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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

QUIZALOFOP-P-ETIiL HERBISITININ SOGAN (Allium cepa L.)
KOKLERINDEKI GENOTOKSIK ETKILERININ RAPD ve COMET
ASSAYLERLE BELIRLENMESI

Savas YESILBAS

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Siileyman CENKCI

Bu c¢alisma farkli siire ve konsantrasyonlardaki quizalofop-P-etil (QPE) herbisitinin
Allium cepa’da (mutfak sogani) genotoksik potansiyelinin belirlenmesi igin
gerceklestirilmistir. Koklendirilmis soganlar (24 saat distile suda), pozitif kontrol (10
ppm metil metansulfonat MMS) ve farkli konsantrasyonlarda (0.75, 1.5 ve 3.0 ppm)
QPE ile 48 ve 96 saat siireyle muamele edilmistir. Bu siireler sonunda, QPE herbisitinin
kok biiyliimesi, kok ucu toplam ¢oziiniir protein igerigi, comet assay ile belirlenen tek-
iplik DNA kiriklar1 seviyesi ve rastgele ¢cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) assay ile
belirlenen genomik kalip kararlilig1 {izerine olan etkileri analiz edilmistir. Her iki
uygulama siiresinde, kok biiyiimesi negatif kontrole gore yiikksek QPE
konsantrasyonlarinda (1.5 ve 3.0 ppm) 6énemli 6l¢iide inhibe olmustur (P < 0.5). Negatif
kontroldeki kdk dokusu toplam ¢dziiniir protein igerigi 48 saat uygulamasina gore 96
saat uygulamasinda dnemli seviyede azalmistir (P < 0.5). Negatif kontrol gruplarina
gore, 48 saatteki tiim QPE konsantrasyonlar1 kok uglarmnin toplam ¢6ziiniir protein
icerigini 6nemli Olclide azaltmisken, 96 saat uygulamalar1 arttirmistir (P < 0.5). Tim
QPE uygulamalar1 arasinda, toplam ¢6ziiniir protein igerigindeki en fazla azalma (% 13)
48 saat 1.5 ppm QPE uygulamasina maruz kalmis kok uclarinda 6l¢iilmiisken, en fazla

artis (% 10) 96 saat 3.0 ppm QPE ile muamele edilmis kok uclarinda belirlenmistir. 48



ve 96 saat negatif kontrol comet sonuglar1 ile karsilastirildiginda, swrasiyla 14.25+2.89
ve 16.25+1.43 AU o6lcililmiistiir, farkli konsantrasyonlarda uygulanan QPE herbisitinin
sogan kok dokusu nukleuslarinda tek-iplik DNA kiriklarini tegvik ettigi (32.5+2.9-
42.5¢4.9 AU) belirlenmistir. Bununla birlikte, QPE herbisiti uygulama siireleri ve
konsantrasyonlar1 arasmda énemli bir fark bulunmamistir (P < 0.5). En yiiksek tek iplik
DNA kiriklar1 48 (70.254£3.7 AU) ve 96 saat (89.25+3.9 AU) pozitif kontrol
uygulamalarinda belirlenmistir. Negatif kontrolde, 319-2219 baz cifti molekiiler agirlik
araliginda 94 RAPD bandi1 9 oligo primer kullanilarak ¢cogalmistir. RAPD analizlerinde,
negatif kontrol RAPD profillerine gore tiim uygulama gruplarinda bant kayiplari
ve/veya yeni bant belirlenmistir. 48 saat QPE herbisiti uygulamalarinda negatif kontrole
gore belirlenen RAPD bant sayilarindaki degisim (bant kaybi1 ve/veya yeni bant) 96 saat
uygulamalarindan daha yliksekti. RAPD bulgularindan elde edilen dendogram tiim
uygulamalar1 4 grupta kiimelemistir: (i) pozitif kontrol (48 ve 96 saat), (ii) 48 saat QPE
uygulamalar1 (0.75, 1.5 ve 3.0 ppm), (iii)) negatif kontrol ve (iv) 96 saat QPE
uygulamalar1 (0.75, 1.5 ve 3.0 ppm). RAPD bulgularina gére, RAPD profillerinde en
fazla bant degisimine pozitif kontrol uygulamasi (48 ve 96 saat) neden olmustur. %
100°e sabitlenen negatif kontrol gruplari ile karsilastirildiginda, 48 ve 96 saat QPE
herbisiti uygulanmis soganlarda kok uzunlugu ve genomik kalip kararhiliginda azalma,
tek-iplik DNA kg seviyesinde artis belirlenmistir. Bununla birlikte, bu
parametrelerdeki artis veya azalma seviyeleri 96 saat uygulamalarina gore 48 saat
uygulamalarinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Arastrma bulgularimiz,
quizalofop-P-etil herbisitinin Allium cepa L.’da genotoksik etkiye sahip oldugunu

acikca gostermistir.

2010, 72 Sayfa

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

Genotoksisite



ABSTRACT

M. Sc. Thesis

DETERMINATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF QUIZALOFOP-P-ETYL
HERBICIDE IN ONION ROOTS (Allium cepa L.) BY RAPD AND COMET
ASSAYS

Savas YESILBAS

Afyon Kocatepe University
Institutes of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Siileyman CENKCI

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



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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TESEKKUR

Caligmalarim siiresince ihtiyag duydugum her an maddi ve manevi yardimlariyla
yanimda olan, her tiirlii destegi veren ve ilgisini esirgemeyen danisman hocam Sayin
Yrd. Dog. Dr. Siileyman CENKCI’ ye, 6zellikle laboratuar ¢alismalarim boyunca
bilgileri ve sabirlariyla beni yonlendiren ve tez ¢calismamda biiyiik emekleri olan Sayin
Yrd. Dog. Dr. Mustafa YILDIZ ve Saym Yrd. Dog. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI’ye
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica bolim baskanimiz Saym Prof. Dr. Muhsin
KONUK ve ismini sayamadigim Biyoloji Boliimii’ndeki tiim hocalarima ilgi ve

desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

Tez caligmalarim siliresince yanimda olan ve manevi destegini hissettigim yliksek lisans
arkadaslarrm Saym Ahmet BOZDAG’a, Saymn Yiicel GURKAYA’ya ve laboratuar
calismalarim sirasinda benden yardimlarini esirgemeyen doktora 6grencisi Sayin Hakan

TERZI’ye tesekkiir ederim.
Hayatimm her aninda benden desteklerini esirgemeyen, ilgi ve sevgilerini her zaman

hissettigim aileme hep yanimda olduklar1 ve bana giivendikleri i¢in tesekkiirii bir borg

bilirim.
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1. GIRIS

20. yiizyilin baglangicindan itibaren gelisen sanayi ve teknolojiyle birlikte artan diinya
niifusunun beslenme ihtiyact da artmaktadir. Buna gore diinyanin yiizolglimii
degismemekle birlikte erozyon, yeni yerlesim yerlerinin agilmasi gibi nedenlerle tarima
elverigli alanlar gittikge azalmaktadir. Ayrica bitkilerden giinlimiizde alt1 milyardan
fazla insan yararlanmaya ugrasirken diger taraftan binlerce bitki zararlilar1 (bitki
patojeni, bocek tiirii, yuvarlak solucan ve yabanci ot tirii) bu bitkilerle rekabet
etmektedir (Harte et al. 1991).

Bitkilerin ve bitkisel iriinlerin korunmasi, kaliteli ve bol iiriin elde edilmesi igin
tarimsal ilaglarm kullanilmasi kagmilmaz olmustur (Menzer et al. 1991). Genel olarak
kullanilan bu ilaglara pestisit denilmektedir. Pestisit terimi kisaca “pest” adi verilen
zararh canlilar1 6ldiirmek i¢in kullanilan madde anlamma gelmektedir. Pestisitler evsel
atiklar, endiistriyel atiklar ve tarimsal miicadelelerde ortama karisip zor parcalanan
maddelerdir. Pestisitler karbon, hidrojen ve klor igerdiklerinden klorlu hidrokarbonlar
olarak da tanmimlanirlar. Pestisitler; herbisit, insektisit, fungusit, rodentisit, akarisit,

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

Kullanilan pestisitler tarim tirinlerinin tiretimini artrmak i¢in basarili bir sekilde
kullanilsada istenmeyen zararhlara oldugu kadar yasayan diger canlilar ve insanlar
icinde zehirli olabilmektedir (Gutrie and Perry 1980). Bazi pestisitlerin olduk¢a yavas
pargalanmalari, pestisitlerin gevrede birikmelerine neden olmakta (Gal et al. 1992; Chau
et al. 1982), bu da pestisitlerin kullanildig1 bolgelerde gevreyle ilgili sorunlarin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (Chau et al. 1982).

Ulkemizde hig tarim ilaci kullanilmadig: takdirde ortalama iiriin kayb1 oranmm %65
olacagi belirlenmistir. Bugiin tarim ilac1 kullanilmasma ragmen iiriin kaybinin % 35
oldugu tahmin edilmektedir (Oztiirk 1997). Ulkemizde kullanilan pestisitlerin {iretimi,

taginmasi, depolanmasi ve uygulanmasinda sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir.



Aktif maddelerin c¢evre ve insan sagligi acisindan toksik, mutajenik, kanserojenik,
teratojonik olmasindan dolayr bunlarin biraktigi kalint1 diizeylerinin Slgiilmesi biitiin
diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6nemli bir konu olmustur. Pestisitlerin kullanimi1
sirasinda buharlagsma 6zelliginde olanlar solunumla, digerleri de deri yoluyla biinyeye

girebilmektedir (Haktanir ve Arcak 1998).

Bu arastirmada, kimyasal yapisina gore organik herbisitlerin fenoksi bilesikleri
grubundan olan quizalofop-P-etil (QPE) herbisitinin farkli konsantrasyon ve farkli
uygulama siirelerinin Allium cepa L.’da kok biiylimesi, toplam ¢oziiniir protein igerigi,

comet skorlar1 ve RAPD profilleri lizerine etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Herbisitlerin Tammmi ve Tarihcesi

Herbisitler, zararli bitki hiicrelerinde genellikle fotosentezde gorevli protein
komplekslerine baglanarak fotosentezi durduran ve istenmeyen bitki tiirlerinin
biiyiimesini engelleyen toksik maddelerdir (Int. Kyn. 1). Herbisitlerin i¢indeki etkinlik
gosteren kimyasal maddeler “aktif madde” olarak nitelendirilmekte ve ticari
preparatlarda “dolgu maddesi” ile karisik halde bulunmaktadir. Icerdikleri aktif
maddelerin formiilasyonuna bakilarak herbisitin etkinligi hakkinda bir fikir edinmek
miumkiindir. Aktif maddeler kisaltmalarla ifade edilmektedir. Mesela, 2,4-
diklorfenoksiasetik asit; “2,4-D” olarak ifade edilmektedir. Giinimiizde herbisitlerin
hemen hemen tamami organik maddelerden olusmustur. Yani C, H, O’den meydana
gelmistir. Karbonlarin siralanist ya halka (aromatik) ya da zincir (alifatik) seklindedir

(Giincan 1985).

[Ik kullanilan organik herbisit olan 2,4-D Ingilizler tarafindan ikinci diinya savasi
sirasinda gelistirilmistir. Savas sonrasi hastalik, zararli ve yabanci otlarla kimyasal
savasim konusunda 6nemli ilerlemeler olmustur. ikinci diinya savas1 6ncesine kadar
tabii kaynakli organik ve inorganik maddelerin bitki koruma alaninda kullanilmasima
devam edilmistir. Diinyada tarimsal miicadele ilaci iiretimi hizla artmakta ve gilin
gectikge yeni ilaglar gelistirilmektedir. Sentetik olarak tiretimlerin hizlanmasiyla bu
maddelerin kullanilmasi yogunlagmistir. Buna bagl olarak kullanilan ilag cesitleri de
artmaktadir. Yabanci otlarin herbisitlere karsi dayaniklilik olgusu ilk kez 1960’larin
sonlarinda ABD’de simazine dayanikli Senecio vulgaris ile ortaya konmustur (Ryan
1970). Herbisitlere kars1 meydana gelen dayaniklilik olaylar1 1980 yillarinda asitolaktat
sentetaz (ALS) inhibitorii herbisitlerinin de piyasaya siiriilmesi ile ¢ok hizli artisla
giiniimiize kadar devam etmistir. Giiniimiizde diinyada herbisitlere kars1 110 adet genis
yaprakli, 73 adet dar yaprakli olmak iizere toplam 183 yabanci ot tiiriine ait 313 adet
dayanikli biyotip olustugu tespit edilmistir (Heap 2007).



2.2 Herbisitlerin Siniflandirilmasi

Herbisitler aktivitelerine, kullanim alanlarina, Kkimyasal 6zelliklerine ve etki
mekanizmalarina gore siniflandirilabilirler. Bitki biinyesindeki etkinlik mekanizmasina
gore herbisitler; fotosentezi dnleyen, (urasil, lire bilesikleri, triazin), solunumu 6nleyen,
(dinitrophenol, pentachlorophenol, anilin), mitoz boliinmeyi Onleyen (carbamat,
chloracylamid, anilin), ¢imlenmeyi Onleyen (carbamatlar, anilin) ve Asetil CoA
karboksilaz enzimini engelleyerek yag metabolizmasini durduran herbisitler (diclofop,
fluazifop, sethoxydim, quizalofop-P-ethyl, clethodim) olarak smiflandirilabilinir
(Barbour 1996; Int. Kay. 2). Herbisitleri bitki dokularna niifuz ettikleri dokulara gore
de smiflandirmak miimkiindiir. Bu ag¢idan toprak alt1 organlardan ve yapraklardan bitki

dokularina niifuz eden herbisitler mevcuttur.

Baz1 herbisitler sadece temas ettikleri dokularda etki gosterirken (kontakt herbisitler),
bazilar1 ise bitki tasmim sistemi ile tiim bitki dokularma dagilarak bitkide biitiinciil etki
gosterebilirler (Prokop and Veverka 2003). Ayrica, higbir ayrim yapmadan tiim bitkileri
oldiiren total herbisitlerin yan1 sira 6zellikle dikotil bitkilere daha ¢ok zarar veren segici
herbisitler mevcuttur. Dikotil ve monokotil bitkiler arasinda morfolojik ve herbisit
metabolizmas1 bakimindan farkliliklarin varligi hassaslik ve toleransliligi ortaya c¢ikarir
(Sterling and Hall 1997). Segici herbisitler genellikle bugday, arpa ve piring gibi
monokotil tarim {iriinlerinin tariminin yapildig1 ekim alanlarindaki genis yaprakli dikotil
bitkilerin yok edilmesinde kullanilir. Segici herbisitlerin dikotil bitki metabolizmasima
0zgii metabolik yontemlerle bu bitkilere segici etki yaptigi diisiiniilmektedir. Zararh
otlarla miicadelede, zararli otlarin gelisim evrelerine uygun zamanlarda farkli herbisitler
kullanilmaktadir. Bu bakimdan herbisitler ekim 6ncesi (pre-sowing), ekim sonrasi-¢ikis
oncesi (pre-emergence) ve ¢ikis sonrasi (post-emergence) olmak iizere de

gruplandirilabilir (Giincan 1985).

Herbisitleri ¢ok farkli sekillerde siniflandirmak miimkiin olmakla birlikte, birgok
karigiklik ortaya ¢ikmaktadir. Bundan dolayr en agiklayici siniflandirma herbisitleri
kimyasal yapilarina gore yapilan smiflandirmadir. Herbisitlerin kimyasal yapilarina

gore yapilan siniflandirma Ozer vd. (1997)’e gore dzetlenmistir.



9)
h)

)
k)

Alifatik asitler: Dalapon, glyphosat, TCA

Amidler ve tiyoamidler: Alachlor, carbetamid, chlorthiamid, diphenamid,
napropamid, pentanachlor, propachlar, propyzamid, propanil

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

Bipiridiliumlar: Diquat, paraquat

Karbamatlar: Asulam, barban, chlorpropham, cycloat, eptc, molinate,
phepmedipham, propham, thiobencarp, vernalate

Dinitroanilinler:  Butralin, ethalfluralin, nitralin, oryzalin, penoxalin,
perdimethalin, trifluralin

Nitril bilesikleri: Bromoxynil, dichlobenil, oxynil

Dinirtofenoller: Dinosebacetat, dinoseb- DNBP, DNOC

Fenoksi bilesikleri: 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

Diazinler: Maleic hydrazide, pyrazon

Triazinler: Atrazin, cyanazin, cyprazin, methoprotryn, metamitron, prometryn,
propazin, simazin, terbumeton, terbutilazin, tritazin, isomethiozin, metribuzin
Ure bilesikleri: Chlortoluron, cycluron, diuron, isoproturan, linuron, metoxuron,

monolinuron, monuron, fluometuron, metabenzthiazuron

m) Urasil grubu bilesikler: Bromacil, terbacil, lenacil

n)

Diger organik herbisitler: Amitrol-aminotriazol, fenac, picloram, bromfenoxim,

flurenol, chlorfenprop-methyl

2.3 Herbisit Kullanimi ve Canlilar Uzerindeki Etkileri

Topraga uygulanan herbisitlerin biiyiik bir kismi, bitkilere uygulananlarin ise bir kismi

topraga ge¢mektedir. Topraga gecen bu herbisitlerin miktari, uygulanan herbisitin

dozuna ve uygulama zamanina baghdir. Topraga tasinan herbisitlerin aktivitesi lizerine

ise herbisitin ¢esidi, toprak faktorleri, topraktaki bitki tiirleri ve yogunlugu, iklim

degisiklikleri etki etmektedir (Glincan 1985). Herbisitler kullanildig1 zaman etkisini bir

slire sonra yitirir ve tekrar ilaglama yapilir. Bu islem bir iki defa tekrarlandig1 zaman

tirtin lizerinde herbisit kalintist olusur. Bu durum insan ve ¢evre saghigi agisindan biiyiik



problem olusturmaktadir (Giircan 2001). Ila¢ kalmtilarinin topraga, suya, havaya ve
gidalara bulasarak onlar1 kirletmesi ve sonucta insan saglhigi ile dogal dengeyi olumsuz
yonde etkilemesi birer ¢cevre sorunudur. Herbisitlerin kullanimmdan dolay1 bazi hastalik
etkeni organizmalar zamanla kendilerini etkileyen kimyasal maddelere karsi direngli
hale gelirler. Bu durumda kimyasal maddenin yiiksek doza ¢ikarilmasi ya da
kimyasallarin degistirilmesi gerekmektedir. Bazi herbisitlerde kolaylikla ayrigsmaya
ugramayip, uygulandiklar1 ve tasindiklar1 ¢evrede direngli olarak kalabilirler (Ahmed et
al. 1998). Bu o6zellik bazi hastaliklar1 kontrol etmede avantaj olabilse de kimyasal
maddelerin ¢evrenin diger kisimlarina hareketleri yoniinden dezavantajdir. Bu durum
kimyasal maddelerin hedef olarak secildigi zararli ve hastalik etkeni organizmalarin
disindaki diger canlilarin etkilenmesine neden olmaktadir. Toprak fauna ve florasi diger
dogal yasam igindeki canlilarda oldugu sekilde bu etkiden zarar gorebilir (Ahmed et al.
1998).

Bitki, hastalik ve zararlilara karsi kullanilan herbisitler yagmur, riizgar gibi gesitli
abiyotik etkenlerle topraga dolayli yoldan ulasirlar. Bu yollarla topraga karisan
herbisitler toprak mikroorganizmalarinin kismen ya da tamamen yok olmasma neden
olurlar. Toprak yiizeyinde ve yagmur suyunda belirlenen kalintilarin toprakta bulunan
heterotrof bakteri ve mantarlarda énemli bir depresyona neden oldugu bulunmustur.
Nitrit ve nitrat bakterilerinin sayisinda kismen bir azalmaya sebep olmaktadir (Ahmed
et al. 1998). Herbisitin topraktaki birikimi; topragin ¢oziiniirliigiine, bozunma hizina,
topraktaki hareketliligine baghdir. Coziiniirlik aym1 zamanda sicakliga baghdir.
Bozunma hizi, sicaklik, pH ve topragin ge¢cmisinden etkilenir. Sicaklik ayni zamanda
tehlikeli maddelerin yarilanma 6mriinii de etkiler. Bu orani etkileyen diger faktorler;
bitki Ortiisiiniin yapisi, topragmm nem orant ve mikrobiyolojik olarak ayrigabilme
durumudur. Biriken herbisitler zamanla bitkilerin kokleri ile bitkilerin biinyesine

alinabilirler (Geyikgi 1999).

Herbisitler zararlilara karsi uygulandiktan sonra su ortamma taginmaktadir. Herbisit
kalintilarinin suda eser miktarda bulunmasi durumunda bile akuatik canlilarin besin
zincirinde ¢ok Onemli yeri olan zoo ve fitoplanktonlarin gelismelerini engelleyebilir

(Aguilar et al. 1997; Gedikli 2001; Wurl and Obbard 2005). Sularin herbisitlerle



kirlenmesinin baliklar ve kuslar icin hayati onemi olmakla birlikte suyu insan ve
hayvanlarin igcmesi bakimmdan da istenmeyen durumlar ortaya ¢ikabilmektedir
(Atamanalp ve Yanik 2001; Erdogrul vd. 2005). Herbisitler biitiin canli gruplarimni
toksisite ve kalicilik Ozelligine bagli olarak etkilemektedirler. Bu etkilesim sistemi
icerisinde dogal olarak insan en hassas hedef durumundadir. insanlarda zehirlenmeler
herbisitlerin  viicuda deri, solunum veya sindirim yollar1 ile almmas: ile
gerceklesmektedir. Zehirlenme akut (bir defa da tek bir dozdan) veya kronik (uzun
stirede birikim sonucu) olarak iki sekilde gerceklesir. Gidalardaki herbisit kalintilarinin
viicuda alimi ile olusan kronik zehirlenme sonucu akciger hastaliklari, kanser, beyinde
hasar, karaciger ve bobrekte nefrozlar olusabilir. Teratojen (bebekte deformasyon),
mutajen (genetik bozukluklar) ve alerjen etki gosteren herbisitler de vardir (Delen et al.
2005).

Tiketilen gida maddeleri icinde bulunmasina izin verilen en fazla kalinti derisimi
tolerans olarak ifade edilir ve ppm, ppb, mg/kg gibi birimlerle gosterilir. Toleransin
iizerinde ila¢ kalintis1 bulunan tarim iiriinlerinin tiiketilmesi insan sagligi agisindan son
derece zararhidir. Herbisitlerin tolerans degerleri bazi faktorlere gore degisir. Bu
faktorler herbisitin kimyasal yapisi, kullanma dozu ve formiilasyonu, kiiltiir bitkisi veya
iirlin ¢esidi, degerlendirme sekli, tiiketim siklig1 ve miktari, ilaglamadan sonra gegen
stire ve iklim kosullar1 seklinde 6zetlenebilir. Kiiltiir bitkisi veya iiriiniin tiiketilme
siklig1 ve miktar1 tolerans degerinin saptanmasinda en 6nemli faktordiir. Bu konuda
toplumun beslenme rejimi ve aliskanliklar1 dnemlidir. Ornegin bugday, yurdumuzda sik
ve fazla tiiketilir. Bu nedenle bir herbisitin bugdaydaki tolerans degerinin diisiik olmasi
gerekir. Her herbisitin zararsiz olarak bir giinde alinabilecegi miktar, Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan belirtilmistir (Conway and Pretty 1991).

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

Amerika Ot Bilim Toplulugu (Herbicide Classification of the Weed Science Society of
America, 1997) ve Herbisit Direnglilik Aksiyon Komitesi (Herbicide Resistance Action
Committee, HRAC) kriterlerine gére organik herbisitler etki mekanizmalarma gore

smiflandiriimaktadir (Int. Kyn. 2). Bu siiflandirmaya gore herbisitlerden bazilar1 Asetil



CoA karboksilaz inhibitorlerdir. Diclofop, fluazifop, sethoxydim, quizalofop-P-ethyl ve
clethodim ve benzeri herbisitler bitkilerde Asetil CoA karboksilaz enzim aktivitesini
inhibe ederek lipit biyosentezini durdururlar (int. Kyn. 2). Bu gruptaki herbisitler
biitiinciil etki gosterir yani ksilem ve floem ile tiim bitki dokularina tagmarak hiicrelerde
biiyime ve metabolik islevler icin gerekli olan Onemli membran lipitlerinin
biyosentezini durdururlar. Bu herbisitlere maruz kalan bitkilerde biiyiimenin durmasi ve
bitki biiyiime noktalarindaki meristematik dokularin 6limii gergeklesir (Barbour 1996;
Int. Kyn. 3).

Quizalofop-P-etil (QPE) (Sekil 1) zararh otlarin siirglinlesmesi sirasinda uygulanan
se¢ici, biitiinciil etki gosteren ve kimyasal olarak bir fenoksi asit herbisitidir (Barbour
1996). Patates, soya fasulyesi, seker pancari, yerfistigi, sebze, pamuk ve keten tariminin
yapildig1 tarim alanlarindaki tek yada ¢ok yillik yabani otlarin biiylimelerini kontrol
etmek i¢in kullanilir. QPE igeren iirtinlerin ticari adlar1 Assure 11, Pilot Super, Targa D+
ve Targa Super’dir. QPE, benazolin ve clopyralid gibi diger herbisitlerle formiile
edilerek de kullanilmaktadir. QPE, yaprak ylizeyi vasitasiyla absorbe edilir ve tiim bitki
boyunca ilerler. Govde ve kokiin aktif biiylime bolgelerinde birikir. Quizalofop-P ve
quizalofop-P-etil bilesikleri birbirinden tamamen farklidir. QPE herbisiti yeni bir bilesik
oldugundan dolay1 toksisitesi ve c¢evresel etkileri hakkinda c¢ok az bir bilgi
bulunmaktadir. Oral yolla maruz kalimdiginda ¢ok az etki eden bir bilesiktir. Oldiiriicii
doz orani, herbisitlerin oldiirticiiliiglinii belirler ve zehirlilik agisindan 6nem tagsir.
Oldiiriicii doz genellikle zararli sayismin % 50’sini 6ldiiren doz olarak kullamlir ve
buna LD ad1 verilir. Buna gore LD, zararl sayisinda % 50 6liim meydana getirmek i¢in
hedef organizmanin canl kiitlesine (kg), mg cinsinden verilmesi gereken herbisit
miktaridir ve mg/kg olarak birimlendirilir. QPE’ye ait LDsg degeri erkek farelerde 1,210
mg/kg ve disi farelerde ise 1,182 mg/kg’ dir. Farelerde yapilan kisa stireli (90 giin) bir
calismada 128 mg/kg seviyesinde etki gozlenmemistir. Bu doz, kronik besleme
deneylerinde test edilen en yiiksek doz olarak saptanmistir. Yabani 6rdekler ve kuslarda
yapilan testler, QPE herbisitinin bu organizmalara kars1 toksik olmadigini gostermistir.
QPE arilarda toksik olup; LDsg degeri 0.1 mg/kg’m tlizerindedir. Memeliler veya sucul

tiirlerin dokularinda birikme potansiyeliyle ilgili bir bilgi mevcut degildir. Steril edilmis



toprakta (mikroorganizma i¢ermeyen) bilesik hizli bir sekilde yikilmaktadir. Toprak

organizmalari bilesigin yikilma oranini arttirmaktadir (Int. Kyn. 4).
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Sekil 2.1 Quizalofop-P-etil (QPE)’in kimyasal yapisi [C19H17CIN2O4; MW, 372.80
g/Mol; CAS No: 100646-51-3]

2.5 Allium Biyotest Sistemi ve Herbisitlerin Genotoksik Etkileri

Herbisitler, genetik etkileri kontrol edilmemis kimyasal maddelerdir. Herbisit ¢esitleri
devamli olarak arttig1 i¢in insanlar agisindan tehlike olusturmaktadir. Bu maddelerin
zararlarinin tam olarak bilinmemesine ragmen insan saghigina zararli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle tarimda ve diger bir¢ok sahada kullanilan herbisitlerin
genetik etkilerinin belirlenmesi i¢cin farkli organizmalarda farkli tiplerde mutajenite
testleri uygulanmaktadir. Bunlar Drosophila’da en fazla kullanilan eseye bagh 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 iligi
mikroniikleus testi (Ono et al. 2006) ve insan lenfosit hiicre kiiltiirlerinde kardes

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

Cevresel etkilerin belirlenmesinde kullanilan temel arastirmalarda, bitki materyallerinin
kullanilmas1 yerinde ve faydali bir metotdur. Cevresel kirleticilerin mutajenik
etkilerinin degerlendirilmesi i¢in siklikla kullanilan bazi bitki tiirleri Allium cepa,
Arabidopsis thaliana, Crepis capillaris, Glycine max, Hordeum vulgare, Lycopersicum

esculentum, Nicotiana tabaccum, Pisum sativum, Tradescantia clone 4430, Vicia faba



ve Zea mays’1 icerdigi bildirilmistir (Grant 1994). Bu tiir arastirmalarda bitkilerin
kullanilmasimin bir¢ok nedeni vardir. Bitkilerin depolanmasi taginmasi ve kullanilmasi
cok kolay, ucuzdur. Ayrica bitki kokleri biyolojik testler i¢in uygun materyallerdir.
Cinki kokler topraga ve suya karisan kimyasallara ilk maruz kalan dokulardir. Allium
test metodu kullanilan kimyasalin ¢esitli toksik ve Kklastojenik etkilerini direk olarak
gostermektedir. Butachlor ve 2,4-D herbisitlerinin Allium cepa {izerine etkisini arastiran
bir calismada mitotik indeksin azaldigi bulunmus ve kromozom aberasyonlari

saptanmustir (Ateeq et al. 2002).

2,4 D ve 2, 4, 5-T herbisitlerinin farkli bugday tiirleri olan Triticum aestivum, T. durum,
Aegilops ligustica mayotik hiicreleri lizerinde sitolojik etkileri arastirilmistir. Sonugta
muamele gruplar1 kontrol gruplari ile karsilastirildiginda bu herbisitlerin doz artisia
bagl olarak bugday tiirlerinde anormal hiicrelerin sayisini arttirdigi gériilmistiir (Al-

Najjar and Soliman 1982).

Doxey (1949), cavdar (Secala cereale) ve soganin (Allium cepa) kok uglarma isopropyl
phenyl carbamatin farkli konsantrasyon ve siirelerle muamelesiyle mitoz tizerindeki
etkilerini arastirmistir. Sogan ve ¢avdarda poliploid niikleitler, soganda multinukleatli

hiicreler ve ¢avdarda ise kromatid fragmetlerinin ortaya ¢iktigi goértilmiistiir.

Croker (1959), farkli konsantrasyon ve siirelerle uygulanan 2,4-D ve 2,4,5-T” nin Allium
cepa kok ucu mitozu lizerindeki etkilerinin konsantrasyonla orantili olarak arttigi,
fizyolojik etkilerinin yapiskanlik, kromozom yogunlugu ve ig formasyonundaki
gecikme gibi etkilerinin iki saatten sonra hemen gozlendigi, yapisal tesirlerinin ise
kromozom ve kromatit bozulmalar1 ile kendini gdsterdigini ve bu tesirlerin x-1sinlar1
tesirlerine benzer oldugunu belirtmistir. Mayoz gdzlemlerinde ise fragmentler, halka
kromozomlar, anafazda kopriiler, ge¢ kalan kromozomlar ve tetraploid gibi etkiler

oldugu gozlenmistir.
Kolkisin ve herbisit elbanilin farkli yogunluklari degisik siirelerde Allium cepa ve

Hordeum vulgare’nin mitozu iizerine etkilerine bakildiginda mitotik olarak Hordeum

vulgare’nin ilaglara karsi hassasiyeti Allium cepa’dan daha az olmustur. Kolkisin ile
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inhibasyon olusmus ve bunun sonucu c-mitozlar ve poliploidi olusmustur. Elbanil
herbisitinin inhibasyonu ise daha c¢ok gii¢lii bir sekilde kromozomlar1 etkilemis ve
bunun sonucu olarakta mitozda kiimelesme ve piknosis olustugu gozlenmistir (Gunther

and Nasta 1972).

Stomp ve hyvar X herbisitlerinin 0.001, 0.0001, 0.00005 ve 0.00001 ppm’lik
konsantrasyonlar1 2, 4, 8 ve 24 saat Allium cepa’nin kok uglarmin tabi tutulmasiyla
mitotik aktivitenin konsantrasyona ve uygulama siiresine bagli olarak azaldigi
gozlenmistir. Stomp 6zellikle 1g ipliklerine etki yapmustir. Hyvar X ise kromozomlarda
kirilma ve yapiskanliga neden olmustur. Ayrica kromozom kontraksiyonu, anafazda
koprii ve fragment olusumu ile mikroniikleus ve iki ¢ekirdekli hiicrelere rastlanilmistir

(Bilaloglu 1984).

Asulum ile msma herbisiti ve chlorpyriphos ile endosiilfan insektisitinin farkl
konsantrasyonlar1 degisik siirelerde Allium cepa’nin k6k ucu meristemlerinde sitolojik
etkilerine bakilmistir. Mitotik indeksin yiiksek oldugu endosiilfanli hari¢ diger
pestisitlerde diizenli olarak gorilmiistir. Msmanin en etkili klastojenik oldugu

gbzlenmis ve bunu sirasiyla endosiilfan, chloropyriphos ve asulum izlemistir (Rao et al.

1988).

Sentetik piretroit bir insektisit olan cypermethrin ve fenvalerate’in Allium cepa kok
meristem hiicrelerinde sitogenetik etkileri arastirilmistir. Sonuglara gore her iki bilesik

de bitkide mitotik indeksin azalmasina ve kromozomlarda aberasyon olusumuna sebep

olmustur (Chauhan et al. 1999).

Bir baska yapilan g¢alismaya gore, cypermethrin’in Allium sativum kok meristem
hiicrelerinde etkileri arastirilmis sonucgta bu insektisin mitotik indeksin azalmasma ve

kromozom hasarlar1 olusumuna sebep oldugu bildirilmistir (Saxena et al. 2005).
Allium cepa L.’nin kok uglar1 tizerine quizalofop-P-etil (QPE) herbisitinin toksik ve

sitotoksik etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, QPE herbisitinin Allium kok biiyiimesini

inhibe ettigi, mitotik indeksi Onemli diizeyde azalttigi, anafaz-telofaz kromozom
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aberasyonlarini tesvik ettigi ve kromozomal aberasyonlarin seviyesini onemli dlglide

arttirdig1 bildirilmistir (Yildiz and Arikan 2008).

2.6 Genotoksisitenin DNA Seviyesinde izlenmesi

Genotoksisite, hiicrenin genomik DNA biitlinliglinii etkileyen ve onu tahrip eden bir
etkiyi tanimlar. Genotoksik etmenler hiicre DNA’sina hasar verirler. DNA hasarlari
genelde onarilir, fakat genomun genelinde agir hasarlarin olugsmasi DNA hasar onarim
mekanizmasinda aksamalara neden olur. Bu da genelde genomik DNA biitiinliglinii
bozan degisik sekillerde mutasyonlarla sonuglanir. Bu nedenle genotoksinler ayni
zamanda mutajenler veya kanserojenler olarak adlandirilir. Teknolojik gelismelerle
birlikte ¢cok degisik amaglarla tiretilen veya kullanimi artan toksik 6zellikli maddelerin
genotoksik 6zellikleri mevcuttur. Fakat, bu tip maddelerin kullanim1 yayginlasirken bu
maddelerin organizmalar {izerindeki etkileri ¢ok fazla bilinmemektedir. Bu nedenle
arastirma konular1 igerisinde yeni veya DNA {izerindeki Ozellikleri belirlenmemis
potansiyel genotoksinler yer almaktadir. Bitkiler hareketsiz organizmalar oldugundan
cevresel kirleticilere dogrudan maruz kalmaktadir. Cevresel kimyasallarm hiicre yapisi
veya fonksiyonunda hasar olusturan (sitotoksik), normal kromozom davranislarmi
bozan (sitogenetik) ve DNA molekiiliinde genetik bilginin degismesi anlaminda
mutasyonlara neden olan hasarlarm olugmasi1 (mutajenik) gibi sonuglarin izlenmesinde
ve arastirilmasinda  bitkiler kullanilabilir.  Genotoksinlerin  bitkiler {izerinde
olusturduklar1 etkilerin son durumlar1 biyokimyasal (6rnegin; toplam protein igerigi,
klorofil pigment igerigi ve karotenoid igerigi gibi), fizyolojik (6rnegin; kok ve fide
biiylimesi), kromozomal (mikroniikleus assay, kromozomal aberasyon assayi) ve
molekiiler 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 baglamda, gevresel kirliligin neden oldugu
muhtemel genetik hasarin izlenmesinde hayvan biyotestlerine alternatif olarak sogan
(Allium cepa), Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), arpa (Hordeum vulgare), soya
fasulyesi (Glycine max), telgraf ¢igegi (Tradescantia spp.), bakla (Vicia faba), musir
(Zea mays) ve fasulye (Phaseolus vulgaris) gibi bitkiler kullanilmaktadir (Ma et al.
1995; Enan 2006; Liu et al. 2007; Cenkci et al. 2009).
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2.6.1 Tek Hiicre Jel Elektroforezi (SCGE, Comet Assay)

Sitogenetik yontemler, mutajenik ve karsinojenik bilesiklere maruz kalan topluluklarin
biyolojik izlenmesinde genis Ol¢lide kullanilmaktadir. Son yillarda gelistirilen comet
teknigi de ¢esitli tipte DN A hasarlarinimn tespiti i¢in hassas, hizli ve giivenilir bir ydontem
olmas1 nedeniyle yaygmn kullanim gdrmektedir. ilk kez Ostling ve Johanson (1984)
tarafindan tek hiicre diizeyinde DNA hasarmi tespit etmek lizere tek hiicre jel
elektroforez teknigi (SCGE, comet assay) gelistirilmistir. Ostling ve Johanson
mikroskop lami {izerinde, bir ince tabaka agar jeline siispanse ettikleri az sayida hiicreyi,
tuz ve deterjanlarla lizis ettikten sonra, nitral sartlarda elektroforeze tabi tutmuslardir.
Elektroforez sirasinda uygulanan elektrik akimi, kirilmis ve hafif DNA parcalarinin
nukleustan hizli goclinii saglamaktadir. Comet teknigi, hasar gérmiis DNA'nin
elektroforez ile nukleustan salinmasi prensibine dayanir. Eger DNA kirik igeriyorsa,
hasarli DNA, nukleustan anoda dogru go¢ etmekte ve etidyum bromid gibi fluoresan
baglayic1 bir boya ile boyandiklarinda bu hasarli hiicreler, kuyruklu yildiz (comet)
benzeri goriiniim almaktadir (Ostling and Johanson 1984). DNA ¢ift sarmal
kirilmalarinin tespitine izin veren notral sartlar, tek sarmal kirilmalarinin belirlenmesine
izin vermemektedir. DNA'da hasar olusturan ¢ogu ajan, DNA ¢ift sarmalindan ¢ok,
DNA tek sarmalinda hasar meydana getirmektedir. Bunun yaninda notral sartlarda
proteinler tam olarak uzaklastirilamamaktadir. Bu nedenlerden dolayr alkali sartlar
altinda (pH >13), DNA tek sarmal kirilmalarmin tespitine izin veren comet teknigi
gelistirilmistir (Singh et al. 1988). Kullanilan daha gii¢lii lizis kosullari, proteinlerin %
95 ve fazlasmi yok edebilmektedir. Alkali elektroforez uygulamasi ile alkali oynak
bolgelerin ve tek zincir kiriklarinin basit ve duyarl bir sekilde taninmasi saglanmastir.
Pek ¢ok genotoksik ajanin ¢ift zincir kiriklarimdan daha fazla tek zincir kiriklar1 ve/veya
alkali oynak bolgeler olusturmasi nedeniyle metodun bu versiyonu daha ¢ok Onerilir
hale gelmistir (Singh et al. 1988; Tice et al. 1990). Boylelikle comet tekniginin yeni
dizayni, birey hiicrelerinin hemen hepsinde DNA hasar1 biyiikligiinin direk olarak
tespitini saglamaktadir. Bunun yaninda, DNA hasar/onarim tespiti ve mekanizmasi

calismalarinda kullanilabilmektedir (Tice et al. 2000; Olive et al. 1990).
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Comet teknigi ile DNA hasarinin kantitatif olarak tayin edilmesinde gozle
degerlendirmenin yani sira Comet goriintii analiz programlarinit kullanmak suretiyle
kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA yiizdesi ile ilgili parametreler
belirlenebilir (Collins 2002). Comet goriintii analiz programlar: kullanilarak kuyruktaki
DNA yiizdesinin belirlenmesi veya sonuglarin goézle degerlendirilmesi diger
parametrelere gore doz-yanit iliskisini daha iyi yansitmasi sebebiyle tercih edilmektedir

(Moller 2006 a, b; Olive 1999).

Gozle degerlendirmede hiicreler hasarli ve hasarsiz olarak ayrilirlar. Hasarli hiicreler ise
hasar seviyelerine gore farkli kategorilere ayrilabilir. Bazi calismalarda hiicreler
hasarsiz, az hasarli ve ¢ok hasarli olarak 3 sinifa ayrilabildigi gibi baz1 ¢alismalarda ise
bu smiflandirma genisletilerek 5 kategoriye ayrilmislardir. Ayrica mikroskopta okiilere
yerlestirilen mikron seviyesinde Olglim yapabilen cetvelden de yararlanilabilir. Gozle
degerlendirme, hizli (5 dakikadan az bir siirede 1000 hiicre sayilabilmektedir) ve
bilgisayar programi gerektirmediginden ucuz ve kolay bir yontemdir (Baltaci et al.
1998; Sardas et al. 1995; Sardas et al. 1997). Gozle skorlama, 0 (kuyruk yok)’dan 4
(nerdeyse biitiin DNA kuyrukta)’e kadar 5 kategoride incelenir. Eger 100 Comet
skorlandiysa ve herbir Comet 0-4 arasinda degerlendirildiyse toplam skor 0-400
arasinda olur (Collins 2004).

SCGE teknigi tek bir hiicrede DNA hasarinin direk tayininin yani sira, bir
populasyondaki tiim hiicrelerin aynm1 oranda hasara ugraylp ugramadiginin tespitine,
dolayisiyla da bir tedavi sirasinda hiicrelerin cevabimnin 6zellikle radyoterapi ve
kemoterapi rejimlerinde tiimor cevabmin saptanmasina yardimci olabilmektedir. Ayrica
direngli hiicre populasyonunun tanimlanmasini da saglamaktadir (Collins et al. 1997).
Comet assay teknigi pek cok deneysel sartlarda DNA hasar ve onarimini
incelediginden, son yillarda genotoksisite ve DNA onarim mekanizmalarinin
incelemesinde kullanimi artan bir yontemdir (Collins et al. 1997; Faust et al. 2004).
Yontem tek hiicre siispansiyonu seklinde elde edilebilen hemen hemen her okaryot
hiicrede DNA hasar ve onarimini tespit etmektedir. Oldukg¢a kii¢iik hacimde drneklerle

calisilabilmekte ve sonuglar bir giinde elde edilebilmektedir.
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SCGE tekniginin farkli uygulanmasi sonuglar1 etkilemektedir. Ornegin, elektroforez
sartlar1 (siire, uygulanan voltaj), lysing soliisyonu sartlar1 (tuz konsantrasyonu, siire ve
pH), metodun hassasiyetini etkilemektedir. Bu nedenle deneylerde sartlar standart
tutulmalidir. Ayrica insana yonelik ¢aligmalarda genotoksik etkiyi potansiyelize ettigi
tartisilan faktorler SCGE teknigi de etkileyebilir. Comet assay, az sayidaki ve farkli
dokulara ait hiicrelere uygulanabilir, pratik, hassas, ekonomik, sonuglar1 giivenilir ve
hizli bir tekniktir (Hartmann et al. 2003). Ayrica, comet assay ¢esitli tiplerdeki DNA
hasarlarmi tespit edebilir ve endiistriyel toksikoloji, ¢evresel toksikoloji, genetik
toksikoloji, insan biyoizlemleri, DNA onarim ve hasarinin temel mekanizmasi gibi
caligmalarda yaygin olarak kullanilabilir (Collins et al. 1997; Gichner and Plewa 1998).
Bununla birlikte, yontem in vivo modellerde herhangi bir dokuya da
uyarlanabildiginden, sadece hizli ¢ogalan hiicrelerde uygulanabilen diger genotoksisite

testlerinden daha iistiindiir (Gichner and Plewa 1998).

2.6.2 Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

RAPD teknigi ilk defa 1990 yilinda Williams ve arkadaslar1 tarafindan uygulanan,
polimeraz zincir reaksiyonunu temel alan rastgele se¢ilmis primerlerin kullanildig1 bir
metottur. Welsh ve McClelland (1990) yirmi niikleotid uzunlugunda primer
gelistirdikleri benzer bir yontemi rastgele primerli polimeraz zincir reaksiyonu AP-PCR
(Arbitrarily Primed PCR) olarak isimlendirmislerdir (Welsh and McClelland 1990). Bu
metotla ayn1 temele dayanan, ancak farkli olarak daha kisa primerlerle daha kompleks
DNA parmak izi profili elde edilen bir yontem de Caetano-Anolles ve arkadaslari
tarafindan (1991) DAF (DNA Amlification Fingerprinting) olarak yaymlanmistir. Bu
uygulamalarda rastgele dizili primerlerin uzunluklari, amplifikasyon sartlar1 ve
goriintiileme metodu standart PCR sartlarindan farklidir (Caetano et al. 1991;
Bagibiiytiik et al. 2000).

Polimeraz zincir reaksiyonu, Cetus Sirketi’nin bir grup bilim adamimca 1984 yilinda, in
vivo kosullar yerine in vitro kosullarda gelistirilen bir DNA amlifikasyon prosediiriidiir.
Bu metotla basit enzimatik reaksiyonlarla kompleks DNA 6rneginden ¢ok miktarda,
spesifik DNA fragmentleri tiretilir (Mullis et al. 1986; Avise 1994). PCR hiicresiz gen
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amplifikasyonu, niikleik asitlerin klonlanmasi, analiz edilmesi ve modifikasyonundaki
birgok standart prosediirii kolaylastirmistir (Avise 1994). PCR segicilik, hassaslik ve hiz
olmak tizere li¢ Ozellik ile karakterize edilir (Mullis et al. 1986; Saiki et al. 1988;
Arnheim and Erlich 1992). Geleneksel klonlama yontemi ile DNA fragmentlerinin
kompleks genomdan elde edilmesi aylara varan uzun siireler gerektirir. Bu metotta, tek
zincirli kalip sekanstan spesifik DNA fragmenti sentezi i¢in DNA polimeraz ve iki
oligoniikleotid primer kullanilir. Standart klonlama ve molekiiler biyoloji analizlerinde
alisilmis milyonlarca molekiil ihtiyacina karsin, PCR az miktarda baslangi¢ materyaline
gereksinim duyar (Mullis et al. 1986; Saiki et al. 1988; Arnheim and Erlich 1992).
DNA saflastirilmasinda birgok uygulama kullanilmasina karsm, PCR ham hiicre

lizatindan bile ¢ok iyi 6rnekler verir (Arnheim and Erlich 1992).

RAPD yonteminin en Onemli avantaji, arastirilan taksonun genomik DNA dizisi ile
ilgili herhangi bir 6n bilgi gerektirmemesidir (Hillis and Mortiz 1990; Williams et al.
1990; Welsh and McClelland 1990; Basibiiyiik et al. 2000). Amplifikasyonda tek bir
primer seti kullanilir ve bu oligoniikleotid, 6zgiin bdlgelere rastgele baglanarak cogalma
yapar (Hillis and Mortiz 1990; Williams et al. 1990; Welsh and McClelland 1990; Welsh
and Petersen 1991). Kullanilan primerler, biitiin tiirler i¢cin kullanilabilen evrensel
primer setleridir (Yu et al. 1993). RAPD yonteminde kullanilan primer sayisi
arttirildik¢a elde edilen bant sayisi1 da artacagindan, yakin tiirleri ayirma konusunda
bir¢ok yontemden daha duyarhidir (Mathieu-Daude et al. 1997). RAPD hizli ve kolay
bir tekniktir ve kullanilan techizat ve malzemeler diger tekniklere gore daha ucuzdur
(Tingey et al. 1992; Rafalski et al. 1991; Mathieu-Daude et al. 1997; Waugh and Poweil
1992). RAPD tekniginde polimorfizm derecesi oldukga yiiksektir (Nicese et al. 1998;
Waugh and Poweil 1992; Rafalski et al. 1991; Weeden et al. 1992). Tiim bu avantajlarin
yaninda, RAPD yodnteminin en Onemli dezavantaji, belirteclerin dominant olmasi
sebebiyle heterozigotlar1 teshis etmenin zor olmasidir (Mathieu-Daude et al. 1997).
Reaksiyon bir¢ok hassas degiskenle birbirine bagli oldugu i¢in elde edilen verilerin

tekrarlanabilirligi diistiktiir.

RAPD teknigi sadeligi, kullanishilig1 ve getirdigi diger pek ¢ok avantaj nedeniyle biiyiik

ilgi gdrmiis ve ¢ok sayida arastirmaci grup tarafindan kullanilmaya baslanmistir. RAPD
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yontemi, polimorfizm sayisinin smirsizligi nedeni ile c¢ok sayida karakterin
belirlenmesine olanak saglamaktadir. RAPD belirtecgleri; genetik haritalarin yapimi,
popiilasyon yapisinin genetik analizi, bireylerin parmak izi, ayirt edici dzelliklerin
haritasinin yapimi, genomun 6zel bdlgesi i¢in hedef belirteg belirlenmesi gibi degisik
alanlarda basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda, ekoloji ve populasyon
biyolojisinde de yaygin kullanim alani bulmaktadir (Rafalski et al. 1994). RAPD
metodu prokaryotik ve okaryotik tiirler gibi pek ¢ok farkli yapmin DNA parmak izleri,
genotipin belirlenmesi, genom yapisinin arastirilmasi, prenatal tani, ebeveyn belirleme,
kiiltir ve rk belirlenmesi, adli tip, klinik tani, evrimsel sorunlar, lasyon biyolojisi,
salginlar ve ekoloji gibi alanlarda yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Rafalski et al.
1994). Ayrica bu yontem, klinik mikrobiyolojide, 6zellikle ayirt edilmesi ¢ok zor olan
bakterilerin belirlenmesinde kullanilir (A¢ik vd. 2001).

Cevresel kirleticilerin organizmalarin genomlar1 iizerine etkisi hakkinda caligmalar
biiyiik ilgi gérmektedir. Kimyasallara maruz birakma sonucunda gerceklesen DNA
kopriileri, DNA kirig1 ve mutasyonlar1 iceren DNA fonksiyonu ve yapisindaki
degisimleri genetik etkilerin bir smifin1 kapsar. Ayrica, genotoksik ajanlarin DNA ile
etkilesimleri sonucunda dolayli genetik etkiler de ortaya ¢ikmaktadir. Genotoksinlere
maruz birakilmig organizmalara ait RAPD profillerinde gozlenen degisiklikler DNA
hasarma ve/veya mutasyonlara neden olmaktadir (Atienzar and Jha 2006). Ontogenetik
ve ekotoksikolojik (Wolf et al. 2004; Wang et al. 2007) olaylarin degerlendirmesinde
RAPD giiclii bir teknik olarak son zamanlarda kullanilmaktadir. 10’mer RAPD
oligoniikleotit primerindeki tek niikleotid degisikligi, verilen kalip DNA’nin
parmakizinde dnemli farkliliklara neden olmaktadir. Ayn1 sekilde, genomik DNA’da bir
tek niikleotid degisikliginin DNA parmakizinde ayni etkiye sahip olmasi beklenir
(Atienzar and Jha 2006). Teorik olarak, genomik DNA’daki bu tek baz degisim
mutasyonlarini RAPD tespit edebilir (Welsh and McClelland 1990).

Omurgali ve omurgasiz hayvanlar, bitkiler ve bakterilerde genotoksinlerin etkisi ile

genomik DNA’da meydana gelen ¢esitli DNA hasar1 ve mutasyonlarin

belirlenebildigini gosteren bilimsel yaymlar RAPD’in giiglii bir biyomarkér oldugunu
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gostermistir (Savva et al. 1994; Liu et al. 2005, 2007; Enan 2006; Wang et al. 2007;
Cenkci et al. 2009, 2010).

RAPD tekniginde; genotoksik etkinin teshisi, kontrol ve uygulama 6rneklerinden elde
edilen RAPD profillerinin karsilastirilmasiyla yapilir (Atienzar and Jha 2006). DNA
hasar1 ve mutasyonal olaylar, RAPD profillerinde yeni DNA bantlarinin olusmasina,
kontrol grubu RAPD profillerinde mevcut olan DNA bantlarmin kaybolmasma ve
RAPD profillerinin goriiniisiinde degisikliklere neden olur (Atienzar et al. 1999).
Toksik maddelerin etkisinde kontrol grubuna gére RAPD profillerindeki degisiklikler
her bir primer i¢in genomik kalip kararlilik yiizdesi (GTS %) olarak hesaplanir (Atienzar
et al. 1999). GTS yiizdeleri ile fide kok uzunluklari, protein igerikleri, pigment igerikleri
gibi klasik fizyolojik ve biyokimyasal verilerin kontrol gruplarma gore degisim
yiizdeleri karsilastirilarak toksik maddelerin organizma iizerindeki etkileri yaygin 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

Aragtirma materyali igin ticari olarak satilan Allium cepa L. (mutfak sogani) (2n=16)
kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan mutfak soganlari halk arasinda “arpacik” veya
“fiske” olarak bilinmektedir. Soganlar Konya ili Aksehir il¢esine bagl kdylerden temin
edilmistir. Soganlar testler Oncesi serin, kuru ve 151tk gérmeyen ortamda muhafaza

edilmistir.

3.2 Herbisit Materyali

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

fenoksi bilesigi kullanilmustir.

3.3 Test Materyalinin Hazirlanmasi

Soganlar kullanilmadan 6nce serin, kuru ve havalandirilan ortamda muhafaza edilmistir.
Denemelerde yaklasik 10-20 mm ¢apinda ve 2-3 g agirliginda soganlar kullanilmaistir.
Koklendirme denemelerinden 6nce soganlarin tabana yakin dis kabuklari soyulmus ve

kok primordiyalaria zarar verilmeksizin kuru kokler dikkatlice uzaklastirilmistir.

3.4 Kok inhibisyon Testi

Distile su (dH20) ile doldurulmus deney tiiplerine (15 mm ¢ap x 100 mm uzunluk)
yerlestirilen soganlar 24 saat siireyle koklendirilmistir. Bu siire sonunda, saglikli
homojen koklenmenin oldugu soganlar kontrol (distile su) ve quizalofop-P-etil
herbisitinin farkli konsantrasyonlarina (ppm) 48 ve 96 saat siirelerle maruz birakilmistir.
Bu c¢aligmada quizalofop-P-etil herbisitinin 0.75, 1.5 ve 3.0 ppm konsantrasyonlar1
kullanilmistir. Bu konsantrasyonlar Yildiz and Arikan (2008)’e gore kullanilmustir.
Negatif kontrol grubu i¢in distile su uygulanmustir. Pozitif kontrol i¢in 10 ppm metil
metansulfonat (MMS; Acros Organics, Cas no; 66—27-3) ¢ozeltisi kullanilmistir. Her
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24 saatte bir c¢ozeltiler yenilenmistir. Denemeler, 22+2°C sicaklikta ve laboratuarin
direkt giines 15181 almayan kisminda gerceklestirilmistir. Denemeler sonunda, kontrol ve
farkli herbisit konsantrasyonlarinin her birine ait 5’er sogandan en uzun 10 kokiin
uzunlugu (mm) Olgiilerek, o konsantrasyona ait ortalama kok uzunlugu belirlenmistir

(her konsantrasyon i¢gin 50 kok = 5 sogan x 10 kdk).

3.5 Kok Uglar1 Toplam Coziiniir Protein Iceriginin Belirlenmesi

Her bir uygulamaya ait yaklasik 1 gr taze kok dokusu toplam ¢Oziiniir protein
izolasyonu i¢in kullanilmistir. K6k dokularindan protein izolasyonu Damerval et al.
(1986)’a gore yapilmistir. Sogutulmus porselen havan igerisinde sivi azot kullanilarak
kok dokusu toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen doku, % 0.07 B-merkaptoetanol
(BME, Sigma, Cas no; 60—-24-2) igeren asetonda hazirlanmis 5 mL % 10’luk trikloro
asetik asit (TCA, Sigma, Cas no; 76-03-9) ¢ozeltisinde siispanse edildikten sonra
ependorf tiiplere (2 ml) alinmstir. -20 °C’de 1 saat inkiibe edilen tiipler, 10000 rpm’de
(4 °C’de) 15 dakika santrifiij (Niive NF 800 R) edilmistir. Proteinlerin -20 °C’de 1 saat
cokelmesinden sonra tiipler, 10000 rpm’de (4 °C) 15 dakika tekrardan santrifiij
edilmistir. Siipernatant dokiildiikten sonra pelet lizerine asetonda hazirlanmis 0.5 mL %
0.07 BME ilave edilmis ve vortekslenmistir. Daha sonra 4.5 mL ayn1 ¢0zeltiden ilave
edilerek tiipler en az 1 saat -20 °C’de tutulmustur. Daha sonra, 4 °C’de 15 dakika 10000
rpm’de santrifiij sonrasi slipernatant dokiilmiistiir. Tiiplerin dibindeki peletler

desikatorde kurutularak, kullanilma anma kadar -20 °C’de saklanmistir.

Izole edilen proteinlerin konsantrasyonu Bradford metoduna (1976) gore belirlenmistir.
Bradford stok ¢ozeltisi (5X) hazirlamak i¢cin 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) karistirilmistir. Karisim 200 mL’ye su ile tamamlandiktan sonra
1:4 oraninda distile su ile seyreltilerek (1X) Whatman No.1 filtre kagid1 ile siizlilmiistiir.
Standart ¢ozeltisi i¢in 1 mg Bovin Serum Albumin (BSA, Sigma, Cas no; 232-936-2) 1
mL distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart
cozeltisine (0-25 pL) uygun olarak distile su (500-475 pL) ilave edilmis ve 0-0.05
mg/mL BSA karisimi hazirlanmistir. Her bir uygulamaya ait 5 mg protein peleti distile
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suda hazirlanmis 500 pL % 20’lik TCA i¢inde ¢ozlilmiistiir. Protein 6rnek c¢ozeltileri 4
°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda ornekler 5 dakika 10000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra siipernatant dokiilerek peletlerin tizerine 500 pL 1 N NaOH
ilave edilmistir ve oda sicakliginda 2 saat tutulmustur. Her bir 6rnekten 25 pL cam
tiiplere alinmig ve iizerine 475 pL distile su ve 5 mL Bradford ¢ozeltisi (1:4) ilave
edilmistir Alt1 tekrarh olarak hazirlanan standart ve 6rnek ¢ozeltilerin absorbanslart 595
nm dalga boyunda spektrofotometre (TU-1880 Double Beam UVI-VIS) ile
belirlenmigstir.  Standart grafiginden (BSA) yararlanilarak Orneklerin protein

konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

3.6 Nukleus izolasyonu ve Alkali Comet Assay

Sogan kok uglarindaki hiicrelere ait nukleuslar1 Pfosser et al. (1995)’e gore izole
edilmistir. Kok uclar1 1 cm ugtan kesilip uzaklastirilmistir. Yaklagik 20 mg kok ucu
(25-30 sogan kokii) buzda sogutulmus 1 ml Tris-MgCl, tamponu (4 mM MgCl,.6H,0,
0.5 % wi/v Triton X-100, 0.2 M Tris, pH 7.5) i¢inde keskin bir jilet yardimiyla hizlica
dogranmistir. Hiicre nukleuslarmin da bulundugu karistm 50 pm naylon agdan
stiziilerek bir ependorf tiip icerisine alinmistir. Alkali comet assayinde kullanilacak her
bir mikroskop lami 50 °C’de hazirlanmis % 1°lik NMA (normal erime dereceli agaroz)
ile kaplanarak diiz bir yiizey iizerine ve oda sicakliginda kurutulmustur. Daha sonra, 100
pl % 0.8°lik LMA (diisiik erime dereceli agaroz) 37 °C’de 20 pl nukleus siispansiyonu
ile karistirilmistir. Bu karisim lam iizerinde mevcut olan NMA katmani {izerine
damlatildiktan sonra yayilmistir. Lamlar 2-3 dakika buz kasetlerinin iizerinde
katilastirildiktan sonra buzda sogutulmus lizing soliisyonunda (1 M NaCl; 30 mM
NaOH, 0.5 % w/v SDS, pH 12.3) 1 saat bekletilmistir. Bu asamadan sonra lamlar, yatay
jel elektroforez tankina yerlestirilerek DNA elektroforetik tamponda (30 mM NaOH ve
1.5 mM EDTA pH 12.3) (Fairbairn et al. 1995) bir saat boyunca DNA sarmal agilmasi
icin bekletilmistir. Elektroforez buz iizerinde sogutulmus tankta 25 voltajda (1V cm™)
(30 dk) gergeklestirilmistir. Elektroforez sonrasi, lamlar ii¢ kez 0.4 M Tris-HCI
tamponunda (pH 7.5) notralize edildikten sonra EtBr (etidyum bromiir, 10 mg/L) ile
boyanmugtir. Nukleus DNA’st UV 1s1k kaynagi ile desteklenmis olan floresan
mikroskobu (OLYMPUS BX50F-3, Japonya) ile gozlenmistir. Comet goriiniimlerinin
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sayllmasinda sifirdan (kuyruksuz) dorde kadar (tiim DNA’larin kuyruk verdigi) olan bes
ayr1 smiflama kullanilmistir. Her bir lam igin 100 adet rastgele seg¢ilen nukleuslar analiz
edilmistir ve her bir ¢ekirdege comet sekline gore 0-4 arasinda rakamlar verilmistir. Her
bir 6rnegin toplam DNA hasar seviyeleri 0-400 arasindaki “keyfi liniteler (AU, arbitrary
units)” arasinda olusturulmustur. Her bir deneme grubu i¢in ii¢ farkli kok grubundan
ticer farkli okuma gerceklestirerek elde edilen verilerin ortalamalar1 ve standart hatalar1

hesaplanmigtir.

3.7 Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) Teknigi

3.7.1 DNA lzolasyonu

Uygulama grubu soganlarin yaklasik 0.3 g taze kok dokusu DNA izolasyonu ig¢in
kullanilmistir. Genomik DNA, RAPD-PCR calismalarinda yeterli olan Doyle ve Doyle
(1990) CTAB-DNA izolasyon prosediiriiniin laboratuarimiza uyarlanmasi ile ekstrakte
edilmistir. K6k dokusu oOnceden sogutulmus steril havan igerisine yerlestirilmistir.
Ornegin iizerine s1v1 azot eklenerek bir siire beklendikten sonra hizli ve etkin bir sekilde
ogiitiilmiistiir. Bu islemi takiben, onceden sogutulmus steril bir spatula ile havan
icerisindeki 6giitiilmiis bitki 6rnegi iki ayr1 steril 1.5 ml ependorf tiip i¢ine esit miktarda
aktarilmistir. Aktarma isleminin ardindan 6nceden su banyosunda 60 °C’ de 6n 1sitmaya
tutulmus CTAB ekstraksiyon tampon ¢ozeltisinden [% 2 CTAB, % 1 PVP- 40.000, 20
mM 2-merkaptoetanol, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl] 1
ml her tipe eklenmistir. Ependorf tiipleri parmaklar arasinda ters-diiz edilerek
karistirilmig ve 60 °C’deki sicak su banyosuna alimmistir. Daha sonra tiiplere 0.4 ml
kloroform eklenmistir. Bu siire zarfinda her 5 dakikada bir d6rnekler ters-diiz edilerek
karigtirilmigtir. Tipler, inkiibasyon sonrasi oda sicakliginda 12000 rpm’de 10 dakika
santriflij edilmistir. Daha sonra, 6rneklerin slipernatantlar1 dikkatlice temiz bir ependorf
tiipe bir mikropipet yardimiyla alinmigtir. Tiiplere 10 pl RNaz eklendikten sonra 60
°C’de 20 dk bekletilmistir. RNA temizleme islemini takiben -20 °C’de Onceden
sogutulmus iso-propanol son hacmin % 60’1 olacak sekilde tiiplere eklenmis ve 6rnekler
sarsilmadan her iki faz birbirine dikkatlice karistirilmistir. Bu asamada iplik¢ik halinde

ve beyaz renkli bir kiitle toplanmasi gézlenmistir. Ornekler 4 °C°de 30 dk bekletildikten
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sonra 3000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant dokiilmiis ve
kalan sivi damlalar1 tekrar santrifiij edildikten sonra mikropipetle almmistir. Tipler
daha sonra 1 mL % 70’lik etanol ile yikanmis ve sonrasinda sivi kisim tiiplerden
uzaklastirilmis ve 4-5 dk oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Son olarak, DNA
¢okeltileri 0.2 mL TE tampon [10 mM Tris HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0] ¢ozeltisi
icinde ¢oziildiikten sonra 24 saat 4 °C’ de bekletilmistir. DNA’lar, spektrofotometrik
miktar tayini ve agaroz jel elektroforezde genomik DNA’larin kontrolii yapildiktan

sonra -20 °C’ de saklanmustir.

DNA o6rnekleri 2 mL kuvars cam kiivetler kullanilarak 260 ve 280 nm dalga boylarinda
TU-1880 Double Beam UV-VIS Spektrofotometre ile okunmustur. DNA miktari;; DNA
(pg/ml)= Azso x Seyreltme Orani x 50 formiilii kullanilarak belirlenmistir. DNA saflig1,
Agso/Azso orant hesaplanarak tespit edilmisti. DNA Ornekleri TE tamponunda

¢Oziildiigi i¢cin ¢alismada kor olarak TE tamponu kullanilmistir.

3.7.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Her bir PCR reaksiyonu 0.2 mL ince cidarli ependorf tipi tiiplerde 25 pl toplam
soliisyon igerisinde gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu bilesenleri 6n denemelerde
optimize edilmistir. 25 pl PCR karisimi; 1x PCR tampon ¢ozeltisi (50 mM KCI, 1 mM
Tris-HCI; pH 8.8), 1 U Taqg (Thermus aquaticus) DNA Polimeraz enzimi (Fermentase,
Vilnius, Litvanya), 2.0 mM MgCl,, 200 uM dNTP (50 uM dATP, dTTP, dGTP ve
dCTP), 10 uM 10 baz dizilimli primer, 50 ng/ul genomik DNA ve steril ddH,O ile
hazirlanmistir. Bu calismada toplam 40 adet 10’mer oligoniikleotit primer (QIAGEN
Operon GmbH, Cologne, Almanya) kullanilmistir. Kullanilan primerler, sekanslar1 ve

GC igerikleri Cizelge 3.1°de listelenmistir.

3.7.3 PCR Daongiileri

PCR dongiileri, Uvigene (Uvitech Ltd. UK) marka 1sil-dongii cihazi kullanilarak

gerceklestirilmistir. PCR karigimlar1 94 °C’de 4 dk baslangi¢ denatiirasyonuna maruz

birakildiktan sonra, toplamda 40 dongli olmak {iizere; 94 °C’de 45 sn denatiirasyon
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(DNA zincirlerinin ayrilmast), 37 °C’de 45 sn annealing (primerlerin baglanmasi) ve 72
°C’de 60 sn polimerizasyon (zincirlerin uzamasi) programi kullanilmistir. 72 °C’de 8 dk
son polimerizasyon dongiisli gergeklestirildikten sonra PCR dongiileri tamamlanmustir.
PCR o6rnekleri bekletilmeden veya -20 °C saklandiktan sonra agaroz jel elektroforezinde

yuritilmistiir.

3.7.4 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR diiriinlerine 6X yiikleme tamponu (10 mM Tris-HCI pH 7.6, % 0.03 bromofenol
blue, % 0.03 ksilen siyanol FF, % 60 gliserol, 60 mM EDTA) karistirilmistir. 1X TBE
[Tris-HCI (10.8 g), Borik asit (5.5 g) ve EDTA (2 mL)] ile hazirlanan % 1.8’lik agaroz
jele DNA ornekleri 100 b¢ DNA ladder (Fermentas GeneRuler 100 b¢ DNA Ladder
Plus), 10 mM Tris-HCI, pH 7.6, 1 mM EDTA) ile birlikte yiiklenmistir. DNA 6rnekleri
yiiriitiicti tampon ¢6zeltisi (1X TBE) bulunan jel tanki igerisinde (BIO-RAD Wide Mini
Sub-Cell GT System, Italya) 100 voltta 120 dk yiiriitiilmiistiir. Agaroz jel daha sonra 10
ul (0.625 mg/ml) etidyum bromiir eklenmis 200 ml saf su i¢inde 20 dk bekletilerek
boyamaya birakilmistir. Distile su ile durulandiktan sonra ultraviyole 151k altinda renkli
kamera ile agaroz jeli goriintiilenmistir. PCR {iriinleri i¢in % 1.8 agaroz; genomik

DNA’larin analizi i¢in % 0.8 agaroz kullanilmastir.
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Cizelge 3.1 RAPD-PCR reaksiyonlarinda test edilen primerler, sekanslar1 ve GC

icerikleri.

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

1 OPAO1 70 CAGGCCCTTC 21 OPBO1 60 GTTTCGCTCC

2 OPA02 60 TGCCGAGCTG 22 OPB02 60 TGATCCCTGG

3 OPAO3 60 AGTCAGCCAC 23 OPBO3 70 CATCCCCCTG

4 OPA04 60 AATCGGGCTG 24 OPB04 60 GGACTGGAGT
5 OPAO5 60 AGGGGTCTTG 25 OPBO5 70 TGCGCCCTTC

6 OPAO6 70 GGTCCCTGAC 26 OPBO6 70 TGCTCTGCCC

7 OPA07 60 GAAACGGGTG 27 OPBO7 g GGTGACGCAG
8 OPA08 60 GTGACGTAGG 28 OPBO08 70 GTCCACACGG
9 OPAQ9 70 GGGTAACGCC 29 OPB09 70 TGGGGGACTC
10 OPA10 60 GTGATCGCAG 30 OPB10 70 CTGCTGGGAC
11 OPAl1l1 60 CAATCGCCGT 31 OPBll g GTAGACCCGT
12 OPA12 60 TCGGCGATAG 32 OPB12 g, CCTTGACGCA
13 OPA13 60 CAGCACCCAC 33 OPB13 70 TTCCCCCGCT

14 OPAl4 60 TCTGTGCTGG 34 OPBl4 g TCCGCTCTGG

15 OPA15 60 TTCCGAACCC 35 OPB15 60 GGAGGGTGTT
16 OPAl6 60 AGCCAGCGAA 36 OPB16 60 TTTGCCCGGA

17 OPAl17 60 GACCGCTTGT 37 OPBl7 g AGGGAACGAG
18 OPA18 60 AGGTGACCGT 38 OPB18 &, CCACAGCAGT
19 OPA19 60 CAAACGTCGG 39 OPB19 70 ACCCCCGAAG
20 OPA20 60 GTTGCGATCC 40 OPB20 g4, GGACCCTTAC

3.7.5 RAPD Bantlarinin Degerlendirilmesi

RAPD profillerindeki belirgin degisiklikler (negatif kontrole gore yeni bantlarin ortaya
cikmasi1 ve/veya mevcut bantlarin kaybolmast) degerlendirilmistir. Degerlendirmesi gii¢
olan veya tiim Ornekler icin monomorfik DNA bantlar1 iireten primerler
degerlendirmeye alinmamigstir. Her bir primer i¢in ¢gogalmis olan bantlarm varligi “1” ve

yoklugu “0” belirlenmistir. Cogalmis bantlarin analizi Lynch and Milligan (1994)’e
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gore yapilmistir. Uygulama gruplar1 arasindaki uzakliklar ikili karsilastirma matriksi
RAPD (9 primer) verileri i¢in Jaccard’s algoritmasi kullanilarak yapilmistir. Uygulama
gruplart i¢in 1000 tekrarli bootstrap testinden sonra uzaklik verileri UPGMA
(unweighted pair group method with arithmetic means, UPGMA) agaglarinin meydana
getirilmesi i¢in kullanilmistir. UPGMA agaglar1 Saitou and Nei (1987)’e gore FreeTree
(Pavli¢ek et al. 1999) ve TreeView (Page 1996) paket programlar1 kullanilarak “0” ve

“1” matriksinden olusturulmustur.

RAPD profillerinde degisikligin belirlenmedigi veya sayilmasi gii¢ skorlar iireten
primerler genomik kalip kararlilig1 (GTS, Genomic Template Stability) hesaplanmasina
katilmamistir. GTS (%), 100-(100 a/n) formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Formiildeki
“a” her bir primer icin DNA profillerindeki degisiklik gdsteren ortalama DNA bant
sayisini, “n” ise negatif kontrol grubu profilinde ayni primer icin belirlenen toplam
DNA bandi sayisini ifade etmektedir (Atienzar et al. 1999). Her bir deneme grubu i¢in
tim primerlerle hesaplanan GTS degerlerinin ortalamalar1 hesaplanmistir. Her bir
parametrenin hassasiyetini karsilastirmak i¢in, her parametredeki (kok biiylimesi,
toplam ¢oziinilir protein igerigi, comet assayle belirlenen DNA hasar skorlar1 ve GTS
degerleri) degisikler negatif kontrole (% 100’e sabitlenmistir) gore ylizde degisimleri

olarak tekrardan hesaplanmaistir.

3.8 istatistiksel Analizler

Verilerin varyans analizi SPSS (v 15.0) paket programi kullanilarak yapilmistir. Kok
biiylimesi, toplam ¢6ziiniir protein icerigi ve comet skorlarindaki farkliliklar tek-yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile gergeklestirilmistir. 48 veya 96 saat uygulamalarinda elde
edilen negatif kontrol ve her bir uygulama arasindaki 6nemli diizeydeki farkliliklar
Duncan coklu karsilastirma testi, (P < 0.05) ile degerlendirilmistir. Ayni deneme
gruplarmm 48 ve 96 saat uygulamalari arasindaki farkliliklar student-T-testi

kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Bu arastirmada soganlar (Allium cepa L.) 24 saat, oda sicakliginda, disiik 1s1k
ortaminda ve distile suda koklendirilmistir. Bu siire sonunda, homojen koklenme
gosteren soganlar segilerek distile su (negatif kontrol, NK), 10 ppm metil metansulfonat
(pozitif  kontrol, PK) ve quizalofop-P-ethyl (QPE) herbisitinin  farkli
konsantrasyonlariyla (0.75, 1.50 ve 3.0 ppm) kiiltiire edilmistir. Uygulamalarin 48. ve
96. saatlerinde soganlar hasat edilerek; kok biiyiimesi, kok dokularmdaki toplam
¢oziinebilir protein igerigi, comet assayle belirlenen kok hiicre ¢ekirdeklerindeki DNA
hasar seviyesi, RAPD assayle belirlenen genomik DNA’daki degisimlerin seviyesi

analiz edilmistir.

4.1 QPE’nin Kok Biiyiimesi Uzerine Etkisi

48 ve 96 saat uygulamalarinda, soganda kok biiyiimesi negatif kontrol grubuna gore
pozitif kontrol ve yiiksek konsantrasyondaki (1.5 ve 3.0 ppm) QPE uygulamalarinda
onemli diizeyde (P < 0.05) engellenmistir (Sekil 4.1). Bununla birlikte, 48 slire sonunda
bu QPE herbisiti ve pozitif kontrol gruplarinin kok uzunluk degerleri arasinda 6nemli (P
< 0.05) bir fark belirlenmemisken, 96 saat uygulamasinda pozitif kontrol uygulamasi
1.5 ve 3.0 ppm QPE’ye gore kok uzamasmi énemli (P < 0.05) seviyede engelledigi
tespit edilmistir. 48 ve 96 saat uygulama gruplarinin Student-T-testine gore yapilan ikili
karsilastirmalarinda, negatif kontrol grubu fidelerin kokleri i¢in 96 saat sonunda dnemli
diizeyde (P < 0.05) uzunluk artis1 belirlenmistir (Sekil 4.1). 3.0 ppm QPE uygulamasi
haricindeki uygulamalarda 48 saate gore 96 saat sonunda kdk biiylimesinde dnemli (P <

0.05) diizeyde bir artis belirlenmemistir.
4.2 QPE’ nin Toplam Céziiniir Protein icerigine EtKisi
Herbisit uygulamasi sonrasi kok dokusu toplam ¢oziiniir protein igerigi Bradford (1976)

yontemine gore analiz edilmistir. Negatif kontrole ait kok dokular1 toplam ¢oziiniir

protein igerigi 48 saate gore 96 saat sonunda 6nemli 6l¢iide azalmistir. Bununla birlikte,
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negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kok dokusu toplam ¢oziiniir protein igerigi

48 saat herbisit uygulamalarinda 6nemli diizeyde (P < 0.05) azalmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1 Farkli siire ve farkli konsantrasyonda QPE herbisit uygulamasinin kok
biiylimesi lizerine etkisi.

[NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol, 10 ppm metil metansulfonat, n = 100, Ortalama degerleri
gosteren barlara ait standart hata ¢ubuklar iizerindeki farkli kiiciik harf(ler) 48 saat verileri arasinda,
farkl biiyiik harf(ler) 96 saat verileri arasinda Duncan testine gore 6nemli diizeyde (P < 0.05) farkliliklar1
gostermektedir. *,** ise ayni uygulamanin 48 ve 96 saatleri arasinda Student-T-testine gére Gnem

diizeyde (P < 0.05) farklilik oldugunu géstermektedir]

Bu uygulama gruplar1 arasinda, protein i¢erigindeki en fazla azalma (% 17,3) 1.50 ppm
QPE uygulamasi igin tespit edilmistir. 96 saatin sonunda, tim QPE herbisiti
uygulamalar1 k6k dokularmin toplam ¢oziinebilir protein igerigini negatif kontrole gore
arttrmustir. Bu artiglar 0.75 ve 3.0 ppm QPE uygulamalar1 i¢in anlamli (P < 0.05)
bulunmustur. QPE uygulamalarinda farkli olarak, pozitif kontrol uygulamasi 48 saat

icin % 22, 96 saat icin % 57 oranlarinda toplam ¢6ziiniir protein igerigini arttirmustir.

28



48. saat

70 - - 96. saat

o— A
0 60 - a
o
O *
= b
a * ¢ an
3 —_ *% cd * % B
S« 4 C AB d AB
-t
o W
= oo
= b 30 A
= =
N N’
S 20
=
] 10
=t
0 .
NK 0,75 1.50 3,00 PK
QPE (ppm)

Sekil 4.2 Farkli siire ve farkli konsantrasyonda QPE herbisit uygulamasinin toplam
¢Oziinilir protein igerigi lizerine etkisi.

[NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol, 10 ppm metil metansulfonat, n = 100, Ortalama degerleri
gosteren barlara ait standart hata ¢ubuklar iizerindeki farkli kiiciik harf(ler) 48 saat verileri arasinda,
farkl biiyiik harf(ler) 96 saat verileri arasinda Duncan testine gore 6nemli diizeyde (P < 0.05) farkliliklart
gostermektedir. *,** ise ayni uygulamanin 48 ve 96 saatleri arasinda Student-T-testine goére 6nemli

diizeyde (P < 0.05) farklilik oldugunu géstermektedir]

4.3 Comet Assayle Belirlenen QPE Tesvikli DNA hasari

Uygulama yapilmis ve yapilmamis sogan kok uglarina ait nukleuslarda tesvik edilen
DNA hasarlarin1 belirleyebilmek i¢in comet assayin alkalin versiyonu kullanilmistir. 48
saat uygulama siiresinde, negatif kontrol uygulamasiyla karsilastirildiginda, pozitif
kontrol ve tim QPE herbisiti konsantrasyonlarinda DNA hasar seviyeleri 6nemli
diizeyde artmustir (Sekil 4.3). 48 saat uygulamalarinda en yiiksek DNA hasar seviyesi
(70.25+£3.71 AU) pozitif kontrol gruplarinda belirlenmistir. Siire artimi ile birlikte
pozitif kontrol grubunda belirlenen DNA hasar seviyesi (89.25+£3.90 AU) o6nemli
diizeyde artmustir (Sekil 4.3). Bununla birlikte, ayni siire uygulanan (48 veya 96 saat)

QPE herbisitinin test edilen tiim konsantrasyonlari1 arasinda (Duncan test, P < 0.5) ve
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ayni konsantrasyonun farkli siireleri arasinda (48 ve 96 saat) (Student-T-test, P < 0.5)

belirlenen DNA hasar seviyeleri arasinda dnemli bir fark belirlenmemistir (Sekil 4.3).

I:I 48. saat ”

d B
b B b
40 1
b B
30 -
20{ ¢ C
10 - |1
0 . . . .
NK 0,75 1,50 3,00

QPE (ppm)

oo
(=]
By

DNA hasar (AU)

PK

Sekil 4.3 Farkli siire ve farkli konsantrasyonda QPE herbisit uygulamasmm kok

nukleuslarinda Comet Assayle belirlenen DNA hasar seviyeleri lizerine etkisi.

[NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol, 10 ppm metil metansulfonat, n = 100, Ortalama degerleri
gosteren barlara ait standart hata ¢ubuklar iizerindeki farkli kiiciik harf(ler) 48 saat verileri arasinda,
farkl biiyiik harf(ler) 96 saat verileri arasinda Duncan testine gore 6nemli diizeyde (P < 0.05) farkliliklar1
gostermektedir. *,** ise ayni uygulamanin 48 ve 96 saatleri arasinda Student-T-testine goére 6nemli

diizeyde (P < 0.05) farklilik oldugunu gostermektedir]

4.4 RAPD Analizleri

4.4.1 Genomik DNA izolasyonu

Uygulama yapilmis ve yapilmamis sogan kok uglarindan yaklasik 300 mg kék dokusu
genomik DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilmistir. Bu ¢alismada, RAPD profillerini daha
iyl degerlendirebilmek amaciyla 48 ve 96 saat negatif kontrol genomik DNA’lar1
ekstraksiyon sonrasi karigtirtlmistir ve tek bir negatif kontrol grubu olusturulmustur.

Cizelge 4.1 uygulama gruplari i¢in spektrofotometre ile okunan Agso Ve Aggo degerlerini,
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DNA safligint  (Azs0/Az2s0) Ve elde edilen DNA miktarlarint  (ugDNA/mI)

gostermektedir.

Cizelge 4.1 Farkli uygulama gruplarina ait 100 mg taze kok dokusundan izole edilen ve
spektrofotometre ile belirlenen genomik DNA miktar ve safligi. [NK: negatif kontrol, PK; 10

ppm metil metansulfonat]

Uygulama Siire Aoeo Aogo Aoeol Asgo ug DNA/ml

NK 48 ve 96 saat 0,034 0,02 1,7 17,0
oK 48 saat 0,679 0,361 1,88 339,8

96 saat 0,186 0,108 1,72 93,0
0,75 ppm QPE 0,259 0,13 1,99 129,5
1,5 ppm QPE 48 saat 0,585 0,293 1,99 292,5
3 ppm QPE 0,255 0,131 1,94 127,5
0,75 ppm QPE 0,081 0,049 1,65 40,5
1,5 ppm QPE 96 saat 0,162 0,086 1,88 81,0
3 ppm QPE 0,044 0,03 1,46 22,0

Ekstre edilen DNA miktarlar1 géreceli olarak incelendiginde, negatif kontrol grubuna ait
100 mg taze kok dokusundan yaklasik 17 pg/ml DNA izole edilmistir. 48 saat uygulama
gruplarindan (pozitif kontrol ve ti¢ farkli QPE herbisiti uygulamasi) ortalama olarak 222
pg/ml DNA izole edilmistir. Ekstre edilen ortalama DNA miktar1 96 saat uygulamalar1
icin ise yaklasik 60 pg/ml olarak hesaplanmustir. Dolayisiyla, tiim gruplarin 100 mg taze
kok dokularmdan ortalama olarak 126 ug/ml genomik DNA izole edilmistir ve bu
miktar ile yaklasik 2500 adet PCR reaksiyonu (reaksiyon basma 50 ng kalip DNA)
kurmak miimkiindiir. Elde edilen genomik DNA’larin safligi (Azeo/Azso) 1.46-1.99
araliginda degismistir (Cizelge 4.1). Genomik DNA’lar 10 ng/pl konsantrasyon olacak
sekilde duble-distile suda (ddH,O) seyreltildikten sonra PCR reaksiyonu kurulumunda
kullanilmistir. PCR 0Oncesi stok ve calisma genomik DNA’lar1 -20 °C’de derin

dondurucuda aliqotlara ayrilarak saklanmustir.
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4.4.2 RAPD Profillerinin Diyagnostik Analizi

Bu arastirmada, % 50-70 GC oranli Operon A (OPA) ve Operon B (OPB) serisi 40 adet
primer On denemelerde kullanilmigtr. Bu primerlerden sadece 10 tanesi
degerlendirilebilir ve bilgi verici RAPD profilleri tiretmistir. Bu 10 farkli primerin
kullanilmasiyla, uygulama yapilmamis (negatif kontrol) ve farkli (48 ve 96 saat)
stirelerde uygulama yapilmis (pozitif kontrol ve 0.75, 1.5 ve 3.0 ppm QPE herbisiti)
soganlarin kok genomik DNA’larindan elde edilen RAPD profillerine ait jel goriintiileri
Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6’de verilmistir. Resimlerde verilen her bir agaroz jelin birinci
hattinda RAPD profillerine ait DNA bantlarinin molekiiler agirligini belirlemek i¢in 100
b¢ DNA markorii yiiriitiilmiistiir. 10 farkli primerle elde edilen goriintiilerden, RAPD
reaksiyonu sonrasi her bir uygulama igin amplifiye olan bantlarin varhigr “1” veya
yoklugu “0” degerlendirilmistir ve amplifiye olmus bantlarin molekiiler biiytiklikleri
Uvitec paket programi ile tespit edilmistir. Cizelge 4.2, tim primerler ile uygulama
gruplarindan elde edilen RAPD bantlarinin varligi ve yoklugu i¢in olusturulmus “1-0”

matrisini géstermektedir.

Elde edilen RAPD bulgularina goére, primer OPB02 (7 DNA bandi) her bir uygulama
grubunda aynt DNA bantlarini iiretmistir (Sekil 4.5). Bu nedenle OPB02 primerinin
iirtinleri RAPD degerlendirmelerinden ¢ikarilmistir. RAPD c¢alismalarinda kullanilan ve
polimorfik DNA bandi iireten primerler, primer sekanslari, her bir primerle elde edilmis
DNA molekiiler biiyiikliilk araligi, negatif kontrolde elde edilen DNA bant sayisi,
monomorfik ve polimorfik DNA bant sayilar1 Cizelge 4.3°te 48 ve 96 saat uygulamalar1
icin verilmistir. Negatif kontrol grubunda c¢ogalmig DNA bantlarmin molekiiler
biiyiikliikleri 319 b¢ (OPA10) ile 2219 bg¢ (OPB06) araliginda degismistir ve test
edilmis 9 farkli primerle toplamda 94 PCR band1 ¢ogalmaistir.

48 saat uygulama gruplarinda molekiiler ebatlar1 252 b¢ (OPAO04) ile 2219 bg¢ (OPA06)
araliginda degisen 61 adedi polimorfik, 51 tanesi ise monomorfik olan toplamda 112
farklit DNA band1 ¢ogalmistir. Dolayisiyla, 48 saat uygulamasina ait RAPD bantlarinin
polimorfik ve monomorfik yiizdeleri sirasiyla % 54,6 ve % 45,5 olarak hesaplanmistir

(Cizelge 4.3). Bununla birlikte, 96 saat uygulamasinda, 48 saat uygulamasi ile ayni
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molekiiler biyiikliikk araliginda, toplamda 109 farkli DNA bandi ¢ogalmistir. Bu
bantlardan 58 tanesinin polimorfik, 51 tanesinin monomorfik oldugu belirlenmistir. 96

saat uygulamasina ait RAPD bantlarmin polimorfik ve monomorfik yiizdeleri sirasiyla

% 53,2 ve % 46,7 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.3).

Negatif kontrol, pozitif kontrol ve QPE herbisiti uygulanmis soganlara ait RAPD
profillerinin DNA bandi say1 ve ebatlarinda belirgin farkliliklar belirlenmistir. RAPD
bant profillerindeki degisiklikler Cizelge 4.4’de 6zetlenmistir. Uygulama grubu RAPD
profillerinde, negatif kontrol grubunda mevcut olan bantlarda kaybolma veya negatif
kontrol RAPD profilinde olmayan yeni DNA bantlarin uygulama grubu RAPD
profillerinde olusmasi degisikliklerin nedenini olusturmustur. 48 ve 96 saat
uygulamalarinda kaybolan veya yeni olusan DNA bantlarmin molekiiler ebatlar

genelde 1000 b¢’den daha kiiciik oldugu gozlemlenmistir.

48 saat siireyle pozitif kontrol ve farkli QPE herbisiti ile uygulama yapilmis gruplarda
primer OPAO03 ile belirlenen RAPD profilleri negatif kontrol grubu ile tamamen ayni
olmustur. Buna ilaveten, 48 siireyle uygulanmis pozitif kontrolde OPA0O4 ile yeni bant
olusumu, OPBO07 ile bant kaybi gerceklesmemistir. Bununla birlikte, diger primer
kosullarinda negatif kontrole gore en az bir bant kaybi ve/veya yeni bant olusumu
belirlenmistir. Pozitif kontrolde kaybolan bantlarin sayis1 (26 bant) yeni olusanlardan
(12 bant) daha fazla oldugu tespit edilmistir. Negatif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, OPA02 ve OPA10 primerleri igin pozitif kontrolde sirasiyla 6 ve 9
bant kaybi1 tespit edilmistir (Cizelge 4.4). 48 saat siireyle uygulanan QPE
uygulamalarimda OPAO3 ve OPAO7 primerlerinde polimorfik DNA bandi
belirlenmemistir. Fakat diger primerlerle en az bir bant kaybi ve/veya yeni bant
olusumu belirlenmistir (Cizelge 4.4). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 48 saat
uygulamasinda toplamda en fazla DNA bandi degisimi (38 kaybolan veya yeni olusan
bant) pozitif kontrol grubunda belirlenmistir. 0.75, 1.5 ve 3.0 ppm QPE
uygulamalarmda belirlenen toplam DNA bandi degisimi sayis1 sirasiyla 30, 35 ve 29
olarak bulunmustur (Cizelge 4.4). Dolayisiyla, 48 saat uygulamasinda, sogan kok

dokusunda en fazla DNA bandi degisimi 1.5 ppm QPE uygulamasinda belirlenmistir.
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96 saat uygulamasinda, pozitif kontrol RAPD profillerinde, negatif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, tim primerlerde en az bir adet bant kaybi ve/veya yeni bant
olusumu gozlenmistir (Cizelge 4.4). Pozitif kontrol RAPD profillerinde belirlenmis olan
bant degisim sayis1 41°dir. Bu grupta kaybolan bantlarin sayist (30) yeni olusan (11)
bantlardan daha fazladir. 96 saat QPE herbisiti uygulamalarinda, negatif kontrolle
karsilastirildiginda, toplamda belirlenen RAPD bandi degisimi doza bagimli olarak
artmustir. 0.75, 1.5 ve 3.0 ppm QPE herbisiti uygulamalarinda toplam bant degisimleri
sirastyla 22, 26 ve 27 olarak belirlenmistir. Pozitif kontrole benzer sekilde, tim QPE
herbisiti uygulamalarinda kaybolan bantlarin sayisi yeni olusan bant sayisindan daha

fazla bulunmustur (Cizelge 4.4).

Bununla birlikte, 48 ve 96 saat uygulamalarma ait pozitif kontrol gruplarinda toplamda
48 farkl bantta kayip veya yeni bant olusumu belirlenmistir. Bu polimorfik bantlardan
31 adedi (% 63’i) ayn1 molekiiler agirlikta ve ortak polimorfik bantlarm oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.4). Benzer iliskideki polimorfik bantlar 48 ve 96 saat QPE
herbisiti uygulamalar1 arasinda belirlenmis olsa da bu bantlarin sayisi oldukga azdir, bu
nedenle degerlendirme yapilmamistir. Fakat 48 ve 96 saat uygulamalarinda belirlenen
bant degisim sayilar1 karsilastirildiginda, 48 saat uygulamasinda belirlenen polimorfik
bantlarin sayilar1 96 saat uygulamalarinda belirlenenlerden daha fazla bulunmustur

(Cizelge 4.4).
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48 saat 9 saat 48 saat 9% saat
M 075 15 30 NMMS NK MMS 035 15 30 / 75 L5 3.0 MMS NK MMS 075

—— a
—
—_—
- -
—
[ —
—_——
—_——
-
e
- —
-

48 saat 95 saat 48 saat 96 saat
M 035 15 30 MMS NK AMMS 075 15 & / .7 15 30 NMMS NK MMS 075 15 30

Sekil 4.4 Farkli siire konsantrasyonda QPE herbisit uygulanmis sogan genomik
DNA’larindan OPAO1, OPA02, OPAO3 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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48 saat 48 saat 96 _saat

96 _saat
15 30 MMS NK MMS 075 15 3. : 15 30 MMS NK MMS 075 15

MRy

OPA-10

48 saat 96 saat 48 saat 96 saat
M. 2075 15 30 NK MMS 0.75 S 3 / 0.7 15 30 MMS NK MMS 075 15 3.0

OPB- 02 OPB- 05

Sekil 4.5 Farkli siire konsantrasyonda QPE herbisit uygulanmis sogan genomik
DNA’larindan OPA10, OPB0O1, OPB02 ve OPBO0S5 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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48 saat 96 saat 48 saat 96 saat
M 075 15 30 MMS NK MMS 075 15 30 / 75 15 3.0 MMS NK MMS 095 15 3.0,

OPB - 06 OFPB-07

Sekil 4.6 Farkli siire konsantrasyonda QPE herbisit uygulanmis sogan genomik
DNA’larindan 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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Cizelge 4.2 Her bir uygulama 6rnegi i¢in 10 primerle belirlenen DNA bantlarin ebatlar1
(BE) ve negatif kontrole gore, QPE uygulamalarimda mevcut “1” ve kayip “0” RAPD

bantlar1. [NK: negatif kontrol, PK; 10 ppm metil metansulfonat]

48 saat 96 saat
QPE (ppm) QPE (ppm)

Primer BE 0,75 15 3 PK NK PK 0,75 1,5 3
1 OPAO0O1 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 OPA03 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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96 saat

48 saat

QPE (ppm)

QPE (ppm)

BE 0,75 15 3 PK NK PK 0,75 1,5

Primer

674
486
430
1401

33
34
35

1
1
0
0
1
0

36 OPAO04

37

1936
1632
1217

38
39

1086
1023
963
900
823
762
752
662

40

41

42

43

44
45

46

47

530
455

48

49

334
252
1541

50
51

1
1
1
0

52 OPA10

53
54
55
56
57

1434
1187
1071

990
891

818
732

58
59

659
600
576
446

60
61

62

63
64

65

396

359

319
1898

66
67

0

OPB 1
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96 saat

48 saat

QPE (ppm)

QPE (ppm)

15 3 PK NK PK 0,75 1,5

0,75
0
0
1
1
0
1
1

BE

Primer

1701
1542
1446
1375

68
69

70
71

1154
1087

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

1011

959
891
844
766
707
632
555
464
400
1056

82

83
84

85

1

OPB 2

975

810
754
710
350
245
1733
1547
1406
1281
1173
1027

86
87

88
89

90
91

1
1
1
1
1
1

OPB 5

92
93

94
95
96
97

874
923
845

98
99

766
700
607

100
101
102
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96 saat

48 saat

QPE (ppm)

QPE (ppm)

BE 0,75 15 3 PK NK PK 0,75 1,5

Primer

539
2219
1475
1151
1052

103

1
0
0
1

104 OPB6

105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115

915
879
857
635
568
537
439
394
978

116 OPBY

117
118
119
120
121
122

900
800
735
684
600
300
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Cizelge 4.3 Farkli siirelerde (48 ve 96 saat) herbisiti uygulamalarina maruz birakilmis sogan bitkileri i¢in RAPD caligmalarinda kullanilan

primerler, primer sekanslari, her bir primerle elde edilmis DNA ebat araligi, negatif kontrolde elde edilen DNA bant sayisi, monomorfik ve

polimorfik DNA bant sayilar1.

Uygulamalarda

Siire Primer En biiyiik En kiiciik NK bant cogalmis bant Polimorfik Monomorfik Toplam
bant (bp) bant (bp) sayisl sayisn bant sayisi bandi sayisi bant sayisi
OPAO01 1387 505 10 40 3 8 11
OPAO02 2082 350 13 32 15 1 16
OPAO03 1257 430 7 28 0 7 7
OPA0O4 1936 252 11 41 9 6 15
= OPA10 1541 319 13 30 12 3 15
§ OPBO01 1898 400 14 43 7 16
¥ OPBO05 1733 539 12 44 4 9 13
OPB06 2219 394 8 38 4 12
OPB07 978 300 6 25 1 6 7
Toplam 94 321 61 51 112
OPAO1 1387 505 10 42 3 8 11
OPAQ2 2082 350 13 29 13 3 16
OPAO03 1257 430 7 27 1 6 7
OPAQ4 1936 252 11 39 8 6 14
= OPA10 1541 319 13 28 11 3 14
cf OPB01 1898 400 14 49 9 7 16
” OPBO05 1733 530 12 46 3 10 13
OPB06 2219 439 8 31 9 2 11
OPBQ7 978 300 6 25 1 6 7
Toplam 94 316 58 51 109
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Cizelge 4.4 Negatif kontrol (NK) RAPD profillerinde belirlenen DNA bant sayilari, ve negatif kontrole gore uygulama gruplarinda

belirlenen yeni olusan (+) ve kaybolmus (-) DNA bantlarinin UVIsoft goriintii analiz program ile belirlenen molekiiler ebatlar1 (baz cifti,

beg). [ND: negatif kontrol ile karsilastirildiginda uygulama fidelerinin RAPD profillerinde degisiklik olmadigini belirtmektedir; PK, pozitif

kontrol]
48.sa
QPE (ppm) QPE (ppm)
Primer NK PK 0,75 1,5 3 MMS 0,75 15 3
OPAO1 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;1 500;628;87 453;500;62 453;500;62 453;877;115 453;500;628 453;500;628 453;628;877
153;1333;1 7,985;1076 8;877;985; 8;750;821; 3;1333;1937 ;877,985;11 ;877,985;10 ;985;1076;1
937;2082 ;1153;1333 1076;1153 985 ;2082 53,1333 76;1153;133 153;1333
3
OPA03 7 ND ND ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND 1257 ND ND ND
ND 1936 252;900;16 900;1632 762;900 ND 252 900
OPAO4 11 32
1217 1023;1217 963;1023;1 823;963;10 455;823;121 334;1217 334;1023;12 1023
217 86 7 17
OPA10 13 891 659;891 659;891 659;891 659 ND 659 659
359;396;44 359;396;44 396;446;60 396;446;60 359;396;446 396;446;600 396;446;600 359;396;446
6;600;818; 6;600;732; 0;732;818; 0;732;818; ;600;818;10 ;732;1071;1 ;1071;1187, ;600;1071;1
1071;1187; 818;1071 1071 1071 71;1434;154 187 1541 187;1541
1434;1541 1
OPB01 14 400;555 1446 1446 1446 400;464;555 ND ND ND
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- 959;1542:1 1154;1542; 1087;1154; 1154 766;959;154 ND ND 1087
701;1898 1701;1898 1542;1701; 2;1701;1898
1898
OPBO5 12 + 539 ND ND ND 539 ND ND ND
- 1027;1733 974 1027 1027 1733 1027 ND 1027
+  394;568;87 568;879 879 394;879;14 879 568;879;147 568;879 568;879;147
OPB06 8 9;1475 75 5 5
- 1052;1151; 635;1151 635;1151 635;1052;1 857;1052;11 915 635;915;105 915;1052
2219 151 51;2219 2
OPBO7 6 + 300 ND ND ND 300 ND ND ND
- ND ND ND ND ND ND ND ND
Toplam 12(0);26()  7(+) 23() 10(+) 25(-) 9(1) 20 (9 11(+) 30 () 5(+) 17 () 6 (+) 20 () 7(®)20()
38 30 35 29 41 22 26 27

44



4.4.3 RAPD Profillerinin Numerik Analizi

Tiim primerlerle belirlenen bantlarm varligi “1” ve yoklugunu “0” gosteren matris
tablosu hazirlanmistir (Cizelge 4.2). Sogan koklerinde uygulama soliisyonlariyla tesvik
edilmis DNA polimorfizm seviyesini hesaplamak amaciyla Jaccard algoritmasi
kullanilarak UPGMA metoduna gore genetik benzerlik katsayilar1 FreeTree paket
programi yardimiyla olusturulmustur (Pavlieek et al. 1999). 48 ve 96 saat siireyle
yapilan pozitif kontrol ve farkli konsantrasyonlardaki QPE herbisiti uygulamalarma ait
genetik yakinlik katsayilar1 Cizelge 4.5’de verilmistir. 48 saat uygulamasinda, negatif
uygulama grubuna genetik olarak en uzak (0.669) pozitif kontrol uygulamasi
belirlenmistir. Bununla birlikte, QPE herbisiti uygulama konsantrasyonlarinin genetik
benzerlik katsayilar1 negatif kontrole gére yakindan uzaga dogru 3.0 ppm QPE herbisiti
(0.718) > 0.75 ppm QPE herbisiti (0.713) > 1.5 ppm QPE herbisiti (0.676) seklinde
srralanmistir (Cizelge 4.5). 48 saat uygulamasina benzer sekilde, 96 saat uygulamasinda
negatif kontrole genetik olarak en uzak (0.640) grubu pozitif kontrol uygulamasi
olusturmustur (Cizelge 4.5). Bununla birlikte, 96 saat QPE uygulamalarindan negatif
kontrole en yakm (0,783) grubu 0.75 ppm QPE herbisiti olusturmustur. Yapilan
hesaplamalara gore, 1.5 ve 3.0 ppm QPE herbisiti uygulamalarinin negatif kontrole gore
benzerlik katsayilar1 sirasiyla 0.748 ve 0.743 olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, 48
saat QPE herbisiti uygulamalarinin negatif kontrol grubuna goére yakinlik degerleri 96

saat uygulamalarina gore daha uzak ¢ikmistir (Cizelge 4.5).

RAPD c¢alismasinda kullanilan gruplar i¢in hesaplanmis olan genetik yakinlik
degerlerinden yola ¢ikilarak genetik iligkinin agaclandirilmast UPGMA ydntemine gore
FreeTree programinda yapilmistir. RAPD verilerinden dendogram olusturmak igin “1”
ve “0” matriksi degerleri FreeTree programinda 1000 kez farkl sekillerde calistirilarak
olast dendogramlar belirlenmistir. RAPD verileri 48 saat, 96 saat ve tiim (48 ve 96 saat)
uygulamalar seklinde ayri ayri analiz edilmistir. Elde edilen referans dendogramlar

TreeView paket programi (Page 1996) kullanilarak ¢izilmistir.

48 saat uygulama gruplar1 i¢in 23 farkli dendogram agaci elde edilmistir ve en ¢ok

olusan referans dendograma gore, pozitif kontrol diger gruplardan bagimsiz bir sekilde

45



% 100 bootstrapt degerinde (bootstrapt degeri; iki kiime veya ¢ifti ayristirma giicii)
ayrilmistir  (Sekil 4.7). Ikinci kiimede, negatif kontrol grubu tek basma grup
olusturmustur. Negatif kontrol, pozitif kontrolle % 100, 3.0 ppm QPE grubu ile % 70
oranda ayrilmistir. 0.75 ve 1.5 ppm QPE gruplar1 % 85 orani ile birlikte gruplanmigtir
ve bu grup daha sonra 3.0 ppm QPE uygulamasi ile % 84 orani ile kiimelenmistir (Sekil
4.7).

96 saat uygulama gruplari igin 1000 defa tekrarlanan kiimeleme analizinde ise sadece 10
farkli UPGMA dendogrami olusturmustur. En sik tekrarlayan referans dendogram Sekil
4.8’de verilmistir. 96 saat uygulama grubundan elde edilen dendogram, 48 saat
uygulamasi i¢in elde edilen dendogramla tamamen benzerdir (Sekil 4.7 ve 4.8).
Bununla birlikte, 96 saat uygulama grubu i¢in elde edilen referans dendogramin gruplari
kiimeleme giicli oldukca yiliksek oranda olmustur (Sekil 4.8). Referans kiimeleme
analizine gore pozitif kontrol, negatif kontrol ve 3.0 ppm QPE uygulamalar1 tek basma
kiimelenirken 0.75 ve 1.5 ppm QPE uygulamalar1 diisiik bootstrapt degeri ile kiime

olusturmustur.

Sekil 4.9 tiim deneme gruplarinin toplu UPGMA dendogrami gostermektedir. Bu
dendogram analizine gore, tiim gruplar 3 farkli kiime olusturmustur. Ik kiimede, 48 ve
96 saat pozitif kontrol gruplar1 98 bootstrapt degeri ile birlikte gruplanmustir. Ikinci ve
ficiincii kiimeler % 91 oraninda birinci kiimeden ayrilmistir. Ikinci kiime 48 saat farkli
konsantrasyonlarda (0.75, 1.5 ve 3.0 ppm) QPE herbisiti uygulama gruplarmdan
olusmustur. Ugiincii kiimede ise tek basina gruplanmis olan negatif kontrol grubu ve 96
saat farkli konsantrasyonlardaki (0.75, 1.5 ve 3.0 ppm) QPE herbisiti uygulamalarindan
olusan alt kiimeden olusmaktadir (Sekil 4.9).
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Cizelge 4.5 9 primerle elde edilmis RAPD bulgularina gére QPE herbisitinin 48 ve 96
uygulamalarinda Treview Paket programinda hesaplanmis olan (Nei 1978) genetik

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

Siire Uygulamalar Uyg. No 1 2 3 4 5
0,75 ppm QPE 1 1,000
1,5 ppm QPE 2 0837  1.000

g 3ppmQPE 3 0755 0784  1.000

®  pK 4 0683 0644 0641 | 1.000
NK 5 0713 0676 0718 0669  1.000
0,75 ppm QPE 1 1,000
1,5 ppm QPE 2 0891  1.000

g 3ppmQPE 3 0863 0882 1000

e PK 4 0,625 0637 0650 1000
NK 5 0783 0748 0743 0640  1.000

Pozitif Kontrol

100

Negatif Kontrol

70
3,0 ppm QPE

0,75 ppm QPE

85

1,5 PE
0,1 »5 ppm Q

Sekil 4.7 48 saat siireyle uygulanan QPE herbisit uygulamalar1 i¢in 9 primerle elde
edilen RAPD verilerinin FreeTree programinda elde edilen ve FreeView paket programi

ile ¢izilen UPGMA dendogrami
[Not: Catallardaki rakamlar bootstrapt degerlerini gostermektedir ve dendorgamin alt kosesindeki ¢izgi

genetik benzerlik skalasidir].
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Pozitif kontrol

Negatif kontrol

100

3,00 ppm QPE

99

0,75 ppm QPE

01 1,5 ppm QPE

Sekil 4.8 96 saat siireyle uygulanan QPE herbisit uygulamalar1 icin 9 primerle elde
edilen RAPD verilerinin FreeTree programinda elde edilen ve FreeView paket programi

ile ¢izilen UPGMA dendogrami
[Not: Catallardaki rakamlar bootstrapt degerlerini gostermektedir ve dendorgamin alt kdsesindeki ¢izgi

genetik benzerlik skalasidir].

0,75 ppm QPE (96 sa)

1,5 ppm QPE (96 sa)

3,0 ppm QPE (36 sa)

Negatif Kontrol

0,75 ppm QPE (48 s2)

1,5 ppm QPE (48 sa)

3,0 ppm QPE (48 s2)

Poztif Kontrol (48 sa)

Poxtif Kontrol (36 sa)
01

Sekil 4.9 48 ve 96 saat siireli QPE herbisit uygulamalari i¢in 9 primerle elde edilen
RAPD verilerinin FreeTree programinda elde edilen ve FreeView paket programi ile
cizilen UPGMA dendogrami

[Not: Catallardaki rakamlar bootstrapt degerlerini gostermektedir ve dendorgamin alt kdsesindeki ¢izgi

genetik benzerlik skalasidir].
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4.4.4 Genomik Kahp Kararhhg (GTS, %)

RAPD profillerinde belirlenen degisikliklerin nitel bir 6lgiitiinii gésteren genomik kalip

DNA kararliligi (genomic template stability, GTS, %) degerleri test edilen her bir 9

primer i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir ve uygulama gruplari igin belirlenen ortalama GTS

degerleri Cizelge 4.6’de verilmistir. Negatif kontrole gore (% 100’e sabitlenmis) GTS

degerlerindeki en fazla azalma pozitif kontrol uygulamasinin 48 (% 62,3) ve 96 (%

59,4) saat uygulamalari i¢in belirlenmistir. 48 saat QPE herbisiti uygulamalar1 arasinda

GTS degerindeki en fazla azalma 1.5 ppm QPE herbisiti uygulamasi (% 67,3) i¢in

belirlenmistir. Bununla birlikte, 96 saat QPE herbisiti uygulamalarindaki GTS

degerlerindeki degisim doza bagimli olarak azalmstir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 48 ve 96 saat siirelerle uygulanan farkli konsantrasyonlardaki QPE

herbisitinin soganda 9 RAPD primeri i¢in hesaplanmis genomik kalip kararlilik

degerleri (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

OPAO1 100,0 80,0 100,0 80,0 100,0 70,0 90,0 90,0 90,0
OPAO2 1000 385 385 308 46,2 46,2 38,5 30,8 30,8
OPAO3  100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 85,7 100,0 100,0 100,0
OPAO4 100,0 90,9 72,7 455 545 54,5 81,8 63,6 81,8
OPA10 1000 231 30,8 385 385 30,8 53,8 46,2 38,5
opB0O1 1000 67,1 643 57,1 857 42,9 100,0 100,0 92,9
OoPBO5 100,0 750 91,7 91,7 917 83,3 91,7 100,0 91,7
OoPBO6  100,0 125 50,0 625 250 37,5 50,0 375 375
OopPBO7 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
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4.5 Kok Biiyiimesi, Toplam Céziiniir Protein Icerigi, Comet Skorlar1 ve RAPD

Profil Parametrelerindeki Degisimlerin Karsilastirilmasi

Negatif kontrol parametreleri % 100’¢ sabitlendikten sonra, negatif kontrole gore kok
bliylimesi, toplam ¢0zilinlir protein igerigi, comet skorlart ve RAPD profil
parametrelerindeki oransal degisimler Cizelge 4.7°de 6zetlenmistir. 48 ve 96 saat QPE
uygulamalarida belirgin bir kdk biiyiime inhibisyonu belirlenmistir. Bununla birlikte,
48 saat 0.75, 1.5 ve 3.0 ppm QPE herbisiti uygulamalarinda hesaplanan kok
uzunluklarindaki negatif kontrole gore % oranlar1 sirasiyla % 20, % 18, % 12 seklinde
hesaplanmistir. Aynt QPE herbisiti konsantrasyonlar1 i¢in 96 saat uygulamasinda
negatif kontrole gore hesaplanmis olan kok uzunluk oranlar1 ise sirasiyla % 90, % 68 ve
% 57 olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, 48 ve 96 saat pozitif kontrol
uygulamalarinda ko6k biiylimesi ayn1 siire QPE herbisiti uygulamalar1 ile
karsilastirildiginda en yiiksek seviyede inhibisyon gostermistir. Bulgularimiza gore, 48
saat QPE herbisiti uygulamalarinda toplam ¢Oziiniir protein igeriginde azalma
belirlenmisken, 96 saat uygulamalarinda doza bagimli olarak toplam ¢oziiniir protein
iceriginde artma belirlenmistir. Comet ile belirlenen DNA hasar seviyeleri 48 ve 96 saat
QPE herbisiti uygulamalarinda negatif kontrole goére oransal olarak artmakla birlikte 48
saat uygulamasinda belirlenen artiglar (% 228-286) 96 saat uygulamasindan (% 172-
261) daha yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte, 48 ve 96 saat siireyle uygulanan
pozitif kontrol gruplari i¢in comet ile belirlenen DNA hasar seviyeleri negatif kontrole
gore % 493 ve % 549 oransal artis gostermistir. Negatif kontrole gére RAPD
profillerindeki degisimler degerlendirildiginde 48 saat QPE uygulamasinda en fazla
oransal degisim 1.5 ppm QPE (% 67,3) i¢in belirlenmisken, 96 saat uygulamas1 i¢in 3.0
ppm (% 73,7) uygulamasi i¢in belirlenmistir. RAPD ile belirlenen GTS seviyeleri 48 ve
96 saat QPE herbisiti uygulamalarinda negatif kontrole gore oransal olarak azalmakla
birlikte 48 saat uygulamasinda belirlenen azalmalar (% 67-72) 96 saat uygulamasindan

(% 74-78) daha fazla bulunmustur.
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Cizelge 4.7 48 ve 96 saat siirelerle uygulanan farkli konsantrasyonlardaki QPE

herbisitinin soganda kok biliylimesi, toplam ¢dziiniir protein icerigi, comet skorlar1 ve

RAPD profilleri

sabitlenmis) degisimler. [NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol, 10 ppm metil metansulfonat]

(GTS) parametrelerinde negatif kontrollerine gore (%100’e

%100’e sabitlenmis negatif kontrollerine gore parametrelerdeki %

degisimler

Uygulamalar Kok uzunlugu Protein icerigi Comet skorlarn 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. TARTISMA VE SONUC

Allium cepa L. ¢evresel kirleticilerin muhtemel toksisite ve genotoksisite 6zelliklerini
belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir bitki biyotest organizmasidir (Fsikejo
1988). 24 saat distile suda koklendirilen Allium cepa ile test edilen toksik veya
genotoksik ajanlarmn; ortalama kok uzunluguna, mitotik indeks seviyesine, anafaz
kopriilerinin - sikligina, kromozom fragmentleri sikligina, mitotik anormalliklerin
sikligina ve mikroniikleus sikligina olan etkileri arastirilmaktadir (Fsikejo 1988; Panda
and Sahu 1985; Fiskesjo 1995; Grover and Kaur 1999). Bununla birlikte, genotoksik
potansiyele sahip UV, agir metal veya pestisit gibi etmenlerin dogrudan veya dolayli
olarak genotoksik etkilerinin belirlenmesinde tek hiicre jel elektroforezi (comet assay)
ve rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) gibi molekiiler teknikler yaygmn bir
sekilde kullanilmaktadir (Atienzar et al. 1999; Yildiz et al. 2009). Bu arastirma
kapsaminda, quizalofop-P-ethyl (QPE) herbisitinin toksik ve genotoksik etkileri Allium
cepa’da kok inhibisyon testi, kok dokusu toplam ¢oziiniir protein igerigindeki
degisimlerin belirlenmesi, kok dokusu nukleus DNA’sindaki hasar seviyesinin comet
assayle belirlenmesi ve RAPD teknigi kullanarak genomik DNA igerigindeki

degisimlerin belirlenmesi hedeflenmistir.

Allium testi, ¢evresel tehlikeye neden olan kimyasallar, kirleticiler i¢in hizli ve ucuz bir
tarama yontemidir ve diger organizmalarla yapilan test sistemleri ile de karsilagtirilabilir
sonuglar saglamaktadir. Cevresel kirleticilerin Allium kok biiyiimesinde inhibisyon etkisi ile
mitotik indeks seviyesi gibi mikroskobik etkileri arasinda iyi bir paralellik oldugu
bildirilmistir (Fiskesjo 1985). Arastirmamizda, QPE herbisitinin toksik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen Allium kok biiylimesi, glines 1s1gindan uzakta ve 24
saat siireyle distile suda koklendirilmis soganlar {izerinde gergeklestirilmistir. Giines 15181
kok biiyiimesinde inhibisyona neden oldugu, bu nedenle de deney diizeneginin golge
ortaminda yapilmasi geregi vurgulanmistir (Evans et al. 1957). Ayrica, standart koklenmeyi
saglamak, kok primordiyalarmin herhangi bir nedenle zarar gérmiis olma ihtimalini ortadan
kaldirmak ve olast dormansi durumlarin1 géz ardi etmemek i¢in 24 veya 48 saat siiresince
distile su ile koklendirilmis soganlarin kullanilmasi Allium testler igin yaygin bir
uygulamadir (Fiskesjo 1988; Liu et al. 1992; Rank and Nielsen 1997; Grover and Kaur

1999). Arastrmamizda, distile suda 24 saat siireyle homojen olarak koklenmis soganlar
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herbisit uygulamalarina maruz birakilmistir. Negatif kontrol gruplar ile karsilastirildiginda,
48 ve 96 saat siireyle 1.5 ve 3.0 ppm uygulanan QPE herbisiti Allium kok biliylimesini
onemli oranda inhibe etmistir. Calismamizda, negatif kontrol gruplarina gére, QPE herbisiti
uygulamalar1 arasinda en fazla kok inhibisyonu (her iki siire i¢in %56) 3.0 ppm uygulamasi
icin belirlenmistir. Bununla birlikte, 48 ve 96 saat denemelerinde en yiiksek Allium kok
inhibisyon degerleri 10 ppm metil metansulfanat (pozitif kontrol) uygulama grubunda elde
edilmistir. Herbisit (2,4-D, dikamba, QPE, vb.) veya agir metal (kursun, kadmiyum, civa,
vb.) gibi toksik kimyasallara maruz kalmis biyotest bitkilerinde kok gelisiminin 6nemli
diizeyde engellendigine yonelik arastirma raporlart mevcuttur (Atienzer et al. 1999; Liu et
al. 2005; Yildiz and Arikan 2008; Cenkci et al. 2009, Bozdag 2009).

Cevresel kirleticilere maruz kalmis organizmalarin niikleik asit ve protein igeriklerinde
degismeler olabilir ve biyosentez metabolizmasindaki degisiklikler kirleticilerin
belirlenmesine yonelik bir markor olarak kullanilabilir (Singh and Tewari 2003).
Yapmis oldugumuz literatiir arastirmasina gore, quizalofop-P-ethyl herbisitinin bitki
toplam ¢G6ziiniir protein igerigine olan etkileri ile ilgili bir arastirma raporu mevcut
degildir. Bununla birlikte, 2,4-D ve dikamba gibi herbisitlerin bitkilerde protein
icerigini arttirabildigi veya azaltabildigi bildirilmistir (Bozdag 2009). Protein
icerigindeki bu azalma ve artislarin herbisit ¢esidine, herbisit oranmna, uygulandigi
dokuya, ¢ogalma fazmna bagli olabilecegi vurgulanmistir (Duffard et al. 1993; Blanco et
al. 1997; Fonseca et al. 2008; Peixoto et al. 2008). Arastirmamizda, negatif kontrol
grubu 48 saat uygulamasinda toplam ¢6ziiniir protein icerigi 96 saat uygulamasina gore
daha yiiksek ¢ikmistir. Bu durumun siireye bagimli olarak Allium koklerinin toplam
¢Ozliniir protein iceriginde degisikliklerin olabilecegini bildirilmistir. Kadmiyum agir
metalinin sarimsakta (Allium sativum) protein igerigine olan etkisinin arastirildigi bir
calismada, kontrol grubu sarimsak kok dokularinda toplam ¢oziiniir protein igeriginin
stireye bagli olarak azalma ve artmalarin olabilecegi gosterilmistir (Zhang et al. 2005).
Sonuglarimiza gore, QPE stres siiresinin artmasiyla protein igeriginde negatif kontrol
grubuna gore belirgin bir artis belirlenmistir, diger bir ifadeyle 96 saat stres
uygulamasinda sentezlenmis olan protein miktar1 48 saatte belirlenmis olana gore daha
fazla bulunmustur. Oksidatif stres altinda fitoselatinler ve metallotioninler gibi sok

proteinlerin sentezinde belirgin artislar olabilecegi bildirilmistir (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

icerigini azalttigini, glyphosate herbisitinin ise arttirdigimi rapor etmistir.

Herbisitlerin bitki ve hayvan hiicrelerindeki genotoksik etki mekanizmalar1 genelde tam
olarak bilinmemektedir (Gonzales et al. 2005). Bununla birlikte, 2,4-D ve dikamba gibi
fenoksi grubu herbisitlerin 6karyotik hiicrelerde peroksizom igerigini 6nemli oranda
arttirdig1 bildirilmistir (Lundgren et al. 1987; Espandiari et al. 1995). Literatiirde, QPE
herbisitinin sitogenetik etkileri lizerine ilgili bir aragtirma raporu mevcutken (Yildiz and
Arikan 2008) bu herbisitin DNA molekiiliinde hasar olusturup olusturmadig ile ilgili
bir bilgi birikimi yeterli degildir. QPE herbisiti Allium kok hiicrelerinde konsantrasyona
bagl olarak toplam kromozomal aberasyonlar1 ve mikroniikleus olusumlarmi arttirdigi
bildirilmistir (Yildiz and Arikan 2008). Comet assay, genis bir spektrumda DNA
hasarinin belirlenmesi i¢in kullanilan oldukca hassas bir genotoksisite testidir (Fairbairn
et al. 1995; Anderson et al. 1994). Hasarli ve hasarsiz Okaryotik g¢ekirdeklerin bir
elektriksel alanda agaroz jeldeki gdglerinin Olclilmesi ile gerceklestirilen alkali comet
assayle; tek ve cift iplik DNA kiriklari, abazik bolgeler, tamamlanmamis DNA onarim
bolgeleri ve genomik DNA’daki yapisal degisiklikler belirlenmektedir (Fairbairn et al.
1995; Singh et al. 1988; Tice et al. 2000). Son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda, tek
iplik DNA kiriklarin1 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 (Bozdag 2009) bitki tiirleri kok
dokularinda gevresel kirleticilerin genotoksik etkilerini takip etmekte basarili bir sekilde
kullanilmistir. Calismamizda, 48 ve 96 saat siireyle 0.75, 1.5 ve 3.0 ppm
konsantrasyonlarda uygulanan QPE herbisiti negatif kontrole gore Allium kok
nukleuslarinda DNA tek iplik kiriklarina neden oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte,
uygulama konsantrasyonlar1 ve siireleri arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmalarda
QPE tesvikli DNA tek iplik kiriklarinin seviyeleri arasinda onemli bir fark
bulunmamgtir (P < 0.05). Bununla birlikte, pozitif kontrol uygulamasi Allium kok
dokusu nukleuslarinda QPE herbisiti uygulamalarina gére daha fazla tek iplik DNA

kiriklarma neden olmustur.

Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) genotoksik potansiyele sahip

kimyasallarm DNA {izerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda biyomarkdr olarak
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kullanilabilmektedir (Savva 1996). RAPD teknigi kosullar iyi ayarlandiktan sonra
giivenilebilir ve tekrarlanabilir bir molekiiler yontemdir (Atienzar and Jha 2006).
Genotoksinlerin  DNA {izerinde dolayli veya dogrudan neden olduklari nokta
mutasyonlari, bliylik kromozomal diizenlemeler, DNA kopriileri, DNA iplik kirilmalari,
apurinik ve apiirimidinik bdlgelerin olusumlar1 gibi DNA’da olusan hasar ve
mutasyonlarin seviyeleri hakkinda RAPD teknigi kullanilarak bilgi alinabilir (Atienzar
et al. 1999). UV radyasyonu (Atienzar et al. 1999), benzo[a]pyrene (Castano and
Becceril 2004), oksinik herbisitler (Bozdag 2009) ve agir metaller (Enan 2006; Liu et al
2007; Cenkci et al. 2009, 2010) gibi bazt DNA hasar ajanlari tarafindan uyarilan
genomik DNA tahribatlar1 RAPD teknigi kullanilarak basarili bir sekilde c¢alisilmistir.
Mevcut c¢alismada, farkli siirelerde uygulanan disiik konsantrasyonlardaki QPE
herbisitinin Allium koék dokusu genomik DNA’larinda uyardigi DNA degisikliklerinin
seviyesi RAPD teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. QPE herbisitinin tesvik ettigi
DNA degisiklik seviyesinden emin olmak igin iyi bir DNA hasar ajan1 olan metil

metansulfonat pozitif kontrol olarak analizlerde kullanilmistir.

Calismamizda, negatif kontrol RAPD profillerine gore farkli QPE konsantrasyonlari
tarafindan uyarilmis olan DNA tahribati (DNA hasar1 ve/veya mutasyonlar) RAPD
profillerinde normal DNA bantlarinin kaybolmas1 ve/veya yeni DNA bantlarinin ortaya
cikmasi seklinde belirlenmistir.  QPE herbisitinin - Allium cepa’da kromozomal
aberasyonlara neden oldugu bildirilmistir (Yildiz and Arikan 2008). Bununla birlikte,
bu arastirmada gergeklestirilen comet assay bulgular1 ile QPE herbisitinin tek iplik
DNA kiriklarina neden oldugu gosterilmistir. Bantlarin kaybolmasi genomik DNA’da
oksinik herbisitlerle tesvik edilmis olan DNA hasarlar1 (6rnegin, tek iplik kiriklari, ¢ift
iplik kiriklari, modifiye bazlar, bazsiz yerler, okside bazlar, DNA kopriileri, DNA—
protein ¢apraz baglari), veya nokta ve/veya biiylik kromozomal diizenlemeleri i¢ine alan
mutasyonlardan kaynaklanabilir (Atienzar et al. 1999). PCR reaksiyonu sirasinda,
genomik DNA’nin hasarli bolgelerine primer baglanmasi gergeklesmemis veya hasarli
kalip DNA bolgesi ile karsilasmis Taq DNA polimeraz enzimi reaksiyonu terk
etmesiyle bant kaybi gergeklesmis olabilir (Atienzar and Jha 2006). Yeni PCR
bantlarinin ortaya ¢ikmasi genellikle nokta mutasyonuyla yeni primer baglanma

yerlerinin olugsmasi veya iki primer baglanma yerini yakinlastiran ya da uzaklastiran
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homolog rekombinasyonlar ve/veya delesyon/insersiyonlarin varhigini gostermektedir
(Atienzar et al. 1999; Atienzar and Jha 2006). Calismamizda, 48 saat uygulama siiresi
icin olan QPE herbisiti uygulama dozlar1 arasinda en fazla DNA bandi degisimi 1.5
ppm QPE uygulamasinda belirlenmisken, 96 saat uygulamalarinda doz artis1 ile birlikte
RAPD profillerindeki DNA bandi degisimi de artmistir. Bununla birlikte, 48 ve 96 saat
uygulama siireleri i¢in elde edilen RAPD sonuglar1 arasinda kaybolan bantlar/yeni
olusan bantlar acisindan farkliliklar tespit edilmistir. RAPD bulgularina gore, 48 saat
uygulama siiresi i¢in belirlenen toplam RAPD bandi sayisindaki degisimler 96 saat
uygulama siiresi i¢in belirlenenden daha fazla oldugu belirlenmistir. Bununa birlikte,
tim QPE herbisiti uygulamalarinda belirlenen DNA hasar seviyeleri pozitif

kontrollerine gore diisiik ¢ikmustir.

Calismamizda, RAPD bulgularimi kullanarak elde ettigimiz genetik uzaklik degerlerine
gore, sogan koklerinde en fazla DNA hasar1 pozitif kontrol uygulamalari (48 ve 96 saat)
icin belirlenmistir. 48 saat siirede gergeklestirilen 1.5 ppm QPE uygulamasi, tim QPE
herbisiti uygulamalar1 arasinda negatif kontrole genetik olarak en uzak (0.676) grubu
olusturmustur. RAPD gibi molekiiler markorlerin niimerik analiz yontemi kullanilarak
genomik DNA’lar i¢in olusturulan dendogram (genetik iliskinin agag¢landirilarak
gosterilmesi), molekiiler bitki sistematiginde (tiirler arasi, tiir i¢i veya popiilasyonlar i¢i
ve arasi) etkin bir metodolojidir (Zhiyi and Haowen 2004). Bu yontem, farkli dozlarda
genotoksinlerce uyarilmis bitkilerin gruplandirilmasinda da kullanilmaktadir (Cenkci et
al. 2009, 2010) RAPD bulgularimizdan elde ettigimiz 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) uygulamalarin1 birbirlerinden kesin olarak ayirarak

gruplamustir.

RAPD veya AFLP (cogalmis fragment uzunluk polimorizm) gibi molekiiler markor
teknikler mikroniikleus veya comet assay gibi klasik genotoksisite testleri kadar hassas
yontemlerdir (Labra et al. 2003). Molekiiler markor teknikleri mutasyonlarin yani sira
henliz mutasyonlara doniismemis gecici DNA hasarlarim1 bile belirleyebilmektedir
(Savva 1998). Ayrica, RAPD profillerinde kaybolan veya yeni ortaya ¢ikan DNA

bantlart ileri asamalarda sekanslanarak DNA lezyonlar: hakkinda daha detayl bilgilerin
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elde edilmesi miimkiindiir (Gupta and Sarin 2009). Birden fazla toksisite ve
genotoksisite testi ile genotoksinlerin organizma {izerindeki etkilerini ayni anda
belirlemek verilerin degerlendirilmesinde olduk¢a 6nemlidir (Depledge 1994). RAPD
profillerindeki genotoksinlerle tesvik edilmis degisikler genomik kalip kararliligindaki
(GTS, %) degisimleri yansitir. Kok biiylimesi, toplam ¢oziiniir protein igerigi, klorofil
pigment icerigi, enzim aktiviteleri gibi biyolojik cevap parametrelerinde genotoksin-
tesvikli degisimler genomik kalip kararlilig1 ile karsilastirilabilir (Atienzar et al. 1999;
Liu et al. 2005, 2007; Xue-mei et al. 2006; Cenkci et al. 2010). Genomik kalip
kararliligi, DNA hasar seviyesi, DNA replikasyonu ve DNA onarim etkinligi ile
ilgilidir. DNA’da meydana gelmis bir hasar mutasyona doniismeden onarilabilir.
Genotoksinlerle muamele edilmis organizmalarda meydana gelen hasarlarin onarimi ile
ilgili mekanizmalarin aktif hale gegmesi belirli bir siire gerektirebilir. Bu siire i¢inde
DNA iplik kiriklart gibi DNA hasarlarinda 6nemli artiglar ve devaminda onarim
mekanizmasinin devreye girmesiyle DNA hasar seviyesinde azalmalar belirlenebilir
(Cavallo et al. 2003). Bu nedenle, hasar seviyesinin yiiksek ¢ikmasi genomik kalip

kararliligini tam olarak yansitmayabilir (Atienzar and Jha 2006).

Arastirmamizda, negatif kontrol verileri % 100’e sabitlendikten sonra farkl: siirelerde ve
farkli konsantrasyonlarda QPE herbisiti ile muamele edilmis Allium’larm kok
inhibisyon, toplam ¢6ziiniir protein igerigi, tek iplik DNA kirik seviyesi ve RAPD
profillerindeki degisimlerin yiizdesi belirlenmistir. 48 saat uygulamalarinda, kok
inhibisyonu, toplam ¢6ziiniir protein icerigi ve RAPD profil degisimlerinde genel olarak
azalmalar belirlenmisken, tek iplik DNA kiriklarma ait parametrelerin degisiminde
artma belirlenmistir. Farkli dozlarda QPE herbisiti uygulamasi sonrast kok inhibisyonu,
toplam c¢oziiniir protein igerigi, DNA kirik seviyesi ve RAPD profillerindeki
degisimlerin ortalamalar1 swrasiyla % 15, 87, 262 ve 70 olarak belirlenmistir. Bu
durumda, test edilen parametreler hassasliklarma gore siralandiginda kok inhibisyonu >
comet assay > RAPD profilleri > toplam ¢oziiniir protein igerigi siralamasi
belirlenmistir. Bununla birlikte, 96 saat uygulamalarinda, kok inhibisyonu ve RAPD
profil degisimlerinde genel olarak azalmalar belirlenmigken, toplam ¢dziiniir protein
icerigi ve comet assay parametre degisiminde artiglar belirlenmistir. 96 saat

uygulamasinda farkli dozlarda QPE herbisiti uygulamasi sonrast kok inhibisyonu,

57



toplam c¢oziinlir protein icerigi, DNA kirik seviyesi ve RAPD profillerindeki
degisimlerin ortalamalar1 sirasiyla % 72, 105, 231 ve 75 olarak belirlenmistir. 96 saat
icin test edilen parametreler hassasliklarina gore siralandiginda 48 saat icin belirlenen
siralama (comet assay > kok inhibisyonu > RAPD profilleri > toplam ¢6ziiniir protein

icerigi) elde edilmistir.

Sonug olarak, negatif kontrole gore, QPE herbisit uygulamas: Allium cepa L.’da kok
inhibisyonuna, protein ve DNA iceriginde degisimlere, comet assayle belirlenen DNA
kiriklar1 seviyesinde artisa ve RAPD profillerinde polimorfizme neden olmustur. Elde
edilen bulgular, QPE herbisitinin genotoksik etkiye sahip bir kimyasal madde oldugunu
gostermistir. Ayrica, farkl siirelerde genotoksik ajanlara maruz kalan bitkilerde farkli

seviyelerde genotoksik etkilerin ortaya ¢ikabilecegi degerlendirmesi yapilmistir.
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