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Ozet

Halk arasinda boru ¢icegi olarak bilinen Datura stramonium L. tibbi agidan 6nemli bir bitkidir. Ancak bu bitkinin ¢igek ve
tohumlarinin insanlar iizerinde toksik etkili oldugu da bilinmektedir. Sunulan bu ¢alismada, D. stramonium L. tohumlarindan
hazirlanan su ve metanol ekstraktlarinin toksik ve genotoksik etkileri aragtirilmistir. D. stramonium L. nin toksik etkisi, Drosophila
melanogaster Oregon-R yabanil soyunda dmiir uzunlugu testi ile belirlenmistir. Kronik uygulamaya bagli olarak hem disi hem de
erkek popiilasyonunda 6miir uzunlugu kisalmstir. Datura stramonium L. ekstraktlarinin genotoksik etkisi de somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) ile aragtirtlmigtir. Bu amagla yine D. melanogaster’in mutant soylar1 kullanilmis ve her iki ekstraktin
doz artisina bagl olarak tiim uygulama gruplarinda (10, 20, 30 ve 40 ppm) mutant klon frekanslarinda artig gdzlenmistir.

Anahtar kelimeler: Solanaceae familyasi, tropan alkaloidleri, somatik mutasyon, dmiir uzunlugu.

IN VIVO TOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF METHANOL AND
WATER EXTRACTS OF DATURA STRAMONIUM L. SEEDS IN
DROSOPHILA MELANOGASTER

Abstract

Datura stramonium L., popularly known as tubular flower, is a medicinally important plant. However, it is known that the flowers
and seeds of this plant are toxic to humans. In this presented study, toxic and genotoxic effects of water and methanol extracts
prepared from D. stramonium L. seeds were investigated. The toxic effect of D. stramonium L. was determined in the wild strain
Drosophila melanogaster Oregon-R by longevity test. Due to chronic application, life span has been shortened in both male and
female populations. The genotoxic effect of Datura stramonium L. extracts was also investigated by somatic mutation and
recombination test (SMART). This time, mutant strains of D. melanogaster were used and an increase in mutant clone frequencies
was observed in all treatment groups (10, 20, 30 and 40 ppm) depending on the dose increase of both extracts.
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1. GIRiS

Bitkilerin hem beslenme hem de ¢esitli hastaliklara karst saglik sorunlarinin giderilmesi amactyla kullanimi, tarih
oncesi doneme kadar gitmektedir (Goktas ve Gidik 2019). Ancak son 20 yilda insanlarin bitkisel dogal {irlinlere daha
fazla yonelmesi, bitkilerin kozmetik, tekstil, tarim, boya ve ilag gibi bir¢ok sektorde kullanilmasina neden olmugtur
(Bayram vd 2011). Bitkilerin bdylesine farkli alanlarda tercih edilmesi, biyo-kiitlelerinde bulundurduklar: sekonder
metabolitlerden kaynaklanmaktadir (Verpoorte et al. 1994). Sekonder metabolitler, bitkiler i¢in elzem olmayan ancak
onlarin tozlagsmalarinda ya da UV, sicaklik ve nem gibi ¢evresel faktdrlere karsi korunmalarinda rol oynamaktadir
(Dixon 2001; Karatag vd 2016). Bir¢ok bitki tiirii tarafindan iiretilen bu metabolitler, insan ve hayvanlar i¢in tedavi
edici ozellik gostermelerinin yaninda zehirleyici hatta 6ldiiriicii de olabilmektedir (Yilmaz 1990).

Ozellikle Solanaceae (Patlicangiller) familyasina dahil olan tiirlerde bu durum cesitli arastirmacilar tarafindan
gosterilmistir. Bu familyaya ait bitkiler kok, gdvde, yaprak gibi vejetatif ve tohum, meyve gibi generatif organlarinda
bulundurduklari tropan alkaloidlerinden dolay: tibbi ve zehirli bitki olarak siniflandirilmaktadir. Halk arasinda seytan
elmasi, tatula, cin otu ve boru otu gibi farkli isimlerle bilinen Datura stramonium L. Solanaceae familyasinin bir
tiyesidir (Greene et al. 1996). Belayneh et al. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alimada, D. stramonium L.’nin
koklerinden hazirlanan hidrometanolik ekstresi ii¢ farkli konsantrasyonda (100, 200 ve 400 mg/kg) fareler lizerinde
test edilmis ve vicut agirhigim dislirdigi gozlenmistir. Yine yapilan bir baska calismada, D. stramonium L.
yapraklarindan hazirlanan etanol ekstrakti, 50 ve 200 mg/kg olmak iizere bes hafta boyunca siganlara uygulanmustir.
Her iki dozda da serum kreatin diizeyinde gbzlenen artig, D. stramonium L.’nin bobrek fonksiyonlari tizerindeki toksik
etkisini ifade etmektedir (Gidado et al. 2007). Bu bitkinin tohumlarindan hazirlanan metanol ekstraktinin, insan
lenfosit hiicrelerinin biiyiimesini engelledigi, DNA hasar1 ve kardes kromatit degisimine (KKD) sebep oldugu da Ulker
(2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada bildirilmistir. D. stramonium L. yapraklarindan hazirlanan hidroalkolik
ekstraktina ait farkli dozlar (200, 300, 400 ve 500 mg/ml), insan lenfosit hiicrelerine uygulandiginda doz artigina bagl
olarak genomik DNA’da genotoksik hasarlarin meydana geldigi de gézlenmistir (Fernandez and Caroy 2017). Sahin
(2019)’in yaptig1 bir ¢alismada da yine yapraklardan hazirlanan su ve etanol ekstraktlarinin kromozom kiriklar ile
anafazda koprii olusumuna yol agtigi belirlenmistir. Bayam (2021)’a gore, bu bitkinin tohumlarina ait su ve metanol
ekstraktlar insan lenfosit hiicrelerinde hem niikleer boliinmeyi inhibe etmekte hem de mikroniikleus olusumuna sebep
olmaktadir.

Ayni bitkinin tohumlarini yiiksek miktarda tiiketen insanlarda huzursuzluk, konusma bozuklugu, bulanik gérme,
haliisinasyon, kasilmalar, ¢arpint1 ve suur kaybi gibi etkiler goriillmektedir (Karakus vd 2017). Eroglu vd (2017)’ye
gore, yaklasik 100 adet tohum tiiketimi yetiskin insanlarda 6liimciil doz olarak kabul edilmektedir. D. stramonium L.
tizerine yapilan bir olgu sunumunda, 30 yasindaki erkek hastanin 1-2 avug (50-60 adet) D. stramonium L. tohumundan
tilkettigi ve 1 saat iginde yiizde kizarma ile bag donmesi sikayetiyle acil servisi bagvurdugu ifade edilmistir. Benzeri
bagka bir vakada, yanlislikla D. stramonium L. ¢i¢egini tilketen 8 yasindaki kiz ¢ocugu yaklasik 5 saat sonra biling
kaybr ile acil servise getirilmis ve yapilan testler sonucunda D. stramonium L.’den kaynaklanan karaciger yetmezligi
ve rabdomiyoliz (¢gizgili kasin par¢alanmasi) tanis1 konulmustur (Ertekin et al. 2005).

Sunulan bu ¢alismada, D. stramonium’a ait su (DSs,) ve metanol (DSmet) ekstraktlarinin Drosophila melanogaster
tizerindeki toksik etkileri in vivo dmiir uzunlugu testi, genotoksik etkileri de somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
(SMART) ile belirlenmeye ¢alisilmistir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Kullanilan organizma

Canlilarin biyolojik isleyisinin anlagilmasi ve fiziksel, kimyasal veya biyolojik ajanlarin olusturduklar1 etkileri
gozlemlemek i¢in kullanilan canlilara model organizma denilmektedir. Insecta sinifinda yer alan ve halk arasinda
meyve sinegi olarak bilinen D. melanogaster, genetik ve toksikoloji alanlarinda yapilan ¢aligmalarda siklikla tercih
edilen dkaryotik bir model organizmadir. Calismalarimizda DSsy Ve DSpet ekstraktlarinin dmiir uzunlugu tizerindeki
etkilerinin belirlenmesi ig¢in D. melanogaster’in Oregon-R yabanil soyu, bu ekstraktlarin genotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in de multiple wing hair (mwh) ve flare (flr¥) mutant soylar1 kullamlmistir. SMART da kullamlan flr®
belirleyici (marker) resesif geni, 3. kromozomun sentromerine (3-38,8) yakin bir lokusta bulunmaktadir. Bu gen
homozigot resesif durumda letaliteye neden oldugu i¢in ergin birey olusamaz. Letal etkinin ortadan kalkmasi i¢in Bd®
(beaded-serrat) genini tastyan TM3 dengeleyici kromozomu kullanilmaktadir (Graf et al. 1998). Bu soya ait bireylerde
kanatlarin u¢ kisimlar testere disi seklindedir (Sekil 1a).

Diger bir belirleyici resesif gen olan mwh geni, yine 3. kromozom {izerinde telomere (3-0,3) yakin lokasyonda yer
almakta ve kanatlarda tek hiicreden {i¢ veya daha fazla sayida kanat kilinin ¢ikmasina neden olmaktadir (Graf et al.
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1998). Ancak bu soy, fenotipik olarak normal uzun kanathdir (Sekil 1b). Calismada kullanilan yabaml ve mutant
soylar, Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Genetik Arastirma Laboratuvari’nda uzun yillardan beri
genetik agidan homojen saf soylar olarak yetistirilmektedir.

Sekil 1. a) flr® genini tasiyan bireylerin kanat fenotipi b) mwh genini tasiyan bireylerin normal kanat fenotipi

2.2. Cahismada kullanilan bitki

Calisma kapsaminda kullanilan D. stramonium L. bitkisi (Sekil 2), Mugla iline bagli Mentese il¢esinden (37,
207348Kuzey, 28, 368521° Dogu) toplanmis Ve bitkinin tohumlar1 kurutma kagitlarina sarilarak oda sicakliginda (22-
24°C), giines 15181 gormeyen karanlik bir ortamda kurumaya birakilmistir. Bu siiregte bitkilerin ¢liriimemesi igin
kurutma kagitlar1 belli araliklarla degistirilmistir.

Sekil 2. Dogal ortamda Datura stramonium L. bitkisi
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2.3. Calismada kullamilan kimyasal maddeler

Caligma kapsaminda yapilan dmiir uzunlugu testinde propiyonik asit (Cas No: 79-09-4), agar-agar (Cas No: 9002-18-
0) ve dietil eter (Cas No: 60-2-7), somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde ise dimetil siilfoksit (DMSO: Cas No:
67-68-5), Drosophila Instant Medium (DIM), gliserol (Cas No: 56-81-5), arap zamki (Cas No: 9000-01-5), kloral
hidrat (Cas No: 302-17-0), etil metansiilfonat (EMS: Cas No: 62-50-0), sodyum hidroksit (Cas No: 1310-73-2) ve
entellan (Cas No: 97-88-1) gibi kimyasal maddeler kullanilmis ve timii Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)
sirketinden temin edilmistir.

2.4. D. stramonium L. metanol ekstraktinin (DSmet) hazirlanmasi

Kurutulmug D. stramonium L. tohumlar1 25 gr olacak sekilde hassas terazi ile tartilip 200 ml metanol igerisine
konulmustur. 24 saat boyunca oda sicakliginda bekletilen kuru tohumlar, siizgec kagidi ile siiziilmiis ve bu islem belirli
araliklarla ii¢ kez tekrarlanmistir. Daha sonra elde edilen tortularin metanolden ayrigtirilmasi i¢cin 50°C’de Soxhlet
ekstraktori kullanilarak D. stramonium L. metanol ekstrakti elde edilmistir. Bu ekstrakt, kullanilincaya kadar steril
cam siselerde ve buzdolabinda (+4°C) saklanmustir.

2.5. D. stramonium L. su ekstraktinin (DSsu) hazirlanmasi

Kurutulan D. stramonium L. tohumlar: 60-80°C saf su i¢ine konulmus ve sicaklik 21-24°C’ye diisiinceye kadar burada
bekletilmistir. Elde edilen sulu bitki ¢ozeltisi, liyofilizasyona tabi tutularak ortamdaki su uzaklastirilmistir. DSgy
ekstrakti, kullanilincaya kadar -18°C’de buzdolabinda bekletilmistir.

2.6. Omiir uzunlugu testinin yapilis1

Omiir uzunlugu testinde kullanilan D. melanogaster Oregon-R yabanil soyuna ait ergin bireyler, agar-agar, toz seker,
bira mayasi, misir unu, propiyonik asit ve saf su iceren Standart Drosophila Besi yeri (SDB) iceren 250 ml’lik kiiltiir
siselerinde yasatilmaktadir (Uysal vd 2006). Kontrol ve uygulama gruplarmin olusturulabilmesi i¢in farkli kiiltiir
ortamlarinda 6n gaprazlamalar (P: 215 X 15 &) yapilmgtir. Metamorfozunu tamamlayan ayni yash ve dzellikle virgin
(¢iftlesmemis) disi yavru bireyler, erkek-disi esey ayrimi yapilarak 4’er saatlik periyotlarla 3 giin boyunca ayr1 ayri
olmak {izere kiiltiir siselerinde toplanmuistir.

DSsy ve DSt ekstraktlar: ile yapilan 6n denemeler sonucunda uygulama dozlari 10, 20, 30 ve 40 ppm olarak
belirlenmistir. Ciinkii her iki ekstraktin 10 ppm’den daha diisiik uygulama dozlar1 miir uzunlugu iizerinde herhangi
bir etki gostermemis, 40 ppm’den daha yiiksek dozlarda ise toplu Sliimler gozlenmistir. Tiim kontrol (yalnizca SDB
iceren besi yeri) ve uygulama gruplarinda (SDB+farkli dozlarda DSs, Ve DSmer) 100 disi ve 100 erkek birey, DSs, Ve
DSpet i¢in kronik uygulamaya maruz birakilmis ve baslangi¢c konsantrasyonlarina uygun sekilde haftada 2 kez taze
besi yerine aktarilmigtir. Fakat ergin bireylerin taze besi yerlerine periyodik olarak aktarimlari esnasinda popiilasyon
yogunlugundan kaynaklanabilecek sorunlari engellemek amaciyla her bir uygulama grubu i¢in 25’er bireylik 4 grup
olusturulmustur. Her aktarimda popiilasyona ait 6len ergin bireyler kaydedilerek besi yeri ortamindan uzaklastirilmig
ve yapilan bu iglemlere son birey dliinceye kadar devam edilmistir.

2.7. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin (SMART) yapilisi

Bu testte de D. melanogaster’in mwh ve flr® mutant soylarima ait ergin bireyler ayr1 ayr1 olmak iizere SDB igeren kiiltiir
siselerinde ¢aprazlandiktan sonra her iki soya ait yavru bireyler elde edilmistir. Yavru bireyler 4’er saatlik periyotlarla
disi ve erkek ayrimi yapilarak 3 giin boyunca toplanmis ve farkl siselerde muhafaza edilmistir. Her iki soya ait 40’ar
bireyden olusan flr® disi ve mwh erkek caprazlamas: veya resiprokal flr® erkek ve mwh disi caprazlamas: yapilarak
uygulama gruplarinda kullanilacak trans-heterozigot larvalar elde edilmistir.

SMART igin distile su ve DSs, ile DSpet ekstraktlarinin ¢oziiciisii olan %1 DMSO negatif kontrol gruplari, genotoksik
etkisi bilinen etil metansiilfonat (1 ppm EMS) ile de pozitif kontrol grubu olusturulmustur. Omiir uzunlugu testinde
kullanilan dort farkli konsantrasyon (10, 20, 30 ve 40 ppm) SMART DSg, Ve DSpet uygulama gruplart igin de
kullanilmis ve bu ekstraktlar Drosophila Instant Medium (DIM) bulunan kiiltiir siselerine eklenmistir. Kontrol ve
uygulama gruplarmma ait her besi yerine konulan yaklasik 150 trans-heterozigot larva, hayat dongiilerini
tamamlaymcaya kadar isitmali-sogutmali inkiibatdrde (25+1°C) tutulmustur. Erginlesen bireyler giinliikk olarak
toplanmus ve onlara ait kanat preparatlar1 hazirlanincaya kadar eppondorf tiiplerinde bulunan %70’lik etil alkolde ve
+4°C’de saklanmustir.

Kontrol ve uygulama gruplarina ait kanat preparatlari, fenotipik olarak normal (mwh/flr®) ve serrat (mwh/TM3, Bd®)
olmak iizere ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Kanat preparatlarinin hazirlanmasi igin ergin bireyler, 6nce faure soliisyonu
iceren ¢ukur lam igerisine konulmus ve binokiiler mikroskop altinda ince uglu tweezer (pens) yardimiyla kanatlar

4



TUBAV Bilim 14 (1) 2021 1-13 S. Lokumcu, H. Uysal

viicutlarina baglandig1 noktadan ayrilmistir. Her uygulama grubu i¢in 40 bireye ait olmak iizere 80 adet kanat, ¢iftler
halinde lam {izerine yan yana dizilmis ve kurumasi i¢in oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir. Daha sonra entellan
damlatilarak daimi preparatlar hazirlanmis ve kamerali trinokiiler 151k mikroskobu (BOECO, BM-180/T/SP) altinda
incelenmistir (10X40). Kanatlarin hem dorsal hem de ventral yiizeyleri incelenerek goézlenen mutant klonlar
kaydedilmistir. Mutant klonlar kii¢iik tek tip (KTT) 1-2 hiicre (Sekil 3b), biiyiik tek tip (BTT) >2 hiicre (Sekil 3¢) ve
ikiz klonlar (Sekil 3d) olarak siniflandirilmstir.

Sekil 3. a) Normal kanat fenotipi b) Kiiciik tek tip klon (KTT) fenotipi c) Biyiik tek tip klon (BTT) fenotipi d) Ikiz
klon fenotipi (10X40)

2.8. Istatiksel analizler

Omiir uzunlugu testinden elde edilen verilerin analizleri SPSS13.0 istatistik programu ile yapilmistir. Hem kontrol hem
de uygulama gruplarinin maksimum ve ortalama dmiir uzunluklarina ait grup ici ve gruplar arasit karsilagtirmalarda
Tukey ve Duncan testleri kullanilmistir. Ayrica Microsoft Windows Office Excel programi kullanilarak her iki
popiilasyona ait bireylerin hayatta kalig egrileri ¢izilmistir. Somatik mutasyon testinden elde edilen sayisal verilerin
analizleri ise Microsta istatistik programu ile yapilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Omiir uzunlugu testine ait arastirma bulgular

D. melanogaster’in kontrol (1) ve DMSO (2) kontrol gruplarinda ¢ popiilasyonuna ait maksimum omiir uzunlugu
sirastyla 80 ve 77 giin, & popiilasyonunun ise 79 ve 77 giin olarak bulunmustur. Bu degerler dort farkli DS,
uygulamasinda (10, 20, 30 ve 40 ppm) @ popiilasyonu igin en diisiikk konsantrasyonda (10 ppm) 66 giin, en yiiksek
konsantrasyonda (40 ppm) 56 giin; & popiilasyonunda ise en diisiik ve en yiiksek konsantrasyonlar igin sirasiyla 49 ve
35 giin olarak belirlenmistir (Tablo 1). Sekil 4’de de disi ve erkek popiilasyonlarina ait hayatta kalis egrileri verilmistir.
Uygulama gruplarinda artan DSs, konsantrasyonuna bagli olarak maksimum Omiir uzunlugunun kisalmasi kontrol
gruplari ile karsilastirildiginda istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

Q popiilasyonunda ortalama émiir uzunlugu kontrol (1) ve DMSO (2) kontrol gruplari i¢in 65,87+1,43, 63,02+1,38
giin iken en diisiik (10 ppm) ve en yiiksek (40 ppm) DSs, uygulama gruplarinda bu degerler sirasiyla 47,94 1,64 ve
41,41+1,69 giin olarak bulunmustur. & popiilasyonunda da kontrol gruplarina ait ortalama dmiir uzunlugu 58,95+1,63
ve 56,34+1,64 giin, en disiik (10 ppm) ve en yiiksek (40 ppm) uygulama gruplari igin de sirasiyla 35,53+0,81 ve
29,2140,78 giin olarak hesaplanmigtir (Tablo 1). Hem @ hem de & popiilasyonuna ait bu degerler kontrol gruplari ile
karsilagtirildiginda aradaki fark anlamli bulunmustur (p<0,05). Ayrica her iki popiilasyon igin regresyon katsayisi da
hesaplanmis ve Q@ popiilasyonu igin R= -0,476, & popiilasyonu i¢in de R= -0,648 olarak hesaplanmustir.

Tablo 1. DSy Ekstrakti Uygulanms D. melanogaster’in @ ve & Popiilasyonlarinda Maksimum ve Ortalama Omiir
Uzunlugu Degerlerinin Istatistiki Olarak Karsilastirilmasi

Datura stramonium L. (DSsy)

22 34
Deney Birey ~ Maksimum Ortalama Onem Birey ~ Maksimum Ortalama Onem
Gruplart  Sayist Omiir Omiir Kontroli*  Sayisi Omiir Omiir Kontrolii*
Uzunlugu Uzunlugu+SH Uzunlugu Uzunlugu+SH
Kontrol 100 80 65,87+1,43 100 79 58,95+1,63
(Y
DMSO 100 77 63,02+1,38 100 77 56,34+1,64
@
10ppm 100 66 4794 +1,64 1-3456% 100 49 3553+0,81  1-3:4,5,6%
3) 2-3,4,5,6* 2-3,4,5,6*
_R*
20ppm 100 63 45,86:1,70 100 46 34,46:0,89 j_g*
4
30 ppm 100 60 43,40+1,82 100 39 32,66+0,90
®)
40 ppm 100 56 41,41+1,69 100 35 29,21+0,78
(6)
Regresyon diizeyi R=-0,476 R=-0,648

SH: Standart hata, *: 0,05 diizeyinde fark 6nemlidir.



TUBAV Bilim 14 (1) 2021 1-13 S. Lokumcu, H. Uysal

150 - 00 150 4 34

—&— Kontrol —— Kontrol

. =—-DMSO =—DMSO

2100 " 10ppm ‘ilOO s 10ppm

= =>20ppm = =>¢=20ppm

% ~%=30ppm =3=30ppm

§ 40ppm § 40ppm

ﬁ 50 A = 50 A

O T T T T T T T T 11 0 T
1 14283946 53 60 66 73 80 1 1428 39 46 53 60 66 73 79
Omiir (Giin) Omiir (Giin)

Sekil 4. DS, ekstraktina maruz birakilan D. melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlarinin hayatta kalis egrileri

DS gibi DSper de 10, 20, 30 ve 40 ppm olmak iizere dort farkli konsantrasyonda D. melanogaster’in @ ve &
popiilasyonlarina kronik olarak uygulanmis ve maksimum 6miir uzunlugu ile ortalama émiir uzunlugu belirlenmistir.
Q popiilasyonu i¢in kontrol gruplarinda sirasiyla 80 ve 77 giin olan maksimum 6miir uzunlugu 10 ppm uygulama
grubunda 70 giin, 40 ppm uygulama grubunda da 60 giin olarak belirlenmistir. & popiilasyonunda ise kontrol gruplar1
icin 79 ve 77 giin olan maksimum &miir, uygulama gruplart i¢in sirasiyla 56 ve 46 giin olarak bulunmusgtur (Tablo 2).
Her iki popiilasyona ait kontrol ve uygulama gruplari arasindaki fark p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Tablo 2. DS, Ekstrakti Uygulanmis D. melanogaster’in @ ve & Popiilasyonlarinda Maksimum ve Ortalama Omiir
Uzunlugu Degerlerinin Istatistiki Olarak Karsilastiriimasi

Datura stramonium L. (DSmer)

22 3d
Deney Birey =~ Maksimum Ortalama Onem Birey =~ Maksimum Ortalama Onem
Gruplar1  Sayisi Omiir Omiir Kontroli*  Sayisi Omiir Omiir Kontroli*
Uzunlugu Uzunlugu+SH Uzunlugu Uzunlugu+SH
Kontrol 100 80 65,87+1,43 100 79 58,95+1,63
6]
DMSO 100 77 63,02+1,38 100 77 56,34+1,64
@)
10ppm 100 70 50794165 )3y Tee 100 56 313416 530
®) 3-5.6%
20 ppm 100 66 45,55+1,61 100 53 37,08+1,22
“4)
30 ppm 100 63 43,81+1,63 100 49 35,15+1,14
(©))
40 ppm 100 60 42,39+1,87 100 46 33,88+1,15
6
Regresyon diizeyi R=-0,487 R=-0,549

SH: Standart hata, *: 0,05 diizeyinde fark 6nemlidir.
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Sekil 5. DSy ekstraktina maruz birakilan D. melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlarinin hayatta kalis egrileri

Sunulan bu ¢alismada, DSpe’in @ ve & popiilasyonlarinda ortalama dmiir uzunlugu iizerine etkileri de belirlenmistir.
Q popiilasyonunda ortalama 6miir uzunlugu distile su (1) ve DMSO (2) kontrol gruplari i¢in 65,87+1,43 ve 63,02+1,38
iken & popiilasyonunda 58,95+1,63 ve 56,34+1,64 giin olarak hesaplanmstir (Tablo 2). Her iki popiilasyona ait
kontrol ve uygulama gruplari arasindaki fark p>0,05 6nemsizdir. Ancak tipki DSy, uygulamasinda oldugu gibi DS
uygulama gruplarinda da konsantrasyon artigina bagli olarak ortalama 6miir uzunlugunda kisalma goriilmiistiir.
popiilasyonunda 10 ppm i¢in 50,79+1,65 giin ve 40 ppm igin 42,39+1,87 giin olan ortalama émiir uzunlugu, &
popiilasyonunda ayni uygulama gruplart i¢in 38,13£1,16 ve 33,88+1,15 gilin olarak hesaplanmistir. Her iki
popiilasyona ait kontrol ve uygulama gruplar1 arasindaki fark istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde dnemlidir. Regresyon
katsayis1 da Q@ popiilasyonu igin R=-0,487 ve & popiilasyonu i¢in R=-0,549 olarak bulunmustur (Tablo 2). DSme’e
maruz birakilan D.melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlarinin hayatta kalis egrileri Sekil 5’de verilmistir.

3.2. SMART a ait arastirma bulgulari

Genotoksik etkisi arastirilan DS, ekstrakti, tiim uygulama gruplarinda KTT klon frekansini artirmistir. Ancak bu artis
10 ve 20 ppm uygulama gruplarinda énemsiz (i) etkili olarak degerlendirilirken 30 ve 40 ppm uygulama gruplari i¢in
p<0,05 diizeyinde pozitif (+) etkili bulunmustur. Ayni1 sekilde BTT klon sayisinda da artig goriilmiistiir. Ancak bu artig
tiim uygulamalarda 6nemsiz (i) etkili olarak degerlendirilmistir. Tablo 3’de ¥ mwh ve X klon frekanslari ile Klon
Indiiksiyon Frekansina (KIiF) ait de@erlerin artmis olmasi da DSs, ekstraktinin genotoksik etkili oldugunu
gostermektedir.

DS, ekstrakti, serrat kanat fenotipinde de konsantrasyon artisina bagli olarak KTT, BTT, ¥ mwh ve X klon
frekanslarini artirmig olsa da bu artiglar istatistiki olarak 6nemsiz (i) ya da negatif (-) etkili bulunmustur.
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Tablo 3. DSy, Uygulama Gruplarina ait SMART Bulgulari ve Istatistiki Degerlendirmeler

Kontrol ve KTT klon BTT klon ikiz klon = mwh klon T klon KiF
uygulama (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) (m=2)
gruplari

(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D

(mwh/flr?) Normal kanat

Distile su 8  (0,10) 0 (0,00 0 (0,00 8  (0,10) 8  (0,10) 0,40
DMSO(%1) 9 (011) i 2 (002 i 0 (000 - 11 (013 i 11 (013) i 056
EMS(lppm) 27 (033) + 11 (0,13) + 8 (0,10) + 38 (047) + 46 (057) + 194

10 ppm 6 (020 i 1 (001 i 0 (000 - 17 (021) i 17 (021) i 087

20 ppm 18 (022 i 1 (001) i 0 (00 - 19 (023 + 19 (023 + 097

30 ppm 19 (023 + 4 (005 i 0 (0000 - 23 (028 + 23 (028) + 117

40 ppm 22 (027 + 2 (002 i 0 (000 - 24 (030) + 24 (030) + 122
(mwh/TM3) Serrat kanat

Distile su 6 (0,07) 0 (0,00 6 (0,07 6 (0,07 0,36
DMSO(%1) 8 (0,10) i 1  (0,01) i 9 (011) i 9 (011) i 046
EMS(lppm) 20 (0,25) + 6 (0,07) + DengeleyiciTM3 26 (032) + 26 (0,32 + 1,33

. kromozomu . .
10 ppm 5 (006 i 0 (0,00) varliginda fir® 5 (06 i 5 (006 i 025
20 ppm 7 (008 i 0 (000 - ;ﬁiﬂ; 7 (008 i 7 (008 i 035
30 ppm 9 (011 i 0 (0,000 - 9 (011) i 9 (011) i 046
40 ppm 9 (011) i 1 (001) i 10 (0120 i 10 (012) i 051

No: Mutasyon sayis1, Fr: Mutasyon frekanst, +: Pozitif, -: Negatif, i: Onemsiz, m: Tesir faktorii

Calisma kapsaminda DSmer de genotoksik etkili bulunmustur (Tablo 4). Normal kanat fenotipinde, konsantrasyona
bagli olarak KTT klon sayis1 11 (10 ppm)’den 19 (40 ppm)’a ¢ikmis olmasina ragmen yalnizca 40 ppm uygulamasinda
pozitif (+) etki gostermistir. BTT klon sayisindaki artig ise 6nemsiz (i) etkili olarak degerlendirilmistir. ¥ mwh ve X
klon frekanslari ise yalnizca 10 ppm uygulama grubunda 6nemsiz (i) etkili iken konsantrasyon artig1 (20-40 ppm) ile
pozitif (+) etki gdzlenmistir. KiF degerleri de her iki kontrol grubuna gore tiim uygulama gruplarinda artmistir (Tablo
4).

Serrat kanat fenotipinde ise DSmet uygulamasina bagli olarak olusan KTT, BTT, £ mwh ve X klon frekanslarina ait
sonuglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiki degerlendirme, negatif (-) ve 6nemsiz (i) etkili bulunmustur.
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Tablo 4. DSmet Uygulama Gruplarma ait SMART Bulgular ve Istatistiki Degerlendirmeler

Kontrol ve KTT klon BTT klon ikiz klon = mwh klon T klon KiF
uygulama (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) (m=2)
gruplan
(ppm) No F. D No F. D No F. D No Fr. D No Fr D

(mwh/flr?) Normal kanat

Distile su 8 (0,10) 0 (0,00 0 (0,00 8  (01) 8 (0,1) 0,40
DMSO(%1) 9 (011) i 2 (002 i 0 (000 - 11 (013 i 11 (013) i 056
EMS(lppm) 27 (033) + 11 (013) + 8 (01) + 38 (047) + 46 (057) + 194

10 ppm 11 (013 i 4 (005) i 0O (000 - 15 (048 i 15 (018) i 0,76

20 ppm 15 (418 i 1 (001 i 0 (000 - 16 (0200 + 16 (020) + 0,81

30 ppm 17 (021) i 4 (005 i 0 (000 - 21 (026 + 21 (026) + 1,07

40 ppm 19 (023 + 3 (003 i 1 (001) i 22 (027) + 23 (028 + 117
(mwh/TM3) Serrat kanat

Distile su 6 (0,07) 0 (0,00 6 (0,07 6 (0,07 0,36
DMSO(%1) 8 (0,10) i 1  (0,01) i 9 (011) i 9 (011) i 046
EMS(lppm) 20 (0,25) + 6 (0,07) + DengeleyiciTM3 26 (032) + 26 (0,32 + 1,33

. kromozomu . .
10 ppm 5 (006) i 0 (0,00) varhgmda fIr3 5 (006 i 5 (006 i 025
20 ppm 6 (07 i 0 (000 - ;ﬁiﬂ; 6 (007) i 6 (007) i 030
30 ppm 8 (010) i 0 (0,000 - 8 (010) i 8 (010) i 040
40 ppm 8 (010) i 1 (0,01) i 9 (011) i 9 (011) i 046

No: Mutasyon sayis1, Fr: Mutasyon frekans1, +: Pozitif, -: Negatif, i: Onemsiz, m: Tesir faktorii
4. TARTISMA

D. stramonium L., Solanaceae familyasina ait yabani bir bitki tiirii olup bos araziler ve yol kenarlarinda yetismektedir.
Halk tarafindan bu bitkinin yapraklar1 kurutularak sigara haline getirilmekte ve keyif verici olarak kullanilmaktadir
(Arnett 1995). Ancak farkli oranlarda olmak iizere vejetatif ve generatif organlarda bulunan skopolamin, atropin ve
hiyosiyamin gibi tropan alkaloidlerinden dolay1 bu bitkinin bilingsiz tiiketilmesi zehirlenmelere de yol agmaktadir
(Mishra 2018). Bu durumu destekleyen olgu sunumunda, 76 yasindaki bir kadinin hemoroid tedavisine iyi geldigi
gerekeesiyle D. stramonium bitkisinin yaprak ve ¢icegini kaynatarak igtigi, yaklasik 30 dakika sonra konusma
bozuklugu ve bas donmesinin, 2. saatten sonra haliisinojenik etkilerin goriildiigii Eroglu vd (2017) tarafindan
belirtilmistir. Yine 48 yasinda bir kadinin avu¢ dolusu D. stramonium L. tohumu tiiketmesi sonucunda, once
sersemleme sonra yiizde kizariklik ve gérme bozuklugu gibi sikayetlerinin oldugu Deniz vd (2004) tarafindan yapilan
bir diger olgu sunumunda ifade edilmistir. Isikay (2011) tarafindan hazirlanan sunumda ise 11 yasindaki bir erkek
cocukta sersemleme, bag donmesi ve yiizde kizariklik gibi benzeri semptomlarin D. stramonium L. tohumlar1 gibi
yapraklarinin da kaynatilarak icilmesine bagli olarak gelisebilecegi bildirilmistir. Eroglu vd (2017)’ye gore, yaklasik
100 adet Datura tohumu tiiketen yetiskin insanlarda >2-4 mg skopolamin veya >10 mg atropin viicuda alinmakta ve
bu miktarda alkaloidler 6liimciil doz olarak ifade edilmektedir. Cesitli vakalarda belirtilen ve yiiksek miktarda tohum
tilketimi sonucunda goriilen bu semptomlarin, tropan alkaloidlerine bagli olarak gelisebilecegi Yavuz vd (2016)
tarafindan da bildirilmistir.

Yorulmaz (2019)’a gore, bu bitki yalnizca insan ve hayvanlar iizerinde degil ayn1 zamanda bitkilerin farkl gelisim
donemlerinde de etkili olabilmektedir. Ozellikle D. stramonium L.’nin g¢igeklenme donemindeki yapraklarindan
hazirlanan su ve metanol ekstraktlari, Amaranthus retroflexus L. (kirmizi koklii horozibigi), Chenopodium album L.
(sirken/yabani 1spanak) ve Beta vulgaris L. (seker pancar1) gibi bitkilerin tohumlarinda ¢imlenmeyi, yine bu bitkinin
yapraklarindan hazirlanan su ekstraktt Cenchrus ciliaris (deve tilyii otu) ve Neonotonia wightii (soya fasulyesi)’de
biiytimeyi engellemistir (Elisante et al. 2013). Benzeri etki, D. stramonium L. kok metanol ekstrakti uygulanan
Rhizoctonia solani (topuzlu mantar)’de de gézlenmistir (Iranbakhsh et al. 2010).

10
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Ahmad et al. (2009), D. stramonium L. sulu yaprak ekstraktina 24-48 saat maruz birakilan akciger (A549), gogiis
(MDA-MB231) ve boyun (FaDu) gibi farkli hiicre hatlarinda hiicresel canliligin yitirildigini gozlemislerdir. Meselhy
(2012)’de, D. stramonium L. yaprak ekstraktinin gogiis, karaciger ve serviks hiicre hatlarinda sitotoksik aktiviteyi
uyardigimi bildirmigtir. Kumral et al. (2013)’in yaptig1 bir ¢alismada, Datura yapraklarindan hazirlanan etanol
ekstrakti farkli konsantrasyonlarda ve farkli siirelerle (24-48 saat) Panonychus ulmi (Avrupa kirmizi 6riimcegi) ve
onun predatorii olan Stethorus gilvifrons (ugur bécegi)’a uygulanmustir. Artan doza ve siireye bagh olarak ergin P.
ulmi ve S. gilvifrons bireylerinde 6liim oranlarinin arttigi gérilmistiir. D. stramonium L.’nin toksisitesi Meselhy
(2012) tarafindan yapilan bir baska calismada, Musca domestica (kara sinek)’da da gozlenmistir. Cesitli
aragtirmacilara gore, letalitenin en Onemli sebebi, bitkinin iceriginde bulunan tropan alkaloidleridir (Pavela
2004; Berkov et al. 2006). Bu alkaloidlerden hiyosiyamin en fazla yapraklarda (Miraldi et al. 2001), atropin
tohumlarda (Friedman 2004), skopolamin ise koklerde (Jaziri et al. 1988) bulunmaktadir. D. stramonium L. nin tohum
metanol ve su ekstraklarinda farkli oranlarda bulunan skopolamin ve atropin miktarlar1 kantitatif olarak Bayam (2021)
tarafindan GC-MS (Gas chromatography—mass spectrometry) yontemiyle de belirlenmistir. Cesitli aragtirmacilara
gore, Solanaceae familyasina ait tiirlerde bulunan alkaloidlere dayali oksidatif stres, genotoksik etkiyi uyararak
somatik mutasyonlara sebep olmaktadir (Hassine et al. 2013; Diaz 2015). Sunulan bu ¢aligmada, hem DSg, (Tablo 3)
hem de DSmet (Tablo 5) uygulamasinda doz artisina bagli olarak KTT, ¥ mwh klon ve X klon frekanslar1 artig
gosterirken KIF degerlerinde de kontrol grubuna gore anlamli artis (p<0,05) meydana gelmistir. D. melanogaster’de
somatik mutasyonlarda gozlenen bu artisin, D. stramonium L. nin her iki ekstraktinda bulunan alkaloidlere dayal
olarak meydana gelmis olmasi kuvvetle muhtemeldir ve elde ettigimiz sonuglar Bayam (2021)’in sonuglari ile
paralellik gostermektedir. Oyle ki; bu alkaloidler insanlarda dahil olmak iizere memelilerde, farkli hayvansal ve
bitkisel organizmalarda gii¢lii biyo-etkilesim gosterirler. Alinan alkaloid miktarina bagli olarak olim bile
gozlenebilmektedir (Yilmaz 1990; Eroglu vd 2017). Ciinkii sekonder metabolitlerin bir grubu olan alkaloidler,
“Reaktif Oksijen Tirlerinin (ROT) olusumuna yol agarak membran lipidlerinin peroksidasyonuna, mitokondriyal
membranlarda bozulmaya, enzim inaktivasyonuna, DNA ve protein hasari gibi olduk¢a farkli hiicresel
deformasyonlara yol agarak oksidatif stres meydana getirebilmekte (Chowanski et al. 2016), bu biyo-dejeneratif etkiler
de D. melanogaster Oregon-R yabanil soyuna ait erkek ve disi popiilasyonlarinda émiir uzunlugunu kontrol grubuna
gore kisaltmakta ve somatik mutasyonlar1 da uyarmaktadir” diyebiliriz.
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