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Bu caligmada askorbik asitin (vitamin C) muhtemel antigenotoksik etkisi, ticari degeri olan balik tiirii Oreochromis niloticus (Nile
Tilapia)’un eritrositlerinde mikronukleus ve nuklear anomali testleri kullanilarak degerlendirilmistir. Baliklar; herbisit etken
maddesi trifluralin ve ticari formu treflanin (litrede 480 gr trifluralin ve ticari olarak 6zel bilesenler) genotoksik konsantrasyonlarina
(10 pg/L), pozitif kontrol olarak etil metan sulfonata (EMS) (10 mg/L) 6 giin boyunca maruz birakilmistir. Trifluralin, treflan ve etil
metan stlfonat konsantrasyonlari, icerisinde 10 litre musluk suyu bulunan 30x20x15cm ebatlarindaki akvaryumlara eklenmistir.
Musluk suyu negatif kontrol olarak kullanilmistir. Askorbik asit (%0.05) baliklara intraperitonal olarak maruziyetin 1. ve 3.
glinlerinde 0.1ml/10g viicut agirhg: olacak sekilde uygulanmustir. Askorbik asitin herbisitlerin olusturdugu genotoksik hasari
duzenleyici etkisi mikronukleus ve nuklear anomali testi ile degerlendirilmistir. Analiz sonuglari; trifluralin, treflan ve etil metan
stilfonat uygulamalarinin balik eritrositlerinde genotoksik hasari yiikselttigini gostermistir. Ancak, kimyasallarla kombine sekilde
askorbik asit uygulamasi hasarli hiicre oranini 6nemli derecede azaltmustir. Sonug olarak, askorbik asit herbisitler tarafindan
olusturulan genotoksik hasara kargt koruyucu etki gostermistir. Bu nedenle balik ciftliklerinde genotoksik hasarin

onlenmesi/azaltilmasi amaciyla yemlerde askorbik asit kullanilabilir.
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Antigenotoxic Effect of Ascorbic Acid on Genotoxic Damage in Oreochromis

niloticus Induced by Trifluralin, Treflan and Ethyl Methane Sulfonate

Abstract

In this study, possible anti-genotoxic effect of ascorbic acid (vitamin C) was investigated by micronucleus and nuclear abnormality
test in peripheral erythrocytes of a commercially important fish species, Oreochromis niloticus, (Nile Tilapia). The fish were
exposed to genotoxic concentrations of trifluralin (10 pg/L), and its commercial form, Treflan (10 pg/L, composition: trifluralin 480
g/L and commercially-confidential components) and ethyl methane sulfonate (EMS) (as a positive control, 10 mg/L) for 6 days.
Trifluralin, treflan and EMS were administered to living space (30x20x15¢cm aquarium and 10 liter tap water) of fish. Tap water as
negative control was used. Ascorbic acid (0.05 %) was injected to the fish by intracoelomic route as 0.1 ml/10 g body weight at the
1% and 3" days of exposures to trifluralin. The genotoxic effects of the herbicides and possible anti-genotoxic effect of ascorbic acid
were evaluated using the micronucleus test and nuclear abnormality. Analysis of the results showed that applied concentrations of
trifluralin, treflan and EMS increased the frequency of micronucleated cells. However, in the fish administrated ascorbic acid along
with trifluralin, treflan and EMS there was a significant decrease in percentage of micronuclei as compared to trifluralin, treflan and
EMS treated fish. In conclusion, ascorbic acid ameliorated the genotoxicity by the herbicides and therefore we may suggest the use

of this reducing agent for the prevention of genotoxicity in fish farming.
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1. Giris

Tarim alanlarinda ve iirlinlerde pestisitlerin yogun kullanimi, ¢evreye toksik maddelerin girigine
neden olabilir. Bu kimyasallar gesitli sekillerde irmaklara, géllere ve su kaynaklarina ulasabilir. Sonug
olarak sucul cevrede, insanlarda ve hayvanlarda istenmeyen etkilere neden olabilir [1]. Herbisitler gesitli
riinlerin kontroliinde kullamilan pestisit smiflarindan biridir. Trifluralin, ¢imlenme ©ncesi segici
dinitroanilin herbisittir. Bu herbisit ilk olarak Birlesmis Milletlerde 1963 yilinda kayitlara gegmistir.
Ancak gunlimiizde diinyada 130°dan fazla iriinde trifluralin bulunmaktadir. Trifluralin’in genotoksik
etkisi, farkli test sistemleri ve genetik belirtegler kullanilarak gosterilmistir [2, 3, 4]. Etil metan stlfonat
(EMS), sadece ¢esitli memeli modellerinde degil ayn1 zamanda bir kag balik tiiriinde de klastojenik,
mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etki gosterdiginden genetik aragtirmalarda pozitif kontrol olarak
yogun sekilde kullanilmaktadir [5, 6].

Cogu epidemiyolojik ve deneysel calismalar, mikronutrient bakimindan zengin besinlerle
beslenmenin kanser ve mutasyon riskini azaltabilecegini gostermistir [7, 8, 9, 10]. Vitaminler
makromolekulleri korumada mikronutrientler olarak cok dnemlidirler. En énemli mikronutrientlerden biri
askorbik asit, diger adiyla vitamin C’dir. Vitamin C birka¢ metabolik reaksiyonda ileri derecede 6neme
sahiptir [11]. Vitamin C suda ¢0ziinebilen etkili bir antioksidandir [12]. Bir ¢ok ¢aligmadan elde edilen
veriler, askorbik asitin hem in vitro hem in vivo test sistemlerinde ve farkli 6karyotik dokularda [13, 14,
15, 16], insan lenfositlerinde [17, 18, 19] ve Drosophila test sistemlerinde [20] antimutajenik oldugunu
gostermistir.

Kemikli baliklar; askorbik asit sentez yolagindaki baslatict enzim olan gulonolakton oksidazin
eksikliginden dolay1 diger omurgalilardan farkli olarak askorbik asiti sentezleyemezler [21]. Bu nedenle,
askorbik asit sucul ortamda kemikli baliklar i¢in 6nemli bir bilesendir.

Baliklarda mikronukleus ve nuklear anomali testi, sucul c¢evrede hem ksenobiyotiklerin
genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde hem de ¢esitli kimyasallarin antigenotoksik potansiyellerinin
degerlendirilmesinde yogun olarak kullanilmaktadir [22, 23, 24, 25]. Bir ka¢ antioksidanin farklt
kimyasallarin genotoksisitesini azaltip azaltmadigina dair ¢aligmalar literatiirde mevcuttur [26, 27, 28].
Fakat, trifluralin ve treflan’in Oreochromis niloticus Uzerindeki genotoksisitesi lzerine askorbik asitin
antigenotoksik etkisi heniliz ¢alisilmamustir. Bu ¢alismanin amaci Oreochromis niloticus’ta trifluralin,
treflan ve EMS’m olusturdugu genotoksisite tizerine askorbik asitin antigenotoksik etkisini

degerlendirmektir.

2. Materyal ve Metot

Deney Hayvam ve Kimyasallar

Deneylerde kullanilmak iizere Oreochromis niloticus’un saglikli bireyleri (ortalama uzunlukta 5
+ 1 cm ve ortalama agirlikta 5 = 1 g) Cukurova Universitesi (Adana, Trkiye) balik ciftliginden temin
edilmistir. Deneylerden énce 80 deney hayvam 90’ar litrelik 80x40x30cm ebatlarindaki iki akvaryuma
yerlestirilmis ve laboratuvar sartlarina ahistirilmistir (25 °C, 12/12 saat karanlik/aydinhk, 2 hafta).
Calisma sirasinda 30x20x15cm ebatlarindaki akvaryumlara 9 set kurularak deneyler gergeklestirilmistir:

negatif kontrol grubu (musluk suyu), trifluralin maruziyet grubu, treflan maruziyet grubu, EMS maruziyet
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grubu, negatif kontrol (steril su enjeksiyon) grubu, askorbik asit enjeksiyon grubu, treflan + askorbik asit
grubu, trifluralin + askorbik asit grubu ve EMS + askorbik asit enjeksiyon grubu.

Calismada aktif bilesen olarak trifluralin igeren treflan herbisiti (480g/L) ve %98 saflikta
trifluralin (CAS numaras1 1582-09-8) kullamilmustir. Trifluralin, Riedel-de Haen (Seelze, Germany)
firmasindan temin edilmistir. Trifluralin’in kimyasal formili Sekil 1°de gosterilmistir. Askorbik asit, etil
metan sulfonat ve methanol Sigma firmasindan satin alinmigtir. Askorbik asitin kimyasal yapisi Sekil

2’de gosterilmektedir.
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Sekil 1. Trifluralin’in kimyasal yapisi. Sekil 2. Askorbik asitin kimyasal yapisi.
Deney Dizayni

Baliklar; icerisinde 10 pg/L trifluralin, 10 pg/L treflan ve 10 mg/L EMS bulunan sularla
doldurulmus akvaryumlara yerlestirilmek suretiyle bu kimyasallara 6 gln slresince maruz
birakilmiglardir. Trifluralin ve treflan’in genotoksik maruziyet konsantrasyonu daha dnceki ¢aligmamizda
belirlenmistir (10 pg/L) [4]. Pozitif kontrol olarak EMS’nin 10 mg/L’lik konsantrasyonu kullanilmustir.
Negatif kontrol olarak musluk suyu kullanilmistir. Maruziyet siresi sonunda Oreochromis niloticus
eritrositlerinde meydana gelen hasar mikronukleus ve nuklear anomali testi ile degerlendirilmistir.
Askorbik asitin genotoksisiteyi indirgeyici etkisini belirlemek icin maruziyetin 1. ve 3. ginlerinde
askorbik asit enjeksiyonu gergeklestirilen ikinci bir set kurulmustur ve maruziyet sonunda eritrositlerdeki
hasarlar degerlendirilmistir. Her test grubu i¢in sekiz balik kullanilmigtir. Baliklarin kimyasallara
maruziyeti Sekil 3’te gosterildigi gibi gergeklestirilmistir.

Mikronukleus ve Nuklear Anomali Testi

Periferal kan Ornekleri baliklarin kuyruk venasindan alimmig ve temiz lamlara yayilmstir.
Kurutulan lamlar 20 dakika saf etanolde fikse edilmistir. Daha sonra lamlar hava ile kurutulmustur.
Kurutulan lamlar %5’lik Giemsa solusyonunda 20 dakika bekletilmis ve cekirdeklerin boyanmasi
saglanmigtir. Her ornekten {i¢ preparat hazirlanmis ve her preparattan 1000 eritrositte, 100X’te sayim
islemi gerceklestirilmistir. Mikronukleus ve nuklear anormali degerleri ortalama 1000 hiicre iizerinden

degerlendirilmistir.

istatistiksel Analiz
Kolmogorov-Simirnov testi ile verilerin normal dagilima uydugu tespit edildikten sonra,

farkliliklar1 ortaya c¢ikarmak igin parametrik testler kullanilmistir. Ortalama degerler arasindaki
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farkliliklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Bonferroni testleri ile karsilastirilmistir. Tiim veriler

ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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Sekil 3. Oreochromis niloticus’larin kimyasallara maruziyeti.

3. Bulgular

Askorbik asitin antigenotoksisite degerlendirme sonuglar1 Tablo 1’de gosterilmistir. Herhangi
bir kimyasala maruz birakilmamig baliklarin mikroniikleus frekansi ile kimyasala maruz birakilmamig
fakat distile su enjeksiyonu yapilmis baliklardaki mikroniikleus frekansi karsilastirildiginda onemli
(anlamli) bir farklilik tespit edilmemistir. Herhangi bir kimyasala maruz birakilmamis ve sadece askorbik
asit enjeksiyonu yapilmig baliklarin eritrositlerindeki mikronukleus sayisinin kimyasala maruz
birakilmamis (su negatif kontrol) baliklardaki mikronukleus sayisindan daha az oldugu gézlemlenmistir.
Trifluralin, treflan ve EMS’ye maruziyetin 1. ve 3.’0ncl giinlerinde askorbik asit enjeksiyonu yapilan
baliklarin mikroniikleus frekansinda, maruziyet esnasinda askorbik asit enjeksiyonu yapilmamis
baliklarin mikroniikleus frekansina gdre 6nemli derecede azalma meydana geldigi gézlemlenmistir.

Askorbik asit enjeksiyonu gergeklestirilen Oreochromis niloticus eritrositlerindeki ntiklear
anomaliler, negatif kontrol grubundan elde edilen niiklear anomaliler (BN: Biniikleus, LN: Loblu niikleus,
TN: Tomurcuklu niikleus, CN: Centikli nukleus) ile karsilastirildiginda sadece binukleus (P< 0.05) ve
loblu nukleus (P < 0.01) frekansinda énemli azalma meydana gelmistir.

Pozitif kontrol olarak uygulanan etil metan siilfonat tek basina gii¢lii bir genotoksik ajan olarak

etki gostermesine ragmen, askorbik asit ile kombine bir sekilde uygulandiginda mikronukleus sikliginda
%57,89 oraninda azalma meydana gelmistir. Askorbik asitin etkisiyle mikronukleus siklig1 %019,33’den
%08,66’ya diismiistiir (P < 0.001).

10 pg/L’lik trifluralin dozuna maruziyet sonrasinda Oreochromis niloticus eritrositlerindeki

mikronukleus frekansi artmistir ve kullamilan trifluralin dozu genotoksik bulunmustur. Fakat, askorbik

asit ve ftrifluralin birlikte maruz birakilan baliklarin eritrositlerindeki mikronukleus frekans: ve nuklear
anomali degerleri negatif kontrole yakin ¢ikmustir. Askorbik asit mikronukleus oramni %o07,66’ya

diigtirmiistiir.
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Oreochromis niloticus eritrositlerindeki mikronukleus sikligi trifluralin’in ticari formu olan
treflan maruziyeti sonucunda da kontrol grubuyla karsilastirildiginda 6nemli oranda yiikselmistir. Bu
durumun aksine, treflan askorbik asitle birlikte uygulandiginda mikronukleus frekansinda azalma

meydana gelmigtir ve genotoksisite orami negatif kontrole yakin bulunmustur. Askorbik asit

genotoksisiteyi %08,37’ye diisiirmiistiir. Askorbik asitle birlikte gerceklestirilen maruziyetlerde elde

edilen sonuglar; askorbik asitin Oreochromis niloticus eritrostlerinde genotoksik etki gosteren trifluralin,
treflan ve etil metan siilfonat’in olusturdugu genotoksik etkiyi azalttifini gostermistir. Sekil 4’te
maruziyet sonrast Oreochromis niloticus eritrositlerinde olusan mikronukleus ve niiklear anomali

gorintileri verilmistir.

Tablo 1. Oreochromis niloticus 6rneklerinde askorbik asit (AA), trifluralin, treflan ve EMS uygulamalariyla olusan mikroniikleus
ve niikleus diizensizlik frekanslari.

Niikleus Diizensizlik Frekanslari (%o)

Mikronukleus

Deney Gruplart Frekanslari (%) BN LN TN CN

Su (Negatif Kontrol) 3.23+0.72 3.80+1.12 1.40+0.13 0.260.11 1.60+0.16

Su Enjekte 3.33+0.35 2.16+0.27 0.87+0.22 0.50+0.12 1.45+0.24

AA Enjekte 2.54+0.37 0.20+0.24° 0.79+0.242 0.66+0.10 1.16+0.17
EMS 19.33+1.90 10.20+1.78 10.60+1.76 2.66+0.30 26.26+1.33
EMS+AA 8.66+0.98*** 1.00+0.28*** 2.04+0.46*** 1.60+0.25*** 14.37+1.05***
Trifluralin 24.00+3.36 5.93+1.24 9.80+1.88 3.40+0.51 32.60+1.82
Trifluralin + AA 7.66+1.23*** 1.16+0.38** 2.66+0.36** 1.05+0.14** 15.75+1.36***
Treflan 13.93+1.39 7.80+2.01 5.06+0.68 2.20+0.87 22.06+1.45
Treflan + AA 8.37+0.80** 1.04+0.22** 1.25+0.24** 1.74+0.15* 18.54+1.21*

(*,**,*** ; Deney ve Enjeksiyon grubu farklari, 2> ; AA enjeksiyon grup ile Su (Negatif kontrol) farklari
*P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, » P<0.05, ® P<0.01
BN: Bintkleus, LN: Loblu niikleus, TN: Tomurcuklu nikleus, CN: Centikli niikleus)

4, Tartisma ve Sonug

Ksenobiyotikler ve gevresel kirleticiler gibi bir¢ok kirletici gevrede bulunmaktadir. Pestisitler en
onemli ksenobiyotiklerden biridir. Tiim canlilarin ¢evresel kontaminasyonlar nedeniyle pestisitlere
maruziyeti kaginilmazdir. Pestisit maruziyeti embriyotoksisite, genotoksisite, teratojenite ve doku
hasarma neden olabilir [1, 29, 30, 31, 32, 33]. Canlilarda bu etkilerin ortaya ¢ikmasinda pestisitlerin
uirettigi reaktif oksijen tiirlerinin etkili oldugu diistiniilmektedir. Caligmalar reaktif oksijen tiirlerinin hem
endojen hem de eksojen uyaricilar sonucu {retildigini gostermektedir [34]. Gugli deliller,
antioksidanlarin reaktif oksijen tiirleri tarafindan tiretilen DNA hasarlarin1 azaltabilecegini gostermistir
[34, 35, 36].

Askorbik asit veya diger adiyla vitamin C hem in vivo hem de in vitro sistemlerde antigenotoksik
ozelligi yaygin olarak ¢aligilan antioksidanlardan biridir [37, 38, 39, 40]. Son yillarda gergeklestirilen
cesitli caligmalarda askorbik asitin antigenotoksik 6zelligi degerlendirilmistir. Longchar ve Prasad [41],
tiimor tagiyan farelerde cisplatinin neden oldugu hematotoksisiteyi azaltmak i¢in ¢alismalarinda askorbik

asiti kullanmuslardir. Cisplatin uygulamasinin tek basma kan hiicrelerinin sayisinda azalma ve
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morfolojisinde degisikliklere neden oldugunu, askorbik asitle kombine sekilde kullanildiginda ise kan
hiicre sayisinda artma ve morfolojideki degisikliklerin diizelmesine neden oldugunu gézlemlemislerdir.
Premkumar ve Bowlus [13], askorbik asitin farelerde in vivo demir genotoksisitesini engelledigini
gostermislerdir. Ek olarak, Ahmad ve ark., [17] insan lenfosit kiiltiiriinde hidrokortizonun neden oldugu
genotoksisite zerine karotenoid, kurkumin, askorbik asit ve flavonoid’in antigenotoksik etkisini
kromozomal aberasyon, kardes kromatit degisimi tekniklerini kullanarak calismislardir. Arastirma
sonuglari, askorbik asit ve kurkuminin yiiksek derecede antigenotoksik &zellige sahip oldugunu
gostermistir. Diger yandan Surjyo ve Anisur [42] ¢alismalarinda %1°lik askorbik asitin farelerde p-DAB
ve PB gibi tumorojenik ve klastojeniklere karsi koruyucu etkisini degerlendirmislerdir. Askorbik asitin
antigenotoksik oOzellige sahip olduguna dair benzer sonuglar Kaya ve ark., [43] tarafindan da
bulunmustur.

Antioksidanlar kimyasallar tarafindan neden olunan mutasyonlari farkli sekillerde azaltabilirler.
Bunlardan ilki; elektrofilik mutajenler igin DNA iizerindeki niikleofilik alanlara baglanmadir. Ikincisi
oksidasyon proseslerini bloklayarak promutajen biyoaktivasyonunun inhibisyonudur. Son olarak ise
promutajenin elektrofilik metabolitleri ile reaksiyon sonucu mutasyonlar azaltabilirler [44]. Kaya ve ark.,

[10] ¢aligmalarinda askorbik asitin koruyucu etkisini ilk mekanizmaya gore gosterdigini belirtmiglerdir.

Tomurcuklu

MNukleus

Binukleus ve
Mikronukleus

Centikli
Mukleus

h L e . }

Sekil 4. Trifluralin’e maruz birakilan Oreochromis niloticus érneklerinde mikronukleus ve niikleus dizensizlikleri.

Baliklar askorbik asit sentezleyemez ve sonug olarak askorbik asit balik besinlerinin 6nemli
bilesenlerinden biridir [45]. Fakat baliklarda antigenotoksisite ¢aligmasi sinirli sayidadir. Guha ve ark.,
[46] vitamin C ve B-karotenin antigenotoksik etkisini mikronukleus testi, kromozom aberasyon testi,
nukleus anomalisi ve sperm bag anomalisi testini kullanarak endemik balik Anabas testudineus’ta
caligmuglardir. EK olarak, Guha ve Khuda-Bukhsh [6] Oreochromis mossambicus’da EMS’nin genotoksik
potansiyelini gostermis ve askorbik asitin genotoksik hasar1 diizenleyici etkisini kromozom aberasyon

testi, niiklear anomali testi ve ¢esitli dokularin protein sentezindeki degisikliklere gore
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degerlendirmislerdir. Benzer ¢aligmalar Jiraungkoorskul ve ark., tarafindan da gergeklestirilmistir [47].
Kumar bir ¢aligmasinda kadmiyumun neden oldugu oksidatif stresin azaltilmasinda askorbik asit
maruziyetinin diizenleyici etkisini gostermistir [25]. Bu ¢aligmada ticari dneme sahip balik tiirii olan,
Oreochromis niloticus’da askorbik asitin antigenotoksik potansiyeli belirlenmistir. Ayrica, Oreochromis
niloticus’un benzer antigenotoksisite ¢aligmalarinda model organizma olarak kullanilabilecegi de tespit
edilmistir.

Antigenotoksisite degerlendirmeleri i¢in genis kullanim alanina sahip bir herbisit trifluralin ve
onun ticari formu treflan ile birlikte genotoksik oldugu iyi bilinen EMS kullanilmigtir. Akut genotoksisite
verileri teknik trifluralinin Oreochromis niloticus eritrositlerinde daha genotoksik oldugunu gostermistir.
Trifluralin, Cevre Koruma Ajansi (Environmental Protection Agency; EPA) tarafindan muhtemel insan
karsinojeni (Grup C) olarak smiflandirilmistir. Ayrica; trifluralin, treflan ve EMS’nin genotoksik etkileri
daha 6nce gergeklestirdigimiz ¢alismada degerlendirilmistir [4].

Vitaminlerin antigenotoksisitesi ile ilgili arastirmalar vardir ancak baliklarda antigenotoksisite
calismasit siirlidir. Calismamizda askorbik asitin antigenotoksik olup olmadigi degerlendirilmistir.
Sonuclar, askorbik asitin trifluralinin, treflan ve EMS’nin genotoksik etkisini sirasiyla %70,83, %42,85
ve %57,89 azalttigimi gostermistir. Askorbik asit baliklar igin 6nemli bir bilesendir ve baliklar giinlik
beslenmede almak zorundadir. Sonug¢ olarak askorbik asit, toksik kimyasallarin genotoksik etkisini

azaltma yetenegine sahiptir.
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