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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

QUĠZALOFOP-P-ETĠL HERBĠSĠTĠNĠN SOĞAN (Allium cepa L.) 

KÖKLERĠNDEKĠ GENOTOKSĠK ETKĠLERĠNĠN RAPD ve COMET 

ASSAYLERLE BELĠRLENMESĠ 

 

SavaĢ YEġĠLBAġ 

 

Afyon Kocatepe Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

DanıĢman: Yrd. Doç. Dr. Süleyman CENKCĠ 

 

Bu çalıĢma farklı süre ve konsantrasyonlardaki quizalofop-P-etil (QPE) herbisitinin 

Allium cepa’da (mutfak soğanı) genotoksik potansiyelinin belirlenmesi için 

gerçekleĢtirilmiĢtir. KöklendirilmiĢ soğanlar (24 saat distile suda), pozitif kontrol (10 

ppm metil metansulfonat MMS) ve farklı konsantrasyonlarda (0.75, 1.5 ve 3.0 ppm) 

QPE ile 48 ve 96 saat süreyle muamele edilmiĢtir. Bu süreler sonunda, QPE herbisitinin 

kök büyümesi, kök ucu toplam çözünür protein içeriği, comet assay ile belirlenen tek-

iplik DNA kırıkları seviyesi ve rastgele çoğaltılmıĢ polimorfik DNA (RAPD) assay ile 

belirlenen genomik kalıp kararlılığı üzerine olan etkileri analiz edilmiĢtir. Her iki 

uygulama süresinde, kök büyümesi negatif kontrole göre yüksek QPE 

konsantrasyonlarında (1.5 ve 3.0 ppm) önemli ölçüde inhibe olmuĢtur (P < 0.5). Negatif 

kontroldeki kök dokusu toplam çözünür protein içeriği 48 saat uygulamasına göre 96 

saat uygulamasında önemli seviyede azalmıĢtır (P < 0.5). Negatif kontrol gruplarına 

göre, 48 saatteki tüm QPE konsantrasyonları kök uçlarının toplam çözünür protein 

içeriğini önemli ölçüde azaltmıĢken, 96 saat uygulamaları arttırmıĢtır (P < 0.5). Tüm 

QPE uygulamaları arasında, toplam çözünür protein içeriğindeki en fazla azalma (% 13) 

48 saat 1.5 ppm QPE uygulamasına maruz kalmıĢ kök uçlarında ölçülmüĢken, en fazla 

artıĢ (% 10) 96 saat 3.0 ppm QPE ile muamele edilmiĢ kök uçlarında belirlenmiĢtir. 48 
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ve 96 saat negatif kontrol comet sonuçları ile karĢılaĢtırıldığında, sırasıyla 14.25±2.89 

ve 16.25±1.43 AU ölçülmüĢtür, farklı konsantrasyonlarda uygulanan QPE herbisitinin 

soğan kök dokusu nukleuslarında tek-iplik DNA kırıklarını teĢvik ettiği (32.5±2.9-

42.5±4.9 AU) belirlenmiĢtir. Bununla birlikte, QPE herbisiti uygulama süreleri ve 

konsantrasyonları arasında önemli bir fark bulunmamıĢtır (P < 0.5). En yüksek tek iplik 

DNA kırıkları 48 (70.25±3.7 AU) ve 96 saat (89.25±3.9 AU) pozitif kontrol 

uygulamalarında belirlenmiĢtir. Negatif kontrolde, 319-2219 baz çifti moleküler ağırlık 

aralığında 94 RAPD bandı 9 oligo primer kullanılarak çoğalmıĢtır. RAPD analizlerinde, 

negatif kontrol RAPD profillerine göre tüm uygulama gruplarında bant kayıpları 

ve/veya yeni bant belirlenmiĢtir. 48 saat QPE herbisiti uygulamalarında negatif kontrole 

göre belirlenen RAPD bant sayılarındaki değiĢim (bant kaybı ve/veya yeni bant) 96 saat 

uygulamalarından daha yüksekti. RAPD bulgularından elde edilen dendogram tüm 

uygulamaları 4 grupta kümelemiĢtir: (i) pozitif kontrol (48 ve 96 saat), (ii) 48 saat QPE 

uygulamaları (0.75, 1.5 ve 3.0 ppm), (iii) negatif kontrol ve (iv) 96 saat QPE 

uygulamaları (0.75, 1.5 ve 3.0 ppm). RAPD bulgularına göre, RAPD profillerinde en 

fazla bant değiĢimine pozitif kontrol uygulaması (48 ve 96 saat) neden olmuĢtur. % 

100’e sabitlenen negatif kontrol grupları ile karĢılaĢtırıldığında, 48 ve 96 saat QPE 

herbisiti uygulanmıĢ soğanlarda kök uzunluğu ve genomik kalıp kararlılığında azalma, 

tek-iplik DNA kırığı seviyesinde artıĢ belirlenmiĢtir. Bununla birlikte, bu 

parametrelerdeki artıĢ veya azalma seviyeleri 96 saat uygulamalarına göre 48 saat 

uygulamalarında daha yüksek olduğu tespit edilmiĢtir. AraĢtırma bulgularımız, 

quizalofop-P-etil herbisitinin Allium cepa L.’da genotoksik etkiye sahip olduğunu 

açıkça göstermiĢtir.  

 

2010, 72 Sayfa 

 

Anahtar Kelimeler: Allium cepa L., Quizalofop-P-etil, Comet Assay, RAPD, 

Genotoksisite 
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ABSTRACT 

 

M. Sc. Thesis 

 

DETERMINATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF QUĠZALOFOP-P-ETYL 

HERBICIDE IN ONION ROOTS (Allium cepa L.) BY RAPD AND COMET 

ASSAYS 

 

SavaĢ YEġĠLBAġ 

 

Afyon Kocatepe University 

Institutes of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Süleyman CENKCĠ 

 

This research was performed to determine the genotoxicity potential of quizalofop-P-

ethyl (QPE) herbicide at different concentrations and exposure times in Allium cepa L. 

(common onion). The rooted onion bulbs (in distilled water for 24 h) were treated with 

negative control (distilled water), positive control (10 ppm methyl methanesulfonate, 

MMS) and different concentrations (0.75, 1.5 and 3.0 ppm) of QPE for 48 and 96 h. The 

effects of QPE herbicide on the root growth, total soluble protein content of root tips, 

the level of single stranded DNA breaks revealed by comet assay and changes in 

genomic template stability shown by random amplified polymorphic DNA (RAPD) 

assay were analyzed at the end of these periods.  At both treatment periods, the root 

growth was significantly inhibited at high concentrations (1.5 and 3.0 ppm) of QPE (P < 

0.5).  Total soluble protein content of root tips in the negative control was significantly 

reduced in 96 h treatment in comparison to 48 h treatment (P < 0.5). In comparison to 

their negative controls, all QPE concentrations at 48 h decreased the total soluble 

protein content of root tips, while once at 96 h increased it significantly (P < 0.5). 

Among the all QPE concentrations, the highest (13 %) decrease in protein content was 

measured in the root tips exposed to 1.5 ppm QPE at 48 h, whereas the highest increase 

(10 %) was determined for the root tips treated with 3.0 ppm QPE at 96 h.  In 
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comparison to 48 and 96 h comet results, measured 14.25±2.89 and 16,25±1.43 AU, 

respectively, induction of single stranded DNA breaks (32.5±2.9-42.5±4.9 AU) were 

determined in the nuclei of root tips exposed different concentrations of QPE.   

However, there was no significant difference among the application periods and 

concentrations of QPE (P < 0.5). The highest single stranded DNA breaks were 

determined for 48 (70.25±3.7 AU) and 96 h (89.25±3.9 AU) positive control treatments. 

94 RAPD bands in the range of 319-2219 bp were amplified in the negative control by 

using 9 oligo-primers. In RAPD analysis, band lost and/or gain in RAPD profiles were 

determined in all treatment groups in comparison to RAPD profiles of negative control. 

In comparison to negative control, the number of RAPD band changes (band lost and 

band gain) at 48 h QPE treatments were higher than once at 96 h treatments. The 

UPGMA dendogram developed from RAPD results clustered all treatments in to four 

groups: (i) positive control (48 and 96 h), (ii) 48 h QPE treatments (0.75, 1.5 and 3.0 

ppm), (iii) negative control (iv) 96 h QPE treatments (0.75, 1.5 and 3.0 ppm). 

According to the RAPD results, positive control treatments caused to the highest change 

in the number of RAPD profiles among the treatment groups. In comparison to their 

negative controls fixed to 100 %, a decrease in root length and genomic template 

stability values and an increase in the level of single stranded DNA break was 

determined in onions treated with QPE for 48 and 96 h. However, the level of decrease 

or increase in these parameters were determined high at 48 h treatments in comparison 

to 96 h ones.  Our research findings clearly indicated that quizalofop-P-ethyl has 

genotoxic effects in Allium cepa L. 

 

2010, 72 Pages 

 

Key words: Allium cepa L., Quizalofop-P-ethyl,  Comet Assay,  RAPD,  Genotoxicity 
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SĠMGELER VE KISALTMALAR DĠZĠNĠ 

 

1. Simgeler 

 

µg  Mikrogram 

µg/L  Mikrogram/litre 

µL  Mikrolitre 

cm  Santimetre 

dk  Dakika 

M  Molarite 

mg/L  Miligram/litre 

mg/mL Miligram/mililitre 

mL  Mililitre 

mm  Milimetre 

mM  Milimolar 

N  Normalite 

ng  Nanogram 

ng/µL  Nanogram/mikrolitre 

ng/µL  Nanogram/mikrolitre 

nm  Nanometre 

ppm  Milyonda bir kısım 

rpm  Revolutions per minute (r/min) 

U  Ünite (birim) 

V  Volt 
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2. Kısaltmalar 

 

BSA  Bovin serum albumin 

CTAB  Cetyl trimethyl ammonium bromide 

DNA  Deoksiribo nükleik asit 

dNTP  Deoksiribonükleotid trifosfat 

EDTA  Etilen diamin tetra asetik asit 

EtOH  Etil alkol 

G+C  Guanin+Sitozin 

GTS  Genomik kalıp kararlılığı 

H3PO4  Fosforik asit 

MMS  Methyl methano sulfonate 

NK  Negatif kontrol 

PCR  Polimeraz zincir reaksiyonu 

PK  Pozitif kontrol 

QPE  Quizalofop-p-etil 

RAPD  Rastgele çoğaltılmıĢ polimorfik DNA 

SDS  Sodyum dodesil sülfat 

Taq  Thermus aquaticus 

TCA  Trikloro asetik asit 

UV  Ultraviyole ıĢık  

βME  β- merkaptoetanol 
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1. GĠRĠġ  

 

20. yüzyılın baĢlangıcından itibaren geliĢen sanayi ve teknolojiyle birlikte artan dünya 

nüfusunun beslenme ihtiyacı da artmaktadır. Buna göre dünyanın yüzölçümü 

değiĢmemekle birlikte erozyon, yeni yerleĢim yerlerinin açılması gibi nedenlerle tarıma 

elveriĢli alanlar gittikçe azalmaktadır. Ayrıca bitkilerden günümüzde altı milyardan 

fazla insan yararlanmaya uğraĢırken diğer taraftan binlerce bitki zararlıları (bitki 

patojeni, böcek türü, yuvarlak solucan ve yabancı ot türü) bu bitkilerle rekabet 

etmektedir (Harte et al. 1991). 

 

Bitkilerin ve bitkisel ürünlerin korunması, kaliteli ve bol ürün elde edilmesi için 

tarımsal ilaçların kullanılması kaçınılmaz olmuĢtur (Menzer et al. 1991). Genel olarak 

kullanılan bu ilaçlara pestisit denilmektedir. Pestisit terimi kısaca ―pest‖ adı verilen 

zararlı canlıları öldürmek için kullanılan madde anlamına gelmektedir. Pestisitler evsel 

atıklar, endüstriyel atıklar ve tarımsal mücadelelerde ortama karıĢıp zor parçalanan 

maddelerdir. Pestisitler karbon, hidrojen ve klor içerdiklerinden klorlu hidrokarbonlar 

olarak da tanımlanırlar. Pestisitler; herbisit, insektisit, fungusit, rodentisit, akarisit, 

bakterisid, avirid, nematosit olarak kullanılmaktadır (Harte et al. 1991). 

 

Kullanılan pestisitler tarım ürünlerinin üretimini artırmak için baĢarılı bir Ģekilde 

kullanılsada istenmeyen zararlılara olduğu kadar yaĢayan diğer canlılar ve insanlar 

içinde zehirli olabilmektedir (Gutrie and Perry 1980). Bazı pestisitlerin oldukça yavaĢ 

parçalanmaları, pestisitlerin çevrede birikmelerine neden olmakta (Gal et al. 1992; Chau 

et al. 1982), bu da pestisitlerin kullanıldığı bölgelerde çevreyle ilgili sorunların ortaya 

çıkmasına neden olmaktadır (Chau et al. 1982). 

 

Ülkemizde hiç tarım ilacı kullanılmadığı takdirde ortalama ürün kaybı oranının %65 

olacağı belirlenmiĢtir. Bugün tarım ilacı kullanılmasına rağmen ürün kaybının % 35 

olduğu tahmin edilmektedir (Öztürk 1997). Ülkemizde kullanılan pestisitlerin üretimi, 

taĢınması, depolanması ve uygulanmasında sorunlar ortaya çıkabilmektedir. 
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Aktif maddelerin çevre ve insan sağlığı açısından toksik, mutajenik, kanserojenik, 

teratojonik olmasından dolayı bunların bıraktığı kalıntı düzeylerinin ölçülmesi bütün 

dünyada olduğu gibi ülkemizde de önemli bir konu olmuĢtur. Pestisitlerin kullanımı 

sırasında buharlaĢma özelliğinde olanlar solunumla, diğerleri de deri yoluyla bünyeye 

girebilmektedir (Haktanır ve Arcak 1998). 

 

Bu araĢtırmada, kimyasal yapısına göre organik herbisitlerin fenoksi bileĢikleri 

grubundan olan quizalofop-P-etil (QPE) herbisitinin farklı konsantrasyon ve farklı 

uygulama sürelerinin Allium cepa L.’da kök büyümesi, toplam çözünür protein içeriği, 

comet skorları ve RAPD profilleri üzerine etkilerinin belirlenmesi hedeflenmiĢtir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1 Herbisitlerin Tanımı ve Tarihçesi 

 

Herbisitler, zararlı bitki hücrelerinde genellikle fotosentezde görevli protein 

komplekslerine bağlanarak fotosentezi durduran ve istenmeyen bitki türlerinin 

büyümesini engelleyen toksik maddelerdir (Ġnt. Kyn. 1). Herbisitlerin içindeki etkinlik 

gösteren kimyasal maddeler ―aktif madde‖ olarak nitelendirilmekte ve ticari 

preparatlarda ―dolgu maddesi‖ ile karıĢık halde bulunmaktadır. Ġçerdikleri aktif 

maddelerin formülasyonuna bakılarak herbisitin etkinliği hakkında bir fikir edinmek 

mümkündür. Aktif maddeler kısaltmalarla ifade edilmektedir. Mesela, 2,4-

diklorfenoksiasetik asit; ―2,4-D‖ olarak ifade edilmektedir. Günümüzde herbisitlerin 

hemen hemen tamamı organik maddelerden oluĢmuĢtur. Yani C, H, O’den meydana 

gelmiĢtir. Karbonların sıralanıĢı ya halka (aromatik) ya da zincir (alifatik) Ģeklindedir 

(Güncan 1985). 

 

Ġlk kullanılan organik herbisit olan 2,4-D Ġngilizler tarafından ikinci dünya savaĢı 

sırasında geliĢtirilmiĢtir. SavaĢ sonrası hastalık, zararlı ve yabancı otlarla kimyasal 

savaĢım konusunda önemli ilerlemeler olmuĢtur. Ġkinci dünya savaĢı öncesine kadar 

tabii kaynaklı organik ve inorganik maddelerin bitki koruma alanında kullanılmasına 

devam edilmiĢtir. Dünyada tarımsal mücadele ilacı üretimi hızla artmakta ve gün 

geçtikçe yeni ilaçlar geliĢtirilmektedir. Sentetik olarak üretimlerin hızlanmasıyla bu 

maddelerin kullanılması yoğunlaĢmıĢtır. Buna bağlı olarak kullanılan ilaç çeĢitleri de 

artmaktadır. Yabancı otların herbisitlere karĢı dayanıklılık olgusu ilk kez 1960’ların 

sonlarında ABD’de simazine dayanıklı Senecio vulgaris ile ortaya konmuĢtur (Ryan 

1970). Herbisitlere karĢı meydana gelen dayanıklılık olayları 1980 yıllarında asitolaktat 

sentetaz (ALS) inhibitörü herbisitlerinin de piyasaya sürülmesi ile çok hızlı artıĢla 

günümüze kadar devam etmiĢtir. Günümüzde dünyada herbisitlere karĢı 110 adet geniĢ 

yapraklı, 73 adet dar yapraklı olmak üzere toplam 183 yabancı ot türüne ait 313 adet 

dayanıklı biyotip oluĢtuğu tespit edilmiĢtir (Heap 2007).  
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2.2 Herbisitlerin Sınıflandırılması 

 

Herbisitler aktivitelerine, kullanım alanlarına, kimyasal özelliklerine ve etki 

mekanizmalarına göre sınıflandırılabilirler. Bitki bünyesindeki etkinlik mekanizmasına 

göre herbisitler; fotosentezi önleyen, (urasil, üre bileĢikleri, triazin), solunumu önleyen, 

(dinitrophenol, pentachlorophenol, anilin), mitoz bölünmeyi önleyen (carbamat, 

chloracylamid, anilin), çimlenmeyi önleyen (carbamatlar, anilin) ve Asetil CoA 

karboksilaz enzimini engelleyerek yağ metabolizmasını durduran herbisitler (diclofop, 

fluazifop, sethoxydim, quizalofop-P-ethyl, clethodim) olarak sınıflandırılabilinir 

(Barbour 1996; Ġnt. Kay. 2). Herbisitleri bitki dokularına nüfuz ettikleri dokulara göre 

de sınıflandırmak mümkündür. Bu açıdan toprak altı organlardan ve yapraklardan bitki 

dokularına nüfuz eden herbisitler mevcuttur.  

 

Bazı herbisitler sadece temas ettikleri dokularda etki gösterirken (kontakt herbisitler), 

bazıları ise bitki taĢınım sistemi ile tüm bitki dokularına dağılarak bitkide bütüncül etki 

gösterebilirler (Prokop and Veverka 2003). Ayrıca, hiçbir ayrım yapmadan tüm bitkileri 

öldüren total herbisitlerin yanı sıra özellikle dikotil bitkilere daha çok zarar veren seçici 

herbisitler mevcuttur. Dikotil ve monokotil bitkiler arasında morfolojik ve herbisit 

metabolizması bakımından farklılıkların varlığı hassaslık ve toleranslılığı ortaya çıkarır 

(Sterling and Hall 1997). Seçici herbisitler genellikle buğday, arpa ve pirinç gibi 

monokotil tarım ürünlerinin tarımının yapıldığı ekim alanlarındaki geniĢ yapraklı dikotil 

bitkilerin yok edilmesinde kullanılır. Seçici herbisitlerin dikotil bitki metabolizmasına 

özgü metabolik yöntemlerle bu bitkilere seçici etki yaptığı düĢünülmektedir. Zararlı 

otlarla mücadelede, zararlı otların geliĢim evrelerine uygun zamanlarda farklı herbisitler 

kullanılmaktadır. Bu bakımdan herbisitler ekim öncesi (pre-sowing), ekim sonrası-çıkıĢ 

öncesi (pre-emergence) ve çıkıĢ sonrası (post-emergence)  olmak üzere de 

gruplandırılabilir (Güncan 1985).  

 

Herbisitleri çok farklı Ģekillerde sınıflandırmak mümkün olmakla birlikte, birçok 

karıĢıklık ortaya çıkmaktadır. Bundan dolayı en açıklayıcı sınıflandırma herbisitleri 

kimyasal yapılarına göre yapılan sınıflandırmadır. Herbisitlerin kimyasal yapılarına 

göre yapılan sınıflandırma Özer vd. (1997)’e göre özetlenmiĢtir.  
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a) Alifatik asitler: Dalapon, glyphosat, TCA 

b) Amidler ve tiyoamidler: Alachlor, carbetamid, chlorthiamid, diphenamid, 

napropamid, pentanachlor, propachlar, propyzamid, propanil 

c) Benzoik asitler: Chloramben, dicamba, 2,3,6-TBA 

d) Bipiridiliumlar: Diquat, paraquat 

e) Karbamatlar: Asulam, barban, chlorpropham, cycloat, eptc, molinate, 

phepmedipham, propham, thiobencarp, vernalate 

f) Dinitroanilinler: Butralin, ethalfluralin, nitralin, oryzalin, penoxalin, 

perdimethalin, trifluralin 

g) Nitril bileĢikleri: Bromoxynil, dichlobenil, oxynil 

h) Dinirtofenoller: Dinosebacetat, dinoseb- DNBP, DNOC 

i) Fenoksi bileĢikleri: Quizalofop–P–ethyl, 2,4-D, fenoprop–2,4,5-Tp, MCPA, 

MCPB, mecoprop, 2,4,5–T, dichlofop-methyl, 2,4-DB, fluazifop-buthyl, 

haloxyfop 

j) Diazinler: Maleic hydrazide, pyrazon 

k) Triazinler: Atrazin, cyanazin, cyprazin, methoprotryn, metamitron, prometryn, 

propazin, simazin, terbumeton, terbutilazin, tritazin, isomethiozin, metribuzin 

l) Üre bileĢikleri: Chlortoluron, cycluron, diuron, isoproturan, linuron, metoxuron, 

monolinuron, monuron, fluometuron, metabenzthiazuron 

m) Urasil grubu bileĢikler: Bromacil, terbacil, lenacil 

n) Diğer organik herbisitler: Amitrol-aminotriazol, fenac, picloram, bromfenoxim, 

flurenol, chlorfenprop-methyl  

 

2.3 Herbisit Kullanımı ve Canlılar Üzerindeki Etkileri 

 

Toprağa uygulanan herbisitlerin büyük bir kısmı, bitkilere uygulananların ise bir kısmı 

toprağa geçmektedir. Toprağa geçen bu herbisitlerin miktarı, uygulanan herbisitin 

dozuna ve uygulama zamanına bağlıdır. Toprağa taĢınan herbisitlerin aktivitesi üzerine 

ise herbisitin çeĢidi, toprak faktörleri, topraktaki bitki türleri ve yoğunluğu, iklim 

değiĢiklikleri etki etmektedir (Güncan 1985). Herbisitler kullanıldığı zaman etkisini bir 

süre sonra yitirir ve tekrar ilaçlama yapılır. Bu iĢlem bir iki defa tekrarlandığı zaman 

ürün üzerinde herbisit kalıntısı oluĢur. Bu durum insan ve çevre sağlığı açısından büyük 
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problem oluĢturmaktadır (Gürcan 2001). Ġlaç kalıntılarının toprağa, suya, havaya ve 

gıdalara bulaĢarak onları kirletmesi ve sonuçta insan sağlığı ile doğal dengeyi olumsuz 

yönde etkilemesi birer çevre sorunudur. Herbisitlerin kullanımından dolayı bazı hastalık 

etkeni organizmalar zamanla kendilerini etkileyen kimyasal maddelere karĢı dirençli 

hale gelirler. Bu durumda kimyasal maddenin yüksek doza çıkarılması ya da 

kimyasalların değiĢtirilmesi gerekmektedir. Bazı herbisitlerde kolaylıkla ayrıĢmaya 

uğramayıp, uygulandıkları ve taĢındıkları çevrede dirençli olarak kalabilirler (Ahmed et 

al. 1998). Bu özellik bazı hastalıkları kontrol etmede avantaj olabilse de kimyasal 

maddelerin çevrenin diğer kısımlarına hareketleri yönünden dezavantajdır. Bu durum 

kimyasal maddelerin hedef olarak seçildiği zararlı ve hastalık etkeni organizmaların 

dıĢındaki diğer canlıların etkilenmesine neden olmaktadır. Toprak fauna ve florası diğer 

doğal yaĢam içindeki canlılarda olduğu Ģekilde bu etkiden zarar görebilir (Ahmed et al. 

1998). 

 

Bitki, hastalık ve zararlılara karĢı kullanılan herbisitler yağmur, rüzgar gibi çeĢitli 

abiyotik etkenlerle toprağa dolaylı yoldan ulaĢırlar. Bu yollarla toprağa karıĢan 

herbisitler toprak mikroorganizmalarının kısmen ya da tamamen yok olmasına neden 

olurlar. Toprak yüzeyinde ve yağmur suyunda belirlenen kalıntıların toprakta bulunan 

heterotrof bakteri ve mantarlarda önemli bir depresyona neden olduğu bulunmuĢtur. 

Nitrit ve nitrat bakterilerinin sayısında kısmen bir azalmaya sebep olmaktadır (Ahmed 

et al. 1998). Herbisitin topraktaki birikimi; toprağın çözünürlüğüne, bozunma hızına, 

topraktaki hareketliliğine bağlıdır. Çözünürlük aynı zamanda sıcaklığa bağlıdır. 

Bozunma hızı, sıcaklık, pH ve toprağın geçmiĢinden etkilenir. Sıcaklık aynı zamanda 

tehlikeli maddelerin yarılanma ömrünü de etkiler. Bu oranı etkileyen diğer faktörler; 

bitki örtüsünün yapısı, toprağın nem oranı ve mikrobiyolojik olarak ayrıĢabilme 

durumudur. Biriken herbisitler zamanla bitkilerin kökleri ile bitkilerin bünyesine 

alınabilirler (Geyikçi 1999).  

 

Herbisitler zararlılara karĢı uygulandıktan sonra su ortamına taĢınmaktadır. Herbisit 

kalıntılarının suda eser miktarda bulunması durumunda bile akuatik canlıların besin 

zincirinde çok önemli yeri olan zoo ve fitoplanktonların geliĢmelerini engelleyebilir  

(Aguilar et al. 1997; Gedikli 2001; Wurl and Obbard 2005). Suların herbisitlerle 
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kirlenmesinin balıklar ve kuĢlar için hayati önemi olmakla birlikte suyu insan ve 

hayvanların içmesi bakımından da istenmeyen durumlar ortaya çıkabilmektedir 

(Atamanalp ve Yanık 2001; Erdogrul vd. 2005). Herbisitler bütün canlı gruplarını 

toksisite ve kalıcılık özelliğine bağlı olarak etkilemektedirler. Bu etkileĢim sistemi 

içerisinde doğal olarak insan en hassas hedef durumundadır. Ġnsanlarda zehirlenmeler 

herbisitlerin vücuda deri, solunum veya sindirim yolları ile alınması ile 

gerçekleĢmektedir. Zehirlenme akut (bir defa da tek bir dozdan) veya kronik (uzun 

sürede birikim sonucu) olarak iki Ģekilde gerçekleĢir. Gıdalardaki herbisit kalıntılarının 

vücuda alımı ile oluĢan kronik zehirlenme sonucu akciğer hastalıkları, kanser, beyinde 

hasar, karaciğer ve böbrekte nefrozlar oluĢabilir. Teratojen (bebekte deformasyon), 

mutajen (genetik bozukluklar) ve alerjen etki gösteren herbisitler de vardır (Delen et al. 

2005). 

 

Tüketilen gıda maddeleri içinde bulunmasına izin verilen en fazla kalıntı deriĢimi 

tolerans olarak ifade edilir ve ppm, ppb, mg/kg gibi birimlerle gösterilir. Toleransın 

üzerinde ilaç kalıntısı bulunan tarım ürünlerinin tüketilmesi insan sağlığı açısından son 

derece zararlıdır. Herbisitlerin tolerans değerleri bazı faktörlere göre değiĢir. Bu 

faktörler herbisitin kimyasal yapısı, kullanma dozu ve formülasyonu, kültür bitkisi veya 

ürün çeĢidi, değerlendirme Ģekli, tüketim sıklığı ve miktarı, ilaçlamadan sonra geçen 

süre ve iklim koĢulları Ģeklinde özetlenebilir. Kültür bitkisi veya ürünün tüketilme 

sıklığı ve miktarı tolerans değerinin saptanmasında en önemli faktördür. Bu konuda 

toplumun beslenme rejimi ve alıĢkanlıkları önemlidir. Örneğin buğday, yurdumuzda sık 

ve fazla tüketilir. Bu nedenle bir herbisitin buğdaydaki tolerans değerinin düĢük olması 

gerekir. Her herbisitin zararsız olarak bir günde alınabileceği miktar, Dünya Sağlık 

Örgütü (WHO) tarafından belirtilmiĢtir (Conway and Pretty 1991). 

 

2.4 Asetil CoA Karboksilaz Ġnhibitörü Herbisitler ve Quizalofop-P-etil (QPE) 

 

Amerika Ot Bilim Topluluğu (Herbicide Classification of the Weed Science Society of 

America, 1997) ve Herbisit Dirençlilik Aksiyon Komitesi (Herbicide Resistance Action 

Committee, HRAC) kriterlerine göre organik herbisitler etki mekanizmalarına göre 

sınıflandırılmaktadır (Ġnt. Kyn. 2). Bu sınıflandırmaya göre herbisitlerden bazıları Asetil 
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CoA karboksilaz inhibitörlerdir. Diclofop, fluazifop, sethoxydim, quizalofop-P-ethyl ve 

clethodim ve benzeri herbisitler bitkilerde Asetil CoA karboksilaz enzim aktivitesini 

inhibe ederek lipit biyosentezini durdururlar (Ġnt. Kyn. 2). Bu gruptaki herbisitler 

bütüncül etki gösterir yani ksilem ve floem ile tüm bitki dokularına taĢınarak hücrelerde 

büyüme ve metabolik iĢlevler için gerekli olan önemli membran lipitlerinin 

biyosentezini durdururlar. Bu herbisitlere maruz kalan bitkilerde büyümenin durması ve 

bitki büyüme noktalarındaki meristematik dokuların ölümü gerçekleĢir (Barbour 1996; 

Ġnt. Kyn. 3). 

 

Quizalofop-P-etil (QPE) (ġekil 1) zararlı otların sürgünleĢmesi sırasında uygulanan 

seçici, bütüncül etki gösteren ve kimyasal olarak bir fenoksi asit herbisitidir (Barbour 

1996). Patates, soya fasulyesi, Ģeker pancarı, yerfıstığı, sebze, pamuk ve keten tarımının 

yapıldığı tarım alanlarındaki tek yada çok yıllık yabani otların büyümelerini kontrol 

etmek için kullanılır. QPE içeren ürünlerin ticari adları Assure II, Pilot Super, Targa D+ 

ve Targa Super’dir. QPE, benazolin ve clopyralid gibi diğer herbisitlerle formüle 

edilerek de kullanılmaktadır. QPE, yaprak yüzeyi vasıtasıyla absorbe edilir ve tüm bitki 

boyunca ilerler. Gövde ve kökün aktif büyüme bölgelerinde birikir. Quizalofop-P ve 

quizalofop-P-etil bileĢikleri birbirinden tamamen farklıdır. QPE herbisiti yeni bir bileĢik 

olduğundan dolayı toksisitesi ve çevresel etkileri hakkında çok az bir bilgi 

bulunmaktadır. Oral yolla maruz kalındığında çok az etki eden bir bileĢiktir. Öldürücü 

doz oranı, herbisitlerin öldürücülüğünü belirler ve zehirlilik açısından önem taĢır. 

Öldürücü doz genellikle zararlı sayısının % 50’sini öldüren doz olarak kullanılır ve 

buna LD adı verilir. Buna göre LD, zararlı sayısında % 50 ölüm meydana getirmek için 

hedef organizmanın canlı kütlesine (kg), mg cinsinden verilmesi gereken herbisit 

miktarıdır ve mg/kg olarak birimlendirilir. QPE’ye ait LD50 değeri erkek farelerde 1,210 

mg/kg ve diĢi farelerde ise 1,182 mg/kg’ dır. Farelerde yapılan kısa süreli (90 gün) bir 

çalıĢmada 128 mg/kg seviyesinde etki gözlenmemiĢtir. Bu doz, kronik besleme 

deneylerinde test edilen en yüksek doz olarak saptanmıĢtır. Yabani ördekler ve kuĢlarda 

yapılan testler, QPE herbisitinin bu organizmalara karĢı toksik olmadığını göstermiĢtir. 

QPE arılarda toksik olup; LD50 değeri 0.1 mg/kg’ın üzerindedir. Memeliler veya sucul 

türlerin dokularında birikme potansiyeliyle ilgili bir bilgi mevcut değildir. Steril edilmiĢ 
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toprakta (mikroorganizma içermeyen) bileĢik hızlı bir Ģekilde yıkılmaktadır. Toprak 

organizmaları bileĢiğin yıkılma oranını arttırmaktadır (Ġnt. Kyn. 4). 

 

 

 

ġekil 2.1 Quizalofop-P-etil (QPE)’in kimyasal yapısı [C19H17CIN2O4; MW, 372.80 

g/Mol; CAS No: 100646-51-3] 

 

2.5 Allium Biyotest Sistemi ve Herbisitlerin Genotoksik Etkileri  

 

Herbisitler, genetik etkileri kontrol edilmemiĢ kimyasal maddelerdir. Herbisit çeĢitleri 

devamlı olarak arttığı için insanlar açısından tehlike oluĢturmaktadır. Bu maddelerin 

zararlarının tam olarak bilinmemesine rağmen insan sağlığına zararlı olabileceği 

düĢünülmektedir. Bu nedenle tarımda ve diğer birçok sahada kullanılan herbisitlerin 

genetik etkilerinin belirlenmesi için farklı organizmalarda farklı tiplerde mutajenite 

testleri uygulanmaktadır. Bunlar Drosophila’da en fazla kullanılan eĢeye bağlı letalite 

testi (Kilbey et al. 1984), mayalarda Saccharomyces cerevisiae genotoksisite testi 

(Buschini et al. 2003), bakterilerde Salmonella mutajenite testi (Mamber et al. 1993), 

Bacillus subtilis tamir testi (Silva et al. 2006) hayvanlarda fare ve hamster kemik iliği 

mikronükleus testi (Ono et al. 2006) ve insan lenfosit hücre kültürlerinde kardeĢ 

kromatit değiĢimi (SCE) (Sivikova et al. 2005) testleridir.  

 

Çevresel etkilerin belirlenmesinde kullanılan temel araĢtırmalarda, bitki materyallerinin 

kullanılması yerinde ve faydalı bir metotdur. Çevresel kirleticilerin mutajenik 

etkilerinin değerlendirilmesi için sıklıkla kullanılan bazı bitki türleri Allium cepa, 

Arabidopsis thaliana, Crepis capillaris, Glycine max, Hordeum vulgare, Lycopersicum 

esculentum, Nicotiana tabaccum, Pisum sativum, Tradescantia clone 4430, Vicia faba 
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ve Zea mays’ı içerdiği bildirilmiĢtir (Grant 1994). Bu tür araĢtırmalarda bitkilerin 

kullanılmasının birçok nedeni vardır. Bitkilerin depolanması taĢınması ve kullanılması 

çok kolay, ucuzdur. Ayrıca bitki kökleri biyolojik testler için uygun materyallerdir. 

Çünkü kökler toprağa ve suya karıĢan kimyasallara ilk maruz kalan dokulardır. Allium 

test metodu kullanılan kimyasalın çeĢitli toksik ve klastojenik etkilerini direk olarak 

göstermektedir. Butachlor ve 2,4-D herbisitlerinin Allium cepa üzerine etkisini araĢtıran 

bir çalıĢmada mitotik indeksin azaldığı bulunmuĢ ve kromozom aberasyonları 

saptanmıĢtır (Ateeq et al. 2002). 

 

2,4 D ve 2, 4, 5-T herbisitlerinin farklı buğday türleri olan Triticum aestivum, T. durum, 

Aegilops ligustica mayotik hücreleri üzerinde sitolojik etkileri araĢtırılmıĢtır. Sonuçta 

muamele grupları kontrol grupları ile karĢılaĢtırıldığında bu herbisitlerin doz artıĢına 

bağlı olarak buğday türlerinde anormal hücrelerin sayısını arttırdığı görülmüĢtür (Al-

Najjar and Soliman 1982). 

 

Doxey (1949), çavdar (Secala cereale) ve soğanın (Allium cepa) kök uçlarına isopropyl 

phenyl carbamatın farklı konsantrasyon ve sürelerle muamelesiyle mitoz üzerindeki 

etkilerini araĢtırmıĢtır. Soğan ve çavdarda poliploid nükleitler, soğanda multinukleatlı 

hücreler ve çavdarda ise kromatid fragmetlerinin ortaya çıktığı görülmüĢtür. 

 

Croker (1959), farklı konsantrasyon ve sürelerle uygulanan 2,4-D ve 2,4,5-T’ nin Allium 

cepa kök ucu mitozu üzerindeki etkilerinin konsantrasyonla orantılı olarak arttığı, 

fizyolojik etkilerinin yapıĢkanlık, kromozom yoğunluğu ve iğ formasyonundaki 

gecikme gibi etkilerinin iki saatten sonra hemen gözlendiği, yapısal tesirlerinin ise 

kromozom ve kromatit bozulmaları ile kendini gösterdiğini ve bu tesirlerin x-ıĢınları 

tesirlerine benzer olduğunu belirtmiĢtir. Mayoz gözlemlerinde ise fragmentler, halka 

kromozomlar, anafazda köprüler, geç kalan kromozomlar ve tetraploid gibi etkiler 

olduğu gözlenmiĢtir. 

 

Kolkisin ve herbisit elbanilin farklı yoğunlukları değiĢik sürelerde Allium cepa ve 

Hordeum vulgare’nin mitozu üzerine etkilerine bakıldığında mitotik olarak Hordeum 

vulgare’nin ilaçlara karĢı hassasiyeti Allium cepa’dan daha az olmuĢtur. Kolkisin ile 
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inhibasyon oluĢmuĢ ve bunun sonucu c-mitozlar ve poliploidi oluĢmuĢtur. Elbanil 

herbisitinin inhibasyonu ise daha çok güçlü bir Ģekilde kromozomları etkilemiĢ ve 

bunun sonucu olarakta mitozda kümeleĢme ve piknosis oluĢtuğu gözlenmiĢtir (Gunther 

and Nasta 1972). 

 

Stomp ve hyvar X herbisitlerinin 0.001, 0.0001, 0.00005 ve 0.00001 ppm’lik 

konsantrasyonları 2, 4, 8 ve 24 saat Allium cepa’nın kök uçlarının tabi tutulmasıyla 

mitotik aktivitenin konsantrasyona ve uygulama süresine bağlı olarak azaldığı 

gözlenmiĢtir. Stomp özellikle iğ ipliklerine etki yapmıĢtır. Hyvar X ise kromozomlarda 

kırılma ve yapıĢkanlığa neden olmuĢtur.  Ayrıca kromozom kontraksiyonu, anafazda 

köprü ve fragment oluĢumu ile mikronükleus ve iki çekirdekli hücrelere rastlanılmıĢtır 

(Bilaloğlu 1984). 

 

Asulum ile msma herbisiti ve chlorpyriphos ile endosülfan insektisitinin farklı 

konsantrasyonları değiĢik sürelerde Allium cepa’nın kök ucu meristemlerinde sitolojik 

etkilerine bakılmıĢtır. Mitotik indeksin yüksek olduğu endosülfanlı hariç diğer 

pestisitlerde düzenli olarak görülmüĢtür. Msmanın en etkili klastojenik olduğu 

gözlenmiĢ ve bunu sırasıyla endosülfan, chloropyriphos ve asulum izlemiĢtir (Rao et al. 

1988). 

 

Sentetik piretroit bir insektisit olan cypermethrin ve fenvalerate’ın Allium cepa kök 

meristem hücrelerinde sitogenetik etkileri araĢtırılmıĢtır. Sonuçlara göre her iki bileĢik 

de bitkide mitotik indeksin azalmasına ve kromozomlarda aberasyon oluĢumuna sebep 

olmuĢtur (Chauhan et al. 1999).  

 

Bir baĢka yapılan çalıĢmaya göre, cypermethrin’in Allium sativum kök meristem 

hücrelerinde etkileri araĢtırılmıĢ sonuçta bu insektisin mitotik indeksin azalmasına ve 

kromozom hasarları oluĢumuna sebep olduğu bildirilmiĢtir (Saxena et al. 2005). 

 

Allium cepa L.’nın kök uçları üzerine quizalofop-P-etil (QPE) herbisitinin toksik ve 

sitotoksik etkilerinin incelendiği bir çalıĢmada, QPE herbisitinin Allium kök büyümesini 

inhibe ettiği, mitotik indeksi önemli düzeyde azalttığı, anafaz-telofaz kromozom 



12 
 

aberasyonlarını teĢvik ettiği ve kromozomal aberasyonların seviyesini önemli ölçüde 

arttırdığı bildirilmiĢtir (Yildiz and Arikan 2008).  

 

2.6 Genotoksisitenin DNA Seviyesinde Ġzlenmesi  

 

Genotoksisite, hücrenin genomik DNA bütünlüğünü etkileyen ve onu tahrip eden bir 

etkiyi tanımlar. Genotoksik etmenler hücre DNA’sına hasar verirler. DNA hasarları 

genelde onarılır, fakat genomun genelinde ağır hasarların oluĢması DNA hasar onarım 

mekanizmasında aksamalara neden olur. Bu da genelde genomik DNA bütünlüğünü 

bozan değiĢik Ģekillerde mutasyonlarla sonuçlanır. Bu nedenle genotoksinler aynı 

zamanda mutajenler veya kanserojenler olarak adlandırılır. Teknolojik geliĢmelerle 

birlikte çok değiĢik amaçlarla üretilen veya kullanımı artan toksik özellikli maddelerin 

genotoksik özellikleri mevcuttur. Fakat, bu tip maddelerin kullanımı yaygınlaĢırken bu 

maddelerin organizmalar üzerindeki etkileri çok fazla bilinmemektedir. Bu nedenle 

araĢtırma konuları içerisinde yeni veya DNA üzerindeki özellikleri belirlenmemiĢ 

potansiyel genotoksinler yer almaktadır. Bitkiler hareketsiz organizmalar olduğundan 

çevresel kirleticilere doğrudan maruz kalmaktadır. Çevresel kimyasalların hücre yapısı 

veya fonksiyonunda hasar oluĢturan (sitotoksik), normal kromozom davranıĢlarını 

bozan (sitogenetik) ve DNA molekülünde genetik bilginin değiĢmesi anlamında 

mutasyonlara neden olan hasarların oluĢması (mutajenik) gibi sonuçların izlenmesinde 

ve araĢtırılmasında bitkiler kullanılabilir. Genotoksinlerin bitkiler üzerinde 

oluĢturdukları etkilerin son durumları biyokimyasal (örneğin; toplam protein içeriği, 

klorofil pigment içeriği ve karotenoid içeriği gibi), fizyolojik (örneğin; kök ve fide 

büyümesi), kromozomal (mikronükleus assay, kromozomal aberasyon assayi) ve 

moleküler seviyede takip edilebilir (Antonsie-wiez 1990; Gichner and Plewa 1998; 

Rank and Nielsen 1993; Conte et al. 1998; Atienzar et al. 1999; Kovalchuk et al. 2001; 

Yildiz et al. 2009; Cenkci et al. 2009). Bu bağlamda, çevresel kirliliğin neden olduğu 

muhtemel genetik hasarın izlenmesinde hayvan biyotestlerine alternatif olarak soğan 

(Allium cepa), Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), arpa (Hordeum vulgare), soya 

fasulyesi (Glycine max), telgraf çiçeği (Tradescantia spp.), bakla (Vicia faba), mısır 

(Zea mays) ve fasulye (Phaseolus vulgaris) gibi bitkiler kullanılmaktadır (Ma et al. 

1995; Enan 2006; Liu et al. 2007; Cenkci et al. 2009). 
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2.6.1 Tek Hücre Jel Elektroforezi (SCGE, Comet Assay)  

 

Sitogenetik yöntemler, mutajenik ve karsinojenik bileĢiklere maruz kalan toplulukların 

biyolojik izlenmesinde geniĢ ölçüde kullanılmaktadır. Son yıllarda geliĢtirilen comet 

tekniği de çeĢitli tipte DNA hasarlarının tespiti için hassas, hızlı ve güvenilir bir yöntem 

olması nedeniyle yaygın kullanım görmektedir. Ġlk kez Östling ve Johanson (1984) 

tarafından tek hücre düzeyinde DNA hasarını tespit etmek üzere tek hücre jel 

elektroforez tekniği (SCGE, comet assay) geliĢtirilmiĢtir. Östling ve Johanson 

mikroskop lamı üzerinde, bir ince tabaka agar jeline süspanse ettikleri az sayıda hücreyi, 

tuz ve deterjanlarla lizis ettikten sonra, nötral Ģartlarda elektroforeze tabi tutmuĢlardır. 

Elektroforez sırasında uygulanan elektrik akımı, kırılmıĢ ve hafif DNA parçalarının 

nukleustan hızlı göçünü sağlamaktadır. Comet tekniği, hasar görmüĢ DNA'nın 

elektroforez ile nukleustan salınması prensibine dayanır. Eğer DNA kırık içeriyorsa, 

hasarlı DNA, nukleustan anoda doğru göç etmekte ve etidyum bromid gibi fluoresan 

bağlayıcı bir boya ile boyandıklarında bu hasarlı hücreler, kuyruklu yıldız (comet) 

benzeri görünüm almaktadır (Östling and Johanson 1984). DNA çift sarmal 

kırılmalarının tespitine izin veren nötral Ģartlar, tek sarmal kırılmalarının belirlenmesine 

izin vermemektedir. DNA'da hasar oluĢturan çoğu ajan, DNA çift sarmalından çok, 

DNA tek sarmalında hasar meydana getirmektedir. Bunun yanında nötral Ģartlarda 

proteinler tam olarak uzaklaĢtırılamamaktadır. Bu nedenlerden dolayı alkali Ģartlar 

altında (pH >13), DNA tek sarmal kırılmalarının tespitine izin veren comet tekniği 

geliĢtirilmiĢtir (Singh et al. 1988). Kullanılan daha güçlü lizis koĢulları, proteinlerin % 

95 ve fazlasını yok edebilmektedir. Alkali elektroforez uygulaması ile alkali oynak 

bölgelerin ve tek zincir kırıklarının basit ve duyarlı bir Ģekilde tanınması sağlanmıĢtır. 

Pek çok genotoksik ajanın çift zincir kırıklarından daha fazla tek zincir kırıkları ve/veya 

alkali oynak bölgeler oluĢturması nedeniyle metodun bu versiyonu daha çok önerilir 

hale gelmiĢtir (Singh et al. 1988; Tice et al. 1990). Böylelikle comet tekniğinin yeni 

dizaynı, birey hücrelerinin hemen hepsinde DNA hasarı büyüklüğünün direk olarak 

tespitini sağlamaktadır. Bunun yanında, DNA hasar/onarım tespiti ve mekanizması 

çalıĢmalarında kullanılabilmektedir (Tice et al. 2000; Olive et al. 1990). 
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Comet tekniği ile DNA hasarının kantitatif olarak tayin edilmesinde gözle 

değerlendirmenin yanı sıra Comet görüntü analiz programlarını kullanmak suretiyle 

kuyruk uzunluğu, kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA yüzdesi ile ilgili parametreler 

belirlenebilir (Collins 2002). Comet görüntü analiz programları kullanılarak kuyruktaki 

DNA yüzdesinin belirlenmesi veya sonuçların gözle değerlendirilmesi diğer 

parametrelere göre doz-yanıt iliĢkisini daha iyi yansıtması sebebiyle tercih edilmektedir 

(Moller 2006 a, b; Olive 1999). 

 

Gözle değerlendirmede hücreler hasarlı ve hasarsız olarak ayrılırlar. Hasarlı hücreler ise 

hasar seviyelerine göre farklı kategorilere ayrılabilir. Bazı çalıĢmalarda hücreler 

hasarsız, az hasarlı ve çok hasarlı olarak 3 sınıfa ayrılabildiği gibi bazı çalıĢmalarda ise 

bu sınıflandırma geniĢletilerek 5 kategoriye ayrılmıĢlardır. Ayrıca mikroskopta okülere 

yerleĢtirilen mikron seviyesinde ölçüm yapabilen cetvelden de yararlanılabilir. Gözle 

değerlendirme, hızlı (5 dakikadan az bir sürede 1000 hücre sayılabilmektedir) ve 

bilgisayar programı gerektirmediğinden ucuz ve kolay bir yöntemdir (Baltacı et al. 

1998; Sardas et al. 1995; Sardas et al. 1997). Gözle skorlama, 0 (kuyruk yok)’dan 4 

(nerdeyse bütün DNA kuyrukta)’e kadar 5 kategoride incelenir. Eğer 100 Comet 

skorlandıysa ve herbir Comet 0-4 arasında değerlendirildiyse toplam skor 0-400 

arasında olur (Collins 2004). 

 

SCGE tekniği tek bir hücrede DNA hasarının direk tayininin yanı sıra, bir 

populasyondaki tüm hücrelerin aynı oranda hasara uğrayıp uğramadığının tespitine, 

dolayısıyla da bir tedavi sırasında hücrelerin cevabının özellikle radyoterapi ve 

kemoterapi rejimlerinde tümör cevabının saptanmasına yardımcı olabilmektedir. Ayrıca 

dirençli hücre populasyonunun tanımlanmasını da sağlamaktadır (Collins et al. 1997). 

Comet assay tekniği pek çok deneysel Ģartlarda DNA hasar ve onarımını 

incelediğinden, son yıllarda genotoksisite ve DNA onarım mekanizmalarının 

incelemesinde kullanımı artan bir yöntemdir (Collins et al. 1997; Faust et al. 2004). 

Yöntem tek hücre süspansiyonu Ģeklinde elde edilebilen hemen hemen her ökaryot 

hücrede DNA hasar ve onarımını tespit etmektedir. Oldukça küçük hacimde örneklerle 

çalıĢılabilmekte ve sonuçlar bir günde elde edilebilmektedir.  
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SCGE tekniğinin farklı uygulanması sonuçları etkilemektedir. Örneğin, elektroforez 

Ģartları (süre, uygulanan voltaj), lysing solüsyonu Ģartları (tuz konsantrasyonu, süre ve 

pH), metodun hassasiyetini etkilemektedir. Bu nedenle deneylerde Ģartlar standart 

tutulmalıdır. Ayrıca insana yönelik çalıĢmalarda genotoksik etkiyi potansiyelize ettiği 

tartıĢılan faktörler SCGE tekniği de etkileyebilir. Comet assay,  az sayıdaki ve farklı 

dokulara ait hücrelere uygulanabilir, pratik, hassas, ekonomik, sonuçları güvenilir ve 

hızlı bir tekniktir (Hartmann et al. 2003). Ayrıca, comet assay çeĢitli tiplerdeki DNA 

hasarlarını tespit edebilir ve endüstriyel toksikoloji, çevresel toksikoloji, genetik 

toksikoloji, insan biyoizlemleri, DNA onarım ve hasarının temel mekanizması gibi 

çalıĢmalarda yaygın olarak kullanılabilir (Collins et al. 1997; Gichner and Plewa 1998). 

Bununla birlikte, yöntem in vivo modellerde herhangi bir dokuya da 

uyarlanabildiğinden, sadece hızlı çoğalan hücrelerde uygulanabilen diğer genotoksisite 

testlerinden daha üstündür (Gichner and Plewa 1998). 

 

2.6.2 Rastgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik DNA (RAPD) 

 

RAPD tekniği ilk defa 1990 yılında Williams ve arkadaĢları tarafından uygulanan, 

polimeraz zincir reaksiyonunu temel alan rastgele seçilmiĢ primerlerin kullanıldığı bir 

metottur. Welsh ve McClelland (1990) yirmi nükleotid uzunluğunda primer 

geliĢtirdikleri benzer bir yöntemi rastgele primerli polimeraz zincir reaksiyonu AP-PCR 

(Arbitrarily Primed PCR) olarak isimlendirmiĢlerdir (Welsh and McClelland 1990). Bu 

metotla aynı temele dayanan, ancak farklı olarak daha kısa primerlerle daha kompleks 

DNA parmak izi profili elde edilen bir yöntem de Caetano-Anolles ve arkadaĢları 

tarafından (1991) DAF (DNA Amlification Fingerprinting) olarak yayınlanmıĢtır. Bu 

uygulamalarda rastgele dizili primerlerin uzunlukları, amplifikasyon Ģartları ve 

görüntüleme metodu standart PCR Ģartlarından farklıdır (Caetano et al. 1991; 

BaĢıbüyük et al. 2000). 

 

Polimeraz zincir reaksiyonu, Cetus ġirketi’nin bir grup bilim adamınca 1984 yılında, in 

vivo koĢullar yerine in vitro koĢullarda geliĢtirilen bir DNA amlifikasyon prosedürüdür. 

Bu metotla basit enzimatik reaksiyonlarla kompleks DNA örneğinden çok miktarda, 

spesifik DNA fragmentleri üretilir (Mullis  et al. 1986; Avise 1994). PCR hücresiz gen 
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amplifikasyonu, nükleik asitlerin klonlanması, analiz edilmesi ve modifikasyonundaki 

birçok standart prosedürü kolaylaĢtırmıĢtır (Avise 1994). PCR seçicilik, hassaslık ve hız 

olmak üzere üç özellik ile karakterize edilir (Mullis  et al. 1986; Saiki et al. 1988; 

Arnheim and Erlich 1992). Geleneksel klonlama yöntemi ile DNA fragmentlerinin 

kompleks genomdan elde edilmesi aylara varan uzun süreler gerektirir. Bu metotta, tek 

zincirli kalıp sekanstan spesifik DNA fragmenti sentezi için DNA polimeraz ve iki 

oligonükleotid primer kullanılır. Standart klonlama ve moleküler biyoloji analizlerinde 

alıĢılmıĢ milyonlarca molekül ihtiyacına karĢın, PCR az miktarda baĢlangıç materyaline 

gereksinim duyar (Mullis  et al. 1986; Saiki et al. 1988; Arnheim and Erlich  1992). 

DNA saflaĢtırılmasında birçok uygulama kullanılmasına karĢın, PCR ham hücre 

lizatından bile çok iyi örnekler verir (Arnheim and Erlich  1992). 

 

RAPD yönteminin en önemli avantajı, araĢtırılan taksonun genomik DNA dizisi ile 

ilgili herhangi bir ön bilgi gerektirmemesidir (Hîllis and Mortiz 1990; Williams et al. 

1990; Welsh and McClelland 1990; BaĢıbüyük et al. 2000). Amplifikasyonda tek bir 

primer seti kullanılır ve bu oligonükleotid, özgün bölgelere rastgele bağlanarak çoğalma 

yapar (Hîllis and Mortiz 1990; Williams et al. 1990; Welsh and McClelland 1990; Welsh  

and Petersen 1991). Kullanılan primerler, bütün türler için kullanılabilen evrensel 

primer setleridir (Yu et al. 1993). RAPD yönteminde kullanılan primer sayısı 

arttırıldıkça elde edilen bant sayısı da artacağından, yakın türleri ayırma konusunda 

birçok yöntemden daha duyarlıdır (Mathieu-Daude et al. 1997). RAPD hızlı ve kolay 

bir tekniktir ve kullanılan teçhizat ve malzemeler diğer tekniklere göre daha ucuzdur 

(Tingey et al. 1992; Rafalski et al. 1991; Mathieu-Daude et al. 1997; Waugh and Poweil 

1992). RAPD tekniğinde polimorfizm derecesi oldukça yüksektir (Nicese et al. 1998; 

Waugh and Poweil 1992; Rafalski  et al. 1991; Weeden et al. 1992). Tüm bu avantajların 

yanında, RAPD yönteminin en önemli dezavantajı, belirteçlerin dominant olması 

sebebiyle heterozigotları teĢhis etmenin zor olmasıdır (Mathieu-Daude et al. 1997). 

Reaksiyon birçok hassas değiĢkenle birbirine bağlı olduğu için elde edilen verilerin 

tekrarlanabilirliği düĢüktür. 

 

RAPD tekniği sadeliği, kullanıĢlılığı ve getirdiği diğer pek çok avantaj nedeniyle büyük 

ilgi görmüĢ ve çok sayıda araĢtırmacı grup tarafından kullanılmaya baĢlanmıĢtır. RAPD 
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yöntemi, polimorfizm sayısının sınırsızlığı nedeni ile çok sayıda karakterin 

belirlenmesine olanak sağlamaktadır. RAPD belirteçleri; genetik haritaların yapımı, 

popülasyon yapısının genetik analizi, bireylerin parmak izi, ayırt edici özelliklerin 

haritasının yapımı, genomun özel bölgesi için hedef belirteç belirlenmesi gibi değiĢik 

alanlarda baĢarılı bir Ģekilde kullanılmaktadır. Aynı zamanda, ekoloji ve populasyon 

biyolojisinde de yaygın kullanım alanı bulmaktadır (Rafalski et al. 1994). RAPD 

metodu prokaryotik ve ökaryotik türler gibi pek çok farklı yapının DNA parmak izleri, 

genotipin belirlenmesi, genom yapısının araĢtırılması, prenatal tanı, ebeveyn belirleme, 

kültür ve ırk belirlenmesi, adli tıp, klinik tanı, evrimsel sorunlar, lasyon biyolojisi, 

salgınlar ve ekoloji gibi alanlarda yoğun bir Ģekilde kullanılmaktadır (Rafalski et al. 

1994). Ayrıca bu yöntem, klinik mikrobiyolojide, özellikle ayırt edilmesi çok zor olan 

bakterilerin belirlenmesinde kullanılır (Açık vd.  2001). 

 

Çevresel kirleticilerin organizmaların genomları üzerine etkisi hakkında çalıĢmalar 

büyük ilgi görmektedir. Kimyasallara maruz bırakma sonucunda gerçekleĢen DNA 

köprüleri, DNA kırığı ve mutasyonları içeren DNA fonksiyonu ve yapısındaki 

değiĢimleri genetik etkilerin bir sınıfını kapsar. Ayrıca, genotoksik ajanların DNA ile 

etkileĢimleri sonucunda dolaylı genetik etkiler de ortaya çıkmaktadır. Genotoksinlere 

maruz bırakılmıĢ organizmalara ait RAPD profillerinde gözlenen değiĢiklikler DNA 

hasarına ve/veya mutasyonlara neden olmaktadır (Atienzar and Jha 2006). Ontogenetik 

ve ekotoksikolojik (Wolf et al. 2004; Wang et al. 2007) olayların değerlendirmesinde 

RAPD güçlü bir teknik olarak son zamanlarda kullanılmaktadır. 10’mer RAPD 

oligonükleotit primerindeki tek nükleotid değiĢikliği, verilen kalıp DNA’nın 

parmakizinde önemli farklılıklara neden olmaktadır. Aynı Ģekilde, genomik DNA’da bir 

tek nükleotid değiĢikliğinin DNA parmakizinde aynı etkiye sahip olması beklenir 

(Atienzar and Jha 2006). Teorik olarak, genomik DNA’daki bu tek baz değiĢim 

mutasyonlarını RAPD tespit edebilir (Welsh and McClelland 1990).  

 

Omurgalı ve omurgasız hayvanlar, bitkiler ve bakterilerde genotoksinlerin etkisi ile 

genomik DNA’da meydana gelen çeĢitli DNA hasarı ve mutasyonların 

belirlenebildiğini gösteren bilimsel yayınlar RAPD’in güçlü bir biyomarkör olduğunu 
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göstermiĢtir (Savva et al. 1994; Liu et al. 2005, 2007; Enan 2006; Wang et al. 2007; 

Cenkci et al. 2009, 2010).  

 

RAPD tekniğinde; genotoksik etkinin teĢhisi, kontrol ve uygulama örneklerinden elde 

edilen RAPD profillerinin karĢılaĢtırılmasıyla yapılır (Atienzar and Jha 2006). DNA 

hasarı ve mutasyonal olaylar, RAPD profillerinde yeni DNA bantlarının oluĢmasına, 

kontrol grubu RAPD profillerinde mevcut olan DNA bantlarının kaybolmasına ve 

RAPD profillerinin görünüĢünde değiĢikliklere neden olur (Atienzar et al. 1999). 

Toksik maddelerin etkisinde kontrol grubuna göre RAPD profillerindeki değiĢiklikler 

her bir primer için genomik kalıp kararlılık yüzdesi (GTS %) olarak hesaplanır (Atienzar 

et al. 1999). GTS yüzdeleri ile fide kök uzunlukları, protein içerikleri, pigment içerikleri 

gibi klasik fizyolojik ve biyokimyasal verilerin kontrol gruplarına göre değiĢim 

yüzdeleri karĢılaĢtırılarak toksik maddelerin organizma üzerindeki etkileri yaygın olarak 

mukayese edilmektedir (Atienzar et al. 1999; Liu et al. 2005, 2007; Cenkci et al. 2010). 
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3. Materyal ve Metot 

 

3.1 Bitki Materyali 

 

AraĢtırma materyali için ticari olarak satılan Allium cepa L. (mutfak soğanı) (2n=16) 

kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada kullanılan mutfak soğanları halk arasında ―arpacık‖ veya 

―fiske‖ olarak bilinmektedir. Soğanlar Konya ili AkĢehir ilçesine bağlı köylerden temin 

edilmiĢtir. Soğanlar testler öncesi serin, kuru ve ıĢık görmeyen ortamda muhafaza 

edilmiĢtir.  

 

3.2 Herbisit Materyali 

 

Bu araĢtırmada, organik bir herbisit olan quizalofop-P-etil (quizalofop-P-ethyl, QPE) 

fenoksi bileĢiği kullanılmıĢtır.  

 

3.3 Test Materyalinin Hazırlanması 

 

Soğanlar kullanılmadan önce serin, kuru ve havalandırılan ortamda muhafaza edilmiĢtir. 

Denemelerde yaklaĢık 10-20 mm çapında ve 2-3 g ağırlığında soğanlar kullanılmıĢtır. 

Köklendirme denemelerinden önce soğanların tabana yakın dıĢ kabukları soyulmuĢ ve 

kök primordiyalarına zarar verilmeksizin kuru kökler dikkatlice uzaklaĢtırılmıĢtır. 

 

3.4 Kök Ġnhibisyon Testi  

 

Distile su (dH2O) ile doldurulmuĢ deney tüplerine (15 mm çap × 100 mm uzunluk) 

yerleĢtirilen soğanlar 24 saat süreyle köklendirilmiĢtir. Bu süre sonunda, sağlıklı 

homojen köklenmenin olduğu soğanlar kontrol (distile su) ve quizalofop-P-etil 

herbisitinin farklı konsantrasyonlarına (ppm) 48 ve 96 saat sürelerle maruz bırakılmıĢtır. 

Bu çalıĢmada quizalofop-P-etil herbisitinin 0.75, 1.5 ve 3.0 ppm konsantrasyonları 

kullanılmıĢtır. Bu konsantrasyonlar Yildiz and Arikan (2008)’e göre kullanılmıĢtır. 

Negatif kontrol grubu için distile su uygulanmıĢtır. Pozitif kontrol için 10 ppm metil 

metansulfonat (MMS; Acros Organics, Cas no; 66–27–3) çözeltisi kullanılmıĢtır. Her 
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24 saatte bir çözeltiler yenilenmiĢtir. Denemeler, 22±2ºC sıcaklıkta ve laboratuarın 

direkt güneĢ ıĢığı almayan kısmında gerçekleĢtirilmiĢtir. Denemeler sonunda, kontrol ve 

farklı herbisit konsantrasyonlarının her birine ait 5’er soğandan en uzun 10 kökün 

uzunluğu (mm) ölçülerek, o konsantrasyona ait ortalama kök uzunluğu belirlenmiĢtir 

(her konsantrasyon için 50 kök = 5 soğan × 10 kök). 

 

3.5 Kök Uçları Toplam Çözünür Protein Ġçeriğinin Belirlenmesi 

 

Her bir uygulamaya ait yaklaĢık 1 gr taze kök dokusu toplam çözünür protein 

izolasyonu için kullanılmıĢtır. Kök dokularından protein izolasyonu Damerval et al. 

(1986)’a göre yapılmıĢtır. SoğutulmuĢ porselen havan içerisinde sıvı azot kullanılarak 

kök dokusu toz haline getirilmiĢtir. Toz haline getirilen doku, % 0.07 -merkaptoetanol 

(ME, Sigma, Cas no; 60–24–2) içeren asetonda hazırlanmıĢ 5 mL % 10’luk trikloro 

asetik asit (TCA, Sigma, Cas no; 76–03–9) çözeltisinde süspanse edildikten sonra 

ependorf tüplere (2 ml) alınmıĢtır. -20 °C’de 1 saat inkübe edilen tüpler, 10000 rpm’de 

(4 °C’de) 15 dakika santrifüj (Nüve NF 800 R) edilmiĢtir. Proteinlerin -20 °C’de 1 saat 

çökelmesinden sonra tüpler, 10000 rpm’de (4 °C) 15 dakika tekrardan santrifüj 

edilmiĢtir. Süpernatant döküldükten sonra pelet üzerine asetonda hazırlanmıĢ 0.5 mL  %  

0.07 ME ilave edilmiĢ ve vortekslenmiĢtir. Daha sonra 4.5 mL aynı çözeltiden ilave 

edilerek tüpler en az 1 saat -20 °C’de tutulmuĢtur. Daha sonra, 4 °C’de 15 dakika 10000 

rpm’de santrifüj sonrası süpernatant dökülmüĢtür. Tüplerin dibindeki peletler 

desikatörde kurutularak, kullanılma anına kadar -20 °C’de saklanmıĢtır. 

 

Ġzole edilen proteinlerin konsantrasyonu Bradford metoduna (1976) göre belirlenmiĢtir. 

Bradford stok çözeltisi (5X) hazırlamak için 100 mg Commasie Brilliant Blue G-250 

(Sigma, Cas no; 228-058-4), 50 mL % 95 etanol (EtOH, Sigma) ve 100 mL % 85’lik 

fosforik asit (H3PO4) karıĢtırılmıĢtır. KarıĢım 200 mL’ye su ile tamamlandıktan sonra 

1:4 oranında distile su ile seyreltilerek (1X) Whatman No.1 filtre kağıdı ile süzülmüĢtür. 

Standart çözeltisi için 1 mg Bovin Serum Albumin (BSA, Sigma, Cas no; 232–936–2) 1 

mL distile suda çözülerek hazırlanmıĢtır. Farklı konsantrasyonlarda hazırlanan standart 

çözeltisine (0-25 μL) uygun olarak distile su (500-475 μL) ilave edilmiĢ ve 0-0.05 

mg/mL BSA karıĢımı hazırlanmıĢtır. Her bir uygulamaya ait 5 mg protein peleti distile 
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suda hazırlanmıĢ 500 L % 20’lik TCA içinde çözülmüĢtür. Protein örnek çözeltileri 4 

°C’de 2 saat inkübe edilmiĢtir. Bu süre sonunda örnekler 5 dakika 10000 rpm’de 

santrifüj edildikten sonra süpernatant dökülerek peletlerin üzerine 500 L 1 N NaOH 

ilave edilmiĢtir ve oda sıcaklığında 2 saat tutulmuĢtur. Her bir örnekten 25 L cam 

tüplere alınmıĢ ve üzerine 475 L distile su ve 5 mL Bradford çözeltisi (1:4) ilave 

edilmiĢtir Altı tekrarlı olarak hazırlanan standart ve örnek çözeltilerin absorbansları 595  

nm dalga boyunda spektrofotometre (TU-1880 Double Beam UVI-VIS) ile 

belirlenmiĢtir. Standart grafiğinden (BSA) yararlanılarak örneklerin protein 

konsantrasyonları belirlenmiĢtir. 

 

3.6 Nukleus Ġzolasyonu ve Alkali Comet Assay 

 

Soğan kök uçlarındaki hücrelere ait nukleusları Pfosser et al. (1995)’e göre izole 

edilmiĢtir. Kök uçları 1 cm uçtan kesilip uzaklaĢtırılmıĢtır. YaklaĢık 20 mg kök ucu 

(25–30 soğan kökü) buzda soğutulmuĢ 1 ml Tris-MgCl2 tamponu (4 mM MgCl2.6H2O, 

0.5 % w/v Triton X-100, 0.2 M Tris, pH 7.5) içinde keskin bir jilet yardımıyla hızlıca 

doğranmıĢtır. Hücre nukleuslarının da bulunduğu karıĢım 50 µm naylon ağdan 

süzülerek bir ependorf tüp içerisine alınmıĢtır. Alkali comet assayinde kullanılacak her 

bir mikroskop lamı 50 ºC’de hazırlanmıĢ % 1’lik NMA (normal erime dereceli agaroz) 

ile kaplanarak düz bir yüzey üzerine ve oda sıcaklığında kurutulmuĢtur. Daha sonra, 100 

µl % 0.8’lik LMA (düĢük erime dereceli agaroz) 37 ºC’de 20  µl nukleus süspansiyonu 

ile karıĢtırılmıĢtır. Bu karıĢım lam üzerinde mevcut olan NMA katmanı üzerine 

damlatıldıktan sonra yayılmıĢtır. Lamlar 2-3 dakika buz kasetlerinin üzerinde 

katılaĢtırıldıktan sonra buzda soğutulmuĢ lizing solüsyonunda (1 M NaCl; 30 mM 

NaOH, 0.5 % w/v SDS, pH 12.3) 1 saat bekletilmiĢtir. Bu aĢamadan sonra lamlar, yatay 

jel elektroforez tankına yerleĢtirilerek DNA elektroforetik tamponda (30 mM NaOH ve 

1.5 mM EDTA pH 12.3) (Fairbairn et al. 1995) bir saat boyunca DNA sarmal açılması 

için bekletilmiĢtir. Elektroforez buz üzerinde soğutulmuĢ tankta 25 voltajda (1V cm
-1

) 

(30 dk) gerçekleĢtirilmiĢtir. Elektroforez sonrası, lamlar üç kez 0.4 M Tris-HCl 

tamponunda (pH 7.5) nötralize edildikten sonra EtBr (etidyum bromür, 10 mg/L) ile 

boyanmıĢtır. Nukleus DNA’sı UV ıĢık kaynağı ile desteklenmiĢ olan floresan 

mikroskobu (OLYMPUS BX50F-3, Japonya) ile gözlenmiĢtir. Comet görünümlerinin 
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sayılmasında sıfırdan (kuyruksuz) dörde kadar (tüm DNA’ların kuyruk verdiği) olan beĢ 

ayrı sınıflama kullanılmıĢtır. Her bir lam için 100 adet rastgele seçilen nukleuslar analiz 

edilmiĢtir ve her bir çekirdeğe comet Ģekline göre 0-4 arasında rakamlar verilmiĢtir. Her 

bir örneğin toplam DNA hasar seviyeleri 0-400 arasındaki ―keyfi üniteler (AU, arbitrary 

units)‖ arasında oluĢturulmuĢtur. Her bir deneme grubu için üç farklı kök grubundan 

üçer farklı okuma gerçekleĢtirerek elde edilen verilerin ortalamaları ve standart hataları 

hesaplanmıĢtır. 

 

3.7 Rastgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik DNA (RAPD) Tekniği 

 

3.7.1 DNA Ġzolasyonu  

 

Uygulama grubu soğanların yaklaĢık 0.3 g taze kök dokusu DNA izolasyonu için 

kullanılmıĢtır. Genomik DNA, RAPD-PCR çalıĢmalarında yeterli olan Doyle ve Doyle 

(1990) CTAB-DNA izolasyon prosedürünün laboratuarımıza uyarlanması ile ekstrakte 

edilmiĢtir. Kök dokusu önceden soğutulmuĢ steril havan içerisine yerleĢtirilmiĢtir.  

Örneğin üzerine sıvı azot eklenerek bir süre beklendikten sonra hızlı ve etkin bir Ģekilde 

öğütülmüĢtür. Bu iĢlemi takiben, önceden soğutulmuĢ steril bir spatula ile havan 

içerisindeki öğütülmüĢ bitki örneği iki ayrı steril 1.5 ml ependorf tüp içine eĢit miktarda 

aktarılmıĢtır. Aktarma iĢleminin ardından önceden su banyosunda 60 °C’ de ön ısıtmaya 

tutulmuĢ CTAB ekstraksiyon tampon çözeltisinden [% 2 CTAB, % 1 PVP- 40.000, 20 

mM 2-merkaptoetanol, 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl] 1 

ml her tüpe eklenmiĢtir. Ependorf tüpleri parmaklar arasında ters-düz edilerek 

karıĢtırılmıĢ ve 60 °C’deki sıcak su banyosuna alınmıĢtır. Daha sonra tüplere 0.4 ml 

kloroform eklenmiĢtir. Bu süre zarfında her 5 dakikada bir örnekler ters-düz edilerek 

karıĢtırılmıĢtır. Tüpler, inkübasyon sonrası oda sıcaklığında 12000 rpm’de 10 dakika 

santrifüj edilmiĢtir. Daha sonra, örneklerin süpernatantları dikkatlice temiz bir ependorf 

tüpe bir mikropipet yardımıyla alınmıĢtır. Tüplere 10 µl RNaz eklendikten sonra 60 

°C’de 20 dk bekletilmiĢtir. RNA temizleme iĢlemini takiben -20 °C’de önceden 

soğutulmuĢ iso-propanol son hacmin % 60’ı olacak Ģekilde tüplere eklenmiĢ ve örnekler 

sarsılmadan her iki faz birbirine dikkatlice karıĢtırılmıĢtır. Bu aĢamada iplikçik halinde 

ve beyaz renkli bir kütle toplanması gözlenmiĢtir. Örnekler 4 °C’de 30 dk bekletildikten 
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sonra 3000 rpm’de 3 dk santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonrası süpernatant dökülmüĢ ve 

kalan sıvı damlaları tekrar santrifüj edildikten sonra mikropipetle alınmıĢtır. Tüpler 

daha sonra 1 mL % 70’lik etanol ile yıkanmıĢ ve sonrasında sıvı kısım tüplerden 

uzaklaĢtırılmıĢ ve 4-5 dk oda sıcaklığında kurumaya bırakılmıĢtır. Son olarak, DNA 

çökeltileri 0.2 mL TE tampon [10 mM Tris HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0] çözeltisi 

içinde çözüldükten sonra 24 saat 4 °C’ de bekletilmiĢtir. DNA’lar, spektrofotometrik 

miktar tayini ve agaroz jel elektroforezde genomik DNA’ların kontrolü yapıldıktan 

sonra -20 °C’ de saklanmıĢtır.  

 

DNA örnekleri 2 mL kuvars cam küvetler kullanılarak 260 ve 280 nm dalga boylarında 

TU-1880 Double Beam UV-VIS Spektrofotometre ile okunmuĢtur. DNA miktarı; DNA 

(µg/ml)= A260 x Seyreltme Oranı x 50 formülü kullanılarak belirlenmiĢtir. DNA saflığı, 

A260/A280 oranı hesaplanarak tespit edilmiĢtir. DNA örnekleri TE tamponunda 

çözüldüğü için çalıĢmada kör olarak TE tamponu kullanılmıĢtır. 

  

3.7.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 

Her bir PCR reaksiyonu 0.2 mL ince cidarlı ependorf tipi tüplerde 25 µl toplam 

solüsyon içerisinde gerçekleĢtirilmiĢtir. PCR reaksiyonu bileĢenleri ön denemelerde 

optimize edilmiĢtir. 25 µl PCR karıĢımı; 1x PCR tampon çözeltisi (50 mM KCl, 1 mM 

Tris-HCl; pH 8.8), 1 U Taq (Thermus aquaticus) DNA Polimeraz enzimi (Fermentase, 

Vilnius, Litvanya), 2.0 mM MgCl2, 200 µM dNTP (50 µM dATP, dTTP, dGTP ve 

dCTP), 10 µM 10 baz dizilimli primer, 50 ng/µl genomik DNA ve steril ddH2O ile 

hazırlanmıĢtır. Bu çalıĢmada toplam 40 adet 10’mer oligonükleotit primer (QIAGEN 

Operon GmbH, Cologne, Almanya) kullanılmıĢtır. Kullanılan primerler, sekansları ve 

GC içerikleri Çizelge 3.1’de listelenmiĢtir. 

 

3.7.3 PCR Döngüleri 

 

PCR döngüleri, Uvigene (Uvitech Ltd. UK) marka ısıl-döngü cihazı kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. PCR karıĢımları 94 °C’de 4 dk baĢlangıç denatürasyonuna maruz 

bırakıldıktan sonra, toplamda 40 döngü olmak üzere; 94 °C’de 45 sn denatürasyon 
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(DNA zincirlerinin ayrılması), 37 °C’de 45 sn annealing (primerlerin bağlanması) ve 72 

°C’de 60 sn polimerizasyon (zincirlerin uzaması) programı kullanılmıĢtır. 72 °C’de 8 dk 

son polimerizasyon döngüsü gerçekleĢtirildikten sonra PCR döngüleri tamamlanmıĢtır. 

PCR örnekleri bekletilmeden veya -20 °C saklandıktan sonra agaroz jel elektroforezinde 

yürütülmüĢtür. 

 

3.7.4 Agaroz Jel Elektroforezi 

 

PCR ürünlerine 6X yükleme tamponu (10 mM Tris-HCl pH 7.6, % 0.03 bromofenol 

blue, % 0.03 ksilen siyanol FF, % 60 gliserol, 60 mM EDTA) karıĢtırılmıĢtır. 1X TBE 

[Tris-HCl (10.8 g), Borik asit (5.5 g) ve EDTA (2 mL)] ile hazırlanan % 1.8’lik agaroz 

jele DNA örnekleri 100 bç DNA ladder (Fermentas GeneRuler 100 bç DNA Ladder 

Plus), 10 mM Tris-HCl, pH 7.6, 1 mM EDTA) ile birlikte yüklenmiĢtir. DNA örnekleri 

yürütücü tampon çözeltisi (1X TBE) bulunan jel tankı içerisinde (BIO-RAD Wide Mini 

Sub-Cell GT System, Ġtalya) 100 voltta 120 dk yürütülmüĢtür. Agaroz jel daha sonra 10 

µl (0.625 mg/ml) etidyum bromür eklenmiĢ 200 ml saf su içinde 20 dk bekletilerek 

boyamaya bırakılmıĢtır. Distile su ile durulandıktan sonra ultraviyole ıĢık altında renkli 

kamera ile agaroz jeli görüntülenmiĢtir. PCR ürünleri için % 1.8 agaroz; genomik 

DNA’ların analizi için % 0.8 agaroz kullanılmıĢtır. 
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Çizelge 3.1 RAPD-PCR reaksiyonlarında test edilen primerler, sekansları ve GC 

içerikleri. 

 

No Primer G+C (%) 5’-3’ sekans  Primer G+C(%) 5’-3’ sekans 

1 OPA01 70 CAGGCCCTTC 21 OPB01 60 GTTTCGCTCC 

2 OPA02 60 TGCCGAGCTG 22 OPB02 60 TGATCCCTGG 

3 OPA03 60 AGTCAGCCAC 23 OPB03 70 CATCCCCCTG 

4 OPA04 60 AATCGGGCTG 24 OPB04 60 GGACTGGAGT 

5 OPA05 60 AGGGGTCTTG 25 OPB05 70 TGCGCCCTTC 

6 OPA06 70 GGTCCCTGAC 26 OPB06 70 TGCTCTGCCC 

7 OPA07 60 GAAACGGGTG 27 OPB07 70 GGTGACGCAG 

8 OPA08 60 GTGACGTAGG 28 OPB08 70 GTCCACACGG 

9 OPA09 70 GGGTAACGCC 29 OPB09 70 TGGGGGACTC 

10 OPA10 60 GTGATCGCAG 30 OPB10 70 CTGCTGGGAC 

11 OPA11 60 CAATCGCCGT 31 OPB11 60 GTAGACCCGT 

12 OPA12 60 TCGGCGATAG 32 OPB12 60 CCTTGACGCA 

13 OPA13 60 CAGCACCCAC 33 OPB13 70 TTCCCCCGCT 

14 OPA14 60 TCTGTGCTGG 34 OPB14 50 TCCGCTCTGG 

15 OPA15 60 TTCCGAACCC 35 OPB15 60 GGAGGGTGTT 

16 OPA16 60 AGCCAGCGAA 36 OPB16 60 TTTGCCCGGA 

17 OPA17 60 GACCGCTTGT 37 OPB17 60 AGGGAACGAG 

18 OPA18 60 AGGTGACCGT 38 OPB18 60 CCACAGCAGT 

19 OPA19 60 CAAACGTCGG 39 OPB19 70 ACCCCCGAAG 

20 OPA20 60 GTTGCGATCC 40 OPB20 60 GGACCCTTAC 

 

 

 

3.7.5 RAPD Bantlarının Değerlendirilmesi 

 

RAPD profillerindeki belirgin değiĢiklikler (negatif kontrole göre yeni bantların ortaya 

çıkması ve/veya mevcut bantların kaybolması) değerlendirilmiĢtir. Değerlendirmesi güç 

olan veya tüm örnekler için monomorfik DNA bantları üreten primerler 

değerlendirmeye alınmamıĢtır. Her bir primer için çoğalmıĢ olan bantların varlığı ―1‖ ve 

yokluğu ―0‖ belirlenmiĢtir. ÇoğalmıĢ bantların analizi Lynch and Milligan (1994)’e 
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göre yapılmıĢtır. Uygulama grupları arasındaki uzaklıklar ikili karĢılaĢtırma matriksi 

RAPD (9 primer) verileri için Jaccard’s algoritması kullanılarak yapılmıĢtır. Uygulama 

grupları için 1000 tekrarlı bootstrap testinden sonra uzaklık verileri UPGMA 

(unweighted pair group method with arithmetic means, UPGMA) ağaçlarının meydana 

getirilmesi için kullanılmıĢtır. UPGMA ağaçları Saitou and Nei (1987)’e göre FreeTree 

(Pavlíćek et al. 1999) ve TreeView (Page 1996) paket programları kullanılarak ―0‖ ve 

―1‖ matriksinden oluĢturulmuĢtur.  

 

RAPD profillerinde değiĢikliğin belirlenmediği veya sayılması güç skorlar üreten 

primerler genomik kalıp kararlılığı (GTS, Genomic Template Stability) hesaplanmasına 

katılmamıĢtır. GTS (%), 100-(100 a/n) formülü kullanılarak hesaplanmıĢtır. Formüldeki 

―a‖ her bir primer için DNA profillerindeki değiĢiklik gösteren ortalama DNA bant 

sayısını, ―n‖ ise negatif kontrol grubu profilinde aynı primer için belirlenen toplam 

DNA bandı sayısını ifade etmektedir (Atienzar et al. 1999). Her bir deneme grubu için 

tüm primerlerle hesaplanan GTS değerlerinin ortalamaları hesaplanmıĢtır. Her bir 

parametrenin hassasiyetini karĢılaĢtırmak için, her parametredeki (kök büyümesi, 

toplam çözünür protein içeriği, comet assayle belirlenen DNA hasar skorları ve GTS 

değerleri) değiĢikler negatif kontrole (% 100’e sabitlenmiĢtir) göre yüzde değiĢimleri 

olarak tekrardan hesaplanmıĢtır. 

 

3.8 Ġstatistiksel Analizler 

 

Verilerin varyans analizi SPSS (v 15.0) paket programı kullanılarak yapılmıĢtır. Kök 

büyümesi, toplam çözünür protein içeriği ve comet skorlarındaki farklılıklar tek-yönlü 

varyans analizi (ANOVA) ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 48 veya 96 saat uygulamalarında elde 

edilen negatif kontrol ve her bir uygulama arasındaki önemli düzeydeki farklılıklar 

Duncan çoklu karĢılaĢtırma testi, (P ≤ 0.05) ile değerlendirilmiĢtir. Aynı deneme 

gruplarının 48 ve 96 saat uygulamaları arasındaki farklılıklar student-T-testi 

kullanılarak belirlenmiĢtir.  
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4. BULGULAR 

 

Bu araĢtırmada soğanlar (Allium cepa L.) 24 saat, oda sıcaklığında, düĢük ıĢık 

ortamında ve distile suda köklendirilmiĢtir. Bu süre sonunda, homojen köklenme 

gösteren soğanlar seçilerek distile su (negatif kontrol, NK), 10 ppm metil metansulfonat 

(pozitif kontrol, PK) ve quizalofop-P-ethyl (QPE) herbisitinin farklı 

konsantrasyonlarıyla (0.75, 1.50 ve 3.0 ppm) kültüre edilmiĢtir. Uygulamaların 48. ve 

96. saatlerinde soğanlar hasat edilerek; kök büyümesi, kök dokularındaki toplam 

çözünebilir protein içeriği, comet assayle belirlenen kök hücre çekirdeklerindeki DNA 

hasar seviyesi, RAPD assayle belirlenen genomik DNA’daki değiĢimlerin seviyesi 

analiz edilmiĢtir.  

 

4.1 QPE’nin Kök Büyümesi Üzerine Etkisi 

 

48 ve 96 saat uygulamalarında, soğanda kök büyümesi negatif kontrol grubuna göre 

pozitif kontrol ve yüksek konsantrasyondaki (1.5 ve 3.0 ppm) QPE uygulamalarında 

önemli düzeyde (P ≤ 0.05) engellenmiĢtir (ġekil 4.1). Bununla birlikte, 48 süre sonunda 

bu QPE herbisiti ve pozitif kontrol gruplarının kök uzunluk değerleri arasında önemli (P 

≤ 0.05) bir fark belirlenmemiĢken, 96 saat uygulamasında pozitif kontrol uygulaması 

1.5 ve 3.0 ppm QPE’ye göre kök uzamasını önemli (P ≤ 0.05) seviyede engellediği 

tespit edilmiĢtir. 48 ve 96 saat uygulama gruplarının Student-T-testine göre yapılan ikili 

karĢılaĢtırmalarında, negatif kontrol grubu fidelerin kökleri için 96 saat sonunda önemli 

düzeyde (P ≤ 0.05) uzunluk artıĢı belirlenmiĢtir (ġekil 4.1). 3.0 ppm QPE uygulaması 

haricindeki uygulamalarda 48 saate göre 96 saat sonunda kök büyümesinde önemli (P ≤ 

0.05)  düzeyde bir artıĢ belirlenmemiĢtir.  

 

4.2 QPE’ nin Toplam Çözünür Protein Ġçeriğine Etkisi 

 

Herbisit uygulaması sonrası kök dokusu toplam çözünür protein içeriği Bradford (1976) 

yöntemine göre analiz edilmiĢtir. Negatif kontrole ait kök dokuları toplam çözünür 

protein içeriği 48 saate göre 96 saat sonunda önemli ölçüde azalmıĢtır. Bununla birlikte, 
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negatif kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında, kök dokusu toplam çözünür protein içeriği 

48 saat herbisit uygulamalarında önemli düzeyde (P ≤ 0.05) azalmıĢtır (ġekil 4.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

ġekil 4.1 Farklı süre ve farklı konsantrasyonda QPE herbisit uygulamasının kök 

büyümesi üzerine etkisi.  

[NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol, 10 ppm metil metansulfonat, n = 100, Ortalama değerleri 

gösteren barlara ait standart hata çubukları üzerindeki farklı küçük harf(ler) 48 saat verileri arasında,  

farklı büyük harf(ler) 96 saat verileri arasında Duncan testine göre önemli düzeyde (P ≤ 0.05) farklılıkları 

göstermektedir. *,** ise aynı uygulamanın 48 ve 96 saatleri arasında Student-T-testine göre önem 

düzeyde (P ≤ 0.05) farklılık olduğunu göstermektedir] 

 

Bu uygulama grupları arasında, protein içeriğindeki en fazla azalma (% 17,3) 1.50 ppm 

QPE uygulaması için tespit edilmiĢtir. 96 saatin sonunda, tüm QPE herbisiti 

uygulamaları kök dokularının toplam çözünebilir protein içeriğini negatif kontrole göre 

arttırmıĢtır. Bu artıĢlar 0.75 ve 3.0 ppm QPE uygulamaları için anlamlı (P ≤ 0.05) 

bulunmuĢtur. QPE uygulamalarında farklı olarak, pozitif kontrol uygulaması 48 saat 

için % 22, 96 saat için % 57 oranlarında toplam çözünür protein içeriğini arttırmıĢtır.  
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ġekil 4.2 Farklı süre ve farklı konsantrasyonda QPE herbisit uygulamasının toplam 

çözünür protein içeriği üzerine etkisi.  

[NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol, 10 ppm metil metansulfonat, n = 100, Ortalama değerleri 

gösteren barlara ait standart hata çubukları üzerindeki farklı küçük harf(ler) 48 saat verileri arasında,  

farklı büyük harf(ler) 96 saat verileri arasında Duncan testine göre önemli düzeyde (P ≤ 0.05) farklılıkları 

göstermektedir. *,** ise aynı uygulamanın 48 ve 96 saatleri arasında Student-T-testine göre önemli 

düzeyde (P ≤ 0.05) farklılık olduğunu göstermektedir] 

 

4.3 Comet Assayle Belirlenen QPE TeĢvikli DNA hasarı 

 

Uygulama yapılmıĢ ve yapılmamıĢ soğan kök uçlarına ait nukleuslarda teĢvik edilen 

DNA hasarlarını belirleyebilmek için comet assayin alkalin versiyonu kullanılmıĢtır. 48 

saat uygulama süresinde, negatif kontrol uygulamasıyla karĢılaĢtırıldığında, pozitif 

kontrol ve tüm QPE herbisiti konsantrasyonlarında DNA hasar seviyeleri önemli 

düzeyde artmıĢtır (ġekil 4.3). 48 saat uygulamalarında en yüksek DNA hasar seviyesi 

(70.25±3.71 AU) pozitif kontrol gruplarında belirlenmiĢtir. Süre artımı ile birlikte 

pozitif kontrol grubunda belirlenen DNA hasar seviyesi (89.25±3.90 AU) önemli 

düzeyde artmıĢtır (ġekil 4.3). Bununla birlikte, aynı süre uygulanan (48 veya 96 saat) 

QPE herbisitinin test edilen tüm konsantrasyonları arasında (Duncan test, P < 0.5) ve 
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aynı konsantrasyonun farklı süreleri arasında (48 ve 96 saat) (Student-T-test, P < 0.5) 

belirlenen DNA hasar seviyeleri arasında önemli bir fark belirlenmemiĢtir (ġekil 4.3).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.3 Farklı süre ve farklı konsantrasyonda QPE herbisit uygulamasının kök 

nukleuslarında Comet Assayle belirlenen DNA hasar seviyeleri üzerine etkisi.  

[NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol, 10 ppm metil metansulfonat, n = 100, Ortalama değerleri 

gösteren barlara ait standart hata çubukları üzerindeki farklı küçük harf(ler) 48 saat verileri arasında,  

farklı büyük harf(ler) 96 saat verileri arasında Duncan testine göre önemli düzeyde (P ≤ 0.05) farklılıkları 

göstermektedir. *,** ise aynı uygulamanın 48 ve 96 saatleri arasında Student-T-testine göre önemli 

düzeyde (P ≤ 0.05) farklılık olduğunu göstermektedir] 

 

4.4 RAPD Analizleri  

 

4.4.1 Genomik DNA Ġzolasyonu 

 

Uygulama yapılmıĢ ve yapılmamıĢ soğan kök uçlarından yaklaĢık 300 mg kök dokusu 

genomik DNA ekstraksiyonu için kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada, RAPD profillerini daha 

iyi değerlendirebilmek amacıyla 48 ve 96 saat negatif kontrol genomik DNA’ları 

ekstraksiyon sonrası karıĢtırılmıĢtır ve tek bir negatif kontrol grubu oluĢturulmuĢtur. 

Çizelge 4.1 uygulama grupları için spektrofotometre ile okunan A260 ve A280 değerlerini, 
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DNA saflığını (A260/A280) ve elde edilen DNA miktarlarını (µgDNA/ml) 

göstermektedir.  

 

Çizelge 4.1 Farklı uygulama gruplarına ait 100 mg taze kök dokusundan izole edilen ve 

spektrofotometre ile belirlenen genomik DNA miktar ve saflığı. [NK: negatif kontrol, PK; 10 

ppm metil metansulfonat] 

 

Uygulama Süre A260 A280 A260/A280 µg DNA/ml 

NK 48 ve 96 saat 0,034 0,02 1,7 17,0 

PK 
48 saat 0,679 0,361 1,88 339,8 

96 saat 0,186 0,108 1,72 93,0 

0,75 ppm QPE 

48 saat 

0,259 0,13 1,99 129,5 

1,5 ppm QPE 0,585 0,293 1,99 292,5 

3 ppm QPE 0,255 0,131 1,94 127,5 

0,75 ppm QPE 

96 saat 

0,081 0,049 1,65 40,5 

1,5 ppm QPE 0,162 0,086 1,88 81,0 

3 ppm QPE 0,044 0,03 1,46 22,0 

 

Ekstre edilen DNA miktarları göreceli olarak incelendiğinde, negatif kontrol grubuna ait 

100 mg taze kök dokusundan yaklaĢık 17 µg/ml DNA izole edilmiĢtir. 48 saat uygulama 

gruplarından (pozitif kontrol ve üç farklı QPE herbisiti uygulaması) ortalama olarak 222 

µg/ml  DNA izole edilmiĢtir. Ekstre edilen ortalama DNA miktarı 96 saat uygulamaları 

için ise yaklaĢık 60 µg/ml olarak hesaplanmıĢtır. Dolayısıyla, tüm grupların 100 mg taze 

kök dokularından ortalama olarak 126 µg/ml genomik DNA izole edilmiĢtir ve bu 

miktar ile yaklaĢık 2500 adet PCR reaksiyonu (reaksiyon baĢına 50 ng kalıp DNA) 

kurmak mümkündür. Elde edilen genomik DNA’ların saflığı (A260/A280) 1.461.99 

aralığında değiĢmiĢtir (Çizelge 4.1). Genomik DNA’lar 10 ng/µl konsantrasyon olacak 

Ģekilde duble-distile suda (ddH2O) seyreltildikten sonra PCR reaksiyonu kurulumunda 

kullanılmıĢtır. PCR öncesi stok ve çalıĢma genomik DNA’ları -20 °C’de derin 

dondurucuda aliqotlara ayrılarak saklanmıĢtır. 
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4.4.2 RAPD Profillerinin Diyagnostik Analizi 

 

Bu araĢtırmada, % 50-70 GC oranlı Operon A (OPA) ve Operon B (OPB) serisi 40 adet 

primer ön denemelerde kullanılmıĢtır. Bu primerlerden sadece 10 tanesi 

değerlendirilebilir ve bilgi verici RAPD profilleri üretmiĢtir. Bu 10 farklı primerin 

kullanılmasıyla, uygulama yapılmamıĢ (negatif kontrol) ve farklı (48 ve 96 saat) 

sürelerde uygulama yapılmıĢ (pozitif kontrol ve 0.75, 1.5 ve 3.0 ppm QPE herbisiti) 

soğanların kök genomik DNA’larından elde edilen RAPD profillerine ait jel görüntüleri 

ġekil 4.4, 4.5 ve 4.6’de verilmiĢtir. Resimlerde verilen her bir agaroz jelin birinci 

hattında RAPD profillerine ait DNA bantlarının moleküler ağırlığını belirlemek için 100 

bç DNA markörü yürütülmüĢtür. 10 farklı primerle elde edilen görüntülerden,  RAPD 

reaksiyonu sonrası her bir uygulama için amplifiye olan bantların varlığı ―1‖ veya 

yokluğu ―0‖ değerlendirilmiĢtir ve amplifiye olmuĢ bantların moleküler büyüklükleri 

Uvitec paket programı ile tespit edilmiĢtir. Çizelge 4.2, tüm primerler ile uygulama 

gruplarından elde edilen RAPD bantlarının varlığı ve yokluğu için oluĢturulmuĢ ―1-0‖ 

matrisini göstermektedir. 

 

Elde edilen RAPD bulgularına göre, primer OPB02 (7 DNA bandı) her bir uygulama 

grubunda aynı DNA bantlarını üretmiĢtir (ġekil 4.5). Bu nedenle OPB02 primerinin 

ürünleri RAPD değerlendirmelerinden çıkarılmıĢtır. RAPD çalıĢmalarında kullanılan ve 

polimorfik DNA bandı üreten primerler, primer sekansları, her bir primerle elde edilmiĢ 

DNA moleküler büyüklük aralığı, negatif kontrolde elde edilen DNA bant sayısı, 

monomorfik ve polimorfik DNA bant sayıları Çizelge 4.3’te 48 ve 96 saat uygulamaları 

için verilmiĢtir. Negatif kontrol grubunda çoğalmıĢ DNA bantlarının moleküler 

büyüklükleri 319 bç (OPA10) ile 2219 bç (OPB06) aralığında değiĢmiĢtir ve test 

edilmiĢ 9 farklı primerle toplamda 94 PCR bandı çoğalmıĢtır.  

 

48 saat uygulama gruplarında moleküler ebatları 252 bç (OPA04) ile 2219 bç (OPA06) 

aralığında değiĢen 61 adedi polimorfik, 51 tanesi ise monomorfik olan toplamda 112 

farklı DNA bandı çoğalmıĢtır. Dolayısıyla, 48 saat uygulamasına ait RAPD bantlarının 

polimorfik ve monomorfik yüzdeleri sırasıyla % 54,6 ve % 45,5 olarak hesaplanmıĢtır 

(Çizelge 4.3). Bununla birlikte, 96 saat uygulamasında, 48 saat uygulaması ile aynı 
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moleküler büyüklük aralığında, toplamda 109 farklı DNA bandı çoğalmıĢtır. Bu 

bantlardan 58 tanesinin polimorfik, 51 tanesinin monomorfik olduğu belirlenmiĢtir. 96 

saat uygulamasına ait RAPD bantlarının polimorfik ve monomorfik yüzdeleri sırasıyla 

% 53,2 ve % 46,7 olarak hesaplanmıĢtır (Çizelge 4.3).  

 

Negatif kontrol, pozitif kontrol ve QPE herbisiti uygulanmıĢ soğanlara ait RAPD 

profillerinin DNA bandı sayı ve ebatlarında belirgin farklılıklar belirlenmiĢtir. RAPD 

bant profillerindeki değiĢiklikler Çizelge 4.4’de özetlenmiĢtir. Uygulama grubu RAPD 

profillerinde, negatif kontrol grubunda mevcut olan bantlarda kaybolma veya negatif 

kontrol RAPD profilinde olmayan yeni DNA bantların uygulama grubu RAPD 

profillerinde oluĢması değiĢikliklerin nedenini oluĢturmuĢtur. 48 ve 96 saat 

uygulamalarında kaybolan veya yeni oluĢan DNA bantlarının moleküler ebatları 

genelde 1000 bç’den daha küçük olduğu gözlemlenmiĢtir.  

 

48 saat süreyle pozitif kontrol ve farklı QPE herbisiti ile uygulama yapılmıĢ gruplarda 

primer OPA03 ile belirlenen RAPD profilleri negatif kontrol grubu ile tamamen aynı 

olmuĢtur. Buna ilaveten, 48 süreyle uygulanmıĢ pozitif kontrolde OPA04 ile yeni bant 

oluĢumu, OPB07 ile bant kaybı gerçekleĢmemiĢtir. Bununla birlikte, diğer primer 

koĢullarında negatif kontrole göre en az bir bant kaybı ve/veya yeni bant oluĢumu 

belirlenmiĢtir. Pozitif kontrolde kaybolan bantların sayısı (26 bant) yeni oluĢanlardan 

(12 bant) daha fazla olduğu tespit edilmiĢtir. Negatif kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında, OPA02 ve OPA10 primerleri için pozitif kontrolde sırasıyla 6 ve 9 

bant kaybı tespit edilmiĢtir (Çizelge 4.4). 48 saat süreyle uygulanan QPE 

uygulamalarında OPA03 ve OPA07 primerlerinde polimorfik DNA bandı 

belirlenmemiĢtir. Fakat diğer primerlerle en az bir bant kaybı ve/veya yeni bant 

oluĢumu belirlenmiĢtir (Çizelge 4.4). Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında, 48 saat 

uygulamasında toplamda en fazla DNA bandı değiĢimi (38 kaybolan veya yeni oluĢan 

bant) pozitif kontrol grubunda belirlenmiĢtir. 0.75, 1.5 ve 3.0 ppm QPE 

uygulamalarında belirlenen toplam DNA bandı değiĢimi sayısı sırasıyla 30, 35 ve 29 

olarak bulunmuĢtur (Çizelge 4.4). Dolayısıyla, 48 saat uygulamasında, soğan kök 

dokusunda en fazla DNA bandı değiĢimi 1.5 ppm QPE uygulamasında belirlenmiĢtir. 
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96 saat uygulamasında, pozitif kontrol RAPD profillerinde, negatif kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında, tüm primerlerde en az bir adet bant kaybı ve/veya yeni bant 

oluĢumu gözlenmiĢtir (Çizelge 4.4). Pozitif kontrol RAPD profillerinde belirlenmiĢ olan 

bant değiĢim sayısı 41’dir. Bu grupta kaybolan bantların sayısı (30) yeni oluĢan (11) 

bantlardan daha fazladır. 96 saat QPE herbisiti uygulamalarında, negatif kontrolle 

karĢılaĢtırıldığında, toplamda belirlenen RAPD bandı değiĢimi doza bağımlı olarak 

artmıĢtır. 0.75, 1.5 ve 3.0 ppm QPE herbisiti uygulamalarında toplam bant değiĢimleri 

sırasıyla 22, 26 ve 27 olarak belirlenmiĢtir. Pozitif kontrole benzer Ģekilde, tüm QPE 

herbisiti uygulamalarında kaybolan bantların sayısı yeni oluĢan bant sayısından daha 

fazla bulunmuĢtur (Çizelge 4.4).  

 

Bununla birlikte, 48 ve 96 saat uygulamalarına ait pozitif kontrol gruplarında toplamda 

48 farklı bantta kayıp veya yeni bant oluĢumu belirlenmiĢtir. Bu polimorfik bantlardan 

31 adedi (% 63’ü) aynı moleküler ağırlıkta ve ortak polimorfik bantların olduğu 

belirlenmiĢtir (Çizelge 4.4). Benzer iliĢkideki polimorfik bantlar 48 ve 96 saat QPE 

herbisiti uygulamaları arasında belirlenmiĢ olsa da bu bantların sayısı oldukça azdır, bu 

nedenle değerlendirme yapılmamıĢtır. Fakat 48 ve 96 saat uygulamalarında belirlenen 

bant değiĢim sayıları karĢılaĢtırıldığında, 48 saat uygulamasında belirlenen polimorfik 

bantların sayıları 96 saat uygulamalarında belirlenenlerden daha fazla bulunmuĢtur 

(Çizelge 4.4).  
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ġekil 4.4 Farklı süre konsantrasyonda QPE herbisit uygulanmıĢ soğan genomik 

DNA’larından OPA01, OPA02, OPA03 ve OPB04 primerleri ile elde edilen RAPD 

profilleri.  

[M: GeneRuler 100 bp, Fermentas;  NK: negatif kontrol; MMS: 10 ppm metil metansulfonat, pozitif 

kontrol]. 
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ġekil 4.5 Farklı süre konsantrasyonda QPE herbisit uygulanmıĢ soğan genomik 

DNA’larından OPA10, OPB01, OPB02 ve OPB05 primerleri ile elde edilen RAPD 

profilleri.  

[M: GeneRuler 100 bp, Fermentas;  NK: negatif kontrol; MMS: 10 ppm metil metansulfonat, pozitif 

kontrol]. 
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ġekil 4.6 Farklı süre konsantrasyonda QPE herbisit uygulanmıĢ soğan genomik 

DNA’larından OPB06 ve OPB07 primerleri ile elde edilen RAPD profilleri.  

[M: GeneRuler 100 bp, Fermentas;  NK: negatif kontrol; MMS: 10 ppm metil metansulfonat, pozitif 

kontrol]. 
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Çizelge 4.2 Her bir uygulama örneği için 10 primerle belirlenen DNA bantların ebatları 

(BE) ve negatif kontrole göre, QPE uygulamalarında mevcut ―1‖ ve kayıp ―0‖ RAPD 

bantları. [NK: negatif kontrol, PK; 10 ppm metil metansulfonat] 

 

    48 saat  96 saat 

   QPE (ppm)    QPE (ppm) 

 Primer BE 0,75 1,5 3 PK NK PK 0,75 1,5 3 

1 OPA 01 1387 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2  1266 1 1 1 0 1 0 1 1 1 

3  1161 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4  1010 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5  929 1 0 1 1 1 0 1 1 1 

6  840 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7  793 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8  754 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9  625 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10  590 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11  505 0 1 0 1 0 1 1 1 1 

12 OPA 02 2082 1 1 1 0 1 0 1 1 1 

13  1937 1 1 1 0 1 0 1 1 1 

14  1525 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

15  1662 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

16  1333 0 1 1 0 1 0 0 0 0 

17  1153 0 0 1 0 1 0 0 0 0 

18  1076 0 0 1 0 1 1 1 0 0 

19  985 0 0 0 1 1 1 0 0 0 

20  877 0 0 1 1 1 0 0 0 0 

21  821 1 1 0 1 1 1 1 1 1 

22  750 1 1 0 1 1 1 1 1 1 

23  690 0 0 0 1 0 1 1 1 1 

24  628 0 0 0 1 1 1 0 0 0 

25  500 0 0 0 1 1 1 0 0 1 

26  453 1 0 0 0 1 0 0 0 0 

27  350 1 1 1 1 0 0 0 0 1 

29 OPA 03 1257 1 1 1 1 1 0 1 1 1 

30  1083 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

31  925 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

32  816 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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    48 saat  96 saat 

   QPE (ppm)    QPE (ppm) 

 Primer BE 0,75 1,5 3 PK NK PK 0,75 1,5 3 

33  674 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

34  486 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

35  430 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

36 OPA 04 1401 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

37  1936 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

38  1632 0 1 1 0 0 0 0 0 0 

39  1217 0 0 1 0 1 0 0 0 1 

40  1086 1 1 0 1 1 1 1 1 1 

41  1023 0 0 1 1 1 1 1 0 0 

42  963 1 0 0 1 1 1 1 1 1 

43  900 0 1 1 0 0 1 0 0 1 

44  823 1 1 0 1 1 0 1 1 1 

45  762 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

46  752 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

47  662 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

48  530 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

49  455 1 1 1 1 1 0 1 1 1 

50  334 1 1 1 1 1 1 0 0 1 

51  252 0 1 0 0 0 0 0 1 0 

52 OPA 10 1541 1 1 1 0 1 0 1 0 0 

53  1434 1 1 1 0 1 0 1 1 1 

54  1187 1 1 1 0 1 1 0 0 0 

55  1071 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

56  990 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

57  891 1 1 1 1 0 0 0 0 0 

58  818 0 0 0 0 1 0 1 1 1 

59  732 0 0 0 1 1 1 0 1 1 

60  659 1 1 1 0 0 1 0 1 1 

61  600 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

62  576 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

63  446 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

64  396 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

65  359 0 1 0 0 1 0 1 1 0 

66  319 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

67 OPB 1 1898 0 0 1 0 1 0 1 1 1 



40 
 

    48 saat  96 saat 

   QPE (ppm)    QPE (ppm) 

 Primer BE 0,75 1,5 3 PK NK PK 0,75 1,5 3 

68  1701 0 0 1 0 1 0 1 1 1 

69  1542 0 0 1 0 1 0 1 1 1 

70  1446 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

71  1375 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

72  1154 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

73  1087 1 0 1 1 1 1 1 1 0 

74  1011 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

75  959 1 1 1 0 1 0 1 1 1 

76  891 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

77  844 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

78  766 1 1 1 1 1 0 1 1 1 

79  707 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

80  632 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

81  555 0 0 0 1 0 1 0 0 0 

82  464 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

83  400 0 0 0 1 1 1 0 0 0 

84 OPB 2 1056 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

85  975 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

86  810 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

87  754 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

88  710 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

89  350 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

90  245 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

91 OPB 5 1733 1 1 1 0 1 0 1 1 1 

92  1547 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

93  1406 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

94  1281 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

95  1173 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

96  1027 1 0 0 0 1 1 0 1 0 

97  874 0 1 1 1 1 1 1 1 1 

98  923 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

99  845 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

100  766 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

101  700 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

102  607 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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    48 saat  96 saat 

   QPE (ppm)    QPE (ppm) 

 Primer BE 0,75 1,5 3 PK NK PK 0,75 1,5 3 

103  539 0 0 0 1 0 1 0 0 0 

104 OPB 6 2219 1 1 1 0 1 0 1 1 1 

105  1475 0 0 1 1 0 0 1 0 1 

106  1151 0 0 0 0 1 0 1 1 1 

107  1052 1 1 0 0 1 0 1 0 0 

108  915 1 1 1 1 1 1 0 0 0 

109  879 1 1 1 1 0 1 1 1 1 

110  857 1 1 1 1 1 0 1 1 1 

111  635 0 0 0 1 1 1 1 0 1 

112  568 1 0 0 1 0 0 1 1 1 

113  537 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

114  439 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

115  394 0 0 1 1 0 0 0 0 0 

116 OPB7 978 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

117  900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

118  800 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

119  735 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

120  684 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

121  600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

122  300 0 0 0 1 0 1 0 0 0 
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Çizelge 4.3 Farklı sürelerde (48 ve 96 saat) herbisiti uygulamalarına maruz bırakılmıĢ soğan bitkileri için RAPD çalıĢmalarında kullanılan 

primerler, primer sekansları, her bir primerle elde edilmiĢ DNA ebat aralığı, negatif kontrolde elde edilen DNA bant sayısı, monomorfik ve 

polimorfik DNA bant sayıları.  

 

Süre Primer 
En büyük 

bant (bp) 

En küçük 

bant (bp) 

NK bant 

sayısı 

Uygulamalarda 

çoğalmıĢ bant 

sayısı 

Polimorfik 

bant sayısı 

Monomorfik 

bandı sayısı 

Toplam 

bant sayısı 

4
8

 S
a

a
t 

OPA01 1387 505 10 40 3 8 11 

OPA02 2082 350 13 32 15 1 16 

OPA03 1257 430 7 28 0 7 7 

OPA04 1936 252 11 41 9 6 15 

OPA10 1541 319 13 30 12 3 15 

OPB01 1898 400 14 43 9 7 16 

OPB05 1733 539 12 44 4 9 13 

OPB06 2219 394 8 38 8 4 12 

OPB07 978 300 6 25 1 6 7 

Toplam 94 321 61 51 112 

9
6
 S

a
a
t 

OPA01 1387 505 10 42 3 8 11 

OPA02 2082 350 13 29 13 3 16 

OPA03 1257 430 7 27 1 6 7 

OPA04 1936 252 11 39 8 6 14 

OPA10 1541 319 13 28 11 3 14 

OPB01 1898 400 14 49 9 7 16 

OPB05 1733 539 12 46 3 10 13 

OPB06 2219 439 8 31 9 2 11 

OPB07 978 300 6 25 1 6 7 

Toplam 94 316 58 51 109 
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Çizelge 4.4 Negatif kontrol (NK) RAPD profillerinde belirlenen DNA bant sayıları, ve negatif kontrole göre uygulama gruplarında 

belirlenen yeni oluĢan (+) ve kaybolmuĢ (-) DNA bantlarının UVIsoft görüntü analiz program ile belirlenen moleküler ebatları (baz çifti, 

bç). [ND: negatif kontrol ile karĢılaĢtırıldığında uygulama fidelerinin RAPD profillerinde değiĢiklik olmadığını belirtmektedir; PK, pozitif 

kontrol] 

   48.sa  96.sa 

    QPE (ppm)   QPE (ppm) 

Primer NK  PK 0,75  1,5  3  MMS 0,75 1,5  3 

OPA01 10 + 505 ND 505 ND  505 505 505 505 

  - 1266 ND 929 ND  929;1266 ND ND ND 

OPA02 13 + 350;690 350 350;1525 350  690 690 690 350;690 

  

- 453;1076;1

153;1333;1

937;2082 

500;628;87

7;985;1076

;1153;1333 

453;500;62

8;877;985;

1076;1153 

453;500;62

8;750;821;

985 

 453;877;115

3;1333;1937

;2082 

453;500;628

;877;985;11

53,1333 

453;500;628

;877;985;10

76;1153;133

3 

453;628;877

;985;1076;1

153;1333 

OPA03 7 + ND ND ND ND  ND ND ND ND 

  - ND ND ND ND  1257 ND ND ND 

OPA04 11 

+ ND 1936 252;900;16

32 

900;1632  762;900 ND 252 900 

  

- 1217 1023;1217 963;1023;1

217 

823;963;10

86 

 455;823;121

7 

334;1217 334;1023;12

17 

1023 

OPA10 13 + 891 659;891 659;891 659;891  659 ND 659 659 

  

- 359;396;44

6;600;818;

1071;1187;

1434;1541 

359;396;44

6;600;732;

818;1071 

396;446;60

0;732;818;

1071 

396;446;60

0;732;818;

1071 

 359;396;446

;600;818;10

71;1434;154

1 

396;446;600

;732;1071;1

187 

396;446;600

;1071;1187;

1541 

359;396;446

;600;1071;1

187;1541 

OPB01 14 + 400;555 1446 1446 1446  400;464;555 ND ND ND 
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- 959;1542;1

701;1898 

1154;1542;

1701;1898 

1087;1154;

1542;1701;

1898 

1154  766;959;154

2;1701;1898 

ND ND 1087 

OPB05 12 + 539 ND ND ND  539 ND ND ND 

  - 1027;1733 974 1027 1027  1733 1027 ND 1027 

OPB06 8 

+ 394;568;87

9;1475 

568;879 879 394;879;14

75 

 879 568;879;147

5 

568;879 568;879;147

5 

 

 - 1052;1151;

2219 

635;1151 635;1151 635;1052;1

151 

 857;1052;11

51;2219 

915 635;915;105

2 

915;1052 

OPB07 6 + 300 ND ND ND  300 ND ND ND 

  - ND ND ND ND  ND ND ND ND 

Toplam 
12(+); 26(-) 

38 

7(+) 23(-) 

30 

10(+) 25(-) 

35 

9(+) 20 (-) 

29 
 

11(+) 30 (-) 

41 

5 (+) 17 (-) 

22 

6 (+) 20 (-) 

26 

7 (+) 20 (-) 

27 
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4.4.3 RAPD Profillerinin Numerik Analizi 

 

Tüm primerlerle belirlenen bantların varlığı ―1‖ ve yokluğunu ―0‖ gösteren matris 

tablosu hazırlanmıĢtır (Çizelge 4.2). Soğan köklerinde uygulama solüsyonlarıyla teĢvik 

edilmiĢ DNA polimorfizm seviyesini hesaplamak amacıyla Jaccard algoritması 

kullanılarak UPGMA metoduna göre genetik benzerlik katsayıları FreeTree paket 

programı yardımıyla oluĢturulmuĢtur (Pavlíèek et al. 1999). 48 ve 96 saat süreyle 

yapılan pozitif kontrol ve farklı konsantrasyonlardaki QPE herbisit i uygulamalarına ait 

genetik yakınlık katsayıları Çizelge 4.5’de verilmiĢtir. 48 saat uygulamasında, negatif 

uygulama grubuna genetik olarak en uzak (0.669) pozitif kontrol uygulaması 

belirlenmiĢtir. Bununla birlikte, QPE herbisiti uygulama konsantrasyonlarının genetik 

benzerlik katsayıları negatif kontrole göre yakından uzağa doğru 3.0 ppm QPE herbisiti 

(0.718) > 0.75 ppm QPE herbisiti (0.713) > 1.5 ppm QPE herbisiti (0.676) Ģeklinde 

sıralanmıĢtır (Çizelge 4.5). 48 saat uygulamasına benzer Ģekilde, 96 saat uygulamasında 

negatif kontrole genetik olarak en uzak (0.640) grubu pozitif kontrol uygulaması 

oluĢturmuĢtur (Çizelge 4.5). Bununla birlikte, 96 saat QPE uygulamalarından negatif 

kontrole en yakın (0,783) grubu 0.75 ppm QPE herbisiti oluĢturmuĢtur. Yapılan 

hesaplamalara göre, 1.5 ve 3.0 ppm QPE herbisiti uygulamalarının negatif kontrole göre 

benzerlik katsayıları sırasıyla 0.748 ve 0.743 olarak belirlenmiĢtir. Bununla birlikte, 48 

saat QPE herbisiti uygulamalarının negatif kontrol grubuna göre yakınlık değerleri 96 

saat uygulamalarına göre daha uzak çıkmıĢtır (Çizelge 4.5).  

 

RAPD çalıĢmasında kullanılan gruplar için hesaplanmıĢ olan genetik yakınlık 

değerlerinden yola çıkılarak genetik iliĢkinin ağaçlandırılması UPGMA yöntemine göre 

FreeTree programında yapılmıĢtır. RAPD verilerinden dendogram oluĢturmak için ―1‖ 

ve ―0‖ matriksi değerleri FreeTree programında 1000 kez farklı Ģekillerde çalıĢtırılarak 

olası dendogramlar belirlenmiĢtir. RAPD verileri 48 saat, 96 saat ve tüm (48 ve 96 saat) 

uygulamalar Ģeklinde ayrı ayrı analiz edilmiĢtir. Elde edilen referans dendogramlar 

TreeView paket programı (Page 1996) kullanılarak çizilmiĢtir.  

 

48 saat uygulama grupları için 23 farklı dendogram ağacı elde edilmiĢtir ve en çok 

oluĢan referans dendograma göre, pozitif kontrol diğer gruplardan bağımsız bir Ģekilde 
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% 100 bootstrapt değerinde (bootstrapt değeri; iki küme veya çifti ayrıĢtırma gücü) 

ayrılmıĢtır (ġekil 4.7). Ġkinci kümede, negatif kontrol grubu tek baĢına grup 

oluĢturmuĢtur. Negatif kontrol, pozitif kontrolle % 100, 3.0 ppm QPE grubu ile % 70 

oranda ayrılmıĢtır. 0.75 ve 1.5 ppm QPE grupları % 85 oranı ile birlikte gruplanmıĢtır 

ve bu grup daha sonra 3.0 ppm QPE uygulaması ile % 84 oranı ile kümelenmiĢtir (ġekil 

4.7).  

 

96 saat uygulama grupları için 1000 defa tekrarlanan kümeleme analizinde ise sadece 10 

farklı UPGMA dendogramı oluĢturmuĢtur. En sık tekrarlayan referans dendogram ġekil 

4.8’de verilmiĢtir. 96 saat uygulama grubundan elde edilen dendogram, 48 saat 

uygulaması için elde edilen dendogramla tamamen benzerdir (ġekil 4.7 ve 4.8). 

Bununla birlikte, 96 saat uygulama grubu için elde edilen referans dendogramın grupları 

kümeleme gücü oldukça yüksek oranda olmuĢtur (ġekil 4.8). Referans kümeleme 

analizine göre pozitif kontrol, negatif kontrol ve 3.0 ppm QPE uygulamaları tek baĢına 

kümelenirken 0.75 ve 1.5 ppm QPE uygulamaları düĢük bootstrapt değeri ile küme 

oluĢturmuĢtur.  

 

ġekil 4.9 tüm deneme gruplarının toplu UPGMA dendogramı göstermektedir. Bu 

dendogram analizine göre, tüm gruplar 3 farklı küme oluĢturmuĢtur. Ġlk kümede, 48 ve 

96 saat pozitif kontrol grupları 98 bootstrapt değeri ile birlikte gruplanmıĢtır. Ġkinci ve 

üçüncü kümeler % 91 oranında birinci kümeden ayrılmıĢtır. Ġkinci küme 48 saat farklı 

konsantrasyonlarda (0.75, 1.5 ve 3.0 ppm) QPE herbisiti uygulama gruplarından 

oluĢmuĢtur.  Üçüncü kümede ise tek baĢına gruplanmıĢ olan negatif kontrol grubu ve 96 

saat farklı konsantrasyonlardaki (0.75, 1.5 ve 3.0 ppm) QPE herbisiti uygulamalarından 

oluĢan alt kümeden oluĢmaktadır (ġekil 4.9).  
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Çizelge 4.5 9 primerle elde edilmiĢ RAPD bulgularına göre QPE herbisitinin 48 ve 96 

uygulamalarında Treview Paket programında hesaplanmıĢ olan (Nei 1978) genetik 

benzerlik katsayıları. [NK: negatif kontrol, PK; 10 ppm metil metansulfonat] 

 

Süre Uygulamalar Uyg. No 1 2 3 4 5 

4
8
 S

a
a
t 

0,75 ppm QPE  1 1.000     

1,5 ppm QPE  2 0,837 1.000    

3 ppm QPE  3 0,755 0,784 1.000   

PK 4 0,683 0,644 0,641 1.000  

NK 5 0,713 0,676 0,718 0,669 1.000 

9
6
 S

a
a
t 

0,75 ppm QPE  1 1.000     

1,5 ppm QPE  2 0,891 1.000    

3 ppm QPE  3 0,863 0,882 1.000   

PK 4 0,625 0,637 0,650 1.000  

NK 5 0,783 0,748 0,743 0,640 1.000 

 

 

 

 

 

ġekil 4.7 48 saat süreyle uygulanan QPE herbisit uygulamaları için 9 primerle elde 

edilen RAPD verilerinin FreeTree programında elde edilen ve FreeView paket programı 

ile çizilen UPGMA dendogramı  

[Not: Çatallardaki rakamlar bootstrapt değerlerini göstermektedir ve dendorgamın alt köĢesindeki çizgi 

genetik benzerlik skalasıdır]. 
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ġekil 4.8 96 saat süreyle uygulanan QPE herbisit uygulamaları için 9 primerle elde 

edilen RAPD verilerinin FreeTree programında elde edilen ve FreeView paket programı 

ile çizilen UPGMA dendogramı  

[Not: Çatallardaki rakamlar bootstrapt değerlerini göstermektedir ve dendorgamın alt köĢesindeki çizgi 

genetik benzerlik skalasıdır].  

 

ġekil 4.9 48 ve 96 saat süreli QPE herbisit uygulamaları için 9 primerle elde edilen 

RAPD verilerinin FreeTree programında elde edilen ve FreeView paket programı ile 

çizilen UPGMA dendogramı  

[Not: Çatallardaki rakamlar bootstrapt değerlerini göstermektedir ve dendorgamın alt köĢesindeki çizgi 

genetik benzerlik skalasıdır]. 
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4.4.4 Genomik Kalıp Kararlılığı (GTS, %)  

 

RAPD profillerinde belirlenen değiĢikliklerin nitel bir ölçütünü gösteren genomik kalıp 

DNA kararlılığı (genomic template stability, GTS, %) değerleri test edilen her bir 9 

primer için ayrı ayrı hesaplanmıĢtır ve uygulama grupları için belirlenen ortalama GTS 

değerleri Çizelge 4.6’de verilmiĢtir. Negatif kontrole göre (% 100’e sabitlenmiĢ) GTS 

değerlerindeki en fazla azalma pozitif kontrol uygulamasının 48 (% 62,3) ve 96 (% 

59,4) saat uygulamaları için belirlenmiĢtir. 48 saat QPE herbisiti uygulamaları arasında 

GTS değerindeki en fazla azalma 1.5 ppm QPE herbisiti uygulaması (% 67,3) için 

belirlenmiĢtir. Bununla birlikte, 96 saat QPE herbisiti uygulamalarındaki GTS 

değerlerindeki değiĢim doza bağımlı olarak azalmıĢtır (Çizelge 4.6).  

 

Çizelge 4.6 48 ve 96 saat sürelerle uygulanan farklı konsantrasyonlardaki QPE 

herbisitinin soğanda 9 RAPD primeri için hesaplanmıĢ genomik kalıp kararlılık 

değerleri (GTS, %). [NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol, 10 ppm metil metansulfonat] 

 

  48 saat  96 saat 

   QPE (ppm)   QPE (ppm) 

 NK PK 0,75 1,5 3  PK 0,75 1,5 3 

OPA01 100,0 80,0 100,0 80,0 100,0  70,0 90,0 90,0 90,0 

OPA02 100,0 38,5 38,5 30,8 46,2  46,2 38,5 30,8 30,8 

OPA03 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0  85,7 100,0 100,0 100,0 

OPA04 100,0 90,9 72,7 45,5 54,5  54,5 81,8 63,6 81,8 

OPA10 100,0 23,1 30,8 38,5 38,5  30,8 53,8 46,2 38,5 

OPB01 100,0 67,1 64,3 57,1 85,7  42,9 100,0 100,0 92,9 

OPB05 100,0 75,0 91,7 91,7 91,7  83,3 91,7 100,0 91,7 

OPB06 100,0 12,5 50,0 62,5 25,0  37,5 50,0 37,5 37,5 

OPB07 100,0 83,3 100,0 100,0 100,0  83,3 100,0 100,0 100,0 

Ortalama 100,0 62,3 72,0 67,3 71,3  59,4 78,4 74,2 73,7 

 

 



50 
 

4.5 Kök Büyümesi, Toplam Çözünür Protein Ġçeriği, Comet Skorları ve RAPD 

Profil Parametrelerindeki DeğiĢimlerin KarĢılaĢtırılması 

 

Negatif kontrol parametreleri % 100’e sabitlendikten sonra, negatif kontrole göre kök 

büyümesi, toplam çözünür protein içeriği, comet skorları ve RAPD profil 

parametrelerindeki oransal değiĢimler Çizelge 4.7’de özetlenmiĢtir. 48 ve 96 saat QPE 

uygulamalarında belirgin bir kök büyüme inhibisyonu belirlenmiĢtir. Bununla birlikte, 

48 saat 0.75, 1.5 ve 3.0 ppm QPE herbisiti uygulamalarında hesaplanan kök 

uzunluklarındaki negatif kontrole göre % oranları sırasıyla % 20, % 18, % 12 Ģeklinde 

hesaplanmıĢtır. Aynı QPE herbisiti konsantrasyonları için 96 saat uygulamasında 

negatif kontrole göre hesaplanmıĢ olan kök uzunluk oranları ise sırasıyla % 90, % 68 ve 

% 57 olarak belirlenmiĢtir. Bununla birlikte, 48 ve 96 saat pozitif kontrol 

uygulamalarında kök büyümesi aynı süre QPE herbisiti uygulamaları ile 

karĢılaĢtırıldığında en yüksek seviyede inhibisyon göstermiĢtir. Bulgularımıza göre, 48 

saat QPE herbisiti uygulamalarında toplam çözünür protein içeriğinde azalma 

belirlenmiĢken, 96 saat uygulamalarında doza bağımlı olarak toplam çözünür protein 

içeriğinde artma belirlenmiĢtir. Comet ile belirlenen DNA hasar seviyeleri 48 ve 96 saat 

QPE herbisiti uygulamalarında negatif kontrole göre oransal olarak artmakla birlikte 48 

saat uygulamasında belirlenen artıĢlar (% 228-286) 96 saat uygulamasından (% 172-

261) daha yüksek bulunmuĢtur. Bununla birlikte, 48 ve 96 saat süreyle uygulanan 

pozitif kontrol grupları için comet ile belirlenen DNA hasar seviyeleri negatif kontrole 

göre % 493 ve % 549 oransal artıĢ göstermiĢtir. Negatif kontrole göre RAPD 

profillerindeki değiĢimler değerlendirildiğinde 48 saat QPE uygulamasında en fazla 

oransal değiĢim 1.5 ppm QPE (% 67,3) için belirlenmiĢken, 96 saat uygulaması için 3.0 

ppm (% 73,7) uygulaması için belirlenmiĢtir. RAPD ile belirlenen GTS seviyeleri 48 ve 

96 saat QPE herbisiti uygulamalarında negatif kontrole göre oransal olarak azalmakla 

birlikte 48 saat uygulamasında belirlenen azalmalar (% 67-72) 96 saat uygulamasından 

(% 74-78) daha fazla bulunmuĢtur. 
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Çizelge 4.7 48 ve 96 saat sürelerle uygulanan farklı konsantrasyonlardaki QPE 

herbisitinin soğanda kök büyümesi, toplam çözünür protein içeriği, comet skorları ve 

RAPD profilleri (GTS) parametrelerinde negatif kontrollerine göre (%100’e 

sabitlenmiĢ) değiĢimler. [NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol, 10 ppm metil metansulfonat] 

 

 

%100’e sabitlenmiĢ negatif kontrollerine göre parametrelerdeki % 

değiĢimler 

Uygulamalar Kök uzunluğu Protein içeriği Comet skorları RAPD profilleri 

 48 saat 

NK 100,00 100,00 100,00 100,00 

0,75 ppm  QPE 19,58 87,09 228,07 72,00 

1,50 ppm  QPE 17,92 82,69 285,96 67,33 

3,00 ppm  QPE 11,86 90,12 273,68 71,28 

PK 9,42 122,13 492,98 62,26 

 96 saat 

 NK 100,00 100,00 100,00 100,00 

0,75 ppm  QPE 90,89 103,25 172,31 78,42 

1,50 ppm  QPE 68,15 102,85 261,54 74,23 

3,00 ppm  QPE 56,63 109,91 261,54 73,67 

PK 32,60 157,04 549,23 59,35 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

 

Allium cepa L. çevresel kirleticilerin muhtemel toksisite ve genotoksisite özelliklerini 

belirlemek için yaygın olarak kullanılan bir bitki biyotest organizmasıdır (Fsikejö 

1988). 24 saat distile suda köklendirilen Allium cepa ile test edilen toksik veya 

genotoksik ajanların; ortalama kök uzunluğuna, mitotik indeks seviyesine, anafaz 

köprülerinin sıklığına, kromozom fragmentleri sıklığına, mitotik anormalliklerin 

sıklığına ve mikronükleus sıklığına olan etkileri araĢtırılmaktadır (Fsikejö 1988; Panda 

and Sahu 1985; Fiskesjö 1995; Grover and Kaur 1999). Bununla birlikte, genotoksik 

potansiyele sahip UV, ağır metal veya pestisit gibi etmenlerin doğrudan veya dolaylı 

olarak genotoksik etkilerinin belirlenmesinde tek hücre jel elektroforezi (comet assay) 

ve rastgele çoğaltılmıĢ polimorfik DNA (RAPD) gibi moleküler teknikler yaygın bir 

Ģekilde kullanılmaktadır (Atienzar et al. 1999; Yildiz et al. 2009). Bu araĢtırma 

kapsamında, quizalofop-P-ethyl (QPE) herbisitinin toksik ve genotoksik etkileri Allium 

cepa’da kök inhibisyon testi, kök dokusu toplam çözünür protein içeriğindeki 

değiĢimlerin belirlenmesi, kök dokusu nukleus DNA’sındaki hasar seviyesinin comet 

assayle belirlenmesi ve RAPD tekniği kullanarak genomik DNA içeriğindeki 

değiĢimlerin belirlenmesi hedeflenmiĢtir.  

 

Allium testi, çevresel tehlikeye neden olan kimyasallar, kirleticiler için hızlı ve ucuz bir 

tarama yöntemidir ve diğer organizmalarla yapılan test sistemleri ile de karĢılaĢtırılabilir 

sonuçlar sağlamaktadır. Çevresel kirleticilerin Allium kök büyümesinde inhibisyon etkisi ile 

mitotik indeks seviyesi gibi mikroskobik etkileri arasında iyi bir paralellik olduğu 

bildirilmiĢtir (Fiskesjö 1985). AraĢtırmamızda, QPE herbisitinin toksik etkilerinin 

belirlenmesi amacıyla gerçekleĢtirilen Allium kök büyümesi, güneĢ ıĢığından uzakta ve 24 

saat süreyle distile suda köklendirilmiĢ soğanlar üzerinde gerçekleĢtirilmiĢtir. GüneĢ ıĢığı 

kök büyümesinde inhibisyona neden olduğu, bu nedenle de deney düzeneğinin gölge 

ortamında yapılması gereği vurgulanmıĢtır (Evans et al. 1957). Ayrıca, standart köklenmeyi 

sağlamak, kök primordiyalarının herhangi bir nedenle zarar görmüĢ olma ihtimalini ortadan 

kaldırmak ve olası dormansi durumlarını göz ardı etmemek için 24 veya 48 saat süresince 

distile su ile köklendirilmiĢ soğanların kullanılması Allium testler için yaygın bir 

uygulamadır  (Fiskesjö 1988; Liu et al. 1992; Rank and Nielsen 1997; Grover and Kaur 

1999). AraĢtırmamızda, distile suda 24 saat süreyle homojen olarak köklenmiĢ soğanlar 
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herbisit uygulamalarına maruz bırakılmıĢtır. Negatif kontrol grupları ile karĢılaĢtırıldığında, 

48 ve 96 saat süreyle 1.5 ve 3.0 ppm uygulanan QPE herbisiti Allium kök büyümesini 

önemli oranda inhibe etmiĢtir. ÇalıĢmamızda, negatif kontrol gruplarına göre, QPE herbisiti 

uygulamaları arasında en fazla kök inhibisyonu (her iki süre için %56) 3.0 ppm uygulaması 

için belirlenmiĢtir. Bununla birlikte, 48 ve 96 saat denemelerinde en yüksek Allium kök 

inhibisyon değerleri 10 ppm metil metansulfanat (pozitif kontrol) uygulama grubunda elde 

edilmiĢtir. Herbisit (2,4-D, dikamba, QPE, vb.) veya ağır metal (kurĢun, kadmiyum, cıva, 

vb.)  gibi toksik kimyasallara maruz kalmıĢ biyotest bitkilerinde kök geliĢiminin önemli 

düzeyde engellendiğine yönelik araĢtırma raporları mevcuttur (Atienzer et al. 1999; Liu et 

al. 2005; Yildiz and Arikan 2008; Cenkci et al. 2009, Bozdağ 2009).  

 

Çevresel kirleticilere maruz kalmıĢ organizmaların nükleik asit ve protein içeriklerinde 

değiĢmeler olabilir ve biyosentez metabolizmasındaki değiĢiklikler kirleticilerin 

belirlenmesine yönelik bir markör olarak kullanılabilir (Singh and Tewari 2003). 

YapmıĢ olduğumuz literatür araĢtırmasına göre, quizalofop-P-ethyl herbisitinin bitki 

toplam çözünür protein içeriğine olan etkileri ile ilgili bir araĢtırma raporu mevcut 

değildir. Bununla birlikte, 2,4-D ve dikamba gibi herbisitlerin bitkilerde protein 

içeriğini arttırabildiği veya azaltabildiği bildirilmiĢtir (Bozdağ 2009). Protein 

içeriğindeki bu azalma ve artıĢların herbisit çeĢidine, herbisit oranına, uygulandığı 

dokuya, çoğalma fazına bağlı olabileceği vurgulanmıĢtır (Duffard et al. 1993; Blanco et 

al. 1997; Fonseca et al. 2008; Peixoto et al. 2008). AraĢtırmamızda, negatif kontrol 

grubu 48 saat uygulamasında toplam çözünür protein içeriği 96 saat uygulamasına göre 

daha yüksek çıkmıĢtır. Bu durumun süreye bağımlı olarak Allium köklerinin toplam 

çözünür protein içeriğinde değiĢikliklerin olabileceğini bildirilmiĢtir. Kadmiyum ağır 

metalinin sarımsakta (Allium sativum) protein içeriğine olan etkisinin araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada, kontrol grubu sarımsak kök dokularında toplam çözünür protein içeriğinin 

süreye bağlı olarak azalma ve artmaların olabileceği gösterilmiĢtir (Zhang et al. 2005). 

Sonuçlarımıza göre, QPE stres süresinin artmasıyla protein içeriğinde negatif kontrol 

grubuna göre belirgin bir artıĢ belirlenmiĢtir, diğer bir ifadeyle 96 saat stres 

uygulamasında sentezlenmiĢ olan protein miktarı 48 saatte belirlenmiĢ olana göre daha 

fazla bulunmuĢtur. Oksidatif stres altında fitoĢelatinler ve metallotioninler gibi Ģok 

proteinlerin sentezinde belirgin artıĢlar olabileceği bildirilmiĢtir  (Grill et al. 1985; Ma 
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et al. 2003). Bour et al. (1977) pikloram,
 
tebuthiuron ve 2,4-D’nin bitkilerde protein 

içeriğini azalttığını, glyphosate herbisitinin ise arttırdığını rapor etmiĢtir.  

 

Herbisitlerin bitki ve hayvan hücrelerindeki genotoksik etki mekanizmaları genelde tam 

olarak bilinmemektedir (Gonzales et al. 2005). Bununla birlikte, 2,4-D ve dikamba gibi 

fenoksi grubu herbisitlerin ökaryotik hücrelerde peroksizom içeriğini önemli oranda 

arttırdığı bildirilmiĢtir (Lundgren et al. 1987; Espandiari et al. 1995). Literatürde, QPE 

herbisitinin sitogenetik etkileri üzerine ilgili bir araĢtırma raporu mevcutken (Yildiz and 

Arikan 2008) bu herbisitin DNA molekülünde hasar oluĢturup oluĢturmadığı ile ilgili 

bir bilgi birikimi yeterli değildir. QPE herbisiti Allium kök hücrelerinde konsantrasyona 

bağlı olarak toplam kromozomal aberasyonları ve mikronükleus oluĢumlarını arttırdığı 

bildirilmiĢtir (Yildiz and Arikan 2008). Comet assay, geniĢ bir spektrumda DNA 

hasarının belirlenmesi için kullanılan oldukça hassas bir genotoksisite testidir (Fairbairn 

et al. 1995; Anderson et al. 1994). Hasarlı ve hasarsız ökaryotik çekirdeklerin bir 

elektriksel alanda agaroz jeldeki göçlerinin ölçülmesi ile gerçekleĢtirilen alkali comet 

assayle; tek ve çift iplik DNA kırıkları, abazik bölgeler, tamamlanmamıĢ DNA onarım 

bölgeleri ve genomik DNA’daki yapısal değiĢiklikler belirlenmektedir (Fairbairn et al. 

1995; Singh et al. 1988; Tice et al.  2000). Son yıllarda yapılan bazı çalıĢmalarda, tek 

iplik DNA kırıklarını belirleyen orta alkali comet assay (pH 12.3) Lupinus luteus L. 

(Rucinska et al. 2004) Nicotiana tabacum L. (Gichner et al. 2003, 2004, 2008), Allium 

cepa (Yildiz et al. 2009) ve Phaseolus vulgaris (Bozdağ 2009) bitki türleri kök 

dokularında çevresel kirleticilerin genotoksik etkilerini takip etmekte baĢarılı bir Ģekilde 

kullanılmıĢtır. ÇalıĢmamızda, 48 ve 96 saat süreyle 0.75, 1.5 ve 3.0 ppm 

konsantrasyonlarda uygulanan QPE herbisiti negatif kontrole göre Allium kök 

nukleuslarında DNA tek iplik kırıklarına neden olduğu belirlenmiĢtir. Bununla birlikte, 

uygulama konsantrasyonları ve süreleri arasında yapılan istatistiksel karĢılaĢtırmalarda 

QPE teĢvikli DNA tek iplik kırıklarının seviyeleri arasında önemli bir fark 

bulunmamıĢtır (P < 0.05). Bununla birlikte, pozitif kontrol uygulaması Allium kök 

dokusu nukleuslarında QPE herbisiti uygulamalarına göre daha fazla tek iplik DNA 

kırıklarına neden olmuĢtur.  

 

Rastgele çoğaltılmıĢ polimorfik DNA (RAPD) genotoksik potansiyele sahip 

kimyasalların DNA üzerindeki etkilerinin ortaya çıkarılmasında biyomarkör olarak 
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kullanılabilmektedir (Savva 1996). RAPD tekniği koĢullar iyi ayarlandıktan sonra 

güvenilebilir ve tekrarlanabilir bir moleküler yöntemdir (Atienzar and Jha 2006). 

Genotoksinlerin DNA üzerinde dolaylı veya doğrudan neden oldukları nokta 

mutasyonları, büyük kromozomal düzenlemeler, DNA köprüleri, DNA iplik kırılmaları, 

apürinik ve apürimidinik bölgelerin oluĢumları gibi DNA’da oluĢan hasar ve 

mutasyonların seviyeleri hakkında RAPD tekniği kullanılarak bilgi alınabilir (Atienzar 

et al. 1999). UV radyasyonu (Atienzar et al. 1999), benzo[a]pyrene (Castano and 

Becceril 2004), oksinik herbisitler (Bozdağ 2009) ve ağır metaller (Enan 2006; Liu et al 

2007; Cenkci et al. 2009, 2010) gibi bazı DNA hasar ajanları tarafından uyarılan 

genomik DNA tahribatları RAPD tekniği kullanılarak baĢarılı bir Ģekilde çalıĢılmıĢtır. 

Mevcut çalıĢmada, farklı sürelerde uygulanan düĢük konsantrasyonlardaki QPE 

herbisitinin Allium kök dokusu genomik DNA’larında uyardığı DNA değiĢikliklerinin 

seviyesi RAPD tekniği kullanılarak değerlendirilmiĢtir. QPE herbisitinin teĢvik ettiği 

DNA değiĢiklik seviyesinden emin olmak için iyi bir DNA hasar ajanı olan metil 

metansulfonat pozitif kontrol olarak analizlerde kullanılmıĢtır.  

 

ÇalıĢmamızda, negatif kontrol RAPD profillerine göre farklı QPE konsantrasyonları 

tarafından uyarılmıĢ olan DNA tahribatı (DNA hasarı ve/veya mutasyonlar) RAPD 

profillerinde normal DNA bantlarının kaybolması ve/veya yeni DNA bantlarının ortaya 

çıkması Ģeklinde belirlenmiĢtir. QPE herbisitinin Allium cepa’da kromozomal 

aberasyonlara neden olduğu bildirilmiĢtir (Yildiz and Arikan 2008). Bununla birlikte, 

bu araĢtırmada gerçekleĢtirilen comet assay bulguları ile QPE herbisitinin tek iplik 

DNA kırıklarına neden olduğu gösterilmiĢtir. Bantların kaybolması genomik DNA’da 

oksinik herbisitlerle teĢvik edilmiĢ olan DNA hasarları (örneğin, tek iplik kırıkları, çift 

iplik kırıkları, modifiye bazlar, bazsız yerler, okside bazlar, DNA köprüleri, DNA–

protein çapraz bağları), veya nokta ve/veya büyük kromozomal düzenlemeleri içine alan 

mutasyonlardan kaynaklanabilir (Atienzar et al. 1999). PCR reaksiyonu sırasında, 

genomik DNA’nın hasarlı bölgelerine primer bağlanması gerçekleĢmemiĢ veya hasarlı 

kalıp DNA bölgesi ile karĢılaĢmıĢ Taq DNA polimeraz enzimi reaksiyonu terk 

etmesiyle bant kaybı gerçekleĢmiĢ olabilir (Atienzar and Jha 2006). Yeni PCR 

bantlarının ortaya çıkması genellikle nokta mutasyonuyla yeni primer bağlanma 

yerlerinin oluĢması veya iki primer bağlanma yerini yakınlaĢtıran ya da uzaklaĢtıran 
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homolog rekombinasyonlar ve/veya delesyon/insersiyonların varlığını göstermektedir 

(Atienzar et al. 1999; Atienzar and Jha 2006). ÇalıĢmamızda, 48 saat uygulama süresi 

için olan QPE herbisiti uygulama dozları arasında en fazla DNA bandı değiĢimi 1.5 

ppm QPE uygulamasında belirlenmiĢken, 96 saat uygulamalarında doz artıĢı ile birlikte 

RAPD profillerindeki DNA bandı değiĢimi de artmıĢtır.  Bununla birlikte, 48 ve 96 saat 

uygulama süreleri için elde edilen RAPD sonuçları arasında kaybolan bantlar/yeni 

oluĢan bantlar açısından farklılıklar tespit edilmiĢtir. RAPD bulgularına göre, 48 saat 

uygulama süresi için belirlenen toplam RAPD bandı sayısındaki değiĢimler 96 saat 

uygulama süresi için belirlenenden daha fazla olduğu belirlenmiĢtir. Bununa birlikte, 

tüm QPE herbisiti uygulamalarında belirlenen DNA hasar seviyeleri pozitif 

kontrollerine göre düĢük çıkmıĢtır.  

 

ÇalıĢmamızda, RAPD bulgularını kullanarak elde ettiğimiz genetik uzaklık değerlerine 

göre, soğan köklerinde en fazla DNA hasarı pozitif kontrol uygulamaları (48 ve 96 saat) 

için belirlenmiĢtir. 48 saat sürede gerçekleĢtirilen 1.5 ppm QPE uygulaması, tüm QPE 

herbisiti uygulamaları arasında negatif kontrole genetik olarak en uzak (0.676) grubu 

oluĢturmuĢtur. RAPD gibi moleküler markörlerin nümerik analiz yöntemi kullanılarak 

genomik DNA’lar için oluĢturulan dendogram (genetik iliĢkinin ağaçlandırılarak 

gösterilmesi), moleküler bitki sistematiğinde (türler arası, tür içi veya popülasyonlar içi 

ve arası) etkin bir metodolojidir (Zhiyi and Haowen 2004). Bu yöntem, farklı dozlarda 

genotoksinlerce uyarılmıĢ bitkilerin gruplandırılmasında da kullanılmaktadır (Cenkci et 

al. 2009, 2010) RAPD bulgularımızdan elde ettiğimiz dendogram, negatif kontrol, 

pozitif kontrol (48 ve 96 saat), 48 saat QPE (0.75, 1.5 ve 3 ppm) herbisiti ve 96 saat 

QPE herbisiti (0.75, 1.5 ve 3 ppm) uygulamalarını birbirlerinden kesin olarak ayırarak 

gruplamıĢtır.  

 

RAPD veya AFLP (çoğalmıĢ fragment uzunluk polimorizm) gibi moleküler markör 

teknikler mikronükleus veya comet assay gibi klasik genotoksisite testleri kadar hassas 

yöntemlerdir (Labra et al. 2003). Moleküler markör teknikleri mutasyonların yanı sıra 

henüz mutasyonlara dönüĢmemiĢ geçici DNA hasarlarını bile belirleyebilmektedir 

(Savva 1998). Ayrıca, RAPD profillerinde kaybolan veya yeni ortaya çıkan DNA 

bantları ileri aĢamalarda sekanslanarak DNA lezyonları hakkında daha detaylı bilgilerin 
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elde edilmesi mümkündür (Gupta and Sarin 2009). Birden fazla toksisite ve 

genotoksisite testi ile genotoksinlerin organizma üzerindeki etkilerini aynı anda 

belirlemek verilerin değerlendirilmesinde oldukça önemlidir (Depledge 1994). RAPD 

profillerindeki genotoksinlerle teĢvik edilmiĢ değiĢikler genomik kalıp kararlılığındaki 

(GTS, %) değiĢimleri yansıtır. Kök büyümesi, toplam çözünür protein içeriği, klorofil 

pigment içeriği, enzim aktiviteleri gibi biyolojik cevap parametrelerinde genotoksin-

teĢvikli değiĢimler genomik kalıp kararlılığı ile karĢılaĢtırılabilir (Atienzar et al. 1999; 

Liu et al. 2005, 2007; Xue-mei et al. 2006; Cenkci et al. 2010). Genomik kalıp 

kararlılığı, DNA hasar seviyesi, DNA replikasyonu ve DNA onarım etkinliği ile 

ilgilidir. DNA’da meydana gelmiĢ bir hasar mutasyona dönüĢmeden onarılabilir. 

Genotoksinlerle muamele edilmiĢ organizmalarda meydana gelen hasarların onarımı ile 

ilgili mekanizmaların aktif hale geçmesi belirli bir süre gerektirebilir. Bu süre içinde 

DNA iplik kırıkları gibi DNA hasarlarında önemli artıĢlar ve devamında onarım 

mekanizmasının devreye girmesiyle DNA hasar seviyesinde azalmalar belirlenebilir 

(Cavallo et al. 2003). Bu nedenle, hasar seviyesinin yüksek çıkması genomik kalıp 

kararlılığını tam olarak yansıtmayabilir (Atienzar and Jha 2006).  

 

AraĢtırmamızda, negatif kontrol verileri % 100’e sabitlendikten sonra farklı sürelerde ve 

farklı konsantrasyonlarda QPE herbisiti ile muamele edilmiĢ Allium’ların kök 

inhibisyon, toplam çözünür protein içeriği, tek iplik DNA kırık seviyesi ve RAPD 

profillerindeki değiĢimlerin yüzdesi belirlenmiĢtir. 48 saat uygulamalarında, kök 

inhibisyonu, toplam çözünür protein içeriği ve RAPD profil değiĢimlerinde genel olarak 

azalmalar belirlenmiĢken, tek iplik DNA kırıklarına ait parametrelerin değiĢiminde 

artma belirlenmiĢtir. Farklı dozlarda QPE herbisiti uygulaması sonrası kök inhibisyonu, 

toplam çözünür protein içeriği, DNA kırık seviyesi ve RAPD profillerindeki 

değiĢimlerin ortalamaları sırasıyla % 15, 87, 262 ve 70 olarak belirlenmiĢtir. Bu 

durumda, test edilen parametreler hassaslıklarına göre sıralandığında kök inhibisyonu > 

comet assay > RAPD profilleri > toplam çözünür protein içeriği sıralaması 

belirlenmiĢtir. Bununla birlikte,  96 saat uygulamalarında, kök inhibisyonu ve RAPD 

profil değiĢimlerinde genel olarak azalmalar belirlenmiĢken, toplam çözünür protein 

içeriği ve comet assay parametre değiĢiminde artıĢlar belirlenmiĢtir. 96 saat 

uygulamasında farklı dozlarda QPE herbisiti uygulaması sonrası kök inhibisyonu, 
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toplam çözünür protein içeriği, DNA kırık seviyesi ve RAPD profillerindeki 

değiĢimlerin ortalamaları sırasıyla % 72, 105, 231 ve 75 olarak belirlenmiĢtir. 96 saat 

için test edilen parametreler hassaslıklarına göre sıralandığında 48 saat için belirlenen 

sıralama (comet assay > kök inhibisyonu > RAPD profilleri > toplam çözünür protein 

içeriği) elde edilmiĢtir.  

 

Sonuç olarak, negatif kontrole göre, QPE herbisit uygulaması Allium cepa L.’da kök 

inhibisyonuna, protein ve DNA içeriğinde değiĢimlere, comet assayle belirlenen DNA 

kırıkları seviyesinde artıĢa ve RAPD profillerinde polimorfizme neden olmuĢtur. Elde 

edilen bulgular, QPE herbisitinin genotoksik etkiye sahip bir kimyasal madde olduğunu 

göstermiĢtir. Ayrıca, farklı sürelerde genotoksik ajanlara maruz kalan bitkilerde farklı 

seviyelerde genotoksik etkilerin ortaya çıkabileceği değerlendirmesi yapılmıĢtır.  
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