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OZET
Yiksek Lisans Tezi

IMAZETHAPYR HERBISITININ Allium cepa L. KOK MERISTEM
HUCRELERI UZERINE SITOGENETIK ETKILERI

Nur Serap OZTURK

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Damisman : Yrd. Dog. Dr. Recep Liman

Bu calismada, imazethapyr herbisitinin Allium cepa kok ucu hiicrelerindeki mitoz
bolinme ve kromozomlar {izerine olan etkileri incelendi. Allium kok biiyiime
inhibisyon testinde ECso degeri 20 ppm olarak belirlendi ve Imazethapyr herbisitinin
0,5xECsp, ECsp and 2xECsy konsantrasyonlar1 sogan kok hiicrelerine uygulandi. Distile
su ve metil metan siilfanat (MMS, 10 ppm) sirastyla negatif ve pozitif kontrol grubu
olarak kullanildi. 4. cepa’nin hiicre dongiisii 24 saat oldugu i¢in uygulama siiresi 24, 48,
72 ve 96 saat olarak belirlendi. Mitotik indeks ve mitotik faz frekanslar1 her bir doz ve
siire 1i¢in ayr1 ayrt hesaplandi. Mitotik indeksteki degisiklikler tiim doz ve
uygulamalarda kontrol grubuna gore azalmis olup bu azalislar istatistiksel acidan
anlamli bulundu. Anafaz telofaz hiicrelerinde kalgin kromozom, bozulmus anafaz
telofaz, yapisiklik ve anafaz kopriisii gozlemlenirken diger hiicrelerde prometafaz, c-
metafaz, poliploidi ve biniiklear hiicreler gozlemlendi. Sonuglar ayni zamanda
istatistiksel olarak SPSS for Windows paket programinda Duncan ¢oklu degisim testi ile
degerlendirildi. Bu sonuglar imazethapyr herbisitinin 4. cepa kok meristematik
hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigini ve 10 ppm’lik doz hari¢ genotoksik aktivite
gostermedigini ortaya koymustur.

2013, viii + 68 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc Thesis

CYTOGENETIC EFFECTS OF IMAZETHAPYR HERBICIDE
ON THE ROOT MERISTEM CELLS OF Allium cepa L.

Nur Serap OZTURK

AFYON KOCATEPE UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
Departmant of Biology
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Recep LIMAN

In this study, the mitotic division and chromosomal effects of imazethapyr herbicide on
Allium cepa root meristematic cells were investigated. In A/lium root growth inhibition
test, ECso value was determined as 20 ppm and 0.5xECsp, ECsy and 2xECsg
concentrations of Imazethapyr herbicide were introduced to onion tuber roots and
distilled water and methyl methane sulfonate (MMS, 10 mg/L) used as a negative and
positive control, respectively. Since A. cepa cell cycle is 24 hours, application process
was carried out 24, 48, 72 and 96 hours. Mitotic index and mitotic phase frequences
were calculated separately for each dose introduced. All the doses applied showed the
decreased mitotic indexes as to control group and these declines were found to be
statistically meaningful. While chromosome laggards, disturbed anaphase-telophase,
stickiness and anaphase bridges were observed in anaphase-telophase cells, pro-
metaphase, c-metaphase, polyploidy and binuclear cells were observed in other cells.
The results were also analyzed statistically by using SPSS for Windows, and Duncan’s
multiple range tests were performed. These results indicate that imazethapyr herbicide
exhibits cytotoxic activity but not genotoxic activity (except 10 ppm) in 4. cepa root

meristematic cells.
2013, viii + 68 pages
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1.GiRiS

Giliniimiizde artan niifusa paralel olarak beslenme sorunu da hizla artmaktadir.
Artan niifusu dengeli bir bicimde besleme gorevi ise ekonominin temeli olan ziraat
bilimine diismektedir. Artan niifus karsisinda yeni tarim alanlarmin agilamamasi, hatta
erozyon, sanayi bolgeleri ve yeni yollarin agilmasi gibi nedenlerle halen tarim arazisi
olarak kullanilan alanlar daraltilmaktadir. Tarimsal alanlarimizin sinirma gelinmis
istelik daha da daraliyor olmasi nedeniyle elde mevcut olan tarim alanlarindan en

yiiksek verimin alinmasi gerektigi ortaya ¢ikmustir.

Tarmmsal {iriinlerin verim ve kalitesini artirmak i¢in modern tarim tekniklerinin
ve girdilerinin kullanilmas1 gerekmektedir. Bitki koruma iiriinleri igerisinde yer alan
pestisit kullaninmi da bu girdilerden biridir ve modern tarimin tamamlayict bir
bilesenidir. Pestisit kullanimi, tarimsal Uriinii hastalik, zararli ve yabanci otlarin
zararindan koruyabilmek, kaliteli liretimi gilivence altma alabilmek i¢in kullanilan bir
tarimsal miicadele sekli olup 1940’ 11 yillardan beri iiretimi artiran 6nemli bir bilesendir.
Kisa siirede etki gostermesi ve kullaniminin kolay olmasi nedeniyle, pestisit kullanimi
en ¢ok tercih edilen yontemdir. Pestisit arzu edilmeyen hayvansal, bitkisel veya
mikrobiyal organizmalarin yok edilmesinde kullanilan her tiirlii anorganik, dogal veya
sentetik organik kimyasal bilesiklere verilen genel isimdir. Pestisitlerin ideal olarak
secici Ozellikte olmasi, yani hedef organizmaya etkili, diger organizmalara ise etkisiz
olmasi istenir. Ancak giinlimiizde kullanilan pestisitlerin ¢cok az bir kismi bu 6zelligi
tasimakta ve uygulama alanindaki organizmalarla birlikte, ¢cevredeki flora ve faunay1 da
onemli Ol¢lide etkilemektedir. Pestisitler; yabanci ot 6ldiiriicii (herbisit), bocek oldiiriicii
(insektisit), kif oldiriicti (fungusit), rat ve fare Sldiiriicii (rodentisit), kene 6ldiiriicii
(akarisit), bakteri oldiiriicii (bakterisit), kus oldiiriicti (avisit), yuvarlak kurt 6ldiriicii

(nematosit) olarak ta kullanilmaktadir (Harte ef al.1991).

Hastalik, zararli ve yabanci otlara kars1 kullanilan zirai yontemlerden en fazla
kullanilan1 kimyasal miicadeledir. Ancak, pestisitlerin kullanimi insan saghgir ve

cevreye olumsuz etkileri gibi bircok sorunu da beraberinde getirmektedir. Yogun ve



bilingsiz kullanimi sonucunda gidalarda, toprak, su ve havada pestisitin kendisi ya da

doniisiim triinleri kalabilmektedir.

Tarmm alanlarinda bulunan ve yarardan ¢ok zarar veren biitiin bitkiler yabanci ot
olarak tanimlanir. Yabanci ot miicadelesinde kullanilan baslica yontemler; mekanik,
fiziksel, biyolojik ve kimyasal yontemlerdir. Yabanci otlarla miicadelede en fazla
kullanilanm etkinligi ve ekonomik olmasi nedeniyle kimyasal yontemdir ve herbisitlerle
gergeklestirilir. Herbisit Latincede bitki (Herb-) kelimesinden tiiretilmis bitki biiylimesi,
kontrolii veya 6ldiiriilmesi i¢cin kullanilan kimyasallara verilen genel isimdir. Herbisitler
bitkileri oldiiren veya gelisimlerini engelleyen kimyasal maddelerdir. Yabanci otlarla
zamaninda gerekli miicadele yapilmazsa yiiksek oranda kalite ve verim kaybi ortaya

cikmaktadir.

Pestisitlerin etkilerini arastirmak icin test bitkisi olarak Allium cepa, Crepis
capillaris, Hordeum vulgare, Pisum sativum, Tradescantia sp., Vicia faba, Zea mays,
Lycopersicum aesculentum ve Arabidopsis thaliana gibi gesitli bitkiler kullanilmaktadir.
Bunlar arasinda sitotoksik etkinin belirlenmesinde en yaygin olarak kullanilan Allium

test sistemidir.

Allium test kimyasallarin sitotoksik etkilerin belirlenmesinde oldukg¢a sik
kullanilan bir kontrol testidir. Allium test bircok avantaja sahiptir, kolay uygulanabilir
olmasi, ucuza mal olmasi ve yontemin basitligi bu avantajlardan baziridir. Ayrica
prokaryotik veya Okaryotik canlilarla yapilan diger, alternatif kisa donem toksisite test
sistemleriyle iyi bir korelasyon gostermektedir (Fiskesjo 1985). Bu nedenle bu

calismada test materyali olarak 4.cepa kullanilmistir.

Bu c¢alismada Imazethapyr herbisitinin A.cepa kok ucu hiicrelerindeki

sitogenetik etkileri Allium testi ile arastirilmastir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Pestisitlerin Siniflandirilmasi

3 29

Pestisit terimi kisaca ‘‘ pest ad1 verilen zararli canlilar1 6ldiirmek icin
kullanilan madde anlamina gelmektedir (Harte ef al. 1991). Pestisitler, iiretim, tiiketim
ve depolanmalar: sirasinda tarimsal iirlinlere zarar veren veya triinlerle rekabet ederek
ekonomik kayiplara neden olan zararlilar1 yok etmek, ortamdan uzaklastirmak, etkisini
hafifletmek ve kontrol altinda tutmak i¢in kullanilan madde ve bilesiklerdir (Vural
1984). Ekonomik bir sekilde iretilmeleri ve kullanim kolayligi nedeniyle iiriinii
olumsuz etkilerden koruyarak tarimsal tiretimde ¢cok 6nemli bir yer tutmalarina ragmen,

yogun ve bilingsiz kullanildiklarinda ¢evre kirliliginin etkilerinden biri olmaktadir.

Pestisitlerin ¢evresel etkileri; uygulama zamanlarina ve uygulama sekillerine
bagh olarak degisiklik gostermektedir. Pestisitlerin kimyasal yapilarinda aktif madde
yaninda bir¢ok yardimci madde de yer almaktadir. Bu yardimci maddeler; eritkenler,
sivi ve kati tastyicilar, giivenlik arttiricilar ve beklenen etkinin arttirilmasima yardimci
olan maddelerdir. Pestisitler genellikle sivi ya da kati halde pazarlanmaktadir. Sulu
konsantreler, emulsiye olabilen konsantreler, siispansiyon konsantreler, islanabilir
tozlar, suda eriyen tozlar, graniiller ve tozlar en yaygm kullanilan bilesiklerdir (Onciier

2004).

Pestisitler, etkiledikleri canli gruplarina, etkiledigi canlinin biyolojik dénemine,
zararhlara etki yollarmna, toksik Ozelliklerine, kullanma teknigine ve etkili madde
gruplara gore olmak iizere cesitli kategorilerde smiflandirilirlar. Bunlardan en yaygin
kullanilan siniflandirma  sekli etkiledikleri canli gruplarma yonelik yapilan

siniflandirmadir.



Buna gore pestisitler:

. Insektisitler (Bocekleri dldiirenler)

. Herbisitler (Bitkileri 6ldiirenler)

. Bakterisitler (Bakterileri 6ldiirenler)

. Fungusitler (Mantarlar1 61diirenler)

. Akarisit (Akarlar1 6ldiirenler)

. Nematisitler (Nematodlar1 6ldiirenler)

. Mollusitler (Yumusakgalar1 6ldiirenler)

. Rodentisitler (Kemirgenleri 6ldiirenler)

. Avisitler (Kuslar1 6ldiirenler)

. Afisitler ( Yaprak bitlerini 6ldiirenler) seklinde siniflandirilabilir
(Onciier,2004).

Bunlardan en yaygin olarak kullamilanlar; insektisitler, fungusitler ve

herbisitlerdir.

2.1.1 insektisitler

Bilingsiz ve siirekli kullanim, pestisitlerin letal ve subletal dozlariin iizerinde
degisik etkilere ve bu etkilerin farkli sekillerde ortaya ¢ikmasina sebep olur. Pestisitlerin
subletal etkileri bocek davranislarini Ornegin, beslenme aligkanliginin degismesi,
seksiiel davranmig dagilimi, konukgu teshisinde eksiklik seklinde ifade edilebilir (Elzen
1989).

Boceklerle miicadelede 4 temel insektisit grubu yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bunlari, Organoklorinler, Pyrethroidler, Organofosfatlar ve Karbamatlar olarak
gruplandirabiliriz. Insektisitlerin ¢ogunun bocek tiirlerine yonelik seckin insektisidal
etkileri, baslica hedefleri konumundaki sinir sistemine yonelik toksisitelerinden
kaynaklanir. Geligsmis canlilarda sinir sistemi en duyarli sistemlerin basinda gelir.

Organoklorin grubu insektisitlerin birinci derecede etki yerlerinin boceklerin sinir



sistemi olduguna dair yeterli kanitlar mevcuttur. Bu insektisitler Ca-Mg ATPaz lar1 da
inhibe edebilirler. DDT, dieldrin, aldrin, lindan gibi insektisitler bu gruba dahil
edilebilir. Pyretroid grubu insektisitler, Tip-I (permetrin, tetrametrin, piretrinler vb.) ve
Tip II (sipermetrin, deltametrin vb.) olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Tip I piretroidler
tipik olarak sinirsel bosalimlarda kendini gdsteren ve yere serici etkinligi 1siyla ters
iligkili olan sinirsel eksitasyonlara yol acarlar. Tip I piretroidler DDT’ye benzer bigimde
insektisidal etki olustururlar. Tip II piretroidler 1s1 ile orantili olarak dldiiriicii ve sinirsel
iletimi engelleyici yonde etki yaparlar. Tip I piretroidler Ca—ATP’az1 Tip 1I
pretroidlerden daha etkin bir sekilde inhibe ederler. Organofosfatli insektisitlerin en
dikkat c¢ekici 0Ozelligi, hedef enzim niteligindeki kolinesteraz enzimi ile yapisal
biitiinlesme konumunda olmalaridir. Aslinda organik fosforlu insektisitler kolinesteraz
enziminin dogal substrat1 konumundaki asetil kolini taklit ederler. Malathion, parathion,
diklorvas, diazinon organofosfathi insektisidlerdendir. Karbamat grubu insektisitler
organofosfatlara benzerler ancak onlardan iki yoniiyle farklilik gosterirler. Birinci farki
kolin esteraz enziminin anyonik yani ile kompleks olusturabilen kuaterner veya bazik
nitelikli bir azot grubuna sahip olmasidir. Oysa organofosfatli insektisitler higbir sekilde
bazik pH’ I1 olamazlar bu durumda iyonize olabilecekleri icin boceklerin kiitikulasina
ve sinirlerin kilifina gecis yetenekleri Onemli derecede azalir. Karbamat grubu
insektisitler ve organofosfath bilesikler arasindaki ikinci onemli fark ise karbamat
insektisitlerin kolinesteraz inhibisyonu esasina dayanan etkilerinin belirgin derecede
doniisiimlii olmasidir. Karbamat grubu insektisidlere karbaryl ve karbafuran 6rnek

verilebilir (Yavuz ve Sanli 1999).

2.1.2 Fungusitler

Bu kimyasal maddeler insektisit ve herbisitlere oranla daha az miktarda
kullanilmaktadir. Bu nedenle ¢evre kirlenmesine diger iki grubun etkili oldugu kadar
etkiye sahip degildirler. Bu grup igerisinde insan sagligi yoniinden en zararli olan
kimyasal madde organik ve civa bilesikleridir (Topbas et al. 1998).

En yaygm olarak kullanilan fungusitler arasinda bakir oksikloriir, bakir stilfat ve
tebuconazole yer almaktadir. Bu fungusitler meyve, sebze, turunggiller ile bugday ve

arpa tarlalarinda Coryneum beijerinckii, Phyophthora infentans, Mycosphaerella sp.,



Alternaria solani, Erysiphe graminis, Tilletia sp. ve Ustilago muda gibi zararlhlara kars1

kullanilmaktadir (Topbas vd., 1998; TC Tarim ve Koy isleri Bakanhgi, 1999).

2.1.3 Herbisitler

Herbisitler, tarimda verim kaybma yol acan yabanci ot miicadelesinde
kullanilan kimyasal maddelerdir. 1986 yilinda, Bordo bulamacinin omcalarda kiillenme
hastaligin1 6nlemek i¢in kullanilmasi sirasinda tesadiifen bir ¢ok yabanci otlarin lizerine
sigramasi sonucunda otlar1 6ldiirdiigii goériilmiistiir. Bu tarihten itibaren yabanci otlarin

oldiiriilmesi iizerinde ¢alismalar baglamistir.

Yabanci ot olarak adlandirilan istenmeyen bitki tiirleri, kiiltiiri yapilan bitkileri
ile besin, 151k ve su kullanimi bakimindan rekabet ederler ve neredeyse boceklerin
zarara ugrattig1 oranda tiriinii yok ederler, bu da yaklasik % 10-15 gibi bi orana karsilik
gelmektedir. Herbisit liretimi ve kullannmi son 25 yilda hizla artmis ve insektisit
kullanimin1 ge¢mistir. Misir, aycicegi, soya fasulyesi, pamuk ve pirin¢ ekimi yapilan
hemen hemen biitiin alanlarda en az bir herbisit kullanilmaktadir. Fakat herbisit
kullanim1 sadece c¢ift¢ilikle smirli kalmayip halka agik alanlarda, demir yollarinin
bulundugu alanlarda, yol kenarlarinda, sulama alanlarinda, golf sahalarinda, elektrik

hatlarinda ve evlerin bahgelerinde yabanci otlar1 temizlemek i¢in kullanilmaktadir.

Herbisitler kimyasal yapilarina gore su sekilde siniflandirilmaktadir: (Tarim ve

K&y Isleri Bakanhigi 1999)

1) Fenoksi bilesikleri
2) Karbomatlar

3)  Ure bilesikleri

4)  Silfonil tireler

5)  Anilinler

6) Amid ve anilidler
7)  Benzoik asitler



8)  Picolinic asitler
9) Diazinler

10) Triazinler

11) Benzonitriller

12) Siklohekzonlar
13) Imidazolinonlar
14) Triazoller

15) Oxadiazoller

16) Aminofosfanotlar

17) Digerleri

2.2 imazethapyr
(C15H19N303, 5-etil-2-(4-izopropil-4-metil-5-okso-2-imidazolin-2-yl)nikotonik asit)

Modern ve birbiriyle iliskili olmayan siilfoniliire (Ray 1984), imidazolinonlar
(Shaner et al. 1984), triazolopirimidinler (Gerwick et al. 1990), pirimidiniloksi-
benzeoatlar (Takahashi et al. 1991), ve siilfonilamino-karbonil-triazolin (Vencill
2002) smifi farkli kimyasal yapidaki herbisitlerin hedefinin asetolaktat sentaz (ALS)
enzimi oldugu bilinmektedir (Sekil 2.2). Bu nedenle, bu tip herbisitler > ALS-inhibitorii
herbisit’” olarak da adlandirilmaktadwr. Bu herbisitler bitkilerde hem ksilem hemde
floemde yeni gelisme noktalarina tasinmakta ve ayrica yaprak, sap ve koklerden de
almmaktadir. Bu herbisitlerle topraga veya yapraga ilaglama yapilarak, tek yillik ve ¢cok
yillik, dar ve genis yaprakli yabanci otlar kontrol altina alinabilmektedir. Az miktarda
kullanilmalari, memelilere karsi toksisitelerinin az olmasi, zararh bitkilere kars1 etkili ve
uzun siireli kullanilabilmeleri ve {irtinlere karsi hasarlarinin az olmasindan dolay1
populeritelerini giin gegtikge artirmaktadirlar (Mazur and Falco 1989, Trucco et al.

2006).
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Sekil 2.2 ALS inhibe edici herbisitlerin yapisi (Zhou et al. 2007).

Imidazolinon (IMI) herbisitleri énceden ya da sonradan uygulanarak iiriinlerin
elde edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Battaglin et al. 2000). Hayvanlara
kars1 toksik olmadigi ve oldukca secici oldugu igin popularitesini giin gectikce
artirmaktadir (Qian ef al. 2009). Bu herbisitler asetohidroksi asit sentaz (EC 2.2.1.6)
olarak da bilinen, asetolaktak sentaz enzim (EC 4.1.3.18) biyosentezini inhibe ederek
bitki bliylimesini ve DNA sentezini durdurur hatta 6liimlere bile neden olabilmektedir
(Stidham 1991, Senseman 2007, Duggleby ve Pang 2000, McCourt et al. 2006, Gaston
et al. 2002). Ticari olarak iiretilen 6 cesit Imidazolinon herbisiti (Imazapyr, Imazapic,
Imazethapyr, Imazamox, imazaquin ve Imazamethabenz-methyl) bulunmaktadir (Sekil
2.3) ve Amerika, Afrika, Avrupa ve Asya’da 200°den fazla iilkede yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (Lao and Gan 2006 ve Fragiorge et al. 2008).
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Sekil 2.3 Baz1 imidazolinon herbisitlerinin kimyasal yapilar1 (int. Kay.1).

IMI herbisiti olan imazethapyr’de {5-ethyl-2-(4-isopropyl-4-methyl-5-0x0-4,5
dihydroimidazol-1H-2-yl)nicotinic acid} asetolaktat sentaz enzimini inhibe ederek
1zolosin, 16sin ve valin amino asitlerinin sentezini engellemektedir (Grichar and Sestak,
2000; Hidayat and Presto, 2001, Tan vd. 2005, Zabalza et al. 2007). Imazethapyr
herbisitinin genel 6zellikleri Cizelge 2.2°de verilmistir. Setaria spp (tilki kuyrugu),



Echinochloa crus-galli L. Beauv.(ak diken), Panicum capillare L.(ayrik otu),
Polygonum convolvulus L. (siyah sarmasik), Polygonum persicaria L. (kaz arpasi), C.
Album (sirken), Arvensis (yabani hardal), Solanum spp.(patates), Amaranthus
retroflexus (tilki kuyrugu), 4. artemisiifolia (yillik ot) ve A. theophrasti gibi tek yillik
otsu bitkilerin ve genis yaprakli yabani otlara karsi, soya fasulyesi, yer fistig1 ve diger
baklagillerin liretiminde imazethapyr yaygin olarak kullanilmaktadir (Grichar 1994;
Richburg et al. 1993, Perucci and Scarponi 1994, Vencill 2002, Senseman 2007;
Omafra 2008). Ornek olarak Cin’de her yil 150-300 ton imazethapyr soya fasulye
alanlarini kontrol etmek i¢in kullanilmaktadir (Li ef al. 2008).

Cizelge 2.2 Imazethapyr herbisitinin genel 6zellikleri

Yaygin adi | Kimyasal ad1 Kimyasal yapisi Fiziksel hali | Kullamm
alam
HiC
HO 0
5-etil-2-(4- N
Imazethapyr izopropil-4-metil- , Renksiz Herbisit
5-okso-2- 0 Kristal
imidazolin-2- N
yDnikotonik asit) l H
HiC Y N
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Imazethapyr ALS enzimini inhibe ederek valin, 18sin ve izoldsin amino asitlerinin

iiretilmesini engellemektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Losin, valin ve isoldsin amino asitlerinin biyosentez yolu. (Duggleby ve Pang, 2000).
Kullanilan kisaltmalar: ALS, asetolaktat sentaz; TD, treonin deaminaz ; KARI, ketol asit
rediiktoizomeraz; DH, dihidroksi asit dehidrataz; TA, transaminaz; IPMS, 2-izopropilmalat
sentaz; [IPMI, izopropilmalat izomeraz; IPMD, 3-izopropilmalat dehidrojenaz.
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3. GENEL BIiLGIiLER

3.1 Kromozom Yapaisi

chromos = renk ve soma = viicut kelimelerinin birlesmesinden olusmakta olup
yunanca kokenlidir. Her canli gibi insan da trilyonlarca hiicreden meydana gelir. Hiicre,
bitkisel ya da hayvansal her tiirlii yasam bi¢ciminin en kiiciik birimidir. Cekirdegin
icinde ise kromozom ad1 verilen ipliksi parcalar bulunur. Interfaz evresinde kromatin
ag1 seklinde bulunan DNA, mitoz boliinmenin profaz evresinde kisalip kalinlagmaya
baslar ve metafaz evresinde en kisa duruma gelir. Yaklasik 10.000 kat kisalmis haliyle
151k mikroskobunda 100°liikk objektifte incelenebilir. Kromozomlar, i, V, J harfleri gibi
bicimlerde goriiniir ve boyutlar1 mikronla 6l¢iiliir. Kromozomlarin sayis1 canli tiirlerde
degisiklik gosterir. Ornegin sirke sineginde 8, kurbagada 26, farede 42, kopekte 78

kromozom vardir. Insanin kromozom sayis1 ise 46'dir.

Kromozomlar, molekiil yapilar1 ¢ok iyi bilinen DNA zinciri ile histon denilen
protein zincirinden olusur. DNA zincirleri de 6zgiil proteinleri sentezlemekle gorevli
gen adi verilen birimlerden olusur. Kromozomlar aralarinda ag¢i bulunan iki koldan
olusur. Kollar primer bogumla birbirinden ayrilmistir, bu boguma sentromer ad1 verilir.
Sentromerler kromozomlarin ig ipligine takilmasini saglarlar. Sentromeri olmayan bir
kromozom boliinmeye katilamaz. Kromozom {lizerinde primer bogumlardan baska,
sekonder bogumlarda bulunabilir. Bazen kromozomun u¢ kismmi da uydu “satellit”
denilen yuvarlak ya da uzunca bir yap1 bulunur, kromozomlarin uclarina telomer adi
verilir. Sekil 3.1°de goriildigl gibi 6zel boyama teknikleriyle bir kromozom iizerinde
acik ve koyu bantlar seklinde goriilen kromatin kisimlar1 saptanir. Ag¢ik bantlar az
yogunlagsmis bolgelerdir ve eukromotik bolgeler admi alir. Koyu bantlar ise ¢ok
yogunlagmis bolgelerdir ve heterokromatik bdlgeler olarak adlandirilir (Klug and
Cummings 2002).
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Kromozom

Niikleus Kromatit Kromatit

Telomer

Sentromer

- Telomer

Hicre

Sekil 3.1 Kromozomun yapist

3.2 Mutasyon

Canlilarda genetik materyalin miktar, organizasyon veya igerigindeki ani ve
rasgele ortaya c¢ikan kalitsal degisimlere mutasyon denir. Mutasyonlar dogada
kendiliginden (spontan) meydana gelebildigi gibi mutajen adi verilen fiziksel ve
kimyasal etmenler tarafindan sentetik olarak meydana getirilebilirler. Mutasyon kisaca
mutajene neden olan etmendir. Mutajenler fiziksel ve kimyasal kaynakli olabilir ve
genelde dogal (spontan) olanlara gore daha yiiksek mutasyon frekansina neden olurlar.
Mutasyon sonucu meydana gelen {iriine mutant denir. Mutasyon, genomda kalitsal bir
degisime neden olur. Cok hiicreli ve eseyli lireyen organizmalarda mutasyonun kalitsal
olmas: i¢in germ hiicrelerinde olmasi gerekir. Somatik dokulardaki mutasyonlar bireyin

fenopinde gozlenebilir fakat dole gegemedigi icin o bireyden sonra ortadan kalkar.

3.2.1 Kromozom Mutasyonlar:

Kromozomun biiyiikk parcalarin1 ilgilendiren mutasyonlara kromozom

mutasyonlart denir. Kromozom mutasyonlari, kromozom sayisi degisimleri ve

kromozom yapis1 degisimleri olmak iizere iki gruba ayilirlar.
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3.2.1.1. Kromozom Say1 Degisimleri

Organizmalarin hem dogal hem de laboratuar populasyonlarinda kendiliginden
meydana gelen kromozom sayisindaki degisimlerdir. Organizmalarin kromozom
sayilar1 cinsten cinse hatta tiirden tiire degiskenlik gosterir fakat her tiir i¢cin sabittir.
Kromozomlar bazen mitoz ve mayoz sirasinda diizenli olarak ayrilmayabilir ve farkli
kromozom sayisina sahip hiicreler olusabilir. Bu sekilde bir¢ok genin orani
degiseceginden dolay1 kalitsal agidan birgok sorun olusur. Bu olayda kromozomun bir

parcas1 degil tiimii yok olur yada sayica artar. Oploidi ve andploidi olarak 2 sekli vardir.

Oploidi

Kromozom sayis1 takimindaki degismelerdir. Bir takimdaki kromozomlarin
hepsinin birden sayisinin tam katlar halinde yiikselmesi veya organizmada sadece tek
takim kromozom bulunmasi bi¢ciminde olabilir. Monoploidi ve poliploidi olarak iki

kisimda incelenir.

Temel kromozom sayis1 kadar kromozom igeren bireyler monoploid (n), ii¢ kat1
iceren bireyler triploid (3n), dort kat1 igeren bireyler tetraploid (4n) olarak adlandirilir.
Oploidide temel kusur, hiicrede c¢ekirdek béliinmesi oldugu halde sitoplazma
boliinmesinin olmamasidir (endomitoz). Endomitoz durumunda kromozomlar kat1 kadar
cogalir fakat mitoz boliinmenin ilk iki evresi (profaz ve metafaz) gerceklestigi halde
anafaz ve telofaz sathasi olmaz hiicre ve sitoplazma bdoliinmesi (sitokinez) olmaz.

Bunun sonucunda kromozom sayilar1 her boliinmede kat1 kadar artmis olur (Basaran et

al. 1995).
Andoploidi
Bir takimda ki kromozomlardan birinin veya birkacinin sayisinin degismesine

andploidi denir. Bu olay mitoz ve mayozdaki anormallikler sonucu ortaya ¢ikar

(nondisjunction). Cesitli tipleri vardir.
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Monosomi, diploid bir bireyde tek bir kromozomun eksik olma durumudur.

(Turner sendromu).

Nullisomi, bir organizmada bir kromozomun homologlu ile birlikte eksik olmas1
durumudur. Bu bireyler ayn1 ¢esit kromozomu kaybetmis iki andploid (n -1) gametin
birlesmesiyle meydana gelir. Bir takimdaki kromozomlardan birinin veya birkagmin
sayisinin artmasi olayidir. Kromozom sayisina gore; trisomi (Down ve Patau

sendromlart), tetrasomi gibi isimler alir.

3.2.1.2 Kromozom Yapi1 Degisimleri

Genetik materyalin kayb1 ya da yer degistirmesi sonucu ortaya ¢ikan bir ya da
daha fazla kromozom kiriklarindan kaynaklanir. Kromozomlar kendiliginden kirilabilir,
ancak bir kromozom kirilmasini, kromozom segmentlerinin tekrar birlesmesi islemi
izleyebilecegi gibi bu sekilde tekrar birlesme olayr meydana gelmeyebilir. Kimyasallara

ya da radyasyona maruz kalan hiicrelerde kromozomlarm kirilma oran1 daha ytiksektir.

Delesyon

Kromozomlarin, parca kaybetmesi olayma delesyon adi verilir. Delesyon
meydana gelirken olusan kromozom parcast ve onun meydana getirdigi delesyon
halkas1 sentromerli ise hiicrede varligin1 devam ettirir, fakat sentromersiz kisim
kaybolur. Delesyon sentromerli bdlgede meydana gelirse halka kromozom olusur.
Insanda kromozom delesyonu sonucu olusmus sendromlara &rnek olarak Philadelphia

kromozomunu ve “Cri du Chat” sendromunu verebiliriz
Duplikasyon
Duplikasyon, bir kromozomun bir par¢asinin o kromozom tlizerinde iki veya

daha fazla sayida tekrarla goriilmesi sonucu olusan kromozom anomalisidir. Yani

kromozomun bir kisminin kendi kendini eslemesi olarak da tanimlanabilir.
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Duplikasyonlu bir parca sentromerli serbest bir par¢a veya tamamlayici bir
kromozom pargasi olabilir. Eger sentromere sahip yani sentrik bir kromozom pargasi ise

bu parca kiiciik, ekstra bir kromozom olarak kabul edilir.

Bir kromozom parga degisimi swrasinda karsisindakine belirli genleri vermez,
sadece alirsa o gen bakimindan diploid olur. Bu cogunlukla diizenli islemeyen bir
krossingoverde meydana gelir. Normal olarak mayozun ilk evrelerinde es genler
sinapsis yapar. Ayrilirken normal bir boliinme olmazsa kromatidlerden biri o gen

bakimindan diploid olur digeri ise o genlerden yoksun kalir.

Duplikasyonun degisik 6zelligi bulunur. Birincisi, duplikasyon geninin birden
fazla kopyasmin bulunmasini saglayabilir. Ikincisi, delesyonlarda oldugu gibi,

duplikasyon sonucu fenotipik ¢esitlilik olusabilir (Oner 2003).

Inversiyon

Bir kromozomun i¢inden ¢ikan bir parcanin dénerek koptugu yere ters yonde
yeniden yapismasina inversiyon denir. Bunun sonucunda kromozomdaki genlerin dizilis
sirasinda degisme olur. Koptugu yere ters donerek yapisan kromozom pargasi sentromer

iceriyorsa perisentik, icermiyorsa parasentrik inversiyon denir

Translokasyon

Bir kromozomun kaybolan par¢asmnin ya da kopan bir parcasinin baska bir

kromozoma yapismasi seklinde goriilen kromozom anomalisine transokasyon denir.

Gen sayismin ve niteligin degistigi, cogunlukla anomalilere neden olan
translokasyonlara "Dengesiz translokasyon"lar denir. Gen sayisinin ve niteliginin ayni

kaldig1 translokasyonlara "dengeli translokasyon"lar denir.
3.2.2 Gen Mutasyonlarn

Genetik materyalin DNA replikasyon siirecinin miitkemmel isleyisinden dolay1

hiicreden hiicreye ve nesilden nesile degismeden aktarildigini biliyoruz. Bu genellemeye
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ragmen genetik materyal bazi yollarla degisebilmektedir. Bu yollardan 6n onemlileri
kendi kendine degisme, replikasyon hatalari, bazi kimyasallar ve radyasyondur. Genis
anlamda iki tip genetik materyal degisimi miimkiindiir: Biitiin bir kromozomla ilgili
degismeler ve bir veya birka¢ baz ¢iftinin degismesi. Biitliin organizmalar baz ¢ifti
degisikliklerini tamir eden mekanizmalara sahiptirler. Fakat biitiin baz ¢ifti degisimleri
her zaman tamir edilemeyebilmektedir. Tamir edilemeyen degisiklikler baz ¢ifti
mutasyonlar1 olarak adlandirilir. Baz ¢ifti mutasyonlar: bir organizmanin genomunun
herhangi bir yerinde meydana gelebilir. Organizmalarin genomlarmin biitiin bolgeleri
genlere tasimadigindan genlerde veya kontrol bolgelerinde meydana gelmedikge baz
cifti mutasyonlar1 belli bir fenotipik degisiklige neden olmaz. Dolayisiyla genetikciler
icin 6nemli olan mutasyon, genler: Etkileyen mutasyonlardir ve gen mutasyonlar1 olarak
adlandirilir. Bununda 6tesinde hiicresel fonksiyon, proteinlerin bir sonucu oldugu icin
protein kodlayan genlerin ekspresyonunu etkileyen mutasyonlara daha fazla ilgi

duyulmustur.

Mutasyonlarin tanimlanmasi; mutasyon DNA baz c¢ifti degisimi veya
kromozomal degisimlerdir. Baz dizisi degisimleri baz ¢ifti eklenmesi, silinmesi, baz
cifti degisimi, bir baz ¢ifti veya belli bir grup baz ciftinin ters doniisii veya yeni bir
pozisyona transferini igerebilir. Cok hiicreli organizmalarda mutasyon eger somatik
hiicrelerde meydana geldiyse sadece ilgili bireyin ilgili hiicrelerini ve dokusunu etkiler
yani yeni nesillere aktarilmaz. Bu tip mutasyonlar somatik mutasyonlar olarak
adlandirilir. Eger mutasyon eseyli lireyen organizmalarin esey hiicrelerinde meydana
geldiyse gametler aracilifiyla yeni nesillere aktarilir. Bu tip mutasyonlar esey hiicresi
mutasyonlar1 olarak adlandirilir. Somatik mutasyonlar, mutasyonun meydana geldigi
bireyi etkiliyorken esey hiicresi mutasyonlar1 gelecek nesilleri etkiler. Eseysiz iireyen
cok hiicreli organizmalarda somatik mutasyonlar yeni hiicrelere aktarilabilir.
Prokaryotlarda ise viicut hiicresi-esey hiicresi gibi bir aymrmm olmadigindan biitiin
mutasyonlar yeni  hiicrelere  yani nesillere aktarilir. Bir  kromozomun
organizasyonundaki bir degisiklik kromozom mutasyonu veya kromozom kusuru olarak
adlandirilir. Bir gen dizisi igindeki mutasyon ise gen mutasyonu olarak adlandirilir. Gen
mutasyonlaria baz ¢ifti degisimi bir veya daha fazla baz ciftinin eklenmesi veya

silinmesi gibi DNA dizisindeki degisiklikler neden olur. Mutasyonlar dogal olarak
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kendiliginden meydana gelebilir. Mutajenler uygulanarak mutasyonlar uyarilmas: da
miimkiindiir. Bir mutajen kendiliginden olusan mutasyon oraninmn iizerinde bir
mutasyon sikligint olusturan fiziksel ve kimyasal ajanlardir. Mutajenlerin
uygulanmasiyla olusan mutasyonlara uyarilmis mutasyon denir. Dogal olarak olusan
mutasyonlarda kendiliginden mutasyonlar olarak adlandirilir.  Uyarilmis  ve
kendiliginden mutasyonlar arasinda kesin bir smnir olusturmak miimkiin degildir. Bir
polipeptitin dordiincii yapis1 birincil amino asit dizisi tarafindan belirlenir. Bir mutant
sus tarafindan sentezlenen bir polipeptip yabani tip polipeptitten yapisal olarak farkl
olabilir. Eger farkli ise mutant polipeptit kismen-fonksiyonel olabilir, fonksiyonsuz

olabilir veya hig iiretilmez .

Kromozom mutasyonlarinda birden fazla gen s6z konusu iken, gen
mutasyonlarinda degisiklik bir gen ile smirhidir. Genetik materyale etkilerine gore gen
mutasyonlari ¢esitli alt siniflara ayrilir (Ates 2002).

Transisyon (Gegis)

Bu tip degisiklikte, gen yapisindaki bir piirin yerine diger bir piirinin ( A yerine
G yada G yerine A) veya bir pirimidin yerine diger bir pirimidinin ( T yerine C veya C
yerine T) girmesi s0z konusu olabilir. Nokta mutasyonlarinin bu tipine ‘gecis’
(transisyon) denir.

Transversiyon

DNA yapisinda bir piirin yerine bir pirimidin ( A veya G yerine T veya C’nin
gecmesi yada bunun tersi ) gecmesi de miimkiindiir. Bu tip mutasyonlara da ‘capraz
gecis’ ( transversiyon) denir.

Cerceve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlar

Bir bagka baz ¢ifti mutasyonlar1 da ‘cer¢eve kaymasi mutasyonlart’ (frameshift

mutation) dir. Burada bir ya da birden ¢ok niikleotit ¢iftleri DNA’dan kopar (delesyon)
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ya da DNA’ya eklenir (insersiyon). Bu durum ise okunan g¢ergevenin translasyonunu
degistirir. Boylece translasyon sirasinda tRNA’lar tanidig: iiglii baz dizileri degisir.
Ornegin, bir genin ortasma bir bir niikleotit ¢iftinin girmesi, bu bolgeden asagida (down
stream) bir¢ok aminoasitte degisiklige yol agar. Cerceve kaymasi mutasyonlarinda
hemen hemen her zaman uzun mesafede yanlis anlamli ve inaktif protein tretilir yada
en sonunda bir anlamsiz kodonun translasyonu sonlandirmasi ile protein sentezi

durdurulabilir.

3.3 Mutajenler

Mutasyona neden olan ajanlara mutajen denir. Bunlar DNA’da degisimlere yol
acarlar. Temel olarak mutasyon olusturabilen faktorler ii¢ ayr1 grupta; fiziksel, kimyasal

ve biyolojik olmak iizere siniflandirilabilir.

3.3.1 Fiziksel Mutajenler

Sicaklik, manyetik alan, elektriksel alan, UV, X, proton ve notron i1ginlar1 gibi
etmenlerdir. Bunlar genellikle bir baz ¢iftinin yerini bir baska baz ¢iftinin almasima yol
acarlar. Fiziksel mutajenler etki siddetine ve siirecine gore gecici veya kalici

degisimlere yol acarlar.

3.3.2 Biyolojik Mutajenler

Biyolojik mutajenler olarak viriisler ve transposibil elementler bilinmektedir.
Viriis genomu konak hiicrenin DNA sma girdiginde kendi DNA’ sinda da bazi genleri
konak DNA’ sinin genetik yapismi degistirildiginden dolay1 bir mutasyon olarak kabul
edilir. Transposibil elementler ise genom i¢inde bir pozisyondan digerine hareket

ederler ve kromozom kopmasi gibi genetiksel degisikliklere neden olurlar.
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3.3.3 Kimyasal Mutajenler

Kimyasal ajanlar DNA yapisinda deaminasyon, depurinizasyon, subsititiisyon,
insersiyon ve delesyon seklinde cesitli tipte nokta mutasyonlar1 olustururlar. Etki

bicimlerine gore 5 alt grupta incelenir.

3.3.3.1 Baz Analoglan

Bazlarin yerine gegen, bazlarla ayni fonksiyonu yapan, ancak kimyasal yapisi
farkli olan ajanlardwr. Bu molekiillerin, molekiiler yapilar1 niikleik asitlerin piirin ve
pirimidin bazlarina ¢ok benzediginden mutenejik etkileri replikasyon sirasinda yeni
sentezlenen DNA zincirinin yapisina normal bazlarm yerine baz analoglari girebilir.
Bunun sonucunda da DNA yapisinda bulunan H atomlarinda pozisyon degisikligi
sebebiyle ¢cok sayida yanlis eslenmis baz olusur. Baz analoglar1 bakteri kiiltiiriine ilave
edildiginde sentezlenen DNA’nin yapisina girerler ve ilk replikasyonda ¢ift yonlii
transisyona neden olurlar. Baz analoglarinin kullanilmasiyla geri mutasyon meydana

getirilebilir.

3.3.3.2 DNA’da Baz Degistiren Maddeler

Bu molekiiller dinlenme halindeki DNA’nin yapisina girerek bazlarini
degistirirler. En onemlisi nitroz asidi (HNO,) dir. Dogrudan dogruya DNA bazlarinda
amino gruplarini ¢ikarirlar veya baz sirasini degistirirler. Ornegin bdyle bir etki adenini
hipoksantine g¢evirip sitozinle baglanmasini1 saglar. DNA bazlar1 ¢ok farkli bir yap1
kazanabilirler. Bu yeni yapisiyla baz, orijinal bazdan ¢ok farkl: bir baz ¢ifti yapmaktadir
boylece genetik kod da degisir.

3.3.3.3 DNA’dan Baz Cikaran Maddeler
Alkilleyici ajanlar, piirin bazlarin1 6zallikle de guaninin 7. atomuna alkil grubu

ekleyerek depiirinizasyona neden olurlar. Depiirinizasyon; piirin bazlarmimn DNA’dan

koparak ayrilmasma denir. Alkillenmis olan guaninin 1. azotu iyonlasir ve 7-alkil-
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guanin DNA zincirinden tamamen kopabilir. Boylece depiirinize olmus iplik¢ikteki bos
kalan yere, replikasyon sirasinda herhangi bir baz gelebilir. Baglangictaki baz ¢ifti, C-G
ise buraya G-C, T-A ve A-T baz ¢ifti gelebilir.

3.3.3.4 Akridin Boyalar

Bu maddeler genellikle C-G...A-T veya A-T...T-A seklinde transversiyonlara yol
acar. Akridin mutasyonlar1 diger transversiyon mutasyonlarindan farkli olarak daima
gen fonksiyonlarinin tiimiiyle kaybolmasina yol agar. Birden fazla baz ¢ifti iceren DNA
segmenti gen yapisindan ¢ikar (delesyon) yada uzun DNA segmentleri gen yapisina
girer (insersiyon). Akridin boyalariin mutasyona yol agtiklar1 noktalar DNA iizerinde

gelisi glizel dagitilmistir ve bu noktalara ‘hot spots’ (sicak noktalar) denir.

3.3.3.5 S.0.S. Bagimh Mutajenler

Bazi mutajen olan kimyasallar etkilerini S.O.S onarmm sistemini kullanarak
gosterirler. Bu maddelere ‘S.O.S bagimli mutajenler’ denir. Bunlara 4-nitrokulnolin,
benzo (a) piren, aflotoksin, UV 15181 O6rnek verilebilir. Mutajenler birden fazla bazi
etkilediginde yanlis eslesen bazlarin miktar1 artacagi i¢in replikasyon engellenecektir.

Bunu engellemek i¢in S.O.S yolunun uyarilmas: gerekir.

3.4 Mutajenik Cahsmalarda Bitki Test Sistemlerinin Kullanilmasi

Bitkiler kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin belirlenmesinde ¢ok uzun
zamandan beri kullanilmaktadir. Modern genetigin bir¢ok temel kavramu yiiksek yapili

bitkilerle yapilan ¢aligmalar sonucu elde edilmistir.

Mutajenite calismalarinda bitkilerin kullanimi ilk defa Levan (1938) tarafindan
kolsisinin A. cepa kok hiicrelerinde ig ipliklerinin dagilmasmna ve poliploidiye yol
actigin1 gostermesiyle baglamistir. Bu test sistemine ek olarak kimyasallarin
kromozomlar {izerindeki etkisi arasturmak i¢in Vicia faba (Amer and Ali 1983),

Tradescantia paludosa (Dryanosvka 1987), Hordeum vulgare (Kluge and Podlesak
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1985), Pisum sativum (Amer vd. 1999), Crepis capillaris (Dimitrov 1994), Triticum
aestivum 1.(Aybeke vd. 2000), Lycopersicon esculentum (Oztiirk vd. 2004) gibi pek ¢ok
bitki tiirli yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bakteriler, diisiik yapili bitkiler, bocekler ve memeli hiicrelerinde yapilan
mutajenite c¢aligmalarmin artmasiyla birlikte kimyasallarin muhtemel mutajenik
etkilerinin ¢alisilmasinda yiiksek yapili bitki test sistemlerinin kullanilmasina olan ilgi
de azalmaya baslamakla birlikte giliniimiizde halen yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ciinkii yiiksek yapil bitkilerde; kromozomlar kolay gdzlemlenir. Kromozom analizleri
basittir. Maliyetleri olduk¢a ucuzdur. Cok fazla kdk ucu olusur ve bu kok uglart test

maddeleri ile direkt etkilesim halinde bulunmaktadir (Fiskesjo 1985, Grant 1992).

Yabanci bilesiklerin molekiiler diizeyde metabolizma {izerindeki etkilerinin
heniliz tam bilinememesinden dolay:r elde edilen sonuglarin memeli test sistemleriyle
degerlendirilmesi zordur. Bununla birlikte, bitki test sistemlerinin kullaniminda agilmas1
gereken bazi zorluklar da vardir. Bilindigi gib1 bitki ve hayvan hiicreleri arasinda temel
yapisal farkliliklar vardir. Bitkilerdeki siki hiicre duvari belirli kimyasallarin hiicre
icerisine girmesini etkilemekte ve bunun sonucunda memeli ve bitki hiicreleri arasinda
etkiler bakimindan farkliliklar olabilmektedir. Bunlara ragmen bitki ve hayvan
hiicrelerinde DNA yapisal ve fonksiyonel olarak benzerlik gostermektedir ve protein

sentezi de aynidir.

Kimyasal maddelerin mutajenitesinin ¢alisilmasinda c¢ok sayida yiiksek yapili
bitki tiirti kullanilmaktadir. Mitotik kromozom degisimleri arpa, fasulye ve sogan gibi
bitkilerin kok uclarindaki somatik hiicrelerde ve polen tiiplerinde kolaylikla
gozlenebilmektedir. Bir¢ok tiirde bulunan polen ana hiicresi gibi mayotik hiicreler
kimyasal olarak indiiklenen kromozom aberasyonlarmi belirlemek i¢in uygundur.
Spesifik lokuslarda meydana gelen gen mutasyonlar1 misir ve soya fasulyesinde,
multilokus mutasyonlar1 ise arpa ve misirda incelenmektedir. Kromozom sistemleri
kromozom hasar yapisinin, kromozom ayrilmalarinin ve genel mitoz olaylarmnin

incelenmesine imkan vermektedir. Bitki kromozomlar1 morfolojik olarak memeli ve
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diger Okaryotlarla benzerlik gostermekte ve mutajenlere karst cevaplar1 da

benzemektedir.

Constantin ve Owens (1982) US Environmental Protection Agency Gene-Tox
Program biinyesinde yapmis olduklari ¢calismada, ¢esitli kimyasal siniftaki 350 bilesigin
bitkilerdeki mutajenik aktivitesini arasgtirmislar ve diger test sistemleriyle
karsilagtrmiglardir. Bitki ve memeli kiiltlir hiicrelerinde yapilan deneyler sonucunda
elde edilen verilerin bakteri ve Drosophila ile yapilan deneylerle elde edilen sonuglarla
korelasyon gosterdiklerini iddia etmislerdir. Bitki kok uclarindaki pestisitlerin deney
sonuglar1 ile memeli hiicrelerindeki kromozom aberasyonlar1 biiyiik bir oranda
benzerlik gostermistir. Buna ragmen bazi pestisitlerin neden oldugu kromozom hasarlar1
memeli hiicreleriyle yapilan deneylerle elde edilen sonuglarla uyusmadigini

belirtmislerdir.

Toksisitenin izlenmesi i¢in uygun test sistemleri arasinda, Allium testi ¢ok iyi
bilinen ve birgok laboratuarda yaygin olarak kullanilan testtir. Ciinkii, soganlarin
saklanmast ve kullanilmas1 olduk¢a kolaydir ve kok ucu hiicreleri makroskobik
(biiyiime, ECsp) ve mikroskobik parametreler (c-mitoz, yapisiklik, kromozom kiriklar)
icin uygun bir sistem olustururlar. Ayrica Allium testinin sonuclar1 okaryotik ve
prokaryotik diger test sonuglar1 ile yukarida da deginildigi gibi iyi bir korelasyon
gostermektedir. (Fiskesjo 1985).
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4. MATERYAL ve METOT

4.1 Materyal

4.1.1 Allium Test

Bu caligmada biiylik, kolay gbézlenebilen ve az sayida kromozomlarinin olmasi,
c¢imlenme ve elde edilmesinin ucuz olmasidan dolay1 materyal olarak 4. cepa (2n=16)

kullanilmstir.

4.1.2 Test Materyali

Arastirmada materyal olarak Imazethapyr (CAS No:138261-41-3) ve glasiyel
asetik asit (CAS No: 64-19-7) Sigma’dan, potasyum metabisiilfit (CAS No: 24634-61-
5) ve HCI (CAS No: 7647-01-0) Fluka’dan, absoliit alkol (CAS No: 64-17-5) Carlo
Erba’dan temin edilmistir. Negatif kontrol grubu olarak ise saf su kullanilmistir.
Sonuglarin degerlendirilmesi SPPS 15,0 for Windows paket programinda Duncan testi

ile kullanilarak yapilmistir.

4.2 METOT

4.2.1 Biiyiimeyi Engelleme Testi

Imazethapyr herbisitinin sitogenetik etkilerinin incelenmesinde kullanilacak
dozlar1 belirlemek amaciyla dnce biiyiimeyi engelleme testi yapilmistir. Bunun i¢in
once ECsp degeri belirlenmistir. ECso degerini belirlemek i¢in ayni biiylikliikteki
soganlar (3-4 cm ¢apinda) alinarak dis kabuklar1 ¢ikarilmis ve kok primordialaria zarar
vermeyecek sekilde c¢imlenmis olan koklerinden temizlenmistir. Imazethapyr
herbisitinin 5, 10, 20, 40, 60 ve 80 ppm’lik konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Negatif
kontrol grubu olarak ise saf su kullamilmistir. Her bir konsantrasyon ve kontrol
grubunda beser adet sogan kullanilmistir. Oda sicakliginda (~21°C + 4 °C) karanlik

ortamda dort giin ¢imlendirilen soganlardan her bir konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in
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aynt sogan yumrusundan en 1yi filizlenmis onar adet kok alinarak ortalama kok
uzunluklar1 bulunmustur. Bu siire zarfinda ¢imlenen soganlarin bulundugu ortamdaki

cozeltiler azaldikca gerekli ilaveler yapilmastir.

ECso degerini belirlemek i¢in kdk uclarinin biiyiimesini negatif kontrol grubuna
gore % 50 azaltan doz esas alinmistir. Uygulama dozlarinin belirlenmesinde 2xECsy,
ECso, 1/2xECso degerleri kullanilmistir. Buna bagl olarak imazethapyr herbisitinin 40,
20 ve 10 ppm’lik dozlar1 kullanilmistir. Kontrol grubu olarak saf su, pozitif kontrol
grubu i¢cin 10 ppm MMS kullanilmistir. 4. cepa’nin hiicre dongiisii 24 saat oldugu i¢in

uygulama stiresi 24, 48, 72 ve 96 saat olarak belirlenmistir.

A. cepa kok uclarma imazethapyr herbisitinin  yukarida verilen
konsantrasyonlarmi belirlenen siirelerde uygulamak icin, her bir konsantrasyon i¢in
beser sogan 1 giin boyunca saf suda ¢imlenmeye birakilmistir. En iyi kdklenen 5 tane
sogan her bir konsantrasyon i¢in kullanilip ve hergiin verilecek konsantrasyonlar

degistirilmistir. Biitiin kdk uclar1 ayni1 giin sabah saat 9°’da alimustur.

Biitiin uygulamalardan sonra alinan kok uglar1 ayr1 ayr tiiplere alinarak absoliit
alkol: glasial asetik asit (3:1) fiksatifi icerisinde buzdolabinda +4 °C’de 1 gece
bekletilerek tespit edilmistir. Daha sonra kok uclart % 70’lik alkol igerisine alinarak +4
°C’de buzdolabinda depolanmistir. Mitotik indeks ve mitoz boliinmedeki

anormalliklerin belirlenmesinde bu kdk uclar1 kullanilmistir.

Mitotik anormalliklerin, mitotik indeks (mitotik hiicre sayisi/sayilan toplam
hiicre sayis1 X 100) ve faz frekanslarmin belirlenmesi i¢in her dozun uygulama siireleri
icin farkli soganlardan beser kok ucu alinarak ezme preparatlar hazirlanmistir. Mitotik
anormalliklerin belirlenmesinde her bir konsantrasyon i¢in miimkiinse 100 anafaz-
telofaz hiicresi, mitotik indeks ve faz frekanslarmin hesaplanmasinda 5000-6000 hiicre
sayilarak ve sonuglarin degerlendirilmesi SPSS 15,0 for Windows paket programinda

Duncan testi ile kullanilarak yapilmistur.
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4.2.2 Feulgen Boyasinin Hazirlanisi

Preparatlarin hazirlanmasinda feulgen boyasi kullanilmistir. Feulgen c¢ok fazla

kullanma yeri olan bir boyadir. Kromozom morfolojisi ve sayimi i¢in kok uglarinda,

embriyonik yaprak ve tomurcuklardaki bitki dokularinda elverisli bir sekilde kullanilir.

Feulgen boyas1 asagidaki sekilde hazirlanmistir.

I.

1 g kristal haldeki fuksin bazik almarak 8 cm c¢apinda bir saat cami igerisinde
ezilmistir.

500 cm?®’liik bie erlenmayere, ezilerek toz haline getirilmis fuksin bazik kabin
etrafina bulastirilmadan konulmustur.

Baska bir erlenmayerde 200 cm? distile su kaynatilmistir.

Toz halindeki fuksin bazik {izerine kaynatilmis distile su yavas yavas dokiilerek
bir cam ¢ubuk yardimu ile siirekli karistirilmistir.

Boya 50 °C’ye diistiriiliinceye kadar karistirilmaya devam edilmistir.

Boyaya 20 cm?® HCI ilave edilerek filtre kagidi yardimu ile siiziilmiistiir.

Stiziilen boyaya 2 g potasyum metabisiilfit (K,S,03) eklenerek 2 dakika
stiresince karistirilmaya devam edilmis ve boya kapakli bir siseye konularak 24
saat buzdolabinda bekletilmistir. A¢ik ¢ay rengini alan boya kullanilir duruma
gelmistir. Sonraki kullanimlar i¢in boya +4 °C de buzdolabinda karanlik

ortamda depolanmustir.

4.2.3 Feulgen Boyasi ile Preparatlarin Hazirlamisi

% 70’lik alkolden ¢ikarilan kok uglar1 bir tiipii icerisine alinip iizerine 1-2 mL 1

N HCI ¢ozeltisi ilave edilerilerek 60 °C’deki su banyosunda 8-10 dakika bekletilmistir.

Daha sonra her 5 dakikada bir distile su ile HCI’nin etkisi seyreltilmistir. Bu islem {i¢

kez uygulanmistir. Kok uglar1 Feulgen boyasi icerisine alinarak oda sicakliginda 25-30

dakika boyanmaya birakilmistir. Kok uclarmmin koyu boyanan kisimlari 1-2 mm

uzunlugunda kesilerek bir lamin iizerine 1 damla % 45°lik asetik asit konularak jiletle
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parcalanmistir. Daha sonra iistleri lamelle kapatilarak ezme preparatlar1 hazirlanmistir.

Lamellerin etrafi tirnak cilasi ile kapatilarak preparatlar yar1 daimi hale getirilmistir.

K6k ucu meristem hiicrelerine ait mitotik indeksin belirlenmesinde, her
uygulama icin hazirlanan 5 preparatin her birinde 1000’in {izerinde hiicre olmak {izere
toplam yaklasik 5000-6000 hiicre i¢inde mitoza giren hiicreler sayilmistir (MI=Mitoza

girmis hiicre sayis1/ Toplam hiicre sayis1 x100).

Mitotik indeks hesaplamalarindan sonra, preparatlarin incelenmesine yeniden
baslanmis ve bu sefer kromozom aberasyonlar1 her preparatta 100 anafaz veya telofaz
hiicresi olmak tizere her uygulamada toplam 500 anafaz veya telofaz hiicresi
incelenerek belirlenmistir. Mitotik anormallikler saptanarak en sik goriilen

anormalliklerin fotograflar1 x40 ve x100 objektifte ¢ekilmistir.
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5. BULGULAR

5.1 Biiyiimeyi Engelleme Testi

Imazethapyr herbisitinin ECsy degerinin belirlenmesi i¢in biiyiimeyi engelleme
testi yapilmistir. Bunun i¢cin imazethapyr herbisitinin 5, 10, 20, 40, 60 ve 80 ppm’lik
konsantrasyonlar1 hazirlanmis, negatif kontrol grubu olarak da saf su kullanilmistir
(Sekil 5.1). Her bir konsantrasyon ve negatif kontrol grubu i¢in 5’er adet sogan
kullanilmistir. Soganlar 4 giin boyunca ¢imlendirilmis olup azalan konsantrasyonlara
ilaveler yapilmistir. 4. giin sonunda her bir konsantrasyon i¢in her bir sogandan en 1yi
filizlenmis 10 kok almarak toplam 50 kdk ucundan her bir konsantrasyon i¢in ortalama
kok uzunlugu bulunmustur (Sekil 5.2). Negatif kontrolde ¢imlendirilen soganlarin
ortalama kok uzunlugu olan 3,83 c¢cm uzunlugunun yarist olan 1,915 cm veya buna en
yakin olan biiyiime arastirilmistir. Imazethapyr herbisitinin ECso konsantrasyonu 20
ppm olarak belirlenmistir. Burada kok uglarinin ortalama uzunlugu 1,90 cm’dir. 20
ppm’de koklerdeki biiylime oran1 % 49,8 ve biiyiimedeki azalma orani ise % 50,2 olarak

hesaplanmistir.

Sekil 5.1 Imazethapyr herbisitinin biiyiimeyi engelleme testi

28



Buyumeyi Engelleme Testi
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Sekil 5.2 Imazethapyr herbisitinin A. cepa kdk ucu hiicrelerinde konsantrasyonuna bagli olarak
ortalama kok uzunluklar

Cizelge 5.1°e bakildig1 zaman konsantrasyon arttikca biiylimenin azaldigi
gozlemlenmistir ve bu azalan kok biiylimeleri istatistiksel agidan anlamli bulunmustur
(> = -0,92, p = 0,01) 10 ppm’den itibaren konsantrasyon artikca sacak koklerin
renklerinin koyulastigi, kalmliklarmin arttigi ve jelatinimsi bir yap1 kazandiklar

gozlemlenmistir.

Cizelge 5.1 Izamethapyr herbisitinin 4. cepa kok ucu hiicrelerinde konsantrasyonuna bagli
olarak ortalama kok uzunluklari

Dozlar Ortalama uzunluk % Biiyiime % Biilyiimede
(ppm) cmESS* azalma
Kontrol 3,83+0,22a 100 -

5 3,02+0,38b 78,94 21,06

10 2,28+0,15¢ 59,62 40,38

20 1,90+0,24d 49,8 50,2

40 1,74+0,09¢ 45,6 54,4

60 1,62+0,16f 42,36 57,64

80 1,20+0,17g 31,33 68,67

*Siitunlardaki farkli kii¢iik harfler p< 0.05 diizeyinde énemli (Duncan goklu dagilim testi), SS: Standart
sapma
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5.2 Mitotik indeks ve Mitotik Faz Frekanslari

Imazethapyr herbisitinin 4. cepa kok uglarina uygulanmasiyla mitotik indeks ve
mitotik fazlarda meydana getirdigi degismeler Duncan coklu dagilim testi ile
belirlenmistir (Cizelge 5.2). Tiim doz ve uygulamalardaki mitotik indeks degeri kontrol
grubuna ve MMS’ye gore azalmis olup bu azalmalar istatistiksel agidan anlamli
bulunmustur. 96 saatlik uygulama hari¢ mitotik indeks degerleri doza bagli olarak
azalmistir. Imazethapyr herbisitinin en diisiik mitotik indeks degerine 20 ppm’lik
konsantrasyonun 96 saatlik uygulamasinda (9,65+0,27), en yiliksek mitotik indeks
degerine ise 24 saatlik uygulamanin 10 ppm’lik konsantrasyonunda (24,37+0,59)
rastlanilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in uygulama siiresi artikca mitotik indeks

degerinin diisiik oldugu gozlemlenmistir.

Imazethapyr herbisitinin mitotik faz frekanslarma etkisi incelendiginde profaz
frekanslarinin kontrole gore arttig1 gozlemlenirken, diger frekanslarin kontrole gore
azaldig1 goriilmiistiir. Imazethapyr herbisitinin 10 ppm’lik konsantrasyonun 24 saatlik
uygulamas1 ve yine 10 ppm’lik konsantrasyonun 96 saatlik uygulamasinin metafaz
safthasi hari¢ artan ve azalan faz safhalar1 istatistiksel acidan kontrol grubuna gore

anlaml1 bulunmustur.
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Cizelge 5.2 imazethapyr herbisitinin A. cepa kok hiicrelerindeki mitotik indeks ve mitotik fazlara olan etkisi

Konsantrasyon Sayllan  Mitotik indeks Mitotik Faz Safhalan (%) + Stantard hata*
(ppm) Hiicre =+ Stantard hata* Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
Kontrol- 24 saat 5431 31,57+0,58a 84,53+0,9a 6,52+0,45a 3,19+0,38a  5,76+0,63ab

MMS-10 5136 26,57+0,51b 86,69+1,31a 3,61+0,65b 3,29+0,43a  6,41£1,13a
10 5101 24,37+0,59¢ 87,68+1,53a 5,45+0,75a 2,89+0,41a 3,98+0,65bc
20 5136 23,75+0,47¢ 94,36+0,96b 3,04+0,89b 1,47+0,23b  1,13%0,29d
40 5236 19,19+1d 94,74+0,2b 1.98+0,47b 0,99+£0,21b  2,29+0,57cd
Kontrol- 48 saat 5163 23,76+0,64a 74,97+1,23a 10,82+1,33a 4,07£0,45a 10,14+0,88a
MMS-10 5177 20,47+0,68b 86,92+0,93b 3,47+0,46bc 3,86+0,36ab 5,75+0,69b
10 5213 18,19+0,51¢ 93,69+1,55¢ 1,95+0,63b 1,37£0,35¢  2,99+0,86¢
20 5144 13,3+0,53d 83,96+1,21bd 5,8+1,14c¢ 3,27+0,71ab 6,97+0,67b
40 5181 11,8+0,29d 88,65+1,42d 3,95+0,78bc 2,45+0,25b  4,95+0,64bc
Kontrol-72 saat 5317 22,25+0,68a 82,07+1,28a 6,65+0,82a 5,840,482  5,48+0,44a
MMS-10 5064 19,57+0,92b 82,38+0,91a 4,8240,2ab 3,27+£0,7b  9,53+0,7b
10 5578 13,81+0,37¢ 92,234+2,36b 2,62+1,19bc 2,05+0,83bc 3,1+0,69¢
20 5260 13,02+0,65¢ 93,46+0,77b 2,17+0,82¢ 1,45+£0,37¢c  2,92+0,66¢
40 5340 12,88+0,12¢ 94,04+1,14b 1,7540,69¢ 1,02+0,16¢c  3,19+0,77c
Kontrol- 96 saat 5504 21,36+0,96a 77,63+£3,21a 9,26£1,67a 4,26+0,83a  8,85+1,3a
MMS-10 5159 18,30+0,38b 82,32+1,37ab 4,8+0,3bc 3,66+0,48ab 9,22+1,04a
10 5403 9,95+0,16¢ 88,01+2,03b 6,62+1,48ab 2,02+1bc 3,35+0,23bc
20 5136 9,65+0,27¢c 95,12+1,65¢ 2,14+0,91c 1,39+0,39¢  1,35+0,61b
40 5081 9,85+0,2¢ 87,5442 ,44b 4,16+1,14bc 2,36+0,35abc 5,94+1c

*Stitunlardaki farkli kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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5.3 imazethapyr Herbisitinin Neden Oldugu Anormalliklerin Tipleri ve Oranlar

Imazethapyr herbisitinin neden oldugu anormalliklerin tipleri ve oranlari gizelge
5.3°de gosterilmistir. iImazethapyr herbisitinin anafaz-telofaz sathalarinda arastirilan en
fazla anormallik olayma 10 ppm’lik konsantrasyonun 96 saatlik uygulanmasinda (%
37,07+1,97), en az anormallik olayma ise 40 ppm’lik dozun 24 saatlik uygulanmasinda
(%21,8+1.71) rastlamlmistir. Ayrica 96 saatlik uygulamanin 40 ppm’lik dozunda
yeterince  anafaz-telofaz hiicresi sayilamadigindan bozukluklar hesaplanamamistir.
Kullanilan 1imazethapyr herbisitinin doz ve uygulama siireleri, anafaz-telofaz
anormalliklerini degisik sekilde etkilemislerdir. 10 ppm’lik dozun 48 saatlik uygulamasi
hari¢ toplam anormallikleri artirdigi, 40 ppm’lik dozun 72 saatlik uygulamasi hari¢
toplam anormallikleri azalttig1 gézlemlenmistir. Kontrol grubuna goére azalis ve artis
seklinde gerceklesen anormalliklerden 20 ppm’lik dozun 24 ve 96 saatlik uygulamasi ve
incelenen biitiin konsantrasyonlarin 48 saatlik uygulamas: istatistiksel agidan anlamli
bulunurken diger dozlar ve uygulama siireleri istatistiksel agidan anlamli

bulunmamastir.

Imazethapyr herbisitinin biitiin konsantrasyon ve uygulama siirelerinde anafaz-
telofaz safthalarinda neden olduklar1 anormallikler bozulmus anafaz-telofaz, kalgin
kromozom, yapisiklik ve anafaz kopriisiidiir. Kalgin kromozom en fazla goriilen
anormallik olup % 20,76 oraninda 40 ppm’lik dozun 72 saatlik uygulamasinda tespit
edilmistir. Bunu % 12,8 oraninda bozulmus anafaz telofaz (20 ppm’lik dozun 24 saatlik
uygulamasi) ve % 7,63 oraninda yapisiklik (10 ppm’lik dozun 96 saatlik uygulamasi)
izlemektedir. Bunlarin disinda anafaz kopriisii anormallikleri % 5,01 oraninda (10

ppm’lik dozun 96 saatlik uygulamasi) belirlenmistir.

Kalgm kromozom (Sekil 5.3 a) olayma en fazla % 20,76 oraninda 40 ppm’lik
dozun 72 saatlik uygulanmasinda en az olarak da 40 ppm’lik dozun 48 saatlik
uygulamasinda (% 5,34) rastlanilmistir. 48 saatlik uygulamalar ve 40 ppm’lik dozun 96
saatlik uygulamasi hari¢ diger doz ve uygulama siirelerinde imazethapyr herbisiti kalgin

kromozom oranini artirmistir.
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Imazethapyr herbisitinin neden oldugu diger bir anormallik de yapisikliktir
(Sekil 5.3 b). 20 ppm’lik dozun 72 saatlik uygulamasi ve 40 ppm’lik dozun 96 saatlik
uygulamasi hari¢ biitiin dozlarda goriilmiistiir. En fazla 96 saatlik uygulamanin 10

ppm’lik dozunda (% 7,63) goriilmiistiir.

Imazethapyr herbisitinin neden oldugu anormallikten birisi bozulmus anafaz-
telofazdir (Sekil 5.3 c). 24 saatlik uygulamalarin hepsinde, 48 saatlik uygulamanin 40
ppm’lik dozu ve 96 saatlik uygulamanin 20 ppm’lik dozu hari¢, diger uygulama ve

dozlarda bu anormallik azaltmistir.

Anafaz kopriisii olayma 20 ppm’lik dozun 24 saatlik uygulamasi ve 40 ppm’lik
dozun 96 saatlik uygulamasi hari¢ biitiin uygulamalarda rastlanilmistir. Anafaz kopriisi
olay1 en fazla 96 saatlik uygulamanin 10 ppm’lik dozunda (% 5,01) goriilmustiir (Sekil
5.34d).
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Cizelge 5.3 Imazethapyr herbisitinin neden oldugu anormalliklerin tipleri ve oranlar

. Anafaz-telofazdaki Anormallikler ( % )* Diger Anormallikler ( % )*
Konsantrasyon InI_cI?il;a:: " ozulmus Toplam - Toplam
(ppm) Sayisi anafaz- krl(f;lf;:m Yapisikhik lgna{az" Anormallikler h "Sayllan Prometafaz C-metafaz  Poliploidi Blll_lll.l.klear Anormallikler
telofaz priisii (% SH ) iicre sayisi ilicre (% S.H)
Kontrol- 24 saat 500 7,2 6 7 4.4 24,6+1,4ac 5431 0,59 0,15 - - 0,74+0,11a
MMS-10 500 11,2 9 15,4 3 38,6+0,81b 5136 0,02 0,08 - 0,22 0,32+0,08bc
10 500 8,4 12,6 3 2,8 26,8+3,15ac 5101 0,3 0,17 - 0,04 0,51+0,14ac
20 500 12,8 13,6 3 - 29,4+1,96¢ 5136 0,12 0,1 0,04 - 0,26+0,11bc
40 252 7,4 11,4 2,4 0,6 21,8+1,71a 5236 0,04 0,08 - - 0,12+0,05b
Kontrol- 48 saat 500 9,2 14 7,6 2.4 33,20+1,85a 5163 0,44 0,1 - - 0,54+0,11ab
MMS-10 500 16,96 11,72 6,41 6,99 42,08+1,44b 5177 0,06 0,2 - 0,32 0,58+0,03a
10 415 8,26 7,24 5,16 1,89 22,55+1,55¢ 5213 0,1 0,02 - - 0,12+0,07¢
20 500 8,2 7 4,60 4,6 24,4+2,18c 5144 0,14 0,17 - - 0,31+0,06bc
40 435 10,12 5,34 6,21 3,23 24,9+2,05¢ 5181 0,08 0,04 - - 0,12+0,02¢
Kontrol-72 saat 500 7,33 11,8 5,32 0,2 24,66+1,79ac 5317 0,08 0,07 - - 0,15+0,03ab
MMS-10 473 10,79 11,39 11,68 6,1 39,96+1,71b 5064 0,02 0,14 0,02 - 0,18+0,04b
10 237 0,93 16,1 7,31 0,49 24,82+0,25ac 5578 0,09 0,02 - 0,02 0,13+0,03ab
20 283 6,57 12,43 - 3,28 22,27+0,73a 5260 0,02 0,11 - - 0,13+0,05ab
40 227 2,53 20,76 2,8 0,74 26,84+1,56¢ 5340 0,02 0,02 - - 0,04+0,02¢
Kontrol- 96 saat 500 9,6 9,8 8,8 0,6 28,8+1,82a 5504 0,16 0,25 - - 0,41+0,08a
MMS- 10 500 18,4 5,4 21 1,4 46,2+1,93b 5159 0,02 0,08 - - 0,1+0,03b
10 128 7,3 17,13 7,63 5,01 37,07+1,97¢c 5403 0,04 0,12 - - 0,16+0,06b
20 84 12,18 11,19 4,55 1,54 29,45+2,39a 5136 0,04 0,08 - 0,02 0,14+0,04b
40 - - - - 5081 0,1 0,1 - 0,02 0,22+0,05b

* Stitunlardaki farkli kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi), SH: Standart Hat
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Anafaz-telofaz anormalliklerinden bagka diger anormallikler de (c-metafaz,
prometafaz, poliploidi ve biniiklear hiicre bozukluklar1) gézlemlenmistir. En diisiik
anormallikler, imazethapyr herbisitinin 72 saatlik uygulamasinm 40 ppm’lik dozunda
(%0,04+0,02) gozlemlenirken, en yiiksek anormallikler 24 saatlik uygulamasmin 10
ppm’lik dozunda (0,51+0,14) gozlemlenmistir. Toplam anormallikler kontrol grubuna
gore biitiin uygulamalarda azalmis olup 10 ppm’lik dozun 24 saatlik uygulamasi, 10 ve

20 ppm’lik dozun 72 saatlik uygulamasi harig istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.

Imazethapyr herbisitinin neden oldugu prometafaz (Sekil 5.3 e) incelenen biitiin
uygulama ve siirelerde gozlemlenmis olup en fazla 10 ppm‘lik dozun 24 saatlik

uygulamasinda (% 0,3) rastlanilmustir.

C-metafaz olay1 en fazla 10 ppm‘lik dozun 24 saatlik uygulamasinda ve 20
ppm‘lik dozun 48 saatlik uygulamasida % 0,17 oraninda gézlemlenmistir (Sekil 5.3 f).
Ayrica ¢esitli konsantrasyon ve saat uygulamalarinda cizelge 5.3’te gorildigi gibi
poliploidi (Sekil 5.3 g) ve biniiklear hiicre (Sekil 5.3 h) anormalliklerine de

rastlanmustir.
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Sekil 5.3. Imazethapyr herbisiti ile muamele edilen A. cepa kok hiicrelerinde gériilen
anormallikler a) Kalgin kromozom b) yapisiklik ¢) Bozulmus anafaz-telofaz d) anafaz kopriisii
e¢) prometafaz f) C-metafaz g) Poliploidi h) Biniiklear hiicre
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6. TARTISMA ve SONUC

Allium cepa ¢esitli kimyasallarin toksik etkisinin belirlenmesinde olduk¢a sik
kullanilan bir materyaldir. Mutajenite ¢aligmalarinda bitkilerin kullanimi ilk defa Levan
(1938) tarafindan kolsisinin Al/lium cepa kok hiicrelerinde 1§ ipliklerinin dagilmasina ve
poliploidiye yol actigin1 gdstermesiyle baslamistir. Bu test sistemine ek olarak
kimyasallarin kromozomlar tizerindeki etkisi arastirmak i¢in Vicia faba (Amer ve Ali
1983), Tradescantia paludosa (Dryanosvka 1987), Hordeum vulgare (Kluge and
Podlesak 1985), Pisum sativum (Amer vd. 1999), Oryza sativa (El-Nahas vd.2000),
Cyperus esculentus (Grichar and Sestak 2000) ve Crepis capillaris (Dimitrov 1994) gibi
pek ¢ok bitki tiirli yaygin olarak kullanilmaktadir.

Toksisitenin izlenmesi i¢in uygun test sistemleri arasinda, Allium testi ¢ok iyi
bilinmekte olup bir cok laboratuarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Fiskesjo 1985,
Rank vd. 2002, Yiizbasioglu vd. 2003, Smaka-Kincl vd. 1996, Evseeva vd. 2003, Kara
vd. 1994, Grant 1992, Konuk vd. 2007, Liman et al. 2010, 2011, 2012). Ciinkii
soganlarin depo edilmesi ve kullanilmasi olduk¢a kolay olup, kok ucu hiicrelerinde
makroskobik (biiylime, ECsy) ve mikroskobik parametreler (c-mitoz, yapisiklilik,
kromozom kiriklar1) i¢in uygun bir sistem olusturmaktadir. Ayrica Allium testinin
sonuglar1 Okaryotik ve prokaryotik diger test sonuclar1 ile iyi bir korelasyon

gostermektedir (Fiskesjo 1985).

Bu calismada imazethapyr herbisitinin 4. cepa kdk ucu hiicrelerine olan etkileri
arastirilmistir. IMI herbisiti olan imazethapyr’de {5-ethyl-2-(4-isopropyl-4-methyl-5-
0x0-4,5 dihydroimidazol-1H-2-yl)nicotinic acid} asetolaktak sentez enzimini inhibe
ederek 1zolosin, 16sin ve valin amino asitlerin ilave edilmesini engellemektedir (Grichar
and Sestak, 2000; Hidayat and Presto, 2001, Tan vd. 2005, Zabalza et al.,
2007). Setaria spp (kirpi dar1), Echinochloa crus-galli L. Beauv.( ak diken), Panicum
capillare L.(ayrik otu), Polygonum convolvulus L.(sarmasik ¢oban degnegi),
Polygonum persicaria L.(kaz arpasi), C. Album (sirken), S. Arvensis (yabani hardal),
Solanum spp.(patates), A. retroflexus(kirmiz1 kokli tilki kuyrugu), A. artemisiifolia
(yillik ot) ve A. theophrasti (imam pamugu) gibi tek yillik otsu bitkilerin ve genis
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yaprakli yabani otlara kars1 imazehatpyr soya fasulyesi, yer fistig1 ve diger baklagillerin
iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir (Grichar 1994; Richburg et al. 1993, Perucci
and Scarponi 1994, Vencill 2002, Senseman 2007; Omafra 2008). Ornek olarak Cin’de
her yil 150-300 ton imazethapyr soya fasulye alanlarmi kontrol etmek igin

kullanilmaktadir (Li et al. 2008).

Imazethapyr herbisitinin A4.cepa L kok ucu hiicrelerine olan etkilerini
arastrmada kullanilacak doz miktarlarini belirlemek i¢in biiyiime engelleme testi
uygulanarak ECsy degeri tespit edilmistir. ECsy degerini belirlemek icin kok uglarinin
biiylimesini kontrole gére % 50 oraninda azaltan doz esas alinmaktadir (Fiskesjo 1988,
Yiizbasioglu vd. 2003, Rank and Nielsen 1994, Rank 2002, Konuk 2007, Liman et al.
2010, 2011, 2012). Bu calismada imazethapyr herbisitinin ECsy degeri yaklasik olarak
20 mg/L olarak bulunmustur. Imazethapyr herbistinin akut agiz LDso degeri ratlar igin
>5000 mg/kg, deri LDsp degeri tavsanlar i¢in >2000 mg/kg olarak bulunmustur (OHS
Database 1994, American Cyanamid Company, 1996). Ancak etkileri arastirilacak
maddelerin ECsy degerinin belirlenmedigi ¢alismalar da bulunmaktadir (Evseeva 2003,

Panda and Sahu 1985, Kumari 2009, Ghosh et al. 2010 ).

ECsp degerini  belirlemek icin  kullanilan  imazethapyr herbisitinin
konsantrasyonu uygulanan biitiin dozlarda, konsantrasyona bagh olarak sacak koklerin
renklerinin koyulastigi, kalinliklarmin arttigi, jelatinimsi bir yap1 kazandiklar1 ve kok
uclarindaki biiylimenin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azaldigi goriilmiistiir.
Sogan kok uclarindaki biiylimenin kontrol grubuna gore % 45’den daha fazla azalmasi,
bitkiler iizerinde biiyiik bir olasilikla subletal etkiye sahip toksik maddelerin varligina
isaret etmektedir (Fiskesjo 1985, Hidalgo 1989, Wierzbicka 1988, Antonsiewicz et al.
1990). Bu bilgiye dayanarak imazethapyr herbisitinin 20 mg/L ve tizerindeki dozlarin,
A. cepa kok uglarma subletal etkisinin oldugu sonucunu sdylenebilir. Kok biiylimesinin
inhibisyonu genellikle apikal meristematik aktivite (Webster and Macleod 1996) ve

farklilagma sirasinda hiicrenin uzamasi ( Fusconi 2006) ile ilgilidir.

ECso degeri yaklasik olarak 20 ppm olarak belirlendikten sonra uygulama

dozlarinm belirlenmesinde 2xECsy, ECso ve 1/2XECsy degerleri kullanilmistir. Buna
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bagli olarak imazethapyr herbisitinin 40, 20 ve 10 ppm’lik dozlar1 kullanilmistir. Saf su
negatif kontrol grubu olarak, MMS ise pozitif kontrol grubu olarak kullanilmistir.
Secilen bu dozlar 4. cepa’nin hiicre dongiisiinii 24 saatte tamamlamasindan dolay1
(Rank and Nielsen 1994, Yiizbasioglu vd. 2003) uygulama stiresi olarak 24, 48, 72 ve
96 saat se¢ilmistir. Ancak literatiirde farkli uygulama siirelerine de rastlanilmaktadir. 4
ve 8 saat (Obek 1993), 12 ve 24 saat (Inceer 2000), 6 ve 24 saat (Kara 1994), 3giin
(Ozen vd.2011), 2 ve 6 giin (Metin 2006) ve 7 giin (Smaka-Kincl et al. 1996) gibi

degisik uygulama siireleri kullanilmis bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

Deneyde kullanilan imazethapyr herbisitinin biitiin konsantrasyonlar1 mitotik
indeks degerini, pozitif ve negatif kontrol grubuna goére azaltmis olup bu degerler
istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. En diisiik mitotik indeks degeri imazethapyr
herbisitinin 20 ppm’lik dozun konsantrasyonun 96 saatlik uygulamasida (9,65+0,27)
en yiikksek mitotik indeks ise 10 ppm’lik konsantrasyonun 24 saatlik uygulamasinda
(24,37+0,59) elde edilmistir. Mitotik indeks degerleri 96 saatlik uygulamalar hari¢ doza
baglh olarak azalmistir. Solanum tuberosum (Spackman and Cobb 1999), Triticum
durum (Rad et al. 2011) ve Vicia faba‘da (El-Nahas 2000) imazethapyr herbisiti
calismamiza benzer sekilde mitotik indeks degerlerini diisiirmiistiir. Imidazolinon iceren
bilesikler valin, 16sin ve izoldsin sentezini in vivo olarak inhibe ederlerse, boyle amino
asitlerin, amino asit havuzunda bulunmalar1 azalacak bdylece protein sentezinin
azalmasima neden olurlar (Shaner vd 1984). Ayn1 sekilde Imazethapyr’in Arabidopsis
thaliana’da karbonhidrat kullanimin1 inhibe ettigini ve karbonhidrat kullaniminin inhibe
edilmesi ile bitki bliylimesininin gecikecegini ve kok uzamasinin azaldigini Qian vd.
(2011) belirtmislerdir. izamethapyr ve imazapic herbisitleri musir geltikleri arasmnda
bulunan Cyprinus carpio’da toksikolojik ve metabolik degisikliklere neden olmustur
(Moraes et al. 2011). Sonug olarak Imidazolinon herbisitleri hiicre bdliinme oraninin
azalmasina neden olmaktadirlar. ALS inhibe edici imazethapyr herbisiti vasitasiyla
hiicre boliinmesinin inhibe edilmesi kdk uzunluklarimin biiylimesini engellemis olabilir.
Calismamizda da konsantrasyona bagli olarak hem mitotik indeks degeri diigmiis hemde

ortalama kok uzunluklari kontrol grubuna gore azalmistir.
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Sitotoksik seviyesi, mitotik indeks degerinin artis ve azalisiyla belirlenebilir.
Mitotik indeks degerinin kontrol grubundan diisiik olmasi, test edilen bilesigin biiyiime
ve gelismeyi negatif yonde etkiler buna karsilik yiliksek olmasit durumunda ise hiicre
boliinmesi uyarilir, kontrolsiiz cogalmaya ve hatta tiimor olusumuna sebep olabilir ya da
geciktirilmis mitoz boliinme sonucunda olusabilir (Fernandes ef al. 2007, Hoshina et al.
2002, Tkalec et al. 2009). Hiicre ¢ogalmasmin artmast DNA tamiri i¢in gerekli olan

zamanin azalmasi sonucunda gergeklesebilir (Evseeva et al. 2003).

Mitotik indekste onemli diizeydeki azalma, test edilen maddenin mitodepresif
etki yaptigmi gostermektedir. Test maddesinin interfaza gegen hiicrelerin sayisini
azaltarak hiicre siklusunun normal isleyisini bozmaktadir (Badr and Ibrahim 1987).
Mitotik aktivitenin azalmasi S sathasindaki DNA sentezinin engellenmesiyle de
meydana gelmektedir (Sadia and Vahidy 1994). Hiicre dongiisiiniin baskilanmasiyla
proteinler test maddesine hedef olmakta, boylece hem DNA sentezi i¢in gerekli olan
DNA polimeraz enzimi hem de 1§ olusumuyla ilgili olan bircok enzim
baskilanmaktadir. Bu durum antimitotik etki olarak ac¢iklanmaktadir (Hidalgo vd. 1989,
Yiizbasioglu et al. 2003). Ayrica mitotik indeksteki diisiis, ATP miktarinin azalmasi ve
enerji iiretim merkezi fonksiyonun baskilanmasi sonucunda da olabilmektedir (Jain and

Andsorbhoy 1988).

Imazethapyr herbisitinin mitotik faz frekanslarmna etkisi incelendiginde; profaz
frekanslarinin kontrole gore arttigi, diger faz frekanlarmnin ise kontrole gore azaldigi
goriilmiistiir. Imazethapyr herbisitinin 10 ppm’lik konsantrasyonun 24 saatlik
uygulamas1 ve yine 10 ppm’lik konsantrasyonun 96 saatlik uygulamasinin metafaz
sathasi hari¢ artan ve azalan faz safhalari1 istatistiksel agidan kontrol grubuna gore
anlamli bulunmustur. Bu durumun sebebi chfr (profaz ve metafaz arasindaki kontrol
noktas1) noktasinin engellenmesinden olabilir. (Scolnic and Halazonetis 2000) mitotik
strese karsit hiicrelerin metafaza gecisini  geciktiren chrf kontrol noktasini
tanimlamiglardir. Calismamiza benzer sekilde imazethapyr herbisiti Triticum durum’da
(Rad et al. 2011) 0.5 ppm’lik uygulama hari¢ profaz faz indeksini artrmis, anafaz ve

telofaz faz indeks degerlerini diistirmiistiir.
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Isoproturon, 2,4-D (Kumar 2010), dithiopyr (Armbruster vd. 1991), koriskol
tozu (Celik 2006), pendimethalin (Beuret 1980), cypermethrin ve fenvalerate (Chauhan
vd. 1999), gramoxone (paraquat) (El-Abidin Salam vd. 1993), fluazifop-p-butyl (Aksoy
vd. 2007), roundup (Rank vd. 1993), metribuzin, chlorimuron-etil ve brominal
(Soliman ve Ghoneam 2004)ve ronstar (Butt and Vahidy 1994) herbisitleri de mitotik

indeksi degerlerini ¢calismamiza benzer sekilde etkilemistirlerdir.

Imazethapyr  herbisitinin ~ anafaz-telofaz  hiicrelerinde neden  oldugu
anaormallikler siirelerinde en fazla goriilen anormallikler kalgin kromozom, bozulmus
anafaz-telofaz, yapisiklik ve anafaz koOprisiidir. En fazla anormallik olayma
imazethapyr herbisitinin 10 ppm’lik dozun 96 saatlik uygulanmasinda (% 37,07), en az
anormallik olayma ise 40 ppm’lik dozun 24 saatlik uygulanmasinda (% 21,8)
rastlamlmustir. Imazethapyr herbisiti; 10 ppm’lik dozu 48 saatlik uygulamasi toplam
anormallikleri kontrol grubuna gdre artirmis buna karsilik 20 ppm’lik dozun 24 saatlik
uygulamasi hari¢ 20 ve 40 ppm’lik dozlar toplam anormallikleri kontrol grubuna gore
azaltmistir. Bu artislar ve azalislar, 20 ppm’lik dozun 24 saatlik uygulamasi (%29,4), 48
saatlik uygulamalar ve 10 ppm’lik dozun 96 saatlik uygulamasi (%37,07) kontrol
grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bulunmustur ve 96 saatlik uygulamanm 40
ppm’lik konsantrasyonunda yeterince anafaz-telofaz hiicresi sayilamadigindan
bozukluklar hesaplanamamustir. Ayrica imazethapyr herbitisinin neden oldugu toplam
anormalikler her bir uygulama siliresinde MMS’den daha diisiik ¢ikmustir. Fragiorge vd
(2008), 1imazethapyr herbisitinin Drosophila melanogaster somatik hiicrelerinde
genotoksik etkiye neden olmadiklarini gostermislerdir. Calismamizdan farkli olarak
Triticum durum (Rad et al. 2011) ve Vicia faba ‘da (El-Nahas 2000) imazethapyr
herbisiti doza bagli olarak anormallikleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
arttrmistir. Koutrus vd. (2009) izamethapyr aromatik amin pestisitinin insanlarda
mesane ve kolon kanseri olma riskini istatistiksel olarak olarak anlamli derecede
artirdiklarint bulmuslardir. Diger bir imidalizon bilesigi olan imazapy A. cepa kok
hiicrelerinde kromozom aberasyonlarina ve farelerde mikroniikleus sayisini

artrrmamustir (Grisolia ef al. 2004).

41



Bozulmus anafaz-telofaz olayina en fazla % 12,8 oraninda 20 ppm’lik dozun 24
saatlik uygulanmasinda en az olarak da 10 ppm’lik dozun 72 saatlik uygulamasinda (%
0,93) rastlanilmistr. Kalgin kromozom olay1 40 ppm’lik dozun 96 saatlik uygulamasi
hari¢ biitiin uygulamalarda gozlenmistir. Bu iki bozukluk imazethapyr herbisitinin
mikrotiibiil olusumunu etkilemesi sonucunda kaynaklanmis olabilir (Amer and Ali
1983, Kumari et al. 2009). Kalgin kromozomlar kromozomlarin ya da asentrik
kromozom fragmentlerinin kutuplara dogru ¢ekilmesi sirasinda olusarak mikroniikleus

olusumuna neden olabilmektedir (Leme and Marin-Morales 2009).

Anafaz kopriisii en fazla 96 saatlik uygulamanin 10 ppm’lik dozunda (%5,01)
rastlanilmisken 20 ppm’lik dozun 24 saatlik uygulamasi ve 40 ppm’lik dozun 96 saatlik
uygulamasinda rastlanilmamistir. Anafaz-telofaz kopriileri translokasyon sirasinda esit
olmayan kromatid degisimi ya da kromozom ve kromatidlerin kirilip birlesmeleri
sonucunda ya da disentrik kromozomlarin varliginda olusabilir. Bu kopriiler yapisal

kromozom mutasyonlarina sebep olurlar (EI-Ghamery ef al. 2000, Luo ef al. 2004).

Imazethapyr herbisitinin neden oldugu diger bir anormallik de yapisikliktir. En
fazla 96 saatlik uygulamanin 10 ppm’lik dozunda (%7,63) goriilmiistiir. Yapiskanligin
kromozomlar arasindaki subkromatit baglantilardan olusabilecegi aciklanmistir (McGill
et al. 1974). Kromozomlardaki yapisiklik durumu, imazethapyr herbisitinin etkisiyle
kromozom hareketinin engellenmesi sonucunda da olusabilir. Boylece kromozomlar
kutuplara ulagsamaz, ortada kalirlar ve yogunlasarak yapisik bir goriintii sergilerler (Ajay
and Sarbhoy 1988). Ayrica yapisiklik kromatinin proteince yogun igeriginin bir tip
fiziksel adezyonu olarak agiklanmistir (Patil and Bhat 1992). Yapisiklik olay1
kromozom fragmentlerine ve anafaz-telofaz sathasinda kopriilere sebep olmaktadir
(Yizbasioglu vd. 2003). Yapisiklik ve fragmentlerin kromozom yapisinda degisikliklere
neden oldugu bilinmektedir (EI-Ghamery et al. 2000). Ayrica yapisiklik, kullanilan
maddenin toksik olmasinin gostergesi olarak kabul edilmekte ve hiicrenin dliimiine yol

actig1 diisiiniilmektedir (Fiskesjo 1985, Barbério ef al. 2011).

Anafaz-telofaz anormalliklerden baska, diger anormallikler de (c-metafaz,

prometafaz, poliploidi ve biniliklear hiicre bozukluklari) gozlemlenmistir.  Ancak
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goriilen bozukluklar higbir zaman kontrol degerlerini asmamis ve azalan degerlerin
cogu istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. En diisiik anormallikler, 72 saatlik
uygulamanin 40 ppm’lik dozunda (%0,04+0,02) gozlemlenirken, en yliksek
anormallikler 24 saatlik uygulamanm 10 ppm’lik dozunda (%0,51+0,14)
gozlemlenmistir. Bu anormallikler hiicre 6liim yollarinin uyarilmasma neden olabilir

(Leme and Marin-Morales 2009).

C-metafaz olay1 en fazla 10 ppm‘lik dozun 24 saatlik uygulamasinda ve 20
mg/L‘lik dozun 48 saatlik uygulamasinda %0,17 oraninda goézlemlenmistir. Bu
bozukluk imazethapyr herbisitinin ig ipliklerinin yapisini bozmasiyla ya da kromatinin
yapisia giren proteinlerin dengesizligi sonucu ortaya ¢ikmis olabilir. Bazi durumlarda
c-metafaz andploidi ile sonuglanmaktadir (Fiskesjo 1988, Shahin and El-Amodi 1991,
Odeigah vd. 1997, Kuras vd. 2006, Fernandes et al. 2007).

Calismada goriilen diger bir anormallik prometafaz olayidir. Prometafaz olay1 en
fazla 10 ppm’lik dozun 24 saatlik uygulamasmda (%0,3) goriilmiistiir. Baz1 hiicrelerde
metafaz kromozomlarinin profaz sathasindaymis gibi diizenlendikleri goriilmiis olup

prometafaz olarak adlandirilmaktadir (Amer and Ali 1983).

Ayrica ¢esitli konsantrasyon ve saat uygulamalarinda poliploidi ve biniiklear
hiicre anormalliklerine de rastlanmistir. Poliploidi hiicreler fragmoplastin eksikliginden
kaynaklanabilir (Videkovive-Cifrek ef al. 2002, Fernandes ef al. 2007). Bintiklear hiicre
olusumu ise normal sitokinez olayinin engellediginin bir gostergesi olarak kabul

edilmektedir (Ateeg et al. 2002).

Sonug olarak, tek yillik otsu bitkilere ve genis yaprakli yabani otlara kars1 soya
fasulyesi, yer fistig1 ve diger baklagillerin iiretiminde yaygin olarak imazethapyr
herbisiti kullanilmaktadir. A. cepa kok hiicreleri lizerine sitotoksik etki yaparak kok ucu
biiylimesini engellemis ve mitotik indeks degerini diistirmiis fakat 10 ppm’lik doz hari¢
uygulanan diger dozlar genotoksik etkiye neden olmamistir. Bu herbisit dikkatli olarak
uygun dozlarda kullanilmali ayrica sitotoksik ve genotoksik ozellikleri diger test

sistemleri ile de arastirilmalidir.
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