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OZET

BASUDIN 60 EM VE CUPRAVIT OB 21 PESTISITLERININ A/lium cepa BITKISI

UZERIDEKI FiZYOLOIJIK, SITOGENETIK VE BIYOKIMYASAL ETKILERI

ARSLANOGLU, [lhan
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Aysun ERGENE

Ocak 2011, 69 sayfa

Pestisitlerin  yaygin kullamimi  saglik, ¢evre ve ekonomik agidan cesitli
olumsuzluklart da beraberinde getirmektedir. Ozellikle hedef almmmayan canlilar
tizerinde pestisitlerin, gelismeyi durdurucu, hastalik yapici, mutajenik, kanserojenik
ve Oldiiriici etkilere sahip oldugu in vitro ve in vivo c¢aligmalarla belirlenmistir.
Pesitisit uygulanmis iirlinlerden insanlarin ve diger canlilarin zarar gérmemesi igin,

pestisitlerin mutajenik etkilerinin test edilmesi gerekmektedir.

Bu c¢aligmada tarim alaninda kullanilan Basudin 60 EM (insektisit) ve Cupravit ob 21
(fungusit) pestisitlerinin, biitiin diinyada oldugu gibi lilkemizde de yaygin kullanima
sahip olan Allium cepa bitkisi iizerine fizyolojik, sitotoksik ve biyokimyasal etkileri
incelenmistir. Tiim pestisitlerle muamele edilen bitki koklerinde kromozom hasarlari,

mitoz anormallikleri gézlenmis, mitotik indeks ve mikroniikleus tayini yapilmistir.



Allium cepa tohumlarinda kok uzunlugu ve agirhik kazanimi, geng yapraklardan
alman Orneklerde ise enzim, protein ve pigment analizleri gergeklestirilmistir.
Boylece fazla miktarda ve kontrolsiizce kullanilan pestisitlerin  Allium cepa

tizerindeki etkilerinin zararli oldugu gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Basudin 60 EM, Cupravit ob 21, Allium cepa, Pestisit,

Insektisit, Fungusit.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PHYSIOLOGICAL, CYTOGENETICAL AND
BIOCHEMICAL EFFECTS OF BASUDIN 60 EM AND CUPRAVIT OB 21

PESTICIDES ON Allium cepa

ARSLANOGLU, ilhan
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE

January 2011, 69 Pages

Uncontrolled use of pesticides cause lots of problems on health, environment and
economy. Inhibition of nontarget organisms, pathogenecity, mutagenecity,
cancerogenecity and lethal effects of pesticides are reported in vivo and in vitro
studies. The mutagenecity effects of the pesticides must be analysed in order to

eliminate these harmful effects.

Basudin and Cupravit are used commonly in agricultural areas. In this study, the
physiologic, cytotoxic and biochemical effects of Basudin 60 EM (insecticide) and
Cupravit ob 21 (fungucide) on Allium cepa were studied. Chromosomal aberrations,
mitos abnormalities, mitotic index and micronucleus assay of applied pesticides on
Allium cepa roots were determined. Enzyme, assays protein and pigment analysis

were done by using the plants leaves, gained weight and root length of seeds were
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also examined. The use of uncontrolled and large amount of pesticides have been

shown harmful to Allium cepa.

Key Words: Basudin 60 EM, Cupravit ob 21, Allium cepa, Pesticide, Insecticide

Fungicide.
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TESEKKUR

Yiiksek Lisans Tezimi hazirlarken her asamasinda bana destek olan,
bilimsel deney imkanlarini esirgemeyen, bilgi ve tecriibeleriyle yol gosteren, tez
yoneticisi degerli hocam, Sayin Prof. Dr. Aysun ERGENE’ye tesekkiirlerimi

sunarim.

Calismalarim esnasinda, bilimsel konularda yardimini esirgemeyen
hocalarim Saym Dog. Dr. Sema TAN’a ve Saymn Doc¢ Dr. Biilent ICGEN’e,
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YILMAZ’a, deneysel calismalar1 birlikte yiriittiigim arkadaslarim  Serap
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ederim.
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Bu tez calismasi, 108T-156 nolu “Allium cepa Bitkisi Uzerine Antracol WP
70, Basudin 60 EM, Challenge 600, Cupravit ob 21, Dursban 4, Roundup,
Pestisitlerinin  Sitotoksik, Biyokimyasal ve Fizyolojik Etkilerinin Aragtirilmasi”
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1. GIRIS

Bitkiler diinya niifusunun ana besin kaynagini olusturmaktadir. Ancak biitiin
diinyada yaklagik 80.000 — 100.000 adet bitki hastaligi, 1.800°ti ekonomik hasara
neden olan 30.000 adet yabanc1 ot, 1.000’den fazlasi siddetli zarar nedeni olan 3.000
adet nematod, 10.000°1 énemli iirtin kaybina neden olan 800.000 adet bocek cesidi
tarimsal {irtinlere zarar vermektedir. Yapilan caligmalar diinya gida {iretiminin
1/3’inin bu zararlilar tarafindan tahrip edildigini ortaya koymaktadir. Bununla
birlikte yilda ortalama 80 milyon artan diinya niifusunu beslemek i¢in kullanilan
tarim alanlarinin miktar1 da siirhidir ve kiiresel 1sinmanin sonucglarindan biri olarak
giin gectikge bu alanlar azalmaktadir (1-5). Ortaya ¢ikan beslenme problemini
coziimlemek amaciyla oncelikli olarak tarim alanlarindan maksimum diizeyde iiriin

saglanabilmesi yoniindeki ¢aligmalar hiz kazanmaktadir (6).

Tarim zararlilar1 ve hastaliklarla miicadele, tarimsal iiretimde kalite ve verimliligin
arttirtlmasinda, hasat dncesi ve sonrasinda kayiplarin énlenmesinde énemli bir yere
sahiptir. Ulkemizde ve diinyada uygulama kolaylig1 ve iyi sonug alimasi nedeniyle
daha c¢ok kimyasal savasa basvurulmaktadir. Bu amagla kullanilan kimyasallar
(tarimsal ilaglar, pestisitler veya zirai miicadele ilaglar1), bitki koruma {iriinleri olarak
ulusal mevzuata gore kullanilmaktadir. Tiirk Gida Kodeksi bitki koruma iiriinlerini,
tarimsal {rlinlerin iiretimi, islenmesi, depolanmasi, tasinmasi ve dagitilmasi sirasinda
hastaligin, zararlilarin, yabanci otlarin ve mikroorganizmalarin kontrol edilmesi,
uzaklastirilmasi, imha edilmesi ve dnlenmesi amaciyla kullanilan, bitki gelisimini
diizenleyiciler dahil, kimyasal maddeler olarak tanimlamaktadir. Bitkilerin
biiylimesini diizenleyen, yaprak diisiiren, filizlenmeyi 6nleyen maddeler de bu tanim
kapsamina girmektedir. Bitki zararlilarina kars1 zehir etkisine sahip olan pestisitler,
gida maddeleri i¢in “bulasan” niteligindeki istenmeyen maddelerdir. Buna gore
bulasanlar; bitki, hayvan ve/veya toprak kokenli yabanci maddeler, ilag kalintilari,
insan sagligina zararli olan plastik madde, deterjan, dezenfektan, radyoaktif madde

kalintilar1 ve her tiirlii istenmeyen maddelerdir (7,8).



Diinyada ve iilkemizde tarim alanindaki zararlilar1 yok etmek ve daha kaliteli iiriin
elde etmek amaciyla pestisitler yogun olarak kullanilmaktadir. Tarimsal savasimda
kullanilan pestisitler hedef organizmalar1 yok ederek iiriin artisina neden olabildikleri
gibi, hedef olmayan canlilarda da hasarlara yol agmaktadirlar (9,10). Bu maddeler
hedef olmayan organizmaya cesitli yollarla girebilmekte ve bu organizmada sinir
sistemi, endokrin sistem, immiin sistem, karaciger, kas, kalp, kan, bosaltim ve diger
sistemleri etkileyebilmektedir (11-15). Pestisitlerin 6zellikle hedef alinmayan canlilar
tizerinde gelismeyi durdurucu, hastalik yapici, mutajenik, kanser yapici ve hatta

oldiiriicti etkilere sahip oldugu in vivo ve in vitro ¢alismalarla belirlenmistir (2-5).

Insanlar tarafindan tiiketilen gidalardaki pestisit kalintilari, insan saglig1 acisindan
onemli bir risk faktoriidiir. Bu nedenle, tiiketiciye ulastirilan iirtiniin giivenli olmasi
bakimindan gidalara bulagsan tarim ilaglarinin minimum seviyede tutulmasi
gerekmektedir. Yasalarda Ongoriilen limitlerin asilmasi sonucunda, insan sagligi
tehlikeye girebilmekte, zehirlenmeler olabilmektedir. Ayrica hayvan yemlerinde
kullanilan pestisitler et, siit, yumurta gibi {riinlerle insan sagligin1 olumsuz
etkilemektedir (7). Pestisitler ve bu kimyasal maddelerin kalintilar1 ¢esitli zaman ve
yerlerde biyolojik besin zincirine girerek akut ve kronik zehirlenme tehlikesinden
baska, muhtemel mutajenik etkileri ile gelecek nesillerin genetik sagligini tehdit
etmektedir (16). Zira pestisitlerin, bitkilerdeki veya insan lenfosit hiicrelerindeki
niikleik asitlere, kromozomlara ve mitoz bdliinmeye olumsuz etkileri bulunmaktadir
(17). Tarim yapilan iiriinlerden insanlarin ve hedef alinmayan canlilarin direkt veya
dolayl1 yollarla zarar gérmemesi icin pestisitlerin biyokimyasal ve fizyolojik etkileri
detayli olarak incelenmeli, sitotoksisite testleri yapilmali, mutajenik etkileri test

metodlariyla belirlenmelidir.

1.1. Kaynak Ozetleri

Gilintimiizde artan niifusun besin ihtiyacini karsilayacak tarim alanlariin kisitl olusu

insanoglunun karsilastigit en Onemli problemlerden birisidir. FAO (Birlesmis

Milletler Gida ve Tarim Orgiitii) verilerine gére mevcut diinya niifusunun % 40' 1



yeterli seviyede beslenememekte, bunun sonucunda da aglik ve sefaletten dolay1 her

yil binlerce kisi 6lmektedir (18).

Diinya niifusunun beslenme ihtiyacini karsilamak i¢in, tarimda birim alandan alinan
iriin miktarinin artmasi, iyi tohum kullanimi, giibreleme, sulama, toprak hazirlama
gibi faktorlerin yaninda hastalik ve zararlilarla miicadele ile miimkiin olmaktadir
(19). Tiirkiye' de ve birgok gelismis iilkede tarim zararlilar1 ile miicadele kimyasal
ilaglarla yapilmaktadir. Bugiin tarim ilaglarinin kullanilmamasi durumunda, bazi
iriinlerde ortalama % 65 civarinda kayiplarin meydana gelebilecegi tahmin
edilmektedir. Ancak tarim ilaglari, c¢ogu insan tarafindan bilingsizce
kullanilmaktadir. Bu ilag¢lardan en 6nemlisi ve kullanimina dikkat edilmezse en

zararlisi, pestisitlerdir (3, 5, 18- 22).

1.1.1. Pestisitler ve Ozellikleri

Pestisitler (biyosid), besin maddelerinin iiretimi, tiiketimi, depolanmalar1 sirasinda
tarimsal {rlinlere zarar veren ve Tlriin kaybina neden olan hastalik yapic
mikroorganizma ve bocek, kemirici, yabani ot, mantar gibi zararlhilar1 uzaklastirmak,
yok etmek ve bitki biiyiimesini diizenlemek amaciyla kullanilan kimyasal ya da

biyolojik tiriinlerdir (23, 24).

Pestisitler, oksitleyici 6zellige sahip bilesiklerdir. Hiicre membranindaki lipitleri,
proteinleri ve DNA’y1 oksitleyebilmektedirler. Membran lipitlerinin oksidasyonu,
membrandaki  lipitlerin  peroksidasyonuna neden olup, hiicre membran
permeabilitesini bozarak hiicre metabolizmasini ve morfolojisini olumsuz yonde

etkilemektedirler (25).

Cogu aromatik bilesikler olan pestisitlerin kirletici potansiyelleri, biyolojik
etkinliklerine ve zehir etkilerine bagl olarak degismektedir. Pestisitlerin topraktaki
kalicilig1 (yar1 6mrii), pestisitin baglangi¢ diizeyinin yarisinin ortadan kalkmasi veya

diger bilesiklere ayrigabilmesi i¢in gereken zaman araligidir. Ancak bazi durumlarda



ayrisma {rilinleri, 6zgiin bilesik kadar veya ondan daha zararli etkilere de sahip

olabilmektedir (19).

Zehirlilik 6zelligi gdsteren bir maddenin pestisit olabilmesi i¢in biyolojik olarak
etkili, giivenilir ve stabil olmasi; kullanicilar ve tiliketiciler agisindan giivenilir
olmasi, besihayvanlari i¢in gilivenilir olmasi, yabani hayata ve faydali organizmalara
zararli olmamasi ve c¢evre icin kabul edilebilir olmasi, ticarette probleme sebep

olmamasi gerekir (26).

1.1.2. Pestisitlerin Kullanim Alanlar

Pestisitler, tarim ve bahgecilikte bocek ve kemiricilere karst mahsuliin korunmasinda,
kamu sagligi calismalarinda, vahsi yasamin korunmasinda, ev i¢i ve ev cevresi
alanlarda, ormancilikta kereste korumaciliginda, hayvancilikta, endiistriyel bocek
kontroliinde, gida saklanmasinda, tibbi amagli, toplum hijyeninin saglanmasinda ve

veterinerlikte kullanilmaktadir (27).

Tirkiye'de insektisit kullanimi 1990 yilinda 18.551 ton civarinda iken 1991 ile 1994
yillar1 arasinda bu miktar diisme gostermis fakat 1995 yilinda tekrar 17.383 ton
seviyesine ylikselmistir (Sekil 1.1). Fungisit ve herbisitlerin kullanimi ise 1990

yilinda 6.349 ton civarinda iken yillar gectik¢e kullanim miktarlari artmaktadir (28).

20 000
15 000 |
O Insektisitler
£ 10000 B Herbisitler
- O Fungisitler
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1990 1991 1992 1993 1994 1995
Yil

Sekil 1.1. Tiirkiye’de yillara gore pestisit kullanim miktarlar1 (28)



Tarimsal pestisitlerin %14-80’1 topraga uygulanmaktadir (29). ABD’de pestisit
kullaniminin %75°1 tarimsal alandadir. Ayrica diinyada DDT, aldrin, dieldrin,
klordon, heptaklor, lindan, toksofen kullanimlar1 yasaklanmistir (27). Tarimsal
pestisit kullaniminda, diinya c¢apindaki tiim otoritelerce kabul edilen maksimum

pestisit seviyesi 0,1pg / 1’dir (29).

1.1.3. Pestisitlerin Etkileri

Pestisitlerin bazilar1 toksikolojik a¢idan bir zarar olusturmazken, bazilarinin
kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon olusturucu etkileri
saptanmustir. Pestisitlerin kullanim1 bir taraftan tarimda iiretimi arttirirken, diger
taraftan bilingsiz ve hatali kullanim sonucu, hem insan hem de c¢evre saghgi
problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Pestisit kalintilarinin en 6nemli kaynag gidalardir.
Pestisitler, tavsiye edilen dozlarin tizerinde kullanildiklarinda, gereginden fazla
sayida ilaclama yapildiginda, gerekmedigi halde birden fazla ilag karistirilarak
kullanildiginda veya son ilaglama ile hasat donemi arasinda birakilmasi gereken
stireye uyulmadigi durumlarda, gidalarda, toprak, su ve havada kullanilan pestisitin
kendisi ya da doniisiim triinleri kalabilmektedir. Yiiksek dozda pestisit kalintisi
iceren gidalarla beslenen insanlarda ve ¢evredeki diger canlilarda, akut veya kronik
zehirlenmeler olabilmekte, 6zellikle bazi iiriinlerde aroma ve kalite degisimleri
meydana gelebilmektedir (18). Hemen biitiin insektisitler spesifik olmadiklar i¢in
sadece hedef organizmalar1 oOldiirmemekte, omurgali ve omurgasiz diger

organizmalari da etkilemektedir (22, 30, 31).

Tarimsal alanlara, orman veya bahgelere uygulanan pestisitler, havaya, su ve topraga,
oradan da bu ortamlarda yasayan diger canlilara gegmekte ve doniisiime
ugramaktadir. Bir pestisitin ¢evredeki hareketlerini, pestisitin kimyasal yapisi,
fiziksel ozellikleri, formiilasyon tipi ve uygulama sekli, iklim ve tarimsal kosullar

gibi faktorler etkilemektedir (32). Pestisitlerin, en 6nemli yan etkileri sunlardir:

1. Kus, balik, mikroorganizma ve omurgasizlar gibi hedef olmayan

organizmalarda 6liimlere ve lireme potansiyelinin azalmasina,



ii. Hedef olamayan canlilarda pestisitlere karsi dayaniklilik olugmasi
sonucu, hastalik tagiyan bocek ve parazitlerin kontrolden ¢ikmasina,
1ii. Ekosistemin yapisinin ve tiirlerin sayisinin degismesi gibi uzun

siiren etkilere neden olmaktadirlar (32).

Pestisitin canlilar {izerindeki etkisi fetal yasamdan itibaren baslamaktadir. Bu ilaglar
plasentadan fetiise ge¢cmekte ve bunun sonucu olarak diistikler olabilmekte,
hiperpigmentasyon ve hiperkeratotik (anormal derecede kalin, catlak bir deriye
sahip) ¢ocuk dogumlar1 goriilmektedir. Yapilan hayvan deneylerinde, radyoaktif
olarak isaretlenip anneye verilen pestisitin 5 saat sonra plasentadan fetiise gegtigi ve
fetlistin goz, sinir sistemi ve karacigerine yerlestigi gozlenmistir. Kan hiicreleri
tizerine de olumsuz etkileri bulunan pestisitlerin bazilari, eritrositlerin boyutlarinin
ve ylizey sekillerinin bozulmasina ve eritrosit antioksidan sistem enzimlerinin

aktivitelerinde degismelere sebep olmaktadir (14, 33).

Pestisitlerin 6nemli etkilerinden bir digeri de asetilkolinesteraz enzimini inhibe
etmeleridir ki bu durumda, alt beyin kokiinde solunum kontrol merkezlerinin

baskilanmasi canlinin 6liimiine sebep olur (34).

Pestisitlerin piiskiirtiilerek uygulanmasi sirasinda ise, bir kismi buharlasma ve
dagilma nedeniyle kaybolurken, diger kismi bitki ilizerinde ve toprak yiizeyinde
kalmaktadir. Toprak ve bitki uygulamalarindan sonra toprak yiizeyinde kalan
pestisitler, yagmur sulan ile ylizey akisi seklinde veya toprak igerisinde asagiya
dogru yikanmak suretiyle taban suyu ve diger su kaynaklarina ulagabilmektedir
(Sekil 1.2). Dogrudan suya yapilan uygulamalar sonucunda (sivrisinek miicadelesi

gibi) pestisitler su bitkileri veya dip camurlar tarafindan tutulmaktadir (35).
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Sekil 1.2. Pestisitlerin dogadaki hareketleri (27)

Pestisitlerin bilimsel denetimden yoksun, gelisi giizel ve asir1 dozda kullanilmalari
sonunda, insan ve hayvanlarda zehirlenmeler olabilmekte, yaban hayat1 ve yararl
canlt gruplariin o6ldiiriilmesiyle dogal dengenin bozulmasi, havada, suda, toprakta
ve gida maddelerinde ila¢ kalintilarinin kalmasinin yaninda, daha Once zararh
olmayan bazi canlilarin zararli duruma gegmesi, zararlilarin bagisiklik kazanmasi ve

cevre kirlenmesi gibi pek ¢ok olumsuz etkiler ortaya ¢ikar (36, 21, 37, 38).

1.1.4. Pestisitlerin Mitoz Boliinme Uzerine Etkisi

Canlilarin biiylime ve gelismesi, canlilar1 olusturan hiicrelerin diizenli biliylime ve
cogalmasia baghdir. Hiicre boliinmesi, makromolekiiler diizeyde birbirini izleyen
biyokimyasal olaylar1 icermektedir (39). Tek hiicreli canlilarda boliinme genellikle
amitoz, ¢ok hiicrelilerde ise mitoz ve mayoz ile gergeklesir. Mitoz boliinme tek
hiicrelilerde ebeveyne benzer bireyler olusturarak ¢ogalmayi, ¢ok hiicrelilerde ise
yeni bir organizmanin olusumunu, gelismesini, biiylimesini, ¢esitli organlarin

meydana gelmesini ve hasar géren boliimlerin onarimini saglar (40).



Mitoz boliinmenin en 6nemli karakteristigi kromozom sayisinin korunmasidir ve bu
durum DNA’nin semi-konservatif olarak kendini eslemesi ile saglamir. Okaryotik
hiicre boliinmedigi zamanlarda niikleus i¢indeki DNA, proteinle birlikte kromatin adi
verilen ince ve esnek yapiyr olusturur. Hiicre boliinmesi sirasinda ise kromatin
kisalip kalinlasarak bireysel kromozomlar1 olusturur. Iki hiicre bdliinmesi arasinda
dinlenme safhasi adi verilen, aslinda metabolik faaliyetlerin ¢ok yogun olarak

meydana geldigi interfaz sathasi (metabolik satha) ger¢eklesmektedir.

Mitoz, hiicre dongiisiiniin sadece bir kismini olusturur. Mitotik (M) faz, hem mitozu
hem de sitokinezi kapsar ve genellikle hiicre dongiisiiniin en kisa pargasidir. Mitotik
hiicre bdliinmesini ¢ok daha uzun bir evre olan interfaz izler. interfaz sirasinda hiicre
biiyiir ve bdliinme i¢in kromozomlarmin kopyasini olusturur. Interfaz, G1, S ve G2
sathalarindan olusmaktadir. Bu {i¢ alt faz sirasinda hiicre, proteinlerini, DNA’ sini1 ve

sitoplazmik organellerini ¢ogaltir, kromozomlarini kopyalar (40).

Mitoz boliinme kesintisiz devam eden bir olaydir ve interfazi takiben profaz,
metafaz, anafaz ve telofaz safhalar1 yer alir. Bu sathalarin devam etme siireleri farkli
olup en ¢abuk biten satha metafaz, en uzun siiren satha profazdir. Profaz sathasinda
niikleusun icerisindeki kromatin, kromozom halini alir. Profazin basindan itibaren
her kromozomun kromatid adi verilen iki iplikten olustugu goriiliir. Fakat bu iki iplik
heniiz boliinmemis sentromer tarafindan bir arada tutulur. Kromozomlar, profazin
basinda niikleusun i¢inde esit bir dagilim gosterirler. Sathanin sonuna dogru niikleus
zarma yaklasir. Profaz ilerledikge kromozomlar daha biiyiik ¢capl spiraller yaparak
kisalip kalinlasirlar. Niikleus zar1 fragmentli bir duruma gegerek, profazin sonunda
niikleoluslar gittik¢e kiigiiliir ve kaybolur. Prometafazda, kromozomlarin kardes
hiicrelere dagilmasi i¢in ig iplikleri olusur. Kromozomlar bu ig ipliklerine baglanarak
ekvator diizlemine dogru hareket ederler. Kinetokorlar ise ig ipliklerinin farkli
kutuplara giden tarafina yerlesirler. Kromozomlar ekvator diizlemine eristikleri
zaman metafaz baslar. Kinetokor liflerine bagli kromozomlar metafaz plaginda
stiralanirlar. Kiigiik kromozomlar daima ice dogru, biiylik kromozomlar ise gevreye
dogru yerlesirler. Metafazin sonlarina dogru biitiin kromozomlarda sentromerler ayni
anda yarilir ve kardes kromatidler birbirinden ayrilir ve boylece anafaz baglamis olur.

Bu sathada duplike kromozomun kromatidlerinden birisi bir kutba g¢ekilirken onun



kardesi de aksi kutba dogru ¢ekilir. Kromatid gruplart kutuplara ulastiginda anafaz
sona erer ve telofaz baglar. Bu sathada, kromozomlar sikica bir araya gelerek bir
yigin olustururlar ve tek tek fark edilemez hale gelirler ve daha sonra profazdaki
olaylar ters yonde olusmaya baslar. Matriks erir, spiraller ¢oziiliir ve kromozomlar
ince uzun iplikler halinde goriiliirler. Kutuplardaki kromozom gruplarinin etrafinda
niikleus zar1 tekrar olusur ve niikleoluslar meydana gelir. Boylece iki yavru niikleus
meydana gelmis olur. Bu sekilde tamamlanmis olan niikleus boliinmesini
(karyokinez) sitoplazmanin boliinmesi (sitokinez) takip eder. Sitokinez bitki ve
hayvan hiicrelerinde farkli gerceklesir. Hayvan hiicresinde, aktin flamentinin
bulundugu bir bogumla sitokinez gerceklesirken, bitki hiicresinin etrafindaki hiicre
¢eperi ise bollinmeye izin vermediginden hiicre plagi meydana gelir ve iki hiicre i¢in
de plazma zar1 olusur. Bir bitki hiicresi olan Allium cepa’ da mitoz bdliinmenin

evreleri Sekil 1.3” de goriilmektedir (40).

i

Sekil 1.3. Allium cepa’ da mitoz bdliinme safhalari: a. Interfaz, b. Profaz, c. Metafaz,

d. Anafaz, e. Telofaz (41)

Bitkiler iizerinde sitotoksik etkileri olan pestisitlerin hiicrelerde neden oldugu
kromozomal sapmalar, genetik hasarin gostergesi olarak kabul edilebilir (42). Bu
nedenle kullanilan bu pestisitlerin neden oldugu cesitli toksik etkileri direkt olarak
gosteren Allium cepa, toksisite dlgiimlerinde siklikla tercih edilmektedir. Ayrica bitki

kok ucu sistemlerinin incelenmesi, ¢evresel etkilerin belirlenmesinde hizli ve hassas



bir metoddur. Ciinkii kok uglari, dogada topraga ve suya karigan kimyasallara maruz
kalan ilk yapilardir. Farkli test bitkileriyle ¢evresel kimyasallarin genotoksisitesini
test etmek i¢in yapilan c¢alismalarda, kirleticilerin farkli konsantrasyon ve
siirelerindeki uygulamalarda hem makroskobik diizeyde biiyiimedeki diizensizlikler
gozlenmis, hem de mikroskobik diizeyde, mitotik indeksin azaldigi ve yapisik
kromozomlar, koprii olusumu, vagrant (daginik) kromozomlar, c-metafaz, c-anafaz,
multipolar anafaz, yanlis kutuplagsma, par¢a olusumu, mikroniikleus gibi kromozom
aberasyonlariin arttigr belirlenmistir (17). Pestisitlerin ig iplikleri iizerine etkili
olmasi sonucunda c-mitoz olugsmakta ve buna bagli olarak poliploidi ve andploidi
meydana gelmektedir. ig ipliklerinin tamamen parcalanmasi ile multipolar anafaz
olusurken, ig ipligi olusumunun kismen engellenmesi ile kalgin kromozomlar ve

bunun sonucunda da mikroniikleuslar meydana gelmektedir (43).

Genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullanilan MN (mikroniikleus),
asentrik kromozom ya da kromatid kiriklarindan ve tiim kromozomlar ya da
kromatidlerin anafazda gecikmesinden (lagging) dolay1 telofazda olusan, kardes
niikleusun diginda rastlanan kiiciik niikleuslardir. Ayrica multipolar anafaz ve telofaz

da MN olusumuna sebep olmaktadir (44-46).

MN olusumuna neden olabilen kromozom kayb1 ya da kromozomlarin ayrilamamasi
(non-disjunction), kanser ve yaslanmada gozlenen énemli olaylardandir. Bu durum,
muhtemelen ig iplikciklerinde, sentromerde bozulma ya da metafazdan once
kromozom yapisinin yogunlagsmasi sonucu olusmaktadir. Mikroniikleus, sonraki
mitotik boliinmelerde andploid ve poliploid hiicrelere yol acgtigindan mutasyonlara

sebep olmaktadir (47, 48).

1.1.5. Pestisitlerin Antioksidan Sistem Enzimleri Uzerine Etkisi

Bitkiler farkli stres faktorlerine karsi ayni veya benzer savunma mekanizmalari
gelistirmislerdir. Bitkiler stresi ya tolere etmekte ya da ondan kaginmaktadirlar. Stres
faktorleri yapisal ve metabolik hasarlara neden olmaktadir. Bu hasarlar tersinir ya da
geri doniisiimsiiz olabilirler. Bu yiizden bitkiler sekonder metabolitlerin yani sira

baska savunma yollar1 da gelistirmislerdir. Bu yollardan biri de antioksidanlarin
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aktivasyonudur (49). Pestisitler, viicuttaki en 6nemli koruyucu sistemlerden olan
antioksidan sistemi olumsuz olarak etkilemektedir. Antioksidantlar, oksidasyonu
baslangic veya gelisme basamaginda Onleyen ve/veya geciktiren maddelerdir.
Biyolojik sistemlerde antioksidant aktiviteye sahip bilesiklerin bulunmasi yasam i¢in
bir ihtiyactir. Bu antioksidantlarin antimutajenik, antikarsinojenik ve yaslanmay1

onleyici etkileri bulunmaktadir (50).

Antioksidan sistem viicutta olugan reaktif oksijen bilesiklerini etkisizlestirmeyi hedef
alir. Biitlin aerobik hiicrelerde aktif oksijen tiirevleri kendiliginden meydana
gelmektedir. Dis kaynakli olarak da UV radyasyonu, sigara dumani, hava
kirleticileri, ozon, organik ¢oOziciiler, pestisitler aktif oksijen tiirevleri
olusturabilirler. Aktif oksijen tiirevleri, oksijenin tekil elektronlarinin uyarilmasi ile
aciga ¢ikan siiperoksit anyonu (O,), hidrojen peroksit, hidroksil radikali (OH) ve
peroksi anyonu gibi radikallerdir. Bu radikaller hiicre membraninda doymamis yag
asitleri ve protein iizerine zarar verici etki gosterirler. Serbest radikallerin membrana
tutundugu durumlarda enzimleri ve diger proteinleri inaktive etmesi, onkojenik
olabilen mutasyonlara neden olmasi, hiicrenin hormonlar ve ndrotransmitterlere
verdigi cevabi degistirmesi radikallerin énemini bir kez daha ortaya koymaktadir.
Antioksidan savunma sisteminde glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT) ve sliperoksit
dismutaz (SOD) rol alir. Bu enzimler bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir
(51-56). SOD canli organizmalardan siiperoksit anyonlarim1 uzaklastiran bir
enzimdir. SOD, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan endojen veya eksojen
kaynakl1 siiperoksit radikallerinin (O;) suya (H,O) ve molekiiler oksijene (O;)
dismutasyonunu hizlandirmaktadir. Molekiiler oksijenin bir elektron alarak

indirgenmesiyle kararsiz bir yap1 olan siiperoksit (O, ") radikali olusur (57, 58).

O+ e — 0O

Stiperoksit anyonuna bir elektron eklenirse (sliperoksit dismutasyonu) veya O,’un

dogrudan indirgenmesiyle hidrojen peroksit (H,O,) olusur. Dismutasyon, spontan

olarak veya siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi aracilig ile katalize edilebilir (59).
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20, +2H" — 0,+H,0,

Katalaz, bitki, hayvan ve aerobik bakterilerde bulunan ve hidrojen peroksidi (H,O;)

su ve molekiiler oksijene yikilmasini katalizleyen bir enzimdir (60).

2H,O0, — O,+2 H,0O

Katalaz (CAT), somatik bir oksidan koruyucudur. Katalazin hidrojen perokside
ilgisi, glutatyon peroksidaza gore daha fazladir. Katalaz, karaciger ve eritrosit
icerisinde bol miktarda bulunur, hidrojen peroksidi su ve oksijene pargalar (61).
Katalazin temel fonksiyonu, molekiiler O, mevcudiyetinde metabolizmanin bazi
kademelerinde sentezlenen H,O, ve ROOH gibi bir peroksidi gidererek, ozellikle
membranlarda olusturabilecekleri geri doniisiimsiiz hasarlar1 engellemektir. Ciinkii

H,0,, singlet oksijen ve hidroksil radikalinin potansiyel kaynagidir (62).

Glutatyon peroksidaz (karacigerde en yiiksek, kalp, akciger ve beyinde orta, kasta ise
diisiik diizeyde), asir1 diizeylerde H,O, varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) dontlisiimiinii katalize eder. Bu arada H;O, de suya
dontstiiriilerek detoksifiye olur (60).

®oon) H202t 2 GSH — GSSG + 2H,0 rony

Glutatyon mekanizmas1 ¢ok Onemli antioksidatif savunma mekanizmalarindan
biridir. Glutatyon peroksidaz, oksidasyona karsi hiicre membranini ve proteinlerini

korumaktadir (63).

1.1.6. Pestisitlerin Fotosentez Uzerine Etkisi

Pestisitlerin bitkilere diger bir etkisi de yapisindaki etken maddenin diger maddeler

ile etkileserek bitkinin cins, tiir ve gelisme devrelerine gore degisik fitotoksik
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etkilerde bulunmasidir (64). Pestisitler, bitki yapraklarinda birim alandaki stoma
dagilimmi azaltarak, fotosentez i¢in gerekli gaz alis verisini ve bunun sonucunda
bitkinin fotosentez hizini diisiirerek metabolik faaliyetlerin yavaslamasina sebep
olmaktadir (65). Yiiksek dozlarda pestisit kullanimi, bitkilerin fotosentez ve
transpirasyon gibi islevlerinin gerceklestigi yapraklarda da fizyolojik yonden 6nemli
farkliliklara yol agmaktadir (30). Fotosentezin gergeklestigi bitki kloroplastlarinda
cesitli klorofillere rastlansa da klorofil a ve klorofil b en 6nemlilerindendir. Klorofil a
(CssH7aN4Mg), algler ve cyanobacteria'da, klorofil b (CssH70OsNsMg ) ise, biitlin
yiiksek bitkilerde ve yesil alglerde bulunur (66-68).

Bitkilerde ve bazi diger fotosentetik mikroorganizmalarda bulunan karotenoidler,
biyolojik antioksidan olarak hiicre ¢ekirdegini ve dokular1 zararli etkenlerden
korudugu i¢in insan sagligi acgisindan Snemlidir (69). Karotenoidler OH", O, ve
peroksi radikalleri ile etkilesime gecerek miikemmel bir radikal tutucu olarak is
goriirler. Serbest radikallerin yapisindan bir H™ kopararak radikali etkisiz hale getirir
ve yapisindan bir elektron transfer ederek radikali notrlestirirler. Kanser tedavisinde
kullanilan B-karoten, lutein, zeaksantin gibi karotenoidler, bir¢ok arastirmaci

tarafindan insan hastaliklarina kars1 koruyucu olarak énerilmektedir (70-72).

1.1.7. Tarmm Ilaclan

Tarim ilaglari, kullanildiklart zaman gosterecekleri etki sekillerine gore 2 gruba

ayrilir:

1- Kontak etkili ilaglar: Uygulandiklarinda bitki yiizeyinde kalirlar ve temas

ettikleri canlilar1 6ldiiriirler. Goreceli olarak daha az tehlikelidirler (19).

2- Sistemik etkili ilaglar: Bitki biinyesi igerisinde hareket ederek meyveye,
yapraga ve bitki kokiine ulasabilir, i¢sel beslenen zararlilari da oldirebilirler.
Sistemik ilaglarin bu 6zellikleri, kullanimlar1 esnasinda ¢ok daha fazla dikkat

edilmesi ve 6nem gosterilmesi gerektigi sonucunu dogurmaktadir (19).
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Tarimsal ilaglarin zehirleyicilik 6zellikleri, ilacin hayvanlar {izerinde yapilan
denemeler neticesinde elde edilen LDsy (letal doz 50%) degerine gore saptanir.
Pestisitler LDs degerlerine gore ¢ok zehirli (Endrin, Endosiilfan), zehirli (Lindan,
Heptaklor), kismen zehirli (Triklorofon, Demeton) ve az zehirli (Kloratlar, Dalapon)

olarak gruplara ayrilirlar (19).

1.1.8. Pestisit Kullanimi

Ulkemizde tarmm teskilatlarr pestisit kullanimi i¢in alinmasi gereken onlemler ile
ilgili olarak kullaniciy1 bilinglendirmeye yonelik c¢alismalar yapmaktadir. Daha
onceden kullanilan fakat ¢ok zehirli oldugu ic¢in kullanimi tamamen yasaklanan
ilaglarin bir kism1 halen iilkemizde ruhsatli olarak satilmaktadir (19). Ozellikle 1970
yilinda baslayan c¢evre koruma hareketlerinden sonra biitlin diinyada pestisit
kullaniminin ¢ok daha kontrollii yapildigi, mevcut etkili maddelerin yeniden
emniyetlilik testlerine alindigi ve bu degerlendirmeler sonunda bazi pestisitlerin
cesitli tilkelerde yasaklandigi, kisitlandigi ya da kontrollii kullanildig1 bilinmektedir.
Avrupa ve Amerika’da tarim ilaci iireten tesisler bile ¢evresel baskilar nedeni ile
kapatilmig, burada iretilen ilaclarin bircogu Avrupa ve Amerika’ da
kullandirilmamakta ve gelismekte olan {lilkelere satilmaktadir. Yilda 2,5 milyon
tondan fazla olan kiiresel ¢apta pestisit kullanim oranlar1 Sekil 1.4° de goriilmektedir

(18, 19).

Diger
Fungusit 5%
20%
Herbisit
49%
Insektisit
26%

Sekil 1.4. Diinyada pestisit kullaniminin gruplara gore dagilimi (27)
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Diinyada degisik kimyasal formiilasyonda, her yil 1,5- 2,6 milyon ton civarinda
pestisit tiretilmekte ve bu 31 milyar dolar civarinda bir ticari hacim olusturmaktadir

(73-75). (Sekil 1.5).

O Dogu Avrupa
ODiger

O Latin Amerika
3% 5% O Bat1 Avrupa

O Dogu Asya

@ Kuzey Amerika

25%

Sekil 1.5. Diinya pestisit pazar paylari (27)

Tiirkiye’de formiilasyon olarak pestisit kullanim1 49.000 ton civarindadir ve pestisit
pazan yillik 250 milyon dolar1 bulmaktadir (76, 77). Tiirkiye’de pestisit kullanimi1
Avrupa llkelerine oranla daha diisiik olup, yillik tiiketim miktar1 1 hektarlik alanda
400-700 gramdir (27).

Tiim diinyada oldugu gibi Tirkiye’ de de en ¢ok kullanilan pestisit gruplari,
insektisitler, herbisitler ve fungusitlerdir (Sekil 1.6).

Diger
13%
Funf,:)USIt Insektisit
16% 47%
Herbisit

24%

Sekil 1.6. Tiirkiye’de gruplara gore pestisit kullanim oranlar1 (27)
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Tiirkiye’de pestisit ruhsatlandirilmalarina temel teskil eden “Zirai Miicadelede
Kullanilan Pestisit ve Benzeri Maddelerin Ruhsatlandirilmast” hakkindaki
yonetmelik, 17 Subat 1999 tarihli Resmi Gazete’de yayinlanarak ylriirliige girmistir
(78).

1.2. Calismanin Amaci

Calismamizda, mutajenite deneylerinde kullanilan Allium cepa bitkisi iizerine
tarimsal savasimda kullanilan Basudin 60 EM (insektisit) ve Cupravit ob 21
(fungusit) pestisitlerinin fizyolojik, sitotoksik ve biyokimyasal etkileri karsilastirmali
olarak arastirilmistir. Pestisitlerin denenen tiim konsantrasyonlarinda (600, 1200 ve
1800 ppm) ¢imlendirilen Allium cepa orneklerinde, doz artisina bagh olarak, kok
uzunlugu ve agirlik kazanimlarinda, yaprak orneklerindeki klorofil a, klorofil b ve
karotenoid igeriklerinde, SOD, CAT ve GSH-Px enzim miktarlarinda, kok ucu
hiicrelerindeki total protein miktarinda kontrol grubu Allium cepa tohumlarina gore
azalmalar goézlenmistir. Yine Allium cepa (tim pestisit konsantrasyonlarinda
yetistirilen) kok ucu meristem hiicrelerinde mitoz boliinmede anormallikler, mitoz
hiicre sikliginda azalmaya bagli mitotik indeks oraninda diismeler, mikroniikleus
olusumu, iki cekirdekli hiicreler, parca olusumu, kromozom kiriklari, anafaz ve
telofazda kromozom kopriisii, geciken ve daginik kromozomlar, telofazda yanlis
kutuplasma, kutup kaymast ve ¢ok kutupluluk, diizensiz kromozomlar, orantisiz
kromozom dagilimlari, yapisik kromozomlar ve c-mitoz gibi mitoz bdoliinmede
anormalliklerde  artmalar  gozlenmistir.  Calismamizda,  pestisitler  farkli
konsantrasyonlarda uygulanarak doz-toksik etki iliskisi degerlendirilmis, doz
artistyla orantili olarak toksik etkilerin arttigir goriilmiistiir. Ayrica kullanilan farkl
pestisit gruplarinin A/lium cepa iizerindeki toksisiteleri hem biyokimyasal olarak

hem de fizyolojik ve sitolojik acidan tiimiiyle ele alinmistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

Cevresel etkilerin  belirlenmesinde  kullanilan temel arasgtirmalarda  bitki
materyallerinin kullanilmas1 yerinde ve faydali oldugundan, ¢alismada bitki
materyali olarak Allium cepa (1ska sogani) kullanilmistir (79). Cok iyi ¢imlenmesi,
elde edilmesinin kolay ve ucuz olmasi, kromozom sayisinin azligi, kromozomlarinin
biiyiikliigii ve biitliin bir y1l boyunca koklenerek bol miktarda mitotik hiicre elde
edilebilmesinden dolay1 Allium cepa, birgok mutajenite deneylerinde oldugu gibi bu

caligmada da tercih edilmistir (80-84).

2.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan pestisitlere ait 6zellikler Cizelge 2.1 de verilmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan pestisitler

Pestisit Ad1 Basudin 60 EM Cupravit ob 21
Uriin grubu Insektisit Fungusit
Uretici Firma Bayer Bayer
CAS No 333-41-5 1071-83-6
Etken madde Diazinon Bakir Oksikloriir

Calismada kullanilan diger kimyasallar ise sunlardir:

Etanol (%96), metanol (%100), aseton (%99.0), albiimin fraction V, EDTA, glasiyal
asetik asit (%100), hidroklorik asit (%37), sodyum klorid, hidrojen peroksit (%35),
nitroblue tetrazolium klorit, monosodyumfosfat dihidrat, disodyumfosfat heptahidrat,

potasyum hidroksit, potasyum dihidrojen fosfat, orsein, gibberellik asit, indol-3-
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asetik asit, glutatyon ve BSA (Merck) firmasindan, biiiret ayiraci (Fluka)
firmasindan, absisik asit (Sigma) firmasindan, asetik asit (%100) (Riedel-de-Haén)

firmasindan, 4-Metoksi fenol (% 99) (Aldrich) firmasindan temin edilmistir.

2.1.2. Kullamilan Cihazlar

Hassas Terazi (AND GR-200), UV/Vis Spektrofotometre (Camspec M508), Mini
Santrifiij (Mini Spin Plus - Eppendorf), UV Spektrofotometre (Optic Ivymen
System), Calkalamali Inkiibator (Heidolph Inkubator 1000-Unimax 1010), Manyetik
Coklu Karstiricr (Wise Stir, Feedback Control), Vorteks (VELP Scientifica 2x°)
Deep freeze (Beko No-Frost Buzdolabi), Distile Su Cihazi (Simsek Laborteknik
SS200), Foto Mikroskop (ZEISS, AXIO Scope-Al), Isik Mikroskobu (Olympus
CH20), pH metre (Hanna, pH 211).

2.1.3. Materyalin Temini ve Yetistirilmesi

Calismamizda bitkisel materyal olarak, asagi yukar1 esit biiyiikliikteki, saglikli
Allium cepa (Familia: Liliaceae, 2n=16) tohumlar1 kullanildi. A/lium cepa tohumlar1
Ankara Sebze Hali’nden “Urgiip 1skas1” olarak temin edildi. Deney igin ilk olarak
soganlar tartildi. Uygulama grubundaki soganlarin yetistirilme ortamlarina, Bayer
firmasmin irettigi Basudin 60 EM ve Cupravit ob 21 pestisitleri, kullanma
talimatinda belirtilen doz olan 600 ppm ve kontrolsiiz kullanimi test etmek amaciyla
yiiksek doz olarak belirlenen 1200 ve 1800 ppm konsantrasyonlarda hazirlanarak
eklendi. Kontrol grubundaki tohumlar ¢esme suyunda, uygulama grubundaki
tohumlar ise ¢esme suyu kullanilarak hazirlanan 600, 1200 ve 1800 ppm (1 litre
cozeltideki ¢oziinen maddenin miligram cinsinden miktaridir) pestisit ¢ozeltileri
icerisinde 1 hafta boyunca oda sicakliginda ¢imlenmeye birakildi. 1 hafta sonunda

soganlar tekrar tartildi, kok uzunluklar 6l¢tildi.
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2.2. Pestisitlerin Fizyolojik Parametreler Uzerine Etkisi

2.2.1. Fidelerde Kok Uzunlugu ve Agirhk Kazaniminin Tespiti

Soganlarin kok uzunluklart milimetrik bir cetvel yardimiyla 6lgiildii. Tohumlarin
agirhik kazanimlar ise, uygulama Oncesi ve sonrasinda hassas terazi ile tartim
yapilarak belirlendi. Kontrol grubu ve her bir pestisit konsantrasyonu i¢in ¢alisma 3

kez tekrarlanarak, ortalama ve standart sapma hesaplandi.

2.2.2.Pigment Analizi

2.2.2.1.Klorofil a ve Klorofil b Tayini

Klorofil pigment ekstraksiyonu, Arnon (1949) tarafindan uygulanan yonteme gore
yapildi. Ekstraksiyon ig¢in, sogan gen¢ yapraklarindan alman 0,1 g 6rnek 10 ml

%80’lik asetonda ezilerek ekstre edildi (85).

Klorofil miktar tayini, Witham ve ark. (1971) tarafindan uygulanan
spektrofotometrik yonteme gore yapildi. Bu yonteme gore, 1,5 ml’lik ependorf
tiiplere alinan ornekler 1 gece -17 °C’de buzdolabinda bekletildi. Daha sonra
ornekler 10 dk 5000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant
alinarak, her grup bitki 6rnegine ait ekstraktlarin UV spektrofotometrede 435 ve 663
nm dalga boylarindaki klorofil pigmentinin maksimum absorbsiyon degerleri
%80’lik asetona karsi Olgiildii. Spektrofotometrede cesitli dalga boylarinda 6lgiim

yapilarak en yiiksek sonucu veren 2 absorbans degeri se¢ildi (86).

Klorofil ekstraktinin iki farkli dalga boyunda yapilan spektrofotometrik
Olciimlerinden elde edilen degerler, asagidaki (2.1) ve (2.2) numarali esitlikler
kullanilarak, bitki yaprak dokusunun 0.1 g’inda bulunan klorofil a ve klorofil b

miktarlar1 hesaplandi.
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mg klorofil a/ g doku = [12,7 (A 663)- 2,69 (A 435)] (V/ 1000W) (2.1)
mg klorofil b/ g doku =[22,9 (A 435)- 4,68 (A ¢63)] (V/ 1000W) (2.2)
A: klorofil ekstraktinin belirlenen dalga boylarindaki absorbans degeri

V: %80 asetonun son hacmi (10 ml)

W: Ekstre edilen dokunun g olarak yas agirligi (0,1 g)

2.2.2.2.Karotenoid Tayini

Toplam karoten tayini spektrofotometrik yonteme gore yapildi. Sogan geng
yapraklarindan alinan ornekler, 60°C’de 1 hafta boyunca inkiibatorde kurutuldu.
Kurutulmus 5 mg yaprak ornegi, 1 gece calkalamali inkiibatérde 5 ml %100 lik
metanolle muamele edildi. Bu silire sonunda yaprak oOrneklerinin yesil rengini
metanole verdigi gozlendi. Bu islemden sonra hiicreler vorteks ile 5 dk homojenize
edildi. Daha sonra 10 dk 70°C’lik su banyosunda, 151k kaynagi altinda bekletildi.
Karisimdaki doku pargalar siiziilerek ayrildi ve elde edilen ekstrakt 10 dk 3500
rpm’de santrifiij edildi, 6rneklerin siipernatant kisimlar1 alinarak spektrofotometrede
475 ve 663 nm dalga boylarinda 6l¢iim yapildi. Toplam karoten miktar1 asagida

verilen formiil ile hesaplandi (87).

Ckaroen (mg g)= 45 x Ags (Zou ve Richmond, 2000) (88)
(2.3)

Ay475:475 nm’ de Olglilen absorbans degeri,

Criorofira(mg €)= 13,9 x Ags (Sanchez ve ark., 2005) (89)
(2.4)

Ase3: 663 nm’ de Slgiilen absorbans degeri
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2.3. Pestisitlerin Biyokimyasal Parametreler Uzerine Etkisi

2.3.1. Biiiret Metoduyla Total Protein Tayini

Kok ucu ekstraktlarindaki protein miktari, hizli, giivenilir ve kolay bir sekilde protein
miktarinin saptanabildigi Biiiret metoduna gore spektrofotometrik olarak ol¢iildii
(90). Orneklerimizdeki protein miktarlar, standart grafikten yararlanilarak

hesaplandi.

Total protein miktarinin tespiti i¢in kontrol ve uygulama grubuna ait soganlardan
kesilen 0,3 cm. uzunlugundaki kok uglar1 -17 °C’de bir gece bekletildi. Dondurulan
kokler +4 °C’de 2 ml soguk distile su ile homojenize edildi. Ependorf tiiplerine
aliman Ornekler 10 dk 12.000 rpm’de santriflij edilerek silipernatant kismi ayrildi.
Biiiret metodu ile 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iim yapildi ve

standart grafikten yararlanilarak total protein miktar1 hesaplandi.

2.3.2. SOD, CAT ve GSH-Px Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.3.2.1.Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, Friderich (1969) (58) tarafindan ve
Worthinton Manual’ de (1973) (91) oOnerilen yontem modifiye edilerek
p-nitrobluetetrazoliumun indirgenme inhibisyonu belirlenerek 6l¢iildii. SOD 6l¢timii
icin, farkli konsantrasyondaki pestisit soliisyonlar1 i¢inde ¢imlenen, -20 °C’de
saklanan 0,5 g taze yaprak ornegi 2 ml fosfat tampon ¢ozeltisi ile homojenize edildi.
Homojenizat 20 dk 14500 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant alind1 (92, 93). Elde
edilen siipernatant, daha sonra dlgiimlerde enzim kaynagi olarak kullanildi. Olgiim

icin 2 ml fosfat tamponu (0,06 M, pH=7.6) ve 0,1 ml NBT igeren reaksiyon tiipiine
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0,7 ml enzim kaynagi ve 0,2 ml EDTA (0,1 mM) eklendi. Tiipler 5-6 dakika oda
sicakliginda sabit 1sikta bekletildi. 0. dakikadaki ve NBT’ nin inhibisyonunun

gergeklestigi 12. dk’daki absorbans degerleri 560 nm’de spektrofotometrik olarak
olgiildii (91).

Buna gore 1 iinit enzim aktivitesi, 1 dk’ da NBT’ nin indirgenmesinin % 50
inhibasyonuna neden olan miktar olarak tanimlandi. SOD iinit aktivitesi, NBT i¢in

hazirlanan standart regresyon egrisine ait formiilden hesaplanarak bulundu.

2.3.2.2.Katalaz (CAT) tayini

Katalaz aktivitesi, Beer ve Sizer (1952) tarafindan 6nerilen metod modifiye edilerek
Olciildii (94). Metoda gore katalaz aktivitesi 1 mol hidrojen peroksidin birim
zamanda 310 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbansdaki azalma izlenerek bulundu.
Katalaz aktivitesini 6lgmek icin 0,5 g taze yaprak Ornegi sivi azot ile muamele
edildikten sonra iizerine 2 ml potasyum fosfat tamponu (50 mM, pH: 6.5) eklenerek
homojen hale getirildi. Daha sonra +4 °C’de 15 dk 14.500 rpm’de santrifiij edildi,

siipernatant enzim kaynagi olarak kullanild1 (95).

Katalaz aktivitesi i¢in, i¢inde 1,9 ml potasyum fosfat tamponu ve 1,5 ml enzim
kaynagi bulunan tiipler 1-2 dk oda sicakliginda bekletildi. Bu tiiplere 0,5 ml 0,06 M
H,0; (hidrojen peroksit) eklendi ve 0., 1., 2. dakikada spektrofotometrede 310 nm
dalga boyunda 6l¢tim yapildi (96).

1 {nit katalaz aktivesi, 25 °C’de 1 pmol H,O,’ i yikan enzim miktar1 olarak

tanimlandi1. Katalaz miktar1 hazirlanan standart egriden yararlanilarak hesaplandi

91).
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2.3.2.3.Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Tayini

Glutatyon peroksidaz enzim ekstraksiyonu, Loggini (1999)’ye gore yapildi (97). Bu
yonteme gore -20 °C’de bekletilen 0,5 g taze yaprak Ornegi 2,5 ml fosfat tamponu
(50 mM, pH=7.6) ile homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar +4 °C’de 20 dk

12.000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatantlar enzim kaynagi olarak kullanildu.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi, Chaoui ve arkadaslar1 (1997) tarafindan uygulanan
yonteme gore yapildi (98). Bu yonteme gore, son hacim 3 ml olacak sekilde, 100 pl
ekstrakt, 50 ul H,O; (%0.003) ve 2,85 ml fosfat tamponu - 2-metoksi fenol (% 99)
(1:1) kartisimindan (pH=7.2) eklenerek homojenize edildi, 470 nm dalga boyunda
spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi, 1 dk’ da 1 umol H,0O,’i yikan enzim miktar1 olarak
tanimlandi. Glutatyon peroksidaz enzim miktar1 standart egriden yararlanilarak

hesaplandi.

2.4. Pestisitlerin Sitolojik Parametreler Uzerine Etkisi

2.4.1.Mikroniikleus Testi, Mitotik indeks, Mitoz ve Kromozom Anormallikler

Calismada MN (mikroniikleus) Fenech ve arkadaglari (2003) tarafindan belirlenen
Olciitler dikkate alinarak tespit edilmistir (99). Buna gore;

1. MN c¢ap1, ana niikleusun 1/10 biiyiikliiglinde olmalidir.
il. MN ile hiicrenin ana niikleusunun kenarlar1 birbirine temas edebilir.
Temas ettigi durumlarda sinirin ayirt edilebilir olmasi gerekir.
1il. MN boyandiginda ana niikleusun aldig1 renge yakin bir renk

almalidir
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Hiicre boliinmesinin arastirilmasi i¢in pestisit uygulanarak ¢imlenen soganlarin kdk
uclart meristematik bolgeden itibaren 1,5-2 mm kesilerek clarke fiksatorii (3: glasiyal
asetik asit/ 1: distile su) ile 10 dk fikse edilmistir. Fiksasyonu takiben ornekler %
96’1k etanolde 15 dk boyunca yikandi ve kok uglar1 + 4 °C’de % 70’lik etanolde 30
dk bekletildi. Daha sonra kok uglar1 60 °C’de inkiibat6érde 17 dk boyunca 1 N HCl ile
hidroliz edildi. Hidrolizden sonra kok uglar1 % 45°lik asetik asit ile oda sicakliginda
45 dk muamele edildi. Asitten alinan kok uclar1 aseto-orsein ile 1 gece karanlikta
muamele edilerek boyandi. Boyadan alinan kok uclar1 1-2 dk % 45’lik asetik asitle
yikanarak fazla boya giderildi. Ezme-yayma yontemi ile hazirlanan preparatlar 151k
mikroskobu ile farkli biiyilitmelerde incelenerek fotograflari c¢ekildi. Bu yontem ile
hem kromozomal sapmalar tespit edildi, hem de mikroniikleusa sahip hiicrelerin
fotograflar1 ¢ekildi. Mitotik indeks hiicre boliinme frekansini yansitir ve kok gelisim

oranini belirlemede dnemli bir parametre olarak kullanilir (100).

Mitotik indeksin hesaplanmasi i¢in, hazirlanan preperatlarda ortalama 1000’er hiicre
sayilarak mitoz bdliinmenin normal ve anormal evreleri incelendi, 6zellikle metafaz
asamasinda hiicredeki kromozom anormallikleri tespit edildi. Mitotik indeks i¢in, her
preparatta 1000 hiicre sayilarak mitoza giren hiicre sayis1 belirlendi. Mitotik indeks

asagidaki esitlikle hesaplandi.

Mitotik indeks (MI) = Mitoza giren hiicre / Toplam hiicre x 100 (2.5)
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3.  ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Pestisitlerin Fizyolojik Parametreler Uzerine Etkileri

3.1.1. Cimlenen Allium cepa’ da Kok Uzunlugu ve Agirhk Kazanim Tespiti

Olgiimler, sogan tohumlar: farkli konsantrasyonlardaki pestisit soliisyonlar: igerisine
konulduktan bir hafta sonra yapildi. Her bir pestisit konsantrasyonu i¢in toplam 3

adet 1ska sogan kullanildi.

Boliim 2.2.1°de belirtildigi gibi Basudin ve Cupravit pestisit ¢ozeltilerinin belirlenen
konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen Allium cepa orneklerine ait kok uzunlugu ve
agirlik kazanimina ait sonuglar Cizelge 3.1°de ve fotograflar Sekil 3.1°de verilmistir.
Sekil 3.1 de, Basudin ve Cupravit’in 600, 1200 ve 1800 ppm konsantrasyonlarindaki
cozeltilerinde ¢imlenen Allium cepa kok uzunluklarinin, kontrol Allium cepa kdk

uzunluklarina oranla daha kisa oldugu goriilmektedir.

Kontrol grubu Allium cepa’ da maksimum kok uzunlugu 10 cm, maksimum agirlik
(yas) kazanimi 11.8 g olarak bulunmustur. Uygulama grubu 6rneklerde en fazla kok
uzunlugu 1.8 cm olarak 600 ppm Cupravit ¢ozeltisinde, minimum kok uzunlugu ise
0.4 cm olarak 1800 ppm Basudin ¢ozeltisinde, maksimum agirlik kazanimi 8.6 g
olarak 600 ppm Cupravit ¢ozeltisinde c¢imlenen Allium cepa Orneklerinde elde

edilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Cimlenen Allium cepa’ da kok uzunlugu iizerine pestisitlerin etkileri (7

giinliik inkiibasyon) Kontrol: K, Basudin (B), Cupravit (C)

Uygulanan | Minimum kok | Maksimum kok | Ortalama+SD Agirlik (g)
pestisit uzunlugu (cm) | uzunlugu (cm)

K 9.7 10* 9.85+0.15 11.8
Beoo 1.4 1.6 1.5+0.1 8.5
Bi20o 0.75 0.9 0.825+ 0.074 6.9
Bisoo 0.4* 0.6 0.5+ 0.1 5.4
Ceoo 1.75 1.8% 1.77+0.15 8.6
Ci200 1.0 1.2 1.1£0.1 8.4
Cis00 0.8 1.0 0.9+0.1 6.3
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Sekil 3.1. Basudin (1) ve Cupravit (2) ¢ozeltilerinde [Kontrol (a), 600 (b), 1200 (c)
ve 1800 (d) ppm] ¢imlendirilen Allium cepa drnekleri
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3.1.2. Cimlenen Allium cepa’ da Pigment Miktarindaki Degisimler

Boliim 2.2.2° de belirtildigi gibi Basudin ve Cupravit pestisit ¢ozeltilerinin belirlenen
konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen Allium cepa 6rneklerine ait pigment miktarindaki

degisimlere ait sonuglar Sekil 3.2°de verilmistir.

Sekil 3.2°de goriildiigii gibi, kontrol grubu Allium cepa’ da, karotenoid (cr) miktari
1,01 mg/g, klorofil b (kI b) miktar1 0,118 mg/g ve klorofil a (kI a) miktar1 0,040 mg/g
iken, 600 ppm Basudin ¢ozeltisinde ¢imlenen Allium cepa’ da 0,43 mg/g cr, 0,011
mg/g kl b ve 0,012 mg/g kl a, 1200 ppm Basudin ¢ozeltisinde ¢imlenen Allium cepa’
da 0,21 mg/g cr, 0,007 mg/g kl b ve 0,005 mg/g kl a, 1800 ppm Basudin ¢ozeltisinde
cimlenen Allium cepa’ da 0,06 mg/g cr, 0,006 mg/g kl b ve 0,004 mg/g kl a olarak
hesaplanmistir. 600 ppm Cupravit ¢ozeltisinde ¢imlenen Allium cepa’ da 0,47 mg/g
cr, 0,061 mg/g kl b ve 0,0087 mg/g kl a, 1200 ppm Cupravit ¢ozeltisinde ¢cimlenen
Allium cepa’ da 0,11 mg/g cr, 0,043 mg/g kl b ve 0,0085 mg/g kl a,1800 ppm
Cupravit ¢ozeltisinde ¢imlenen Allium cepa’ da 0,04 mg/g cr, 0,037 mg/g kl b ve
0,007 mg/g kl a olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonug¢lardan anlasilacag iizere,
kontrol sogan orneklerindeki pigment miktari, farkli pestisit konsantrasyonlarina
maruz birakilan uygulama gurubu sogan orneklerindeki pigment miktarlarindan

fazladir.
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@ 600 ppm
@ 1200 ppm
01800 ppm

Pigment miktari (mg/g)

klb klb

Kontrol Basudin Cupravit

Sekil 3.2. Kontrol, 600, 1200, 1800 ppm Basudin ve Cupravit ¢ozeltilerinde
cimlendirilen Allium cepa yapraklarindaki klorofil a (kl a), klorofil b (kl

b) ve karotenoid (cr) miktarlar

3.2. Pestisitlerin Biyokimyasal Parametreler Uzerine Etkisi

3.2.1. Total Protein Tayini

Bolim 2.3.1°de belirtildigi gibi Basudin ve Cupravit pestisit ¢ozeltilerinin belirlenen
konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen Allium cepa Orneklerinin total protein

miktarlarina ait sonuglar Sekil 3.3’ te verilmistir.
Sekil 3.3’te belirtildigi gibi, kontrol grubu A/lium cepa’ da total protein miktari, 3,3

mg/ ml iken, Basudin ¢dzeltilerinde ¢imlenen Allium cepa 6rneklerinde total protein

miktarlart sirasiyla; 600 ppm’de 3,1 mg/ ml, 1200 ppm’de 2,6 mg/ ml ve 1800
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ppm’de 2,2 mg/ ml olarak hesaplanmistir. Cupravit ¢ozeltilerinde ¢imlenen Allium
cepa orneklerinde total protein miktarlarinin sirasiyla; 600 ppm’de 2,8 mg/ ml, 1200

ppm’de 2,5 mg/ ml ve 1800 ppm’de 2,2 mg/ ml oldugu goriilmektedir.

m 600 ppm
@ 1200 ppm
01800 ppm

Total protein miktari (mg/ml)

Kontrol Basudin Cupravit

Sekil 3.3. Kontrol, 600, 1200, 1800 ppm Basudin ve Cupravit ¢ozeltileriyle muamele

edilen Allium cepa kok uglarinda Slgiilen total protein miktarlari

3.2.2. SOD, CAT ve GSH-Px Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Boliim 2.3.2°de belirtildigi gibi Basudin ve Cupravit pestisit ¢ozeltilerinin belirlenen
konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen A/lium cepa 6rneklerindeki enzim aktivitelerine

(SOD, CAT, GSH-Px) ait sonuglar Sekil 3.4, 3.5 ve 3.6” da verilmistir.

Sekil 3.4’te goriildiigii gibi, kontrol grubu Allium cepa’ da SOD aktivitesi 0. dk’da
0,0056 U/ug, 12. dk’da 0,0051 U/ug iken, Baudin pestisitinin farkh
konsantrasyonlarinda ¢imlenen Allium cepa orneklerinde SOD aktivitesi sirasiyla,

600 ppm’de 0,0044 (0%), 0,0031 (12") U/ug, 1200 ppm’de 0,0028 (0%), 0,0010 (12"
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U/ug ve 1800 ppm’de 0,0020 (0), 0,0007 (127) U/ug’ dir. Cupravit pestisitinin farkl
konsantrasyonlarinda ¢imlenen A/lium cepa drneklerinde SOD aktivitesinin sirasiyla,
600 ppm’de 0,0057 (0%), 0,0047 (12°) U/ug, 1200 ppm’de 0,0042 (0"), 0,0017 (12%)
U/ug, 1800 ppm’de 0,0020 (0%), 0,0010 (12%) U/ug oldugu goriilmektedir.

0,006 @600 ppm
@ 1200 ppm
0 1800 ppm

0,005

0,004 -

0,003

SOD aktivitesi (U/ug)

0,002

0,001

Basudin Cupravit

Kontrol

Sekil 3.4. Kontrol, 600, 1200, 1800 ppm Basudin ve Cupravit ¢ozeltilerinde
cimlendirilen Allium cepa yapraklarindaki SOD aktivitesi

Sekil 3.5’te, kontrol grubu Allium cepa’ da CAT aktivitesi 0. dk’da 0,173 U/ml,
1. dk’da 0,172 U/ml ve 2. dk’da 0,171 U/ml iken, Basudin pestisitinin farkl
konsantrasyonlarinda ¢imlenen A/lium cepa drneklerinde CAT aktivitesinin sirasiyla,
600 ppm’de 0,166 (0%), 0,158 (1), 0,157 (27) U/ml, 1200 ppm’de 0,151 (0%), 0,147
(1%), 0,145 (2°) U/ml ve 1800 ppm’de 0,095 (0%), 0,093 (1), 0,093 (2*) U/ml oldugu,
Cupravit pestisitnin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen Allium cepa 6rneklerinde
CAT aktivitesinin sirastyla, 600 ppm’de 0,080 (0%), 0,079 (1°), 0,078 (2) U/ml, 1200
ppm’de, 0,080 (0%), 0,079 (1°), 0,078 (2°) U/ml, 1800 ppm’de, 0,070 (0°), 0,068 (1°),
0,068 (2") U/ml oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.5. Kontrol, 600, 1200, 1800 ppm Basudin ve Cupravit cozeltilerinde
cimlendirilen Allium cepa yapraklarindaki CAT aktivitesi

GSH-Px aktivitesine ait sonuglar Sekil 3.6 da verilmistir. Sekil 3.6’ da kontrol grubu
Allium cepa’ da GSH-Px aktivitesi, 0,035 {init (U) iken, Basudin pestisitinin farkli
konsantrasyonlarinda ¢imlenen Allium cepa drneklerinde GSH-Px aktivitesi sirastyla;
600 ppm’de 0,008 U, 1200 ppm’de 0,005 U, 1800 ppm’de 0,003 U olarak, Cupravit
pestisitinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen A/lium cepa 6rneklerinde GSH-Px
aktivitesi sirasiyla; 600 ppm’de 0,012 U, 1200 ppm’de 0,002 U ve 1800 ppm’de
0,002 U olarak hesaplanmugtir.
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Sekil 3.6. Kontrol, 600, 1200, 1800 ppm Basudin ve Cupravit cozeltilerinde
cimlendirilen Allium cepa yapraklarindaki GSH-Px aktivitesi

3.3. Pestisitlerin Sitolojik Parametreler Uzerine Etkisi
3.3.1. Mitotik Indeks, Mitoz ve Kromozom Anormallikleri

Boliim 2.4.1°de belirtildigi gibi Basudin ve Cupravit pestisit ¢ozeltilerinin farkl
konsantrasyonlarinda ¢imlenen Allium cepa 6rneklerine ait mitotik indeks sonuglar
Cizelge 3.2°de, mikroniiklues fotograflar1 Sekil 3.7 ve 3.8’de, kromozom
anormalliklerine ait fotograflar ise Sekil 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13 ve 3.14°de

verilmigtir.
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Cizelge 3.2°de kontrol grubu Allium cepa’da mitotik indeks 4,9 iken, Basudin
pestisitinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen Allium cepa orneklerinde mitotik
indeks sirasiyla; 600 ppm’de 3, 1200 ppm’de 2, 1800 ppm’de 1,2 olarak, Cupravit
pestisitinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen Allium cepa 6rneklerinde mitotik
indeks sirasiyla; 600 ppm’de 3,7, 1200 ppm’de 3,2 ve 1800 ppm’de 1,8 olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 3.2. Farkli pestisit ¢ozeltilerinde ¢imlenen Allium cepa’ da M1 sonuglari

MI Basudin Cupravit
600 ppm 3,0 3,7
1200 ppm 2,0 3,2
1800 ppm 1,2 1,8

MI (Kontrol) 4.9 olarak hesaplanmistir.

Sekil 3.7 ve 3.8’de, Basudin’e ait 1200 ppm ve 1800 ppm konsantrasyonlarinda,
Cupravit’e ait 600 ppm, 1200 ppm ve 1800 ppm konsantrasyonlarinda gdzlenen
mikroniikleus olusumlarina ait sonuglar gosterilmistir. Kontrol grubu ve 600 ppm

Basudin ¢ozeltisinde mikroniikleus olusumu gézlenmemistir.

Sekil 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13 ve 3.14’de, uygulanan tiim pestisit
konsantrasyonlarinda Allium cepa’da olusan kromozom anormallikleri gosterilmistir
ve tiim pestisit konsantrasyonlarinda kromozomal anormallikler oldugu

goriilmektedir. Kontrol grubunda ise kromozom anormallikleri gézlenmemistir.
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Sekil 3.7. 1200 ppm (a, b) ve 1800 ppm (c, d, e, f) Basudin c¢dzeltilerinde
cimlendirilen Allium cepa kok ucu hiicrelerinde MN olusumlari (oklarla

gosterilmistir).
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Sekil 3.8. 600 ppm (a, b), 1200 ppm (c, d) ve 1800 ppm (e, f) Cupravit ¢ozeltilerinde
cimlendirilen Allium cepa kok ucu hiicrelerinde MN olusumlar1 (oklarla

gosterilmistir)
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Sekil 3.9. 600 ppm Basudin ¢ozeltisinde ¢imlenen A/lium cepa kok hiicrelerinde
kromozom hasarlari: a) Anafazda kromozom kopriisii b) Bimetafaz
¢, €) Anafazda orantisiz dagilim d) Anafazda orantisiz dagilim ve kutup
kaymasi1 f) Anafazda kromozom kopriisii ve orantisiz dagilim
g) Yapisik kromozomlar h) Loop olusumu ve anormal kromozom

yogunlagmasi i) Fragmentasyon
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Sekil 3.10. 1200 ppm Basudin ¢6zeltisinde ¢imlenen Allium cepa kok hiicrelerinde
kromozom hasarlari: a) Diizensiz metafaz ve kromozom kiriklar
b) Kalgin kromozom ¢) Loop olusumu d) Yapisik kromozom ve
kromozom kirig1 e) Anafazda orantisiz dagilim f) Anafazda kromozom
kopriisti g) Biitiinliigli bozulmus kromozomlar h) Anafazda kromozom
kopriisii ve loop olusumu i) Bitiinliigii bozulmus kromozomlar ve
bimetafaz k) Kromozom ilmegi, anafazda kutup kaymasi ve orantisiz
dagilim, yapisik kromozom 1) Yapisik kromozomlar m) Anafazda

orantisiz dagilim ve loop olusumu
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Sekil 3.11. 1800 ppm Basudin ¢ozeltisinde ¢imlenen Allium cepa kok hiicrelerinde
kromozom hasarlari: a) Anafazda kromozom kopriisii b, d) Yapisik
kromozomlar ¢) Diizensiz metafaz ve kromozom kirig1 e) Anafazda
orantisiz dagilim f) Diizensiz metafaz, anafazda orantisiz dagilim ve
geciken kromozom g) Anafazda kutup kaymasi ve orantisiz dagilim
h) Kromozom kopriisii ve kromozom kirigi i) c-mitoz ve loop olusumu
k) Yapisik kromozomlar ve kromozom kirig1 1, m) Multipolar anafaz

ve diizensiz metafaz
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Sekil 3.12. 600 ppm Cupravit ¢ozeltisinde ¢cimlenen Allium cepa kdk hiicrelerinde
kromozom hasarlari: a) Yapisitk kromozom ve diizensiz metafaz
b) Anafazda kutup kaymasi, esit olmayan kromatin dagilimi ve kalgin
kromozom ¢) Anafazda orantisiz dagilim ve loop olusumu d) Sismis

(swollen) kromozom
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Sekil 3.13. 1200 ppm Cupravit ¢ozeltisinde ¢cimlenen A/lium cepa kok hiicrelerinde
kromozom hasarlari: a) Anafazda orantisiz dagilim, kromozom kopriisii
b) Esit olmayan kromatin dagilimi ve geciken kromozom c¢) Yapisik
kromozom ve kromozom kirig1 d) Anafazda orantisiz kromatin dagilimi

e) Geciken kromozom ve kromozom kopmasi f) Diizensiz metafaz
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Sekil 3.14. 1800 ppm Cupravit ¢ozeltisinde ¢cimlenen A/lium cepa kok hiicrelerinde
kromozom hasarlari: a) Anafazda kromozom kopriisii b) Multipolar
anafaz c) Esit olmayan kromatin dagilimi, kromozom kirig1 ve geciken
kromozom d) Yapisik kromozom e) Anafazda esit olmayan dagilim,

loop olusumu ve yapisik kromozom
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Hizla artan diinya niifusunun temel besin kaynagini bitkiler olusturmaktadir. Ancak
artan diinya niifusunu beslemek i¢in kullanilan tarim alanlarinin miktar1 giin gectikge
azalmaktadir. Hastalik yapici bitki patojeni ve bocek tiirleri, birim alandan elde
edilen {irtin miktarin1 ve kalitesini diigtirmektedir (2-5). Tarim alaninda yogun olarak
kullanilan pestisitler, tarimsal savasta hedef organizmalar1 yok ederek {iriin artigini
saglamakla birlikte 6zellikle canlilar iizerinde gelismeyi durdurucu, hastalik yapici,

mutajen, kanserojen ve oldiiriicii etkilere sahiptirler (9,10).

Ulkemizde tarimm hizli artisgina paralel olarak tarim ilact kullaniminmn giderek
artmasi sonucu, pestisit uygulanmis tiriinlerden insanlarin ve hedef alinmayan diger
canlilarin zarar gormemesi icin, pestisitlerin mutajenik etkilerinin test edilmesi

gerekmektedir (2-5).

Bitkiler {izerinde sitotoksik etkileri olan pestisitlerin hiicrelerde neden oldugu
kromozomal sapmalar, genetik hasarin gostergesi olarak kabul edilebilir (42). Bu
nedenle kullanilan bu pestisitlerin neden oldugu cesitli toksik etkileri direkt olarak
gosteren Allium cepa bitkisi testi, toksisite dl¢limlerinde siklikla tercih edilmektedir
(17). Bitki kok ucu sistemlerinin incelenmesi, ¢evresel etkilerin belirlenmesinde hizl
ve hassas bir metoddur. Ciinkii kok wuglari, dogada topraga ve suya karisan
kimyasallara maruz kalan ilk yapilardir. Pestisitler toprak ve suyun kalitesini bozan
etmenlerden biridir ve dolayisiyla calismamizda kullanilan Allium cepa nin

veriminin arttirilmast, toprak ve suyun kalitesine baglidir (17).

Biitliin diinyada oldugu gibi ililkemizde de yaygin olarak tiiketilen Allium cepa’nin
genis alanlarda tarimi yapilmaktadir. Kimyasallarin neden oldugu biyolojik etkilerin
arastiritlmasinda, 1938 (Levan)’den beri kullanilan Allium cepa kok uglari, uygulanan
kimyasalin ¢esitli toksik ve genotoksik etkilerini direkt olarak gostermektedir. Allium
cepa kok meristemi, mitoz bdoliinme geciren hiicrelerin yiiksek bir oranini

icermektedir. Ayrica kromozom sayisinin diisiik (2n=16) ve kromozomlarin ¢ok
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kalin olmasi dogru ve tam sayim yapma olanagi saglamaktadir. Kromozom
biiyiikliigiiniin 6l¢iilmesinde de kullanilan Allium cepa kok uclarimin, kardes
kromatid degisimlerinin frekans1 iizerine kimyasal maddelerin etkilerinin

calisilmasinda uygun bir materyal oldugu bulunmustur (101).

Glinlimiizde ¢ok cesit ve sayidaki pestisitlerin biliylik bir kisminin sitotoksik,
biyokimyasal ve fizyolojik etkileri detayli olarak incelenmemistir. Bu nedenle
calismamizda tarim alaninda yaygin bir sekilde kullanilan Basudin 60 EM (insektisit)
ve Cupravit ob 21 (fungusit) pestisitlerinin Allium cepa bitkisi {izerine sitotoksik,
biyokimyasal ve fizyolojik etkileri arastirilmig, ayrica insektisit, fungisit ve herbisit
pestisitlerinin zararli etkileri kontrolleriyle mukayeseli olarak ¢alisilmistir. Her bir
gruba ait pestisitlerin sitotoksik etkileri mitoz anormallikleri, mitotik indeks,

kromozomal hasarlar ve mikroniikleus olusumu uygulanan testler ile belirlenmistir.

Bir bitki tohumunun fide haline doniisebilmesi icin biyokimyasal ve fizyolojik
reaksiyonlar oldukca onemlidir. Bu nedenle bu c¢alisma kapsaminda pestisitlerin
sitotoksik etkilerinin yaninda, biyokimyasal ve fizyolojik etkilerini belirlemek i¢in
kok uzunlugu, agirhik kazanimi, enzim ve protein miktarlari, pigment diizeyleri

karsilastirmali olarak incelenmistir.

Calismamizda Basudin ve Cupravit pestisitlerinin denenen 600, 1200 ve 1800 ppm
konsantrasyonlar1 ile muamele edilen A/lium cepa Orneklerinde kok uzunlugu ve
agirlik kazanimindaki degisimler, total protein, enzim ve pigment miktarindaki
azalmalar, mitoz ve kromozomal anormallikler, mikroniikleus olusumu, mitozda

hiicre boliinme sikliginda (MI: mitotik indeks orani) azalma gozlenmistir.

Agirlik kazanimi ve kok uzunlugu ile ilgili Cizelge 3.1’ deki sonuglardan pestisit
uygulamasimin Allium cepa agirlik kazanimi ve kok uzunluklarini 6nemli oranda
engelledigi ve fotosentetik pigmentlerin miktarlarinda azalmaya sebep oldugu
goriilmektedir. Uygulanan pestisit dozlar ile kok uzunlugu ve agirlik kazanimlari
arasinda ters bir orantinin oldugu tespit edilmistir. En yiiksek kok uzunlugu ve agirlik

kazanimi kontrol grubu Allium cepa’ da, en diisiik kok uzunlugu ve agirlik kazanimi
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ile ilgili sonuglar 1800 ppm pestisit konsantrasyonunda ¢imlendirilen A/lium cepa’

da elde edilmistir.

Isil ve arkadaslar1 (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, bugdayda tohum ¢imlenmesi,
kok uzamasi, mitotik indeks ve kromozom davraniglari lizerine spermidin, spermin,
sikloheksilamin pestisitlerinin etkileri incelenerek kok uzamasini engelledigi,

kromozomlarda anormallikler yarattig1 saptanmistir (102).

Saladin ve arkadaslarinin (2003) yaptig1 ¢alismada, Fludioxonil” in yiiksek dozlarinin
in vitro kosullarda Vitis vinifera L.’nin fotosentetik pigment maddelerini olumsuz
yonde etkileyerek fotosentezi bozdugu belirtilmistir (103). Ozérgiicii (1990) ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada da Antracol WP 70 (Propineb)’in doz
artisina paralel olarak tiitlin yapraklarindaki klorofil iceriginde azalmaya neden
oldugu rapor edilmistir (104). Tort ve arkadaslar1 (2003) Captan fungisitinin farkli
konsantrasyonlarinin biber (Capsicum annuum L.) bitkisinde klorofil a, klorofil b,
toplam klorofil ve karotenoid miktarlarinin, fungisitin etikette Onerilen dozunda
kontrole gore arttig1, ancak doz artisina paralel olarak fotosentetik pigmentlerin
miktarmin azaldigi bildirilmistir (105). Tort ve arkadaslarinin (2004) yaptiklari
calismada, Nemesis DS (%1 Diniconazole) fungisitine maruz birakilmis arpa
bitkisinin (Hordeum vulgare L.) Efes 98 ve kaya kiiltiir formlarinda, pestisit
konsantrasyon artigina paralel olarak, klorofil a ve toplam klorofil miktarlarinda
azalma tespit edilmistir (106). Yiirekli ve Giiven (1989)’in yaptiklar1 ¢alismada,
Penoksalin’in misir ve pamukta klorofil a ve b miktarlarinin kontrol bitkilerine

oranla azalttig1 belirtilmistir (36).

Calismamizda, uygulama gurubu Allium cepa kok orneklerinde, total protein miktar
tayini yapilmis, pestisit konsantrasyon artisina bagl olarak (600, 1200 ve 1800 ppm),
kontrol gurubuna gore pestisitlerin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilan

orneklerde protein miktarinda bir diisiis meydana gelmistir.
Aktac ve arkadaglarinin (1994), Endosiilfan’in mercimek bitkisine uygulanmasiyla

ilgili yaptiklar1 ¢calismada, uygulanan pestisitin hiicrelerdeki total protein miktarini

doz artisna baglh olarak azalttigi bulunmustur (107). Oztiick ve Tort (2004)
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tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, domates (Lycopersicon esculentum Mill.)
bitkisine uygulanan Switch 62.5 WG (% 37.5 Cyprodinil + % 25 Fludioxonil)
fungusitinin, bazi fotosentetik pigmentler ve protein miktarlar1 iizerine etkisi
incelenmis, uygulanan fungisitin domates bitkisinde fizyolojik strese neden oldugu
goriilmistiir (108). Pinheiro ve arkadaglar1 (2001) tarafindan yapilan bir ¢calismada
da yiiksek dozlardaki fungisit uygulamalarinin total serbest amino asitler ile protein

konsantrasyonlarini azalttig1 bildirilmistir (109).

Calismamizda kullanilan pestisitlerin biyokimyasal etkilerinden biri de antioksidatif
enzim miktarlarindaki degisimlerdir. Bunun i¢in, pestisitlerin bitkilerde kimyasal
ajanlara kars1 bitki metabolizmasini koruyucu olan antioksidatif sisteme ait SOD,
CAT ve GSH-Px aktiviteleri lizerine etkileri incelenmis ve pestisit stresinin enzim
miktarlarinda diisiise neden oldugu goriilmiistiir. Bu konuyla ilgili olarak yapilan
calismalara bakilacak olursa, Serap Topgu (2010)’nun yaptig1 yiiksek lisans tez
caligmasinda, Antracol WP 70, Challenge SC 600 ve Dursban 4 pestisitleri
uygulanan Allium cepa orneklerinde doz artigina paralel olarak SOD, CAT ve GSH-

Px aktivitelerinde anlamli bir azalma oldugu gézlenmistir (110).

Calismamizda pestisitlerin Allium cepa kok hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri de
arastirilmig, farkli pestisit konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen Allium cepa kok ucu
hiicrelerinde  kontrol — grubuna goére, mikroniikleus olusumlarinin, mitoz
anormalliklerinin ve kromozom hasarlarinin arttigi, mitotik indeks oraninin ise
azaldig1 goriilmiistiir. Kontrol grubuna ait bitkilerde anomali gézlenmezken, 600,
1200 ve 1800 ppm uygulama dozuna maruz birakilan Allium cepa 6rneklerinde
mitozda anormalliklere, kromozomal hasarlara ve mikroniikleus olusumlarina
rastlanmistir. Ancak pestisitlerin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilan
uygulama grubundaki Allium cepa kok ucu hiicrelerinde, doz artisina bagli olarak
mitoza giren hiicre sayisinda (MI: mitoz siklig1) ise azalmalar gézlenmistir. 600 ppm
pestisit ¢ozeltisinde yetistirilen orneklerde MI oraninin, 1200 ve 1800 ppm
konsantrasyonlarda ¢imlendirilen 6rneklerdeki kok ucu hiicrelerinin MI oranina gore
daha fazla oldugu goriilmistiir. Elde edilen bu sonuglara gore, uygulama grubu sogan
orneklerinde, pestisitlerin tiim konsantrasyonlarmin genotoksik agidan olumsuz

etkilere neden oldugu gorilmiistiir.

46



Calismamizda ulastigimiz, doz artisina bagl olarak gbzlemlenen anomali sayisindaki
artis yapilan bir baska arastirma sonucu ile de desteklenmektedir. Ulkemizde
kullanilan pestisitlerden Stomp, Gra-moxone, Afalon, Hyvar x, Korthion ve Thiodan-
methyl’in ile yapilan c¢aligmada, bu pestisitlerin Allium cepa kdk ucu meristem
hiicrelerindeki mitotik aktiviteye etkileri, olusturduklari mitotik anormallikler ve
kromozom degisimleri incelenmis, mitotik aktivitenin engellenmesi, uygulanan doza
ve uygulama siiresine bagli bulunmustur. Uygulamada kullanilan pestisitlerin,
mitotik evrelerin dagilisinda da degisimlere sebep oldugu, metafazlarin oraninin
arttigi, yani hiicrenin bdliinmeye gidemedigi, buna paralel olarak anafaz ve
telofazlarin oraninin azaldigi tespit edilmistir (111). Celik ve arkadaglar1 (2003)
tarafindan yapilan calismada, Dinocap fungusitinin sogan kok hiicreleri iizerine
sitogenetik etkileri arastiritlmig, MI oraninin tiim uygulama zamanlarinda ve artan
konsantrasyonlarda diisme gosterdigi, bu fungusitin yapisik kromozomlara, c-mitoza,
koprii olusumuna, multipolariteye, poliploidiye, kardes kromatit degisimlerine, parca
olusumuna, geciken kromozomlara, mikroniikleus ve 2 ¢ekirdekli hiicre olusumuna,
mitotik faz sikliginda azalmaya neden oldugu ve Dinocap’ 1n tim uygulama
zamanlarinda toksik etkisi oldugu tespit edilmistir (112). Yiizbasioglu ve
arkadaslarinin (2009) yaptiklar1 calismada, Allium cepa bitkisi iizerinde Illoksan
herbisitinin  (diklofop-methil) genotoksik etkileri incelenmis, herbisitin farklh
konsantrasyonlariyla tiim uygulama zamanlarinda Allium cepa kok ucu hiicrelerinde
kromozomal anormalliklere neden oldugu, doz artigina baglh olarak, mitotik indeksi
(MI) kontrole gére dnemli derecede diisiirdiigii, fakat Illoksan’ 1n mitotik safhalarn
frekansini etkilemedigi bulunmustur (113). Pandey (2007) tarafindan, Endosiilfan,
Dieldrin ve Aldrin pestisitlerinin Vicia faba somatik hiicrelerine sitotoksik etkileri
izerine yapilan caligmada ise, pestisitlerin bakla bitkisi kromozom morfolojisi ve
hiicre kisimlar1 tizerindeki etkileri arastirilmis, ¢alisma sonucunda pestisitlerin
yiiksek  konsantrasyonlarda  mitodepresif ~ (mitozu  baskilayan),  diisiik
konsantrasyonlarda ise mitopromotor (mitozu tetikleyen) olduklar1 ve c-mitoz,
dengesiz metafaz, kromatid bdliinmeleri, parcalar, geciken ve yapiskan
kromozomlar, ge¢ boliinmeler ve erken hareketlilik gibi kromozom anormalliklerinin
meydana geldigi bulunmus ve mitotik indeksin kontrollere goére daha az arttig

gorilmistir (114). Aydemir ve arkadaslar1 (2008) tarafindan tarimsal bir pestisit
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olan 4,6-Dinitro-o-cresol (DNOC)’in Allium cepa kok ucu hiicreleri {lizerine
genotoksik  etkileri  incelenmis, tiim  uygulama zamanlarinda  biitiin
konsantrasyonlarin mitotik indeks (MI) azalmasina ve kromozomal anormalliklerine
(kiriklar, kopriiler vb.) neden oldugu bulunmus, test edilen biitiin konsantrasyonlarda
ve zamanlarda (p < 0.001), DNOC’ nin giiglii bir klastogen (kromozomlarda
genotoksik etkiye sahip materyal) oldugu tespit edilmistir (115). Bolle ve arkadaslar
(2004) tarafindan yapilan ¢alismada, sogan kok hiicreleri iizerine Atrazinin (herbisit)
genotoksik etkileri arastirilmig, sogan Orneklerinde yapisal kromozom hasarlar

atrazinin tim konsantrasyonlarinda elde edilmistir.

Atrazinin artan konsantrasyonlarinin, total somatik kromozom aberasyonlarmin
sayisint arttirdigi, yapisal kromozom hasarlarinin artan baskin lezyon artist ile
kromozom kiriklarina neden oldugu ve bu kromozom kiriklarinin ¢ogaldigi, kok
uclarinda morfolojik anormalliklerin goriildiigii; mitoz boliinmedeki gerilemenin en
yiiksek konsantrasyonda artig gosterdigi, konsantrasyon artisi ile beraber Atrazinin
genetik etkilerinin de arttig1 tespit edilmistir (116). Koca ve arkadaslar1 (2008)
tarafindan, bitki biliylime diizenleyicisi Shaffer A’ nm Vicia faba kok ucu
hiicrelerindeki sitogenetik etkileri lizerine yaptiklari calismada, Shaffer A’ nin mitoz
boliinme ve kromozomlar iizerine etkisini arastirmiglar, Shaffer A’ nin farkli
konsantrasyonlariyla muamele edilen Vicia faba kok orneklerinde, Shaffer A’ nin
asir1 dozda ve uzun siire uygulanmasinin kontrol grubuna gdre mitotik indeksi
onemli derecede azalttif1; ayrica anafaz kopriisii, parga, kalgin kromozom, yapisik
kromozomlar ve mikroniikleus olusumu gibi kromozomal anormallikler gozlenmistir
(117). Tirkoglu (1996) taratindan Vicia faba bitkisi kullanilarak yapilan ¢alismada,
Paraquat herbisitinin farkli doz ve siirelerde bitkinin kdk ve tohumlarina
uygulanmasi sonucunda kontrole oranla mitotik indekste azalma saptanmis, kdk ucu
hiicrelerindeki  kromozomlarda hasarlar meydana gelmis, anafaz kopriisii,
yapiskanlik, kalgin kromozom, kirilma ve fragment olusumu gibi mitozda meydana
gelen anomalilere rastlanmustir (118). Kara ve arkadaglar1 (1994) tarafindan yapilan
caligmada, insektisit olarak kullanilan ve bir sentetik pretroit olan Cypermethrin’in
sitogenetik etkileri, Allium cepa kok meristemi iizerinde ¢aligilmis, Cypermethrin’in
mitozu Onemli derecede baskiladigi ve konsantrasyon artisina bagli olarak,

kromozomal ve mitotik anormalliklerde bir artis oldugu goézlemlenmistir (119).
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Kirimli (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, bazi fungusit ve insektisitlerin Vicia
faba L. ve Capsicum annuum L. tirlerinin kok ucu mitozu fizerine etkileri
arastirilmig, pestisit konsantrasyonuna bagli olarak goriilen anomalilerde artis oldugu
gozlemlenirken kontrol grubuna ait bitkilerde anomali gdzlenmemistir. Pestisit
uygulama dozuna maruz birakilan V. faba L. ve C. annuum L . fidelerinde kromozom
anomalilerine rastlanmis, arastirma bitkilerinde normal mitoz boliinmelerin yani sira

farkli uygulamalara bagli olarak ¢esitli mitotik anomaliler de gézlenmistir (120).

Metin (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, Prokloraz fungusiti ile Tralkoksidimin
herbisitinin arpa (Hordeum vulgare)’da kok uzamasi, mitotik indeks, kromozom
davraniglart iizerine etkileri c¢alisilmistir. Pestisit uygulanmis koklerde bazi
morfolojik bozukluklarin meydana geldigi saptanmis, koklerden hazirlanan ezme
preparatlarda doz arttikca mitotik indekste azalma, kromozom kdpriileri, 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
yarattig1 goriilmiistiir (121). Gill ve Shaukat (2000) tarafindan Captan fungusitinin
Allium cepa’ da mutajenik etkisi lizerine yapilan calismada, farkli fungusit
konsantrasyonlarina maruz birakilan koék ucu boliinen hiicrelerde, biitiin fungusit
uygulamalarinin mitozu hemen durdurucu etki yaptigi, Captan fungusitinin
kromozomlar iizerinde genotoksik bir etkiye sahip oldugu, mitoz bdliinmede; profaz
ve metafazda kromozom yapigsmalarinin, anafazda koprii olusumlarinin, 2 ve 3
cekirdekli hiicre olusumlar1 gibi aberasyonlarin meydana geldigi goriilmiistiir (122).
Tartar ve arkadaglarinin (2006) yaptiklar1 ¢caligmada, Avenoxan herbisitinin Allium
cepa L. ve Allium sativum L. iizerine genotoksik etkileri incelenmis, Avenoxan’ n
tiim konsantrasyonlarinin, kontrole gore, c-mitoz, kromozom yapigmalari, kopriiler,
geciken kromozom, ¢ok kutuplu hiicre olusumlar1 gibi anormalliklere neden oldugu,
ayrica Avenoksa herbisitinin, mitotik indeksi Onemli Olgiide azalttigi ve MI
azalmasinin doza ve muamele zamanina bagl oldugu sonucu elde edilmistir (123).
Yildiz ve Suna Arikan (2008) tarafindan quizalofop-P-ethyl herbisiti kullanilarak
yapilan ¢alismada , genotoksik olarak Allium cepa’ da anafaz-telofaz kromozom
aberasyonlar1 arastirilmig, her uygulama zamaninda herbisit konsantrasyon artisi ile

birlikte MI azalmis, anafaz-telofaz hiicrelerinde yapisik kromozomlar, k&prii
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olusumlari, kalgin kromozomlar, c-anafaz, multipolarite ve parca olusum oranlari,
kromozom aberasyon sayisi artmis; ayrica doz artisina paralel olarak interfazda
mikroniikleusa sahip hiicreler elde edilmistir (124). Baska bir arastirmada, Ozorgiicii
ve arkadaglar1 (1994), bir insektisit olan Decis’ in Allium cepa L. kokii meristematik
bolgelerinde olusturabilecegi degisikliklerin bulgularindan elde edilen sonuglara gore
bizim aragtirmamizda da rastladigimiz gibi kok ucu hiicrelerinde niikleus sekillerinde
bozulmalar, kromozomlarda konsantrasyon artisina paralel olarak kromozomda
kopmalar, diizensizlikler, ileri derecede fragmentasyon, kromozom yapismasi,
hiicrelerde mikroniikleus ve iki ¢ekirdekli hiicre olusumu gibi anomaliler tespit

edilmistir (125).

Tiim bu sonuglar1 destekler nitelikte, Soydz ve Ozcelik tarafindan yapilan ¢alismada,
zirai miicadelede kullanilan pestisitlerin sitogenetik etkileri arastirilmistir. Bu
pestisitlerin kullanimlarinin artmasiyla ¢evre ve insan sagligi iizerine zararl etkileri
de beraberinde getirdigi, 6zellikle mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilere
sahip oldugu, pestisite maruz kalan insanlarda, yapisal ve sayisal kromozom
aberasyonlar1 ile kardes kromatid degisiminin yiiksek oranlarda tekrarlandigi
bulunmustur. Ditiyokarbamatlar (ziram, zineb, thiram) ile calisan ve iireten
insanlarda, benzer sekilde organik fosfatlar (trichlorphon, phosmet, diazinon) ve
karbamatlarla (pirimicarb) yapilan ¢alismalarda, bu maddelerin kromozom

anomalilerine ve kardes kromatid degisimlerine neden olduklar1 bildirilmistir (126).

Agar ve Uysal (1997) tarafindan yapilan g¢alismada, kromozomal anormallikler
boliinme safhalarina bagli olarak birbirinden farkliliklar gostermistir. Bu
anormallikler profaz evresinde diizensiz kromatin dagilimi1 ve graniillesme, metafaz
evresinde ise kromatin kiimelesmesi, geciken kromozomlar ve kromatid kirilmalari
seklinde gerceklesmistir. Anafaz evresinde de ¢ogunlukla kardes kromatidler

arasinda diizensiz dagilimlara ve koprii olusumlarina rastlanmistir (127).
Biitiin bu sonuglar pestisitlerin, Al/lium cepa kok ucu hiicrelerinde c¢esitli sitotoksik

etkilere neden olduklarini, kok uzunlugu ve MN siklig1 gibi parametrelerin ise bu

etkilerin izlenmesi i¢in uygun indikatorler olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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Arastirmamizda, A/lium cepa kullanarak yaptigimiz denemeler sonucunda ii¢ farkl
konsantrasyonda (600, 1200 ve 1800 ppm) uygulanan insektisit, fungusit ve herbisit
¢oOzeltilerinin sogan bitkisinin kok ucu meristem hiicrelerinde, konsantrasyon artisina
bagli olarak anafazda kutup kaymasi, kalgin kromozom, fragment olusumu, diizensiz
kromozom dagilimlari gibi ¢esitli kromozom anomalileri gdzlenmistir.
Calismamizdan elde ettigimiz sonuclar, pestisitlerin bitkiler {izerinde yarattig1

etkilerin arastirildig1 bir¢ok ¢alismanin sonuglari ile paralellik gostermektedir.

Calismamizda, mitozda tespit edilen anormalliklerden biri de mikroniikleus
olusumudur. MN testi, kimyasal ajanlar tarafindan tegvik edilen sitotoksik etkilerin
degerlendirilmesi i¢in kullanilan oldukga gilivenilir bir teknik olup, bu ¢alismada MN
testi bir indikator gibi kullanilarak Allium cepa kok ucu hiicrelerinde farkli pestisitler
tarafindan uyarilan sitotoksisite belirlenmeye calisilmistir. Kimyasal toksisitenin en
onemli belirtilerinden biri ise kok biiyimesi ve tohum agirliginin engellenmesidir.
Bu ¢alismada, 600, 1200 ve 1800 ppm pestisit konsantrasyonlarinin kok biiytimesini
bliytik ol¢tide engelledigi belirlenmistir.

Kontrol grubu Allium cepa 6rneklerinin kok ucu meristem hiicrelerinde, mikroskobik
incelemeler sonucunda herhangi bir MN (mikroniikleus) olusumuna rastlanmamustir.
Ancak farkli pestisit ¢ozeltileriyle muamele edilen 1ska sogan 6rneklerinin tiimiinde
degisik sayida MN olusumlar1 goézlenmistir. Uygulama grubu Allium cepa
orneklerine ait kok hiicrelerinde MN sayisi, kontrole gore pestisit konsantrasyon
artisina paralel olarak artmistir. Calismamizda kullanilan pestisitlerin denenen tiim
konsantrasyonlarinin ig iplikleri ve kromozomlar {izerinde etkili oldugu, MN
olusumunu tetikledigi gorilmiistiir. Yani pestisitlerin direk ntikleik asitler ya da
onlarin yapisinda yer alan baglar veya piirin ve pirimidin gibi bazlar ile etkilesime
girerek veya protein yapisindaki ig ipliklerinin konformasyonunu degistirerek
(denatiirasyon), kromozomlarin mitozda gecikmelerine neden olduklart ve MN
olusumunu tetikledikleri diisiintilebilir. MN olusumu tiim bir kromozom veya
kromozom par¢asindan kaynaklanan ve niikleus i¢indeki genetik materyalin kaybi ile

ortaya ¢ikan bir durumdur.
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Literatiir ¢aligmalarindan, Sar1 (2007) tarafindan, Dichlorvos (DDVP)’in Allium
cepa L.’da kok uzunlugu, kok sayisi, mitoz bolinme ve kromozomlar iizerine olan
etkileri arastirllmig, yapilan degerlendirmeler sonucunda kontrol gruplarina gore
uygulama gruplarinin  kok sayisinin siireye bagli olarak azalma gosterdigi
goriilmistiir. Ayrica DDVP’ nin Allium cepa bitkisinin koklerinde mitotik indeksi
azalttig1 saptanmis, Allium cepa koklerinde ise kromozomal hasarlardan; yapigkanlik,
yanlis kutuplasma, fragmentasyon, anafaz kopriisii ve mikroniikleus olusumlarinin
meydana geldigi goriilmiustiir (128). Pestisitlerin toksik etkileriyle ilgili yapilan
baska bir ¢alismada Konuk ve arkadaslar1 (2007), Boron herbisitinin A//ium cepa kdk
ucu hiicreleri iizerine genotoksik etkilerini arastirmig, mitozda meydana gelen
anormalliklerin ¢cogunun c-metafaz, prometafaz ve anafaz-telofazda elde edildigini,
interfazda dengesiz c¢ekirdekler, mikroniikleus ve iki ¢ekirdekli hiicreler goriiliirken
anafaz kopriileri, poliploid ve ge¢ kromozom parga olusumlarini tespit etmislerdir
(129). Yiizbasioglu ve arkadaslari (2003) tarafindan, bir herbisit olan
Flurochloridone’un Allium cepa iizerindeki etkileri arastirilmis ve bu herbisitin
mitotik indeksi kontrole gore azalttig1 belirtilmistir (130). Soheir ve Odette (1983),
bir insektisit olan Dursban’ 1 Vicia faba kok ve tohumlarina uyguladiklarinda, farkl
doz ve siirelerde insektisit konsantrasyonlarinin mitotik indeksi etkilemedigi
bulunmustur. Organofosforlu bir insektisit olan Malathion’un Vicia faba koklerine
(Zakia ve ark., 1990) (131) ve Basudin (20 EM)’in arpa tohumlarina uygulanmasi
(Celik ve Stimer, 1996) sonucu mitotik indeksin azaldigi belirlenmistir (132).
Leptophos (Soheir ve Odette, 1979) ve Dipterex (Soheir ve Enaam, 1983)
insektisitleri Vicia faba bitkisine uygulanmis ve her iki pestisitin de mitotik indeksi
kontrole gdre azalttign tespit edilmistir (133, 134). Badr ve Ibrahim (1987)
tarafindan, Glean herbisiti farkli doz ve siirelerde Vicia faba koklerine uygulanmis ve

bu maddenin mitotik indeksi kontrole gore azalttig1 saptanmistir (71).

Tim bu veriler degerlendirildiginde, calismamizda Allium cepa lizerinde ii¢ farkh
konsantrasyonda uygulanan insektisit, fungusit ve herbisit ¢dzeltilerinin
konsantrasyon artisina bagli olarak, ¢esitli mitoz ve kromozom anormalliklerine
neden oldugu saptanmistir. Bu anormallikler genel olarak, anafazda kutup kaymasi
ve cok kutupluluk, kromatin yogunlagmalari, kalgin ve geciken kromozom, parca

olusumu, diizensiz kromozom dagilimlar1 olarak tespit edilmistir. Bilaloglu (1982)
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(111), Tiirkoglu (1996) (118) tarafindan yapilan arastirmalarda bu tiir kromozom

anormalliklerine rastlandig1 rapor edilmistir.

Calismamiz sonucu elde ettigimiz sonuglarin, tim pestisitlerin bitkiler iizerinde
yarattig1 etkilerin arastirildigt birgok calismanin sonuclart ile paralellik gosterdigi
goriilmektedir. Elde edilen sonuglar dikkate alindiginda, tarimsal alanda kullanilan
pestisitlerin uygulandiklar1 bitkiler iizerinde hem genetik yonden olumsuz etkilere
neden olduklari, hem de biyokimyasal parametreleri degistirerek fizyolojik

reaksiyonlar tizerinde baskilayici rol oynadiklari sdylenebilir.

Tirkiye’de gida iirlinlerindeki pestisit kalintilar1 lizerinde bugiine kadar yaklagik 90
calisma yayinlandig goriilmektedir. Bu ¢alismalardan 8’1 1959-1969 yillar1 arasinda,
30’u 1970-1979 yillar1 arasinda, 17’°si 1980-1989 yillar1 arasinda, 26’s1 1990-1999
yillar1 arasinda gerceklesmistir. 2000-2003 yillar1 arasinda ise 9 calisma yapilmustir.
Kalint1 analiz ¢alismalarinin 45 yil once basladig1 diisliniildiigiinde bu sayilarin
oldukca az oldugu anlasilmaktadir. Son yillarda, diinya kamuoyunda pestisitlerin
cevreye etkileri lizerine yapilan calismalar oldukca artmistir. Pestisitlerin tarimsal
miicadelede basar1 saglamalar elbette sevindiricidir; ancak bu kimyasallarin bilimsel
denetimden yoksun, gelisi giizel ve asir1 dozda kullanilmalar1 sonunda, insan ve
hayvanlarda zehirlenmeler, hedef alinmayan yaban hayati ve yararl canli gruplarinin
Oldiiriilmesiyle dogal dengenin bozulmasi, c¢evrede ve gida maddelerinde ilag
kalintilari, daha once zararli olmayan bazi canlilarin zararli duruma gegmesi,
zararlilarin bagisiklik kazanmasi gibi birgok olumsuz etkiler ortaya ¢ikmaktadir (21,
37, 38, 135). Giliniimiizde modern tarimda kimyasal miicadeleden tamamen
vazgecmek miimkiin degildir. Ancak, tarimda kullanilan pestisitleri zamaninda ve
bilingli olarak uygulamak suretiyle olumsuz etkilerini minimuma indirmek miimkiin
olabilmektedir (4). Calismamizda, laboratuvar ortaminda elde ettigimiz sonuglarin
arazi uygulamalan ile desteklenebilir nitelikte oldugu ve bu anlamda ¢alismamizin
yeni ¢alismalarin planlanmasma 1s1k tutacagi ve literatiire Onemli katkilar

saglayacag diisiiniilmektedir.
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