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ÖZET

BASUDIN 60 EM VE CUPRAVIT OB 21 PESTİSİTLERİNİN Allium cepa BİTKİSİ

ÜZERİDEKİ FİZYOLOJİK, SİTOGENETİK VE BİYOKİMYASAL ETKİLERİ

ARSLANOĞLU, İlhan

Kırıkkale Üniversitesi

Fen Bilimleri Enstitüsü

Biyoloji Anabilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi

Danışman: Prof. Dr. Aysun ERGENE

Ocak 2011, 69 sayfa

Pestisitlerin yaygın kullanımı sağlık, çevre ve ekonomik açıdan çeşitli

olumsuzlukları da beraberinde getirmektedir. Özellikle hedef alınmayan canlılar

üzerinde pestisitlerin, gelişmeyi durdurucu, hastalık yapıcı, mutajenik, kanserojenik

ve öldürücü etkilere sahip olduğu in vitro ve in vivo çalışmalarla belirlenmiştir.

Pesitisit uygulanmış ürünlerden insanların ve diğer canlıların zarar görmemesi için,

pestisitlerin mutajenik etkilerinin test edilmesi gerekmektedir.

Bu çalışmada tarım alanında kullanılan Basudin 60 EM (insektisit) ve Cupravit ob 21

(fungusit) pestisitlerinin,  bütün dünyada olduğu gibi ülkemizde de yaygın kullanıma

sahip olan Allium cepa bitkisi üzerine fizyolojik, sitotoksik ve biyokimyasal etkileri

incelenmiştir. Tüm pestisitlerle muamele edilen bitki köklerinde kromozom hasarları,

mitoz anormallikleri gözlenmiş, mitotik indeks ve mikronükleus tayini yapılmıştır.
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Allium cepa tohumlarında kök uzunluğu ve ağırlık kazanımı, genç yapraklardan

alınan örneklerde ise enzim, protein ve pigment analizleri gerçekleştirilmiştir.

Böylece fazla miktarda ve kontrolsüzce kullanılan pestisitlerin Allium cepa

üzerindeki etkilerinin zararlı olduğu görülmüştür.

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

İnsektisit, 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

ARSLANOĞLU, İlhan

Kırıkkale 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. Inhıbıtıon 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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1. GİRİŞ

Bitkiler dünya nüfusunun ana besin kaynağını oluşturmaktadır. Ancak bütün

dünyada yaklaşık 80.000 – 100.000 adet bitki hastalığı, 1.800’ü ekonomik hasara

neden olan 30.000 adet yabancı ot, 1.000’den fazlası şiddetli zarar nedeni olan 3.000

adet nematod, 10.000’i önemli ürün kaybına neden olan 800.000 adet böcek çeşidi

tarımsal ürünlere zarar vermektedir. Yapılan çalışmalar dünya gıda üretiminin

1/3’inin bu zararlılar tarafından tahrip edildiğini ortaya koymaktadır. Bununla

birlikte yılda ortalama 80 milyon artan dünya nüfusunu beslemek için kullanılan

tarım alanlarının miktarı da sınırlıdır ve küresel ısınmanın sonuçlarından biri olarak

gün geçtikçe bu alanlar azalmaktadır (1-5). Ortaya çıkan beslenme problemini

çözümlemek amacıyla öncelikli olarak tarım alanlarından maksimum düzeyde ürün

sağlanabilmesi yönündeki çalışmalar hız kazanmaktadır (6).

Tarım zararlıları ve hastalıklarla mücadele, tarımsal üretimde kalite ve verimliliğin

arttırılmasında, hasat öncesi ve sonrasında kayıpların önlenmesinde önemli bir yere

sahiptir. Ülkemizde ve dünyada uygulama kolaylığı ve iyi sonuç alınması nedeniyle

daha çok kimyasal savaşa başvurulmaktadır. Bu amaçla kullanılan kimyasallar

(tarımsal ilaçlar, pestisitler veya zirai mücadele ilaçları), bitki koruma ürünleri olarak

ulusal mevzuata göre kullanılmaktadır. Türk Gıda Kodeksi bitki koruma ürünlerini,

tarımsal ürünlerin üretimi, işlenmesi, depolanması, taşınması ve dağıtılması sırasında

hastalığın, zararlıların, yabancı otların ve mikroorganizmaların kontrol edilmesi,

uzaklaştırılması, imha edilmesi ve önlenmesi amacıyla kullanılan, bitki gelişimini

düzenleyiciler dahil, kimyasal maddeler olarak tanımlamaktadır. Bitkilerin

büyümesini düzenleyen, yaprak düşüren, filizlenmeyi önleyen maddeler de bu tanım

kapsamına girmektedir. Bitki zararlılarına karşı zehir etkisine sahip olan pestisitler,

gıda maddeleri için “bulaşan” niteliğindeki istenmeyen maddelerdir. Buna göre

bulaşanlar; bitki, hayvan ve/veya toprak kökenli yabancı maddeler, ilaç kalıntıları,

insan sağlığına zararlı olan plastik madde, deterjan, dezenfektan, radyoaktif madde

kalıntıları ve her türlü istenmeyen maddelerdir (7,8).
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Dünyada ve ülkemizde tarım alanındaki zararlıları yok etmek ve daha kaliteli ürün

elde etmek amacıyla pestisitler yoğun olarak kullanılmaktadır. Tarımsal savaşımda

kullanılan pestisitler hedef organizmaları yok ederek ürün artışına neden olabildikleri

gibi, hedef olmayan canlılarda da hasarlara yol açmaktadırlar (9,10). Bu maddeler

hedef olmayan organizmaya çeşitli yollarla girebilmekte ve bu organizmada sinir

sistemi, endokrin sistem, immün sistem, karaciğer, kas, kalp, kan, boşaltım ve diğer

sistemleri etkileyebilmektedir (11-15). Pestisitlerin özellikle hedef alınmayan canlılar

üzerinde gelişmeyi durdurucu, hastalık yapıcı, mutajenik, kanser yapıcı ve hatta

öldürücü etkilere sahip olduğu in vivo ve in vitro çalışmalarla belirlenmiştir (2-5).

İnsanlar tarafından tüketilen gıdalardaki pestisit kalıntıları, insan sağlığı açısından

önemli bir risk faktörüdür. Bu nedenle, tüketiciye ulaştırılan ürünün güvenli olması

bakımından gıdalara bulaşan tarım ilaçlarının minimum seviyede tutulması

gerekmektedir. Yasalarda öngörülen limitlerin aşılması sonucunda, insan sağlığı

tehlikeye girebilmekte, zehirlenmeler olabilmektedir. Ayrıca hayvan yemlerinde

kullanılan pestisitler et, süt, yumurta gibi ürünlerle insan sağlığını olumsuz

etkilemektedir (7). Pestisitler ve bu kimyasal maddelerin kalıntıları çeşitli zaman ve

yerlerde biyolojik besin zincirine girerek akut ve kronik zehirlenme tehlikesinden

başka, muhtemel mutajenik etkileri ile gelecek nesillerin genetik sağlığını tehdit

etmektedir (16). Zira pestisitlerin, bitkilerdeki veya insan lenfosit hücrelerindeki

nükleik asitlere, kromozomlara ve mitoz bölünmeye olumsuz etkileri bulunmaktadır

(17). Tarımı yapılan ürünlerden insanların ve hedef alınmayan canlıların direkt veya

dolaylı yollarla zarar görmemesi için pestisitlerin biyokimyasal ve fizyolojik etkileri

detaylı olarak incelenmeli, sitotoksisite testleri yapılmalı, mutajenik etkileri test

metodlarıyla belirlenmelidir.

1.1. Kaynak Özetleri

Günümüzde artan nüfusun besin ihtiyacını karşılayacak tarım alanlarının kısıtlı oluşu

insanoğlunun karşılaştığı en önemli problemlerden birisidir. FAO (Birleşmiş

Milletler Gıda ve Tarım Örgütü) verilerine göre mevcut dünya nüfusunun % 40' ı
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yeterli seviyede beslenememekte, bunun sonucunda da açlık ve sefaletten dolayı her

yıl binlerce kişi ölmektedir (18).

Dünya nüfusunun beslenme ihtiyacını karşılamak için, tarımda birim alandan alınan

ürün miktarının artması, iyi tohum kullanımı, gübreleme, sulama, toprak hazırlama

gibi faktörlerin yanında hastalık ve zararlılarla mücadele ile mümkün olmaktadır

(19). Türkiye' de ve birçok gelişmiş ülkede tarım zararlıları ile mücadele kimyasal

ilaçlarla yapılmaktadır. Bugün tarım ilaçlarının kullanılmaması durumunda, bazı

ürünlerde ortalama % 65 civarında kayıpların meydana gelebileceği tahmin

edilmektedir. Ancak tarım ilaçları, çoğu insan tarafından bilinçsizce

kullanılmaktadır. Bu ilaçlardan en önemlisi ve kullanımına dikkat edilmezse en

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

1.1.1. Pestisitler ve Özellikleri

Pestisitler (biyosid), besin maddelerinin üretimi, tüketimi, depolanmaları sırasında

tarımsal ürünlere zarar veren ve ürün kaybına neden olan hastalık yapıcı

mikroorganizma ve böcek, kemirici, yabani ot, mantar gibi zararlıları uzaklaştırmak,

yok etmek ve bitki büyümesini düzenlemek amacıyla kullanılan kimyasal ya da

biyolojik ürünlerdir (23, 24).

Pestisitler, oksitleyici özelliğe sahip bileşiklerdir. Hücre membranındaki lipitleri,

proteinleri ve DNA’yı oksitleyebilmektedirler. Membran lipitlerinin oksidasyonu,

membrandaki lipitlerin peroksidasyonuna neden olup, hücre membran

permeabilitesini bozarak hücre metabolizmasını ve morfolojisini olumsuz yönde

etkilemektedirler (25).

Çoğu aromatik bileşikler olan pestisitlerin kirletici potansiyelleri, biyolojik

etkinliklerine ve zehir etkilerine bağlı olarak değişmektedir. Pestisitlerin topraktaki

kalıcılığı (yarı ömrü), pestisitin başlangıç düzeyinin yarısının ortadan kalkması veya

diğer bileşiklere ayrışabilmesi için gereken zaman aralığıdır. Ancak bazı durumlarda



4

ayrışma ürünleri, özgün bileşik kadar veya ondan daha zararlı etkilere de sahip

olabilmektedir (19).

Zehirlilik özelliği gösteren bir maddenin pestisit olabilmesi için biyolojik olarak

etkili, güvenilir ve stabil olması; kullanıcılar ve tüketiciler açısından güvenilir

olması, besihayvanları için güvenilir olması, yabani hayata ve faydalı organizmalara

zararlı olmaması ve çevre için kabul edilebilir olması, ticarette probleme sebep

olmaması gerekir (26).

1.1.2. Pestisitlerin Kullanım Alanları

Pestisitler, tarım ve bahçecilikte böcek ve kemiricilere karşı mahsulün korunmasında,

kamu sağlığı çalışmalarında, vahşi yaşamın korunmasında, ev içi ve ev çevresi

alanlarda, ormancılıkta kereste korumacılığında, hayvancılıkta, endüstriyel böcek

kontrolünde, gıda saklanmasında, tıbbi amaçlı, toplum hijyeninin sağlanmasında ve

veterinerlikte kullanılmaktadır (27).

Türkiye'de insektisit kullanımı 1990 yılında 18.551 ton civarında iken 1991 ile 1994

yılları arasında bu miktar düşme göstermiş fakat 1995 yılında tekrar 17.383 ton

seviyesine yükselmiştir (Şekil 1.1).  Fungisit ve herbisitlerin kullanımı ise 1990

yılında 6.349 ton civarında iken yıllar geçtikçe kullanım miktarları artmaktadır (28).

Şekil 1.1. Türkiye’de yıllara göre pestisit kullanım miktarları (28)
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Tarımsal pestisitlerin %14-80’i toprağa uygulanmaktadır (29). ABD’de pestisit

kullanımının %75’i tarımsal alandadır. Ayrıca dünyada DDT, aldrin, dieldrin,

klordon, heptaklor, lindan, toksofen kullanımları yasaklanmıştır (27). Tarımsal

pestisit kullanımında, dünya çapındaki tüm otoritelerce kabul edilen maksimum

pestisit seviyesi 0,1µg / l’dir (29).

1.1.3. Pestisitlerin Etkileri

Pestisitlerin bazıları toksikolojik açıdan bir zarar oluşturmazken, bazılarının

kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon oluşturucu etkileri

saptanmıştır. Pestisitlerin kullanımı bir taraftan tarımda üretimi arttırırken, diğer

taraftan bilinçsiz ve hatalı kullanım sonucu, hem insan hem de çevre sağlığı

problemleri ortaya çıkmaktadır. Pestisit kalıntılarının en önemli kaynağı gıdalardır.

Pestisitler, tavsiye edilen dozların üzerinde kullanıldıklarında, gereğinden fazla

sayıda ilaçlama yapıldığında, gerekmediği halde birden fazla ilaç karıştırılarak

kullanıldığında veya son ilaçlama ile hasat dönemi arasında bırakılması gereken

süreye uyulmadığı durumlarda, gıdalarda, toprak, su ve havada kullanılan pestisitin

kendisi ya da dönüşüm ürünleri kalabilmektedir. Yüksek dozda pestisit kalıntısı

içeren gıdalarla beslenen insanlarda ve çevredeki diğer canlılarda, akut veya kronik

zehirlenmeler olabilmekte, özellikle bazı ürünlerde aroma ve kalite değişimleri

meydana gelebilmektedir (18). Hemen bütün insektisitler spesifik olmadıkları için

sadece hedef organizmaları öldürmemekte, omurgalı ve omurgasız diğer

organizmaları da etkilemektedir (22, 30, 31).

Tarımsal alanlara, orman veya bahçelere uygulanan pestisitler, havaya, su ve toprağa,

oradan da bu ortamlarda yaşayan diğer canlılara geçmekte ve dönüşüme

uğramaktadır. Bir pestisitin çevredeki hareketlerini, pestisitin kimyasal yapısı,

fiziksel özellikleri, formülasyon tipi ve uygulama şekli, iklim ve tarımsal koşullar

gibi faktörler etkilemektedir (32). Pestisitlerin, en önemli yan etkileri şunlardır:

i.  Kuş, balık, mikroorganizma ve omurgasızlar gibi hedef olmayan

organizmalarda ölümlere ve üreme potansiyelinin azalmasına,
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ii. Hedef olamayan canlılarda pestisitlere karşı dayanıklılık oluşması

sonucu, hastalık taşıyan böcek ve parazitlerin kontrolden çıkmasına,

iii. Ekosistemin yapısının ve türlerin sayısının değişmesi gibi uzun

süren etkilere neden olmaktadırlar (32).

Pestisitin canlılar üzerindeki etkisi fetal yaşamdan itibaren başlamaktadır. Bu ilaçlar

plasentadan fetüse geçmekte ve bunun sonucu olarak düşükler olabilmekte,

hiperpigmentasyon ve hiperkeratotik (anormal derecede kalın, çatlak bir deriye

sahip) çocuk doğumları görülmektedir. Yapılan hayvan deneylerinde, radyoaktif

olarak işaretlenip anneye verilen pestisitin 5 saat sonra plasentadan fetüse geçtiği ve

fetüsün göz, sinir sistemi ve karaciğerine yerleştiği gözlenmiştir. Kan hücreleri

üzerine de olumsuz etkileri bulunan pestisitlerin bazıları, eritrositlerin boyutlarının

ve yüzey şekillerinin bozulmasına ve eritrosit antioksidan sistem enzimlerinin

aktivitelerinde değişmelere sebep olmaktadır (14, 33).

Pestisitlerin önemli etkilerinden bir diğeri de asetilkolinesteraz enzimini inhibe

etmeleridir ki bu durumda, alt beyin kökünde solunum kontrol merkezlerinin

baskılanması canlının ölümüne sebep olur (34).

Pestisitlerin püskürtülerek uygulanması sırasında ise, bir kısmı buharlaşma ve

dağılma nedeniyle kaybolurken, diğer kısmı bitki üzerinde ve toprak yüzeyinde

kalmaktadır. Toprak ve bitki uygulamalarından sonra toprak yüzeyinde kalan

pestisitler, yağmur suları ile yüzey akışı şeklinde veya toprak içerisinde aşağıya

doğru yıkanmak suretiyle taban suyu ve diğer su kaynaklarına ulaşabilmektedir

(Şekil 1.2). Doğrudan suya yapılan uygulamalar sonucunda (sivrisinek mücadelesi

gibi) pestisitler su bitkileri veya dip çamurları tarafından tutulmaktadır (35).
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Şekil 1.2. Pestisitlerin doğadaki hareketleri (27)

Pestisitlerin bilimsel denetimden yoksun, gelişi güzel ve aşırı dozda kullanılmaları

sonunda, insan ve hayvanlarda zehirlenmeler olabilmekte, yaban hayatı ve yararlı

canlı gruplarının öldürülmesiyle doğal dengenin bozulması, havada, suda, toprakta

ve gıda maddelerinde ilaç kalıntılarının kalmasının yanında, daha önce zararlı

olmayan bazı canlıların zararlı duruma geçmesi, zararlıların bağışıklık kazanması ve

çevre kirlenmesi gibi pek çok olumsuz etkiler ortaya çıkar (36, 21, 37, 38).

1.1.4. Pestisitlerin Mitoz Bölünme Üzerine Etkisi

Canlıların büyüme ve gelişmesi, canlıları oluşturan hücrelerin düzenli büyüme ve

çoğalmasına bağlıdır. Hücre bölünmesi, makromoleküler düzeyde birbirini izleyen

biyokimyasal olayları içermektedir (39). Tek hücreli canlılarda bölünme genellikle

amitoz, çok hücrelilerde ise mitoz ve mayoz ile gerçekleşir. Mitoz bölünme tek

hücrelilerde ebeveyne benzer bireyler oluşturarak çoğalmayı, çok hücrelilerde ise

yeni bir organizmanın oluşumunu, gelişmesini, büyümesini, çeşitli organların

meydana gelmesini ve hasar gören bölümlerin onarımını sağlar (40).
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Mitoz bölünmenin en önemli karakteristiği kromozom sayısının korunmasıdır ve bu

durum DNA’nın semi-konservatif olarak kendini eşlemesi ile sağlanır. Ökaryotik

hücre bölünmediği zamanlarda nükleus içindeki DNA, proteinle birlikte kromatin adı

verilen ince ve esnek yapıyı oluşturur. Hücre bölünmesi sırasında ise kromatin

kısalıp kalınlaşarak bireysel kromozomları oluşturur. İki hücre bölünmesi arasında

dinlenme safhası adı verilen, aslında metabolik faaliyetlerin çok yoğun olarak

meydana geldiği interfaz safhası (metabolik safha) gerçekleşmektedir.

Mitoz, hücre döngüsünün sadece bir kısmını oluşturur. Mitotik (M) faz, hem mitozu

hem de sitokinezi kapsar ve genellikle hücre döngüsünün en kısa parçasıdır. Mitotik

hücre bölünmesini çok daha uzun bir evre olan interfaz izler. İnterfaz sırasında hücre

büyür ve bölünme için kromozomlarının kopyasını oluşturur. İnterfaz, G1, S ve G2

safhalarından oluşmaktadır. Bu üç alt faz sırasında hücre, proteinlerini, DNA’ sını ve

sitoplazmik organellerini çoğaltır, kromozomlarını kopyalar (40).

Mitoz bölünme kesintisiz devam eden bir olaydır ve interfazı takiben profaz,

metafaz, anafaz ve telofaz safhaları yer alır. Bu safhaların devam etme süreleri farklı

olup en çabuk biten safha metafaz, en uzun süren safha profazdır. Profaz safhasında

nükleusun içerisindeki kromatin, kromozom halini alır. Profazın başından itibaren

her kromozomun kromatid adı verilen iki iplikten oluştuğu görülür. Fakat bu iki iplik

henüz bölünmemiş sentromer tarafından bir arada tutulur. Kromozomlar, profazın

başında nükleusun içinde eşit bir dağılım gösterirler. Safhanın sonuna doğru nükleus

zarına yaklaşır. Profaz ilerledikçe kromozomlar daha büyük çaplı spiraller yaparak

kısalıp kalınlaşırlar. Nükleus zarı fragmentli bir duruma geçerek, profazın sonunda

nükleoluslar gittikçe küçülür ve kaybolur. Prometafazda, kromozomların kardeş

hücrelere dağılması için iğ iplikleri oluşur. Kromozomlar bu iğ ipliklerine bağlanarak

ekvator düzlemine doğru hareket ederler. Kinetokorlar ise iğ ipliklerinin farklı

kutuplara giden tarafına yerleşirler. Kromozomlar ekvator düzlemine eriştikleri

zaman metafaz başlar. Kinetokor liflerine bağlı kromozomlar metafaz plağında

sıralanırlar. Küçük kromozomlar daima içe doğru, büyük kromozomlar ise çevreye

doğru yerleşirler. Metafazın sonlarına doğru bütün kromozomlarda sentromerler aynı

anda yarılır ve kardeş kromatidler birbirinden ayrılır ve böylece anafaz başlamış olur.

Bu safhada duplike kromozomun kromatidlerinden birisi bir kutba çekilirken onun
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kardeşi de aksi kutba doğru çekilir. Kromatid grupları kutuplara ulaştığında anafaz

sona erer ve telofaz başlar. Bu safhada, kromozomlar sıkıca bir araya gelerek bir

yığın oluştururlar ve tek tek fark edilemez hale gelirler ve daha sonra profazdaki

olaylar ters yönde oluşmaya başlar. Matriks erir, spiraller çözülür ve kromozomlar

ince uzun iplikler halinde görülürler. Kutuplardaki kromozom gruplarının etrafında

nükleus zarı tekrar oluşur ve nükleoluslar meydana gelir. Böylece iki yavru nükleus

meydana gelmiş olur. Bu şekilde tamamlanmış olan nükleus bölünmesini

(karyokinez) sitoplazmanın bölünmesi (sitokinez) takip eder. Sitokinez bitki ve

hayvan hücrelerinde farklı gerçekleşir. Hayvan hücresinde, aktin flamentinin

bulunduğu bir boğumla sitokinez gerçekleşirken, bitki hücresinin etrafındaki hücre

çeperi ise bölünmeye izin vermediğinden hücre plağı meydana gelir ve iki hücre için

de plazma zarı oluşur.  Bir bitki hücresi olan Allium cepa’ da mitoz bölünmenin

evreleri Şekil 1.3’ de görülmektedir (40).

Şekil 1.3. Allium cepa’ da mitoz bölünme safhaları: a. İnterfaz, b. Profaz, c. Metafaz,

d. Anafaz, e. Telofaz (41)

Bitkiler üzerinde sitotoksik etkileri olan pestisitlerin hücrelerde neden olduğu

kromozomal sapmalar, genetik hasarın göstergesi olarak kabul edilebilir (42). Bu

nedenle kullanılan bu pestisitlerin neden olduğu çeşitli toksik etkileri direkt olarak

gösteren Allium cepa, toksisite ölçümlerinde sıklıkla tercih edilmektedir. Ayrıca bitki

kök ucu sistemlerinin incelenmesi, çevresel etkilerin belirlenmesinde hızlı ve hassas



10

bir metoddur.  Çünkü kök uçları, doğada toprağa ve suya karışan kimyasallara maruz

kalan ilk yapılardır. Farklı test bitkileriyle çevresel kimyasalların genotoksisitesini

test etmek için yapılan çalışmalarda, kirleticilerin farklı konsantrasyon ve

sürelerindeki uygulamalarda hem makroskobik düzeyde büyümedeki düzensizlikler

gözlenmiş, hem de mikroskobik düzeyde, mitotik indeksin azaldığı ve yapışık

kromozomlar, köprü oluşumu, vagrant (dağınık) kromozomlar, c-metafaz, c-anafaz,

multipolar anafaz, yanlış kutuplaşma, parça oluşumu, mikronükleus gibi kromozom

aberasyonlarının arttığı belirlenmiştir (17). Pestisitlerin iğ iplikleri üzerine etkili

olması sonucunda c-mitoz oluşmakta ve buna bağlı olarak poliploidi ve anöploidi

meydana gelmektedir. İğ ipliklerinin tamamen parçalanması ile multipolar anafaz

oluşurken, iğ ipliği oluşumunun kısmen engellenmesi ile kalgın kromozomlar ve

bunun sonucunda da mikronükleuslar meydana gelmektedir (43).

Genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullanılan MN (mikronükleus),

asentrik kromozom ya da kromatid kırıklarından ve tüm kromozomlar ya da

kromatidlerin anafazda gecikmesinden (lagging) dolayı telofazda oluşan, kardeş

nükleusun dışında rastlanan küçük nükleuslardır. Ayrıca multipolar anafaz ve telofaz

da MN oluşumuna sebep olmaktadır (44-46).

MN oluşumuna neden olabilen kromozom kaybı ya da kromozomların ayrılamaması

(non-disjunction), kanser ve yaşlanmada gözlenen önemli olaylardandır. Bu durum,

muhtemelen iğ iplikçiklerinde, sentromerde bozulma ya da metafazdan önce

kromozom yapısının yoğunlaşması sonucu oluşmaktadır. Mikronükleus, sonraki

mitotik bölünmelerde anöploid ve poliploid hücrelere yol açtığından mutasyonlara

sebep olmaktadır (47, 48).

1.1.5. Pestisitlerin Antioksidan Sistem Enzimleri Üzerine Etkisi

Bitkiler farklı stres faktörlerine karşı aynı veya benzer savunma mekanizmaları

geliştirmişlerdir. Bitkiler stresi ya tolere etmekte ya da ondan kaçınmaktadırlar. Stres

faktörleri yapısal ve metabolik hasarlara neden olmaktadır. Bu hasarlar tersinir ya da

geri dönüşümsüz olabilirler. Bu yüzden bitkiler sekonder metabolitlerin yanı sıra

başka savunma yolları da geliştirmişlerdir. Bu yollardan biri de antioksidanların
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aktivasyonudur (49). Pestisitler, vücuttaki en önemli koruyucu sistemlerden olan

antioksidan sistemi olumsuz olarak etkilemektedir. Antioksidantlar, oksidasyonu

başlangıç veya gelişme basamağında önleyen ve/veya geciktiren maddelerdir.

Biyolojik sistemlerde antioksidant aktiviteye sahip bileşiklerin bulunması yaşam için

bir ihtiyaçtır. Bu antioksidantların antimutajenik, antikarsinojenik ve yaşlanmayı

önleyici etkileri bulunmaktadır (50).

Antioksidan sistem vücutta oluşan reaktif oksijen bileşiklerini etkisizleştirmeyi hedef

alır. Bütün aerobik hücrelerde aktif oksijen türevleri kendiliğinden meydana

gelmektedir. Dış kaynaklı olarak da UV radyasyonu, sigara dumanı, hava

kirleticileri, ozon, organik çözücüler, pestisitler aktif oksijen türevleri

oluşturabilirler. Aktif oksijen türevleri, oksijenin tekil elektronlarının uyarılması ile

açığa çıkan süperoksit anyonu (O2
–), hidrojen peroksit, hidroksil radikali (OH) ve

peroksi anyonu gibi radikallerdir. Bu radikaller hücre membranında doymamış yağ

asitleri ve protein üzerine zarar verici etki gösterirler. Serbest radikallerin membrana

tutunduğu durumlarda enzimleri ve diğer proteinleri inaktive etmesi, onkojenik

olabilen mutasyonlara neden olması, hücrenin hormonlar ve nörotransmitterlere

verdiği cevabı değiştirmesi radikallerin önemini bir kez daha ortaya koymaktadır.

Antioksidan savunma sisteminde glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), glutatyon

peroksidaz (GSH-Px), glutatyon redüktaz (GR), katalaz (CAT) ve süperoksit

dismutaz (SOD) rol alır. Bu enzimler bitkilerde yaygın olarak bulunmaktadır

(51-56). SOD canlı organizmalardan süperoksit anyonlarını uzaklaştıran bir

enzimdir. SOD, oksidatif enerji üretimi sırasında oluşan endojen veya eksojen

kaynaklı süperoksit radikallerinin (O2
–) suya (H2O) ve moleküler oksijene (O2)

dismutasyonunu hızlandırmaktadır. Moleküler oksijenin bir elektron alarak

indirgenmesiyle kararsız bir yapı olan süperoksit (O2
–) radikali oluşur (57, 58).

O2 +  e- → O2
–

Süperoksit anyonuna bir elektron eklenirse (süperoksit dismutasyonu) veya O2’un

doğrudan indirgenmesiyle hidrojen peroksit (H2O2) oluşur. Dismutasyon, spontan

olarak veya süperoksit dismutaz (SOD) enzimi aracılığı ile katalize edilebilir (59).
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2 O2
– + 2H+ →  O2 + H2O2

Katalaz, bitki, hayvan ve aerobik bakterilerde bulunan ve hidrojen peroksidi (H2O2)

su ve moleküler oksijene yıkılmasını katalizleyen bir enzimdir (60).

        2H2O2 →  O2 + 2 H2O

Katalaz (CAT), somatik bir oksidan koruyucudur. Katalazın hidrojen perokside

ilgisi, glutatyon peroksidaza göre daha fazladır. Katalaz, karaciğer ve eritrosit

içerisinde bol miktarda bulunur, hidrojen peroksidi su ve oksijene parçalar (61).

Katalazın temel fonksiyonu, moleküler O2 mevcudiyetinde metabolizmanın bazı

kademelerinde sentezlenen H2O2 ve ROOH gibi bir peroksidi gidererek, özellikle

membranlarda oluşturabilecekleri geri dönüşümsüz hasarları engellemektir. Çünkü

H2O2, singlet oksijen ve hidroksil radikalinin potansiyel kaynağıdır (62).

Glutatyon peroksidaz (karaciğerde en yüksek, kalp, akciğer ve beyinde orta, kasta ise

düşük düzeyde), aşırı düzeylerde H2O2 varlığında redükte glutatyonun (GSH) okside

glutatyona (GSSG) dönüşümünü katalize eder. Bu arada H2O2 de suya

dönüştürülerek detoksifiye olur (60).

(ROOH) H2O2+ 2 GSH →  GSSG + 2H2O (ROH)

Glutatyon mekanizması çok önemli antioksidatif savunma mekanizmalarından

biridir. Glutatyon peroksidaz, oksidasyona karşı hücre membranını ve proteinlerini

korumaktadır (63).

1.1.6. Pestisitlerin Fotosentez Üzerine Etkisi

Pestisitlerin bitkilere diğer bir etkisi de yapısındaki etken maddenin diğer maddeler

ile etkileşerek bitkinin cins, tür ve gelişme devrelerine göre değişik fitotoksik
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etkilerde bulunmasıdır (64). Pestisitler, bitki yapraklarında birim alandaki stoma

dağılımını azaltarak, fotosentez için gerekli gaz alış verişini ve bunun sonucunda

bitkinin fotosentez hızını düşürerek metabolik faaliyetlerin yavaşlamasına sebep

olmaktadır (65). Yüksek dozlarda pestisit kullanımı, bitkilerin fotosentez ve

transpirasyon gibi işlevlerinin gerçekleştiği yapraklarda da fizyolojik yönden önemli

farklılıklara yol açmaktadır (30). Fotosentezin gerçekleştiği bitki kloroplastlarında

çeşitli klorofillere rastlansa da klorofil a ve klorofil b en önemlilerindendir. Klorofil a

(C55H72N4Mg), algler ve cyanobacteria'da, klorofil b (C55H70O6N4Mg ) ise, bütün

yüksek bitkilerde ve yeşil alglerde bulunur (66-68).

Bitkilerde ve bazı diğer fotosentetik mikroorganizmalarda bulunan karotenoidler,

biyolojik antioksidan olarak hücre çekirdeğini ve dokuları zararlı etkenlerden

koruduğu için insan sağlığı açısından önemlidir (69). Karotenoidler OH-, O2
– ve

peroksi radikalleri ile etkileşime geçerek mükemmel bir radikal tutucu olarak iş

görürler. Serbest radikallerin yapısından bir H+ kopararak radikali etkisiz hale getirir

ve yapısından bir elektron transfer ederek radikali nötrleştirirler. Kanser tedavisinde

kullanılan β-karoten, lutein, zeaksantin gibi karotenoidler, birçok araştırmacı

tarafından insan hastalıklarına karşı koruyucu olarak önerilmektedir (70-72).

1.1.7. Tarım İlaçları

Tarım ilaçları, kullanıldıkları zaman gösterecekleri etki şekillerine göre 2 gruba

ayrılır:

1- Kontak etkili ilaçlar: Uygulandıklarında bitki yüzeyinde kalırlar ve temas

ettikleri canlıları öldürürler. Göreceli olarak daha az tehlikelidirler (19).

2- Sistemik etkili ilaçlar: Bitki bünyesi içerisinde hareket ederek meyveye,

yaprağa ve bitki köküne ulaşabilir, içsel beslenen zararlıları da öldürebilirler.

Sistemik ilaçların bu özellikleri, kullanımları esnasında çok daha fazla dikkat

edilmesi ve önem gösterilmesi gerektiği sonucunu doğurmaktadır (19).
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Tarımsal ilaçların zehirleyicilik özellikleri, ilacın hayvanlar üzerinde yapılan

denemeler neticesinde elde edilen LD50 (letal doz 50%) değerine göre saptanır.

Pestisitler LD50 değerlerine göre çok zehirli (Endrin, Endosülfan), zehirli (Lindan,

Heptaklor), kısmen zehirli (Triklorofon, Demeton) ve az zehirli (Kloratlar, Dalapon)

olarak gruplara ayrılırlar (19).

1.1.8. Pestisit Kullanımı

Ülkemizde tarım teşkilatları pestisit kullanımı için alınması gereken önlemler ile

ilgili olarak kullanıcıyı bilinçlendirmeye yönelik çalışmalar yapmaktadır. Daha

önceden kullanılan fakat çok zehirli olduğu için kullanımı tamamen yasaklanan

ilaçların bir kısmı halen ülkemizde ruhsatlı olarak satılmaktadır (19). Özellikle 1970

yılında başlayan çevre koruma hareketlerinden sonra bütün dünyada pestisit

kullanımının çok daha kontrollü yapıldığı, mevcut etkili maddelerin yeniden

emniyetlilik testlerine alındığı ve bu değerlendirmeler sonunda bazı pestisitlerin

çeşitli ülkelerde yasaklandığı, kısıtlandığı ya da kontrollü kullanıldığı bilinmektedir.

Avrupa ve Amerika’da tarım ilacı üreten tesisler bile çevresel baskılar nedeni ile

kapatılmış, burada üretilen ilaçların birçoğu Avrupa ve Amerika’ da

kullandırılmamakta ve gelişmekte olan ülkelere satılmaktadır. Yılda 2,5 milyon

tondan fazla olan küresel çapta pestisit kullanım oranları Şekil 1.4’ de görülmektedir

(18, 19).

Herbisit
49%

İnsektisit
26%

Fungusit
20%

Diğer
5%

Şekil 1.4. Dünyada pestisit kullanımının gruplara göre dağılımı (27)
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Dünyada değişik kimyasal formülasyonda, her yıl 1,5- 2,6 milyon ton civarında

pestisit üretilmekte ve bu 31 milyar dolar civarında bir ticari hacim oluşturmaktadır

(73-75).  (Şekil 1.5).

3% 5%
15%

22%
25%

30%

Doğu Avrupa
Diğer
Latin Amerika
Batı Avrupa
Doğu Asya
Kuzey Amerika

Şekil 1.5. Dünya pestisit pazar payları (27)

Türkiye’de formülasyon olarak pestisit kullanımı 49.000 ton civarındadır ve pestisit

pazarı yıllık 250 milyon doları bulmaktadır (76, 77). Türkiye’de pestisit kullanımı

Avrupa ülkelerine oranla daha düşük olup, yıllık tüketim miktarı 1 hektarlık alanda

400–700 gramdır (27).

Tüm dünyada olduğu gibi Türkiye’ de de en çok kullanılan pestisit grupları,

insektisitler, herbisitler ve fungusitlerdir (Şekil 1.6).

İnsektisit
47%

Herbisit
24%

Fungusit
16%

Diğer
13%

Şekil 1.6. Türkiye’de gruplara göre pestisit kullanım oranları (27)
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Türkiye’de pestisit ruhsatlandırılmalarına temel teşkil eden “Zirai Mücadelede

Kullanılan Pestisit ve Benzeri Maddelerin Ruhsatlandırılması” hakkındaki

yönetmelik, 17 Şubat 1999 tarihli Resmi Gazete’de yayınlanarak yürürlüğe girmiştir

(78).

1.2. Çalışmanın Amacı

Çalışmamızda, mutajenite deneylerinde kullanılan Allium cepa bitkisi üzerine

tarımsal savaşımda kullanılan Basudin 60 EM (insektisit) ve Cupravit ob 21

(fungusit) pestisitlerinin fizyolojik, sitotoksik ve biyokimyasal etkileri karşılaştırmalı

olarak araştırılmıştır. Pestisitlerin denenen tüm konsantrasyonlarında (600, 1200 ve

1800 ppm) çimlendirilen Allium cepa örneklerinde, doz artışına bağlı olarak, kök

uzunluğu ve ağırlık kazanımlarında, yaprak örneklerindeki klorofil a, klorofil b ve

karotenoid içeriklerinde, SOD, CAT ve GSH-Px enzim miktarlarında, kök ucu

hücrelerindeki total protein miktarında kontrol grubu Allium cepa tohumlarına göre

azalmalar gözlenmiştir. Yine Allium cepa (tüm pestisit konsantrasyonlarında

yetiştirilen) kök ucu meristem hücrelerinde mitoz bölünmede anormallikler, mitoz

hücre sıklığında azalmaya bağlı mitotik indeks oranında düşmeler, mikronükleus

oluşumu, iki çekirdekli hücreler, parça oluşumu, kromozom kırıkları, anafaz ve

telofazda kromozom köprüsü, geciken ve dağınık kromozomlar, telofazda yanlış

kutuplaşma, kutup kayması ve çok kutupluluk, düzensiz kromozomlar, orantısız

kromozom dağılımları, yapışık kromozomlar ve c-mitoz gibi mitoz bölünmede

anormalliklerde artmalar gözlenmiştir. Çalışmamızda, pestisitler farklı

konsantrasyonlarda uygulanarak doz-toksik etki ilişkisi değerlendirilmiş, doz

artışıyla orantılı olarak toksik etkilerin arttığı görülmüştür. Ayrıca kullanılan farklı

pestisit gruplarının Allium cepa üzerindeki toksisiteleri hem biyokimyasal olarak

hem de fizyolojik ve sitolojik açıdan tümüyle ele alınmıştır.
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2. MATERYAL ve YÖNTEM

2.1. Materyal

Çevresel etkilerin belirlenmesinde kullanılan temel araştırmalarda bitki

materyallerinin kullanılması yerinde ve faydalı olduğundan, çalışmada bitki

materyali olarak Allium cepa (ıska soğanı) kullanılmıştır (79). Çok iyi çimlenmesi,

elde edilmesinin kolay ve ucuz olması, kromozom sayısının azlığı, kromozomlarının

büyüklüğü ve bütün bir yıl boyunca köklenerek bol miktarda mitotik hücre elde

edilebilmesinden dolayı Allium cepa, birçok mutajenite deneylerinde olduğu gibi bu

çalışmada da tercih edilmiştir (80-84).

2.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler

 Çalışmada kullanılan pestisitlere ait özellikler Çizelge 2.1’ de verilmiştir.

Çizelge 2.1. Çalışmada kullanılan pestisitler

Çalışmada kullanılan diğer kimyasallar ise şunlardır:

Etanol (%96), metanol (%100), aseton (%99.0), albümin 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-

Pestisit Adı Basudin 60 EM Cupravit ob 21

Ürün grubu İnsektisit Fungusit

Üretici Firma Bayer Bayer

CAS No 333-41-5 1071-83-6

Etken madde Diazinon Bakır Oksiklorür
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asetik asit, glutatyon ve BSA (Merck) firmasından, biüret ayıracı (Fluka)

firmasından, absisik asit (Sigma) firmasından, asetik asit (%100) (Riedel-de-Haën)

firmasından, 4-Metoksi fenol (% 99) (Aldrich) firmasından temin edilmiştir.

2.1.2. Kullanılan Cihazlar

Hassas Terazi (AND GR-200), UV/Vis Spektrofotometre (Camspec M508), Mini

Santrifüj (Mini Spin Plus - Eppendorf), UV Spektrofotometre (Optic Ivymen

System), Çalkalamalı İnkübatör (Heidolph Inkubator 1000-Unimax 1010), Manyetik

Çoklu Karıştırıcı (Wise Stir, Feedback Control), Vorteks (VELP Scientifica 2x3)

Deep freeze (Beko No-Frost Buzdolabı), Distile Su Cihazı (Şimşek Laborteknik

SS200), Foto Mikroskop (ZEISS, AXIO Scope-A1), Işık Mikroskobu (Olympus

CH20), pH metre (Hanna, pH 211).

2.1.3. Materyalin Temini ve Yetiştirilmesi

Çalışmamızda bitkisel materyal olarak, aşağı yukarı eşit büyüklükteki, sağlıklı

Allium cepa (Familia: Liliaceae, 2n=16) tohumları kullanıldı. Allium cepa tohumları

Ankara Sebze Hali’nden “Ürgüp ıskası” olarak temin edildi. Deney için ilk olarak

soğanlar tartıldı. Uygulama grubundaki soğanların yetiştirilme ortamlarına, Bayer

firmasının ürettiği Basudin 60 EM ve Cupravit ob 21 pestisitleri, kullanma

talimatında belirtilen doz olan 600 ppm ve kontrolsüz kullanımı test etmek amacıyla

yüksek doz olarak belirlenen 1200 ve 1800 ppm konsantrasyonlarda hazırlanarak

eklendi. Kontrol grubundaki tohumlar çeşme suyunda, uygulama grubundaki

tohumlar ise çeşme suyu kullanılarak hazırlanan 600, 1200 ve 1800 ppm (1 litre

çözeltideki çözünen maddenin miligram cinsinden miktarıdır) pestisit çözeltileri

içerisinde 1 hafta boyunca oda sıcaklığında çimlenmeye bırakıldı. 1 hafta sonunda

soğanlar tekrar tartıldı, kök uzunlukları ölçüldü.
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2.2. Pestisitlerin Fizyolojik Parametreler Üzerine Etkisi

2.2.1. Fidelerde Kök Uzunluğu ve Ağırlık Kazanımının Tespiti

Soğanların kök uzunlukları milimetrik bir cetvel yardımıyla ölçüldü. Tohumların

ağırlık kazanımları ise, uygulama öncesi ve sonrasında hassas terazi ile tartım

yapılarak belirlendi. Kontrol grubu ve her bir pestisit konsantrasyonu için çalışma 3

kez tekrarlanarak, ortalama ve standart sapma hesaplandı.

2.2.2.Pigment Analizi

2.2.2.1.Klorofil a ve Klorofil b Tayini

Klorofil pigment ekstraksiyonu, Arnon (1949) tarafından uygulanan yönteme göre

yapıldı. Ekstraksiyon için, soğan genç yapraklarından alınan 0,1 g örnek 10 ml

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

Klorofil miktar tayini, Witham ve ark. (1971) tarafından uygulanan

spektrofotometrik yönteme göre yapıldı. Bu yönteme göre, 1,5 ml’lik ependorf

tüplere alınan örnekler 1 gece -17 oC’de buzdolabında bekletildi. Daha sonra

örnekler 10 dk 5000 rpm’de santrifüj edildi. Santrifüj işleminden sonra süpernatant

alınarak, her grup bitki örneğine ait ekstraktların UV spektrofotometrede 435 ve 663

nm dalga boylarındaki klorofil pigmentinin maksimum absorbsiyon değerleri

%80’lik asetona karşı ölçüldü. Spektrofotometrede çeşitli dalga boylarında ölçüm

yapılarak en yüksek sonucu veren 2 absorbans değeri seçildi (86).

Klorofil ekstraktının iki farklı dalga boyunda yapılan spektrofotometrik

ölçümlerinden elde edilen değerler, aşağıdaki (2.1) ve (2.2) numaralı eşitlikler

kullanılarak, bitki yaprak dokusunun 0.1 g’ında bulunan klorofil a ve klorofil b

miktarları hesaplandı.
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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 663)] (V/ 1000W)                (2.2)

   A: klorofil ekstraktının belirlenen dalga boylarındaki absorbans değeri

            V: %80 asetonun son hacmi (10 ml)

            W: Ekstre edilen dokunun g olarak yaş ağırlığı (0,1 g)

2.2.2.2.Karotenoid Tayini

Toplam karoten tayini spektrofotometrik yönteme göre yapıldı. Soğan genç

yapraklarından alınan örnekler, 60oC’de 1 hafta boyunca inkübatörde kurutuldu.

Kurutulmuş 5 mg yaprak örneği, 1 gece çalkalamalı inkübatörde 5 ml %100’lük

metanolle muamele edildi. Bu süre sonunda yaprak örneklerinin yeşil rengini

metanole verdiği gözlendi. Bu işlemden sonra hücreler vorteks ile 5 dk homojenize

edildi. Daha sonra 10 dk 70oC’lik su banyosunda, ışık kaynağı altında bekletildi.

Karışımdaki doku parçaları süzülerek ayrıldı ve elde edilen ekstrakt 10 dk 3500

rpm’de santrifüj edildi, örneklerin süpernatant kısımları alınarak spektrofotometrede

475 ve 663 nm dalga boylarında ölçüm yapıldı. Toplam karoten miktarı aşağıda

verilen formül ile hesaplandı (87).

CKaroten (mg g-1)= 4,5 x A475 (Zou ve Richmond, 2000) (88)

(2.3)

A475: 475 nm’ de ölçülen absorbans değeri,

CKlorofil-a(mg g-1) = 13,9 x A663 (Sanchez  ve ark., 2005) (89)

(2.4)

A663: 663 nm’ de ölçülen absorbans değeri
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2.3. Pestisitlerin Biyokimyasal Parametreler Üzerine Etkisi

2.3.1. Biüret Metoduyla Total Protein Tayini

Kök ucu ekstraktlarındaki protein miktarı, hızlı, güvenilir ve kolay bir şekilde protein

miktarının saptanabildiği Biüret metoduna göre spektrofotometrik olarak ölçüldü

(90). Örneklerimizdeki protein miktarları, standart grafikten yararlanılarak

hesaplandı.

Total protein miktarının tespiti için kontrol ve uygulama grubuna ait soğanlardan

kesilen 0,3 cm. uzunluğundaki kök uçları -17 °C’de bir gece bekletildi. Dondurulan

kökler +4 °C’de 2 ml soğuk distile su ile homojenize edildi. Ependorf tüplerine

alınan örnekler 10 dk 12.000 rpm’de santrifüj edilerek süpernatant kısmı ayrıldı.

Biüret metodu ile 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçüm yapıldı ve

standart grafikten yararlanılarak total protein miktarı hesaplandı.

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

2.3.2.1.Süperoksit Dismutaz (SOD) Tayini

Süperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, Friderich (1969) (58) tarafından ve

Worthinton Manual’ de (1973) (91) önerilen yöntem modifiye edilerek

p-nitrobluetetrazoliumun indirgenme inhibisyonu belirlenerek ölçüldü. SOD ölçümü

için, farklı konsantrasyondaki pestisit solüsyonları içinde çimlenen, -20 oC’de

saklanan 0,5 g taze yaprak örneği 2 ml fosfat tampon çözeltisi ile homojenize edildi.

Homojenizat 20 dk 14500 rpm’de santrifüj edildi ve süpernatant alındı (92, 93). Elde

edilen süpernatant, daha sonra ölçümlerde enzim kaynağı olarak kullanıldı. Ölçüm

için 2 ml fosfat tamponu (0,06 M, pH=7.6) ve 0,1 ml NBT içeren reaksiyon tüpüne
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0,7 ml enzim kaynağı ve 0,2 ml EDTA (0,1 mM) eklendi. Tüpler 5-6 dakika oda

sıcaklığında sabit ışıkta bekletildi. 0. dakikadaki ve NBT’ nin inhibisyonunun

gerçekleştiği 12. dk’daki absorbans değerleri 560 nm’de spektrofotometrik olarak

ölçüldü (91).

Buna göre 1 ünit enzim aktivitesi, 1 dk’ da NBT’ nin indirgenmesinin % 50

inhibasyonuna neden olan miktar olarak tanımlandı. SOD ünit aktivitesi, NBT için

hazırlanan standart regresyon eğrisine ait formülden hesaplanarak bulundu.

2.3.2.2.Katalaz  (CAT) tayini

Katalaz aktivitesi, Beer ve Sizer (1952) tarafından önerilen metod modifiye edilerek

ölçüldü (94). Metoda göre katalaz aktivitesi 1 mol hidrojen peroksidin birim

zamanda 310 nm dalga boyunda ölçülen absorbansdaki azalma izlenerek bulundu.

Katalaz aktivitesini ölçmek için 0,5 g taze yaprak örneği sıvı azot ile muamele

edildikten sonra üzerine 2 ml potasyum fosfat tamponu (50 mM, pH: 6.5) eklenerek

homojen hale getirildi. Daha sonra +4 oC’de 15 dk 14.500 rpm’de santrifüj edildi,

süpernatant enzim kaynağı olarak kullanıldı (95).

Katalaz aktivitesi için, içinde 1,9 ml potasyum fosfat tamponu ve 1,5 ml enzim

kaynağı bulunan tüpler 1-2 dk oda sıcaklığında bekletildi. Bu tüplere 0,5 ml 0,06 M

H2O2 (hidrojen peroksit) eklendi ve 0., 1., 2. dakikada spektrofotometrede 310 nm

dalga boyunda ölçüm yapıldı (96).

1 ünit katalaz aktivesi, 25 oC’de 1 µmol H2O2’ i yıkan enzim miktarı olarak

tanımlandı. Katalaz miktarı hazırlanan standart eğriden yararlanılarak hesaplandı

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

Glutatyon peroksidaz enzim ekstraksiyonu, Loggini (1999)’ye göre yapıldı (97). Bu

yönteme göre -20 oC’de bekletilen 0,5 g taze yaprak örneği 2,5 ml fosfat tamponu

(50 mM, pH=7.6) ile homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar +4 oC’de 20 dk

12.000 rpm’de santrifüj edildi ve süpernatantlar enzim kaynağı olarak kullanıldı.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi, Chaoui ve arkadaşları (1997) tarafından uygulanan

yönteme göre yapıldı (98). Bu yönteme göre, son hacim 3 ml olacak şekilde, 100 μl

ekstrakt, 50 μl H2O2 (%0.003) ve 2,85 ml fosfat tamponu - 2-metoksi fenol (% 99)

(1:1) karışımından (pH=7.2) eklenerek homojenize edildi, 470 nm dalga boyunda

spektrofotometrik ölçüm yapıldı.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi, 1 dk’ da 1 µmol H2O2’i yıkan enzim miktarı olarak

tanımlandı. Glutatyon peroksidaz enzim miktarı standart eğriden yararlanılarak

hesaplandı.

2.4. Pestisitlerin Sitolojik Parametreler Üzerine Etkisi

2.4.1.Mikronükleus Testi, Mitotik İndeks, Mitoz ve Kromozom Anormallikler

Çalışmada MN (mikronükleus) Fenech ve arkadaşları (2003) tarafından belirlenen

ölçütler dikkate alınarak tespit edilmiştir (99). Buna göre;

i. MN çapı, ana nükleusun 1/10 büyüklüğünde olmalıdır.

ii. MN ile hücrenin ana nükleusunun kenarları birbirine temas edebilir.

Temas ettiği durumlarda sınırın ayırt edilebilir olması gerekir.

iii. MN boyandığında ana nükleusun aldığı renge yakın bir renk

almalıdır
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Hücre bölünmesinin araştırılması için pestisit uygulanarak çimlenen soğanların kök

uçları meristematik bölgeden itibaren 1,5-2 mm kesilerek clarke fiksatörü (3: glasiyal

asetik asit/ 1: distile su) ile 10 dk fikse edilmiştir. Fiksasyonu takiben örnekler %

96’lık etanolde 15 dk boyunca yıkandı ve kök uçları + 4 oC’de % 70’lik etanolde 30

dk bekletildi. Daha sonra kök uçları 60 oC’de inkübatörde 17 dk boyunca 1 N HCl ile

hidroliz edildi. Hidrolizden sonra kök uçları % 45’lik asetik asit ile oda sıcaklığında

45 dk muamele edildi. Asitten alınan kök uçları aseto-orsein ile 1 gece karanlıkta

muamele edilerek boyandı. Boyadan alınan kök uçları 1-2 dk % 45’lik asetik asitle

yıkanarak fazla boya giderildi. Ezme-yayma yöntemi ile hazırlanan preparatlar ışık

mikroskobu ile farklı büyütmelerde incelenerek fotoğrafları çekildi. Bu yöntem ile

hem kromozomal sapmalar tespit edildi, hem de mikronükleusa sahip hücrelerin

fotoğrafları çekildi.  Mitotik indeks hücre bölünme frekansını yansıtır ve kök gelişim

oranını belirlemede önemli bir parametre olarak kullanılır (100).

Mitotik indeksin hesaplanması için, hazırlanan preperatlarda ortalama 1000’er hücre

sayılarak mitoz bölünmenin normal ve anormal evreleri incelendi, özellikle metafaz

aşamasında hücredeki kromozom anormallikleri tespit edildi. Mitotik indeks için, her

preparatta 1000 hücre sayılarak mitoza giren hücre sayısı belirlendi. Mitotik indeks

aşağıdaki eşitlikle hesaplandı.

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

3.1. Pestisitlerin Fizyolojik Parametreler Üzerine Etkileri

3.1.1. Çimlenen Allium cepa’ da Kök Uzunluğu ve Ağırlık Kazanımı Tespiti

Ölçümler, soğan tohumları farklı konsantrasyonlardaki pestisit solüsyonları içerisine

konulduktan bir hafta sonra yapıldı. Her bir pestisit konsantrasyonu için toplam 3

adet ıska soğan kullanıldı.

Bölüm 2.2.1’de belirtildiği gibi Basudin ve Cupravit pestisit çözeltilerinin belirlenen

konsantrasyonlarında çimlendirilen Allium cepa örneklerine ait kök uzunluğu ve

ağırlık kazanımına ait sonuçlar Çizelge 3.1’de ve fotoğraflar Şekil 3.1’de verilmiştir.

Şekil 3.1’ de, Basudin ve Cupravit’in 600, 1200 ve 1800 ppm konsantrasyonlarındaki

çözeltilerinde çimlenen Allium cepa kök uzunluklarının, kontrol Allium cepa kök

uzunluklarına oranla daha kısa olduğu görülmektedir.

Kontrol grubu Allium cepa’ da maksimum kök uzunluğu 10 cm, maksimum ağırlık

(yaş) kazanımı 11.8 g olarak bulunmuştur. Uygulama grubu örneklerde en fazla kök

uzunluğu 1.8 cm olarak 600 ppm Cupravit çözeltisinde, minimum kök uzunluğu ise

0.4 cm olarak 1800 ppm Basudin çözeltisinde, maksimum ağırlık kazanımı 8.6 g

olarak 600 ppm Cupravit çözeltisinde çimlenen Allium cepa örneklerinde elde

edilmiştir (Çizelge 3.1).
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Çizelge 3.1. Çimlenen Allium cepa’ da kök uzunluğu üzerine pestisitlerin etkileri (7

günlük inkübasyon) Kontrol: K, Basudin (B), Cupravit (C)

Uygulanan

pestisit

Minimum kök

uzunluğu (cm)

Maksimum kök

uzunluğu (cm)

Ortalama±SD Ağırlık (g)

K 9.7 10* 9.85±0.15 11.8

B600 1.4 1.6 1.5±0.1 8.5

B1200 0.75 0.9 0.825± 0.074 6.9

B1800 0.4* 0.6 0.5± 0.1 5.4

C600 1.75 1.8* 1.77±0.15 8.6

C1200 1.0 1.2 1.1±0.1 8.4

C1800 0.8 1.0 0.9±0.1 6.3



27

Şekil 3.1. Basudin (1) ve Cupravit (2) çözeltilerinde [Kontrol (a), 600 (b), 1200 (c)

ve 1800 (d) ppm] çimlendirilen Allium cepa örnekleri
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3.1.2. Çimlenen Allium cepa’ da Pigment Miktarındaki Değişimler

Bölüm 2.2.2’ de belirtildiği gibi Basudin ve Cupravit pestisit çözeltilerinin belirlenen

konsantrasyonlarında çimlendirilen Allium cepa örneklerine ait pigment miktarındaki

değişimlere ait sonuçlar Şekil 3.2’de verilmiştir.

Şekil 3.2’de görüldüğü gibi, kontrol grubu Allium cepa’ da, karotenoid (cr) miktarı

1,01 mg/g, klorofil b (kl b) miktarı 0,118 mg/g ve klorofil a (kl a) miktarı 0,040 mg/g

iken, 600 ppm Basudin çözeltisinde çimlenen Allium cepa’ da 0,43 mg/g cr, 0,011

mg/g kl b ve 0,012 mg/g kl a, 1200 ppm Basudin çözeltisinde çimlenen Allium cepa’

da 0,21 mg/g cr, 0,007 mg/g kl b ve 0,005 mg/g kl a, 1800 ppm Basudin çözeltisinde

çimlenen Allium cepa’ da 0,06 mg/g cr, 0,006 mg/g kl b ve 0,004 mg/g kl a olarak

hesaplanmıştır. 600 ppm Cupravit çözeltisinde çimlenen Allium cepa’ da 0,47 mg/g

cr, 0,061 mg/g kl b ve 0,0087 mg/g kl a, 1200 ppm Cupravit çözeltisinde çimlenen

Allium cepa’ da 0,11 mg/g cr, 0,043 mg/g kl b ve 0,0085 mg/g kl a,1800 ppm

Cupravit çözeltisinde çimlenen Allium cepa’ da 0,04 mg/g cr, 0,037 mg/g kl b ve

0,007 mg/g kl a olarak hesaplanmıştır. Elde edilen sonuçlardan anlaşılacağı üzere,

kontrol soğan örneklerindeki pigment miktarı, farklı pestisit konsantrasyonlarına

maruz bırakılan uygulama gurubu soğan örneklerindeki pigment miktarlarından

fazladır.
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Şekil 3.2. Kontrol, 600, 1200, 1800 ppm Basudin ve Cupravit çözeltilerinde

çimlendirilen Allium cepa yapraklarındaki klorofil a (kl a), klorofil b (kl

b) ve karotenoid (cr) miktarları

3.2. Pestisitlerin Biyokimyasal Parametreler Üzerine Etkisi

3.2.1. Total Protein Tayini

Bölüm 2.3.1’de belirtildiği gibi Basudin ve Cupravit pestisit çözeltilerinin belirlenen

konsantrasyonlarında çimlendirilen Allium cepa örneklerinin total protein

miktarlarına ait sonuçlar Şekil 3.3’ te verilmiştir.

Şekil 3.3’te belirtildiği gibi, kontrol grubu Allium cepa’ da total protein miktarı, 3,3

mg/ ml iken, Basudin çözeltilerinde çimlenen Allium cepa örneklerinde total protein

miktarları sırasıyla; 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 hesaplanmıştır. Cupravit çözeltilerinde çimlenen Allium

cepa örneklerinde total protein miktarlarının sırasıyla; 600 ppm’de 2,8 mg/ ml, 1200

ppm’de 2,5 mg/ ml ve 1800 ppm’de 2,2 mg/ ml olduğu görülmektedir.
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Şekil 3.3. Kontrol, 600, 1200, 1800 ppm Basudin ve Cupravit çözeltileriyle muamele

edilen Allium cepa kök uçlarında ölçülen total protein miktarları

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

Bölüm 2.3.2’de belirtildiği gibi Basudin ve Cupravit pestisit çözeltilerinin belirlenen

konsantrasyonlarında çimlendirilen Allium cepa örneklerindeki enzim aktivitelerine

(SOD, CAT, GSH-Px) ait sonuçlar Şekil 3.4, 3.5 ve 3.6’ da verilmiştir.

Şekil 3.4’te görüldüğü gibi, kontrol grubu Allium cepa’ da SOD aktivitesi 0. dk’da

0,0056 U/µg, 12. dk’da 0,0051 U/µg iken, Baudin pestisitinin farklı

konsantrasyonlarında çimlenen Allium cepa örneklerinde SOD aktivitesi sırasıyla,

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 (12`) U/ug’ dir. Cupravit pestisitinin farklı

konsantrasyonlarında çimlenen Allium cepa örneklerinde SOD aktivitesinin sırasıyla,

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 olduğu görülmektedir.
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Şekil 3.4. Kontrol, 600, 1200, 1800 ppm Basudin ve Cupravit çözeltilerinde

çimlendirilen Allium cepa yapraklarındaki SOD aktivitesi

Şekil 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 farklı

konsantrasyonlarında çimlenen Allium cepa örneklerinde CAT aktivitesinin sırasıyla,

600 ppm’de 0,166 (0`), 0,158 (1`), 0,157 (2`) 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 olduğu,

Cupravit pestisitnin farklı konsantrasyonlarında çimlenen Allium cepa örneklerinde

CAT aktivitesinin sırasıyla, 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 olduğu görülmektedir.
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Şekil 3.5. Kontrol, 600, 1200, 1800 ppm Basudin ve Cupravit çözeltilerinde

çimlendirilen Allium cepa yapraklarındaki CAT aktivitesi

GSH-Px aktivitesine ait sonuçlar Şekil 3.6’ da verilmiştir. Şekil 3.6’ da kontrol grubu

Allium cepa’ da GSH-Px aktivitesi, 0,035 ünit (U) iken, Basudin pestisitinin farklı

konsantrasyonlarında çimlenen Allium cepa örneklerinde GSH-Px aktivitesi sırasıyla;

600 ppm’de 0,008 U, 1200 ppm’de 0,005 U, 1800 ppm’de 0,003 U olarak, Cupravit

pestisitinin farklı konsantrasyonlarında çimlenen Allium cepa örneklerinde GSH-Px

aktivitesi sırasıyla; 600 ppm’de 0,012 U, 1200 ppm’de 0,002 U ve 1800 ppm’de

0,002 U olarak hesaplanmıştır.
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Şekil 3.6. Kontrol, 600, 1200, 1800 ppm Basudin ve Cupravit çözeltilerinde

çimlendirilen Allium cepa yapraklarındaki GSH-Px aktivitesi

3.3. Pestisitlerin Sitolojik Parametreler Üzerine Etkisi

3.3.1. Mitotik İndeks, Mitoz ve Kromozom Anormallikleri

Bölüm 2.4.1’de belirtildiği gibi Basudin ve Cupravit pestisit çözeltilerinin farklı

konsantrasyonlarında çimlenen Allium cepa örneklerine ait mitotik indeks sonuçları

Çizelge 3.2’de, mikronüklues fotoğrafları Şekil 3.7 ve 3.8’de, kromozom

anormalliklerine ait fotoğraflar ise Şekil 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13 ve 3.14’de

verilmiştir.
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Çizelge 3.2’de kontrol grubu Allium cepa’da mitotik indeks 4,9 iken, Basudin

pestisitinin farklı konsantrasyonlarında çimlenen Allium cepa örneklerinde mitotik

indeks sırasıyla; 600 ppm’de 3, 1200 ppm’de 2, 1800 ppm’de 1,2 olarak, Cupravit

pestisitinin farklı konsantrasyonlarında çimlenen Allium cepa örneklerinde mitotik

indeks sırasıyla; 600 ppm’de 3,7, 1200 ppm’de 3,2 ve 1800 ppm’de 1,8 olarak

hesaplanmıştır.

Çizelge 3.2. Farklı pestisit çözeltilerinde çimlenen Allium cepa’ da MI sonuçları

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 hesaplanmıştır.

Şekil 3.7 ve 3.8’de, Basudin’e ait 1200 ppm ve 1800 ppm konsantrasyonlarında,

Cupravit’e ait 600 ppm, 1200 ppm ve 1800 ppm konsantrasyonlarında gözlenen

mikronükleus oluşumlarına ait sonuçlar gösterilmiştir. Kontrol grubu ve 600 ppm

Basudin çözeltisinde mikronükleus oluşumu gözlenmemiştir.

Şekil 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13 ve 3.14’de, uygulanan tüm pestisit

konsantrasyonlarında Allium cepa’da oluşan kromozom anormallikleri gösterilmiştir

ve tüm pestisit konsantrasyonlarında kromozomal anormallikler olduğu

görülmektedir. Kontrol grubunda ise kromozom anormallikleri gözlenmemiştir.
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Şekil 3.7. 1200 ppm (a, b) ve 1800 ppm (c, d, e, f) Basudin çözeltilerinde

çimlendirilen Allium cepa kök ucu hücrelerinde MN oluşumları (oklarla

gösterilmiştir).
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Şekil 3.8. 600 ppm (a, b), 1200 ppm (c, d) ve 1800 ppm (e, f) Cupravit çözeltilerinde

çimlendirilen Allium cepa kök ucu hücrelerinde MN oluşumları (oklarla

gösterilmiştir)
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Şekil 3.9. 600 ppm Basudin çözeltisinde çimlenen Allium cepa kök hücrelerinde

kromozom hasarları: a) Anafazda kromozom köprüsü b) Bimetafaz

c, e) Anafazda orantısız dağılım d) Anafazda orantısız dağılım ve kutup

kayması f) Anafazda kromozom köprüsü ve orantısız dağılım

g) Yapışık kromozomlar h) Loop oluşumu ve anormal kromozom

yoğunlaşması i) Fragmentasyon
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Şekil 3.10. 1200 ppm Basudin çözeltisinde çimlenen Allium cepa kök hücrelerinde

kromozom hasarları: a) Düzensiz metafaz ve kromozom kırıkları

b) Kalgın kromozom c) Loop oluşumu d) Yapışık kromozom ve

kromozom kırığı e) Anafazda orantısız dağılım f) Anafazda kromozom

köprüsü g) Bütünlüğü bozulmuş kromozomlar h) Anafazda kromozom

köprüsü ve loop oluşumu i) Bütünlüğü bozulmuş kromozomlar ve

bimetafaz k) Kromozom ilmeği, anafazda kutup kayması ve orantısız

dağılım, yapışık kromozom l) Yapışık kromozomlar m) Anafazda

orantısız dağılım ve loop oluşumu
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Şekil 3.11. 1800 ppm Basudin çözeltisinde çimlenen Allium cepa kök hücrelerinde

kromozom hasarları: a) Anafazda kromozom köprüsü b, d) Yapışık

kromozomlar c) Düzensiz metafaz ve kromozom kırığı e) Anafazda

orantısız dağılım f) Düzensiz metafaz, anafazda orantısız dağılım ve

geciken kromozom g) Anafazda kutup kayması ve orantısız dağılım

h) Kromozom köprüsü ve kromozom kırığı i) c-mitoz ve loop oluşumu

k) Yapışık kromozomlar ve kromozom kırığı l, m) Multipolar anafaz

ve düzensiz metafaz
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Şekil 3.12. 600 ppm Cupravit çözeltisinde çimlenen Allium cepa kök hücrelerinde

kromozom hasarları: a) Yapışık kromozom ve düzensiz metafaz

b) Anafazda kutup kayması, eşit olmayan kromatin dağılımı ve kalgın

kromozom c) Anafazda orantısız dağılım ve loop oluşumu d) Şişmiş

(swollen) kromozom
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Şekil 3.13. 1200 ppm Cupravit çözeltisinde çimlenen Allium cepa kök hücrelerinde

kromozom hasarları: a) Anafazda orantısız dağılım, kromozom köprüsü

b) Eşit olmayan kromatin dağılımı ve geciken kromozom c) Yapışık

kromozom ve kromozom kırığı d) Anafazda orantısız kromatin dağılımı

e) Geciken kromozom ve kromozom kopması f) Düzensiz metafaz
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Şekil 3.14. 1800 ppm Cupravit çözeltisinde çimlenen Allium cepa kök hücrelerinde

kromozom hasarları: a) Anafazda kromozom köprüsü b) Multipolar

anafaz c) Eşit olmayan kromatin dağılımı, kromozom kırığı ve geciken

kromozom d) Yapışık kromozom e) Anafazda eşit olmayan dağılım,

loop oluşumu ve yapışık kromozom
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4. SONUÇLAR ve TARTIŞMA

Hızla artan dünya nüfusunun temel besin kaynağını bitkiler oluşturmaktadır. Ancak

artan dünya nüfusunu beslemek için kullanılan tarım alanlarının miktarı gün geçtikçe

azalmaktadır. Hastalık yapıcı bitki patojeni ve böcek türleri, birim alandan elde

edilen ürün miktarını ve kalitesini düşürmektedir (2-5). Tarım alanında yoğun olarak

kullanılan pestisitler, tarımsal savaşta hedef organizmaları yok ederek ürün artışını

sağlamakla birlikte özellikle canlılar üzerinde gelişmeyi durdurucu, hastalık yapıcı,

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

Ülkemizde tarımın hızlı artışına paralel olarak tarım ilacı kullanımının giderek

artması sonucu, pestisit uygulanmış ürünlerden insanların ve hedef alınmayan diğer

canlıların zarar görmemesi için, pestisitlerin mutajenik etkilerinin test edilmesi

gerekmektedir (2-5).

Bitkiler üzerinde sitotoksik etkileri olan pestisitlerin hücrelerde neden olduğu

kromozomal sapmalar, genetik hasarın göstergesi olarak kabul edilebilir (42). Bu

nedenle kullanılan bu pestisitlerin neden olduğu çeşitli toksik etkileri direkt olarak

gösteren Allium cepa bitkisi testi, toksisite ölçümlerinde sıklıkla tercih edilmektedir

(17). Bitki kök ucu sistemlerinin incelenmesi, çevresel etkilerin belirlenmesinde hızlı

ve hassas bir metoddur. Çünkü kök uçları, doğada toprağa ve suya karışan

kimyasallara maruz kalan ilk yapılardır. Pestisitler toprak ve suyun kalitesini bozan

etmenlerden biridir ve dolayısıyla çalışmamızda kullanılan Allium cepa’nın

veriminin arttırılması, toprak ve suyun kalitesine bağlıdır (17).

Bütün dünyada olduğu gibi ülkemizde de yaygın olarak tüketilen Allium cepa’nın

geniş alanlarda tarımı yapılmaktadır. Kimyasalların neden olduğu biyolojik etkilerin

araştırılmasında, 1938 (Levan)’den beri kullanılan Allium cepa kök uçları, uygulanan

kimyasalın çeşitli toksik ve genotoksik etkilerini direkt olarak göstermektedir. Allium

cepa kök meristemi, mitoz bölünme geçiren hücrelerin yüksek bir oranını

içermektedir. Ayrıca kromozom sayısının düşük (2n=16) ve kromozomların çok
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kalın olması doğru ve tam sayım yapma olanağı sağlamaktadır. Kromozom

büyüklüğünün ölçülmesinde de kullanılan Allium cepa kök uçlarının, kardeş

kromatid değişimlerinin frekansı üzerine kimyasal maddelerin etkilerinin

çalışılmasında uygun bir materyal olduğu bulunmuştur (101).

Günümüzde çok çeşit ve sayıdaki pestisitlerin büyük bir kısmının sitotoksik,

biyokimyasal ve fizyolojik etkileri detaylı olarak incelenmemiştir. Bu nedenle

çalışmamızda tarım alanında yaygın bir şekilde kullanılan Basudin 60 EM (insektisit)

ve Cupravit ob 21 (fungusit) pestisitlerinin Allium cepa bitkisi üzerine sitotoksik,

biyokimyasal ve fizyolojik etkileri araştırılmış, ayrıca insektisit, fungisit ve herbisit

pestisitlerinin zararlı etkileri kontrolleriyle mukayeseli olarak çalışılmıştır. Her bir

gruba ait pestisitlerin sitotoksik etkileri mitoz anormallikleri, mitotik indeks,

kromozomal hasarlar ve mikronükleus oluşumu uygulanan testler ile belirlenmiştir.

Bir bitki tohumunun fide haline dönüşebilmesi için biyokimyasal ve fizyolojik

reaksiyonlar oldukça önemlidir. Bu nedenle bu çalışma kapsamında pestisitlerin

sitotoksik etkilerinin yanında, biyokimyasal ve fizyolojik etkilerini belirlemek için

kök uzunluğu, ağırlık kazanımı, enzim ve protein miktarları, pigment düzeyleri

karşılaştırmalı olarak incelenmiştir.

Çalışmamızda Basudin ve Cupravit pestisitlerinin denenen 600, 1200 ve 1800 ppm

konsantrasyonları ile muamele edilen Allium cepa örneklerinde kök uzunluğu ve

ağırlık kazanımındaki değişimler, total protein, enzim ve pigment miktarındaki

azalmalar, mitoz ve kromozomal anormallikler, mikronükleus oluşumu, mitozda

hücre bölünme sıklığında (MI: mitotik indeks oranı) azalma gözlenmiştir.

Ağırlık kazanımı ve kök uzunluğu ile ilgili Çizelge 3.1’ deki sonuçlardan pestisit

uygulamasının Allium cepa ağırlık kazanımı ve kök uzunluklarını önemli oranda

engellediği ve fotosentetik pigmentlerin miktarlarında azalmaya sebep olduğu

görülmektedir. Uygulanan pestisit dozları ile kök uzunluğu ve ağırlık kazanımları

arasında ters bir orantının olduğu tespit edilmiştir. En yüksek kök uzunluğu ve ağırlık

kazanımı kontrol grubu Allium cepa’ da, en düşük kök uzunluğu ve ağırlık kazanımı
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ile ilgili sonuçlar 1800 ppm pestisit konsantrasyonunda çimlendirilen Allium cepa’

da elde edilmiştir.

Işıl ve arkadaşları (2004) tarafından yapılan çalışmada, buğdayda tohum çimlenmesi,

kök uzaması, mitotik indeks ve kromozom davranışları üzerine spermidin, spermin,

sikloheksilamin pestisitlerinin etkileri incelenerek kök uzamasını engellediği,

kromozomlarda anormallikler yarattığı saptanmıştır (102).

Saladin ve arkadaşlarının (2003) yaptığı çalışmada, Fludioxonil’ in yüksek dozlarının

in vitro koşullarda Vitis vinifera L.’nin fotosentetik pigment maddelerini olumsuz

yönde etkileyerek fotosentezi bozduğu belirtilmiştir (103). Özörgücü (1990) ve

arkadaşları tarafından yapılan çalışmada da Antracol WP 70 (Propineb)’in doz

artışına paralel olarak tütün yapraklarındaki klorofil içeriğinde azalmaya neden

olduğu rapor edilmiştir (104). Tort ve arkadaşları (2003) Captan fungisitinin farklı

konsantrasyonlarının biber (Capsicum annuum L.) bitkisinde klorofil a, klorofil b,

toplam klorofil ve karotenoid miktarlarının, fungisitin etikette önerilen dozunda

kontrole göre arttığı, ancak doz artışına paralel olarak fotosentetik pigmentlerin

miktarının azaldığı bildirilmiştir (105). Tort ve arkadaşlarının (2004) yaptıkları

çalışmada, Nemesis DS (%1 Diniconazole) fungisitine maruz bırakılmış arpa

bitkisinin (Hordeum vulgare L.) Efes 98 ve kaya kültür formlarında, pestisit

konsantrasyon artışına paralel olarak, klorofil a ve toplam klorofil miktarlarında

azalma tespit edilmiştir (106). Yürekli ve Güven (1989)’in yaptıkları çalışmada,

Penoksalin’in mısır ve pamukta klorofil a ve b miktarlarının kontrol bitkilerine

oranla azalttığı belirtilmiştir (36).

Çalışmamızda, uygulama gurubu Allium cepa kök örneklerinde, total protein miktar

tayini yapılmış, pestisit konsantrasyon artışına bağlı olarak (600, 1200 ve 1800 ppm),

kontrol gurubuna göre pestisitlerin farklı konsantrasyonlarına maruz bırakılan

örneklerde protein miktarında bir düşüş meydana gelmiştir.

Aktaç ve arkadaşlarının (1994), Endosülfan’ın mercimek bitkisine uygulanmasıyla

ilgili yaptıkları çalışmada, uygulanan pestisitin hücrelerdeki total protein miktarını

doz artışına bağlı olarak azalttığı bulunmuştur (107). Öztürk ve Tort (2004)
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tarafından yapılan başka bir çalışmada, domates (Lycopersicon esculentum Mill.)

bitkisine uygulanan Switch 62.5 WG (% 37.5 Cyprodinil + % 25 Fludioxonil)

fungusitinin, bazı fotosentetik pigmentler ve protein miktarları üzerine etkisi

incelenmiş, uygulanan fungisitin domates bitkisinde fizyolojik strese neden olduğu

görülmüştür (108).  Pinheiro ve arkadaşları (2001) tarafından yapılan bir çalışmada

da yüksek dozlardaki fungisit uygulamalarının total serbest amino asitler ile protein

konsantrasyonlarını azalttığı bildirilmiştir (109).

Çalışmamızda kullanılan pestisitlerin biyokimyasal etkilerinden biri de antioksidatif

enzim miktarlarındaki değişimlerdir. Bunun için, pestisitlerin bitkilerde kimyasal

ajanlara karşı bitki metabolizmasını koruyucu olan antioksidatif sisteme ait SOD,

CAT ve GSH-Px aktiviteleri üzerine etkileri incelenmiş ve pestisit stresinin enzim

miktarlarında düşüşe neden olduğu görülmüştür. Bu konuyla ilgili olarak yapılan

çalışmalara bakılacak olursa, Serap Topçu (2010)’nun yaptığı yüksek lisans tez

çalışmasında, Antracol WP 70, Challenge SC 600 ve Dursban 4 pestisitleri

uygulanan Allium cepa örneklerinde doz artışına paralel olarak SOD, CAT ve GSH-

Px aktivitelerinde anlamlı bir azalma olduğu gözlenmiştir (110).

Çalışmamızda pestisitlerin Allium cepa kök hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri de

araştırılmış, farklı pestisit konsantrasyonlarında çimlendirilen Allium cepa kök ucu

hücrelerinde kontrol grubuna göre, mikronükleus oluşumlarının, mitoz

anormalliklerinin ve kromozom hasarlarının arttığı, mitotik indeks oranının ise

azaldığı görülmüştür. Kontrol grubuna ait bitkilerde anomali gözlenmezken, 600,

1200 ve 1800 ppm uygulama dozuna maruz bırakılan Allium cepa örneklerinde

mitozda anormalliklere, kromozomal hasarlara ve mikronükleus oluşumlarına

rastlanmıştır. Ancak pestisitlerin farklı konsantrasyonlarına maruz bırakılan

uygulama grubundaki Allium cepa kök ucu hücrelerinde, doz artışına bağlı olarak

mitoza giren hücre sayısında (MI: mitoz sıklığı) ise azalmalar gözlenmiştir. 600 ppm

pestisit çözeltisinde yetiştirilen örneklerde MI oranının, 1200 ve 1800 ppm

konsantrasyonlarda çimlendirilen örneklerdeki kök ucu hücrelerinin MI oranına göre

daha fazla olduğu görülmüştür. Elde edilen bu sonuçlara göre, uygulama grubu soğan

örneklerinde, pestisitlerin tüm konsantrasyonlarının genotoksik açıdan olumsuz

etkilere neden olduğu görülmüştür.
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Çalışmamızda ulaştığımız, doz artışına bağlı olarak gözlemlenen anomali sayısındaki

artış yapılan bir başka araştırma sonucu ile de desteklenmektedir. Ülkemizde

kullanılan pestisitlerden Stomp, Gra-moxone, Afalon, Hyvar x, Korthion ve Thiodan-

methyl’in ile yapılan çalışmada, bu pestisitlerin Allium cepa kök ucu meristem

hücrelerindeki mitotik aktiviteye etkileri, oluşturdukları mitotik anormallikler ve

kromozom değişimleri incelenmiş, mitotik aktivitenin engellenmesi, uygulanan doza

ve uygulama süresine bağlı bulunmuştur. Uygulamada kullanılan pestisitlerin,

mitotik evrelerin dağılışında da değişimlere sebep olduğu, metafazların oranının

arttığı, yani hücrenin bölünmeye gidemediği, buna paralel olarak anafaz ve

telofazların oranının azaldığı tespit edilmiştir (111). Çelik ve arkadaşları (2003)

tarafından yapılan çalışmada, Dinocap fungusitinin soğan kök hücreleri üzerine

sitogenetik etkileri araştırılmış, MI oranının tüm uygulama zamanlarında ve artan

konsantrasyonlarda düşme gösterdiği, bu fungusitin yapışık kromozomlara, c-mitoza,

köprü oluşumuna, multipolariteye, poliploidiye, kardeş kromatit değişimlerine, parça

oluşumuna, geciken kromozomlara, mikronükleus ve 2 çekirdekli hücre oluşumuna,

mitotik faz sıklığında azalmaya neden olduğu ve Dinocap’ ın tüm uygulama

zamanlarında toksik etkisi olduğu tespit edilmiştir (112). Yüzbaşıoğlu ve

arkadaşlarının (2009) yaptıkları çalışmada, Allium cepa bitkisi üzerinde İlloksan

herbisitinin (diklofop-methil) genotoksik etkileri incelenmiş, herbisitin farklı

konsantrasyonlarıyla tüm uygulama zamanlarında Allium cepa kök ucu hücrelerinde

kromozomal anormalliklere neden olduğu, doz artışına bağlı olarak, mitotik indeksi

(MI) kontrole göre önemli derecede düşürdüğü, fakat İlloksan’ ın mitotik safhaların

frekansını etkilemediği bulunmuştur (113). Pandey (2007) tarafından, Endosülfan,

Dieldrin ve Aldrin pestisitlerinin Vicia faba somatik hücrelerine sitotoksik etkileri

üzerine yapılan çalışmada ise, pestisitlerin bakla bitkisi kromozom morfolojisi ve

hücre kısımları üzerindeki etkileri araştırılmış, çalışma sonucunda pestisitlerin

yüksek konsantrasyonlarda mitodepresif (mitozu baskılayan), düşük

konsantrasyonlarda ise mitopromotor (mitozu tetikleyen) oldukları ve c-mitoz,

dengesiz metafaz, kromatid bölünmeleri, parçalar, geciken ve yapışkan

kromozomlar, geç bölünmeler ve erken hareketlilik gibi kromozom anormalliklerinin

meydana geldiği bulunmuş ve mitotik indeksin kontrollere göre daha az arttığı

görülmüştür (114). Aydemir ve arkadaşları (2008) tarafından tarımsal bir pestisit
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olan 4,6-Dinitro-o-cresol (DNOC)’ün Allium cepa kök ucu hücreleri üzerine

genotoksik etkileri incelenmiş, tüm uygulama zamanlarında bütün

konsantrasyonların mitotik indeks (MI) azalmasına ve kromozomal anormalliklerine

(kırıklar, köprüler vb.) neden olduğu bulunmuş, test edilen bütün konsantrasyonlarda

ve zamanlarda (p < 0.001), DNOC’ nin güçlü bir klastogen (kromozomlarda

genotoksik etkiye sahip materyal) olduğu tespit edilmiştir (115). Bolle ve arkadaşları

(2004) tarafından yapılan çalışmada, soğan kök hücreleri üzerine Atrazinin (herbisit)

genotoksik etkileri araştırılmış, soğan örneklerinde yapısal kromozom hasarları

atrazinin tüm konsantrasyonlarında elde edilmiştir.

Atrazinin artan konsantrasyonlarının, total somatik kromozom aberasyonlarının

sayısını arttırdığı, yapısal kromozom hasarlarının artan baskın lezyon artışı ile

kromozom kırıklarına neden olduğu ve bu kromozom kırıklarının çoğaldığı, kök

uçlarında morfolojik anormalliklerin görüldüğü; mitoz bölünmedeki gerilemenin en

yüksek konsantrasyonda artış gösterdiği, konsantrasyon artışı ile beraber Atrazinin

genetik etkilerinin de arttığı tespit edilmiştir (116). Koca ve arkadaşları (2008)

tarafından, bitki büyüme düzenleyicisi Shaffer A’ nın Vicia faba kök ucu

hücrelerindeki sitogenetik etkileri üzerine yaptıkları çalışmada, Shaffer A’ nın mitoz

bölünme ve kromozomlar üzerine etkisini araştırmışlar, Shaffer A’ nın farklı

konsantrasyonlarıyla muamele edilen Vicia faba kök örneklerinde, Shaffer A’ nın

aşırı dozda ve uzun süre uygulanmasının kontrol grubuna göre mitotik indeksi

önemli derecede azalttığı; ayrıca anafaz köprüsü, parça, kalgın kromozom, yapışık

kromozomlar ve mikronükleus oluşumu gibi kromozomal anormallikler gözlenmiştir

(117). Türkoğlu (1996) tarafından Vicia faba bitkisi kullanılarak yapılan çalışmada,

Paraquat herbisitinin farklı doz ve sürelerde bitkinin kök ve tohumlarına

uygulanması sonucunda kontrole oranla mitotik indekste azalma saptanmış, kök ucu

hücrelerindeki kromozomlarda hasarlar meydana gelmiş, anafaz köprüsü,

yapışkanlık, kalgın kromozom, kırılma ve fragment oluşumu gibi mitozda meydana

gelen anomalilere rastlanmıştır (118). Kara ve arkadaşları (1994) tarafından yapılan

çalışmada, insektisit olarak kullanılan ve bir sentetik pretroit olan Cypermethrin’in

sitogenetik etkileri, Allium cepa kök meristemi üzerinde çalışılmış, Cypermethrin’in

mitozu önemli derecede baskıladığı ve konsantrasyon artışına bağlı olarak,

kromozomal ve mitotik anormalliklerde bir artış olduğu gözlemlenmiştir (119).
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Kırımlı (2007) tarafından yapılan çalışmada, bazı fungusit ve insektisitlerin Vicia

faba L. ve Capsicum annuum L. türlerinin kök ucu mitozu üzerine etkileri

araştırılmış, pestisit konsantrasyonuna bağlı olarak görülen anomalilerde artış olduğu

gözlemlenirken kontrol grubuna ait bitkilerde anomali gözlenmemiştir. Pestisit

uygulama dozuna maruz bırakılan V. faba L. ve C. annuum L . fidelerinde kromozom

anomalilerine rastlanmış, araştırma bitkilerinde normal mitoz bölünmelerin yanı sıra

farklı uygulamalara bağlı olarak çeşitli mitotik anomaliler de gözlenmiştir (120).

Metin (2006) tarafından yapılan çalışmada, Prokloraz fungusiti ile Tralkoksidimin

herbisitinin arpa (Hordeum vulgare)’da kök uzaması, mitotik indeks, kromozom

davranışları üzerine etkileri çalışılmıştır. Pestisit uygulanmış köklerde bazı

morfolojik bozuklukların meydana geldiği saptanmış, köklerden hazırlanan ezme

preparatlarda doz arttıkça mitotik indekste azalma, kromozom köprüleri, metafaz

plağındaki kromozomlarda yapışma gibi mitotik sapmaların değişik tipleri de

gözlenmiştir. Herbisit ve fungusit uygulamasının, arpa kök morfolojisinde, kök

uzamasında, mitotik bölünme sıklığında ve kromozom davranışlarında olumsuz etki

yarattığı görülmüştür (121). Gill ve Shaukat (2000) tarafından Captan fungusitinin

Allium cepa’ da mutajenik etkisi üzerine yapılan çalışmada, farklı fungusit

konsantrasyonlarına maruz bırakılan kök ucu bölünen hücrelerde, bütün fungusit

uygulamalarının mitozu hemen durdurucu etki yaptığı, Captan fungusitinin

kromozomlar üzerinde genotoksik bir etkiye sahip olduğu, mitoz bölünmede; profaz

ve metafazda kromozom yapışmalarının, anafazda köprü oluşumlarının, 2 ve 3

çekirdekli hücre oluşumları gibi aberasyonların meydana geldiği görülmüştür (122).

Tartar ve arkadaşlarının (2006) yaptıkları çalışmada, Avenoxan herbisitinin Allium

cepa L. ve Allium sativum L. üzerine genotoksik etkileri incelenmiş, Avenoxan’ ın

tüm konsantrasyonlarının, kontrole göre, c-mitoz, kromozom yapışmaları, köprüler,

geciken kromozom, çok kutuplu hücre oluşumları gibi anormalliklere neden olduğu,

ayrıca Avenoksa herbisitinin, mitotik indeksi önemli ölçüde azalttığı ve MI

azalmasının doza ve muamele zamanına bağlı olduğu sonucu elde edilmiştir (123).

Yıldız ve Suna Arıkan (2008) tarafından quizalofop-P-ethyl herbisiti kullanılarak

yapılan çalışmada , genotoksik olarak Allium cepa’ da anafaz-telofaz kromozom

aberasyonları araştırılmış, her uygulama zamanında herbisit konsantrasyon artışı ile

birlikte Mİ azalmış, anafaz-telofaz hücrelerinde yapışık kromozomlar, köprü
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oluşumları, kalgın kromozomlar, c-anafaz, multipolarite ve parça oluşum oranları,

kromozom aberasyon sayısı artmış; ayrıca  doz artışına paralel olarak interfazda

mikronükleusa sahip hücreler elde edilmiştir (124). Başka bir araştırmada, Özörgücü

ve arkadaşları (1994), bir insektisit olan Decis’ in Allium cepa L. kökü meristematik

bölgelerinde oluşturabileceği değişikliklerin bulgularından elde edilen sonuçlara göre

bizim araştırmamızda da rastladığımız gibi kök ucu hücrelerinde nükleus şekillerinde

bozulmalar, kromozomlarda konsantrasyon artışına paralel olarak kromozomda

kopmalar, düzensizlikler, ileri derecede fragmentasyon, kromozom yapışması,

hücrelerde mikronükleus ve iki çekirdekli hücre oluşumu gibi anomaliler tespit

edilmiştir (125).

Tüm bu sonuçları destekler nitelikte, Soyöz ve Özçelik tarafından yapılan çalışmada,

zirai mücadelede kullanılan pestisitlerin sitogenetik etkileri araştırılmıştır. Bu

pestisitlerin kullanımlarının artmasıyla çevre ve insan sağlığı üzerine zararlı etkileri

de beraberinde getirdiği, özellikle mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilere

sahip olduğu, pestisite maruz kalan insanlarda, yapısal ve sayısal kromozom

aberasyonları ile kardeş kromatid değişiminin yüksek oranlarda tekrarlandığı

bulunmuştur. Ditiyokarbamatlar (ziram, zineb, thiram) ile çalışan ve üreten

insanlarda, benzer şekilde organik fosfatlar (trichlorphon, phosmet, diazinon) ve

karbamatlarla (pirimicarb) yapılan çalışmalarda, bu maddelerin kromozom

anomalilerine ve kardeş kromatid değişimlerine neden oldukları bildirilmiştir (126).

Agar ve Uysal (1997) tarafından yapılan çalışmada, kromozomal anormallikler

bölünme safhalarına bağlı olarak birbirinden farklılıklar göstermiştir. Bu

anormallikler profaz evresinde düzensiz kromatin dağılımı ve granülleşme, metafaz

evresinde ise kromatin kümeleşmesi, geciken kromozomlar ve kromatid kırılmaları

seklinde gerçekleşmiştir. Anafaz evresinde de çoğunlukla kardeş kromatidler

arasında düzensiz dağılımlara ve köprü oluşumlarına rastlanmıştır (127).

Bütün bu sonuçlar pestisitlerin, Allium cepa kök ucu hücrelerinde çeşitli sitotoksik

etkilere neden olduklarını, kök uzunluğu ve MN sıklığı gibi parametrelerin ise bu

etkilerin izlenmesi için uygun indikatörler olarak kullanılabileceğini göstermektedir.
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Araştırmamızda, Allium cepa kullanarak yaptığımız denemeler sonucunda üç farklı

konsantrasyonda (600, 1200 ve 1800 ppm) uygulanan insektisit, fungusit ve herbisit

çözeltilerinin soğan bitkisinin kök ucu meristem hücrelerinde, konsantrasyon artışına

bağlı olarak anafazda kutup kayması, kalgın kromozom, fragment oluşumu, düzensiz

kromozom dağılımları gibi çeşitli kromozom anomalileri gözlenmiştir.

Çalışmamızdan elde ettiğimiz sonuçlar, pestisitlerin bitkiler üzerinde yarattığı

etkilerin araştırıldığı birçok çalışmanın sonuçları ile paralellik göstermektedir.

Çalışmamızda, mitozda tespit edilen anormalliklerden biri de mikronükleus

oluşumudur. MN testi, kimyasal ajanlar tarafından teşvik edilen sitotoksik etkilerin

değerlendirilmesi için kullanılan oldukça güvenilir bir teknik olup, bu çalışmada MN

testi bir indikatör gibi kullanılarak Allium cepa kök ucu hücrelerinde farklı pestisitler

tarafından uyarılan sitotoksisite belirlenmeye çalışılmıştır. Kimyasal toksisitenin en

önemli belirtilerinden biri ise kök büyümesi ve tohum ağırlığının engellenmesidir.

Bu çalışmada,  600, 1200 ve 1800 ppm pestisit konsantrasyonlarının kök büyümesini

büyük ölçüde engellediği belirlenmiştir.

Kontrol grubu Allium cepa örneklerinin kök ucu meristem hücrelerinde, mikroskobik

incelemeler sonucunda herhangi bir MN (mikronükleus) oluşumuna rastlanmamıştır.

Ancak farklı pestisit çözeltileriyle muamele edilen ıska soğan örneklerinin tümünde

değişik sayıda MN oluşumları gözlenmiştir. Uygulama grubu Allium cepa

örneklerine ait kök hücrelerinde MN sayısı, kontrole göre pestisit konsantrasyon

artışına paralel olarak artmıştır. Çalışmamızda kullanılan pestisitlerin denenen tüm

konsantrasyonlarının iğ iplikleri ve kromozomlar üzerinde etkili olduğu, MN

oluşumunu tetiklediği görülmüştür. Yani pestisitlerin direk nükleik asitler ya da

onların yapısında yer alan bağlar veya pürin ve pirimidin gibi bazlar ile etkileşime

girerek veya protein yapısındaki iğ ipliklerinin konformasyonunu değiştirerek

(denatürasyon), kromozomların mitozda gecikmelerine neden oldukları ve MN

oluşumunu tetikledikleri düşünülebilir. MN oluşumu tüm bir kromozom veya

kromozom parçasından kaynaklanan ve nükleus içindeki genetik materyalin kaybı ile

ortaya çıkan bir durumdur.
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Literatür çalışmalarından, Sarı (2007) tarafından, Dichlorvos (DDVP)’in Allium

cepa L.’da kök uzunluğu, kök sayısı, mitoz bölünme ve kromozomlar üzerine olan

etkileri araştırılmış, yapılan değerlendirmeler sonucunda kontrol gruplarına göre

uygulama gruplarının kök sayısının süreye bağlı olarak azalma gösterdiği

görülmüştür. Ayrıca DDVP’ nin Allium cepa bitkisinin köklerinde mitotik indeksi

azalttığı saptanmış, Allium cepa köklerinde ise kromozomal hasarlardan; yapışkanlık,

yanlış kutuplaşma, fragmentasyon, anafaz köprüsü ve mikronükleus oluşumlarının

meydana geldiği görülmüştür (128). Pestisitlerin toksik etkileriyle ilgili yapılan

başka bir çalışmada Konuk ve arkadaşları (2007), Boron herbisitinin Allium cepa kök

ucu hücreleri üzerine genotoksik etkilerini araştırmış, mitozda meydana gelen

anormalliklerin çoğunun c-metafaz, prometafaz ve anafaz-telofazda elde edildiğini,

interfazda dengesiz çekirdekler, mikronükleus ve iki çekirdekli hücreler görülürken

anafaz köprüleri, poliploid ve geç kromozom parça oluşumlarını tespit etmişlerdir

(129). Yüzbaşıoğlu ve arkadaşları (2003) tarafından, bir herbisit olan

Flurochloridone’un Allium cepa üzerindeki etkileri araştırılmış ve bu herbisitin

mitotik indeksi kontrole göre azalttığı belirtilmiştir (130). Soheir ve Odette (1983),

bir insektisit olan Dursban’ ı Vicia faba kök ve tohumlarına uyguladıklarında, farklı

doz ve sürelerde insektisit konsantrasyonlarının mitotik indeksi etkilemediği

bulunmuştur. Organofosforlu bir insektisit olan Malathion’un Vicia faba köklerine

(Zakia ve ark., 1990) (131) ve Basudin (20 EM)’in arpa tohumlarına uygulanması

(Çelik ve Sümer, 1996) sonucu mitotik indeksin azaldığı belirlenmiştir (132).

Leptophos (Soheir ve Odette, 1979) ve Dipterex (Soheir ve Enaam, 1983)

insektisitleri Vicia faba bitkisine uygulanmış ve her iki pestisitin de mitotik indeksi

kontrole göre azalttığı tespit edilmiştir (133, 134). Badr ve İbrahim (1987)

tarafından, Glean herbisiti farklı doz ve sürelerde Vicia faba köklerine uygulanmış ve

bu maddenin mitotik indeksi kontrole göre azalttığı saptanmıştır (71).

Tüm bu veriler değerlendirildiğinde, çalışmamızda Allium cepa üzerinde üç farklı

konsantrasyonda uygulanan insektisit, fungusit ve herbisit çözeltilerinin

konsantrasyon artışına bağlı olarak, çeşitli mitoz ve kromozom anormalliklerine

neden olduğu saptanmıştır. Bu anormallikler genel olarak, anafazda kutup kayması

ve çok kutupluluk, kromatin yoğunlaşmaları, kalgın ve geciken kromozom, parça

oluşumu, düzensiz kromozom dağılımları olarak tespit edilmiştir. Bilaloğlu (1982)
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(111), Türkoğlu (1996) (118) tarafından yapılan araştırmalarda bu tür kromozom

anormalliklerine rastlandığı rapor edilmiştir.

Çalışmamız sonucu elde ettiğimiz sonuçların, tüm pestisitlerin bitkiler üzerinde

yarattığı etkilerin araştırıldığı birçok çalışmanın sonuçları ile paralellik gösterdiği

görülmektedir. Elde edilen sonuçlar dikkate alındığında, tarımsal alanda kullanılan

pestisitlerin uygulandıkları bitkiler üzerinde hem genetik yönden olumsuz etkilere

neden oldukları, hem de biyokimyasal parametreleri değiştirerek fizyolojik

reaksiyonlar üzerinde baskılayıcı rol oynadıkları söylenebilir.

Türkiye’de gıda ürünlerindeki pestisit kalıntıları üzerinde bugüne kadar yaklaşık 90

çalışma yayınlandığı görülmektedir. Bu çalışmalardan 8’i 1959-1969 yılları arasında,

30’u 1970-1979 yılları arasında, 17’si 1980-1989 yılları arasında, 26’sı 1990-1999

yılları arasında gerçekleşmiştir. 2000-2003 yılları arasında ise 9 çalışma yapılmıştır.

Kalıntı analiz çalışmalarının 45 yıl önce başladığı düşünüldüğünde bu sayıların

oldukça az olduğu anlaşılmaktadır. Son yıllarda, dünya kamuoyunda pestisitlerin

çevreye etkileri üzerine yapılan çalışmalar oldukça artmıştır. Pestisitlerin tarımsal

mücadelede başarı sağlamaları elbette sevindiricidir; ancak bu kimyasalların bilimsel

denetimden yoksun, gelişi güzel ve aşırı dozda kullanılmaları sonunda, insan ve

hayvanlarda zehirlenmeler, hedef alınmayan yaban hayatı ve yararlı canlı gruplarının

öldürülmesiyle doğal dengenin bozulması, çevrede ve gıda maddelerinde ilaç

kalıntıları, daha önce zararlı olmayan bazı canlıların zararlı duruma geçmesi,

zararlıların bağışıklık kazanması gibi birçok olumsuz etkiler ortaya çıkmaktadır (21,

37, 38, 135). Günümüzde modern tarımda kimyasal mücadeleden tamamen

vazgeçmek mümkün değildir. Ancak, tarımda kullanılan pestisitleri zamanında ve

bilinçli olarak uygulamak suretiyle olumsuz etkilerini minimuma indirmek mümkün

olabilmektedir (4). Çalışmamızda, laboratuvar ortamında elde ettiğimiz sonuçların

arazi uygulamaları ile desteklenebilir nitelikte olduğu ve bu anlamda çalışmamızın

yeni çalışmaların planlanmasına ışık tutacağı ve literatüre önemli katkılar

sağlayacağı düşünülmektedir.
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