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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

QUIZALOFOP-P-ETIL HERBISITININ
ALLIUM CEPA L. KOK MERISTEM HUCRELERI
UZERINE SITOGENETIK ETKILERI

Evrim Suna ARIKAN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog¢. Dr. Mustafa YILDIZ

Bu arastirmada, Allium cepa L.’nin kok uclar iizerine quizalofop-P-etil (QPE)
herbisitinin toksik ve sitotoksik etkileri incelenmistir. QPE herbisitinin farkli
konsantrasyonlar1 ve maruz kalma siirelerinin kok biiylimesi, mitotik indeks,
anafaz-telofaz kromozom aberasyonlar1 ve interfazda mikroniikleus olusumu
tizerine  etkileri  belirlenmistir.  Kontrol = uygulamalar1  distile  suda
gerceklestirilmistir. Tim denemelerde, 24 saat icin distile suda homojen
koklenmis soganlar kullamilmistir. Allium kok biiylimesi inhibisyonu testinde,
QPE herbisitinin etkili konsantrasyon (ECsp) degeri yaklagik 1.5 ppm olarak
bulunmustur. Sitotoksisite testinde, soganlar distile su (kontrol) ve QPE
herbisitinin ECsy degeri (1.5 ppm), ECsy degerinin yaris1 (ECso/2=0.75 ppm) ve
ECsy degerinin iki kati (2XxECsy=3 ppm) konsantrasyonlarinda 24, 48, 72 ve 96
saat siireyle biiyiitiilmiistiir. Bu uygulamalan takiben, mikroskobik incelemeler
icin  kok ucu Orneklerinden preparatlar hazirlanmistir. QPE  herbisit
konsantrasyonunun artmasiyla mitotik indeks énemli diizeyde azalmistir (P<0.05).
QPE herbisiti anafaz-telofaz kromozom aberasyonlarim1 farkli oranlarda tesvik
etmistir. Bu aberasyonlar yapisiklik (%38.57), kopriiler (%28.42), vagrant
kromozomlar (%16.67), c-anafazlar (%14.10), multipolarhik (%1.60) ve
fragmentler (%0.64) olarak belirlenmistir. Yapisiklik kontrol uygulamalarinda

gozlenmezken, diger konsantrasyonlara gére 3 ppm’de onemli diizeyde artmistir.



Kopriiler, vagrant kromozomlar ve c-anafazlar kontrole gore 0.75 ve 1.5 ppm’de
onemli diizeyde artmistir. Toplam kromozom aberasyonlarindaki artma kontrole
gore tiim konsantrasyonlarda o©nemli diizeyde bulunmustur. Interfazda
mikroniikleus olusumu bakimindan her konsantrasyonda siireler arasindaki farklar
onemsiz bulunmustur. Her konsantrasyonda tiim siirelerin ortalamasina gore

mikroniikleus olusumu yalnizca 3 ppm’de 6nemli diizeyde artmistir.

20006, 67

Anahtar Kelimeler: Allium cepa, quizalofop-P-etil herbisiti, kok biiyiimesi, etkili

konsantrasyon, mitotik indeks, kromozom aberasyonlari, mikroniikleus
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ABSTRACT

Ms.Sc

CYTOGENETIC EFFECTS OF QUIZALOFOP-P-ETHYL HERBICIDE
ON THE ROOT MERISTEM CELLS OF ALLIUM CEPA L.

Evrim Suna ARIKAN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assist.Prof.Dr. Mustafa YILDIZ

In this research, toxic and cytotoxic effects of quizalofop-P-ethyl (QPE) on root
tips of Allium cepa L. were investigated. The effects of different concentrations of
QPE herbicide and exposure times on root growth, mitotic index, anaphase-
telophase chromosome aberrations, and formation of micronuclei at interphase
were determined. The control treatments were performed in distilled water. In all
treatments, the onions which homogeneously rooted in distilled water for 24 h
were used. In Allium root growth inhibition test, effective concentration (ECs)
value of QPE herbicide was found approximately 1.5 ppm. In cytotoxicity test,
onions were grown at distilled water (control), and at ECsg (1.5 ppm), half of the
ECso (ECs0/2=0.75 ppm), double the ECsy (2xECs¢=3 ppm) concentrations of QPE
herbicide for 24, 48, 72 and 96 h. Following these treatments, the slides were
prepared from the root tip samples for microscopical investigations. Mitotic index
was significantly decreased by increasing the concentration of QPE herbicide
(P<0.05). QPE herbicide induced anaphase-telophase chromosome aberrations in
different ratios. These aberrations were detected such as stickness (%38.57),
bridges (%?28.42), vagrant chromosomes (%16.67), c-anaphase (%14.10),
multipolarity (%1.60) and fragments (%0.64). Stickness was significantly
increased at 3 ppm compared to other concentrations, while no stickness was
observed at control treatments. Bridges, vagrant chromosomes and c-anaphases

were significantly increased at 0.75 and 1.5 ppm compared to control. The

il



increment in total chromosome aberrations were found at significant level in all
concentrations compared to control. According to the micronuclei formation at
interphase, differences among periods in each concentration were found
insignificant. The micronuclei formation was significantly increased at only 3

ppm according to the means of all periods in each concentration.

2006, 67

Key words: Allium cepa, quizalofop-P-ethyl herbicide, root growth, effective

concentration, mitotic index, chromosome aberrations, micronuclei
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1. GIRiS

Insanoglunun siirekli olarak atik iiriinler olusturmasi ve ozellikle son yillardaki
hizli endiistriyel gelisim, cevre kirliligi acgisindan potansiyel tehlikeyi
arttirmaktadir. Biyolojik cesitlilik ve insan sagligi, zirai miicadelede kullanilan
pestisitlerden dolay1 ciddi tehlike altinda bulunmaktadir (Saxena et al. 2005).
Pestisit terimi kisaca “pest” adi verilen zararli canlilar1 6ldiirmek i¢in kullanilan
madde anlamina gelmektedir. Pestisitler evsel atiklar, endiistriyel atiklar ve
tarimsal miicadelelerde ortama karisan ve zor parcalanan maddelerdir. Pestisitler
karbon, hidrojen ve klor icerdiklerinden ‘“klorlu hidrokarbonlar” olarak da
tanimlanirlar. Pestisitler; herbisit, insektisit, fungusit, rodentisit, akarisit,
bakterisit, avisit, nematosit olarak kullanilmaktadir (Harte et al. 1991). Tarimsal
savasim yoOntemlerinden en fazla kullamilam1 tarim ilaglarinin (pestisitler)
kullanildigr kimyasal savasimdir. Ciinkii kimyasal savasim yiiksek etkinlige sahip,
hizli sonug veren, toksin salgilayan organizmalardan iiriinii koruyabilen, bilingli
ve kontrollii kullanildiginda ekonomik olan 6nemli bir savasimdir (De Waard et
al. 1993, Ragsdale 1994). Tarimsal savasim; bitkilerin hastalik, zararli ve yabanci
otlarin etkilerinden ekonomik Ool¢iiler icinde korunmasi, iiriiniin ve kalitenin
arttinnlmasidir. Tarimsal savagimla, bir yandan iiriin ve kalitenin arttirilmasi, diger
yandan ekonomik yonii hedeflenmektedir. Bu amaca ulasabilmek i¢in tarimsal
savasimin entegre savas (entegre zararli yOnetimi) gorlisiine uygun olarak
yiiriitiilmesi gerekmektedir. Entegre zararli yonetimi dendiginde ise tarimsal
savasimda bilinen tiim yontemlerden yararlanan, insan ve ¢evre sagligina olumsuz
etkileri en az olanlarin uygulanmasma yonelik g¢aligmalar anlasilmaktadir.
Kimyasal analitik tekniklerle su ve topraktaki “pestisit” igeriginin denetimi Diinya
Saglik Orgiitii, Uluslararast Kimyasal Giivenlik Programi ve bazi bagimsiz
aragtirma enstitiileri tarafindan gergeklestirilmektedir (Perelra and Hostettler

1993).

Tiirkiye’de gelismis iilkelere gore genel olarak daha az pestisit tiiketilmesine
karsin, en yogun tiiketilen pestisitler cevre ve saglik agisindan onemli riskler
tasimaktadir. Gelismekte olan iilkelerde her yil on bin kisi tarim ilacindan

zehirlenerek 6lmekte ve 400.000 kisi de hastalanmaktadir (Bora ve Ozaktan



1998). Pestisitler agiz, deri ve solunum yoluyla viicuda girmekte ve dogrudan ya
da dolayli olarak etkiler olusturabilmektedir. Bircok arastirici, pestisitlerin
mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilere sahip olduklarini gostermistir
(Smaka-Kincl et al. 1996, Rank and Nielsen 1998, Steinkellner et al. 1998, Kong
and Ma 1999, Pavlica et al. 2000, El-Shahaby et al. 2003, Evseeva et al. 2003,
Chandra et al. 2005). Kullanilan 100 pestisit bilesenini kapsayan test
kimyasallarinin %59’unun gen mutasyonu, %83’liniin kromozomal hasar ve
%71’inin DNA hasarinda etkili oldugu belirlenmistir. Ancak %10’unun tiim

testlerde negatif sonuclar verdigi gdzlenmistir (Bolognesi and Morasso 2000).

Yabanci otlarin kontroliinde kullanilan biitiin kimyasal maddelere de “herbisit”
denilmektedir. Kiiltiirii yapilan bitkiler arasinda yetisen yabanci otlarin ¢ok fazla
olmasindan dolay1 herbisit uygulamalarina ihtiya¢ vardir. Yabanci otlarla
zamaninda gerekli savagim yapilmaz ise yiiksek oranda kalite ve verim kaybi
ortaya cikmaktadir (Ozer vd. 1997). Bu kimyasallar, kirli cevreden besin
elementlerini absorplayan ve besin zincirinde ilk siray1 alan bitkiler tarafindan
insanlara toksik ajan vektorleri olarak etki eden mutajenik ve karsinojenik ajanlara

doniistiiriilebilmektedir (Marcano et al. 2004).

Kimyasallarin sitotoksik aktiviteleri Allium cepa (Fiskesjo 1985, Smaka-Kincl et
al. 1996, Rank et al. 2002, Marcano et al. 2004, Fatima et al. 2005, Patra et al.
2005), Vicia faba (Cotelle et al. 1999), Arabidopsis thaliana (Menke et al. 2001)
ve Hordeum vulgare (Nicoloff and Kappas 1987) gibi farkli bitki sistemleri ile
analiz edilmektedir. Ozellikle Allium testi, gesitli kimyasallarin sitotoksik ve/veya
genotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in siklikla kullanilmaktadir (Fiskesjo 1985,
Smaka-Kincl et al. 1996, Rank et al. 2002, Marcano et al. 2004, Fatima et al.
2005, Patra et al. 2005).

Bu arastirmada, kimyasal yapisina gore organik herbisitlerin fenoksi bilesikleri
grubundan olan quizalofop-P-etil (quizalofop-P-ethyl=QPE) herbisitinin Allium
cepa kok biiylimesi inhibisyonu testi ile etkili konsantrasyon degeri (ECsg)

belirlenmis, farkli konsantrasyonlari ve uygulama siirelerinin sitogenetik agidan



mitotik indeks, anafaz telofaz kromozom aberasyonlar1 ve interfazda

mikroniikleus olusumlari tizerine etkisi incelenmistir.



2. LITERATUR BIiLGILERI

2.1 Allium cepa L.’nmin Sistematigi ve Kromozom Morfolojisi

Cevresel kirleticilerin toksik etkilerinin sitogenetik acidan degerlendirilmesinde

yaygin olarak kullanilan Allium cepa L. sistematik olarak su sekilde

siniflandirilmastir:

Alem (=Regnum) : Plantae — Bitkiler

Alt alem (=Subregnum) : Tracheobionta — Vaskiiler bitkiler
Siiper Boliim (=Super divisio) : Spermatophyta — Tohumlu bitkiler
Bolim (=Divisio) : Magnoliophyta — Cigekli bitkiler
Sinif (=Classis) : Liliopsida — Monokotiledonlar
Alt simif (=Subclassis) : Liliidae

Takim (=Ordo) : Liliales

Familya (=Familia) : Liliaceae — Zambakgiller

Cins (=Genus) : Allium L. — Sogan

Tiir (=Species) : Allium cepa L. — Mutfak sogani

Allium cepa L.nin kromozom sayisi 2n=16’dir. Kromozom morfolojisine
bakildiginda 6 metasentrik ve 2 submetasentrik kromozomu goriilmektedir.
Subtelosentrik ve akrosentrik kromozom bulunmamaktadir. Kromozomlarin

morfolojik 6zellikleri Cizelge 2.1°de verilmistir (www.bab.com.tr/sito.html).

Cizelge 2.1 Allium cepa L.’nin mitotik metataz kromozom morfolojisi

Morfolojik Ozellikleri

No Uzunkol Kisa Toplam Kol Yiizde Kromozom
(Lm) kol uzunluk orani (%) sekilleri
(um) (um)

1 11.70 9.10 20.80 1.29 14.16  Metasentrik

2 11.11 9.13 20.23 1.22 13.78  Metasentrik

3 10.64 8.98 19.63 1.19 13.36  Metasentrik

4 13.02 6.13 19.14 2.12 13.03  Submetasentrik

5 9.65 8.84 18.48 1.09 12.58  Metasentrik

6 9.86 8.04 17.90 1.23 12.19  Metasentrik

7 8.65 8.43 17.08 1.03 11.63  Metasentrik

8 8.79 4.83 13.62 1.82 9.27 Submetasentrik




2.2 Pestisitlerin Stmiflandirilmasi

Pestisit terimi kisaca “pest” adi verilen zararli canlilar 6ldiirmek i¢in kullanilan
madde anlamina gelmektedir (Harte et al. 1991). Pestisitler zararli gruplarina gore
herbisitler (yabanci ot dldiiriiciiler), insektisitler (bocek oldiiriiciiler), fungusitler
(mantar Oldiiriiciiler), akarisitler (akar oldiiriiciiler), rodentisitler (kemirici
oldiiriiciiler), mollusitler (salyangoz Oldiiriiciiler), nematositler (nematod
oldiiriiciiler), afisitler (yaprak biti oOldiiriirciiler), avisitler (kus oldiiriiciiler),
bakterisitler (bakteri oldiiriiciiler), nematisitler (yuvarlak kurt oldiiriiciiler) olmak
tizere siniflandirilmaktadir (Harte et al. 1991, Akman 2000, Anonim 2001). Bu
siniflandirmada cevreye verdigi zarara gore diger pestisitlerin toplamindan daha
fazla zarar veren grup herbisitlerdir (Topbas vd. 1998). Arastirmamizda
kullandigimiz ~ quizalofop-P-etil  bir  herbisit  oldugundan  herbisitlerin
siniflandirilmasina yer verilmistir. Kimyasal yapilarina gore herbisitler inorganik

ve organik olarak iki gruba ayilmaktadir (Ozer vd. 1997):

a) Inorganik herbisit bilesikleri: Bu grup, cok az selektif ozellik
gosterdiklerinden giiniimiizde genellikle Onemini yitirmis durumdadir.
Kalsiyumsiyanamid, sodyum tetraborat, sodyum klorat, bakir siilfat ve

demir (II) siilfat inorganik herbisitlerdir.

b) Organik herbisit bilesikleri: Yaygin olarak kullanilan organik kokenli

herbisit bilesikleri su sekilde siniflandirilmaktadir:

1) Alifatik asitler: Dalapon, Glyphosat, TCA

2) Amidler ve tiyoamidler: Alachlor, Carbetamid, Chlorthiamid,
Diphenamid, Napropamid, Pentanachlor, Propachlor, Propyzamid,
Propanil

3) Benzoik asitler: Chloramben, Dicamba, 2,3,6-TBA

4) Bipiridiliumlar: Diquat, Paraquat

5) Karbamatlar: Asulam, Barban, Chlorpropham, Cycloat, EPTC, Molinate,
Phenmedipham, Propham, Thiobencarp, Vernalate



6) Dinitroanilinler: Butralin, Ethalfluralin, Nitralin, Oryzalin, Penoxalin,
Perdimethalin, Trifluralin

7) Nitril bilesikleri: Bromoxynil, Dichlobenil, 1oxynil

8) Dinirtofenoller: Dinosebacetat, Dinoseb-DNBP, DNOC

9) 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

10) Diazinler: Maleic hydrazide, Pyrazon

11) Triazinler: Atrazin, Cyanazin, Cyprazin, Methoprotryn, Metamitron,
Prometryn, Propazin, Simazin, Terbumeton, Terbutilazin, Trietazin,
Isomethiozin, Metribuzin

12) Ure bilesikleri: Chlortoluron, Cycluron, Diuron, Isoproturon, Linuron,
Metoxuron, Monolinuron, Monuron, Fluometuron, Metabenzthiazuron

13) Urasil grubu bilesikler: Bromacil, Terbacil, Lenacil

14) Diger organik herbisitler: Amitrol-aminotriazol, Fenac, Picloram,

Bromfenoxim, Flurenol, Chlorfenprop-methyl

Bu aragtirmada kullanilan quizalofop-P-etil herbisitinin kullanimi ve biyolojik

etkileri su sekilde aciklanmaktadir (www.herbicides.en.ec21.com):

Quizalofop-P-etil kullanimi: Quizalofop-P-etil fide ¢ikigt sonrast (post-
emergence) uygulanan segici bir fenoksi herbisittir. Patates, soya fasulyesi, seker
kamigi, findik, sebzeler, pamuk ve keten igerisindeki tek yillik ve cok yillik
yabani otlarin kontroliinde kullanilmaktadir. Bilesik, yaprak ylizeyi vasitasiyla
absorbe edilir ve tiim bitki boyunca ilerler. Govde ve kokiin aktif biiyiime
bolgelerinde birikir. Quizalofop ve quizalofop etil bilesikleri quizalofop-P ve
quizalofop-P-etil bilesiklerinden tamamen farklidir. Quizalofop-P-etil herbisiti
yeni bir bilesik oldugundan toksisitesi veya cevresel karakteristikleri hakkinda

¢ok az bilgi mevcuttur (www.herbicides.en.ec21.com).

Quizalofop-P-etilin akut toksisitesi: Oral yolla quizalofop-P-etile maruz
kalindiginda ¢ok az toksik olan bir bilesiktir. Bilesigin oral LDsy degeri erkek
ratlarda 1,210 mg/kg ve disi ratlarda 1,182 mg/kg’dir. Fareler bilesikten biraz



daha az etkilenmektedirler. Quizalofop-P-etilin erkek fareler icin LDsy degeri
1,753 mg/kg ve disi fareler i¢in 1,805 mg/kg’dir. Solunum iizerine bilesigin
toksisitesi hakkinda bir bilgi mevcut degildir. Quizalofop-P-etil deriyi tahris edici

degildir (www.herbicides.en.ec21.com).

Quizalofop-P-etilin kronik toksisitesi: Ratlarla yapilan kisa siireli (90 giin) bir
calismada 128 mg/kg seviyesinde etki gozlenmemistir. Bu doz, kronik besleme
deneylerinde  test edilen en  yiiksek doz  olarak  saptanmistir

(www.herbicides.en.ec21.com).

Quizalofop-P-etil’in ekolojik etkileri: Yesilbas ordekler ve bildircinlarla yapilan
testler, quizalofop-P-etil herbisitinin bu organizmalara karsi toksik olmadigini
gostermistir. Quizalofop-P-etil arlara toksik olup; LDsy degeri 0.1 mg/kg’in
tizerindedir. Memeliler veya sucul tiirlerin dokularinda birikme potansiyeliyle
ilgili bir bilgi mevcut degildir. Steril edilmis toprakta (mikroorganizma
icermeyen) bilesik hizli bir sekilde yikilmaktadir. Toprak organizmalari bilesigin

yikilma oranini arttirmaktadir (www.herbicides.en.ec21.com).

2.3 Pestisitlerin Kullanim

Pestisitlerin bilingsiz ve kontrolsiiz kullanimi sonucu, zararli organizmalarda
dayaniklilik olusturabilme riskleri ve kalintilar yoluyla insan sagligina ve cevreye
olan olumsuz etkileri kesinlikle goz ardi edilmemelidir. S6z konusu riskler
nedeniyle, oOzellikle gelismis iilkelerde pestisitler daha bilingli ve kontrollii
kullanilmaktadir. Bunu saglayabilmek i¢in Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde ve
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde bir¢ok yasa cikarilmis, resmi oOrgiitler
kadar sivil toplum orgiitleri de bu yonde s6z sahibi duruma gelmislerdir (Gullino

and Kuijpers 1994, Ragsdale and Sisler 1994).

Modern tarimsal savasimda, pestisitlerin cevreye zarar vermeyecek diizeyde ve
gercekten gerekli oldugunda kullanilmasi benimsenmistir. Gelismis iilkelerde

pestisitler “diisiik risk” ya da “doga dostu” olarak smiflandirilmistir. Ornegin,



ABD Cevre Koruma Orgiitii (Environmental Protection Agency, EPA),
pestisitlerin hem ruhsatlandirilmasin1 kolaylastirmis hem de kullamilmalarini
tesvik etmeye baslamistir (EPA 1999a, b). Diger yandan, gelismis iilkelerce
pestisit kullanilmadan modern anlamda bitkisel iiriin yetistirmenin olanaksiz
oldugunun bilinmesinin yam sira pestisit kullamiminin siirekli arttirilmasi ile
verimin stirekli artmayacagi da bilinmektedir. Bu nedenle, maliyetleri
yiikkseltmemek i¢in gereksiz ilaglamalardan kacimilmaktadir. Bu uygulamalarda,
sivil toplum orgiitlerinin ve tiiketicilerin etkisi de 6nemli olmustur. Ornegin,
Avrupa iilkelerinde fungusit kullanimi patateste %30 ve elmada %20
azaltilmasina kargin verimde bir diisiis gozlenmemistir (Gullino and Kuijpers

1994).

Pestisitlerin gerek c¢evre, gerek saglik ve gerekse ekonomik acidan
getirebilecekleri olumsuzluklar gelismis iilkelerde gayet iyi bilinmektedir. Bu
nedenle, bir yandan pestisitleri ¢ok bilingli ve kontrollii kullanirlarken, diger
yandan da riskli pestisitlerin kullanimlarini1 sinirlamak ya da tamamen durdurmak

yoniine gidilmektedir (Anonim 2004).

2.4 Organizmalarda Pestisitlere Kars1 Adaptasyon ve Dayamklilik

Pestisitlerin insan saglhigi ve cevreye olan olumsuz etkilerinin yani sira piyasa
omriinii belirleyen en 6nemli olay, pestisitlere kars1 organizmalardaki duyarlilik
azalisidir. Bir pestisite organizmalarin duyarhiligi azaldik¢a, o pestisitin etkinligi
de azalmaktadir. Bu nedenle, uygulayicilar istenilen etkinligi elde edebilmek i¢in
devamli dozu arttirmaktadir. Artan dozlara paralel olarak c¢evrede pestisit

kalintilan1 giderek artmaktadir (Delen ve Tosun 1996).

Pestisitlere duyarlilik azalisi “adaptasyon (adaptation)” ve ‘“dayamklilik”
(resistance=direnclilik) yollariyla olmaktadir. Adaptasyon ile duyarliligin
azalmasi, bir organizmanin genetik yapisinda degisiklik olmaksizin bir kimyasal
maddeye uyum gostermesinin bir sonucudur. Dayanmiklilikta (direng) ise

organizmanin duyarhliinin azalmasi, genetik yapisindaki bir degisiklik



sonucudur. Buna gore, adaptasyonda s0z konusu pestisitin kullaniminin
durdurulmasiyla organizma yavas yavas tekrar eski duyarliligim kazanabilir.
Dayaniklilik ise bir mutasyondur ve genelde geri doniisiimii yoktur. Pestisitlerin
bir olciide bilingsiz ve kontrolsiiz kullamildig: Tiirkiye gibi iilkelerde dayaniklilik
kadar adaptasyon da ekonomik a¢idan onem tasimaktadir. Dayamiklhiligin ortaya
cikigina en fazla etki eden faktorlerin baginda, pestisitin dayaniklilik agisindan
riski ile pestisitlerin kullanim bi¢imi gelmektedir. Bilingsiz ve kontrolsiiz
kullanim, duyarlilik azaliglarinin daha hizli ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir

(Delen ve Tosun 1996).

2.5 Cevresel Kirleticilerin Etkilerinin Belirlenmesinde Kullamilan Test

Sistemleri

Cevresel kirleticilerin mutajenik aktiviteleri farkli bitki sistemleri ile analiz
edilmektedir (Cizelge 2.2). Diger taraftan, tarimda ve diger bircok sahada
kullanilan pestisitlerin genetik etkilerinin belirlenmesi icin farkli organizmalarda
farkli mutajenite testleri de uygulanmaktadir. Bunlar Drosophila’da en fazla
kullanilan eseye bagl letalite testi (Kilbey et al. 1984), mayalarda Saccharomyces
cerevisiae genotoksisite testi (Buschini et al. 2003), bakterilerde Salmonella
mutajenite testi (Mamber et al. 1993) ve Bacillus subtilis tamir testi (Silva et al.
2006), hayvanlarda rat, fare, hamster kemik iligi mikroniikleus testi (Ono et al.
2006) ve insan lenfosit hiicre kiiltiirlerinde kardes kromatit degisimi (SCE)
(Sivikova et al. 2005) testleridir.

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, Pisum
sativum, Tradescantia clone 4430, Vicia faba ve Zea mays’1 icerdigi bildirilmistir
(Grant 1994). Kromozom aberasyonlar1 icin hem Allium cepa hem de Vicia faba
kromozom aberasyon testleri sinirsiz ve kisa siirede kullanilabilir veri tabanina

sahiptir.



Cizelge 2.2 Bazi c¢evresel Kkirleticilerin sitotoksik,

belirlenmesinde kullanilan test materyalleri

sitogenetik ve

mutajenik etkilerinin

Kullamlan kimyasallar ve cevresel kirleticiler

Kullanilan test materyali

Kaynaklar

Organik etil civa kloriir, etil civa kloriir ve fenil civa

asetat karisimi, inorganik civa kloriir fungusitleri

Allium cepa

Nandi 1984

Benzen hekza kloriir, Lindane, Aldrin, Heptachlor,
Endrin pestisitleri

Lens culinaris,
Licopersicon esculenta,
Pisum sativum, P. Arvense

Jain and Sarbhoy 1987

Krom Allium cepa Liu et al. 1992
Kompleks karisimlar Allium cepa lf;gé( and Nielsen

Etil metanosiilfonat, Azidoglycerol, N-metil-N-
nitrosourea, Sodyum azid(NaNj3), Maleic hydrazide

Arabidopsis thaliana

Gichner et al. 1994

Azidoglycerol, N-metil-N-nitrosourea, Sodyum azid
(NaN3), Maleic hydrazide

Vicia faba

Kanaya et al. 1994

Azidoglycerol, N-methyl-N-nitrosourea, Sodyum azid

(NaN3), Maleic hydrazide

Tradescantia

Ma et al. 1994

. Nielsen and Rank
Atik su Allium cepa 1994
Endiistriyel atik su Allium cepa }fgg}: and Nielsen

Kadmiyum

Hordeum vulgare

Zhang and Yang 1994

Cevresel kirleticiler

Allium cepa, Vicia faba

Ma et al. 1995

Atik su, yiizey ve toprak suyu

Allium cepa

Smaka-Kincl 1996

Tiber Nehri sedimentlerinin agir metal icerigi

Vicia faba

Minissi and Lombi
1997

N-metil-N-nitrosourea, Maleic hydrazide, Sodyum Alli Rank and Nielsen
azid, Etil metanosiilfonat tum cepa 1997
Atik su tortusu Allium cepa }fgg{l;( and Nielsen

Agir metaller

Tradescantia, Allium cepa,
Vicia faba

Steinkellner 1998

Atik su ile sulanmug toprak ornekleri

Tradescantia, Allium cepa

Cabrera and
Rodriguez 1999

Cypermethrin, Fenvelerate insektisitleri

Allium cepa

Chauhan 1999

Endiistri bolgesinde kirlenmis toprak

Allium, Vicia,
Tradescantia

Cotelle et al. 1999

Kanalizasyon suyu, Endiistriyel atik sular

Allium cepa

Grover 1999

Pestisit (metolachlor, atrazine, extrazine ve 2,4-D) ile

kirlenmis toprak ve su 6rnekleri

Allium cepa, Tradescantia

Kong and Ma 1999

Polietilen terephthalate i¢ine siselenmis ticari mineral

su

Allium cepa

Evandri et al. 2000
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Cizelge 2.2 (Devami) Bazi gevresel kirleticilerin sitotoksik, sitogenetik ve mutajenik etkilerinin

belirlenmesinde kullanilan test materyalleri

Kullamlan kimyasallar ve cevresel kirleticiler

Kullanilan test materyali

Kaynaklar

Fosforik alcitast deposu atik suyu

Allium cepa

Pavlica et al. 2000

Cevresel mutajenler

Pisum sativum

Grant and Owens 2001

N-metil-N-nitrosourea, Metil metanosiilfonat,

Mitomycin C, Radiomimetic bleomycin, Maleic Arabidopsis thaliana Menke 2001
hydrazide

Neem bitkisinin sulu ekstraktlar Allium cepa Soliman 2001
Atik su Allium cepa Amin 2002
Civa kloriir, metolachlor, Allium cepa, Lactuca Arkhipchuk and
4-nitroquinoline-N-oksit (4-NQO) sativa, Hydra attenuata Garanko 2002

2.,4-D, Butachlor Allium cepa Ateeq et al. 2002
Kadmiyum Allium cepa Marcano et al. 2002
Maleic hydrazide, Acridine ve di(2-ethylhexyl) Allium cepa Rank et al. 2002

phthalate (DEPH)

Iyonize radyasyon

Pisum sativum

Zaka et al. 2002

Cinko siilfat (ZnSO,4.7H,0)

Nigella sativa
Triticum aestivum

El-Ghamery 2003

Endiistriyel atik su, Kanalizasyon suyu

Allium cepa

El-Shahaby et al. 2003

Radyum iiretme endiistrisinden atik su ornekleri

Allium schenoprasum

Evseeva et al. 2003

Aliiminyum, Paraquat, Metil civa kloriir

Allium cepa, Hordeum
vulgare

Patra et al. 2003

Hidrat siilfiir dioksit

Allium sativum, Vicia faba

Yi and Meng 2003

Spermidin, Spermin, Cyclohexylamine

Triticum monococcum L.,

T. durum Desf., T.

Ismailoglu et al. 2004

aestivum L.
Iki endiistrinin tehlikeli toprak atiklart Allium cepa Chandra et al. 2005
Atik sudaki toksik agir metaller Allium cepa Fatima et al. 2005
Kursun Lens culinaris Medik. Kiran and Sahin 2005
Metil civa kloriir, Etil metanosiilfonat, Maleic Allium cepa Patra et al. 2005
hydrazide
Cypermethrin Allium sativum Saxena et al. 2005
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Mutajenlerin belirlenmesi i¢in bitki biyotestleri uzun yillardan beri kullanilmakta
olup; sitogenetik aberasyonlar ve gen mutasyonlarina neden olan cevresel
kimyasallarin izlenmesi ve denetlenmesi i¢in ¢ok kullanish sistemlerdir (Nilan
and Vig 1976, Constantin and Owens 1982, Grant 1992). Allium testi, cesitli
maddelerin sitotoksik ve/veya genotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in siklikla
kullanilmaktadir. Yiiksek yapili bitkiler kromozomlarmin boyutlarindan dolay1
sitolojik analizler i¢in uygundur (Fiskesjo, 1985). Allium koklerinin hassashigi,
biiyiik ihtimalle diploid tamamlayicisinin total uzunlugunun en fazla ve
metasentrik kromozomlarinin ¢ok sayida olmasindan kaynaklanmaktadir (Ma et
al. 1995). Allium testi kullanilmasi1 kolay ve ucuz bir testtir ve 6zellikle memeli
test sistemleriyle iyi bir korelasyon gostermektedir (El-Shabhaby et al. 2003).
Siiratli test yapmak, toksisiteyi ve ortamdaki kirlilik seviyelerini belirlemek i¢in

standart bir yontem olarak dikkate alinmaktadir.

Allium testinin sonuglari, ortamdaki canli organizmalar i¢in direkt veya indirekt
riskleri temsil eden belirli sitotoksik/genotoksik veya mutajenik maddelerin
varligim isaret edebilir. Allium testinde biiyiimedeki gerileme genellikle toksisite
ve temel kromozom aberasyonlari ise genotoksisite ile aciklanmaktadir
(Kovalchuk et al. 1998). Bununla birlikte, kromozom aberasyonlarinin varlig

bilytime inhibisyonuyla i¢ ice olaylardir (Fiskesjo 1985).

Cevresel kirleticilerin (atik sular, pestisitler, herbisitler vb.) toksik ve genotoksik
etkileri, yaygin olarak kullamlan Allium kok biiylimesi inhibisyonu testi ile
belirlenen etkili konsantrasyon ve farkli uygulama siireleri temelinde mitotik
indeks, mitotik anormallikler, kromozom aberasyonlari ve mikroniikleus
olusumlar1 ile belirlenebilmektedir. Mitotik indeksteki azalma, kontrole gore
%22’nin altina diiserse letal etki (Antonsie-wiez 1990), %50’nin altina diiserse
subletal etki (Panda and Sahu 1985) degeri olarak kabul edilmektedir. Bu
degerler, sitotoksik sinir degerleridir (Sharma 1983). Bitkilerde ve hayvanlarda
gozlenen kromozom aberasyonlari, kardes kromatid degisimleri ve mikroniikleus

olusumlari, kimyasallarin DNA ile etkilesime girdiklerini ve hasara neden
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olduklarin1 gostermektedir (Saxena et al. 2005). Kromozom aberasyonlarn ve
mikroniikleus analizleri genotoksisitenin degerlendirilmesi i¢in son derece
giivenilir analizler olarak gosterilmektedir (Rieger et al. 1990, Angelis et al. 2000,
Panda et al. 2002, Patra et al. 2003).

Dogal su ve yeralti suyunun kalitesi veya kirli sularin kirlilik seviyesi
fiziksel/kimyasal, saprobiyolojik, radyobiyolojik, sitogenetik ve genotoksik
etkilerle belirlenmektedir (Rank and Nielsen 1998, Amin 2002). Sitogenetik
testler, maddelerin farkl siirelerde uygulanan ¢esitli konsantrasyonlarinin zararl
etkilerinin teshis edilmesi ve organizmalar {izerine etkilerinin degerlendirilmesi
icin uygundur (Kumar et al. 1991, De-Serres 1992). Bu testler, test organizmalari
tizerine zararl etkileri bakimindan 6nemli veriler saglamakta ve kirlilik 6l¢iisiiniin
biyodenetimi yaninda, dogal cevrelerdeki organizmalar iizerine biitiin toksik ve
mutajenik maddelerin kombine etkilerinin degerlendirilmesi icin de yaygin olarak

kullanilmaktadir (Al-Sabti 1989).

Genotoksisite testleri mutasyon ve kromozom aberasyonlar1 olarak iki kategoriye
ayrilabilir. 1984 yilinda, cevresel kimyasallarin mutajenik ve karsinojenik
potansiyelleriyle birlikte belirlenmesi icin Kimyasal Giivenlik Uzerine
Uluslararasi Program (IPCS) kapsaminda bitki genetik sistemleri tizerine ortaklasa
bir calisma tamamlanmistir (Ashby et al. 1988). Bu ¢alismada, mutasyon testi icin
Arabidopsis thaliana klorofil ve embriyo testleri (Redei 1982) ve Tradescantia
clone 4430 stamen hair testi (Vant’'t Hof and Schairer 1982) ile sitogenetik
testlerde Tradescantia clone 4430 mikroniikleus testi ve Vicia faba’da kromozom

aberasyonu testi (Kihlman and Anderson 1984) kullanilmistir.

2.5.1 Bitki Genetik Biyotestlerinin Avantajlar:

Yiiksek yapili bitkiler, cevresel kimyasallarin sitotoksik (hiicre yapisi ya da
fonksiyonunda hasar olusturan etkileri), sitogenetik (kromozomlar iizerindeki
etkileri) ve mutajenik (genetik degisime neden olan etkileri) etkilerinin
mitkemmel bir gostergesidir. Bu baglamda yiiksek yapili bitkiler, kimyasallarin

kullanim1 veya cevresel kirliligin neden oldugu muhtemel genetik hasarin
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belirlenmesinde birinci sirada yer alan alternatif test sistemleri olarak deneysel
caligmalarda Ozgiil avantajlara sahiptir. Yani, bitki koklerinin meristematik
mitotik hiicreleri ¢evresel kirleticilerin “klastojenite”sinin (kromozom kirilmasi
ve/veya buna bagli olarak kromozom parcalarindaki kayip, artma ya da
diizensizliklerin olmasi1) belirlenmesi i¢in uygun bir sitogenetik materyaldir (Ma

et al. 1995).

Cevresel kimyasallarin veya Kkirleticilerin test edilmesi ve izlenmesi icin yiiksek
bitki genetik testlerinin kullanilmasinin bazi avantajlart mevcuttur. Diger taraftan,
bir¢cok bitkinin hayat dongiisiiniin bakteri, maya ve Drosophila’dan daha uzun
olmas1 ve bitkiler ve hayvanlar arasinda temel farmakokinetik ve biyokimyasal
farkliliklarin  bulunmas1 bitki sistemlerinin kullanilmasina bazi sinirlamalar
getirmektedir. Hayvan ve bitki hiicreleri arasindaki farkliliklar bitki genotoksisite
testlerinin genel olarak kabuliinde bir eksiklige neden olur. Bakteri, Drosophila,
Neurospora ve maya gibi bazi memeli olmayan sistemlerin genotoksisite
testlerinin kabul gérmesine ragmen, bitki genotoksisite testlerinin verileri insana
gore yorumlanmak istendiginde bir yerde simirlanmaktadir. Buna karsin, bazi
kimyasallarin genetik anormallikler bakimindan karsilastirmali sonuclar bitki ve
hayvan sistemlerinde belirlenmistir (Grant et al. 1981). Ornegin, pestisitlerin
sitogenetik etkilerinin incelenmesinde, bitki ve hayvan sistemlerinde hem
kromozomal anormallikler hem de c-mitoz sikligi arasinda miikemmel bir
korelasyonun oldugu gosterilmistir (Grant 1978). Allium cepa’da ve V79 Chinese
hamster fibroblast hiicrelerine uygulanmis olan 2,4-D sonuglari, kromozom
aberasyonlarinin tesvik edilmesinde bu iki testtin benzer oldugunu gostermistir
(Pavlica et al. 1991). Benzer olarak, 12 adet kimyasalin insan lenfositlerinde ve
Vicia faba kok ucu hiicrelerinde kardes kromatid degisimlerini (SCE) tesvik
etmesi kiyaslandiginda, Vicia faba’daki SCE oraninin insan lenfositlerindeki
kadar yiiksek bulunmamasina ragmen, tesvik edilen SCE oranlar1 hemen hemen
yakin bulunmustur. Bu sonug, Vicia faba kromozomlarinin ayni mutajene karsi
insan lenfositleri kadar hassas oldugunu belirtmektedir (Xing and Zhang 1990).
Bitki genotoksisite testleri mutajen tarama programlarinda memeli ve memeli

olmayan hayvan testlerine alternatif saglamaktadir (Grant 1986). Bitki genetik test
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sonuclari, mutasyon ve kansere neden olabilen ajanlardan korunabilmek igin

onemli bir katki saglayabilir (Grant 1994).

Pestisitlerin genotoksik etkilerinin belirlenmesi igin pestisitler tarafindan tesvik
edilen asagidaki degisiklikler goz Oniine alimmaktadir (http://www.icsu-

scope.org):

1) Kromozom aberasyonlar1 olarak isimlendirilen kromozom veya kromatidlerde
meydana gelen yapisal degisiklikler (kiriklar, delesyonlar, gaplar,
inversiyonlar, translokasyonlar, ringler) ve diger bozukluklar (yapisiklik,
kiimelesme, asinmalar),

2) Mitotik veya mayotik boliinmelerde bozukluklar (ig ipligi inaktivasyonu, c-
mitoz, non-disjunction), poliploid veya andploid hiicrelerle sonuclanan anafaz
esnasinda meydana gelen kromozom dagilimindaki diizensizlikler,

3) Somatik krossing over ve kardes kromatid degisimi (SCE) gibi
rekombinasyonal olaylar,

4) Verimsizlik ve embriyonik 6liim,

5) Polen tanelerinde veya yavrularda eksprese edilen ortaya cikan iiretici

hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar olarak ifade edilmektedir.

Cevresel kirleticilerin test edilmesi ve izlenmesinde yiiksek yapili bitki genetik

biyotestlerinin avantajlart su sekilde siralanmigtir (Grant 1994):

1) Okaryot canlilar olan bitkiler, insanlara benzer kromozom yapisina sahiptirler.
Mitoz ve mayoz gegirirler ve mutasyona ugrarlar.

2) Teknisyenlere bitki testleri ile ilgili ¢ok hizli egitim verilebilir. Diger test
sitemlerine gore ucuz ve kiiltiirii kolay yapilabilir.

3) Baz1  bitkiler (6rnegin: Arabidopsis) vejetasyonlari kisa zamanda

tamamlamaktadir.

4) Testler cevresel sartlar, pH, sicakligin genis araliklarinda gergeklestirilebilir.

Bitkiler, tek bir haploid ve diploid bitkiden rejenere edilebilir.
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5) Bitki genetik testleri tek bir kimyasaldan kompleks karigimlara kadar
genotoksisitenin degerlendirilmesi i¢in kullanilabilir.

6) Bitki genetik testleri mutajenik kirleticilerin in sifu denetlenmesi igin
kullanilabilir.

7) Yillardir kullanilmakta olan bitki genetik testleri son derece giivenilirdir. Bitki
genetik testleri cevresel kimyasallarin test edilmesi ve denetlenmesi icin
mutagenez arastirmalarinda kullanilabilirlikleri kanitlanmastir.

8) Bir¢ok kimyasal icin genotoksisite sonuglar1 mevcuttur ve bdylece farkli
testler arasinda karsilagtirmalar yapilabilir.

9) Calismalar memeli sitogenetik testleri ile pozitif bir korelasyon
gostermektedir.

10) Bitkiler mutajenik metabolitlerin (promutajenler) belirlenmesinde mikrobiyal
testlerle birlestirilebilir.

11) Test etmenlerinin karsinojenitelerinin belirlenmesi i¢in bitki genetik testleri

yiiksek hassasiyet gostermektedir.

2.6 Pestisitlerin Sitogenetik Etkileri

Pestisitlerin siirekli artan kullanimi c¢evresel kirliligin arastirilmasi icin bir uyarn
olmustur. Tarla bitkilerini gelistirmek ve gida saglamak amaciyla zirai
kimyasallarin gittikce artan kullanimina gelecekte de devam edilecektir. Insanlar
cesitli zirai mutajenler, karsinojenler ve klastojenlere maruz kalmaktadirlar. Bu
yiizden 6nemli cevresel kirleticilerin genotoksik potansiyellerinin nispi diizeyinin
bilinmesi Onemlidir. Herbisitler yanlis kullanildiklarinda besin zinciri yoluyla
yiikksek yapili bitkileri ve dolayisiyla insan dahil bir¢ok organizmayi olumsuz
etkilemektedir. Uygulandiklar1 ortamda bozunmadan uzun siire kalmalar1 ve
organizmalarda birikmeleri, herbisitlerin zararli etkilerinin genellikle gec
c¢ikmasina neden olmakla birlikte tarim iiriinlerinin tiiketilmesi sonucu O6liim
vakalarina da rastlanmistir (Vural 1984). Igme suyu olarak kullamilan atik sular,
dogal sular ve yiizey sularinin genotoksisitesi, sucul organizmalar ve insanlar
tizerinde genetik hasar ve kanser riski ac¢isindan énemli bir problemdir (Rank and

Nielsen 1998, Grover and Kaur 1999, El-Shahaby et al. 2003).
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Farkli test bitkileri ile ¢evresel kimyasallarin genotoksisitesini test etmek igin
yapilan caligmalarda kirleticilerin farkli konsantrasyon ve siirelerindeki
uygulamalarda mitotik indeksin (gdzlenen tiim mitotik hiicrelerx100/gdzlenen
tim hiicreler) azaldigi ve kromozom aberasyonlarinin (yapisiklik, kopriiler,
koprii+fragment, vagrant kromozomlar, c-metafaz, c-anafaz, multipolar anafaz,

fragment, mikroniikleus vb.) arttig1 belirlenmistir.

Tridemorph fungusitinin Allium cepa meristem hiicrelerinde mitozu baskiladigi ve
bu etkinin konsantrasyon ve siireye bagli olarak arttig1 gdzlenmistir (Cortes et al.
1982). Bu fungusitin gii¢lii bir c-mitoz ajan1 oldugu ve buna ilaveten, multipolar
anafaz, kromozom kontraksiyonu, anormal kromozom dagilimi ve mikroniikleus

olusumlarina da neden oldugu bildirilmistir (Cortes et al. 1982).

Rank ve Nielsen (1997), N-methyl-N-nitrosourea (MNU), maleic hydrazide (MH),
sodium azide (NaN3) ve ethyl methanesulfonate (EMS) kimyasallarinin
genotoksik etkilerini Allium anafaz-telofaz kromozom aberasyon testi ile
belirlemistir. Biitiin kimyasallar, kromozom aberasyonlarimi istatistiki olarak
onemli diizeyde tesvik etmislerdir. Pozitif etkiyle en diisiik dozlarin siralamasi su
sekildedir: NaN3 (0.3 ppm) < MH (1 ppm) < MNU (41 ppm) < EMS (100 ppm).
Allium testinde MH, MNU, NaN; ve EMS icin bulunan degerler aym
kimyasallarin  kullamldign diger bitki (Arabidopsis, Vicia, Tradescantia)
testlerinde bulunan degerlerle kiyaslanmis, MH ve MNU i¢in sonuclar ayni
oranda bulunurken, NaN; ve EMS degerleri Allium testinde daha diisiik oranda
bulunmustur. Allium testinde, mutajenite testinde pozitif kontrol olarak kullanilan
MMS (metil metanosiilfonat)’nin kromozom aberasyonlarininin tesvikinde
EMS’den on kat daha etkili oldugu bulunmustur. Bu calismaya gdre maleic
hydrazide’in mutajenik ve klastojenik etkileri tesvik eden konsantrasyonlarda
toksik olmayan yiiksek reaktif alkilasyon etmeni oldugu bildirilmistir (Rank and

Nielsen 1997).
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Alfa-siyano pyrethroid insektisitlerinden cypermethrin (CYP) ve fenvarelate
(FEN) insektisitlerinin ticari formiilasyonlarinin sitogenetik etkileri Allium cepa
kok meristem hiicrelerinde degerlendirilmistir (Chauhan et al. 1999). Allium kok
bitytimesi testi ile ECsy degerleri CYP i¢in 10 mg/L ve FEN icin 14 mg/L
belirlenmis ve test konsantrasyonlar1 olarak ECsy degeri, yaris1 ve iki kati
kullanilmigtir. Her iki bilesik, konsantrasyona bagl olarak mitotik indeksi 6nemli
diizeyde inhibe etmis ve kromozom aberasyonlarin1 6 ve 24 saat uygulamalarinda
tesvik etmistir. Her iki bilesikle tesvik edilen aberasyonlarin tipleri, CYP
uygulamasinda gozlenen kromozomlarin esit olmayan dagilimi (non-disjunction)
ve mikroniikleuslu hiicrelerin tesviki disinda hemen hemen benzer bulunmustur.
CYP’ye maruz birakilan hiicrelerdeki aberant hiicrelerin sikhigt FEN’e maruz
birakilan hiicrelerdekinden daha fazla oldugundan daha toksik bulunmustur. Daha
onceki calismalarla uyumlu olan bu incelemeler alfa-siyano pyrethroid
insektisitlerin genotoksik etkilerinin birincil mekanizmasinin ig ipligi hasar
olduguna isaret etmektedir. Bununla birlikte, kromozom kiriklarinin yiizdesi bu

bilesiklerin klastojenik potansiyelini belirtmektedir (Chauhan et al. 1999).

Bir biyopestisit olarak kullanilan Azadirachtin Meliaceae familyasindan
Azadirachta indica A. Juss. (neem) bitkisinden elde edilmektedir (Schmutterer
and Ascher 1987). Azadirachtin’in yaprak, tohum c¢ekirdegi ve tohum kabugu sulu
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlari, Allium cepa kok meristemlerinin mitotik
aktivitesini 24 ve 48 saat uygulamalarinda inhibe etmistir (Soliman 2001). Neem
bilesenlerinin DNA sentezini (DNA/niikleoprotein dengesi) etkiledigi ve ardindan
mitotik inhibisyona neden oldugu bildirilmistir. Neem tohum kabugu ekstraktinin
hiicre boliinmesini inhibe etme yetenegi en az iken, tohum cekirdegi ekstraktinin
daha c¢ok etkili oldugu bulunmustur. Faz indeks verilerinin analizi, tiim
muamelelerin ortalama profaz yiizdesini azalttigi, metafaz ve ana-telofazlarin
yiizdelerini kontroldekilere gore arttirdigi saptanmistir. Ayrica ekstraktlar, Allium
cepa’nin boliinmeyen hiicrelerinde interfaz safthasinda gézlenen mikroniikleus ve
multiniikleus hiicreleri ile boliinen hiicrelerinde gozlenen kopriiler, yapisiklik,
diizenlenmemis (non-kongresyon) metafaz, vagrant, poliploidi ve diizensiz ana-

telofaz gibi farkli kromozom aberasyonlarina neden olmustur. Kopriiler boliinen
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hiicrelerde en sik goriilen aberasyon tipidir. Neem tohum c¢ekirdegi ekstraktinin,
neem yaprak ekstrakti ve neem tohum kabugu ekstraktindan daha fazla kromozom
aberasyonlarina neden oldugu kanitlanmigtir. Bundan dolayi, neem ekstraktlarinin
daha dikkatli bir sekilde test edilene kadar dahili tibbi amaglarla da
kullanilmamas1 gerekmektedir. insan saglig1 igin farkl test sistemlerinde genetik
toksikolojik etkilerinin ¢ok daha ciddi degerlendirilmesi gerekmektedir (Soliman

2001).

Chauhan vd. (2001), Allium sativum ile yaptiklar1 c¢alismada kullanilan
isoproturon herbisitinin test konsantrasyonlarini, herbisitin ECsy degerini
belirleyerek se¢mislerdir. Kok uglart 6 ve 24 saat igcin farkli isoproturon
konsantrasyonlarina maruz birakilmis ve ECsq degeri kok biiylimesi i¢in 70.8 ppm
olarak belirlenmistir. Isoproturon herbisiti, kok bilyiimesinde gecikmeye neden
olmasinin yaninda, koklerde sertlesme ve renk soluklugu gibi morfolojik
degisikliklere de neden olmustur. Allium sativum kok uclarinin, ECsy degerini de
iceren ¢esitli isoproturon konsantrasyonlaria (35-280 ppm) maruz birakilmasi
konsantrasyona bagli olarak 6 ve 24 saatlik uygulamalarda mitotik indeksi 6nemli
diizeyde azaltmis, mitotik aberasyonlar ve kromozom kiriklarini da tesvik etmistir

(Chauhan et al. 2001).

Amin (2002), tirtinlerin kiiltiire alinmasi icin 1slah edilen alanlarin sulanmasinda
siradan taze suyla tam bir seyreltmeden sonra yeni atik suyun kullanimina bakis
acist saglamak amaciyla atik su Orneklerinin genotoksisitesini Allium cepa
kromozom aberasyonu analiziyle incelemistir. Fabrikadan alinan islenmis ve
islenmemis atik su ornekleri ve seyreltik ¢ozeltilerinin mitotik indeksi azalttig1 ve
boliinen ve boliinmeyen hiicrelerin aberasyon oranmi kontrole goére onemli
derecede arttirdigi bildirilmistir. Her iki atik su Orneginin de (islenmis ve
islenmemis) DNA ve proteinlerle etkilesimleri araciligiyla kromozom
aberasyonlarint tesvik ederek kromozom yapisikligina, mitotik bozukluklara

ve/veya hiicre hasarina neden oldugu bildirilmistir (Amin 2002).

19



Pentachlorophenol (PCP), 2.4-dichlorophenoxyacedic acid (2,4-D) ve 2-chloro-
2,6-diethyl-N-(butoximethyl) acetanilid (butachlor)’in genotoksisitesi test edilmis
ve c-mitoz, yapisiklik, kromozom kiriklar1 ve mitotik indeks (MI) belirlenmistir
(Ateeq et al. 2002). 2,4-D’nin yiiksek konsantrasyonlarinda (5-20 ppm) ¢engel ug,
c-timorleri ve kirilan kokler gibi 2,4-D’ye 6zgii morfolojik degisiklikler
saptanmistir. Bu anormallikler, PCP ve butachlor uygulanmis gruplarda
belirlenmemistir. Bununla birlikte, PCP’nin yiiksek konsantrasyonlarinda kok
dejenere olmustur. Mitotik indeks 2,4-D i¢in %14.32 ve PCP icin %19.53 iken
butachlor icin belirlenen oran (%71.6) kontrol degerine yakin bulunmustur. Tiim
kimyasallar kromozom aberasyonlarini énemli seviyede tesvik etmistir (P<0.05).
En yiiksek kromozom aberasyon frekansi (%11.90) 3 ppm PCP’de gozlenmistir.
Fazla sayidaki c-anafazlari, butachlorun potansiyel ig iplikleri inhibitorii olarak
etki ettigini gosterirken kiriklar, kopriiler, yapismalar ve vagrantlar (lagard)
potansiyel bir klastojen olarak gosterilen PCP’de c¢ok siklikla rastlanan

aberasyonlardir (Ateeq et al. 2002).

Nehir suyu ve atik sularin toksisite taramasinda ve ¢evresel denetlemede standart
bir metod olarak 6nerilen Allium testi, Sandup bolgesinde Shawa, Meet El Akrad,
Telbana ve Bergay yerlesim yerlerinden toplanan su 6rneklerinin toksisitesini
degerlendirmek icin kullanilmistir (EI-Shahaby et al. 2003). Sitotoksisite
seviyesinin in situ izlenmesi i¢cin meristem hiicrelerindeki mitotik boliinmenin
inhibisyonu ve genotoksisiteyi test etmek i¢in mitotik hiicrelerdeki kromozom
aberasyonlar1 ve interfaz hiicrelerindeki mikroniikleus varligi analiz edilmistir.
Kontrole gore kanalizasyon sulari, énemli diizeyde kromozom aberasyonu ve
mikroniikleus olusumlarina neden olmustur. Sogan kok ucu meristeminde aberant
metafaz, anafaz ve telofaz hiicreleri, atik su Orneklerinin yiiksek derecede

mutajenik oldugunu gostermektedir (EI-Shahaby et al. 2003).

Atrazine, ortamda uzun siire yikilmadan kalan, insan saglhigi ve ekolojik riskleri
nedeniyle calisilan, uluslararasi revizyon programina konu olmus secici bir
triazine herbisitidir. Atrazine herbisitinin Allium cepa kok meristem hiicrelerinde

konsantrasyonun artisina baglh olarak somatik kromozom aberasyonlarinin toplam
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sayisinda bir artmaya neden oldugu, ancak bu artmanin sadece en yiiksek test
konsantrasyonunda (5 pg/L) onemli diizeyde oldugu bildirilmistir (Bolle et al.
2004). Bu calismada, yapisal kromozom hasarlari analizinde, onciil lezyonlar
olarak kromozom kiriklarinin tesvik edildigi ve kromozom kirigi iceren hiicrelerin
yiizdesinin konsantrasyona bagli olarak artti@i gosterilmistir. Kromozom
kiriklarinda artma, 1 ve 5 pg/L test konsantrasyonlarinda onemli diizeyde

belirlenmistir (Bolle et al. 2004).

Depolama sirasinda sebze tomurcuklarimin biiyiime diizenleyicisi olan maleic
hydrazide herbisitinin Allium cepa kok ucu meristem hiicreleri iizerine etkisi
arastirilmistir (Marcano et al. 2004). Kimyasalla tesvik edilen Allium cepa kok
uclarinda, farkli uygulama siiresi (0, 4, 8, 12, 24 ve 48 sa) ve
konsantrasyonlarinda (10°, 10°, 10" ve 10° M) meydana gelen mitotoksik ve
klastojenik etkiler belirlenmistir. Maleic hydrazide’in konsantrasyonu ve
uygulama siiresinin artistyla birlikte mitotik indekste bir inhibisyon gdzlenmistir.
Tiim konsantrasyonlarda 12 iki saat ve tiizerindeki uygulama periyotlarinda
yapisiklik, anafaz kopriileri, kromozom kiriklar1 ve mikroniikleus tipi kromozom

anormalliklerinin 6nemli derecede arttig1 belirlenmistir (Marcano et al. 2004).

Avenoxan herbisitinin Allium cepa’nin mayotik kromozomlar1 ve polen
verimsizligi iizerine sitogenetik etkileri calisilmistir (Kaymak and Muranli 2005).
Allium cepa kok ucu meristemleri avenoxan herbisitinin %0.1, %0.2, %0.4’liik
konsantrasyonlarina 3, 6, 12 ve 24 saat siireyle maruz birakildiginda, kontrole
gore tiim uygulamalarda anormal hiicrelerin sayisinda belirgin bir sekilde artma
belirlenmistir. Herbisit ile tesvik edilen anormallikler yapisiklik, kopriiler,
lagardlar, univalentler, quadrivalentler ve mikroniikleustur. Avenoxan herbisitinin
polen verimsizligine de neden oldugu ve bu verimsizligin kromozom
aberasyonlarindaki artigla paralel oldugu bildirilmistir (Kaymak and Muranli

2005).

Quercetin, serbest radikallerin temizlenmesi ve antioksidan aktivitesi gibi bircok

kimyasal ve biyolojik aktiviteye sahip yaygin bir bitki flavonoididir. Mastrangelo
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vd. (2006), atrazine ile tegvik edilen kromozom kiriklarina karst quercetinin
koruma saglayip saglayamayacagim arastirmiglardir. Allium cepa testinde,
quercetinin 0.1-20 pg/mL konsantrasyonlar1 toksisite veya klastojenik etkiye
neden olmamistir. Daha sonra 2.5, 5.0 ve 7.5 pg/L atrazinenin klastojenitesi
tizerine 0.5 ve 5 pg/mL quercetinin etkileri degerlendirilmistir. 0.5 pg/mL
quercetin 7.5 pug/L atrazine ile tesvik edilen toplam aberasyonlarin sikligini
onemli diizeyde azaltirken, quercetinin her iki konsantrasyonu da 7.5 pg/L
atrazine ile tesvik edilen fragmentlerin sikligin1 6nemli diizeyde azaltmistir. Bu
calismanin sonuclari, quercetin gibi bitki flavonoidlerinin atrazinenin genotoksik

etkilerine kars1 koruma saglayabilecegini gostermektedir (Mastrangelo et al.
2006).

Bu arastirmada, quizalofop-P-etil (QPE) herbisitinin toksik ve sitotoksik etkileri
incelenmistir:
a) Allium cepa kok bilylimesi inhibisyonu testi ile etkili konsantrasyon degeri
(ECs0) belirlenmistir.
b) Kontrol (distile su), QPE herbisitinin ECs¢/2, ECsy ve 2XECsg
konsantrasyonlarinda 24, 48, 72 ve 96 saat siireyle biiyiitillen Allium
cepa’nin kok ucu meristem hiicrelerinde mitotik indeks, kromozom

aberasyonlar1 ve mikroniikleus olusumlar1 degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 MATERYAL
3.1.1 Bitki Materyali

Bu aragtirmada, ticari olarak satilan Allium cepa L. (mutfak sogani) (2n=16)
kullanilmistir. Kolay ve ucuz elde edilmesi, her zaman kok olusturma yetenegine
sahip olmasi ve dolayisiyla kok ucu meristem bolgesinden mitotik hiicre elde
edilebilmesi, kromozom sayisinin az ve kromozom boyutlarmin biiyiik olmasi
nedeniyle kimyasallarin toksik etkilerinin belirlenmesi i¢in bircok arastirmada
kullanilmigtir. Diger taraftan, bir kimyasalin olumsuz etkisini belirlemede memeli
test sistemleriyle de biiylik bir korelasyon gdstermesi nedeniyle bu arastirmada

Allium cepa bitki materyali olarak secilmistir.
3.1.2 Herbisit Materyali

Bu arastirmada, organik bir herbisit olan quizalofop-P-etil (quizalofop-P-ethyl)
fenoksi bilesigi kullanmilmistir. Bu herbisite iliskin bazi bilgiler asagida verilmistir

(www.herbicides.en.ec21.com).

Ticari adi: Ticari olarak quizalofop-P-etil iceren iiriinlerin ticari adlar1 Assure II,
Pilot Super, Targa D+ ve Targa Super’dir. Bilesigin benazolin ve clopyralid gibi
diger herbisitlerle formiilasyonlart bulunmaktadir.

Sinonimleri: Quizalofop ethyl ester; DPX-Y6202; EXP-3864; FBC-32197,;
ethyl (R)-2-[4-[(6-chloro-2-quinoxalinyl)oxy]phenoxy] propionate

CAS No: 100646-51-3

Molekiil agirhgi: 372.80 g/mol

Kimyasal ve Yapisal formiilii: C;9H;7CIN,Oy4

S oo

Sekil 3.1 Quizalofop-P-etil’in yapisal formiilii (www.herbicides.en.ec21.com)
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3.2 METOT

3.2.1 Test Materyalinin Hazirlanmasi

Soganlar kullanilmadan 6nce serin, kuru ve havalandirilan ortamda muhafaza
edilmistir. Denemelerde yaklasik 25-30 mm capinda ve 3-5 g agirhiginda soganlar
kullanilmistir. Koklendirme denemelerinden once soganlarin tabana yakin dis
kabuklart soyulmus ve kok primordiyalarina zarar verilmeksizin kuru kokler

dikkatlice uzaklastirilmistir.

3.2.2 Etkili Konsantrasyon (ECsy) Degeri ve Test Konsantrasyonlariin

Belirlenmesi

Quizalofop-P-etil herbisitinin sitogenetik etkilerinin calisilmasinda kullanilacak
etkili konsantrasyon (ECsy) degeri ve buna bagh diger test konsantrasyonlarinin
(ECsp/2 ve 2XECsp) belirlenmesinde Allium kok biiytimesi inhibisyonu testi
kullanilmistir. Distile su (dHO) 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) 96 saat siireyle
maruz birakilmistir. Her 24 saatte bir ¢ozeltiler yenilenmistir. Denemeler, 22+2°C
sicaklikta ve laboratuarin direkt giines 15181 almayan kisminda gergeklestirilmistir.
Kontrol ve herbisit gruplarinin her biri i¢in homojen koklenmis 5’er sogan
kullanilmistir. Etkili konsantrasyon (ECsg) degeri bulununcaya kadar asagidaki

denemeler gerceklestirilmistir:

I. Deneme:
a) Kontrol:
dH,0 (24 sa)—dH,0 (96 sa)
b) Herbisit uygulamalari:

dH,0 (24 sa)—Quizalofop-P-etil [5, 10, 15, 20, 30, 40 ve 50 ppm (96 sa)]
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11. Deneme:
a) Kontrol:
dH,0 (24 sa)— dH,O (96 sa)
b) Herbisit uygulamalari:
dH,0 (24 sa)—Quizalofop-P-etil [1.0, 3.0, 5.0, 7.0 ve 10 ppm (96 sa)]
II1. Deneme:
a) Kontrol:
dH,0 (24 sa)— dH,0O (96 sa)
b) Herbisit uygulamalari:
dH,O (24 sa)— Quizalofop-P-etil [1.0, 1.25, 1.50, 1.75, 2.0, 2.5, 3.0 ppm
(96 sa)]

Denemeler sonunda, kontrol ve farkli herbisit konsantrasyonlarinin her birine ait
5’er sogandan en uzun 10 kokiin uzunlugu (mm) olciilerek, o konsantrasyona ait
ortalama kok uzunlugu belirlenmistir (her konsantrasyon icin 50 kdk = 5 sogan X
10 kok). Ortalama kok uzunlugunu kontrole goére %50 azaltan konsantrasyon
degeri etkili konsantrasyon (ECsg) degeri olarak tanimlanmustir. Birinci denemede
kullanilan konsantrasyonlarda kok uzunlugu ortalama degerlerinin, kontroliin
yarisi kadar bile olmamasindan dolay1 konsantrasyonlar azaltilarak denemeler
tekrar edilmistir. Uciincii deneme sonunda yaklasik etkili konsantrasyon (ECsp)
degeri olarak belirlenen 1.5 ppm’in uygulandigi soganlarda kok uzunlugunun

kontrol uygulamasina gore yaklasik %50 azaldig1 belirlenmistir.

3.2.3 Kromozom Aberasyon Testi

Allium cepa’nin kok ucu meristem hiicrelerinin hiicre dongiisiiniin 24 saat oldugu
bildirilmistir (Kihlman 1971). Bu durum dikkate alinarak, mitotik indeks ve
kromozom aberasyonlari i¢in herbisit uygulama siireleri 24, 48, 72 ve 96 sa olarak
secilmistir. Distile suda 24 saat siireyle bekletilen soganlardan homojen
uzunluktaki koklere sahip soganlar, etkili konsantrasyon (ECso=1.5 ppm), yarisi
(ECs0/2=0.75 ppm) ve iki kat1 (2XECsp=3 ppm) olan herbisit konsantrasyonlarina

24, 48, 72 ve 96 saat siireyle maruz birakilmigtir. Her siire i¢in ayr1 bir kontrol
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grubu hazirlanmistir. Distile su ile hazirlanan herbisit ¢ozeltileri 48, 72 ve 96
saatlik uygulamalarda her 24 saat sonunda yenilenmistir. Her muamele icin 6’sar
adet sogan kullamlmistir. Uygulamalar sonunda, en zayif kok gelisimi gosteren
bir sogan uzaklastirilmis ve fiksasyon, boyama ve daimi preparasyon i¢in kalan 5
soganin kok uclarindan drnekleme yapilmis ve her sogana ait kokler ayr bir tiipe
konulmustur. Sogandaki en yiiksek mitoz sikliginin sabah saat 6:00 ile 9:00
arasinda elde edilmesinden dolayr (Sharma 1983) kok ucu materyallerinin

orneklenmesi sabah saat 7:00-8:00 arasinda tamamlanmuistir.

3.2.3.1 Fiksasyon, Hidroliz, Boyama ve Daimi Preparasyon

Fiksasyon

Her bir uygulama siiresi sonunda sogan kok ucundan itibaren yaklasik 1-2 cm
uzunlugunda kesilen materyaller Carnoy’s fiksatifine (3 kisitm %95’lik etanol : 1
kisim glasiyal asetik asit) alinarak 24 saat +4°C’de tespit edilmistir. Fiksasyon
isleminden sonra kokler kullanilincaya kadar %70’lik alkol igerisinde

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Hidroliz

Meristem dokusu hiicrelerini birbirlerinden ayirip mikroskobik incelemelerde
hiicrelerin daha iyi gozlenebilmelerini saglamak amaciyla kokler %70’lik alkol
icerisinden cikartildiktan sonra 1N HCI igerisine alinarak 60°C sicakliktaki su

banyosunda 7 dakika hidroliz edilmistir.

Boyama

Hidroliz isleminden sonra kokler dH,0 icerisinde alinarak, her 5 dakikada bir suyu
yenilenmek {iizere, 15 dakika i¢in bekletilmistir. Buradaki ama¢ HCI’nin etkisini
durdurmaktir. Daha sonra kokler bazik fuksin ile hazirlanmis Feulgen boyasi i¢ine

aliarak oda sicakliginda bir saat boyanmistir (El¢i 1994).
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Daimi Preparasyon

Boyanmis olan kok lam iizerine alinmistir. Boyanmanin en yogun oldugu yaklagik
1-2 mm uzunlugundaki kok ucu dokusu kesilmis ve geriye kalan kisim atilmistir.
Kok gelisimini saglayan mitotik bolinmelerin oldugu meristematik bolge kok

sapkasi ile F; kardes hiicreleri arasindadir (Sekil 3.2).

Kik sapkasi Meristematik bilge Kardes (F1) hiicre biélgesi
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Sekil 3.2 Kok sapkasi, meristem ve kardes (F1) hiicre bolgelerini gosteren Allium cepa kokiiniin
boyuna kesitinin fotomikrografi (Ma et al. 1995’den degistirilerek)

Yaklagik 1-2 mm’lik kok ucu iizerine %45’lik glasiyal asetik asit damlatilmis ve
sonra lizerine lamel kapatilarak ezme-yayma preparat yapilmistir. Preparatlar
alkol degis tokusu yontemiyle kanada balzami kullanilarak daimi peraparat haline

getirilmistir (El¢i 1994).

3.2.4 Mikroskobik Analizler

Daimi preparatlar herbisit konsantrasyonu ve maruz kalma siiresi temelinde her
muamele icin 5 sogan olacak sekilde kodlanmistir. Olympus marka mikroskopta
100X biiyiitmede incelenmistir. Mikroskobik analizler; mitotik indeks, anafaz ve
telofazdaki kromozom aberasyonlari ile interfaz hiicrelerindeki mikroniikleuslarin
belirlenmesini icermektedir. Kok ucu meristem hiicrelerine ait mitotik indeksin

belirlenmesinde, her uygulama i¢in hazirlanan 5 preparatin her birinde 1000’in
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tizerinde hiicre olmak tizere toplam yaklasik 5000-6000 hiicre i¢inde boliinen
hiicreler sayilirken (Mi=mitotik hiicre say1s1x100/toplam hiicre sayis1), ayn1 anda
her preparat icin 1000’in iizerinde gozlenen tiim interfaz hiicrelerinde de
mikroniikleus olusumlart belirlenmistir. Mitotik indeks hesaplamalarindan sonra,
preparatlarin  incelenmesine yeniden baglanmis ve bu sefer kromozom
aberasyonlar1 her preparatta 100 anafaz veya telofaz hiicresi olmak iizere her
uygulamada toplam 500 anafaz veya telofaz hiicresi incelenerek belirlenmistir.
Anafaz-telofaz hiicrelerinde belirlenen kromozom aberasyonlar1 sunlardir:
Yapisiklik, kopriiler, vagrant kromozomlar, c-anafaz, multipolarlik ve fragment
olusumlari. Belirlenen kromozom aberasyonlar1 ve mikroniikleus olusumlari
10x100 biiylitmede Kodak CX-6630 dijital fotograf makinesi kullanilarak

fotograflanmistir.

3.2.5 Verilerin Istatistiki Analizleri

Biyolojik testlerin her birinden elde edilen verilere varyans analizi (ANOVA)
uygulanmig ve SPSS v. 10.0 paket programi kullanilarak istatistiki analizler

yapilmistir. Veri ortalamalarn arasindaki 6nemli diizeydeki (P<0.05) farkliliklar,

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile belirlenmistir.

28



4. BULGULAR

4.1 Allium cepa Kok Biiyiimesi inhibisyonu Testi

Toksisite testi denemelerinde, Allium cepa’nin kok biiyiimesi inhibisyonunu
belirlemek i¢in quizalofop-P-etil (QPE) herbisitinin sirastyla 5-50, 1-10 ve 1-3
ppm konsantrasyon serileri kullanilmistir. Birinci (5-50 ppm) ve ikinci (1-10 ppm)
seri denemelerde 5 ppm ve lizerinde kok biiyiimesi gozlenmemistir. Bir giin
sireyle distile suda koklendirilen soganlarin kok wuzunlugu ile bir giin
koklendirildikten sonra 96 saat siireyle 5 ppm ve iizeri konsantrasyonlarda
bekletilen soganlarin kdk uzunlugu arasindaki fark énemsiz bulunmustur. Kontrol
grubu olarak kullanilan distile sudaki biiyiimeye gore %50 azalmanin oldugu
konsantrasyona 1-3 ppm araliginda ulasilmistir. Bu konsantrasyon arali§indaki

denemeye ait koklenmis soganlara ait goriintii Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1 Quizalofop-P-etil herbisitinin farkli konsantrasyonlarinin Allium cepa kok biiytimesi
iizerine etkisi
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QPE konsantrasyonlarinin bir fonksiyonu olarak % kok biiyiimesinin doza tepkisi
Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir. Kok biiylimesinin yaklasik %50
azalmasina neden olan QPE konsantrasyonu (ECsy), 1.5 ppm veya log 0.176
olarak belirlenmistir. Bu nedenle, mitotik indeks, mikroniikleus ve anafaz-telofaz
kromozom aberasyon tiplerinin belirlenmesi i¢in herbisit konsantrasyonlar1 ECs

degeri (1.5 ppm), yaris1 (0.75 ppm) ve iki kat1 (3 ppm) olarak alinmistir.

QPE konsantrasyonu uygulamalarinda kok uzunlugu kontrole gore Onemli
diizeyde (P<0.05) azalmistir (Cizelge 4.1). Kok uzunlugu bakimindan, uygulanan

1-1.25 ppm arasindaki ve 1.75-2 ppm arasindaki farklar nemsizdir.

Cizelge 4.1 Quizalofop-P-etil herbisitinin Allium cepa kok biiytimesi iizerine etkisi

Kok uzunlugu

Konsantrasyon ( Kontrole gore kok  Kontrole gore
(ppm) X fgg)** uzunlugu (%) azalma (%)
0 5.34 +0.18 a* 100 -
1 3.19+0.04 b 59.66 40.34
1.25 3.02+005b 56.63 43.37
1.5 2.75 +0.06 ¢ 51.50 48.50
1.75 242 +0.11d 45.22 54.78
2 242 +006d 45.32 54.68
2.5 1.92+005e 35.91 64.09
3 1.62 +0.08 f 30.38 69.67

* Stitundaki farkli harfler, Duncan Coklu Kargilastirma testine gore ortalamalar arasindaki
farkin 6nemli diizeyde oldugunu ifade etmektedir (P<0.05).
*#% X + SH = Ortalama + Standart Hata
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Sekil 4.2 Allium cepa kok biiylime inhibisyonu testine gore belirlenen quizalofop-P-etil’in ECsg
degeri
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4.2 Quizalofop-P-Etil Herbisitinin Mitotik indeks Uzerine Etkisi

Allium cepa kok ucu meristem hiicrelerinin mitotik indeksi iizerine kontrol
(dH,0) ve quizalofop-P-etil (QPE) herbisitinin farkli konsantrasyonlar1 [0.75, 1.5
ve 3 ppm) ile bu konsantrasyonlara maruz kalma siirelerinin (24, 48, 72 ve 96

saat) etkisi incelenmistir.

Kontrol grubu ve QPE herbisiti konsantrasyonlarinda tiim uygulama siirelerine ait
mitotik indeks degerlerinin (%) ortalamasi, konsantrasyonun artmasina bagl
olarak mitotik indeksin onemli diizeyde (P<0.05) azaldigim gostermistir (Cizelge
4.2). Mitotik indeks degerleri, herbisit konsantrasyonunun artigina gore sirasiyla
%9.40 (kontrol), %7.46 (0.75 ppm), %6.39 (1.5 ppm) ve %4.01 (3 ppm) olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Kontrol grubunda biiyiitilen kok meristemlerinin mitotik indeks degerleri
%8.43’ten 10.37’ye aralanmistir (ortalama %9.40). Kontrolde 48 ve 96 saat
arasindaki mitotik indeks degeri onemli diizeyde iken, diger siireler arasindaki

farklar 6nemsizdir (Cizelge 4.2).

QPE herbisitinin 0.75 ppm konsantrasyonunda mitotik indeks degerleri,
%5.84’ten 8.660’ya aralanmistir (ortalama %7.46). Mitotik indeks degerleri
arasindaki fark 24 ve 48 saat arasinda Onemsizdir. Bu siirelere gore 72 saatte
mitotik indeks degeri Onemli diizeyde artarken, 96 saatte Onemli diizeyde

azalmistir (Cizelge 4.2).

QPE herbisitinin 1.5 ppm konsantrasyonunda mitotik indeks degerleri, %5.04 ten
7.86’ya aralanmistir (ortalama %6.39). Mitotik indeks degerleri arasindaki fark
24-48 saat ve 72-96 sa arasinda 6nemsizken, 24 ve 48 saate gore 72 ve 96 saatte

onemli diizeyde azalmistir (Cizelge 4.2).

QPE herbisitinin 3 ppm konsantrasyonunda mitotik indeks degerleri, %2.19’dan
7.01’e aralanmistir (ortalama %4.01). En yiiksek mitotik indeks degeri (%7.01)
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48 saatte saptanmustir. Bu siiredeki deger, diger siirelere gore karsilastirildiginda
onemli diizeyde yiiksektir. Diger taraftan 24, 72 ve 96 saat arasindaki farklar
onemsizdir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Quizalofop-P-etil herbisitinin Allium cepa kok ucu hiicrelerinin mitoz boliinmesi
tizerine etkisi

Uygulama Incelenen Boliinen Mitotik indeks
Konsantrasyon Siire toplam toplam (MI) (%)
(ppm) (saat)  hiicre sayis1 hiicre sayisi (X + SH)**
24 5670 550 9.70 + 0.37 ab*
Kontrol 48 5731 597 10.37+092 a
72 5568 508 9.12 +0.46 ab
96 6038 510 843+ 026b
Ortalama 9.40 +0.31 A*
24 5599 454 8.09t041a
0.75 48 5485 399 727+032a
72 5600 485 8.66+043b
96 5491 321 584+022¢
Ortalama 7.46+£0.29 B
24 5989 467 7.86+033a
48 5712 431 7.52+036a
15 72 5416 280 5.15+044b
96 5372 271 5.04+047b
Ortalama 6.39+035C
24 5662 199 3.48+0.86a
3 48 5614 397 7.01+026b
72 5378 180 3.35+051a
96 5309 116 2.19t0.16a
Ortalama 4.01 +048D

*Stitunlardaki farkli biiyiik veya kii¢iik harfler, Duncan Coklu Karsilastirma testine gore
ortalamalar arasinda 6nemli diizeyde farkin oldugunu ifade etmektedir (P<0.05).
#%* X + SH = Ortalama * Standart Hata

Kok biiyiimesinin %50 azalmasina neden olan 1.5 ppm (ECsy) herbisit
konsantrasyonunda mitotik indeks degeri kontrole gore (%) 24, 48, 72 ve 96 saatte
onemli diizeyde (P<0.05) azalmistir (Sekil 4.3). Buna ilaveten, 0.75 ppm ile 1.5
ppm arasinda mitotik indeksteki azalma yalmzca 72 saatte 6nemli diizeydedir.
Tiim siirelerde mitotik indeks degerlerinin énemli diizeyde azalmasina neden olan
konsantrasyon 3 ppm olarak belirlenmistir. Diger taraftan, mitotik indeksteki

azalma 24 ve 72 saat siirelerde kontrole gore yalmizca 0.75 ppm’de Onemsiz
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bulunmustur. Tiim herbisit konsantrasyonlarn arasindaki toplam mitotik indeks

bakimindan fark yalnizca 48 saatte 6nemsizdir (Sekil 4.3).

3 O E ontrol
o i B 0.75 ppm
& 10 A
@ a B 1.5ppm
I ] m:

-= ppm
HoF %E
2 4 =
=N =
n r =
24 43 T2 98

TTygulama siresi (saat)

Sekil 4.3 Quizalofop-P-etil konsantrasyonlarinin artisina bagh olarak Allium cepa kok ucu
hiicrelerinin mitotik indeksindeki degisim

4.3 Allium cepa Kok Ucu Meristem Hiicrelerinde Kromozom Aberasyonlari

Uzerine Quizalofop-P-Etil Herbisitinin Etkisi

Quizalofop-P-etil (QPE) herbisitinin Allium cepa kok ucu meristem hiicrelerinde
neden oldugu bazi anafaz-telofaz kromozom aberasyonlar1 belirlenmistir.
Anafaz-telofaz kromozom aberasyonlari, normal anafaz ve telofaz hiicreleri ile
farkli aberasyon tiplerini iceren anafaz ve telofaz hiicreleri sayilarak
belirlenmistir. Bu sayim, her uygulama siiresi ve konsantrasyonu i¢in toplam 500
anafaz-telofaz hiicresinde yapilirken, 72 ve 96 saatin 3 ppm uygulamalarinda
sirasiyla 324 ve 69 anafaz-telofaz hiicresinde yapilmistir. Ciinkii bu degerler, bu
uygulamalara ait preparatlarin tamaminda en fazla belirlenen anafaz-telofaz hiicre
sayisidir. Allium cepa anafaz-telofaz kromozom aberasyonu testine ait veriler

Cizelge 4.3 te verilmistir.

QPE herbisitinin etkisine bagli olarak gozlenen anafaz-telofaz kromozom

aberasyonlar yapisiklik, kopriiler, vagrant kromozomlar, c-anafaz, multipolarlik
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Cizelge 4.3 Kontrol, QPE konsantrasyonlari ile siire etkilesiminde Allium cepa kok ucu hiicrelerinde belirlenen kromozom aberasyon tipleri ve oranlari

Uygulama Kromozom Aberasyonlari
- Sayilan
(2:;:) Kons(;rll)tllr'la;syon hiicre Yapisikhk Koprii Vagrant c-Anafaz Multipolarhk Fragment
Kontrol 500 0 11 3 2 0 0
0.75 500 13 18 8 11 3 0
24 1.5 500 23 16 20 9 1 1
3 500 31 26 22 23 0 1
Kontrol 500 0 8 0 3 1 1
0.75 500 22 27 6 4 0
8 1.5 500 25 19 7 17 1 0
3 500 54 21 13 13 0 0
Kontrol 500 0 9 1 2 0 0
7 0.75 500 23 12 12 7 3 0
1.5 500 23 20 13 13 0 0
3 324 68 6 11 2 0 1
Kontrol 500 0 6 4 2 1 1
06 0.75 500 30 33 15 4 0 1
1.5 500 25 32 21 16 1 0
3 69 24 2 0 2 0 0
Toplam 361 266 156 132 15 6
Aberasyon oram1 (%) 38.57 28.42 16.67 14.10 1.60 0.64
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ve fragment olusumlaridir (Cizelge 4.3). Kontrol ve QPE konsantrasyonlar ile
siire etkilesiminde, her aberasyon tipinin % orani, bir aberasyon tipine ait verilerin
toplaminin tiim aberasyon tiplerine ait verilerin toplamina orani1 olarak
hesaplanmistir. Buna gore yiiksek oranda belirlenen kromozom aberasyonlari;
yapisiklik (%38.57), kopriiler (%28.42), vagrant kromozomlar (%16.67) ve c-
anafaz (%14.10) olarak belirlenmistir. Buna kargin, multipolarlik (%1.60) ve
fragment olusumlari (%0.64) daha diisiik oranda saptanmistir (Cizelge 4.3).

Anafaz-telofaz kromozom aberasyonlar1 arasinda en yiiksek oranda gozlenen
“yapisiklik’tir (Sekil 4.4a). Kontrol uygulamasinda yapisiklik belirlenmezken,
tiim herbisit konsantrasyonu ve siirelerinde yapisiklik belirlenmistir (Cizelge 4.4).
Her konsantrasyonda tiim siireler dikkate alindiginda, 0.75 ve 1.5 ppm arasinda
yapisiklik oranindaki fark onemsizken, bu konsantrasyonlara gore yapisiklik orani

3 ppm’de onemli diizeyde artmistir (Cizelge 4.4).

Allium cepa kok uglarinda yapisikliktan sonra en fazla gozlenen diger anafaz-
telofaz kromozom aberasyonu “kopriiler’dir (Sekil 4.4b, c, d, e). Her
konsantrasyonda tiim siireler dikkate alindiginda, koprii olusumlart kontrole gore
0.75 ve 1.5 ppm’de 6nemli diizeyde artmis; fakat kontrol ile 3 ppm arasindaki fark

onemsiz bulunmustur (Cizelge 4.4).

Allium cepa kok uglarmda koprii olusumlarindan sonra en fazla gozlenen ve
konsantrasyon artisina bagl olarak istatistiksi Onem testine gore benzerlik
gosteren diger anafaz-telofaz kromozom aberasyonlar1 “vagrant kromozomlar”
(Sekil 4.4f, g) ve “c-anafaz” (Sekil 4.4h) aberasyonlaridir (Cizelge 4.4). Her
konsantrasyonda tiim siireler dikkate alindiginda, bu aberasyonlar kontrole gére
diger konsantrasyonlarda 6nemli diizeyde daha fazla belirlenmistir (Cizelge 4.4).
Bu aberasyonlarin en fazla go6zlendigi konsantrasyon 1.5 ppm olup; bu
konsantrasyondaki oranlar 0.75 ppm’dekinden 6nemli diizeyde fazla iken, 3 ppm

ile arasindaki fark 6nemsizdir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 QPE herbisitinin Allium cepa kok ucu hiicrelerinde neden oldugu anafaz-telofaz kromozom aberasyonlari

Uygulama incelenen Anafaz-Telofaz Kromozom Aberasyon Oranlari Toplam
Konsantrasyon Siire hiicre N . aber?‘s%); ;)nlar
(ppm) (saat) sayist Yapisikhik Koprii Vagrant c-Anafaz Multipolarhk Fragment (X + SHy**
24 500 - 2.20 0.60 0.40 - - 320%+0.37 a
Kontrol 48 500 - 1.60 - 0.60 0.20 0.20 2.60+0.51a
72 500 - 1.80 0.20 0.40 - - 240£040a
96 500 - 1.20 0.80 0.40 0.20 0.20 2.80+0.37a
Ortalama - 1.70+0.16 A 040%*0.13A 045+0.14A 0.10x0.07A 0.10+0.07 A 2751020 A
24 500 2.60 3.60 1.60 2.20 0.60 - 10.60+1.96 a
075 48 500 4.40 5.40 1.20 1.20 0.80 - 13.00£045a
72 500 4.60 2.40 2.40 1.40 0.60 - 1140+ 0.51 a
96 500 6.00 6.60 3.00 0.80 - 0.20 16.60+0.87 b
Ortalama 4.40£0.38A* 450+049B 205+0.27B 140+024B 050£0.15B 0.05£0.05A 1290£0.74 B
24 500 3.80 3.60 4.00 1.80 0.20 0.20 13.60£0.65 a
48 500 5.00 3.80 1.40 3.40 0.20 - 13.80+1.39a
15 72 500 4.60 4.00 2.60 2.60 - - 13.80£0.86 a
96 500 5.00 6.40 4.20 3.20 0.20 - 19.00£1.14 Db
Ortalama 4.60+024A 4451039B 305036 C 2751028 C 0.15x0.08A 0.05+0.05A 15.05£0.72 B
24 500 6.20 5.20 4.40 4.60 - 0.20 20.60£2.01 a
3 48 500 10.80 4.00 2.60 2.60 - - 20.00£1.22a
72 324 13.60 1.20 2.20 0.40 - 0.20 27.04£1.35b
96 69 4.80 0.40 - 0.40 - - 3947£1.59¢
Ortalama 885f0.89B 270+055A 230%x045BC 2.00£0.45BC - 0.10£0.07 A 26.78 £1.94 C
etmektedir

* Stitunlardaki farkl biiyiik veya kiiciik harfler, Duncan Coklu Karsilastirma testine gore ortalamalar arasinda 6nemli diizeyde farkin oldugunu ifade

(P<0.05).

#% X + SH = Ortalama * Standart Hata
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Sekil 4.4 QPE herbisitinin Allium cepa kok ucu meristem hiicrelerinde tesvik ettigi kromozom
aberasyonlar1. a) Yapisiklik; b) Anafazda tekli koprii; c¢) Anafazda ikili koprii; d) Anafazda ticli
koprii; e) Telofazda tekli kopri.



Ty

Sekil 4.4 (Devam) QPE herbisitinin Allium cepa kok ucu meristem hiicrelerinde tesvik ettigi
kromozom aberasyonlari. f) Vagrant (geri kalmis kromozom) g) Vagrant (ileri gitmis kromozom);
h) c-Anafaz; i) Multipolar; j) Fragment.



Allium cepa kok uglarinda diisiik oranda g6zlenen “multipolar” olusumlan (Sekil
4.41), 3 ppm’in hi¢bir uygulama siiresinde gézlenmemistir. Her konsantrasyonda
tiim stireler dikkate alindiginda, kontrol ile 1.5 ppm arasinda fark belirlenmezken,
bu konsantrasyonlara gore 0.75 ppm’de belirlenen multipolarlik oran1 6nemli

diizeyde daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.4).

Kontrol ve herbisit konsantrasyonu uygulamalarinda en diisiik oranda belirlenen
kromozom aberasyonu “fragment” olusumlaridir (Sekil 4.4j). Her
konsantrasyonda tiim siireler dikkate alindiginda, konsantrasyonun artmasina

bagl olarak fragment olusum oranlar1 arasindaki fark dnemsizdir (Cizelge 4.4).

Kromozom aberasyonlar1 (%), her konsantrasyonda siirenin artigina bagli olarak
degerlendirilmistir  (Cizelge 4.4): Kontrol uygulamasinda kromozom
aberasyonlar1 (%) bakimindan farkli uygulama siireleri arasinda belirlenen fark
onemsizdir. QPE herbisitinin 0.75 ve 1.5 ppm konsantrasyonlarinda kromozom
aberasyonlarindaki onemli diizeydeki ilk artma, diger siirelere gore 96 saatte
belirlenirken, 3 ppm’de 72 saatte belirlenmistir. Buna ilaveten, 3 ppm’de 96 saat
uygulamasinda 72 saate gore kromozom aberasyonlarinda 6nemli diizeyde artis
saptanmistir. Diger taraftan, her konsantrasyonun tiim siirelerinin kromozom
aberasyonlarinin  ortalamasina  bakildiginda,  kontrole = gore  herbisit
konsantrasyonlarinda kromozom aberasyonlar1 (%) onemli diizeyde artarken,
konsantrasyonlar arasindaki onemli diizeydeki fark 0.75 ve 1.5 ppm’e gore 3

ppm’de belirlenmistir (Cizelge 4.4).

QPE herbisitinin her bir uygulama siiresinde konsantrasyonun artisina bagl olarak
kromozom aberasyonlarindaki degisimler benzerdir (Sekil 4.5). Kontrole gore tiim
herbisit konsantrasyonlarinda 6nemli diizeyde artma belirlenmistir (P<0.05). Buna
karsilik, 0.75 ve 1.5 ppm herbisit konsantrasyonu arasindaki fark 6nemsizken,
diger konsantrasyonlara gore 3 ppm’de kromozom aberasyonlarindaki artma

onemli diizeydedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Quizalofop-P-etil herbisitinin farkli uygulama konsantrasyonu ve siiresinin Allium cepa
kok ucu meristem hiicrelerinin toplam kromozom aberasyonlari iizerine etkisi

Interfazda belirlenen kromozom aberasyonu ise “mikroniikleus” olusumudur
(Sekil 4.6). Kontrol ve QPE konsantrasyonlarinda, uygulama siireleri arasindaki
fark onemsizdir (Cizelge 4.5). Buna karsin, her konsantrasyonda tiim siirelerin
ortalamasi1 dikkate alindiginda kontrol, 0.75 ve 1.5 ppm arasindaki fark

onemsizken, onemli diizeydeki tek fark kontrole gére 3 ppm uygulamasinda

belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Sekil 4.6 QPE herbisitinin Allium cepa kok ucu meristem hiicrelerinde tesvik ettigi mikroniikleus
olusumu
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Cizelge 4.5 Quizalofop-P-etil herbisitinin farkli uygulama konsantrasyonu ve siiresinin Allium
cepa kok ucu meristem hiicrelerinde mikroniikleus olusumu iizerine etkisi

Uygulama _ Incelenen Mikroniikleus (%)
. interfaz hiicre + SH)
Konsantrasyon (ppm) Siire (saat) say1s1 (X+ SH)
24 5120 0.020 £ 0.020 a*
Kontrol 48 5145 0.020£0.020 a
72 5522 0.057£0.023 a
96 5463 0.038 £0.023 a
Ortalama 0.034 + 0.007 A
24 5134 0.097 £0.075 a
48 5086 -
0.75 72 5281 0.058 £ 0.039 a
96 5265 0.098 £0.044 a
Ortalama 0.063 £ 0.024 A
24 5060 0.058 £0.024 a
L5 48 5115 0.124 £0.085 a
72 5136 0.039+£0.024 a
96 5198 0.020 £ 0.020 a
Ortalama 0.060 £ 0.024 A
24 5528 0.257+0.234 a
3 48 5170 0.260 £ 0.167 a
72 5101 0.113£0.036 a
96 5193 0.094 £ 0.061 a

Ortalama 0.178 £ 0.070 B
* Siitunlardaki ayn kiiciik veya biiyiik harfler, Duncan Coklu Karsilastirma testine gore ortalamalar
arasinda onemli diizeyde farkin olmadigimi gostermektedir.
#%* X + SH = Ortalama * Standart Hata
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S. TARTISMA ve SONUC

Allium cepa’da cevresel kimyasallarin toksisite ve genotoksisitesini belirlemek
icin baz1 parametreler kullanilmaktadir. Bu parametreler; ¢imlenme orani,
ortalama kok uzunlugu (24 veya 48 saat uygulamadan sonra), mitotik indeks, faz
indeksi (toplam profaz veya metafaz veya anafaz veya telofazx100/toplam mitotik
hiicre sayis1), anafaz kopriilerinin sikligi, kromozom fragmentlerinin sikligi,
gozlenen diger mitotik anormallikler ve mikroniikleus sikligidir. Ancak cevresel
kirleticilerin toksik etkilerini belirlemek icin bu parametrelerden bazilarinin
degerlendirilmesinin yeterli olacagi bildirilmistir (http://biology.hamline.edu/bio/
Courses/3060cellbio06/Lab/Project%204/tox.htm). Bu nedenle bu arastirma kapsaminda
QPE herbisitinin toksik ve sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla ortalama kok
uzunlugu, mitotik indeks, anafaz-telofaz kromozom aberasyonlart ve mikroniikleus

olusumlarinin siklig1 gibi parametreler kullanilmistir.

5.1 Quizalofop-P-Etil Herbisitinin Allium cepa Kok Biiyiimesi Uzerine Etkisi

Allium cepa cevresel Kkirleticilerin zararli etkilerine kars1 olduk¢a duyarli bir
bitkidir. Allium testi, cevresel tehlikelere neden olan kimyasallar, kirleticiler icin
hizli ve ucuz bir tarama yontemidir ve diger test sistemleri ile de karsilastirilabilir
sonuclar saglamaktadir. Makroskobik ve mikroskobik etkileri arasinda iyi bir
korelasyon oldugu ve makroskobik etkisinin (kok bilylimesinin inhibisyonu)
olduk¢a duyarli bir parametre oldugu bildirilmistir (Fiskesjo 1985). Hiicre
boliinmesinin inhibisyonu kok biiylimesi inhibisyonuna neden oldugundan,

mitotik indeks ile kok biiylime oran1 arasinda bir iliski vardir (Liu et al. 1992).

Arastirmada, quizalofop-P-etil (QPE) herbisitinin toksik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla gerceklestirilen Allium cepa kok biiyimesi inhibisyonu denemeleri,
direkt giines 1s1gindan uzakta gerceklestirilmistir. Ciinkii koklerdeki hiicre
boliinmesi oranindaki degisimi minimuma indirmek icin koklerin direkt giines
1s1gindan korunmasi gerektigi bildirilmistir (Evans et al. 1957). Bunun yan1 sira,
calismamizin toksisite ve genotoksisite denemelerinde 24 saat siireyle distile suda

koklendirilmis soganlar kullanilmistir. Benzer olarak, kok biiyiimesi inhibisyonu
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calismalarinda bitki materyalleri kimyasallarla muameleden 6nce 24 veya 48 saat
siireyle distile suda koklendirilmistir (Fiskesjo 1988, Liu et al. 1992, Rank and
Nielsen 1997, Grisolia et al. 2005). Buna karsin, Yiizbasioglu (2001), kontrol ile
kimyasal uygulamalar arasinda kesin bir karsilastirmanin yapilabilmesi
bakimindan  distile  suda  koklendirilmeden  direkt  farkli  herbisit
konsantrasyonlarina maruz birakilarak kok biiylimesi inhibisyonu testinin
yapilmasi gerekliligini vurgulamistir. Arastirmamizda, kok primordiyalariin
herhangi bir nedenle zarar gérmiis olma ihtimalini ortadan kaldirmak ve olasi
dormansi durumlarin1 goz ardi etmemek icin farkli QPE konsantrasyonlar ile
muamele etmeden Once, distile suda 24 saat siireyle homojen olarak koklenmis
soganlarin herbisit uygulamalarina maruz birakilmast saglanmistir. Bu amacla
yapilan ¢alismalarda, soganda Onceden varolan kurumus kokler, kok
primordiyalarina zarar vermeden uzaklastirilmis (Grover and Kaur 1999, Soliman
2001) ve muhtemelen dormansi faktorii dikkate alinarak bir yil once hasat edilen
soganlar, bir yil sonra toksisite ve genotoksisite calismalarinda kullanilmistir

(Rank ve Nielsen 1997).

QPE herbisitinin sitogenetik etkilerinin belirlenmesinden ©nce, Allium kok
bilytimesi inhibisyonu testi ile etkili konsantrasyon degeri (ECsp, kontrole gore
kok uzunlugunun %50 azalmasina neden olan konsantrasyon) belirlenmistir.
Ciinkii Allium cepa’nmin kromozomlar1 ve hiicre boliinmesi iizerinde cevresel
kirleticilerin toksik ve genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde “etkili
konsantrasyon degeri”’nin belirlenmesinin onemli oldugu bildirilmistir (Fiskesjo
1985). Allium genotoksisite testlerinde kullanilan en yiiksek konsantrasyonlarin
ECsp degerinin asagisinda oldugu ve en diisiik konsantrasyonun hi¢ toksik etkiye
sahip olmadig1 veya ¢ok diisiik toksik etkiye sahip oldugu vurgulanmistir (Rank
1997). Arastirmamizda kullanilan QPE herbisitinin ECsy degeri yaklasik 1.5 ppm
olarak belirlenmis ve daha sonraki mitotik indeks ve kromozom aberasyonlari
calismalarinda bu degerin yani sira yaris1 (ECso/2 = 0.75 ppm) ve iki kat1 (ECs5px2
= 3 ppm) kullamlmistir. Benzer bir¢cok arastirmada, genotoksik calismalarda
kullanilmak {iizere ¢evresel kirleticilerin konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin

ECso degeri saptanmistir (Nielsen and Rank 1994, Rank and Nielsen 1998,
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Chauhan et al. 1999, Yiizbasioglu 2001, Ateeq et al. 2002, Saxena et al. 2005,
Yildiz vd. 2006). Bu calismalarda kullanilan kimyasallar ve yaklasik ECsg

degerleri Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1 Bazi1 gevresel kirleticilerin Allium cepa toksisite testi ile belirlenen ECsydegerleri

Kimyasallar EC;) Degerleri Kaynaklar
Danimarka %
Belediye atik suyu 100<
Kimya fabrikasi 1 70
Kimya fabrikas1 2 100<
Kimya fabrikasi 3 66
Kimya fabrikasi 4 44
Metal fabr}kas1 ! 100< Nielsen and Rank 1994
Metal fabrikas1 2 100<
Petrokimya fabrikasi 1 14
Petrokimya fabrikas1 2 100<
Kagit fabrikasi 1 0.6
Kagit fabrikasi 2 100<
Boya fabrikasi 1 100<
Boya fabrikas1 2 100<
pPpm
Danimarka
Uygulama fabikasi 1
1993/1994 sezonu 2850
1994/1995 sezonu 21720
1995/1996 sezonu 8.60
Uygulama fabrikasi 2 .
1993/1994 sezonu 2590 Rank and Nielsen 1998
1994/1995 sezonu 2400
1995/1996 sezonu 4430
Uygulama fabrikasi 3
1993/1994 sezonu 310
1994/1995 sezonu 230
1995/1996 sezonu 1000
Cypermethrin insektisiti 10
Fenvalerate insektisiti 14.25 Chauhan et al. 1999
Racer herbisiti 80 . <
Tlloxan herbisiti 150 Yiizbagtoglu 2001
Pentachlorophenol 0.73
Butachlor 5.13 Ateeq et al. 2002
Cypermethrin insektisiti 8 Saxena et al. 2005
Borik asit 1150
2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 0.05
Bakir(ID)siilfat pentahidrat 1.5 Yildiz vd. 2006
Kobalt(IT)kloriir hekzahidrat 5.5
Quizalofop-P-etil 1.5
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Cizelgeye gore arastirmamizda kullamilan ve 1.5 ppm gibi cok diisiik
konsantrasyonda %350 azalmaya neden olmasi ile son derece toksik olarak
goriinen QPE  herbisitinin, pentachlorophenol (0.73 ppm) ve 24-
dichlorophenoxyacetic acid (0.05 ppm)’e gore daha az toksik iken bakir(II)siilfat
pentahidrat ile ayn1 derecede toksik bir ajan oldugu goriilmektedir. Fenoksitereyag
asit bilesiklerinden olan illoxanmin ECsy degeri QPE herbisitinin ECsy degerinin
100 kat1 olup, aym1 gruptan olan QPE herbisiti daha toksik bir bilesik olarak
belirlenmistir. Kimyasallarin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde ECs
degerinin kullanilmasinin yani sira, yarisi, dortte biri, sekizde biri, iki kati, dort
kat1 gibi degerler de kullanilmistir (Chauhan et al. 1999, Saxena et al. 2005). Buna
karsin, kimyasalin ECsy degerine bagimli kalmaksizin farkli konsantrasyonlarin
uygulandigi calismalar da mevcuttur (Pavlica et al. 2000, EI-Ghamery et al. 2003,
Yi and Meng 2003, Chandra et al. 2005).

5.2 Quizalofop-P-Etil Herbisitinin Mitotik indeks Uzerine Etkisi

Bu arastirmada, kontrol (distile su) ve quizalofop-P-etil (QPE) herbisitinin farkli
konsantrasyonlari (0.75, 1.5 ve 3 ppm) ile maruz kalma siirelerinin (24, 48, 72 ve
96 saat) mitotik indeks iizerine etkisi incelenmistir. Yapilan bircok genotoksisite
calismalarinda, test edilen cevresel kirleticilerin olumsuz etkilerini saptamak igin
farkli konsantrasyonlarin yam sira farkh siireler (4, 6, 8, 12, 24, 48 ve/veya 72
saat) kullanilmistir (Zhang and Yang 1994, Rank and Nielsen 1997, El-Ghamery
et al. 2000, Patra et al. 2003, Marcano et al. 2004, Chandra et al. 2005). Allium
cepa’nin kok ucu meristem hiicrelerinin hiicre dongiisiiniin 24 saat (Kihlman
1971) veya yaklagik 20 saat (Grant et al. 1981) oldugu bildirilmistir. Bu
aragtirmada ise bir hiicre dongiisiiniin 24 saatte tamamlandig1 g6z Oniine alinarak
24 saat distile suda koklenmis soganlar, farklt QPE konsantrasyonlarina 24, 48, 72

ve 96 saat siireyle maruz birakilmislardir.
Sitotoksisite, mitotik indekste bir azalma olarak tanimlanmaktadir (Smaka-Kincl

et al. 1996). Mitotik indeks (MI), hiicre boliinme frekansini tahmin etmeye izin

veren bir parametre olarak degerlendirilmektedir (Marcano et al. 2004).
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Bu arastirmada, tiim uygulama konsantrasyonlar1 ve siirelerinde biiyiitiilmiis
Allium cepa kok ucu meristem hiicrelerine ait mitotik indeks, her uygulama igin
hazirlanan 5 preparatta toplam yaklasik 5000-6000 hiicre i¢inde bdliinen hiicreler
sayilarak hesaplanmistir. Her preparatta sayilan 1000’nin iizerindeki hiicrenin o
uygulamay1 temsil edecegi diisiiniilmiistiir. Mitotik indeks icin arastirmamizda
sayilldign kadar yaklasik aym sayida hiicre sayimlar1i yapilan g¢aligmalara
rastlanirken (Rank et al. 2002, Chauhan et al. 2002, Saxena et al. 2005), preparat
basina farkli sayida hiicre sayimi yapilan calismalara da rastlamilmistir (Cizelge 5.
2).

Cizelge 5.2 Farkli ¢aligmalara ait mitotik indeks hesaplamalarinda kullanilan preparat adetleri ve
bu preparatlarda incelenen toplam hiicre sayilari

Preparat sayisi incelenen toplam hiicre sayisi Kaynaklar
5 Gozlenen hiicrelerin tamami El-Ghamery et al. 2003
4 8000 Smaka-Kincl et al. 1996
10 7000 Yi and Meng 2003
10 5000 Ateeq et al. 2002
6 5000 Patra et al. 2003
10 5000 Patra et al. 2005
5 4000-5000 Chandra et al. 2005
5 2000 Kovalchuk et al. 1998

Bu arasgtirmada, QPE herbisiti konsantrasyonlarinda, tiim uygulama siirelerine ait
mitotik indeks degerlerinin (%) ortalamasi dikkate alindiginda konsantrasyonun
artmasina bagl olarak mitotik indeksin 6nemli diizeyde azaldigi belirlenmistir.
Bulgularimiz 1s1ginda, konsantrasyon ve siirenin mitotik indeks {iizerine etkisi
onemli diizeyde olup, konsantrasyonun etkisi maruz kalma siiresinin etkisinden
1.68 kez daha yiiksek bulunmustur. Yani, kok ucunun yiiksek herbisit
konsantrasyonuna (3 ppm) kisa siireli (24 saat) maruz kalmasi ile belirlenen MI
%3.48 iken, diisiik herbisit konsantrasyonuna (0.75 ppm) uzun siireli (96 saat)
maruz kalmasi ile belirlenen MI'in %5.84’e¢ c¢ikmasi, 3 ppm (24 saat)
uygulamasinin daha zararli oldugunu gostermektedir. Benzer sonug, Allium
cepa’nin kok ucu meristemine uygulanan maleic hydrazide’in 10° M (2 saat) ve
10° M (48 saat) uygulamalar1 arasinda belirlenmistir (Marcano et al. 2004).

Bir¢ok arastirici, herbisitin hiicrelere niifuz olmasiyla birlikte kritik bir
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konsantrasyona ulastiginda aktif formda kaldigin1 ve birbirini takip eden hiicre
dongiileri sirasinda lezyonlara neden oldugunu bildirmislerdir (Ribas et al. 1996,
Rank and Nielsen 1997, Alvarez-Moya et al. 2001, Rank et al. 2002, Marcano et
al. 2004). Arastirmamizda, mitotik indeksin konsantrasyona bagimli onemli
diizeydeki inhibisyonu, QPE herbisitinin sahip oldugu sitotoksik potansiyelin bir
etkisi olarak degerlendirilebilir. Diger taraftan, ceresan, agrosan ve mercuric
chloride fungusitleri (Nandi 1985), cypermethrin ve fenvalerate insektisitleri
(Chauhan et al. 1999), pentachlorophenol, 2,4-D, butachlor (Ateeq et al. 2002) ve
maleic hydrazide herbisitlerinin (Marcano et al. 2004) Allium cepa kdk meristem
hiicrelerinin mitotik indeksini konsantrasyonun artmasina bagli olarak azalttigini

bildirmisglerdir. Mitotik indeks inhibisyonunun;

a) G fazinin bloke olmasiyla DNA sentezinin baskilanmasi (Schneiderman
et al. 1971, El-Ghamery et al. 2000),

b) S fazinin siiresindeki artis (Webster and Davidson 1969, MacLeod 1969),

c) Hiicrenin mitoza girmesini engelleyen G, fazinin bloke olmasi (Van’t Hoff
1968, Bruneri 1971, El-Ghamery et al. 2000),

d) Cevresel kimyasallarin biyolojik sistemin DNA/protein sentezi tizerindeki
etkisi (Badr and Ibrahim 1987, Chauhan et al. 1998),

e) Uzamis bir G, periyodu veya DNA sentezinin baskilanmasiyla mitozun
interfazda bloke edilmesi (Badr and Ibrahim 1987),

f) Herbisitin DNA niikleotidleri ile etkilesime ge¢cmesi ve bu nedenle, DNA
sentezinin (DNA/niikleoprotein dengesi) inhibe olmasi1 (Soliman, 2001)

gibi nedenlerden kaynaklandig: bildirilmistir.

Bu olaylar, muhtemelen mitozun ilerlemesi icin gerekli olan ATP miktarinin
diismesine neden olan karbohidrat metabolizmasi ve solunum islevlerinin ayni
anda caligmamasindan da kaynaklanmaktadir (Andrews et al. 1983, Topaktas and

Renciizogullar 1996).

Test organizmalarinda mitotik indeksin kontroliin %22’sinin altina diigmesi letal

etkiye neden olurken (Antonsie-wiez 1990), genellikle %50’sinin altina diismesi
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subletal etkiye (Panda and Sahu 1985) neden olmaktadir ve bu deger sitotoksik
sinir degeri olarak adlandirnlmaktadir (Sharma 1983). Arastirmamizda, 48 saat
uygulamasinda mitotik indeks kontrole (%10.37) gore 0.75 (%7.27), 1.5 (%7.52)
ve 3 ppm (%7.01) konsantrasyonlarda 6nemli diizeyde azalmasina ragmen bu
degerler, kontroliin sirastyla %70.11, 72.52 ve 67.60’1n1 ifade ettiginden herhangi
bir subletal ya da letal etkinin olmadigim gostermektedir. Bunun yan1 sira 24, 72
ve 96 saat siirelerde, kontrole gore yalmizca 3 ppm konsantrasyonda
uygulamasinda subletal etki belirlenmistir. Bu etkiye ait % oranlar; 24 saat i¢in
9%35.87, 72 saat icin %36.73 ve 96 saat icin %25.98 olarak belirlenmistir.
Uygulanan en yiiksek herbisit konsantrasyonu olan 3 ppm’in, tiim siirelerde
mitotik indeks degerlerini diger konsantrasyonlara gore Onemli diizeyde
azaltmasina ragmen hiicre boliinmesini tamamen inhibe etmedigi belirlenmistir.
Sogan kok meristemine ait mitotik indeksteki azalma, cevresel kirleticilerin
sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde hizli ve giivenilir veriler saglayabilmektedir.
Yavas yavas ya da ani meydana gelen cevresel kirlenmenin denetlenmesinde
mitotik inseksin son derece duyarli oldugu bilinmektedir (Smaka-Kincl et al.

1996).

5.3 Allium cepa Kok Ucu Meristem Hiicrelerinde Kromozom Aberasyonlari

Uzerine Quizalofop-P-Etil Herbisitinin Etkisi

Bu arastirmada, Allium cepa kok ucu meristem hiicreleri lizerine quizalofop-p-etil
(QPE) herbisitinin farkli konsantrasyon ve siirelerinin sitotoksik etkileri
incelenmistir. Sitotoksisite c-mitoz, multipolar anafazlar, yapisiklik ve vagrant
kromozomlu hiicrelerin fraksiyonunda bir artis olarak tanimlanmaktadir (Fiskesjo
1995). Arastirmamizda, QPE herbisitinin sitotoksik etkisine bagli olarak ana-
telofazda yapisiklik, kopriiler, vagrant kromozomlar, c-anafaz, multipolarlik ve
fragment olusumlari, interfazda ise mikroniikleus olusumu olmak iizere toplam 7

tip aberasyon degerlendirilmistir.
Klasik Allium kromozom aberasyon testi, ¢evresel klastojenlerin belirlenmesi i¢in

siklikla kullanilan bir testtir. Allium test sistemi kolgisin etkisini belirlemek

amaciyla ilk defa Levan (1938) tarafindan yapilmis ve o zamandan bu yana c¢ok
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fazla ilgi gormiistiir. Cevresel kirleticilerin olumsuz etkilerinin analizleri,
kromozom aberasyonlarinin tipleri ve sikligi gibi sitolojik parametreler
kullanilarak degerlendirilmektedir. Bu baglamda, Allium cepa kok ucu meristem
hiicrelerinin cevresel kirleticilerin sitotoksik ve/veya genotoksik etkilerinin
belirlenmesi i¢in onemli bir sitogenetik materyal oldugu bildirilmistir (Nielsen
and Rank 1994, Ma et al. 1995, Fiskesjo 1997, Topaktas and Renciizogullar
1996, Pavlica et al. 1998, Chauhan et al. 1999a, Cotelle et al. 1999, Kong and Ma
1999, Soliman 2001, Amin 2002, El-Shahaby et al. 2003, Saxena et al. 2005).
Yapilan calismalarda;  yapisiklik, kopriiler,  koprii+fragment,  vagrant
kromozomlar, c-metafaz, c-anafaz, multipolar anafaz, fragment, mikroniikleus,
multiniikleus ve poliploidi en siklikla gozlenen kromozom aberasyonlaridir.
Arastirmamizda belirlenen anafaz-telofaz kromozom aberasyonlar1 yapisiklik,
kopriiler, vagrant kromozomlar, c-anafaz, multipolarlik, fragment ve interfazda

belirlenen mikroniikleus olusumlaridir.

Bu aragtirmada, QPE herbisitinin Allium cepa kok ucu meristem hiicrelerinde ana-
telofazda meydana getirdigi en sik rastlanan kromozom aberasyonu “yapisiklik”tir
(%38.57). Darlington ve Mc Leish (1951), yapisikligin kromozomal DNA’nin
parcalanmasi veya depolimerizasyonundan dolay1 olabilecegini ileri siirmiistiir.
Yapigiklik, inter-kromozomal kromatin fibrillerin dolagsmasinin sonucu olarak
kromozomlar arasinda subkromatid baglantilarin olusmasiyla meydana geldigi
bildirilmistir (Mc Gill et al. 1974, Chauhan et al. 1986). Yapisik kromozomlar,
kimyasallarin toksik etkilerini yansitmakta ve genellikle geri doniisiimsiiz olup,
muhtemelen hiicrenin 6liimiine neden olmaktadir (Liu et al. 1992). Pestisitlerin de
dahil oldugu cesitli ¢evresel kimyasallarin etkilerinin arastirildigi  bircok
aragtirmada en sik gozlenen kromozom aberasyonunun yapisiklik oldugu
bildirilmistir (Chauhan et al. 1999, El-Ghamery et al. 2000, Ateeq et al. 2002,
Amin 2002, Rank et al. 2002, Chandra et al. 2005, Saxena et al. 2005).

QPE herbisitinin Allium cepa kok ucu meristem hiicrelerinde ana-telofazda tesvik

ettigi “koprii olusumlar1” siklikla gozlenen bir diger kromozom aberasyon tipidir

(%28.42). Kopriilerin kromozomlarin kirilmasi ve yeniden bir araya gelmesi ile
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olustugu bildirilmistir (Soliman 2001). Kromozomlarin yapigmasi kromatidlerin
birbirlerinden ayrilmasim1 engellemekte ve kopriilerle birbirlerine bagl
kalmalarina neden olmaktadir (Kabarity et al. 1974, Badr et al. 1992). Yapisik
kopriilerin, replikasyon enzimlerinin kusurlu olmasi veya aktivasyonunun az
olmasi yliziinden kromozomlarin tamamlanmamis replikasyonunun (Sinha 1979)
veya telomerik heterokromatinin DNA sekanslarinin ge¢ replikasyonunun bir
sonucu olabilecegi bildirilmistir (De-Faria and Jaworska 1972, Bennet, 1977).
Eger nukleus bolinmeye hazir oldugunda heterokromatin bloklari DNA
replikasyonunu tamamlamadiysa koprii olusumlart meydana gelebilir (Kaltsikes et
al. 1984). Arastirmamizda, ana-telofazda goézlenen kopriiler genellikle tekli
olmakla birlikte, ikili ve iiclii kopriilere de rastlanmustir. Ikili ve iiclii kopriilerin
esit olmayan kutuplagsma veya disentrik kromozomlar sonucu ya da kromozom
kiriklar veya parcalanma ile terminalizasyonda basarisizlik nedeniyle olustugu da
bildirilmektedir (Prakash et al. 1988). Cypermethrin ve fenvalerate insektisitleri
(Chauhan et al. 1999), maleic hydrazide herbisiti (Marcano et al. 2004), ceresan,
agrosan GN ve phenyl mercuric chloride fungusitlerinin (Nandi 1985) Allium
cepa’da, benzene hexa chloride, lindane, aldrin, heptacolor ve endrin
pestisitlerinin (Jain and Sarbhoy 1987) Lens ve Pisum’da mitoz boliinme
esnasinda kopriilere neden oldugu bildirilmigtir. Diger taraftan, fragment(leri)
icermeyen ve siklikla gozlenen koprii olusumlarinin  muhtemelen kromo-
proteinlerin ¢apraz baglanmasinin bir sonucu olarak sadece kromozom
yapisikligina isaret edebilecegini ve bunun da gercek bir kromozom aberasyonu
olmadig ileri siiriilmiistiir (Kong and Ma 1999). Aymi arastirmacilar, tek basina
gozlenen fragmentlerin sikliinin kromozom hasarina bir gosterge olarak

kullanilabilecegine isaret etmislerdir.

QPE herbisitinin uygulandig1 Allium cepa kok ucu meristem hiicrelerinde ana-
telofazda %16.67 oraninda vagrant kromozomlar (geri kalmis veya ileri gitmis
kromozomlar) gozlenmistir. Vagrant kromozomlarin varlifi, kardes hiicrelere
farkli sayida kromozomlarin ayrilmasina ve bunu takiben interfazdaki esit
olmayan boyutta veya diizensiz sekildeki niikleuslu kardes hiicrelerin olusmasina

neden olmaktadir (El-Ghamery et al. 2003). Triazine herbisitinin (Badr 1983),
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kadmiyumun (Zhang and Yang 1994), maleic hydrazide herbisitinin (Rank and
Nielsen 1997), cypermethrin ve fenverelate insektisitlerinin (Chauhan 1999)

vagrant kromozomlarin sayisin1 6nemli diizeyde arttirdig bildirilmistir.

Arastirmamizda, Allium cepa kok ucu meristem hiicrelerinde QPE herbisitinin
konsantrasyon ve siireye bagimli olarak tesvik ettigi ana-telofaz kromozom
aberasyonlari icerisinde c-anafazin oran1 %14.10 olarak bulunmustur. C-metafaz
ve c-anafazi kapsayan c-mitoz, hiicrede ig ipliklerinin inaktivasyonunu takiben
yogunlasmis kromozomlarin rasgele dagilmasi olarak tanimlanmis kolsisin
mitozudur (Levan 1938). Kolsisin etkisine benzer olarak, muhtemelen QPE
herbisiti hiicrede mikrotiibiillerin polimerizasyonunu inhibe ederek c-anafaz
olusumlarina neden olmustur. Pestisitlerin de dahil oldugu c¢esitli cevresel
kimyasallarin, hiicre boliinmesi esnasinda ig ipliklerinin olusumunu engelleyerek
c-mitoza neden oldugu bircok arastirmada bildirilmistir (Liu et al. 1992,
Kovalchuk et al. 1998, Chauhan et al. 1999, Amin 2002, Rank et al. 2002, Saxena
et al. 2005).

QPE herbisitinin etkisine bagli olarak Allium cepa kok ucu meristem hiicrelerinde
“multipolar anafaz” gozlenmistir. Multipolarlik, sentrioliin birden daha fazla
boliinmesi yiiziinden ikiden daha fazla kutbun olugmasiyla a¢iklanmistir (Jain and
Sarbhoy 1987). Multipolarlik kutuplarin pozisyonu ve sayistyla belirlenmektedir
(Kumar et al. 1978). Benzene hexa chloride, lindane, endrin pestisitlerinin (Jain
and Sarbhoy 1987), toprak radyoaktivitesinin (Kovalchuk 1998), atik suyun
(Pavlica et al. 2000), cypermethrine ve fenvalerate insektisitlerinin (Saxena et al.

2005) bitki kok hiicrelerinde multipolar olusumlara neden oldugu bildirilmistir.

QPE herbisiti %0.64 gibi cok diisiik oranda “fragment” olusumuna neden
olmustur. Fragmentlerin kromozom ve kromatidlerde meydana gelen
kirilmalardan meydana geldigi (Prakash et al. 1988, Yi and Meng 2003) ve
muhtemel mutajenitenin bir sonucu olabilecegi bildirilmistir (Fiskesjo 1997).

Bavistin ve deltan fungusitlerinin (Prakash et al. 1988), sodyum bisiilfit ve
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sodyum siilfit karisimlarinin (Yi and Meng 2003) ve atrazine herbisitinin (Bolle et

al. 2004) kullanilmasiyla hiicrelerde fragment olusumlar1 gbzlenmistir.

Arastirmamizda, ana-telofaz hiicrelerinde kromozom aberasyonlarini belirlemenin
yant sira interfaz hiicrelerinde mikroniikleus olusumlar1 da degerlendirilmistir.
Kontrol ve QPE herbisiti konsantrasyonlarinda siirenin artisina bagli olarak
mikroniikleus olusumlar1 6nemsiz bulunmustur. Mikroniikleus olusumundaki
onemli diizeydeki etki diger konsantrasyonlara gore 3 ppm’de belirlenmis
olmasina ragmen, tiim konsantrasyon ve siirelerin toplaminda belirlenen
mikroniikleus olusumu ¢ok diisiiktiir (%0.34). Allium cepa testlerinde uygulama
siireleri igin 24 saatlik periyotlar secilmisse, hiicrelerde mikroniikleus taramasi
tavsiye edilmemis ve kopriiler, fragmentler ve vagrant kromozomlar gibi anafaz
aberasyonlar1 analiz ediliyorsa mikroniikleus taramasinin gereksiz oldugu, ¢iinkii
eger hiicre hasardan kurtulabiliyorsa bu aberasyonlarin hiicre dongiisiinde
mikroniikleusa doniistiikleri bildirilmistir (Rank and Nielsen 1993). Caligmamiza
benzer olarak, interfaz hiicrelerinde sayilan mikroniikleus olusumlarinin sikligi,
ana-telofaz hiicrelerinde sayilan kromozom aberasyonlariyla karsilastirildiginda
klastojenite hakkinda higbir ilave bilgi saglamadigr belirtilmistir (Rank and
Nielsen 1997). Vagrant kromozomlar veya fragmentlerin sitoplazmada
¢oziildiikkleri veya yavas yavas kiimelestikleri, ardindan niiklear membranla
cevrilerek mikroniikleus seklini aldiklari, bu yiizden interfazda birka¢ tane
hiicrede mikroniikleus gozlendigi rapor edilmistir (El-Ghamery et al. 2003).
Mikroniikleusun genellikle anafazda kromozomlarin anormal ayrilmasina neden
olan ig ipligi hasar1 veya kromozom kiriklari/fragmentler yiiziinden meydana
geldigi (Amer and Mikhael 1972, Dash et al., 1988, Grover and Kaur 1999),
onceden olusmus multipolar telofazdan orijinlenebildigi (Amer and Farah 1974),
ig ipligi aparatinda meydana gelen bir aksamanin sonucu olabildigi (Stroev 1970)
ve Ozellikle radyasyonlar tarafindan olusturulan anormallikler arasinda en baskin
bir tip oldugu (Amer ve Mikhael 1972) bildirilmistir. Mikroniikleus gercek bir

mutasyon etkisinin gostergesi olarak diisiiniilmektedir (Auerbach 1962).
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Bu arastirmada, Allium cepa kok uglarina uygulanan QPE herbisitinin toksik ve
sitotoksik etkileri, diger c¢alismalarda kullanilan bircok c¢evresel kirleticinin
etkisine benzemektedir. Allium cepa toksisite ve sitotoksisite testleri, ¢ok diisiik
konsantrasyonda bile derece toksik olan QPE herbisitinin kullaniminin insan
sagligini tehdit ettigini ve bu baglamda, herbisit uygulamalarinda ne kadar dikkat
edilmesi gerektigini bir kez daha ortaya koymustur. Cevresel kirleticilerin
etkilerinin basit ve ucuz bir yontem olan Allium testi ile degerlendirilmesinin,
kullanima sunulacak ya da kullamimda olan pestisitlerin genotoksik etkilerinin

belirlenmesi acisindan énemli bir test oldugunu gostermektedir.

Giintimiizde kullanilan sentetik pestisitlerin zararli etkileri bilinmektedir. Son
derece toksik oldugu bilinen sentetik pestisitlerin zorunlu kullanimlari durumunda
hedef organizmalarin ve konsantrasyonlarinin ¢ok iyi belirlenmesi gerekmektedir.
Diger taraftan, daha az zararhh oldugu bildirilen biyopestisitlerin kullanimi
yayginlagtirllmali, fakat biyopestisitlerin olas1 zararli etkilerinin de olabilecegi
digiiniilerek  bunlarla ilgili c¢aligmalara agirlik verilmesi gerekmektedir.
Biyopestisitler hedef olmayan faydali organizmalara karg: diisiik toksisiteli, cabuk
parcalanan, mutajen olmayan, segici goriinen ve ekosistemde minimum zarara yol
acan maddeler olarak bilinmektedir (Raizada et al. 2001). Raizada vd. (2001), bir
biyopestisit olan “azadirachtin” biyopestisitinin 6nerilen dozlarda kullanildiginda
memelilere kars1 giivenilir oldugunu gostermis olmasina ragmen, organizmalar
tizerinde fizyolojik ve toksikolojik etkilerinin yam sira dogadaki kalicilig ile ilgili
calismalarin yapilmasinin uygun olacagini bildirmistir. Sonug¢ olarak, hicbir
cevresel Kkirleticinin kullanilmadigi, c¢evresel Kkirliligin olmadigi ve insan
sagliginin tehdit edilmedigi organik tarimin tegvik edilmesi ve yayginlastiriimasi

daha da onemlidir.
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