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Ozet

Bu caligmada organik fosforlu bir insektisit olan diazinonun Drosophila melanogaster' in titkriik bezi politen
kromozomlarinin, puflagma aktivitesi tizerine etkisi aragtirilmigtir. Ergin bireylere diazinon uygulanmig ve
F1 nesli elde edilmistir. F1 neslinde iiciincii instar larvalarin titkritk bezi politen kromozomlari
incelenmigtir. Politen kromozomlarda gozlenen puf bolgeleri aktif RNA sentezi yapilan bolgelerdir ve
interfaz nukleusu hakkinda bilgi verir. Diazinon uygulamasindan sonra politen kromozomlarin puflasma
modelinde farkliliklar tespit edilmistir. Bu farkliliklar aktif olan baz1 bolgelerin geri cekilmesi ya da bazi bant
bolgelerinin aktiflesmesi seklindedir. 1D, 4C, 22AB, 38B, 63F, 71F, 72D, 74C, 97A, 97E, 98A, 98D, 98E
bant bolgelerindeki puflar diazinon uygulamasi ile geri ¢ekilmistir. Bunun yani sira, 1E, 2D, 3AB, 7AB, 42E,
43F, 57EF, 58EF, 61CD, 67AB, 72AB, 82D ve 88F bant bolgelerinde ise diazinon uygulamasindan sonra
aktiflesen puf bolgeleri tespit edilmistir. Bazi puf bolgelerinde de puflasma sikliginda farkhilik oldugu
gozlenmigtir. Sonug olarak diazinon uygulamasinin, politen kromozomlarda interfaz nukleusunun
isleyisini, dolayisiyla gelisimsel programi degistirdigi sGylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Diazinon, Drosophila, politen kromozom, puflagma aktivitesi.

The Effect of Diazinon on Puffing Activity in Polytene Chromosomes of Drosophila melanogaster
Abstract

This study investigates the effects of diazinon, an organic phosphoric insecticide, pufting on salivary gland
polytene chromosomes of Drosophila melanogaster. Adult flies are applied diazinon and F1 generations were
developed. The third instar larvae’s salivary glands polytene chromosomes were examined in F1 generation.
Puff areas in polytene chromosomes are regions of RNA synthesis and provide information on interphase
nucleus. Certain differences were detected in pufting model of polytene chromosomes following the
diazinon application. These differences were either the retreat of certain active regions or the activation of
certain band regions. Puffs in 1D, 4C, 22AB, 38B, 63F, 71F, 72D, 74C, 97A, 97E, 98A, 98D, and 98E band
regions retreated with diazinon application. On the other hand, active puff areas were detected in 1E, 2D,
3AB, 7AB, 42E, 43F, 57EF, 58EF, 61CD, 67AB, 72AB, 82D and 88F band regions after diazinon application.
Some differences were observed in puffing frequency in some puff areas. In conclusion, it could be said
that diazinon application changed the interphase nucleus mechanism in polytene chromosomes, and thus
the developmental program.

Keywords: Diazinon, Drosophila, potting activity, polytene chromosome.
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GIRIS

Drosophila melanogaster genotoksisite galismalari
i¢cin oldukg¢a kullanigh bir organizmadir (Askin ve
Incekara 2010). Drosophila melanogaster larvalarmin
titkritk bezlerinde goézlenen politen kromozomlar,
interfaz kromozomlarinin ve 6zel yapilarinin
anlagilmasinda olduk¢a 6nemlidir. Bu kromozom-
larda nispeten sismis, kabarmig olarak goézlenen

98

bolgeler puf bolgeleridir. Puf bolgeleri kromozom-
larin diger boliimlerine gore daha ¢ok RNA
sentezinin gerceklestigi aktif gen bolgeleridir.
Politen kromozomlardaki puflasma modeli, interfaz
nukleusundaki gen aktivitesinin bir géstergesidir ve
sitogenetik metotlarla rahatlikla incelenebilir
(Schwartz ve ark. 1999, Zhimulev ve ark. 2004).
Drosophila’nin  ti¢lincii instar larva ddneminde,

Gelis: 25.04.2012 / Kabul: 26.06.2012

No: 85, 2012



Diazinonun Drosophila melanogaster’ in Politen Kromozomlarinda...

Ekoloji

hemolimfde ekdizon hormonunun konsantrasyo-
nundaki artig, larvanin pupa evresine gegigini
baglatir. Hemolimfdeki ekdizon konsantrasyonu ile
puflasma aktivitesi arasinda tam ve nedensel bir
iligki vardir. Puflagma aktivitesinin baglamasi ve
devaminda, ekdizonun politen kromozomlarda
kendine 0Ozgii bolgelere baglanarak puflagmay:
kontrol ettigi ortaya ¢ikmugtir (Dworniczak ve ark.
1983).  Politen
aktivitesindeki degisimler gecici ve bir seri olaydir.

kromozomlardaki  puflagma
Bir gen kompleksi setinin kontroliiyle gerceklesen
bu bir seri olaylar dizisi, gelisimsel prosesin
anlagilmasint miimkiin kilar (Dworniczak ve ark.
1983). kosullar,
modelinde farkliliklar olugsmasina neden olur
(Zhimulev 1999). Ornegin Drosophila’da artan
sicaklik uygulamasi sonucu puflasma modeli degisir
ve bir dakika i¢ginde puflagma baglar, bu puflar 20-30
dakika iginde en biytk o6lctlerine ulagirlar
(Zhimulev ve ark. 2004). Drosophila larvalarinin
politen kromozomlar1 ve puflagma modeli, cevresel

Degisen ¢evresel puflagma

faktorlerin gen aktivitesine etkilerinin sitolojik
gozlemle anlagilmasinda yararli bir modeldir.
Diazinon organik fosforlar grubundan bir
inscktisittir. Organik fosforlu pestisitler hizlh
yikilmalar1 ve c¢abuk elimine edilmeleri nedeniyle
olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat iki
alkil kokii icermeleri nedeniyle, alkilleyici ajanlardir
ve bu bilegikler potansiyel mutajendirler (Vélazquez
ve ark. 1990). Alkilleyici ajanlar Uluslararast Kanser
Aragtirma Ajansit (IARC) tarafindan, insanlar i¢in
kesinlikle kanserojen olan kimyasallar arasinda
siniflanmaktadir (Hollaender 1971, Singer ve
Grunberger 1985). Diazinonun toksik etkileri
tizerine cok fazla aragtirma sonucu olmasina
ragmen, crken embriyonik dénemlerde etkisi
tizerine oldukga az bilgi mevcuttur (Schneider ve
ark. 2006, Slotkin ve ark. 2008). Bu caligmada,
diazinonun Drosophila melanogaster’ in tigincii instar
larvalarinin  politen kromozomlarinin puflagma
aktivitesi tizerine etkileri incelenmigtir.
MATERYAL VE METOT
Deneylerimizde, ileri derecede kendilesmig
Drosophila  melanogaster’in ~ Meig  (Diptera:
Drosophilidae) yabanil tip Oregon-R soyunun,
figiinci instar larvalari kullamlmugtir. Ugiincii instar
larvalar, ergin sineklerin standart bira mayasi, misir
unu igeren besiyerinde caprazlamasi ile elde
edilmigtir. Larvalarin se¢iminde erkek ve disi
ayrimina dikkat edilmemigtir. Madde uygulamasi
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yapmak icin, kontrol ve deney grubu olmak tizere
iki deney seti hazirlanmigtir. Kontrol ve deney
gruplart deneyler siiresinde, 25+1°C sicaklik ve
siirekli karanlik kogul tasiyan inkiibatdrlerde
tutulmustur. Ergin bireylere diazinon uygulamasi
beslenme yoluyla yapilmistir. Ergin bireyler 1 ml
(6x10-5 ppm) diazinon ¢ozeltisi igeren besiyerinde
yumurta birakmis ve yumurtlama gerceklestikten
sonra besiyerinden uzaklagtirilmigtir. Hem deney
hem de kontrol grubunu olusturan besiyerine
Drosophila melanogaster’in ergin bireylerinden 7 erkek
ve 7 disi birey konulmugtur. Yumurtadan sonra
ortaya ¢tkan 1. 2. ve 3. evre larvalar, deri degisiminin
tim safhalarin1  diazinon
gegirmiglerdir.  Caprazlamanin

igeren besiyerinde
baglangicindan
itibaren 5. giin, 3. evre larvalar olugmaktadir. Bu
larvalar besiyerlerini terk edip, sisenin kenarlarina
¢ikar ve orada yasarlar (Ayar ve ark. 2009). Kiiltiir
sisesinden bir larva alimip, petri kutusu i¢indeki bir
miktar Drosophila Ringer Soliisyonu’ na aktarilmigtir.
altinda
yardimuyla,

Binokiiler mikroskop larvanin  basg,
diseksiyon igneleri
ayrilirsa, bu esnada seffaf torbaciklar bi¢ciminde
hafifce uzun titkrik bezleri ortaya g¢ikmaktadir.
Tukrik bezi ince bir pens yardimiyla ¢ikarilip,
yagindan bir
aktarilmigtir. Lakto aseto-orsein boyasi ile boyanarak
ezme preparat hazirlanmistir (Uysal ve Bahgeci
1992, Levent ve ark. 1998). Kollar1 iyi acilmis ve iyi

boyanmig olan kromozomlar incelenmis ve birden

viicudundan

temizlenmis ve lam {zerine

fazla anormallik gosteren kromozom kollarinin
fotograflar ¢ekilmistir. Deney ve kontrol grubu i¢in
ortalama yiizer hiicre mikroskopta incelenmistir.
Politen kromozomlarin puflagsma aktivitesi, daha
onceki aragtiricilarin hazirlamig oldugu puflagma
modeline goére incelenmistir (Bridges 1935,
Lindsley ve Zimm 1992, Henderson 2004).
Oncelikle, pestisitlerin hangi konsantrasyonda
mutajenik oldugunun bilinmesi gereklidir. Bu
nedenle LCs; degerleri hesaplanmigtir (Cetin ve ark.
2010). Yiiksek konsantrasyonlar toksik etkiye
sahipken, diisiik konsantrasyonlar énemli bir etki
yapmayacagi letal tespiti
yapilmast 6nemlidir. LCjy, letal konsantrasyonun
yarist olan degerdir. Bu degerin tizerindeki miktarlar
toksik etki yaptig etkilerinin
aragtirtlmasina olanak vermemektedir. Buna gore

igin konsantrasyon

igin, diger

LCs, konsantrasyonu diazinon igin 6x10-4 ppm ve
1x10-* ppm arasinda bulunmugtur (Karatag ve
Bahgeci 20092). Bu arastirmanin iginde oldugu bir
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aragtirmada  diazinonun
gelisimsel ve morfolojik 6zelliklerine etkisi ti¢ farkli

konsantrasyonda arastirilmis ve en yiiksek oranda

ayni organizmanin

toksik etki, aragtirilan en yiiksek konsantrasyon olan
6x10-> de gorilmistiir (Karatag ve Bahgeci 2009a,
Karatag ve ark. 2011). Bu nedenle diazinonun
politen kromozomlara etkisinin arastirildigi bu
aragtirmada, bu en yiiksek konsantrasyon olan
6x10-> lik konsantrasyon kullanilmigtir.
Kromozom kollarinin teshisinde yararlanilan
yapisal isaretler; X kromozomunun u¢ kisminda 2B
bant bolgesindeki “biiyitk puf”, 11 A bant
bolgesindeki “daralma=zayif benek”; 2L kromozom
kolunda 21 A bant bolgesindeki “topuz yapist”, 30 A
bant bolgesindeki “kalkan bigimli yap1”, 31 BF bant
bolgesinde “kaz boynu”; 2R kromozom kolunun
baglangi¢ kismi olan 60 EF bant bolgesinde “sogan
kaidesi benzeri yap1”, 3L kromozom kolunda 68 BC
bant Dbolgesinde 74-75 bant
bolgelerinde “seytan feneri” olarak ifade edilen bir
¢ift yapisal puf, 79 CE bant bolgesinde “kapsiil
tabakas1” ve 3R kromozom kolunun 85 EF bant
bolgesindeki “eskenar tiggen seklindeki yap1” ile 100

“balerin etegi”,

EF bant bolgesindeki “mantar seklindeki yap1”
lardir. Ayrica kromozom kollarinin serbest uglarinin
bigimlerinden de yararlanilmistir (Uysal 1992,
Levent 1998, Stalling ve ark. 2006).

Deneylerden elde edilen verilerin istatistik
degerlendirmesinde kullanilan istatistik yontem
z-testidir.

oranlarin  kargilagtirmasina  ait

- b-P

JE D) B (B
N N

1 2

Hesaplamalarda minitab for Windows ver 13.0
istatistik programi kullanilmigtir.
BULGULAR

Diazinon uygulamast sonucunda Drosophila
melanogsater’ in politen kromozomlarinin puflagma
modelinde farkliliklar ortaya ¢ikmigstir. Hem kontrol
hem de deney grubunda ortak oldugu gozlenen aktif
puf bolgeleri kaydedilmistir. Diazinon deney
grubunda
degistirmis,

puflasma  bolgelerinin  bazilarimi

puflasmayan bazi bolgelerde de
puflasmaya neden olmustur (Tablo 1). Ayrica
muamelenin toplam puflasma tizerindeki etkisi ve
istatistik sonuglar1 da degerlendirilmigtir. Puflagsma
bolgeleri DNA sentez aktivitesini gosterdigi icin
diazinonun toplam puflagma orani, toplam RNA

sentezi lizerindeki etkisi hakkinda da kabaca bilgi
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verecektir. Puflagma oran ile ilgili oran ve istatistik
verileri tablo 2’ de verilmistir.

X kromozom kolunda, kontrol grubunda
puflasma orant %11,30, deney grubunda ise
%15,84° tiir. Bu iki oran arasindaki fark istatistik
acidan anlamli bulunmustur (Tablo 2). Diazinon
uygulamasi X kromozom kolunda puflagma oranini
yiikseltmigtir. 2C, 2B ve 3A bant bolgeleri hem
deney hem de kontrol grubunda puflagmigtir.
Kontrol grubunda oldukga sik gézlenen 1D bant
bolgesindeki puflasma diazinon uygulamasindan
sonra geri ¢ekilmigtir (Tablo1). Diger yandan 1E,
2D ve 7AB bant bélgeleri ise diazinon uygulamasi
sonucu puflagan ve puflagma sikligi oldukga yiiksek
olan (Sekil 1 wve 2).
kromozomlarda kontrol grubunda gézlenmeyip
diazinon uygulamasindan sonra ortaya ¢ikan puflar,

bolgelerdir Politen

toksisiteye karst aktiflesen gen bolgeleri olabilir.

2L kromozom kolunda diazinon uygulamasi
(%11,48).
Kontrol grubunda bu oran %15,77" dir ve aradaki
fark, istatistik olarak anlamlidir (Tablo 2). 21EF, 23E,
25AB ve 33B bant bolgelerindeki puflar, hem deney
hem de kontrol grubunda gézlenmistir (Tablo 1).
Kontrol grubunda 22AB ve 38B bant bolgelerinde
gozlenen puflar ise diazinon uygulamasmdan sonra
geri ¢ekilmistir (Sekil 3). Bu puf bolgeleri, toksik
etki nedeniyle kapanan, gelisimsel gen ya da protein
sifrelerini kodlayan bolgeler olabilir. 2L kromozom
kolunda diazinon etkisiyle ortaya ¢ikan puflagma

sonucu puflasma orant dismistiir

kaydedilmemigtir.

2R kromozom kolunda diazinon uygulamasi
puflasma sikhigimi yikseltmistir (%29,51). Kontrol
grubunda bu oran % 21,29’ dur ve aradaki fark 0.05
diizeyinde anlamli bulunmustur (Tablo 2). 42A,
43DE, 50CD, 52C, 55D, 55E, 58DE ve 60B bant
bolgeleri hem deney hem de kontrol grubunda
puflagsmustir (Tablo 1). Diazinon uygulamasindan
sonra geri ¢ekilen puf bolgesi gozlenmemistir, fakat
52C  bandindaki sikliginin, deney
grubunda  kontrol grubuna gére distigi
gozlenmistir. 42E, 43F, 57EF ve 58EF bant
bolgelerinin ise diazinon uygulamasindan sonra
aktifleserek puftlagtig (Sekil  4).
Diazinon uygulamast 2R kromozom kolunda

puflagsma

gozlenmistir

puflagsma oranini yiikseltmistir.

3L kromozom kolunda ise deney ve kontrol
grubunun puflasma oraninda, istatistik agidan
anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 2). Hem
deney hem kontrol grubunda gozlenen puflar, 62A,
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Na" B
Sekil 1. X ve 2R kromozom kollarinda puf bolgeleri; X:
1CD, 2B, 3AB, 7AB; 2R: 58DE, 59EF, 60CD.

Sekil 2 X kromozom kolunda puf bolgeleri; X: 1CD, 2B,
3AB, 9B.

Sekil 3. 2L, 2R ve 3L kromozom kollarinda puf bélgeleri;
2L: 21EF, 23E, 25B; 2R: 58DE, 56EF, 52DE; 3L:
61A, 62CD

62C, 62DE, 68BC, 69F, 71CDE, 73B, 74EF, 75AB
bant bolgelerindedir. Diazinon uygulamasindan
sonra geri ¢ekilen puflar, 63F, 71F, 72D ve 74C bant
bolgelerinde; aktiflesen puflar ise 61CD, 67AB,
72AB bant bolgelerinde tespit edilmistir. Ozellikle
61CD bant bolgesinde puflagmaya oldukga sik
rastlanmugtir (Sekil 5 ve 6). Ayrica 71CDE bant

No: 85, 2012

Sekil 4. 2L ve 3L kromozom kollarinda puf bolgeleri; 2L:
23E; 3L: 61A, 61CD, 62BC, 63F.

Sekil 5. 2R kromozom kolunda puf bélgeleri; 2R: 42A,
42C, 42E, 43F, 45DE.

Sekil 6. 3L kromozom kolunda puf bslgeleri; 3L: 71CDE,
72AB, 74EE, 75AB, 78CD .

bolgesindeki deney grubunda
gozlenme sikhigr diigmiistiir (Tablo 1).

puflagmanin,

3R kromozom kolunda diazinon uygulama-
sindan sonra puflasma orani digmdstiir. Kontrol
grubunda bu oran %22,8 iken, diazinon uygulanan
grupta %16,42’ dir ve aradaki fark istatistik olarak
anlamhdir (Tablo 2). 82F, 85EF, 90BC, 91B, 93D
bant bolgeleri hem deney hem de kontrol grubunda
puflasmistir (Tablo 1). Kontrol grubunda 82D ve
88F bant bolgelerinde puf goézlenmemis fakat,
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Tablo 1. Diazinonun politen kromozomlarda puflasma
modeline etkisi.

Kromozom Puf Kontrol Deney | Kontrol grubunda | Deney grubunda
Kolu Bolgesi Grubu Grubu puflagma tekrar1 | puflasma tekrari
X 1D + - 12 0
1E - + 0 5
2B + + 33 28
2C + + 22 15
2D - + 0 10
3A + + 10 18
3AB - + 0 18
4C + - 9 0
7AB - + 0 15
86 109
2L 21EF + + 14 13
22AB + - 13 0
23E + + 30 22
25AB + + 32 27
33B + + 24 17
38B + - 7 0
120 79
2R 42A + + 14 17
42E - + 0 8
43DE + + 8 10
43F - + 0 10
50CD + + 38 35
52C + + 23 8
55D + + 14 15
55E + + 23 21
57EF - + 0 12
58DE + + 14 13
58EF - + 0 27
60B + + 28 27
162 203
3L 61CD - T 0 15
62A + + 11 15
62C + + 26 21
62DE + + 17 11
63F + - 16 0
67AB - + 0 9
68BC + + 16 18
69F + + 10 7
71CDE + + 31 1
71F + - 9 0
72AB - + 0 5
72D + - 6 0
73B + + 13 12
74C + - 4 0
74EF + + 33 30
75AB + + 33 30
225 184
3R 82D B ¥ 0 16
82F + + 39 26
85EF + + 14 18
88F - + 0 9
90BC + + 30 22
91B + + 26 1
93D + + 24 11
97A + - 6 0
97E + - 4 0
98A + - 8 0
98D + - 4 0
98E + - 13 0
168 113

diazinon uygulamasi sonucu bu bant bolgeleri
puflagsmustir (Sekil 7). 97A, 97E, 98A, 98D ve 98E
bant bolgelerindeki puflar ise diazinon uygulamasi
sonucu geri ¢ekilmigtir.
TARTISMA VE SONUC

Drosophila melanogaster’'in normal larval geligimi
sirasinda politen kromozomlarinda olusan puflar,
gelisimsel puflardir. Bunlar 2L kromozom kolunda
23E, 25AB; 2R kromozom kolunda 52C, 55E; 3L
kromozom kolunda 69F, 73B; 3R kromozom
kolunda 82EF, 90BC ve 93D bant bolgelerinde
gozlenen puflardir (Uysal ve Bahgeci 1992, Levent
ve ark. 1998). Diazinon uygulamasindan sonra,
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P
Sekil 7. 3R kromozom kolunda puf bélgeleri; 82D, 82F.

Tablo 2. Kromozom kollarinda puflagma tekrari
oranlarinin karsilagtirmasi.

Kromozom Gruplar
Kolu Kontrol grubunda puflasma | Deney grubunda puflasma Toplam
Puf sayist % Puf sayist % Puf sayist %
X 86, 11.30 109, 15.84 195 13.46
2L 120, 15.77 7% 11.48 199 13.73
2R 162, 21.29 203, 2951 365 25.19
3L 225, 29.57 184, 26.74 409 28.23
3R 168 22.08 113, 16.42 281 19.39
Total 761 100.00 688 100.00 1449 100.00

Ayni satirda aymi altsimgeyi paylasmayan gruplar arasindaki fark
p<0.05 diizeyinde 6nemlidir

gelisimsel puflarda geri ¢ekilme gozlenmemistir.
Fakat 52C, 23E, 82F, 90BC ve 93D bant
bolgelerindeki gelisimsel puflarin, gézlenme sikligi
azalmigtir (Tablo 1). Cinko kloriir uygulamasi
sonucu gelisimsel puflarin biiyiik gogunlugunun
geri ¢ekildigi, bagka aragtirmacilar tarafindan da
kaydedilmistir (Levent ve ark. 1996). Gelisimsel
puflarda meydana gelen geri ¢ekilme, normal
gelisim programinda aksama olarak degerlen-
dirilebilir.

Diazinon uygulamasindan sonra geri ¢ekilen
puflar, 1D, 4C, 22AB, 38B, 43DE, 55D, 63F, 71F,
72D, 74C, 97A, 97E, 98A, 98D ve 98E bant
bolgelerindeki puflardir. Ayni zamanda pek ¢cok bant
bolgesinde (2C, 23E, 33B, 52C, 62DE, 71CDE, 82F,
90BC, 91B, 93D) puflagma sikligi, kontrol grubuna
gore diismistiir (Tablo 1). Bu bolgeler toksik etki
nedeniyle kapanan, gelisimsel gen ya da protein
sifrelerini kodlayan bolgeler olabilir. Bir aragtirmada
63F pufunun iki gen igerdigi ve bu genlerin,
ekdizonu tesvik eden ve Ca2* baglama protein-
lerini kodlayan genler oldugu agiklanmistir (Andres
ve Thummel 1995). Nitekim, diazinon uygulamasi
sonucu 63F bant bolgesindeki puflagmanin geri
¢ekilmis olmasi, gelisimsel genlerin etkilendigi
diisiincesini desteklemektedir. Spt4, Spt5 ve Spt6
olarak

isimlendirilen ¢ tip proteinin aktif
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iligkili
faktorleri 6zelliklerine sahip olduklari, ayrica maya,

transkripsiyonla olduklar1 ve uzatma
memeli ve Drosophila’da ortak 6zellikler gdster-
dikleri ifade edilmistir. Bu proteinlerin politen
kromozomlarda, 5E, 23DEF, 25AB, 49B, 56D,
63BC, 64F, 68C, 71E, 75B, 87A, 87C, 90B, 93D ve
95A bant bolgelerinde yer aldigi tespit edilmistir.
Ayrica Spt5’in RNA Polimeraz II ile ve Spt6’'nin da
histonlarla kargilikli etkilegsimi oldugu acgiklanmustir
(Kaplan ve ark. 2000). Arastirmamizda diazinon
uygulamasindan sonra, sozii edilen bu proteinlerin
kodlandig1 bazilarinda,
aktivitesinde farkliliklar tespit edilmistir. Diazinon
uygulamasiyla, 25AB, 71CDE, 90BC ve 93D bant
bolgelerinde puflagsma sikligi azalmistir (Tablo 1).
Diazinon bu gen bolgelerini baskilamis ya da gen
isleyisini degistirmis olabilir. Bir bagka aragtirmada,

bolgelerin puflagsma

Drosophila melanogaster’de 62E putunda, ckdizonu
diizenleyen bir genin varhigi teshis edilmigtir
(Keegan ve ark. 2001). Arastirmamizda, 62DE bant
bolgesinin puflagma aktivitesinde azalma oldugu
ortaya cikmigtir (Tablo 1). Diazinon puflagma
aktivitesini etkileyerek, eckdizon diizenlemesini
dolayisiyla
aksamasina neden olmus olabilir. Drosophila’da

degistirmis, gelisimsel  programin
torasik ve abdominal segmentlerin 6zellesmesini
saglayan ve bir homeotik gen olan Ultrabithorax
(Ubx) geninin politen kromozomlardaki lokasyonu
tespit edilmistir (Botas ve Auwers 1996). Mutant
irkta politen kromozomlarda ortalama yiiz farkli
lokasyonu tespit edilen bu gen bdlgelerinden bizim
aragtirmamizda puflasan ya da geri ¢ekilen bazi ortak
bolgeler oldugu gozlenmistir. Diazinon uygulama-
sinda sonra s6z konusu bolgelerden 3B, 42DE, 57E,
58E, 82C bant bolgelerinin puflastigi, uygulamadan
sonra ise 22A, 38B, 72D ve 97A bant bolgelerinin
geri ¢ekildigi gozlenmistir. Homeotik genlerin
isleyiginin olasi degisimi segmentasyonu ve
dolayistyla ergin birey morfolojisini degistirecegi
tahmin edilebilir. Nitekim aragtirmamizda politen
kromozomlarda lokasyonu tespit edilen Ubx
geninin yiiz lokasyondan dokuzunda farklilik tespit
edilmigtir. Aynt maddenin ergin morfolojisine
etkilerinin aragtirtldigr diger aragtirmamizda 6x10->
ppm diazinon uygulanan deney grubunda anormal
birey oraninin %9,86 olusu da (Karatag ve Bahgeci
2009a) bu iligkiyi gosterebilir. Ayni maddenin
uygulanmasiyla ergin bireylerdeki anormallik orani
ile homeotik bir genin lokasyonlarindaki puflagsma

farklilig1 oraninin benzer ¢ikist 6nemli bir bulgudur
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ve homeotik genlerin igleyiginin degismis olabile-
cegi ifade edilebilir.

Steroid hormon olan ekdizonun kademeli artigt
Drosophila’da metamorfozun baglamasim diizenle-
mektedir. Larval gelisim sonundaki ekdizon artiglari,
larvanin pupa evresine gecisi baglatir ve prepupal
gelisimi destekler, bunu izleyen on saat sonunda bir
bagka ckdizon artigi, prepupal-pupal gegisi haber
verir. Pek ¢ok larval doku, pupal gelisim esnasinda
yikilir ve imaginal progenitér hiicrelerin bir araya
gelmesiyle olusan imaginal disklerin, biiytimesi ve
farklilagsmast sonucu ergin yapr ortaya ¢ikar. Bu
farkl gelisimsel yollarin net sonucu olarak, siiriinen
bir larvadan, oldukga hareketli ve yiirtiyebilen ergin
sinekler ortaya c¢ikar. Politen kromozomlarin
puflasma modellerinin goézlenmesi, ekdizonun
kompleks tepkiler yoluyla diizenledigi gelisimsel
mekanizmayi aydinlatmistir. Ekdizon puflart olarak
bilinen puflar, 2B, 8EF, 10EF, 12DE, 13E, 21C, 22C,
23E, 27C, 28A, 29F, 42A, 43E, 44A, 46A, 46F, 47A,
47BC, 48B, 49E, 50CD, 50F, 62E, 63F, 67B, 70C,
70E, 72D, 73B, 74EF, 75B, 75D, 76A, 76D, 78C,
86E, 87F, 89B, 98F, 99B ve 100E bant bolgelerin-
dedir (Lam ve ark. 1997). Diazinon uygulamasi
sonucu, ekdizon puflarinda farkliliklar gézlenmistir.
Ornegin 63F ve 72D (Tablo 1) ekdizon puflar1 geri
¢ekilmis, ayrica 23E ve 62E puflarinin, puflagma
diismiistiir.  Cypermethrinin
kromozomlara etkisini aragtirdigimiz bir bagka
galigmada da 63F ve 72D bant bélgelerindeki
ekdizon puflarinin geri ¢ekildigi tespit edilmistir
(Karatag ve Bahgeci 2009b). Bu puf bolgelerindeki
degisimin, hormon sentezini degistirdigi, dolayisiyla
da gelisimi aksattig1 ifade edilebilir.

Aragtirmada ortaya ¢ikan bir bagka bulgu ise

orani politen

kontrol grubunda gozlenmeyip sadece diazinon
uygulamasindan sonra ortaya ¢ikan puf bolgelerinin
varhigidir. Drosophila’da yeni olusan puflarin ¢evresel
faktoriin niteligine gore farkliliklar gosterdigi ifade
edilmigtir (Uysal ve Bahgeci 1992). Nitekim
diazinon uygulamas: sonucu 1E, 2D, 3AB, 7AB,
42E, 43F, 57EF, 58EF, 61CD, 67AB, 72AB, 82D ve
88F bant bolgeleri puflagmugtir (Tablo 1). Daha 6nce
yapilan benzeri c¢alismalar bizim bulgularimizi
destekler niteliktedir. Drosophila melanogaster’e bakir
klortir uygulamig ve 25BC, 48B, 53DEF, 54AC,
55E, 56DE, 61F, 63A, 63BC, 66AB, 71B, 76C, 76D,
85BC, 87EF, 94A, 97AE, 98A, 99A, 99EF bant
bolgelerinin puflagtigini gézlemistir. Ayrica yine
ayni arastirmact bakir klortir uyguladiginda; 22A,
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23EF, 27E, 28B, 35F, 47A, 54BD, 55DE, 56DE,
58EF, 59B, 62A, 62DE, 68BC, 70DE, 73B, 74D bant
bolgelerinin puflagtigini gézlemistir (Levent ve ark.
1998). Uysal ve Bahgeci (1992) ayni organizmaya
oksijensizlik uygulamis ve 10EF, 26A, 30DE, 45E,
48B, 53BC, 55E, 63BC, 66DEF, 76D, 84E, 85B,
86F, 91EF ve 96A bant bolgelerinin puflagtigini
gozlemistir.  Ayrica  cypermethrinin  politen
kromozomlara etkisini aragtirdigimiz bir bagka
aragtirmada, 1E, 2D, 3C, 7AB, 15BC, 43C, 47A,
61A, 61CD, 63CD, 72AB, 79F, 82D, 88F, 92A ve
96A bant bolgelerinin, cypermethrin uygulamasi
sonucu puflagtigr gortilmistir (Karatag ve Bahgeci
2009b). Bu bolgeler toksik etkiyi azaltmak igin
aktiflesen gen bolgeleri olabilir. Ornegin, memeli
agir karsi,
metallothionein proteininin arttifi ve toksisiteyi
azalttigr bilinmektedir. Bu proteinin, bakir, ¢inko ve

kadmiyum gibi metalleri baglayarak, organizmay:

canlilarda metal  toksisitesine

toksik etkilerden korudugu dusiiniilmektedir.
Drosophila’da larvalar kadmiyum ve bakirla muamele
edilmis ve kadmiyum muamelesinden sonra tRNA
modellerinde ve proteinde cesitli degisiklikler
tanimlanmigtir.  Kadmiyum ve bakir alimiyla
metallothionein benzeri proteinlerin sentezinin
bagladig1, buna ilave olarak bu iki metalin énemli bir
kisminin bu protein ile birlegtigine dair veriler elde
edilmistir. Cesitli metal iyonlarinin herhangi biri ile
muamele edilen larvalarda metallothionein ile
komplementer olan spesifik RNA' larin diizeyinde
6nemli bir artig gozlenmistir. Ayrica Drosophila’da
ayrt ¢esidinin  varlhig
aciklanmigtir (Maroni ve ark. 1986, Egli ve ark.
2006). Fakat bu

kromozomlardaki lokasyonuna dair bir referans

metallothioneinin dort
tip protein-lerin  politen

bulunamamustir. Kontrol grubunda gozlenmeyip,
sadece deney grubunda yogunlukla gozlenen puf
bolgeleri, insektisit toksisitesine karst bu tip
proteinlerin sifrelendigi bolgeler ya da direng
gelisgimi saglayan genlerin bulundugu bélgeler
olabilir. Sitokrom P450 monooksijenazlar, mikro-
zomlarla dolayisiyla, karsinojen ve
ksenobiyotik bilesiklerle ve ¢esitli hiicresel endojen
metabolitlerle iligkilidirler. Ayrica insektisitlere karst
diren¢ gelisimiyle de iligkilidirler (Maitra ve ark.
2000, Mora ve ark. 2010). Drosophila melanogaster’de
iki numarali kromozomun sag kolunda ve 43A1-2
bant bolgesinde bir sitokrom P450 geni olan Cyp6a2
geninin varhig tespit edilmigtir (Dunkov ve ark.

1997). Nitekim bizim galismamizda, bu bolgeye ¢ok

mutajen
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yakin olan, 42E ve 43F bant bolgeleri, diazinon
uygulamasindan sonra puflagmustir. Toksik etkiye
karg1 aktiflesen bu ve benzeri puf bolgeleri, direng
saglayan gen Dbolgeler1 ya da
metallothionein benzeri proteinlerin sifrelendigi
gen bolgeleri olabilir. Bu nedenle goriilme sikliginin

geligimini

disiik olmasina ragmen, sadece deney grubunda
gozlenen puf bolgeleri dikkat ¢ekicidir.

Ayrica, X kromozomunun 2B bant bélgesinde
yer alan erken ckdizon pufu, tiglincii instar larva
evresinin sonunda puflagan, kompleks genetik bir
lokustur, Broad-Complex olarak adlandirilir ve
birbirini tamamlayict allellerden olusan doért gen
grubunun karigimidir. Bu allellerin farkli bilegim-
leri, farkli kanat kenarlar1 fenotipinin ortaya gikma-
sina neden olur (Kiss ve ark. 1988). Nitekim
yaptigimiz c¢aligmada, 2B bant bolgesinin puflagma
siklig1 insektisit uygulamast sonucunda azalmustir.
Ayrica bu ¢aligmanin ilgili oldugu bir bagka
aragtirmamizda ¢ farkli konsantrasyonda diazinon
(6X10-5, 6X10-%, 6X10-7) ergin bireylere uygulan-
mus, daha sonra F1 ve F2 nesli morfolojileri ince-
lenmigtir. F1 ve F2 neslinde 6zellikle kanatlarda
oldukga yiiksek olmak iizere iiyelerde, toraksta ve
abdomende oldukg¢a vyiiksek oranda fenotipik
malformasyon goézlenmigtir. En yiiksek oranda
anormallik her iki nesilde de 6X10-> uygulanan
grupta gozlenmigtir. F2 nesline madde uygulan-
mamis olmasina ragmen anormalligin yiiksek olugu
kalitsal mutasyonlara dayandirilmistir (Karatag ve
Bahgeci 2009b). Bu durumda diazinonun etkisiyle
bu ve benzeri gen bolgelerindeki toksik etkinin
gelisimsel programi aksatarak, fenotipe malfor-
masyon olarak yansidigi ifade edilebilir.

Politen kromozomlarda lokasyonlar1 belirlenmig
ve ifadesi aydinlatilmis genlerle ilgili bilgiler ve
diazinon uygulamasindan sonra aktiflesen ya da
kaybolan puf bolgeleri ile ilgili olarak diyebiliriz ki,
etkisi isleyisi
degisebilir. Bu degisiklikler genlerde ya da gen
isleyigsinde gorevli enzim, protein gibi molekiillerin
yapisinda ya da gen isleyisinin degisimi seklinde

diazinon nedeniyle, genlerin

olabilir. Dolayistyla diazinon uygulamasi sonucu
hedef olmayan organizmalarda benzer toksik etkiler
sonucu istenmeyen ve tiire zarar verecek sonuclar
gozlenebilir.
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