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%20 Pyridaben iceren Primite 20 WP (PiP) akarisit ve insektisit olarak kullaniimaktadir. Bu calismada
PiP’in sitotoksik ve genotoksik etkileri Allium cepa kék meristematik hiicrelerinde kék bilyiimesi, mitotik
indeks (Mi), kromozomal anormallik (KA)'ler ve DNA hasari {izerindeki etkileri Allium ana-telofaz ve

Anahtar kelimeler Komet testleri kullanilarak arastirilmistir. Allium kok biyiime engelleme testi ile PiP’in kok uclarinin
Allium; Komet; biyiimesini negatif kontrol grubuna gére %50 oraninda diisiiren konsantrasyon (ECso) degeri, 50 ppm
Akarasit; insektisit; olarak bulunmustur. A. cepa kokleri PiP’in (¢ farkli konsantrasyonu (25, 50 ve 100 ppm), distile su
DNA hasari (negatif kontrol) ve metil metan siilfonata (MMS, 10 ppm, pozitif kontrol) 24, 48, 72 ve 96 saat maruz

birakilmistir. PiP; kdk biylimesini ve Mi'yi istatistiksel olarak azaltarak sitotoksik etki, KA’lari (bozulmus
ana-telofaz, kalgin kromozom, yapisiklik, kopri ve poliploidi) ve DNA hasarini istatistitiksel olarak
artirarak genotoksik etki gdstermistir. PiP kullanimina dikkat edilmeli ve sito-genotoksik etkileri diger
toksisite test sistemleri ile arastiriimalidir.

Cytotoxic and Genotoxic Effects of Primite 20 WP Containing 20%
Pyridaben on Allium cepa Root Meristematic Cells

Abstract

Primite 20 WP containing 20% pyridaben (PCP) is used as an acaricide and insecticide. In this study,
cytotoxic and genotoxic effects of PCP were investigated on the root meristem cells of Allium cepa for

its effects on root growth, mitotic index (Ml), mitotic phases, chromosomal abnormalities (CAs) and

DNA damage by using Allium ana-telophase and Comet assays. The amount of PCP concentration that
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reduces the growth of root tips by 50% compared to the negative control group (ECso)value was
determined as 50 ppm by Allium root growth inhibition test. A. cepa roots were treated with three
concentrations of PCP (25, 50 and 100 ppm), distilled water (negative control) and methyl methane
sulphonate (MMS, 10 ppm, positive control) for 24, 48, 72 and 96 h. PCPshowed a cytotoxic effect by
reducing root growth and M, but also showed genotoxic effect by increasing CAs (disturbed ana-
telophase, chromosome laggards, stickiness, bridges and polyploidy) and DNA damage at significant
levels. PCPshould be used carefully and investigated its cyto-genotoxic effects with other toxicology test
systems.

© Afyon Kocatepe Universitesi

1. Giris karsi, elmada Avrupa Kirmizi Oriimcegi (P. ulmi) ve

%20 Pyridaben iceren Primite 20 WP (PiP), Iki Noktali Kirmizi Orlimcegine (Tetranychus urticae)

narenenciyede Pas Boclsl (Phyllocoptrata oleviora) karsi, domateste ise Beyaz Sinek (Bemisia tabaci) ve

ve Turuncgil Kirmizi Oriimcegine (Panonychus citru) Pas akarina (Aculops lycopersici) karsi akarisit ve
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insektisit olarak yaygin bir bicimde kullanilmaktadir
(Int Kyn. 1, Igarashi and Sakamota 1994, Rand and
Clark 2000). Pyridaben kimyasal olarak pyridazinone
grubu pestisitlerin tek Gyesini olusturmaktadir (Yu
2008). Bocek ve akarlarda mitokondriyel elektron
tasima sistemindeki Kompleks I'i inhibe ederek is

gormektedirler (Gomez et al. 2007, Bose and Beal
yapisi

2016).
verilmigtir.

Pyridabenin kimyasal Sekil 1'de

Sekil 1. Pyridabenin kimyasal yapisi

Birlesmis Milletler Cevre Programi, Diinya Saglik
Orgiitii ve Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma
Ajansi tarafindan onaylanmis olan Allium testi,
toksisite ve  genotoksisitesini
basit,

tekrarlanabilirligi yiksek ve ucuz olan sitogenetik

kimyasallarin

belirlenmek icin  kullanilan  hassas,
bitki sistemlerinden birisidir. Ayrica testin sonuglari
diger biyolojik test sistemleri ile de iyi korelasyon
gostermektedir. Bu test sisteminde biiyiime ve ECso
gibi makroskobik, Mi ve KA’lar (c-mitoz, kalgin
kromozom, vyapisiklik v.s) gibi mikroskobik
parametreler kolaylikla degerlendirilebilmektedir
(Fiskesjo 1985, Carita and Marin-Morales 2008,
Chaparro et al. 2010, Mauro et al. 2014, Liman et al.
2015, 2019, Palmieri et al. 2016, Rahman et al.

2017).

Komet testi ya da tek hicre jel elektroforezi; basit,
hizli, duyarl, nispeten diisiik maliyetli olmasi ve az
glclu
dolayi

sayida hiicreden sonuglar elde

edilebilmesinden kimyasallarin
genotoksisitelerinin belirlenmesi igin gelistirilmis iyi
bir tekniktir. A. cepa kék meristem hiicreleri Allium
testindeki mitozdan bagimsiz olarak Komet testi ile
DNA hasarini tespit etmek icin de kullaniimaktadir
(Gichner et al. 2009, Liman 2013, Kaya et al. 2015,
Santos et al. 2015, Dhawan and Anderson 2016,
Jana et al. 2017, Kaygisiz and Cigerci 2017, Kiguk

and Liman 2018).

Bu calismada pyridabenin ticari formu olan PiP’in A.
cepa kok ucu meristem hiicrelerinde sitogenetik ve

genotoksik etkileri Allium ana-telofaz ve Komet testi
ile arastiriimstir.

2. Materyal ve Metot

A. cepa (2n=16) ticari olarak siipermarketten, PIP ise
Safa Tarim Konya’dan temin edilmistir. Bazik Fuksin
(CAS No 569-61-9), MMS (CAS No 66-27-3), Duslik
Erime Noktal Agaroz (LMPA, CAS No 39346-81-1),
Normal Erime Noktali Agaroz (NMPA, CAS No 9012-
36-6), Trizma Baz (CAS No 77-86-1),
Etilendiamintetraasetik asit (CAS No 6381-92-6),
Sodyum Hidroksit (CAS No 1310-73-2), Trizma
Hidroklorik Asit (CAS No 1185-53-1), Sodyum Klorur
(CAS No 7647-14-5), Potasyum Klorir (CAS No 7447-
40-7), Sodyum Fosfat Dibazik-Heptahidrat (CAS No
7782-85-6), Potasyum Fosfat Monobazik (CAS No
7778-77-0), Triton-X100 (CAS No 9002-93-1),
Magnezyum Klorir Hekzahidrat (CAS No 7791-18-6),
Etidyum Bromir (CAS No 1239-45-8), Hidroklorik
Asit (CAS No 7647-01-0), Asetik Asit (CAS No 64-19-
7), Etanol (CAS No 64-17-5) ve Potasyum Disiilfit
(CAS No 16731-55-8) Sigma Aldrich’ten (Almanya)
satin alinmistir.

2.1 Allium ana-telofaz testi

2.1.1. Biiyiimeyi Engelleme Testi

Blylimeyi engelleme testi Fiskesjo (1985)
metodunda bazi degisiklikler yapilarak PiP’in A. cepa
kok  meristem  hicrelerinde  ECso  degeri

belirlenmistir. Yaklasik ayni bayiklikteki soganlarin
(1-2 cm gapinda) kahverengi kabuklari soyulmus ve
¢cimlenmis olan kokleri, kdk primordiyalarina zarar
vermeyecek sekilde temizlenmistir. PiP’in cesitli
konsantrasyonlari (25, 50, 75, 100, 125, 150 ve 200
ppm) ve distile su (negatif kontrol grubu) karanlk
ortamda oda sicakliginda (~21°C = 4 °C) 96 saat
boyunca ¢imlenmeye birakilmistir. Cozeltiler her
glin yenilenmistir. Uygulama gruplariigin beser tane
sogan kullaniimistir. Stire sonunda her bir sogandan
onar adet olmak (zere toplamda elliser kok alinarak
ortalama kok uzunluklari belirlenmistir.

2.1.2. Mitotik Aktivite ve
Anormalliklerin Belirlenmesi

Kromozom

Soganlarin kéklerini 2-3 cm uzunluguna ulasmasini
saglamak icin 2 glin boyunca distile suda
koklendirildikten sonra; PiP’in  2xECso, ECso ve
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1/2xECso konsantrasyonlari, distile su (negatif
kontrol) ve MMS (10 ppm, pozitif kontrol) 24,48,72
ve 96 saat boyunca karanlk ortamda oda
sicakliginda ¢cimlendirilmeye birakilmistir. Uygulama
gruplari i¢in Gger adet sogan kullanilmistir. Tespit
islemiigin her bir uygulama igin 15-20 kok yaklasik 1
cm uzunlugunda kesilerek 4 °C’'de Carnoy fiksatifi
icerisinde 24 saat bekletilmistir. Slire sonunda
kokler % 70’lik alkol igerisine alinarak 4 °C’de deney
yapilincaya kadar bekletilmistir. Mi ve KA’larin
belirlenmesinde bu kdk uglar kullanilmistir. Kok
uglari distile su ile yikandiktan sonra 1 N HCl ile 60
°C'de 8-10 dakika bekletilerek hidrolize edilmistir.
Kokler distile su ile tekrar yikanarak oda sicakliginda
Feulgen teknigi ile 25-30 dakika boyanmistir. Koyu
boyanan kok uglar kesilerek %45’lik asetik asit ile
ezme preparatlari yapilmis ve tirnak cilasi ile yari
daimi hale getirilmistir. Mi ve KA’larin tespiti Saxena
(2005)’'a gore CMOS kamera
Kameramb5, Tirkiye) atagmanh Nikon Eclipse Ci-L isik
(Japonya)
uygulama icin 5000-6000 (preparat basina 1000-

et al (Argenit,

mikroskobu ile yapilmistir. Her bir
1200) hicre sayilarak, sayilan hiicreler arasinda
mitoza girenlerin yiizdesi hesaplanarak Mi degeri
hesaplanmistir. Her bir uygulama icin 500 ana-
telofaz hiicresi (Slayt basina 100 hiicre) sayilarak
KA’lar (bozulmus ana-telofaz, kalgin kromozom,
yapiskanlik, anafaz koprisi ve poliploidi)
belirlenerek fotograflari x40 objektifte ¢ekilmistir.

Mi ve KA asagidaki formiillere gére hesaplanmistir.

Mi= (Mitoza girmis hiicre sayisi/Toplam hiicre sayisi)
x 100

KA= (Toplam anormal Hicre/Toplam sayilan ana-
telofaz hicre sayisi) x 100

2.2 Komet testi

Komet testi Tice et al. (2000) metodunda bazi
degisiklikler yapilarak DNA hasarini belirlemek icin
yapilmistir. 2.1.2’de belirtildigi gibi A. cepa kokleri,
hazirlanan uygulama gruplarina belirtilen siirelerde
maruz birakilmiglardir. Stireler sonunda soganlardan
her konsantrasyon icin her sogandan yediser kok
kesilmistir. Her bir uygulama igin U¢ tekrar
yapilmistir. Nukleus izolasyonu Liman et al. (2015)’a
gore yapiimistir. 50 uL 6rnek, 50 uL %1.5’lik LMPA ile

37 °C'de karistirildiktan sonra daha 6nceden %1’lik

NMPA ile kaplanmis lamlara yayilarak lizeri lamelle
kapatilmistir. islem sonunda buz kasetleri tizerinde
5 dakika
tankina alinarak elektroforez tampon ¢ozeltisi
(300 MM NaOH ve 1 mM EDTA, pH>13) iginde cihaz
calistinlmadan 4 °C'de 25 dakika bekletilmistir.
Ardindan 25V, 300 mA’da 20 dakika 4 °C'de
elektroforez edilmistir. Preparatlar 5 dakika distile
suda bekletildikten sonra 0.4 M Tris (pH 7.5) ¢Ozeltisi
ile Gic kez beser dakika araliklarla notralize edilmistir.

bekletilmistir. Ornekler elektroforez

Her bir preparat 70 pL Etidyum Bromdr (20 pg/mL)
ile 5 dakika boyanmistir. CCD kamera (BAB, TC-5,
Tlrkiye) atagmanli Floresan mikroskobu (BAB, TAM-
F, Tirkiye) kullanilarak her bir slaytta 50 komet
gorsel (2005)’a gore
degerlendirilmistir (0-hasarsiz, 1-hafif hasar, 2-orta

olarak Kocyigit et al
hasar, 3-ciddi hasar, 4- tam hasar). DNA hasarinin

derecesi ifade etmek igin asagidaki denklem
kullanilmistir:

Arbitrary unit = Y7, Ni * i

Ni = | derecesindeki hiicrelerin sayisi; i = hasar

derecesi (0, 1, 2, 3, 4)
2.3 istatistiksel degerlendirme

Sonuglarin ~ (ortalama * standart sapma)
karsilastirilmasi SPSS 23.0 for Windows paket
programinda Duncan c¢oklu dagilim testi ile
yapilmistir (P<0.05). Doz-cevap ve sire-cevap iliskisi

ise Pearson korelasyon testi ile belirlenmistir.

3. Bulgular

3.1. Biiyiimeyi Engelleme Testi

Bu testte PiP’in gesitli konsantrasyonlari ve saf su
(negatif kontrol) 96 saat boyunca cimlenmeye
birakilarak ortalama koék uzunluklari belirlenmistir.
Kontrol grubundan ortalama kék uzunlugu 3.5+0.11
cm iken PIP'in uygulanan konsantrasyonlarinda bu
2.93+0.12 ile 0.94+0.07 cm
degismektedir. Azalan bu degerler kontrol grubuna

deger arasinda

gore istatistiksel olarak anlamli  bulunmustur
(Cizelge 1). PiP’in ECso degeri 100 ppm olarak
PiP’in  uygulanan
ortalama kok uzunlugunu doza bagimh bir sekilde
istatistiksel olarak azaltmistir (r=-0,977 p=0,01). 200

ppm’lik uygulamada kontrol grubuna gére %67,92

bulunmustur. bitiin dozlan

oraninda azalma tespit edilmistir.
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3.2. PiP’in Mitotik indeks ve Kromozom dozlari indeksini kontrol

Anormallikleri Uzerine Etkisi

profaz grubuna gore
istatistiksel olarak azaltmisken telofaz indeksini

. . arttirmigtir.
PIP'in A. cepa kok hicrelerindeki Ml ve mitotik

fazlara olan etkisi Cizelge 2’de gosterilmistir. PiP’in

uygulanan tiim dozlari, Mi degerini, kontrol grubuna Cizelge 1. PiP’in A. cepa kdklerinde biiylimeyi engelleme

gore istatistiksel olarak anlamli  derecede testi sonuglari

azaltmistir. Bu azalislar hem doza bagl (24 saat igin Ortalama o %

r=-0.98 p=0.01, 48 saat i¢in r=-0.95 p=0.01, 72 saat uzunluk Bﬁyiojme Biiyiimede

icin r=-0.877 p=0.01 ve 96 saat icin r=-0.953 p=0.01) cmiss* azalma
Kontrol  3.50.11a 100 0

hem de zamana bagh olarak (50 ppm igin r=-0.981

-0.01. 100 icin r=-0.981 p=0.01 200 25 2.93+0.12b 83,71 16,29
p=0.01, ppm igin r=-0.981 p=0.01 ve ppm 50  2.43+0.09c 69,43 30,57
icin r=-0.964 p=0.01) istatistiksel agidan anlamli 75 2.06+0.12d 58,86 41,14
bulunmustur. PiP’in en yiksek Mi degerine 24 100  1.76x0.13e 50,29 49,71
saatlik uygulamadaki 50 ppm’lik konsantrasyonunda Eg 11;:*811? 45,14 54,86

- ; . . . . .28+0.11g 36,57 63,43

+

(69.23+0.32), en disik MI degerine ise 96 saatlik 200 0.94+0.07h 32,08 67.92

uygulamadaki 200 ppm’lik konsantrasyonunda

*Sutunlardaki farkli harfler p< 0.05 diizeyinde anlamli

(55.38+0.31) gorilmustiir. PiP’in uygulanan tim (Duncan coklu dagilim testi) SS: Standart sapma

Gizelge 2. PiP’in A. cepa kok hiicrelerindeki Mi ve mitotik fazlara olan etkisi

Konsantrasyon Sayilan il,\,n;te(:(t:k Mitotik Faz Safhalari (%) + SS*
(ppm) Hiicre e Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
Kontrol- 24 saat 5080 71.69+0.61a 89.35+0.79a 1.81+0.19a  2.45+0.28a 6.39£0.6a
MMS-10 5152 58.92+0.44b 85.01+0.18b 2.68+0.18b  2.81+0.15b 9.49+0.28b
50 5116 69.23+0.32c 86.51+0.28c 1.92+0.07a  2.26%0.16a 9.3240.15b
100 5085 66.45+0.12d 87.51+0.38d 1.57+0.17c  1.36%0.12c 9.56+0.26b
200 5121 62.26+0.84e 87.20+0.16d 1.54+0.15c 1.63+0.1d 9.63+0.19b
Kontrol- 48 saat 5132 70.46+0.87a 89.37+0.66a 1.83+0.14a  2.36%0.25a 6.44+0.31a
MMS-10 5137 56.92+0.68b 85.43+0.29b 2.39+0.17b 2.620.13b 9.57+0.21b
50 5101 65.18+0.64c 86.6%0.33¢ 1.86+0.13a  2.22+0.12a 9.32+0.26b
100 5074 63.52+0.39d 87.71+0.07d 1.46+0.21c  1.24+0.16¢ 9.59+0.2b
200 5120 60.45+0.73e 87.98+0.41d 1.2+0.18d 1.16+0.15c 9.66+0.33b
Kontrol-72 saat 5167 70.66+0.88a 89.23#0.31a 1.85%0.12ab 2.4+0.16a 6.52+0.33a
MMS-10 5183 53.69+0.62b 85.53+0.39b 2.07%+0.28a 2.32£0.2a 10.07£0.42b
50 5094 62.34+0.84c 86.51+0.45¢ 1.71+0.21b  1.93%0.19b 9.86+0.42b
100 5081 61.45+0.55c 87.76%0.52d 1.41+0.12c  1.19+0.21c 9.64+0.59b
200 5098 58.36+0.81d 88.33+0.33e 0.98+0.14d  0.81+0.13d 9.88+0.19b
Kontrol- 96 saat 5170 71.6+0.85a 89.21+0.31a 1.85%0.18a 2.43+0.22a 6.51+0.28a
MMS-10 5212 50.42+0.92b 85.52+0.37b 1.80+0.25a  2.23%0.27a 10.45%0.43b
50 5148 59.79+0.64c 86.45+0.55c 1.59+0.24a  1.78%0.12b 10.18+0.59b
100 5128 57.16x0.75d 88.33+0.66d 0.85+0.24b  0.89+0.15c 9.93+0.65b
200 5204 55.38+0.31e 88.03+0.45d 0.83+0.14b 0.76+0.2c 10.3840.24b

*Sdtunlardaki farkl kiigik harfler p< 0.05 diizeyinde dnemli (Duncan ¢oklu dagilim testi) SS: Standart Sapma
PiP’in A. cepa kok meristematik hiicrelerinde anormallik 96 saatlik uygulamanin 200 ppm’lik

indukledigi toplam KA’lara bakildiginda en fazla dozunda (%14.8+0,54), en az anormallik olayina ise

8
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24 saatlik uygulamanin 50 ppm’lik dozunda
(%7.8£0.45) rastlaniimistir (Cizelge 3). Uygulanan
siire ve artan dozlara gore toplam anormalliklerdeki
ylzde degisimler, kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Toplam KA’larda doza (24 saat
icin r=0.9 =0.01; 48 saat igin r=0.833 p=0.01; 72 saat
icin r=0.529 p=0.05 ve 96 saat icin r=0.8 p = 0,01) ve
zamana bagh bir artis gézlemlenmistir (50 ppm igin
r=0.94 p=0.01, 100 ppm igin r=0.915 p=0.01 ve 200
ppm igin r=0.954 p=0.01). PiP’in 200 ppm’lik
dozundaki toplam anormallikler 24 saatlik uygulama
hari¢ pozitif kontrol grubu olan MMS’den yiiksek
bulunmustur ancak bu artislar istatistiksel olarak
PiP’in
safhasinda neden oldugu anormallikler; bozulmus

anlamli bulunmamistir. ana-telofaz
ana-telofaz, kalgin kromozom, yapiskanlik, anafaz
képrisi ve poliploidir (Sekil 2). PiP’in indikledigi
bozulmus ana-telofaz (%3.6, 200 ppm 96 saat) en
fazla gbziilken anormallik iken anafaz képriisi (%0.8,

100 ppm 24 saat) en az goziken anormallik ise
anafaz koéprisidir (%0.8, 100 ppm 24 saat).

3.2. Komet Testi Sonuglari
PiP’'in A.
Gzerinde olusturdugu

Komet testi cepa kok meristematik
DNA hasarini
belirlemek icin yapilmistir (Cizelge 4). PiP’in biitiin
DNA hasarini
istatistiksel olarak arttirmis olup bu artislar hem
doza (24 saat icin r=0.989 =0.01; 48 saat i¢in r=0.98
p=0.01; 72 ve 96 saat icin r=0.956 p=0.01 hem de
zamana (50 ppm i¢in r=0.983 p=0.01, 100 ppm igin
r=0.947 p=0.01 ve 200 ppm ig¢in r=0.93 p=0.01)
bagiml

hicreleri

dozlari kontrol grubuna gore

bulunmustur. Ancak bu artislar pozitif
kontrol grubu olan MMS’den disik bulunmustur.
PiP’in olusturdugu en yiiksek DNA hasarina 200
ppm’lik dozun 96 saatlik uygulamasinda (121+4), en
diisik DNA hasarina ise 50 ppm’lik dozun 24 saatlik
uygulamasinda (43%2) rastlaniimistir.

Cizelge 3. PiP’in A. cepa kék meristematik hiicrelerinde indiikledigi KA’lar

Ana-telofazdaki Anormallikler ( % )

incelenen

Konsantrasyon .. Bozulmus Toplam
Hiicre Kalgin Anafaz s .
(ppm) Sayisi anafaz- kromozom Yapiskanhk Koprilsii Poliploidi Anormallikler
telofaz (%+SS)
Kontrol- 24 saat 500 0,8 0,6 0,8 0,4 0,6 3,21+0,45a
MMS-10 500 2,4 2,4 3 1,4 1,4 10,6+0,89b
50 500 2 1,4 2 1,4 1 7,8+0,45c
100 500 2,4 1,8 3 0,8 1 9+0,71d
200 500 2,6 1,8 3 1,4 1,2 10+0b
Kontrol- 48 saat 500 1 0,8 1 0,4 0,6 3,810,45a
MMS-10 500 3,6 2,4 2,2 2,2 1,2 11,6+0,55b
50 500 2,2 1,8 2,2 1,4 1,4 9tl1c
100 500 2,8 2,6 2,4 1,8 1,6 11,2+0,84b
200 500 3,2 2,4 3,2 2 1,4 12,2+0,84b
Kontrol-72 saat 500 0,8 0,6 0,6 0,6 0,8 3,410,55a
MMS-10 500 3 2,6 2,8 3,2 1,6 13,2+0,84b
50 500 2,6 2,6 3,4 2 1,8 12,4+0,55b
100 500 2,8 2,8 3 2,8 1,6 13+1b
200 500 2,2 3,4 3,2 2,4 2,2 13,4+0,55b
Kontrol- 96 saat 500 0,6 1 0,4 0,6 0,6 3,210,84a
MMS-10 500 2,8 3,2 2,6 3 2,8 14,4+0,55bc
50 500 2,4 2,2 3 3 2,6 13,2+0,45b
100 500 3 3 2,8 2,6 2,6 140,71c
200 500 2 3,6 3,4 2,4 3,4 14,8+0,45c

* Stitunlardaki farkl harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi) SS: Standart Sapma



a

-

et

Sekil 2. PiP’e maruz birakilmis A. cepa kék hiicrelerinde goriilen anafaz-telofaz anormallikleri a: Bozulmus ana-telofaz,

b: Kalgin kromozom, c: Yapiskanlik, d: Anafaz képrisu, e-Poliploidi

Gizelge 4. PiP’in A. cepa kok hiicre meristemlerinde Komet testi ile DNA hasarinin tespiti

DNA Hasari (Arbitrary Unit)

Uygulama Konsantrasyon Ortalama * Standart sapma
(ppm) 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
Kontrol - 2,3340,58a 4,33+0,58a 6,331+0,58a 6xla
MMS 10 132,33+4,51b 143,67+1,53b 146,67+2,89b 158,33%3,51b
50 43+2c 52,6710,58¢ 63,33%3,06¢ 73,33%£3,51c
PiP 100 65,33+1,53d 70,67+2,52d 75+2d 86+3d

200 101+2,65e 106,67+2,08e 110,33%£2,08e 121t4e

* Sttunlardaki farkl harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli Duncan ¢oklu dagilim testi)

4. Tartisma ve Sonug 1996), farklilasma sirasindaki hiicre uzamasi

Bu calisma ile PiP’in A. cepa kdk ucu meristem
hicrelerinde olusturdugu sito-genotoksik etkileri
Allium ana-telofaz testi ile belirlenmistir. Blylime
engelleme testi kullanilarak PiP’in ECso degeri 100
ppm (%50,29) olarak bulunmustur. PiP’in kullanilan
biitlin dozlari ortalama koék uzunlugunu istatistiksel
olarak azaltmistir. Kok bliyimesinin engellemesi
apikal meristematik aktivite (Webster and MaclLeod

(Fusconi et al. 2006) vya da farklilasma sirasinda
hicre duvarinin kaybolmasini ve uzamasini uyaran
enzim aktivitesi ile alakal olabilir (Silveira et al.
2017). Neoseiulus womersleyi ve Phytoseiulus
persimilis icin LCso degerleri sirasiyla 178.7 ve 98.1
mg/kg (Park et al. 2011), Tetranychus urticae icin
20446.5 ppm (Kim et al. 2006), Eisenia fetida igin ise
0.55 pg/cm? (Wang et al. 2012) bulunmustur. LDso
degeri Rana nigromaculata i¢in 2716.1+437.8
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mg/kg, Bufo bufo icin ise 4074.71614.8 mg/kg
bulunmustur (Sicai and Hongbin 1995). ICso degeri
HepG2 hiicre hatlarinda 1000 uM’dan daha fazladir
(Ma et al. 2016).

PiP’in uygulanan tiim konsantrasyonlari uygulama
siirelerince Mi’yi istatistiksel olarak azaltmistir.
Mi’nin azalmasi PiP’in A. cepa kok hiicrelerine
sitotoksik etki gosterdiginin gostergesidir. Kontrol
profaz indeksi

grubu ile karsilastirildiginda

azalmisken telofaz indeksi istatistiksel olarak
artmistir. Mi’deki anlamh azalma G; fazininin bloke
edilmesi, S fazinda DNA sentezinin baskilanmasi ya
da inhibisyonu (Sudhakar et al. 2001; Gupta et al.
2018) veya G fazinin bloke edilmesi (EI-Ghamery et
al. 2000) gibi hiicre siklusunun bozulmasindan ya da
mitotik faz sire degisikliklerinden (Saxena et al.)
kaynaklanabilir. Ayrica hiicre siklusunda gorev alan
spesifik proteinlerin inhibisyonu (Hidalgo et al.
1989) ve ROS olusumu da (Livanos et al. 2017)
benzer etki yapmaktadir. Calismamizdan farkli
olarak pyridaben insan lenfositlerinde istatistikse |
olarak Mi’yi degistirmemistir (Dénbak 2017).

PiP ana-telofazdaki toplam KA’lari (bozulmus ana-
telofaz, kalgin kromozom, vyapiskanlik, anafaz
koprisi ve poliploidi) hem doza hem de zamana
bagh olarak arttirmis ve bu artislar istatistiksel
acidan anlamli bulunmustur. PIP toplam KA’lari
artirarak A. cepa kok hicrelerine genotoksik etki
gostermistir. Bozulmus ana-telofaz (Sekil 2a) ve
(Sekil2b),

kutuplara tam olarak hareket edememesi, ig

kalgin  kromozom kromozomlarin

yapisinin deformasyonundan ya da bozulmus
mikrotlbillerden kaynaklanabilir (Evseeva et al.
2005, Kumari et al. 2009, Singh and Roy 2017).
Genellikle kromozomlar Gzerinde geri donislimsiiz
etkiye sebep olan yapiskanhk (Sekil 2c); DNA-DNA
veya DNA-protein ¢apraz baglanmalarina neden
olur. Artan kromozom kisalmasi ve yogunlasmasi,
DNA'nin
nikleoproteinlerin

muhtemelen depolimerizasyonu ve

kismi ¢o6ziinmesinden veya
kromatin liflerinin ekstra kromozomal ile i¢ ice
gecmesinden kaynaklanabilir (Fiskesjo and Levan
1993, Tiirkoglu 2015, EI-Ghamery and Mousa 2017).
Kullanilan kimyasal maddelerin klastojenik etkisi
sonucu kromozomlarin kirilmasi ya da flizyonu, esit
olmayan kromatid degisimi, disentrik kromozomdan

dolayi, replikasyon enzimlerinin aktivasyonunun

degistirilmesinden veya vyapiskanlktan dolayi
olusabilen (EI-Ghamery et al. 2000, Luo et al. 2004)
anafaz koprusine (Sekil 2d) en c¢cok 72 saatlik
uygulama siiresinin 100 ppm’lik konsantrasyonunda
(%2.8) tespit edilmistir. (Sekil 2e)
sitokinezin normal isleyisinin bozulmasi sonucu

Poliploidi

fragmoplast olusumunda zorluklara yol acabilir
(Fernandes et al. 2007). Pyridabenin 5, 10, 20 ve 40

ug/mL
lenfositlerinde KA'y, kardes kromatid degisimini ve

konsantrasyonlari insan periferal
mikronikleus olusumunu uyararak genotoksik etki
gostermistir (Donbak 2017). Pyridaben ST486 ve
EW36 hiicre hatlarinda apoptozisi indlklemistir
(Bloom et al. 2005). EFSA’ya (2010) gore pyridaben
genotoksik, karsinojenik, norotoksik ya da lireme
toksisitisitesi  gostermemektedir. lgarashi ve
(1994) ticari

dayanarak pyridabenin bakteriyel ve memeli test

Sakamoto sirketlerin verilerine
sistemlerinde nokta mutasyonlarini, in vitro KA’lari,
in vivo mikronikleus olusumunu ve bakteriyel test
sistemlerinde  DNA  hasarini  uyarmadiklarini
belirtmislerdir.

PiP DNA hasarini kontrol grubuna gére istatistiksel
olarak arttirmis fakat bu artislar MMS’den disuk
bulunmustur. Pyridaben Balb/C farelerinde DNA
hasarini ve kromatin anormalliklerini (Manas et al.
2013a), ROS ve NOS seviyelerini (Manas et al.
2013b, 2014) istatistiksel olarak artirmistir. Ayni
zamanda N27 hiicrelerinde 60 ve 180 dakikalik 3 uM
pyridaben uygulanmasi ROS olusumu indiiklenmistir
(Charli et al. 2016). S-K-N-MC neuroblastoma
hicrelerinde 10 nmol/L pyridaben ayni miktardaki
rotenona gore oksidatif hasari daha fazla oranda
(Sherer 2007).

olusturdugu DNA hasari mitokondriyel elektron

arttirmistir et al. Pyridabenin
tasima sistemindeki Kompleks I'in inhibe edilerek
ROS miktarinin artmasindan kaynaklanabilir (ST-
Pierre et al. 2002, Chen et al. 2003).

Sonug¢ olarak PiP, A. cepa kék meristematik
sitototoksik etki

biylimesini ve Mi'yi azaltmakla beraber genotoksik

hiicrelerinde gostererek kok

etki gostererek KA’lari ve DNA hasarini artirmistir.

PiP kullanimina dikkat edilmeli ve sito-genotoksik
etkileri diger test sistemleri ile de arastiriimalidir.
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