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Anahtar Kelimeler Ozet: Her y1l birgok yeni pestisit kullanim amaciyla iiretilmektedir. Pestisitlerin

DrOSOP’}ila, o6nemli alt gruplarindan biri olan fungusitler, tarimsal iiriinleri fungal
Fungusit, enfeksiyonlardan korumak amaciyla kullanilmaktadir. Bununla birlikte
ggrllv?}goTkSISlte' fungusitlerin genotoksik potansiyelleri hakkindaki ¢alismalar hala ¢ok sinirhidir. Bu
SMART' calismada, yaygin kullanilan doért fungusitin (metiram, kresoxim-methyl,

propamocarb ve hymexazol) genotoksik potansiyelleri Drosophila Somatik
Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ve Drosophila Tek Hiicre Jel
Elektroforezi Testi (Drosophila Komet Testi) kullanilarak arastirilmistir. Son
ylllarda genetik ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan Drosophila, insan genetik
hastaliklar1 arastirmalarinda, genetik ve molekiiler yaklasimlarin kullanilmasinda
giiclll bir sistem saglamaktadir. Model organizma olarak Drosophila birgok agidan
insan sistemleri ile benzer yonler gostermektedir. Calismadan elde edilen sonuglara
gore genotoksik etkisi SMART yontemi ile arastirilan 4 fungusitin genotoksisiteyi
indiiklemedigi tespit edilmistir. KOMET deneyinde ise ¢alisilan fungusitlerin DNA
tek iplik kirigina yol a¢tig1 belirlenmistir. Bu ¢alisma pestisitlerin insan saghigi ve
olast genetik hastaliklar tizerine potansiyel etkileri hakkinda yeni wveriler
sunmaktadir.

Investigation of Genotoxic Potentials of Some Fungicides by Drosophila SMART and
KOMET Methods
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Abstract: Many new pesticides are produced for use every year. Fungicides, one of
the important subgroups of pesticides, are used to protect agricultural products
from fungal infections. However, studies on the genotoxic potential of fungicides are
still very limited. In this study, the genotoxic potentials of four commonly used
fungicides (metiram, Kkresoxim-methyl, propamocarb and hymexazol) were
investigated using the Drosophila Somatic Mutation and Recombination Test
(SMART) and the Drosophila Single Cell Gel Electrophoresis Test (Drosophila Comet
Test). Drosophila, which has been widely used in genetic studies in recent years,
provides a powerful system in the use of genetic and molecular approaches in
human genetic diseases research. As a model organism, Drosophila is in many ways
similar to human systems. According to the results obtained from the study, it was
determined that 4 fungicides whose genotoxic effects were investigated by SMART
method did not induce genotoxicity. In the KOMET experiment, it was determined
that the studied fungicides caused DNA single strand breakage. This study provides
new data on the potential effects of pesticides on human health and possible genetic
diseases.

1. Giris

Niifusun siirekli artis1 nedeni ile yeni yerlesim alanlari
acilmakta ve bu nedenle kullanilabilir tarim alanlari da
giderek azalmaktadir. Artan niifus ve daralan tarim
alanlar1 nedeniyle bu alanlardan maksimum verimin
alinmasi gerekmektedir. Bu baglamda, iiriin verimini

*[Igili yazar: bkaya@akdeniz.edu.tr

arttirmak icin tarim triinleri ¢ok sayida pestisit vb.
kimyasala maruz kalmaktadir [1]. Pestisitler, ev,
isyerleri, hastaneler ve parklar dahil olmak iizere
hemen hemen her kara ve su ortaminda bulunabilen
toksik kimyasallardir ve tarim isc¢isi olsun ya da
olmasin her birey, dokunma, soluma, yeme ve igme
gibi yollarla her giin ¢ok sayida pestisite maruz
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kalmaktadir [2]. Pestisitler, tarlada mahsul {iretimi
sirasinda veya hasat sonrasi muamelelerde hasereleri,
bitki hastaliklarini ve yabani otlar1 kontrol etmek i¢gin
yaygin olarak kullanilarak yiiksek verim ve kaliteli
tarimsal mahsullerin iiretilmesini saglamaktadir. Bu
da kag¢milmaz olarak pestisitlerin mahsullerde ve
cevrede birikmesine neden olmaktadir. Sonug olarak,
pestisit kullaniminin bariz faydalarina ragmen
kalintilarinin  varligindan dolay1 ¢evre ve gida
guvenligi sorunlarina iliskin giderek artan endiseler
vardir [3]. Son yirmi yilda yapilan arastirmalarin ¢ogu,
pestisitlerin su, toprak ve mahsullerde birikmesinin
insan saghg ve ekosistemler lizerinde ciddi olumsuz
etkilere sahip olabilecegini gdstermistir [4].
Glintimiize kadar farkli kullanim amaglari i¢in pek ¢ok
pestisit piyasaya siiriilmiis ve bunlardan bazilar da
gerekli testler yapilmadan uzun siire kullanilmistir.
Gerek farkli etkileri yeteri kadar kontrol edilmeden
piyasaya siiriilen gerekse yanlis kullanilan pestisitler,
toprak kimyasinin degismesi, topraklarin
verimsizlesmesi ve pestisitlerin kullanildig1 bitki ve
hedef dis1 organizmalarda bazi genetik bozukluklarin
olusmasi gibi bircok olumsuz sonug¢lar meydana
getirebilmektedir [5-7].

Pestisitler istenmeyen organizmalar1 azaltmasina
ragmen, yaygin ve kontrolsiiz sekilde kullanimlari
cevrede kalinti birakarak biylik olciide ¢evre
kirliligine sebep olurken, insan saglig1 agisindan da
potansiyel risk olusturmaktadir [8-10]. Pestisitlerin
ylzey ve yer alti sularina, topraga, hedef disi
organizmalara dogrudan, kalintilar ya da kalia
bilesikler = nedeniyle bulasmalar1  pestisitlerin
istenmeyen etkilerinin temelini olusturmaktadir [11].
Yapilan bazi c¢alismalar pestisitlerin ylizey akisi
yoluyla su ortamlarina girerek insan ve suda yasayan
organizmalar icin toksik olabildigini gdstermistir [12,
13].

Pestisitler, goriiniis, fiziksel yapi1 ve formiilasyon
sekillerine gore, etkiledikleri zararl ve hastalik grubu
ile bunlarin biyolojik dénemine gore, icerdikleri aktif
maddenin cins ve grubuna gore, zehirlilik derecesine
ve kullanim teknigine gore cok degisik sekillerde
siniflandirilabilmektedir. Pestisitler etki ettigi zararli
grubuna gore; insektisit, akarisit, nematisit, rodentisit,
fungusit, herbisit, bakterisit, algisit, repellentler vb.
gibi cesitli alt siniflara ayrilabilmektedir. Etki ettigi
zararli grubuna gore yapilan siniflandirmada kullanim
oranlarina goére en 6nemli ti¢ biliyiik pestisit grubu,
insektisit, fungisit ve herbisitlerdir [1, 11].

Pestisitlerin biiyiik bir sinifi olan fungusitler, bir¢ok
mantar hastaliklar1 ile miicadelede ve bitki
hastaliklarini 6nlemek i¢in kullanilmaktadir. Tarimda
fungusitler, kok, sebze ve meyvelerin depolanmasi
sirasinda ya da siis bitkileri, agaclar, tarla triinleri,
tahil ve ¢im bitkilerine dogrudan uygulanmaktadir
[14, 15]. ABD’de 2012 yili verilerine gore bilinen
pestisit sayis1  67000°dir. Bunlardan 3600’den
fazlasimin ise fungusit oldugu kaydedilmistir [16].

Giinlimiizde hizli niifus artisinin getirdigi en biiyiik
sorunlardan biri de beslenme problemleridir. Bu
problemin ¢6zimii icin var olan tarim alanlarin
korumak ve mevcut tarim alanlarindan maksimum
diizeyde iiriin almak amaciyla c¢alismalar
yapilmaktadir. Bu ¢alismalar kapsaminda fungusitler,
bitkileri mantar ve mantar hastaliklarindan korumak
icin kullanilmaktadir. Ancak bu kimyasal maddelerin
su, toprak, bitki ve atmosferde biraktigi kalintilar
besin zinciri yoluyla ¢evreyi olumsuz etkilemektedir.
Ayn1 zamanda hayvanlar da fungusitlere gerek
beslenme sirasinda gerekse solunum ya da deri yolu
ile maruz kalarak zarar gorebilmektedir [14]. Her yil
ciftlik hayvanlar1 fungusit uygulanmis iriinlerden
kazayla da olsa zehirlenmektedir. Bazi hayvanlar
fizyolojileri ve davranislar1 sebebiyle fungusit
zehirlenmesinde diger hayvanlara gore daha hassas
olabilmektedir. Ornegin bakir sitlfat, tiram,
klorotalonil ve captan 0zel olarak baliklarda ve
arllarda toksik etki yaratmaktadir. Ayrica yabani
kuslar da tarlalara ekilen fungusitli tohumlardan
zehirlenebilmektedir [15]. Insanlar ise tarimsal alanda
kullanilan  bir¢ok fungusite gerek besinlerin
kontaminasyonu ve gerekse depolama ve tasima
asamasinda Uriiniin funguslardan korunmasi amaciyla
kullanilan fungusitler nedeni ile yogun olarak maruz
kalmaktadir [17].

Turkiye, son yillarda diinyanin toplam sebze
iiretiminin %70’inden fazlasini olusturarak en biiyiik
yas meyve ve sebze Treticilerinden biri haline
gelmistir [18]. Bu tliretime bagh olarak iilkemizde de
tarimsal faaliyetin siirekliligini saglamak amaciyla
pestisitlerin  yaygin  bir sekilde kullanildig
gorilmektedir. Bu calismada iilkemizde tarimsal
alanda fungus miicadelesinde yaygin kullanima sahip
olan metiram, kresoxim-methyl, propamocarb ve
hymexazoliin genotoksik potansiyelleri in vivo
Drosophila Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon
Testi (SMART) ve Drosophila Tek Hiicre Jel
Elektroforezi (KOMET) yontemleriyle ¢calisiimistur.

2. Materyal ve Metot

2.1. Drosophila melanogaster kanat somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

Drosophila SMAR yontemi, Drosophila kanat imajinal
disk hiicrelerinde olusan genetik degisimler sonucu
heterozigotlugun kaybolmas: ve farkliligin fenotipte
gozlenmesi esasina dayandigi ve nokta mutasyon,
delesyon, kromozomlarda ayrilmama ve
rekombinasyon gibi bircok genetik sonucun
belirlenebildigi bir test sistemidir [19]. Bu ¢alismada,
normal metabolik aktiviteye sahip mwh / mwh ve fIr3
/ TM3, Bds bireylerin ¢aprazlanmas: ile elde edilen

transheterozigot larvalar kullanilmistir. Yapilan
caprazlamalar asagidaki gibidir.
Q flr® /TM3,Bd® X & mwh /mwh @)}
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Kuru halde bulunan Drosophila hazir besininin
(Drosophila Instant Medium) yaklasik 4,5 gram
hazirlanan test edilecek madde derisimlerinin 9 mL’si
ile 1slatilarak farkli uygulamalar gerceklestirilmistir.
Biitiin ¢alismalar sabit sicaklik ayarli inkiibatorde (25
+ 1 °C) yapilmistir. Uygulamalar sonunda elde edilen
bireylerin kanat preparatlar1 Graf vd (1984)'nin
metoduna  gore  stereo  mikroskop altinda
hazirlanmistir [19]. Hazirlanan preparatlar 1sik
mikroskobunda 40X biliylitmede incelenmis ve elde
edilen veriler Kaya (2000)’nin metoduna gore
siniflandirilarak bu test i¢in kullanilan Microsta
istatistik paket programi ile degerlendirilmistir [9,
20].

2.2 Alkali tek hiicre jel elektroforezi testi (KOMET)
KOMET testi, 6karyotik hiicrelerde farkli bilesiklerin

neden oldugu DNA hasarinin Dbelirlenmesinde
kullanilan hizly, giivenilir ve hassas bir tekniktir ve

genotoksisite calismalarinda da yaygin olarak
kullanilmaktadir [21-28]. Bu ¢alisma kapsaminda
incelenecek olan fungusitlerin Drosophila

hemositlerinde muhtemel DNA hasar etkisi KOMET
testi ile belirlenmistir. Drosophila hemosit izolasyonu
Irving vd. (2005)'nin metoduna gore
gerceklestirilmistir [29]. Hiicreler fosfat tamponu
(PBS) ile stispanse edilerek diisiik erime 1sisina sahip
agaroz (LMA) ile hizli bir sekilde karistirlmis ve
normal erime 1sisina sahip agaroz (NMA) ile
kaplanmis lamlar tlizerine yayillmistir. Lamlar soguk

plakada bekletilmis ve sonrasinda igerisinde lizing
soliisyonu (2,5 M NaCl, 100 mM NazEDTA, 10 mM Tris,
%1 Triton X-100 ve %1 N-lauroylsarcosine sodium
salt solution, pH = 10) bulunan etrafi 151k almayan
salelere yerlestirilmistir. Lizing islemi sonrasinda
preparatlar elektroforez tankinda bulunan soliisyon
(1 mM NazEDTA ve 300 mM NaOH, pH = 13) igerisine
konularak burada 30 dakika beklemesi saglanmistir.
Daha sonra, 25 V, 300 mA’de 30 dakika elektroforez
yuriitme islemi gerceklestirilmistir. Elektroforezden
sonra lamlar, icerisinde nétralizasyon soliisyonu (400
mM Tris buffer, pH = 7,5) bulunan sale igerisine
alinmistir. Her bir doz i¢in Drosophila hemositlerinde
50 hiicre 40X biiyiitmede Floresan (Nikon Eclipse
E200) mikroskopta sayilarak deney tamamlanmistir.
Tiim 6l¢iimler Comet-1V (Version 4.11) programu ile
otomatik 6l¢iim seklinde yapilmistir.

3. Bulgular
3.1. SMART yonteminde normal metabolik
aktiviteye sahip Drosophila larvalarina

propamocarb, metiram, hymexazol ve kresoxim-
methyl uygulamalar

SMART ile genotoksik o6zellikleri degerlendirilen
propamocarb, metiram, hymexazol ve kresoxim-
methyl uygulamalarindan elde edilen sonuglar Tablo
1'de gosterilmistir. Bu dort fungusitin genotoksik
etkileri degerlendirilirken her bir derisim i¢in, normal
kanath bireylerden kanat preparatlari hazirlanarak

Tablo 1. Normal metabolik aktiviteye sahip Drosophila’da Propamocarb, Metiram, Hymexazol ve Kresoxim-methyl dozlarinin

72+4 saatlik SMART uygulamalari

- . - . Klon
Derisimler Kanat  Kiigiik tek tip - Biyiik tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar Indiiksiyon
(mM) Sayisi - Klonlar (1-2 Klonlar (>2 (m=5) Klonlar (m=2) (m=2) Frekansi (10°
(N) hiicre) (m=2)  hiicre) (m=5) hiicre)
No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D.
Normal Kanat
Distile Su 80 19 (0,24) 1 (0,01) 0 (0,00) 20 (0,25) 20 (0,25) (1.02)
4 mM EMS 10 78 (780) + 47 (470) + 5 (0550) + 123 (12,30) + 130 (13,00) + (50.41)
Propamocarb
1 80 15 (019) - 5 (006) i O (0,000 i 20 (0,25 20 (0,25) (1.02)
2 80 16 (0,200 - 2 (0,02) i 0 (0,00) i 18 (0,22) 18 (0,22) (0.92)
5 80 16 (0200 - 1 (0,01) i O (0,00) i 17 (0,21) 17  (0,21) (0.87)
10 80 17 (021) - 0 (000) i 1 (0,01 i 18 (0,22 18  (0,22) (0.92)
Metiram
1 80 13 (0,16) - 4 (005 i 2 (0,02) i 19 (0,24) 19 (0,24) (0.97)
2 80 17 (021) - 4 (005 i 2 (002) i 22 (028 - 23 (029) - (1.13)
5 80 21 (026) - 3 (004 i 1 (001) i 25 (031) i 25 (031) i (1.28)
10 80 16 (020) - 3 (004 i 0 (0000 i 19 (024 - 19 (0249 - (0.97)
Hymexazol
1 80 21 (026) - 2 (0,02 i 0 (000) i 23 (0,29 23 (0,29) (1.18)
2 80 16 (0,200 - 4 (005 i 2 (002) i 22 (0,28) 22 (0,28) (1.13)
5 80 19 (024) - 2 (002 i O (000) i 22 (028 - 22 (028) - (1.13)
10 80 19 (0,24) - 6 (008 i 1 (001) i 26 (032) i 26 (032) i (1.33)
Kresoxim-methyl
1 80 14 (0,18 - 0 (0000 i 1 (0,01) i 15 (0,19) 15  (0,19) (0.77)
2 80 15 (019) - 4 (005 i 0 (0,00) i 18 (0,22) 19 (0,24) (0.92)
5 80 15 (019) - 3 (004 i 2 (002) i 20 (025 - 20 (025) - (1.02)
10 80 20 (0,25) - 3 (004) i 1 (001) i 24 (030) i 24 (030) i (1.23)

Fr, frekans; D., istatistik sonug¢larinin gosterimi; +, pozitif (genotoksik); -, negatif (genotoksik degil); i, 6nemsiz fark; m= ¢arpim

faktorii; olasilik diizeyi=0.05.
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incelenmistir. Bu ¢alismada her bir doz i¢in 80 kanat
mikroskop altinda incelenmistir. Negatif kontrol
grubu olan distile su uygulamasinda, preparati yapilan
80 kanatta 19 adet kiigiik tek tip klon, 1 adet biiylik tek
tip klon olmak iizere toplam 20 adet Kklon
belirlenmistir. Toplam mwh klon sayisi ise 20 olarak
bulunmustur. Distile su uygulamasinda klon
indiiksiyon frekansi ise 1,02 olarak hesaplanmistir.
Calismamizda pozitif kontrol olarak kullanilan etil
metan siilfonat (EMS) uygulamalarinin sonucunda,
distile su ile karsilastirildiginda degerlendirmede
kullanilan tiim klon tiplerinde istatistiksel 6nemde
artis tespit edilmistir.

Uygulamasi yapilan fungusitlerin ¢alisilan tim
dozlarda (1, 2, 5 ve 10 mM) ve tim parametreler
acisindan (kigiik tek tip klon, biiyiik tek tip klon, ikiz
klon, toplam mwh klon ve toplam klon) kontrol grubu
distile suya gore istatistiki acidan pozitif sonug
gozlenmemistir. Kresoxim-methylin kiicik tek tip
klon, toplam mwh Kklon ve toplam klon
parametrelerinde doza bagh olarak klon frekansinda
artis oldugu tespit edilmistir ancak istatistiki agidan
oneme sahip degildir. Hymexazoliin biiyiik tek tip
klon, toplam mwh klon ve toplam klon parametreleri
acisindan en yiikse dozunda (10 mM) en fazla klon
sayisina sahip oldugu ancak istatistiki olarak anlaml
sonu¢ gostermedigi belirlenmistir. Propamocarbin
kiiciik tek tip klonlarin sayisinda doza bagh artis
gozlenmistir ancak kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamaktadir. Metiram, biiytik
tek tip klon sayisinda kontrol grubu olan distile suya
gore artis gostermis olsa da burada istatistiksel
onemde bir fark bulunmamaktadir.

3.2 KOMET testinde propamocarb, metiram,
hymexazol ve kresoxim-methyl uygulamasindan
sonra Drosophila hemositlerinde meydana gelen
DNA hasarn

KOMET sonucuna gore pozitif kontrol grubu olan EMS
uygulamasinda tiim parametreler agisindan (kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti)
istatistiki olarak kontrol grubuna goére anlaml tek
iplik DNA hasar1 gézlenmistir.

Propamocarbin  kuyruk uzunlugu parametresi
acisindan 2 mM haricindeki dozlarda (1, 5 ve 10mM)
pozitif sonu¢ gozlenmistir. Metiramin sadece en
yuksek dozunda (10 mM) kuyruk uzunlugu ve kuyruk
momenti acisindan istatistiki olarak anlaml artis
gozlenmistir. Diger dozlarda (1, 2 ve 5 mM)
degerlendirilen tiim parametreler acgisindan kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamda bir fark
gozlenmemistir. Hymexazoliin 2, 5 ve 10 mM’lik
uygulamalarinda kuyruk uzunlugu bakimindan
istatistiki olarak anlamli pozitif sonu¢ gézlenmistir. 1
mM’lik  uygulamasinda ise kuyruk momenti
bakimindan istatistiksel olarak anlamli genotoksik
etki  saptanmistir.  Bunun yaninda  kuyruk
yogunlugunda kontrole gore artis gozlenmis olsa da
istatistiksel olarak anlamli degildir. Kresoxim-methyl
uygulama sonuglarinda ise sadece kuyruk uzunlugu
parametresi agisindan 1, 2 ve 10 mM’lik
konsantrasyonlarda anlamli pozitif sonu¢ elde
edilmistir. Ayrica kuyruk yogunlugunda kontrol grubu
olan distile suya oranla artis yasansa da bu sonug
istatistiksel olarak anlamli fark géstermemistir (Tablo
2).

Tablo 2. KOMET testinde Drosophila hemositlerinde Propamocarb, Metiram, Hymexazol ve Kresoxim-methyl

uygulamasindan sonra meydana gelen DNA hasari

Kuyruk Uzunlugu (pm)#* Kuyruk Yogunlugu (%)* Kuyruk Momenti (pm)#
Distile Su 42,38+1,96 18,38 £2,81 2,55+0,39
4 mM EMS 80,90 + 4,05*** 31,47 £ 2,56* 8,35 + 1,19%**

Propamocarb

1 mM 56,8 + 1,34%* 22,55+2,20 4,78 £ 0,55

2 mM 44,16 + 2,18 16,69 + 2,17 3,20+ 0,45

5 mM 56,84 £ 1,70** 21,98 + 2,46 4,31+0,58

10 mM 60,28 + 2,09*** 18,28+ 2,14 335043
Metiram

1 mM 46,02 + 2,19 13,28 £1,83 2,45+0,38

2 mM 47,50 +1,75 23,04 £ 2,56 3,34+0,34

5 mM 44,32 + 1,46 18,83 2,41 2,78+ 0,37

10 mM 69,54 + 1,92%** 17,59 + 2,49 7,34 £ 0,87***
Hymexazol

1 mM 52,76 1,83 27,65+ 3,13 5,54+ 0,63*

2 mM 62,46 + 3,43*** 20,48 £ 3,01 3,88+,51

5 mM 57,50 + 2,22%** 25,10 £ 2,92 4,65 +0,52

10 mM 55,82 + 2,09** 21,67 £2,82 4,31+0,48
Kresoxim-methyl

1 mM 56,06 + 2,17** 20,14 + 2,54 4,46 + 0,62

2 mM 60,24 + 2,22 *** 21,33 +2,58 3,78+ 0,40

5 mM 52,96 £ 2,71 16,83 £ 2,13 3,34+0,56

10 mM 54,24 +1,68* 19,32 +2,96 3,36 0,57

*0,01<p < 0,05; * 0,001 < p<0,01; **p<0,001

# Deneyden elde edilen ortalama # standart hata (deney setinde her doz i¢in toplam 50 hiicre sayilmistir)
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4. Tartisma ve Sonug¢

Fungusitler evsel, tarimsal ve endiistriyel alanlarda
tarimsal {rinlerin yetistirilmesi, depolanmas1 ve
tasinmast gibi farkli alanlarda yogun olarak
kullanilmaktadir. Bunun yaninda i¢ mekanlarda
fungus  kontroliinde de  kullanom  alanlan
bulunmaktadir.  Fungusitlerin tarimsal alanda
kullanimi, bitkilere etki eden mantarlarin gelisimini
engelleyerek hastaliklarin olusmasini
engellemektedir [30]. Ticari tarim {riinlerinin
yetistirilmesinde hastalik ve zararlilarla miicadele
onemli kiltiirel islemlerin arasinda yer almaktadir.
Hasat1 yapilan iriinlerde ¢esitli mantar hastaliklarini
onlemek amaciyla kontakt veya sistemik etkili
fungusitler kullanilmaktadir [31].

Fungusitlerin etki mekanizmalar1 ve metabolize
edilisleri farkli oldugundan insanlar ve diger hedef dis1
canlilar tarafindan sindirilen maddeler teratojenik,
mutajenik ve Kkarsinojenik gibi farkli etkiler
yaratabilmektedir [32,33]. Tarimda, depolamada ve
iriin isleme sirasinda kullanilan fungusitler diisiik
toksik degerlerde oldugu kadar hayvanlar igin
oldirticii dozlara kadar da g¢ikabilmektedir. Yasam
alanlarinda fungusitlerin yanlis kullanimi, kaza ve
dikkatsizlikler ciftlik hayvanlariile evcil hayvanlar i¢cin
tehlike olusturmaktadir [15].

Literatiirdeki pestisit ¢alismalarinin biiytik
¢ogunlugunu insektisit ve herbisit arastirmalari
olusturmaktadir.  Ancak fungusitlerin  yaygin

kullanimina ragmen fungusitlerin farkl etkilerine
iliskin ¢ok az sayida arastirma bulunmaktadir.
Bunlarin i¢cindeki genotoksisite ¢calismalari da oldukca
sinirli sayidadir. Bu ¢alismada, lilkemizde de yaygin
kullanilan doért fungusitin (metiram, kresoxim-
methyl, propamocarb ve hymexazol) genotoksik
potansiyelleri  Drosophila SMART ve KOMET
yontemleri kullanilarak arastirilmistir.

Fusarium, Aphanomyces, Pythium ve Corticium spp.'nin
neden oldugu hastaliklarin kontrolii i¢in diinya
¢apinda sistemik bir toprak ve tohum fungisiti olarak
kullanilmakta olan hymexazol, miicadele edilen
fungusun DNA ve RNA sentezini bozarak etkisini
gostermektedir [34]. Wu vd. (2005) ¢alismalarinda
insan hepatoma hiicre hatt1 (HepG2)'nda hymexazol
ile birlikte oxazole fungusitler grubunda bulunan
vinclozolinin genotoksik etkilerini Mikrontikleus
(MN) testi ile arastirmislardir. Calismada 24 saatlik
uygulama sonucunda 50, 100, 200 ve 400 pM’lhk
dozlarda genotoksik etki gozlenmemistir. Bunun
yaninda 400 pM’hik dozda sitotoksisite tespit
edilmistir [35]. Sanchez-Argiiello vd. (2012) Physella
acuta’da vinclozolinin embriyo toksisitesi ve
genotoksik etkilerini aragtirmistir. Vinclozolin diisiik
embriyo toksisitesi gdstermis bunun yaninda yapilan
mikronukleus analizlerinde ¢alisilan iki dozdan (5 ve
10 mg/L) diisiik olan1 genotoksik etki gostermistir
[36]. Hymexazoliin giivenligi ilizerine kapsaml

calismalar da bu bilesigin toksisitesinin diistik
oldugunu ortaya koymustur. 90 giinliikk besleme
calismalar1 ile hymexazoliin subakut toksisite etki
dizeyleri ratlar icin 1800 ppm (130 mg/kg/giin)-
5000 ppm (300 mg/kg/giin) ve farelerin 2500 ppm
(375 mg/kg/giin) olarak gosterilmistir. 2 yillik
besleme ¢alismalari ile hymexazoliin kronik toksisite
etki diizeyleri sigcanlar i¢in 300 ppm (20mg/kg/giin)
ve beagle kopekleri icin 15 mg/kg/giin olarak
gosterilmistir. Teratojenite ve ¢ nesil iireme
calismalarinda sirasiyla 180 ppm-1800 ppm’e kadar
olan diyet diizeylerinde herhangi bir etki
gostermemistir. Mikroorganizmalarla yapilan
mutajenez ¢alismasinda yiiksek konsantrasyonlarda
bile negatif sonug gézlenmistir. Hymexazoliin kuslara
ve baliklara yoénelik etkileri O6nemsizdir [37].
Calismamizda SMART deneyinden elde ettigimiz
verilere gore hymexazolin Drosophila SMART
deneyinde genotoksik etki gostermedigi gézlenmistir.
Biiyiik tek tip ve Kkiiciik tek tip klonlarda meydana
gelen artisinda 6nemsiz istatistiki degerlere sahip olan
hymexazol, kiigiik tek tip, toplam mwh klon ve toplam
klon parametrelerinde de genotoksisite
yaratmamistir. Ancak DNA tek iplik kiriklarinin
belirlendigi KOMET deneyinde kuyruk wuzunlugu
parametresinde hymexazol tiim dozlarinda kontrol
grubuna gore yiiksek genotoksisiteyi indiikledigi
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar daha 6nceki
calismalar ile karsilastirildiginda farkli mekanizmaya
sahip farkli test sistemlerinde farkli sonuglar
gozlenebildigini gostermektedir. Bu c¢alismada da
mekanizmalar1 farkl iki test kullanilmis ve farkh
sonuglar elde edilmistir. Bu baglamda genotoksisite
calismalarinin farkl test sistemleri ile daha genis bir
spektrumda degerlendirilmesi gerektigini géz 6niline
sermektedir.

Ik genis spektrumlu strobilurin fungusit olarak
bilinen kresoxim-methyl, Ascomycete, Basidiomycete
ve Oomycete patojenlerinin neden oldugu genis bir
hastalik yelpazesini kontrol etmek icin koruyucu bir
fungisit olarak kullanilmaktadir. Etkilerini fungal
hastalik patojeninin mitokondri i¢ zarinda yer alan
Kompleks III iizerinde gostererek mitokondriyal
elektron tasiniminin engellemeleriyle
gostermektedirler [38]. Lee vd.'leri kresoxim-methyl
uygulamasi yapan kisilerde dermal ve soluma yoluyla
hangi oranda bu fungusite maruz kaldiklarim
arastirmiglardir.  Calisma  sonucunda  fungusit
uygulamasi yapan bireylerde en ¢ok maruziyetin 6n
kol (%35,5), gogiis ve karin (%30,2) ve ellerde
(%17,9) gerceklestigini tespit etmislerdir ve bu
durum bizlere kresoxim-methyl fungusiti uygulayan
tarim isc¢ilerinin biinyelerine olduke¢a fazla fungisit
aldiklarin1  goéstermektedir [39]. Cui vd. (2017)
calismalarinda Daphnia magna'ya karsi 3 strobilurin
fungisidinin (kresoxim-methyl, pyraclostrobin ve
trifloxystrobin) akuatik toksisitesini arastirmiglardir.
Yenidoganda 48 saatlik %50 etkin
konsantrasyonunun (EC50) degerlerinin kresoxim-
methyl, pyraclostrobin, ve trifloxystrobin i¢in sirasiyla
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443,3 mg/L, 20,9 mg/L ve 23,0 mg/L oldugunu
gostermislerdir. 3 strobilurin, D. magna'daki 6nemli
detoksifikasyon enzimi glutatyon S-transferaz (GST)
aktivitesini 6nemli 6l¢iide indiiklemistir. 3 strobilurin,
D. magna embriyolarina kars1 daha yiiksek toksisite
gostermistir. 48 saatlik EC50, sirasiyla, kresoxim-
methyl, piraklostrobin ve trifloxistrobin icin 157,3
mg/L, 3,9 mg/L ve 1,7 mg/L olarak bulunmustur.
Strobilurinlerin, subletal konsantrasyonlarinda D.
magna'nin ¢ogalmasini, gelisimini ve blyilimesini
onemli 6lciide etkileyebilecegini ortaya koymaktadir
[40]. Flampouri vd. (2016) sitokrom bcl inhibitori
olan strobilurin fungisiti kresoxim-methylin memeli
renal hiicre hattinin redoks dengesini
arastirmislardir. Kresoxim-methylin sub-nefrotoksik
konsantrasyonlarina memelilerin maruz kalmasi
sonucunda ortaya c¢ikabilecek toksisitenin hiicresel ve
biyokimyasal mekanizmalarini arastirmak igin,
fibroblast benzeri renal Vero hiicrelerinde hiicre
canlilig1 tizerindeki etkileri ve 6zellikle oksidatif stres,
mitokondriyal solunum fonksiyonlar1 ve apoptoz ile

ilgili cesitli parametreler Uzerindeki etkileri
incelenmistir. Mitokondriyal siiperoksit olusumunun
ylikselmesi mitokondriyal transmembran

potansiyelindeki azalma ile birlikte mitokondriyal
disfonksiyonu ortaya koymustur. Antioksidan enzim
aktiviteleri ve GSH azalmasi, artmis H202 ve nitrit
salinimi ile birlikte, oksidatif stres ve hiicresel gocii
indiiklemistir. Hiicre i¢i kalsiyumun yiikseltilmesi de
gozlemlenirken, apoptoz icin deneysel bir kanit
bulunmamistir [41]. Ayrica N2a hiicreleri (fare
noéroblastom hiicre hatti) lizerinde kresoxim-methyl
maruziyeti etkisini bir onceki ¢alismaya benzer
sekilde mitokondriyal siiperoksit olusumunda artis ve
mitokondriyal transmembran potansiyelinde azalma
ile gosterdigi tespit edilmistir [42]. Regueiro vd.
(2015) calismalarinda 9 fungusitin (kresoxim-methyl,
ametoctradin, boscalid, cyazofamid, dimethomorph,
fenhexamid, mepanipyrim, metrafenone  ve
pyraclostrobin) primer kiiltire edilmis kortikal
noronlar lizerindeki toksisitesini arastirmislardir. 7
giin 0,1-100 pM Kkonsantrasyonlarda in vitro
maruziyet sonucunda MTT hiicre canlilik testinde
doza bagiml toksisite gézlenmistir. Kresoxim-methyl
ve pyraclostrobin, hiicre i¢i kalsiyumda [Ca2*] hizli bir
ylkselmeye ve mitokondriyal zar potansiyelinin gii¢li
depolarizasyonuna neden olan en norotoksik
bilesiklerdir. Mitokondriyal solunum kompleksi III'ii
engelleyerek etki edenler (Cyazofamid, Kresoxim-
methyl ve Pyraclostrobin), daha yiiksek toksisite
seviyelerini gostermistir [43].

Liu vd. (2013) c¢alismalarinda, Cin'de en 6nemli su
Uriinleri yetistirme tiirlerinden olan ot sazaninin
(Ctenopharyngodon idella) erken yasam asamasinda,
li¢ ortak strobilurin tirevi ¢ fungisitin
(trifloxystrobin (TFS), azoxystrobin (AZ) ve kresoxim-
methyl (KM)) akut toksisitesini degerlendirmislerdir.
Gelismekte olan bireylerde normal gelisim
parametreleri (LC50 ve ortalama kalp hizi), iligkili
genlerin ifadesi ve li¢ antioksidan enzim aktivitesi 48

saat boyunca kaydedilmistir. Yapilan ¢calismada, bu ii¢
fungusitin, katalaz (CAT) ve peroksidaz (POD)
aktivitesini arttirdig1 ve siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesini azalttig], li¢ biiylimeyle iliskili genin (IGF-
1, IGF-2 ve GHR) ifadelerini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu c¢alisma ile C. idella'nin erken
gelisimi lizerine TFS, AZ ve KM'nin potansiyel toksik
etkileri ortaya konmustur [44]. Liu vd., (2018)
Chlorella vulgaris algi tlizerinde kresoxim-methyl
maruziyetinin genotoksik etkisini incelemek iizere
yaptiklar1 KOMET deneyi sonucunda kresoxim-methyl
fungusitinin genotoksik potansiyele sahip oldugunu
belirtmislerdir [45]. Yapmis oldugumuz c¢alismadan
elde edilen sonuglara gore; kresoxim-methyl ile
yapilan SMART deneyinde bu fungusitin tim
parametrelerde kontrol grubuna gore genotoksisiteyi
istatistiksel 6nemde indiiklemedigi tespit edilmistir.
KOMET deneyinden elde edilen sonuglara
bakildiginda ise ¢alisilan bu fungusitlerin istatistiksel
olarak anlamlh genotoksik etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Ancak bu etkinin doz artisina bagl olmadigi
gozlenmistir. KOMET deneyi ile tespit edilen kuyruk
uzunlugu en fazla 2 mM’lik dozda, bunu takiben 1, 10
ve 5 mM’lik dozlarda saptanmistir. Bu deneyde 6lgiilen
diger parametreler kuyruk yogunlugu ve kuyruk
momentinde ise istatistiksel ©6nemde kontrol
grubundan farkli olmadig1 belirlenmistir. Literattirde
yer alan ¢alismalara bakildiginda kresoxim-methylin
oksidatif hasara neden oldugu, antioksidan enzimleri
inhibe ettigi ve yarattif1 genotoksik etkinin de ROS
(Reaktif oksijen tiirleri) kaynakli olabilecegi
gozlenmektedir. ROS kaynakli genetik hasarin
gozlenebildigi KOMET deneyinde elde edilen sonuglar
bu bilgilerle paralellik gostermektedir ancak hasari
meydana getiren mekanizmalarin tespiti icin ayrintili
ek calismalar gerekmektedir.

Ditiokarbamat grubu fungusitler, bilesimlerinde yer
alan nitrojen atomuna baglanan reaktif bir hidrojen
atomu nedeniyle mantar hiicreleri {izerine etki
etmeden oOnce alt bilesiklere doniistiiriilmektedirler.
Bir ditiokarbamat fungusiti olan metiramin
biyotransformasyonuyla olusan toksik bir alt bilesik
olan etilentiyoiir'iin (ETU) olustugu ve bu sekilde
fungi tizerinde etki gosterdikleri bilinmektedir [46].
Immiinitenin elemanlari olan dogal éldiiriicii hiicreler
(Natural Killer Cells) tizerinde yapilan bir ¢alismada
metiram fungusitinin bu hiicrelerin tiimor hiicrelerini
parg¢alama kabiliyetleri lizerinde etkisi arastirilmistir.
Calisma sonucunda metiramin insan dogal 6ldiriicii
hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlarina zarar verdigi
tespit edilmistir [47]. Sakr ve Shalaby (2012)
calismalarinda hamile albino farelerde metiramin
histolojik ve histokimyasal etkilerini degerlendirmek
icin gebeligin 2. giiniinden 19. giinline kadar
metiramin oral uygulamasini gerceklestirmislerdir.
Calisma sonucunda metiramin hepatik doku ve bobrek
korteksinde bir¢ok histolojik ve histokimyasal
degisikliklere neden oldugu sonucuna ulasmislardir.
Hamile farelerin karacigerinde ve bdobreklerinde
metiram ile gézlemlenen histolojik ve histokimyasal
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degisikliklerin antioksidanlarin tiikenmesi ve lipit
peroksidasyonunun yiikselmesinden kaynaklandigi
diistintilmektedir [48]. Charles vd. (2000) metiramin
subkronik ve Kkronik toksisitesi ve Kkanserojen
potansiyelini arastirmislardir. Kronik karsinojenite
rat calismasindaki dozlar 0, 5, 20, 80 veya 320 ppm
olarak, fare calismasindaki diyetler 0, 100, 300 veya
1000 ppm dozlarinda 89 hafta (disiler) veya 95 hafta
(erkekler) olarak wuygulanmistir. Her iki tiirde
kanserojen yanit gozlenmemistir. Sicanlarda ve
farelerde yapilan subkronik arastirmalarda hedef
organ olarak tiroid arastirilmistir. Sigan ¢alismasinda
0, 5, 80, 320 veya 960 ppm'lik dozlar kullanilmis ve
NOAEL [No Observed Advers Effect Level (Deney
Hayvanlarinda gozlenebilen hi¢cbir yan etki
gostermeyen doz)] degeri 80 ppm olarak
bulunmustur. Subkronik fare g¢alismasinda, 0, 300,
1000, 3000 veya 7500 ppm iceren diyetler
kullanilmistir ve NOAEL degeri 300 ppm tespit
edilmigtir.  Ozetle, bu ¢ahgmalarin  bulgulari,
kemirgenlerde metiramin  toksisitesini  ortaya
koymaktadir [46]. Calismamizda elde edilen sonuglara
gore metiram SMART deneyinde genotoksik etki
gostermemistir. Biiytik tek tip klonlar ve ikiz klonlar
parametrelerinde meydana gelen hafif artis ise
istatistiksel 6neme sahip degildir. KOMET deneyinde
elde edilen sonuglara baktifimizda metiramin en
yliksek dozu olan 10 mM hem kuyruk yogunlugu hem
de kuyruk momentinde istatistiksel olarak anlamli
DNA hasarina neden olmustur. Calisilan diger
dozlarda ve kuyruk yogunlugunda meydana gelen
hasar doza bagh veya istatistiksel olarak anlamli
degildir.

Bir karbamat fungusiti olan propamocarbin Pythium
spp., Peronospora spp., Phytophthora spp., Bremia spp.
ve Pseudoperonospora spp. dahil olmak tizere cesitli
oomycetes mantarlarinin gelisimindeki tim aktif
biiylime asamalarim1 inhibe ederek etkilerini
gosterdikleri bilinmektedir [49]. Propamocarbin
erkek yetiskin farelerdeki nérotransmitter salgisi ve
davranis tUzerine gerceklestirilen bir c¢alismada
propamocarb maruziyetinin lokomotor aktivite
izerinde bozukluga ve noérotoksisiteyi indikleme
potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir [50].
Zebra baliklar lizerinde propamocarb maruziyetinin
arastirlldigl bir baska c¢alismada da benzer sekilde
propamocarb maruziyetinin gelisim, lokomotor
aktivite ve oksidatif stres lizerinde negatif etkiye sahip
olabilecegi gosterilmistir [4]. Aydemir ve Bilaloglu
(2004) fenarimol ve propamocarbin genotoksik
etkilerini Swiss albino farelerde kemik iliginde
mikronukleus ve kromozom sapmalar1 testleri ile
arastirmiglardir. Farelere intraperitoneal olarak dort
farkl doz (50, 100, 200 ve 400 mg/kg viicut agirligi)
fenarimol ve propamocarb enjekte etmislerdir.
Fenarimoliin 24, 36 ve 48 saatlik uygulamadan sonra
MN’de belirgin bir artis olusturmadig1 ve kromozom
sapmalarinin sayisint 6nemli o6l¢iide arttirmadigy,
ancak yiliksek dozlarda mitotik indeksi diistirdiigi
belirlenmistir (P<0,05). Propamocarbin ise MN

sikligin1 artirmazken, tim oOrnekleme araliklarinda
polikromatik/normokromatik  eritrosit  oranini
azalttigin1  saptamislardir. Propamocarb, negatif
kontrol grubuna kiyasla mitotik indeksi diistirdiigi
saptanmistir (P<0.001). Bu sonuclara katkida
bulunarak, fenarimol ve propamocarbin, in vivo fare
kemik iliginde genotoksik degil, fakat sitotoksik
etkilere sahip oldugu sonucuna ulasilmistir [51].
Falfushynska vd. (2013) c¢alismalarinda fungusit
karisimi (propamocarb ve mankozeb karisimi, 91
pg/L-1)'nin tath su midyelerinin iizerindeki etkisini
arastirmiglardir. iki farkli bélgeye [kirli (A) ve
kirletilmemis (F)] ait cift kabuklu mollusca Anodonta

anatina fungusit karisimina 14 giin maruz
birakilmistir.  MN ve niikleer anormalliklerin
seviyeleri, her iki bolgedeki kontrol grubu

midyelerinde benzer sekilde diisiikken (yaklasik %2)
uygulama sonrasinda 4-5 kat arttigl belirlenmistir.
Her iki maruz kalmis grupta da DNA zincir kirilma
seviyesi de yukselmistir. Oksiradikal
konsantrasyonun ytikselmesi, A ve F bolgelerinde elde
edilmis olan 6nemli sonuclardan bir tanesidir. Bu
nedenle, maruz kalmanin bir sonucu olarak oksidatif
hasarin indiiklendigi dogrulanmistir. Karbamat,
kolinesteraz tiikenmesine ve sitotoksisiteye neden
olmamistir. Ancak her iki bolgede de genototksisite ve
pro-oksidan etkiler agisindan birbirine yakin yanit
vermistir [52]. Calismamizda degerlendirilen bir diger
fungusit olan propamocarb SMART deneyinde tim
parametrelerde genotoksik etki gostermemistir.
Bunun yaninda KOMET deneyinde kuyruk
uzunlugunda 1, 5 ve 10 mM’lik propamocarbin DNA
hasarina yol actig1 gézlenmektedir. Calismadan elde
edilen sonuglar daha dnceki ¢alismalar ile paralellik
gostermektedir. Bu ¢alismada KOMET sonuglarindaki
pozitif sonu¢lar muhtemelen oksidatif hasar sonucu
DNA tek iplik kiriklari olusumuna neden olurken,
SMART c¢alismasinda indiiklenmis bir genotoksisite
gozlenmemistir. SMART deneyi delesyon, nokta
mutasyon ve kromozomlarda ayrilmama gibi daha
farkli kriterler ile genotoksisiteyi degerlendirdigi icin
farkli sonuglar elde edilmistir. Propamocarbin olasi
farkli genotoksik etkilerinin de belirlenmesi i¢in farkl
mekanizmalar1 ortaya koyabilen daha fazla test

sistemleri ile degerlendirilmesi gerektigi
diistiniilmektedir.
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