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OZET : Mikotoksinler dogada birgok bitki tiiriinde ve toprakta gelisebilen, genis bir yayilim alanima sahip toksigenik mantar tiirleri
tarafindan iretilen toksik maddelerdir. Zeralenon (ZEN) Fusarium roseum ve Fusarium moniliforme gibi mantar tirlerinin dogal
olarak irettikleri bir mikotoksindir. ZEN ozellikle ekmek yapiminda kullanilan arpa, yulaf, bugday, piring gibi diinyanin pek ¢ok
yerinde yetisen tahillarda bulunan 1siya dayanikli bir mikotoksin ¢esididir. Bu ¢alismada, kronik olarak uygulanan ZEN’in ergin
Drosophila melanogaster’in omiir uzunlugu tizerine etkisi arastirilmistir. Dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢ozilerek farkli
konsantrasyonlarda (0.4, 0.7, 1.3, 2.0 ve 3.0uM) hazirlanan ZEN’in etkisi, olusturulan kontrol, kontrol+DMSO ve uygulama
gruplari ile D. melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlarinda ayrt ayri galisilmistir. Kontrol grubunda maksimum omiir uzunlugu
disilerde 76, erkeklerde 74 giin olarak tespit edilirken, ZEN uygulama gruplarinda en yiikksek Omiir uzunlugu disi ve erkek
bireylerde sirasiyla 68 ve 66 giin olarak belirlenmistir. Disi ve erkek popiilasyonlarinda ZEN konsantrasyonunun artisina bagl
olarak ortalama Omiir uzunlugunun kontrol grubuna gore kisaldigi ve artan ZEN konsantrasyonu ile uygulama gruplarina ait
maksimum dmiir uzunlugu arasinda negatif iligki (9 Q igin R=0.432 ve J'J igin R=0.396) oldugu tespit edilmistir (P<0.05).

Anahtar kelimeler: Zeralenon, Drosophila melanogaster, Omiir uzunlugu

Induced Toxicity with Intake Chronic Zearalenone on the Life Span of Adult Drosophila

ABSTRACT : Mycotoxins are toxic substances that are produced by fungal species. These fungi can be found in a wide variety of
plants and soil types. Toxigenic fungi are thought to be ubiquitous in the environment. Zearalenone (ZEN) is mycotoxin, naturally
produced by the fungus Fusarium roseum and by some isolates of Fusarium moniliforme. ZEN is heat-stable and is found
worldwide in a number of cereal crops, such as maize, barley, oats, wheat, rice, and sorghum and also in bread. In this study, the
effects of chronically ZEN on the longevity of adult Drosophila melanogaster were investigated. ZEN was dissolved dimethyl
sulfoxide (DMSO). The effects of different concentrations of ZEN (0.4, 0.7, 1.3, 2.0 and 3.0uM), control and control+DMSO
groups were separately administered one by one to female and male populations of D. melanogaster. In the control group, the
maximum life span was determined to be 76 days for @@, 74 days for & 3. The maximum life span for application groups among
the adult populations of D. melanogaster subjected to ZEN were observed to be 68-66 days for Q@ and for &' J respectively. It was
determined that the mean life span of the female and male D. melanogaster populations decreased with increasing concentrations of
ZEN in comparison to the control. These values indicate a negative correlation (R=0.432 for @ Q and R=0.396 for &) between the
maximum life span of the application groups and changing ZEN concentrations (P<0.05).
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GIRIS

Mikotoksinler, iiretimi ve depolanmasi uygun
sartlarda yapilamayan yem, yem hammaddeleri ve
besinlerde kontaminasyona sebep olan mantarlar
tarafindan salgilanan sekonder toksik metabolitlerdir
(Diaz, 2006; Krska vd., 2008). Fusarium, Penicillium
ve Aspergillus cinslerine ait ¢esitli tiirler, mikotoksin
iireten mantarlardan en 6nemlileridir (Scudamore ve
Livesey, 1998). Bu mantarlar  aflatoksin,
diasetoksisirpenol, T-2 toksini ve zeralenon (ZEN)
gibi bir¢ok mikotoksini {iretebilmektedirler.

Bu mikotoksinlerden birisi olan ZEN, diinyanin
her iklim bolgesinde bulunabilen ve bir ¢esit kiif
mantari olan Fusarium’un metabolitidir.
Fermentasyon 0Ostrojenik madde (FES) veya F-2
toksini olarak da isimlendirilmektedir. Bu kiif
metaboliti direk bir toksin olmaktan ¢ok hormon
benzeri kimyasal yap1 gosterir. ZEN funguslar
tarafindan tiretildigi bilinen bitkisel dstrojen olup, bu
ozelligi ile ticari bir éneme sahiptir (Janssen vd.,
1997). Ozellikle misir ve domates gibi pek cok
bitkide cesitli hastaliklar yapabilmektedir (Kuiper-

Goodman vd., 1987). Ayrica tahillarin, yem ve yem
hammaddelerinin 24-27°C’de ve rutubetli ortamlarda
depolanmasi ZEN sentezini tesvik etmektedir. ZEN
son derece dayanikli bir mikotoksindir; 1sitma ve
diger islemlerden fazla etkilenmemektedir (Kaya vd.,
1998). Nem oraninin yiiksek oldugu mevsimlerde
yetistirilen ve hasat edilen tarim {irtinleri ile silajlarda
siklikla rastlanilmaktadir (Kalkan ve Filya, 2005).
Silaj yapimi diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de
hayvan besleme alaninda en &nemli depolama
yontemlerinden birisidir. Usuliine uygun olarak
yapilmayan silajlar, mikotoksin iireten mantarlar i¢in
uygun bir {ireme ortami olusturabilmektedir (Aydin
ve Oguz, 2012). Bu yiizden muhtemel etkilerinin
bilinmesi bu gidalarla beslenen insan ve hayvan
saglig1 acisindan bilyiik 6nem tasimaktadir.

ZEN, kifli yemlerde mevcut ise bu yemle
beslenen hayvanlarda bir seri Ostrojenik hastaliklar
goriilmektedir. Bitkisel Ostrojenler yapisal olarak
hayvansal Ostrojenlere benzerlik gosteren
bilesiklerdir (Dixon, 2004). Diisiikk diizeylerde bile


mailto:hauysal@atauni.edu.tr

Ergin Drosophila’nin Omiir Uzunlugunda Kronik Zeralenon Alimia Bagl Olarak Toksisitenin Uyarilmast

ZEN ihtiva eden musir hormon diizeyini bozarak,
insan ve hayvanlarin {ireme sistemleri {iizerinde
tahribat yapmaktadir (Ergiin, 1992). Koch (1981)’a
gore kuvvetli dstrojenik etkili olan ZEN, fare, sican,
hamster ve gine domuzlar1 gibi ¢esitli hayvanlarin
ireme sistemlerinde dejenerasyonlara yol
agmaktadir. ZEN ile muamele edilmis farelerin
ozellikle uterus ve testislerdeki intersititial hiicreler
ve ovaryum folikiillerinde ZEN’nin kuvvetli yayilim
gosterdigi bulunmus ve hatta ZEN’e adipoz dokuda
da rastlanmistir (Diaz, 2006). Askin vd. (2008)
tarafindan yapilan bir c¢alisjmada, kronik ZEN
uygulamasina maruz birakilan D. melanogaster’in
ergin bireylerine ait yavrularin (F; nesline ait) gelisim
evreleri, kontrole gére oldukca gecikmistir. Larval ve
pupal evrelerde gozlenen gecikme nedeniyle
uygulama gruplarinda yeni yavru birey elde
edilememistir. Yine Drosophila’da 6nemli bir
mikotoksin olan aflatoksin (Uysal ve Sisman, 2002;
2003) ve ZEN gibi bir ¢esit fitodstrojen olan
genistein uygulamasi ile doz artisina bagl olarak
cesitli gelisimsel diizensizlikler ile genotoksik etki de
gozlenmistir (Askin vd., 2010).

Drosophila, hayat devrinin kisaligi, kisa siirede
yiizlerce yavru birey verebilmesi ve cesitli
varyasyonlarin  kolaylikla  go6zlenebilmesi  gibi
ozellikleriyle genetik arastirmalarda uzun yillardir
kullanilan ~ model  organizmalardan  birisidir.
Okaryotik canlilar ile genel hiicre metabolizmasinin
ayn1 olmasi bu tiirlin yaygin bir sekilde genetik
caligsmalarda kullanilmasini saglamigtir (Cakir ve
Sarikaya, 2004). Son yillarda Drosophila’ya ait
genom sekansi elde edilmis ve insanlarda goriilen
hastaliklara neden olan %60’tan fazla genin
Drosophila genomunda bulunmasi bu tiire model bir
organizma Ozelligi kazandirmigtir. (Bernards ve
Hariharan, 2001). Calismamizda biyolojisi ¢ok iyi
bilinen ve kontrollii ¢aprazlama imkani saglayan D.
melanogaster’in ergin bireylerinin 6miir uzunlugu
iizerine farkli dozlarda ZEN’in etkileri aragtirilmigtir,

MATERYAL VE METOD

Kullanilan organizma

Deneylerimizin tiimiinde kullanilan Drosophila
melanogaster ~ Oregon R soyu  (Diptera:
Drosophilidae) normal, yuvarlak-kirmizi gozli ve
herhangi bir mutant karakter tagimayan yabanil tip
(wt= wild type) soydur. Bu soy, Atatiirk
Universitesi, Fen- Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii Genetik Aragtirma Laboratuari’nda 1988
yilindan bu yana kendilestirilmis ve genetik olarak
ileri derecede homojen bir laboratuar stogudur.

Drosophila stoklar1 ve deney kosullari

Drosophila stok kiiltiirleri, %40-60 bagil nem,
25+1°C sicaklik ile stirekli karanlik kosullar tagtyan
1sitmali-sogutmali sicaklik kabinlerinde, toz seker,

bira mayasi, agar, misir unu ve kontaminasyonu
onlemek icin propiyonik asit iceren Standart
Drosophila Besiyeri (SDB) bulunan siselerde
yasatilmaktadir (Uysal vd., 2006). Kiiltiir siseleri
250ml’lik siit siseleri olup, dip kismindan 2-3cm
yiikseklige kadar besin maddesi igermektedir.
Stoklarin yenilenmesi i¢in her 15 giinde bir taze
hazirlanmig besi yeri igeren kiiltiir siselerine 599X
583 birey konularak onlar arasinda caprazlama
yapilmis ve yavru bireyler elde edilmistir. Stok
kiiltiirlere ve deney gruplarmna ait sinekler yalnizca
besi yerlerinin yenilenmesi sirasinda 1siklt ortama
cikarilmugtir.

Omiir uzunlugu deneyleri

ZEN’in Oomiir uzunlugu {izerine etkisi disi ve
erkek popiilasyonlarinda ayr1 ayr1 calisiimistir. Bu
amacgla on stoklar olusturulmus ve caprazlamanin
yapildigr tarihten itibaren pupanin goriildigii giin
ebeveynler ortamdan uzaklagtirilmistir. Pupadan
cikan aynmi yash (1-3 giinlik) ¢iftlesmemis 9% ve
33 sinekler, hem kontrol hem de deney grubu igin
100’er birey olmak iizere toplanmis ve iki ayr1 deney
seti hazirlanmistir. Bunlar yalnizca SDB ile beslenen
kontrol ve kontrol+DMSO grubu ile yapilan &n
denemeler sonucu belirlenen 0.4, 0.7, 1.3, 2.0 ve
3.0uM konsantrasyonlarda ZEN iceren uygulama
gruplaridir. Deneylerimiz her iki deney seti i¢in es
zamanli baslatilmistir. Bu amagla, dnce kontrol ve
deney gruplarina ait tiim ergin sinekler kiiltiir siseleri
iginde 2 saat ag¢ birakilmistr. Daha sonra
kontrol+DMSO grubuna ait bireyler, ZEN igin
¢oziicli olarak kullanilan %1’lik DMSO emdirilmis
disklerin bulundugu kiiltiir siselerine alinmig ve 2
saat bu ortamda DMSO ile muamele edilmislerdir.
Uygulama gruplarinda ise dnce ag¢ birakilan bireyler,
ayri  ayr1  kiltir  siseleri  icinde  farklh
konsantrasyonlarda ZEN’e maruz birakilmigtir. Her
gruba ait 99 ve &3 bireyler, sayimlarin kolay
yapilabilmesi i¢in, dort ayr1 gruba ayrilmis ve kiiltiir
siselerine 25’er birey olacak sekilde konulmustur.
Deney gruplarinda ZEN uygulamasi kronik olarak
gerceklestirilmistir.

Deney ve kontrol grubuna ait tiim kiiltiir siseleri
ayni  sartlarda uygun sicaklik  kabinlerinde
tutulmustur. Deney siiresince besinler haftada iki kez
tazelenmistir (Pazartesi-Persembe giinleri). Birey
sayilar1 her uygulama giinii baglangicinda ve sonunda
kontrol edilmis ve dOlen bireyler kaydedilerek
ortamdan uzaklastirilmistir. Her bir deney ve kontrol
grubunda en son birey Olene kadar uygulamaya
devam edilmistir.

Istatistiksel yontemler

Omiir uzunlugu deneylerinden elde edilen
verilerle ilgili istatistiksel analizler SPSS 13.0
programi ile yapilmistir. Kontrol ve uygulama



gruplarinin émiir uzunlugu ortalamalar: istatistiksel
olarak %5 diizeyinde Duncan testiyle
karsilastinilmigtir.  Disi  ve  erkek  bireylerin
karsilastirilmasi igin de bagimsiz gruplara istatistiksel
olarak %5 diizeyinde X testi uygulanmistir.

BULGULAR

Yaptigimiz  ¢aligmalar sonucunda ZEN’in
D.melanogaster’in 99 ve 33 popiilasyonlarina ait
kontrol ve uygulama gruplarinda maksimum Omiir

H. Kizilet, H.Uysal

uzunluklar1 ile ortalama Omiir uzunluklar1 iizerine
etkileri Cizelge 1’de ozetlenmistir. Cizelge 1°de de
goriildigi gibi Y9 popiilasyonunda yalnizca SDB
iceren kontrol (1) ve SDB+DMSO (2) kontrol
gruplarinda maksimum 6miir uzunlugu 76 ve 74 giin;
43 popiilasyonunda ise bu degerler her iki grup
icinde 74 giin olarak gozlenmistir. Bu sonuglara gore
SDB ve SDB+DMSO kontrol gruplar1 arasinda
istatistiki olarak P>0.05 diizeyinde herhangi bir
farklilik yoktur.

Cizelge 1. ZEN uygulanmis D. melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlarinda maksimum ve ortalama 6miir
uzunlugunun karsilastiriimasi

ZERALENON
?e dd
Deney Gruplar Gruplar
gruprllz:rl ve Ortalama ;1:;:;11 Ortalama ;1:;:;11
grup Birey | Maks. Omiir Standart . Birey | Maks. omiir Standart .
numaralar N . kontrolii N o kontrolii
sayis1 | Omiir | uzunluguz sapma sayist | Oomiir | uzunlugu + sapma
SH (sadece SH (sadece
onemsiz onemsiz
farklar) farklar)
K"(‘it)”’l 100 | 76 | 5752154 | 1537 100 | 74 | 57.28+152 | 1520
Dlgo 100 | 74 | 57.08£1.50 | 15.04 100 | 74 | 57.12£1.50 | 15.03
0.4uM 1-2% 1-2*
'(;) 100 68 51.12+0.96 9.65 4'5* 100 66 46.96+1.20 12.01 4-5%
0.7uM 4-6* i
'(f’) 100 62 43.60+1.32 13.19 5.6% 100 62 38.10+1.62 16.15 g'g*
5-7% )
1'?;M 100 60 42.56+1.42 14.24 6-7% 100 60 41.56+1.33 13.35 2';:
2'?£)M 100 58 39.52+1.28 12.81 100 60 41.44+1.49 14.92
3'?%M 100 56 41.84+1.22 12.23 100 54 40.424+0.99 9.90

Maks.: Maksimum, S.H.: Standart Hata, *:Gruplar arasindaki fark P>0.05 diizeyinde onemsizdir.

Oysa ZEN igeren uygulama gruplarma ait 99 ve JJ popiilasyonlarinda artan doza bagl olarak maksimum
Oomiir uzunluklart kisalmistir. Cizelge 1’de uygulama grubu sonuglarina bakildigi zaman Q9 popiilasyonu igin
0.4pM (3) uygulama grubunda en son bireyin 68 giin yasadigi, 2.0uM (6) ve 3.0uM (7) uygulama gruplarinda
ise bu siirenin sirasiyla 58-56 giin oldugu tespit edilmistir. &3 popiilasyonunda ise maksimum dmiir uzunlugu
en diisiik dozda (0.4pM) 66 giin iken en yiliksek dozda (3.0uM) yalnizca 54 giindiir. Maksimum 6miir uzunlugu
bakimimdan kontrol ve uygulama gruplar1 arasindaki fark istatistiki olarak P<0.05 diizeyinde 6nemlidir. Sekil
1’de 99 ve &3 bireylerin maksimum dmiir uzunluklari i¢in elde edilen veriler ile ¢izilmis olan émiir egrileri yer
almaktadir. Sekil 1’de hem 99 popiilasyonlart hem de d'J popiilasyonlari i¢in artan ZEN konsantrasyonuna
bagli olarak Omiir uzunlugundaki azalma oldukga belirgin bir sekilde goriilmektedir. Gozlenen bu negatif
korelasyona ait R degerleri de hesaplanmigtir. Bu deger 99 igin R=0.432 ve 3J igin R=0.396 olarak
bulunmustur.
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Sekil 1. ZEN uygulanmis Drosophila melanogaster’in @ Q ve & bireylerine ait dmiir egrileri.

Yine elde edilen sonuglara goére 29 ve JJ
popiilasyonlar1 i¢in ortalama Omiir uzunluklart da
belirlenmigtir. Bu degerler 9% popiilasyonu igin
kontrol (1) ve DMSO kontrol grubunda (2)
57.52+1.54 ve 57.08+1.50 olarak belirlenmistir.
Uygulama gruplarinda ise (0.4uM-3.0uM) ortalama
Omiir uzunluklart 51.12+0.96’dan 41.84+1.22°ye
gerilemistir. 33 popiilasyonu i¢in de kontrol (1) ve
DMSO kontrol grubunda (2) bu degerlerin
57.28+1.52 ve 57.12+1.50 oldugu gozlenirken yine
uygulama gruplarinda (0.4uM-3.0uM) ortalama
Omiir uzunluklar1 46.96+1.20°den 40.42+0.99’a kadar
diismiistiir.

TARTISMA

Drosophila’da omiir uzunlugu, farkl tiirlerde,
aym tiirin farkli eseylerinde ve mutantlar arasinda
farklilik  gosterdigi gibi ayn1 genotipe sahip
popiilasyonlar farkli gevresel kosullarda farkli 6miir
uzunluklarina sahip olabilirler (Unlii ve Bozcuk,
1979). Calismada besi yerine kronik olarak eklenen
ZEN disinda tim etmenler sabit tutulmustur. Bu
durumda gruplar arasindaki ortalama  Omiir
uzunlugunda goézlenen farkliligm yalnizca ZEN’den
kaynaklandig1 sOylenebilir. Yapilan omiir uzunlugu
calismasindan elde edilen bulgulara gore; besi yerine
eklenen ZEN en diisiik uygulama grubu olan 0.4uM
diizeyinde bile disi ve erkek popiilasyonlarinda
kontrol grubuna goére maksimum ve ortalama hayatta

kalis siirelerini diigiirmiistiir. Bu durum istatistiksel
olarak P<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Janssen vd. (1997) tarafindan domuzlarda
yapilan c¢alismada 1-5ppm ZEN uygulamasi ile
fizyolojik hasarlar meydana geldigi bildirilmistir.
Kuvvetli ostrojenik etkili olan ZEN, fareler, siganlar,
hamsterlar ve gine domuzlar1 gibi ¢esitli hayvanlarin
ireme sistemlerinde dejenerasyonlara yol agmaktadir
(Koch, 1981). Ostrojen benzeri anabolik etkiye sahip
olan ZEN, siit sigirlar, tavuk ve hindilerde infertilite,
fetal absorbsiyon ve abortusa (diisiik) sebep
olmaktadir (Fink-Gremmels, 1999). ZEN bir 6strojen
agonisti gibi davranarak 17-B Ostradiol ile Ostrojen
reseptorlerine baglanmak iizere yarisir, zayif mitojen
(mitoz  bolinmeyi tetikleyen) maddeler gibi
davranarak meme ve uterus kanserine de yol acar.
Farelerde yapilan bir ¢aligmada 10ppm zearalenon
verildigi zaman &zellikle meme kanseri, kanatlilarda
ise ovaryum ve testis agirliginda artig, ovidukt kisti
olusumu, yiksek dozlarda ise fertilite ve
spermatogeneziste azalma gozlenmistir (Fink-
Gremmels, 1999). Yapilan bir baska calismada da
ZEN’in Chinese hamster V79 hiicrelerinde (Thust
vd., 1983) ve sigir lenfositleri ile oositlerinde kardes
kromatit degismelerini uyardigi gozlenmistir (Lioi

vd., 2004). Bhatnagar vd. (2002)’e gore
mikotoksinler, hayvanlarda akut toksik, mutajenik,
teratojenik  veya karsinojenik  etkilere neden

olabilmektedir. Genellikle mikotoksinler herhangi bir
organ veya dokuya has oOzellikte olmayip bircok



degisik sistem, organ ve dokuda hasara neden
olabilmektedir (Brase wvd., 2009). Yapilan bu
calisgmada, ZEN miktarma bagli olarak Omiir
uzunlugunun kisalmasinin  nedeni c¢oklu organ
toksisitesi olabilir. ZEN ile yapilan daha onceki
calismalarda da gosterildigi gibi kronik alim
toksisiteyi  arttirmaktadir ve bu  g¢aligmalar
bulgularimiz1 destekler niteliktedir.

Mikotoksinlerin cinslerine gore akut kronik
toksisite sendromlar1 degisken olup tremorjenik,
hemoraljik ve dermatitik olabilmektedir. Ayrica
hepatotoksik, norotoksik, nefrotoksik etkilere sebep
olup karaciger, sinir sistemi ve bobrek dokularinda
¢ok onemli hasarlar yapabilirler. Tiim mikotoksinler
gibi ZEN’de DNA, RNA ve protein gibi hiicresel
makromolekiillere afinite gdsterir ve onlarm
sentezlerini inhibe ederek metabolizmada protein
sentezi ve bilyiime lizerinde ket vurucu olarak etki
yapar (Rheeder vd., 1994). Makromolekiillerin bu
inhibisyonundan sitokrom p-450 ve aril hidrokarbon
hidroksilaz gibi enzimlerin etkisi sonucu ortaya ¢gikan
metabolitlerin ~ sorumlu  oldugu bildirilmektedir
(Cavin vd., 1998).

Cavin vd. (1998)’e gore, bitkisel Ostrojenlere ait
sekonder metabolitler, lizozomal enzimleri inhibe
ederek kromozom kiriklarina sebep olurken,
topoizomeraz Il  enziminin  aktivitesini  de
engelleyerek DNA tamir mekanizmasini bozmakta ve
kromozomal hatalar1 artirmaktadir.

Calismadan elde edilen bulgular, ¢ok diisiik
dozlarda bile ZEN kontaminasyonuna bagli olarak
sadece yiiksek yapili canlilarm degil omurgasiz
hayvanlarinda etkilenebilecegini, onlarm  Omiir
uzunluklarmi etkileyerek tiim canlilik faaliyetlerini,
gelisimsel oOzeliklerini ve fekunditeyi (yumurta
verimi) diisiirerek o tiire ait popiilasyon yogunlugunu
kisitlayier bir faktor olabilecegini gostermektedir.
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