki koruma ilaclarinin ¢evredeki sirkiilasyonu, ¢ok yonlii karmagik bir yapiya
sahiptir. Ornegin tarla, bahce veya orman agaclarinin hastalik veya zararlilara
karsi ilaglanmasi sirasinda ilag zerreleri havaya, topraga, topraktan yagmurlarla
yeralti sularmma ve dolayisiyla su ekosistemine karigabilmektedir. Bitkiler
izerindeki kalan pestisit kalintilar1 ise bazen besin yoluyla insan ve hayvanlara
gecmekte ve ani zehirlenmeler, hatta genetik yapiy1 etkileyecek ve kansere sebep

olabilecek diizeyde tehlikeler yaratabilmektedir :

Pestisitler havaya; piiskiirtme, sis ve duman makineleri, basin¢li kutulardan
bireylerin piiskiirtmesi yoluyla karismaktadir. Parcaciklarin biiyiikliigiine, dagilan
hacme, hava akimimin hizina, havanin sicakligina, diger bazi faktorlere bagl
olarak belirli bir siire alanda kalabilir veya istenmeyen bolgelere kayabilir.
Pestisitlerin hava yoluyla uygulanmalarinda ¢ok dikkatli olunmasi gerekmektedir.
Hava kosullarina bagh olarak bolgeden kaymalar dikkatle degerlendirilmelidir.
Insanlara gegisi solunum, deriden emilim, pestisitin yiyecek ve suyla alim
seklinde gerceklesir. Hava yolu biitiin bu etkilenim yollarinin devreye girmesini
saglayabilir. Pestisitler havadaki toz partikiillerine baglanarak kilometrelerce
uzaklara gidebilmektedir. Havadaki diger kimyasallarla birleserek ikincil
kirleticiler olusturabilir (Giiler ve Cobanoglu 1997).

Belirli bir bolgeye uygulanan pestisitler biyolojik ve fiziksel yollarla cevreye
yayilarak, tiim canlilarin cesitli sekillerde bunlarla temasina yol acarlar. Bu
maddeler ve bunlarin kalintilar1 ¢ok cesitli yerlerde ve farkli zamanlarda biyolojik

besin zincirine girerler (Asal 1983).

Pestisitler topraktan yayilimla su kiitlelerine girebilir. Bu dogrudan toprak

yiizeyinden akintilarla veya evlerden, bitkilerden ve tarimsal bolgelerden olabilir.

4 http://www.maliye.gov.tr/cevreatlasi/O8tarim.pdf 04.05.2006

30



Bazi pestisitler su akimi, topraga enjekte edilmeleriyle, yagmur ve karla yikanarak
yeralt1 sularina sizabilir. Pestisitlerin kullanilmasi bu nedenle mutlaka denetim
altinda olmali, su kiitlelerinin denetimi diizenli olarak yapilmalidir. Pestisit ve su
yosunlarinin  kontroliinden once yiizeysel su Kkiitleleri, goller dikkatle
degerlendirilmelidir. Eger bu degerlendirme yapilmayacak olursa pestisitler
verdikleri yararin ¢ok {iizerinde zarar meydana getirebilmektedir (Giiler ve

Cobanoglu 1997).

Tarimsal miicadele amaciyla kullanilan pestisitler yagmur sular1 ve sulama sular1
ile ylizeysel sulara ve yeralt1 sularina taginmaktadir. Ayrica uygulamalar sirasinda
havaya karisan ilac zerreleri riizgarla o bolgedeki akarsulara tasinarak su
kaynaklarmi ve denizleri kirletmektedir. Pestisitlerin kimyasal ve fiziksel yapisi,
formiilasyon tipi, suyun pH derecesi ve stabilitesi, su i¢cinde dagiliglarim etkileyen
faktorlerdir. Degisik yollarla su kaynaklarina bulasan pestisit kalintilar1 sudaki
organizmalar1 da etkilemektedir. Oliimler, hastaliklara karsi diren¢ azalmasi,
tireme ve beslenme bozuklugu seklinde ortaya c¢ikan bu etkiler su ekosistemindeki

biyolojik tiir ¢esitliligini tehdit etmektedir (Akkaya 1996).

Pestisitler insan sagligi, cevre ve dogal dengeyi olumsuz yonde etkilemesi,
tiriinlerde, toprakta, suda ve havada kalint1 birakmasi, hastalik, zararli ve yabanci
otlarda dayaniklilk meydana getirmesi gibi bir¢ok istenmeyen etkilerinin
olmasiyla sorgulanmaya baslanmistir. Bunun sonucu olarak bir taraftan
pestisitlerin bilincli ve teknik tavsiyelere uygun olarak kullanilmasini saglamak
icin gerekli tedbirler alinirken diger taraftan 1980’li yillardan itibaren kimyasal
pestisit tiiketiminin azaltilmasi i¢in politika ve stratejiler olusturulmus ve eylem

planlart hazirlanmistir (Helvaci 2003).

Cevre kirlenmesinin 6nlenmesi, biyolojik dengenin bozulmamasi, insan ve diger
canlilarin sagliginin tehlikeye diismemesi icin pestisit tiiketiminin azaltilmasi
yeterli degildir. Bitki hastaliklariyla savasta enfeksiyonlar ortaya c¢ikmadan,
kosullar ne olursa olsun kimyasal savas dis1 Onlemler Oncelikle alinmalidir.

Ornegin, giines enerjisinden yararlanilarak solarizasyonla topraktaki patojenler ve
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yabanci ot tohumlart yok edilmeli, seralarda iyi bir havalandirmayla nem
disiiriilmeli, giibreleme, sulama ve diger bakim iglemleri hastaliklara dayaniklilig

tesvik edecek bicimde yiiriitiilmelidir (Delen vd. 1995).

Pestisitler kullanimlart sirasinda oldukga dikkatli davranilmali ve olas1 pestisit
zararlarina karsi ¢esitli onlemler alinmalidir. Bunun igin icerisinde Tiirkiye’ nin de
bulundugu bircok {iilke pestisit kullaniminin azaltilmasiyla ilgili calismalar

yapmaktadir.

Pestisit tiiketiminin azaltilmasinin saglayacag yararlari sdyle siralayabiliriz;
Siirdiiriilebilir tarimsal {iretimin saglanmasi

Pestisit kalintis1 bulunmayan giivenilir gida elde edilmesi

Canlilar arasindaki dogal dengenin ve biyolojik ¢esitliligin korunmasi
Cevrenin korunmast

Insanlarin ve sicakkanli hayvanlarin sagliginin korunmasi

AN U e

Hastalik, zararli ve yabanci otlarin pestisitlere karsi direng olusturma riskinin
azaltilmasi

7. Tlag ve ilaglama masraflarinin azaltrlmasi (Bulut ve Tamer 1996).

Pestisitlerin piyasa Omriinii, insan saghigim ve cevreye etkililigini en fazla
etkileyen olaylarin basinda pestisitlere organizmalarin duyarlilik azalist
gelmektedir. Bir pestisite organizmalarmm duyarlilifi azaldik¢a, o pestisitin

etkililigi de diismektedir °.

Kisa yasam dongiili ve yillik dol sayilar1 fazla olan zararli tiirlerde direnc
probleminin ortaya cikisi cok kisa siirede olmaktadir. Direngli populasyonlar
tireticilerin daha sik araliklarla ve yiliksek dozda ilaglama yapmalarina neden
olmaktadir. Bu davranig hem diren¢ probleminin artisina neden olurken, hem de
cevrede kirlilige neden olmaktadir. Aym1 zamanda yogun ve fazla pestisit
kullanimi kisa siire ekosistemdeki dogal baski unsurlarimi artirmakta ve bunun

sonucu olarak o giine kadar populasyonlar1 ekonomik olarak zarar olusturamayan

> http://www.zmo.org.tr/etkinlikler/6tk05/030 pdf 04.05.2006
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bazi zararli organizmalarin populasyon yogunluklarinin artisina neden

olmaktadir®.

Pestisite direncli hale gelme olgusunun biyolojik agiklamasi, dogal secilim ve
bireyler aras1 genetik farkliliklara dayanir. Bir bocek populasyonuna yeni bir
pestisit uygulaninca populasyonun % 99’a yakin kismi 6liir. Kalan %1, bireyler
arast genetik farklilik sonucu ve sans eseri olarak bu pestisite direnci olan
bireylerdir. Hayatta kalan birka¢ direncli birey ortamda hizla iireyerek kisa
zamanda pestisite direncli yeni bir populasyon olusturur. Dolayisiyla siirekli
olarak yiiksek dozlarda pestisit kullanmak, pestisite direncgli populasyonlarin

dogal secilim ile ortaya ¢ikmalarina neden olmaktadir (Gedikli 2001).

2.10. Tiirkiye’de Pestisit Kullaninm

Tiirkiye’de tarim ilaclar1 sanayi 1951 yillarinda kurulmaya baslamustir. Ozellikle
6968 Sayili Zirai Miicadele ve Zirai Karantina Kanunu’nun 1957’de yayinlanmasi
ve ilgili tiiziiklerin 1958’de devreye girmesi; iilkemizde kullanilacak tiim ilaglarin,
ister yerli, ister ithal olsun kalitelerinin uluslararasi standartta olma zorunlulugunu

getirmistir .

Tiirkiye’de tarimsal miicadele icin gerekli pestisitlerin teknik maddesi ya yurt
icindeki fabrikalarda imal edilmekte, ya da dis iilkelerden ithal edilmektedir. Son
yillarda iilkemizde pestisit imal eden bazi tesislerin kurulmus olmasi, ithal edilen
preparat miktarinin kismen azalmasina ve doviz kaybinin onlenmesine yardimei
olmustur. Tiirkiye’de 1960-1997 yillan1 arasinda teknik madde ve formulasyon
iretimi i¢in isletme izni alan tesis sayis1 17°den 68’e, ithalatci firma sayis1 10’dan

81’e yiikselmistir (Gedikli 2001).

1979°dan 2002’ye kadar, etki ettikleri canli gruplarima gore pestisitlerin
titkketimleri, Cizelge 4’de 6zetlenmistir (Delen vd. 2005).

6 http://www.zmo.org.tr/etkinlikler/6tk05/031pdf 04.05.2006
" http://www.zmo.org.tr/etkinlikler/5tk02/40.pdf 06.06.2006
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Cizelge 4. Pestisitlerin 1979’dan 2002’ye kadar,

(Delen vd. 2005).

etki ettikleri canli gruplarina gore tiiketimleri

Pestisit 1979 1987 1994 1996 2002
gruplan

insektisitler 2.287.658 3.303.446 2.064.991 3.027.380 2.250.898
Akarisitler 203.107 240.360 192.279 223.857 296.809
Fumigant = ve | = 55 665 322.227 530.738 1.076.661 1.559.489
nematositler

Rodentisit - ve 5.600 2.124 2.509 3.268 1.794
mollusitler

Fungusitler 1.537.315 2.611.960 2.201.406 2.951.191 1.964.292
Herbisitler 2.451.977 3.495.044 3.902.588 3.643.971 3.697.397
Toplam 8.395.84 12.112.267 10.871.792 13.797.488 12.198.917
2.11. Pestisitlerin insanlara Etkisi

Pestisitlerin insanlara etkilerinin degerlendirilmesi olduk¢a giictiir. Ciinkii

problemin tam niteligiyle ilgili bilmedigimiz bir¢ok etmen bulunmaktadir. Yas,
cins, 1k, sosyoekonomik durum, beslenme diizeni, saglik durumu, etkilenim
siiresinin uzunlugu ve bicimi, pestisit konsantrasyonu, pestisitlerin etkisi altinda
kalan kisilerin etkilenimlerini ve sonuglari onemli boyutlarda degistirmektedir

(Giiler ve Cobanoglu 1997).

Pestisitin direkt etkisi, insan viicuduna ilacin solunum, deri veya agiz yoluyla
dogrudan girmesi sonunda olmaktadir. Pestisit ile bulasmis besinin yenilmesi veya
icilmesi ile toksik etki meydana gelmektedir. Ancak intiharlar hari¢ bu safhada
olum genellikle az olmakta, alinan pestisitin toksisite derecesi ve dozuna baglh

olarak zehirlenme belirtileri kisa bir siire sonra baslamaktadir 8

Pestisitlerin iiretimi veya kullanilig1 sirasinda meydana gelen is kazalari, ilaclarin
insan saghgina karsi olumsuz etkilerini derhal gostermektedir. Ornegin
Hindistan’in Bhopal kentinde 3 Aralik 1984 tarihinde ABD’ne ait Union Carbide
Sirketi’nin bir bocek ilaci fabrikasindan ¢evreye yayilan yaklasik 45 ton metil

izosiyanit gazi, civardaki 250 kisiyi uykularinda 6ldiirmiis ve fabrika ¢evresindeki

§ http:// http://www.maliye.gov.tr/cevreatlasi/O8tarim.pdf 04.05.2006
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¢ok genis bir alan1 yasanmaz hale getirmistir. Aradan 4 yi1l gecmis olmasina
ragmen, fabrika cevresindeki koyliilerden her yil ortalama 500 kisinin 6lmesi

tehlikenin boyutlarini gostermesi agisindan 6nemlidir®.

Pestisitlerin zehirlilik etkileri akut ve kronik etkiler olarak iki sekilde ortaya cikar:
Pestisitlerin akut etkileri irritasyondan, dermatite, sistemik emilime bagli olarak

Olime kadar degismektedir (Giiler ve Cobanoglu 1997).
Tarimsal kesimde ¢aligmakta olan isciler diger endiistriyel sektorlerde caligsanlara
gore dort kez daha yiiksek risk altindadir. Pestisit nedenli etkilenim sonuclarinin

cogu irritasyon ve degme dermatitidir (Giiler ve Cobanoglu 1997).

Pestisit kalintilari ihtiva eden bitkisel ve hayvansal besin maddelerini yemek

suretiyle meydana gelen zehirlenmeler ise kronik zehirlenmelerdir®.
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2.12. Pestisitlerin Topraga, Suya, Bitkilere ve Hayvanlara Etkisi

Pestisitler insanlar iizerinde olumsuz etkilere sebep olduklar1 gibi hayvanlar,
bitkiler, toprak ve su iizerinde de dogrudan ya da dolayli bazi etkiler meydana

getirmektedir.

Bitki hastalik ve zararlilarina kars1 kullanilan pestisitler yagmur, riizgar gibi ¢esitli
etkenlerle topraga dolayli yolla ulasabilmektedir. Topraktaki zararli boceklere,
nematodlara ve tohum ilaclamalar1 sirasinda tohuma uygulanan pestisitler ise
direkt olarak topraga karismaktadir. Bu sekilde toprakta devamli birikim halinde
olan pestisitler, tiiketilen triinler aracilifi ile insan, evcil hayvanlar ve yaban

hayatina ulasarak cevre sagligini olumsuz yonde etkileyebilmektedir .

Pestisit uygulamalarinin bitkilerde meydana getirdigi morfolojik ve anatomik
farkliliklar yaninda bitkinin gelistigi topraklarda bakteri, aktinomiset ve funguslari
da etkilemesi s6z konusudur. Pestisitler dogrudan topraga uygulandigi gibi,
dolayli olarak bitkilere piiskiirtiilirken bir miktar1 da topraga karigmaktadir.
Ayrica, bitkinin yesil kisimlarindaki pestisitler sulama ve yagmur sulan ile de
topraga gecebilmektedir. Boylece toprak icin faydali olan pek c¢ok

mikroorganizma grubu pestisitlerden etkilenmektedir (Digrak vd. 1997).

Bilindigi gibi bitki korumada kullanilan baz1 ilaglar dogrudan topraga
uygulanmakla birlikte uygulamalar1 sirasinda atilan ilacin yaklasik % 50’si
topraga ulasmaktadir. Sonugta toprak solucanlarinin dogrudan ya da dolayl da
olsa ila¢ uygulamalarindan etkilenmemesi diisiiniilemez. Toprak solucanlarinin
ilag uygulamalarina maruz kalmasi esas olarak toprak gozeneklerinde bulunan
ilagla bulasik su vasitasiyla olmaktadir. Uygulama sonrast yagisin fazla oldugu

durumlarda etkilenme ¢ok daha yiiksek olmaktadir 10

Pestisitlerin belki de en ©Onemli sorunu; gida zincirine hangi asamada ve

konsantrasyonda girecegine iliskin bilgilerin saglikli olmamasidir. Ornegin ¢iftlik

’ http://www.maliye.gov.tr/cevreatlasi/O8tarim.pdf 04.05.2006
10 http://www.zmo.org.tr/etkinlikler/6tk05/030 04.05.2006
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hayvanlar pestisitlerce kirlenmis bitkileri yiyerek sindirmekte ve pestisit
kalintrlar1 hayvan viicudunda yer almaktadir. Insanlar da bu hayvanlar1 besin
olarak tiikettiginden kimyasallarin insan viicudunda (6zellikle cocuklarda)

birikmesi olasidir (Karaer ve Giirliik 2003).

Topraga ve bitkilere olan olumsuz etkilerinin yami sira pestisitler cesitli
hayvanlarda da olumsuzluklara sebep olmaktadir. Sulara cesitli yollarla karisan
diisiik yogunluktaki bir¢ok pestisit kalintisindan baliklarin olumsuz sekilde
etkilendikleri ve davraniglarinda farklilik meydana geldigi anlagilmistir. Baz1 balik
tiirlerinde yavrularin tarim ilaclarina karst cok hassas olduklari belirlenmistir.
Durgun sularda minimal diizeydeki bir pestisit kalintisinin bile, sudaki oksijeni
hizla azalttigi ve baliklarin beslenme ortamini bozdugu saptanmistir. Pestisit
bakiyelerinin suda eser miktarda bulunmasi halinde bile, akuatik canlilarin besin
zincirinde ¢ok Onemli yeri olan zoo ve fitoplanktonun gelismeleri Onlenebilir.
Sudaki organizmalarin ilact absorbe veya metabolize etmesi, sudaki pestisit
seviyesine, organizmanin fizyolojisine, sicakliga ve daha ©nceden biinyede

mevecut ilag kalintisina baghdir ',

Gerek iilkemizde ve gerekse diinyada bal arilar pestisitlerden etkilenen en 6nemli
bocek tiirlerini olusturmakta, pestisitlerin yogun ve bilingsiz kullanimlar

. < 12
sonucunda her yil binlerce kovan zarara ugramaktadir *.

Zararl1 populasyonunu baski altina alan, onlarin asir1 ¢ogalmalarin1 onleyen en
onemli faktor olan dogal diismanlar kullanilan pestisitlerden en fazla etkilenen
canlilardir. Genellikle avel bocekler olan dogal diismanlar fazla hareketlilikleri
nedeniyle daha fazla pestisit bulasmasina ugramakta ve bu uygulamadan ¢ok zarar
gormektedirler. Bu nedenle, bunlarin baski altinda tuttugu ikinci dereceden bazi

zararhilar zararli konumuna ge¢cmektedirler (Siirmeli 2003).

" http://www.maliye.gov.tr/cevreatlasi/O8tarim.pdf 04.05.2006
12 http://www.zmo.org.tr/etkinlikler/6tk05/031 pdf 04.05.2006
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2.13. Ames/Salmonella/mikrozom Test Sistemi Kullamlarak Yapilan

Cahsmalar

Ruiz ve Marzin’in (1997) yaptiklan bir calismada, iki in vitro test olan Salmonella
mutajenite testi ve SOS kromotesti 6 cesit pestisit {izerinde uygulanmis ve bu
pestisitlerin genotoksik aktivitesi arastirilmistir. Deney Sprague Dawley cinsi
ratlardan alinmis olan karaciger homojenati ile S9 varlifinda ve yoklugunda
gerceklestirilmistir. Pestisitlerden Captan ve Captafol hem Ames hem de SOS
kromotestinde genotoksik etki gOstermistir. Bakteriyel test irklar atrazine,
molinate, chlorpyrifosmethyl ve tetrachlorvinphos’a maruz birakildiginda ise S9

varliginda da yoklugunda da her iki testte de genotoksik etkiye neden olmusglardir.

[k defa 1967 yilinda Brezilya’da hummaya sebep olan bir sivrisinek olan Aedes
aegypti icin kullanilan organofosforlu bir pestisit olan temephosun tek hiicre jel
elektroforezi (SCGE), SOS/umu ve Ames/Salmonella test sistemleri ile
mutajenitesi aragtirnlmigtir. Bu pestisit SCGE de toksik bulunmusken, SOS/umu
test sisteminde mutajenik ancak toksik bir etkiye sahip olmamistir. Ames testinde
ise metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz deneylerin her ikisinde de
Salmonella typhimurium suslan ile yapilan ¢alismalarda TA 97, TA 98, TA 100
ve TA 102 de mutajenik bir etkiye rastlanmamustir. Ancak TA 98NR, YG 7104 ve
YG 7108 suslan ile yapilan deneylerde metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz
calismalarda temephosun 3.33 puM’in iizerindeki konsantrasyonlart mutajenik

bulunmustur (Aiub vd. 2002).

Yoon ve arkadaslar1 (2001), diinyada bocek ve nematodlarin kontrolii i¢in olduk¢a
yaygin olarak kullanilan bir pestisit olan carbofuran ve onun metaboliti olan N-
nitrosocarbofuranin Ames testi ile mutajenitesini incelemislerdir. Ciinkii bu
pestisit tarimda ve evlerde oldukca sik olarak kullanmilmaktadir ve yiyeceklere,
suya ve havaya karismasindan dolay1 bircok canlida ciddi saglik problemlerine
neden olabilmektedir. Bu pestisit Ames testinde TA 100 susu ile metabolik
aktivasyon varliginda ve yoklugunda calisilmistir. Sonu¢ olarak; N-

nitrosocarbofuran metabolik aktivasyon yoklugunda mutajenik bir etkiye sahipken
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carbofuran mutajenik degildir. Metabolik aktivasyon varliginda ise ne N-

nitrosocarbofuran ne de carbofuran mutajenik bulunmamastir.

Brams ve arkadaglarinin (1987) yaptig1 bir ¢alismada ise farkli kimyasal siniflara
ait olan 40 adet bilesik Ames/Salmonella testi ve SOS Kromotesti ile
karsilastirilmistir. Ames testinde kullanilan 3 sus ile (TA 97, TA 98, TA 100) test
materyallerinin 3 farkli konsantrasyonu sonucunda bilesiklerin biiyiik ¢cogunlugu
(%78) mutajen/karsinojen olarak tanimlanmistir. Ticari olarak satilan mevcut
kitlerle yapilan SOS kromotestinde ise, E. coli PQ 37 susu kullanilmis ve sadece
Ames testindeki 4 pozitif bulunan bilesik bu testte mutajenik olarak tespit

edilmistir.

flag yapiminda baslangic maddesi olarak kullanilmasi amaclanan 2,4,5 trifenil
imidazol ve dokuz tiirevinin mutajenik etkileri Ames/Salmonella/mikrozom test
yontemi ile arastinlmistir. Test bilesenlerinin 6zellikle TA 98 susunda etkili
oldugu belirlenmis olup baglanan metil ve metoksi gruplarinin pozisyonu ile

mutajenik etki arasinda bir iligki saptanmistir (Mercangoz ve Tiiylii 2000).

Bugdaylar igerisindeki yabani yulaflarin kontroliinii saglamak amaciyla kullanilan
ve secici bir herbisit olan triallate in vivo ve in vitro calismalan iceren ¢ok yaygin
bir veritabanina sahiptir. Bu kimyasal in vitro ¢alismalarda ¢ok karma sonuglar
meydana getirmistir. Triallate Ames testinde, cogunlukla S9 varliginda TA 100 ve
TA 1535 suslarinda genotoksiktir. S9 yoklugunda ise ayni suslarda daha zayif bir
cevap gozlenmisti. TA 1537 ve TA 1538 suslarinda genotoksisiteye
rastlanmazken TA 98 susunda ise karma bir sonug¢ elde edilmistir. S9’un varlig
ve yoklugu bakterinin kimyasal maddeye kars1 verdigi cevapta rol oynamaktadir

(Healy vd. 2003).

Iki thiocarbamate herbisiti olan diallate ve triallate’e, mutajenik potansiyellerinin
belirlenebilmesi amaciyla en az birer hafta araliklarla tekrarlanmak sartiyla kisa
donem testlerinden olan Ames testi metabolik aktivasyon varliginda ve

yoklugunda uygulanmistir. Salmonella/mikrozom testi her iki herbisite de 0.59-
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118.0 pg/plak ve 6.37-1273 pg/plak araligindaki dozlarda TA 1535, TA 98 ve TA
100 suslarinda sadece metabolik aktivasyonlu c¢aligmalarda genotoksik etkiye

rastlanilmistir (Svehu vd. 1984).

Yine aym kimyasal maddeler olan diallate ve triallate’in mutajenik aktivitesi,
Douglas (1981) tarafindan Salmonella/mikrozom testi ile calisilmig ve TA 1535,
TA 100 ve TA 98 suslarinda metabolik aktivasyonsuz deneylerde doza bagli bir
artis gdzlenmis ve bu suslarda cergeve kaymasi ve baz degisimi mutasyonlar
saptanmistir. Her iki herbisidin mutajenitesi rat karaciger S9’unun Aroclor 1254

ile tesvik edilmesi sonucunda biiyiik 6lciide artmigtir.

20 carbamate herbisit ve fungusitlerinin mutajenik ozelliklerinin saptanmasi
amaciyla Salmonella/mikrozom testi uygulanmistir. Sonug olarak, TA 1535 ve
TA 100 suslarinda, thiocarbamate bilesiklerinden olan diallate, triallate ve
sulfallate karaciger mikrozomal fraksiyon varliginda mutajenik olarak tespit
edilmistir. Bu da gostermistir ki thiocarbamatlarin metabolik {iriinleri baz
degisimlerine sebep olmaktadir. 2-chloro-allyl gruplarindan 3 bilesik mutajenik
bulunurken diger 17 bilesikte herhangi bir mutajenik etkiye rastlanmamistir (De

Lorenzo 1978).

Tetrachlorvinphos pestisitinin mutajenik aktivitesi Escherichia coli WP2 ve WP2
uvrA, Salmonella typhimurium TA 1535, TA 1538, TA 98 ve TA 100 suslar ile
arastirilmistir. Deneyler rat ve farelerden elde edilmis olan karaciger
homojenatlar1 varliginda ve yoklugunda, ayrica Aroclor 1254 ile muamele edilmis
ve edilmemis olarak iki sekilde gerceklestirilmistir. Sonug olarak, bakteri suslar
tetrachlorvinphosun 0-2000 pg/plak araliginda uygulanmasi sonucunda herhangi

bir mutajenik etkiye rastlanmamistir (Brooks 1982).
Yapilan diger bir calismada da trichlorfon pestisitinin mutajenitesinin

degerlendirilmesi i¢in Salmonella typhimurium’un TA 1535, TA 100, TA 97, TA

98 ve TA 104 suslarn kullanilmistir. Trichlorfon baz degisimi mutasyonlarina
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sebep olmustur ve onun mutajenik aktivitesi S9 karisimi ile azalmistir (Barrueco

1991).

Bir insektisit olan endosiilfanin potansiyel mutajenitesi oldukca yiiksek bir
duyarliliga sahip olan Salmonella TA 97(a), TA 98, TA 100 ve TA 102 suslar ile
arastirilmistir. Bu insektisit 50 pg/plak ve bunun iistiindeki dozlarda toksik bir etki
sergilemistir. Plak inkorporasyon testinde kullanilan hicbir test susu mutajenik
etki gOstermemistir. Bir pre-inkiibasyon islemi kullanilarak yapilan deneyde
sadece TA 97 ile metobolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz c¢alismalarda
mutajeniteye rastlanmistir. S9 karistmimi tesvik eden phenobarbitol ortama

eklendikten sonra toksisitede artig gozlenmistir (Pandey 1990).

Bir dithiocarbamate fungusiti olan mancozeb’in muhtemel mutajenik aktivitesi
Salmonella typhimurium test suslarindan TA 97, TA 98, TA 100 ve TA 102 ile
arastirilmistir. Sonug olarak 40 pg/plak ve onun tistiindeki dozlarda biitiin suslarda
mancozeb toksik bir etki gostermistir. Mancozeb, aseton ve DMSO ile
coziildiginde TA 97 susunda metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz
calismalarda revertant koloni sayisinda doza bagh bir artis gbzlenmistir (Shukla

2004).

Thiram fungusitinin mutajenik aktivitesi histidine ihtiya¢ duyan 4 Salmonella
typhimurium (TA 1535, TA 100, TA 1538, TA 98) susu kullanilarak karaciger
mikrozomu ile aktivasyonlu ve aktivasyonsuz olarak arastirilmistir. TA 1535 ve
TA 100 suslarinda metabolik aktivasyonsuz calismalarda thiram mutasyona sebep
olmustur. Rat karaciger fraksiyonunun varliginda sistein ve glutathion bu suslarda
mutajenik aktiviteyi ortadan kaldirmistir. Aksine TA 1538 ve TA 98 suslarinda
mutajenik aktivetinin ifade edilmesinde thiram metabolik aktivasyona ihtiyag
duymustur. Siilfidril grubu iceren bilesikler bu suglarda da thiram’in mutajenik

aktivitesini ortadan kaldirmustir (Zdzienicka 1979).

Yurdumuzda yaygin olarak kullanilan organoklorlu insektisitlerden aldrin,

endosulfan, heptaklor ve tetradifonun Ames test sistemi ile mutajenik etkileri
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arastirillmistir. Endosulfan, Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarina
mutajenik etkili bulunmus, aldrin, heptaklor ve tetradifonun sadece TA 100

susunda zayif mutajenik etki gosterdigi saptanmistir (Siimer vd. 1991).

Diril ve arkadaslar1 (1988), Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan bazi pestisitlerin
Salmonella typhimurium/mikrozom mutajenite test sistemi ile mutajenik etkilerini
arastirmiglardir. TA 100 susu icin endosulfan, azinfosetil ve diklorvos (DDVP)’un
mutajenik; diptereks ve trifluralin’in ise zayif mutajenik etki gosterdigi
belirlenmistir. Trifluralinin Salmonella typhimurium TA 98 susu i¢in mutajenik;

endosulfanin ise zayif mutajenik etkili oldugu saptanmistir.

Tiirkiye’de ruhsatli bulunan 10 pestisidin mutajenik aktiviteleri Salmonella
typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinda spot test ile incelenmistir. Arastirilan
pestisitlerin konsantrasyonlart hekmalin 20 EC, rogor 40, hekthion 20 EM,
hektavin 50 WP, akar 338, tetrafon EC ve hyvar X i¢in 2, 20, 500, 1000 ve 3000
pg/plak; orthocide 50 WP i¢in 1, 5, 10, 20, 30, 40 ve 50 pg/plak, benlate igin 2, 20
ve 500 pg/plak ve dikotan M-22 icin ise 2 ve 20 pg/plaktr. Testi yapilan
pestisitler i¢inde sadece orthacide 50 WP, hem baz ¢ifti doniisiimleri ve hem de
kodon kaymasi tipinde mutasyonlara neden olmus, digerleri ise bu sistemde

negatif sonucu vermislerdir (Asal 1985).

Toplam 228 pestisit (88 insektisit, 60 fungusit, 62 herbisit, 12 bitki biiyiime
diizenleyicisi, 3 metabolit ve 3 diger bilesikler)’in mutajenitesi bakteriyel test
sistemlerinden Ames testi ile 5 sus (TA 100, TA 98, TA 1535, TA 1537 ve TA
1538) kullanmlarak incelenmistir. Ayrica E. coli ile de bir sus (WP2 hcr)
kullanilarak aym1 maddeler mutajenite bakimindan aragtinlmistir. Bu kimyasal
maddelerden 50 tanesi mutajenik bulunmustur. Bunlardan 5 tanesi aktiviteleri i¢in
metabolik aktivasyona (S9) ihtiyag duymaktadir. Cesitli kimyasal gruplar
arasindan, organik fosfatlar, halojenat alkanlar ve dithiocarbamatlar yiiksek
mutajenite gostermektedirler. Test edilen 22 pestisit karsinojenik olarak
saptanmasina ragmen, onlarin 7 tanesi; captain, dibromochlorpropane, ethylene

dibromide, ethylene dichloride, ethylenethiourea, 2-hydrazinoethanol ve nitrofen
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bu deneyde mutajen olarak tespit edilmistir. Diger 15 non-mutajenik
karsinojenlerin cogu chlorobenzilate, p,p'-DDT, dieldrin ve quintozene gibi

organoklorlu pestisitler grubuna girmektedir (Moriya vd. 1983).

Son yillarda gelistirilen ve cesitli ajanlarin genotoksisitesini belirleyen Ames test,
Bacillus subtilis repair test ve SOS Kromotesti olduk¢a 6nemli test sistemleridir.
Bu kisa donem test sistemleri kullamilarak formaldehyde, glutaraldehyde ve
resorcinal’in mutajenik etkileri arastirilmigtir. Sonuclar formaldehyde ve
glutaraldehyd’in genotoksik oldugunu dogrularken resorcinal sadece mutajenik
degil bunun yaninda baz1 genotoksik ajanlara karsi antimutajenik bir etki de

gostermistir (Yue vd. 1995).

Nitrofurazone ve furazolidone’un genotoksik oOzellikleri Ames test ve SOS
Kromotesti kullanilarak arastirilmistir. Bilesimlerin her ikisi de Salmonella
typhimurium’um TA 97 ve TA 102 suslarinda ve SOS Kromotestinde E. coli PQ
37 susunda giiclii mutajenik etkiye sahip olmuslardir. Sonuclar SOS Kromotesti
ve Ames testi arasinda iyi bir uyum oldugunu gostermektedir. Askorbik asit ve
selenit ise her iki test sisteminde de caligilmis olan 2 nitrofurans iizerinde oldukca

diisiik bir genotoksik etki gostermistir (Gajewska vd. 1990).

Brezilya’da ila¢ yapiminda kullanilan 7 tiirtin (Achyrocline satureoides, lodina
rhombifolia, Desmodium incanum, Baccharis anomala, Tibouchina asperior,
Luehea divaricata, Maytenus ilicifolia) sulu ekstraktlart Ames testinde mutajenik
etki varliginda arastirilmistir. Pozitif sonuglar Achyrocline satureoides, Baccharis
anomala ve Luehea divaricata’da mikrozomal aktivasyon varliginda elde

edilmistir (Vargas vd. 1991).

Bir organofosfat insektisiti olan Chlorpyrifos phosphorothiote’in genetik
toksisitesi bir¢ok mutajenite testinin yani sira Ames testi ile de incelenmis ve bu
incelemelerin  higcbirinde chlorpyrifos icin genotoksik aktivite gostergesi

bulunamamistir (Gollapudi vd. 1995).
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Fenitrothion insektisitinin mutajenitesi Salmonella typhimurium ve Escherichia
coli’nin suslarinda tespit edilmistir. Fenitrothion’da zayif mutajenite, sadece
Salmonella typhimurium TA 100°de gozlenirken ve S9 karigiminin ilavesiyle
mutajenite artmistir. Salmonella typhimurium’un TA 98, TA 1535 ve TA 1537
suslarinda ve hem S9 varligt ve hem de S9 yoklugunda E. coli WP2 uvrA

suglarinda fenitrothion’un mutajenik olmadig tespit edilmistir (Hara 1989).

Mc Daniels ve arkadaslar1 (1990) 7 kimyasal sinifa ait olan 10 adet genotoksinin
mutajenitesini 2 test susu kullanarak Ames testi, 2 standart kolorimetrik test olan
umu test ve SOS Kromotesti ve bu iki testin modifikasyonlar1 ile belirlemeye
caligmiglardir. Bu caligmanin amact her 6 methodunda hassashigim ve
tekrarlanabilirligini gostermektir. Yapilan calismada TA 98 ve TA 100 susu
kullanilarak uygulanan Ames testi diger testlere oranla daha hassas bulunmustur.
Ancak sonuglar umu testin de Ames testiyle ayni sonuglara sahip oldugunu

gostermistir.

Diger bir calismada Aralik 1995 tarihleri arasinda Izmir Korfezi’ne drene olan
Mvea, Melez, Laka, Bostanli, Bornova ve Gediz nehirleri agizlarindan alinan
sediment Orneklerinde S. ryphimurium TA 98 ve TA 100 suslari ile Ames’in
mutajenite testi uygulanmistir. Test sonucuna gore, korfezin i¢ kismina drene olan
dereler tagidiklar1 kirlilik yiikii sebebi ile korfez i¢in mutajenik aktivite kaynagi

teskil etmektedir (Boyacioglu ve Parlak 2001).

Bilgin (1992) organofosforlu bir insektisit olan triklorfon’un mutajenik
potansiyelinin belirlenmesi i¢in prokaryotik ve Okaryotik mutajenisite test
sistemlerini kullanmistir. On calisma olarak uygulanan Ames testi triklorfonun
1x10"°™M ve 1x10"®M kadar kiiciik dozlarda bile metabolik aktivasyon

gerektirmeksizin mutajenik etkisi oldugunu gostermistir.
Reifferscheid ve Heil (1996), 486 tane kimyasal maddeyi umu test ve Ames testi

sonuclari ile karsilastirmiglardir. Sonug olarak Ames ve umu test arasinda yaklagik

olarak %90 civarinda bir uyum saptamislardir. Umu testteki pozitif bilesiklerin %
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97°si en az 5 sus kullanilarak yapilan Ames testi ile belirlenebilirken, Ames
testindeki mutajenlerin de % 90’1 umu test ile belirlenebilmektedir. Ames
testinden TA 102 susunun elimine edilmesi umu testteki sonucun yiizdesini %

97°den % 86’ya kadar diisiirmektedir.

Tarimda siklikla kullanilan Benomyl (methyl [1-[(butylamino)carbonyl]-1 H-
benzimidazol-2-yl]carbamate) ve onun metaboliti olan carbendazim (methyl 2-
benzimidazolecarbamate) sirasiyla 0-500 pg/plak  ve 0-1200 pg/plak
konsantrasyonlarda mutajenik aktiviteleri Salmonella typhimurium’un TA 1535,
TA 100, TA 98 ve TA 1537 suslarinda S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda
arastirildiginda herhangi bir mutajenik aktiviteye rastlamlmamistir (Sarrif vd.

1994).

Tzoneva ve arkadaslarmmin 1985 yilinda yapmis oldugu calismada, endodan
fungusitinin 7.5 ve 12.0 pg/plak konsantrasyonlarinda TA 100 susunda S9
varhiginda zayif mutajenik etkiye sahipken, kilacar insektisit-akarisitinin S9
varliginda 2.5 ve 5.0 pg/plak konsantrasyonlarinin agir mutajenik etki gosterdigi

tespit etmislerdir.

Ipek ve arkadaslar1 (2005) yaptiklar1 bir calismada ise, ilag, gida tatlandiricist ve
madde iiretiminde kullamilan ve Origanum onites’te yer alan eterik yag ve
carvacroliin genetoksik ve antigenotoksik etkilerini Ames testi ile arastirmislardir.
TA 98 ve TA 100 suglart kullamlarak S9 varligi ve yoklugunda yapilan
caligmalarda baglangigta mutajenik aktivite gozlemlenmistir. Metabolik
aktivasyon yoklugunda carvacroliin tegviki ile S9 karigiminin varligt ve
yoklugunda ise her iki sus ile yapilan arastirmalarda yagda mutajeniteye
rastlanmamistir. Yag ve onun yapitast olan carvacroliin son olarak standart 30
dakikalik preinkiibasyon c¢alismasi ile antimutajenik aktivitesi test edilmistir.
Sonuglar gostermistir ki, S9 varligr ve yoklugunda 4-nitro-o-phenylenediamine ve
2-aminofluorene ile tesvik edilen suslarin her ikisinde de mutajenite giiclii bir

sekilde inhibe edilmistir.
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Diger bir calismada ise, Salmonella/mikrozom testi ile TA 100, TA 98 ve YG
1024 suslar1 kullanilarak bir aliiminyum fabrikasindan ¢ikan atik materyallerin
mutajenik aktivitesi belirlenmeye calisilmistir. Materyaller mesai sonunda
fabrikanin zemininin siipiiriilmesi ile elde edilmistir. Fabrikadan alinan biitiin
ekstraktlarin, 6zellikle de YG 1024 susunda, kimyasal analizlerle de dogrulugu
kanitlanan aromatik aminlerin varliginda mutajenik aktivite gosterdigi ifade
edilmistir. YG 1024 susunda gozlemlenen yiiksek mutajenik aktivite kadar olmasa
da TA 98 susunda da mutajenik aktiviteye rastlanmistir. TA 100 susunda ise
mutajenik aktivite saptanmamistir. Bu calisma gostermistir ki bu maddelere maruz
kalan kisiler uyarilmali ve bu atiklar kontrolsiiz bir sekilde cevreye

birakilmamalidir (Varella vd. 2004).

Mathur ve arkadaslar1 (2005) diger bir calismada Hindistan’in tekstil ve boya
endiistrisi ile tinlii Sanganer Kasabasi’nda yaklasik 400 endiistri fabrikasinin
atiklarinin toplandig1 havuz ve gol kenarlarindan su ornekleri alarak Ames testi ile
mutajenik aktivitesini aragtirmiglardir. Sonuglar Amani Shah drenajinin yiizey
sular1 ve atiklarimin yiiksek mutajenik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.
Dahas1 bu drenaj sular tarimsal amaclh olarak kullanima uygun degildir. Sanganer
yeralt1 sularindaki diisiik mutajenite seviyesi bu bolgedeki kirliligin yeniden

giindeme gelmesine sebep olmustur.

Lah ve arkadaslar1 (2005), Lubliljana bolgesindeki 3 farkli bolgeden alinan igme
sularimt  toplayarak 3 genotoksik test ile mutajenitesini degerlendirmeye
calismislardir. Ames testi TA 97(a), TA 100 ve TA 1535 suglart kullanilarak bu
sulara uygulanmistir. Yine ayni Ornekler metabolik aktivasyon varligi ve
yoklugunda Saccharomyces cerevisiae D7 susu kullanilarak Zimmerman testi ile
degerlendirilmistir. Paralel genotoksisite calismasi yine aym Orneklerle comet
deneyi ile calisilmistir. Orijinal ve konsantre su ornekleri pestisit ve nitratlarin
belirlenmesi icin de kimyasal analizleri yapilmistir. Ames ve Zimmerman testine
gore igme sularinda hicbir genotoksik aktivite gozlemlenmemistir. Aksine Comet
deneyinde ise, igme suyu Orneklerinin ¢ogunda diisiikk genotoksisite tespit

edilmistir.
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Kutlu ve arkadaslar1 (2005) tarafindan ila¢ hammaddesi olarak kullanilmasi
diisiiniilen iki tetrahidrobenzimidazol tiirevi bilesigin kimyasal sentezi yapilmas,
yapisal analizleri analitik metodlarla belirlenmis ve Ames Salmonella/mikrozom
testi ile mutajenik 6zellikleri aragtirllmistir. TA 98 ve TA 100 suslar1 kullanilarak,
metabolik aktivasyonlu ve metabolik aktivasyonsuz olarak gerceklestirilen
deneyler sonucunda, negatif kontrolle karsilastirildiginda bilesiklerin mutajenik
ozellik gostermedigi belirlenmistir. Ancak, doza bagl artis g6z Oniine alindiginda
bilesiklerin her ikisinin de kullanilan suslardan biri veya her ikisi i¢in zayif

mutajeniteye sahip oldugu gozlenmistir (Kutlu vd. 2005).

Diger bir calismada ise, Ames testi ile Porsuk Nehri’'nden alinan su ve sediment
orneklerinde genotoksik etki arastirilmistir. TA 98 ve TA 100 suslar kullanilarak
yapilan c¢alismada mutajenlerin varlifi cerceve kaymasi ve baz degisimi

mutasyonlarina neden olmustur (Kutlu vd. 2004).

Thiabendazole (TBZ), turunggiller iizerinde kullanilan 6nemli bir fungusittir. Son
zamanlarda yapilan caligmalarda TBZ’iin Ames testi ile UVA igmlan ile
fotomutajenite gosterdigi bulunmustur. Bu c¢alismada ise, bakteri ve insan
hiicrelerinde UV A 1sinlarina maruz kalan TBZ’iin, 10 dakikalik kisa muameleler
sonucunda klastogenite, mutajenite ve DNA’daki hasar olusumu aktivitesi
arastirllmustir. S. typhimurium ve E. coli kullanilarak uygulanan Ames testi
sonucunda baz degisimi mutasyonlarinin yam sira ¢erceve kaymasi mutasyonlari
da tespit edilmistir. Yapilan calismalarda TBZ tek basina hicbir genotoksik
aktiviteye sahip degildir. Buna ragmen TBZ andploidiye sebep olan etken bir
maddedir. Sonug¢ olarak UVA’ya maruz kalan TBZ bakteri ve insan hiicrelerinde

yapilan in vitro caligmalarda genotoksik bulunmustur (Watanabe-Akanuma 2005).

1,2,4-oxadiazoleden tiirevlenen bilesiklerin anti-inflamatuar aktiviteye sahip
olduklar1 bildirilmistir. Buna ragmen bu bilesiklerin hi¢bir genotoksik etkiye sahip
olmadig1 saptanmistir. Bir bagka calismada ise, 1,2,4-oxadiazoleiin tiirevleri olan

peptidomimeticin genotoksik aktivitesi Ames ve SOS kromotesti kullanilarak test
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edilmistir. Sonuglar, Ames testinde propionic asit i¢in hicbir mutajenite

gostermezken SOS kromotestinde zayif aktivite gozlenmistir (Leite 2005).

42 Giiney Afrika bitkisinin diklorometan ve %90 metanol ekstraktlari, metabolik
aktivator S9’un varligi veya yoklugunda, TA 98 ve TA 100 S. typhimurium
bakteriyel suslarina karst Salmonella/mikrozom mutajenite analizi (Ames)
kullanimiyla mutajenite ve antimutajenite icin incelenmistir. Helichrysum
simillimum, Helichrysum herbaceum ve Helichrysum rugulosum bitkilerinin
timiinden elde edilen metanol ekstraktlari mutajenite gostermistir. Bauhinia
galpinii’nin yaprak metanol ekstraktlar1 ve Bauhinia galpinii, Clerodendrum
myricoides, Datura stramonium, Millettia sutherlveii, Sutherlveia frutescens ve
Buddleja saligna ’'nmn diklorometan yaprak ekstraktlar1 S9 varliginda

antimutajenik 6zellikler gostermistir. (Reid 2006).

B-ionine (BIO), aromatik ve yenilebilen bitkilerin bir ¢esidinde bulunan
parcalanmis bir bilesiktir. BIO ve diger ionin tiirevleri, giizel kokulu iiriinler ve
cesnili yiyeceklerde kullanilmistir. Bu calismada mutajenite, S9 karigimi ilave
edilerek ve S9 karisimsiz, TA 100, TA 98, TA 97a ve TA 1535 Salmonella
typhimurium bakteriyel suslari ile iki test uygulanarak degerlendirilmistir. Her iki
testte de, Salmonella analizinde BIO’nun  genotoksik  olmadiginin
gosterilmesinden dolay1, 4 test edici susun herhangi biriyle not edilen negatif
(¢oziicii) kontrol degerleri boyunca, his* revertant kolonilerinin sayisinda artis

olmamustir (Gomes-Carneiro 2005).

Diger bir calismada Eber Goli ve onu besleyen Akarcay iizerindeki 3 farkli
istasyondan elde edilen su 6rneklerinin muhtemel genotoksik etkilerini belirlemek
icin TA 98 ve TA 100 suslarn kullanmilarak Ames plak inkorporasyon testi
yapilmistir. Metabolik aktivasyon icermeyen deneylerde, TA 98 susu ic¢in her ii¢
istasyonda, TA 100 susu icin ise 2. ve 3. istasyonlarda mutajenik etkiye
rastlanmistir. Metabolik aktivasyon varliginda yapilan deneylerde ise, yalmzca 3.
istasyonda cerceve kaymasi mutasyonuna neden olan mutajen maddelerin varligi

belirlenmistir (Cigerci vd. 2006).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Maddeler

4-nitro-o-fenilendiamine, K,HPOs, MgS0O4.7H,O, NaHNH4PO,.4H20, 2-
aminofluorene, L-Histidin HCI, D-Biyotin, Ampisilin trihidrat, D-glikoz 6-fosfat,
B-NADP Fluka, Sitrikasit monohidrat, Sodyum hidroksit, Sodyum azid, KClI,
NaCl, Dimetilsiilfoksit Riedel, Bacto agar, Nutrient Broth No:2 Oxoid, 3-
Metilkolantren Aldrich’den temin edilmistir. Pozitif Mutajenler; Sodium azid
Riedel’den, 2-aminofluorene ve 4-nitro-o-fenilendiamine ise Fluka’dan temin

edilmistir.

3.1.2. Salmonella typhimurium Test Suslar

Deneyde, Prof. Dr. Ames ve arkadaslar tarafindan, Salmonella typhimurium LT2
atasal susundan in vifro mutasyonlarla gelistirilmis TA 98 ve TA 100 suslar
kullanilmistir. Bu suslar Dr. Bruce N. Ames (Kaliforniya Universitesi Berkeley,
CA., USA)’den saglanmistir. TA 98 susu kodon kaymasi, TA 100 ise baz cifti

doniisiimii tipindeki mutasyonlarin saptanmasinda kullanilmislardir.
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3.1.3. Deneyde Kullamilan Ortamlarin Icerikleri ve Hazirlanmalar

Vogel-Bonner-E Ortam (S0XVB tuzlari)

Kullanim: MGA ve HBA (master) plaklari
1000 ml i¢in

Magnezyum siilfat (MgSO,4.7H,0) 10 gr

Sitrikasit monohidrat 100 gr
Potasyum fosfat (K,HPO,) 500 gr
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH4 PO4.4H,0) 175 gr
Distile su (45 °C) 670 ml

Maddeler yukarida yazildiklar sira ile distile suya ilave edildi. Toplam hacim

1000 ml’ye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi.

(0.5 mM) Histidin/Biyotin Soliisyonu

Kullanim: Mutajenite deneyi (100 ml top agara 10 ml olarak)

250 ml i¢in
D-Biyotin (F.W. 247.3) 30.9 mg
L-Histidin-HC1 (F.W. 191.7) 24.0 mg
Distile su 250 ml

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢o6ziildii, daha sonra histidin

ilave edilerek otoklavda 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi. +4 °C’de saklandi.
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(% 0.8/0.02 NaOH) Ampisilin Soliisyonu

Kullanim: Susglarin ampisiline direnclilik 6zelliginin kontrolii ve R-faktor

plazmidi tasiyan suslarin master plaklar

100 ml i¢in
Ampisilin trihidrat 0.8 gr
0.02 N Sodyum hidroksit 100 ml

Ampisilin trihidrat, 0.02 N NaOH icinde ¢oziildii ve sterilizasyon i¢in 0.22 mp
capl filtreden gecirildi ve +4 °C’de sakland.

(%1) Kristal Viyole Soliisyonu

Kullanim: Suslarin kristal viyoleye duyarliliklari, dolayisiyla rfa mutasyonunu

tasiy1p tasimadiklarinin kontrolii

100 ml i¢in
Kristal viyole 0.1gr
Distile su 100 ml

Kristal viyole ve distile su karistirild1 ve soliisyon 151k gecirmeyen bir kaba konup

+4 °C’de saklandi.

(% 0.13) Biyotin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

50 ml igin
D-biyotin 0.65 mg
Distile su 50 ml

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢oziildii ve otoklavda 121 °C’de

20 dakika sterilize edildi.
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(% 0.5) Histidin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

400 ml i¢in
L-Histidin-HCI (F.W. 191.7) 2 gr
Distile su 400 ml

Maddeler yukarida yazildiklan sira ile su i¢inde ¢o6ziildii ve otoklavda 121 °C’de
20 dakika sterilize edildi.

(%20) Glikoz Cozeltisi

Kullanim: MGA ve HBA plaklart hazirlanmasi

100 ml i¢in
Glikoz 20 gr
Distile su 100 ml

Glikoz distile su iginde ¢oziilerek otoklavda 110 °C’de 15 dakika sterilize edildi
ve 0-4 °C’de saklandi.

(0.1 pg/ul) Sodyum Azid Cozeltisi

Kullanim: Pozitif kontrol
1.0 mg/petri basina olmak iizere distile suda ¢oziilerek kullanildi. TA 100 susu
icin S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda kullanilan kimyasaldir. 0-4 °C’de

saklandi.
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(2 pg/ul) 2-Aminofluorene (2AF)

Kullanim: Pozitif kontrol
1.0 mg/petri basina olmak iizere dimetilsiilfoksitde (DMSO) ¢oziilerek kullanildi. TA
98 susu i¢in S9 fraksiyonu varliginda kullanilan kimyasaldir. 0-4 °C’de sakland.

(2 pg/ul) 4- Nitro-o-Fenilendiamine (NPD)

Kullanim: Pozitif kontrol
200 pg/petri olmak iizere DMSO’da ¢oziilerek kullanildi. TA 98 susu i¢in S9

fraksiyonu gerektirmeyen kimyasaldir. Oda 1sisinda saklandi.

(%6.4) 3-Metilkolantren

Kullanim: Metabolik aktivasyonun hizlandirilmasi

3-metilkolantren 64 mg
Misir yagi 1 ml
(80 mg/kg olmak iizere) misir yaginda ¢oziilerek 0.5 ml intraperitonal olarak

enjekte edildi.

(0.15 M) KCI Cozeltisi

Kullanim: Mikrozom izolasyonu
1000 ml i¢in
KCl 11.275 gr
Distile su 1000 ml
KCl, bir miktar distile suda c¢oziildii ve toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanarak

otoklavda sterilize edildi ve 0-4 °C’de saklandi.
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Top Agar

Kullanim: Mutasyon deneyi

1000 ml i¢in

Agar 6 gr
NaCl 5er
Distile su 1000 ml

Agar-su ve tuz manyetik karistiricida isitilarak ve karistirilarak coziildii ve

otoklavda 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi.

Histidin/Biyotin Plaklar1 (HB agar)

Kullanim: Histidin gereksinim deneyi

1000 ml i¢in

Agar 15 gr
% 20 glikoz 50 ml
Histidin HCI. H,O 10 ml
0.5 mM Biyotin 6 ml
50XVB 20 ml
Distile su 914 ml

Agar ve su kanstirildiktan sonra otoklavlanarak sterilize edildi. 45 °C’ye
sogutulup % 20 glikoz, SOXVB tuzlar1 ve histidin ¢ozeltisi eklendi, soliisyon biraz
daha soguduktan sonra biyotin eklendi, karistirilip petri kutularina 30 ml olarak

dagitildi.
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Histidin/Biyotin/Ampisilin Plaklar1 (HBA agar)

Kullanim: Ampisiline direnglilik testi ve master plak hazirlanmasi

1000 ml i¢in

Agar 15 gr
Distile su 910 ml
50XVB tuzlan 20 ml
% 20 glikoz 50 ml
Histidin HC1.H,O 10 ml
0.5 mM Biyotin 6 ml
(%0.8/0.02 NaOH) Ampisilin 3.15ml

Agar ve su otoklavlandi, 45 °C’ye sogutulup % 20 glikoz, SOXVB tuzlan ve
histidin bu sicak soliisyona eklenip karistirildi ve biraz daha soguyunca biyotin ve
ampisilin eklenip plaklar petrilere 30 ml olarak aktarildi. Bu plaklarda bakteriler 4
°C’de 2 ay saklanabilir.

Minimal Glikoz Agar Plaklar1 (MGA)

Kullanim: Mutajenite deneyi

1000 ml i¢in

Agar 15 gr
Distile su 930 ml
50X VB 20 ml
% 20 glikoz 50 ml

Agar ve su 2 litrelik kapta karistirthip ¢oziildii ve otoklavlanarak sterilize edildi, 45
°C’ye sogutulup % 20 glikoz ve 50X VB tuzlar1 eklenip petri kutularina 30 ml

olarak aktarildi.
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Nutrient Agar Plaklar1 (NA)

Kullanim: Gecelik kiiltiiriin ml’sindeki bakteri sayisin1 bulma ve genotip kontrolii

(a. Kristal viyole b. UV duyarlilig1)
1000 ml i¢in

Oxoid nutrient broth no:2 25 gr
Agar 15 gr
Distile su 1000 ml

Agar, broth ve su 2 litrelik kapta karistirilip otoklavlandi ve petri kutularina 30 ml
olacak sekilde aktarildi.

Nutrient Broth Siv1 Kiiltiir Ortami (NB)

Kullanim: Bakterilerin gecelik kiiltiirde biiyiitiilmeleri

200 ml i¢in
Oxoid nutrient broth no:2 5er
Distile su 200 ml

Broth ve su karistirilip otoklavda 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi ve 4 °C’de

saklanda.

Tuz Cozeltisi (1.65 M KCl + 0.4 M MgCl,)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

500 ml i¢in
Potasyum kloriir (KCI) 61.5 gr
Magnezyum kloriir 40.7 gr
Distile su 500 ml

Maddeler distile suda ¢oziildii ve 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize

edildi ve 4 °C’de ya da oda sicakliginda saklandi.
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0.2 M Sodyum-Fosfat Tamponu (pH=7.4)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

500 ml i¢in
0.2 M Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4H,0) 13.82 gr
0.2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) 14.2 gr
Distile su 500 ml

Karisim pH 7.4’e ayarlandiktan sonra 121 °C’de 20 dakika otoklavda sterilize
edildi.

0.1 M B-NADP Cozeltisi

Kullanimi: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

5 ml i¢in
B-NADP (F.W. 765.4) 383 mg
Steril distile su 10 ml
Sterilizasyon 0.22 um delik ¢apl filtrelerle yapildi.
1 M Glikoz-6-Fosfat Cozeltisi
Kullanim: Mutajenite deneyi i¢in S9 karisimi

10 ml i¢in
Glikoz-6-fosfat 2.82 gr
Steril distile su 10 ml

Sterilizasyon 0.22 um delik ¢apli filtrelerle yapildi.
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S9 Karisim (rat karacigeri mikrozomal enzimleri + kofaktorler)

Kullanim: Mutajenite deneyi

50 ml icin
Rat karacigeri S9 fraksiyonu 2 ml
MgCl,-KCl tuz ¢ozeltisi 1 ml
1 M Glikoz-6-fosfat 0.25 ml
0.1 M B-NADP 2 ml
0.2 M fosfat tamponu pH=7.4 25 ml
Steril distile su 19.75 ml

Karisim, her zaman taze olarak ve yeterince hazirland1. Icerikler daima buz icinde

tutuldu.

3.1.4. Test Maddeleri (dozlar1 ve hazirlanisi)

Bu calismada tarimda yaygin olarak kullanilan cesitli pestisitlerin (sirasiyla
fluoroglycofen-ethyl, fenoxanil, pyracarbolid ve benodanil) mutajenik etkileri
Ames/Salmonella/mikrozom test yontemiyle arastirilmistir. Denenen maddeler
dimetilsiilfoksit (DMSO) icinde c¢oziilmiigler ve +4 °C’de saklanmislardir.
Uygulanacak dozlar1 belirlemek icin fluoroglycofen-ethyl, fenoxanil ve
pyracarbolid igin test bilesiklerinin 0.1 pg/plak, 1 ug/plak, 10 pg/plak, 100
png/plak, 1000 pg/plak, ve 10000 pg/plak konsantrasyonlari, benodanil icin test
bilesiklerinin 0.05 pg/plak, 0.5 pg/plak, 5 pg/plak, 50 pg/plak, 500 pg/plak ve
5000 pg/plak konsantrasyonlart hazirlanmistir. Arastirmanin materyalini olusturan

bu pestisitler Cizelge 5’de verilmistir.

Deneyde kullanilan pestisitler tarimda {iiriin kalitesini artirmak ve zararlilardan

kurtulmak amaciyla siklikla kullanilmaktadir.
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Cizelge 5. Calismada kullanilan pestisitlerin genel ozellikleri

. . Saflik Derecesi Kullamim
Yaygin ad1 Kimyasal adi Kimyasal yapisi % alam
F 0 F
Carboxymethyl 5-[2-chloro-4- ‘ ﬂ R Herbisit
Fluoroglycofen-ethyl (trifluoromethyl) phenoxy]-2- F_C‘ \ i ¢ A \OH 97.7 (nitrofenil
nitrobenzoate F ether)
Cl
NG,
ﬂo J—
CHa—CH—c'f\ L=H
N-(1-cyano-1,2- (Ig /N—T—TH—CHa Fungusit
Fenoxanil dimethylpropyl)-2-(2,4- _ H CH, CH, 99.5 (amide
dichlorophenoxy)propanamide J cl fungusit)
of
0. _CH,
. | Fungusit
Pyracarbolid 3,4-dihydro-6-methyl-N-phenyl- i 99.4 (anilide
2H-pyran-5-carboxamide el .
| fungusit)
=
"
N—@ Fungusit
Benodanil 2-iodo-N-phenylbenzamide CX 99.5 (benzanilide
\\O fungusit)
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3.2. Metod

Bu calismada, USA’dan elde edilen test bakterilerinin stok kiiltiirlerinin
hazirlanmasi, bakterilerin genetik O6zelliklerinin kontrol edilmesi, mikrozomal
fraksiyonun hazirlanmas1 ve Ames/Salmonella/mikrozom testi Maron ve Ames
yontemine uygun olarak plak inkorporasyon metodu ile yapilmistir. Deneyler
S9’lu ve S9’suz olarak iki grup halinde calisiimistir. Her doz paralel 3 plak
halinde denenmis ve farkli zamanlarda iki bagimsiz deney yapilmistir. Ayrica
pozitif kontrol, solvent kontrol ve spontan kontroller deneye paralel olarak

denenmistir.

3.2.1. Salmonella Suslarmin Kiiltiirlerinin ve Master Plaklarmin

Hazirlanmasi

Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi’'nden getirilen bakteri plaklar1 histidin
biyotin ampisilin (HBA) plaklara paralel ekimleri yapilip 37 °C’de 48 saat
inkiibasyona alinmistir. Siirenin sonunda iyi izole olmus bir koloni seg¢ilip, 2 ml
nutrient broth (NB) ortamu i¢inde siispanse edilerek bir gece (12-16 saat) 37 °C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra platin 6ze ile bir 6ze dolusu siv1 kiiltiir
almip Histidin/biyotin/ampisilin agar (HBA) iizerine ¢izgi ekim yapilarak plaklar
37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Bu plaklar +4 °C’de 2 ay siire ile saklanmis ve

pasajlar yapilmstir.

3.2.2. Salmonella Suslarimin Stoklanmasi ve Stok Kiiltiirlerin Acilmasi

Genetik kontrolleri yapilarak HBA’ya ekilmis olan bakterilerden tek koloniler
almarak 2 ml NB icinde 37 °C’de 16 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda
steril ependorf tiiplerinin igerisine 1 ml bakteri kiiltiirii ve 90 ul DMSO eklenerek
yavas¢a kanstirlmistir. Kapaklari sikica kapatilarak sivi azot icerisine daldirilip

cikartilmis ve boylece sok donmalar1 saglanmistir. Sok dondurulan kiiltiirler stok
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olarak kullanilmak iizere -80 °C’ye kaldirilmistir. Bu stok kiiltiirler 1-2 y1l siire ile

tazeliklerini korur.

3.2.3. Salmonella Suslarinin Kontrol Testlerinin Yapilmasi

3.2.3.1. Bakterilerin genotiplerinin kontrol edilmesi

Testin giivenirligi acisindan test suslarimin orijinal mutasyonlara sahip olup
olmadigin1 bilmek gerekir. Bu nedenle bakterilerin genetik 6zellikleri bazi

testlerle kontrol edilmistir.

Histidin gereksinimi kontrolii

Bakterilerin minimal glikoz agar (MGA) iizerine ekilmeleri sonucu his™ bakteriler
his* lardan ayirt edilir. Bu amagla NB’da, bir gece iiretilen bakterilerden MGA ve
histidin/biyotin (HB) plaklara cizgi ekim yapilmistir. 37 °C’de 48-72 saat
inkiibasyondan sonra HB plaklarinda tireme g6zlenirken MGA plaklarinda iireme
gozlenmemistir. Boylece kullanacagimiz bakterilerin his® mutasyonunu tasidigi

anlasilir.

uvrB mutasyonu kontrolii

Bu mutasyonun varligi UV i1ginlarina duyarlilik testi ile tespit edilmistir. Bu test
icin, NB’da bir gece biiyiitiilen bakteri kiiltiirlinden 1 6ze dolusu alinip nutrient
agar (NA) plagimin tamamina paralel ekim yapilmistir. Plakin yarisi (¢izgileri
kesecek sekilde) plastik bir plaka ile kapatilip 15 watt giictinde bir UV lambas ile
33 cm. yiiksekten 8 sn. siire ile 1sinlanmigtir. Isinlanmadan sonra petri kapaklari
kapatilip 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Kullanilan UV 15181 dozu, uvrB
mutasyonu tasiyan bakterileri 6ldiirecek dozdadir. Ciinkii DNA kesme tamir etme
mekanizmasi engellenmistir. Bundan dolayr UV’ye maruz kalan kisimda iireme
olmazken, plastik kapakla kapatilan kisimda normal bir iireme gozlenmistir. Bu da

bize kullanilacak bakterilerin uvrB mutasyonu tagidigini gostermistir.

61



Rfa mutasyonu kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre duvarmin lipopolisakkarit yapisinda olusturulmustur
ve hiicre duvarmin gecirgenligi arttirilmistir. Varligi kristal viyoleye duyarlilik
testi ile tespit edilmistir. Bu test i¢in bakteri kiiltiirii NB’da bir gece biiyiitiilen 0.1
ml siv1 kiiltiir, 45 °C su banyosunda tutulan 2.5 ml top agar iizerine ilave edilip
daha sonra NA plaklarina dokiilerek plaklara 8 isareti yaptirdmistir. 10 dk.
donmasi1 beklendikten sonra plagin ortasina 0.5 cm caph steril filtre kagidi diski
yerlestirilip diskin ortasina %0.1’lik kristal viyole karigimindan 10 pl
damlatilmigtir. Kagidin boyayr emmesi beklenilmis, sonra plaklar 37 °C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda disk cevresinde 14 mm’lik iireme
olmayan zon gozlenmistir. Bu zonda, boya maddesi bakterilerin i¢ine kolayca
girip etkiledigi icin bakterilerin iiremesini engelledigi icin bakterilerin Rfa

mutasyonunu tasidiklart anlagilmistir.

R-faktor varh@ kontrolii

Test bakterilerinin icerdigi, R-faktor tasiyan pKM 101 plazmidlerinin kaybolup
kaybolmadiklari, ampisiline direngliliginin Ol¢iilmesi ile tespit edilmistir. Bu
amagla, biiyiitillen NB i¢inde bakteri kiiltiirii (%0.8 Ampisilin/0.02 M NaOH)
ampisilin iceren HBA plaklarina ¢izgi ekim yapilarak, 37 °C’de 24 saat
inkiibasyonu sonunda, plazmid iceren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda

bitytidiikleri gozlenmistir. Yani bakteriler R-faktor plazmidini icermektedirler.
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Spontan olarak geriye doniis sikhgimin kontrolii

Mutant bakteri suglariin kendiliginden (spontan) his” durumundan his* durumuna
dontigsmesi, belirli sinirlar i¢inde miimkiindiir. Bu smirlar TA 98 i¢in 20-50
revertant/plak; TA 100 icin 75-200 revertant/plaktir. Bu test i¢in, 37 °C’de, NB’da
biiyiitiilen bir gecelik kiiltiirden 0.1 ml almip, 45 °C’deki su banyosunda tutulan
0.25 ml 0.5 M histidin-biyotin soliisyonu igeren 2.5 ml top agar iizerine ilave
edilmistir. Daha sonra test tiipli yavasca calkalanarak MGA plaklarina yayilmis ve

37 °C’de 48-72 saat inkiibe edilerek plaklarda tireyen koloniler sayilmistir.

3.2.4. Siv1 Kiiltiiriin ml’sindeki Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Deneyde kullanilan gecelik kiiltiiriin ml’sinde bulunan bakteri sayisin1 bulmak
icin HBA plaklarindan iyi iiremis bir koloni 6ze yardimi ile alinarak 20 ml
nutrient broth igerisinde siispanse edilmistir. Stispansiyon isleminden sonra kiiltiir
calkalamal1 inkiibatorde 37 °C’de 110 rpm’de 12-16 saat inkiibe edilmistir. Bu
siire sonunda gecelik kiiltirden 100 pl alinmigs ve 20 ml NB bulunan erlen
icerisine eklenerek taze kiiltiirleri hazirlanarak 140 rpm’de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda taze kiiltiiriin %0.9 serum fizyolojik ile 10°, 107
1, 10'2, 102 , 10’4, 107 ve 10 olacak sekilde bir dizi sulandirmalar1 hazirlanmistir.
Bu seyreltmelerden NA plaklarina her bir konsantrasyondan 3 petri olacak sekilde
100 pl’lik miktarlarda alinarak 45 °C’deki su banyosunda tutulan 2.5 ml top agar
tizerine ilave edilmistir. Daha sonra test tiipii yavasca calkalanarak NA plaklarina
yayllmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek plaklarda iireyen koloniler
sayllmustir. S. fyphimurium ile yapilan mutajenite testlerinde kullanilan bakteri

kiiltiiriiniin 1 ml’sinde 1-2 x 10° ml/bak. olmas1 ongoriilmektedir.
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3.2.5.Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Sitotoksik etkinin saptanmast deneyi Dean ve arkadaslarina (1985) gore
yapilmistir. Kullanilan test bilesiklerinin, test bakterileri icin oldiiriicii dozunun
saptanmast amaciyla 2 ml top agara 0.1 ml bakteri kiiltiirii ve 0.1 ml degisik
konsantrasyonlarda test bilesigi ilave edilmistir. Fluoroglycofen-ethyl, fenoxanil
ve pyracarbolid icin test bilesiklerinin 0.1 pg/plak, lug/plak, 10 pg/plak, 100
pg/plak ve 1000 pg/plak ve 10000 pg/plak konsantrasyonlari, benodanil i¢in test
bilesiklerinin 0.05 pg/plak, 0.5 pg/plak, 5 ng/plak, 50 ug/plak, 500 pg/plak ve
5000 pg/plak konsantrasyonlart test tiipiine eklenmistir. Tiipteki karisim 3 ayn
NA plagina dokiilerek plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmis, inkiibasyondan
sonra plaklardaki ortalama koloni sayisi belirlenmis ve kontrol plaklan ile

karsilastirilarak toksik ve toksik olmayan dozlar belirlenmistir.

3.2.6. Memeli Karaciger S9 Fraksiyonunun Hazirlanmasi

3.2.6.1. Rat Karaciger Enzimlerinin indiiksiyonu

Deneyde Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Etik Kurulu’ndan etik kurul raporu
alimmis olan Sprague-Dawley irkindan ve agirliklart yaklasik 150 gr olan erkek
ratlar kullanilmistir. Karaciger enzimlerinin indiiksiyonu i¢in 3-metilkolantren tek
doz halinde 125 mg/kg viicut agirligr olacak sekilde verilmistir. Ratlar 5 giin
siiresince su ve yemle beslenmis, fakat ldiiriillmeden 12 saat énce yem verilmesi
kesilerek sadece su verilmistir. Indiiksiyonun 5. giiniinde, ratlar servikal

dislokasyon ile oldiiriilmiistiir (Ames vd. 1973a).
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3.2.6.2. Karaciger S9 Fraksiyonunun Hazirlanmasi

Rat karacigeri, aseptik kosullarda ve aseptik arag-gerecler kullanilarak
cikarilmustir. Islemin biitiin basamaklari, 0-4 °C’de, soguk steril ¢ozeltiler ve steril
cam malzeme kullanilarak gergeklestirilmistir. Steril kosullarda ¢ikarilan
karaciger tartildiktan sonra beher icerisinde 1 gr karacigere 1 ml soguk 0.15 M
KCI olacak sekilde birka¢ kez yikanmistir. Yikama islemi bittikten sonra
karaciger gram basina 3 ml 0.15 M KCI olacak sekilde behere alinmis ve steril
pens ve makas yardimiyla kiiciik parcalara ayrilmistir. Homojenat kontamisyonu
onlemek amaci ile 0.25 um capl seliiloz filtreler ile filtre edilmistir. Karaciger
24000 rpm’de homojenize edilerek koyu pembe renk goriilene kadar bu isleme
devam edilmistir. Homojenat 0-2 °C’de 9000 g’de (8700 rpm) 10 dakika santrifiij
edilmis ve siipernatant soguk steril ependorf tiiplere 1 ml olacak sekilde
aktarilmistir. Hazirlanan tiipler 6nce kuru buz icerisinde ani olarak dondurulup,

daha sonra -80 °C’de saklanmustir.

3.2.6.3. S9 Karisimimin Hazirlanmasi

Salmonella/mikrozom test sistemi i¢in standart S9 karisimi bilesenleri 8§ mM
MgCl,, 33 mM KCl, 5 mM glikoz-6-fosfat, 4 mM B-NADP, 100 mM Na-fosfat
pH:7.4 ve bu karisimin her ml’si i¢in 0.04 ml. derisimindeki S9 fraksiyonudur.
Karisim her mutajenite deneyi i¢in taze hazirlanmakta ve deney siiresince buz

icerisinde saklanmaktadir.
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3.2.7. Ames Mutajenite Testinin Yapihis1

Deneyin amaci, daha onceden biiyiimesi i¢in histidin aminoasidine gereksinim
duyan oksotrofik suslarin, kullandigimiz test maddeleri ile tekrar histidin

sentezleyebilir hale doniismesi temeline dayanir.

3.2.7.1. S9’suz (-) Deney

Bu amagla, iclerine 0.25 ml histidin biyotin ¢ozeltisi ilave edilmis 2.5 ml’lik top
agar iceren deney tiipleri 45 °C’lik su banyosunda sitilip iclerine 0.1 ml test
maddesi ve 0.1 ml 5 saatlik taze bakteri kiiltiirii eklenmistir. Tiipler ¢calkalanarak
37 °C’ye 1sitilmis MGA plaklarina dokiilmiis, plaklara hizla 8 isareti yaptirilarak
top agarin plak iizerine homojen dagilmasi saglanmustir. 15 dakika donmasi
beklendikten sonra plaklar ters cevrilerek 37 °C’lik etiivde 48-72 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petrilerdeki koloniler sayilmustir.
Deney her doz igin 3 ayr plak olmak {izere hazirlanarak iki bagimsiz deney
yapilmis ve sonuclarin degerlendirilebilmesi i¢in deneylere paralel olarak spontan
kontrol, solvent kontrol (DMSO) ve pozitif (diagnostik) kontrol olarak TA 100
susu icin 0.1 pg/ul sodyum azid (NaN3), TA 98 susu igin ise 2 pg/ul 4-nitro-o-

fenilendiamine (NPD) kullanilmastir.
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3.2.7.2. S9’lu (+) Deney

Plak inkorporasyon testinde, test bilesigi, bakteriyel test susu, S9 karisimi top
agara kanstirilarak minimal glikoz agarli plaklara dokiilmiistiir. Plaklar 37 °C’de
48-72 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda plaklardaki his™ revertant bakteri

kolonileri sayilmastir.

Bu yontemde, 0.25 ml histidin biyotin eklenmis 45 °C’deki 2.5 ml’lik top agara,
test susu kiiltiirtinden 0.1 ml, test edilecek kimyasaldan 0.1 ml ve S9 karisimindan
0.5 ml eklenip diisiik hizda 3 saniye vortekslenerek oda sicakligindaki minimal
glikoz agarhi plaklara yayilmistir. Top agarin plagin biitiin yiizeyine donmadan
yayllmasim saglamak icin karigtirma, dokme, yayma isleminin tiimi, 20
saniyeden az bir siirede yapilmistir. Her deneyde, her susun geri donme
ozgiilliklerini ve S9 karistminin etkisini dogrulamak icin pozitif mutajen olarak
TA 100 susu i¢in 0.1 pg/ul sodyum azid (NaN3), TA 98 susu igin 2 pg/ul 2-
aminofluorene (2AF) kullanilarak rutin olarak, pozitif mutajenik etki kontrolleri
yapilmistir. Bakteriyi, S9 karisimini ve kullanilan ¢oziiciiyii iceren fakat test
edilen kimyasali icermeyen negatif kontrol plaklar1 her sus i¢in kendiliginden
geriye donen bakteri sayisinin saptanmasinda kullanilmistir. Deney her doz i¢in 3

ayr plak olarak uygulanmis ve iki bagimsiz deney yapilmistir.

Sonuglarin degerlendirilmesi SPSS 11.0 for Windows paket programinda One-
Way ANOVA Testi ile yapilmstir.
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4. BULGULAR

Bu calismada tarimda siklikla kullanilan 4 cesit pestisitin (fluoroglycofen-ethyl,
fenoxanil, pyracarbolid ve benodanil) mutajenik aktivitesi Salmonella

typhimurium’un TA 98 ve TA 100 mutant suslari ile arastirilmistir.

4.1. Genetik isaretlerin Kontrolii

Caligmada kullanilan standart test suslarindan TA 98 susunun histidin gereksinimi
(Sekil 1), TA 100 susunun histidin gereksinimi (Sekil 2), uvrB mutasyonu (Sekil
3), rfa mutasyonu (Sekil 4), R-faktor varligi (Sekil 5) ve spontan olarak geriye

donen koloni sayist (Sekil 6) bakimindan genetik isaretlerinin kontrolil yapildi.

S. typhimurium ile yapilan mutajenite testlerinde kullanilan bakteri kiiltiiriiniin 1
ml’sinde 1-2 x 10° ml/bak. olmasi 6ngoriilmektedir. Yaptigimz calismada bu
saylya taze kiiltiiriin 5 saatlik inkiibasyonu sonunda ulasilmis ve ml’deki bakteri

sayist 1.4 x 10° olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinin uvrB mutasyonu
kontrolii sonuglari
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Sekil 4. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinin rfa mutasyonu
kontrolii sonuglari

Sekil 5. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suglarinin R-faktér mutasyonu
kontrolii sonuglar1

Sekil 6. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinin spontan olarak geriye
doniis siklig1 kontrolii sonuglari
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4.2. S9 Fraksiyonunun Protein Miktar1

Rat karacigeri 9000xg siipernatantinin ml’sinde bulunan protein miktar1 Bradford
(1976)’a gore yapilmis, Jenway 6305 marka spektrofotometre ile protein miktari

27.81 mg/ml olarak bulunmustur.

4.3. Calismada Kullanilan Pestisitlere Ait Bulgular

Calismada kullandigimiz pestisitlerin tiimii DMSO igerisinde ¢oziilmiistiir.
Kullandigimiz pestisitlerin sitotoksik etki gosterdikleri dozlar belirlenmistir. Buna
gore; Fluoroglycofen-ethyl, fenoxanil ve pyracarbolid test bilesiklerinin 10000
pg/plak dozunun, benodanil i¢in ise 5000 pg/plak dozunun toksik oldugu
bulunmustur. Mutajenite deneylerinde, toksik dozun altindaki dozlarla
calistimistir. Bu ylizden bu ii¢ test bilesiginin 0.1 pg/plak, 1ug/plak, 10 pg/plak,
100 pg/plak ve 1000 pg/plak konsantrasyonlari, benodanil i¢in ise 0.05 pg/plak,
0.5 pg/plak, 5 pg/plak, 50 pg/plak ve 500 pg/plak konsantrasyonlarinin

kullanilmasina karar verilmistir.

Kullanilan pestisitlerin TA 98 ve TA 100 suslar1 ile S9’Iu ve S9’suz olarak plak
inkorporasyon testleri yapilmistir. Deney her doz i¢in 3 ayn plak olarak
uygulanmis ve birbirinden bagimsiz iki deney yapilmistir. Deney sonuglari

standart hata ile birlikte ortalamalar1 alinarak Cizelge 7°de verilmistir.
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Cizelge 6. Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslar1 ile denenen pestisitlerin (S9
fraksiyonu varliginda ve yoklugunda) plak inkorporasyon testi sonuglari

Revertant Sayisi

Test Maddesi De]l;:a)lzlen Aritmetik Ortalama + Standart Sapma
(ng/plak) TA 98 TA 100
S9’suz S9’lu S9’suz S9’lu
0.1 17.50+5.2 27.50+£5.4 85.33+7.8 96.66+8.3
Fluoroglycofen- 1 18.66+5.8 28.83+7.1 93.83+9.7 104.16+8
ethyl 10 19.33+5.2 32.83+3.8 102+25.9 111.00+£23
100 24.33+4.2 26.33+2.4 95.33+13.7 105.50+14
1000 15.00+5.0 25.00+3.7 105+11 114.5+8.4
0.1 19.16+6.4 34.334+6.6 89.66+5.8 102.16%5.8
1 20.16%5.3 34.00+7.6 104.50+1 116.00+13.8
Fenoxanil 10 18.00+£2.4 33.8348.1 170+£20.9 181.66+22.2
100 21.66%7.3 29.66+5.4 204.66+29.4 215.00+£26.9
1000 18.66+2.8 33.66+9.7 188.33+27.7 196.83+24.9
0.1 21.00+4.2 31.00+6.1 94.66+1 107.5+10.9
1 19.50+5.9 33.00+5.4 96.50+15.9 104.5+10.7
Pyracarbolid 10 21.33+6.6 26.33+£3.7 92.66+9.0 101.00+13
100 16.00+5.4 21.83+4.6 113.66%9.5 127.33+6.4
1000 24.66+3.8 30.83+6.7 99.83+11.1 108.66%11.1
0.05 17.50+3.9 28.16%5.3 105.5+25.0 115.5%21.5
0.5 16.33+4.9 28.00+4.1 101.66+9.7 112.8349.6
Benodanil 5 15.00£2.5 28.16+8.1 110.16£19.5 118.66+13.4
50 17.83+5.1 28.50+7.5 125.83+12.4 141.00+14.29
500 19.16+5.3 27.16%£2.9 95.66+6.4 107.5+7.7
Kontrol 26.66+8.5 29.66+5.9 107.3349.3 116.1629.1
DMSO 22.00+2.8 22.00+3.5 88.83+5.9 97.66+6.8
Sodyum azid 10 1121.33+£229.4* | 1147.66+171.4*
. 2 200 950.66+245%*
aminofluorene
4-nitro-o- 200 1396.83+202.2%
fenilendiamine

* Kontrole gore revertant sayist p< 0.05 diizeyinde anlamli (One-Way ANOVA Testi)

Pestisitlerin Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 susunda S9 fraksiyonu

varliginda ve yoklugundaki revertant koloni sayilarindaki degisimler One-Way

ANOVA testi ile incelenmistir. Kullanilan pestisitler ve farkli dozlar revertant

sayisini degisik sekillerde etkilemistir. TA 98 i¢in ortalama revertant koloni sayisi

S9 fraksiyonu varliginda 29.66+5.9, yoklugunda ise 26.66£8.5 bulunmustur. TA

100 i¢in ise ortalama revertant koloni sayilar1 S9 fraksiyonu varliginda

116.66+9.1 iken S9 fraksiyonu yoklugunda 107.334£9.3 olarak bulunmustur.

Test maddeleri suda ¢oziinmedigi i¢in DMSO’da ¢6ziilmiis ve bu ¢oziiciiniin

etkisi de TA 98 i¢in S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda kontrol edilerek her
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ikisinde de 22 koloni sayisi olarak bulunmustur. TA 100 susunda ise bu deger S9
fraksiyonu varhiginda 97.66+6.8 olarak, S9 yoklugunda ise 88.83+5.9 olarak
bulunmustur. Salmonella typhimurium TA 98 icin S9 fraksiyonu yoklugunda en
diisiik revertant sayis1 fluoroglycofen-ethyl’in 1000 pg/plak konsantrasyonunda,
en yiiksek revertant sayisi ise pyracarbolid’in 1000 pg/plak konsantrasyonunda
saptanmistir. Salmonella typhimurium TA 98 i¢in S9 fraksiyonu varliginda en
diisiik revertant sayist pyracarbolid’in 100 pg/plak ve en yiiksek revertant sayisi

ise fenoxanil’in 1000 pg/plak konsantrasyonunda elde edilmistir.

Salmonella typhimurium TA 100 icin S9 fraksiyonu yoklugunda en diisiik
revertant sayisi ise, fluoroglycofen-ethyl’in 10 pg/plak konsantrasyonunda, en
yilksek revertant sayis1 ise fenoxanil’in 100 pg/plak konsantrasyonunda
saptanmistir. Salmonella typhimurium TA 100 icin S9 fraksiyonu varliginda en
diisiik revertant sayis1 fluoroglycofen-ethyl’in 0.1ve 10 pg/plak konsantrasyonlari
ile pyracarbolid’in 10 pg/plak konsanrasyonunda, en yiiksek revertant sayisi ise

fenoxanil’in 100 pg/plak konsantrasyonlarinda elde edilmistir.

Revertant sayisindaki degisiklikler Salmonella typhimurium TA 98 icin S9
fraksiyonu yoklugunda kontrol grubuna gore azalmis olup bu azalmalar
istatistiksel acidan anlamli bulunmamustir. Salmonella typhimurium TA 98 i¢in S9
fraksiyonu varliginda ise revertant sayisindaki degisiklikler kontrol grubuna gore
artis ve azalis seklinde olup bu degisiklikler de istatistiksel acidan anlamh
bulunmamistir. Her iki deneyde de test suslarmin geriye doniis sikligim ve S9
karisiminin etkisini dogrulamak i¢in mutajenik etkileri bilinen pozitif kimyasal
maddeler kullanilarak pozitif mutajenik etki kontrolleri yapilmistir. TA 98 susu
icin S9 fraksiyonu varliginda 2-aminofluorene ve S9 fraksiyonu yoklugunda 4-
nitro-o-fenilendiamine kullanildiginda revertant koloni sayis1 artmis ve bu artislar
istatistiksel acidan kontrol grubuna gore anlaml olarak saptanmistir. Salmonella
typhimurium TA 100 susunda ise revertant sayisindaki degisiklikler S9 fraksiyonu
yoklugunda da varliginda da kontrol grubuna gore artis ve azalmalar gostermis
olup bu degerler istatistiksel acidan anlamli bulunmamistir. TA 100 susunda da

suglarin geriye doniis sikligini ve S9 karisiminin etkisini dogrulamak igin
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mutajenik etkileri bilinen pozitif kimyasal maddeler kullanilarak pozitif mutajenik
etki kontrolleri yapilmigtir. TA 100 i¢in S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda
pozitif mutajen olarak sodyum azid kullamildiginda revertant koloni sayisi her

ikisinde de artmis ve bu artiglar istatistiksel agcidan anlamli bulunmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Sayilart milyonlar1 bulan kimyasallarin ¢ok azinin (20.000 civarinda) kanserojenik
potansiyelleri hakkinda bilgimiz vardir. Geriye kalanlarin ve her giin listeye giren
yeni sentezlenen maddelerin seri bir sekilde test edilerek mutajenik/kanserojenik

etkilerinin saptanmasi gerekmektedir (Vural 1996).

Salmonella/mikrozom test sistemi, cesitli kimyasal maddelerin mutajenik
potansiyellerini saptamak iizere gelistirilmis ve ¢esitli iilkelerde oldukc¢a yaygin
olarak kullanilan kisa zamanli test sistemlerinden biridir. Ciinkii bu test, test
parametreleri acisindan en iyi standardize edilmis ve mutajen-karsinojen etkisi en
iyl bilinen kimyasallar ile gecerliligi en fazla kabul edilmis kisa zamanli test
sistemlerinden birisidir (Maron ve Ames 1983, Kaplan vd. 2004, Watanabe-
Akanuma 2005, Reid 2006, Mathur vd 2005, ipek vd. 2005, Kutlu 2005).

Salmonella/mikrozom testinde bir maddeye mutajen denilebilmesi i¢in histidin
protroflarinin sayisinin kendiliginden geriye donen koloni sayisinin en az iki kati
olmasi1 ya da iki katindan az oldugu durumlarda doza baglh bir artis gdstermesi

gerekmektedir (Maron and Ames 1983).

Bu calismada, giiniimiizde oldukca yaygin olarak kullamilan 4 farkh pestisitin
(fluoroglycofen-ethyl, fenoxanil, pyracarbolid ve benodanil) mutajenik etkileri
kisa zamanli test sistemlerinden biri olan Ames testi ile belirlenmeye caligilmistir.
Yaptigimiz caligma sonucunda TA 98 susu icin S9 fraksiyonu varliginda ortalama
revertant koloni sayis1 29.66+5.9, yoklugunda ise 26.66+8.5 olarak bulunmustur.
TA 100 susu i¢in ise bu degerler sirasiyla 116.16£9.1 ve 107.334£9.3 olarak
bulunmustur. Ames’e (1973) goére mutant bakteri suslarmin kendiliginden
(spontan) his” durumundan his® durumuna doniismesi, belirli sirlar icinde
miimkiindiir. Bu smrlar TA 98 ic¢in 20-50 revertant/plak; TA 100 i¢in 75-200
revertant/plaktir. Calismamizda elde ettigimiz sayilar bu degerler arasindadir. Bu
degerlerin bu derece farkli olmalar1 cesitli parametrelerden kaynaklanmaktadir.

Bu nedenle her mutant sus i¢in, kendiliginden geriye donen koloni sayisi tek bir
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say1 olarak degil de, belirli bir aralikta verilir. Bu parametreler arasinda minimal
ortamin tipi, glikoz-6-fosfat, B-NADP, fosfat tamponu, glikoz ve tuz ¢ozeltisinin
derisimi, petrilerdeki minimal agarin hacmi, top agarin miktar1 ve yayilma sekli,
etivdeki nem oram, S9 fraksiyonunun miktari, minimal agarin bilesimi ve
hazirlanmasindaki farkliliklar gibi etkileri sayabiliriz (Belser vd. 1981, Boath vd.
1980).

Fluoroglycofen-ethyl maddesinin TA 98 susu ile S9 fraksiyonu yoklugunda
yapilan calismada maddemizin higbir konsantrasyonu geri doniisiim sayilarini
asmadigindan bu madde TA 98 susu iizerine direkt mutajenik etki gostermemistir.
Bu madde ile yapilan ¢alismalarda en yiiksek deger S9 varliginda 10 pg/plak, en
diisiik deger ise S9 yoklugunda 1000 pg/plak konsantrasyonunda bulunmustur.

TA 100 susunda ise deney S9 fraksiyonu varlig1 ve yoklugunda yapilmig ve elde
edilen ortalama revertant koloni sayilari, kendiliginden geriye dénen ortalama
revertant koloni sayisi degerlerine yakin bulunmustur. Bu madde ile yapilan
calismalarda en yiiksek deger S9 varliginda 10 pg/plak, en diisiik deger ise S9
yoklugunda 10 pg/plak konsantrasyonunda bulunmustur. Fluoroglycofen-ethyl
maddesinin Ames testinde verdigi koloni sayilari, TA 98°de de TA 100’de de
spontan degerlerin iizerine ¢ikmamistir. Sonug olarak bu madde hem TA 98 susu
ile hem de TA 100 susu ile yapilan deneylerde herhangi bir mutajenik etki

gostermemigtir.

Bu caligmadan farkl olarak, fluoroglycofen-ethyl (%97.8 saflikta) lastik bir sonda
ile gebelik siiresinin 8-18. giinlerinde 1, 10, 30 ve 90 mg/kg viiciit agirligi/giin
konsantrasyonlarinda Yeni Zelanda beyaz tavsanlarina verilmistir. Hayvanlar 29.
giinde Oldiiriilmiis ve 90 mg/kg viiciit agirligi/giin uygulanan gruplarda 10-29.
giinlerde acgik olarak toksisitenin belirtileri goriilmiistir. Bu hayvanlarda az,

kirmiz1 ve yumusak feces, ince goriiniim, kirmizi vajinal sivi, adalelerde uyum
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bozuklugu ve uyusukluk olma sikligi artmistir. 90 mg/kg viiciit agirhigi/giin

gruplarda anneye ait viicut agirliklar gebeligin son 12 giiniinde azalmustir'™.

Diger bir calismada ise, fluoroglycofen-ethyl’in muhtemel teratojenik ve maternal
toksisitesi sican ve tavsanlarda arastirilmistir. Sicanlarda bu madde 200 mg/kg
viiciit agirligi/giin dozunun {istiinde embriyotoksik, fitotoksik ve teratojenik
degildir. Bu madde 60 mg/kg viiciit agirligi/giin dozunun {istiinde ise maternal
toksik etkiye sahiptir ve viicut agirliginda bir azalma ile kendini gosterir.
Tavsanlarda ise bu madde 900 mg/kg viiciit agirligi/giin konsantrasyonunda diisiik
riskini artirir, fitotoksik ve embriyotoksik (resorbsiyonda artig ve fetal boyutunda
ve yasama yeteneginde azalma)’tir. Tavsanlarda herhangi bir teratojenik etkiye

rastlamlmamlster.

Fenoxanil maddesinin TA 98 susu ile S9’suz ortamda uygulanmasi sonucunda,
elde edilen degerlerin hi¢ biri spontan olarak geriye doniis degerlerini asmamistir.
S9’lu olarak yapilan deneylerde ise, higbir dozda spontani ¢ok asan bir degere
rastlanmamistir. Bu madde ile yapilan calismalarda TA 98 susu icin en yiiksek
deger S9 varliginda 1000 pg/plak en diisiikk deger ise S9 yoklugunda 0.1

konsantrasyonunda tespit edilmistir.

Deney TA 100 susu iizerinde uygulandiginda ise, elde edilen degerler
kendiliginden geriye donen ortalama revertant koloni sayist degerleri arasinda
cikmistir. S9 fraksiyonu yoklugunda ve varliginda yapilan deneyde bu maddenin
100 ve 1000 pg/plak olan dozlarinda kontrol grubunun iki katin1 agan degerler
bulunmustur. Deneylerimiz fenoxanil maddesindeki bu iki dozun TA 100 susunda
mutajenik etki ettigini gostermektedir. Bizim yaptigimiz calismaya benzer bir
sekilde Asal’in 1985 yilinda yaptig1 bir caligmada da 10 pestisite uygulanan Ames
testi sonucunda testi yapilan pestisitler i¢cinde sadece orthacide 50 WP pestisiti,
TA 100 susunda mutajenik bir etkiye neden olurken TA 98 susunda negatif sonug
elde edilmistir. TA 100 ile yaptigimiz ¢calismalarda en yiiksek deger S9 varliginda
100 pg/plak, en diisiik deger ise S9 yoklugunda 0.1 pg/plak konsantrasyonunda

bulunmustur.

1 http://www fluoridealert.org/pesticides/epage.fluoroglycofen-ethyl.htm13.08.2006
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Yapilan diger bir ¢calismada da fenitrothion insektisitinin mutajenitesi Ames testi
ile arastinlmis ve fenitrothion’da zayif mutajenite, sadece Salmonella
typhimurium TA 100’de go6zlenirken, S9 karisiminin ilavesiyle mutajenite
artmistir. Bizim calismamizda da bu calismaya paralel olarak TA 100 susunda
fenoxanil maddesinde mutajenik aktiviteye rastlanirken, TA 100 susunda S9
yoklugunda yapilan deneylere gore S9 varligindaki deneylerin sonuclarindaki

koloni sayilarinda bir artiga rastlanmaktadir (Hara 1989).

Pyracarbolid maddesi ile TA 98 susu kullanilarak S9 yoklugunda yapilan
deneylerde kullanilan dozlarin hi¢ biri spontan kontrol degerlerinin {izerinde
degildir. S9’lu deneyde ise bu degerler spontan degerlerin ¢ok iizerine
cikmamistir. Bu madde ile yapilan calismalarda en yiiksek deger S9 varliginda 1
pg/plak, en diisiik deger ise S9 yoklugunda 100 pg/plak konsantrasyonunda

bulunmustur.

Pyracarbolid maddesinin TA 100 susu ile S9 varligi ve yoklugunda yapilan
deneylerde elde edilen ortalama revertant koloni sayilar1 kendiliginden geriye
donen ortalama revertant koloni sayis1 degerlerine yakin olarak saptanmistir. Bu
madde ile yapilan calismalarda en yiiksek deger S9 varliginda 100 pg/plak, en
diisiik deger ise S9 yoklugunda 1 pg/plak konsantrasyonunda bulunmustur. Bu da
bize bu maddenin her iki susta da mutajenik bir etkiye sahip olmadigim

gostermektedir.

Benodanil maddesinin TA 98 susu ile S9 yoklugunda yapilan deneylerde elde
edilen ortalama revertant koloni sayilar1 kendiliginden geriye donen ortalama
revertant koloni sayis1 degerlerine gore diisiik iken S9 varligindaki deneylerde bu
degerler geriye donen ortalama revertant koloni sayisina yakin olarak
bulunmustur. Hem S9’lu hem de S9’suz olarak uygulanan ¢alismalardaki biitiin
dozlarda mutajenik etkiye rastlanmamistir. Bu madde ile yapilan ¢aligmalarda en
yiikksek deger S9 varliginda 5 pg/plak konsantrasyonunda, en diisiik deger ise S9
yoklugunda 0.5 pg/plak konsantrasyonunda elde edilmistir. S9 varliginda yapilan
calismalarda elde edilen ortalama revertant koloni sayilarinin S9 yoklugundaki

revertant koloni sayilarina gore daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir.
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Benodanil maddesinin TA 100 susu ile S9 varligt ve yoklugunda yapilan
deneyleri sonucunda bulunan degerler spontan kontrol degerlerine ¢ok yakin
rakamlardir. Bu madde ile yapilan calismalarda en yiiksek deger S9 varliginda 50
png/plak, en diisiik deger ise S9 yoklugunda 0.05 pg/plak konsantrasyonunda
bulunmustur. Yine TA 98 ile yapilan deneyde oldugu gibi TA 100 susunda da S9
varliginda yapilan caligmalarda elde edilen ortalama revertant koloni sayilarinin
S9 yoklugundaki revertant koloni sayilarina goére daha yiiksek oldugu

gozlemlenmistir.

1982 yilinda Udeogalanya tarafindan yapilan bir ¢alisma da ise, benodanilin
bitkiler iizerindeki etkileri tespit edilmeye calisilmistir. Benodanil eger {iriine
erken bilyiime evresinde uygulanirsa mantar hastalifinin olugmasinda 6nemli
derecede azalma oldugu gozlenmistir. Bu Tyra, Emir ve Vada gibi mantar
hastaligi olusumu yavas olan varyetelerde oldugu gibi Midas, Zephyr ve
Mazurka’da da bulunmustur. Benodanil bitkideki siirgiin ve yaprak sayisinda
azalmalara neden olmasina ragmen hastalifa yakalanmayan bitkinin biiytimesini

artirmaktadir.

Bir baska calismada ise, Yeoman ve arkadaglar1 1986 yilinda iglerinde
benodanilinde bulundugu bir¢cok fungusit ¢esidini fasiilye ekili alanlardaki mantar
hastaliginin kontrolii i¢cin kullanmiglardir. Ve sonugta biitiin fungusitlerin mantar

hastaliginin olma sikligini azalttiklarini tespit etmislerdir.

Yapilan diger caligmalara baktigimizda bizim calismamizda da oldugu gibi
genellikle Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarnt daha cok
kullanilmaktadir. Bunun sebebi de bu iki susun cesitli mutajenlere karsi
duyarliliginin diger suslara gore daha fazla olmasindan kaynaklanmaktadir (Asal

1985).

Tzoneva ve arkadaglarimin 1985 yilinda yapmis oldugu calismada, endodan
fungusitinin 7.5 ve 12.0 pg/plak konsantrasyonlart TA 100 susunda S9 varliginda
zayif mutajenik etkiye sahipken, kilacar insektisit-akarisitinin S9 varliginda 2.5 ve

5.0 pg/plak konsantrasyonlarinin agir mutajenik etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Bu calismadan farkli olarak, fenoxanil ile TA 100 susunda yaptigimiz calismada

hem S9 varlig1 hem de yoklugunda mutajeniteye rastlanilmstir.

Shukla 1994 yilinda yapmis oldugu calismada, bir dithiocarbamate fungusiti olan
mancozeb’in muhtemel mutajenik aktivitesini Salmonella typhimurium test
suslarindan TA 97, TA 98, TA 100 ve TA 102 ile arastirmistir. Sonug olarak 40
pg/plak ve onun iistiindeki dozlarda biitiin suslarda mancozeb toksik bir etki
gostermistir. Mancozeb, aseton ve DMSO ile coziildiigiinde TA 97 susunda
metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz caligsmalarda revertant koloni sayisinda
doza bagli bir artis gozlenmistir. Bu c¢alismanin aksine bizim yaptigimiz

calismalarin hi¢ birinde doza bagli bir artis gdzlenmemistir.

Diril ve arkadaslar1 (1988), Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan bazi pestisitlerin
Salmonella typhimurium/mikrozom mutajenite test sistemi ile mutajenik etkilerini
arastirmiglardir. TA 100 susu i¢in endosulfan, azinfosetil ve diklorvos’un
mutajenik; diptereks ve trifluralin’in ise zayif mutajenik etki gosterdigi
belirlenmistir. Trifluralin’in Salmonella typhimurium TA 98 susu icin mutajenik;

endosulfanin ise zayif mutajenik etkili oldugu saptanmistir.

S. typhimurium TA 98 susu ile yaptigimiz ¢alismada uygulanan tiim dozlarin S9
varliginda elde edilen ortalama revertant koloni sayilarimin S9 yoklugundaki
revertant koloni sayilarma gore daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuca
TA 100 susu ile yapilan ¢calismalar sonucunda da rastlamaktayiz. Buna dayanarak
test ettigimiz 4 maddenin de canli viicuduna girdiginde metabolik reaksiyonlar
sonucu olusan metabolitlerinin DNA ile etkilesimini bir miktar artirdigi

diisiiniilebilir.

Test edilen 4 maddeninde TA 98 ve TA 100 suslarinda ortalama revertant

sayilarinin doza bagl bir iligki gostermedigi tespit edilmistir.

Sonug olarak; yaptigimiz deneyde uygulanan maddelerden fenoxanil’in TA 100

susunda 100 ve 1000 pg/plak dozlar1 disindaki diger dozlarin hi¢ birinde
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mutajenik bir etkiye rastlanilmamistir. Ancak, kimyasal bilesiklerin mutajenik
ozelliklerinin belirlenmesinde, tek bir test sistemi yerine, birka¢ kisa zamanli test
sisteminin bir kombinasyonunun kullanilmasi sonuglart daha giivenilir hale
getirmektedir. Bu yilizden bu maddelerin farkli test sistemleriyle de
degerlendirilerek sonuglarin karsilagtirilmast ve bu sekilde giivenilir bir sonuca

varilmasi gerekmektedir.
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biilyiik destek olan sevgili annem ile su an yanimda olmasa da varligini her zaman
kalbimde hissettigim ve bu noktaya gelmemde biiyiik caba sarfetmis olan degerli

babama ¢ok tesekkiir ederim.
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OZGECMIS

1980 yilinda Afyonkarahisar’da dogdu. 1991 yilinda ilkégrenimini,
Afyonkarahisar Seker Ilkogretim Okulu'nda, 1994 yilinda ortadgrenimini
Afyonkarahisar Merkez Atatiirk Ortaokulu’nda ve lise Ogrenimini Afyon
Lisesi’nde tamamladi. 1998 yilinda Afyon Lisesi’nden mezun oldu. 2002 yilinda
Afyon Kocatepe Universitesi Biyoloji Boliimii’nde Lisans Egitimini bitirdi. Aymi
yil igerisinde Afyon Kocatepe Universitesi’nde Arastirma Gorevlisi olarak goreve
basladi. Halen ayn1 yerde caligmakta olup Yiiksek Lisans Ogrenimini devam

ettirmektedir.
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