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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

2,4-D ve DIKAMBA HERBISITLERININ FASULYE (Phaseolus vulgaris L.)
KOKLERINDEKI GENOTOKSIK ETKIiLERINIiN RAPD VE COMET
ASSAYLERLE BELIiRLENMESI

Ahmet BOZDAG

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Siileyman CENKCI

Mevcut calisma, fasulye (Phaseolus vulgaris L.) fidelerinin kok dokusunda iki oksinik
herbisitin [2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve 3,6—dikloro—2—metoksibenzoik
asitin (dikamba)] genotoksik potansiyelinin belirlenmesi igin gerceklestirilmistir. Iki
giinliik fasulye fideleri, distile su (negatif kontrol), pozitif kontrol (10 ppm MMS),
2,4-D ve dikambanin 6ldiiriicii olmayan konsantrasyonlarina (0.1, 0.2 ve 0.3 ppm) 96
sa siireyle maruz birakilmistir. Kok biiylimesi, toplam ¢oziiniir protein seviyesi bireysel
hiicrelerdeki DNA hasar1 (comet assay) ve rastgele cogaltilmis polimorfik DNA
(RAPD) assayi genotoksisitenin dort son noktasi olarak kullanilmistir. Kok biiyiimesi
testi ile 2,4-D ve dikamba icin ECsy degerleri sirasiyla 0.17 ve 0.24 ppm olarak
belirlenmistir. Fasulye fidesi kok dokusu toplam c¢oziinebilir protein igerigi negatif
kontrole gore pozitif kontrol ve dikamba uygulamalarinda (0.2 ve 0.3 ppm) Onemli
diizeyde azalirken, 2,4-D uygulamalarinda (0.2 ve 0.3 ppm) artmistir. 2,4-D ve dikamba
icin fasulye kok ucu meristem hiicrelerinin niikleuslarinda doza bagiml tek iplik DNA
kiriklart comet assayle belirlenmistir. Negatif kontrol grubuna gore, uygulama
gruplarinda RAPD bantlarinin kaybolmas1 ve yeni bantlarin ortaya ¢ikmasiyla RAPD
polimorfizmi belirlenmistir. RAPD profillerinin diagnostik ve numerik analizleri 2,4-D
ve dikambanin doza bagimli genotoksisiteyi tesvik ettigini acik¢a gostermistir.
Genotoksik etkinin belirlenmesinde incelenen parametreler hassasiyetlerine gore comet
assay > kok biiyiimesi > RAPD profilleri > total ¢oziinebilir protein igerigi seklinde

siralanmastir.
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

DETERMINATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF 2,4-D AND DICAMBA
HERBICIDES IN BEAN (Phaseolus vulgaris L.) ROOTS BY RAPD AND COMET
ASSAYS

Ahmet BOZDAG

Afyon Kocatepe University
Institutes of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Siileyman CENKCI

The present study was undertaken to evaluate genotoxic potential of two auxinic
herbicides;  2,4-dicholorophenoxy acetic acid (2,4-D) and 3,6-dichloro-2-
methoxybenzoic acid (dicamba) in the root tissue of bean (Phaseolus vulgaris L.)
seedlings. Two-day old bean seedlings were exposed to distilled water (negative
control), methyl methanesulfonate (MMS, positive control) and three sublethal
concentrations (0.1, 02 and 0.3 ppm) of 2,4-D and dicamba for 96 h. The root growth,
total soluble protein content, DNA damage in individual cells (comet assay) and
randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) profiles were used as endpoints of
genotoxicity. 2,4-D and dicamba ECsy values of root growth were calculated as 0.17
and 0.24 ppm, respectively. Total soluble protein content in the root tissue of the
seedlings was significantly decreased at MMS treatment and at high concentrations (0.2
and 0.3 ppm) of dicamba, while 0.2 and 0.3 ppm 2,4-D treatments increased the protein
content (P < 0.05). Dose-dependent single strand DNA breaks in the root nuclei of bean
seedlings were determined for 2,4-D and dicamba as revealed by comet assay. In
comparison to negative control, RAPD polymorphisms became evident as
disappearance and/or appearance of RAPD bands in treated seedlings. The diagnostic
and phonetic numerical analyses of RAPD profiles obviously indicated dose-dependent

genotoxicity induced by 2,4-D and dicamba. According to sensitivity of parameters to



2,4-D and dicamba toxicity, the above indicator rank in the following order: comet

assay > root growth > RAPD profiles > total soluble protein content.
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TESEKKUR

Calismalarim siiresince ihtiyag duydugum her an maddi ve manevi yardimlariyla
yanimda olan, her tiirlii destegi veren ve ilgisini esirgemeyen danisman hocam Sayin
Yrd. Dog. Dr. Siileyman CENKCI'ye, ozellikle laboratuar calismalarim boyunca
bilgileri ve sabirlariyla beni yonlendiren ve tez calismamda biiyiik emekleri olan Sayin
Yrd. Dog. Dr. Mustafa YILDIZ ve Sayin Yrd. Dog. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI’ye
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica boliim bagskanimiz Sayin Prof. Dr. Muhsin
KONUK ve ismini sayamadigim Biyoloji Boliimii’ndeki tiim hocalarima ilgi ve

desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

Tez calismalarim siiresince yanimda olan ve manevi destegini hissettigim yiiksek lisans
arkadasim Sayin Savas YESILBAS’a, laboratuar calismalarim sirasinda benden
yardimlarini esirgemeyen, doktora ogrencisi Sayin Hakan TERZI ve yiiksek lisans

ogrencisi Behiye URUSAK’a tesekkiir ederim.
Hayatimin her aninda benden desteklerini esirgemeyen, ilgi ve sevgilerini her zaman

hissettigim aileme hep yamimda olduklar1 ve bana giivendikleri i¢in tesekkiirii bir borg

bilirim.

Ahmet BOZDAG
AFYONKARAHISAR, Kasim 2009
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2. Kisaltmalar

2,4-D 2,4-diklorofenoksiasetik asit

A—-G Adenin—Guanin

BSA Bovin serum albumin

CTAB Cetyl trimethyl ammonium bromide

Dikamba 3,6-dikloro-2-metoksi benzoik asit

DNA Deoksiribo niikleik asit
dNTP Deoksiriboniikleotid trifosfat
EDTA Etilen diamin tetra asetik asit
EtOH Etil alkol

G+C Guanin+Sitozin

GTS Genomik kalip kararliligi
H;PO, Fosforik asit

MMS Methyl methano sulfonate
NK Negatif kontrol

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
PK Pozitif kontrol

RAPD Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA
SDS Sodyum dodesil siilfat

Taq Thermus aquaticus

TCA Trikloro asetik asit

uv Ultraviyole 151k

BME - merkaptoetanol
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1. GIRIS

Tarim {iriinlerini hastalik, zararli ve yabanci otlardan korumak amaciyla birgok
kimyasal bilesik kullanilmaktadir. Kimyasal miicadelenin neden oldugu sorunlar
bilinmesine karsin, pestisit kullanimi hizli ve etkili sonu¢ vermesi gibi nedenlerden
dolay1 popiilaritesini halen korumaktadir. Tarim topraklarinin ve yeraltt su
kaynaklarmnin, kullanilan pestisitler tarafindan kirletilmesi énemli bir ¢cevre sorununa
neden olmaktadir. Ozellikle son zamanlarda pestisit kullanimindaki hizli artig, bu
sorunun daha fazla siddetlenmesine yol ag¢maktadir. Bu kimyasal maddelerin
faydalarinin yani sira ¢esitli nedenlerle dogrudan maruz kalma veya yanlis kullanimlari
sonucu ¢evrede toksik seviyelerde birikmesi tiim ekosistemde olumsuz etkilere neden
olmaktadir. Ekosistemin su, hava, toprak ve canlilar gibi biitiin 6geleri birbiriyle iligkili
oldugundan dolayi, tarimda kullanilan pestisitler su ve toprak basta olmak iizere biitiin

abiyotik ortami kirletmektedir.

Giinitimiizde bir¢ok herbisit ve insektisit yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Oksinik
herbisitlerden 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve 3,6-dikloro-2-metoksibenzoik
asit (dikamba), genis yaprakli otlar ve agaclarla beraber biiylimesi istenilmeyen
bitkilerin kontrol edilmesi veya oldiiriilmesi amaciyla kullanilmaktadir (Ateeq et al.
2005). Son yillarda bu oksinik herbisitler onemli cevresel kirleticiler haline gelmistir.
Cevrede yiiksek miktarda bu herbisitlerin birikimi bitki, hayvan ve dolayisiyla insan
gibi bircok organizmanin genetik materyalinde olumsuz etkilere neden olabilmektedir

(Filkowski ef al. 2003).

Genetik materyalin korunmus yapist nedeniyle, genotoksisite testlerinde bir¢ok bitki
tiirlinlin - kullanim1  miimkiindiir (Maluszynska and Juchimiuk 2005). Yerlesik
organizmalar olarak bitkiler, diger organizmalara oranla daha fazla miktarda kirleticiye
siirekli sekilde maruz kalmaktadir (Sriussadaporn et al. 2003). Bu nedenle, Allium cepa,
Hordeum vulgare, Arabidopsis thaliana, Glycine max, Vicia faba, Phaseolus vulgaris
ve Zea mays gibi bircok bitki tiirii, son yillarda cevresel kirleticilerin genotoksik
etkilerinin gosterilmesinde birer biyo-indikator olarak kullanmilmaktadir. Fasulye, soya

fasulyesi ve mercimek gibi baklagillerin 2,4-D ve dikamba oksinik herbisitlerine karsi



hassas olduklar1 bilinmektedir (Moyer et al. 1992). Fasulye (Phaseolus vulgaris) tek
yillik, diploid (2n=22) otsu bir bitkidir ve toksikolojinin biyokimyasal ve fizyolojik
analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Enan 2006; Cenkci et al. 2009).

Toksik kimyasal maddeler canli hiicrelerin DNA’lar ile etkilesime girebilmekte ve bu
nedenle DNA baz modifikasyonlari, zincir kiriklari, depiirinasyon ve capraz
baglanmalar gibi genotoksik etkilere neden olmaktadir. DNA biitiinliigiiniin derecesi
genotoksisitenin hassas bir gostergesi ve cevrenin izlenmesinde etkili bir biyomarkor
olarak ileri siiriilmektedir (Shugart 1990). Son zamanlarda, molekiiler biyolojideki
gelismeler genotoksikoloji alaninda DNA analizleri i¢in secici ve duyarli birkag testin
gelismesine neden olmustur. Comet assay Okaryotik hiicrelerde DNA hasarinin analizi
icin giiclii bir genetik test olarak kullanilmaktadir (Tice et al. 2000). Comet assay; DNA
tek ve cift sarmal kiriklar1, abazik bolgeler, tamamlanmamis DNA tamir bolgeleri ve
genomik DNA’daki yapisal degisiklikler gibi bircok DNA hasarinin saptanmasinda
kullanilan hassas bir genotoksisite testidir. Alkalin comet assayde, tek ve cift zincirli
DNA kiriklar ve alkali-degisken bolgeler belirlenmekte ve DNA goglerinin boyutu
hiicredeki DNA hasarlarin1 gostermektedir (Singh et al. 1988). Williams et al. (1990) ve
Welsh ve McClelland (1990) tarafindan gelistirilen rastgele cogaltilmis polimorfik
DNA (RAPD) testi, PCR kullanilarak genomik DNA’nin rastgele fragmentlerinin
cogaltilmasin1  kapsayan etkili bir tekniktir. Tirlerin simiflandirilmasi, genetik
haritalama ve filogeni alanlarindaki kullanimina ek olarak bu teknik bakteri, hayvan ve
bitki hiicrelerinde DNA hasar1 ve mutasyonlarin (6rnegin yeniden diizenleme, nokta
mutasyon, DNA ve ploidi degisikliklerine kiiciik eklenti ya da delesyonlar)
belirlenmesinde yeni bir biyomarkor olarak kullanilmaktadir (Atienzar et al. 1999;

Cenkci et al. 2009).

Bu c¢alismada; (a) 2,4-D ve dikambanin 6ldiiriicii olmayan konsantrasyonlarinda (0.1-
0.3 ppm) fasulye fide koklerinde tegvik edilen DNA hasarlarinin RAPD ve comet
assaylerle karsilastirmali olarak belirlenmesi, (b) 2,4-D ve dikambanin kok biiyiimesi ve
kok dokusuna ait total ¢oziinebilir protein icerigine etkisinin belirlenmesi ve (c) negatif

ve pozitif kontrol gruplarina goére uygulama gruplarinda genomik kalip kararliligi



(RAPD profilleri), comet skorlar, kok gelisimi ve kok dokusu total protein icerigi

parametrelerindeki degisimlerin kiyaslanmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Herbisitler ve Siniflandirilmasi

Zirai alanlarda tarimi yapilan bitkilerin kullandig1 1s18a, besin maddesine, suya ortak
olan, dolayisiyla tarim iiretimini ve kalitesini diisiiren bitkilere “yabanci ot”, bu otlarin
oldiiriilmesi veya gelismesinin sinirlandirilmasinda kullanilan tarimsal kimyasallara ise
“herbisit” adi verilmektedir. Herbisitlerin icinde etkinlik gdsteren kimyasal maddeler
“aktif madde” olarak nitelendirilir. Ticari herbisit preparatlarinda, aktif maddenin
bitkiler tarafindan daha kolay alinmasi ve etkinliginin arttirilmasi i¢in “dolgu maddesi”

bulundurulur (Giincan 1985).

Hedef bitkiler, kullanim sekilleri, kimyasal yapilar1 ve etki mekanizmalarina gore
herbisitleri gruplandirmak miimkiindiir. Etkiledikleri bitki ¢esitlerine gore herbisitler iki
gruba ayrilabilir. Ayrim gostermeden uygulandigi alandaki tiim bitki tiirlerini etkileyen
herbisit secici olmayan (non-selective), kullanildigi ortamdaki belirli bitki tiirleri i¢in
toksik, digerlerine etki etmeyen herbisit secici (selective) olarak tanimlanir. Bununla
birlikte, se¢ici herbisitlerin yiiksek oranda veya tavsiye edilenden fazlasinin kullanimi
hedefte olmayan tarim bitkilerinde zararlara yol acar (Calvino et al. 2002). Herbisitler,
bitkideki etki yeri ve kullanilma sekline gore ii¢ gruba ayrilir. Birincisi, sadece temas
ettikleri bitki doku ve organlara zarar veren femas (contact) herbisitlerdir. Ikincisi,
vaskiiler sistemle tiim bitkiye yayilarak bitkinin tamamina zarar veren biitiinciil
(systemic) herbisitlerdir (Prokop and Veverka 2003). Ugiinciisii, kok sistemini veya
cimlenmeyi etkileyen herbisitlerdir. Topraga karistirillan arsenik icerikli herbisitler
istenmeyen bitki tohumlarin1 yok ederler (Juska 1961). Kimyasal yapilarina gore
herbisitler, organik bilesikli (klorofenoksi bilesikleri, dinitrofenoller, bipiridil
bilesikleri, karbamatlar, ilaveli iireler, triazinler, amidler vb.) ve inorganik bilesikli
herbisitler (amonyum siilfat, amonyum siilfamat, amonyum tiyosiyanat, kalsiyum
siyanamid, bakir siilfat vb.) seklinde iki gruba ayrilir. inorganik herbisitler zararli otlarla
miicadele etmek igin gelistirilen ilk herbisitlerdir (Int. Kay. 1). 1896 yilinda ilk defa
bakir siilfat bugday tarlalarindaki yabanci otlarla miicadele amaci ile kullanilmistir.
1960’11 yillarda ise arsenik igerikli inorganik herbisitler yaygin olarak kullanilmis olsa

da bu kimyasallarin hedefsiz olarak tiim canlilara zarar vermesi nedeni ile giiniimiizde



zorunlu olmadik¢a kullamlmamaktadir (Int. Kay. 1). 1940’11 yillardan bu yana ticari
olarak kullanilan organik herbisitler 31 farkli yapisal grupla temsil edilmektedir.
Amerika Ot Bilim Toplulugu (Herbicide Classification of the Weed Science Society of
America, 1997) ve Herbisit Direnclilik Aksiyon Komitesi (Herbicide Resistance Action
Committee, HRAC) kriterleri organik herbisitlerin siniflandirmasinda kullanilmaktadir
(int. Kay. 2). Bu kuruluslarin kullandig1 herbisitler etki mekanizmalarina gore asagidaki

gibi gruplandirilmistir:

A. Asetil CoA karboksilaz inhibitorleri (diclofop, fluazifop, sethoxydim, quizalofop-P-
ethyl, clethodim): Asetil CoA karboksilaz enzim aktivitesini inhibe ederek lipit
biyosentezini durduran herbisitlerdir. Bu gruptaki herbisitler, ksilem ve floem ile tiim
bitki dokularina taginarak hiicrelerde biiyiime ve metabolik islevler i¢in gerekli olan
onemli membran lipitlerinin biyosentezini durdururlar. Bilinen semptomlari biiytimenin
durmas1 ve bitki biiyiime noktalarindaki dokularin 6lmesidir (Barbour 1996; int. Kay.

2).

B. Asetolaktat sentetaz inhibitorleri (glyphosate, halosulfuron, imazethapyr,
oxasulfuron, sulfometuron): Yaprak ve topraga uygulanabilen bu tip herbisitler,
asetolaktat sentetaz gibi amino asit sentezinde Onemli gorevi olan enzimlerin
calismasini bloke ederler. Semptomlari, bilylimenin durmas1 ve semptoma bagh olarak
bitkilerde kritik oneme sahip proteinlerin iiretiminin durmasidir (Barbour 1996; Int.

Kay. 2).

C1, C2 ve C3. Fotosentez inhibitorleri (atrazine, hexazinone, amicarbazone, bromacil,
pyrazon, chlorobromuron, bromofenoxim): Cogunlukla topraga uygulanan ve bazen de
yapraktan uygulanabilen herbisitlerdir. Transpirasyon sistemini kullanarak dogrudan
ksilem borulart ile yapraklara tasimip hiicrelerin fotosentez bolgesinde birikirler. Bu
herbisitler Fotosistem II elektron sistemini bloke eder. Yiiksek enerjili ve hasar verici
tiriinlerin olusumuyla klorofil ve beraberinde yaprak dokusu tahrip olur. Semptomlar1
nekrotik lekelerle sonuclanan klorotik (sar1) yapraklarin olusumudur (Barbour 1996; int.

Kay. 2).



D. Fotosistem-I-elektron sapmasit (paraquat ve diquat): Paraquat en yaygin kullanilan
herbisitlerdendir. Secici olmayan bu herbisit, temas ettigi yesil dokulara hizli bir sekilde
zarar verir. Topraktan koklerle alimmi ve dokulara tasgimmi yoktur. Bu herbisit
yapraklarda fotosentezi engeller. Isiga maruz kalan bitkilerde fotosistem I’deki
elektronlart kendine baglar (indirgenmis-paraquat) ve ortamdaki molekiiler oksijene
tagiyarak reaktif oksijen olusumuna neden olur. Oksitlenmis paraquat fotosistem I’den
tekrar elektron tutarak bunlar1 oksijene tasimaya devam eder. Dolayisiyla, fotosistem

I’de elektron akisim durdurarak fotosentezi engeller (Barbour 1996; Int. Kay. 2).

E. Protoporfibrinojen oksidaz (PPO) inhibisyonu (lactofen, oxadiazon, pentoxazone):
Bu grup herbisitler, singlet oksijen olusumuna neden olarak hiicre membran lipitlerinin
yapisina zarar verir. Yapraklarda bronzlasma gozlenir. Apoptozis ve hiicre oliimii

sonunda bitki oliir (Barbour 1996).

F1, F2 ve F3. Karotenoid sentez inhibitorleri (norflurazon, fluridone, amitrol,
clomazone, mesotrione): Bu herbisitler topraga uygulanir ve bitki kokleri ile emildikten
sonra ksilemde taginarak bitki yapraklarina iletilir. Phytoen desatiiraz asamasinda veya
bilinmeyen bir mekanizma ile hiicrelerde karotenoid sentezini engelleyerek klorofil
pigmentlerini fotooksidasyondan korunmasiz birakirlar. Bu durum yapraklarin rengini
kaybetmesine neden olur. Semptomlar1 albino veya agarmis yaprak goriinimiidiir

(Barbour 1996; Int. Kay. 2).

G. S-enolpiirivilsikimat-3-fosfat (EPSP) sentetaz inhibitorii (glyphosate ve sulfosate):
Bu enzim, fosfoenolpiruvati sikimik-3-fosfata doniistiiren sikimik asit yolunun onemli
anahtar enzimlerindendir. Sikimik asit yolu bitkilerde bir¢cok aromatik bilesigin liretim
yoludur. Bitkilerin yaklagik olarak %35 kuru agirligt bu yol iizerinden iiretilen
kimyasallardan olusur. Bu enzim hayvanlarda olmadigindan EPSP’yi inhibe eden
herbisitler insanlara zarar vermez. Diinyaca iinlii olan Roundup herbisitinin etken
maddesi glyphosate, bitkilerde sikimik asit yolunu kapatarak aromatik amino asitlerin
ve aromatik kimyasallarin bitkide sentezlenmesini engeller. Genetik miihendisligi

uygulamalar ile bu herbisite direngli tahil bitkilerin gelistirilmesi sonucu, Roundup



tireticisi ayn1 zamanda kendi herbisitine direncli genetigi degistirilmis organizmalarin

tohumlarii da pazarlamaktadir (Barbour 1996; Int. Kay. 2; Int. Kay. 3).

L. Dihidropteroat sentetaz inhibitorii (asulam): Bu herbisit (asulam) folik asit sentezinde
onemli bir enzim olan dihidropteroat sentetazin caligmasini engeller. Folik asit
piirinlerin, primidinlerin ve bazi amino asitlerin metil grubunu temin ettiginden,
eksikliginde niikleik asit sentezi ile birlikte baz1 amino asitlerin sentezi bitkilerde durur

(Barbour 1996; Int. Kay. 2).

K1, K2 ve K3. Hiicre boliinmesi inhibitorleri (trifluralin, DCPA, dithiopyr, oryzalin,
pronamide, pendimethalin, napropamide): Toprak ve yapraklardan uygulanir. Bitkideki
taginirligi zayiftir. Kok veya yeni filizlenen tomurcuklardan emilir. Etkin yerleri bitkiye
girdikleri bolgelerdir. Bu herbisitler mikrotiibiillerin birlesmesini, mikrotiibiillerin
organizasyonunu ve mitozu engeller. Semptomlar1 biiyiimenin durmasi ve kok uglariin

sismesidir (Barbour 1996; Int. Kay. 2; Int. Kay. 4)

L. Seliiloz sentez inhibitorleri (dichlobenil, isoxaben, quinclorac): Bu herbisitlerin
calisma mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle birlikte, selilloz yapisina glikozun
katilmasini engeller. Boylelikle, bitki hiicre olusumunu ve hiicre uzamasi gibi hiicresel

gelisim engellenir (Barbour 1996; int. Kay. 2).

M. Ayirma (membran bozulmast) (dinoseb, dinoterb):

N. Lipit biyosentez inhibitorleri (ACCaz’dan farkli) (EPTC, cycloate, pebulate,
molinate): Lipit biyosentezini ACCaz’dan farkli olarak engelleyen herbisitlerdir.
Bunlar, malonil CoA olusumunu engelleyerek mum, suberin ve kiitin gibi karmasik
bitki lipitlerinin sentezini durdurur. Herbisit uygulamasi topraktan yapilir, bitkiye
koklerinden girer ve ksilem borularindan fidelerin biiylime uglarina kadar ulasir.
Biiyiimeyi durdurmasi ve yapraklarin biikiilmesi sayilabilecek bazi semptomlardir

(Barbour 1996; int. Kay. 2; Int. Kay. 4).



0. Indol asetik asit benzerleri (sentetik oksinler) (2,4-D, MCPP, dicamba, triclopyr):
Genelde yapraklara uygulanir. Sistemiktir yani tiim dokulara yayilir. Dogal oksinleri
taklit eder. Anormal bilyiimeye, bitkilerde iletim dokularmin hasar gormesine ve
yaralanmasina neden olur. Bu herbisitlerin semptomlar yaprak ve govdede biikiilme ve

doku bozukluklaridir (Barbour 1996; int. Kay. 2).

P. Oksin tagmim inhibitorleri (naptalam ve diflufenzopyr-Na): Bu herbisitler bitki
dokulart arasinda oksin taginmasini engelleyerek oksinin bitkilerde kok olusumu, hiicre
boliinmesini tesvik gibi fonksiyonlarindan yoksun birakir. (Gardner and Semple 1989;

Int. Kay. 2).

Z. Bilinmeyenler. (Flamprop-M-methyl, /-isopropyl, difenzoquat dazomet): Bu tip
herbisitler yukarida tarif edilen mekanizmalardan farkli veya benzer bir etki sekli ortaya
koymadan zararli bitkileri Oldiirmede veya biiyiimelerini kisitlamada kullanilan

herbisitlerdir (Barbour 1996; Int. Kay. 2).

2.2 Oksinik Herbisitler

“Auxin” kavrami Yunanca’da biiyiimek veya artmak anlamlarina gelen “auxano”
kelimesinden tiiretilmistir. Oksinler fitohormon veya bitki hormonu olarak da
adlandirilan bitki biiyiime maddeleri ve morfojenlerin bir sinifim1 olusturmaktadir.
Oksinlerin bitki biiylimesindeki rolii ilk defa Hollandali bilim adami Frits Went
tarafindan 1926’da gosterilmistir. Indol asetik asit (IAA) bitkilerde dogal olarak
bulunan oksin grubu bitki biiylime diizenleyicisidir. 4-klorindol-3-asetik asit (4-Cl-
IAA), indol-3-biitirik asit (IBA) ve 2-fenilasetik asit (PAA) bilinen diger dogal
oksinlerdir. Indol-3-asetik asit triptofan amino asidinden indol-3-piirivik asit metabolik
yolundan iiretilmektedir. TAA iiretiminde bircok alternatif metabolik yolun olmasi,
bitkilerde oksinin her durumda sentezlenebildigini gostermektedir. Oksinler bitki
meristemlerinde, gen¢ yapraklarda, gelismekte olan meyve ve tohumlarda iiretildikten
sonra etki gosterecegi bitki doku ve organlara polar tasinim veya floem borular ile

taginirlar. Oksinin fizyolojik etkileri; hiicre uzamasimi tesvik, doku kiiltiiriinde



kambiyum hiicre boliinmesini sitokininlerle birlikte tesvik, floem ve ksilem
farklilagmasim1 uyarma, doku kiiltiiriinde govde celiklerinde kok olusumunu tesvik,
koltuk alti tomurcuklarinda biiyiimeyi engelleme, dokularda fazla oksin birikimi ile
birlikte biiyiime engelleyicisi etilenin sentezini tesvik, bazi bitkilerde meyve gelisimini
tesvik, meyve olgunlagsmasini geciktirme ve doku Kkiiltiiriinde ¢iceklenmenin tesviki
seklinde kisaca siralanabilir. Ayrica, oksinler bitkilerde fototropizma (1s18a yonelim),
gravitropizma (yer¢ekimine yonelim) ve tigmotropizmay1 (dokunmaya bagli yonelim)

tesvik etmektedir (Salisbury and Ross 1992; Taiz and Zeiger 2006).

IAA’nm bitkilerde ¢ok az miktarda bulunmasi, izolasyon sonrasi 151k gibi farkli ¢cevresel
sartlarda hizli bozunmasi, IAA oksidaz enzimi ile bitkilerde dogal olarak
parcalanabilmesi gibi etmenler, sentetik oksinlerin kimyasal olarak sentezlenmesini
tesvik etmistir. Sentetik oksinlerin bitkilerde degredasyonu i¢in tam bir metabolizma
mevcut degildir (Salisbury and Ross 1992). Sentetik oksinlerin eksojen “digsal” olarak
bitkilere verilmesini kapsayan iki onemli uygulama alani vardir. Ilkinde, bitki doku
kiltiirii teknigi kullanilarak in vitro yontemlerle bitki rejenerasyonu ve diger doku
kiiltiirii calismalarinda yaygin olarak eksojen oksin kullammmidir (Babaoglu ve ark.
2004). ikincisi ise, sentetik oksinlerin tarimda zararl bitkilerin yok edilmesinde herbisit
olarak kullamimdir. Oksinik herbisit tarimda herbisit amagh kullanilan biiyiime
diizenleyicisi veya herbisit ozellikli bitki biiyiime diizenleyicisidir (Sterling and Hall
1997). Oksinik herbisit olarak kullanilan oksinlerin kimyasal yapilarina gore
siniflandirilmasi Cizelge 2.1°de, bu kimyasallarin sekilleri Sekil 2.1°de verilmistir (int.
Kay. 5). Oksinik herbisitler dogal oksinleri taklit eden bilytime diizenleyicisi 6zellikli
kimyasallardir. Fenoksiasetik asit grubu oksinik herbisitler ilk defa 1940’11 yillarda
kullanilmaya baslamistir. Ozellikle yapilarinda bulundurduklari bir veya daha fazla
halojen element (klor veya fluor) fenoksiasetik asit ve esterlerinin fizyolojik aktivitesini
cok fazla arttirmaktadir. Tarimsal iiretimde zararli otlardan kaynaklanan kayiplari
onlemede Onemli olan fenoksiasetik asit grubu oksinik herbisitlere 2.4-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ve 2,4-D’nin esterlestirilmis formlar1 olan 2,4-B, 2,4-
DP, MCPA, MCPB ve MCPP (Cizelge 2.1) 6rnek verilebilir. Oksinik herbisitlerin
benzoik asit (dicamba, chloramben ve TBA), propiyonik asit (picloram, clopyralid,

fluxypyr ve triclopyr) ve quinolin karboksilik asit tiirevlerinin (quinclorac ve



quinmerac) herbisit olarak kullanilmasi ise 1950-1960’I1 yillara rastlar (Cizelge 2.1;
IARC 1977). Naftalen asetik asit (NAA) bitki biiyiime diizenleyicisi olarak

kullanilmasina ragmen, bilinen bir herbisit kullanimi yoktur.

Cizelge 2.1 Herbisit amach kullanilan oksinik herbisitler [not: karigikligi 6nlemek icin

kimyasallar Ingilizce ifade edilmistir, Cizelge Int. Kay. 2’den gelistirilmistir]

Kimyasal Ailesi Aktif madde Kisaltmasi
2,4-dichlorophenoxyacetic acid 2.4-D
4-(2,4-dichlorophenoxy)butyric acid 2,4-B

Fenoksikarboksilik 2-(2,4-dichlorophenoxy)propanoic acid 2,4-DP

asit 2-methyl-4-chlorophenoxyacetic acid MCPA
4-(4-chloro-o-tolyloxy)butyric acid MCPB
methylchlorophenoxypropionic acid MCPP
2-methoxy-3,6-dichlorobenzoic acid Dicamba

Benzoik asit 3-amino-2,5-dichlorobenzoic acid Chloramben
Terbuthylazine TBA

4-amino-3,5,6-trichloropyridine-2-carboxylic acid Picloram

3,6-dichloro-2-pyridinecarboxylic acid Clopyralid
Pyridine  carboxylic
2-(4-amino-3,5-dichloro-6-fluoropyridin-2-yl) Fluroxypyr

acid

oxyacetic acid

2-(3,5,6-trichloropyridin-2-yl)oxyacetic acid Triclopyr
Quinoline carboxylic 3,7-dichloroquinoline-8-carboxylic acid Quinclorac
acid 7-chloro-3-methylquinoline-8-carboxylic acid Quinmerac
Naphthalene acids 2-naphthalen-1-ylacetic acid I-NAA
Naphtoxy acids 2-naphthalen-1-yloxyacetic acid NOA
Diger Ethyl  2-(4-chloro-2-oxo-1,3-benzothiazol-3-yl) Benazolin-ethyl

acetate
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2.2.1 2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D)

Zimmerman ve Hitchcock (1942) tarafindan 1942 yilinda bitki biiyiime regiilatorii
olarak rapor edilen ve genis yaprakli bitkilerde secici etki gosteren 2,4-
diklorofenoksiasetik  asit (2,4-D) klorofenoksi bilesikleri grubundandir. 11k
kesfedildiginden bu yana diinya ¢apinda en yaygin olarak kullanilan herbisit olan 2,4-D,
sadece Amerika’da yillik 30 milyon kg kullanilmaktadir (Burnside 1996; Cox 1999).
Serbest asit, tuz ve amin formlar1 bulunan 2,4-D’nin serbest asit formu oda sartlarinda
hizli buharlagsma egiliminde oldugundan ticari olarak kullanilamaz. 2,4-D genelde amin
ve ester tuzlari seklinde kullanilir. Her iki formda genis yaprakli yabanci otlara etkilidir;
ancak ester formu daha ucgucu oldugundan karisik bitki tarnminin yapildigi alanlarda
riizgar yardimiyla taginarak diger kiiltiir bitkilerine zarar verebilir. Ester formlari, genis
alanlarda hububat tarim1 yapilan tarim alanlarinda tercih edilir. Amin formlar daha az
etkili olmakla birlikte, ucucu olmamalar1 sebebiyle karisik tarim yapilan alanlarda
giivenle kullanilir (Tepe 1997). Fotokimyasal reaksiyonlara kars1 dayanikh olan 2,4-D,
biitiinciil etki gosteren secici (selective) bir herbisittir (Fairchild et al. 1997). Ticari
olarak ¢ok farkli markalarda iiretilen 2,4-D ve benzerleri genelde kendi adlar ile satilir.
2,4-D bitki yapraklarina piiskiirtme yontemi ile verilir ve stomalardan yaprak dokusu
icine emilir. Bitki yapraklarina alinmis olan 2,4-D floem borularindan tiim bitkiye

yayilarak biitiinciil etki gosterir (Fairchild ef al. 1997).

Monokotil bitkilere gore dikotil bitkiler 2,4-D gibi oksinik herbisitlere daha hassastir.
Oksinik herbisitler bu 6zelliklerinden dolayi, monokotil bitkilerle yapilan tarimda
zararhi dikotil bitkilerin miicadelesinde yaygin olarak tercih edilmektedir. Dikotil ve
monokotil bitkiler arasinda morfolojik ve herbisit metabolizmasi bakimindan
farkliliklarin varligr hassaslik ve toleransliligl ortaya cikarir (Sterling and Hall 1997).
Dikotil bitkilerde oksinik herbisit uygulamasindan sonra floem dokusunun hasar
gormesi sonucu anormal hiicre cogalmasi gergeklesir. Monokotillerin morfolojik
farkliligi ise bu oksinik herbisitlere toleransliligt ortaya c¢ikarir. Monokotillerde
koruyucu sklerenkima dokusu ile cevrilmis floem, demetler seklinde daginik ve
serpistirilmis bicimde olmasindan dolay1 oksinik herbisitlere toleranshilik ortaya cikar

(Boutin et al. 2004). Ayrica, vaskiiler demetlerde kambiyum ve perisikl bulunmayisi,
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geng yaprak ve govdede ek meristem dokular bulunmasi monokotillerin oksinik herbisit
toleransliligim kuvvetlendirir (Sterling and Hall 1997). Monokotil tiirlerde oksinik
herbisitlerin  hidrolizinin kismen gerceklesmesi, dikotil tiirlerde ise herbisit
molekiillerinin geri doniisiimlii herbisit-protein komplekslerini olusturarak herbisit
aktivitesine devam ettirmesi monokotil ve dikotil bitkiler arasinda farkliligi ortaya

koyan bir baska etmendir (Boutin et al. 2004)

1940’11 yillardan beri 2,4-D’nin tarimda yaygin olarak kullanilmasina ragmen cevresel
ve insan iizerine etkisi ile ilgili bilgiler yetersizdir 1ARC 1977, 1983, 1986, 1987). 2,4-
D oksinlerin taklidini yaparak bitkilerde biiylimeye katki saglarken, memelilerde ve
diger tiirlerde taklidini yaptig1 herhangi bir hormonal aktivite bilinmemektedir (Osterloh
et al. 1983). Diinya saglik orgiitiine gore igme sularinda izin verilen maksimum 2,4-D
miktar1 30 ug/L’dir (WHO 1998). Kanada Igme Suyu Rehberine gore ise bu miktar 100
pg/L’dir (Canadian Drinking Water Guidelines 2002). Diger iilkelerin bu konuda
belirledigi bir sinir olmamakla birlikte genelde Kanada i¢cme Sulari Rehberine atif
yapilmaktadir. Tarim arazileri sulama sularinda ise maksimum 2,4-D miktarinin 0.006
pug/L, diger bir ifade ile tespit siirlarmmin altinda olmasi gerektigi bildirilmistir

(Canadian Drinking Water Guidelines 2002).

Yillik diinya tiiketimi milyon kilogramlarla ifade edilen 2,4-D, sadece hedefi olan
yabani otlara zarar vermemektedir. Bilingli veya bilingsiz bir sekilde kullanilan 2,4-D
topraga, igme suyuna, su kaynaklarina, buharlagsan ester formlan ile birlikte havay1
kirletmektedir. 2,4-D’nin 6nemli bir ¢evresel kirletici oldugu ve canlilarin sagligimi
tehdit ettigi ile ilgili arastirma raporlar1 mevcuttur. 2,4-D hedef organizmalarda biiyiime
hizim diisiiriir, iireme problemlerine neden olur, canli davraniglarinda ve goriiniisiinde
degisikliklere neden olur ve sonunda hedefini 6ldiiriir. Kuzey Amerika sulak alanlarinda
gercgeklestirilen bir ¢calismaya gore 2,4-D ile birlikte en az 7-8 pestisitin sularda 6nemli
miktarda biriktigini gostermistir (Donald et al. 1999). Kanada’da gerceklestirilen bir
baska calisma, % 60’1 basta 2,4-D olmak iizere nehir suyu orneklerinin bir¢ok herbisitle
kirlendigini gostermistir (Forsyth et al. 1997). 2,4-D’nin baz1 hayvanlar iizerinde negatif
etkileri de rapor edilmistir. 2,4-D’nin farelerde dogum oranim azalttigi, anormal

yavrularin olustugu bildirilmistir (Duffard et al. 1996). 2,4-D’nin suda yasayan
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hayvanlar iizerinde toksik etkileri rapor edilmistir. Wang et al. (1994) baliklarda 2,4-D
birikiminin ciddi boyutlarda oldugunu vurgulanmistir. 2,4-D’nin bir parcalanma iiriinii
olan 2,4-diklorofenol bilesiginin solucanlarda 2,4-D’nin kendisine gore en az 15 kat

daha toksik oldugu rapor edilmistir (Roberts and Dorough 1984).

Klorofenoksi bilesiklerinin insanlarda sistematik toksisite olusturulmasiyla ilgili baslica
belirti istah kaybidir. 2,4-D toksisitesinin Oldiiriicli sonuglar1 gozlenen bircok raporda
bobreklerin bozulmasi, idrar asitligi, elektrolit dengesizligi ve bunlarin sonucunda
olusan doku ve organ bozukluklaridir (Keller et al. 1994; Flanagan et al. 1990). Diger
klorofenoksi bilesiklerde benzer semptomlara rastlansa da ayni degildir. 2,4-D yutan
kisilerde birkag saat icinde kusma, ishal, bas agrisi, zihin karigikligi, agresif davraniglar
goriildiigli rapor edilmistir (Ftiesen ef al. 1990; Prescott et al. 1979; Flanagan et al.
1990). Zehirlenmenin goze ¢arpan bir 6zelligi de viicut sicakliginda ve solunum hizinda
artmadir. Bu semptomlar sonrasi kaslarda zayiflama ve merkezi sinir sisteminde

bozukluklar ortaya ¢iktig1 da rapor edilmistir (Flanagan et al. 1990).

2.2.2 3,6-Dikloro-2-metoksibenzoik asit (Dikamba)

Dikamba ilk defa USA’da 1967 yilinda herbisit lisans1 almigtir. Dikamba genis yaprakli
bitkilerde ¢imlenme Oncesi veya sonrasi uygulanan, secici etki gosteren benzoik asit
kimyasal ailesine dahil bir oksinik herbisittir. Dikamba, arpa, yulaf, bugday, misir ve
sorghum gibi hububatlarin bulundugu tarim arazilerindeki yenice ¢imlenmis genis
yaprakli zararli otlarin kontrolil icin kullanilan segici bir herbisittir (Alberta Agriculture
1989). Hedef otlar genelde karabugday, yogurt otu, citsarmasigl, kanaryaotu,
devedikeni, fakirotu ve kuzukulagidir. Dikamba asit veya tuz formda farkli sekillerde
ticari Uretimi yapilan, kati sekli beyaz ve kahverengi arasinda, suda coziiniir,
oksitlenmeye dayanikli ve ugcucu olmayan bir herbisittir (Ahrens 1994). Dikamba, 2,4-D
ve MCPA gibi diger oksinik herbisitler i¢in gegerli olan yontemlerle bitkiye zarar verir.
Bu nedenle, dikamba {iizerinde yapilan c¢alismalar 2,4-D i¢in olan kadar degildir.
Dikambanin yiikksek dozda uygulandigi bitkilerde hiicre boliinmesini ve biiyiimeyi

inhibe ettigi bildirilmistir (Ahrens 1994). Dikamba bitki koklerinden, govdesinden ve
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yapraklarindan emilerek tiim bitkiye dagilir (Caux et al. 1993). Tolerant bitkilerde
hassaslara gore dikamba’nin bitki icindeki tasinmasi daha yavastir (Ahrens 1994).
Kopek, fare ve tavsanlar iizerine yapilan arastirmalarda dikambanin diisiik toksik etki
gosterdigi rapor edilmistir (EPA 1999). Istah kaybs, kilo kayb1, deri ve goz yanmalar
dikamba i¢in insanlarda belirlenen bazi semptomlardir (EPA 1999). Daha pahali olmasi
nedeniyle 2,4-D’ye gore daha az kullanimi olsa da, 2,4-D ile bas edilemeyen zararlilar
ile miicadelede tercih edilmektedir (Filkowski et al. 2003). Kanada icme Sular
Rehberine gore icme sularinda izin verilen maksimum dikamba 120 pg/L, sulama
sularinda ise 0.006 pg/L’dir. Kanada’da yapilan baz1 ¢alismalara gore, tarim arazilerine
yakin nehir ve gol sularinda énemli 6lciide dikamba’nin varli§i bu kimyasalin 6nemli

bir ¢evresel kirletici oldugunu gostermektedir (Hill e al. 2002; Filkowski et al. 2003).

2.3 Genotoksisite ve izlenmesi

Genotoksisite, hiicrenin genetik materyal biitiinliigiinii etkileyen zarar verici bir etkiyi
tanimlar. Genotoksik etmenler hiicre DNA’sinda hasara veya genetik mutasyonlara
neden olan mutajenik veya kanserojenik olarak bilinir. Bazi kimyasallar ve belirli tip
radyasyonlar genotoksik 0zellikli etmenlerdir. Cevresel kirleticilerin bir kismi
organizmalarin genomu seviyesinde tahribatlar yaparak genom biitiinliigtine zarar
verirler. Bitkiler hareketsiz organizmalardir ve c¢evresel kirleticilere dogrudan maruz
kalmaktadir. Cevresel kimyasallarin hiicre yapis1 veya fonksiyonunda hasar olusturan
(sitotoksik), normal kromozom davranislarini1 bozan (sitogenetik) ve DNA molekiiliinde
genetik bilginin degismesi anlaminda mutasyonlara neden olan hasarlarin olusmasi
(mutajenik) gibi sonuglarin izlenmesinde ve arastirilmasinda bitkiler kullamilabilir.
Genotoksinlerin bitkiler tizerinde olusturduklari etkilerin son durumlar1 biyokimyasal
(6rnegin; total protein igerigi, klorofil pigment icerigi, karotenoid igerigi, ALAD enzim
aktivitesi), fizyolojik (6rnegin; kok ve fide biiylimesi), kromozomal (mikroniikleus
assay, kromozomal aberasyon assayi) ve molekiiler seviyede takip edilebilir (Antonsie-
wiez 1990; Gichner and Plewa 1998; Rank and Nielsen 1994; Conte et al. 1998;
Atienzar et al. 1999; Kovalchuk et al. 2001; Yildiz et al. 2009; Cenkci et al. 2009). Bu

baglamda, cevresel kirliligin neden oldugu muhtemel genetik hasarin izlenmesinde
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hayvan biyotestlerine alternatif olarak Allium cepa (mutfak sogani), Arabidopsis
thaliana (tere otu), Hordeum vulgare (arpa), Glycine max (soya fasulyesi), Tradescantia
spp. (telgraf cicegi), Vicia faba (bakla), Zea mays (misir) ve Phaseolus vulgaris
(fasulye) gibi bitkiler kullanilmaktadir (Ma et al. 1995; Enan 2006; Liu et al. 2007;
Cenkci et al. 2009).

2.3.1 Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Comet Assay)

[k kez 1984 yilinda Ostling ve Johanson (1984) tarafindan tek hiicre diizeyinde DNA
hasarini tespit etmek iizere tek hiicre jel elektroforezi (Single Cell Gel Electrophoresis,
SCGE) gelistirilmistir. Bu arastirmacilar, lam {izerinde ince bir tabaka agar jeline
siispanse ettikleri az sayidaki hiicreyi, tuz ve deterjanlarla lizis ettikten sonra, notral
sartlarda elektroforeze tabi tutmuslardir. Kirilmis ve hafif DNA pargalarina elektroforez
sirasinda uygulanan elektrik akimi cekirdekten hizli gocii saglamistir. SCGE, hasar
gormiis DNA'nin elektroforez ile ¢ekirdekten ayrilmasi prensibine dayanir. Eger DNA
kirik iceriyorsa; hasarli DNA ¢ekirdekten anoda dogru go¢ etmekte ve etidyum bromiir
gibi fliloresan baglayici bir boya ile boyandiklarinda hasarli hiicreler, kuyruklu yildiz

(comet) benzeri goriiniim almaktadir (Ostling and Johanson 1984).

DNA cift iplik kirilmalarinin tespitine izin veren notral sartlar, tek sarmal kirilmalarinin
belirlenmesine izin vermemektedir. Oysaki DNA'da hasar olusturan ¢ogu ajan, DNA
cift sarmalindan ¢cok, DNA tek sarmalinda hasar meydana getirmektedir. Notral
sartlarda proteinler DNA sarmalindan tam olarak uzaklagsmadigindan ilerleyen yillarda
alkali sartlar altinda (pH > 13) DNA tek sarmal kirilmalarimin tespitine izin veren
yontemle comet assay gelistirilmistir (Singh ef al. 1988). Kullanilan daha giiclii alkali
lizis kosullar1 biiyiikk oranda (% 95) proteinleri DNA’dan uzaklastirmaktadir. Alkali
elektroforez uygulamasi ile alkali bolgelerin ve tek zincir kiriklarimin basit ve duyarli bir
sekilde belirlenmesi saglanmistir (Singh et al. 1988; Tice et al. 1990). Boylelikle,
hiicrelerde mevcut olan herhangi bir seviyedeki DNA hasan alkali comet assay
kullanilarak dogrudan tespit edilmektedir. DNA hasarinin analizi i¢in giiclii bir genetik

test olan comet assay, Okaryotik hiicrelerde tek iplik kiriklarinin yam sira, ¢ift iplik
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kiriklar, alkali sabit yerleri (6ncelikle apiirinik ve aprimidinik yerleri) tamamlanmamis
kesip c¢ikarma onarim yerlerini ve DNA ¢apraz baglantilarim1 da igine alan ¢ok farkli
uygulamalar i¢in basarih bir sekilde kullanilmaktadir. Comet assay DNA hasarinin
kantitatif ol¢iilmesi yaninda, DNA hasar/onarim tespiti ve mekanizmasi ¢alismalarinda

kullanilmaktadir (Tice et al. 2000; Olive et al. 1990).

Teorik olarak comet assay tiim Okaryotik hiicreler igin uygulanabilir. Insan
lenfositlerinde oksidatif hasar, UV ve iyonize radyasyona duyarliliklarin incelenmesi
basarili bir sekilde uygulanmaktadir (Collins et al. 1997). Ozellikle, meslekleri
nedeniyle cesitli kimyasal maddelere maruz kalan Kkisilerin izlenmesinde (human
biomonitoring) comet assay yayginca kullanilmaktadir (Collins et al. 1997; Faust et al.
2004). Comet assay genelde hayvan sistemlerinde c¢alisilsa da, son yillarda
genotoksinlerin bitki kokii ve yapraklarindaki genotoksik etkilerinin takibinde de
kullanilmaktadir (Koppen and Verschaeve 1996; Gichner and Plewa 1998; Angelis et
al. 1999; Menke et al. 2001; Yildiz et al. 2009).

Comet hasarlarim1  degerlendirmek ve tayinini yapmak igin farkli yontemler
kullanilmaktadir. Degerlendirme tekniklerinin en basiti, hasar derecelerine gore
cometleri goz ile saymak ve gruplandirmaktir (genelde 4 veya 5 sinifta) (Olive et al.
1990; Anderson et al. 1994; Kocyigit et al. 2005). Gozle goriintii analizinde go¢ etmis
hiicreler, siklikla kuyruk uzunluklarina gore siniflandirilarak ayirt edilebilmektedir.
Belli bir bolgedeki DNA miktari, o bolgedeki fliloresans yogunlugu ile dogru
orantilidir. Bu 0zellikten yararlanarak dijital goriintii sistemlerinde ve analiz yazilim
programlarindaki ilerlemeye paralel olarak daha hassas ve dogru sonu¢ veren miktar
tayini yontemleri gelistirilmistir. Hasarli hiicrelerin bas uzunlugu, bas ve kuyruktaki
DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti gibi cesitli comet parametreleri
Olciilebilmektedir. Kuyruk momenti; kuyruk uzunlugu ve kuyruk icindeki toplam DNA
oraninin ¢arpimi olarak tanimlanmaktadir. Bunlar arasinda kuyruk momenti ve kuyruk
uzunlugu en sik kullanilanlar olmasina ragmen, Onerilen ve kullanimu gittikce artan
Olctim parametresi hiicre niikleusundan ayrilan kuyruk DNA yiizdesidir. Ciinkii bu
parametre cometlerin goriiniir kismidir ve DNA kirik frekansi ile dogru orantilidir (Tice

et al. 2000; Hartmann et al. 2003).
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Comet assayin farkli yontemlerle uygulanmasi, elde edilen sonuglar1 etkilemektedir.
Ornegin, elektroforez sartlar1 (siire, uygulanan voltaj), lizis soliisyonu icerigi (tuz
konsantrasyonu ve pH) ve uygulama siiresi, metodun hassasiyetini etkilemektedir. Bu
nedenle comet ¢alisilan laboratuarlarda teknik optimize edilmelidir (Hartmann et al.
2003). Az sayida hiicreye gereksinimi, farkli Okaryotik hiicre gruplarina
uygulanabilmesi, hizli ve kolay olmasi, hassasligi, az maliyetli olusu ve tekrarlanabilir
sonuclar iiretmesi comet assayin avantajlar1 olarak sayilabilir (Collins et al. 1997,
Gichner and Plewa 1998). Prokaryotlara uygulanmamasi, ¢ekirdek izolasyonu zor olan
hiicrelerde uygulama zorlugu, DNA hasar ve mutasyonlar hakkinda yiizeysel bilgi

vermesi gibi hususlar comet assayin dezavantajlar1 olarak belirtilebilir (Collins et al.

1997; Hartmann et al. 2003).

2.3.2 Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA Teknigi (RAPD)

Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD)
teknigi ilk defa 1990 yilinda rastgele secilmis primerlerin kullanildigi ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR)’nu temel alan bir teknik olarak ortaya ¢cikmistir (Williams et al.

1990).

RAPD yo6nteminin temel prensibi, ilgili olan tiire ait genomik DNA {izerinde, niikleotid
sirasinda belirli bir 6l¢ii olmadan rastgele hazirlanan primerlerin (yaklasik 10 baz),
diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak, komplementeri olan hedef bolgelere
yapismasi ve bu bolgelerin PCR dongiileri ile geometrik olarak ¢ogaltilmasi esasina
dayanmaktadir (Bardak¢i 2001). PCR teknigiyle ¢ogaltilmis bu DNA parcgaciklari,
elektroforez teknigiyle agaroz jelde birbirinden ayrilirlar. Elektriksel ortamda molekiil
biiyiikliiklerine gore siralanan DNA parcaciklari daha sonra etidyum bromiir ile
boyanarak ultraviyole 151k altinda goriiniir hale getirilir (Williams et al. 1990; Scott et
al. 1992; Morgan et al. 1993; Rothuizen and Wolferen 1994). RAPD-PCR yontemiyle
elde edilen ve agaroz jelde elektrik akimi altinda tespit edilen goriintiitye RAPD profili

ad1 verilir. RAPD teknigi ile genomik DNA bazi parcalarin ¢ogaltilmasi, kullanilan
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primerlerin uzunluguna, primerin G-C igerigine ve primer dizisindeki tek bir
niikleotidin bulundugu yere gore degisiklik gosterir (Sahin 2005). RAPD tekniginin
basit olmasi ve ayn1 anda birkac yiiz DNA pargasinin PCR’ da ¢ogalmasi, az miktarda
ve diisiik kalitede DNA’nin yeterli olmasi ve DNA baz sirasina iliskin 6n bilgiye
gereksinim duyulmamasi bu teknigin avantajlart arasindadir (Williams et al. 1990).
RAPD tekniginin genis araliklardaki PCR iiriinlerini goriintiillemeye imkan vermesi bu

teknigin neden daha ¢ok tercih edildigini aciklamaktadir.

RAPD tekniginin dezavantaji ise tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi ve dominant
markorler vermesidir (Atienzar and Jha 2006). RAPD metodunun giivenilirligini ve
tekrarlanabilirligini etkileyen pek cok faktor bulunmaktadir (Bowditch et al. 1991).
Hedef DNA, MgCl, konsantrasyonu, 7ag DNA polimeraz konsantrasyonu, primer
konsantrasyonu, dNTP konsantrasyonu, primer baglanmasi ve PCR dongiisiinde
kullanilan tutunma (annealing) sicaklig teknigini etkileyen temel degiskenlerdir. Ayrica
PCR’da olusan celiskili sonuglar i¢in, yabanci DNA tarafindan olusturulan
kontaminasyona ek olarak DNA izolasyon teknigindeki varyasyonlar, kullanilan doku
kaynagi, PCR kosullart ve PCR cihazinin tipi sorumlu olabilmektedir. RAPD
calismalarinda her farkli tiir i¢in reaksiyon kosullarinin optimizasyonu sarttir (Jones et
al. 1997). Bunun amaci 6zgiinliigii ve tekrarlanabilirligi kontrol etmektir. Tiim bunlara
ragmen, RAPD eger iyi optimize edilmis ise giivenli bir sekilde uygulanabilen bir
tekniktir ve kullanilmaya baslandigindan beri 10000’den fazla RAPD caligmasi
yaymlanmistir (Atienzar and Jha 2006).

RAPD bantlarinin varligi veya yoklugu calisilan 6rnekler arasindaki genetik farkliliklar
olarak degerlendirilir (Weising et al. 1995). RAPD calismalarinda PCR ile ¢ogaltilan
DNA pargalarinin baslangi¢ sekanslari kullanilmis olan primerle komplementtir ve PCR
ile olusturulan bu DNA parcalarinin boyutlart genellikle 0.3-3 kb araligindadir (Fritsch
and Rieseberg 1996). RAPD ile birlikte AP-PCR (Welsh and McClelland 1990) ve DAF
(Caetano-Anolles ef al. 1991) gibi diger DNA parmakizi metotlar1 dogrudan genom
seviyesinde genetik cesitliligi gosteren metotlardir. RAPD, genomik 6rnekte onyargisiz
bilgi temin eder ve simirsiz sayida markorler meydana getirebilir. Kisa primerlerle

genomik DNA’dan rastgele DNA parcalar1 ¢ogaltan PCR temelli bir teknik olan RAPD,
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tiirlerin siniflandirilmasi (Cenkci et al. 2008), genetik haritalama (Reiter et al. 1992) ve

filogeni (Landry et al. 1994) gibi bir¢ok calismada yaygin olarak kullanilmaktadir.

Cevresel kirleticilerin dogal popiilasyonlarin yapisi iizerine etkisi hakkinda caligmalar
biiytik ilgi gormektedir. Genetik etkilerin bir smifi, kimyasallara maruz birakma
(genotoksik etkiler) sonucunda gerceklesen DNA  kopriileri, DNA kingr ve
mutasyonlar1 iceren DNA fonksiyonu ve yapisindaki degisimleri kapsar. Bununla
birlikte, genotoksik ajanlarin DNA ile etkilesimleri sonucunda dolayli genetik etkilerde
ortaya cikabilir. Genotoksinlere maruz birakilmis popiilasyonlara ait RAPD
profillerinde gozlenen degisiklikler hem DNA hasar1 ve mutasyonlar hem de
popiilasyonun genetik etkilerinden kaynaklanmis olabilecegi bircok calismada
gosterilmistir (Atienzar and Jha 2006). Son zamanlarda, ontogenetik ve ekotoksikolojik
(Wolf et al. 2004; Wang et al. 2007) olaylarin degerlendirmesinde RAPD gii¢lii bir
teknik olarak kullanmilmaktadir. Molekiiler ekotoksikoloji kapsaminda gerceklestirilen
baz1 caligmalarda, laboratuar ortaminda olusturulan bitki veya hayvan diizeneklerinde
genotoksinlerce uyarilmig DNA hasarlart RAPD teknigi ile belirlenmektedir (Cenkci et
al. 2009, 2010). 10 bazlik RAPD primerindeki tek niikleotid degisikligi, verilen kalip
DNA’nin parmakizinde énemli farkliliklara neden olmaktadir. Benzer sekilde, genomik
DNA’daki tek niikleotid degisikliklerinin de DNA parmakizinde aym etkiye sahip
olmas1 beklenir (Atienzar and Jha 2006). Teorik olarak, genomik DNA’daki tek baz
degisim mutasyonlarini RAPD tespit edebilir (Welsh and McClelland 1990).

Omurgali ve omurgasiz hayvanlar (Savva et al. 1994), bitkiler (Liu et al. 2005, 2007;
Enan 2006; Cenkci et al. 2009, 2010) ve bakterilerde (Wang et al. 2007)
genotoksinlerin etkisi ile genomik DNA’da meydana gelen cesitli DNA hasar1 ve
mutasyonlarin (6rnegin nokta mutasyonlar, DNA’daki insOrsiyon ve delesyonlar)
belirlenebildigini gosteren bilimsel yayinlar RAPD’in giiclii bir biyomarkor oldugunu

gostermistir.
RAPD teknigi kullanmlarak genotoksik etkinin teshisi, kontrol ve uygulama

orneklerinden elde edilen RAPD profillerinin karsilagtirilmasiyla yapilir (Atienzar and

Jha 2006). DNA hasar1 ve mutasyonal olaylar, RAPD profillerinde yeni DNA
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bantlarinin olusmasina, kontrol grubu RAPD profillerinde mevcut olan DNA bantlarinin
kaybolmasina ve RAPD profillerinin goriiniisiinde degisikliklere (DNA yogunlugunun
artmasit veya azalmasi) neden olur (Atienzar et al. 1999). Liu et al. (2005, 2007)
kadmiyum kirliligine maruz birakilan arpa (Horduem vulgare) ve piring (Oryza sativa
L.) fidelerinde meydana gelen DNA degisikliklerini RAPD teknigi ile basarili bir
sekilde tespit etmistir. Benzer bir calismada, 150 ve 350 mg/l konsantrasyonlarda
uygulanan civa, bor, krom ve cinko toksik maddelerinin fasulye (Phaseolus vulgaris)
fidelerinin kok ve yapraklarinda meydana getirdigi DNA hasarlar karsilastirmali olarak
RAPD teknigi ile basarili bir sekilde gosterilmistir (Cenkci er al. 2009). Bunlara
ilaveten, klasik fizyolojik ve biyokimyasal verilerde kontrol grubuna gore meydana
gelen degisim oranlart ile RAPD profillerinde meydana gelen degisimler
karsilastirilarak toksik maddelerin organizma iizerindeki etkileri kapsamli olarak

degerlendirilmektedir (Atienzar et al. 1999; Cenkci et al. 2010).

Toksik maddelerin etkisinde kontrol grubuna goére RAPD profillerindeki degisiklikler
her bir primer icin genomik kalip kararhlik yiizdesi (Genomic Template Stability; GTS
%) olarak hesaplanir (Atienzar et al. 1999). GTS yiizdeleri ile fide kok uzunluklari,
protein igerikleri, pigment icerikleri gibi klasik fizyolojik ve biyokimyasal verilerin
kontrol gruplarina gore degisim yiizdeleri karsilastirilarak toksik maddelerin organizma
tizerindeki etkileri yaygin olarak mukayese edilmektedir (Atienzar et al. 1999; Liu et al.

2005, 2007; Cenkci et al. 2010).

2.4 2,4-D ve Dikamba Genotoksisitesi

Cogunlugu hayvan biyosistemleri olmak iizere, oksinik herbisitler 2,4-D ve dikambanin
genotoksik etkilerini gosteren bazi g¢alisma raporlar literatiirde mevcuttur. Bu
arastirmalara ait raporlardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

Filkowski et al. (2003), 2,4-D ve dikamba herbisitlerinin genetik etkilerini takip etmek

amaciyla transgenik Arabidopsis thaliana bitkisi lizerinde nokta mutasyonu ve homolog

rekombinasyon {izerine calismalar yapmislardir. Arastirmacilar, her iki herbisitin
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homolog rekombinasyon (A—G mutasyonu) frekansi iizerine Onemli etkiye sahip
oldugunu belirlemistir. {lging olarak, icme suyu kabul edilebilir maksimum degerlerden
cok daha diisiik konsantrasyonlarda fenoksi herbisitlerin A—G mutasyonuna neden
olabilecegi gosterilmistir. Bununla birlikte ¢ift iplik kiriklarm1  (homolog
rekombinasyonlar) ve nokta mutasyonlarin1 belirlemede bitkilerin kullanigh olmasi
fenoksi herbisitlerin mutajenik ve genotoksik molekiiler mekanizmasini c¢aligmada

Arabidopsis’in kullanilabilecegini gostermistir.

Farkli siirelerde ve oliimciil olmayan konsantrasyonlarda 2,4-D’nin tesvik ettigi DNA
hasar1, Clarias batrachus eritrositlerinde alkalin comet assayle calisilmistir. Arastirma
bulgularina gore, 2,4-D konsantrasyonuna ve uygulama siiresine bagh olarak

eritrositlerdeki DNA hasar seviyesinin arttig1 belirlenmistir (Ateeq et al. 2005).

Benzer bir baska calismada, 2,4-D tuzu ve ticari formunun genotoksik etkileri Cin
hamster yumurta (Chinese Hamster Ovary, CHO) hiicrelerinde kardes kromatid
degisimi (SCE) ve tek hiicre jel elektroforezi assayleri (SCGE) ile aragtirllmistir. 2,4-
D’nin her iki formu uygulama dozuna bagli olarak SCE frekansinda artisa neden
olmustur. 2,4-D’nin hiicre cogalma indeksini etkilemedigi; fakat yiiksek dozlarinin
mitotik indekste azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Bunlara ek olarak, kullamilan
her iki 2,4-D formu doza bagimli olarak SCGE (comet) assayde belirlenen DNA iplik
kiriklarinin artisina neden olmustur. Arastirmacilar 2,4-D’nin memeli hiicrelerinde SCE
ve DNA hasarin1 tegvik ettigini ve bu nedenle 2,4-D’nin insan i¢in tehlikeli olarak

degerlendirilmesi gerektigini vurgulamislardir (Gonzales et al. 2005).

Holland er al. (2002), 2,4-D genotoksisitesini mikroniikleus (MN) olusumu ve mitotik
indeks (MI) belirleme yontemleriyle non-Hodgkin’s lenfoma hiicrelerinde
calismislardir. Hiicrelere 0.001 ve 1 mM aralifinda 2,4-D 48 saat boyunca
uygulanmstir. 2,4-D, MN’de diisiik bir artisa neden olmus bununla birlikte replikatif
indeks onemli Ol¢lide artmistir. Bununla birlikte mitotik indekste onemli bir degisim

belirlenmemistir.
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Saf dikamba ve ticari formu olan Banvel’in genotoksik ve sitogenetik etkileri icin Cin
hamster yumurta (CHO) hiicreleri kullanilmistir. Uygulama yapilmis hiicrelerde kardes
kromatid degisimi (SCE) frekansi, hiicre dongiisii siireci ve hiicre canlilik analizleri
yapilmistir. Arastirma bulgularina gore, dikambanin reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu arttirarak DNA’ya hasar verdigi ortaya konulmustur. Aym calismada, E

vitamininin dikamba genotoksisitesini azalttifi gozlemlenmistir (Gonzales et al. 2009).

Saf dikamba ve ticari formu olan Banvel’in insan kami lenfositlerindeki genotoksik
etkileri kardes kromatid degisimleri (SCE) ve hiicre dongiisii assayleriyle calisilmistir.
Dikamba 10-500 pg/ml konsantrasyon araliginda kullanilmistir. 200 ug/ml dikamba ve
500 pg/ml Banvel konsantrasyonlarinda, kontrol grubuna gore, SCE frekansinda artis
oldugu belirlenmistir. Her iki kimyasal icin mitotik aktivitede doza bagimli inhibisyon
tespit edilmistir. Arastirmacilar dikamba herbisitinin DNA hasar ajan1 oldugunu ve bu
nedenle insan igin tehlikeli kimyasal olarak degerlendirilmesi gerektigini

vurgulamislardir (Gonzales et al. 2006).

Ateeq et al. (2002), aralarinda 2,4-D’nin de bulundugu bazi cevresel kirleticilerin
Allium cepa kok meristemi mitoz hiicrelerindeki sitogenetik etkilerini kromozom
aberasyon (CA) assayle c¢alismislardir. 2,4-D’nin yiiksek konsantrasyonlarinin
Allium’da morfolojik degisimi tesvik ettigi gosterilmistir. Bu ¢alismada test edilen tim
2,4-D konsantrasyonlarinin (1-4 ppm) mitotik indekste azalmaya, anormal hiicre
diizeyinde artmaya, kirik, koprii ve C-mitozlarla belirlenen kromozom aberasyon
verilerinde artmaya neden oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla bu c¢alisma bulgulariyla
2,4-D’nin  klastojen (kromozomlarin yapisin1 degistirebilen) bir kimyasal oldugu
vurgulanmistir (Ateeq et al. 2002). 2,4-D herbisitinin insan hepatoma (karaciger timor
hiicresi) hiicrelerindeki, hiicre canliligi, apoptozis/nekrozis (doku oliimii) tesviki ve
hiicre dongiisii fazlar {izerine etkileri arastirilmistir (Tuschl and Schwab 2003). 2,4-
D’nin mitokondriyal membran potansiyelinde olusturdugu hasardan kaynaklanan
apoptozisi tesvik ettigi belirlenmistir. Buna ek olarak, konsantrasyon bagimli olarak
hiicre dongiisiinii etkiledigi belirlenmistir. Arastirmacilar mitokondriyal membran
potansiyeli iizerine dogrudan bir etki olusturarak 2,4-D’nin apoptozisi tesvik ettigi ve

onemli bir sitotoksik etkiye sahip oldugu sonucuna varmiglardir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Bitki Materyali

Bu arastirmada, Eskisehir Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii’ nden
temin edilmis fasulye tohumlan (Phaseolus vulgaris L. cv. GOyniik-98) bitki materyali

olarak kullanilmistir.

3.2 Bitki Biiyiime Kosullari

Fasulye tohumlar1 %75 (v/v) etanol ile 2 dakika, daha sonra %5 sodyum hipoklorid ile
10 dakika muamele edilerek steril edilmistir. Sterilizasyon sonras1 tohumlar en az 3-4
defa distile su ile yikanmistir. Agirliginin iki kati miktar1 distile su ile nemlendirilmis
iki adet havlu pecete arasina yaklasik 25 steril tohum yerlestirilmistir. Buzdolabi
posetine yerlestirilen tohumlar 25 + 2°C’de ve karanlikta bitki bilyiime kabininde 48

saat siireligine ¢cimlendirilmeye birakilmistir.

Radikula uzunluklar1 ortalama olarak 1.5-2 cm’ye ulagmis fasulye fideleri 10’lu
gruplara ayrilmistir. Fideler, 20 ml uygulama ¢ozeltisi ile nemlendirilmis iki adet filtre
kagidi bulunduran vitro vent (107x94x96 mm, Duchefa Biochemica B.V. Hollanda)
kiiltiir kaplarina yerlestirilmistir. Fideler 0.1, 0.2 ve 0.3 ppm konsantrasyonlarda 2.,4-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D; Duchefa Biochemie, Cas no; 94-75-7) ve 3,6-dikloro-
2-metoksibenzoik asit (dikamba; Duchefa Biochemie, Cas no; 1918-00-9) ile 96 saat
muamele edilmistir. Bu konsantrasyonlar igme sularinda maksimum kabul edilebilir
2,4-D (0.1 ppm) ve dikamba (0.12 ppm) miktarlarina gore secilmistir (Canadian
Drinking Water Guidelines 2002). 10 ppm metil metansiilfonat (MMS; Acros Organics,
Cas no; 66-27-3) ¢ozeltisi pozitif kontrol (PK) ve distile su (dH,O) ise negatif kontrol
(NK) uygulamalarini olusturmustur. Kok uglarinin test ¢ozeltilerine siirekli temasindan
emin olmak icin, fide kokleri aym1 uygulama cozeltisi ile nemlendirilmis filtre kagidi

parcalart ile kaplanmistir. Uygulama yapilmis ve yapilmamis fideler iklimlendirme
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kabini i¢inde 24 + 2°C’de, 16/8 aydinlik/karanlik fotoperiyotta (1s1k siddeti yaklasik: 55

pmol foton mZs™; Sylvania Gro—Lux florasan lamba, F18W/GRO) biiyiitiilmiistiir.

Stres uygulamasinin 96. saatinde (¢imlenmeye birakildiktan 6 giin sonra) fasulye fidesi
kok dokulari; kok biiylimesi, toplam ¢oziiniir protein icerigi, comet assay ve RAPD

analizlerinde kullanilmaistir.

3.3 Kok Biiyiimesi ve ECsy Degeri

Uygulama sonunda fasulye fidelerinin primer kokleri milimetrik cetvel kullanilarak
Olciilmiistiir. Her bir deneme grubu icin 30 fide kokii dl¢iilmiis, denemeler en az ii¢ kez
tekrarlanmistir. Verilerin ortalamalar1 ve standart hatalar1 SPSS 11.0 for Windows paket
program1 kullanilarak belirlenmistir. Kok uzunluk degerlerinden ¢izilen grafiklerden
faydalanarak 2,4-D ve dikamba i¢in maksimal etkin konsantrasyonun yarisi (ECsg) olan
kok biiyiime degeri hesaplanmistir. Bu ¢alismada, ECsy degeri negatif kontrol grubu

ortalama kok uzunlugu degerinin yarisi olarak kabul edilmistir.

3.4 Kok Uclar1 Toplam Coziiniir Protein iceriginin Belirlenmesi
3.4.1 Toplam Céziiniir Proteinlerin izolasyonu

Her bir uygulamaya ait yaklasik 1 gr yas kok dokusu toplam ¢oziiniir protein izolasyonu
icin kullanilmistir. Kok dokularindan protein izolasyonu Damerval et al. (1986)’a gore
yapilmistir. Sogutulmus porselen havan igerisinde siv1 azot kullanilarak kok dokusu toz
haline getirilmistir. Toz haline getirilen doku, % 0.07 B-merkaptoetanol (BME, Sigma,
Cas no; 60-24-2) iceren asetonda hazirlanmis 5 ml %10’luk trikloro asetik asit (TCA,
Sigma, Cas no; 76-03-9) cozeltisinde siispanse edildikten sonra ependorf tiiplere (2 ml)
alimmugtir. Tiipler -20°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra, 15 dakika 10000 rpm’de
(4°C’de) santrifiij (Nitve NF 800 R) edilmistir. Proteinlerin ¢okelmesi i¢in -20°C’de 1
saat bekletilen tiipler, 15 dakika 10000 rpm’de (4°C) tekrar santrifiij edilmistir. Bu siire
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sonunda siipernatant dokiilmiis ve pelet iizerine asetonda hazirlanmig 0.5 mL ME
(%0.07) ilave edilerek vortekslenmis ve iizerine 4.5 mL aymi ¢ozeltiden ilave edilerek
tiipler en az 1 saat -20°C’de tutulmustur. Daha sonra tiipler 4°C’de 15 dakika 10000
rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklagtirildiktan sonra tiipte kalan peletler

desikatorde kurutularak, kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmugtir.

3.4.2 Toplam Céziiniir Protein Iceriginin Hesaplanmasi

Farkl1 herbisit uygulamalarina maruz birakilmig fasulyenin kdok dokusundan izole edilen
proteinlerin konsantrasyonu Bradford metoduna (Bradford 1976) gore belirlenmistir.
Bradford stok cozeltisi (5X) hazirlamak i¢in 100 mg Commasie Brilliant Blue G-250
(Sigma, Cas no; 228-058-4), 50 mL %95 etanol (EtOH, Sigma) ve 100 mL %85’lik
fosforik asit (H3PO4) kanstirlmistir. Karisim 200 mL’ye su ile tamamlandiktan sonra
1:4 oraninda distile su ile seyreltilerek (1X) Whatman No.1 filtre kagidi ile siiziilmiistiir.
Standart ¢ozeltisi i¢in 1 mg Bovin Serum Albumin (BSA, Sigma, Cas no; 232-936-2) 1
mL distile suda ¢oziilerek hazirlanmigtir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart
cozeltisine (0-25 pL) uygun olarak distile su (500-475 pL) ilave edilmis ve 0-0.05

mg/mL BSA karisimi hazirlanmistir.

Her bir uygulamaya ait 5 mg protein peleti distile suda hazirlanmis 500 uL. %20’lik
TCA iginde coziilmiistiir. Protein ornek cozeltileri 4°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Bu
siire sonunda Ornekler 5 dakika 10000 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatant
dokiilerek peletlerin iizerine 500 uL. 1 N NaOH ilave edilmistir ve oda sicakliginda 2
saat tutulmustur. Her bir 6rnekten 25 UL cam tiiplere alinmis ve iizerine 475 pL distile
su ve 5 mL Bradford ¢ozeltisi (1:4) ilave edilmistir Alt1 tekrarli olarak hazirlanan
standart ve Ornek c¢ozeltilerin absorbanslart 595 nm dalga boyunda spektrofotometre
(TU-1880 Double Beam UVI-VIS) ile belirlenmistir. Standart grafiginden (BSA)

yararlanilarak 6rneklerin protein konsantrasyonlari belirlenmistir.
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3.5 Tek Hiicre Jel Elektroforezi

3.5.1 Kok Nukleuslarimin izolasyonu

Tiim deneme grubu fidelerinin kok uc¢larindaki hiicrelere ait nukleuslar izole edildikten
sonra DNA hasar seviyesini belirlemek icin alkali comet assay uygulanmistir. Bu
assayde kullamilan tim kimyasallar Sigma’dan temin edilmistir. Kok hiicreleri
nukleuslar1 Pfosser et al. (1995)’e gore izole edilmistir. Kokler, uclarindan 1 cm 6teden
kesilmistir ve yaklasik 20 mg kok ucu (25-30 fideye ait) buzda sogutulmus 1 ml Tris-
MgCl, tamponu (4 mM MgCl,.6H,0, %0.5 w/v Triton X-100, 0.2 M Tris, pH 7.5)
icinde keskin bir jilet yardimiyla hizlica dogranmistir. Hiicre nukleuslarinin da

bulundugu karisim 50 pm naylon agdan siiziilerek bir ependorf tiip icerisine alinmistir.

3.5.2 Alkali Comet Assay

Alkali comet assayinde kullanilacak her bir mikroskop lami 50°C’de hazirlanmis %1°lik
NMA (normal erime dereceli agaroz) ile kaplanarak diiz bir yiizey iizerine ve oda
sicakliginda kurutulmustur. 100 pl %0.8’lik LMA (diisikk erime dereceli agaroz)
37°C’de 20 ul cekirdek siispansiyonu ile karistirilmistir. Bu karisim lam {izerinde
mevcut olan NMA katmani {izerine damlatildiktan sonra yayilmistir. Lamlar 2-3 dakika
buz kasetlerinin iizerinde katilagtirildiktan sonra buzda sogutulmus lizis ¢ozeltisinde
(1M NaCl; 30 mM NaOH, %0.5 w/v SDS, pH 12.3) 1 saat bekletilmistir. Bu asamadan
sonra lamlar, yatay jel elektroforez tankina yerlestirilerek DNA elektroforetik tamponda
(30 mM NaOH ve 1.5 mM EDTA pH 12.3) (Fairbairn et al. 1995) bir saat boyunca
DNA sarmal a¢ilmasi i¢in bekletilmistir. Elektroforez buz iizerinde sogutulmus tankta
25 voltajda (1V cm™) (30 dk) gerceklestirilmistir. Elektroforez sonrasi, lamlar ii¢c kez
0.4 M Tris-HCI tamponunda (pH 7.5) nétralize edildikten sonra EtBr (etidyum bromiir,
10 mg/L) ile boyanmistir. Nukleus DNA’s1 UV 1s1k kaynagi ile desteklenmis olan
floresan mikroskobu (OLYMPUS BXSO0F-3, Japonya) ile gozlenmistir. Comet
goriiniimleri; sayilmasinda, sifir (kuyruksuz), bir, iki, ii¢ (farkli uzunlukta kuyruga sahip

olanlar) ve dort (tim nukleus DNA’sinin kuyruk olusumuna katildigi) seklinde

27



sayilarak skorlanmistir. Her bir lam icin 25 rastgele secilen nukleus analiz edilmis ve
her bir nukleusa comet sinifina gore 0-4 arasinda rakamlar verilmistir. Her bir 6rnegin
toplam DNA hasar seviyeleri 0-400 arasindaki “keyfi birimler (AU, arbitrary units)”
arasinda olusturulmustur. Her bir uygulama grubu igin 100 adet niikleus

degerlendirilerek elde edilen verilerin ortalamalar1 ve standart hatalar1 hesaplanmistir.

3.6 RAPD Teknigi

3.6.1 DNA izolasyonunda Kullamlan Kimyasal ve Cozeltiler

DNA izolasyonunda kullanilan tiim kimyasallar Sigma’dan temin edilmistir.

a) CTAB-Bitki DNA izolasyon tampon ¢ozeltisi: %2 CTAB, %1 PVP- 40.000, 20
mM 2-merkaptoetanol, 5S0mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0, 1.4 M
NaCl.

b) TE tampon ¢ozeltisi: 10 mM Tris HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0.

c) Riboniikleaz A soliisyonu (10 mg/ml RNase A): 10 mg RNaz A 1.5 ml ependorf
tiip igerisinde 1 ml 50 mM NaAcO (pH 5.5) ¢ozeltisi ile ¢oziilmiistir. Daha
sonra, 10 dakika DNaz aktivitesinin tamamen yok edilmesi icin sicak su
banyosunda bekletilmis ve ¢alisma anina kadar -20°C’de saklanmustir.

d) Diger Soliisyonlar: Saf etanol, %70 etanol, 2-propanol ve kloroform.
3.6.2 DNA izolasyon Prosediirii
Genomik DNA izolasyonu icin 300 mg taze kok dokusu kullanilmigtir. Genomik DNA,
RAPD-PCR calismalarinda yeterli olan Doyle & Doyle (1990) CTAB-DNA izolasyon
prosediiriiniin laboratuarimiza uyarlanmasi ile izole edilmistir.
Kok dokusu, onceden sogutulmus steril havan igerisine yerlestirilmistir. Sivi azot

eklenerek kok dokusu hizli ve etkin bir sekilde ogiitiilmiistiir. Bu islemi takiben,

onceden sogutulmus steril bir spatula ile havan igerisindeki ogiitiilmiis bitki 6rnegi iki
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ayr steril 1.5 ml ependorf igine esit miktarda aktarilmistir. Aktarma isleminin ardindan,
onceden su banyosunda 60°C’de o6n 1sitmaya tutulmus CTAB ekstraksiyon tampon
cozeltisinden 1 ml her tiipe eklenmistir. Ependorf tiipleri parmaklar arasinda ters-diiz
edilerek karistirllmis ve 60°C’deki sicak su banyosuna alimmstir. Daha sonra tiiplere
0.4 ml kloroform eklenmistir. Bu siire zarfinda her 5 dakikada bir 6rnekler ters-diiz
edilerek karistinlmistir. Tiipler, inkiibasyon sonrast oda sicakliginda 12000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra, 6rneklerin siipernatantlar1 dikkatlice temiz bir
ependorf tiipe mikropipet yardimiyla alinmistir. Tiiplere 10 ul RNaz eklendikten sonra
60°C’de 20 dk bekletilmistir. RNA temizleme islemini takiben -20 °C’de 6nceden
sogutulmus iso-propanol son hacmin %60’1 olacak sekilde tiiplere eklenmis ve d6rnekler
sarsilmadan her iki faz birbirine dikkatlice karistirllmistir. Bu asamada iplik¢ik halinde
ve beyaz renkli bir kiitle toplanmasi gozlenmistir. Ornekler 4°C’de 30 dk bekletildikten
sonra 3000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant dokiilmiis ve
kalan sivi damlalar tekrar santrifiij edildikten sonra mikropipetle alinmistir. 1 ml
%70’lik etanol ile yikanan DNA pelletleri 4-5 dk oda sicaklifinda kurumaya
birakilmistir. Son olarak, DNA ¢okeltileri 0,2 ml TE tampon ¢6zelti iginde ¢oziildiikten
sonra 24 saat 4°C’de bekletilmistir. Genomik DNA, spektrofotometrik miktar tayini ve
agaroz jel elektroforezde kontrolii yapildiktan sonra alikotlara ayrilarak -20°C’de

saklanmustir.

3.6.3 DNA Miktan ve Kalitesinin Spektrofotometrik Yontemle Tayini

DNA ornekleri 2 ml kuvars cam kiivetler kullanilarak 260 ve 280 nm dalga boylarinda
TU-1880 Double Beam UV-VIS Spektrofotometre ile okunmustur. DNA miktari; DNA
(ug/ml)= Ayeo x Seyreltme Orani x 50 formiilii kullanilarak belirlenmistir. DNA safligi,
Aseo/Azgp orani hesaplanarak tespit edilmistir. DNA oOrnekleri TE tamponunda

¢oziilduigii i¢in ¢alismada kor olarak TE tamponu kullanilmastir.
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3.6.4 PCR Karisimi Hazirlama

Her bir PCR reaksiyonu 0,2 ml ince cidarli ependorf tipi tiiplerde 25 pl toplam soliisyon
icerisinde gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu bilesenleri 6n denemelerde optimize
edilmistir. 25 pul PCR karisimi; 1x PCR tampon c¢ozeltisi (SOmM KCI, ImM Tris-HCI;
pH 8.8), 1 U Taq (Thermus aquaticus) DNA Polimeraz enzimi (Fermentase, Vilnius,
Litvanya), 2.0 mM MgCl,, 200 uM dNTP (50 uM dATP, dTTP, dGTP ve dCTP),
10uM 10 baz dizilimli primer, 50 ng/ul genomik DNA ve steril ddH,O ile
hazirlanmistir. Bu calismada toplam 40 adet 10 mer oligoniikleotit primer (QIAGEN
Operon GmbH, Cologne, Almanya) kullanilmigtir. Kullanilan primerler, sekanslar1 ve

GC igerikleri Cizelge 3.1°de listelenmistir.

3.6.5 PCR Dongiileri

PCR dongiileri, Uvigene (Uvitech Ltd. UK) marka 1si1l-dongii cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. PCR karisimlart 94°C’de 4 dk baslangic denatiirasyonuna maruz
birakildiktan sonra, toplamda 40 dongii olmak iizere; 94°C’de 45 sn denatiirasyon
(DNA zincirlerinin ayrilmasi), 37°C’de 45 sn annealing (primerlerin baglanmasi) ve
72°C’de 60 sn polimerizasyon (zincirlerin uzamasi) programi kullanilmistir. 72°C’de 8
dk son polimerizasyon dongiisii gerceklestirildikten sonra PCR dongiileri
tamamlanmigstir. PCR ornekleri bekletilmeden veya -20°C saklandiktan sonra agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiilmiistiir.

3.6.6 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinlerine 6X yiikleme tamponu (10mM Tris-HCl pH 7.6, %0.03 bromofenol
blue, %0.03 ksilen siyanol FF, %60 gliserol, 60mM EDTA) karistirlmistir. 1x TBE
[Tris-HCI (10.8 g), Borik asit (5.5 g) ve EDTA (2 ml)] ile hazirlanan %1.8’lik agaroz
jele DNA ornekleri 100 b¢ DNA ladder (Fermentas GeneRuler 100 b¢ DNA Ladder
Plus), 10 mM Tris-HCI, pH 7.6, 1 mM EDTA) ile birlikte yiiklenmistir. DNA 6rnekleri

30



yiiriitiici tampon ¢ozeltisi (1XTBE) bulunan jel tanki igerisinde (BIO-RAD Wide Mini
Sub-Cell GT System, italya) 100 voltta 120 dk yiiriitiilmiistiir. Agaroz jel daha sonra 10
pl (0.625 mg/ml) etidyum bromiir eklenmis 200 ml saf su icinde 20 dk bekletilerek
boyamaya birakilmistir. Distile su ile durulandiktan sonra ultraviyole 1s1k altinda renkli
kamera ile agaroz jeli goriintiilenmistir. PCR {iriinleri i¢in %1.8 agaroz; genomik

DNA'’larin analizi i¢in %0.8 agaroz kullanilmustir.

Cizelge 3.1 RAPD-PCR reaksiyonlarinda test edilen primerler, sekanslart ve GC

icerikleri

No  Primer G+C (%) 5°-3’ sekans Primer G+C(%) 5°-3’ sekans

1 OPAO1 70 CAGGCCCTTC 21  OPBOI1 60 GTTTCGCTCC
2 OPA02 60 TGCCGAGCTG 22 OPB02 60 TGATCCCTGG
3 OPAO3 60 AGTCAGCCAC 23 OPBO03 70 CATCCCCCTG
4 OPA04 60 AATCGGGCTG 24 OPB04 60 GGACTGGAGT
5 OPAO5 60 AGGGGTCTTG 25 OPBO0S 70 TGCGCCCTTC
6 OPAO06 70 GGTCCCTGAC 26  OPB06 70 TGCTCTGCCC
7 OPAO7 60 GAAACGGGTG 27  OPBO7 70 GGTGACGCAG
8 OPAO08 60 GTGACGTAGG 28  OPBO08 70 GTCCACACGG
9 OPA09 70 GGGTAACGCC 29  OPB09 70 TGGGGGACTC
10 OPA10 60 GTGATCGCAG 30 OPBI10 70 CTGCTGGGAC
11 OPAI1 60 CAATCGCCGT 31 OPBI11 60 GTAGACCCGT
12 OPA12 60 TCGGCGATAG 32  OPBI12 60 CCTTGACGCA
13 OPA13 60 CAGCACCCAC 33 OPBI13 70 TTCCCCCGCT
14 OPA14 60 TCTGTGCTGG 34 OPBl4 50 TCCGCTCTGG
15 OPAIS5 60 TTCCGAACCC 35 OPBI5 60 GGAGGGTGTT
16 OPA16 60 AGCCAGCGAA 36  OPBI16 60 TTTGCCCGGA
17 OPA17 60 GACCGCTTGT 37 OPB17 60 AGGGAACGAG
18 OPA18 60 AGGTGACCGT 38 OPBI8 60 CCACAGCAGT
19 OPA19 60 CAAACGTCGG 39 OPB19 70 ACCCCCGAAG
20 OPA20 60 GTTGCGATCC 40  OPB20 60 GGACCCTTAC

3.6.7 RAPD Uriinlerinin Rakamsal Analizi

RAPD profillerindeki belirgin degisiklikler (negatif kontrole gore yeni bantlarin ortaya
cikmasi ve/veya mevcut bantlarin kaybolmasi) degerlendirilmistir. Degerlendirmesi gii¢
olan veya tiim Ornekler i¢in monomorfik DNA bantlart iireten primerler
degerlendirmeye alinmamistir. Her bir primer i¢in cogalmis olan bantlarin varlig: “1” ve

yoklugu “0” belirlenmistir. Uygulama gruplar1 arasindaki genetik benzerlik katsayilari
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Nei (1978)’nin tarafli Ol¢iim metoduna gore POPGENE v 1.31 paket programi
kullanilarak hesaplanmistir. Kiimeleme analizi gerceklestirilmis ve genetik benzerlik
katsayis1 deney ciftlerinin agirliksiz aritmetik ortalamalar1 (unweighted pair group
method with arithmetic means, UPGMA) kullanilarak POPGENE programinda bir

dendogram olusturulmustur.

3.6.8 Genomik Kalip Kararhhigimin (GTS, %) Hesaplanmasi

RAPD profillerinde gozlenen her bir degisiklilige (mevcut bantlarin kaybolmasi ve yeni
bantlarin olusmasi) +1 keyfi sayisi (arbitrary score) verilmistir ve test edilen tiim
primerler icin her bir deneme grubu icin ortalama hesaplanmistir. RAPD profillerinde
degisikligin belirlenmedigi veya sayilmasi gii¢c skorlar iireten primerler genomik kalip
kararlilign (GTS, Genomic Template Stability) hesaplanmasina katitlmamistir. GTS (%),

9

100-(100 a/n) formiilii kullanilarak hesaplanmistir formiildeki “a” her bir primer igin
DNA profillerindeki degisiklik gosteren ortalama DNA bant sayisini, “n” ise negatif
kontrol grubu profilinde ayni primer icin belirlenen toplam DNA bandi sayisim ifade
etmektedir (Atienzar et al. 1999; Lui et al. 2007). Her bir deneme grubu ic¢in tiim
primerlerle hesaplanan GTS degerlerinin ortalamalar1 hesaplanmistir. Her bir
parametrenin hassasiyetini karsilastirmak i¢in, her parametredeki (kok biiyiimesi,
toplam ¢o6ziiniir protein icerigi, comet assayle belirlenen DNA hasar skorlart ve GTS

degerleri) degisikler negatif kontrole (%100’e sabitlenmistir) gore yiizde degisimleri

olarak tekrardan hesaplanmistir.

3.7 istatistiksel Analizler

Verilerin varyans analizi SPSS (v 15.0) paket programi kullanilarak yapilmistir. Kok
biiylimesi, toplam ¢oziiniir protein igerigi ve comet skorlarindaki farkliliklar tek-yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile gerceklestirilmistir. Duncan coklu karsilastirma testi,
negatif kontrol ve her bir uygulama arasindaki 6nemli diizeydeki farkliliklar (P < 0.05)

ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 2,4-D ve Dikamba’nin Kok Biiyiimesi Uzerine Etkisi

Bu arastirmada; iki giinliik etiyole fasulye fideleri, negatif kontrol (NK, distile su), 10
ppm MMS (pozitif kontrol) ve 2,4-D ile dikamba herbisitlerinin farkh
konsantrasyonlarinda (0.1, 0.2 ve 0.3 ppm) 96 sa siireyle fotoperiyotta (16/8 sa,
karanlik/isik) ve 24 + 2°C’de bitki biiylime kabininde biiyiitiilmiistiir. Fasulye
fidelerinin kok biiytimesi, NK grubuna gére MMS ve herbisit uygulamalarinda (0.1 ppm
2,4-D uygulamasi hari¢) onemli diizeyde (P < 0.05) inhibe olmustur (Sekil 4.1).
Uygulama gruplan arasinda maksimum inhibisyonlar 0.2 ve 0.3 ppm 2,4-D (%64 ve
%74), 0.3 ppm dikamba (%72) ve MMS (%71) uygulamalarinda elde edilirken, bu
gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark (P < 0.05) belirlenmemistir. 2,4-D
ve dikamba konsantrasyonlarindaki bir artis fasulye fidelerinin kok biiyiimesini
kademeli olarak inhibe etmistir. Uygulama sartlar1 altinda, fasulye fidelerinde kok
bilyiimesinin negatif kontrol grubuna gére 2 oraninda azaldigi etkin konsantrasyon
degerleri (ECsp); 2,4-D icin 0.17 ppm, dikamba icin 0.24 ppm olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.2).

4.2 Dikamba ve 2,4-D’nin Toplam Céziiniir Protein Icerigine Etkisi

Uygulama yapilmisg ve yapilmamis fasulye fideleri kok uglarnin (~1.5 cm) toplam
¢Oziiniir protein icerigi Bradford (1987) yontemine gore belirlenmistir. Fasulye kok
uclar1 toplam ¢oziiniir protein igeriginde, negatif kontrol grubuna gore 0.1 ve 0.2 ppm
2,4-D ile 0.1 ppm dikamba uygulamalar1 arasinda 6nemli diizeyde bir fark (P < 0.05)
belirlenmemistir. Negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kok uglarinda belirlenen
toplam ¢6ziiniir protein igerigi en yiiksek 2,4-D konsantrasyonunda (0.3 ppm) 6nemli
seviyede (P < 0.05) artmisken, MMS ve yiiksek dikamba konsantrasyonlarinda (0.2 ve
0.3 ppm) azalmistir (Sekil 4.3). Toplam c¢Oziiniir protein icerigindeki en yiiksek
inhibisyonlar 0.3 ppm dikamba (%23.5) ve MMS (%19.5) uygulamalarinda elde

edilmisken, 0.3 ppm 2,4-D uygulamasi protein igerigini %7.3 oraninda arttirmistir.
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Sekil 4.1 2,4-D ve dikamba uygulamalarinin fasulyede kok biiyiimesi iizerine etkisi.
[NK: negatif kontrol, MMS: 10 ppm metil metansiilfonat, n = 30, Ortalama degerleri
gosteren barlara ait standart hata cubuklar iizerindeki farkli harf(ler) veriler arasinda

istatistiksel olarak onemli diizeyde (P < 0.05) farkliliklar1 gostermektedir. ]

16 (A)

—
-

—
(3]

—
<

Kok biiytimesi (cm/bitki)

ECso
=017 ppr

2.4-D(ppm)

16 (B)

Kok biliytimesi (cm/bitki)

ECso
=024 ppm

0 0.1 0.2 0.3
Dicamba (ppm)

Sekil 4.2 24-D (A) ve dikamba (B) stresi altindaki fasulye fidelerinde etkin

konsantrasyon (ECsg) degerleri.
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Sekil 4.3 2,4-D ve dikamba uygulamalarinin fasulye koklerinde toplam ¢oziiniir protein

] 0.3 ppm

(mgg YA

Toplam ¢éziiniir protein igerigi

icerigine etkisi. [NK: negatif kontrol, MMS: 10 ppm metil metansiilfonat, n = 9,
Ortalama degerleri gosteren barlara ait standart hata cubuklar iizerindeki farkli harf(ler)
veriler arasinda istatistiksel olarak ©Onemli diizeyde (P < 0.05) farkliliklar

gostermektedir. |

4.3 Comet Assay Analizi

Uygulama yapilmis ve yapilmamis fasulye fideleri kok uclarina ait ¢ekirdeklerde tegvik
edilen DNA hasarlarim belirleyebilmek icin comet assayin alkalin versiyonu
kullanilmigtir. Comet assay bulgularina gore, negatif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tiim uygulama gruplarinda DNA hasarinin 6nemli seviyede (P <0.5)
tesvik edildigi belirlenmistir (Sekil 4.4). Uygulama gruplani arasinda, hiicre
cekirdeklerinde en diisikk DNA hasar1 0.1 ppm 2,4-D uygulamasinda (46.0+4.2 AU), en
yiiksek DNA hasar1 ise MMS uygulamasinda (141.3£1.8 AU) belirlenmistir. 2,4-D ve
dikamba uygulamalarinda konsantrasyon artisina bagli olarak comet assayle belirlenen
DNA hasar1 goreceli olarak artmistir. Bununla birlikte, 0.2 ve 0.3 ppm 2,4-D ve
dikamba uygulamalarinda belirlenen DNA hasarlar1 arasinda istatistiksel olarak énemli

farkliliklar tespit edilmemistir (P < 0.5). Bununla birlikte, herbisit uygulamalar1 arasinda
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tesvik edilmis en yiiksek DNA hasarlar1 0.3 ppm 2,4-D (122.7£2.9 AU) ve dikamba
(117.3£2.9 AU) i¢in belirlenmistir (Sekil 4.4).

ted M 0.1 ppm
1 0.2 ppm f
140
Clos ppm e 4

120 { .
5 d
< 100 - ¢
% 80 -
—
= J
Z 60
£

40 A

a
20 - .
0
NK 2,4-D Dicamba MMS

Sekil 4.4 2,4-D ve dikamba uygulamalarinin fasulye kok hiicrelerinde comet assayle

belirlenen  DNA hasar seviyesi.

[NK: negatif kontrol, MMS: 10 ppm metil

metansiilfonat, AU: keyfi tinite, n = 9, Ortalama degerleri gosteren barlara ait standart

hata cubuklar1 iizerindeki farkli harf(ler) veriler arasinda istatistiksel olarak Gnemli

diizeyde (P < 0.05) farkliliklar gostermektedir.]

4.4 RAPD Analizleri

4.4.1 Genomik DNA Ekstraksiyonu

Uygulama yapilmis ve yapilmanus fasulye fideleri kok uglarindan yaklasik 300 mg kok

dokusu genomik DNA ekstraksiyonu icin kullanilmistir. Cizelge 4.1 uygulama gruplari

icin spektrofotometrede okunan Ajg ve Ajgy degerlerini, DNA safligini (Ajq0/Azs0) Ve

elde edilen DNA miktarlarini (ug DNA / ml) gostermektedir.
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Cizelge 4.1 Uygulama grubu fide koklerinden spektrofotometre ile belirlenen genomik

DNA miktar ve saflig

Uygulama Konsant. Ao Asgo Aseo/Asgo ng DNA/ml
(ppm)

dH,0 0 0,058 0,031 1,87 87,0

MMS 10 0,120 0,061 1,97 180,0
0,1 0,085 0,045 1,89 1275

2,4-D 0,2 0,044 0,020 2,20 66,0
0,3 0,040 0,023 1,74 60,0
0,1 0,103 0,054 1,91 154,5

Dikamba 0,2 0,280 0,142 1,97 420,0
0,3 0,121 0,062 1,96 181,

Elde edilen bulgulara gore, uygulama yapilmis ve uygulama yapilmamis fidelerin 300
mg kok dokusundan ortalama olarak 160 pg/ml genomik DNA elde edilmistir.
Hesaplarimiza gore, 300 mg kok dokusundan yaklasik 3200 adet PCR reaksiyonu
kurulabilecek kadar genomik DNA izole edilmistir. Elde edilen genomik DNA’larin
safligt (Aaeo/A2so) 1.73-2.2 aralifinda degismistir (Cizelge 4.1). Hesaplanan genomik
DNA miktarlarindan yola c¢ikilarak, her bir calisma 6rnegi icin yaklasik 200 ng olan
genomik DNA’lar, EcoRI ve HindlIll ile sindirilmis A-DNA markoérii ile birlikte %0.8
agaroz elektroforezde yiiriitiilmiistiir (Sekil 4.5). Elde edilen bulgulara gore, genomik
DNA soliisyonlarinin RNA’dan arindirilmis, oldukca saf ve en az 23 kilo baz cifti
ebadinda oldugu belirlenmistir. Genomik DNA’lar 10 ng/ul konsantrasyon olacak
sekilde duble-distile suda (ddH,O) seyreltildikten sonra PCR reaksiyonu kurulumunda
kullanilmigtir. PCR oncesi stok ve calisma genomik DNA’lant -20 °C’de derin

dondurucuda aliqotlara ayrilarak saklanmistir.

4.4.2 RAPD Profilleri

Bu aragtirmada, GC oran1 % 50- 70 olan Operon A (OPA) ve Operon B (OPB) serisi 40

adet primer on denemelerde kullanilmistir. Bu primerlerden 18 tanesi degerlendirilebilir
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ve bilgi verici RAPD profilleri iiretmistir. 18 primer kullanilarak uygulama yapilmis ve
yapilmamus fidelerin koklerinden elde edilen genomik DNA’lardan elde edilen RAPD

profillerine ait jel goriintiileri Sekil 4.6, 4.7 ve 4.8’de verilmistir.

2,4-D (ppm) Dikamba (ppm)
M* WK MMS %F 022 O T 7 U8

e

Sekil 4.5 2,4-D ve dikamba uygulanmis fasulye fide koklerinden ekstre edilen yaklagik
200 ng genomik DNA. [M: EcoRI ve HindIll ile sindirilmis A—-DNA, NK: negatif

kontrol, MMS: 10 ppm metil metansiilfonat]

Her bir agaroz jelin birinci hattinda RAPD profillerine ait DNA bantlarinin molekiiler
agirligim belirlemek icin 100 b¢ DNA ladder markdorii yiiriitiilmiistiir. Bu 18 primerin
kullanimiyla her bir uygulama grubunda elde edilen DNA bantlarinin varligi “1” ve
yoklugu “0” Cizelge 4.2’de ayrintili bir sekilde verilmistir. RAPD sonuclarina gore,
primer OPAO1 (6 DNA band1), OPA0O7 (3 DNA bandi) ve OPA13 (12 DNA band1) her
bir uygulama 6rneginde ayni bantlan iiretmistir (Sekil 4.6, 4.7, 4.8). Bu nedenle, bu

primerlere ait sonuclar RAPD analizlerinde kullanilmamustir.
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2.4-D (ppm) Dikamba (ppm) » —_2.4-D (ppm) Dikamba (ppm)
NK MMS 01 02 03 01 0.2 03 NK MMS 01 02 03 01 02 03 B

LELRULE =

AR

Sekil 4.6 2,4-D ve dikamba uygulanmis fasulye genomik DNA’larindan OPAOI,
OPA02, OPA0O3, OPA04, OPAOS ve OPAO6 primerleri ile elde edilen RAPD profilleri.
[M:, GeneRuler 100 bp, Fermentas, B: Genomik DNA eklenmeyen PCR reaksiyonu,
NK: negatif kontrol, MMS: 10 ppm metil metansiilfonat]
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2.4-D (ppm Dikamba (ppm) 2.4-D (ppm)  Dikamba (ppm)
M NK MMS 01 02 03 01 02 03 B NK MMS 01 02 03 01 02 03 B

Sekil 4.7 2,4-D ve dikamba uygulanmis fasulye genomik DNA’larindan OPAO7,
OPAO08, OPA09, OPA10, OPA11 ve OPA12 primerleri ile elde edilen RAPD profilleri.
[M:, GeneRuler 100 bp, Fermentas, B: Genomik DNA eklenmeyen PCR reaksiyonu,

NK: negatif kontrol, MMS: 10 ppm metil metansiilfonat]
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2.4-D (ppm) Dikamba (ppm) 2.4-D (ppm) Dikamba (ppm)
M NK/ MMS 01 02 03 01 02 03 B NK MMS 01 02 03 01 02 03 B

T

||ll

s
¢ —

Sekil 4.8 2,4-D ve dikamba uygulanmis fasulye genomik DNA’larindan OPA13,
OPA17, OPA20, OPB0O1, OPB04 ve OPB10 primerleri ile elde edilen RAPD profilleri.
[M:, GeneRuler 100 bp, Fermentas, B: Genomik DNA eklenmeyen PCR reaksiyonu,
NK: negatif kontrol, MMS: 10 ppm metil metansiilfonat]
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Cizelge 4.2 Her bir uygulama 6rnegi icin 18 primerle belirlenen DNA bantlarin ebatlar
(BE) ve negatif kontrole (NK) gore, 2,4-D ve dikamba uygulamalarinda mevcut “1” ve

kayip “0” bantlar [MMS; 10 ppm metil metansiilfonat]

No Primer B.E. NK MMS 2,4-D (ppm) Dikamba (ppm)
0,1 0,2 0,3 0,1 0,2 0,3
1 OPAO1 1965 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1320 1 1 1 1 1 1 1 1
3 911 1 1 1 1 1 1 1 1
4 855 1 1 1 1 1 1 1 1
5 400 1 1 1 1 1 1 1 1
6 351 1 1 1 1 1 1 1 1
7 OPA02 2000 0 0 0 0 0 0 1 1
8 1831 0 0 0 1 0 0 0 0
9 1526 1 1 1 1 1 1 0 1
10 1339 1 1 1 1 1 1 0 1
11 1055 1 1 1 1 1 1 1 1
12 954 1 1 1 1 1 1 1 1
13 810 1 1 1 1 1 1 1 1
14 668 1 1 1 1 1 1 0 1
15 617 0 0 0 0 0 0 0 1
16 543 1 1 1 1 1 1 1 1
17 506 1 1 1 1 1 1 1 1
18 309 0 1 1 1 1 1 1 1
30 OPA04 2120 0 0 0 0 0 0 0 1
31 1624 0 0 0 0 0 0 0 1
32 1547 0 0 0 0 0 0 0 1
33 1173 1 1 1 1 1 1 1 1
34 1013 0 1 0 0 0 1 1 0
35 962 0 1 0 0 0 0 0 0
36 854 1 1 1 1 1 1 1 1
37 791 1 1 1 1 1 1 1 1
38 692 0 0 0 0 0 0 0 1
39 645 0 1 0 0 0 0 0 0
40 607 0 0 0 0 1 0 0 0
41 552 1 1 1 1 1 1 1 1
42 488 1 1 1 1 1 1 1 1
43 454 1 1 1 1 1 1 1 1
44 395 1 1 1 1 0 1 0 1
45 367 1 1 1 1 0 1 1 1
46 304 1 1 1 1 1 1 1 1
64 OPAO8 3110 1 1 1 1 1 1 1 1
65 1720 0 0 0 0 1 0 0 0
66 1523 1 1 1 1 1 1 1 1
67 1047 1 1 1 1 1 1 1 1
68 846 0 1 0 0 1 0 0 0
69 772 1 0 1 1 0 1 1 1
70 685 1 1 1 1 1 1 1 1
71 614 0 0 0 0 1 0 0 0
72 575 0 0 0 0 0 0 1 0
73 512 0 1 0 0 0 0 0 0
74 442 1 1 1 1 1 1 1 1
75 381 1 1 1 0 1 0 1 0
76 OPA09 2728 0 0 0 0 0 0 0 1
77 1636 1 1 1 1 1 0 1 0
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Cizelge 4.2 Devanu

Dikamba (ppm)

0,1

2,4-D (ppm)

Primer B.E. NK MMS

No

0,3

0,2

0,3

0,2

0,1

1
1
1

1268
1136
1074
800
659
609
565
535

78

79

80
81

82
&3

84
85

500

427

265
2143

86
87
88
89
90
91

0
0
0
1
1
1

OPA10

1666
1564
1472
1287
1078
982
889
835

92
93

94
95

96
97
98

1

700
617

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

522

388

343
2000

1
1
0
1
1

OPA11

1557

1342
1219

1046
889
823
592
545
462
400
351

812
742
649
463

OPA12

1

384
322
3350
2724

0
0
0
1
1
1
1
1

OPA17

122
123

1939
1733
1523
1409

124
125

126

1284
1125
989
911

127

128

129

130
131

849
800
772

132
133
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Cizelge 4.2 Devami

Dikamba (ppm)

0,1

2,4-D (ppm)

Primer B.E. NK MMS

No

0,3

0,2

0,3

0,2

0,1

727
683
657
585
472
327
3300
2889

134
135

136

137

138

139

0
1
1
1
1
1
0
0

OPA20

140
141

2261

142
143

1909
1879
1482
1283
1216
961

144
145

146

147

148

848
759
648

149

150
151

1
1
1

1524
1109
1012

OPBO1

152
153

154
155

967

877
811
719
631
569
543
488
440

156

157

158

159

1

160
161

162
163

1
1

1304
1115
970
834
753
659

OPA13

164
165

166

167

168

169

564
507
479
436
393
2717

170
171

172
173

174
175

1
1

1555
1315
943

OPB04

176

177

178

862
721

179

180
181

600
493
445

182
183

394
745
476
426

184
185

OPAO07

186

187

1
1

1870
1793

OPB10

188

189
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Cizelge 4.2 Devam

No Primer B.E. NK MMS 2,4-D (ppm) Dikamba (ppm)

0,1 0,2 0,3 0,1 0,2 0,3
190 1570 1 1 1 0 0 1 0 1
191 1372 1 1 1 1 1 1 1 1
192 1217 0 0 0 1 0 1 0 0
193 1158 1 1 1 1 1 1 1 1
194 1044 1 1 1 1 1 1 1 1
195 913 0 0 0 0 1 0 1 1
196 860 1 1 1 1 0 1 1 1
197 769 0 0 0 0 0 0 1 1
198 719 1 1 1 1 1 1 1 1
199 617 1 1 1 1 1 1 1 1
200 544 1 1 1 1 1 1 1 1
201 507 0 1 0 0 0 0 1 0
202 444 1 1 1 1 1 1 1 1
203 400 1 1 1 1 1 1 1 1
204 296 0 1 1 0 1 0 1 1

Degerlendirmeye alinan 15 primer ile toplamda 998 DNA bandi cogalmistir ve bu
bantlarin ebatlar1 182 (OPAO3) ve 3350 (OPA17) baz cifti (b¢) aralifinda degismistir
(Cizelge 4.3). Kontrol grubunda ¢ogalmis DNA bandi sayisi toplamda 127 iken, tim
uygulamalarda elde edilmis DNA band1 toplam sayis1 183 olarak tespit edilmistir. Her
bir primer 6 (OPA12) ila 19 (OPA17) arasinda DNA bandi iiretmistir. Dolayisiyla
primer bagina ¢cogalan ortalama DNA bandi1 sayis1 12.2 olarak hesaplanmistir. Toplamda
elde edilen 183 DNA bandinin 83 tanesi monomorfik bant, geriye kalan 100 tanesi ise
polimorfik DNA bandidir. Tiim uygulama gruplar icin belirlenen polimorfizm ve

monomorfizm yiizdeleri sirasiyla %54.6 ve %45.4 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3).

RAPD profilleri, uygulama yapilmamis negatif kontrol ve uygulama yapilmis (MMS,
2,4-D ve dikamba) fasulye fideleri arasinda ¢ogalmis DNA bantlarmin say1 ve
ebatlarinda belirgin farkliliklar (normal bir bandin kaybolmasi ve/veya yeni bir bandin
olusmasi) gostermistir. Uygulama yapilmis fasulye fidelerinin RAPD profillerinde
belirlenen bu degisiklikler tiim ayrintilariyla birlikte Cizelge 4.4’te verilmistir. Yeni
DNA bantlarinin molekiiler ebatlar1 281 (primer OPAOQS) ile 3350 (primer OPA17) baz
cifti araliginda degismistir. Yeni bantlarin %61.9’u 1000 baz ciftinden kiigiiktiir.
Negatif kontrol RAPD profilleri ile karsilastirildiginda, test edilen tiim 15 primer MMS
uygulamasinda 1 ila 4 yeni RAPD bandi ¢ogaltmistir. Diger taraftan, herbisitlere maruz
kalan fidelerin koklerinde, 2,4-D icin OPAO3, OPAO5, OPA06, OPAQ9 ve OPA10
primerleri ve dikamba icin OPA11 ve OPB04 primerlerinde yeni bir DNA bandi
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belirlenmemistir (Cizelge 4.4). 2,4-D ve dikamba uygulamalar icin geri kalan
primerlere ait RAPD profillerinde sirasiyla 1-3 ve 1-4 yeni bant gozlenmistir. Bununla
birlikte, baz1 primerler icin oksinik herbisitlerin konsantrasyonundaki bir artigla yeni
DNA bantlarinin sayisi da artmistir. 2,4-D icin OPAO8, OPA11, OPA17, OPA20 ve
OPB10 primerleri ile dikamba i¢cin OPA02, OPA03, OPA04, OPAOS, OPA09, OPA12
ve OPA17 primerleri ile cogalmis olan yeni bantlarin sayis1 0.1 ppm konsantrasyonuna
gore 0.2 ve 0.3 ppm uygulamalarinda yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.4 ve Sekil
4.6-4.8). Uygulama gruplar1 arasinda en fazla yeni DNA band1 (27) MMS
uygulamasinda belirlenmistir. Yeni DNA bantlariin toplam sayisi, 2,4-D ve dikamba

konsantrasyonlarindaki artis ile belirgin bir sekilde artmistir (Cizelge 4.4).

Negatif kontrol RAPD profillerinde mevcut oldugu halde uygulama gruplarinda
kaybolmus bantlarin molekiiler biiyiikliikleri 265 (OPA09) ve 2000 (OPA11) baz cifti
araliginda belirlenmistir. Kaybolmug bantlarin bilyiik bir kismi (%71.9) 1000 baz
ciftinden daha kiiciiktiir (Cizelge 4.4). Negatif kontrolde OPA02, OPAO3, OPAO0O4,
OPAO0S5, OPA20, OPBO1 ve OPB10 primerleri ile belirlenen tiim RAPD bantlart MMS
uygulamasinda da ¢ogalmistir. OPAOS, OPA11, OPA17, OPA20 ve OPB10 primerleri
icin 2,4-D konsantrasyonundaki bir artis ile kaybolan RAPD bantlarinin sayis1 artmistir.
Benzer sekilde, OPA02, OPA0O3, OPA04, OPAO5, OPA09, OPA12 ve OPA17
primerleri i¢in dikamba’nin en yiiksek konsantrasyonunda (0.3 ppm) kaybolan bantlarin
sayist diisiik konsantrasyonlara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Uygulama
gruplart arasinda en fazla RAPD bandi kaybi (25 bant) 0.3 ppm 2,4-D uygulamasinda
belirlenmistir. 2,4-D ve dikamba konsantrasyonundaki bir artis kaybolan bantlarin
sayisim arttirmustir. Ozetle, toplamda en fazla RAPD bandi degisikligi (kaybolan ve
yeni olusan bantlar) MMS (45 bant) uygulamasinda belirlenmistir ve toplam DNA

band1 degisikligi her iki herbisitin konsantrasyonuna bagli olarak artmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.3 RAPD calismalarinda kullanilan primerler, primer sekanslari, her bir primerle elde edilmis DNA ebat aralig1, negatif kontrolde

elde edilen DNA bant sayis1, monomorfik ve polimorfik DNA bant sayilari.

. x5 - - Toplam Negatif Polimorfik Monomorfik Toplam
No Primer Ad1 g:;::ﬁ: 53 g; A ll::z;k g; A ball:;(;Uk cogalmis kontrol DNA bant DNA bandi DN.A. bant
bant bant sayisi sayisl sayisl cesidi
1 OPAO02 TGCCGAGCTG 2000 309 72 8 7 5 12
2 OPAO3 AGTCAGCCAC 1461 182 82 10 1 10 11
3 OPAO4 AATCGGGCTG 2120 304 79 9 10 7 17
4 OPAO5 AGGGGTCTTG 1940 281 47 6 5 4 9
5 OPA06 GGTCCCTGAC 1940 440 45 6 3 5 8
6 OPAOS8 GTGACGTAGG 3110 381 57 7 7 5 12
7 OPA09 GGGTAACGCC 2728 265 79 11 6 7 13
8 OPA10 GTGATCGCAG 2143 343 63 8 9 5 14
9 OPA1l CAATCGCCGT 2000 351 58 8 8 4 12
10 OPAI12 TCGGCGATAG 812 322 31 4 3 3 6
11 OPA17 GACCGCTTGT 3350 327 78 12 15 4 19
12 OPA20 GTTGCGATCC 3300 648 81 9 7 5 12
13 OPBO1 GTTTCGCTCC 1524 440 65 9 8 4 12
14 OPB04 GGACTGGAGT 1555 394 55 8 4 5 9
15 OPB10 CTGCTGGGAC 1870 296 106 12 7 10 17
Toplam 998 127 100 83 183
Polimorfizm % 54,6
Monomorfizm % 45,4

a7



Cizelge 4.4 Negatif kontrol (NK) RAPD profillerinde belirlenen DNA bant sayilari, ve negatif kontrole gére uygulama gruplarinda
belirlenen yeni olusan (+) ve kaybolmus (-) DNA bantlarinin UVIsoft goriintii analiz program ile belirlenen molekiiler ebatlar1 (baz
cifti, b¢). [ND: negatif kontrol ile karsilastirildiginda uygulama fidelerinin RAPD profillerinde degisiklik olmadigini belirtmektedir]

2.4-D (ppm) Dikamba (ppm)
Primer NK MMS 0.1 0.2 0.3 0.1 0.2 0.375
OPAG2 8 309 309 309;1831 309 309 309;2000 309;617;2000
ND ND ND ND ND 668;1339;1526 ND
754 ND ND ND ND ND 754
OPAO3 10
ND ND ND ND ND ND ND
645;962;1013 ND 607 ND 1013 1013 692;1547;1624;2120
OPAO4 9
ND ND ND 367,395 ND 395 ND
281 ND ND ND ND 1940 1524;1940
OPAO5 6
ND 646 ND 646 ND 646;1078 646
440 ND ND ND ND 1440 ND
OPAO6 6
500 500 ND 500 ND 500 500
512;846 ND ND 614;846;1720 ND 575 ND
OPAO8 7
772 ND 381 772 381 ND 381
565 ND ND ND ND ND 2728
OPA09 11
500;800 265,800 500 800 500;800 ND 1636;500
OPALD 8 700;982;1666;2143 ND ND ND 982 889;1564 ND
1287;1472 1287;1472 617;1472 1472 1472 ND ND
OPAlL 8 592;823;1342 889 592 823,889 ND ND ND
462;545;1557;2000 462,545 462 462;545;1557 462 ND 462,545
463 ND 742 ND ND ND 742
OPA12 4
812 812 812 ND 812 ND ND
472,520,657 ND 772 472 472 657;800;1939 800;1939;2724;3350
OPA17 12 797.011- . \£R2-T17-011-
683,727;911;1409 683,727 683;727;1409 ?2227?169911,1 125; 585,683;727;1409 683,727;911;1409 ?28’9683’727’91 L
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Cizelge 4.4 Devami

2.4-D (ppm) Dikamba (ppm)

Primer NK MMS 0.1 0.2 0.3 0.1 0.2 0.375
OPA20 0 1216;1283 1216;3300 1216;1283; 3300 1216;1283; 3300 1283;3300 1283 1283;3300

ND ND 1879;1909 1879;1909 ND 759;1482 ND
OPBOL 9 877 811,877 ND 877 811;877 ND 877,967

ND 488 440;488;543;1524  440;543;1012 440543 488:543;1524 488;543

445 ND 445 ND ND ND ND
OPB04 8

394;493:600 ND ND 394:600 394 394;600 394;493:600
OPBI0 12 296;507 296 1217 296;913 1217 296;507;769;913 296;769;913

ND ND 1570 860;1570 ND 1570 ND
Toplam 27(+); 18(-) 7(+); 12(-) 10(+);16(-) 14(+); 25(-) 9(+);12(-) 15(+);19(-) 23(+);17(-)
G. Top. 45 19 26 39 21 34 40
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Fasulye fidelerinin koklerinde uygulama soliisyonlariyla tesvik edilmis DNA
polimorfizm seviyesini hesaplamak amaciyla Nei (1978) katsayilarin1 kullanarak
benzerlik matrisini olusturmada ¢ok yonlii analiz yapilmistir. Tiim primerlerle
belirlenen bantlarin varligi “1” ve yoklugunu “0” gosteren matris tablosu hazirlanmistir
(Cizelge 4.2). Tim orneklerde aym1 DNA bantlarini iireten OPAO1, OPAO7 ve OPA13
primer verileri degerlendirmede kullanilmamistir. Tiim uygulama gruplan arasindaki
genetik benzerlik katsayilari POPGENE v 1.3 programi kullanilarak hesaplanmistir.
Gruplar arasindaki genetik benzerlik katsayilart Cizelge 4.5’te verilmistir. Negatif
kontrol grubu fidelerine gore genetik olarak en yakin (0.857)uygulama grubu 0.1 ppm
2,4-D iken MMS grubu en uzak (0.721) mesafeyi goOstermistir. Oksinik herbisit
konsantrasyonu arttikca negatif kontrol grubuna gore genetik mesafede artmustir.
Negatif kontrol grubuna gore, 0.1, 0.2 ve 0.3 ppm 2,4-D uygulamalarinda belirlenen
genetik benzerlik katsayilari sirasiyla 0.86, 0.82 ve 0.72 olarak belirlenmistir. Benzer
sekilde aym dikamba konsantrasyonlar igin belirlenen genetik benzerlik katsayilar
0.84, 0.76 ve 0.73’tiir. Deney gruplan arasindaki genetik iliskiyi belirleyebilmek i¢in
genetik benzerlik katsayilart UPGMA analizi ile yapilan dendogramin olusturulmasi
icinde kullamilmistir (Sekil 4.9). Dendogramda uygulama yapilmis ve yapilmamig
fideler iki ana kiime olusturmustur. Ilkinde, MMS uygulanmus fideler herhangi diger bir
uygulama ile grup olusturmamus, tek basina kiimelenmistir. Ikincisinde, kendi icerisinde
dort farkh dallanma gostermistir. Negatif kontrol grubu 0.1 ppm 2,4-D ile grup
olusturduktan sonra 0.1 ppm dikamba ve 0.2 ppm 2,4-D grubu ile birlesmistir. Ikinci
ana grubun geri kalan iki alt grubunu 0.3 ppm 2,4-D ile 0.2 ve 0.3 ppm dikamba
kiimeleri olugturmustur. Uygulama gruplarinin negatif kontrole genetik benzerliklerini

gosteren degerler aym1 zamanda Sekil 4.9’da gosterilmistir.

4.4.3 Genomik Kalip Kararhhg (GTS, %)

RAPD profillerinde belirlenen degisikliklerin nitel bir 6l¢iisiinii gosteren genomik kalip
DNA kararliligt (GTS,%) degerleri test edilen 15 primer i¢in hesaplanarak Cizelge
4.6’de verilmistir. GTS degerlerindeki en fazla azalma (%64.5) MMS uygulamasinda

belirlenmistir. Bununla birlikte 2,4-D ve dikamba uygulamalarinda doz artimina bagh
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olarak GTS degerleri kademeli olarak azalmistir. 0.1, 0.2 ve 0.3 ppm 2,4-D uygulanmis
fasulye fidelerinde hesaplanmis olan ortalama GTS degerleri sirasiyla %82.7, 78.8 ve
67.7 olarak belirlenmistir. Ayn1 konsantrasyonlarda kullanilan dikamba herbisiti igin
GTS degerleri sirasiyla %79.1, 72.1 ve 67.3 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.6). Kok
biiylimesi, toplam ¢6ziiniir protein igerigi, comet assayle belirlenen DNA hasar seviyesi
ve RAPD profillerinin hassashigim kargilastirmak amaciyla her bir parametredeki
diizenlemeler kontrol degerlerinin (%100’e sabitlenmis) yiizdesi olarak hesaplanmigtir
(Sekil 4.10). Bulgularimiza gore, tiim uygulamalarda fasulye fidelerine ait GTS ve kok
biiyiime degerleri negatif kontrolle karsilastirildiginda belirgin bir sekilde azalmistir.
Fasulye fidelerinin kok dokularindaki toplam ¢6ziiniir protein igerigi MMS ve yiiksek
dikamba konsantrasyonlarinda (0.2 ve 0.3 ppm) azalmis olmasina ragmen, 2,4-D
konsantrasyonundaki bir artis toplam protein igerigini arttirmistir. Bununla birlikte,
alkalin comet assayle belirlenen kok hiicresi ¢ekirdeklerindeki DNA hasar degerleri
negatif kontrolle karsilastirildiginda MMS ve konsantrasyona bagl olarak artmistir

(Sekil 4.10).
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Cizelge 4.5 RAPD bulgularina gore 2,4-D ve dikamba gruplart arasinda POPGENE v1.3 paket programinda hesaplanmis olan (Nei, 1978)

genetik benzerlik katsayilari. [NK: negatif kontrol, MMS: 10 ppm metil metansiilfonat]

Uygulamalar 1 2 3 4 5 6 7 8

NK 1,00000

MMS 0,70588 1,00000

0.1 ppm 2,4-D 0,85714 0,7415 1,00000

0.2 ppm 2,4-D 0,81618 0,69536 0,80597 1,00000

0.3 ppm 2,4-D 0,72143 0,71233 0,77444 0,73529 1,00000

0.1 ppm dikamba 0,83704 0,7483 0,84091 0,85496 0,75556 1,00000

0.2 ppm dikamba 0,76056 0,66026 0,72535 0,70139 0,69504 0,72028 1,00000

0.3 ppm dikamba 0,73154 0,66875 0,74483 0,72109 0,69178 0,75172 0,75342 1,00000
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0.1 ppm Dikamba
(0.837)

0.2 ppm 2,4-D
(0.816)

0.1 ppm 2,4-D
(0.857)

Negatif kontrol
(1.000)

0.3 ppm 2,4-D
(0.721)

0.2 ppm Dikamba
(0.761)

0.3 ppm Dikamba
(0.732)

MMS
0.1 (0.706)

Sekil 4.9 2.4-D ve dikamba uygulamalarinin fasulye fidelerinde olusturdugu genetik
polimorfizmi gosteren dendogram. [not: parantez icerisindeki rakamlar negatif kontrole
gore her bir uygulama grubu igin hesaplanan genetik benzerlik katsayilarini

gostermektedir, MMS: 10 ppm metil metansiilfonat]
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Cizelge 4.6 2,4-D ve dikamba uygulanmis fasulye fidelerinde 15 RAPD primeri i¢in

hesaplanmig genomik kalip kararlilik degerleri (GTS, %). [NK: negatif kontrol,

MMS: 10 ppm metil metansiilfonat]

OPAOQ2
OPAO3
OPA04
OPAO05
OPA06
OPAO8
OPAQ9
OPA10
OPAIll
OPA12
OPA17
OPA20
OPBO1
OPB04
OPB10

Ortalama

NK

100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

100,0

MMS

87,5
88,9
57,1
90,9
75,0
62,5
25,0
50,0
22,2
71,8
50,0
83,3
83,3
33,3
80,0

64,5

2,4-D (ppm) Dikamba (ppm)

0.1 0.2 0.3 0.1 0.2 0.3
87,5 75,0 87,5 87,5 37,5 62,5
100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 77,8
100,0 100,0 57,1 85,7 71,4 429
90,9 100,0 90,9 100,0 72,7 72,7
87,5 100,0 87,5 100,0 75,0 87,5
100,0 87,5 50,0 100,0 100,0 100,0
50,0 75,0 75,0 50,0 100,0 25,0
83,3 83,3 91,7 83,3 83,3 100,0
66,7 77,8 444 88,9 100,0 77,8
88,9 77,8 100,0 88,9 100,0 88,9
62,5 50,0 12,5 12,5 0,0 37,5
83,3 58,3 58,3 83,3 75,0 83,3
50,0 33,3 33,3 33,3 50,0 33,3
100,0 83,3 66,7 83,3 66,7 50,0
90,0 80,0 60,0 90,0 50,0 70,0
82,7 78,8 67,7 79,1 72,1 67,3
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Sekil 4.10 2,4-D ve dikamba’nin fasulye fidelerinde kok biiyiimesi, toplam ¢6ziiniir
protein icerigi, comet assayle belirlenen DNA hasar seviyesi ve RAPD profilleri
(GTS) parametrelerinde negatif kontrole gore (%100’e sabitlenmis) degisimler.

[NK: negatif kontrol, MMS: 10 ppm metil metansiilfonat]
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5. TARTISMA VE SONUC

Fasulye (Phaseolus vulgaris L. ) genetik ve molekiiler biyoloji ¢alismalarinda yaygin
olarak kullanilan bir bitki sistemidir (Enan 2006). Fasulye hiicreleri diploiddir, 11 c¢ift
kromozoma (2n=2x=22; 2n diploidi, x ise haploit kromozom sayisin1 ifade eder) sahiptir
ve fasulye icin hesaplanmis olan genom boyutu yaklasik 637 Mbp, diger bir ifade ile
0,66 pg/hiicre’dir (Arumuganathan and Earle 1991). Allium cepa (Yildiz et al. 2009),
Arabidopsis thalania (Filkowski et al. 2003) ve Triticum aestivum (Wang and Zhou
2006) biyo-indikator bitkileri gibi, Phaseolus vulgaris bitkisi de abiyotik faktorlerin
bitkiler {izerindeki fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler etkilerini belirlemede

kullanilmistir (Enan 2006, 2007; Lizana et al. 2006; Cenkci et al. 2009).

Bitki materyali olarak kullanilan Goyniik-98 kiiltiir fasulyesi (belirli laboratuar kosullari
altinda) standart ¢cimlenme, stres ajanlarina tekrarlanabilir cevaplar iiretme ve genom
saflig1 avantajlarina sahiptir. Farkli konsantrasyonlardaki bazi toksik kimyasallarin (Hg,
Cr, Zn ve B) Goyniik-98 fasulyesinin yaprak ve koklerinde neden oldugu genotoksik
etkiler, RAPD yontemi ile karsilastirmali olarak calisilmistir (Cenkci et al. 2009). Bu
calismadaki bulgulara gore, toksik kimyasallarin kok dokusu hiicrelerinde olusturdugu
tahribatin  seviyesi, yaprak dokusundan daha fazla bulunmustur. Koklerle
karsilastirlldiginda, yaprak hiicreleri niiklear DNA’y1 daha iyi koruyan gelismis bir
antioksidan sistemine sahiptir (Gichner 2003). Paraquat gibi temas herbisitleri ile
karsilastirildiginda, 2,4-D ve dikamba oksinik herbisitleri sistemik herbisitlerdir yani
kok veya yaprak sistemlerine uygulandiktan sonra tiim bitki dokularina taginarak
bitkinin tamaminda etki gosterirler (Bussan and Dyer 1999). Bu calismada, dikotil
bitkiler icin kullamlan 2,4-D ve dikamba oksinik herbisitlerinin genotoksik etkileri

Goyniik-98 kiiltiir fasulyesi kok dokusu hiicrelerinde aragtirilmistir.

Genotoksinlere maruz kalmis organizmalarda bazi biyolojik siirecler olumsuz etkilenir.
Biiyiimenin durmasi, protein ve niikleik asit igeriklerinde artma veya azalma, 6nemli
enzimlerin inhibe olmasi, pigment icerigindeki degisim, DNA’da hasar veya
mutasyonlarin olusmast genotoksinlerin etkisiyle bitkilerde gerceklesebilecek bazi

onemli biyolojik cevaplardir (Cenkci et al. 2010). DNA seviyesindeki molekiiler
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parametrelerle birlikte diger biyolojik gostergelerdeki degisimlerin aym1 anda
belirlenmesi, genotoksin etkisinin ortaya c¢ikarilmasina katki saglar. Eko-
genotoksikolojide, bir kirleticinin organizmalar iizerindeki etkilerini anlamak amaciyla
biyolojik gostergelerin takip edilmesi molekiiler seviyede elde edilmis verilerin
yorumlanmasini kolaylastirir (Depledge 1994; Liu et al. 2005). Ayrica, molekiiler ve
diger parametrelerin aym anda belirlenmesiyle parametrelerdeki artis veya
azalmalardaki oransal degisimlerin molekiiler/hiicresel etkileri daha iyi yorumlanabilir
(Atienzar et al. 1999; Theodorakis et al. 2001, 2006). Bu tez calismasinin amaci, 2,4-D
ve dikamba’nin fasulye fidelerinin kok dokusundaki genotoksik etkilerini biyokimyasal,
fizyolojik ve molekiiler yontemlerle degerlendirmektir. Distile su (negatif kontrol), 10
ppm MMS (pozitif kontrol) ve 6ldiiriicii olmayan konsantrasyonlarda (0,1, 0,2 ve 0,3
ppm) 2,4-D ve dikamba genotoksisitenin dort farkli son noktasini; kok biiyiimesi,
toplam ¢Oziiniir protein igerigi, comet assay skorlart ve RAPD profillerinde olusan

degisimleri analiz etmek i¢in kullanilmistir.

Bu calismada, 2,4-D ve dikamba’nin toksik etkisi fasulye kok biiylime testi ile
degerlendirilmistir. Her iki oksinik herbisit fasulye fidelerinde kok gelisimini
engellediginden toksik bulunmustur. Her iki oksinik herbisitin en yiiksek
konsantrasyonu (0,3 ppm) diisiik konsantrasyonlara (0,1 ve 0,2 ppm) gore daha toksik
bulunmustur. 2,4-D ve dikamba icin kok biiyiimesinin yariya indigi etkin konsantrasyon
degerleri (ECsg) sirasiyla 0,17 ve 0,24 ppm olarak hesaplanmistir. 2,4-D ve dikambay1
da icine alan herbisitlerin dikotil bitkilerde kok biiyiimesini inhibe ettigi bilinen bir
durumdur (Friesen and Baenziger 1964; Eliassqn 1972; Ateeq et al. 2002). Soya
fasulyesinde yapilan benzer bir calismada dikamba i¢in kok biiylimesini kontrol
grubuna gore yar1 oranda azaltan etkin konsantrasyon olarak 0,2 ppm belirlenmistir

(Pfeeger et al. 1991).

Organizmalarin geri doniisiimlii ve doniisiimsiiz metabolizmasimin 6nemli bir gostergesi
olan total c¢oziinlir protein igerigi dogal ve ksenobiyotiklere cevap olusturdugu
bilinmektedir (Singh and Tewari 2003). Mevcut calismada, fasulye fidelerinin kok
uclarinda toplam c¢oziiniir protein icerigindeki degisimler 2,4-D konsantrasyonu ile

pozitif bir iligki icinde oldugu saptanmistir. Bunun tersine, dikamba konsantrasyonu
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arttikca fasulye kok uclarindaki total ¢oziiniir protein igerigi azalmistir. Bulgularimiz,
total protein igeriginin herbisit uygulamasi igin biyolojik bir gosterge olarak
kullanilabilecegini gostermistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan MMS uygulamasinda
ise dikamba uygulamasina benzer sekilde protein icerigi azalmistir. Diger bazi
aragtirmacilar; herbisit tipinin, herbisit oranimin, uygulandigi dokunun, hiicrelerin
cogalma fazinin bitkisel veya hayvansal dokularda protein icerigini arttirabilecegi veya
azaltabilecegini gostermislerdir (Duffard et al. 1993; Blanco et al. 1997; Fonseca et al.
2008; Peixoto et al. 2008).

Oksinik herbisitlerin bitki ve hayvan hiicrelerindeki genotoksik etki mekanizmalar1 tam
olarak bilinmemektedir (Gonzales et al. 2005). Bununla birlikte, farelerde 2,4-D ve
dikamba’nin peroksizom igerigini 6nemli oranda arttirdig1 bildirilmistir (Lundgren et al.
1987; Espandiari et al. 1995). Bu tip bir aktiviteye sahip olan kimyasallar peroksimal 3
oksidasyonunu arttirarak hiicre i¢i HyO, ve diger reaktif oksijen miktarlarim
arttirmaktadir (Reddy et al. 1980, 1982). Reaktif oksijen tiirlerinin genetik materyal
tizerinde dolayli bir tahribat mekanizmasina sahip oldugu bitkilerde gosterilmistir
(Turrens 2003). Dikamba veya ticari formiilasyonu Banvel’in bakterilerde tersinir
mutasyonlar1 ve DNA hasarin tesvik ettigi ispatlanmistir (Lefier er al. 1981; Plewa et
al. 1984). Bakteri ve hayvan sistemleri kullanilarak 2,4-D ve dikamba gibi oksinik
herbisitlerin; mikroniikleus olusumunu tesvik ettigi (Holland et al. 2002), kromozom
aberasyonlarina neden oldugu (Amer and Aly 2001), kardes kromatid degisimlerini
tesvik ettigi (Soloneski et al. 2007; Gonzalez et al. 2006), Drosophila melangoster’de
somatik mutasyona neden oldugu (Kaya er al. 1999) ve Ames testiyle belirlenen gen

mutasyonlarina neden oldugu bildirilmistir (Charles et al. 1999).

Son yillarda yapilan bazi caligmalarda, tek iplik DNA kiriklarini belirleyen orta alkali
comet assay (pH 12.3) Lupinus luteus L. (Rucinska et al. 2004) Nicotiana tabacum L.
(Gichner et al. 2003, 2004, 2008) ve Allium cepa (Yildiz et al. 2009) bitki tiirleri kok
hiicrelerinde ¢evresel Kkirleticilerin genotoksik etkilerini takip etmekte basarili bir
sekilde kullanilmistir. Mevcut calismamizda, 2,4-D ve dikamba’nin diisiik
konsantrasyonlarinda fasulye kok hiicrelerinde énemli seviyede DNA hasarina neden

oldugu etkiler alkali comet assayle belirlenmistir. 2,4-D veya dikamba’nin tek iplik
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DNA kiriklarim tesvik ettigi hayvan test sistemlerinde belirlenmistir. 2,4-D’ye maruz
kalmig Cin hamster yumurta hiicreleri (Soransen et al. 2005; Gonzales et al. 2005) ve
kedi balig1 (Clarias batrachus) eritrosit hiicrelerinde (Ateeq et al. 2005) DNA hasarinin
arttig1 alkali comet assayle gosterilmistir. Benzer sekilde, comet assayle dikamba’nin
neden oldugu DNA hasari, insan kani lenfositlerinde (Gonzales et al. 2006) ve Cin
hamster yumurta hiicrelerinde (Soransen et al. 2005) belirlenmistir. Literatiir tarama
sonuclarina gore bitkilerde oksinik herbisitlerin genotoksik etkileri comet assayle
calistlmamistir. Bununla birlikte, bu caligmalarda test edilen 2,4-D ve dikamba
miktarlar1 1 ppm ve daha yiiksek dozlardir. igme sularinda izin verilen maksimum 2,4-
D ve dikamba konsantrasyonlar1 sirasiyla 0,1 ve 0,12 ppm’dir (Canadian Drinking
Water Guidelines, 2002). Bu konsantrasyonlarda, 2,4-D ve dikamba fasulye kok
hiicrelerinde DNA hasar seviyesini 1.8 (2,4-D icin) ve 4.1 kat (dikamba i¢in) arttirarak
tek iplik DNA kiriklarin1 tegvik etmistir. Ayrica, 2,4-D ve dikamba konsantrasyon
artisgtna bagh olarak fasulye kok hiicrelerinde belirlenen DNA hasar seviyesi de
artmistir. Arabidopsis thaliana bitkisinde 2,4-D ve dikamba’nin 0.1 ppm’den daha
diisiik konsantrasyonlarda bile homolog rekombinasyon ve A->G nokta mutasyon
sikliginda 6nemli bir artisa neden oldugunu vurgulanmistir (Filkowski et al. 2003). Bu
arastirmacilar, i¢cme sularinda izin verilen maksimum 24-D ve dikamba
konsantrasyonlarinin Arabidopsis thailana’da homolog rekombinasyonu sirastyla 2,85
ve 2,07 kat arttirdigim rapor etmislerdir. 2,4-D ve dikamba’nin ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda tek iplik kiriklarina neden olabilecegi bu ¢alismada gerceklestirilen
comet assay yontemi ile gosterilmistir. Ayrica, benzer 2,4-D ve dikamba
konsantrasyonlarinin  Arabidopsis’te homolog rekombinasyona ve A->G nokta
mutasyonuna neden olabildigi ileri siiriilmiistiir (Filkowski et al. 2003). Dolayisiyla 2,4-
D ve dikamba herbisitlerinin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde bitki test sisteminin

oldukca hassas oldugu diisiiniilmektedir.

Eko-genotoksikolojide, biyolojik organizasyona zarar verebilecek bir toksik kimyasalin
etkilerini tam olarak anlayabilmek i¢in biyolojik organizasyonun farkli seviyelerinde
(molekiiler ve popiilasyon seviyesi) veri toplama genotoksisiteyi belirlemede 6nemlidir.
(Xue-mei et al. 2006). Ekotoksikolojide DNA parmakizi kullanigh bir biyomarkordiir

(Savva 1998). Uygun sekilde optimize edildikten sonra gercekci, hassas ve iiretken bir
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assay olarak rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) yontemi genis aralikta DNA
hasar1 (DNA adductlari, DNA kiriklar1) ve aym zamanda mutasyonlar (nokta
mutasyonlari, kromozomal diizenlemeler) belirleyebilir ve bu nedenle genotoksisite ve
karsinogenez calismalarinda kullanilabilir (Atienzar and Jha 2006). Calismamizda,
negatif kontrol RAPD profillerine gore oksinik herbisitler 2,4-D ve dikamba tarafindan
uyarilmis olan DNA tahribati (DNA hasar1 ve/veya mutasyonlar) RAPD profillerinde
normal DNA bantlarinin kaybolmast ve/veya yeni DNA bantlarinin ortaya ¢ikmasi
seklinde belirlenmistir. Her iki herbisitin konsantrasyon artisina bagli olarak hem
kaybolan hem de yeni ortaya c¢ikan bantlarin sayilar1 ve dolayisiyla toplamda degisen
bant sayilart artmistir. 2,4-D ve/veya dikamba’nin homolog rekombinasyona, A>G
mutasyonuna, tek iplik DNA kiriklarina ve gen mutasyonuna neden oldugu onceki
raporlarda bildirilmistir (Charles et al. 1999; Filkowski et al. 2003. Ateeq et al. 2005;
Soransen et al. 2005; Gonzales et al. 2005; Gonzales et al. 2006). Bantlarin kaybolmasi
genomik DNA’da oksinik herbisitlerle tegvik edilmis olan DNA hasarlar1 (6rnegin, tek
iplik kiriklan, c¢ift iplik kiriklari, modifiye bazlar, bazsiz yerler, okside bazlar, DNA
kopriileri, DNA-protein capraz baglar1), veya nokta ve/veya biiyilkk kromozomal
diizenlemeleri i¢cine alan mutasyonlardan kaynaklanabilir (Atienzar et al. 1999). PCR
reaksiyonu sirasinda, genomik DNA’min hasarli bolgelerine primer baglanmasi
gerceklesmemis veya hasarli kalip DNA bolgesi ile karsilasmis Tag DNA polimeraz
enzimi reaksiyonu terk etmesiyle bant kaybi1 gerceklesmis olabilir (Atienzar and Jha
2006). Yeni PCR bantlarinin ortaya ¢ikmasi genellikle nokta mutasyonuyla yeni primer
baglanma yerlerinin olugmasi veya iki primer baglanma yerini yakinlagtiran ya da
uzaklagtiran homolog rekombinasyonlar ve/veya delesyon/insersiyonlarin varligini

gosterir (Atienzar et al. 1999; Atienzar and Jha 2006).

Genotoksisite yargilar1 uygulama yapilmis ve yapilmamis gruplarin nitel ve nicel
degerlendirilmesi ile ortaya cikarilabilir. Diyognastik analiz (cogalmis PCR bant
yogunluklarinin azalmasi veya artmasi, kaybolan ve yeni ortaya ¢ikan PCR bantlarin
degerlendirmesi) ve numerik analiz (popiilasyonun genel yapis1 hakkinda analiz yapma,
ornegin genetik benzerlik analizi) RAPD gibi molekiiler sistematik caligmalarinda iki
onemli parametredir. Mevcut c¢alismamizda, genotoksisitenin RAPD ile teshis

edilmesinin yam sira niimerik analiz uygulayarak uygulama gruplarinin negatif
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kontrolden genetik olarak ne kadar uzaklagtiginin analizi de yapilmistir. RAPD gibi
molekiiler markorlerin niimerik analiz yontemi kullanmilarak genomik DNA’lar ig¢in
olusturulan dendogram (genetik iliskinin agaclandirilarak gosterilmesi), molekiiler bitki
sistematiginde (tiirler arasi, tiir i¢ci veya popiilasyonlar ici ve arasi) etkin bir
metodolojidir (Zhiyi and Haowen 2004). Bu kapsamda, RAPD bantlar1 bir genotip
olarak degerlendirilmediginden niimerik yontem (niimerik analiz) genetik yontemden
(diagnostik analiz) ayrilir. Mevcut calismada, MMS, 2,4-D ve dikamba uygulama
gruplarinin negatif kontrole olan genetik benzerlik katsayilar1 1.00’dan diisiik cikmistir.
Bu, uygulama gruplarindaki bitkilerin DNA’larindaki hasarin bir gostergesidir.
Hesaplanan genetik benzerlik katsayilarma gore, 2,4-D ve dikamba konsantrasyonu
artikca DNA tahribatinin seviyesinde de artis belirlenmistir. Genetik benzerlik
katsayilarinin kullanilmasiyla olusturulmus olan UPGMA dendograminda uygulama
gruplar arasindaki rakamsal iliski net bir sekilde sekillendirilmistir. En fazla tahribata
neden olan MMS uygulamasi (pozitif kontrol) negatif kontrol grubundan en uzakta
kiimelenmistir. 2,4-D ve dikamba konsantrasyonlarinin artisina baglh olarak uygulama

gruplar negatif (distile su) ve pozitif (MMS) uygulamalar1 arasinda kiimelenmistir.

RAPD analizi heniiz mutasyonlara doniismemis gecici DNA hasarlarim bile
belirleyebilen olduk¢a hassas bir tekniktir (Savva 1998). RAPD veya AFLP (¢ogalmis
fragment uzunluk polimorizm) gibi molekiiler markor teknikler mikroniikleus veya
comet assay gibi klasik genotoksisite testleri kadar hassas tekniklerdir (Labra et al
2003). Ayrica RAPD ve AFLP’de kaybolan veya yeni DNA bantlarinin ileri agamalarda
sekanslanmasi ile lezyonlar hakkinda daha detayli molekiiler bilgilerin elde edilmesi
miimkiindiir. Genotoksinlerin genotoksik etkilerini birden fazla genotoksisite testi ile
ayn1 anda calismak genotoksinlerin etkisini tam olarak belirlemede oldukca onemlidir
(Depledge 1994). RAPD veya AFLP profillerinde genotoksinlerin etkisi ile meydana
gelen degisikler genomik kalip kararliligindaki degisimleri yansitir. Biiyiime, total
¢Oziiniir protein icerigi, klorofil pigment icerigi, bazi onemli metabolik enzim aktivitesi
gibi biyolojik parametrelerde genotoksinlerce uyarilmis degisimler genomik kalip
kararliligi ile karsilastirilabilir (Atienzar et al. 1999; Liu et al. 2005, 2007; Xue-mei et
al. 2006; Cenkci et al. 2010). Genomik kalip kararliligi, DNA hasar seviyesi,

replikasyon ve onarim etkinligi ile ilgilidir. DNA’da meydana gelmis her hasarin
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mutasyona doniismesi beklenemez. Ciinkili organizmanin onarim mekanizmasi ¢ogu
DNA lezyonlarin1 onarir. Bu nedenle, hasar seviyesi genomik kalip biitiinliigiinii tam
olarak yansitmaz (Atienzar and Jha 2006). Calismamizda, RAPD profillerinden
belirlenen genomik kalip kararligi; kok biiyiimesi, toplam ¢oziiniir protein icerigi ve
comet assay skorlar1 gibi rutin biyolojik verilerle karsilastirlmistir. Elde edilen
bulgulara gore, 2,4-D ve dikamba genotoksisitesinde kullanilan yontemlerin hassaslik
siralamasi; comet assay > kok biiyiimesi> RAPD profilleri> total ¢dziiniir protein icerigi
seklindedir. Comet ve RAPD assaylerle belirlenen DNA hasar seviyeleri fasulye kok
hiicrelerinin biiyilkk bir kisminda genomik DNA’nin tahribata ugradigmin bir

gostergesidir.

Sonug olarak, bu caligmada ¢ok diisiik konsantrasyonlarda oksinik herbisitler 2,4-D ve
dikamba’nin fasulye kok hiicrelerinde genotoksik etkiye sahip oldugu comet ve RAPD
assayle belirlenmistir.  Belirlenen tahribatin  seviyesi 2,4-D ve dikamba
konsantrasyonlarindaki bir artigla artmistir. Ayrica 0.1 ppm konsantrasyonunda bile
oksinik herbisitlerin bitkilerde genotoksik etkiye sahip oldugunun belirlenmesi, bu tip
genotoksinlerin izlenmesinde bitki sistemlerinin olduk¢a hassas oldugunun bir

gostergesidir.
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