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Öne Çıkanlar 
•Methidathion’un genotoksik potansiyeli Allium testi ile ilk kez incelenmiştir. 

•Methidathion Allium cepa kök ucu hücrelerinde anlamlı sitotoksik ve genotoksik etki oluşturmuştur. 

•Allium testinin, methidathionun toksik etkisini belirlemede hassas ve etkili bir test olduğu gösterilmiştir.   

 
Makale Bilgileri  Özet 

Organik fosforlu pestisitlerden olan Methidathion (Supracide 40 EC, MET), meyve ağaçlarında, sebzelerde, 

tütünde, yoncada, ayçiçeğinde, seralarda ve gül bahçelerinde çeşitli böcek ve akarlara karşı 
kullanılmaktadır. Bu araştırmada, Allium testi kullanılarak, methidathionun Allium cepa kök ucu 

hücrelerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri incelenmiştir. Kök büyüme inhibisyon testi ile, etkili 
konsantrasyon (EC50) değeri 30 mg/L olarak tespit edildikten sonra, Allium cepa kök uçları, MET’un dört 

farklı konsantrasyonu (7,5, 15, 30 ve 45 mg/L) ile 12, 24 ve 48 saat muamele edilmiştir. MET, mitotik indeksi 

(MI), tüm konsantrasyonlarda ve uygulama sürelerinde, kontrole kıyasla anlamlı şekilde düşürmüştür. Diğer 
yandan MET, kromozomal anormallikleri, kontrole kıyasla anlamlı düzeyde artırmıştır. En yaygın görülen 

anormallikler kroımozom yapışıklığı (%47,50) ve C-mitoz (%44,24)’dur. Bunları sırasıyla fragment (%2,75), 

köprü (%2,55), geri kalma (%1,63) ve çok kutupluluk (%1,33) takip etmiştir. Çalışmada ayrıca, ön işleme 
tabi tutulmuş kök uçlarında kromozom ve kromatid kırıkları, fragmentler ve poliploidi tespit edilmiştir. Bu 

çalışmadan elde edilen sonuçlar, MET’un Allium cepa'da belirgin şekilde sitotoksik ve genotoksik olduğunu 

göstermiştir. Ayrıca, Allium testinin, MET’un toksik etkilerini belirlemede çok hassas ve etkili bir test 
olduğunu doğrulamıştır.   
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Highlights 
• The genotoxic potential of Methidathion was examined for the first time using the Allium test.  

• Methidathion exhibited significant cytotoxic and genotoxic effects in root tip cells of Allium cepa. 

• The Allium test has also been confirmed as a sensitive and effective test for determining the toxic effect of methidathion. 

Article Info 

  

Abstract 
Methidathion (Supracide 40 EC, MET), an organophosphorus pesticide, is used to control various 
insects/mites in a variety of crops such as fruits, vegetables, alfalfa, sunflower, tobacco, greenhouses, and 

rose gardens. In this study, cytotoxic and genotoxic potentials of methidathion were investigated in Allium 

cepa root meristem cells using the Allium test. Firstly, the EC50 value of methidathion was detected as 30 
mg/L using root growth inhibition test and then four concentrations, 7.5, 15, 30, and 45 mg/L, were applied 

to Allium cepa for 12, 24, and 48 hours. MET significantly decreased the mitotic index (MI) in all the 

concentrations and treatment periods compared to the control. On the other hand, MET significantly 
increased the frequency of chromosome aberrations compared to control groups. The most common types of 

abnormalities recorded were stickiness (47.50%) and C-mitosis (44.24%). They were followed by fragment 

(2.75%), bridge (2.55%), laggards (1.63%), and multipolarity (1.33%), respectively. Besides, in pretreated 
root tips, chromosome and chromatid breaks, fragments, and polyploidy were detected. The results of this 

study revealed that MET has significant cytotoxic and genotoxic effects in Allium cepa. It has also confirmed 

that the Allium test is a very sensitive and effective assay in determining the toxic effects of MET. 
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1. GİRİŞ 

 
Yirminci yüzyılın başından beri giderek artış gösteren dünya nüfusunun, 2050 yılına kadar 9,4-10 milyar 

civarında olacağı tahmin edilmektedir [1, 2]. Dünya nüfusundaki bu artış, gıdaya ve tarımsal üretime olan 

ihtiyacı da ciddi şekilde artırmaktadır. Ancak tarım amacıyla kullanılan alanların sınırlı olması ve hatta 

giderek küçülmesi nedeniyle, bu ihtiyacın karşılanabilmesi için, birim alandan elde edilen verimin 

arttırılması yoluna gidilmektedir. Verimin arttırılabilmesi için de pestisit veya bitki koruma kimyasalları 

olarak bilinen ve doğaya yabancı olan kimyasal maddeler kullanılmaktadır. Bütün bunlardan dolayı, dünya 

çapında, 1950'lerde 0,2 milyon ton olan pestisit üretimi, 2000 yılına kadar yılda yaklaşık % 11 oranında 

artarak, 5 milyon tonun üzerine çıkmıştır [3]. 2000 yılından 2017 yılına kadar geçen sürede ise %7’lik bir 

artış olmuştur [4].  

 

Pestisitler, birbiri ardına geliştirilen ve organoklorin, organofosfat, karbamat, piretroidler, büyüme 

düzenleyicileri, neonikotinoidler ve biyopestisitler gibi çeşitli bileşik gruplarını içermekte ve bunlara göre 

adlandırılmaktadır [2]. Pestisitler, etkiledikleri zararlı gruplarına göre de insektisit (böcek öldüren), akarisit 

(akarları-örümcekleri öldüren), herbisit (yabancı otları öldüren) vb. şekillerde adlandırılmaktadır. 

Pestisitler, tarım, sanayi ve sağlık alanlarında çeşitli faydalar sağlamakla birlikte, çevreye ve canlılara 

verebilecekleri zararlar nedeniyle hem toplumda ve hem de bilim insanlarında endişe oluşturmaktadır. Bu 

nedenle bir çok araştırmaya konu olmuşlardır [2, 5, 6].  

 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), 2019 yılı verileri ışığında, pestisitleri tehlikelerine göre sınıflandırma 

kılavuzu yayınlamıştır. Bu kılavuzda pestisitler dört gruba ayrılmıştır. Çok tehlikeli pestisit aktif maddeler 

Sınıf Ia, oldukça tehlikeli olanlar Ib, orta derecede tehlikeli olanlar Sınıf II ve hafif tehlikeli olanlar Sınıf 

III olarak gruplandırılmıştır [7]. Methidathion (MET) organik fosforlu bir insektisit/akarisit olup, oldukça 

tehlikeli aktif maddelerin bulunduğu Ib sınıfında yer almaktadır [7]. Organik fosforlu insektisitler 

böceklerin sinir sistemini etkilemektedir. Sinyal iletiminde görev yapan asetilkolinin hidrolizinde rol 

oynayan asetilkolinesteraz enziminin işlevini engeller. Böylece sinyal iletimi durur ve ölüm gerçekleşir [8, 

9]. Bu grupta yer alan bileşiklerin ve yan ürünlerinin diğer bir önemli özelliği de DNA’da alkillenmeye 

sebep olmaları [10, 11] ve sonuçta mutajenik ve karsinojenik etkiler ortaya çıkarabilmeleridir. Organik 

fosforlu pestisitlerin farklı canlılarda kromozomal anormalliklere, mutasyonlara ve DNA hasarına neden 

olduğunu gösteren çeşitli çalışmalar mevcuttur [12-15].  

 

MET, organik fosforlu bileşiklerin heterosiklik türevleri grubundandır. Meyve ağaçlarında (şeftali, armut, 

elma, dut, incir vb.), sebzelerde, tütünde, yoncada, ayçiçeğinde, seralarda ve gül bahçelerinde çok çeşitli 

böcek ve akarlara karşı kullanılmaktadır. Ülkemizde 2011 yılında kullanımdan kaldırılmış [16] olmakla 

birlikte, yurt dışı menşeili çeşitli sitelerde ürün satışı yapılmakta ve dolayısıyla kullanımı da devam 

etmektedir. LD50 değerleri sıçanlar için 25 ila 48 mg/kg ve fareler için 25 ila 70 m/kg arasında değişmektedir 

[17]. MET’nun genotoksik potansiyele sahip olup olmadığını belirlemek amacıyla Stivaktakis ve 

arkadaşlarının 2017 yılında yaptığı bir çalışmada [18], MET’un düşük konsantrasyonlarının etkisi 

kültürdeki insan lenfositlerinde incelenmiştir. Buna paralel olarak, farklı alkalin pH değerlerinin neden 

olduğu genotoksik aktivitesi de değerlendirilmiştir. Bu amaçla in vitro mikronukleus (MN) testi 

kullanılmıştır. İncelenen tüm konsantrasyonlarda MET’un mikronukleus frekanslarını artırmadığı ve 

genotoksik olmadığı belirlenmiştir. Benzer şekilde Lodovici ve arkadaşları [19], MET’un sıçanların 

karaciğerinde DNA hasarı oluşturmadığını açıklamışlardır. 1996 yılında fare kemik iliğinde gerçekleştirilen 

in vivo çalışmada MET’un MN frekansını artırmadığı bildirilmiştir. Ancak aynı çalışmada MET’un insan 

lenfositlerinde metabolik aktivasyon sistemi yokluğunda kardeş kromatid değişimlerini artırdığı 

belirlenmiştir [20]. 2014 yılında yapılan ve MET’un oldukça düşük dozlarının (0,01-0,075 mg/L) 

kullanıldığı bir çalışmada, Drosophila’da in vivo somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testinde 

genotoksisiteye neden olmadığı tespit edilmiştir [21]. Dişi Wistar ratlarda kemik iliğinde in vivo MN testi 

kullanılarak yapılan bir araştırmada, MET’nun intraperitonal uygulamasının MN frekansını artırmadığı 

ancak nekrotik ve apoptotik hücre oranını doza bağlı olarak anlamlı düzeyde artırdığı açıklanmıştır. Bu 

nedenle MET’un insanlar için güvenli olmadığı vurgulanmıştır [22]. MET’un in vitro insan lenfositlerinde 

genotoksik etkilerinin belirlenmesi amacıyla yürütülen bir araştırmada, bu pestisitin kromozomal 

anormallik (KA) ve mikronukleus frekansını ve kardeş kromatid değişimi (KKD)/ oranını anlamlı düzeyde 
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artırdığı, diğer yandan mitotik indeksi anlamlı şekilde düşürdüğü rapor edilmiştir. Elde edilen bulgular 

ışığında MET’un klastojenik, mutajenik ve anöjenik etkilere neden olduğu belirtilmiştir [23]. Bu yayınlar, 

MET’nun genetik materyal ile etkileşime girebileceğini, DNA’da ve kromozomlarda değişimlere ve 

hasarlara sebep olabileceğini ve sonuçta genotoksik ve mutajenik olabileceğini göstermektedir. Bu da 

MET’nun insanlarda sağlık sorunlarına ve hatta kansere dahi neden olabileceğine işaret etmektedir.  

 

Çevresel kirleticilerin genotoksik, mutajenik ve kanserojen etkilerinin belirlenmesinde çeşitli testler ve bu 

testlerde farklı türler kullanılmaktadır. Genellikle Allium cepa’nın kullanıldığı Allium testi de mükemmel 

bir genetik model ve biyogösterge olarak uzun yıllardır bilim insanları tarafından tercih edilen bir testtir. 

İlk defa 1938 yılında Levan tarafından kolşisinin etkisini belirlemek amacıyla uygulanan bu test, 1985 

yılında Fiskesjö tarafından standart bir test haline getirilmiş ve daha sonra 2003 yılında Rank tarafından 

bazı değişiklikler yapılarak geliştirilmiştir [24]. Bu test, Birleşmiş Milletler Çevre Programı (United 

Nations Environment Program-UNEP), Bitki Biyotestlerinde Uluslarası Program (International Program 

on Plant Bioassays-IPPB) [25] ve Birleşik Devletler Çevre Koruma Ajansı, Genetik Toksikoloji Programı 

(US Environmental Protection Agency-EPA, Gene-Tox Program) [26] tarafından da standardize edilerek 

önerilen testlerden biridir. Bu biyotestlerden elde edilen verilerin, çevresel genotoksisiteyi belirlemede 

etkili olduğu USEPA ve Dünya Sağlık Örgütü (World Health Organization-WHO) tarafından da kabul 

edilmektedir [27].  

 

Gelişmiş bir organizma olan bitkilerin genotoksisite testinde kullanımı, çok hücreli bir sistemde çeşitli 

kimyasalların potansiyel DNA hasarı hakkında önemli bilgiler vermektedir. Bitkilerin kullanımı, ekzojen 

metabolik sistemler gerektirmediği için büyük avantaj sağlamaktadır. Ayrıca, deneysel çalışmalarda 

hayvanların kullanımına kıyasla, hem daha az maliyetli ve hem de etik kaygılardan uzak bir rahatlık 

oluşturmaktadır [24, 28-31]. Bütün bunlara ilaveten, Allium testi ile elde edilen sonuçların, çeşitli hücreler 

ile yapılan in vitro çalışmalarla ve farklı hayvanların kullanıldığı in vivo çalışmalarla benzer sonuçlar 

verdiği de belirlenmiştir [24, 30]. Allium cepa, hem az sayıda kromozoma sahip olması (2n=16) ve hem de 

kromozomlarının büyük ve ışık mikroskobunda incelenmesinin kolay olması gibi avantajları nedeniyle 

Allium testinde en çok tercih edilen türdür [24, 32-35]. Allium testinde ayrıca Allium sativum, Vicia faba, 

Zea mays, Tradescantia paludose ve Hordeum vulgare gibi başka türler de kullanılmaktadır [30, 36].  

 

Yukarıda kısaca özetlenen araştırmalar, bir yandan MET’nun toksik olabileceğine yönelik bulguların 

olduğunu diğer yandan çevresel kimyasalların genotoksik etkilerinin belirlenmesinde Allium cepa’nın 

önemli bir biyogösterge olduğunu göstermektedir. Ayrıca, MET’nun genotoksik potansiyelinin Allium cepa 

kök ucu hücreleri gibi önemli bir biyogösterge türünde incelendiğine yönelik bir araştırma mevcut değildir. 

Bütün bu sebeplerden dolayı, bu araştırmanın amacı, MET (Supracide 40 EC)’un toksik etkilerini Allium 

testi kullanarak Allium cepa kök ucu meristeminde incelemektir. Bu test ile hem MET’nun mitoz bölünme 

üzerindeki etkisi (mitotik indeks) ve dolayısıyla sitotoksik potansiyeli ve hem de mitozda anormallik 

oluşturma ve dolayısıyla klastojenik ve anöjenik (genotoksisitenin) potansiyeli ortaya çıkarılabilecektir. 
 
2. MATERYAL VE YÖNTEM 

 
2.1. Test Maddesi 

 

Bu çalışmada, organofosforlu insektisit/akarisit olan Supracide 40 EC (426 gr/L methidathion) 

kullanılmıştır. MET’un kimyasal formülü C6H11N2O4PS3 olup katalog numarası 950-37-8’dir. Molekül 

ağırlığı 302,3 g/mol’dür. Kimyasal adlandırması S-[(5-methoxy-2-oxo-1,3,4-thiadiazol-3(2H)-

yl)methyl]0,0-dimethyl phosphorodithioate şeklindedir. Yapısal formülü Şekil 1’de gösterilmiştir.  

  

 
Şekil 1. Methidathion’un yapısal formülü [37] 
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2.2. Test Materyali 

 

Bu araştırmada Allium testi uygulanmıştır. Bunun için birbirine yakın büyüklükte (1,5-2,0 cm çapında) 

Allium cepa L. (2n=16) yumruları seçilmiş ve kurumuş kabukları ve kökleri temizlenerek kullanılmıştır.  

 

2.3. EC50 Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

 

Öncelikle, MET’un EC50 konsantrasyonunun belirlenmesi amacıyla, büyüme inhibisyon testi uygulanmıştır 

[38-40]. Bunun için, soğanlar dört gün boyunca MET’un 13 farklı konsantrasyonu (10, 20, 30, 40, 50, 60, 

70, 80, 90, 100, 150, 200 ve 250 mg/L, etken madde miktarı temel alınarak) ile muamele edilmiştir. Her 

konsantrasyon için 5 farklı soğan kullanılmış ve her soğanda 10 farklı kökün uzunluğu ölçülmüştür. Ayrıca 

MET’un eklenmediği bir kontrol grubu da oluşturulmuştur. Uygulama sonucunda, kontrol grubundaki 

ortalama kök uzunluğuna kıyasla %50 oranında kısalma sağlayan konsantrasyonun, yani EC50 değerinin 30 

mg/L olduğu tespit edilmiştir.  

 

2.4. Test Konsantrasyonları ve Muameleler 

 

EC50 konsantrasyonu belirlendikten sonra, en yüksek konsantrasyon olarak EC50x3/2 diğerleri de EC50x1, 

EC50x1/2 ve EC50x1/4 olacak şekilde dört konsantrasyon (45, 30, 15 ve 7,5 mg/L) belirlenmiştir. Soğanlar 

önce 24 saat oda sıcaklığında (20±1ºC) distile suda çimlendirilmiştir. Çimlenen soğanlar, MET’nun 4 farklı 

konsantrasyonu ile 12, 24 ve 48 saat muamele edilmiştir. Kontrol grubundaki soğanlar sadece distile suda 

bekletilmiştir. Tüm uygulama sürelerinde, her bir konsantrasyon için 12 soğan kullanılmıştır. 

Uygulamalardan sonra kök uçları alınarak, damıtık su ile yıkanmış ve 24 saat boyunca 3:1 etil alkol:glasiyal 

asetik asit ile tespit edilmiştir. Takiben kökler %70’lik alkole aktarılmış ve kullanılana kadar buzdolabında 

saklanmıştır [41, 42]. Özellikle metafaz aşamasındaki anormalliklerin tespiti için köklerin bir kısmı tespit 

işleminden önce α-monobromonaftalin ile 3 saat muamele edilmiştir [43, 44]. Sitolojik preparatlar, 10 farklı 

soğandan elde edilen kök uçlarından, Feulgen metodu kullanılarak hazırlanmış ve depex ile kapatılarak 

daimi hale getirilmiştir.  

 

2.5. Mitotik İndeks, Mitotik ve Kromozomal Anormallik Testi  

 

Her bir konsantrasyon ve uygulama süresi için farklı soğanların kök uçlarından hazırlanmış 10 farklı 

preparatta mitotik indeks, mitotik safhaların oranları ve mitotik anormallikler incelenmiştir. Her bir 

preparatta 1000 hücre, 10 farklı kök ucundan toplam 10.000 hücre değerlendirilmiştir. Ayrıca ön muamele 

yapılan kök uçlarında metafazdaki anormalliklerin tespitinde her bir konsantrasyon ve uygulama süresi için 

beş farklı soğan kullanılmış olup, her soğandan 100 hücre (toplam 500 hücre) incelenmiştir.  

 

2.6. İstatistiksel Analiz 

 

Uygulama ve kontrol gruplarınden elde edilen verilerin karşılaştırılmasında, mitotik indekste z-testi, 

mitotik faz oranları, mitotik ve kromozomal anormalliklerde ise χ2 testi kullanılmıştır.  

 

3. BULGULAR 

 

MET’in Allium cepa kök uçlarına uygulanan tüm konsantrasyonları ve uygulama süreleri, mitotik indeksi 

kontrole kıyasla anlamlı düzeyde düşürmüştür. Diğer taraftan metafaz ve telofaz safhalarında bir miktar 

artışa ve profaz safhasında da bir miktar azalmaya neden olmuştur. Ancak mitotik safhaların oranları 

üzerinde anlamlı bir etkisi olmamıştır (Çizelge 1). 
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Çizelge 1. Methidathion ile muamele edilen A. cepa kök uçlarında mitotik indeks ve mitotik fazların 

frekansı 

 
Konsantrasyonlar 

(mg/L) ve 

muamele süreleri 

 

Bölünen 

hücre sayısı 

 

Mİ±SH 

Mitotik fazlar (%) 

 

 

Profaz 

 

Metafaz 

 

Anafaz 

 

Telofaz 

Kontrol  

12 saat 

  7,5 

15 

30 

45 

823 

 

645 

366 

439 

278 

8,23± 0,30 

 

6,45±0,24a 

3,66±0,19a 

4,39±0,20a 

2,78±0,16a 

50,55 

 

38,00 

46,99 

46,70 

37,05 

25,27 

 

33,88 

28,69 

30,98 

35,61 

12,65 

 

11,34 

10,66 

 9,79 

10,43 

11,54 

 

16,78 

13,66 

12,53 

16,91 

24 saat 

  7,5 

15 

30 

45 

 

635 

386 

365 

409 

 

6,35±0,24a 

3,86±0,19a 

3,65±0,19a 

4,09±0,20a 

 

37,48 

41,71 

43,84 

45,23 

 

28,50 

35,23 

30,14 

26,41 

 

14,49 

 7,00 

12,60 

13,20 

 

19,53 

16,06 

13,42 

15,16 

48 saat 

  7,5 

15 

30 

45 

 

596 

632 

426 

443 

 

5,96±0,24a 

6,32±0,24a 

4,26±0,20a 

4,43±0,15a 

 

35,74 

35,76 

39,20 

43,57 

 

33,55 

31,80 

31,93 

33,86 

 

12,58 

14,24 

11,97 

10,38 

 

18,12 

18,20 

16,90 

12,19 
                    aKontrole göre P<0,001 düzeyinde anlamlı (z testi)  

 

 

MET uygulaması A. cepa kök ucu hücrelerinde mitotik anormalliklerde artışa neden olmuştur (Çizelge 2). 

Mitotik anormallik düzeyi, tüm uygulama süreleri ve konsantrasyonlarda (12 saatlik uygulamanın en düşük 

konsantrasyonu hariç) kontrole kıyasla anlamlı düzeyde artmıştır. Yapışık kromozom, C-mitoz, köprü, 

fragment, geri kalma ve çok kutupluluk olmak üzere altı farklı mitotik anormallik gözlenmiştir (Şekil 2). 

En yaygın görülen anormalik tipi yapışık kromozomlardır (%47,50). İkinci en sık görülen anormallik ise 

C-mitoz olup görülme frekansı %44,24’dür. Bunu sırasıyla fragment (%2,75), köprü (%2,55), geri kalma 

(%1,63) ve çok kutupluluk (%1,33) takip etmektedir. Diğer taraftan interfazda çok çekirdekli ve 

mikroçekirdekli hücreler gözlenmiştir. Ancak interfazda gözlenen anormallik düzeyi kontrole kıyasla 

anlamlı değildir (Çizelge 2). 

 

MET uygulaması sonucunda ortaya çıkan ve α- monobromonaftalin ile ön muamele edilerek tespit edilen 

bazı kromozomal anormallikler Şekil 2’de gösterilmiştir. Bu anormalliklerin oranı kontrol grubuna kıyasla 

sadece 12 ve 48 saatlik uygulamaların 7,5 mg/L’lik konsantrasyonunda, 24 saatlik uygulamanın ise 15 

mg/L’lik konsantrasyonunda anlamlıdır (Çizelge 3). En fazla gözlenen anormallikler kromozom kırıkları 

olup (%47,73) daha sonra fragment (%30,68) ve sayısal anormallik olan poliploidi (%18,18) gelmektedir. 

Ayrıca düşük oranda (%3,41) kromatit kırıkları da belirlenmiştir.   
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Çizelge 2.  Methidathion ile muamele edilen A. cepa kök uçlarında mitotik anormallik tipleri ve 

frekansları 

 

Kons. 

(mg/L) ve 

muam. 

süresi 

 

Mitotik-kromozomal anormallikler (%) 

  

Toplam 

anormallik 

(%) 

Anormal interfaz 

 

 

 

Anormal 

interfaz 

(%) 

 

Yapışıklık 

 

C-

mitoz 

 

Fragment 

 

Köprü 

 

Geri 

kalma 

 

Çok 

kutupluluk 

 

Çoklu 

çekirdek 

 

Mikro- 

çekirdek 

Kontrol  

12saat 

  7,5 

15 

30 

45 

1,34 

 

0,62 

9,84 

1,82 

6,47 

- 

 

1,24 

   6,56 

13,90 

16,91 

- 

 

1,09 

- 

- 

- 

- 

 

0,47 

1,09 

0,46 

1,80 

- 

 

0,31 

- 

0,46 

1,08 

0,12 

 

0,31 

- 

- 

0,36 

      1,46 

 

     4,04 

17,49*** 

16,64*** 

27,34*** 

0,05 

 

0,88 

0,33 

- 

- 

- 

 

0,01 

- 

0,04 

0,02 

0,05 

 

0,89 

0,33 

0,04 

0,02 

24 saat 

  7,5 

15 

30 

45 

 

   12,28 

   10,36 

     4,38 

   10,51 

 

2,68 

11,66 

9,85 

3,42 

 

1,42 

- 

- 

- 

 

0,31 

0,52 

- 

0,24 

 

- 

- 

0,82 

0,49 

 

0,16 

0,26 

- 

0,24 

 

16,85*** 

22,80*** 

15,05*** 

14,90*** 

 

0,98 

0,65 

- 

- 

 

0,05 

0,01 

0,01 

0,03 

 

1,03 

0,66 

0,01 

0,03 

48 saat 

  7,5 

15 

30 

45 

 

  12,58 

    5,22 

    6,34 

  19,86 

 

8,05 

2,53 

8,91 

18,07 

 

1,34 

- 

- 

0,68 

 

0,34 

0,63 

- 

- 

 

- 

- 

0,47 

- 

 

- 

0,47 

0,47 

0,45 

 

 22,31*** 

      8,85* 

  16,19*** 

  39,06*** 

 

0,65 

0,34 

- 

1,10 

 

0,09 

- 

- 

0,16 

 

0,74 

0,34 

- 

1,26 

 
Anormallik 

frekansları (%)   

 

47,50 

 

  44,24 

 

   2,75 

 

    2,55 

 

1,63 

 

1,33 

   

    *Kontrole göre P< 0,05 düzeyinde anlamlı (χ2 testi)   **Kontrole göre P< 0,01 düzeyinde anlamlı (χ2 testi) 

 ***Kontrole göre P< 0,001 düzeyinde anlamlı (χ2 testi) 

 

 

Çizelge 3. Methidathion ile muamele edilen ve α-monobromonaftalin ile ön işlem uygulanan A. cepa kök 

uçlarında metafazda gözlenen anormallik tipleri ve oranları 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kons. (mg/L) ve 

muamele süreleri 

 Anormallikler (%)  

Toplam 

anormallik 

% 
Kromozom 

kırığı 

Fragment Poliploidi Kromatid kırığı  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kontrol 

12 saat 

                  7,5 

15 

30 

45 

2 

 

7 

- 

- 

- 

1 

 

6 

- 

- 

1 

- 

 

- 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

- 

3 

 

         13* 

- 

- 

1 

24 saat 

     7,5 

15 

30 

45 

 

5 

7 

2 

3 

 

4 

2 

1 

3 

 

- 

14 

- 

- 

 

- 

- 

- 

- 

 

9 

    23*** 

3 

6 

48 saat 

     7,5 

15 

30 

45 

 

9 

2 

2 

5 

 

2 

3 

2 

3 

 

2 

- 

- 

- 

 

3 

- 

- 

- 

 

  16** 

5 

4 

8 

 

Anormallik 

frekansları (%)                 

 

   47,73 

 

      30,68 

 

     18,18 

 

           3,41 

     *Kontrole göre P<0,05 düzeyinde anlamlı (χ2 testi)  **Kontrole göre P<0,01 düzeyinde anlamlı (χ2 testi)  ***Kontrole göre 

P<0,001 düzeyinde anlamlı (χ2 testi) 
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Şekil 2. Methidathion ile muamele edilen A. cepa kök ucu hücrelerinde mitotik ve kromozomal 

anormallikler a)Yapışık kromozomlar b)C-mitoz c)Köprü d) Geri kalma e-f)Çok kutupluluk 

 

4. TARTIŞMA 

 
Pestisitler hem tarım alanlarında hem ticari alanlarda ve hem de insanların yerleşim yerlerinde kullanılan 

ve bütün populasyonun çeşitli yollar ile maruz kaldığı kimyasal maddelerdir. İncelenen bazı 

populasyonlarda, bireylerin büyük kısmının idrarında, çeşitli pestisitlerin metabolitleri tespit edilmiştir. Bu 

durum, bu populasyonların özellikle pestisitler ile muamele edilmiş gıdaları tüketmesiyle veya diğer 

yollarla pestisitleri vücutlarına aldığını göstermektedir [45, 46]. Son 20 yılda yapılan araştırmalarda, 

pestisitlere maruz kalma ile bazı kanser türleri arasında bir bağlantı olduğu da tespit edilmiştir. 

Hematopoietik sistemin maligniteleri olan lösemi ve lenfoma ile beyin tümörleri, prostat kanseri, meme 

kanseri, pankreas kanseri ve akciğer kanseri en sık rastlanan kanser tipleridir [6, 47-49]. Epidemiyolojik 

çalışmaların yanı sıra, pestisitlerin karsinojenisitesine aracılık eden mekanizmaları araştıran deneysel 

çalışmalar da bu durumu desteklemektedir. Kimyasal kanserojenlerin genetik veya epigenetik 

mekanizmalarla hücre döngüsünü kontrol eden genlerde neden olduğu değişiklikler, kanserin 

indüklenmesine neden olabilir. DNA ya da kromozom seviyesindeki genetik hasarlar, kanserojenitenin 

olası mekanizmaları olarak kabul edildiğinden, pestisitlerin genotoksisitesine ilişkin çalışmalar, insan 

sağlığı açısından büyük önem taşımaktadır [50, 51]. Genetik toksisiteye ek olarak, pestisitlerin oksidatif 

strese neden olabileceği ve endokrin bozucu olarak davranabilecekleri, DNA ve diğer makromoleküllere 

zarar vererek gen ekspresyonunu etkileyebilecekleri belirlenmiştir. Bu değişiklikler çoğunlukla hücrelere 

zararlı olmakta ve kanser de dâhil olmak üzere, çoklu bozuklukların patogenezinde önemli rol 

oynamaktadır. Pestisitlerin epigenetik düzeyde etkilerini inceleyen çalışmalar DNA metilasyon düzeninde, 

histon modifikasyonunda ve ayrıca kodlayıcı olmayan RNA seviyesinde çok sayıda modülasyona neden 
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olabileceklerini göstermektedir [52]. Bütün bu olası etkileri nedeniyle, pestisit kullanımı konusundaki 

endişeler giderek artış göstermektedir.  

 

Bu çalışmada organofosforlu pestisitler grubunda yer alan ve insektisit/akarisit olan MET’un olası etkileri, 

güvenilen ve sıklıkla tercih edilen bir genotoksisite testi olan Allium testi ile A. cepa kök ucu hücrelerinde 

ilk kez incelenmiştir. Bu test kimyasal maddelerin hem sitotoksik ve hem de genotoksik potansiyelini tespit 

etmek amacıyla yaygın bir şekilde kullanılmaktadır.  

 

MET’un Allium cepa’da kullanılan bütün konsantrasyonlarda ve uygulama sürelerinde mitotik indeksi 

kontrole kıyasla anlamlı derece düşürmüş olması güçlü sitotoksik potansiyelini göstermektedir. MI’te 

gözlenen düşüşler, kromozom anormalliği frekansındaki artış ile ters yönlü bir bağıntı göstermiştir. MET, 

profaz safhasında bir miktar düşüşe ve metafaz ve telofazda bir miktar artışa neden olsa da gözlenen 

değerler kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Bu çalışmada gözlenen güçlü siotoksik 

etki, organofosfor grubundan olan farklı pestisitlerin Allium testinde mitotik indekste düşüşe ve mitoz 

bölünmenin inhibisyonuna neden olduğu çalışmalara benzerlik göstermektedir [12, 53-57]. Mitotik 

indekste gözlenen inhibisyonun, G1 fazında hücre bölünmesinin durdurulmasından ya da uzamış bir G2 

periyodundan kaynaklanabileceği açıklanmıştır. Mitotik indeksteki düşüş, S-fazında DNA sentezinin 

inhibisyonundan da kaynaklanmış olabilir [55, 58]. Pestisitlerin etkisine bağlı olarak ortaya çıkan metabolik 

bozukluklar genellikle hücre bölünmesinin durdurulmasına sebep olmakta, bu da DNA, RNA, protein ve 

enerji sentezini etkilemektedir [41, 59-62].  

 

MET, uygulanan bütün konsantrasyonlarda ve uygulama sürelerinde (7,5 mg/L, 12 saat hariç), kromozomal 

anormalliklerin frekansını kontrole kıyasla anlamlı düzeyde artırmıştır. MET, Allium cepa kök uçlarında 

yapışıklık, C-mitoz, köprü, fragment, geri kalma ve çok kutupluluk gibi anormalliklere neden olmuştur. 

Ayrıca anlamlı düzeyde olmamakla birlikte interfazda çok çekirdekli ve mikroçekirdekli hücreler de 

oluşturmuştur. Farklı organofosfat pestisitlerinin genotoksik etkilerinin incelendiği çalışmalarda da bu 

pestisitlerin kromozomal anormalliklerin frekansını artırdıkları yönünde sonuçlara ulaşılmıştır. Örneğin 

malathion, bu çalışma sonuçlarında olduğu gibi, A. cepa kök ucu hücrelerinde anormallik oranını artırmış 

ve kromozom kırığı, yapışıklık, geri kalma ve köprü gibi mitotik anormalliklere neden olmuştur [57]. 

Afugan fungisitinin de Allium testinde çeşitli anormalliklere sebep olduğu açıklanmış ve yapışıklık, C-

mitoz, köprü, geri kalma ve fragment gibi anormallikler rapor edilmiştir [53]. İki farklı organofosfatlı 

pestisit olan monocrotophos (MCP) ve chlorpyrifos (CPF)’un artan konsantrasyonları ile geri kalma, 

yapışıklık, köprüler, binükleat hücreler, mikronukleus ve fragmentler gibi anormalliklerin arttığı, mitotik 

indeksin ise anlamlı ölçüde düştüğü belirlenmiştir [55]. 

 

MET’un en fazla neden olduğu anormallik kromozom yapışıklığıdır (%47,50). Yapışkan kromozomların 

organofosfatlı pestisitlerin neden olduğu en baskın tip anormallik olduğu bildirilmiştir (Sinha ve Kumar, 

2014). Elektron mikroskobunda yapılan çalışmalar kromozom yapışıklığının kromatid tipi bir anormallik 

olduğunu göstermiştir [63]. Diğer yandan, Patil ve Bhat (1992) [64] yapışkanlığın kromatin materyalinin 

protein içeren matrisindeki bir tür fiziksel adezyon olduğunu bildirmiştir. Yapışkanlığın, kromozomlar 

arasında subkromatik bağlantılara yol açan kromatin ipliklerinin bozulmasının bir sonucu [65] veya DNA 

topoizomeraz II gibi periferal proteinlerin etkilenmesinin bir sonucu olduğu da vurgulanmıştır. Bazı 

klastojenlerin, DNA’ya doğrudan etkili olmadığı, kromozom yapışıklığı oluşturmak suretiyle, dolaylı 

şekilde etkili olduğu belirtilmiştir [66]. Kromozom yapışıklığına neden olan kimyasalların sitotoksik 

olduğu, bu hasarın geri döndürülemez ve sonuçta hücre ölümüne neden olduğu açıklanmıştır [38, 67]. 

MET’un yaygın olarak ortaya çıkardığı diğer anormallik ise C-mitozdur (%44,24). C-mitoz, kullanılan 

kimyasalın disülfit bağlarını bozmak suretiyle güçlü bir iğ inhibitörü olarak davrandığını göstermektedir 

[66]. Diğer yandan, eğer hücrede iğler kısmen etkilenmişse, çok kutuplu anafaz veya geri kalmış 

kromozomlar gözlenir. Bu durum, mikronükleus oluşumu ile sonuçlanır. Bu mikronukleuslarla beraber 

hücreden genetik materyal kaybı gerçekleşeceğinden, hücreye ciddi etkileri olacaktır [67]. Ahmad ve 

Yasmin (1992) [68], mikronükleusların, geri kalmış kromozomlardan veya mitotik aşamada gözlenen 

fragmentlerden kaynaklanabileceğini bildirmişlerdir. Fragmentler kromozomlarda ortaya çıkan kromatid 

ya da kromozom kırıklarının yapısal sonuçlarıdır. Bu çalışmada, methidathion, A. cepa’da hem anöjenik 

(iğ ipliği üzerinde) hem de klastojenik (DNA üzerinde) etkiye işaret eden çok kutupluluk, geri kalmalar ve 
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fragmentler oluşturmuştur. Anafaz ve telofazdaki kromozomal köprü oluşumu, kromozomların metafaz 

aşamasındaki genel yapışkanlığından veya kromozomların kırılması ve yeniden birleşmesinden 

kaynaklanabilmektedir [41, 69]. Köprü ve fragmentler, kromatid kırıklarından da kaynaklanabilir. Bu 

oluşumlar, klastojenik etkinin göstergesidir [66]. MCP ve CPF pestisitlerinin Allium testi ile genotoksik 

potansiyelinin incelendiği çalışmada kromozomal anormalliklerin sıklığının sırasıyla 

yapışıklık>fragment>köprü>geri kalma>binükleat>mikronukleus şeklinde olduğu açıklanmıştır. Ayrıca, 

MCP’nin CPF’tan daha etkili olduğu belirtilmiştir [55]. Genotoksik hasarlar, kullanılan kimyasalın DNA 

tamir sitemini direkt veya indirekt yollarla engellemesinden örneğin DNA polimerazın fonksiyonu için 

gerekli belirli iyonların engellenmesinden de kaynaklanabilir [66]. 

 

Bu çalışmada ayrıca MET’un metafaz evresindeki kromozomlar üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla, 

α-monobromonaftalin ile ön muamele edilmiş kök uçları da incelenmiştir. MET’un metafazda neden 

olduğu kromozomal anormallik oranı yalnızca 12 ve 48 saatlik uygulamaların 7,5 mg/L’lik 

konsantrasyonunda, 24 saatlik uygulamanın ise 15 mg/L’lik konsantrasyonunda anlamlı düzeydedir. Diğer 

konsantrasyonlarda kromozomal anormallik oranının istatistiksel olarak anlamlı olmamasının nedeni, bu 

pestisidin mitotik indeksi azaltacak şekilde etkili olmasıyla açıklanabilir. Bu uygulamada, kromozom 

kırıkları en sık gözlenen anormallik olup bunu fragment ve poliploidi izlemektedir. Daha düşük oranda 

kromatit kırıkları da gözlenmiştir. Bu bulgular yine MET’un klastojenik ve anöjenik etkili olduğunu 

desteklemektedir. Kromozom kırılmasına neden olan kimyasalların, kromozomlar üzerinde ve dolayısıyla 

DNA üzerinde bir etki oluşturarak klastojenik etkiye neden oldukları bilinmektedir [70]. Poliploidi, iğ 

ipliklerinin etkilendiğini göstermekte ve anöjenik etkili olduğunu düşündürmektedir. Kromozomal 

anormallikler, mutasyonun güvenilir göstergeleri olarak kabul edilmekte ve mutasyonel aktiviteyi taramak 

için güvenilir bir kanıt olarak kullanılmaktadır [55, 71]. 

 

MET’un genotoksik potansiyelinin incelendiği sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır. Fare kemik iliğinde 

MN testinin (25 ve 27,5 mg/kg vücut ağırlığı), insan lenfosit kültüründe ise kardeş kromatid değişimi 

testinin (1, 10 ve 100 µmol/L) uygulandığı bir çalışmada, MET’un genotoksik etkileri metabolik aktivasyon 

varlığında ve yokluğunda incelenmiştir. MET’un, fare kemik iliğinde MN frekansını artırmadığı, insan 

lenfositlerinde ise metabolik aktivasyon sistemi yokluğunda KKD sayısını artırdığı belirlenmiştir [20]. 

Diğer bir çalışmada, MET’un 135, 270 ve 405 mg/kg’lık konsantrasyonları, dişi Wistar ratlara 30 gün 

boyunca intraperitonal olarak uygulanmış ve genotoksik potansiyeli kemik iliğinde MN testi ile 

incelenmiştir. MET’un MN frekansını artırmadığı ancak nekrotik ve apoptotik hücre düzeyini doza bağlı 

olarak anlamlı şekilde artırdığı bildirilmiştir. Bu nedenle MET’un insanlar için güvenli olmadığı 

vurgulanmıştır [22].  

 

MET’un 1 ila 3 µg/mL'lik düşük konsantrasyonlarının genotoksik etkisi, insan lenfosit kültüründe, 

mikronukleus testi kullanılarak incelenmiştir. Ayrıca, farklı alkalin pH değerlerinde (pH 9,5 ve 12) MET’un 

neden olduğu genotoksik etki de değerlendirilmiştir. pH 7,4'te test edilen tüm konsantrasyonlarda, MET’un 

mikronükleus frekanslarını artırmadığı ve genotoksik olmadığı bildirilmiştir. Ancak en yüksek 

konsantrasyonda (3 μg/mL), pH 10’dan itibaren MN frekanslarında artış ortaya çıkmış ve pH 11’de bu artış 

anlamlı düzeye ulaşmıştır. Methidathionun alkalin hidrolizinin, iki yeni molekül oluşumuyla sonuçlandığı, 

bunlardan birinin elektroaktif olmayan fosfono-bileşik ve diğerinin oldukça elektroaktif bir sülfhidril türü 

olduğu açıklanmıştır. İkinci molekülün, insan lenfosit kültüründe orijinal molekülden daha genotoksik 

olduğu vurgulanmıştır. Araştırmacılar, yüksek pH değerlerindeki alkali ortamın, orijinal ortamdan çok daha 

genotoksik moleküller üretebileceğini de belirtmişlerdir [18]. 

 

Ünal ve arkadaşları [23], MET’un kültürdeki insan lenfositleri üzerindeki genotoksik etkilerini 

kromozomal anormallik, mikronukleus ve kardeş kromatit değişimi testleri ile incelemiştir. Lenfositler 24 

ve 48 saat boyunca MET’un dört farklı konsantrasyonu (3,75, 7,5, 15 ve 30 µg/mL) ile muamele edilmiştir. 

MET’un mitotik indeksi düşürdüğü, anormal hücre oranını, KKD ve MN frekansını anlamlı şekilde artırdığı 

belirlenmiştir. En sık görülen kromozomal anormalliklerin kardeş kromatitlerde birleşme, disentrik 

kromozomlar ve kromatit kırıkları olduğu açıklanmıştır. Araştırmacılar verilerine dayanarak, MET’un 

klastojenik, mutajenik ve anöjenik etkilere neden olduğunu belirtmişlerdir. Bu çalışmada elde ettiğimiz 

bulgular, adı geçen çalışma sonuçları ile paralellik göstermektedir.  
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Sonuç olarak bu araştırma, Allium testinin çevresel kirleticilerin sitotoksik ve genotoksik etkisini 

belirlemede hassas ve başarılı bir test olduğunu göstermiştir. Bu çalışma ayrıca, methidathionun, Allium 

cepa kök ucu hücrelerinde hem mitoz bölünmeyi önemli ölçüde düşürdüğü/engellediği ve hem de mitoz 

sırasında istatistiksel olarak anlamlı düzeyde anormallikler oluşturduğunu göstermiştir. Bu nedenle, bu 

kimyasalın insektisit/akarisit olarak kullanılması esnasında, diğer bazı pestisitlerde de olduğu gibi, hedef 

olmayan organizmalarda ve sonuçta insanlarda sitotoksik ve genotoksik etkileri olabileceği 

unutulmamalıdır.  
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