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One Cikanlar

*Methidathion’un genotoksik potansiyeli Allium testi ile ilk kez incelenmistir.
*Methidathion Allium cepa kok ucu hiicrelerinde anlaml sitotoksik ve genotoksik etki olugturmustur.
«Allium testinin, methidathionun toksik etkisini belirlemede hassas ve etkili bir test oldugu gosterilmistir.

Makale Bilgileri Ozet

Organik fosforlu pestisitlerden olan Methidathion (Supracide 40 EC, MET), meyve agag¢larinda, sebzelerde,
tiitiinde, yoncada, aygigeginde, seralarda ve giil bahgelerinde ¢esitli bocek ve akarlara karst

Gelis:05/11/2020 kullamilmaktadir. Bu arastirmada, Allium testi kullamilarak, methidathionun Allium cepa kok ucu
Kabul: 22/11/2020 hiicrelerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri incelenmistir. Kok biiyiime inhibisyon testi ile, etkili

konsantrasyon (ECsy) degeri 30 mg/L olarak tespit edildikten sonra, Allium cepa kok uglar, MET un dort
Anahtar Kelimeler farkly konsantrasyonu (7,5, 15, 30 ve 45 mg/L) ile 12, 24 ve 48 saat muamele edilmistir. MET, mitotik indeksi
Pestisit, (M), tiim konsantrasyonlarda ve uygulama siirelerinde, kontrole kiyasla anlaml sekilde diigiirmiistiir. Diger
Methidathion, yandan MET, kromozomal anormallikleri, kontrole kiyasla anlamli diizeyde artirmistir. En yaygin goriilen
Sitotoksik etki, anormallikler kroimozom yapisikligi (%47,50) ve C-mitoz (%44,24) ‘dur. Bunlari sirasiyla fragment (%2,75),
Genotoksik etki, koprii (%2,55), geri kalma (%1,63) ve ¢ok kutupluluk (%1,33) takip etmistir. Calismada ayrica, on isleme
Allium cepa tabi tutulmug kok uglarinda kromozom ve kromatid kiriklari, fragmentler ve poliploidi tespit edilmistir. Bu

calismadan elde edilen sonuglar, MET un Allium cepa'da belirgin sekilde sitotoksik ve genotoksik oldugunu
gostermistir. Ayrica, Allium testinin, MET un toksik etkilerini belirlemede ¢ok hassas ve etkili bir test
oldugunu dogrulamistir.

The Investigation of Cytotoxic and Genotoxic Potential of Methidathion Insecticide/Acaricide by
Allium Test
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« The genotoxic potential of Methidathion was examined for the first time using the Allium test.
» Methidathion exhibited significant cytotoxic and genotoxic effects in root tip cells of Allium cepa.
« The Allium test has also been confirmed as a sensitive and effective test for determining the toxic effect of methidathion.

Article Info Abstract

Methidathion (Supracide 40 EC, MET), anorganophosphorus pesticide, is used to control various
insects/mites in a variety of crops such as fruits, vegetables, alfalfa, sunflower, tobacco, greenhouses, and
rose gardens. In this study, cytotoxic and genotoxic potentials of methidathion were investigated in Allium

Received: 05/11/2020 cepa root meristem cells using the Allium test. Firstly, the ECs value of methidathion was detected as 30
Accepted: 22/11/2020 mg/L using root growth inhibition test and then four concentrations, 7.5, 15, 30, and 45 mg/L, were applied

to Allium cepa for 12, 24, and 48 hours. MET significantly decreased the mitotic index (MI) in all the
Keywords concentrations and treatment periods compared to the control. On the other hand, MET significantly
Pesticide, increased the frequency of chromosome aberrations compared to control groups. The most common types of
Methidathion, abnormalities recorded were stickiness (47.50%) and C-mitosis (44.24%). They were followed by fragment
Cytotoxic effect, (2.75%), bridge (2.55%), laggards (1.63%), and multipolarity (1.33%), respectively. Besides, in pretreated
Genotoxic effect, root tips, chromosome and chromatid breaks, fragments, and polyploidy were detected. The results of this
Allium cepa study revealed that MET has significant cytotoxic and genotoxic effects in Allium cepa. It has also confirmed

that the Allium test is a very sensitive and effective assay in determining the toxic effects of MET.
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1. GIRIS

Yirminci yiizyilin basindan beri giderek artig gosteren diinya niifusunun, 2050 yilina kadar 9,4-10 milyar
civarinda olacagi tahmin edilmektedir [1, 2]. Diinya niifusundaki bu artis, gidaya ve tarimsal iiretime olan
ihtiyact da ciddi sekilde artirmaktadir. Ancak tarim amaciyla kullanilan alanlarin sinirli olmasi ve hatta
giderek kiiglilmesi nedeniyle, bu ihtiyacin karsilanabilmesi i¢in, birim alandan elde edilen verimin
arttirtlmasi yoluna gidilmektedir. Verimin arttirilabilmesi i¢in de pestisit veya bitki koruma kimyasallari
olarak bilinen ve dogaya yabanci olan kimyasal maddeler kullanilmaktadir. Biitiin bunlardan dolay1, diinya
capinda, 1950'lerde 0,2 milyon ton olan pestisit tiretimi, 2000 yilina kadar yilda yaklasik % 11 oraninda
artarak, 5 milyon tonun {izerine ¢ikmustir [3]. 2000 yilindan 2017 yilina kadar gegen siirede ise %7’lik bir
artis olmustur [4].

Pestisitler, birbiri ardina gelistirilen ve organoklorin, organofosfat, karbamat, piretroidler, biiyiime
diizenleyicileri, neonikotinoidler ve biyopestisitler gibi ¢esitli bilesik gruplarini igermekte ve bunlara gore
adlandirilmaktadir [2]. Pestisitler, etkiledikleri zararli gruplarina gore de insektisit (bocek 6ldiiren), akarisit
(akarlari-oriimcekleri 6ldiiren), herbisit (yabanci otlar1 6ldiiren) vb. sekillerde adlandirilmaktadir.
Pestisitler, tarim, sanayi ve saglik alanlarinda gesitli faydalar saglamakla birlikte, ¢evreye ve canlilara
verebilecekleri zararlar nedeniyle hem toplumda ve hem de bilim insanlarinda endise olusturmaktadir. Bu
nedenle bir ¢ok arastirmaya konu olmuslardir [2, 5, 6].

Diinya Saghk Orgiitii (DSO), 2019 yili verileri 1s131nda, pestisitleri tehlikelerine gore siniflandirma
kilavuzu yayinlamistir. Bu kilavuzda pestisitler dort gruba ayrilmistir. Cok tehlikeli pestisit aktif maddeler
Sinif Ia, oldukea tehlikeli olanlar Ib, orta derecede tehlikeli olanlar Siif II ve hafif tehlikeli olanlar Sinif
I olarak gruplandirilmistir [7]. Methidathion (MET) organik fosforlu bir insektisit/akarisit olup, oldukc¢a
tehlikeli aktif maddelerin bulundugu Ib smifinda yer almaktadir [7]. Organik fosforlu insektisitler
boceklerin sinir sistemini etkilemektedir. Sinyal iletiminde goérev yapan asetilkolinin hidrolizinde rol
oynayan asetilkolinesteraz enziminin islevini engeller. Boylece sinyal iletimi durur ve 6liim gerceklesir [8,
9]. Bu grupta yer alan bilesiklerin ve yan trtinlerinin diger bir 6nemli 6zelligi de DNA’da alkillenmeye
sebep olmalar1 [10, 11] ve sonucta mutajenik ve karsinojenik etkiler ortaya cikarabilmeleridir. Organik
fosforlu pestisitlerin farkli canlilarda kromozomal anormalliklere, mutasyonlara ve DNA hasarina neden
oldugunu gosteren ¢esitli ¢alismalar mevcuttur [12-15].

MET, organik fosforlu bilesiklerin heterosiklik tiirevleri grubundandir. Meyve agaglarinda (seftali, armut,
elma, dut, incir vb.), sebzelerde, tiitiinde, yoncada, aygiceginde, seralarda ve giil bahgelerinde ¢ok ¢esitli
bocek ve akarlara karsi kullanilmaktadir. Ulkemizde 2011 yilinda kullanimdan kaldirilmig [16] olmakla
birlikte, yurt dist mengseili gesitli sitelerde iiriin satis1 yapilmakta ve dolayisiyla kullanimi da devam
etmektedir. LDso degerleri siganlar igin 25 ila 48 mg/kg ve fareler i¢in 25 ila 70 m/kg arasinda degismektedir
[17]. MET’nun genotoksik potansiyele sahip olup olmadigini belirlemek amaciyla Stivaktakis ve
arkadaglarinin 2017 yilinda yaptigi bir c¢alismada [18], MET ’un disiik konsantrasyonlarinin etkisi
kiiltiirdeki insan lenfositlerinde incelenmistir. Buna paralel olarak, farkli alkalin pH degerlerinin neden
oldugu genotoksik aktivitesi de degerlendirilmistir. Bu amagla in vitro mikronukleus (MN) testi
kullanilmistir. Incelenen tiim konsantrasyonlarda MET’un mikronukleus frekanslarini artirmadign ve
genotoksik olmadigi belirlenmistir. Benzer sekilde Lodovici ve arkadaslari [19], MET un si¢anlarin
karacigerinde DNA hasari olusturmadigini agiklamislardir. 1996 yilinda fare kemik iliginde ger¢eklestirilen
in vivo ¢alismada MET un MN frekansimi artirmadigi bildirilmistir. Ancak ayni1 ¢calismada MET un insan
lenfositlerinde metabolik aktivasyon sistemi yoklugunda kardes kromatid degisimlerini artirdigt
belirlenmistir [20]. 2014 yilinda yapilan ve MET’un olduk¢a diisiik dozlarmin (0,01-0,075 mg/L)
kullanildig1 bir ¢alismada, Drosophila’da in vivo somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testinde
genotoksisiteye neden olmadigr tespit edilmistir [21]. Disi Wistar ratlarda kemik iliginde in vivo MN testi
kullanilarak yapilan bir arastirmada, MET nun intraperitonal uygulamasinin MN frekansini artirmadigi
ancak nekrotik ve apoptotik hiicre oranini1 doza bagh olarak anlamli diizeyde artirdigi agiklanmistir. Bu
nedenle MET un insanlar i¢in giivenli olmadigi vurgulanmigtir [22]. MET un in vitro insan lenfositlerinde
genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla yiiriitilen bir aragtirmada, bu pestisitin kromozomal
anormallik (KA) ve mikronukleus frekansini ve kardes kromatid degisimi (KKD)/ oranini anlamli diizeyde
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artirdigi, diger yandan mitotik indeksi anlaml sekilde diisiirdiigii rapor edilmistir. Elde edilen bulgular
1s181inda MET un klastojenik, mutajenik ve andjenik etkilere neden oldugu belirtilmistir [23]. Bu yayinlar,
MET’nun genetik materyal ile etkilesime girebilecegini, DNA’da ve kromozomlarda degisimlere ve
hasarlara sebep olabilecegini ve sonugta genotoksik ve mutajenik olabilecegini gdstermektedir. Bu da
MET nun insanlarda saglik sorunlarina ve hatta kansere dahi neden olabilecegine isaret etmektedir.

Cevresel kirleticilerin genotoksik, mutajenik ve kanserojen etkilerinin belirlenmesinde ¢esitli testler ve bu
testlerde farkl: tiirler kullanilmaktadir. Genellikle Allium cepa’nin kullanildigr Allium testi de mitkemmel
bir genetik model ve biyogosterge olarak uzun yillardir bilim insanlari tarafindan tercih edilen bir testtir.
Ik defa 1938 yilinda Levan tarafindan kolsisinin etkisini belirlemek amaciyla uygulanan bu test, 1985
yilinda Fiskesjo tarafindan standart bir test haline getirilmis ve daha sonra 2003 yilinda Rank tarafindan
baz1 degisiklikler yapilarak gelistirilmistir [24]. Bu test, Birlesmis Milletler Cevre Programi (United
Nations Environment Program-UNEP), Bitki Biyotestlerinde Uluslarast Program (International Program
on Plant Bioassays-IPPB) [25] ve Birlesik Devletler Cevre Koruma Ajansi, Genetik Toksikoloji Programi
(US Environmental Protection Agency-EPA, Gene-Tox Program) [26] tarafindan da standardize edilerek
oOnerilen testlerden biridir. Bu biyotestlerden elde edilen verilerin, gevresel genotoksisiteyi belirlemede
etkili oldugu USEPA ve Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization-WHO) tarafindan da kabul
edilmektedir [27].

Gelismis bir organizma olan bitkilerin genotoksisite testinde kullanimi, ¢ok hiicreli bir sistemde gesitli
kimyasallarin potansiyel DNA hasar1 hakkinda dnemli bilgiler vermektedir. Bitkilerin kullanimi, ekzojen
metabolik sistemler gerektirmedigi icin biiylik avantaj saglamaktadir. Ayrica, deneysel c¢aligmalarda
hayvanlarin kullanimina kiyasla, hem daha az maliyetli ve hem de etik kaygilardan uzak bir rahatlik
olusturmaktadir [24, 28-31]. Biitiin bunlara ilaveten, Allium testi ile elde edilen sonuglarin, ¢esitli hiicreler
ile yapilan in vitro ¢alismalarla ve farkli hayvanlarin kullanildigr in vivo caligmalarla benzer sonuglar
verdigi de belirlenmistir [24, 30]. Allium cepa, hem az sayida kromozoma sahip olmasi (2n=16) ve hem de
kromozomlarinin biiyiik ve 1s1k mikroskobunda incelenmesinin kolay olmasi gibi avantajlar1 nedeniyle
Allium testinde en ¢ok tercih edilen tiirdiir [24, 32-35]. Allium testinde ayrica Allium sativum, Vicia faba,
Zea mays, Tradescantia paludose ve Hordeum vulgare gibi baska tiirler de kullanilmaktadir [30, 36].

Yukarida kisaca Ozetlenen arastirmalar, bir yandan MET nun toksik olabilecegine yonelik bulgularin
oldugunu diger yandan g¢evresel kimyasallarin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde Allium cepa’nin
onemli bir biyogosterge oldugunu gostermektedir. Ayrica, MET nun genotoksik potansiyelinin Allium cepa
kdk ucu hiicreleri gibi dnemli bir biyogosterge tiiriinde incelendigine yonelik bir aragtirma mevcut degildir.
Biitiin bu sebeplerden dolayi, bu aragtirmanin amaci, MET (Supracide 40 EC)’un toksik etkilerini Allium
testi kullanarak Allium cepa kok ucu meristeminde incelemektir. Bu test ile hem MET nun mitoz bdlinme
tizerindeki etkisi (mitotik indeks) ve dolayisiyla sitotoksik potansiyeli ve hem de mitozda anormallik
olusturma ve dolayisiyla klastojenik ve andjenik (genotoksisitenin) potansiyeli ortaya ¢ikarilabilecektir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Test Maddesi

Bu c¢aligmada, organofosforlu insektisit/akarisit olan Supracide 40 EC (426 gr/L methidathion)
kullanilmistir. MET un kimyasal formiilii CsH1:N20O4PS3 olup katalog numaras1 950-37-8’dir. Molekiil
agirhign 3023  g/mol’diir. Kimyasal adlandirmasi — S-[(5-methoxy-2-0xo0-1,3,4-thiadiazol-3(2H)-
yl)methyl]0,0-dimethyl phosphorodithioate seklindedir. Yapisal formiilii Sekil 1’de goésterilmistir.

S
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Sekil 1. Methidathion 'un yapisal formiilii [37]
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2.2. Test Materyali

Bu arastirmada Allium testi uygulanmistir. Bunun i¢in birbirine yakin biiyiikliikte (1,5-2,0 cm ¢apinda)
Allium cepa L. (2n=16) yumrular1 se¢ilmis ve kurumus kabuklari ve kokleri temizlenerek kullanilmistir.

2.3. ECso Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Oncelikle, MET un ECso konsantrasyonunun belirlenmesi amactyla, biiyiime inhibisyon testi uygulanmugtir
[38-40]. Bunun i¢in, soganlar dort giin boyunca MET un 13 farkli konsantrasyonu (10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 150, 200 ve 250 mg/L, etken madde miktari temel alinarak) ile muamele edilmistir. Her
konsantrasyon i¢in 5 farkli sogan kullanilmis ve her soganda 10 farkli kokiin uzunlugu 6l¢iilmiistiir. Ayrica
MET’un eklenmedigi bir kontrol grubu da olusturulmustur. Uygulama sonucunda, kontrol grubundaki
ortalama kok uzunluguna kiyasla %50 oraninda kisalma saglayan konsantrasyonun, yani ECsp degerinin 30
mg/L oldugu tespit edilmistir.

2.4. Test Konsantrasyonlar1 ve Muameleler

ECso konsantrasyonu belirlendikten sonra, en yiiksek konsantrasyon olarak ECsox3/2 digerleri de ECsoXx1,
ECs0x1/2 ve ECsox1/4 olacak sekilde dort konsantrasyon (45, 30, 15 ve 7,5 mg/L) belirlenmistir. Soganlar
once 24 saat oda sicakliginda (20£1°C) distile suda ¢imlendirilmistir. Cimlenen soganlar, MET nun 4 farkli
konsantrasyonu ile 12, 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Kontrol grubundaki soganlar sadece distile suda
bekletilmistir. Tim wuygulama siirelerinde, her bir konsantrasyon i¢in 12 sogan kullanilmistir.
Uygulamalardan sonra kok uglar1 alinarak, damitik su ile yikanmis ve 24 saat boyunca 3:1 etil alkol:glasiyal
asetik asit ile tespit edilmistir. Takiben kokler %70°1ik alkole aktarilmig ve kullanilana kadar buzdolabinda
saklanmistir [41, 42]. Ozellikle metafaz asamasindaki anormalliklerin tespiti i¢in koklerin bir kismi tespit
isleminden 6nce a-monobromonaftalin ile 3 saat muamele edilmistir [43, 44]. Sitolojik preparatlar, 10 farkl
sogandan elde edilen kdk uglarindan, Feulgen metodu kullanilarak hazirlanmis ve depex ile kapatilarak
daimi hale getirilmistir.

2.5. Mitotik indeks, Mitotik ve Kromozomal Anormallik Testi

Her bir konsantrasyon ve uygulama siiresi i¢in farkli soganlarin kok uclarindan hazirlanmig 10 farkh
preparatta mitotik indeks, mitotik safhalarin oranlar1 ve mitotik anormallikler incelenmistir. Her bir
preparatta 1000 hiicre, 10 farkli kok ucundan toplam 10.000 hiicre degerlendirilmistir. Ayrica 6n muamele
yapilan kok uglarinda metafazdaki anormalliklerin tespitinde her bir konsantrasyon ve uygulama siiresi i¢in
bes farkli sogan kullanilmis olup, her sogandan 100 hiicre (toplam 500 hiicre) incelenmistir.

2.6. istatistiksel Analiz

Uygulama ve kontrol gruplarinden elde edilen verilerin karsilagtirilmasinda, mitotik indekste z-testi,
mitotik faz oranlari, mitotik ve kromozomal anormalliklerde ise y2 testi kullanilmisgtir.

3. BULGULAR

MET’in Allium cepa kok uglarina uygulanan tiim konsantrasyonlari ve uygulama stireleri, mitotik indeksi
kontrole kiyasla anlamli diizeyde diislirmiistiir. Diger taraftan metafaz ve telofaz safhalarinda bir miktar
artisa ve profaz sathasinda da bir miktar azalmaya neden olmustur. Ancak mitotik sathalarmn oranlan
tizerinde anlamli bir etkisi olmamustir (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Methidathion ile muamele edilen A. cepa kék uclarinda mitotik indeks ve mitotik fazlarin

frekanst
Konsantrasyonlar . Mitotik fazlar (%)
(mg/L) ve Boliinen MI+SH
muamele siireleri hiicre sayisi
Profaz Metafaz Anafaz Telofaz

Kontrol 823 8,23+ 0,30 50,55 25,27 12,65 11,54
12 saat

75 645 6,45+0,242 38,00 33,88 11,34 16,78
15 366 3,660,192 46,99 28,69 10,66 13,66
30 439 4,39+0,202 46,70 30,98 9,79 12,53
45 278 2,78+0,16% 37,05 35,61 10,43 16,91
24 saat

75 635 6,35+0,242 37,48 28,50 14,49 19,53
15 386 3,86+0,192 41,71 35,23 7,00 16,06
30 365 3,65+0,192 43,84 30,14 12,60 13,42
45 409 4,09+0,202 45,23 26,41 13,20 15,16
48 saat

75 596 5,96+0,242 35,74 33,55 12,58 18,12
15 632 6,32+0,242 35,76 31,80 14,24 18,20
30 426 4,26+0,20? 39,20 31,93 11,97 16,90
45 443 4,4340,152 43,57 33,86 10,38 12,19

@K ontrole gére P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

MET uygulamasi A. cepa kok ucu hiicrelerinde mitotik anormalliklerde artisa neden olmustur (Cizelge 2).
Mitotik anormallik diizeyi, tiim uygulama siireleri ve konsantrasyonlarda (12 saatlik uygulamanin en diisiik
konsantrasyonu hari¢) kontrole kiyasla anlamli diizeyde artmistir. Yapisik kromozom, C-mitoz, kdprii,
fragment, geri kalma ve ¢ok kutupluluk olmak {izere alt1 farkli mitotik anormallik gozlenmistir (Sekil 2).
En yaygin goriilen anormalik tipi yapisik kromozomlardir (%47,50). Ikinci en sik gériilen anormallik ise
C-mitoz olup goriilme frekanst %44,24’diir. Bunu sirasiyla fragment (%2,75), koprii (%2,55), geri kalma
(%1,63) ve c¢ok kutupluluk (%1,33) takip etmektedir. Diger taraftan interfazda ¢ok c¢ekirdekli ve
mikrogekirdekli hiicreler gézlenmistir. Ancak interfazda gozlenen anormallik diizeyi kontrole kiyasla
anlaml degildir (Cizelge 2).

MET uygulamasi sonucunda ortaya ¢ikan ve a- monobromonaftalin ile 6n muamele edilerek tespit edilen
bazi1 kromozomal anormallikler Sekil 2’de gosterilmistir. Bu anormalliklerin orani kontrol grubuna kiyasla
sadece 12 ve 48 saatlik uygulamalarin 7,5 mg/L’lik konsantrasyonunda, 24 saatlik uygulamanin ise 15
mg/L’lik konsantrasyonunda anlamlidir (Cizelge 3). En fazla gozlenen anormallikler kromozom kiriklar
olup (%47,73) daha sonra fragment (%30,68) ve sayisal anormallik olan poliploidi (%18,18) gelmektedir.
Ayrica diisiik oranda (%3,41) kromatit kiriklar1 da belirlenmistir.
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Cizelge 2. Methidathion ile muamele edilen A. cepa kok uglarinda mitotik anormallik tipleri ve

frekanslart
Anormal interfaz

Kons. Mitotik-kromozomal anormallikler (%) Toplam
(mg/L) ve anormallik Anormal
muam. Yapisiklik C- Fragment Kopri — Geri Cok (%) Coklu Mikro- interfaz
stiresi mitoz kalma  kutupluluk cekirdek  c¢ekirdek (%)
Kontrol 1,34 - - - - 0,12 1,46 0,05 - 0,05
12saat

75 0,62 1,24 1,09 0,47 0,31 0,31 4,04 0,88 0,01 0,89
15 9,84 6,56 - 1,09 - - 17,49%** 0,33 - 0,33
30 1,82 13,90 - 0,46 0,46 - 16,64*** - 0,04 0,04
45 6,47 16,91 - 1,80 1,08 0,36 27,34*** - 0,02 0,02
24 saat

75 12,28 2,68 1,42 0,31 - 0,16 16,85%** 0,98 0,05 1,03
15 10,36 11,66 - 0,52 - 0,26 22,80%** 0,65 0,01 0,66
30 4,38 9,85 - - 0,82 - 15,05%** - 0,01 0,01
45 10,51 3,42 - 0,24 0,49 0,24 14,90*** - 0,03 0,03
48 saat

7,5 12,58 8,05 1,34 0,34 - - 22,31*** 0,65 0,09 0,74
15 5,22 2,53 - 0,63 - 0,47 8,85* 0,34 - 0,34
30 6,34 8,91 - - 0,47 0,47 16,19%** - - -
45 19,86 18,07 0,68 - - 0,45 39,06%*** 1,10 0,16 1,26

Anormallik 4750 44,24 2,75 2,55 1,63 1,33

frekanslar (%)

*Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlaml (?testi) **Kontrole gére P< 0,01 diizeyinde anlamli (y? testi)
*#+K ontrole gdére P< 0,001 diizeyinde anlaml1 (® testi)

Cizelge 3. Methidathion ile muamele edilen ve a-monobromonaftalin ile on islem uygulanan 4. cepa kok
uclarinda metafazda gézlenen anormallik tipleri ve oranlar

Kons. (mg/L) ve Anormallikler (%)
muamele siireleri Toplam
Kromozom  Fragment  Poliploidi Kromatid kirig1 anor(r;(: allik
kirg
Kontrol 2 1 - - 3
12 saat
7,5 7 6 - - 13*
15 - - - - -
30 - - - -
45 - 1 - - 1
24 saat
75 5 4 - - 9
15 7 2 14 - 23***
30 2 1 - - 3
45 3 3 - - 6
48 saat
75 9 2 2 3 16**
15 2 3 5
30 2 2 - - 4
45 5 3 - - 8
Anormallik 47,73 30,68 18,18 3,41
frekanslar1 (%)

*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (2 testi) **Kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlamli (2 testi) ***Kontrole gore
P<0,001 diizeyinde anlamli (y2 testi)
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Sekil 2. Methidathion ile muamele edilen A. cepa kok ucu hiicrelerinde mitotik ve kromozomal
anormallikler a) Yapisik kromozomlar b)C-mitoz ¢)Kdprii d) Geri kalma e-f) Cok kutupluluk

4. TARTISMA

Pestisitler hem tarim alanlarinda hem ticari alanlarda ve hem de insanlarin yerlesim yerlerinde kullanilan
ve biitiin populasyonun g¢esitli yollar ile maruz kaldigi kimyasal maddelerdir. incelenen bazi
populasyonlarda, bireylerin biiyiik kisminin idrarinda, ¢esitli pestisitlerin metabolitleri tespit edilmistir. Bu
durum, bu populasyonlarim o6zellikle pestisitler ile muamele edilmis gidalan tiiketmesiyle veya diger
yollarla pestisitleri viicutlarina aldigini gostermektedir [45, 46]. Son 20 yilda yapilan arastirmalarda,
pestisitlere maruz kalma ile bazi kanser tiirleri arasinda bir baglanti oldugu da tespit edilmistir.
Hematopoietik sistemin maligniteleri olan 16semi ve lenfoma ile beyin tiimorleri, prostat kanseri, meme
kanseri, pankreas kanseri ve akciger kanseri en sik rastlanan kanser tipleridir [6, 47-49]. Epidemiyolojik
calismalarin yani sira, pestisitlerin karsinojenisitesine aracilik eden mekanizmalar1 arastiran deneysel
calismalar da bu durumu desteklemektedir. Kimyasal kanserojenlerin genetik veya epigenetik
mekanizmalarla hiicre dongiisiinii kontrol eden genlerde neden oldugu degisiklikler, kanserin
indiiklenmesine neden olabilir. DNA ya da kromozom seviyesindeki genetik hasarlar, kanserojenitenin
olast mekanizmalar1 olarak kabul edildiginden, pestisitlerin genotoksisitesine iliskin ¢aligmalar, insan
saghg agisindan bilyiik onem tagimaktadir [50, 51]. Genetik toksisiteye ek olarak, pestisitlerin oksidatif
strese neden olabilecegi ve endokrin bozucu olarak davranabilecekleri, DNA ve diger makromolekiillere
zarar vererek gen ekspresyonunu etkileyebilecekleri belirlenmistir. Bu degisiklikler ¢ogunlukla hiicrelere
zararli olmakta ve kanser de dahil olmak iizere, ¢oklu bozukluklarin patogenezinde 6nemli rol
oynamaktadir. Pestisitlerin epigenetik diizeyde etkilerini inceleyen ¢alismalar DNA metilasyon diizeninde,
histon modifikasyonunda ve ayrica kodlayici olmayan RNA seviyesinde ¢ok sayida modiilasyona neden
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olabileceklerini gostermektedir [52]. Biitiin bu olasi etkileri nedeniyle, pestisit kullanimi konusundaki
endiseler giderek artis gdstermektedir.

Bu ¢alismada organofosforlu pestisitler grubunda yer alan ve insektisit/akarisit olan MET un olasi etkileri,
giivenilen ve siklikla tercih edilen bir genotoksisite testi olan Allium testi ile A. cepa kdk ucu hiicrelerinde
ilk kez incelenmistir. Bu test kimyasal maddelerin hem sitotoksik ve hem de genotoksik potansiyelini tespit
etmek amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

MET’un Allium cepa’da kullanilan biitiin konsantrasyonlarda ve uygulama siirelerinde mitotik indeksi
kontrole kiyasla anlamli derece diisiirmiis olmasi giiclii sitotoksik potansiyelini gostermektedir. MI’te
gobzlenen diistisler, kromozom anormalligi frekansindaki artis ile ters yonlii bir baginti géstermistir. MET,
profaz safhasinda bir miktar diisiise ve metafaz ve telofazda bir miktar artisa neden olsa da gézlenen
degerler kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu ¢alismada gozlenen giiglii siotoksik
etki, organofosfor grubundan olan farkli pestisitlerin Allium testinde mitotik indekste diisiise ve mitoz
boliinmenin inhibisyonuna neden oldugu c¢alismalara benzerlik gostermektedir [12, 53-57]. Mitotik
indekste gozlenen inhibisyonun, G; fazinda hiicre boliinmesinin durdurulmasindan ya da uzamis bir G2
periyodundan kaynaklanabilecegi agiklanmigtir. Mitotik indeksteki diislis, S-fazinda DNA sentezinin
inhibisyonundan da kaynaklanmis olabilir [55, 58]. Pestisitlerin etkisine bagl olarak ortaya ¢ikan metabolik
bozukluklar genellikle hiicre boliinmesinin durdurulmasina sebep olmakta, bu da DNA, RNA, protein ve
enerji sentezini etkilemektedir [41, 59-62].

MET, uygulanan biitiin konsantrasyonlarda ve uygulama siirelerinde (7,5 mg/L, 12 saat hari¢), kromozomal
anormalliklerin frekansini kontrole kiyasla anlamli diizeyde artirmistir. MET, Allium cepa kok uglarinda
yapisiklik, C-mitoz, koprii, fragment, geri kalma ve ¢ok kutupluluk gibi anormalliklere neden olmustur.
Ayrica anlaml diizeyde olmamakla birlikte interfazda ¢ok g¢ekirdekli ve mikrogekirdekli hiicreler de
olusturmustur. Farkli organofosfat pestisitlerinin genotoksik etkilerinin incelendigi ¢alismalarda da bu
pestisitlerin kromozomal anormalliklerin frekansini artirdiklar1 yoniinde sonuglara ulasilmistir. Ornegin
malathion, bu ¢alisma sonuglarinda oldugu gibi, A. cepa kok ucu hiicrelerinde anormallik oranini artirmis
ve kromozom kirig1, yapisiklik, geri kalma ve koprii gibi mitotik anormalliklere neden olmustur [57].
Afugan fungisitinin de Allium testinde gesitli anormalliklere sebep oldugu agiklanmis ve yapisiklik, C-
mitoz, kdprii, geri kalma ve fragment gibi anormallikler rapor edilmistir [53]. iki farkli organofosfath
pestisit olan monocrotophos (MCP) ve chlorpyrifos (CPF)’un artan konsantrasyonlar1 ile geri kalma,
yapisiklik, kopriiler, biniikleat hiicreler, mikronukleus ve fragmentler gibi anormalliklerin arttig1, mitotik
indeksin ise anlamli1 6l¢giide diistiigii belirlenmistir [55].

MET’un en fazla neden oldugu anormallik kromozom yapisikligidir (%47,50). Yapiskan kromozomlarin
organofosfath pestisitlerin neden oldugu en baskin tip anormallik oldugu bildirilmistir (Sinha ve Kumar,
2014). Elektron mikroskobunda yapilan ¢aligmalar kromozom yapisikliginin kromatid tipi bir anormallik
oldugunu gostermistir [63]. Diger yandan, Patil ve Bhat (1992) [64] yapiskanligin kromatin materyalinin
protein igceren matrisindeki bir tiir fiziksel adezyon oldugunu bildirmistir. Yapiskanligin, kromozomlar
arasinda subkromatik baglantilara yol agan kromatin ipliklerinin bozulmasinin bir sonucu [65] veya DNA
topoizomeraz Il gibi periferal proteinlerin etkilenmesinin bir sonucu oldugu da vurgulanmistir. Bazi
klastojenlerin, DNA’ya dogrudan etkili olmadigi, kromozom yapisiklig1 olusturmak suretiyle, dolaylh
sekilde etkili oldugu belirtilmistir [66]. Kromozom yapisikligina neden olan kimyasallarin sitotoksik
oldugu, bu hasarin geri dondiiriilemez ve sonugta hiicre 6liimiine neden oldugu ag¢iklanmistir [38, 67].
MET’un yaygin olarak ortaya ¢ikardigi diger anormallik ise C-mitozdur (%44,24). C-mitoz, kullanilan
kimyasalin disiilfit baglarim1 bozmak suretiyle giiclii bir ig inhibitorii olarak davrandigimi gostermektedir
[66]. Diger yandan, eger hiicrede igler kismen etkilenmisse, ¢ok kutuplu anafaz veya geri kalmis
kromozomlar goézlenir. Bu durum, mikroniikleus olusumu ile sonuglanir. Bu mikronukleuslarla beraber
hiicreden genetik materyal kayb1 gercekleseceginden, hiicreye ciddi etkileri olacaktir [67]. Ahmad ve
Yasmin (1992) [68], mikroniikleuslarin, geri kalmis kromozomlardan veya mitotik asamada gozlenen
fragmentlerden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Fragmentler kromozomlarda ortaya ¢ikan kromatid
ya da kromozom kiriklarinin yapisal sonuglaridir. Bu ¢alismada, methidathion, A. cepa’da hem andjenik
(ig ipligi lizerinde) hem de klastojenik (DNA tizerinde) etkiye isaret eden ¢ok kutupluluk, geri kalmalar ve
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fragmentler olusturmustur. Anafaz ve telofazdaki kromozomal koprii olusumu, kromozomlarin metafaz
asamasindaki genel yapiskanligindan veya kromozomlarin kirllmast ve yeniden birlesmesinden
kaynaklanabilmektedir [41, 69]. Koprii ve fragmentler, kromatid kiriklarindan da kaynaklanabilir. Bu
olusumlar, klastojenik etkinin gostergesidir [66]. MCP ve CPF pestisitlerinin Allium testi ile genotoksik
potansiyelinin  incelendigi ~ ¢alismada  kromozomal  anormalliklerin  sikliginin  sirasiyla
yapisiklik>fragment>koprii>geri kalma>biniikleat>mikronukleus seklinde oldugu aciklanmistir. Ayrica,
MCP’nin CPF’tan daha etkili oldugu belirtilmistir [55]. Genotoksik hasarlar, kullanilan kimyasalin DNA
tamir sitemini direkt veya indirekt yollarla engellemesinden 6rnegin DNA polimerazin fonksiyonu igin
gerekli belirli iyonlarin engellenmesinden de kaynaklanabilir [66].

Bu ¢aligmada ayrica MET un metafaz evresindeki kromozomlar iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla,
a-monobromonaftalin ile 6n muamele edilmis kok uglari da incelenmistir. MET un metafazda neden
oldugu kromozomal anormallik orani yalnmizca 12 ve 48 saatlik uygulamalarin 7,5 mg/L’lik
konsantrasyonunda, 24 saatlik uygulamanin ise 15 mg/L’lik konsantrasyonunda anlamli diizeydedir. Diger
konsantrasyonlarda kromozomal anormallik oraninin istatistiksel olarak anlamli olmamasinin nedeni, bu
pestisidin mitotik indeksi azaltacak sekilde etkili olmasiyla agiklanabilir. Bu uygulamada, kromozom
kiriklart en sik gézlenen anormallik olup bunu fragment ve poliploidi izlemektedir. Daha diisiik oranda
kromatit kiriklart da gézlenmistir. Bu bulgular yine MET un klastojenik ve andjenik etkili oldugunu
desteklemektedir. Kromozom kirilmasina neden olan kimyasallarin, kromozomlar {izerinde ve dolayisiyla
DNA iizerinde bir etki olusturarak klastojenik etkiye neden olduklart bilinmektedir [70]. Poliploidi, ig
ipliklerinin etkilendigini gostermekte ve andjenik etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Kromozomal
anormallikler, mutasyonun giivenilir gostergeleri olarak kabul edilmekte ve mutasyonel aktiviteyi taramak
i¢in glivenilir bir kanit olarak kullanilmaktadir [55, 71].

MET’un genotoksik potansiyelinin incelendigi sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir. Fare kemik iliginde
MN testinin (25 ve 27,5 mg/kg viicut agirligi), insan lenfosit kiiltliriinde ise kardes kromatid degisimi
testinin (1, 10 ve 100 umol/L) uygulandig1 bir ¢aligmada, MET un genotoksik etkileri metabolik aktivasyon
varliginda ve yoklugunda incelenmistir. MET un, fare kemik iliginde MN frekansini artirmadigi, insan
lenfositlerinde ise metabolik aktivasyon sistemi yoklugunda KKD sayisini artirdigi belirlenmistir [20].
Diger bir calismada, MET un 135, 270 ve 405 mg/kg’lik konsantrasyonlari, disi Wistar ratlara 30 giin
boyunca intraperitonal olarak uygulanmig ve genotoksik potansiyeli kemik iliginde MN testi ile
incelenmistir. MET un MN frekansini artirmadig1 ancak nekrotik ve apoptotik hiicre diizeyini doza bagh
olarak anlamli sekilde artirdigi bildirilmistir. Bu nedenle MET’un insanlar i¢in giivenli olmadig:
vurgulanmustir [22].

MET’un 1 ila 3 pg/mL'lik diisiik konsantrasyonlarinin genotoksik etkisi, insan lenfosit kiiltiiriinde,
mikronukleus testi kullanilarak incelenmistir. Ayrica, farkli alkalin pH degerlerinde (pH 9,5 ve 12) MET un
neden oldugu genotoksik etki de degerlendirilmistir. pH 7,4'te test edilen tiim konsantrasyonlarda, MET un
mikroniikleus frekanslarim artirmadigi ve genotoksik olmadigi bildirilmistir. Ancak en yiiksek
konsantrasyonda (3 pg/mL), pH 10’dan itibaren MN frekanslarinda artig ortaya ¢ikmis ve pH 11°de bu artis
anlamli1 diizeye ulasmistir. Methidathionun alkalin hidrolizinin, iki yeni molekiil olusumuyla sonuglandigi,
bunlardan birinin elektroaktif olmayan fosfono-bilesik ve digerinin oldukga elektroaktif bir stilfhidril tiirii
oldugu agiklanmugtir. ikinci molekiiliin, insan lenfosit kiiltiiriinde orijinal molekiilden daha genotoksik
oldugu vurgulanmigtir. Arastirmacilar, yiiksek pH degerlerindeki alkali ortamin, orijinal ortamdan ¢ok daha
genotoksik molekiiller iiretebilecegini de belirtmislerdir [18].

Unal ve arkadaslari [23], MET un Kkiiltiirdeki insan lenfositleri iizerindeki genotoksik etkilerini
kromozomal anormallik, mikronukleus ve kardes kromatit degisimi testleri ile incelemistir. Lenfositler 24
ve 48 saat boyunca MET un dort farkli konsantrasyonu (3,75, 7,5, 15 ve 30 ug/mL) ile muamele edilmistir.
MET un mitotik indeksi diislirdiigii, anormal hiicre oranini, KKD ve MN frekansini anlaml sekilde artirdigi
belirlenmistir. En sik goriilen kromozomal anormalliklerin kardes kromatitlerde birlesme, disentrik
kromozomlar ve kromatit kiriklar1 oldugu agiklanmistir. Arastirmacilar verilerine dayanarak, MET un
klastojenik, mutajenik ve angjenik etkilere neden oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢aligmada elde ettigimiz
bulgular, adi gegen ¢alisma sonuglari ile paralellik gostermektedir.
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Sonug olarak bu arastirma, Allium testinin g¢evresel Kkirleticilerin sitotoksik ve genotoksik etkisini
belirlemede hassas ve basarili bir test oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma ayrica, methidathionun, Allium
cepa kok ucu hiicrelerinde hem mitoz boliinmeyi énemli 6lgiide diisiirdiigii/engelledigi ve hem de mitoz
sirasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde anormallikler olusturdugunu géstermistir. Bu nedenle, bu
kimyasalin insektisit/akarisit olarak kullanilmasi esnasinda, diger bazi pestisitlerde de oldugu gibi, hedef
olmayan organizmalarda ve sonugta insanlarda sitotoksik ve genotoksik etkileri olabilecegi
unutulmamalidir.
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