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Ozet

Pestisitler tarim sektdriinde Urlnlerin verimini, kalitesini artirmak ve Urlin depolanmasi igin yaygin
olarak kullaniimaktadir. Ancak pestisitler hedef olmayan organizmalara zarar vermeleri, pestisit
direncine sebep olmalari, bazilarinin  damutajen ve karsinojen olmasindan dolayr endise
yaratmaktadirlar. Bu galismada tarimda yaygin olarak kullanilan piretroid grubu bir insektisit olan
Siperkor’'un mutajenitesi Ames testi ile degerlendirilmistir. Ames testinde Siperkor’un 5 farkl dozu (250,
Ames Test; Mutajenite; 55 55 0.25 0.025 pg/plak) TA98 veTA100 suslari kullanilarak hem S9 karaciger enzimi fraksiyonu
Siperkor; Pestisit varliginda hem de yoklugunda test edilmistir. Her test susu icin deney sirasinda susa 6zel bir pozitif
kontrol kullanilmistir. TA98 susu S9’lu deney igin 2-aminofluorene (AF), S9’suz deney igin 4-nitro-o-
phenylenediamine(NPD) kullanilirken, TA100 susu igin S9’lu deneyde 2-aminoanthracene (2AA), S9’suz
deney icin ise sodyum azide (SA)pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Ames testi sonuglarina gore
Siperkor pestisiti sadece TA98 susunda 250 pg/plak konsantrasyonunda hem S9 fraksiyonu varliginda

hem de yoklugunda mutajenik aktivite gdstermistir.

Anahtar kelimeler

Evaluation of Siperkor Pesticide Mutagenicity with Ames Test

Abstract

Pesticides are widely used in agriculture to improve the efficiency and quality of products and food
storage. However there is a big concern about their usage because some of them are mutagens and/or
carcinogens, harm non-target organisms or cause pest resistance. In this study Siperkor insectide-

Keywords pyretroid group- which is widely used in agriculture was determined for mutagenicity by using Ames
Ames test. Five different concentrations (250, 25, 2.5, 0.25, 0.025 ug/plate), of Siperkor pesticide was tested
Test;Mutagenicity; by Ames test on TA98 and TA100 strains with and without S9 metabolic activation. For each tester

strain, a specific positive control was always used to test the experimental flaws, if any. While 4-nitro-o-
phenylenediamine (NPD) for TA98, sodium azide (SA) for TA100, was used as positive controls without
metabolic activation, 2-aminofluorene (AF), 2-aminoanthracene(2AA) was used as positive controls with
metabolic activation, respectively. The positive controls also were used in each tester strains. According
to Ames test results, only 250 pg/plate, concentration of Siperkor pesticide has shown mutagenic
activity on TA98 strain with and without S9 fraction.

Siperkor;Pesticide
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1. Giris amacina uygun olarak dikkatli ve uygun dozlarda
kullanildiklarinda  oldukga vyararlidirlar.  Fakat
Son vyillarda cevresel kirlilik orani teknolojinin gelisiglizel ve yliksek dozlarda kullanimi hem insan
gelisimi ile birlikte artis gostermistir.Artan kirlilik sagligina zarar verebilir, hem de ¢evre kirliligini
orani ile birlikte bu ortamlarda yasayan tim arttirarak  diger canllari  olumsuz  yonde
organizmalar bu durumdan olumsuz etkileyebilir (Kocaman, 2007).
etkilenmektedir.Kimyasal maddelerin bilingsiz ve
fazla miktarda kullanilmasi gevresel kirliligin baslica Gelismekte olan Ulkelerde, pestisit
sebeplerinden biridir. Hastalik etkenleri ve yabanci zehirlenmesinden kaynaklanan 6limler, enfeksiyon
otlar ile miicadele ve ozellikle de bdceklerle hastaliklari sebebiyle meydana gelen olimlerden
miicadelede  kimyasal bilesiklerden  siklikla daha fazladir (Eddleston et al. 2002). Bunun yani

faydalanilmaktadir ~ (Akyil, 2012). Pestisitler, sira Garcia ve ark. (1998), pestisitlere maruz kalan
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anne-babalarin  ¢ocuklarinda, dogustan gelen
bozukluk (teratojenik etki) riskinin arttigini
bildirmislerdir.

Dolayisiyla insan ve gevre i¢in 6nem arz eden ilag,
gida katki maddesi (Brusick et al 2010), kozmetik
(Aygun, 1996), tarim ilaci (Karabay and Oguz
2005)endustri kimyasali (Fall et al. 2007) olarak
kullanilan sentetik ve dogal kimyasal maddelerin
(Calvo et al. 2009) teknolojinin sagladigl imkanlar
ile ayrintili olarak incelenmesi ve yine insan sagligi
acisindan ginimuizde cok énemli olan mutajenik
ve karsinojenik etkilerinin degerlendirilmesinin
yapilarak, meydana gelebilecek risklerin kabul
edilir diizeye indirilmesi gerekmektedir
(Ziegelbauer et al. 2009)

Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri
1970’lerden beri kullanilmaktadir ve ginimize
kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin
karsinojenik potansiyellerini 6lcebilmek icin birgcok
genotoksisite testi gelistirilmistir (Bedir et al. 2004;
Akyil et al. 2013; Akyil and Konuk 2014; Eren et al.
2016). Son doénemlerde c¢evresel mutajenlerin
belirlenmesi icin kisa zamanh test sistemlerinin
gelisiminde onemli ilerlemeler olmustur (Barile,
2008). Bu kisa zamanli test sistemlerinden biri de
kimyasal maddelerin mutajenitesinde oldukga
hassas sonuglar veren ve glvenilirligi yiksek bir
test sistemi olan Amestesti’dir ve bu test sistemi de
gegmisten glinUmize kadar bircok kimyasal
maddenin mutajenitesinin arastirilmasinda siklikla
kullanilmistir (HreljacandFlipic 2009; Wu et al.
2010; Akyil et al. 2013; Akyill and Konuk 2014; Eren
et al. 2016).

Bu c¢alismanin amaci piretroid grubuna giren
Siperkor pestisitinin ticari formunun mutajenik
etkisinin kisa zamanl bir test sistemi olan Ames
testi ile belirlenmesidir.

2. Materyal ve Metot

Calismada piretroid grubuna ait olan bir insektisit
olan Siperkor kullanilmis ve ticari formu Koruma
Klor Alkali Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi
(Kocaeli)’'nden temin edilmistir. Siperkor
pestisitinin ticari formu kullanildigi i¢cin deneyde
kullanilan test konsantrasyonlari sterildistile su ile
deney sirasinda taze olarak dilue edilerek
hazirlandi ve galismada bu maddeye ait bes farkli

konsantrasyon  kullanildi.Bu  c¢alismada, test
bakterilerinin stok kiltlrlerinin - hazirlanmasi,
bakterilerin genetik 6zelliklerinin kontrol edilmesi,
mikrozomalfraksiyonun hazirlanmasi ve Ames testi
Maron andAmes(1983)yontemine uygun olarak
plak inkorporasyon metodu ile yapilmistir.

2.1 Salmonellatyphimurium Test Suslari

Deneyde, Maron ve Ames(1983)tarafindan,
SalmonellatyphimuriumLT2 atasalsusundanin
vitromutasyonlarla gelistirilmis TA98 ve TA100
suslari kullaniimistir.

2.2 Sitotoksik Dozun Belirlenmesi

Siperkor pestisitinin denemede kullanilan dozlari
distile su kullanilarak hazirlandi.  Kullanilan
kimyasallarin standart test suslari, igin toksik
olmayan dozlari Dean ve arkadaslarinin (Dean et al.
1985) yontemine uygun olarak saptandi ve
sitotoksik olmayan 5 ayri doz ile ¢alisildi. Kullanilan
test bilesiklerinin, test bakterileri icin oOldiirtict
dozunun saptanmasi amaciyla 2 ml top agara0.1 ml
bakteri kaltard ve 0.1 ml degisik
konsantrasyonlarda test maddesi ilave edilmistir.
Tlpteki karisim 3 ayri NA plagina dokilerek plaklar
37°C’'de 24 saat inkibe edilmis, inkibasyondan
sonra plaklardaki ortalama koloni sayisi belirlenmis
ve kontrol plaklari ile karsilastirilarak toksik ve
toksik olmayan dozlar belirlenmistir.

2.3 AmesTesti’nin Yapilisi

Deneyde 2 ml'lik top agar iceren deney tipleri 45
°C'lik su banyosunda isitilip iglerine 100 pl test
maddesi ve 100 ul bakteri kiltird eklenmistir.
Tipler galkalanarak minimal glukozagar plaklarina
dokilmus, plaklara hizla 8 isareti yaptirilarak top
agarin  plak {zerine  homojen  dagilmasi
saglanmistir. S9 fraksiyonu varliginda vyapilan
deneylerde, bu karisima 500 ul S9 karisimi
eklenmis ve 37 °C'ye isitilmis etlivde 48-72 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
petrilerdeki koloniler sayilmistir. Deney her doz igin
3 ayn plak olmak lzere hazirlanarak iki bagimsiz
deney yapilmis ve sonuglarin degerlendirilebilmesi
icin deneylere paralel olarak spontan kontrol ve
pozitif kontrol kullaniimistir.
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2.4 Verilerin istatiksel Analizleri

CGalisma sonucunda elde edilen veriler SPSS 18.0for
Windows paket programinda Dunnet-t testi (iki
yonli) ile p<0.05 dizeyinde degerlendirilmistir.

3. Bulgular

Bu calismada Siperkor pestisitinin mutajenitesini
belirlemek amaciyla uygulanan Ames testi’'nde bu
pestisitin bes farkh dozu kullanilmis olup, (¢
tekrarl iki bagimsiz deney seklinde TA98 ve TA100
suslar kullanilarak S9 fraksiyonu varliginda ve
yoklugunda gerceklestirilmistir. Ames testinin
baslangicinda  Siperkor’'un  sitotoksik  dozlar
belirlenmistir. Bunu takiben toksik olmayan bes
farkh konsantrasyon galismada kullaniimistir. Ayni
zamanda kullanilan test suslarinin deney icin

uygunlugunun  belirlenebilmesi amaciyla bu
suslarin genetik kontrolleri yapiimistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda; S9 fraksiyonu
varliginda ve vyoklugunda elde edilen plak
inkorporasyon test sonuglari S. typhimurium TA98
ve TA100 igin Tablo 1'de gosterilmistir. Kullanilan
test dozlan 250, 25, 2.5, 0.25 ve 0.025 pg/plak
olarak belirlenmistir. Siperkor pestisitinin koloni
sayllari Uzerindeki etkisi negatif kontrol grubu ile
karsilastirilarak Dunnett-t testi ile istatistiksel
analizi gergeklestirilmistir. Yapilan istatiksel analiz
sonuglarinda TA98 susunda Siperkor’'un 250
pg/plak dozunda hem S9 fraksiyonu varliginda hem
de yoklugunda mutajen oldugu tespit edilmistir.
Diger kullanilan test dozlarinda koloni sayilarinda
degisiklikler olmasina karsin herhangi bir mutajenik
aktiviteye rastlanmamistir. TA100 susunda ise
kullanilan hi¢bir doz mutajenik etki gostermemistir.

Tablo 1.SiperkorpestisitininS. typhimurium TA98 ve TA100 suslarileS9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda gésterdigi mutajenik

aktivite
RevertantSayisi
Doz AritmetikOrtalamaz StandartSapma
Madde
(ng/plak) TA98 TA100
-S9 +59 -S89 +59
250 62.48+9.8* 83.82+5.68* 121.00+3.96 272.20+14.37
25 48.2545.8 60.96+11.74 114.4045.48 245.20+12.23
Siperkor 25 40.85+6.9 51.78+7.56 117.00+3.74 200.15+14.16
0.25 32.35%4.5 42.80+11.2 110.4+2.45 152.48+8.87
0.025 29.52+3.55 44.7845.63 95.45+3.58 145.45+4.37
Negatif Kontrol 100 32.0243.12 43.00£2.21 10243.11 143.12+4.35
(dH,0)
SA 10 2532.00465.25*
2AA 5 2321.00+75.74*
2AF 200 925.00413.25*
NPD 200 1320.42+42.45*

*Kontrole gore revertant sayisi p< 0,05 diizeyinde anlamli (Dunnett-t test) SA: Sodyum azid, 2AA: 2-aminoanthracene, 2AF: 2-

aminofluorene, NPD: 4-nitro-o-fenilendiamine. *:mutajen

4. Tartisma ve Sonug

Pestisitler, gelisen teknolojiyle birlikte cok cesitli
uygulama alanlarina sahip olup ¢ok yaygin bir
kullanim alanina sahiptirler. Ancak fazla miktarlarda
ve bilingsizce kullanilan bu kimyasal maddeler
hedef olmayan canlilar Gzerinde istenmeyen pek
cok etkiyi de beraberinde getirmektedir(Akyil et al.
2013; Ozkara et. al 2015; Vardavas et al. 2016).

Siperkor tarimda c¢ok siklikla kullanilan piretroid
grubundan bir pestisittir. Piretroidler, diinyada 30

yili askin bir siiredir tarimda, halk saghg igin
evlerde ve kiigclikbas hayvanlarda ektoparazitlere
karsi kullanilmaktadir (Soderlund et al. 2002; Piner,
2009). insanlarda sentetik piretroidleremaruziyete
bagh olarak fenvalerent ve deltametrin ile ilgili
Cin'de akut zehirlenme olaylari kaydedilmistir
(Cakir, 2008). Piretroidler, diger insektisitlere
oranla insanlar icin daha glvenli olmasi, disuk
dozlarinda dahi yliksek insektisidal etkiye sahip
bulunmasi ve cabuk parcalanmasi gibi
ozelliklerinden dolayi gittikce artan bir kullanim
alanina sahip olmustur (WHO, 2005).
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Yaptigimiz ¢alisma ile Siperkor pestisitinin ticari
formunun farkh konsantrasyonlari Ames testi ile
degerlendiriimeye  ¢ahsilmis ve bes  farkh
konsantrasyondan sadece en yiksek doz olan 250
pg/plak uygulamasinda yalniz TA98 susundaS9

varliginda ve vyoklugunda mutajenik aktivite
gozlenmistir. Uygulanan diger dozlarda koloni
sayllarinda degisiklikler olmasina karsin, bu

degerler kontrol grubunun iki katini agsmadigi igin
herhangi bir mutajenik aktivite gorilmemistir.
TA100 susunda ise hicbir konsantrasyondaS9
varliginda ve vyoklugunda mutajenik aktivite
saptanmamistir. Bu durum her iki sus géz onlinde
bulunduruldugunda uygulanan kimyasala TA98
susunun TA100 susuna gore daha duyarl oldugunu
gostermektedir. Yillardan beri siiregelen pek cok
calismada farkli pestisit gruplari degisik test
sistemleriyle mutajenik etki acisindan
degerlendirilmeye calisiilmaktadir. Giniimizde pek
¢ok kimyasal farkli kullanim alanlariyla bilingsiz bir
sekilde  tlketime  sunulmaktadir.  Bilingsizce
tiketilen bu kimyasallar ¢evredeki tiim yasayan
canlilar icin risk olusturmakta ve bu risklerin
degerlendirilmesini mecbur kilmaktadir. Yapilan
calismalardan elde edilen sonuglar ile baz
kimyasallar kullanimdan kaldirilmakta bazilarinin
kullanimi ise sinirlanmaktadir. Kimyasallari kullanan
kisilerde ylksek biling olusturmak igin bu tip
degerlendirmelerin  6nemi  her gecen giin
artmaktadir(WHO, 2005; Ozkara et al. 2016).

S. typhimuriumTA98 susu ile yaptigimiz ¢alismada
uygulanan tiim dozlarin S9 varliginda elde edilen
ortalama  revertant  koloni  sayilarinin  S9
yoklugundaki revertant koloni sayilarina gére daha
ylksek oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuca TA100
susu ile vyapilan c¢alismalar sonucunda da
rastlamaktayiz. Buna dayanarak test ettigimiz
maddenin canh viicuduna girdiginde metabolik
reaksiyonlar sonucu olusan metabolitlerinin DNA
ile etkilesimini bir miktar artirdig1 dislinilebilir.

Miadokova ve ark. (1992)yaptiklari c¢alisma ile
piretroid grubuna dahil bir insektisit olan
Superspermetrininmutajenitesini arastirmislar ve
sonug¢ olarak TA1535, TA1538, TA97, TA98 ve
TA100 suslari Gzerinde S9 varliginda ve yoklugunda
bu maddenin mutajen olmadigi sonucuna
varmislardir. Bir diger ¢alismada ise Basri ve ark.
(2008) tarimda ve evlerde kullanilan, zararh
bocekler (izerinde genis bir spektruma sahip
piretroid grubu insektisit olan Cyfluthrin’in TA98 ve
TA100 suslari tGzerinde mutajenitesini arastirmislar

ve sonu¢ olarak S9 varliginda ve yoklugunda
herhangi bir mutajenik etkiye rastlamamislardir.
Pluijmen ve ark. (1984)piretroid grubuna
dahilSipermetrin, Permetrin, Deltametrin,
Biyoresmetrin, Sismetrin ve Fenvalerat pestisitleri
kullanilarak yaptiklari mutajenite calismasinda
TA98 ve TA100 suslari Gzerinde S9 varliginda ve
yoklugunda herhangi bir mutajenik etkiye
rastlamamiglardir. Yaptigimiz ¢alisma ile kullanilan
bes farkl test dozundan sadece birinde ve sadece
TA98 susundamutajenik etki gézlenmistir. Kimyasal
maddelerin degerlendirilmesi ile ilgili yapilan
¢alismalardan farkh sonuglarin elde edilmesinin
nedeni; ilgili ayni gruba dahil pestisitler olmasina
ragmen pestisitlerin yan zincirlerinde yer alan farkl
grup ve vyapilara sahip olmalari olabilir. Ayrica
kullanilan farkli suslar da kimyasallara karsi farkl
duyarliliklar gostermektedir. Bunun vyani sira
piretroid grubu pestisitler farkli test sistemleriyle
de bircok arastirmaci tarafindan arastirilmistir (Taju
et al. 2014; Song et al. 2015; Vardavas et al. 2016;
Yun et al. 2017).

Sonuc olarak Siperkor pestisitinin TA100 susunda
herhangi bir muatajenik aktivitesinin olmadigi
ancak TA98 test susunda 250 pg/plak dozunda S9

varligi ve yoklugunda mutajenik aktivitesinin
oldugu  saptanmistir.  Dolayisiyla  pestisitler
kullanilirken  prospektislerine  uygun  olarak

kullanilmahdir,  bilingsiz  kullanimin ~ ve  asiri
tiketimin gevreye ve tim canlilara zarar verecegi
unutulmamahdir.
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