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Ozet

Bu calismada cypermethrinin Drosophila melanogaster’in tglincii instar larvalarinin tiikkriik bezi politen
kromozomlari iizerine etkisi arastirilmistir. Cypermethrin uygulamasi besiyerine karistirilarak, beslenme yoluyla
yapilmistir. Politen kromozomlarda puf bolgeleri aktif RNA sentezi yapilan bolgelerdir ve interfaz nukleusu
hakkinda bilgi verir. Madde uygulamasindan sonra politen kromozomlarin puflasma modelinde farkliliklar tespit
edilmistir. 1D, 4C, 22AB, 38B, 43DE, 52C, 55D, 63F, 68BC, 71F, 72D, 73B, 74C, 97A, 97E, 98A, 98D bant
bolgesindeki puflar cypermethrin uygulamasti ile geri ¢ekilmistir. Ayrica, 1E, 2D, 3C, 7AB, 15BC, 43C, 47A, 61A,
61CD, 63CD, 72AB, 79F, 82D, 88F, 92A, 96A bant bolgelerinde cypermethrin uygulamasindan sonra puflagsma
kaydedilmistir. Cypermethrinin {igiincii instar larvada politen kromozomlarda interfaz nukleusunun isleyisini,
dolayistyla gelisimsel programi degistirdigi soylenebilir.
Anahtar Kelimeler: Drosophila, insektisit, cypermethrin, politen kromozom, gen aktivitesi.

The Effects of Cypermethrin on The Polytene Chromosomes of Third
Instar Larvae of Drosophila Melanogaster

Abstract

The effects of cypermethrin on the salivary gland polytene chromosomes of third instar larvae of Drosophila
melanogaster have been investigated. Cypermethrin have been applied to larvae by feeding. The puff sections
on the polytene chromosomes are the sections active in transcription and give information about interphase
nucleus. After the application of substance, differences in the puffing model of polytene chromosomes have been
determined. As a result of the cypermethrin treatment, 1D, 4C, 22AB, 38B, 43DE, 52C, 55D, 63F, 68BC, 71F,
72D, 73B, 74C, 97A, 97E, 98A, 98D band section puffs were vanished. Besides in 1E, 2D, 3C, 7AB, 15BC, 43C,
47A,61A,61CD, 63CD, 72AB, 79F, 82D, 88F, 92A, 96A band sections puffing has been observed. Cypermethrin
can be argued to have altered the mechanism of interphase nucleus on the polytene chromosomes of third instar
larvae, thus altering the developmental pattern.
Key Words: Drosophila, insecticide, cypermethrin, polytene chromosome, gen activity.

1. Giris delinde farkliliklar olusturur (6). Drosophila’ da

sicaklik uygulamalarina hiicreler ¢ok hizli cevap
Drosophila melanogaster’in dev kromozomla-

r1 olan politen kromozomlar, interfaz kromozom-
larinin ve 6zel yapilarinin anlagilmasinda olduk-
¢a onemlidir. Bu kromozomlarda nispeten sismis,
kabarmis olarak gézlemlenen bdlgeler puf olarak
isimlendirilir. Puf bolgeleri kromozomlarin diger
boliimlerine gore daha cok RNA sentezinin ger-
ceklestigi boliimlerdir (1,2). interfaz kromozom-

verir, artan sicaklik uygulamasini takip eden bir
dakika i¢inde puflagsma baglar ve 20-30 dakika
icinde puflar en biiyiik Olciilerine ulasirlar (2).
Bu kromozomlardaki puf formasyonu sayesinde
interfaz nukleusundaki gen aktivitesi, sitogenetik
metodlarla rahatlikla incelenebilir (1,2). Bu ne-
denle politen kromozomlardaki puflar ve puflas-

larinda gen aktivitesinin bir gostergesi olan puf- ~ M2 modeli ¢evresel faktorlerin etkilerinin anlasil-
lagsma modeli, organizmanin gelisim sathalarina masinda yararli olacak bir modeldir.
ve organizmaya gore degisiklik gosterir (3,4,5). Cypermethrin, (—a-cyano(-3-phenoxyphenyl)-

Ayrica degisen ¢evresel kosullar da puflagma mo- methyl cis,trans  3-(2,3-dichloroethenyl)-2,2-
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dimethylcyclopropane carboxcylate), sentetik bir
piretroidtir. Piretroidler, 1950’den sonra sentez-
lenmis ve yaygin olarak kullanilmaya baglanmis-
tir. Merkezi veya periferal sinir sisteminde veya
kaslarda ¢ok ¢abuk paraliz meydana getiren mad-
delerdir, ayn1 zamanda yiiksek derecede selekti-
vite gosteren ilaglardir (7,8).

Bu calismada, cypermethrinin Drosophila
melanogaster’in politen kromozomlarinda gen
aktivitesi lizerine olan etkileri incelenmistir.

2. Materyal ve Yontem

Deneylerimizde, ileri derecede kendi-
lesmis  Drosophila  melanogaster’in  Meig
(Diptera:Drosophilidae) yabanil tip Oregon-R
soyunun, i¢lincli instar larvalart kullanilmistir.
Ucgiincii instar larvalari elde etmek icin, ergin si-
neklerin ¢aprazlamasi standart bira mayasi, misir
unu igeren besi yerinde yapilmistir. Yumurtlama
gerceklestikten sonra ergin bireyler besi yerinden
uzaklastirilmistir. Larvalarin seciminde erkek ve
disi ayrimi goz ontinde tutulmamistir. Kontrol ve
deney gruplart 251 °C sicaklik ve siirekli ka-
ranlik kosul tasiyan inkubatdrlerde tutulmustur
(9,10,11).

Cypermethrin ergin bireylere beslenme yo-
luyla uygulanmistir. Bu amagla deney grubunu
olusturan besiyerine, 1 ml 60 ppm cypermethrin
cozeltisi ilave edilmistir. Ergin bireyler pesitisit
¢Ozeltisi iceren besiyerine yumurta birakmistir.
Aym sekilde yumurtlarin {iglincii instar larva ev-
resine kadar olan gelisimleri de ayn1 besiyerinde
gerceklesmistir (9,10). Yumurta birakimini taki-
ben ortalama dordiincii giin liglincii instar larvalar
olusmaktadir. Ugiincii instar larvalar besi yerini
tamamen terk edip sise kenarlarina ¢ikmakta ve
orada yasamaktadirlar. Kiiltiir ortamindan alinan
larva Drosophila Ringer Solusyonu i¢ine alinarak
diseksiyon mikroskobunda tiikriik bezleri cika-
rilmistir. Lakto asto-orseinle boyanan bezlerden
ezme yoOntemiyle preparat hazirlanmistir (12).
Hazirlanan preparatlardan, deney ve kontrol gru-
bu icin kollar iyi acilmis ve iyi boyanmis olan
elliser hiicre mikroskopta incelenmistir. Politen
kromozomlarda gozlenen puflar, daha onceki
arastiricilarin hazirlamis oldugu (13) puflasma
modeline gore incelenmistir.
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3. Bulgular

Cypermethrin uygulanan larvalarin politen
kromozomlarinda, kontrol grubu ile mukayese
edildiginde, farklilasan puf bolgeleri tespit edil-
mistir (Tablo 1, 2). Farklilig1 gbzlenen puf bolge-
leri kromozom kollarina gore sirasiyla verilmistir.
Buna gore Cypermethrinin etkisiyle X kromozom
kolunda 1E, 2D, 3C, 7AB ve 15BC bant bolgele-
rinin puflastig1 tespit edilmistir. Ayrica, kontrol
grubunda 1D ve 4C bant bolgelerinde gozlenen
puflagsma, deney grubunda geri ¢ekilmistir.

2L, kromozom kolunda, 22AB ve 38B bant
bolgelerinde gézlenen puflagma, deney grubunda
geri ¢ekilmistir. Bu bolgede bulunan gen ya da
genlerin gelisimsel genler ya da s6z konusu olay-
da gorevli protein, enzim ya da sinyal yollarinda
gorevli proteinler olup olmadigi bilinmemektedir.
Ayrica 23E ve 25AB bant bolgelerinde bulunan
gelisimsel puflarin gézlenme sikligi, deney gru-
bunda kontrol grubuna gére daha diistiktiir (Tablo
2).

2R kromozom kolunda, 43C ve 47A bolgesin-
de ise cypermethrinin olasi etkisi nedeniyle goz-
lenmis olan puf bolgeleri vardir. Bu bant bolgeleri
toksisiteye karsi aktiflesen gen bolgeleri olabilir.
43DE, 52C ve 55D bolgelerinde kontrol grubun-
da gozlenen puflasma, deney grubunda geri ¢ekil-
mistir (Tablo 2). Bu geri cekilen puflardan, 52C
ve 55D puflar1 gelisimsel puflardir (9,10,11).

3L kromozom kolunda 63F, 68BC, 71F, 72D,
73B ve 74C bant bolgelerinde bulunan puflar
cypermethrin uygulamasimndan sonra geri ¢ekil-
mistir. Buna ilave olarak, madde uygulamasinin
etkisiyle, 61A, 61CD, 63CD, 72AB ve 79F bant
bolgelerinin puflastigi tespit edilmistir (Sekil 1).
Bu nedenle insektisit etkisiyle kaybolan ya da
aktiflesen puf bolgeleri ¢alismamizin amaci igin
onemlidir. Sadece deney grubunda gozlenen puf
bolgeleri toksisiteye karsi aktiflesen, geri ¢ekilen
puf bolgeleri ya da interfaz nukleusunda olasi de-
gisikliklerin gostergesi olabilir.

3R kromozom kolunda, kontrol grubunda
97A, 97E, 98A ve 98D bant bolgelerinde goz-
lenen puflar, cypermethrin etkisi ile geri cekil-
mistir. Bunun yaninda cypermethrin uygulanmig
larvalarda, 82D, 88F, 92A ve 96A bant bolgele-
rinin puflastign goézlenmistir (Sekil 2). Goriilme
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sikliginin diisiilk olmasina ragmen, sadece deney
grubunda gozlenen puf bolgelerinin olmasi ilgi
cekicidir.

Drosophila melanogaster’in normal larval ge-
lisimi sirasinda olusan puflara gelisimsel puflar
denir (9,10,11). Gelisimsel puflardan olan, 52C
ve 73B bant bolgelerindeki puflar geri ¢ekilmis-
tir. Gelisimsel puflardaki bu aksaklik ilgi ¢eki-

cidir. Politen kromozomlarin diger bant bolge-
lerinde gozlenen geri c¢ekilen ve aktiflesen bant
bolgelerine ilave olarak sadece gelisimsel puflar
acisindan karsilastirildiginda bile farkliliklar dik-
kat cekicidir (Tablo 1 ve 2). Ayrica diger bant
bolgelerindeki puflasmalarda oldugu gibi, geli-
simsel puflarda da madde uygulamasindan sonra
puflagsma oranmin distiigii gozlenmistir.

Sekil 1. X kromozom kolunda puf bolgeleri: 1CD, 2B; 3L: 61A, 61CD, 62A, 62DE, 63CDE, 66B,
67AB, 68BC, 71CDE

Sekil 2. 3R kromozom kolunda puf bélgeleri: 98BC, 96A, 93D, 92A

Cizelge 1. Insektisit uygulamasinin gelisimsel puflara etkisi

Cypermethrinin Gelisimsel P uflara E tkisi

P uf gorilme
sikligi

& Kontrol Grubu
B Deney Grubu

0\ T T T
23E 25AB 52C 55 69F
Gelisimsel puflar

738 82EF 90BC 93D
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Cizelge 2. Insektisit uygulamasi sonucu politen kromozomlarda gdzlenen puf bolgeleri

Mo BantBolgesi Kool Deney o UARC i sa

1D + - 12 0
1E - + 0 7
2B + + 33 26
2C + + 22 19
2D - + 0 4

X
3A - + 10 15
3C - + 0 6
4C + - 9 0
7AB - + 0 7
15BC - + 0 4
21EF + + 14 10
22AB + - 13 0
23E + + 30 16

2L
25AB + + 32 22
33B + + 24 28
38B + - 7 0
42A + + 14 6
43C - + 0 15
43DE + - 8 0
47A - + 0 9
50CD + + 38 42

2R
52C + - 23 0
55D + - 14 0
55E + + 23 13
58DE + + 14 34
60B + + 28 30
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Cizelge 2°nin Devami

61A + 0 8
61CD + 0 8
62A + 11 9
62C + 26 16
62DE + 17 8
63CD + 0 8
63F - 16 0
68BC - 10 0
69F + 16 21
3L
71CDE + 31 26
71F - 9 0
72AB + 0 6
72D - 6 0
73B - 13 0
74C - 4 0
TAEF + 33 29
75AB + 33 29
79F + 0 8
82D + 0 8
82F + 39 42
85EF + 14 8
88F + 0 6
90BC + 30 26
91B + 26 10
92A + 0 6
3R
93D + 24 12
96A + 0 8
97A - 6 0
97E - 4 0
98A - 8 0
98D - 4 0
98E + 13 14
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4. Sonuc ve Tartisma

Drosophila melanogaster’in normal larval
gelisimi sirasinda olusan geligimsel puflar, 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 (9,10,11).
Insektisit uygulamasindan sonra, 52C ve 73B
bant bolgelerindeki gelisimsel puflar deney gru-
bunda geri ¢ekilmistir (Tablo 1). Cinko kloriir
uygulamast sonucu gelisimsel puflarin biyiik
cogunlugunun geri ¢ekildigi baska arastirmacilar
tarafindan da kaydedilmistir (14). Ayrica 23E,
25AB, 55E ve 93D bant bolgelerinde puflagsma
sayis1 kontrol grubuna gore diigmiistiir. Geligim-
sel puflarda meydana gelen geri ¢ekilme, normal
gelisim programinda aksama olarak degerlen-
dirilebilir. Cypermethrin uygulamasindan sonra
sadece gelisimsel puflarda degil diger bant bdl-
gelerinde de bazi puflarin geri ¢ekildigi gozlen-
mistir. Bunlar 1D, 4C, 22AB, 38B, 43DE, 55D,
63F, 68BC, 71F, 72D, 74C, 97A, 97E, 98A, 98D
bant bdlgelerinde bulunan puflardir. Ayni zaman-
da pek ¢ok bant bolgesinde (2B, 23E, 25AB, 55E,
62C, 62DE, 91B, 93D) puflasma sikligi, kontrol
grubuna gore diisiikk bulunmustur.

Cypermethrin uygulamasindan sonra yeni
puf olusumu da goézlenmistir. Drosophila’da
yeni olusan puflar ¢evresel faktoriin niteligine
gore farkliliklar gosterdigi ifade edilmistir (11).
Nitekim madde uygulamasindan sonra 1E, 2D,
3C, 7AB, 15BC, 43C, 47A, 61A, 61CD, 63CD,
72AB, 79F, 82D, 88F, 92A, 96A bant bolgeleri
puflasmistir (Tablo 2). Daha 6nce yapilan benze-
ri ¢aligsmalar bizim bulgularimizi destekler nite-
liktedir. Drosophila melanogaster’e ¢inko kloriir
uygulamasiyla 25BC, 48B, 53DEF, 54AC, 55E,
56DE, 61F, 63A, 63BC, 66AB, 71B, 76C, 76D,
85BC, 87EF, 94A, 97AE, 98A, 99A, 99EF bant
bolgelerinde (14); bakir kloriiriin uygulanmasiyla
22A, 23EF, 27E, 28B, 35F, 47A, 54BD, 55DE,
S56DE, 58CF, 59B, 62A, 62DE, 68BC, 70DE,
73B, 74D bant bolgelerinde (9); oksijensizlik ile
10EF, 26A, 30DE, 45E, 48B, 53BC, 55E, 63BC,
66DEF, 76D, 84E, 85B, 86F, 91EF ve 96A bant
bolgelerinde puflagsma kaydedilmistir (11). Bu
arastirmalarda 26A, 47A, 61F, 63BC, 85B, 91EF,
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96A, 97A, 98A bant bolgelerinde gdzlenen puf-
lasma, cypermethrin etkisiyle bizim ¢alismamiz-
da da ortaya ¢ikmustir.

Yapilan bir ¢aligsmada, gézlenen 62E puf bol-
gesi ile ilgili olarak; Drosophila melanogaster’de
ekdizon hormonunun, tigiincii instar larva tiikriik
bezi politen kromozomlarinda, erken ve erken-
ge¢ puflasmayi tesvik ettigi dile getirilmektedir.
Bu puflarin aktivitesi ge¢ puflarin genis bir gru-
bunun aktivitesini diizenlemektedir. 62E pufunda
ekdizonu diizenleyen bir genin varligi teshis edil-
mistir (15). Calismalar sonucu elde edilen veriler
62DE bolgesinde puflasma aktivitesinde kontrol
grubuna gore azalma oldugunu gostermektedir
(Tablo 2). Uygulanan insektisitlerin olas1 toksik
etkisi nedeniyle, bu pufun aktivitesini azaltarak
ekdizon diizenlemesini, dolayisiyla gelisimsel
programi aksatmis olabilecegi kanisindayiz.

Yine, Drosophila melanogaster’de Sgs 1 pro-
teini (salgl proteini) geni, ikinci kromozomda
bulunmaktadir ve ti¢lincli instar larvanin politen
kromozomlarinda, 25B bolgesinde lokalize ol-
mustur. Bu puf ekdisteroid konsantrasyonu artti-
ginda puflagma formasyonuna gegiste baskilanir
(16). Bu puf bolgesinin goriilme siklig1 da insek-
tisit uygulanan deney grubunda diisiik ¢ikmigtir
(Tablo 2).

Spt4, SptS ve Spt6 olarak isimlendirilen {ig tip
proteinin, Drosophila’da politen kromozomlarin-
daki lokasyonu tespit edilmistir. Bu proteinlerin
aktif transkripsiyonla iligkili olduklar1 ve uzatma
faktorleri Ozelliklerine sahip olduklari, ayrica
maya, memeli ve Drosophila’da ortak 6zellikler
gosterdikleri de ifade edilmistir. Bu proteinlerin
politen kromozomlarda 49B; 56D; S5E ve 75B;
63BC, 64F, 68C, 71E, 87A, 87C, 90B, 93D, 95A,
23DEF ve 25AB bolgelerinde kodlandig: tespit
edilmis ve ayrica Spt5’in RNA Polimeraz II ile
ve Spt6’nin da histonlarla karsilikli etkilesimi ol-
dugu aciklanmistir (17). Bizim ¢alismalarimizda,
s0zii edilen proteinlerin kodlandigi bu bolgelerin
bazilarinda farkliliklar kaydedilmistir. Bu fark-
liliklar madde uygulamasiyla puflarin goriilme
sikliginda azalma bi¢iminde ortaya ¢ikmaktadir.
23E, 25AB, 71CDE, 90BC ve 93D bdlgelerinde
puf gozlenme siklig1 azalmistir (Tablo 2). Bu so-
nuglar nedeniyle, uygulanan insektisitlerin etkisi-
nin, bu ya da benzeri proteinlerle iligkili olarak
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gen isleyisini degistirmis olabilecegini diisiin-
mekteyiz.

Steroid hormon olan ekdizonun kademeli arti-
s1 Drosophila’da metamorfozun baglamasini dii-
zenler. Larval gelisim sonundaki ekdizon artisla-
11, puplagsma formasyonunu ve prepupal gelisimi
destekler, bunu izleyen on saat sonunda bir bagka
ekdizon artis1 prepupal-pupal gecisi haber verir.
Pek ¢ok larval doku pupal gelisim esnasinda yiki-
lir ve imaginal progenitor hiicrelerin biraraya gel-
mesiyle olusan imaginal disklerin biiylimesi ve
farklilagmasiyla ergin yapi ortaya ¢ikar. Bu farkl
gelisimsel yollarin net sonucu olarak siirlinen bir
larvadan, oldukg¢a hareketli ve iireyebilen ergin
sinekler ortaya ¢ikar. Larval tiikriik bezlerinin
politen kromozomlarinin puflasma modellerinin
gozlenmesi, ekdizonun diizenledigi bu kompleks
gelisimsel tepkileri yoluyla mekanizmay1 ortaya
cikarmistir. Ekdizon puflari 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, 100E bolgelerindedir (18).
Calismalarimiz sonucu elde edilen veriler, yu-
karida adi gecen bolgelerden Cypermethrin uy-
gulamasiyla 43DE, 63F, 72D ve 73B (Tablo 2)
bant bolgelerinde bulunan puflar geri ¢ekilmistir.
Bu bolgelerde bulunan genlerin ekdizon hormo-
nu araciligiyla gelisimi diizenledigi diisiiniildii-
giinde, puf bolgelerindeki degisimin, hormon
sentezini dolayisiyla da gelisimi aksattig1 ifade
edilebilir. Ayrica, X kromozomunun 2B bant
bolgesinde yer alan erken ekdizon pufu ti¢ilincii
instar larvanin sonunda ortaya c¢ikar. Bu bolge
kompleks bir genetik lokustur, Broad-Complex
olarak adlandirilir ve birbirini tamamlayic allel-
lerden olusan dort gen grubunun karigimidir. Bu
allellerin farkli bilesimleri farkli kanat kenarlari
fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olur (19). Ni-
tekim yaptigimiz ¢aligmada, 2B bant bdlgesinin
puflasma sikli81 insektisit uygulamasi sonucunda
azalmustir (Tablo 2).

Aragtirmamizda cypermethrin uygulamasin-
dan sonra sadece deney grubunda aktiflesen bant
bolgelerinin bulunusu olduk¢a 6nemlidir (Tablo

2). Bu bolgeler toksik etkiye karsi aktiflesen gen
bolgeleri olabilir. Memeli canlilarda agir metal
toksisitesine karsi metallothionein proteininin
varlig1 bilinmektedir. Bakir, ¢inko ve kadmiyu-
mun metallothioneine baglandiklar1 da bilinmek-
tedir. Bu proteinin organizmada toksik etkilerden
organizmay1 korumada gorevli oldugu diistiniil-
mektedir. Drosophila’da bu proteinin varligina
dair yapilan ¢alismalarda, larvalar kadmiyum ve
bakirla muamele edilmis ve kadmiyum alimini
takiben tRNA modellerinde ve proteinde cesitli
degisiklikler tanimlanmistir. Kadmiyum ve ba-
kir alimiyla metallothionein benzeri proteinlerin
sentezinin bagsladigr bulunmustur, ayrica bu iki
metalin 6nemli bir kisminin bu protein ile bir-
lestigine dair veriler elde edilmistir. Cesitli me-
tal iyonlarinin herhangi biri ile muamele edilen
larvalarda metallothionein ile komplementer olan
spesifik RNA’larin diizeyinde onemli bir artig
gbzlenmis ve metallothinoneinin dort ayri ¢esi-
dinin Drosophila’da varlig1 agiklanmistir (20,21).
Fakat bu tip proteinlerin politen kromozomlarda-
ki lokasyonuna dair bir kaynak bulunamamustir.
Sadece deney grubunda yogunlukla gézlenen puf
bolgelerinin insektisit toksisitesine karst gelistiri-
len bu tip proteinlerin gifrelendigi bolgeler olabi-
lecegi kanis1 uyanmaktadir.

Bu arastirmada oldugu gibi kromozomal
diizeyde gozlemlerin yami sira, Drosophila
melanogaster’in mutant irklari (mwhxflr) kul-
lanilarak yapilan genotoksisite c¢aligmalarinda
(SMART), mutasyon ve rekombinasyon fenoti-
pik olarak da rahatlikla gozlenebilmektedir. Nite-
kim bu yontemle yapilan arastirmalarda, benzoik
asit ile nitrit ve nitrat bilesiklerinin genotoksik ol-
dugu ve mutajenik etkilere neden oldugu fenotipe
bakilarak degerlendirilmistir (22,23).

Politen kromozomlarda ifadesi aydinlatilmis
olan genler ve bu genlerin isleyisi ile edindigimiz
bilgilerin 15181nda diyebiliriz ki, cypermethrinin
etkisi nedeniyle, genlerin isleyisi degisebilir. Bu
degisiklikler genlerde ya da gen isleyisinde go-
revli enzim, protein gibi molekiillerin yapisinda
ya da gen isleyisinin degisimi seklinde olabilir.
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