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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

CAPTAN’IN DOLMALIK BIBER (Capsicum annuum L. var. grossum L. cv.
Kandil) BITKIiSI UZERINE GENOTOKSIK VE FiZYOLOJIK ETKILERIi

Miige DAZKIR
Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dalh
Damisman: Prof. Dr. Muammer UNAL

Tohum kaplamaciliginda kullanilan, Captan fungusitinin hedef olmayan organizma olan
dolmalik biber (Capsicum annuum L. var. grossum L. cv. Kandil) tohumlarinin
¢imlenmesi, kok biiylimesi, mitotik indeksi, kromozom bozukluklari, antioksidan enzim
(CAT, POX, SOD, GR) aktiviteleri ve membran permeabilitesi iizerindeki etkileri
incelenmistir. Bu calismada Captan’in dort farkli konsantrasyonu (25puM, 50uM,
100uM, 150uM) kullanilmistir.  Petrilerde distile su (kontrol) ve farkli
konsantrasyonlarda soliisyonla islatilmis filtre kagidinda ¢imlendirilmistir. 7 gilinliik
bitkilerde ¢cimlenme oranlari, kok biiyiimesi ve mitotik indeks oranlari belirlenmistir. 21

giinliik bitkilerde ise kok membran permeabilitesi ve antioksidan enzim aktivasyonlari
(SOD, CAT, GR, POX) ile ilgili 6l¢timler yapilmustir.

Elde ettigimiz verilere gore tarimsal alanlarda uygulamasi yapilan Captan fungusitinin;
7 gilinlik dolmalik biber tohumlarinin ¢imlenme yiizdesini azalttigi, kok biiyiimesini
inhibe ettigi, mitotik indeksi diisiirdiigli, kromozom anomalilerini (kromozom kiriklari,
kromozomlarda yapisiklik, c-mitoz, kalgin kromozom) tesvik ettigi bulunmustur. 21
giinliik bitkilerde ise konsantrasyon artisina bagli olarak, kok membran permeabilitesini
arttirdigit  SOD aktivitesini  diisiirdiigii, CAT, GR, POX aktivitelerini arttirdigi
saptanmuistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore, bir fungusit olan Captan’in hedef olmayan

organizma olan dolmalik biber iizerinde yarattigt toksik etkiler baglaminda
degerlendirilmistir.

Kasim, 2015, 80 sayfa.

Anahtar kelimeler: Dolmalik biber, Captan, fizyolojik etki, genotoksik etki
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

THE PHYSIOLOGICAL AND GENOTOXIC EFFECTS OF CAPTAN ON
BELL PEPPER (Capsicum annuum L. var. grossum L. cv. Kandil) PLANTS

Miige DAZKIR
Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering
Department of Biology
Supervisor : Prof. Dr. Muammer UNAL

Effects of Captan fungicide, which is used for seed coating on non-target organisms bell
pepper (Capsicum annuum L. var. grossum L. cv. Kandil) seeds, germination, root
elongation, mitotic index, chromosome abnormalities, antioxidant enzyme activities
(CAT, POX, SOD, GR) and membrane permeability were researched. In this study,
four different concentrations of Captan were used. The seeds were germinated in petri
dishes on wet filter paper with distilled water (control) and in solutions with different
concentrations (25uM, 50uM, 100uM, 150uM). Germination rates, root growth and
mitotic index were determined in 7 day old seedling, root membrane permeability and
activation of antioxidant enzymes measurements were carried on the 21% day old
seedlings.

According to the data, it was observed that the effects of Captan fungicide, which was
applied in agricultural field, on the 7"" day old seeds’ germination rates, root growth,
mitotic index have reduced and chromosome abnormalities (chromosomal
fragmentation, stickness, laggard, c-mitosis) have increased on bell pepper. On the other
hand it was determined that on the 21% day old seedling, root membrane permeability,
CAT, GR, POX activities have increased and SOD activity has reduced depending on
the different doses of fungucide concentrations.

At the end of our research, we evaluated the toxic effects of Captan fungucide on non-
target organism bell pepper.

November, 2015 , 80 pages.

Keywords: Bell pepper, Captan, physiological effects, genotoxic effects.
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1. GIRIS

Bitkiler, hizla artan diinya niifusunun temel besin kaynagini olusturmaktadir (Badr,
1986; Kligerman ve dig., 2000; Arslanoglu, 2011). Solanaceae familyasinin bir iiyesi
olan dolmalik biber (Capsicum annuum L. var. grossum L.) bitkisi de siklikla tercih
edilen besin kaynaklarindan biri olup, ililkemiz ve diinya tariminda onemli bir yere
sahiptir. Diinyada iiretilen 12.000.000 ton biberin yaklasik %10’u Tirkiye’de
tiretilmektedir. Tirkiye’de yilda iiretilen 1.200.000 ton biberin %60’1n1 sivribiber,
%28’ini dolmalik biber, %4’lnii ¢arliston biber, %8’ini kapya, domates biberi,
kurutmalik biberler ve pul biber elde etmeye uygun biberler teskil etmektedir. Biberler
taze, pismis, konserve, salga vb. gibi ¢esitli sekillerde kullanilabilmektedirler (Aybak,
2002; Atilla, 2007). Fakat biberin yetistirilmesi sirasinda ortaya ¢ikan, mantar, bakteri,
viriis vb. zararlilarin neden oldugu hastaliklar 6nemli {iriin kayiplarina neden olmaktadir
(Bose ve dig., 2002; Chadha, 2003). Tarimsal iiretimde kalite ve verimliligin
arttirilmasi, hasat Oncesi ve sonrasinda kayiplarin Onlenmesi ve depo Omriiniin
uzatilmas1 amaciyla ise pestisit kullanimi tercih edilmektedir (Ogiit ve dig., 2003;

Akpinar, 2014).

Pestisitler, tarimsal iiriinlere zarar veren ve iriin kaybina neden olan hastalik yapici
mikroorganizma, bocek, kemirici, yabani ot, mantar gibi zararlilar1 uzaklastirmak ve
yok etmek amaciyla kullanilan kimyasal maddelerdir (Nixon, 2000; Unal, 2004).
Pestisitler kullanildiklari hedef organizmalara goére fungusit, herbisit, insektisit vb.
sekilde siniflandirilmaktadirlar. Fungusitler, tarimsal {irlinleri mantar enfeksiyonlarina
kars1 korumak amaciyla tohum kaplamaciliginda ve toprak {istli organlarin
ilaglanmasinda kullanilmaktadir (Chadha, 2003; Durmusoglu ve dig., 2001). Fungusit,
insektisit vb. kimyasallar ile tohumlarin kaplanmasinin ekim islemini kolaylastirdig1 ve
bu nedenle tercih edildigi bazi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Kavitha, 2007,

Akpinar, 2014).

Tarimsal savasimda kullanilan pestisitler, hedef organizmalar1 yok ederek {iriin artisina

neden olmalarinin yaninda, hedef olmayan canlilarda da hasarlara yol agabilmektedirler



(Amdur ve dig., 1991; Nixon, 2000). Pestisitlerin 6zellikle hedef olmayan canlilar
izerinde; gelismeyi durdurucu, hastalik yapici, mutajenik, kanser yapici ve hatta
oldirtict etkilere sahip oldugu in vivo ve in vitro ¢alismalarla belirlenmistir (Kligerman
ve dig., 2000). Fungusitlerin koruyucu etkilerinin yani sira hedef olmayan organizma
tizerinde de bir¢ok olumsuz etkiye neden oldugu yapilan arastirmalarla kanitlanmistir
(Bolognesi ve Morasso, 2000; Liu, 2003; Kirimli, 2007; Tok, 2010). Arastirmalara gore,
bitkilerde kromozom kiriklari, koprii olusumlari, kromozom yapisikligi, kutuplara
cekilemeyen kromozomlar, diizensiz metafaz ve anafaz, c-mitoz, iki ¢ekirdekli hiicre
olusumu gibi sitotoksik ve genotoksik etkiler meydana geldigi gozlenmistir (Ozgoriicii
ve dig., 1994; Ateeq ve dig., 2001). Ayrica fungusitler, oksidatif strese neden olarak
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu tesvik etmekte, bazi enzimlerin katalitik etkisini
engellemekte ve ¢cimlenme iizerinde olumsuz bir etki meydana getirmektedir (Levitt,
1980; Hopkins, 1995; Tort ve dig., 2003). Yapilan arastirmalar sonucunda fungusitlerin
mezofil dokusunun gelisimini engelledigi ve fotosentez-solunum reaksiyonlarini
olumsuz etkiledigi de gdsterilmistir (Oztiirk, 2004; Karavas, 2002; Cali, 2013; Tort ve
dig., 2004).

Dolmalik biberde; kok bogazi yanikligi, mildiyd, gévde yanikligi, kiilleme, kursuni kiif,
beyaz ¢iiriikklik ve meyve ¢irikligi gibi fungal hastaliklara neden olan zararlilarla
miicadele amaciyla da fungusitler kullanilmaktadir (Gupta ve Paul, 2002; Gupta ve
Thind, 2006; Olmez, 2006). Bitkileri fungal organizmalara karsi korumak amaciyla
kullanilan Captan fungusitinin dolmalik biber (Capsicum anuum L. var. grossum L.)
bitkisinde ¢imlenmeyi inhibe ettigi, klorofil ve karotenoid igerigini azalttigi ve stoma
morfolojisinde bozukluk yarattigi yapilan arastirmalarla belirlenmistir (Tort ve dig.,
2003). Fakat dolmalik biber bitkisi {izerinde Captan fungusitinin kullanimi ile ortaya
cikan sitotoksik-genotoksik etkiler ve antioksidan enzim aktiviteleri hakkinda yeterli

veriye rastlanamamistir.

Bu caligmada, bir fungusit olan Captan’in hedef olmayan organizma olan dolmalik
biber (Capsicum annuum L. var. grossum L. cv. Kandil) bitkisi tizerindeki genotoksik
ve fizyolojik etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu hedef dogrultusunda

antioksidan enzim aktiviteleri (POX, CAT, GR, SOD), kromozom anomalileri (kalgin



kromozom, kromozom kdpriileri, c-mitoz, polarite vb.), kok membran permeabilitesi,

kok uzunluklari ve ¢imlenme oranlari belirlenmistir.

Yapilan c¢alismalarin sonucunda yiiksek dozlarda fungusit uygulamasinin hedef
olmayan organizma olan dolmalik biberde oksidatif strese yol agtigi; membran
permeabilitesini artirdigi, SOD aktivitesini diisiirdiigii ve CAT, POX, GR aktivitelerini
yiikselttigi goriilmiistiir. Bunun yani sira uygulama dozlarmin artigina bagli olarak
kromozomal anomalilerde artis goriiliirken mitotik indeksin azaldigi tespit edilmistir.
Mitoz bdliinme oranlarindaki diisiise paralel olarak ¢imlenme ve kok biiylimesinin de

azaldig1 gézlenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. DOLMALIK BIBER (Capsicum annuum LINNAEUS)
Anavatan1 Orta ve Giiney Amerika olan biber (Capsicum annuum L.) kiiltiire alinan en

eski bitkiler arasindadir (Gogmen, 2006; Erdem, 2007; Yaldiz, 2008). Uzun yillardan
beri besin maddesi, baharat, ilag ve hatta siiS esyasi olarak degerlendirildigi,
Kizilderililere ait arkeolojik bulgular tizerindeki sekil ve resimlerden anlasilmaktadir.
C. annuum L. bitkisinin genis bir ¢esitlilik gosterdigi Meksika ve Orta Amerika biberin
asil gen merkezidir (Duman, 2004; Yaldiz, 2008; Bozokalfa ve dig., 2009). Cogu biber
tirleri 2n=24 kromozomlu olmakla birlikte yabani biberlerde 2n=48 kromozoma
rastlamak mimkiindiir (Krug, 1986; Chadha, 2003).

Biber, tim diinyada yetistirilebilmektedir. Ancak iliman, subtropik ve tropik iklim
kusaklarinda yetistirildiginde verim ve kalite artmaktadir (Go¢men, 2006; Yaldiz, 2008;
Dalar, 2008). Yaklasik 30 biber tiirii mevcuttur. Bunlardan ekonomik 6neme sahip 5
tirtin kiltiri yapilmaktadir. Bunlar: Capsicum annuum L., Capsicum baccatum L.,
Capsicum pubescens Ruiz & Pav., Capsicum frutescens L. ve Capsicum chinense Jacq.
cesitleridir (Wang ve dig., 2006; Yaldiz, 2008; Dalar, 2008). Capsicum annuum tiiriiniin

birden fazla varyetesi bulunmaktadir.

v C.annuum var. cerasiforme: Kiraz biberleridir. Meyveleri kiigiik, 2-3 cm ve dik
durur.

v C.annuum var. conoides: Meyveleri konik veya uzuncadir. 2-10 cm, silindir
seklindedir, dik durur.

v' C.annuum var. fasciculatum: Kirmizi salkim biberleridir, 5-8 ¢m uzunluktadir,
meyveleri dik durur.

v' C.annuum var. longum: Uzun sivri biberler grubudur. 5-30 cm uzunlukta ve
meyveleri sarkik durur.

v C.annuum var. grossum: Dolmalik biber grubudur. Meyveler, iri 3-4 bolmeli,
3-10 cm, dik veya sarkik durur (Baytop, 1971; Aliyu ve dig., 1994, MEGEP,
2008).



Renklenmis taze biber meyvesi C, E vitaminleri, karotenoid (Matsufuji ve dig., 2005)
ve provitamin A (Sun ve dig., 2007) kaynagidir. Bundan dolayr da diinya gida
endiistrisinin vazgecilmez bir unsurudur. Biber; taze, pismis veya ketcap, hazir ¢orba,
tursu, sucuk, tarhana ve pastirmanin i¢inde kullanilabilecegi gibi, dondurulmus gida
olarak ve kurutularak gida sanayinde, boyar madde olarak boya sanayinde vb. ¢esitli
alanlarda kullanilabilmektedir (MEGEB, 2008; Aybak, 2006; Keles, 2007; Dalar,
2008). igerdigi degisik mineral ve vitaminlerin yaninda, ac1 gesitlerde ac1 ve yakici tad
veren alkoloidleri de igerir (Tablo 2.1). Biberlerdeki acilik 6zelligini veren kapsaisin
(C18H27NO3), meyvenin septa ve plasental dokusunda bulunmaktadir (Dalar, 2008;
Aydin, 2010). Kapsaisinin viicut 1sisin1 indukledigi, enerji harcanmasini ve kan
dolagimini arttirdigi ve oksidatif stresi onledigi bildirilmektedir (Kopec ve dig., 2002;
Turgut ve dig., 2004; Erdem, 2007). Biber ayrica ticari agidan diinya genelinde bir
renklendirici ajan olarak da kullanilir (Erdem, 2007; Dalar, 2008).

Tablo 2.1: 100gr taze biberin besin degeri (Dalar, 2008).

Icindekiler Oranlar
Protein l5¢g
Yag 0.1g
Karbonhidrat 54¢
Demir 0.88mg
Fosfor 15mg
Kalsiyum 4 mg
Vitamin A 338 IU
Vitamin Bl 0.053mg
Vitamin B2 0.035mg
Vitamin B6 0.303mg
Vitamin C 111.4 mg
Kalori 38

Diinyada 31 milyon tonu askin biber iiretimi gergeklestirilmistir. Kiiresel yas sebze
ihracatinda ise 4,3 milyar dolarlik ihracat hacmiyle biber ikinci sirada gelmektedir
(Tablo 2.2). Hollanda 1,1 milyar dolarlik biber ihracati ile diinya lideri konumunda
bulunmakta olup, bu iilkeyi Ispanya (802 milyon dolar, %18,8 pay) ve Meksika (785
milyon dolar, %18,5 pay) izlemektedir. Tiirkiye 2012 yilinda gergeklestirdigi 75 milyon
dolarlik biber ihracatiyla 9’uncu sirada yer almistir (T.C. Ekonomi Bakanligi, Yas

meyve ve sebze sektor raporu, 2014).



Tablo 2.2: Diinya yas sebze ihracatinda ilk 10 iiriin (AKIB, 2015).

EKiM 2014 EKiM 2015

MADDE ) , . .
MIKTAR (KG) | DEGER ($) |MIKTAR(KG)| DEGER (%)
1 | DOMATES 10.478.754 | 8.175.851,08 | 37.001.486 | 18.024.923,07
2 | BiBER 3.542.906 | 4.240.904,37 4.576.891| 4.341.910,29
3 | HIYAR.KORNISON 8.908.892 | 6.400.931,80 3.940.441 | 2.444.449,95
4 |KABAK 2.777.311| 1.636.363,51 3.417.331| 1.688.416,05
5 | HAVUC.TURP 6.566.708 | 761.580,33| 10.809.417| 1.492.150,84
6 | MARUL.HINDIBA 335.005| 174.274,95 1.267.697 859.782,09
7 | PATLICAN 1.381.985| 959.810,70 941.663 635.193,06
8 |SOGAN.SALOT 6.826.854 | 1.036.765,14 4.842.631 602.098,91
9 | PATATES 630.135 89.611,58 5.073.740 520.280,24
10 | MANTAR 123.752 | 1.021.548,73 77.381 505.166,78

Ulkemizin sebze iiretimine bakildiginda domates, hiyar, biber, patlican ve karpuz gibi
triinlerin de dahil oldugu meyvesi igin yetistirilen sebze grubunun toplam sebze
tiretiminden %82,7’lik bir pay aldig1 goriilmektedir. Nitekim 11,8 milyon tonluk {iretim
hacmiyle domates ililkemizde en ¢ok yetistirilen sebze olup, toplam sebze iiretiminden
%41,5 pay almaktadir. Bu iirlinii 3,9 milyon tonluk iiretimle karpuz ve 2,2 milyon ton
ile biber (sal¢alik, dolmalik ve yesil) izlemektedir. (T.C. Ekonomi Bakanligi, Yas
meyve ve sebze sektor raporu, 2014) (Tablo 2.2).

Biber iiretimini smirlayan ana faktorlerden birisi bakteriyel, viral ve fungal
hastaliklardir (Sayilir ve Ozzambak, 2005). Ekonomik agidan degerli olan bu bitkinin
besin kalitesi ve verimi hesaba katilirsa sebzecilikte iiriin kayiplarina neden olabilecek
hastaliklarla miicadelenin énemi daha da iyi anlagilmaktadir (Chadha, 2003; Olmez,
2006). Ulkemizde yetistirilen kiiltiir bitkilerinde ekonomik olarak zarara neden olan
yiizlerce hastalik etmeni, zararli ve yabanci ot bulunmaktadir. Bunlarla gerekli
miicadele ¢alismalar1 yapilmadiginda iirlin kayb1 ortalama %35 dolaylarinda olmaktadir

(Bose ve dig., 2002; Gupta ve Paul, 2002; Gupta ve Thind, 2006).

Biber yetistiriciligi yapilan alanlarda ekonomik diizeyde iiriin kayiplarina neden olan en
onemli hastalik etmenlerinden biri de funguslardir (Aksu, 1984). En yaygin olarak
goriilen fungus ise kok ve kok bogazi ¢iiriikliigiine neden olan Phytophthora capsici

Leon.’dur. Hastalik, biber yetistirilen hemen hemen biitiin alanlarda goriilmekte ve



goriildiigii zamanlarda 6nemli {irlin kayiplarina neden olmaktadir (Abak ve Pitrat,
1981). P. capsici toprakta dogal olarak bulunan bir fungustur. Asir1 toprak nemi,
sicaklik ve nemli hava kosullarinin oldugu zamanlarda bitki gelisiminin her devresinde
bitkileri enfekte edebilmektedir (Garrett, 1970). Bunun yanisira bakteriyel kanser ve
solgunluk hastaligi (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis), leke hastaligi
(Xanthomonas vesicatoria pv), biber mozaik viriis hastaligi (Cucumber mosaic virus)
gibi bir¢ok hastalik tohumla tasinabilecegi gibi toprak vasitasi ile de bitkiyi enfekte
edebilmektedir (Gupta ve Paul, 2002).

Hastaliklar nedeniyle ortaya ¢ikan iiriin kaybindan dolay: insanlar tarimsal alanlardaki
verimi arttirabilmek ve gida maddelerinin dayanim siirelerini uzatabilmek i¢in ¢ok farkl
yontemler kullanmaktadirlar. Bunlardan birisi de kimyasal miicadele yontemidir. Bu
amagcla kullanilan kimyasallara pestisit ad1 verilmektedir (Durmusoglu ve dig., 2001;

Delen, 2008; Akdogan, 2011).

2.2. PESTISIT
Pestisit; insan, hayvan, bitki {izerinde ve gevresinde bulunan veya yasayan, ayrica besin

maddelerinin iiretimi, hazirlanmasi, depolanmasi ve tiikketimi sirasinda onlarin besin
degerini azaltan zararlilar1 6ldiirmek i¢in kullanilan maddelerdir. Bu zararlilar gesitli
hastaliklar1 tagiyan parazitler, yabani ot ve mantarlar, tarim ve bitki zararlis1 bocekler,
insan, hayvan, ¢evre ve barinaklardaki sinek, bit, pire, kene, uyuz, hamam bocegi gibi
ucan ve yiiriiyen canlilardir (Kaya ve dig., 2002; Ambrus, 2004; Unal, 2004;
Durmusoglu, 2007).

Tarih 6ncesi donemlerden beri kullanilan pestisitlerden ilk olarak uygulananlari; piretrin
ve rotenon gibi bitkisel kaynakli olanlardir. Ilk ditiyokarbamat fungusiti olan “zineb”
Heuberger, J.M. ve Manns tarafindan 1943°te, ilk dikarboksimid fungusiti olan
“Captan” Kittlesan tarafindan 1949’da kesfedilmis ve piyasaya sunulmustur (Ware,
1980). Tarimdaki gelismelerle birlikte, 1950 lerde, iiriin miktarin1 ve kaliteyi artirmak
icin biiylik Olclide pestisit kullanimina baslanmis ancak pestisitlerin yararlarmin yan
sira, uzun siireli kullanimlar1 sonucunda, ekosistem sagligina zarar verdigi de ortaya
konulmustur. Bundan dolay1 kimyasallarin tarim amagh kullanimlar1 belirli maddelerle
siirlandirilmistir (Pavlica ve dig., 2000; Kaya ve dig., 2002; Chandra ve dig., 2005;
Durmusoglu, 2007).



Pestisit kullaniminin, insan saghigi acisindan da olusturdugu zararlar s6z konusudur
(Margni, 2002; Unal, 2004). Bircok arastirmaci, pestisitlerin mutajenik ve kanserojenik
etkilere sahip olduklarini bildirmistir. (Pavlica ve dig., 2000; El- Shahaby ve dig., 2003;
Evseeva ve dig., 2003; Chandra ve dig., 2005). Kullanilan 100 pestisit bilesenini
kapsayan test kimyasallarinin %59’unun gen mutasyonu, %83’linlin kromozomal hasar

ve %71’inin DNA hasarinda etkili oldugu belirlenmistir (Bolognesi ve dig., 2000).

Pestisitler dogrudan toprak yiizeyine ve igine, bitki iizerine veya tohum ilaglamasi
seklinde tohumlarin iizerine uygulanmaktadir. Bitki yiizeyine atilan pestisitlerin 6nemli
bir kismi topraga diismekte ve topraga diisen pestisitlerin; kimyasal yapisina, toprak
tipine, ¢Ozilinlirliigiine, adsorbsiyon, absorbsiyon ve yari émrii vb. 6zelliklerine bagh
olarak ¢evredeki davranislar1 degismektedir. Pestisitlerin bitkiye uygulandiginda da
topraga uygulandiginda da bitki i¢ine alinmasi s6z konusudur (Sekil 2.2). Yapilan
aragtirmalar sonucu bazi organik klorlu pestisitlerin topraga tatbik edilmesi halinde
%50'den fazlasmin 15-16 yil toprakta kalabilecegi tesbit edilmistir. Ozellikle tarimda
pestisitlerin ¢ok yliksek miktarlarda ve tekrar tekrar kullanildigi diisiiniilecek olursa
bitkinin yapisinda bozulmalara yol agmasmin ve besin zincirine katilmasmin da
miimkiin oldugu ve gevresel riskin arttigi goriilmektedir (Nixon, 2000; Unal, 2004;
Bolognesi ve dig., 2000; Kaya ve dig., 2002).

Hasat
Buharlasma bitkiler

Yagis veya Sulama aracihigivla
7. W AN giderim
\!/ \\V \\

s ECI R G Bitki dokusuna Yiizeysel akas
T gecis ve erozyon

f

Sekil 2.1: Pestisitlerin ekosistemdeki bozunma siirecini gosteren sema (Pierzynski ve dig.,
1994).



Diinyada tarim ilact tiretiminde, insektisitlerin gerek iiretim miktari, gerekse tretim
degeri bakimindan tim tarim ilaclart igerisinde birinci sirada oldugu goriilmektedir.
Bunu sirasiyla fungusitler, herbisitler ve digerleri izlemektedir. Insektisitlerin {iretim
miktarlart yillar itibartyla yaklasik 10.000-16.000 ton araliginda seyretmektedir.
Fungusitler yaklasik 7.500-12.000 ton, herbisitler ise 6.500-8.700 ton araliklarinda
tiretilmektedir (Baspinar ve dig., 2010). Tirkiye’de ise tarim ilaci tiiketimi 28.220 —

53.860 ton arasinda degistigi bilinmektedir (Kizilarslan ve dig., 2011). Tim diinyada

oldugu gibi Tiirkiye’de de en ¢ok kullanilan pestisit gruplari, insektisitler, herbisitler ve
fungusitlerdir (Sekil 2.3).

Diger
13%
1‘—1111%115 it Insektisit
16% 4T%
Herbisit
24%

Sekil 2.2: Tiirkiye’de gruplara gore pestisit kullanim oranlar1 (Sektér Raporu, 2012).

Pestisitler, degisik sekillerde smiflandirilmaktadirlar. Yaygin olarak kimyasal

yapilarina, kullanildiklart hedef organizmaya ve etki mekanizmalarna gore
adlandirilmaktadirlar (Unal, 2004).

Pestisitler kimyasal yapilarina gore;

Organofosfatlar

N-metil karbamatlar
Klorlu hidrokarbonlar
Bisditiyokarbamatlar
Organotinler

Botanik kokenli maddeler
Arsenikler

O N o g B~ WD

Fenoksialifatik asitler
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9. Piretroidler

10. Fenol tiirevleri

11. Mikrobiyaller olarak siniflandirilirlar (Cobanoglu, 1997; Koren ve dig., 1996).
Hedef organizmaya gore smiflandirildiklarinda organizma grubunun sonuna —Sit eki

getirilerek adlandirilirlar;

1. Insektisitler, (bitki, toprak, insan ve hayvanlar ile cevrelerinde yasayan
boceklere karsi kullanilan),

Akarisitler (6riimcek, bit, kene, vb. parazitlere kars1 kullanilan),

Afisitler (yaprak bitlerine karsi kullanilan),

Mollusisitler (siimiiklii boceklerin kontroliinde kullanilan),

Fungusitler (tarimda mantar zararlilarina kars1 kullanilan),

Nematositler (toprak ve bitki nematotlarina karsi kullanilan),

Herbisitler (tarimda yabani otlarla miicadele i¢in kullanilan),

Algisitler (alglere, yosunlara kars1 kullanilan)

© 0 N o g bk~ DN

Sican zehirleri (tarimda veya ev, ahir vb. yerlerdeki kemiriciler gibi zararl
hayvanlarla miicadele igin kullanilan),
10. Bitki gelisme diizenleyicileri (tarim {irlinlerinde genellikle verim ve kalitenin
artirilmast amactyla kullanilan) dir (Nixon, 2000; Kaya ve dig., 2002).
Etki sekillerine gore 2 gruba ayrilirlar:

e Kontak etkili ilaglar: Bitki, mantar vb. organizmalara uygulandiklar1 yerde

etkilerini gosterirler. Bunlara Ornek olarak sunlar verilebilir: Bakir siilfat,
Thiram, Captan, Mancozeb, Maneb, Dinocap ve Vinclozolin (EPA, 2003; Unal
2004).

o Sistemik etkili ilaglar: Zararli organizma tarafindan absorblanan pestisit,

uygulandiglr yerden baska bir yere tasinarak etkisini gosterir. Bunlara 6rnek
olarak sunlar verilebilir: Benomyl, Carboxin, Fenarimol ve Metalaxyl (EPA,

2003; Unal 2004).

Pestisitlerin kullanimi, tarimsal {iretimi artirirken iiriinlerde bulunan pestisit kalintilart
insan sagligmi ve ekolojik dengeyi olumsuz yonde etkilemektedir (Boliikbag, 1998;
Ogiit ve dig., 2003). Organik Kklorlu pestisitler, kalici 6zellikleri sebebiyle,

uygulandiklar1 ¢evrede uzun siire kalip birikerek ve ayrica besin zincirine girerek
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toplum ve g¢evre sagligi i¢in 6nemli tehlikeler olusturmaktadirlar. Boylece, ekosistemin
bozulmasina sebep olabilmektedirler (Bolognesi ve dig., 2000; Kaya ve dig., 2002).
Bakirli fungusitlerin sik kullanilmasiyla agroekosistemdeki birikmeler sonucunda
iirlinlerde toksisite, faydali toprak organizmalarinda azalma ve {iriin kayiplar1 ortaya
¢ikabilmektedir (Helling ve dig., 2000; Durmusoglu ve dig., 2001; Akdogan, 2011).
Fungusitlerin, hedef olmayan organizma olan bitkiler iizerinde kromozomal anomaliler
(kalgin kromozom, c-mitoz, kromozom kopriisii, kromozomlarda ayrilmama, iki
nukleuslu hiicre vb.), cimlenme ve biliylime ket vurma, anatomik farklilagsmalar (stoma
yapisinin bozulmasi vb.), reaktif oksijen tiirevlerinin olusumunu tegvik etme gibi bir¢ok
olumsuz etkisi bilinmektedir. Biitiin bu ve benzeri nedenlerden dolay1 6zellikle gelismis
ilkelerde tiiketiciler ve ¢evreye karsi duyarl insanlar tarafindan tarim iiretim sistemine
kars1 olusturulan tepki sonucunda ekolojik, biyolojik veya alternatif tarim olarak
isimlendirilen, sentetik kimyasal ilaclarin ve giibrelerin yasaklandigi, bunun yerine
organik ve yesil giibreleme yapilmasini, toprak muhafazasini, parazitlerden
yararlanmayi tavsiye eden, {irlin kalitesinin ylikseltilmesini hedefleyen alternatif bir
tarim Onerilmektedir (Altindisli, 2007; Demir ve dig., 2004).

2.1. Captan
Triklorometiltiyokarboksamid grubunun ilk bilesigi, 1949’da diinya piyasalarina
sunulan Captan’dir ve bu grubun en yogun olarak kullanilan fungusitidir (Sekil 2.3)
(Thomson, 1997). Bitkilerin toprak iistii kisimlarini hastaliklardan korumak amaciyla
kullanilabildigi gibi, toprak patojenlerine karsi tohum kaplamaciliginda ya da toprak
fungusiti da olarak uygulanabilmektedir. Ayrica hasat sonrasi hastaliklar1 onlemek tizere
ptskiirtme ya da Ozellikle elma ve armutlarda daldirma bigiminde de
kullanilabilmektedir (Thomson, 1997). Captan fungusiti koruyucu ve tedavi edici,
kontakt etkili bir fungusittir (Elzemaity, 1988; Northover ve dig., 1986). Mantar ve
bakterilerin bir¢ok tiirlinde solunum mekanizmasinda inhibisyona neden oldugu

bilinmektedir (EPA, 1999; Edwards ve dig., 1991; Tomlin ve dig., 2000).



12

O
N—-S—-CClj

O

Sekil 2.3: Captan fungusiti molekiil yapisi.

Kimyasal adi: N-triklorometilmercapto-4-siklohekzen-1

Kapal formiilii: CoHgCIsNO-S

Molekiil agirhigi: 300,59 g/mol

Erime noktasi: 175,2 — 175,5°C

CAS No: 133-06-2

Captan bazi bitki tiirlerinde fitotoksik olabilmektedir (Thomson, 1997). Yag
molekiilleri, bikarbonat iyonlar1 ve bakir ile birlestiginde fitotoksik etkisinin arttigi
belirlenmistir (Elzemaity, 1988). Gill ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada (2000),
Captan fungusitinin Allium cepa bitkisinde metafazda kromozomlarda yapisiklik,

anafazda koprii olusumu ve 2-3 nukleuslu hiicre olusturdugunu bildirmislerdir.

Captan kontak etkili bir fungusit olup uygulandig: bitki ylizeyinde kalir ve temas ettigi
canlilar1 8ldiiriir (EPA, 2003; Unal 2004). Captan’in pH 7°deki yar1 émrii 2,5 saat iken
pH 7’nin altinda stabildir. Bu fungusit, toprak tarafindan kuvvetli bicimde tutulur ve
cabuk hidrolize olur (Roberts ve dig., 1999). Bitkideki yar1 6mrii ise 3-13 giin arasinda
degismektedir (EPA, 1999).

Captan’in organizma iginde tiyol (-SH) gruplar1 araciligiyla parcalanmasi sonucu agiga
cikan tiyofosgen grubu hidrolize olarak hidroklorik asit, karbonil siilfid ve hidrojen
stlfide donismektedir (Arce ve dig., 2010). Hidrojen siilfiir, sitokrom oksidaz
molekiiliiniin aktivitesini inhibe ederek elektron tasima sisteminin son elektron alicisi
olan sitokromun etkinligini durdurmaktadir (Pasaoglu, 2011) ve dekarboksilasyon
reaksiyonlarini inhibe ederek hiicresel metabolizmay: etkilemektedir (Hochestein ve

dig., 1954). Ayrica inorganik fosfat molekiillerinin asimilasyonunu de engelleyerek
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metabolizma tizerinde etkili olmaktadir (Owens, 1956). Diger yandan tetrahidroftalamid
(THPI) Captan’in 6nemli bir metabolitidir ve oral yolla alinmada memeliler i¢in toksik
olan TPHI’'nin LD50 degeri 2.000 mg / kg dir (Gordon ve dig., 2001). Ayrica U.S. EPA

Captan’in canlilar {izerinde karsinojen etkileri oldugunu da bildirmistir (EPA, 1999).

2.2. Pestisitlerin Tohum Kaplamaciigindaki Onemi
Diinyada artan rekabete paralel olarak tohum kalitesini ve verimini yiikseltme
caligmalar1 da artis gdstermektedir. Bu uygulamalar iyi bir tohum depolama siireci,
ekim Oncesi uygulamalar (priming), tohum isleme (seed conditioning) teknolojileri ve
tohum kaplama uygulamalar1 (pellet ve film kaplama) olarak siralanmaktadir

(Krishnasamy, 2003; Akpinar, 2014).

Son yillarda tohum kaplama teknikleri tohum ¢imlenmesi, tohum canliliginin
korunmasi, fide gelisimi ve bdylece daha yiiksek mahsul veren tohum oraninin
artirtlmas1 amaciyla gelistirilmistir (Sherin ve dig., 2003). Tohumlarin ¢esitli polimerler,
fungusitler, biiylime regiilatorleri, kimyasal maddeler, inert maddeler vb. maddeler ile
kaplanmas1 sonucunda tohum veriminin artirildigr, tohum yaslanmasmin ise
geciktirildigi diisiiniilmektedir. Tohum kaplamaciliginda fungusit, mikofloradan dogan
kok ciriikligi, kok yamkligi ve toksik etki yapan diger hastaliklarin ortadan
kaldirilmast  amaciyla  kullanilmaktadir. Tohum  kaplamaciliginda  kullanilan
fungusitlerin ¢imlenmeyi tesvik ettigiyle ilgili verilere rastlandig1 gibi olumsuz etkileri
ile ilgili de arastirmalar bulunmaktadir. Gupta ve dig. (2002) yaptig1 ¢alismada 12 ay
boyunca depolanan Captan fungusiti uygulanan biber tohumlarinin islem gérmemis
biber tohumlarindan %30 oraninda daha iyi ¢imlendigi gézlenmistir. Tort ve Dereboylu
(2003), farkli dozlarda uygulanan Captan’in biber (Capsicum annuum L.) bitkisinin
cimlenme iizerine etkileri belirlenmeye ¢alisiimistir. Denemelerde kontrol grubu disinda
iireticiye Onerilen doz (2,5 g/l), dnerilen dozun iki kat1 (5 g/l) ve ii¢ kat1 (7,5g/1) olmak
tizere farkli dozlarin verildigi uygulama gruplar1 olusturmuslardir. Yapilan arastirma
sonucunda doz artisina paralel olarak ¢imlenme oranlarinin diistiigli tespit edilmistir.
Meerow (1994), Phoenix roebelenii O'Brien tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine yaptigi
aragtirmasinda, Captan uygulanmig tohumlarin ¢imlenme yiizdelerinin 6nemli oranda

azaltidigini tespit etmistir.
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2.3. PESTISITLERIN MITOTIiK AKTIVITE UZERINE ETKIiLERI

Zirai miicadelede kullanilan pestisitlerin, endiistri bolgelerinin ¢evre kirleticileri
arasinda yer alan agir metaller (Cu, Zn, Hg, Pb, Cd) gibi hem bitki, hem de hayvanlar
tizerinde biiyiime ve gelismeye olumsuz etkileri vardir (Mc Cord ve dig., 1969, Metin,
2006). Yiiksek bitkiler, kimyasallarin sitotoksik (hiicre yapist ya da fonksiyonunda
hasar olusturan etkileri), sitogenetik (kromozomlar iizerindeki etkileri) ve mutajenik
(genetik  degisime neden olan etkileri) gibi ¢esitli etkilerini  kolaylikla
belirleyebilecegimiz organizmalardir. Bu anlamda kimyasallarin kullanimi veya
cevresel kirliligin neden oldugu olasi genetiksel hasarin belirlenmesinde Oncelikle

bitkiler tercih edilmektedirler (Bilaloglu, 1982; Akpinar, 2014).

Bitkiler {izerinde sitotoksik etkileri olan pestisitlerin hiicrelerde neden oldugu
kromozomal sapmalar, genetik hasarin gostergesi olarak kabul edilebilir (Nakano ve
dig., 1981). Bu nedenle kullanilan bu pestisitlerin neden oldugu ¢esitli toksik etkileri
direkt olarak gosteren Allium testi toksisite Olglimlerinde siklikla tercih edilmektedir.
Ayrica bitki kok ucu sistemlerinin incelenmesi, ¢evresel etkilerin belirlenmesinde hizl
ve hassas bir metoddur. Clinkii kok uclari, dogada topraga ve suya karisan kimyasallara
maruz kalan ilk yapilardir. Farkli test bitkileriyle ¢evresel kimyasallarin
genotoksisitesini  test etmek i¢in yapilan c¢aligmalarda, kirleticilerin  farkli
konsantrasyonlardaki uygulamalarinda hem makroskobik diizeyde biiylimedeki
diizensizlikler gézlenmis, hem de mikroskobik diizeyde, mitotik indeksin azaldigi ve
yapisik kromozomlar, koprii olusumu, vagrant (daginik) kromozomlar, c-metafaz, c-
anafaz, multipolar anafaz, yanlis kutuplasma, par¢a olusumu, mikroniikleus gibi
kromozom aberasyonlarinin arttig1 belirlenmistir (Bolognesi ve dig., 2000; El-Shahaby
ve dig., 2003). Pestisitlerin ig iplikleri {lizerine etkili olmasi sonucunda c-mitoz
olusmakta ve buna bagl olarak poliploidi ve andploidi meydana gelmektedir. Ig
ipliklerinin tamamen parcalanmas1 ile multipolar anafaz olusurken, ig ipligi
olusumunun kismen engellenmesi ile kalgin kromozomlar ve bunun sonucunda da
mikroniikleuslar meydana gelmektedir (Aardema ve dig., 2001; Lorge ve dig., 2007,
Tok, 2010).

Allium testinin yanisira, pestisitlerin genetiksel etkilerinin belirlenmesi igin farkl

organizmalarda farkli mutajenite testleri de uygulanmaktadir. Bunlardan bazilari,
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Drosophila’da eseye bagli letalite testi, Drosophila’da somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) (Isaenko ve dig., 2002), mayalarda Saccharomyces
cerevisiae genotoksisite testi (Buscini ve dig., 2003), bakterilerde Salmonella
mutajenite testi ve Bacillus subtilis onarim testi, hayvanlarda (si¢an, fare, hamster)
kemik iligi mikroniikleus testi (Ono ve dig., 2006), insan lenfosit hiicre kiiltiirlerinde
kardes kromatit degisimi (Celik ve dig., 2006) ve hayvan hiicrelerinin yaninda tiim bitki
tiirlerinde DNA zararim1 belirlemek i¢in uygulanan COMET veya Tek Hiicre Jel
Elektroforezi (Collins, 2002) testleridir.

Dinocap fungusitinin Allium cepa iizerindeki genotoksik etkilerini belirlemek iizere
yapilan c¢aligmada, konsantrasyon artmasina bagli olarak mitotik indeksin azaldig
gOriilmiistiir. Bunun yanisira kromozom yapismasi, c-mitoz, kromozom kopriileri,
kalgin kromozom, ¢ok kutupluluk, poliploidi, fragment olusumlar1 gibi anormallikler
tespit edilmistir. Ayrica interfazda mikroniikleuslu ve iki c¢ekirdekli hiicreler de

gozlenmistir (Celik ve ark., 2005).

Yiizbasioglu ve arkadaslarinin (2009) yaptiklar1 ¢alismada, Allium cepa bitkisi tizerinde
illoksan herbisitinin (diklofop-methil) genotoksik etkileri incelenmis, herbisitin farkli
konsantrasyonlarinin tiim uygulama zamanlarinda Allium cepa kok ucu hiicrelerinde
kromozomal anormalliklere neden oldugu, doz artisina bagli olarak, mitotik indeksi
(MI) kontrole gore onemli derecede diisiirdiigii, fakat illoksanin mitotik safhalarin
frekansi etkilemedigi bulunmustur. Pandey (2007) tarafindan, endosiilfan, dieldrin ve
aldrin insektisitlerinin Vicia faba somatik hiicrelerine sitotoksik etkileri tizerine yapilan
calismada ise, bu insektisitlerin bakla bitkisi kromozom morfolojisi ve hiicre kisimlari
tizerindeki  etkileri  aragtinllmis, ¢alisma sonucunda insektisitlerin  yiiksek
konsantrasyonlarda mitodepresif (mitozu baskilayan), diisiik konsantrasyonlarda ise
mitopromotor (mitozu tetikleyen) olduklari ve c-mitoz, dengesiz metafaz, kromatid
boliinmeleri, parcalar, geciken ve yapisik kromozomlar, ge¢ boliinmeler ve erken
hareketlilik gibi kromozom anormalliklerinin meydana geldigi bulunmus ve mitotik

indeksin kontrollere gére daha az arttig1 gériilmiistiir.

Ozoérgiicli ve arkadaslarinin (1994) yaptigi bir arastirmada; insektisit olan Decis’in
Allium cepa L. kokii meristematik bolgelerinde olusturabilecegi degisikliklerin

bulgularindan elde edilen sonuglara gore konsantrasyon ve uygulama siiresi artisina
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paralel olarak, kokte ksilem kollarinin siralanisi ile korteks hiicre sekillerinde
diizensizlikler ve bu hiicrelerin bazilarinda irilesmeler gozlemlenmistir. Kok ucu
hiicrelerinde nukleus sekillerinde bozulmalar, kromozomlarda ise yine konsantrasyon
artigina paralel olarak poliploidi, tripolarite ve kromozom kopmalar1 tespit edilmistir.
Vicia faba ile yapilan bagka bir arastirmada; bitkileri zararli organizmalardan koruyan
fungusitler (Captan, hezudin, tetrafin, bolikel) ile besleyici nitelik tasiyan kimyasallarin
bu bitki tizerinde olusturabilecegi etkiler karsilastirmali olarak ortaya konmustur (Acar,
2000).

Adiloglu (2013) calismasinda, farkli siire ve konsantrasyonlardaki endosiilfan (ES)
pestisitinin ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) tizerindeki genotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla iki haftalik bugday fidelerinden yaprak ornekleri alinarak comet
teknigi (tek hiicre jel elektroforezi) ile incelenmistir. Bugday fidelerine ES uygulamasi
sonucu ortaya ¢ikan ve comet analizi ile belirlenen DNA hasar seviyelerinin, tim saat
ve konsantrasyonlarda negatif kontrol grubuna gore oransal olarak anlamli bir sekilde
arttig tespit edilmistir. En yliksek DNA hasar seviyesi 12. saatte 2 g/l ES (%DNA
kuyruk: 50, Olive kuyruk momenti: 0.34) uygulamasinda belirlenmistir (p<0,001). Akan
(2012) yaptig1 arastirmasinda, farkli siire ve konsantrasyonlardaki chlorpyrifos (CPF)
pestisitinin arpa bitkisi (Hordeum vulgare L.) iizerindeki genotoksik potansiyelinin
belirlenmesi iki haftalik arpa fidelerinden yaprak Ornekleri alinarak comet testi (tek
hiicre jel elektroforezi) ile incelenmistir. Calismada kullanilan arpa bitkisinde CPF
uygulamasi sonucu agiga ¢ikan ve comet ile belirlenen DNA hasar seviyelerinin, tiim
saat ve dozlarda pozitif kontrol grubuna gore oransal olarak anlamli bir sekilde arttigi
tespit edilmistir. En yiiksek DNA hasar seviyesi 6. saatte Sml/L. CPF (% DNA kuyruk:
55, Olive kuyruk momenti: 0.36) uygulamasinda belirlenmistir (p<0,001).

2.4, PESTISITLERIN ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI
UZERINE ETKILERI
Olumsuz ¢evre kosullari, pestisitler, UV radyasyon, tuz, sicaklik, sel, riizgar vb. bircok

faktor bitkide strese neden olabilmektedir. Stres kosullar1 bitkide biiylime, gelisme ve
metabolizmay1 etkileyerek bitkiyi 6liime kadar gotlirebilmektedir (Boguszewska ve
dig., 2010; Lawlor 2002). Bitkiler farkli stres faktorlerine karsi ayni veya benzer

savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bu savunma mekanizmalarindan biri de
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antioksidanlarin aktivasyonudur (Alsher ve dig., 1993; Parvaiz ve dig., 2008;
Oberschall ve dig., 2000; Gechev ve dig., 2003). Bitkiler, tolerans diizeyini asan bir
stres parametresi ile karsilastiginda ilk olarak hiicre membraninda hasarlar meydana
gelmektedir. Hiicre membraninda olusan bozulmalar, iyon tasinmasinin bozulmasina ve
enzim aktivitelerinin azalmasina neden olarak hiicrenin Oliimiine yol agmaktadir
(Sharma ve dig.,2012). Pestisitler oksidatif strese yol agarak, en Onemli koruyucu
sistemlerden olan antioksidan sistemi de olumsuz olarak etkilemektedir. Antioksidanlar,
oksidasyonu baglangi¢ veya gelisme basamaginda Onleyen ve/veya geciktiren
maddelerdir. Antioksidanlarin antimutajenik ve antikarsinojenik etkileri bulunmaktadir
(Reddi, 1985; Asada, 1994).

UV radyasyonu, sigara dumani, hava kirleticileri, ozon, organik ¢oziiciiler, pestisitler
gibi olumsuz faktorlerden dolay1 oksidatif stres hiicrelere zarar veren ya da hiicreleri
oldiiren Reaktif Oksijen Tirlerinin (ROT) olusmasina neden olmaktadir. ROT belli
redoks tepkimeleri sirasinda olusabildigi gibi oksijenin tamamlanmamis indirgenmesi
sirasinda, mitokondride suyun yiikseltgenmesinde ya da Kloroplastlarda elektron
aktarimi1 aninda da olusmaktadir (Apel ve dig., 2004). Singlet oksijenin olusumunu
(*O2) hidrojen peroksit (H202), siiperoksit anyonu (O2*), hidroksil radikali (OH™*) ve
perhidroksil radikali (O2H*) gibi diger reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumlari
izlemektedir (Yu, 1994; Gill ve dig., 2010; Yilmaz ve dig., 2009) (Tablo 2.3).
Siiperoksit radikali (O2*) ve hidroksil radikali (OH*) sitoplazma, mitokondri, niikleus
ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baglatarak membran

permeabilitesi artirmaktadir (Sharma ve dig., 2012).

Tablo 2.3: Antioksidan enzimler, bulunduklar yerler, etkileri.

Mekanizmalar Stipiirdiigii Uriin | Hiicrede bulundugu yer
madde
S0D 0, H;0; | Kloroplast,sitoplazma,
mitokondri, peroksizom
Katalaz H-0- H-,O Mitokondri, peroksizom
Peroksidazlar H-04 H-,O Bircok verde
Askorbat-glutatyon H20; H;O | Kloroplast,sitoplazma,
dingiisii enzimleri mitokondr, peroksizom
Glutatyon peroksidaz H-04 H,O Kloroplast.sitoplazma, ER,
mitokondn




Sekil 2.4: ROT ve antioksidan savunma mekanizmasi.

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 6nleyen, serbest radikalleri yakalama
ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere “antioksidan” adi verilmektedir (Elliot
1999). Antioksidanlar mekanizmalarmma goére, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Enzimatik antioksidanlarin; mevcut
radikallerle reaksiyona girerek bunlarin daha zararli formlara doniismelerini ve yeni
serbest radikal olusumunu Onleyen bilesikler oldugu bildirilmistir. Enzimatik
antioksidan kategorisinde yer alan siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX),
glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve katalaz (CAT) gibi enzim sistemleri serbest
radikallerin ortadan kaldirilmasinda gérev almaktadir (Sekil 2.5). Bu enzimler genel
olarak serbest radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar
vermesini siirlandirmak suretiyle bir hiicresel bolgeden digerine gecisini de
onleyebilmektedirler (Diplock, 1998). Enzimatik olmayan antioksidanlar ise; oksijen
radikalini yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarmi kiran askorbat (C Vitamini),
indirgenmis glutatyon (GSH), a-tokoferol (E Vitamini), karotenoidler ve flavonoidler
gibi bilesiklerden meydana gelmektedir (Ou ve dig., 2002). Bitkilerin bu sekilde reaktif
oksijen tiirlerinin zararlarina kars1 dayaniklilik kazandig g¢esitli arastiricilar tarafindan

bildirilmistir (Mercan, 2004; Yasar ve dig., 2008; Gill ve dig., 2010).

Yapilan bir ¢alismada bugday bitkisine farkli konsantrasyonlarda piretrin insektisiti
uygulanmistir. Uygulama sonucunda artan oksidatif strese karsi sliperoksit dismutaz
enzim aktivitesi artarken, katalaz, guiacol peroksidaz ve polifenol oksidaz
aktivitelerinin distiigii belirlenmistir (Wang ve dig., 2014). Bir diger ¢aligmada ise

Cassia angustifolia (sinameki) bitkisine dort farkli konsantrasyonda mancozeb fungusiti
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uygulanmistir. Mancozebin yiiksek konsantrasyonlarinin neden oldugu oksidatif stres
sonucu lipid peroksidasyonu %207, prolin %96, total glutatyon %2144, askorbat
peroksidaz %63, glutatyon rediiktaz %154, siiperoksit dismutaz %109 oraninda artis

gostermesine ragmen katalaz %58 oraninda azalmistir (Majid ve dig., 2014).

SOD canli organizmalardan siiperoksit anyonlarini uzaklastiran bir enzimdir. SOD,
oksidatif enerji iretimi sirasinda olusan endojen veya eksojen kaynakli siiperoksit
radikallerinin  (O2) suya (H20) ve molekiiler oksijene (0O2) dismutasyonunu
hizlandirmaktadir. Molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle kararsiz bir
yap1 olan siiperoksit (O2-) radikali olusur (Alscher ve dig., 2002; Oberschall ve dig.,
2000):

O2+e-— 0o

Siiperoksit radikaline bir hidrojen eklenmesiyle (siiperoksit dismutasyonu) veya O2’nin
dogrudan indirgenmesiyle hidrojen peroksit (H202) olusur. Dismutasyon, spontan
olarak veya siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi araciligi ile katalize edilebilir (Palma ve
dig., 1986):

202+ 2H* — 02+ H202

Katalaz, bitki, hayvan ve aerobik bakterilerde bulunan ve hidrojen peroksidin (H202) su

ve molekiiler oksijene yikilmasini katalizleyen bir enzimdir (Gill ve dig., 2010):
2H202 — 02+ 2 H20

Katalaz (CAT), somatik bir oksidan koruyucudur. Katalazin hidrojen perokside ilgisi,
glutatyon peroksidaza gore daha fazladir (Murphy ve dig., 1962). Katalazin temel
fonksiyonu, molekiiler O2 mevcudiyetinde metabolizmanin bazi kademelerinde
sentezlenen H202’i gidererek, 06zellikle membranlarda olusturabilecekleri geri
doniisiimsiiz hasarlar1 engellemektir. Ciinkii H202, singlet oksijen ve hidroksil

radikalinin potansiyel kaynagidir (Parvaiz ve dig., 2008).
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Peroksidaz c¢ok cesitli organik bilesigi oksitleme 6zeligine sahip hem grubu igeren bir
enzimdir. Antioksidan bir enzim olan peroksidaz, hidrojen peroksiti indirgeme

fonksiyonuna sahiptir:

2 H202— 02+ 2 H20

Peroksidaz enzimi, diger enzimlerin denatiire olabilecegi pH ve sicaklik kosullarinda
calisabilmesi agisindan biiyliik 6neme sahip bir enzimdir. Antioksidan faaliyetlerinin
yaninda senesenste ve oksin katabolizmasinda rol aldigi bilinmektedir (Parvaiz ve dig.,
2008). Bitkilerin biiyiik bir kisminda kloroplastlarda sentezlenmekte olan peroksidaz

bitkilerdeki ¢oklu savunma sisteminin 6nemli bir bilesenidir (Gechev ve dig., 2003).

Glutatyon peroksidaz asir1 diizeylerde H202 varliginda rediikte glutatyonun (GSH)
okside glutatyona (GSSG) doniisiimiinii katalize eder. Bu arada H202 de suya
dontistiiriilerek detoksifiye olur (Wang ve dig., 2014):

H202+ 2 GSH — GSSG + 2H20

Glutatyon mekanizmasi ¢ok 6nemli antioksidatif savunma mekanizmalarindan biridir.
Glutatyon peroksidaz, oksidasyona karsi hiicre membranin1 ve proteinlerini
korumaktadir (Giovannetti ve dig., 1980; Keles, 2000).

Pestisitlerin bitkilere diger bir etkisi de yapisindaki etken maddenin diger maddeler ile
etkileserek bitkinin cins, tiir ve gelisme devrelerine gore degisik fitotoksik etkilerde
bulunmasidir (Moore, 1974). Fungusitler, bitki yapraklarinda birim alandaki stoma
dagilimin1 azaltarak, fotosentez icin gerekli gaz alis verisini ve bunun sonucunda
bitkinin fotosentez hizim1 diisiirerek metabolik faaliyetlerin yavaglamasina sebep
olmaktadir (Beyer ve dig., 1987). Yiiksek dozlarda fungusit kullanimi, bitkilerin
fotosentez ve transpirasyon gibi islevlerinin gerceklestigi yapraklarda da fizyolojik
yonden onemli farkliliklara yol agmaktadir (Collins, 2002; Tort ve dig., 2004; Cali,
2013).
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Yukarida bahsedildigi gibi, fungusitler tohumlari korumak amaciyla tohum
kaplamaciliginda kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, bazi1 tohumlarda oldugu gibi dolmalik
biber tohumlarin1 da korumak amaciyla kullanilan Captan fungusitinin, hedef olmayan
organizma olan dolmalik biber tohumlarinin tizerindeki olumsuz etkileri arastirilmstir.
Bu amacla tohum c¢imlenmesi, kok biiyiimesi, kok membran permeabilitesindeki
degisimler, kok meristem hiicrelerindeki mitotik aktivite ve kromozom anomalileri,
katalaz (CAT), peroksidaz (POX), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon rediiktaz

(GR) gibi antioksidan enzim aktiviteleri incelenmesi amaglanmustir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MALZEME

3.1.1. Bitki Materyali Temini ve Hazirlanmasi
Capsicum annuum L. tiiri, domates, patates, tiitin ve petunyanin da dahil oldugu
Solanaceae familyasindandir (Arikan, 2004; Gé¢men, 2006; Keles, 2007; Kabura ve
dig. 2008; Yaldiz, 2008; Aktas ve dig., 2009; Davis, 1918-92).

Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta
Simif: Magnoliopsida
Takim: Solanales

Aile: Solanaceae

Cins: Capsicum L.

Tiir: Capsicum annuum L.

Varyete: Capsicum annuum L. var. grossum L. (Baytop, 1971; Adamu ve dig., 1988).

Biber, yetistirme sartlart uygun oldugunda 50-100 cm kadar boylanabilmektedir.
Gelisme evresinin sonuna kadar destege ihtiyag gormeden dik bir sekilde
biiyiiyebilmektedir (Bayraktar, 1991; Kasim ve dig., 2003). Biber bitkisi kazik koklere
sahiptir fakat bol miktarda yan kok olusturmaktadir. Koklerin yanlara dagilimi 40-60
cm arasinda degismektedir. Kokler 80 cm derinlige kadar ulagabilmektedir (Atilla,
2007; Kasim ve dig., 2003). Oval, yuvarlak, parlak, tiiylii vb. olmak iizere bir¢ok yaprak
cesiti bulunmaktadir. Govde ve meyvelerde antosiyanin maddesi etkisiyle mor renk
goriilebilmekte, yaprak renkleri de agik yesilden koyu yesile kadar farkli renklerde
olabilmektedir (Atilla, 2007; Matsufuji ve dig., 2005). Cigekleri hermafrodittir; bir
cigekte 5 sepal, 5 petal, 5 erkek ve 1 disi organ vardir. Cogunlukla beyaz olan ¢icekler
genelde yaprak koltuklarinda ¢igek kiimesi halinde goriiliir. Cigekler kivrik bir sapla
govdeye baglanmistir (Karagiil ve dig., 2005; Erdem, 2007).
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Sekil 3.1: Dolmalik biber bitkisi genel goriiniim.

Yuvarlak iri biberler grubunu teskil eden dolmalik biberler sari, yesil, kirmizi ve
turuncu renkli olabilmektedir. Meyveleri iri, yuvarlaga yakin veya uzunca olup 3-4
bolmeli kii¢iik bir ¢an seklinde olmaktadir. Meyve ¢ap1 ortalama 3-8 cm, boyu ise 3-10
cm olup bitki iizerinde dik veya sarkik durumda bulunmaktadir (Sekil 3.1) (Baytop,
1971; Karagiil ve dig., 2005; MEGEP, 2008).

Tohumlar1; oval, sarimtirak, parlak renkte ve 1-4 mm boyutlarinda olabilmektedir.
Genellikle 1 gramda 130-200 adet tohum bulunur. Tohumlar canliigimnt 3-4 yil
sirdiirebilmektir. En uygun ¢imlenme sicakligi 26-30 °C, minimum sicaklik 8-10
°C’dir. 38 °C’nin tizerinde ¢imlenme olmamaktadir. (Atilla, 2007; Yolcu, 2010; Aydin,
2010).

Kullanilacak dolmalik biber (Capsicum annuum L. var. grossum L. cv. Kandil)

tohumlar1 Agrogen Tohumculuk A.S’den sertifikali olarak temin edilmistir.

Arastirmada her deney grubu i¢in petrilere onar adet tohum segilerek on paralelli ekim
yapilmistir. Sterilizasyon i¢in tohumlar %1’ lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi iceren
musluk suyunda bes dakika bekletildikten sonra ii¢ kez yikanarak, distile su igine

alinmustr.

Tohumlar 9 cm’lik petri kaplarinda, karanlikta, 25°C sicaklikta ve 25 uM, 50 uM, 100
uM, 150 uM konsantrasyonlardaki Captan soliisyonlari ile ve kontrol grubu ise distile

su ile nemlendirilmis filtre kagitlari lizerinde ¢imlendirilmeye birakilmistir (Sekil 3.2).
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Mitotik indeksin belirlenmesi amaciyla ekilen tohumlara yapilan uygulamalar 7. giliniin
sonunda tamamlanarak kok uglarindan preparatlar hazirlanmistir. Kk membran

permeabilitesi ve antioksidan enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla ekilen tohumlar

ise 21 giin boyunca petride yetistirilmistir.

Sekil 3.2: Dolmalik biber tohumlarinin petriye ekimleri.
Arastirmada test materyali olarak Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen bir fungusit
olan Captan kullanilmistir. Captan (CAS:133-06-2), %99,6 saflikta 250 mg’ lik
analitik standartlar temin edilmistir. Captan’n 25 pM, 50 puM, 100 pM, 150 uM

konsantrasyonlar: distile su ile hazirlanmistir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Kok Uzunluklari ve Cimlenme Oranlarimin Belirlenmesi
9 cm’lik petrilere ekimi yapilan tohumlarin ¢cimlenme oranlarini belirlemek tizere 7., 14.

ve 21. gilinlin sonunda ¢imlenen tohum sayis1 belirlenmistir.
Cimlenen tohumlarin kok uzunluklar 6l¢iimii ise 7. giinde yapilmustir.

3.2.2. Kok Membran Permeabilitesindeki Degisimler (Root Electrolyte
Leakage)
Kok membran permeabilitesindeki degisiklikler Wilner (1955)’m goreli iletkenlik
metoduna gore belirlenmistir. Cesitli konsantrasyonlarda Captan uygulanan dolmalik
biber (Capsicum annuum L. var. grossum L.) tohumlarinin ¢imlendirilmesinin ardindan
2 mm c¢apina ulasan kokler hasat edilmis ve taze agirliklart alinmistir. Kokler, 16 ml
distile su igeren flakonlara (28 ml) yerlestirilerek ¢alkalanmig ve oda sicakliginda 24
saat bekletilmistir. Distile suyun icerigindeki degisikliklere bakilmak iizere iletkenlik
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6l¢iim cihazinda (EC) 0Ol¢iim yapilmistir. Yapilan 6l¢iimiin ardindan kokler alinarak
100°C’de 10 dakika su banyosunda hiicrelerin 6lmesi saglanmistir. Olii hiicrelerin
permeabilitesi ile canli hiicrelerin permeabilitesi REL=(Clive/Cdead) x 100 formiiliine

gore hesaplanmustir.

3.2.3. Preparat Hazirlanmasi ve Mitotik Indeksin Belirlenmesi
Petri kaplarinda yetistirilen bitkilerin kokleri, 1,5-2 cm boyutuna ulastiginda uglarindan
0,5 cm uzunlugunda kesilmistir. Primer kokler, fiksasyon icin taze olarak hazirlanan 1
kisim glasiyal asetik asit: 3 kisim absolu alkol (1:3 v/v) igeren Carnoy fiksatifinde 1
gece bekletilmistir. Daha sonra, %96’lik alkol iginde tiger kez, ardindan %70’ lik alkol
icinde birer kez yikanarak, %70’lik alkolde +4 °C’de buzdolabinda preparat yapilincaya
kadar saklanmistir. %70’ lik alkolde saklanan kokler, 60 °C’de 1N HCI ile 8-10 dk. su
banyosunda bekletilerek hiicre geperlerinin gevsetilmesi saglanmistir. Bazik fuksin
boyasina alinan kok uglar1 boyada 1 giin bekletilerek DNA’nin boyanmasi saglanmaistir.
Lam {izerine bir damla %2’ lik aseto orsein damlatildiktan sonra lamel kapatilan kok
uglari, uygulanan hafif darbeler yardimiyla ezilerek dokunun yayilmasi saglanmistir.
Hazirlanan ezme preparatlar, 151k mikroskobunda incelemeye alinmistir. Yapilan ezme
preparatlar, mitotik indeks hesabi i¢in gerekli olan hiicre sayimlarinin yapilmasinda ve
anormal boliinme gegiren hiicrelerin goriintiillenmesinde kullanilmistir. Mitotik indeks,
boliinen hiicre sayisinin tiim hiicre sayisina oraninin 100 ile ¢arpilmasiyla elde

edilmistir.

Caligmada kontrol ve uygulama gruplarindan sonra mitotik indeksi hesaplamak i¢in her
deney grubundan ortalama 10 adet preparat yapilmistir. Hazirlanan her preparattan
boliinmelerin gozlenebildigi yaklasik bes bolge secilmistir. Bu yolla her deney grubu
i¢in sayilan ortalama 1000 hiicrede asamalarina gore boliinen, boliinmeyen ve bozukluk

gosteren hiicreler sayilmistir.

Yapilmis olan preparatlarda teshis edilen hiicrelerin, Olympus trinokiiler

fotomikroskobunda x100 immersiyon objektifi fotograflar ¢ekilmistir.



26

3.2.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.2.4.1. Enzim ekstraktlarinin hazirlanmast
Antioksidan enzimlerin ekstraksiyonu i¢in -80°C’de saklanmis olan kokler, sogutulmus
havanda sivi azot yardimiyla % 2’lik (w/v) polivinilpolipirolidon (PVPP) ve 1 mM
EDTA igeren 0,05 M sodyum fosfat tamponuyla (pH 7,8) homojenize edilmistir.
Homojenat +4 °C’de 14000 devirde 30 dk. santrifiij edilmis Ve olusan siipernatant enzim
aktivitesinin tayininde kullanilmistir. Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasinda tiim
islemler +4 °C’de gerceklestirilmistir. Tiim spektrofotometrik olgtimler BioTek Epoch 2

mikroplate spektrofotometre ile yapilmistir.

3.2.4.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi
Siiperoksit dismiitaz aktivitesi Beauchamp ve Fridowich (1971)’e goére, SOD’un
fotokimyasal olarak nitro blue tetrazolium (NBT)’un indirgenmesini inhibe etme
yeteneginin ol¢lilmesiyle tayin edilmistir. Reaksiyon karisimi 20 mM sodyum fosfat pH
7.8, 0.1 mM EDTA, 10 mM L-metionin, 0.1 mM p-Nitro Blue Tetrazolium (NBT),
0.005 mM riboflavin igerecek sekilde hazirlanmistir. NBT’nin ve riboflavinin 1siktan
olumsuz etkilenebilecekleri ihtimali g6z Onilinde bulundurularak soliisyon 151k
gecirmeyen (amber) siselere hazirlanmis ve bu iki kimyasal karistma en son ilave

edilmistir.

SOD 6l¢timiinde tek dalga boyu kullanildig: i¢in, hata payini en aza indirmek amaciyla
ornekler beserli gruplar seklinde ¢alisilmistir. Cam tiipler igerisine konulan karisim, 15
dakika stire ile 300 pmol.m=s* 1518a maruz birakilmistir. Isiklandirma bitki biiyiitme
cemberi kullanilarak yapilmigtir. Kor olarak karanlikta bekletilen reaksiyon karigimi
kullamilmistir. Ornek uygulamalarmna ilaveten enzim ekstrakti icermeyen, yalniz
reaksiyon karigimi igeren iki tiipte 6rneklerle birlikte 151k uyaranina maruz birakilmistir.
Siirenin tamamlanmasinin  ardindan o6rneklerin absorbans degerleri 560 nm’de

spektrofotometrede okunmus ve % inhibisyon degerleri belirlenmistir.

3.2.4.3. Glutatyon Rediiktaz (GR) aktivitesinin belirlenmesi
Glutatyon rediiktaz aktivitesi tayininde Foyer ve Halliwell (1976) yontemi modifiye
edilerek uygulanmistir. Aktivite ortamu olarak 25 mM sodyum fosfat (pH 7,8), 1,2 mM

NADPH, 5 mM GSSG igeren tampon kullanilmigtir. Reaksiyon enzim 6rneginin ilave
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edilmesi ile baglatilmis ve 3 dakika boyunca 340 nm’de spektrofotometrede
okunmustur. Baslangi¢ ve bitis absorbans degerleri kullanilarak enzime ait hesaplamalar

yapilmustir.

3.2.4.4. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi
Katalaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi Bergmeyer (1970) metoduna gore
gerceklestirilmigtir.  H202’in - miktarinda olusan azalma; 240 nm’de gosterdigi
maksimum absorbanstaki diisiisle belirlenmistir. Reaksiyon karisimi; 0,1 mM EDTA,
50 mM Na-fosfat tamponu (pH:7) ve %o 0,3 H20:’den olusmaktadir. Reaksiyon
boyunca absorbansta olusan diisiis 3 dakika boyunca takip edilmistir. Katalaz (CAT)
aktivitesi dakikada {inite/mg protein olarak ifade edilmektedir.

3.2.4.5. Total Peroksidaz (POX) aktivitesinin belirlenmesi
Total Peroksidaz (POX) aktivitesi Herzog ve Fahimi (1973)’e gore belirlenmistir.
Aktivite 465 nm’de 3,3-diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB)’in oksidasyonuyla
absorbansta meydana gelen artis takip edilerek hesaplanmistir. Reaksiyon karigimi,
DAB soliisyonu, % 0,6‘lik H202 ve enzim ekstraktindan olusmaktadir. Reaksiyon
H202’in katilmasiyla baslatilmis ve 3 dakika boyunca absorbans artisi takip edilmistir.

Spesifik enzim aktivitesi dakikada tinite/mg protein olarak ifade edilmektedir.

3.3.  ISTATISTIKSEL ANALIZ
Yiriitilen ¢alismada elde edilen verilerin istatistiksel analizleri Graphpad 6.0 paket

programinda iki yonlii varyans analizi ile ortalama standart sapma degerleri ve Duncan

coklu karsilastirma testi yapilarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. CAPTAN’IN TOHUM CIMLENMESINE ETKILERI
Her deney grubu igin alinan 100 tohum bir gece deney soliisyonu iginde bekletilmis ve

kontrol, 25 uM, 50 uM, 100 uM ve 150 uM Captan’in tohum ¢imlenmesi tizerindeki
etki yiizdeleri hesaplanmistir. Kontrol grubunda tohumlar 4.giin ¢imlenmeye
baglamistir. Uygulama dozlarinda ise ¢imlenmenin geciktigi gozlenmistir. 7 giinliik
Olciimlerde hem kontrol grubu ile deney konsantrasyonlardaki uygulama gruplar
arasinda, hem de kimyasal maddenin farkli konsantrasyonlari arasindaki ¢imlenme
oranlarinda istatistiksel bakimdan anlamli bir fark tespit edilmistir (P<0,05). 7 giinlik
bitkilerde ¢imlenme oranlar1 kontrol grubuyla kiyaslandiginda 25 pM’da %5°lik, 50
uM’da %7°1ik, 100 uM ve 150 uM karsilatirildiginda sirasiyla %8 ve %10°luk bir
inhibisyon goriilmektedir. 14 giinliik ve 21 giinliik bitkilerde kontrol grubu ile 25 uM ve
50 uM, 100 uM, 150 uM karsilastirildiginda sirasiyla %2°lik, %3’lik, %4 ve %5°1ik bir
diisiis gozlenmektedir (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

Tablo 4.1: Dolmalik biberde Captan’in tohum ¢imlenmesine etkileri (%). Kontrol: Distile su.
Captan 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM konsantrasyonlarda uygulanmustir.

Uygulama Gruplan 7.giin 14.giin 21.giin
Kontrol 15,66+0,54 67,32+1,51 83+ 2,35
25 M 10,63+0,55 65,58+1,35 81+3,62
50 pM 8,58+0,47 64,64+1,07 81+2,58
100 pM 7,10+0,51 63,17+0,94 79+3,48
150 pM 5,33+0,49 60,21+1,20 78+4,02
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Sekil 4.1: Dolmalik biberde Captan’in tohum ¢imlenmesine etkileri (7., 14. ve 21.giin) (%).
Kontrol: Distile su. Captan 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM konsantrasyonlarda
uygulanmistir.

42.  CAPTAN’IN KOK BUYUMESINE ETKILERI
Captan ile yapilan uygulama sonucunda dolmalik biber bitkisinin kdk uzunluklarinda

hem kontrol grubu ile deney konsantrasyonlardaki uygulama gruplari arasinda, hem de
kimyasal maddenin farkli konsantrasyonlar1 arasindaki degisim istatistiksel bakimdan
onemli (P<0,05) olarak tespit edilmistir. Ozellikle 7 giinliik bitkilerde 100 pM ve 150
uM konsantrasyonda kok uzunlugu diger gruplara gore istatistiki olarak ileri derecede
inhibe olmustur (Tablo 4.2, Sekil 4.2-3). Uygulama gruplar1 ile kontrol grubu
karsilastirildiginda 25 puM’da %39,5, 50 uM’da %58,6, 100 uM’da %71,6, 150 pM’da
%74,1 oraninda kok biiylimesinin inhibe oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.2: Dolmalik biberde Captan’in kok uzunluguna etkileri (cm). Kontrol: Distile su. Captan
25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM konsantrasyonlarda uygulanmistir (7.giin).

Tablo 4.2: Dolmalik biberde Captan’in kok uzunluguna etkileri (cm). Kontrol: Distile su.
Captan 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM konsantrasyonlarda uygulanmistir (7.giin).

Uygulama Gruplari Kok Uzunlugu (cm)
Kontrol 1,62+0,34
25 uM 0,98+0,38
50 pM 0,67+0,31
100 pM 0,46+0,13
150pM 0,42+0,22

Kdék Uzunlugu (cm)
7.Giin

Uygulama Gruplan

Sekil 4.3: Dolmalik biberde Captan’in kok uzunluguna etkileri (7.giin) (cm). Kontrol: Distile su.
Captan 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM konsantrasyonlarda uygulanmistir. Siitunlar
tizerindeki ayn1 grup igindeki hata ¢ubuklari + standart sapmay1 gostermektedir (P<0, 05).
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4.3. KOK MEMBRAN PERMEABILITESI (ROOT ELECTROLYTE
LEAKAGE) SONUCLARI

Arastirmada kullanilan dolmalik biberin kok membran permeabilitesindeki degisim
incelendiginde 25uM Captan uygulamasinda %37,57 oraninda artis goriiliirken, S0uM,
100uM, 150uM dozlarda Captan uygulamasmin doz artisina bagli olarak sirasiyla
%94,05, %105,24, %111,08 olarak arttigi saptanmistir. Captan’mm membran
permeabilite degisimine etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir
(p<0,05) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: 21. giin Kontrol: Distile su. 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM Captan uygulamasina
maruz birakilan dolmalik biberin membran permeabilitesinde (S/m) gézlenen degisimler.

Siitunlar {izerindeki ayn1 grup i¢indeki hata cubuklari & standart sapmay1 gostermektedir
(P<0, 05).
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4.4, Capsicum annuum L. MITOTIK BOLUNME EVRELERI
Dolmalik biber bitkisinin 1slatma ve sulama suyuna 25, 50, 100, 150 uM dozlarinda

Captan fungusiti uygulanmistir. Captan uygulanan bitki gruplarinda konsantrasyon
dozuna bagl olarak c¢esitli kromozomal anomaliler gozlenmistir, fakat kontrol
gruplarinda bu anomali orani1 ¢ok diisiiktiir. Kontrol grubu mitotik profaz, metafaz,

anafaz ve telofaz safhalar1 sekilde gosterilmektedir (Sekil 4.5).

L .

_——
20 pm C l 20 pm D
I ——

Sekil 4.5: Dolmalik biber kok hiicrelerinde mitotik profaz (A), metafaz (B), anafaz (C), telofaz
(D) safhalar1 (Kontrol Grubu).

45, Capsicum annuum L. MITOTIiK BOLUNME EVRELERINDE
GORULEN ANOMALILER
Dolmalik biber bitkisinin 1slatma suyuna 25 uM Captan uygulanmast sonucu 7.giinde

ortaya ¢ikan kromozomal anomaliler; metafazda kromozomlarda ayrilmama, anafazda

kutup kaymasi ve metafazda C-mitozis anomalilerine rastlanmistir (Sekil 4.6-7-8).
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Sekil 4.6: 25 uM Captan’in uygulamasinin 7 giinliik dolmalik biber kdk hiicrelerinde kutup kaymasi
ve kromozom kopriisii (A), c-mitoz anomalileri (B).

Sekil 4.7: 25 uM Captan uygulamasinin 7 giinliik dolmalik biber kok hiicrelerinde fragment
olusumu anomalisi (A).
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Sekil 4.8: 25 uM Captan uygulamasinin 7 gilinliik dolmalik biber kok hiicrelerinde kutup kaymasi
(A), tabla kaymasi ve kromozomlarda yapisiklik anomalileri (B).

Dolmalik biber bitkisinin 50 uM Captan ile 1slatilmasi sonucu ortaya ¢ikan kromozomal
anomaliler; anafazda kutup kaymasi, metafazda kromozomlarda ayrilmama ve kalgin

kromozom anomalilerine rastlanmistir (Sekil 4.9-10-11).

Sekil 4.9: 50 uM Captan uygulamasinin 7 giinliik dolmalik biber kdk hiicrelerinde kromozomlarda
yapisiklik (A-D) ve kutup kaymasi anomalileri (B-C).
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Sekil 4.10: 50 uM Captan uygulamasinin 7 giinliik dolmalik biber kok hiicrelerinde kalgin
kromozom (A) ve kromozomlarda yapisiklik anomalileri (B-C).

Sekil 4.11: 50 uM Captan uygulamasinin 7 giinliik dolmalik biber kok hiicrelerinde kalgin
kromozom ve fragment olusumu anomalileri (A-B).

100 uM Captan’in, dolmalik biber bitkisine uygulanmasi sonucu 7.giin ortaya ¢ikan
kromozomal anomaliler; metafazda yapisiklilik , anafazda kutup kaymasi ve cift

nukleus anomalilerine rastlanmistir (Sekil 4.12-13-14).
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Sekil 4.12: 100 pM Captan uygulamasinin 7 giinliik dolmalik biber kdk hiicrelerinde kromozom
kopriisii (A), kutup kaymasi ve multipolarite anomalileri (B).

Sekil 4.13: 100 uM Captan uygulamasinin 7 giinliik dolmalik biber kok hiicrelerinde kutup kaymasi
(A) ve fragment olusumu anomalileri (B).
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Sekil 4.14: 100 uM Captan uygulamasiin 7 giinliik dolmalik biber kdk hiicrelerinde
kromozomlarda yapisiklik anomalileri (A-B-C).

Dolmalik biber bitkisinin 1slatma suyuna 150 uM Captan uygulanmasi sonucu 7.giin
ortaya ¢ikan kromozomal anomaliler; metafazda kromozomlarda ayrilmama, anafazda

kutup kaymasi ve metafazda C-mitozis anomalilerine rastlanmistir (Sekil 4.15-16-17).

. 4 B

Sekil 4.15: 150 uM Captan uygulamasinin 7 giinliik dolmalik biber kok hiicrelerinde
kromozomlarda yapisiklik (A-B), c-mitoz anomalileri (C-D).
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Sekil 4.16: 150 uM Captan uygulamasinin 7 giinliik dolmalik biber kok hiicrelerinde
kromozomlarda yapisiklik anomalileri (A-B-C).

Sekil 4.17: 150 uM Captan uygulamasinin 7 giinliilk dolmalik biber kok hiicrelerinde kalgin
kromozom (A), kromozomlarda ayrilmama (B) ve kutup kaymasi anomalileri (C).
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46. CAPTAN’IN MITOTIK iINDEKSE ETKILERI
Captan’in  dolmalik biber (Capsicum annuum var. grossum L. cv. Kandil)

tohumlarindaki kok uzamasima etki mekanizmasini anlamak i¢in bolinmenin aktif
oldugu uclarda Feulgen ezme teknigi uygulanmistir. Her grup i¢in yapilan preparatlarda
bdliinen hiicre sayisinin, gozlenen toplam hiicre sayisina boliiniip 100 ile carpilmasiyla
mitotik indeks hesaplanmistir. Calisma sonucunda Captan konsantrasyonun artigsina
bagli olarak boliinen hiicre sayisinda azalma ve mitotik indekste disiis oldugu
belirlenmistir. Kontrol grubunda tiim deneme gruplarindan daha yiiksek mitotik indeks

tespit edilmistir.

Captan uygulamasi, dolmalik biber koklerindeki boliinme hizint azaltmistir. Distile su
uygulanan kontrol grubunda mitotik indeks %12,55 iken, 25, 50, 100, 150 uM Captan
uygulanan gruplarda sirasiyla %9,62, %9,53, %7,82, %7,75’e indirgenmistir (Tablo 4.3,
Sekil 4.18).

Tablo 4.3: Dolmalik biberde Captan’in mitotik indekse etkileri (%). Kontrol: Distile su.
Captan 25 uM, 50 pM, 100 uM, 150 uM konsantrasyonlarda uygulanmustir.

Uygulama Mitotik index %
Kontrol=Distile Su 12,55+ 0,74
25 uM 9,62 % 1,09
50 uM 9,53+ 1,62
100 pM 7,82+0,97
150 pM 7.73 + 1,99
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Sekil 4.18: Dolmalik biberde Captan’in mitotik indekse etkileri (%). Kontrol: Distile su. Captan
25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM konsantrasyonlarda uygulanmisgtir. Siitunlar izerindeki
ayni1 grup i¢indeki hata ¢ubuklar1 + standart sapmay1 gostermektedir (P<0, 05).

47.  CAPTAN’IN MIiTOZ  BOLUNME  EVRELERINDEKI
HUCRELERIN DAGILIMINA ETKILERI
Kok uglarinda yapilan ezme preparatlarda kontrol grubu ve farkli konsantrasyondaki

Captan’in  uygulamalarindan sonra boliinme evrelerindeki hiicrelerin  sayisi
hesaplanmistir. Captan uygulamast dolmalik biberin kdk ucu hiicrelerinin boliinme
hizin1 azaltmistir. Kontrol grubunda boliinen hiicrelerin yiizdesi ile uygulama gruplari
karsilastirildiginda anafaz evresinde 6nemli bir diisiis oldugu goriilmektedir. Kontrol
grubunda bu oranin %6.06, 25 pM, 50 puM, 100 puM, 150 puM konsantrasyonlarda
strastyla 9%35.38, 9%4.95, %4.94, %1,28 oldugu saptanmistir. Diger boliinme evrelerinde
anlamli fark gériilmemektedir (Tablo 4.4).



Tablo 4.4: Dolmalik biberde Captan’in mitotik boliinme evrelerindeki hiicre dagilimina

etkileri. Kontrol: Distile su. Captan 25 uM, 50 uM, 100 pM, 150 uM konsantrasyonlarda

uygulanmustir.
Kontrol 25 uyM 50 M 100 pM 150 pM
Profaz | g061:032 | 2043:052 | 20794080 | 20994060 | 20,83+0.96
Metafaz | 556,050 | 34614154 | 34655134 | 3457192 | 3390170
Anafaz | ¢ 6+ 068 5,38 + 2,09 4,95+ 1,63 494+105 | 1,28+024
Telofaz | yo e 115 | 3078054 | 39.60:051 | 39.51:214 | 3890252
48. CAPTAN’IN MITOTIK KROMOZOM DAVRANISLARINA
ETKILERI

Captan’in mitoz boliinme evrelerindeki hiicre sayilarina etkilerini incelemenin yaninda,

kromozomlarin davraniglarina olan etkileri de incelenmistir. Arastirma materyali olan

dolmalik biberin kontrol grubunda mitoz béliinme sirasinda anomalinin nadiren oldugu

saptanmistir. Fakat Captan uygulamalarinin dort konsantrasyonunda da gesitli

anomaliler gozlenmistir. Bu anomalliler $oyle siralanabilir: kromozomlarda ayrilmama,

kalgin kromozom, anafazda koprii olusumu, c-mitoz, metafazda tabla kaymasi,

kromozom kiriklar1 ve 2 ¢ekirdekli hiicre (Tablo 4.5). Yine Captan’in konsantrasyonu

arttikca anomali gosteren hiicre sayisinin da arttigi goriilmektedir. 25 pM ve 50 uM

uygulanan gruplarda sirasiyla anomali gosteren hiicre %34,58, %35,29 iken 100 ve 150

UM uygulanan gruplarda sirasiyla % 49,38 ve % 58,97’ ye yiikselmistir.
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Tablo 4.5: Dolmalik biberde Captan’in olusturdugu mitotik anormallikler.

ANOMALILER
9
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Kontrol | 1000 127 2 - - - - - - 1,64 + 1,17
25uM | 1000 | 107 | 20 | - 2 |71 1] 4| - 3 | 3458+2.21
50uM | 1000 | 102 | 14 | 6 | 1 | 11 | 1 - 2 | 1 | 3529+312
100puM [ 1000 | 81 [ 19 | 2 | 1 | 4 | 2 | 3 | 1 | 8 | 4938+242
150uM | 1000 | 78 |21 | 3 | 4 | 7 | 1 |5 | - 5 | 5897 +353
49.  ANTIOKSIiDAN ENZiM AKTIiVIiTE DEGiSIMLERI
4.9.2. Siiperoksitdismutaz (SOD) Aktivitesi

Dolmalik bibere uygulanan Captan’in her bir konsantrasyonuna bagli olarak SOD
aktivitesini diistirdiigli saptanmigtir. Dolmalik biber total SOD aktivitesi Captan
uygulama oranlarindaki artisa bagli olarak azalmigtir. 150 uM Captan uygulamasina
maruz birakilan dolmalik biber
aktivitesindeki diisiis %9,5’a ulagsmustir. Diger uygulama gruplar1 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda sirasiyla 25 uM’da %5,4’lik, 50 uM’da %5,6 ve 100 pM’da %5,9’luk

kontrol

bir diisiis gortilmiistiir (Tablo 4.6, Sekil 4.19).

grubu

ile karsilastirlldiginda SOD
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Tablo 4.6: Dolmalik biberde Captan’in SOD aktivitesine etkileri (%). Kontrol: Distile su. Captan
25 uM, 50 uM, 100 puM, 150 uM konsantrasyonlarda uygulanmistir.

Uygulama Gruplari SOD (%)
Kontrol 51,08+7,08
25 uM 45,68+8,14
50 pM 45,48+8,82
100 pM 45,18+8,32
150 pM 41574724
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Sekil 4.19: 21 giin siireyle Kontrol: Distile su. 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM Captan
uygulamasina maruz birakilan dolmalik biberin stiperoksit dismutaz aktivitesinde (%)
gbzlenen degisimler. Siitunlar lizerindeki ayni grup i¢indeki hata gubuklari & standart

sapmay1 gostermektedir (P<0, 05).
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4.9.2. Katalaz (CAT) Aktivitesi
Dolmalik bibere uygulanan Captan’in CAT aktivitesini artirdig1 gézlenmistir. Dolmalik
biberin CAT aktivitesi kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 25 pM, 50 uM, 100 uM
uygulama dozlar sirastyla %3,4, %5.5, %8,6 oraninda diizenli bir artis goriilmiistiir.
150 puM Captan uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise bu artigin
%17,3’¢e ulastig1 gorilmektedir (Tablo 4.7, Sekil 4.20).

Tablo 4.7: Dolmalik biberde Captan’in CAT aktivitesine etkileri (iinite/mg protein/dk). Kontrol:
Distile su. Captan 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM konsantrasyonlarda uygulanmustir.

Uygulama Gruplar1 | CAT (iinite/ mg protein/ dk)
Kontrol 0,036+0,006
25 M 0,037+0,003
50 pM 0,038+0,005
100 pM 0,039+0,004
150 pM 0,042+0,008
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Sekil 4.20: 21 giin siireyle Kontrol: Distile su. 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM Captan
uygulamasina maruz birakilan dolmalik biberin katalaz aktivitesinde ({inite/mg protein/
dk) gozlenen degisimler. Siitunlar tizerindeki ayni grup i¢indeki hata ¢ubuklar1 + standart
sapmay1 gostermektedir (P<0, 05).
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4.9.3. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi
Dolmalik bibere uygulanan Captan’in GR aktivitesini artirdigi ve etkisinin her bir
konsantrasyon i¢in istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). 150 uM
Captan uygulamasina maruz birakilan dolmalik biber, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda GR aktivitesindeki artis %32,67'ye ulasmistir. Diger uygulama
gruplar1 kontrol ile kiyaslandiginda sirasiyla 25uM’da % 7,8, 50uM’da %8,3 ve 100
uM’da %12,2’lik bir artis goriilmiistiir (Tablo 4.8, Sekil 4.21).

Tablo 4.8: Dolmalik biberde Captan’in GR aktivitesine etkileri (iinite/ mg protein/ dk). Kontrol:
Distile su. Captan 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM konsantrasyonlarda uygulanmustir.

Uygulama Gruplar1 | GR (iinite/ mg protein/ dk)
Kontrol 0,0147+0,004
25 uyM 0,0158+0,002
50 pM 0,0159+0,002
100 pM 0,0165+0,001
150 pM 0,0195+0,003
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Sekil 4.21: 21 giin siireyle Kontrol: Distile su. 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM Captan
uygulamasina maruz birakilan dolmalik biberin glutatyon aktivitesinde ({inite/mg protein/
dk) gozlenen degisimler. Siitunlar tizerindeki ayni grup i¢indeki hata gubuklar1 + standart

sapmay1 gostermektedir (P<0, 05).
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4.9.4. Peroksidaz (POX) Aktivitesi
Dolmalik bibere uygulanan Captan’in POX aktivitesini artirdigi tespit edilmistir.
Dolmalik biberin POX aktivitesi Captan 25 uM, 50 uM uygulama dozlar ile kontrol
grubu karsilastirildiginda sirastyla %26,4 ve %28,9°luk bir artig goriiliirken, 100 uM ve
150 uM uygulama dozlarinda %68,4 ve %80,8'lik keskin bir artis gériilmiistiir (Tablo
4.9, Sekil 4.22).

Tablo 4.9: Dolmalik biberde Captan‘in POX aktivitesine etkileri ( {inite/mg protein/dk). Kontrol:
Distile su. Captan 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM konsantrasyonlarda uygulanmustir.

Uygulama Gruplann | POX (iinite/ mg protein/ dk)

Kontrol 0,26+0,06
25 ptM 0,32+0,08
50 uM 0,33+0,08
100 pM 0,43+0,05
150 pM 0,47+0,13
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Sekil 4.22: 21 giin siireyle Kontrol: Distile su. 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM Captan
uygulamasina maruz birakilan dolmalik biberin peroksidaz aktivitesinde (iinite/mg
protein/ dk) gozlenen degisimler. Siitunlar tizerindeki ayn1 grup igindeki hata ¢ubuklari +
standart sapmay1 gostermektedir (P<0, 05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemizin hemen hemen her tarafinda biber iiretimi yapilmaktadir. Yetistiricilik alan
cok genis olan biber fidelerinde; kok bogazi ve govde yanikligi, mildiyo, kiilleme,
kursuni kiif, bogaz ¢iiriikliigii vb. fungal hastaliklar dogal olarak meydana gelmektedir.
Bu hastaliklar bitkinin funguslarla enfekte olmasi sonucunda ortaya ¢ikmakta ve yiiksek
oranda iriin kayiplarina neden olmaktadir. Bu fungal hastaliklara karst tohum
clirimesinin Onlenmesi, gen¢ koklerin korunmasi ve tohumlarin depo siiresinin
uzatilmas1 amaciyla tohum kaplamaciliginda fungusitler kullanilmaktadir. Bu nedenle
ekonomik ac¢idan 6nemli olan biberin hastaliklara karsi direncinin arttirilmasi, kalite ve
verimliliginin yiikseltilmesi ve funguslarin kontrol altina alinmasi amaciyla kimyasal
savasima yani fungusitlere basvurulmaktadir (Durmusoglu ve dig., 2001; Tort ve dig.,
2003; Yiizbasioglu ve dig., 2009). Fakat tohum kaplamaciliginda ve fide agsamasinda
kullanilan fungusitler bitkiyi hastalik etmenlerinden korusa da, diger taraftan kiiltiir
bitkileri tizerinde fizyolojik yonden olumsuz etkiler de yarattigi bilinmektedir. Ayrica
fungusitlerin yiiksek dozlarda kullanimi ve ¢evrede birikmeleri bitkilerde kromozom
anomalilerine neden olabildigi gibi mikronukleus olusumu, kromozom kopriileri ve
poliploidi gibi mitotik aktivite bozulmalarina da yol agabilmektedir (Bushra ve dig.,
2002; Kirimli, 2007).

Bitkiler {izerinde sitotoksik etkileri olan pestisitlerin hiicrelerde neden oldugu
kromozomal sapmalar, genetik hasarin gostergesi olarak kabul edilebilir (Fisun ve
Rasgele, 2009). Bu nedenle kullanilan bu pestisitlerin neden oldugu ¢esitli toksik
etkileri dogrudan gozlemleyebilmek i¢in siklikla kullanilan bitki tiirleri Allium cepa,
Crepis capillaris, Glycine max, Hordeum vulgare, Lycopersicum esculentum, Capsicum
annuum, Nicotiana sp., Pisum sativum ve Zea mays olarak bildirilmistir (Celik ve dig.,
2006; Yiizbasioglu, 2003).

Son yillarda yapilan ¢alismalar artmis olmakla birlikte, pestisitlerin ¢ok ¢esit ve sayida
olmasindan dolay1 pestisitlerin biiyiilk bir kisminin sitotoksik, biyokimyasal ve

fizyolojik etkileri detayli olarak incelenmemistir. Bu nedenle galismamizda Capsicum
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annuum var. grossum cv. Kandil dolmalik biberin hastalik yapict etkenlerinden
korunmak i¢in kullanilan fungusit olan Captan’in antioksidan enzim aktiviteleri, mitotik
aktivite, kromozom anomalileri (kalgin kromozom, kromozom kopriileri, c-mitoz,
polarite vb.), k6k membran permeabilitesi, kok uzunluklar1 ve ¢imlenme hizlar1 tayini
gibi sitotoksik ve fizyolojik etkileri arastirilmistir. On deney sonuglar1 ve yapilan
hesaplamalar sonucunda bulunan dort ayr1 konsantrasyon tespit edilmistir. Bu
konsantrasyonlarin ¢alisma bitkimizde meydana getirdigi etkiler incelenerek sonuglar

kontrol grubuyla karsilastirilmistir.

Calismamizda dolmalik biber tohumlarina Captan fungusiti artan dozlarda
uygulanmistir. Arastirma sonucunda, 6zellikle 50 uM, 100 uM ve 150 uM olarak
belirlenen dozlarda kok gelismesinde %74’e varan azalma gozlenmistir (Sekil 4.3).
Captan uygulamasi yapilmis tohumlarin ¢imlenmesi lizerine yapilan arastirmamizda ise
yiikksek konsantrasyonlarda ¢imlenmenin %6 oraninda inhibe oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.1). Captan uygulamasi yapilmis koklerdeki biiylimenin kontrole gore daha az
olmasi, bu fungusitin kok uzamasina baskilayici etkisi olmasi seklinde yorumlanabilir.
Ayrica kok uzunlugundaki inhibisyonun hiicre boliinmesinin inhibisyonundan dolay1
olabilecegi de diisiiniilmekte ve mitotik indeksteki azalma ile dogru orantili oldugu
goriilmektedir. Bulgularimiza paralel olarak ladin ve kizilgam tohumlarinin ¢imlenmesi
tizerine Captan fungusitinin etkisi incelendiginde, Captan’in fitotoksik etki gostererek
cimlenmeyi inhibe etttigi ve kapli tohumlarda kok uglariin fungusitle temasinin kok
biiyiimesini engelledigi bildirilmistir (Voight, 1953). Yapilan bir diger c¢alismada,
carbendazim ve kinetin fungusitlerinin lahana (Brassica oleraceae L. capitata)
bitkisinde normal kok gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir (Tripathi ve dig.,1979).
Akpinar (2014) tarafindan Lycopersicum esculentum’a thiram fungusiti uygulamasi ile
de benzer sonuglar elde edilmistir. Uygulama yapilan tohumlarin kok biiylimesini ve
¢imlenmeyi inhibe ettigi bildirilmistir. Tort ve Dereboylu (2003), farkli dozlarda
uygulanan Captan’in biber (Capsicum annuum L.) bitkisinin ¢imlenme {izerine etkileri
belirlenmeye calisilmistir. Denemelerde kontrol grubu disinda iireticiye onerilen doz
(2,5 g/l), onerilen dozun iki kat1 (5 g/l) ve ii¢ kat1 (7,5g/1) olmak {izere farkli dozlarin
verildigi uygulama gruplar1 olusturmuslardir. Yapilan arastirma sonucunda doz artigina
paralel olarak ¢imlenme oranlarinin diistiigii tespit edilmistir. Tort ve dig. (2006),

thiram etken maddeli fungusitin farkli konsantrasyonlari Zea mays’in bazi kiiltiir
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formlar1 {izerinde uygulanmistir. Bunun sonucunda ¢alismamizla benzer olarak kok -
koleoptil ve kok-govde boylarmin kontrole gore %75 oraninda azaldigini tespit
edilmistir. Yiiksek dozlarda fungusit uygulamasinin fitotoksik etki gostererek hiicre
boliinmesini, kok biliylimesini, ¢imlenmeyi inhibe ettigi ve hiicre membran yapisini
bozdugu bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Dalgig, 2005; Yiizbasioglu, 2001,
Sasaki ve dig., 1968; Deveci, 2012). Gupta ve dig. (2002) yaptig1 ¢alismada 12 ay
boyunca depolanan Captan fungusiti uygulanan biber tohumlarinin islem gormemis
biber tohumlarindan %30 oraninda daha iyi ¢imlendigi gdzlenmistir. Bu durumun,
Captan’in ticari formlarinda bulunan inert maddelerden (biiyiime regiilatorleri vb.)

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Metin (2006) tarafindan yapilan g¢alismada, prokloraz fungusiti ile tralkoksidimin
herbisitinin arpa (Hordeum vulgare L.)’da k6k uzamasi, mitotik indeks, kromozom
davraniglar1 iizerine etkileri ¢alisilmistir. Pestisit uygulanmis kdklerde bazi morfolojik
bozukluklarin meydana geldigi saptanmis, kdklerden hazirlanan ezme preparatlarda doz
artttkga mitotik indekste azalma, kromozom kopriileri, metafaz plagindaki
kromozomlarda yapisma gibi mitotik sapmalarin degisik tipleri de gozlenmistir.
Herbisit ve fungusit uygulamasinin, arpa kok morfolojisinde, kok uzamasinda, mitotik
boliinme sikliginda ve kromozom davranislarinda olumsuz etki yarattigr goriilmustiir.
Jogi ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar1 calismada thiram ve carbendazim
fungusiti ile kaplanan chili biber tohumlarinin, kontrol bitkileri ile karsilagtirildiginda
konsantrasyona  bagli  olarak  ¢imlenme  oranmnin  distiigi  gozlenmistir.
Thiram+carbendazim uygulamasi yapilan bitkilerde kontrol gruplarina gore
¢imlenmenin %13 oraninda distigi gorilmistir. Aym1 zamanda bu deney grubu
haricinde farkli fungusit denemeleri de yapmislardir. Bu fungusitlerden Captan,
mancozeb ve carboxin funugusitlerinin tek baslarina uygulandiklarinda %15 oraninda
c¢imlenme ve canlilik kaybina sebep olduklari goriilmiistiir. Peksen (2014) yaptigi
arastirmalara gore, arpa bitkisine ¢esitli dozlarda arsenik uygulamasinin kok
biiyiimesinde inhibisyona, koklerde taze ve kuru agirlikta azalmaya ve lipid
peroksidasyonuna sebep oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak fungusit uygulamasinin
bitki biiyiime ve gelismesini engelledigi yapilan ¢alismalara paralel olarak elde ettigimiz

verilerle de desteklenmektedir (Tablo 4.1-2).
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Calismamiz sonucunda, 25 uM, 50 uM 100 uM ve 150 uM dozlarda uygulanan Captan
fungusitinin dolmalik biberde bitki kok uzunlugundaki inhibisyonun, uygulama dozu
artttkca membran permeabilitesini bozmasinin bir sonucu oldugu disiiniilmektedir
(Sekil 4.4). Hiicrenin iyon gecirgenligindeki degisime bagli olarak fizyolojik ve
metabolik faaliyetler de degisim gostermektedir (Liu ve dig., 1994).

Pestisitlerin yogun olarak kullanilmasi bitkilerde oksidatif strese neden olmaktadir.
Oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirevleri membran permeabilitesinde
de degisimlere yol agmaktadir (Macias ve dig., 1992; Apel ve dig., 2004; Sharma ve
dig.,2012). Calismamizda Captan fungusitinin uygulama dozuna bagl olarak dolmalik
biber kok hiicrelerinin membraninda hasara yol agtigi goriilmiistiir. %111’e varan
elektriksel iletkenlik, fungusit uygulanan bitkilerin stres altinda oldugunun, lipit
metabolizmasini etkilediginin ve canlilik kaybinin gostergesidir (Sekil 4.4). Captan ve
thiram fungusit uygulamalari yapilan Cucumis melo (kavun)’nun kok hiicrelerinde
membran yapisinin  bozuldugu ve fungusitin bitki tarafindan Ca*™ alinmasim
engelledigi, dolayisiyla iyon gradientinin bozuldugu ve ATP-H® pompasinin islevini
yerine getiremedigi tespit edilmistir. Bu durumun, fotosentez ve solunum olaylar i¢in
gerekli ATP’nin elde edilememesine yol agmasi nedeniyle hiicre Oliimiiniin
gerceklestigi diisiiniilmektedir (Liu ve dig., 1994; Hedrich ve dig., 1989; Wimmers ve
dig.,1990; Serrano, 1984). Ayrica Captan fungusitinin aktif bilesenleri olan
tetrahidrophthalimid (THPI) ve tetrahidophthalik asit bilesenlerinin, bitki lizerinde
fitotoksik etki gostererek organellerin ve membran yapisinin bozunmasina sebep oldugu
birgok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Van-lersel, 1996; Sung ve Chiu, 1995;
Thobunluepop, 2009). Yapilan ¢alismada piring bitkisine farkli konsantrasyonlarda
Captan uygulamasi yapilmis ve membran permeabilitesinin bozuldugu goézlenmistir
(Thobunluepop, 2009). Yakar (2014) yaptigi arastirmada, imidacloprid insektisiti
uygulanan domates (Lycopersicum esculentum) bitkilerinin membran permeabilitesinde
hasar olustugunu ortaya koymustur. Raja ve dig. (2012), Azolla microphylla Kaulf. ile
yaptiklar ¢calismada monocotrophos insektisi uygulamis ve ¢calismamizda elde ettigimiz
verilere paralel olarak, konsantrasyon artisina bagli membran gecirgenliginde bir artis
gbzlenmistir. Nanaiah ve arkadaslarimin (1992) biber bitkisi ile yaptiklar1 caligmada
sicaklik stresinin lipit membran yapisi lizerine etkilerini incelemis ve strese bagl olarak

plazma membraninin potasyum gegirgenliginde artis oldugunu tespit etmislerdir. Peksen
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(2014) yaptig1 arastirmasinda arsenik uygulamasinin kokte lipid peroksidasyonuna
neden oldugunu bildirmistir. Yakit ve Tuna (2006), yogun tuz stresine maruz birakilan
misir (Zea mays) bitkisinde membran gecirgenliginin arttiin1 ve bitki yliksek tuz
oranmin bitkiye zarar verdigini bildirmislerdir. Yapilan ¢alismalar ile elde edilen

bulgular ile benzerlik gostermektedir (Sekil 4.4)

Calismamizda Captan isimli fungusitin dolmalik biber kok hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkileri arastirilmig, Captan fungusitinin farkli konsantrasyonlarinda
cimlendirilen dolmalik biber kdk ucu hiicrelerinde kontrol grubuna goére, mitoz
anomalilerinin ve kromozom hasarlarinin arttigi, mitotik indeks oraninin ise azaldig
goriilmistiir. Kontrol grubuna ait bitkilerde nadiren anomali gozlenirken, 25 puM, 50
puM, 100 uM ve 150 uM Captan uygulama dozuna maruz birakilan dolmalik biber
orneklerinde mitozda anormalilere ve kromozomal hasarlara rastlanmistir. Anafaz
evresinde ise boliinme hizinda belirgin bir diisiis tespit edilmistir (Tablo 4.5, Sekil 4.6-
17). Bunun yani sira doz artigina bagl olarak mitoza giren hiicre sayisinda (MI: mitotik
indeks) ise azalmalar gozlenmistir (Tablo 4.3, Sekil 4.18). Elde edilen bu sonuglara
gore, uygulama grubu dolmalik biber o&rneklerinde, Captan fungusitinin tiim

konsantrasyonlarinin genotoksik ac¢idan olumsuz etkilere neden oldugu goriilmiistiir.

Gozlenen kromozom anomalileri arasinda en fazla profaz safhasinda deformasyon,
fragment olusumu; metafaz safhasinda kromozomlarda ayrilmama, tabla kaymasi,
diizensiz kromozom dagilimi, kromozom kiriklari; anafaz sathasinda diizensiz
kromozom dagilimi, kalgin kromozomlar, kutup kaymasi, koprii olusumu, cok
kutupluluk, kromozomlarda ayrilmama; telofaz safhasinda kutup kaymasi, kalgin
kromozom, kromozom kiriklari, enine boliinme ve c-mitoz saptanmistir (Tablo 4.5).
Bagka arastiricilar tarafindan yapilan ¢aligmalarla bulgularimiz desteklenmektedir (Gill
ve dig., 2000; Badr, 1986; Coskun, 1992; Liu, 2003; Kirimli, 2007; Tok, 2010). En
yaygin olarak gozlenen anomalinin kromozomlarda yapisiklik oldugu gorilmiistiir
(Tablo 4.5, Sekil 4.6-17). Baz1 maddelerin kromozomal yapisikliga neden oldugu gesitli
aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir (Panneerselvam ve dig., 2012; Caetano-Pereira ve
dig., 1998; Badr ve Ibrahim, 1987). Kromozomlarda ayrilmamanin, kromatidlerin
ayrilmasinda gorevli protein yapisinda meydana gelen anomaliden kaynaklandigi

Gaulden (1987) tarafindan ileri siiriilmektedir. Fakat kromozomlarda ayrilmamanin
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biyokimyasal temeli halen bilinmemektedir (Pagliarini, 2000). C-mitozun ise ig ipligi

olusumunun engellenmesi sonucu meydana geldigi diisiiniilmektedir (Mann, 1977).

Sogan (Allium cepa) kok uglarina farkli konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde Captan
uygulamasinin mitotik aktivite iizerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, Captan’in
hiicre boliinmesini etkileyerek mitotik indeksi azalttig1 ve kromozomlarda kromozom
kopriileri, kalgin kromozomlar, kutup kaymalar1 gibi ¢esitli anomalilere neden oldugu
tespit edilmistir (Rufus ve dig., 2000). Vicia faba L. (bakla)’ya Captan fungusitinin
artan konsantrasyonlar1 uygulanarak mitoz bdliinme {izerine etkileri incelenmistir. Buna
gore doz artisina bagli olarak bdliinme oranimin azaldigi gorilmistir. Ayrica
kromozomlarda yapisma, kirilma, kalgin kromozomlar, kdprii olusumu, kutup kaymasi
gibi cesitli anomaliler gdzlenmistir. Onerilen dozda bile Captan’in kromozomal
anomalilere yol agtig1 belirlenmistir (Acar, 2000). Giilmez ve dig. (2014) Helianthus
annuus L. bitkisi ile yaptiklar1 ¢alismada Captan fungusitinin 3 farkli konsantrasyonunu
uygulayarak kok meristem hiicrelerindeki genotoksik etkileri incelemis; uygulanan
dozlarin ¢imlenme orani lizerine etkisi olmamasinin aksine fungusit orami artist ile
mitotik indekste azalma meydana geldigi ve kontrol grubuna gore kromozom anomali
oranlarinda artis oldugu saptanmistir. Farkli bitkiler iizerine uygulanan Captan

fungusitin calismamizla benzer genotoksik etkiler yaptig1 gézlenmektedir (Tablo 4.5).

Kiriml tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢aligmada, Vicia faba L. ve Capsicum
annuum L. Ile yaptif1 denemeler sonucunda iki farkli konsantrasyonda fungusit
(antracol) ve insektisit (confidor) ¢ozeltileri uygulanmistir. Uygulama yapilanlar ile
kontrol grubu bitkileri karsilastirildiginda bitkilerin kok ucu meristem hiicrelerinde,
konsantrasyona bagli olarak ¢esitli kromozom anomalileri gdzlenmistir. Bu kromozom
anomalileri; anafazda kutup kaymasi, kalgin kromozom, fragment olusumu, diizensiz
kromozom dagilimlar1 olarak saptanmistir. Doz artisina bagli olarak kromozomal
anomalilerin de artis gosterdigi saptanmustir. Capsicum annuum bitkisine farkli
kimyasallarin uygulanmasi da calismamizla benzer sonuglar meydana geldigini
gostermektedir. Tridemorph fungusitinin Allium cepa kok meristem hiicrelerinde mitoz
boliinmeyi baskiladigini ve bu etkinin uygulanan konsantrasyon ve uygulama siiresine
bagli olarak arttigin1 gézlemislerdir. Bu fungusitin ¢ok giiclii bir c-mitoz ajan1 oldugu ve

buna ilaveten, ¢ok kutuplu anafaz, kromozom kontraksiyonu, diizensiz kromozom
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dagilimi1 ve mikroniikleus olusumlarina da neden oldugu bildirmislerdir (Cortes ve dig.,
1982). Ozorgiicii ve arkadaslarinin (1994) yaptig1 bir arastirmada ise bir insektisit olan
Decis’in Allium cepa L. kokii meristematik bolgelerinde olusturabilecegi degisikliklerin
bulgularindan elde edilen sonuglara gore bizim arastirmamizda da rastladigimiz gibi
konsantrasyon artisina paralel olarak poliploidi, tripolarite, kromozom kopmalar1 ve
kromozom yapisikliklar tespit edilmistir. Coskun (1992), Allium cepa kok meristem
hiicrelerinde Decis adl1 insektisit uygulamasi sonucunda kromozomlarda konsantrasyon

artisina paralel olarak kromozom yapismalar1 gézlemlemistir.

Uygulama dozuna bagli olarak anomalilerin sayisindaki artis1 destekleyen bir baska
calisma da Ozbek (1998) tarafindan yapilmistir. Kanserojen oldugu bilinen kroton
yaginin, Allium cepa ve Vicia faba bitkilerinin koklerine farkli konsantrasyonlarda
uygulanmas1 sonucunda, olusabilecek morfolojik ve sitolojik degisiklikler belirlenmeye
calisilmigtir. Uygulama sonunda, kontrole oranla bitki koklerinde boylarda kisalma ve
belirgin pigment olusumu gozlemlenmistir. Bunlarin yani sira mitotik indekste ve
cekirdek-sitoplazma oraninda kontrole gore farkliliklar saptanmistir. Ayrica polarite
bozuklugu, kalgin kromozom, mikronukleus ve nukleus sekil bozukluklar1 gibi

kromozomal anomaliler gozlemlenmistir.

Calismamizda Captan fungusitinin dolmalik biber bitkisindeki antioksidan enzim
aktivitelerinde yarattigi degisimler de incelenmistir. Bitkilerde stres faktorlerine karsi
koruyucu olan antioksidan sisteme ait SOD enzim aktivitesinde diisiis ve CAT, POX,
GR aktivitelerinde ise oksidatif stresin enzim aktivitelerinde artisa neden oldugu
goriilmistir.  SOD  enzim  aktivitesi kontrol grubu ile uygulama gruplar
karsilastirildiginda %5,9’luk bir azalma gozlenmistir. CAT, GR ve POX’ta sirasiyla
%17,3 , %32,67 ve %80,8’lik bir artig goriilmiistiir (Sekil 4.19-22; Tablo 4.6-9).
SOD’un singlet oksijenin hidrojen peroksite doniisiimiinii saglayabilen tek enzim
oldugu bilinmektedir (Gill ve Tuteja, 2010). Fakat Captan fungusitinin hiicre membran
yapisinin bozulmasindan dogan canlilik kaybimnin SOD akitivitesini diisiirdiigli Zhao ve
arkadaslar1 (2006) tarafindan bildirilmistir. Bunun yanisira SOD aktivitesinin solunum
mekanizmasiyla da iliskili oldugu diistiniilmektedir. CAT, GR ve POX’un ise hidrojen
peroksitin  su molekiiliine doniisiimiinden sorumlu oldugu ¢esitli arastirmacilar

tarafindan bildirilmistir (Giovannetti ve dig., 1989). CAT, GR ve POX enzim
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miktarindaki artisin, ortamda olusan oksidatif stres sonucu hidrojen peroksit
molekiillerinin olugsmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Captan fungusitinin

antioksidan sistem tizerine etkileri ile ilgili yeterli veriye rastlanmamustir.

Vardar ve Unal (2009) yapt181 ¢alismada bir fungusit olan prokloraz ile bir herbisit olan
tralkoksidimin, iilkemizde yaygin olarak tarimi yapilan arpa (Hordeum vulgare L. cv
Efes) koklerindeki stres tesviki ile ortaya ¢gikan peroksidaz aktivitesi tizerindeki etkileri
incelenmistir. Yapilan Olgiimlerin sonunda 6zellikle ticari dozun iizerinde kullanilan
tralkoksidim ve proklorazin, ¢alismamizda oldugu gibi (Tablo 4.9, Sekil 4.22) bitkide
strese yol acarak peroksidaz aktivitesini artirdigi gorilmistir. Kaya (2012) hedef
olmayan ayg¢igegi (Helianthus annuus) bitkisi iizerine flurokloridon herbisiti uygulamasi
yaptig1 ¢alismasinda, herbisitin antioksidan savunma sistemi ilizerinde etkili oldugunu
tespit etmistir. Bitkide ROT temizlenmesinde onemli rol oynayan SOD aktivitesinde
herbisit uygulamasina bagl olarak degisimler saptanmis, bu degisimlere paralel olarak

aycicegi bitkisinde AP ve POD aktivitesinde artig oldugu bildirilmistir.

Yakar (2014) yaptigi calismada, abamektin insektisitinin ti¢ ayri konsantrasyonda
(6nerilen doz; iki kat1 ve dort kat1) uygulanmasinin domates (Lycopersicum esculentum)
bitkisi tizerinde meydana getirdigi etkileri aragtirmistir. Siiperoksit dismutaz (SOD),
peroksidaz (POX) ve katalaz (CAT) spesifik enzim aktivite tayinleri sonucunda ortaya
¢ikan bulgulara gore; abamectin insektisitinin; domates biiylime parametreleri tizerinde,
ozellikle onerilenin iki kat1 konsantrasyonda (500 pl/L) uygulama yapilmis bitkilerde
genel bir inhibisyon yarattig1 bildirilmektedir. Abamectin'in sebep oldugu oksidatif stres
sonucunda, oOnerilenin dort kati konsantrasyonda (1000 upl/L) uygulama yapilmis
bitkilerde, siiperoksit dismutaz (SOD) ve peroksidaz (POX) aktivitelerinin
konsantrasyona bagli olarak artis gosterdigi, Onerilenin iki kati konsantrasyonun
uygulandig bitkilerde ise, katalaz (CAT) enzim aktivitesini arttirdig1 ortaya konmustur.
Arslanoglu’nun (2011) yaptigt caligmada basudin 60 em ve cupravit ob 21
inssektisilerinin uygulamasi yapilan sogan (Allium cepa) bitkisinde SOD, CAT ve GSH-
Px enzim aktivitelerindeki degisimler izlenmistir. Uygulama dozuna paralel olarak
enzim aktivitelerinde bir diisiis meydana gelmistir. Benzer olarak Topcu (2010),
antracol wp 70, challenge sc 600, dursban 4 pestisitlerinin Allium cepa bitkisi

tizerindeki etkilerini incelemis ve antioksidan enzim aktivitesinin diistigiini
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bildirmistir. Topgu ve Arslanoglu’nun elde ettigi bulgular, c¢alismamizda SOD
aktivitesinde meydana gelen diisiisle paralellik gostermektedir. Tang ve dig. (2006),
yaptiklar1 ¢alismada ise ¢in lahanasi (Brassica pekinensis) bikisine mathamidophos
insektisiti uygulamis, olusan stres sonucunda siiperoksit dismutaz ve katalaz
aktivitelerinin arttigin1 bildirmistir. Benzer bir sekilde 1,2,4 triklorobenzen uygulamasi
yapilan piring ve bugday bitkilerinde SOD, POX ve CAT aktiviteleririnin 6nemli
diizeyde arttig1 belirlenmistir (Mishra ve dig., 2009; Zhang ve dig.,2008; Zhang ve dig.,
2009). Peroksidaz ve katalaz aktivitelerindeki artis elde ettigimiz verilerle paralellik
(Sekil 4.19-22,Tablo 4.6-9) géstermektedir. Enzim miktarlarindaki artis oksidatif stresin

bir gostergesidir.

Sonug¢ olarak tohum kaplamaciliginda kullanilan fungusitlerden biri olan Captan
fungusitinin hedef olmayan organizma olan dolmalik biber (Capsicum annuum var.
grosssum L. cv. Kandil) bitkisi {izerindeki olumsuz etkileri yapilan aragtirmalar
sonucunda belirlenmistir. Elde edilen sonuglar dikkate alindiginda, Captan fungusiti
uygulanan dolmalik biber bitkisinde oksidatif strese yol agcarak hem genetik yonden
(kromozomlarda ayrilmama, kromozom kirilmasi, c-mitoz, kutup kaymasi vb.
kromozom anomalileri) olumsuz etkilere neden olduklar, hem de biyokimyasal
parametreleri (SOD, CAT, POX, GR aktiviteleri) degistirerek kok biiylimesi, membran
permeabilitesi ve tohum ¢imlenmesi iizerinde baskilayici rol oynadiklar1 sdylenebilir.
Bu nedenle zararlilarla miicadelede kullanilan bu kimyasallarin, kullaniminin azaltilarak
biyolojik miicadelenin tercih edilmesi 6nerilmektedir. Bu ¢aligmanin sonuglarina gore,
dolmalik biber iizerinde Captan’in kisa siirede yarattifi toksik etkilerinin varlig
saptanmistir. Ancak tarimsal faaliyetlerde kullanilan fungusit ile kaplanmis tohumlarin,
depolama ve saklama kosullarina bagli olarak uzun siireli etkilerinin arastirilmasina

ithtiyag vardir.
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