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Damsman: Dog. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI

Bu calismada, tarim alanlarinda yiiksek verim elde etmek, kaliteyi arttirmak,
istenmeyen organizmalar1 yok etmekte kullanilan ve hedef dis1 organizmalari da
etkileyebilen herbisitlerden Oxadiazon (OD) ve Pendimethalin (PM) herbisitlerinin
Eisenia hortensis (E. hortensis) tiirii izerine muhtemel genotoksik etkileri Komet ve
Mikroniikleus (MN) test yontemleri kullanilarak belirlendi. E. hortensis sélomasitleriyle
yapilan c¢alismada Probit analiz yontemi ile OD herbisitinin LDso dozu 0, 255 ppm ve
PM herbisitinin LDso dozu 0, 243 ppm olarak bulundu. Arastirmada, OD ve PM
herbisitlerinin 0,5XLDso, LDso ve 2xLDso konsantrasyonlari, 48 saat siireyle E.
hortensis’lere uygulandi. Negatif kontrol grubu olarak distile su (dH,O) kullanildi.
Komet testi sonucunda kontrol grubu ile karsilagtiritlan OD ve PM herbisitlerinin LDso
ve 2XLDso dozlarinda, DNA hasar derecesindeki artis anlamli bulunmustur (p<0,05).
Aynt zamanda MN olusumunun da konsantrasyon artigina bagl olarak arttigi
goriilmistiir.  Bununla birlikte OD herbisiti kontrol grubuna gore 0,5xLDso, LDso
dozlarinda biniiklear hiicre olusumunu anlaml bir sekilde arttirmistir. PM herbisitinde
biniiklear hiicre olusumu konsantrasyon artsina bagl olarak anlamli derecede artmistir.
OD ve PM herbisitlerinin Komet ve MN Test yontemiyle E. hortensis sélomasitlerinde,
DNA hasarindaki artis istatistiksel ag¢idan Onemli bulunmustur (p<0,05). Tarim
alanlarinda, solucanlar toprak kalitesinin belirlenmesinde ve ekolojik denge agisindan

cok Onemli organizmalardir. Bu nedenle solucanlarin, topraga bilingsizce uygulanan



kimyasallardan olumsuz etkilenecekleri g6z Oniinde bulundurularak kimyasal

kullanimina ve uygulanacak doz miktarina dikkat edilmesi gerekmektedir.
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INVESTIGATION OF POSSIBLE GENOTOXIC EFFECTS OF OXADIAZONE AND
PENDIMETHALINE HERBICIDES BY COMET AND MICRONUCLEUS TEST
SYSTEMS
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In this study, possible genotoxic effects of Oxadiazon (OD) and Pendimethalin (PM)
herbicides on Eisenia hortensis (E. hortensis) species from herbicides which are used in
agricultural fields to increase quality, to eliminate unwanted organisms and to affect
non-target organisms, comet and micronucleus (MN) test methods. In the study
conducted with E. hortensis coelomocytes, the LDso values of OD herbicides were found
to be 0, 255 ppm and the LDso values of PM herbicide were found to be 0, 243 ppm by
Probit analysis method. In the study, concentrations of 0.5XLDso, LDso and 2xLDs, of
OD and PM herbicides were applied to E. hortensis for 48 hours. Distilled water (dH,0)
was used as a negative control group. As a result of the comet test, the increase in the
degree of DNA damage was found to be significant (p <0, 05) for the OD and PM
herbicides compared with the control group and for the doses LDsy and 2XLDs. At the
same time MN formation was also observed to increase due to concentration increase.
In PM herbicide, the formation of the binuclear cells has increased significantly due to
the increase in concentration. Increase in DNA damage was found statistically important
in E. hortensis coelomocytes at by Comet and MN Test method of OD and PM
herbicides (p <0,05). In agricultural areas, worms are very important organisms in
determining soil quality and in terms of ecological balance. For this reason, considering
the worms will be adversely affected by the chemicals applied to the soil unconsciously,

attention should be paid to the chemical use and the dose amount to be applied.
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1. GIRIS

Pestisitler ¢ok genis ve yaygin kullanim alanina sahip bilesiklerdir. Bu bilesikler,
tarimsal alanda zararlilar ile miicadelede, evlerde hasere ilact ve ev hayvanlarinda
veteriner ilact olarak kullanilmaktadir. Bunlarin yami sira, depolanmis besinlerin
bozulmadan korunmasinda, ciddi aga¢ Oliimlerine sebep olan orman zararlilarina karsi

ve hastalik tasiyict mikroorganizmalari 6ldiirmede kullanilirlar.

Pestisit terimi, insektisit, fungusit, herbisit, rodentisit gibi terimleri igerisine alan genis
bir ifadedir. Insektisitler, istenmeyen bocekleri, fungusitler mantarlar, herbisitler,
yabani bitki ve rodentisitler ise kemirgen Oldiriici kimyasallar olarak
kullanilmaktadirlar (Sodhi 2005).

Diinya niifusunun artisinin sonucu olarak tarimsal iiretimi arttirmak amaci ile zirai
ilaglarin bilingsizce kullanimi giin gectikge artmaktadir. Diinya’ daki karasal ve sucul
ekosistemleri ve bu ekosistemlerde yasayan canlilarin yasamini tehdit eden en onemli
sorunlardan biri, ziraii miicadelede killanilan pestisitler ve daha baska kimyasallardir.
Sentetik kimyasallar ve pestisitler hedef disi canlilar1 olumsuz yonde etkilemekte ve

ekosistemin dengesini bozmaktadir (Tan 1995).

Bir ekosisteme uygulanan pestisit yalnizca hedefe alinan zararlhilar1 degil, ekosistemdeki
zararlhilarin popiilasyonlarini kismen baski altina alan faydali canlilar1 da direk ya da
indirekt olarak etkilemektedir. Boylece dogal denge bozulmakta, mevcut tiir ¢esitliligi
azalmakta ve daha onceden problem teskil etmeyen yeni zararlilar ortaya ¢ikmaktadir.
Boyle bir durum yeni zararlilara kars1 ek ilaglamalar yapma gerekliligini dogurmaktadir.
Ornek olarak ABD’de pamukta, pamuk bdcegine (Anthonomus grandis) karst uzun
seneler yapilan ilagclamalarin ardindan onceki yillarda diisiik yogunlukta bulunan ve
miicadeleye gereksinim duyulmayan yesilkurt (Heliothis armigera) tiirlerinin de zararli
olmaya basladiklar1 anlagilarak bu canlilara karsi da ek olarak birka¢ kez ilaglama

islemi yapilmak zorunda kalinmistir (Y1ldiz et al. 2005).

Cevre kirliligi toprak solucanlarmin verimliliginin azalmasimna neden olmakta ve

ekolojik fonksiyonlarin da azalmasina yol agmaktadir. Toprak solucanlari, genellikle



topraktaki kirlilik sinirina baglh olarak topragin yapisi hakkinda bilgi verici olarak kabul
edilirler (Belotti 1998, Spurgeon and Hopkin 1999).

Ekotoksikolojik a¢idan toprak solucanlarinin bir bagka gerekliligi ise, omurgali
hayvanlarin besin kaynagi olmalar1 miinasebetiyle, kirliligi bu hayvanlara ve dolayisiyla

besin zincirindeki diger tlim canlilara tasimalar1 sebebiyledir (Ma and Talmage 2001).

Tek hiicre jel elektroforezi olarak da bilinen Komet Testi hiicrelerdeki DNA hasarinin
tespiti i¢in hassas ve hizli bir testtir. Bu test, biyomedikal arastirmalarda, gevresel
biyolojik izleme ¢alismalar1 ve genotoksisite testlerinde 6nemli bir yontem olarak kabul
edilmektedir. DNA’ da meydana gelen hasardan dolayr bireyler, tiirler ve
ekosistemlerde onemli sonuglara sebebiyet verdigi i¢in solucan sagliginin

degerlendirilmesinde de dnemli bir parametre olarak goriiliir (Casabé¢ et al. 2007).

Hem MN hemde Komet Testi DNA’nin biyolojk belirtecleri olarak onerilir. Komet
testi, solucan gibi birgok canlida DNA hasarmi 6lgmek i¢in kullanilir. Genotoksisite
degerlendirmelerinde ¢ok diisiik seviyeli DNA hasarini da belirler ((Tice et al. 2000;
Muangphra and Gooneratne 2011a, b; Muangphra et al. 2012). MN yontemi
genotoksisite testlerinde insan biyolojik izlem testlerindeki anomalilerde biniiklear ve
MN frekanslarinda kromozom bozukluklarinda ve sitokinez inhibisyonunda esasli bir

testtir ( (Muangphra and Gooneratne 2011a, b; Muangphra et al. 2012).

Tarim alanlarinda bulunan solucanlarin, toprak icerisinde ¢ok 6nemli toprak canlilar
olduklar1 ekosistemin dengesini siirdiirmede, besin elementlerin ve agir metallerinin
biyo-yarayisliliginda 6nemli rol tistlendiklerine literatiir bigilerinde rastlamaktayiz. E.
hortensis’ te tarim alanlarinda bulunan bir solucan tiirii oldugundan ve ortamlarda

bulunan pestisitlerden olumsuz etkilenebilecegi diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada tarim alanlarinda sikg¢a kullanilan OD ve PM herbisitlerinin Alkali Komet
ve Mikroniikleus Test Yontemleriyle E. hortensis solomasit DNA” s1 iizerine genotoksik

etkilerinin belirlenmesi amaglanmastir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Pestisitler

Pestisitler, insan ve c¢evre sagligina olan zararlart bircok bilimsel calisma ile
desteklenmis olmasina karsin, tiim diinyada ve lilkemizde, tiiketimi giin gectikce daha
da fazla artmakta olan bitki ve diger zararli organizmalara karsi kullanilan kimyasal
rtinlerdir. Bitki koruma diriinlerinin belirlenen uygun olmayan doz ve zamanlarda
kullanimi ekolojik dengede ve tarim iiriinlerinde bir¢ok sikintiyr da beraberinde

getirmektedir (Gazioglu-Sensoy 2017).

Pestisitler besin maddelerinin iretilmesi ve depolanmasi esnasinda besin kalitesini
diisiiren ve bitkilere zarar veren, insanlarda direk hastalik sebebi olan veya hastalik
etmenlerinin transferine neden olan bocekleri, mikroorganizmalari, yumusakgalari,
kuslari, baliklari, solucanlari, memelileri, bitki patojenlerini ve istenmeyen otlar
ayirmak, tesir etme derecesini indirgemek, cogalmalarina ket vurmak ortadan kaldirmak
i¢in kullanilan karigik veya katisiksiz maddeler olarak ifade edilmektedir (Arslan 2006,
EPA 2006).

Pestisitlerin kullanimi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir. M.O. 1500° lere ait bir
papiriis lizerinde bit, pire ve esek arilarina muhalif insektisitlerin hazirlanisina ait
bigilere rastlanmaktadir. 19.yy’ da zararlilara karsi inorganik pestisitler kullanilmus,
1940’ lardan sonra pestisit iiretiminde organik kimyadan istifade edilmistir. DDT
(Miiller 1939 and Perkins 1978) ve diger bilinen insektisit ve herbisitler kesfedilmistir
(Fenton 2002).

Pestisitlerin dogada ge¢ kaybolmasi veya tiiketicilerce yanlis kullanimlari sonucu; su,
toprak, hava ve tirlinlerin biinyesinde kirlenmelerin gozlenmesine sebep olur (Navalon
et al. 2002). Tarimda pestisit kullaniminin kaginilmaz olmasi, hedef dis1 organizmalari
(insanlar dahil) bu kimyasallara maruz birakmaktadir. Bazi tiirlerde, topluluklarda ve bir
biitiin olarak ekosistemlerde istenmeyen yan etkiler meydana gelebilir (Pimentel 1995).
(Resim 2.1).
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Sekil 2.1 Pestisitlerin tabiattaki dongiisii ve insan viicuduna alinimi (WHO 2001).

Artan Diinya niifusuna paralel olarak toprak mahsiillerine olan ilgi artmis ve buna bagh
olarakta kimyasallara (pestisit) karsi bir gereksinim duyulmustur. Genel olarak
pestisitlerin fazlaca zehir etkisi bulundugundan dolay1 ¢evredeki dozlar takip edilmeli.
“Diinya Pestisit Izleme Enstitiisii verilerine gore 700’den fazla farkli organik madde,
belirli pestisitler ve onlarin pargalanmasi sonucu olusan {iriinler, siirfaktanlar, fenoller,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar ¢evrede bulunmakta ve 70000 kadar sentetik
kimyasal hergiin kullanilmakta ayrica bunlara her yil 500 ile 1000 arasinda yeni
kimyasal eklenmektedir’’ (Gascon et al. 1997).

Pestisitler insanlarda; gecici ve kalici toksisiteye, hiicrelerin metaztas olmasina, immiin
sistemde aksakliklara, sinir sisteminin hasar gérmesine, algida sikint1 gekmeye ve hafiza
kaybina, enzim sisteminde diizensizliklere, hiicre ici DNA’larda kalici hasarlara

sebebiyet vermektedir (Wagner 1989, Dolapsakis et al. 2001, Sarabia 2009).



Glinlimiizde, bilhassa ekonomik Onem arzeden bitkilerin degeri giin gegtikce artis
gostermekte olup, bu bitkiler ile ilgili yapilan calismalar da fazlalagmaktadir. En
Onemlisi de artan Diinya niifusuna es bir degerde tarim alanlarindan elde edilen
triinlerin kalitesi ve en yiikksek seviyede saglikli iirlin eldesi adina yapilan
aragtirmalardir. Bunlarin basinda da diinya niifusunun artigina paralel olarak, tarim
alanlarindan maksimum diizeyde saglikli iiriin alinimimin saglanabilmesi yoniindeki

calismalar gelmektedir (Topal 2003).

Pestisitler tesir etkiledikleri canli gruplarina gore farkli isimlerle adlandirilirlar. Bunlar:

Etkili Madde Gruplarina Gore Pestisitler:

Cizelge 2.1 Pestisitlerin siniflandirilmasi (Collotta et al. 2013).

Insektisitler:
Boceklerle
miucadelede

kullanilirlar.

* Klorlanmis Hidrokarbonlar (Organik Klorlular)
* Organik Fosforlular

» Karbamatlilar

* Sentetik Pyretroidler

» Benzoil Ureler

* Bakteriler

* Digerleri

Akarisitler: Akarlarla

* Halojenliler

miicadelede * Amin ve Hidrazin Tirevleri
kullanilirlar. * Dinitrofenol Esterler
* Kiikiirtliiler
* Organik Kalaylilar
Kis Miicadele Ilaglar: |  Bitkisel, hayvansal, katran ve petrol yaglart

ve Yazlik Yaglar

Nemasitler,
Fumigantlar ve

Toprak fumigantlar

*Nematod (kurt) ad1 verilen toprak alt1 zararlilar ile

miicadelede kullanilirlar.

Rodentisitler ve
Molluskisitler

» Kemirgenlerle miicadelede kullanilirlar.




Cizelge 2.1 (Devam) Pestisitlerin siniflandirilmasi (Collotta et al. 2013).

Fungisitler:
Mantarlarla
miicadelede

kullanilirlar.

* Bakirlilar

* Dikarboksimidler
+ Dithiokarbamatlar
* Kalaylilar

* Kiikdirtliiler

* Nitro bilesikler

* Amin ve Amidler
* Benzimidazoller

* Morfolinler

* Pirimidinler

« imidazoller ve Triazoller

Herbisitler: Yabani
otlarla miicadelede

kullanilirlar.

*Fenoksi Bilesikler
 Karbamatlar

» Ure Bilesikleri

» Siilfonil Ureler

* Anilinler

* Amidler ve Anilidler
* Benzoik Asitler

* Pikolinik Asitler

* Organik Halojen Asitler
* Diazinler

* Triazinler

* Benzonitriller

« Siklohekzonlar

+ Imidazolinonlar

* Triazoller

* Okzadiazoller

* Amino Fosfonatlar

* Digerleri




Diinyada tarim ilaci tretimi 3 milyon ton, senelik satig tutar1 ise 25-30 milyar $
dolaylarindadir. Diinya pestisit pazarinda tonaj olarak senede % 1 gibi bir artis
gosterecegi diisiiniilmektedir (Ayaz ve Yurttagiil 2008). Zararli ot ilaclar1 zirai ilaglar
icerisinde % 47’ lik bir marjla ilk siradadir. Hemen akabinden %29’ luk bocek ilaglar
gelmektedir. Pestisitlerin genis kullanim alanina sahip olup halk tarafindan da en ¢ok
kullanilan c¢esidi herbisitlerdir. Herbisitler tarimsal imal esnasinda istenilmeyen
bitkilerin biiyiimelerini ve artmalarin1 denetlemek i¢in planlanmis bilesiklerdir (Blair
Axelson at al. 1990). Tarim alaninda hangi tiir herbisitin kullanilacagina tesir
mekanizmasina bakilarak karar verilir. Yabanci ot ilaglarinin mitozu, fotosentezi, amino
asit sentezini ve lipid biyosentezini durdurma gibi etkileri bulunmaktadir (Tu at al.
2001). Diger yandan yiiksek miktarda herbisit kullanimimin kromozomal anormallikler
ve mikroniikleus olusumuna sebebiyet vermek gibi mitotik bozulmalarla sonuglandig:

da bilinmektedir (Tosun at al. 2000). (Sekil 2.2).

W Herbisitler
W insektisitler
I Fungisitler

W Diger

Sekil 2.2 Pestisit gruplarina gore diinyada tarim ilact kullanimi (Tiryaki et al. 2010).

Cok fazla ve bilingsiz olarak tasarruf edilen pestisit kullanimi1 ekolojik kirlilige ve insan
saglig agisindan birgok sikintinin olugsmasina sebep olmustur ve kullanim sonucu artan
pestisit tiiketimi ¢evre kirlenmesi ve insan sagligi acisindan ¢esitli problemlerin ortaya

¢ikmasina yol agmustir (Delen 2008). Bu problemler asagida siralanmustir.



b)

d)

f)

9)

Pestisitler; kanser, teratojenite, sinir sistemi hasarlari ve uzun siirede meydana
gelen, istenmeyen etkilere sebep olurlar,

Pestisitler ve pargalanma tiriinleri toksik maddeleri bulundururlar,

Parcalanma iirlinlerinden bazilar1 asil pestisitten daha toksik ve devamlidir,
Uygulanan pestisite ve uygulama sartlarina gore, ¢evre kirliligine sebebiyet
vermektedir,

Buharlasma oram1  yiikksek olanlar soludugumuz havanin kalitesini
distirmektedir,

Cok fazla tiikketimi sonucunda organizmalarda kimyasallara karsi direng
meydana gelmekte ve pestisit kullaniminin amaci disina ¢ikilmaktadir,

Hedefe alinan ve alinmayan zararlilarin tabii diismanlarini ve yararli canlilarida

yok ederek yeni istilaci tiirleri meydana getirmektedir.

2.2 Calismada Kullanilan Herbisitler

a. Oxadiazon

IUPAC Adi: 5-tert-butyl-3-(2,4-dichloro-5-isopropoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2(3H)-

one

Formiil: Ci5H15CI,N,O3
Yogunluk: 1,26 g/cm
Molar kiitle: 345,221 g/mol
Cas No: 19666-30-9

Form: EC(Emiilsiyon Konsantre)
Renk: Seffaf

Koku: Karakteristik kokulu
pH(%610): 4-7

Toksikolojik Ozellikler



Solundugunda ve cilt ile temas1 halinde sagliga zararlidir.

LDso oral sigan: > 5000 mg/kg

LDso deri sigan: >2000 mg/kg

LCso solunum sigan: > 2,77 mg/l /4 saat
Mallard Duck oral LDse: > 1000 mg/kg
Rainbow Trout LCs (96 saat): 1,2 mg/I
Daphnia ECso (48 saat): > 2,4 mg/I

Alg ECso : 6-3000 pg/l

O o
o/K
N
NS
(cH),c” N

Cl
OCH(CH,),
Sekil 2.3 OD herbisitinin kimyasal yapisi.

Tek yillik ¢ift cenekli ve genis yaprakli istenmeyen otlarda ¢ikis dncesi ve ¢ikis sonrasi
tesirlidir. OD soya fasulyesi, piring, siis bitkileri, meyve bahgesi, patates, sogan,
aycicegi ve ¢im {lretim alanlarinda kullanilir. Biyolojik maddelerde herbisit kalinti
diizeylerinin belirlenmesi ekoloji ve toplum refah1 agisindan gereklidir. Belirlenmis olan
OD konsantrasyonlarini ihtiva eden yiyeceklerden, yemlerden, sigir ya da kuslardan
ornek alinmasi gerekmektedir. Rh6ne-Poulenc arastirmacilari, siganlarda ve kopeklerde

OD metabolizmasini incelemislerdir (Boesh et al. 1974).

OD toprak kolloidleri tarafindan etkili bir bigimde sogurulur. Toprakta yarilanma omrii
60 glindiir, LDso: 5000 mg/kg (ppm)’ dir. OD etkisini PPO (Proroporphyrinogen
Oxidase) enzimini etkileyerek, hiicre membranlarinda dekompozisyona sebep olur

(Lingenfelter and Hartwig 2003).



b. Pendimethalin

IUPAC Adu: 3,4-dimetil-2,6-dinitro-N-pentan-3-yl-anilin

Formiil: C13H19, N3Oy

Yogunluk: 0,950-1,050 gr/cm3 (20°C)

Coziiniirliik: Cogu organik solventte ¢oziiniir

Molekiiler agirhk: 281.312 g / mol

Cas No: 40487-42-1

Form: EC(Emiilsiyon konsatre)

Renk: Turuncu-sar1 bir kristaldir. Asindirici degildir. Yabanci ot ilaci olarak kullanilir.
Koku: Karakteristik kokulu

pH(%610): 5-7

Toksikolojik Ozellikler

LDso oral sigan: 1250 mg/kg

LDso deri tavsan: >2000 mg/kg

LCso solunum sigan: >320 mg/I

Deri temasi: Tahris edici degildir (tavsan)
G0z temast: Tahris edici degildir (tavsan)

Cilt hassasiyeti: Bilinmiyor.

Mallard Duck LCs, : 1421 mg/kg
Rainbow Trout LCs (96 saat): 0,14mg/I
Daphnia ECso (48saat) : 0,28 mg/I
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Sekil 2.4 PM herbisitinin kimyasal yapisi.

PM, dinitroanilin tiirevi, bitkinin kok ve yapraklari tarafindan absorplanan segici bir
herbisit bilesiktir. Bir yillik ve genis yaprakli yabani, zararli otlar1 kontrol etmek
amactyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicre boliinmesini ve devamliligini inhibe
eder. Bitkilerin topraktan ¢ikmalarini takiben filizlenme asamasindan kisa siirede
Olmelerine neden olur. Tahil, sogan, pirasa, sarimsak, rezene, misir, dari, piring, soya,
fistik, havug, bezelye, bakla, lale, patates, domates, pamuk, elma, armut, ayva, sert
cekirdekli meyveler, ¢ilek, bogiirtlen, ahududu, limon, portakal, mandalina, greyfurt,
patlican, kabak, domates, ay cicegi ve tiitiindeki ¢ok sayida yillik zararli otlarin kontrolii

i¢in kullanilir (US EPA 1997, Guan et al. 1998).

Cikis oncesi dar ve genis yaprakli yabanci otlar1 kontrol etmesi bitkilerin mikrotiibiil
yapisini etkilemektedir. PM etkisini yabanci otlarin kok ve gdvdelerinin biiylimesini
onleyerek gosterir (Lingenfelter and Hartwig 2003). Meyve bahgeleri dahil olmak iizere
cogu kiiltiir bitkilerinde kullanilan bu herbisit ayn1 zamanda tarim yapilmayan alanlarda

da kullanilmaktadir (Pluntke 2004).

2.3 Pestisitlerin Ekolojiye Zararlari

Pestisitlerin hepsi karbon, hidrojen ve klor ihtiva ettiklerinden klorlu hidrokarbonlar
diye isimlendirilirler. Genis manada pestisitlerin dogada uzun zaman bozulmadan
durabilmeleri, yalnizca hedefe alinan organizmalar1 ayirt etmeyip baska organizmalara
da zarar verip besin aginda birikerek faydali olan organizmlarinda yok olmasinda rol

oynar ve ekolojik dengenin bozulup faydali tiirlerin ortadan kalkmasina neden
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olmaktadirlar. Ekolojinin dengesinin korunmasi yoniinde kimyasallarin istenilmeyen

etkileriyle alakali bilgi verilmektedir (Chen et al. 2009).

Pestisitlerin canlilara olan etkileri ilk olarak, 1948 ile 1951 senelerinde insan bedeninde
organik klorlu pestisit izlerine rastlanmasiyla ortaya ¢ikmistir. Pestisitlerin bir kismi
toksik olarak hasar vermezken bir kismi ise kanserojen olup, sinir sistemini etkiledigi,
mutasyonlara sebebiyet verdigi tespit edilmistir. Pestisit izlerinin temel nedeni
gidalardir. Bu sebeple 1960 senesinde FAO (Gida ve Tarim Orgiitii) ve WHO (Diinya
Saglhk Orgiitii), Pestisit Kalintilar1 Kodeks Komitesi’ni olusturmuslardir. Komitenin
yapmis oldugu aragtirmalar neticesinde, gidalarda ihtiva etmesi uygun goriilen en
yiiksek iz miktarlar1 belirlenmistir. Zirai pestisit tasarrufunda, diinya genelinde uygun
goriilen en yiiksek pestisit diizeyi 0,1 pg /I’ dir (Denizeri 2001). 18. yiizyilda pestisitler
tasarruf edilmeye baslanmis fakat kimyasal pestisitler 19. ylizyilin sonlarinda tiiremistir

(Sevken 2009).

Pestisitler zirai mahsullerin imalinde fazlaca randiman alinmasi adina zararli canlilarin
yok edilmesinde fazlaca etkilidir. Tarima kazandirdig1 faydanin yani sira sarfedildigi
alanlarda canli yasamini tehlikeye sokmaktadir. Toksik ozellikleri sebebiyle hedefe
alimmayan canlilar1 da etkileyerek beklenmeyen tahribatlara yol agmaktadir. Ayrica
sarfedildikleri alanlarda daimi olarak kalmalari parcalanmalarinin yillarca devam
etmesi, hayat dongiisii ile uzaklara transfer olmasi biiyiikk sikintilara sebebiyet
vermektedir. Boylece o muhitte, suda ve gidalarda birikmesi 6nemli bir sikintidir
(Ongley 1996). Zirai pestisitlerin % 14 - 80’ i topraga tatbik edilmektedir (Denizeri
2001). Cok fazla herbisitin toprakta yasayan canlilara zarar verici etkilerinin oldugu

tayin edilmistir (Eijsackers 1980).

Pestisitler hava, toprak, su gibi degisik platformlarda devamli olarak intikal eden ve bir
hayli karmasik tutuma ehildirler (Kerle et al. 2007). Pestisitler uzunca zaman tahrip
olmadan kalmalarinin yan sira farkli alanlara da transfer olabilmektedir. Istifade edilen
bolgelerden daha fazla olarak uzak bolge sularinda saptanmasi, organoklorlu bir pestisit
olan DDT’nin diinyanin her yerine ulagmis olmasi, yiizeysel sularda ve baliklarda

saptanmasi (Kolpin ve ark. 1998), kullanimina izin verilmeyen ¢ok fazla organoklorlu
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pestisitin 20 sene sonra dahi ylizeysel sularda mevcut olmasi (Arias-Estevez et al.
2008), bu pestisitlerin senelerce ekosistemde degismeden tesirinin hala siirdiigliniin bir
kanitidir (Sekil 2. 5).

Hasat
Buharlasma bitkiler
Yagis veya Sulama  araciligiyla

giderim

Yiizeysel akas
ve erozyon

Yeralt1 suyn

Sekil 2.5 Pestisitlerin ekosistemdeki bozunma siirecini gosteren diyagram (Pierzynski et al.

1994).

Zirai alanlarda, yer altt su kaynaklarinin, tliketilen zirai ilaclarca kirletilmesi 6nemli
cevre problemlerine yol agmaktadir. Bilhassa yakin zamanlarda zirai ilag¢ tiiketimindeki
asir1 talep problemin ¢ok fazlaca artmasina sebebiyet vermektedir (Triegel and Guo

1994).

Uygun olan pestisit sadece hedefe alinan canliy1 etkileyen, daimi olmayan, ¢evreye
zarar vermeyen kimyasal madde olarak ifade edilebilir. Cok fazla pestisit hedefe
alinmayan canlilarda direk toksik etkilere ehil olmamakla beraber, ekosistemde transfer

olup zarar verici etkiler dogurabilmektedir (Y1ldiz et al. 2005).
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Pestisitlerin kirlilige sebep olma sekilleri;

e Yiizey ve yeralt1 sularina dogrudan bulagsma
e Topraga karigma
e Hedef dis1 canlilara direkt bulagsma

e Hedef dis1 canlilara iz veya devamli bilesikler sebebiyle bulasmasi bigiminde

ifade edilebilir (Y1ldiz et al. 2005).

Pestisitlerin toprak igerisindeki devamlilifi, pestisitin kimyasal yapisi, toprak yapisi ve
cevrenin durumuna gore degisiklik gostermektedir. Pestisitler topraga iki sekilde niifuz
eder;

a- Ayrisip, drenaj sulartyla birleserek siiriiklenmesi

b- Mikroorganizmalarin biyokimyasal etkileri neticesinde par¢alanma ve oksidasyonla
dekompozisyon olarak parcalanabilir bilesikler meydana getirerek karbon gazi ve

amonyak ¢ikarmasi ile basit mineral yapiya doniismesi seklindedir (Oztiirk 1997) (Sekil

2. 6).
g FOTOKIMYASAL
BUHARLASMA AYRISMA
i KIMYASAL VE BIYOLOJIK
BITKI ALmI PESTIS[T AYRISMA
Y |p v
% P\ V; z: MIKROBIYOLOJIK
YIKANMA N AYRISMA
TOPRAK
KOLLOIDLERINCE
TUTULMA

Sekil 2.6 Pestisitlerin toprak, bitki ve ¢evre sistemindeki hareketleri (Anonim 2005).
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Ekosistemin siirekliligi, besin agindaki siireklilik ile alakalidir. Besin ag1 vasitasiyla
biitiin tiirlerin popiilasyonlarinin saglikli olmasi besin agindaki diger tiirlerinde

basarisinin artmasini saglar (Susan et al. 1999).

Pestisit kullaniminin % 0.015-6. 0’ s1 hedef organizmaya etki etmekte, geriye kalan %
94-99. 9’ luk biiyilik pay ise agroekosistemde hedefe alinmayan canlilarin ve topragin
biinyesine ge¢mektedir. Dogal ekosistemlere tasinma ve akinti yoluyla da kimyasal
Kirleticiler seklinde sulara bulagsmaktadir (Y1ldiz et al. 2009).

Pestisitler sarfedildikleri bolgelere zarar verdikleri gibi, biyolojik ve fiziksel yollarla
¢ok uzak bolgelere kadar transfer olmaktadirlar. Bilhassa dogada pargalanma hizlar
yavas olanlar ve lipide dagilanlar biyoekosistemlerde toplanarak biitiin organizmalar

adma sikint1 olusturmaktadir (Mural 2005).

Topraktaki kimyevi maddelerin yasama alanlarina olan etkilerini inceleyen ve
cogununda pestisitlerin agroekosistemlerde kullanimlariyla alakalidir. Kimyevi
zararhlarla alakali daha genis ve kapsamli bilgilere ihtiya¢ duyulmaktadir (Edwards et
al. 1998, Edwards et al. 1996, Morgan and Knacker 1994). Pestisitlerin dogada hizli
bozunmamasi veya tarim calisanlarinca uygun bi¢cimde kullanilmamalari sonucunda

ekosistemin kirlenmesine sebep olmaktadir (Navalon et al. 2002).

Tarimsal miicadelede kullanilan ilaglarin dozu, bitkinin fenolojik yapis1 ve bitkilerin
siklig1 ile alakali olarak %14-80’nin topraga gectigi bilgisi verilmekte (Coushee 1960,
Cilgi and Jepson 1992). Toprak mikroflorasint meydana getiren algler, aktinomisetler,
funguslar, toprak solucanlari, driimcek gibi canlilarin hepsi topragin fiziksel yapisin
ayarlayip ayristirma igemlerini gerceklestirerek topragin randimaninin artmasinda gorev
alirlar (Akalin 1968). Tiirkiye’de pestisitlerin toprak canlilari {izerine tesir etmeleri gibi

konular pestisit siniflar1 seklinde arastirilmistir (Soran 1980, Sezgin 1984).
Toprak igerisinde bulunan canlilar topragin yapisin1 ayarlarlar, yok edilmeleri

sonucunda topraktaki diizen yok olur. Pestisitler, topraktaki canlilarin etkinlikleri

neticesinde bozunarak zarar vermeyen sekillere dontisebilmekte, baz1 durumlarda ise
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mikroorganizmalarin cevreye faydali hareketleri dnlenmektedir. Ornegin; pestisitler
topragin rantabilitesini arttirmada ¢ok onemli gorevi olan solucanlarin yok edilmesine
sebebiyet vermektedir. Pestisitler, mikrobiyal canli toplulugunun etkinligini direk ya da
indirekt etkileyebilirler. Pestisitin, etkisi altina aldig1 bitkiler, hayvanlar ve diger canlilar
diizenlerinin yikilmasiyla yapilarinda degisiklik meydana gelmesine sebebiyet
verebilmektedir. Ornegin, bitkilerde uygulanan sentetik pestisitlerin yapraklarin
stomalarinda hasarlara, mezofil dokularinda farklilasmaya sebep oldugu bildirilmistir

(Tort 2004).

Ideal bir pestisit; hedefe alman oranizmaya &zgii olmali, hicbir canliya zarar vermemeli,
uygun fiyatli olmali, basit¢ce uygulanabilmeli, ¢ok rahat toksik olmayan maddelere
dontisebilmeli ve hasar verici etkileri yok edilebilmelidir (Sevken 2009). Pestisitler,
yiikseltgenme 6zelligine sahiptirler, bu 6zellikleriyle hiicre zarindaki lipitleri, proteinleri
ve DNA’ y1 oksitleyebilmektedirler. Hiicre zarinda bulunan lipitlerin oksidasyonuyla
lipitlerin peroksidasyonuna sebebiyet verip, hiicre zarinin gegirgenligini sekteye
ugratarak hiicre metabolizmasini ve goriiniisiinli negetif yonde etkilemektedirler (Harte

etal. 1991).

Birgok ¢alismaci, pestisitlerin mutajenik ve karsinojenik &zelliklerinin oldugunu
saptamistir (Smaka-Kincl et al. 1996; Chandra et al. 2005). Bolognesi ve Morasso
(2000), kullandiklar1 pestisitlerin (sentetik pestisit) %59’ unun genlerde degisime,
%383’linlin kromozomal bozukluklara ve %71’ inin DNA hasarina sebep oldugunu

bildirmiglerdir.

Ozet olarak; pestisitlerin kullanilmalar1 ile ortaya sorunlar ¢ikmaktadir. Bu sorunlar,
toksikologlari, diger yandan direk olarak insanlar lizerinde sistemik ve 6zel toksisitelert;
diger yandan ise dogadaki etkilesimler neticesinde diger canlilara ve insanlara olan

zararlari; ekolojik denge {tizerindeki etkileri bakimindan ilgilendirmektedir (Vural
2005).
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2.4 Toksisite ve Genotoksisite

Toksisite, bir maddenin veya canlinin biyolojik sistemi {izerinde zararli (zehirleyici)
etkisi olarak ifade edilebilir. Toksik (zehirleyici) 6zellige sahip olan maddeye toksik
madde ya da toksikant denir. Dogal ortamlarda mevcut olan bircok madde, fazla
miktarda bulundugunda toksik etki olusturabilir (Ecobichon 1997). Bir maddenin toksik
etki yaratmasi o maddenin dozuna uygulama saatine ve organizmaya hangi yolla
alindigina baglidir. Toksik etkinin meydana geldigi hiicrelerde ¢ok fazla biyokimyasal
degisimlerin yani sira 6liimle de sonuglanabilir. Kimyasal maddelerin bir sonucu olarak
meydana gelen bu etkilerin giderilebilmesi adina toksikolojik testlere gerek vardir. Bu

testler siirece bagl olarak farkli siniflara ayrilirlar (Saygi 2003). Buna gore;

Akut toksisite testleri: Kimyasal maddeye maruz birakildiktan ¢ok az zaman sonra
olusan degisiklikleri incelemek i¢in kullanilan testlerdir. Bu testin maksadi, kimyevi bir
maddeyle etkilesimi neticesinde meydana gelebilecek toksisiteyi, letaliteyi tayin
etmektir (Saygi 2003). Akut toksisite testlerinde etkinlik gdsteren bir hayli etmen
mevcuttur. Ik sirayr ise deney hayvanlarinin tiirii, cinsiyetleri, kimyasal maddelerin
alinig yolu, ¢oziiciinlin etkinligi ve sicaklik gibi faktorler almaktadir (Dokmeci 1994).
Deneysel acidan kimyasal bir maddenin bir tek konsantrasyonunun c¢alisma yapilan
deney hayvanlarinin %50’ sinin 6liimiiyle sonuglanan ve istatiksel olarak belirtilen doz
medyan letal doz (LDso) olarak ifade edilir (OECD 1984). LDso ¢ogunlukla sarfedilen
kimyevi maddelerin toksik etkilerini kiyaslamak ve siniflandirmak maksadiyla
kullanilir (Duffus and Worth 2006).

Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri 1970 lerde kullanilmaya baslanmis ve bu
giine degin mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik etkilerini belirlemek i¢in
cok fazla genotoksisite testi gelistirilmistir (Bedir et al. 2004). Bu testler, farkli
diizeneklerle direkt veya indirekt bir sekilde DNA’da olusan hasarlar1 belirlemek i¢in
gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden olusurlar (Choy 2001, Zeiger 2004, Vural
2005).
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Cagimizda MN ve CA testleri, genotoksik testler olarak degerlendirilmektedir ve

kimyasallarin genotoksisite seviyesini belirlemek i¢in kullanilirlar (Benedicte et al.

2009; Cigerci et al. 2013, Rai et al. 2009).

2.5 Toksisite Calismalarinda Toprak Solucam

2.5.1 Toprak solucam

Toprak solucanlart Perm-Karbon dénemlerinden 6nce degisime ugramasi ve mutasyon
meydana getiren olaylardan arinik olmasi sebebiyle genetik yapisini bu giine degin hig
degistirmemis veya cok az degistirmis bir grup olmasit sebebiyle toksikolojik
caligmalarda belirte¢ canlilardir (Demirsoy 2002). Toprak solucanlari, toprakta y1gilmis
olarak bulunan kimyasal maddelerden etkilenmektedir. Bu sebeple kimyasal maddelerin
canlilar lizerine olan zararli etkilerinin arastirilmasinda toprak solucanlarindan OECD,
FAO ve EEC gibi uluslararasi kuruluslarca deney hayvani olarak yararlanilmaktadir
(Saint-denis et al. 1998).

Toprak solucanlarinin kansere sebep olan etmenlere yonelik gosterdigi bagisiklikla
alakali ortaya atilan caligmalarda, solucanlar araciligiyla harcanan besinlerin tiimore
kars1 bir etkinlige sahip oldugu veya solucanda tiimore karst bir bilesige cevrildigini

Cotuk (1979)’ da bildirmistir.

2.6 Solucanlarin Ekolojiye Faydalar:

Toprak solucanlart annelida subfilumunun Oligochaeta sinifi, Lumbricidae ailesine

mensup halkali ve omurga bulundurmayan canlilardir (Kilig 2007).

Toprak solucanlariin topluluklari tizerindeki negatif etkilerin baginda, orman tahribati,
topragin islenmesi, pestisitlerin bilingsiz kullanimi, endiistri atiklari, kentlesme
sebebiyle dogal alanlarin yok edilmesi ve farkli sebeplerle topraklarda yigilan agir metal
kirliliklerinin oldugu ifade edilmistir (Saward 2007). Ekolojik kirliligin sonucu olarak

toprak solucanlarinin verimliliginin diismesi ekolojik islevlerinin de diigmesine sebep
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olmaktadir. Toprak solucanlari, ¢ogunlukla topraktaki kirlilik seviyesine gore topragin
biyolojik zenginliginin azalmasinin saptanmasinda belirte¢ canli olarak kabul goriirler

(Belotti 1998 and Spurgeon 1999).

Ekotoksikolojik yonden toprak solucanlarinin bir diger 6nemi ise omurgali hayvanlarda
besin kaynagi olmalar1 sebebiyle biinyelerine aldiklar1 zararli maddeleri hayvanlara ve

dolayl1 olarakta besin agindaki biitiin canlilara aktarmalar1 sebebiyledir (Ma 2001).

Diinya iizerinde bir¢ok yerde toprak solucanlari ile yapilan c¢alismalarda, onceden
toprak solucanit mevcut olmayan alanlara toprak solucani ilavesiyle bitkilerdeki verimi
bariz bir bigimde arttirdigi gézlemlenmistir (Baker et al. 1999). Solucanlar topragin

yapisini analiz etmek i¢in ¢ok onemli organizmalardir (Cigerci et al. 2015).

Gliniimiizde tarimsal ekonomide ve bitkisel besin maddelerinin dongiisiinde, toprak
icerisinde bulunan canlilar biiylik 6neme sahiptirler. Toprak solucanlar1 ekosistemde
onemli gorevleri olan ve kendilerine has ¢ok fazla 6zelligi olan enteresan hayvan
gruplarindan biridir. Toprakta bulunan solucanlar, topragin yapisina degisik bicimlerde
etki ederler. Toprakta cukurlar kazarak suyun topraga gegisini saglarlar ve bu sekilde
erozyon riskini azaltmis olurlar. Solucanlarin kazdiklar1 bélimler, hava, sivi ve gazlarin
sirkiilasyonunu kolaylagtirir, koklerin daha rahat yayilmasimi ve bu sayede bitkilerin
topraktan besinini kolayca almasini saglarlar. Bu sayede bitkiler daha saglikli ve verimli
bir gelisim siirecinden gegmis olurlar. Toprak solucanlar1 organik maddelerin tekrar
dogaya kazandirilmasi ve topragin veriminin arttirilmasinda, mikroorganizmalarla
beraber etkinlik gostermektedir. Koke yakin bolgelerde bulunan solucanlar, organik
atiklarin pargalanmasina, toprak igerisine yerlesmesine ve sindirilip ayrigmasinda
onemli rol oynamaktadir. Solucanlar toprak igerisinde gezindikge, toprakta mevcut olan

mineral partikiillerini degisik alanlara yaymis olurlar (Misirlioglu 2011).

Solucanlar actiklar galeriler sayesinde diger mikro canlilar igin de ideal bir yagam alani

saglarlar ve bunun yaninda besin ihtiyacininda teminini yaparlar (Savin et al. 2004).
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Shen ve Yang (2008) solucanlarin ve mikroorganizmalarin ¢ok degerli toprak canlilar
olduklarini, doganin dengesini devam ettirmesinde, besin maddelerinin ve agir
metallerin  biyo-yarayishihiginda gorevli olduklarim1 kaydetmislerdir. Arastirmada
solucanlarin besin maddesi ag1 ve doniisiimii hakkinda etkilerinin topragin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik 6zellikleri {izerine olan etkileri bildirilmistir (Laszczyca et al.

2004).

Toprak solucanlar1 bulunduklar1 ortamlardaki tiim kimyasal maddeler ve agir metaller
ile devamli bir etkilesim durumundadir. Bu nedenle toprak solucanlarmin kimyasal
maddelerce zehirlenmesi ile serbest radikallerin meydana gelmesinde, radikallere karsi
savunma sistemlerinin aktifligi ve glutatyon mekanizmasinda baglantinin oldugu rapor

edilmistir (Laszczyca et al. 2004; Liu et al. 2010).

E. hortensis’ de CoCl,, DNA’ daki bozulmalara, sitokinez yetmezligine ve kromozomal
harabiyete sebep olmustur. Diisiik dozdaki CoCl, konsantrasyonlarinda bile
so6lomasitlerde DNA ve kromozom aberasyonuna sebebiyet vermistir. Bu nedenle,
Komet ve MN testlerinin birlikte yiiriitiilmesi, karasal ekosistemlerde ¢evreye zarar
veren her tiirlii etmenin omurgasiz hayvanlarda meydana gelen genotoksik etkilerin
ortaya ¢ikmasini gostermistir (Cigerci 2015).

Toprak solucanlari, birbirinden degisik ekolojik alanlarda yagamalarina karsin yaptiklari
isler yoniinden benzedikleri bildirilmistir (Tomlin 2004, Hendrix 2000). Toprak
solucanlar1 topragin verimini, kalitesini arttiran canlilar olarak bilinmektedir.
Yasadiklar1 ekosistemde bircok agidan indikator canli olma o6zelligine sahiptir. Cok
onemli bir faktor olan topragin pH’siin diizenlenmesinde gorevlidir. Bunu toprakta
bulunan kalsiyum karbonat (CaCO3) miktarini arttirarak toprak pH’sinda asitligin

diizenlenmesi ile ger¢eklestirmektedir (Lambkin et al. 2011).

2.7 DNA
1868 yilinda, Isvigreli bilim insan1 Friedrich MIESHER, balik spermleri iizerine yapmis

oldugu arastirmalarda, balik spermlerinin niikleuslarini ve akyuvar niikleuslarini izole

ederek niikleuslarinin asit 6zelliginde oldugunu gormiistiir. Bu molekiilleri niikleusta
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mevcut bulunan asit anlamini tagiyan ‘‘niikleik asit ‘‘olarak isimlendirmistir. Mevcut
kaynaklarimiza bakildiginda, niikleik asitler tiim organizmalarda olan organik
molekiillerdir. Organik molekiiller canlilar tiim canlilar tarafinca sentezlenen ve
canlilarin yapisini meydana getiren molekiillerdir. Biitiin canli organizmalarda ya da
hiicrelerde iki tiir niikleik asit bulunur. Bunlar: Riboniikleik asit (RNA) ve
deoksiriboniikleik asit (DNA)’ tir. Viriisler ya DNA ya da RNA’dan yalnizca birini
bulundurmalar1 bakimindan bu kural disinda kalirlar. Kalitsal olaylarin molekiiler
diizeydeki temelini genetik materyal islevini yiiklenen niikleik asitler olusturur. Niikleik
asitlerin iki ¢esidi mevcuttur. Deoksiribontikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA)
esas olarak ayni yapisal karakterlere sahiptirler. DNA yalnizca kalitsal bilgiyi aktaran

makro molekiil olmayip bunun yaninda protein sentezini de gergeklestirir (Baysu 2007).

DNA ¢ok ¢abuk hasara ugrayan bir molekiildiir ve lizerinde devamli yapisal bozulmalar
meydana gelmektedir (Fidan 2007). DNA’ da spontan olarak veya ¢evresel faktorler ile
hasar olusmakta ve meydana gelen hasar DNA tamir sistemleriyle yok edilmeye
calisilmakta. Bununla birlikte bozulmalarin asir1 oldugu veya tamir mekanizmalarinin
kendiliginden degisimler sonucu veya cevresel etmenler sonucu hasar meydana
gelebilmekte, olusan hasar DNA onarim sistemleri tarafindan giderilir. Hasarin ¢ok
fazla oldugu veya onarim sistemlerinin eksik kaldigi durumlarda DNA’ da meydana
gelen bozukluk kalitsal problemlere yol agmakta ve mutasyona ya da apoptozise sebep
olmaktadir (Ak¢ay ve Dinger 2000).

2.7.1 Mutajenite ve Genotoksisite

Genetik toksisite ya da genotoksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA’nin yapisinda
ortaya ¢ikan bozulma, kirilma, gen mutasyonlari, andploidi, kromozomlarda gézlenen
anomali gibi hasarlari icerisine alan genel bir terimdir. Genetik materyal ya da genomun
kopyasinin ¢ikarilmasini gerceklestiren enzimlerle iletisime gecen ve kalict hasarlara
sebep olan maddelerin DNA’da hasar olusturmasi ya da bazi degisimlere neden olmasi
ise genotoksik etki olarak ifade edilmektedir (Choy 2001, Mortelmans and Rupa 2004,
Zeiger 2004).
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DNA’ da kalict hasarlara sebep olan ajanlar veya mutajenler, DNA’ya etkilerini direkt
veya sentezlenen proteinlere baglanarak indirekt olarak gosterirler. Genetik
materyaldeki hasarlar, molekiillerde ve yollardaki bozukluklar ise doku hasarina,
yaslanmaya, kansere, kisirliga ve daha bagka bir¢cok genetik rahatsizliklara sebep
olmaktadir (Kirsch-Volders et al. 2003, Mateuca et al. 2006).

Genotoksisite ve karsinojenite arasindaki baglantiyr bulabilmek adina bir¢ok ¢alisma
yapilmis ve insanlar i¢in kanser riski yiiksek olan ¢ok fazla bilesigin genotoksik oldugu
bulunmustur. Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri
arasinda giliglii bir baglantinin var oldugu ve genotoksisite testlerinin endiistri
kuruluslarinca kimyasal maddelerin karsinojenik risklerinin incelenmesinde tarama
testleri olarak kullanilmasi gerektigi goriilmiistiir (Choy 2001, Vural 2005, Zeiger 2004,
Purchase et al. 1978, Mavournin et al. 1990).

2.7.1.1 Genetik Toksisite Testlerinin Kullanim Alanlar

Genotoksisite testleri 1970 yilindan bu yana kullanilmaktadir. Mutajenik ve genotoksik
maddelerin kanser riskini kontrol etmek adina ¢ok fazla genotoksisite testi
gelistirilmistir (Bedir et al. 2004). Bu testler, farkli sistemlerle direkt ya da indirekt bir
sekilde DNA’ da ortaya ¢ikan bozulmalar tespit etmek igin gelistirilmis in vitro ve in
vivo testlerden olusurlar (Choy 2001, Vural 2005, Zeiger 2004).

Genetik toksisite testleri temelde genoma etki edebilecek UV ve irradyasyon gibi
fiziksel faktorlerin, parazitik enfeksiyonlarin, sigara, pestisitler, ilaglar, gida katki
maddeleri, nanomateryaller gibi bir¢ok kimyasal ajanin genotoksik ve kanserojenik
potansiyellerinin tayininde kullanilirlar. Kisilerde ila¢ kullanimindan 6nce ve sonra
genetik materyalde meydana gelen degisikligi O6lgmek ve giivenirliligi saptamak,
kanserden korunmak, kansere karsi hassasiyetin tespit edilip takibinin yapilmasinda
biyoizlem testleri olarak kullanilmaktadir (Choy 2001, Mateuca et al. 2006, Preston et
al. 1981, Jena et al. 2002).
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2.8 DNA Hasarimni Belirlemede Kullanilan Yontemler

2.8.1 Mutajenite ve Genotoksisite Testleri

2.8.1.1 Ames Testi

Ik olarak 1973 senesinde Dr. Bruce N. Ames aracilifiyla gelistirilmis bir sistemdir.
Ames yontemi olarak da isimlendirilen Salmonella/mikrozom test yontemi, kimyasal
maddelerin mutajenitelerinin arastirilmasinda kullanilan, kisa siireli bakteriyel test

yontemlerinden birisidir (Ames et al. 1973, Mortelmans and Zeiger 2000).
2.8.1.2 Kromozom Anormalligi (KA) Testi

KA testi, mutasyona sebep olan etmenlerce indiiklenen nitelik ve nicelik bakimindan
kromozomal anormalliklerin belirlenmesi amaci ile siirekli kullanilan standart bir
metoddur. In vitro KA testi memeli hiicre kiiltiirlerinde, in vivo KA testi ise ¢ogunlukla
kemik iligi hiicrelerinde kromozom anormalligi siklig1 incelenmektedir. Diger yandan
in vivo KA testi, 6zellikle mutasyonlarin saptanmasinda tiire ve dokuya gore farklilik
gosteren metabolizma, farmakokinetik ve DNA tamir mekanizmalar1 gibi etkenlerin
degerlendirilmesine de firsat tanimaktadir (Choy 2001, Preston et al. 1981, Evans 1984,
Preston et al. 1987).

2.8.1.3 Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Testi

Mutasyona sebebiyet veren etkileri arastirmak igin kullanilan diger bir yontem de
kardes kromatid degisimi (KKD) yontemidir. KKD, metafaz kromozomlariin kardes
kromatidleri arasindaki genetik materyal boliimlerinin karsilikli degisimleridir. Bu
yontemde, genetik materyal kiriklarin1 fark edilir duruma getirmek i¢in, hiicre
kiiltiirlerine timin analogu olan Bromodeoksiiiridin (BrdU) eklenmektedir. Rastgele bir
kimyasal maddenin KKD sikliginda artisga neden olmasi, o maddenin eslenme
isleyisinin  etkilediginin ve DNA hasarina neden olabildiginin bir kanitidir.
Kromozomlarda kirikliklara sebep olan maddelerin ve klastojenik aktivitenin

saptanmasinda KKD testi yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Montoro et al. 2012 and
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Beg et al. 2009).

2.8.1.4 Mikroniikleus (MN) Testi

MN testi 19501 yillarda bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin kontrol edilmesinde,
1970’11 willarda ise hayvan hiicrelerinde ve ardindan kiiltire edilmis insan
lenfositlerinde kansere sebep olan kimyasallar1 saptamak adina kullanilmaya
baslanmistir (Demirel ve Zamani 2002, Schmid 1975, Widel et al. 2001).

MN testi sitogenetik hasarlarin tespit edilmesinde, kromozom analizine gore daha basit
tatbik edilmesi ve ¢ok miktarda hiicre sayilmasi ve istatistiksel a¢idan daha anlaml
skorlar elde edilmesi kazanim saglamasiyla genis kullanim alani bulan bir yontem

olmustur (Labay et al. 2001, Naccarati et al. 2000).

MN olusumunun esasini, genetik materyalde meydana gelen bozukluk olusturmaktadir.
Organizmanin farkli mutajenik, klastojenik ve karsinojenik etmenlere maruz kalmasi
neticesinde genetik materyalde hasar ortaya ¢ikmaktadir. DNA’ da meydana gelen bu
hasar, MN testinin toksikolojide, diyette, ilag sanayide, kanser riski olusumu

stiphesinde, radyoterapide dnemini ortaya koymaktadir (Fenech 2010).

MN’ ler hiicrenin mitoz boliinmesi esnasinda meydana gelen, asil ¢ekirdege dahil
olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom kirikliklarindan orjinlenen yapilardir.
MN miktarindaki artis, farkli etmenlerin hiicrelerde meydana getirdigi nitelik ve nicelik
bakimindan kromozom diizensizliklerinin dolaylt gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (Sekil 2. 7). Andploidiyi uyaran etmenler, sentromer boliinme
kusurlarina ve ig iplik¢iklerinde islev bozukluklarini meydana getirmektedir. Bunun
sonucunda kromozom kiriklarinin olusmasmma ve MN olusumuna sebep olmaktadir

(Resim 2. 1) (Zijno et al. 1994, Vanparys et al. 1990).

24



Genotoksik Etki

Hasarli Hiicre

Normal Normal Normal Mikroniikleuslu
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre

Sekil 2.7 MN’nin meydana gelis asamalar1 (Ma 1981).

a. Normal hiicre b. Biniiklear hiicre c. Biniiklear hiicrede mikroniikleus
Resim 2.1. a. Normal hiicre, b. Biniiklear hiicre, c. Biniiklear hiicrede mikroniikleus Aky1l
(2012).
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Heddle ve Countryman’in (1976) oOlgiitlerine gore:
1. MN’nin yapis1 ana ¢ekirdek ile ayn1 olmalidir.
2. MN ana ¢ekirdekten kiiciik olmalidir.
3. MN ana ¢ekirdekten ayri, oval ya da yuvarlak bigimde olmalidir.
4. (ekirdeksi olmayan parcaciklardan ayri, 15181 da yansitmamalidir.
5. MN feulgen pozitif ya da degisik DNA’ya has tepkimelerde pozitif reaksiyon
meydana getirmelidir.
6. MN’ler stoplazmasi net olarak gbézlemlenebilen hiicrelerden secilmelidir.

7. MN’nin meydana gelmesi konsantrasyona gore olmalidir (Almassy et al. 1987).
2.8.1.5 Komet Testi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Canlilar yasadiklar1 siirece farklt canli ve cansiz stres faktorleriyle karsi karsiya
gelmektedirler. Komet testi, organizmalar1 strese sokan, bu etmenlerden alikoymak
adma da farkli kimyasallar ve ozellikle de pestisitlerin zararlarin1 ortaya koymak igin
etkilerinin kisa siirede ortaya ¢ikmasi ve kisa siirede sonug alinabilen bir test sistemi
olarak kullanilmaktadir. Giin gegtik¢e artan pestisit kullanimina bagli olarak hedef
organizma ve hedef olmayan organizmalar iizerine fizyolojik, biyokimyasal, morfolojik
ve molekiiler olarak tespit edilebilen farkli toksik etkiler gortilebilmektedir (Gichner et
al. 2009). Komet testi, genetik materyalde meydana gelen tahribat ve tahribat derecesini
belirlemek, genotoksik etkilerin ortaya c¢ikarilmasinda Onemlidir. Giiniimiizde,
genotoksik etkilerin belirlenmesinde “comet teknigi” veya “tek hiicre jel elektroforezi”
giin gectikge daha da cok ilgi ve kabul gbren bir test sistemi halini almistir. Son
zamanlarda komet teknigi, yaslanma, genetik toksikoloji ve molekiiler epidemiyoloji

gibi birgok alanda kullanilmaktadir (Martin et al. 1993).

Komet tekniginin esas hedefi, genotoksik ve sitotoksik etmenlerin canli hiicrelere olan
etkilerini tek tek hiicrelerin g¢ekirdeklerini tetkik ederek arastirmaktir. Genel olarak,
canlt dokulardan yalitilan ¢ekirdek i¢indeki genetik materyal ince bir agaroz jel i¢ine
sabitlenir ve elektroforetik ortamda yiiriitiilir. Genotoksik etkenlerin etkisiyle genetik
materyalde tek iplik kirikliklar1 ve ¢ift iplik kiriklar1 olusabilir ve buna bagli olarak
meydana gelen ¢esitli agirlik ve elektriksel ylike sahip DNA molekiilleri elektroforetik
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alanda ¢esitli hizlarda go¢ ederler. Elektroforez sonunda etidyum bromiir gibi DNA’ ya
0zgl boyalar kullanilir ve harabiyetin derecesine gore dairevi sekilden kuyruklu yildiza
benzer sekle gecer ve DNA goriintiileri floresan mikroskop altinda incelenir. Elde
edilen goriintiilerin  “kuyruklu yildiz” sekline benzemesi sebebiyle bu yonteme
Ingilizce’de bu anlama gelen “comet” ad verilmistir. Daha diisiik seviyede olan DNA
hasarlarinin belirlenmesinde YOYO-1 (benzoxazolium-4-quinolinum oxazole yellow
homodimer), DAPI (4,6- diamid-ino-2-phenylindole) gibi duyarli ancak oldukga
maliyetli olan boyalar sarfedilmesine karsin Gichner vd. (2006) daha ucuz olan etidyum
bromiiriin etkisinin, bahsi geg¢en diger boyalardan farkli olmadigini bildirmislerdir

(Angelis et al. 2000).

Gen diizeyinde DNA kiriklarinin tespiti ilkesine dayanan Komet testi, pek fazla DNA
hasarmin ve tamirinin belirtilmesinde, biyolojik gozlem arastirmalarinda ve genetik
toksikolojide genis kullanim alanina sahiptir (Park and Kang 2004, Sardas and lzdes
2006).

Metod asil olarak, ¢alisilacak dokudan yalitilmig olan DNA’nin pozitif kutba hareketi
sonucu kuyruklu yildiza benzer bir seklin meydana gelmesine neden olmaktadir.
Etidyum bromiir ile boyandiktan sonra DNA’daki hasar floresan mikroskobu ile tetkik
edilmektedir. Kuyruk uzunlugu, DNA hasari ile dogru orantili olarak artis
gostermektedir (Singh et al. 1988, Sasaki et al. 2000) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8 Komet testi genel asamalari. 1.Hiicre izolasyonu; 2.Agaroz kapli lamlara hiicre
siispansiyonunun uygulanmasi; 3.Lizis; 4. Elektroforez; 5. Notralizasyon; 6. Boyama

ve floresan mikroskopta resimlerin elde edilmesi; 7. Degerlendirme.

Komet testi kullanilarak DNA’ daki hasar derecesini belirlemek ve sonuglari
kararlastirmak adina ¢esitli metodlar kullanilmaktadir. Bu metodlardan en kolay olan,
mikrometrik okiiler vasitasiyla gozle kometleri saymak ve gruplandirmaktir (Olive et

al.1990, Kocyigit et al. 2005). G6z yardimiyla goriintli analizi yapilirken gog¢ etmis
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hiicreler, genellikle kuyruk uzunluklarina gore siniflandirirlirlar (Resim 2.2).

0 I I
i v

Resim 2.2. Komet yontemi ile farkli seviyelerde hasara ugramis DNA’larin goriintiileri. O-

hasarsiz DNA; I-¢ok az hasarlanmis DNA; II-az hasarlanmis DNA; IlI-hasarlanmis
DNA; IV- tiimiiyle hasarlanmugs DNA (Dikilitas ve Kogyigit 2010).

Goriintli  analiz  sistemleri ile hasara ugramis hiicrelerin baglarinin ¢ap1  ve
kuyruklarindaki DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti gibi farkli komet
ozellikleri belirlenebilmektedir. Kuyruk momenti; kuyruk uzunlugu ve kuyruk
icerisindeki total DNA miktarinin ¢arpimi olarak ifade edilmektedir. Bu parametreler
icerisinde kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu siklikla yararlanilan 6l¢iitlerdir (Tice et

al. 2000, Hartmann et al. 2003).

Komet testinin kullanildigi genotoksisite calismalarinda farkli metaller, pestisitler,
nitroaminler ve antineoplastik ilaglar kullanilir (Rojas 1999). Bunun yaninda oksidatif
stres de DNA {izerinde hasar olusturdugundan dolayr 6nemli 6lgiim yontemlerdendir

(Achary et al. 2008, Dikilitas et al. 2009).
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3. MATERYAL ve METOT

Bu calismada sogan tarlalarinda tohum ekiminden sonra, yabanci ot ¢ikis dncesi OD
herbisiti ve sogan, patates ekiminden sonra yabanci ot ¢ikisi Oncesi yaygin olarak
kullanilan PM herbisitlerinin farkli dozlariin muhtemel genotoksisitelerini belirlemek

amaciyla Komet ve MN Testleri kullanilmistir.

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Test Organizmasi

Calismada kullanilan solucanlar Afyonkarahisar ili dogal tarim alanlarindan, kiirek
yardimiyla alt-ist edilen topraklardan elle toplanmistir. Laboratuvara getirilen
solucanlar gozle incelenerek benzer olanlar gruplanmistir. En ¢ok bireyin bulundugu
grup Sims ve Gerard (1985) ile Misirlioglu (2011) tarafindan bildirilen tiir tayin
anahtarinda verilen o6zelliklere goére mikroskop altinda incelenmis Ve solucanlarin E.
hortensis diger bir ismiyle Dendrobaena venata tiirii olduklari1 belirlenmistir. Tiir tayin
anahtarina gore E. hortensis morfolojik olarak; her biri yaklasik olarak 1,5 gr
agirliginda ve orta boyludur. Genellikle mavi, pembe-gri renge sahip bantli veya ¢izgili
goriinlise  sahiptir. Kuyruk wucu genellikle krem veya soluk saridir. Tiirler
beslenmediginde soluk pembe renktedir. Mikroskop altinda yapilan incelemeler

sirasinda alinan bazi gorseller Sekil 3.1° de sunulmustur.
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Resim 3.1 E. hortensis Binokiiler Stereo mikroskopta goriintiisii (Orijinal)

3.1.2 Oxadiazon ve Pendimethalin

Bu tez ¢alismasinda kullanilan sivi formiilasyonu litrede 250 g OD igeren WINDCALL
25 EC herbisiti ve sivi formiilasyonu litrede 450 g olan Stomp Ekstra PM herbisiti ticari
olarak temin edilmislerdir. E.hortensis igin literatiir arastirmalar1 dogrultusunda 6liimciil
olmayan dozlar Probit Analiz Yontemiyle belirlenmis ve belirlenen dozlar 6rneklere

havalandirmal1 petri kaplari igerisinde 48 saat siireyle uygulanmistir.
3.1.3 Kullanilan Arag ve Gerecler
1. Hassas Terazi (Sartorius, Germany)

2. Sogutmali Santrifiij (Hettich)
3. Floresan Mikroskop (Olympus)
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4. +4 °C Buz Dolab1 (Altus)

5. Pipetler (AXYPET autoclavable 0,1 - 2 ul, eppendorf Research 10-100 ul, BIOHIT
PROLINE 100-1000 pl)

6. Otoklav (Jeio tech, Korea)

7. Distile Su Cihaz1 (Niive)

8. Elektroforez Diizenegi (Biolab)

9. Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Power Pack P 25)

10. Hotplate (Thermolyne)

11. pH metre (Hanna Instruments)

12. Manyetik Karistirici (Hangping, Variomag)

13. Lam (26x76mm ) ve Lamel (24x60mm) (Iso Lab)

14. Plastik Petri (Iso Lab)

15. Ependorf

16. Pens

3.1.4 Kullanilan Cozeltiler

a. EB-Extrusion Buffer

NaCl (Sigma, 13423 ... 4,161 gr
B T A e 1,091 gr
Guaiacel (gliserol eter) (CioHaOu4) .. .ovviniiii e, 9,09 gr

Verilen miktarlarda alinan maddeler tartildi ve 950 ml dH,O igerisinde ¢ozdiiriildi.

Uzerine 50 ml absolute ethanol ilave edildi (pH:12).

b. Elektroforez

100 MM NAOH . .. 6 gr
L MM E D T A 0,18 gr

Verilen miktarlar tartilip iizerine dH,O eklendi ve son hacim 500 ml’ ye tamamlandi
(pH>13).
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c. PBS (50 ml i¢in 1x stok)

N . . 4 gr
K L e e 0,1qr
KHP O o 0,1qgr
NAHP Oa. e e e e e e 0,1 gar
THIS-HC. oo e 1,6 gr

Miktarlarda tartilip tizerlerine dH,O eklendi (pH:7,4).

Uyari: Calismada 10x’ lik kullanildi.

d. Normal Kaynama Dereceli Agar (NMA) (% 1)

0,03 gr NMA tartilip tizerine 3 ml 10x’ lik PBS eklenip ve 1sitilarak % 1’lik NMA

¢ozeltisi hazirland1 ve 1sitict tabla {izerinde 1sitilan lamlarin lizerine yayildu.

e. Diisiik Kaynama Dereceli Agar (LMA) (% 0,8)

0,016 gr LMA tartilip iizerine 2 ml 10x” lik PBS eklenip 1sitilarak % 0,8’ lik LMA

¢Ozeltisi hazirlandi.

f. Lizis Tamponu

2,5 MINAC .. e 14,7 gr
100 MM TrISMA BASE. ... vttt et e 0,12 gr
100 MM ED T A e e 3,72 gr

Miktarlarda tartildi ve son hacim dH,O ile 100 ml’ ye tamamlanarak pH:10 olacak

sekilde ayarlandu.
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g. Hipotonik KCI Hazirlanisi

% 4’ likk KCl eriyigi 0,4 KCI + dH,O ile 100 ml’ ye tamamlandi.

Calismaya baslamadan 2 saat Once istenilen miktar kadar alinip etiivde (37 °C’de)

bekletilerek calisildi.

h. Fiksatif Hazirlanisi

Fix II i¢in; 40 ml Glasiyal Asetik Asit + 200 ml metanol = 240 ml (Son Hacim).

Fix I i¢cin; 50 ml fixIl + 50 ml % 0,9 NaCl = 100 ml (Son Hacim).

Once fix II daha sonra fix I hazirlanir. Fixatif‘ ler calismaya baslamadan 2 saat 6nce

hazirlanir +4 °C’de bekletilir.

1. Etidyum Bromiir

10 mg etidyum bromiir 50 ml dH,O igerisinde ¢ozdiiriildii ve 200 pg/ml’lik stok
etidyum bromiir ¢ozeltisi elde edildi. Hazirlanan stok c¢ozeltisi oda sicakliginda
muhafaza edildi. Stok etidyum bromiir ¢ozeltisinden 1 ml alind1 ve distile su ile 10
ml’ye tamamlandi. 20 pg/ml’ lik etidyum bromiir ¢ozeltisi hazirlandu.

i. Sorensen Tamponu Hazirlanisi

- Tampon A: 11,34 gr KH2PO4.evoviiiiie 250 ml dH,O’ da eritildi(pH: 4,8).

- Tampon B: 14,83 gr Na,HPO,4.12H,0................. 250 ml dH,O’ da eritildi(pH:9,3).

Belirtilen miktarlarda tartilarak son hacimler 250 ml’ ye tamamlanarak stok ¢ozelti

hazirlandi.
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g. % 5’ lik Giemsa Boyasimin Hazirlamsi

5 ml Tampon A + 5 ml Tampon B + 5 ml Giemsa karistirilip son hacim dH,O ile 100

ml’ ye tamamland1 ( pH: 6,8). Hazirlanan karisim filtre kagidindan gegirildi.

3.2 Metot

3.2.1 Komet Calismasi

1. Tirt belirlenen 6rneklerden boylar1 6-8 cm olan solucanlar farkli bir kaba alindu.
Iki seri distile sudan gecirilerek topraktan arindirildi.

2. LDso belirlemek igin; 7 ayr1 havalandirmali petri kabina 8’er tane solucan ve
lizerlerine literatlir bigileri dahilinde toksik olmast muhtemel olan
konsantrasyonlarda (OD Herbisiti i¢in; 0,0625 ppm, 0,125 ppm, 0,25 ppm, 0,5
ppm, 1 ppm, 2 ppm ve 2,5 ppm. PM Herbisiti i¢in; 0,0625 ppm, 0,125 ppm ve
0,25 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm,1,5 ppm ve 2 ppm) konulup 48 saat beklenildi.

3. 48 saat sonunda her bir solucanin bas kismina tahta bir ¢ubuk ile 5 kez
dokunularak tepki durumlarina gore canli-cansiz sayimi yapildi.

4. Sayim sonucu, Probit analiz yontemiyle degerlendirildi

5. Uygulama dozlari olarak 0,5xLDso, LDso Ve 2XLDso degerleri kullanildi.

6. Belirlenen konsantrasyonlar solucanlara 48 saat siireyle uygulandi.
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Resim 3.2 OD herbisitinin E. hortensis’ lere uygulanmasi.
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Resim 3.3 PM herbisitinin E. hortensis’ lere uygulanmasi.

7. 48 saat sonunda her konsantrasyondan 3’er solucan alinip ayri ayr1 ependorf
tiiplere konulup tizerlerine 1’er ml Ex-Buffer eklendi ve 5 dk beklenildi.

Resim 3.4 Ex-Buffer muamele edilen E. hortensis.
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8.

5 dk sonunda solucanlar atild1 tiiplerin igerisinde kalan sélomasitler 1200 rpm

+4°C’ de 8 dk santrifiij edildi.

Resim 3.5 Santrifiij sonrasi s6lomasitler.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Stipernatant dokiiliip pellet kaldi ( Bu asamada Komet Testi i¢in gereken
miktarin fazlasi olarak kalan sélomasitler MN ¢alismasi igin kullanild.).

7 ul sdlomasit, 100 pl LMA ile karistirildi.

Elde edilen karisim; 6nceden tizerlerine NMA yaydirilmis olan lamlarin {izerine
homojen olarak yaydirilip lamelle kapatild1 ve buz kasetinin tlizerine alinip 3dk
bekenildi.

Lameller lamlarin {izerlerinden yavasga ¢ekilerek alindi. Preparatlar bir kap
icerisine alinarak +4 de liziz ¢ozeltisinde 1 saat bekletildi.

Ornekler liszisten ¢ikarilip 20 dk ortam konsantrasyonu igin elektroforez
tankinda bekletildi ve 300 A’de 25V’da 20 dk minimal 151k altinda yiiriitme
islemi gerceklestirildi.

40 dk sonunda o6rnekler dH,O ile nétralize edildi.

70 ul Et-Br (Etiidyum Bromiir) 6rneklerin iizerine yaydirilip lamelle kapatildi ve
ardindan 6rnekler floresan mikroskobuyla degerlendirmeye alindi.

Her bir okumada 100 hiicre DNA’s1 incelenerek DNA da olusan hasarin derecesi
kuyruk olusumuna gore bes kategoride incelendi. Degerlendirme SPSS paket 23
versiyonuna gore yapildi ve hi¢ hasar bulunmayan DNA’lar ‘0’ maksimum

hasar bulunan DNA’lar ‘4>’ olarak degerlendirildi.
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3.2.2 MN Calismasi

1. Orneklerden alinmis izole soldmasitlerin iizerine 1’er ml KCI eklenip 5 dk
beklenildi. Siire sonunda 1500 rpm’de +4°C’de 5 dk santrifiij edildi ve
stipernatant kisim dokiildii pellet birakildi.

2. Pellet tizerine 1’er ml fix I eklendi ve 1500 rpm’de +4° C’de 5 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant dokiiliip pellet birakildi.

3. Pellet tizerine 1’er ml fix 1I eklendi ve 1500 rpm’de +4° C’de 5 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonras siipernatant dokiiltip pellet birakildu.

4. Yayma isleminden Once lamlar 1 saat nitrdz asitte daha sonra dH.O’da
bekletildi.

5. Islak olarak ¢ikarilan lamlarin kurumasina izin verilmeden kalan pelletler
dH,O’dan ¢ikarilan lamlarin iizerine yayildi ve 1 giin kurumaya birakildi.

6. Kurumus preparatlara 12 dk Giemsa boyasi ile muamele edildi.

7. 12 dk sonunda lameller ii¢ seri sudan gegirildi ve iki damla entellan ile kapatildi.

8. Isik mikroskobu ile her preparattan 1000 hiicre sayimi1 gergeklestirildi.
3.2.3 Istatistiksel Analiz
Komet ve MN c¢alismalarindan elde edilen veriler, SPSS paket programi 23

versiyonunda, Duncan testi ile degerlendirildi. p <0,05 olma durumu istatistiksel olarak

onemli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasi, tarim alanlarinda kullanilan OD ve PM herbisitlerinin E.hortensis tiirii
tizerindeki genotoksik etkilerinin arastirilmasi amaciyla yapilmistir. Calismalarda
kullanilan toprak solucanlar1 6-8 cm arasinda olanlardan seg¢ilmistir. 7 tane
havalandirmali plastik petriye 8’erli gruplar halinde konulmustur. OD ve PM
herbisitlerinden belirlenen dozlarda muamele edilip 48 saat bekletilmistir. Siire sonunda
her bir toprak solucanimmin bas kismina 5 kez tahta cubuk ile dokunulmus canlilik
kontrolii yapilmistir. Canlilik kontrol verilerine gore Probit analiz yontemiyle LDso
degerleri belirlenmistir. Probit analiz sonucuna gére OD herbisitinin LDse degeri 0,255
ppm, PM herbisitinin LDse degeri 0,243 ppm olarak bulunmustur. Uygulama dozlarinin
belirlenmesinde 0,5XLDso, LDso Ve 2XLDso degerleri caligilmistir. Kontrol grubu olarak
her iki herbisit i¢inde saf su kullamilmigtir. Deneylerde fazla sayida hayvan
kullanilmamasi, laboratuar ¢alisma giivenligi ve cevresel kirletici olusturmamak adina
pozitif Kontrol grubu g¢alisitlmamistir. Yapilan deneylerde DNA hasarin derecesinin

belirlenmesi amacli Komet ve MN Test yontemleri kullanilmistir.

4.1 Komet Testine Ait Bulgular

4.1.1 Oxadiazon Herbisiti icin Komet Testi Bulgular

Calismamizda, OD herbisiti i¢in LDse degeri 0,255 ppm olarak bulunmustur. Komet
testinde 0,5xLDsy konsantrasyonu olan 0,1275 ppm, LDsy konsantrasyonu olan 0,255
ppm ve 2xLDsy konsantrasyonu olan 0,51 ppm’ lik konsantrasyonlar 48 saatlik
uygulama seklinde calisilmistir. Her konsantrasyon 3 tekrarli olarak calisildi. Her
preparattan toplam rasgele 100 hiicrede komet skorlamasi yapildi (Resim 4.1). 48
saatlik uygulamadan sonra DNA hasar skorlar1 gorsel skorlama ile degerlendirildiginde,
negatif kontrol grubunda komet skorlar1 6,67+0,57, 0,5XLDsy konsantrasyonda
9,33+1,15, LDsp konsatrasyonda 18,67+1,15 ve 2XLDsg konsatrasyonda ise 32,33+2,51
olarak bulunmustur. En yiiksek DNA hasar skoru 2xLDsy uygulanan grupta gézlendi
(Cizelge 4.1).
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Resim 4.1 Herbisit ile muamele edilmis s6lomasit hiicrelerinde hasarli DNA” lar

Cizelge 4.1 OD herbisitinin E. hortensis solomasitlerindeki DNA hasar skorlar1

OD Herbisitine Ait Uygulama DNA Hasar Skorlar1 (+SD)*
Konsantrasyonlar

Kontrol 6,67+0,57a

0,5xLDso 9,33+1,15a

LDso 18,67+1,15b

2XLDso 32,33+£2,15¢

*Siitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli.

LDsy ve 2XLDsp konsantrasyonlari, konrol grubu ile karsilastirildiginda belirtilen
konsantrasyonlarda, DNA hasarindaki artisin istatistiksel agidan anlamli oldugu
bulundu (p<0, 05).

4.1.2 Pendimethalin Herbisiti i¢in Komet Testi Bulgular

PM herbisiti igin LDso degeri 0,243 ppm olarak bulunmustur. Komet testinde 0,5xLDsg
konsantrasyonu olan 0,1215 ppm, LDsy konsantrasyonu olan 0,243 ppm ve 2XxLDsg
konsantrasyonu olan 0,486 ppm’ lik konsantrasyonlar 48 saat boyunca solucanlara
uygulanmistir. Kontrol olarak ise distile su kullanilmistir. Her konsantrasyon 3 tekrarli
olarak calisildi. Her preparattan toplam rasgele 100 hiicrede komet skorlamasi yapildi

(Resim 4.1). 48 saatlik uygulamadan sonra DNA hasar skorlar1 gorsel skorlama ile

41



degerlendirildiginde, negatif kontrol grubunda komet skorlar1 7+1, 0,5XLDsp
konsantrasyonda  7,67+0,58, LDsy konsatrasyonda 12,67+1,53 ve 2XLDsg
konsatrasyonda ise 15, 33+1,15 olarak bulunmustur. En yiiksek DNA hasar skoru
2XLDsp uygulanan grupta gozlendi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.2 PM herbisitinin E. hortensis solomasitlerindeki DNA hasar skorlari

PM Herbisitine Ait Uygulama DNA Hasar Skorlar1 (+SD)*
Konsantrasyonlar

Kontrol grubu 7+1a
0,5XLDsq 7, 67+0, 58a
LDso 12, 67+1, 53b
2XLDsg 15, 33+1, 15¢c

*Siitunlardaki farkli harfler p<0,05 diizeyinde 6nemli.

4.2 Mikroniikleus Testine Ait Bulgular

4.2.1 Oxadiazon Herbisiti I¢in Mikroniikleus Testine Ait Bulgular

OD herbisitinin her {i¢ konsantrasyonu da konsantrasyon artisina bagli olarak
mikroniikleus frekansin1 artirmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu artig
istatistiksel acidan anlamlidir (p<O, 05) (Cizelge 4.3). OD herbisitinin her iig
konsantrasyonu da konsantrasyon artisina bagli olarak biniiklear hiicre frekansini
artirmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu artis istatistiksel acidan anlamlidir
(p<0, 05) (Cizelge 4. 3). LDso Ve 2XLDsy konsantrasyonlari arasindaki fark istatistiksel

acidan anlamli bulunmamustir.
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Cizelge 4.3 OD herbisitinin E. hortensis sélomasitlerindeki Mikroniikleus ve Biniiklear
Olusum Frekanslari

1,4 -
1,2 -
1 -

d
C
b
0,8 - z
z
0,6 - % B % Mikroniikleus
0,4 - = % Binliklear hiicre
a x

0,2 -

o | M

Kontrol 1/2xLD50 LD50 2xLD50
Doz

*Siitunlardaki farkli harfler p<0, 05 diizeyinde 6nemli.

Resim 4.2 E. hortensis sélomasitlerinde MN” 1i hiicre (orijinal).
4.2.2 Pendimethalin Herbisiti icin Mikroniikleus Testine Ait Bulgular
PM herbisitinin her ili¢ konsantrasyonu da konsantrasyon artigina bagli olarak

mikroniikleus ve biniiklear hiicre olusum frekanslarini artirmigtir. Kontrol grubu ile

karsilastirildiginda bu artis istatistiksel agidan anlamlidir (p<0, 05) (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 PM herbisitinin E. hortensis sélomasitlerindeki Mikroniikleus ve Biniiklear
Olusum Frekanslar
1,6 -

1,4 - d
1,2 -

C
1 - z
0,8 - v
0,6 - b X B % MikronUkleus
0.4 1 a w - ® % Biniklear hiicre
0,2 -
o | i

Kontrol 1/2xLD50  LD50 2xLD50

Doz

Resim 4.3 E. hortensis slomasitlerinde biniiklear hiicre (orijinal).

Sonu¢ olarak OD ve PM herbisitlerinin E. hortensis s6lomositlerine yapilan
calismalarda uygulanan konsantrasyonlarin ¢ekirdek boliinme oranlarimi diistirtip, MN
olusum sikliginda artis ve komet parametrelerinde ise istatistiksel olarak onemli artisa

sebep oldugu ve genetik materyalde hasari arttirdig1 belirlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu caligsma, daha ¢ok sogan ve patates iiretimi sirasinda, tarim alanlarinda yabanci ot
cikis Oncesi ve ¢ikis sonrasi olarak kullanilan OD ve PM herbisitlerinin genotoksik
etkilerini incelemek amaciyla yapilmistir. Genotoksisite testlerinden, DNA hasarini
belirlemek i¢in kullanilan hasas, hizli ve ucuz sitogenetik bir yontem olan Komet Testi
calistlmigtir. Yine yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak
degerlendirilen, ¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin sitogenetik etkilerinin belirlenmesi

ve tarama ¢alismalarinda giivenle kullanilabilir bir yontem olan MN Testi kullanilmistir.

Pestisitler, istenmeyen mikroorganizma, bocek, kemirici, istenmeyen ot ve mantar gibi
zarar veren organizmalar1 ortadan kaldirmak ve bitki biiylimesini diizenlemek amaciyla
sarfedilen kimyasal veya biyolojik tiriinlerdir (Ataman 2007, Arcak ve Haktanir 1998).
Pestisitlerin doga ve insan saghigi iizerindeki negatif etkileri hakkindaki kaygilar
1960’lardan bu yana hala daha 6nemini korumaktadir (Carson 1962). O dénemden beri
pestisitlerin riskleri ve faydalar1 hakkinda olan tartismalar hala devam etmektedir.
Calismalarin 6nemli bir kism1 pestisitlerin dogaya olan etkileri {lizerine yapilmistir.
Diinya genelinde her yil 2,5 milyon ton pestisit zirai mahsullere tatbik edilmektedir.
Direkt olarak temas yoluyla veya hedef zararlilar tarafindan kullanilan pestisit miktari,
uygulanan bu miktarin ¢ok az bir yiizdesidir. 1970’ten bu yana diinyada ortalama olarak
28 milyon kg pestisit etken maddesi piyasaya siiriilmiistiir. Piyasaya sunulan bu etken
maddelerin 900’1 aktif igerik ve 50.000°1 ticari pestisit formiilasyonunu icermektedir
(Pan American Health Organization 2002). Hasereleri ve yabanci otlar1 denetlemek i¢in
tarim alanlarinda pestisit uygulamasinin nedeni; {liriinden yiiksek verim almak ve hasatta
meydana gelebilecek zaiyati en aza indirmektir. Tarimsal uygulamalarin yaninda
pestisitlerin halk sagliginda, hijyen islerinde, kirtasiyecilikte boyalarda ve ylizme
havuzu sularinda kimyasal karigimlar olarak kullanildigi bilinmektedir (Al-Saleh 1994).
Pestisitlerin bu alanlarda kullanilmalariyla, insan viicuduna girip saghgim tetikleyecegi,

DNA’da mutlak bir harabiyete sebep olacagi riskini arttirmistir (Ribas et al. 1996).

Zirai alanlarda pestisitlerin ¢ok fazla miktarda tiiketilmeleri, onlarin ¢esitli test

sistemleri ile genotoksik yonden arastirilmasini zorunlu hale getirmektedir. Cok fazla
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aragtirmact modern tarimda bitkilere zarar veren canlilar1 denetlemek maksadiyla
kullanilan pestisitlerin mitotik ve mayotik hiicre boliinmelerine etki ettigi ve birgok
canlida (insanlarda, hayvanlarda ve ekonomik Onemi olan bitkilerde) genetik hasara
sebep oldugunu rapor etmislerdir (Ribas et al. 1996, Agrawal et al. 1996, Chauhan et al.
1998, Cicchetti et al. 1999, Soloneski et al. 2002, Zeljezij ve Garaj-Vrhovac 2004,
D’Souza et al. 2005, Chauhan ve Gupta 2005). Bir¢ok arastirmanin sonucunda
pestisitlerin ¢ok fazla alanda aktif olarak kullanilmakta oldugu, ekoksistemdeki canlilari
olumsuz yonde etkiledigi ortadadir. Besin aginda onemli bir yere sahip olan toprak

solucanlari tizerinde de negatif etki yarattiklari bu ¢alisma ile gosterilmistir.

Pestisitlerin rastgele ve yiiksek dozda kullanilmalarinin sonucu olarak, zararlilarin yan
sira birde faydali canlilar ve ekoloji iizerindeki negatif etkileri pek fazla ¢alismada
bildirilmistir (Colak ve Digrak 2000). Bizim c¢aligmamizda tarimsal miicadelede hala
aktif olarak kullanilmakta olan OD ve PM herbisitlerinin 6zellikle patates ve sogan
verimini arttirmasinin yani sira, toprakta bulunan ve toprak kalitesinin belirleyicileri
arasinda ilk sirada yer alan toprak solucanlarinin DNA’s1 iizerinde hasara sebep oldugu

bulunmustur.

Tiirkiye’de tarimsal {iretimin hizli gelisiminin bir sonucu olarak tarim ilaci kullaniminin
(bilhassa sentetik pestisitler) giin gegtikce artmasinin sonucu, pestisite maruz kalmis
mahsullerden insanlarin ve hedef disi olan canlilarin zarar gérmemesi adina,
pestisitlerin mutajenik etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir (Badr 1986, Kligerman et

al. 2000). Bu bilgi ¢alismamizin ekoloji a¢isindan énemini ortaya koymaktadir.

Gilintimiizde sarfedilen sentetik pestisitlerin canlilar {izerinde negatif etkilerinin mevcut
oldugu bilinmektedir. Asir1 derecede toksik etkilerinin oldugu bilinen sentetik
pestisitlerin zaruri tiiketilmeleri halinde miktarlarinin ve hedef alinan canlilarin net

olarak tespit edilmesi gerekmektedir (Raizada et al. 2001).
Solucanlar, topraklardaki hayvan biokiitlesinin en Onemli pargalarindan biri olup

“Ekosistem Miihendisleri” olarak adlandirilirlar (Blouin et al. 2013). Solucanlar topragi

havalandirarak fiziksel, kimyasal ve biyolojik islemlerde goérev almanin yaninda
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bitkilerin gelisimi i¢in daha ideal bir ortam saglayan canlilardandir (Scullion et al. 2003,
Shipitalo et al. 2004).

Toprak solucanlar1 kendi yasam ortamlarinin kimyasal madde birikimlerini ortaya
koymak ve bunlarin diger canlilar {izerine olasi etkilerinin belirlenmesinde indikator
(belirte¢) canlilardir (OECD, 1984). Calismamizda MN ve Komet Testleri sonucunda
toprak solucanlarina olumsuz etki eden konsantrasyonlarin besin ag1 yoluyla
ekosistemin en Onemli unsurlarindan biri olan insana dahi gecebilecegi

distiniilmektedir.

Toprak solucanlarinin tiremelerini negatif yonde etkileyen etmenlerin basinda gevre
kirliligi gelmektedir. Toprak solucanlari toksik toprak kontaminasyonlarindan etkilenen
canlilar arasinda ilk sirayr almaktadir. Bir¢ok endiistriyel calisma ve insanlarin sebep
oldugu agir metal kirlilikleri, kokon sayisini, yavru birey sayisini ve geng bireylerin
yagsamalarin1 belirleyen Onemli etmenlerdir (Savard vd. 2007, Maleri vd. 2007,
Dominguez vd. 2012). Cok fazla herbisitin topragin igeresinde yasayan canlilarda

hasara sebep oldugu rapor edilmis (Eijsackers 1980).

Sheryl L. Fuller-Espie (2010), dis ortamdaki H,O,'ye (8. 4 - 67. 6 mM) in vitro maruz
kalma sonucu E. hortensis sdlomositlerinde apoptotik hiicre 6liimiinii destekleyen
verilere ulasilmistir. Calismamizda da herbisitlerin uygulanan konsantrasyonlarinda

genotoksisiteye sebep oldugu gosterilmistir.

Bazi pestisitlerin  kullanim: sonucu, hedef dahilinde olmayan canlilar iizerinde
istenmeyen etkiler olusabilmekte. Toprakta bulunan bu pestisitlerin toprak igerisinde
yasayan canlilara olan etkilerini inceleyen c¢ok fazla calisma bulunmaktadir. Bunlar
bilhassa pestisitlerin agroekosistemlere tatbik edilmesiyle alakalidir. Kimyasal
kirleticilerle ilgili olarak, cevre ile etkilesimleri, siniflara ayrilmalar1 ve biitiinlesmeleri
hakkinda daha genis arastirmalara ihtiya¢ vardir (Edwards et al. 1996, Edwards et al.
1998, Morgan ve Knacker 1994). Bu arastirmalar 1siginda ¢alismamizin tarim
alanlarinda triin verim ve Kkalitesini arttirmak amagli, s6z konusu herbisitlerin

kullanimlar1 sonucunda toprak faunasinda hedef dis1 olan toprak solucanlarinda
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istenmeyen  etkilerinin  ortaya  konulmasiyla literatiire katki  saglayacagi

distiniilmektedir.

Genis zamanli beslenme arastirmalarinda kemirgenlerde OD ile indiiklenen karaciger
biliylimesi ve spektrumu; nekrozis, hepatoseliiler hipertrofi ve bir lipofuscin birikimi,
kemirgen peroksizom proliferatorlerine benzer etki olusturur (Reddyet et al. 1982,
Butler et al. 1988). Bir baska ¢alismada OD’nin karaciger tiimorlerine sebep oldugu
bildirilmis, si¢anlar ve fareler ile gerceklestirilen arastirmalarinda genotoksisiteye sebep
oldugu gosterilmistir (Carmichael and Richert 1993). OD kusku duyulan bir onkojen
olup (Mattern et al. 1991) orta dereceli akut toksiktir ve hepatik porfiriye sebebiyet
verir (Von Burg 1994).

Babiker ve Ahmet (1986), sogan iiretimi sirasinda yabanci ot kontroliiniin saglanmasi
ile ilgili yaptiklari ¢alismada OD (1. 1-1. 3 kg/ha), PM (1. 2-1. 8 kg/ha), Oxyfluorfen
(0.14-0.43 kg/ha) ve Chlorthal-dimethyl (8. 3-13. 1 kg/ha) konsantrasyonlarinda

uygulamalar yapmislardir.

PM N-nitrozo bilesikleri ve nitrozamin safsizliklar1 bulundurur. N-nitrozo bilesikleri
insanda olasi karsinojen olarak gruplandirilir. PM ile yedi seneden daha az siireyle karst
karstya kalan tarim calisanlarinda meydana gelen pankreas kanseri hadiseleri incelenmis
ve PM’ nin S pankreas kanserine yakalanma oranini anlamli derecede arttirdig
goriilmistiir (Andreottil et al. 2009). Calismamizda PM herbisitinin yalnizca 48 saat
siireyle toprak solucanina uygulanmasi neticesinde Komet ve MN test sistemleri ile

degerlendirildiginde her iki test sonucunda da DNA iizerinde hasar meydana gelmistir.

Umeda vd. (1999b), Arizona’da yapmis olduklar1 aragtirmalarda gesitli ot 6ldiiriicii ve
sulama kombinasyonlarinin soganda olusturduklari zehir etkisini ve sogan verimine
olan etkilerini incelemislerdir. Yaptiklari incelemelerde PM’ nin ¢ikis 6ncesi olarak
0.25 - 0.50 Ib AI/A miktarlarinda ve kombine bir sekilde sulama yapilirken
kullanildiklarinda da soganlarda higbir zehir etkisi gozlemlenmemis oldugunu ve sogan
veriminde de bir diisiisiin olmadigint rapor etmislerdir. Ancak PM’ nin 0.50 Ib Al/A

miktarinda yagmurlama ve sulama birlikte yapildiklarinda, verimde az miktarda

48



uygulandiklarinda ya da ila¢ kullanilmayan kontroller ile karsilagtirildiklarinda verimin
gozle goriiliir bir sekilde azaldigini rapor etmislerdir. PM” nin 0.50 1b AI/A miktarinda
kullanilmas1 zehir etkisi yaratmakta ayrica verimde diislisiin yasanmasina sebebiyet
verdigini rapor etmislerdir. PM ile Bensulide’nin kombine olarak ¢ikis Oncesi
uygulanmast durumunda zehir etkisi olusturmadiklarini ve verimde diisiisiin
yasanmadigini rapor etmiglerdir. PM 0.25 Ib AI/A miktari ile Bensulide’nin 4.0 Ib AVA
miktarlarinda birlikte kullanilmasi ile Malva parviflora, Melilotus officinalis, Sonchus
oleraceus ve Sisymbrium irio gibi istenmeyen otlar1 yeterli miktarda baski altina almis
ancak PM’ nin miktar1 0.50 Ib AI/A ya da Bensulide nin miktar1 6.0 1b AI/A’a
yiikseltilip kombinasyonlarla  karsilagtirildiginda  istenmeyen otlar1  yeterince

baskilamadigini rapor etmislerdir.

Cin hamster over hiicrelerinde ylriitiilen bir arastrimada, hiicreler 10, 100, 1000 ve
10000 Mm dozlarinda PM ile 3 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Skorlar, standart
sapmayla beraber % mitokondri iglerligi olarak sunulmustur. 1000 uM dozunda PM’ ye
maruz birakilan Cin hamster over hiicrelerinde mitokondrinin islerligi % 65'e, 10 000
uM dozunda PM’ye maruz birakilan Cin hamster over hiicrelerinde mitokondri islerligi
% 54'e inmistir. Cin hamster over hiicrelerinde 0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 uM dozlarinda
PM’ nin sebebiyet verdigi DNA harabiyeti kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve %
kuyruklu DNA niceligi yoniinden bakilmigtir. DNA hasar1t kuyruk uzunlugu, kuyruk
momenti ve % kuyruklu DNA niceligi yoniinden bakildiginda ise 0. 1, 10 ve 100 pM
dozlarindaki PM’ nin Cin hamster over hiicrelerinde DNA harabiyetini artirdigi rapor
edilmistir (Patel et al. 2007). Bizim ¢alismamizda E. hortensis sélomasitlerinde PM’ nin
0,1215 ppm, 0,243 ppm ve 0,486 ppm’ lik konsantrasyonlarinda DNA kuyruk

uzunlugunda artis oldugu gozlemlendi.

Tabassum vd. (2015), PM herbisitinin &liimciil olmayan 0.5 ve 0.8 ppb dozlarina
Channa punctata Bloch iizerinde balik beyninde epinefrin diizeylerinde degisiklige
neden oldugunu bildirmislerdir. Bunun yaninda dokuda farkli kimyasal parametreleri

etkileyerek PM’ nin toksik potansiyele sahip oldugu sonucuna varmislardir.
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Irshad ve Masood (2015), tatlt su baligi olan Channa punctatus’ ta PM herbisitinin LCso
dozunu 3,6 mg/lt olarak tespit etmislerdir. Balikta meydana gelen genotoksisite ve
oksidatif stresin degerlendirilmesi igin 24, 48, 72 ve 96 saat siireyle PM’den 0,9 mg/It,
1,8 mg/lt ve 2,7 mg/lt dozlarin1 kulanmiglardir. PM’ nin Komet Testi sonucu olarak
solungagclarda, eritrositlerde ve karaciger hiicrelerinde p<0.001 yiiksek DNA hasarina
neden oldugunu tespit etmislerdir. MN frekanslarinin anlamli derecede olmadigini ve
eritrosit niikleer anormalliginin anlamli artis gosterdigini ve genotoksik etkinin

belirlendigini bildirmislerdir.

Bulgularimizi destekler mahiyette PM’in fare kemik iligi hiicresinde kromozomal

harabiyete ve MN olusumuna sebep oldugu bildirilmistir (Holland et al. 2002).

Xue-lian vd. (2010) tarafindan, PM ve Clethodim herbisitlerinin in vitro kemik iligi
hiicrelerinde DNA hasarina sebep oldugu bildirilmistir.

Saravanan vd. (2017), Giiney Kore'de yaygin olarak kullanilan herbisitler olan butaklor
ve OD’ nin toksik etkileri tizerine ¢alismiglar ve biyokimyasal-hematolojik parametler

tizerine etkilerini ortaya koymuslardir.

Imanaka vd. (1981), Kojima Golii' nden topladiklart sazanlarda sirasiyla 0.442 ppm,
0.046 ppm ve 0.017 ppm degerlerinde OD kalintis1 oldugunu tespit etmisler ve OD’ nin

baliklarda giiglii bir kaliciliga neden oldugunu bildirmislerdir.

Tabassum vd. (2016), PM herbisitinin 6liimciil olmayan 0. 5 ve 0. 8 ppb dozlarmi
Channa punctata Bloch'a uygulamislar biyokimyasal belirtegler ve histopatolojik
indeksleri incelemislerdir. Oksidatif stres gostergeleri yani sira antioksidan savunma

parametrelerinde hasara sebep oldugu sonucuna varmislardir.

Bulgularimiza benzer bir sekilde Promkaew vd. (2010), yapmis olduklar1 ¢alismada
PM’nin misirda ECso degerini 0,04 ml/lt ve soganda ECso degerini 0,16 ml/It olarak
tespit etmiglerdir. PM’ nin mitotik indeksi ve kromozomal anormallik frekansinda artisa

neden oldugunu ve toksik-genotoksik bir herbisit oldugu kanisina varmislardir.
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Greenlee vd. (2004), yapmis olduklari arastirmalar neticesinde PM’ nin erkek ve disi
sicanlarda tiroid folikiiler hiicre adenomlarina neden oldugunu ve insanda muhtemel bir
kanserojen oldugunu, ayrica endokrin sistemi etkileyecegine dair siiphelerin varligini
bildirmislerdir. PM’ nin agiz yoluyla 125, 250, 500 mg/kg/giin olarak siganlara ve
tavsanlara uygulanmasinin ardindan toksisitenin ve mortalitenin arttigini, yeni
doganlarda yavru viicut agirligina ve sag kalima bakilarak en yiiksek dozun sicanlarda
500 ppm’ de oldugu bilgisini verilmislerdir. Ayrica diisik dozda PM’ ye maruz

birakilan fare embriyolarinda apoptoz yiizdelerinin arttiginida bildirilmislerdir.

PM’ nin gok kusag alabaliginda LCse dozu 0,14 mg/lt, giines baliginda 0,2 mg/It olarak
ve suya asili gida ile PM maruziyeti sonucu Daphnia’da ise LCso dozu 78 mg/It olarak
tespit edilmistir ( Kidd and James 1991). PM’ nin kuslardaki akut toksisitesi diisiiktiir
ve akut oral LDso degeri ise 1421 mg / kg'dir (EPA 1985).

Genotoksik ajanlarin canlilar iizerindeki toksik etkilerinin anlagilmasi, DNA iizerindeki
hasarin derecesinin belirlenmesi i¢cin Komet ve Mikroniikleus Test sistemlerine ihtiyag
vardir. Komet testi kimyasallarin zararli olup olmadigi konusunda ya da suda yasayan
canlilarda meydana gelen genotoksik  etkilerin  takibinin  yapilmasinda,

sonuglandirilmasinda kullanilmaktadir (Simoniello et al. 2009).

Komet testi, yasamini toprak igerisinde siirdiiren canlilara tatbik edilerek karasal
ekosistemde genotoksik bilesiklerin tayin ve takip edilmesinde dnemli bir parametredir
(Salagovic et al. 1996). Toprak solucanlari, toprak igerisinde yasayan canlilar ve
topragin kirliligi hakkinda bilgi veren 6zel canlilardir (Cigerci 2015). Igerisine kimyasal
bulagsmis topraklardan alinan Eisenia foetida solomasitlerinde konsatrasyon artigina
bagli olarak DNA hasarinin arttigini bildirmislerdir. Toprak solucanlarin (Eisenia
foetida) icerisinde kirli komiir bulunduran alandan alinmis topraga, endiistri
kalintilariyla kirlenmis alanlara (Xiao et al. 2006) ve kirlenmis olan nehirlerden alinan
¢Okelti numunelerine maruz birakildiklarinda; sélomasitlerindeki DNA hasar

derecesinin arttig1 bildirilmistir (Rajaguru et al. 2003).
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Komet testi, genetik materyalde hasara meyilli olan yabanci ot ilaglar1 ve pestisitlerin
(Bony et al.2010) hasar meydana getirme olasiliklarinin incelenmesinde kullanilmistir
(Pandey et al. 2011). Cok fazla arastirmaci, farkli hiicre hatlar1 ile farkli kimyevi
maddelerin in vitro ya da in vivo genotoksisite / antigenotoksisitesinin incelenmesi
amagl Komet testini kullanmistir (Valentin-Severin et al. 2003; Cigerci et al. 2015,
Cigerci et al. 2016).).

Zhan ( 2012), AgNP ve AgNOs nanopartikiillerinin A. caliginosa sélomasitinde Komet

testi sonucunda s6lomasit DNA’sinda hasar olusturdugunu saptamiglardir.

MN’ler hiicre boliinecegi zaman asil ¢ekirdek diginda tam bir kromozom ya da asentrik
kromozom fragmentlerinden meydana gelir. Sitokinezi-blok MN yo6ntemi; hiicrelerin
kimyasal ile etkilesiminin ardindan yalnizca ilk boliinmede, ortaya ¢ikan hiicrelerin ¢ift
cekirdekli goriiniisiiyle MN’lerin bilinmesini (Fenech and Morley 1985), MN yontemi
neticesinde meydana gelen hiicrelerin sayillmasimin avantaji; ¢ok fazla hiicrenin
sayllmasini, kimyasal uygulanmis hiicreler ile kontrol hiicreleri arasinda c¢ok az
degisikligin oldugunun saptanmasini saglar. Bu baglamda Elhajouji et al. 1995
senesinde yapmis oldugu arastirmasi neticesinde; MN yontemi ile farkli pestisitlerin ve
ilaglarin genotoksisite testlerinde klastojenik ve aneugenik sonucglar doguracak

diizeyleri belirlenebilmektedir (Natarajan 2002).

Sonug olarak, cevremizde zirai miicadelede kullanilan bir¢ok Kimyasal madde,
ekosistemde ¢esitli olumsuz etkilere yol agmaktadir. Bu etkiler kullanilan kimyasallarin
yapisina, uygulama sekline, dozuna ve hedef organizmaya gore degisiklik gosterir.
Netice itibariyle bu kimyasallar ¢esitli tiirleri olumsuz etkileyerek ekosistem dengesinin,
insan ve ¢evre sagligmin bozulmasma yol agabilirler. Karasal ekosistemin onemli
organizmalarindan biri olan toprak solucanlari iizerinde ortaya ¢ikabilecek bu olumsuz
etkiler, beraberinde birgok canlinin da olumsuz etkilenmesine neden olurlar. Dolayisiyla
organizmalarin asil islevlerini yerine getirememeleri ile birlikte zamanla tarimsal
verimin de azalmasina yol agacaktir. Calismamizda, s6z konusu herbisitlerin
kullanimiin devam ettigi tarim alanlarinda toprak solucanlariin DNA’s1 iizerinde

hasara sebep olduklart sonucuna varildi. Arastirmalarin sonucu olarak calisilan
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pestisitlerin hedef dis1 baska organizmalara da zarar verebilecegi diisiincesini
uyandirmaktadir. Gelecekte yapilacak olan ekotoksikolojik caligmalara kaynak teskil
etmesi ve pestisitlerin tarim alanlarinda bili¢sizce kullaniminin 6niine gegilmesine yeni

bir bakis agis1 kazandirarak, literatiire 6nemli katkilar saglayacagi diisiiniilmektedir.
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