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OZET

Iyi bilinen sentetik oksinlerin basinda 2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve Picloram
gelmektedir. 2,4-D ve Picloram, bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda diisiik konsantrasyonlarda hiicre
boliinmesini, koklenmeyi, hiicre ve meyve gelisimini tegvik ederken, yliksek konsantrasyonlarda
ise herbisit olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci Allium cepa’nin kék ucu hiicreleri
kullanilarak 2,4-D ve Picloram’in genotoksik etkilerini incelemektir. Allium cepa kok uglari bitki
doku kiltirinde 2,4-D ve Picloram’in 0,67; 1,34; 2,01; 2,68; 3,35 ve 4,02 mg/L’lik
konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Her bir konsantrasyon ve siire i¢in mitotik
indeks, mitotik faz frekanslar1 ve mitotik anormallikler belirlenmistir. 2,4-D uygulamasiyla mitotik
indeks 24 saatlik uygulamanin en disiik ti¢ konsantrasyonunda (0,67; 1,34; 2,01 mg/L) anlamli
oranda artmis, yiiksek konsantrasyonlarda (2,68; 3,35 ve 4,02 mg/L) ise azalmistir. Bununla
birlikte 48 saatlik uygulamada tiim konsantrasyonlarda mitotik indeks anlamli olarak artmis
yalnizca en yiiksek konsantrasyonda (4,02 mg/L) diisiis gostermistir. Picloram ise en yiiksek dort
konsantrasyonda (2,01; 2,68; 3,35 ve 4,02 mg/L ) hem 24 hem de 48 saatlik uygulamada mitotik
indeksi disliirmiistiir. 2,4-D uygulamas1 faz frekanslarii etkilememistir. Bununla birlikte
Picloram’in 24 saatlik uygulamasinda en yiiksek konsantrasyonda (4,02 mg/L) profaz frekansi
anlamli diizeyde artmis, 3,35 mg/L’lik konsantrasyonda ise telofaz frekansi onemli diizeyde
azalmistir. Her iki bitki biiyiime diizenleyicisinin muamelesiyle toplam mitotik anormallikler
anlaml diizeyde artis géstermemistir. En yaygin goriilen mitotik anormallik tipleri; c-mitoz, kalgin
kromozom, yapisiklik, koprii, fragment, ¢ok kutupluluk ve poliploididir. 2,4-D ve Picloram’in
diisiik konsantrasyonlarinin genotoksik etkisi olmadigi goriilmiistiir. 2,4-D’nin 24 saat ve 48 saatlik
uygulamalarinda, DNA hasarinin tespiti i¢in comet testi uygulanmistir. Comet testinde yalnizca 48
saatlik uygulamanin 4,02 mg/L’lik konsantrasyonu toksik etki gostermis ve yeterli hiicre sayisina
ulagilamamustir. Diger konsantrasyon ve muamelelerde kontrole kiyasla anlamli bir fark
gozlenmemistir.
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ABSTRACT

The most well known synthetic auxins include 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) and
picloram. While 2,4-D and picloram promote rooting, cell division, cell and fruit development in
lower concentrations, they are used as herbicides in higher concentrations. The aim of this study
was to examine genotoxic effects of 2,4-D and picloram by using in Allium cepa root tip cells.
Allium cepa roots were treated with 0,67; 1,34; 2,01; 2,68; 3,35, and 4,02 mg/L concentrations of
2,4-D and picloram for 24 and 48 hours in tissue cultures. Mitotic indices, mitotic phase
frequencies, and total abnormalities were determined for each concentration and treatment period.
The mitotic index increased significantly at three lower concentrations (0,67, 1,34, 2,01 mg/L) after
treatment with 2,4-D for 24 h and decreased significantly at higher concentrations (2,68; 3,35 and
4,02 mg/L). Notwithstanding, mitotic index increased significantly at all concentrations in the
treatment period for 48h, and it only decreased at the highest concentration (4,02 mg/L). Picloram
decreased mitotic index at four highest concentrations (2,01; 2,68; 3,35 and 4,02 mg/L) for both 24
and 48 hour treatments. Phase frequencies were not effected by 2,4-D usage. However, Picloram
treatment for 24 hours showed significant increas at prophase frequency at the highest
concentration (4,02 mg/L) and decreased telophase frequency at 3,35 mg/L concentration. The
total percentage of mitotic aberrations did not significantly increased after the treatment with both
of plant growth regulators. The most common types of mitotic abnormalities are C-mitosis, lagging
chromosomes, stickiness, bridges, fragments, multi-polarity, and polyploidy. 2,4-D and picloram
showed no genotoxic effect at low concentrations. On the other hand, comet assay was performed
to determine the damage after using 2,4-D treatments for 24 and 48 hours. Comet assay showed
only 4,02 mg/L of 2,4-D for 48 hour was toxic. However, the other concentrations did not show
significant DNA damage compared to the control.
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1. GIRIS

Insan topluluklarmin tarim devriminden 1000 yil sonra yerlesik hayata ge¢mesiyle birlikte
tarimsal iiretim baslamis olup 10 bin yildan bu yana tarimsal iiretim devam etmektedir.
Insan niifusunun fazla olmadigi zamanlarda ilkel yontemlerle yapilan tarimimn yerini,
niifusun artigiyla birlikte yeni tarim alanlarinin agilmast ve verim artis1 icin 1slah
yontemlerinin kullanilmasi almistir. Boylece bir taraftan biyo-gesitlilik azaltilmis, diger
taraftan da yogun kimyasallar ve giibrelerin kullanimiyla dogal denge bozulmustur.
Giintimiizde gelinen noktada tarim alanlarinin genisleme olanagi yoktur ve bu sebepten
tarimsal liretimin artmasi, ancak birim alandan alinacak yiiksek verimli ve kaliteli iiriiniin
artmas1 ile miimkiin olacaktir. Birim alandan daha fazla miktar ve kalitede iiriin eldesinde,
tohumun genetik kapasitesi ile teknik ve Kkiiltlirel uygulamalarin yani sira, bitkinin
yetistirilecegi ortamin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri de son derece 6nemlidir.
Bitki biiylime diizenleyicileri (BBD) bu sorun igin alternatif bir ¢6ziim olarak
diisiiniilmektedir (Morsiinbiil, Solmaz, Ustiin ve Yonar, 2010; Baspinar, Durmusoglu ve

Yildirim, 2010; Bayram ve Elmaci, 2014).

Bitki biiyime diizenleyicileri Onceleri tohumlarin ¢imlenmesinde, meyve, fidan ve
celiklerin koklendirilmesini saglamak icin kullanilmistir. Daha sonra tohumdan hasata
kadar gegen zamanda verim artisi, lirlin kalitesinin yiikseltilmesi ve bitkilerin hastalik ve
zararlilara kargt dayanikliligin arttirilmasi amaciyla iilkemiz de dahil olmak iizere tiim
diinyada kullanilmaya baslanmistir. Ancak dikkat edilmesi gereken husus diger
kimyasallarda oldugu gibi bitki biiyiime diizenleyicilerinin de bildirilmis olan yazili

tavsiyeye uygun olarak kullanilmasidir (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, 2015).

Bitki biiyiime diizenleyicileri doku kiiltiirii ortamlarinin en 6nemli unsurlarindan biridir.
Haberlandt 1902°de bitki doku kiiltiiriiniin dayandig1 esasi olusturacak olan totipotensi
kavramini ileri stirmiistiir. Bu kavrama gore her bitki hiicresi ana bitkiden bagimsiz olarak,
uygun besin maddesi, 151k ve sicaklik gibi ¢esitli ¢cevre kosullar1 saglandiginda ana bireye
benzer sekilde tam bir bitki gelistirme yetenegine sahiptir (Krikorian ve Berquam, 1969).
Doku kiiltiirii, bitkiden izole edilen herhangi bir doku parcasini (eksplant) ya da hiicreleri
yapay besi ortaminda olarak yasatma teknigidir. Hiicre ve dokular boliinerek kok, yaprak,
slirglin, embriyo veya tam bitki gelistirirler. Bitki doku kiiltiirii bir¢ok ticari alanda

kullanilmaktadir. Bitkilerin 1slah1 ve vejetatif olarak g¢ogaltilmasi, viriisten armdirilmig



bitkilerin tiretimi, yeni bitki varyetelerinin ¢ogaltimi, nadir ve tehlike altindaki bitkilerin
korunmas1 bunlardan bazilaridir. Ayrica bitki doku kiiltiirii bitkilerin yogun {iretimine ilave
olarak sekonder metabolit eldesi, transgenik bitkilerin {iretimi ve dogal kaynaklardan tibbi

bilesenlerin liretiminde de kullanilmaktadir (Winkelmann ve Geier, 2006).

Bitkideki hormon etkili maddeler “bitki biiyiime diizenleyicisi (BBD)” adiyla anilmaktadir.
Bitkilerin yapisinda bulunan veya disardan sentetik olarak ilave edilen bu diizenleyiciler
tarimda yaygin olarak kullanilmaktadir. BBD’ler saglik ve ¢evre {izerinde bilingsiz
kullanimdan dolay1r olumsuz etkilere sebep olabilmektedir. BBD’lerin insan sagliina

etkileri konusundaki ¢alismalar sinirlidir (Sauer, Robert ve Kleine-Vehn, 2013).

Sentetik olarak tiretilen 2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve Picloram yapisal ve
islevsel olarak oksin tiirevlerindendir. 2,4-D ve Picloram bitki doku kiiltiiriinde 6zellikle
kallus indiikksiyonu, doku ve organ farklilasmasi i¢in kullanilmaktadir. Diisiik
konsantrasyonlarda bitki doku kiiltlirii ortam1 bilesenleri iken; yiiksek dozlarda genis
yaprakli yabani otlar igin herbisit olarak kullanilmaktadirlar. Son yirmi y1l iginde 2,4-D ve
Picloram gibi yapay oksinler tarimda yaygin olarak uygulanmaktadir (Ding, Lu, Wang,
Shen ve Xiao, 2014).

Genotoksisite testleri ¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin genetik materyalde hasara sebep
olup olmadigimi incelemek i¢in yapilan testlerdir. Cesitli ¢evresel ajanlarin genotoksik
potansiyellerinin belirlenmesinde yaygin kullanilan genotoksisite testlerinden biri Allium
testidir. Son yillarda Allium-Comet testi de kullanilmaktadir. Hem Allium testi hemde

Allium-Comet testi hassas ve giivenilir testler olarak tanimlanmaktadir.

Bu arastirmanin amaci, bitki biiyiime diizenleyicilerinden olan 2,4-D ve Picloram’in doku
kiiltiirti sartlarinda Allium cepa L. kok ucu hiicrelerinde mitoz bdliinme ve kromozomlar
tizerine etkilerinin incelenerek genotoksik etkililerinin belirlenmesidir. Ayrica 2,4-D’nin

DNA hasarina sebep olup olmadiginin comet testiyle belirlenmesi amaglanmaigstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bitki Doku Kiiltiirii

Bitki doku kiiltiirii; steril sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre, doku
veya organ gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iirtinlerin iiretilmesidir.
Bitki doku kiiltiirii, genetik olarak ayni ve ¢ok sayida bitkinin in vitro dretimi igin
gelistirilmis bir teknolojidir. Bitki doku kiiltiir teknolojisi yeni ¢esit gelistirmek ve mevcut
cesitlerde genetik ¢esitlilik olusturmak, tiirler arasi melezlemeler, kaybolmakta olan
tirlerin korunmasi, ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin {iretimi (mikrogogaltim), gen aktarimu,
sekonder metabolit {retimi, sentetik tohum {iretimi gibi uygulama alanlarinda
kullanilmaktadir (Wang ve Ha, 2007; Pierik, 1989; Giirel, Hayta, Nartop, Bayraktar ve
Fedakar, 2013; ElI-Hawaz, Bridges ve Adelberg, 2015).

Son yillarda doku kiiltiirleri ¢alismalarina ilgi giderek artmistir. Bu teknikteki gelismeler,
bitkilerde fizyoloji, biyokimya, sitoloji, genetik ve molekiiler biyoloji gibi konularla ilgili
problemlerin ¢6ziimiinde yardimeci olmaktadir. Bununla birlikte doku kiiltiirii kosullarinin
genetik, kromozomal ve morfolojik varyasyonlara yol agabilecegi de saptanmistir (Heinze

ve Mee, 1971; Nwauzoma ve Jaja, 2013) .

2.2. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Tarihi Gelisimi

[lk doku Kkiiltiiri deneyleri, yiiksek yapili bitkilerden alinan doku pargalarinda
gerceklestirilmis ve kiiltiire alinan doku parcalarinda kallus olusumu ile sonuclanmistir. 16.
yiizyilda mikroskobun bulunmasiyla ilerleyen doku kiiltlirii tekniklerini bir Alman
fizyolog, Gottlieb Haberlandt’in in vitro hiicre kiltiirii kavramin1 gelistirmesiyle devam
etmistir. Hannig 1904 yilinda bitki hiicrelerinin olgun embriyolarin kiiltiiriiniin yapilmasi
fikrini ortaya atmistir. Boylece hiicrelerin bitkiden izole edildikten sonra uygun besin
ortam1 ve cevre sartlarina alindiginda bitkiye benzer yapilar olusturabilecegi tespit
edilmistir. 1908 yilinda Simon, kavak kok segmentlerinden kallus, tomurcuklar ve kokleri
yeniden rejenere etmis ve kallus kiiltiirii temelini olusturmustur. 1926 yilinda Fritz ilk bitki

biiyiime diizenleyicisi, indol asetik asiti (IAA) kesfetmistir.



Roger J. Gautheret kallusu tiretmek icin c¢esitli agag tiirlerinin kambiyum hiicrelerinin
basarili kiiltiirlini yapmistir ve oksin ekleyerek kambiyal kiiltiirlerin ¢ogalmasini
saglamistir. 1934’lerde ise White, doku kiiltiirii i¢in besin ortamina seker, inorganik
maddeler ve vitaminlerin konulmasinin, Gautheret ise steril sartlar altinda ¢alisilmasinin
gerekliligini ortaya koymuslardir. Skoog ve Miller, oksin ve sitokininlerin degisik
kombinasyonlarinin, tiitiin kallusunda kok ve siirgiin olusumunu tesvik ettigini tespit
etmislerdir. Bitki doku kiiltiirlerinin gelisiminde etkili olan 6nemli ¢alismalar Cizelge

2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Bitki doku kiiltiirtinde 6nemli ¢aligmalar

Tarih Calismalar Aragtiricilar

1902 11k izole edilmis hiicre kiiltiirii Haberlandt

1904 Olgun embriyo kiiltiirii Hanning

1917 Biyoteknoloji teriminin ilk kullanim Karl Ereky

1920 Oksinin tanimlanmasi Went ve digerleri

1922 Kok ve siirgiin uglarinin laboratuvarda ¢ogaltimi Kotte ve Robbins

1924 [k embriyo kurtarma teknigi (musir) Dieterich

1934 [Ik siirekli kok kiiltiirleri (domates) White

1934 11k kallus kiiltiirleri Gautheret

1942 [k kallus kiiltiirlerinden sekonder metabolit eldesi Gautheret

1946 Siirgiin uglarindan ilk bitki eldesi Ball

1953 DNA’nin yapisinin belirlenmesi Watson ve Crick

1954 Hiicre siispansiyonlarindan ilk bitki eldesi Muir ve digerleri

1957 [lk sitokininin tanimlanmasi ve organ olusumunda Skoog ve Miller
sitokinin/oksin oraninin 6neminin ortaya konulmasi

1958 Ik somatik embriyogenesis (havug) Steward ve digerleri .

1960 Enzimler kullanilarak ilk canli protoplast izolasyonu Cocking

1962 MS besin ortaminin geligtirilmesi Murashige ve Skoog

1965 Tek hiicreden bitki rejenerasyonu Vasil ve Hilderbrandt

1967 11k haploid bitki iiretimi Bourgin ve Nitsch

1968 BS5 ortaminin gelistirilmesi Gamborg ve digerleri

1970 HEPA filtrelerin kullanilmaya baslanilmasi Power ve digerleri

1971 Protoplastlardan ilk bitki rejenerasyonu Nagata ve Takabe

1978 Cinsler arasi ilk somatik melezleme Melchers ve digerleri

1983 Transgenik ilk bitkinin eldesi (tiitiin) Murai ve digerleri

1986 Transgenik ilk bitkinin tarla testleri (tiitiin) -

1995 Ik rekombinant insan gidas1 Flavr Savr

2005 Uluslararasi Piring Genom dizileme projesi kapsaminda Rice

dizilenmis genom

( Hussain, Qarshi, Nazir ve Ullah, 2012).



2.3. Diinyada ve Ulkemizde Bitki Doku Kiiltiirii

Doku kiiltiirii ile ¢ogaltimin in vivo kosullara gore sagladig yararlarin sonucunda ilk ticari
uygulamalar 1970 yilinda, Hollanda, ABD gibi iilkelerde baglamistir. 1990’11 yillarin
basinda ii¢ yiiz adet olan ticari laboratuvarlarin % 87’sinde siis bitkisi ¢ogaltimi
gerceklestirilmistir. 2000’11 yillarda ise ticari doku laboratuvarlarin gelismekte olan
iilkelerde faaliyete basladigi goriilmiistiir. Hindistan’da 1990’11 yillarda agilan 90 ticari
laboratuvarin 32’si, yiiksek maliyet, kar edememe ve kalite testlerini yapmamalari
nedeniyle kapanmistir. Son yillarda ise tiim Diinya’da ve Tirkiye’de ¢ok sayida sirket
kurularak 6nemli miktarda yatirimlar yapilmistir. Bugiin Polonya, Bulgaristan, Hindistan,
Tayvan, Malezya, Tayland, Kiiba, Costa Rica gibi bircok {lilkede ¢ok sayidaki
laboratuvarda siis bitkisi yaninda tibbi aromatik bitkilerden muza, orkidelere, meyve
anaglarina, orman agaglara kadar cok sayida bitki tiiriiniin ¢ogaltildig:r goriilmektedir

(Ozzambak, 2015).

Ulkemizde ise sayilari son yillarda hizla artan ve daha ¢ok meyve anaci ¢ogaltimi iizerinde
calisan yirmi adet ticari doku kiiltiirii laboratuvari bulunmakta, bunlardan dort adedi diger

bitkilerle birlikte siis bitkileri gogaltimi da yapmaktadir (Kalkinma Bakanligi, 2015).

Ulkemizde TUBITAK, iiniversiteler ve arastirma enstitiilerinde bulunan doku kiiltiirii
laboratuvarlarinda yapilan siis bitkisi caligmalarinda ise agirlikli olarak endemik ve tehlike

altinda olan tiirlerin mikrogogaltimu iizerinde durulmaktadir (Ozzambak, 2015).
2.4. Bitki Doku Kiiltiirii Yontemleri ve Bitkilerin Cogaltilmasinin Asamalari

Doku kiiltiiriinde kiiltiire alinan bitki doku-organ kismina gore meristem, embriyo, anter,

protoplast kiiltiirleri gibi yontemler kullanilmaktadir.
Bitki rejenarasyonu, kiiltiirii yapilan hiicrelerin 6zellikleri itibariyle ii¢ kisimda incelenir;

1) Somatik dokulardan rejenerasyon,

2) Meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon,

3) Mayoz boliinme gegirmis gametik hiicrelerden rejenerasyon (Wang, Cui, Sun ve Dong,
2013).



Birinci tip rejenerasyon u¢ ve yan meristemden bitkilerin ¢ogaltilmasi seklindedir. Elde
edilen hiicreler tamamen ana bitkiye benzerler. ikinci tip rejenerasyon; dogrudan bir bitki
eksplantinin kesilmis yiizeylerindeki belirli somatik hiicrelerin bir kisminin genellikle bitki
biliylime diizenleyicilerinin (6zellikle oksin ve sitokininler) etkisi sonucu boéliinerek ve
organize olarak, organlar1 daha sonra bitkiyi veya bir somatik hiicrenin siirekli boliinerek
embriyoyu daha sonra da tam bir bitkiyi olusturmasi seklindedir. Ortaya ¢ikan bitkilerde
bazi kalitsal veya gecici varyasyonlar olusabilir. Son olarak, normal kromozom sayisinin
yarisini ihtiva eden hiicrelerden de direkt veya dolayl1 yollarla bitki rejenerasyonu olabilir.
Bu durumda dondr bitkinin kromozom sayisinin yarisina sahip, genellikle steril olan

haploid bitkiler elde edilebilir (Babaoglu, Giirel ve Ozcan, 2002).

Doku kiiltiirii ile ¢ogaltilacak her bitki tiirli i¢cin belirli parametrelerin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bunlar; eksplant kaynagi, strelizasyon, besi ortami igerigi ve fiziksel
kosullar, 151k yogunlugu, sicaklik, 1sik-karanlik periyodu ve nemlilik ile ilgili inkiibasyon
kosullarinin belirlenmesi, adaptasyon kosullari ve topraga aktarma seklindedir (Onay,

Yildirim, Piring, Tilkat, Cift¢i, Akdemir, Siizerer, Calar, Binici, Akdemir, ve Kiling, 2012).

Doku kiiltiirtinde ¢ogaltim her biri ¢cok 6zel beslenme ve inkiibasyon kosullar1 gerektiren
temel dort asamada yapilmaktadir (Ellialtioglu, 2014). Bu asamalar sirasiyla su sekilde
gergeklesmektedir;

Kiiltiirlerin baslatilmasi

Bu asamanin ana hedefi, biliylime miktarina bakilmaksizin takip eden asamalarda
kullanilabilecek steril aksenik veya enfeksiyonsuz rejenerantlar elde etmektir. Eksplantlar
(stirglin ug, lateral tomurcuk, yaprak vb.) yiizeyinde bulunan bulasiklardan arindirmak i¢in
ylizey sterilizasyonu yapildiktan sonra kat1 ya da sivi besi ortaminda, kiiltiirleri ¢gogaltma
metoduna uygun olarak siirekli ya da periyodik 151k altinda genelde 25 + 2°C de sicaklikta
inkiibe edilirler (Onay ve digerleri, 2012).

Siirgiinlerin cogaltilmasi

Doku kiiltiir asamasinda siirglinlerin ¢ogaltilmas1 bitkilerin sayisini belirledigi icin en

onemli boliimdiir. Bu asamada planlanan ya da istenilen bitki sayisini elde edebilmek icin



stirglinler alt kiiltiir ve yeniden kiiltiirle cogaltilir. Burada kullanilan besi ortaminin fiziksel
durumu, yapisi, kimyasal igerigi ve inkiibasyon kosullar1 siirgiinlerin ¢ogaltilmasinda

oldukg¢a 6nemlidir (Hussain ve digerleri, 2012).

Koklenme

Besi ortaminda cogaltilan siirgiinler, bitki tiirline gore degisen uzunluklarda kesilerek,
oksin igeren bir besi ortaminda kiiltiire alinarak koklendirilir. Bu asamada, iyi bir kok
sistemi olustuktan sonra iklime alistirma asamasina gecilir (Tiirkozii, Yasar, Ellialtioglu ve

Yildirim, 2014).

Adaptasyon (Alistirma)

In vitro iretilen bitkiler direkt olarak dis ortama aktarildiklarinda, fazla miktarda su
kaybettikleri i¢in bircogu hemen OSliir. Bu nedenle rejenerasyon sonucu olusan bitkiler
kademeli olarak dogal gelisme ortamina aligtirilmasi gerekir. Dogal biiyiime ortamina
alistirma safhasinda bitkicikler modern tesislere sahip olmayan isletmede polietilen
torbalarla kapatilir ve gegen zamanla birlikte torbada delikler agarak, dis ortama tedricen
uyumu saglanir veya 151k, sicaklik ve nemin kontrol edilebildigi 6zel biiyiime odalar1 veya
kabinlerinde dis ortama aligtirilir. In vitro ortamda koklenen bitkicikler dogrudan dis
ortama aktarilirsa, bu bitkilerin kutikulalar1 gelismedigi i¢in hemen Oliirler. Stoma
fonksiyonlariin baslatilmast ve fotosentezi uyarmak igin, in vitro ortamda g¢ogaltilan
bitkiciklerin in vivo ortama aktarilmadan 6nce mutlaka iklime alistirilmasi gereklidir. Bu
nedenle bu safha biitiin ¢gogaltim siirecindeki en son ve en 6nemli agsamadir. Bu yiizden bu
asama 151k, sicaklik ve nem ile ilgili kosullarin optimizasyonuyla yapilmalidir. Bu
asamadan oOnceki diger biitlin asamalarda her bitki tiirii i¢in kendi 6zel ihtiyaglar1 goz

oniine alinmahdir (Pasqual, Soares ve Rodrigues, 2014).

Calisilan bitki ve bitki dokusuna gore doku Kkiiltlirii caligmalarinda besiyeri ve kiiltiir
kosullarinin diizeni degisiklik gostermektedir. Bununla beraber eksplantin fizyolojik
durumu, doku kiiltiiriine verecegi tepki agisindan gok onemli bir role sahiptir. Ornegin,
geng eksplantlar genellikle yash olanlara gore daha basarili sonuglar verirler (Bozdogan,

Islek, Kara ve Ezer, 2013).



Doku kiiltiiriiniin basarisi, sicaklik, pH, 1s1k, nem ve hormonlar, biliylime ortaminin
kompozisyonu gibi kiiltiir kosullarina baghdir. Bitki doku kiiltiirii toprakta bulunan
bitkinin biiyiimesi ve gelismesi i¢in gerekli olan biitiin besinleri icermektedir (Oktem ve

Yiicel, 2012).

2.5. Bitki Doku Kiiltiiriinde Besin Ortaminin Se¢imi

Doku kiiltiirii islemlerine baslamadan 6nce kullanilacak uygun besin ortamlarinin segimi
cok onemlidir. Bir¢ok arastirici tarafindan bulunan ¢esitli besin ortamlarinin formiilasyonu
mevcuttur ancak birkag tanesi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu besin ortamlar1 asagida

siralanmaktadir (Alremi, Taskin, Sonmez, Biiyiikalaca ve Ellialtioglu, 2014).

* MS ortamu: Tiitlin bitkisi i¢in Murashige/Skoog (1962) gelistirilmis yiiksek tuz igeren
bir ortamdir.

* B5 ortami: Soya kalluslari i¢in Gamborg ve digerlerinin (1968) gelistirdigi nitrat azotu
yiiksek bir ortamdir.

* LS ortami: Linsmaieri/Skoog (1965) tarafindan gelistirilmis MS ortaminin igerigindeki
organik bilesiklerden olusmus farkli bir versiyonudur.

»  White ortanmi (WH): White (1963)'in domates koklerinin kiiltiirii i¢in gelistirdigi diisiik
tuz i¢eren bir ortamdir.

* NN ortami: Nitsch ve Nitsch (1969) tarafindan anter kiiltiirii i¢in gelistirilmis bir

ortamdir. Besin ortamindaki tuz icerigi MS ve WH arasindadir.

Bir besin ortaminda genellikle farkli doz ve kombinasyonlarindan 8-9 farkli gruptan 20-30
arasindan farkli komponent kullanilmaktadir. Bitki besin ortaminda bulunan komponentler
kullanim sikligina gore; su, makroelementler (azot, fosfor, sodyum, magnezyum, kiikiirt,
vb.), mikroelementler (demir, manganez, ¢inko, bakir, vb.), vitaminler (thiamin, nikotinik
asit, vb.), amino asitler (glisin, arginin, vb.), sekerler (sakkaroz, glukoz, sukroz vb.), bitki
biiyiime diizenleyicileri, karbon kaynagi ve kati ortam olmasi durumunda bazi jellestirme
(agar, fitajel, jelatin, vb.) ajanlarindan olugsmaktadir. Besi ortamimin pH degeri bitkilerin
biiylime ve aktivitesini 6nemli dl¢iide etkiler. Murashige ve Skoog ortami (MS ortami) en
kapsamli sekilde, in vitro olarak ¢ok sayida bitki tiiriiniin iiremesi i¢in kullanilmaktadir

(Hussain ve digerleri, 2012).



2.6. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Geleneksel Cogaltma Yontemleriyle Karsilastirilmasi

Bitki 1slahinda kullanilan geleneksel yol, amaglara uygun olarak secilmis ata bitkiler
arasinda yapilan melezlemelerle gerceklestirilmektedir. Istenilen karakter kuruluncaya
kadar bircok generasyon kendilenir ve melezlenir (Ozzambak, 2015). Geleneksel 1slah
yontemi her ne kadar pek ¢ok bitkide uygulaniyor olsa da zaman ve kaynak kullanimi
bakimindan dezavantajlara sahiptir. Bitki doku kiiltiirleri ve biyoteknoloji alanlarinda olan
gelismeler bu tekniklerden 1slahta dogrudan veya dolayli olarak yararlanma imkani

dogurmustur (Ellialtioglu ve Okay, 2011).

Bitki doku kiiltiirlerinin bitki 1slahinda uygulama alanlari;

- Embriyo kiiltiiri

- Tarimda hiicre kiiltiirii

- Haploit bitki tiretimi

- Somaklonal varyasyon

- Invitro seleksiyon

- Invitro d6llenme

- Invitro germplazm muhafazasi
- Protoplast fiizyonu

- Gen transformasyon

Bunlarin disinda bitki doku kiiltiiriiniin ticari ve 1slah dis1 uygulama alanlar1 da mevcuttur.

Hastaliksiz bitki tiretimi

- Geligmis iirlin ¢esitlerinin tiretimi

- Sentetik tohum iiretimi

- Sekonder metabolitlerin {iretimi

- Genetik transformasyon

- Tuzluluk, kuraklik ve 1siya uyum gosterebilen bitkilerin iretilmesi (Hussain ve
digerleri, 2012).
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2.7. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

In vitro ¢ogaltim bir dizi avantaji da beraberinde getirmektedir. Bu avantajlar; yiiksek
cogaltim oranlarinda kisa siirede ¢ok sayida bitkicik elde edilmesi, mevsimden bagimsiz
olarak uygulanabilmesi, in vitro iretilen bitkilerin siklikla mikroorganizma kaynakli
hastaliklardan bagimsiz olmasi ve bodylece degerli genotiplerin bitki viriislerinden
korunabilmesidir (Arora, 2010). Ayrica doku kiiltiirii teknolojisiyle bitkilerin uzun siireli
stoklar1 olusturulabilir. Bliylimenin yavaslatilmasi ve alt kiiltiirleme sikliginin artirilmasi
ile kisa ve orta vadede bitkinin depolanmasi1 veya muhafazasi saglanabilir. Ayn1 zamanda
-196°C derecede (stvi nitrojen) dondurarak koruma (kriyoprezervasyon) islemi
uygulanarak istenilen bir zaman dilimi i¢in bitkiler depolanabilir veya muhafaza edilebilir.
Dogal habitatlarinda yasayan bitkilere kiyasla doku kiiltiirlinde ¢ogaltilan bitkiler daha
kontrollii bir fiziksel ve kimyasal ¢evreye sahiptirler. Bu sayede biiyiime ve gelismenin
herhangi bir sathasi rahatlikla gozlemlenebilir ve iizerinde ¢aligilabilir (Neumann, Kumar
ve Imani, 2009).

Ancak bitki doku kiiltiiriiniin baz1 dezavantajlar1 da vardir. Doku kiiltiirii sistemleri steril
bir ortamda kitlesel bitki materyali {iretimine yol agar. Bu nedenle, kontaminasyon veya
insan hatasi sebebiyle materyal yitirme riski mevcuttur. Daha da onemlisi, kiiltiirlerde
zamanla somaklonal varyasyon artis1 ile bitki materyalinin genetik biitiinliiglinii kaybetme
riski mevcuttur. Doku kiiltiirii ile plastik veya cam kaplarda yetistirilen bitkicikler yliksek
neme maruz kalirlar ve fotosentetik olarak kendi kendilerine yetecek kapasitede
degillerdir. Geng bitkicikler dis ortamda su kaybina karsi ¢ok hassastirlar. Bu ylizden
kademeli olarak diisen nem ve artan 151k kosullarinda yavas yavas dis ortama alistirilmalari

gerekmektedir (Acemi, 2011).

2.8. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Modern tarim tekniklerinin ve bitki 1slah1 yontemlerinin 20. yiizyilda uygulanmaya
baslamasiyla bitkisel tiretimde 6nemli verim artiglar1 saglanmistir. Bitkilerin daha iyi ve
saglikli verim diizeylerine erisilebilmesi i¢in genetik yapilarinin iyilestirilmesi ve ¢evresel
faktorlerin bir araya getirilmesi gerekmektedir. Bu amagla, klasik bitki 1slah1 ¢aligmalariyla
tistiin verim ve kaliteye sahip bir¢ok bitki ¢esidi gelistirilerek; insanoglunun hizmetine

sunulmus olmasina ragmen basta hastalik ve zararli olmak iizere baz1 biyotik ve abiyotik
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cevresel uyarilara karst dayaniklilikta istenildigi dlglide sonug alinamamistir. Bu sorunlar
degisen ekolojik kosullar altinda giderek biiyliimekte ve tiir i¢i melezleme, varyasyon
yaratmada yetersiz kalmaktadir (Ozgen, Adak, Séylemezoglu ve Ulukan, 2000; Aksu ve
Sahin-Cevik, 2015).

Bitkilerde 1slah amaciyla kullanilan biyoteknolojik uygulamalardan iyi bir sekilde
yararlanabilmek i¢in bitki bliylime diizenleyicilerinden faydalanilmaktadir (Li, Liu, Sun,
Xia, Chen ve You, 2015). Dogal olarak bitkiler tarafindan iiretilerek olustuklar1 yerden
bitkinin bagka yerine tasinan ya da bitkiye disardan verilen, biiylime ile buna bagli diger
fizyolojik hareketleri kontrol eden, ¢cok az miktarda bile etkilerini gosteren organik

maddelere “Bitki Biiylime Diizenleyicileri (BBD)” adi verilir ( Karakus ve Koker, 2007).

2.9. Tiirkiyede ve Diinyada BBD Kullanim Alanlari

Bitki Biiyiime Diizenleyicilerin (BBD) bilinmesi ilk olarak 19. yiizyil sonlarindadir. Bu
gecen zaman igerisinde bitki fizyolojisi konularinda yapilan c¢alismalar, BBD'lerin bitki
biiyiime ve gelismesindeki 6nemli rollerini ortaya koymustur. Bu ¢alismalarin sonuglarina
gore, BBD'lerin bitkisel {iretimde kullanilmast verimi artirmak, kaliteli {iriinlerin
olusmasini saglamak, bitkilerin hastalik ve zararlilara kars1 dayanikliligini arttirmak ve
daha iyi depolama imkanlari1 saglayarak tirtinlerin yurt digina satig sansini artirmaktadir.
Bundan dolayr BBD’lerin dogal olanlarindan daha etkin sentetik olanlarida iiretilmistir.
Bitki gelisim diizenleyicilerinin (6zellikle sentetik olanlar1), bitkilerde kalint1 birakmasi, bu
maddelerin kullaniminda sinirlama getirmistir (Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi, 2012;

Karakus ve Koker, 2007).

Etilen %23’liik oranla diinyada en yaygin kullanilan birinci bitkisel hormon olurken, oksin
%20 ile ikinci, Gibberellinler %17 ile iiglincii sirada yer almaktadir. Sitokinin ve absisik
asit ise diinyada heniiz yaygin olarak kullanilmayan dogal BBD’ler arasinda yer
almaktadir. Tiirkiye’de ise %27°lik oranla oksin ilk sirada kullanilirken, gibberellinler ve
sitokininler %7 ile ikinci sirada yer almaktadir (Kumlay ve Eryigit, 2011; Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi, 2015).

BBD’ler baglangicta tohum  c¢imlenmesi meyvelerin, fidan ve  celtiklerin

koklendirilmesinde kullanilirken daha sonralar1 tohumdan hasata hatta pazara sunuluncaya
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kadar gegen devrede bir¢ok yerde kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari; ¢elikle ¢ogaltmada,
tohumun ¢imlenme giiciiniin arttirilmasi, bitkilerin ¢icek agmasinin tesvik edilmesi veya
geciktirilmesi, soguga dayanikliligin arttirilmasi, meyve tohumunun arttirilmasi, meyve
iriliginin arttirllmasi, periyodisitenin azaltilmasi, meyve olgunlugunun erkene alinmasi
veya geciktirilmesi, meyve Kkalitesinin iyilestirilmesi, hasadin kolaylastirilmasi, meyve
muhafaza siiresinin uzatilmasi, meyve renginin iyilestirilmesi, meyve ve yaprak
dokiimlerinin kontrolii, doku kiiltiirii calismalari, 1slah ¢alismalari, bitkilerin hastalik ve
zararhlara dayanikliliginin arttirilmasi, yabanci ot kontrolii seklinde siralanabilmektedir

(Karakus ve Koker, 2007).

Bitki gelisim diizenleyicilerinin fizyolojik etkileri; bitkinin tiiriine, hormonun derisimine,
cevresel faktorlere, bitkinin yasina ve etki ettigi yapiya baglh olarak degismektedir. Baslica
fizyolojik etkileri; hiicre boliinmesi, uzamasi, genislemesi, gen ifadesi, transkripsiyon
seviyeleri, morfogenez, tohum ve tomurcuk dormansisi, embriyo gelisimi, tohum
¢imlenmesi, ¢iceklenme, biiyiime, meyva olusumu, gelisimi ve olgunlagmasi, kloroplast
gelisimi, klorofil sentezi, partenokarpik meyva olusumu, apikal dormansi, niikleik asit,

protein ve enzim sentezi, enzim aktivasyonu, kok olusumu, senesens, kambiyal aktivite,

cey e

2014; Ugkan, Soydabas ve Ozbek, 2014). En c¢ok kullanilan bitki biiyiime

diizenleyicilerinin baslica etkileri Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. BBD’lerin baslica etkileri

Ozellikler Oksin  Gibberellin  Sitokinin  ABA  Etilen
Cimlenme 0 + + - 0
Hiicre boliinmesi + + ++ - -
Hiicre uzamasi + + (?) - -
Uzun giin bitkisinde ¢igeklenme + + 0 - 0
Tagima + + + - (?)
Assimilat olusumu, depolama @) @) + + -
Gozeneklerin agilmasi 0 0 + - )
Yaslanma - - -- + +
Yaprak dokiimii - - - + 0
Tomurcuklarin kis uykusu 0 - - + 0

+ = Tesvik; - = Engelleme; 0 = Etkisiz; (?) = Etki ya belirlenememis ya da tiirlere gore farkl etki
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2.10. BBD’lerin Siniflandirilmasi

BBD’lerin bir kism1 bitkilerde gelismeyi tesvik ederken diger bir kismi ise engelleyici
etkide bulunur (Aksoy ve Yasar, 1994; Giileryiiz, 1982). Biiylime ve gelismeyi uyaran
veya hizlandiran biiylime diizenleyicilerine stimiilator (tesvik edici), geciktiren veya
durduranlara ise retardant (inhibitor, engelleyici) denilmektedir (Awad ve Taha, 1976).
Giliniimiizde BBD’ler tarimda doku kiltiiriindeki pek c¢ok uygulamadan tohumlarin
¢imlendirilmesine kadar bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Lakzadeh, Mir-Mahmoodi ve
Jalilnezhad, 2015).

BBD’ler dogal olarak bitki ig¢inde iiretilmesine ragmen, sentetik olarak da bakteri ve
mantarlar tarafindan tiretilmektedir (Lakzadeh ve digerleri, 2015). Sentetik yollarla iiretilen
birgok bitki biiyiime diizenleyicileri bulunmaktadir. En ¢ok kullanilanlar1 sirasiyla;
oksinler, gibberelinler, sitokininler, absisik asitler ve etilendir (Sekil 2.1). Bunlara ek
olarak son zamanlarda oligosakkarinler, brassinosteroidler, jasmonatlar, salicylatlar ve
poliaminler gibi bitki biiyiimesine ve gelismesine ¢esitli boyutlarda etki eden bilesikler de
gelistirilmistir. Ancak bazi arastiricilar bunlarin tam olarak bitki biiylime diizenleyicisi

islevini yerine getiremedigini bildirmislerdir (Bulak, Walkiewicz ve Brzezinska, 2014).

BIiTKi GELISIM DUZENLEYICILERI

iNHIBITORLER STIMULATORLER
(ENGELLEYICILER) {UYARICILAR)

Absisik Asit Sitokininler

Etilen Gibberellinler

Oksinler

Sekil 2.1. Bitki gelisimini diizenleyicilerin siniflandirilmasi (Campbell ve Reece, 2010)

2.10.1. Absisik asit

Absisik asit (ABA) su eksikligi gibi g¢evresel streslere yanit veren, yosun ve egrelti
otlarinda kesfedilen bitki gelisim diizenleyicisidir. Bir¢ok mantar tiirii ikincil metabolit

olarak ABA firetirler ve alglerin tiim sinif ve subelerinde bulunur. Bitki abiyotik ve biyotik
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stres yanitlarina ek olarak, tek yillik bitkilerde tohum, iki ve ¢ok yillik bitkilerde ise
tomurcuk ve yumru gibi depo organlarinda biiylimeyi engeller. Ayn1 zamanda tohumlarin
erken ¢imlenmesinin engellenmesinden de sorumludur (Cutler, Rodriguez, Finkelstein ve
Abrams, 2010).

Biiylimeyi tesvik edicilerle ABA’nin uygun oranlarda bulunmasiyla bitkilerdeki biiyiime
ve gelisme istenilen boyutlara ulastirilabilir. Bitkilerde biiyiime ve gelisme doneminde
biliylimeyi tesvik eden bitki biiyiime diizenleyicileri aktif rol oynarken, olgunlasma veya
biliylimenin sonuna dogru meyve ve yaprak dokiimii esnasinda ABA etkili duruma gegerek

biliylime kontrol altina alinmaktadir (Morsiinbiil ve digerleri, 2010).

Absisik asitin sentez yerleriyle ilgili olarak ayrintili bilgi olmamasina ragmen, muhtemelen
olgun yapraklarin kloroplastlarinda sentezlendigi ileri stiriilmektedir. Yapilan caligmalar
kloroplastlarin absisik asit icerdigini gostermistir. Kurak sartlar altinda yapraklar, stomanin
kapanmasini uyaran absisik asit sentezlerler. Absisik asitin gorevi su stresi durumunda
bitkinin su kaybetmesini engellemek ic¢in stomaya kapanma sinyali vermektir. Tohum
gelismesi lizerine farkli fitohormonlar etki edebilir. Birgok tohumda embriyo gelisiminin
ilk asamasinda sitokinin orani oldukca yliksektir. Tohum hizli biiylime basamagina
girdiginde sitokinin miktar1 diiger, gibberellik asit ve indol asetik asit miktar: yiikselir.
Embriyojenezin ilk agsamasinda ¢ok az miktarda absisik asit bulunmasina karsin son
asamada gibberellik asit ve indol asetik asit miktar1 diiser ve absisik asit miktar1 artar

(Ozen ve Onay, 2003).

2.10.2. Etilen

Basit bir bilesik olan etilenin (C2H4) bitkinin kendisi tarafindan tiretilen gaz formunda olan
tek bitki gelisim diizenleyicisidir. Tiim bilinen bitki biliylime diizenleyicilerinden etilen
basit bir yapiya sahiptir. Yiiksek yapili bitkilerin tiim dokularinda iiretilmektedir (Wang ve
digerleri, 2013).

Etilen baz1 bitkilerde genellikle ¢iceklenmeyi engellerken; bazi bitkilerde ise ¢igeklenmeyi
uyarir. Yapraklarda senesens ve absisyonu hizlandirir. Etilen, dikotil ve gymnospermlerde
dallarin ve yapraklarin epinastisine neden olur. Meyvacilikta meyva olgunlagmasin

hizlandirmak i¢in kullanilir. Dikotillerde kok, govde ve yaprak biiyiimesine engel olur.
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Hiicre boliinmesi kontroliinde, savunma genlerinin ifadesinin uyarilmasinda, yaprak ve
meyve absisyonunda ve programli hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol oynayan, tomurcuk ve
cicek olusumunun engellenmesinde, solunumda, tohum dinlenmesinde, yaslanma ve

olgunlagsmada etkili olan bir hormondur (Kocagaliskan, 2008).

Etilen gaz halinde oldugundan dolayr sadece uygulanan bitkiyi degil etrafindaki bitkileride
etkilemektedir. Ornegin olgunlasmis ve olgunlasmamis muzlar bir araya getirilirse,
olgunlagsmamis olanlarin olgunlasmis muzlarla temasindan dolay1 ¢abuk olgunlastiklar
goriliir. Bu 6zelliginden dolay: etilen hasat sonrasi olgunlagsmay1 tesvik etmek amaciyla

kullanilmaktadir (Kumlay ve Eryigit, 2011).

2.10.3. Sitokininler

Sitokininler, oksin ve seker iceren doku kiiltiirii ortamina ilave edildiklerinde hiicre
boliinmesini uyardiklari i¢in bu adi almislardir. DNA ve RNA’daki dort bazdan birisi olan
ve ATP’nin yapisinda bulunan adenin bilesiginin bir tiirevidir. Tiim sitokininler bir serbest

baz ve buna karsilik gelen niikleosit ve niikleotidlerden olusur (Lappas, 2015).

Sitokininler kok uglarinda ve geng yapraklarda meydana gelirler. Oradan ksilem yoluyla
meristem dokularina, tohumlara, yapraklara ve meyvelere tagmirlar. Ulastiklart yerlerde
hiicre bollinmesi i¢in uyaric1 gérev yaparlar. Hiicre boliinmesini ve farklilagsmasini, yaprak
genisleme, tomurcuk olusumu, klorofil birikimi ve kloroplast i¢in etioplasts doniisiimiinii
tesvik ederler ve antioksidan etki gostererek yaslanmayi geciktirirler (Bulak ve digerleri,

2014).

Sitokinin reseptorleri bitki gelisimini ve uyarlamasini diizenleyen sitokinin bagiml
stireglerde 6nemli bir rol oynamaktadir; bu nedenle, bu reseptorlerin fonksiyonel 6zellikleri
biiyiik 6nem tasimaktadir (Lomin, Krivosheev, Steklov, Arkhipov, Osolodkin, Schmiilling,

ve Romanov, 2015).

Sitokininler doku kiiltiiriinde, oksinlerle beraber siirgiin ve kok farklilagmasina neden
olmaktadir. Doku kiiltlirii ortaminda, oksin/sitokinin oranmi yiiksekse kok olusumu,

sitokinin/oksin orani yliksekse siirgiin olusumu, her iki hormonun dengede oldugu
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durumlarda ise doku farklilagmaksizin kallus gelisimi goriilmektedir (Demirsoy ve Tiirkan,
2000).

Sitokininler hem dogal hem de sentetik olarak bulunmaktadirlar. Dogal olarak bulunan
sitokininler; trans-zeatin (4-hidroksi-3-metil trans-2-biitenil amino piirin), 2iP (N6 - A2
izopentenil adenine) ve Dihidro zeatin (6-amino piirin)’dir (Staden, Zazimalova ve George,
2008). BAP (6-benzil amino piirin), Kn (Kinetin), TDZ (1-Fenil-3-(1,2,3-thiadiazol-5yl)
iire) ve CPPU (N-Fenil iire) gibi sentetik sitokininler de bulunmaktadir (Babaoglu, Giirel
ve Ozcan, 2001).

2.10.4. Giberellinler

Giberellinler (GA) bazi mantar ve toprak bakterilerinde, yiikksek yapili bitkilerde tiiretilmis
olan tetrasiklik diterpenoid karboksilik asitlerdir. Gibberellinler ilk kez pirincin paraziti bir
Ascomycetes tiirli olan Gibberella fujikuroi’de kesfedildigi i¢in bu ismi almistir. Bugiin
130’dan fazla giberellin ¢esidi bilinmektedir ve bunlardan yalnizca birkag tanesi bitki
hormonu olarak gorev almaktadir. En Onemlileri GA: ve GAg’tir. Gibberellinler

gibberellan tlirevleridir ve internodlarin uzamalarina neden olurlar (Kumlay ve Eryigit,

2011).

Gibberellin, liziimlerde c¢ekirdeksizligi ve iri dane, salkim biiyiikliigiinii arttirmak igin
kullanilmaktadir. Isi8a hassas olan tohumlarda ¢imlenmeyi tesvik eder ve biiyiimenin genis
devresini uzatarak bitkilerin uzun siire yesil kalmasimi saglamaktadir. Ozellikle cicekgilikte
yapraklarin yesil kalmasini saglamak amaciyla sik¢a kullanilmaktadir (Kumlay ve
digerleri, 2011; Daviere ve Achard, 2013). Ayrica GA apikal tomurcuklarda, koklerde,
gen¢ yapraklarda ve bitkilerin embriyolarinda {iretilir. Bu bilesikler hiicre duvarini
gevseterek su alimini kolaylagtirir ve hiicrenin genislemesini saglar. Boylece hiicre
boliinmesi ve hiicre uzamasini uyararak, siirgiin, yaprak uzamasini, polen olgunlagsmasini
ve c¢iceklenme indiiksiyonunu saglar. Embriyo ve oviil kiltirinde bitki biiyiime
diizenleyicisi olarak kullanildig1 gibi yaygin olarakta dormansi problemi olan tohumlarin

¢imlendirilmesinde kullanilmaktadir (Daviére ve Achard, 2013).
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2.10.5. Oksinler

Oksinlerin bitkilerin biiyiimesinde rol oynadig: ilk defa Hollandal1 bitki fizyologu Frits W.
Went tarafindan 1926 ve 1928 yillar1 arasinda gosterilmistir. Bitki biiyiime diizenleyicileri
arasinda ilk kesfedilen ve tarimda kullanimi en eski olan biiyiime diizenleyicidir. Oksinler
hiicre genislemesine ve biiyiimeye neden olmakta, hiicre uzamasi, doku gelisimi ve kok
olusumunu tesvik etmektedirler. Bitki biiyiime diizenleyicisi olan oksin biitiin yiiksek
bitkiler tarafindan meristematik hiicreler tarafindan sentezlenir ve en ¢ok bulunan oksin

formu ise indol-3-asetik asittir (Kumlay ve Eryigit, 2011).

Bitkinin siirgiin ucglarinda, geng¢ yapraklarda, gelismekte olan meyve ve tohumlarda
sentezlenir. Ozellikle biiyiime bolgelerindeki hiicreler tarafindan salgilanmaktadir.
Oksinler doku kiiltiirlerinde tek basina kullanildiklarinda kallus uyarimini, hiicre
siispansiyonlarinin elde edilmesini ve somatik embriyo olusumunun uyarimini,
sitokininlerle birlikte kallus olusumunu, siirgiin rejenerasyonunu ve somatik embriyo
olusumunun uyarilmasimi saglarlar. Oksinler hiicrenin osmatik basmcini arttirarak, hiicre
membraninda su gegirgenligini arttirirlar. Hiicre ¢eper basincinin azalmasina neden
olmakta ve hiicre geperi sentezinde artis saglamakta ve bdylece hiicre geperi esnekligini ve

genislemesini tesvik etmektedirler (Babaoglu ve digerleri, 2002; Miiller, 2015).

Oksin grubu hormonlar, “dogal oksinler” ve ‘“sentetik oksinler” olmak fizere ikiye
ayrilirlar. IAA (Indol-3-asetik asit), 4-CPA (parakloro fenoksi asetik asit) ve fenil asetik
asit dogal oksin iken; NAA (naftalin asetik asit), BNOA (B-naphthoxyacetic acid), IBA
(indol biitirik asit), 3-CPA (3- kloro fenoksi propiyonamid), 2,4-D (2,4-diklorofenoksi
asetik asit), 2,4,5-T (2,4,5-triklorofenoksi asetik asit), Picloram ve 2,4,5-TP (2-2,4,5
triklorofenoksi propionik asit) sentetik oksinlerdir (George, 2008).

Bitkilerde biiylime ve gelismeyi etkileyen en onemli gruplardan olan oksin hormonu
bitkinin gelismesini diger bitki biiylime diizenleyicilerle birlikte gergeklestirir. Bitkilerde
dogal olarak bulunan oksinlerin ¢ok fazla salgilanmasinda veya suni olanlarin fazla

uygulanmas1 durumunda biiyiimeyi durdurucu etkiye sahiptir (Islek, Kog ve Ustiin, 2010).
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Oksin basta olmak iizere ¢esitli biliylimeyi diizenleyici maddeler doku kiiltiirii
kullanimlarinin yani sira ziraai amaglarla da kullanilmaktadir. Bu maddelerin bitkilere

uygulanmasi1 amaca gore cesitli sekillerde yapilir:

Yapraklara piiskiirtiilerek

o ®

Sulama suyuna karigtirilarak

o

Kesik yiizeylere lanolin macunu iginde stiriilerek

o

Bitki organlarini bu maddelerin ¢ozeltilerine batirarak

e. Belirli bir dokuya enjeksiyon yapilarak (Kocagaliskan, 2008).

Biiyiimeyi diizenleyici maddelerin sentetik olanlar1 pratik amaclarla daha ¢ok
kullanilmaktadir. Sentetik maddeleri tantyan yikici enzimler bitkide bulunmadigindan daha
uzun siire bitkide kalirlar ve uzun siireli etki gosterirler. Ayrica bazi sentetik maddeler
dogal olan hormonlara gore daha etkili olmaktadir. Ayn1 zamanda sentetik olanlar daha

ucuz oldugundan tercih edilmektedir (Kumlay ve Eryigit, 2011).

Oksinler doku kiiltiirii calismalarinda kok gelistirmek amaciyla besi ortamina ilave edilerek
kullanilir. Oksinler i¢inde tarimsal amacgla ve doku Kkiiltiirii ¢alismalarinda en ¢ok
kullanilan 2,4-D’dir. Yiiksek dozlarda herbisit olarak, diisiik dozlarda ise bitki biiylime
diizenleyicisi olarak kullanilmaktadir. Embriyogenesis olusumu icin en fazla kullanilan
oksin tipi 2,4-D olmakla birlikte NAA, picloram ve dikamba da tek basinlarina veya 2,4-D
ile birlikte kullanilmaktadir (Kocagaliskan, 2008).

2 4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D)

2,4-Diklorofenoksi asetik asit, tarim ve tarim dis1 uygulamalarda yaygin olarak kullanilan
bir bitki biiylime diizenleyicisidir. Fiziksel ve kimyasal oOzellikleri Cizelge 2.3’te
gosterilmistir (Alexander, Mandel, Baker, Burns, Bartels, Acquavella ve Gustin, 2007).

2,4-D (Diklorofenoksi asetik asit) ilk kez bitki biiyiime regiilatorii olarak 1942 yilinda
Zimmerman ve Hithoock tarafindan gelistirilmis ve herbisit olarak 1944 yilinda Hammer

ve Tukes tarafindan kullanilmistir (Kalipgi, Ozdemir ve Oztas, 2011).
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Cizelge 2.3. 2,4-D’ nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

TUPAC sistemine gore adi 2,4-Diklorfenoksi asetik asit
Erime noktasi 140,5 °C

Buhar basinci (20 °C) Sifir

Sudaki ¢oziiniirligi (25 °C) 620 mg/L

LDs (ratlarda) 375 mg/kg

Kimyasal karakteri Anyon, asit

Tolerans (diger bitkisel gidalarda) 0,1 ppm

(Ongen,1990)

Doku kiiltiirii ¢alismalarinda 2,4-D kallus olusumu ve somatik embriyo olusumunda
siklikla  kullanilmaktadir. Ancak yapilan caligmalarda bazi siipheli sonuglarin
bulunmasindan dolayr kullanimi konusunda ¢ekinceler olusmustur (Perez-Jimenez,

Cantero-Navarro, Perez-Alfocea ve Cos-Terrer, 2014).

2,4-D tarim alanlarindaki genis yaprakli ve yabanci otlarin kontroliinde yaygin bir herbisit
olarak kullanilirken, doku kiiltiirii c¢aligmalarinda ise hiicre siispansiyonlarinin elde
edilmesinde, somatik embriyolarin uyarilmasinda kullanilmaktadir (Kaynak ve Memis,
1997). Zirai miicadele yontemleri i¢inde yabani otlarla miicadelede ¢ok yaygin olarak
kullanilan  2,4-D  herbisitinin ~ 6zellikle yiiksek dozlarda, rejenaratif bitkilerin
kromozomlarinda yapisal ya da sayisal olarak ©6nemli degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir (Ahlodwalia, 2004). Bunun yani sira bakteriler (6rn. Pseudomonas,
Flavobacterium gibi), mantarlar (Aspergillus, Fusarium, Penisillum gibi) ve ayrica
aktinomisetler (Streptomyces) 2,4-D’yi karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmaktadirlar
(Bukowska, 2006).

2,4-D yaklasik 50 yildir diinyada yaygin olarak kullanilan bir kimyasaldir ve yiiksek
dozlarda kullanildiginda bitki metabolizmasinda gergeklesen enzim aktivitesi, niikleik asit
sentezi, protein sentezi ve hiicre boliinmesi gibi bazi olaylan etkileyerek bitki gelisimini

engellemektedir (Seiler, 2006).

2,4-D’nin bilingsiz olarak kullanilmas: bitkilerin metabolik yollarin1 bozmaktadir. Ornegin,
ROS olusumu (siiperoksit anyon, hidrojen peroksit, siiperoksit radikal ve hidroksiyal
radikal olusumu) (Mates, 2000; Bukowska, 2006), zardaki fosfolipidlere baglanarak
membranlarin fiziksel reaksiyonlarinin bozulmasimi ve lipid peroksidasyonun artmasini
(Pogosyan, Nikolai, Shevchenko ve Merzlyak, 1984; Bukowska, 2006; Syberg, Binderup,
Cedergreen ve Rank, 2015), homolog rekombinasyon, A - G mutasyonu, kromozom
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diizensizlikleri, kardes kromatid degisimi, DNA hasar1 ve sikliginda artis gibi ¢cok sayida
mutajenik etkilere neden oldugu tepit edilmistir (Filkowski, Besplug, Burke ve Kovalchuk,
2003; Bukowska, 2006). Sugaya ve Sakai (1996) 2,4- D’nin asparaganik asit, alanin,
izol6sin, fenilalanin ve triptofan gibi amino asitleri kendine kolay baglamasi sonucunda
degisik protein kompleksler olusturarak protein hasarina neden olabilecegini

bildirmislerdir.

2,4-D’nin yarilanma siiresi 20-200 giin arasinda degismekte olup, tohumda zararlar meydana
getirdigi gibi, bitkilerde diisiik biiyiime orani1 ve iireme, davranis degisikligi yaninda, hedef
olmayan tiirlerde de oOliime sebep olabilmektedir (Bukowska, 2006). Hatta tarim alanlar
yakinlarinda havadan spreyleme sebebiyle, su kaynaklarina bulasmasi séz konusudur (Waite,
Cessna, Grover, Kerr ve Snihura, 2002). 2,4-D kalintisina sahip bitkilerin insanlar tarafindan
tilketilmesi ya da su ve topraga karismasi sonucu, kanda oksijeni tasiyamayan methemoglobin
olusumuna da sebep olmaktadir (Bukowska, Reszka ve Duda, 1998; Duchnowicz, Koter ve Duda,
2002). Ayrica insanlarda kanser olusumunu tetikledigi de diisiiniilmektedir (Gandhi, Wandji ve
Snedeker, 2000; McDuffie, Pahwa, Mc Laughlin, Spinelli, Fincham ve Dosman, 2001). 2,4 D’nin
(0.125-1.250 mM) in vitro insan lenfositlerinde 6nemli oranda kromozomal anormallikleri artirdigi
agiklanmug (Mustonen, Kangas, Vuojolahti ve Linnainmaa, 1986), non-Hodgkin’s lenfoma ve
diger kanserlere neden olabilecegi bildirilmistir (Holland, Duramad, Rothman, Figgs, Blair,
Hubbard ve Smith, 2002).

Picloram

Picloram (4-amino-3,5,6-trikloro pikolinik asit) bitki biyoteknolojisi ¢aligmalarinda,
somatik embriyogenesisi arttiran ve diizenleyen Onemli bir sentetik oksindir. Ayrica
picloram pikolinik asit herbisitler veya piridin herbisitlerin sinifina da aittir. Picloramin
fiziksel ve kimyasal Ozellikleri Cizelge 2.4’te gosterilmistir. Yapilan birgok sitolojik
calismada piclorammn kromozomal herhangi bir degisiklige neden olmadigi; kuslar,
memeliler ve su tiirlerinde diisiik dozlarda toksik olmadigi bulunmustur. Picloramin diisiik
konsantrasyonlart RNA, DNA ve protein sentezini uyarir bunun sonucu olarak da
kontrolsliz hiicre biiyiimesi ve boliinmesine neden olurken, yiiksek konsantrasyonlarda

vaskiiler doku hasari, hiicre boliinmesini ve biiyiimesini inhibe eder (EPA, 1995).
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Cizelge 2.4. Picloramin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

TUPAC sistemine gore adi 4-amino-3,5,6-trikloro pikolinik asit
Erime noktasi 218,5°C

Buhar basinci (35 °C) 0,0000006 mmHg

Sudaki ¢oziiniirliigii (25 °C) 430 ppm

LD50 (ratlarda) 8,200 mg/kg

Kimyasal karakteri Anyon, asit

Tolerans (diger bitkisel gidalarda) 0,1 ppm

(Tu, 2001)

Picloram bitki biiyiime diizenleyicisi olarak kullanilmasinin yani sira, genis yaprakli otlarin
kontroliinii saglamak i¢in kullanilan bir herbisittir. 2,4-D’nin kanserojen ve toksik etkisini
kanitlayan birgok caligmalarin varliginin yani sira, picloramin kanserojen ve toksik
etkisinin belirlenmesine yonelik yapilan ¢aligmalarda herhangi bir olgu kanitlanamamistir
(Anonymous, 1992). Picloram’in mutajenik etkilerinin incelendigi bir ¢caligmada farelerin
medulla polikromatik eritrositlerinde mikronukleus testi ve spermatositlerinde kromozom
anormallik testi gerceklestirilmis, her hangi bir genotoksik etki gézlenmedigi bildirilmistir.
Ayni ¢alismada gerceklestirilen Ames testi sonucuna gore de Picloram’in mutajenik etkisi

olmadigi agiklanmistir (Yun, Qiongjiang ve Liujin, 2005).

2.11. Genotoksisite Testleri

Genotoksisite, kimyasal, fiziksel veya biyolojik ajanlarin genetik materyalde olusturdugu
hasara denir. Bu hasarlar tek zincir kiriklari, ¢ift zincir kirikliklari, gen mutasyonu,
kromozom aberasyonu, klastojenite ve andploidi, DNA eklentileri gibi hasarlardir.
Genotoksisitenin neden oldugu DNA hasar1 eger onarilmaz ise kromozomal aberasyonlar,
gen mutasyonlarr, kanser olusumu ve hatta hiicre Oliimiine dahi neden olurlar.
Genotoksisite ile karsinojenisite arasindaki iliski kesin olarak gosterilmistir. Genotoksik
hasarmn, kanser gelisiminde en 6nemli risk faktorii oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
genotoksisite aragtirmalar1 karsinojenlerin belirlenmesinde 6nem teskil eder. Gegmisten
bugiine mutajenik, teratojenik ve genotoksik olan maddelerin karsinojenik potansiyellerini

olgebilmek i¢in bir¢ok genotoksisite testi gelistirilmistir (Nagarathna, 2013).

Genotoksisite 6zelligine sahip maddeye, genotoksin denir. Kimyasal ve radyasyon igeren
genotoksinler mutajen olup DNA ve kromozomlarda mutasyonlara neden olurlar.
Genotoksinler germ hiicrede meydana gelirse mutasyonlarin nesillerden nesillere

aktarilmasina sebep olmaktadir. Somatik hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar
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hastaliklara ve dejenerasyonlara yol acarak gelismeyi ve metabolizmayr olumsuz
etkileyebilirler. Birgok kanser tiirliniin somatik hiicrelerde genellikle bir mutasyon nedeni

ile ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Khan, 2014).

Genetik hasarlar; kanser, yaslanma, infertilite, kardiyovaskiiler hastaliklar ve baz1 genetik
ve multifaktoriyel hastaliklara yol agtigi igin (Sekil 2.2), mutajen ve karsinojenlerin
belirlenmesi ve olasi risklerinin en diisiik seviyeye indirilmesi halk sagiliginin korunmasi

acisindan oldukga 6nemlidir (Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

Mutajenler DNA {izerindeki olasi etkilerini dogrudan ya da genomik bilgilere gére sentezlenen
proteinlere baglanarak dolayli olarak gostermektedirler (Kirsch-Volders, Sofuni, Aardemac,
Albertini, Eastmond, Fenech, Ishidate, Kirchner, Lorge, Morita, Norppa, Surralles, Vanhauwaert ve
Wakata, 2003; Mateuca, Lombaert, Aka, Decordier ve Kirsch-Volders, 2006).

Somatik Hicreler - ——  Genn Hilerelen
i
/

/

Yaslanma ‘,f Kanser Kasirhik / \
. r MultifaktSriyel Hastaliklar
Kardivovaskiller .
Hastaliklar | \

Genetik Hastaliklar JI

.
:/ Diyabet y  Psikotik Bozukluk
/ Kardivovaskiiler
- . . Orak Hilere . Hastaliklar
Kistik Fibrozis Anemisi Hemofil

Sekil 2.2. Genetik hasarlar (Mansoori, Gautam ve Tiwari, 2014).

DNA'ya dogrudan veya dolayli zarar veren ajanlar;

- Kovalent bag olusturan elektrofilik tiirler. Ornegin DNA adductlari, Alkilleyici
maddeler

- Aril nitrenyum iyonlari, PAH vb Diol epoksitleri

- Niikleosid analoglari

- UV ve iyonize edici radyasyonlar
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- Topoizomeraz inhibitorleri
- Reaktif oksijen tiirleri

- Protein sentezi inhibitorleri gibi ajanlardir (Mansoori ve digerleri, 2014).

2.11.1. Yaygin kullanilan genotoksisite testleri

Genomu etkileyecek UV ve radyasyon gibi fiziksel etkenlerin, parazitik enfeksiyonlarin,
sigara, pestisit, ilag, gida katki maddeleri, endiistriyel kimyasallar, tarim ilaglar1 ve
nanomateryaller gibi birgok kimyasalin genotoksik ve kanserojenik potansiyellerinin
tespitinde, ilaclarin hem piyasaya siirlilmeden 6nce hem de piyasaya siiriildiikten sonra bu
ilaglar1 kullanan kisilerdeki genetik etkilerini ve glivenirligini arastirmada, bazi hastaliklar
sonucu artmis DNA hasarinin tespitinde, genetik hasar ile hastaliklar arasindaki iligkinin
belirlenmesinde, kanserden korunmada, kansere duyarliligin tayininde ve takibinin

yapilmasinda biyoizlem testleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Mansoori ve digerleri,

2014).

Genetik toksisite testleri, gesitli mekanizmalarla direkt veya indirekt olarak genetik
materyalde hasara neden olan bilesiklerin hasarini  belirleyebilmek amacyla,
Drosophila’da somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) (Graf, Wurgler, Katz,
Frei, Juon, Hall ve Kale, 1984; Isaenko, Karr ve Feder, 2002), mayalarda Saccharomyces
cerevisiae genotoksisite testi (Buschini, Poli ve Rossi, 2003), bakterilerde Salmonella
mutajenite testi (Mamber, Kolek, Brookshire, Bonner ve Fung-Tomc, 1993), hayvanlarda
(si¢an, fare, hamster) kemik iligi mikrontikleus testi (Ono, Tamura, Yamashita, Tamura, ve
Iwakura, 2006), insan lenfosit hiicre kiiltiirlerinde kardes kromatit degisimi (Celik, Unal,
Yiizbasioglu, Ergilin, Arslan ve Kasap, 2005; Sivikova, Holeckova ve Dianovsky, 2005;
Yilmaz, Unal, Yuzbasioglu ve Gonenc, 2015), kromozomal anormallik ve mikroniikleus
(Choy, 2001; Lorge, Lambert, Gervais, Becourt-Lhote, Delongeas ve Claude, 2007
Yiizbasioglu, Zengin ve Unal, 2014) ve hayvan hiicrelerinin yan1 sira tiim bitki tiirlerinde
DNA zararini belirlemek i¢in uygulanan Allium testi veya Tek Hiicre Jel Elektroforezi gibi
(Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) (Tice, Agurell, Anderson, Burlinson, Hartmann,
Kobayashi, Miyamae, Rojas, Ryu ve Sasaki, 2000; Collins, 2002; Yiizbasioglu, Unal, ve

Sancak, 2009) cesitli in vitro ve in vivo testler gelistirilmistir.
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Bakterilerde yapilan testlerden biri Bruce Ames tarafindan gelistirilen Ames Salmonella
mikrozomal test sistemidir. Mutajen ve kanserojen maddelerin tespitinde kullanildigi gibi
cesitli antimutajenik ve antikanserojenik etkileri olan inhibitér maddelerin de
belirlenebildigi ve etkilerinin izlenebildigi, ¢cok 6nemli, kisa zamanli ve uygulanmasinin
kolay olmasi nedeniyle cok yaygin kullanilan test sistemlerinden biridir. Bu testte
Salmonella typhymuriumun LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlar ile elde edilmis
suslart kullanilmaktadir. Bu test in vivo memeli testleriyle pozitif korelasyon

gostermektedir (Kirkland, Zeiger, Madia ve Corvi, 2014).

Sik¢a kullanilan bir diger test ise Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon ve
rekombinasyon aktivitelerinin saptanmasinda kullanilan bir mutajenite testidir (SMART).
Sinek kanatlarindaki trikomlarda fenotipik olarak ifade edilen belirleyici genlerin
heterozigotlugunun kaybini belirlenmesi i¢in gelistirilmistir. Bu test ile nokta mutasyonu,
delesyon, kararsiz translokasyon, mitotik rekombinasyon ve kromozom kaybi veya
ayrilmama gibi, belirli kromozom aberasyonlar1 tespit edilebilmektedir. Ucuz, hassas ve
kolay bir testtir. Drosophila larvalari kimyasal uygulamadan sonra birkag¢ hiicre boliinmesi
gecirdikten sonra somatik hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar hiicrenin boliinmesiyle
yavru hiicrelere aktarilirlar. Klonlarda, somatik hiicrelerdeki mutasyonun veya
rekombinasyonun neden oldugu genotipik degisimler fenotipik olarak kolayca
gozlenmektedir. Bu test son yillarda cevre kirliligi ile ilgili ¢aligmalarda da kullanilmaya
baglanmistir. Drosophila ile yapilan bu in vivo test yonteminin mikroorganizmal in vitro ve
memeli in vivo genotoksisite test sistemleri arasinda baglanti olusturabilecegini
bildirmislerdir (Frei ve Wiirgler, 1996; Avalos, Haza, Drosopoulou, Mavragani-Tsipidou,
ve Morales, 2015).

Genotoksisite testlerinde 6zellikle mitotik rekombinasyon ve gen mutasyon testlerinde
Saccharomyces cerevisiae yaygin olarak kullanilan maya tiiriidiir. Okaryot olmalar1 ve
kromozom yapisi, DNA onarim siiregleri bakimindan memeliler ile benzerlik
gostermelerinden dolay1 tercih edilirler (Pereyra, Dogi, Lisa, Wittouck, Ortiz, Escobar,

Bagnis, Yaciuk, Poloni, Torres, Dalcero ve Cavaglier, 2014).

Giliniimiizde yaygmn olarak kullanilan in vitro genotoksisite testleri; kromozomal
anormallik (KA), kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus (MN), comet (SCGE) ve
Allium testleridir.
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Kromozomal anormallik testinde in vitro ortamda hiicrelere kimyasal verildikten sonra
kromozom yapisindaki genel degisiklikleri belirlemek ig¢in tiibiilin polimerizasyon
inhibitorleri kullanilarak ¢ogalan hiicrelerin metafazda kalmasi saglanir. Preparasyonlar
Giemsa ile boyandiktan sonra yap1 ve sayisina bagl olarak kromozomal anormalliklerin
belirlenmesi i¢in mikroskopta incelenir. KA testinde kiiltiire edilmis; ¢in hamsteri
ovaryumu, kemik iligi hiicreleri ve insan lenfositleri kullanilmaktadir. Yaygin olarak cesitli
kimyasallara maruz kalan populasyonda genotoksisiteyi degerlendirmek icin, insan
biyolojik izleme test ¢alismalarinda da kullanilmaktadir. Kromozom kiriklart DNA’daki
onarilmamus ¢ift zincir kiriklarindan, yeni yapiya sahip kromozomlar ise DNA’daki zincir
kiriklarmin yanlis onarilmasindan kaynaklanmaktadir. Genetik materyalde olusan bu tip
hasarlarin tamir edilememesinden ortaya ¢ikan yiiksek KA frekansi kanser riskinin artmasi
olarak diisiiniilmektedir (Doak, Liu, ve Chen, 2012; Yiizbasioglu, Celik, Yilmaz, Unal, ve
Aksoy, 2006; Yilmaz, 2008; Kumar, Khan ve Dhawanl, 2013). Bu yontemle; kromozom
kirig, kromatid kirigi, fragment, disentrik kromozom, kardes kromatidlerde birlesme
(sister union), halka kromozom, kromatid degisimi (triradial, quadriradial sekiller), gap,
translokasyon, inversiyon gibi yapisal; poliploidi ve endoreduplikasyon gibi sayisal
kromozom aberasyonlari tespit edilebilir (Mateuca ve digerleri, 2006; Doak ve digerleri,

2012).

Kardes Kromatid Degisimi (KKD) testi, 1957 yilinda Taylor ve arkadaslari tarafindan
gelistirilen ve en fazla kabul goren kisa siireli mutajenite testlerinden birisidir. Timin baz
analogu S-bromodeoksiiiridin (brdU) kullanilmasiyla bir kromozomun kardes olan
kromatitleri arasinda par¢a degisiminin gozlenmesi esasina dayanir. Cesitli ajanlarin
mutajenik ve karsinojenik etkilerini belirlemede kullanilan hassas bir testtir. Analiz edilen
hiicrede KKD sikliginin goriilmesi, kimyasalin DNA’ya yapmis oldugu etki hakkinda bilgi
verir (Kumar ve digerleri, 2013). Mutajenik, karsinojenik ve klastojenik etkisi olan
ajanlarin KKD degerlerini arttirdigi, antioksidan ozellik gosteren ajanlarin da KKD
degerini azalttig1 arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Perry ve Evans, 1975; Carrano,
Thompson, Lindi ve Minkler, 1978; Albertini, Anderson, Douglas, Hagmar, Hemminki,
Merlo, Natarajan, Norppa, Shuker, Tice, Waters ve Aitio, 2000). Mutajen ve kanserojen
oldugu bilinen maddelere maruz kalan insan ve hayvanlarin hiicrelerinde KKD frekansinin
artt1g1 ve nokta mutasyonlarinin artis1 ile KKD frekansi arasinda lineer bir iliski oldugu
saptanmistir. KKD tek bagina genotoksik riski belirlemede yetersizdir. KKD deneysel

caligmalarda, indikator test olarak insanlarda genotoksik etkileri gostermede uygun bir
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yontem olarak kullanilmaktadir (Schreinera, Hoffmanb, Gudic ve Clarkd, 2014; Stults,
Killen ve Pierce, 2014).

Mikroniikleus testi in vivo kromozom hasar1 degerlendirmek i¢in Heddle ve Schmid adli
bagimsiz iki arastirmaci tarafindan bulunan bir testtir. Bu test cevresel kirleticilere
maruziyetin genotoksik etkilerini tahmin etmek i¢in 1980'li yillarin basindan beri
kullanilmaktadir. Mikrontikleus testi kromozom kirilmalarindaki miktar1 ve mitotik igdeki
fonksiyon bozuklugunu gosteren biyoizlem testidir (Osman, 2014). MN’ler genellikle
hiicre ¢ekirdegi boliinlirken anafazda kardes cekirdege katilmayan tam kromozom ya da
kromozom pargalarindan olusmus DNA tasiyan kiiclik parcaciklardir. Normal hiicre
cekirdeginin 1/5 ile 1/20” si arasinda bir biiyiikliige sahiptir (Fenech, 2000). Sitokinezi
Bloklanmis Mikroniikleus (Cytochalasin Block Micronucleus= CBMN ) yontemi olarak da
bilinen bu test ile kromozom kirilmasi, DNA tamir bozuklugu, kromozom kaybi,
kromozom ayrilmamasi  (nondisjunction), kromozomlarin  farkli  sekillenmesi
(ntikleoplasmik kopriiler), hiicre bdliinmesinin inhibe edilmesi, gen amplifikasyonu,
nekrosis ve apoptozisin basit morfolojik 6l¢iitler kullanilarak degerlendirilmesine yardimci
olmaktadir (Kumar ve digerleri, 2013). Yapilan ¢alismalarda MN sayisindaki artis, ¢esitli
ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayl
gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran ajanlar, sentromer boliinme
hatalarina ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarina yol agmasina neden olurken;
klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna katkida bulunmaktadirlar
(Bonassi, Znaor, Ceppi, Lando, Chang, Holland, Kirsch-Volders, Zeiger, Ban, Barale,
Bigatti, Bolognesi, CebulskaWasilewska, Fabianova, Fucic, Hagmar, Joksic, Martelli,
Migliore, Mirkova, Scarfi, Zijno, Norppa ve Fenech, 2007; Parry ve Kirsch-Volders, 2010;
Preston, Skare ve Aardema, 2010; Osman, 2014).

Ostling ve Johanson tarafindan 1984 yilinda DNA hasarini ve tamirini belirlemek iizere tek
hiicre jel elektroforezi (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) gelistirilmistir. Cesitli
ajanlarin yol actifi DNA tek ve cift zincir kiriklarinin tespiti i¢in kullanilan hassas, hizli,
giivenilir, ekonomik ve basit bir yontemdir. Son yillarda bitki comet testi ilaclar, gida katk:
maddeleri, tarim ilaglari, nanomateryaller, agir metaller ve radyasyona maruz kalmis
hiicreleri incelemek igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Santos, Pourrut ve Ferreira de
Oliveira, 2016). Genetik toksikolojide, apoptosis ve DNA tamiri ¢alismalarinda siklikla

kullanilmaya baglanilan bu yontem hemen hemen biitiin 6karyétik hiicrelerde ve bazi
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prokaryotik hiicrelerde DNA hasarin1 direkt olarak belirlemektedir. Comet yontemiyle
apoptoza bagli DNA bozulmalar gériintiilenmektedir (Osman, 2014; Ostling ve Johanson,
1984). Comet yonteminde agorozla siispanse edilen hiicreler lam {izerine yayilarak yiiksek
oranda tuz ve deterjanla lize edilerck elektroforezise tabi tutulur. Daha sonra bu hiicreler
mikroskopta kolay goriinmelerini saglamak i¢in floresan boya ile boyanirlar. Hasar
gormemis DNA’lar comet (kuyruk) olusturmazken, DNA’da hasar varsa, cekirdekten
anoda dogru go¢ ederek kuyruklu yildiz goriintiisii vermektedir. Kuyruk momenti,
kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk uzunlugu gibi parametreler kullanilarak DNA hasari
kantitatif olarak belirlenir (Osman, 2014; Ginzkey, Steussloff, Koehler, Burghartz,
Scherzed, Hackenberg, Hagen, ve Kleinsasser, 2014). Comet testi genelde omurgasizlar,
insan ve hayvan sistemleri iizerinde calisilsa da, giinlimiizde genotoksinlerin Nicotiana
tabacum, Vicia faba ve Arabidopsis thaliana, Allium bitki kokleri ve yapraklarindaki
genotoksik etkilerinin arastirilmasinda da kullanilmaktadir (Gichner, Znidar, Wagner ve
Plewa, 2009; Ventura, Giovannini, Savio, Dona, Macovei ve Buttafava, 2013; Liman,

Cigerci ve Oztiirk, 2015; Santos ve digerleri, 2016; Syberg ve digerleri, 2015).

Cesitli ¢evresel ajanlarin genotoksik veya sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde en yaygin
kullanilanlarindan birisi de Allium testidir. Allium testi ilk defa Levan tarafindan 1938
yilinda kolsisinin etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir. Daha sonraki yillarda bu test
sisteminde belirli degisiklikler yapilarak kullanim alani gelistirilmistir (Fiskesjo, 1985).
Allium testinde Allium cepa’dan bagka Crepis capillaris, Vicia faba, Zea mays,
Tradescantia paludose, Nicotiana tabacum, Hordeum vulgare gibi daha birgok bitki
kullanilmaktadir. Bu test ile sadece kok uglarindaki anormallikler degil ayni zamanda
polen, yaprak gibi farkli organlardaki kromozom anormallikler degerlendirilebilmektedir

(Leme ve Marin-Morales, 2009; Tedesco ve Laughinghouse, 2012).

Allium testi ile mitotik indeks (MI), kromozom anormallikleri (KA), cekirdek
anormallikleri (NA) ve mikrocekirdek (MN) gibi cesitli parametreler aym1 anda
degerlendirilebilmektedir (Michalska-Kacymirow, Kurek, Smolis, Wierzbicka ve Bulska,
2014). Bu testin uygulamasi kolay ve maliyeti diisiiktiir. Ayrica Allium testi prokaryotik
veya Okaryotik canlilarla yapilan diger, alternatif kisa donem toksisite test sistemleriyle iyi
bir korelasyon gostermektedir. Kimyasallarin ¢evre iizerindeki genotoksik potansiyelini
belirlemede kullanilan etkili bir test sistemdir. Cevre koruma ajansinin raporunda Allium

testi, belli bir kimyasala maruz kalma sonucu olugan kromozom aberasyonlarinin tespiti
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icin mitkkemmel bir test olarak tanimlanmistir (Khanna ve Sharma, 2013). A. cepa’nin
kromozomlarinin sayica az (2n=16) fakat yap1 bakimindan biiyiik olmasi ve 6n-mutajenleri
tespit etmek i¢in ¢ok Onemli bir oksidaz enzim sisteminin bulunmasi bu testte model
organizma olarak tercih edilmesini saglamaktadir. Buna ek olarak bitki kokleri biyolojik
testler i¢in ¢ok faydali materyallerdir. Ciinkii kok uclari, dogada suya ve topraga karisan
kimyasallara maruz kalan ilk yapilardir. Bu nedenden dolayr kok ucu sistemlerinin
incelenmesi hizl1 ve hassas bir metot olup iki seviyede gozlem yapilmaktadir. Makroskopik
diizeyde biliylimedeki diizensizlikler gozlenebilirken; mikroskopik diizeyde ise
hiicrelerdeki mitotik anormallikler tespit edilebilmektedir. Bu test sistemi gevresel
etkenlerin zararlar1 hakkinda bilgi edinilmesini saglamaktadir (Yiizbasioglu ve digerleri,
2009; Njoku, Akinola ve Tommy, 2015; Bianchi, Mantovani ve Morales, 2015).

Allium cepa hiicrelerinde mitotik indeks yeterli hiicre ¢ogalmasinin ve bitki kok biiyiime
hizinin gostergesi olarak kullanilmaktadir. Kimyasal bir maddenin sitotoksisite seviyesi
MI’deki artis ya da azalma ile tespit edilebilir. Mi’de gbzlenen azalma ile maruz kalinan
ekzojen maddenin etkisiyle bitkide biiylime ve gelismenin engellendigi sonucuna
varilabilirken, Mi’de gozlenen artis, diizensiz hiicre béliinmeleri ve tiimérlii bir doku
anlamina gelebilmektedir (Leme ve Marin-Morales, 2009; Barbério, Voltolini ve Mello,
2011, Tirkoglu, 2012).

Kromozomal anormallik Allium cepa hiicrelerinin fiziksel ya da kimyasal maddelere maruz
kalmasi sonucu, kromozom yapisi veya kromozom sayisindaki degisikliklerdir. Yapisal
kromozomal degisiklikler, DNA kiriklar, DNA sentezinin inhibisyonu ve DNA
replikasyonundaki hatalar gibi bir¢ok faktor tarafindan indiklenebilir. Kromozom
sayisindaki degisiklikler ise (anoploidi ve poliploidi gibi) kendiliginden veya andjenik
ajanlarin etkisiyle ya da kromozomlarin diizensiz sekilde ayrilmasindan olusabilir

(Albertini ve digerleri, 2000; Liman ve digerleri, 2015).



29

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bitki materyali

Arastirma materyali olarak, ticari olarak satilan Allium cepa L. (mutfak sogani)

kullanilmistir.

Bitki biiyiime diizenleyicileri

Bu aragtirmada bitki biiyiime diizenleyicisi olarak, 2,4-D (2,4- diklorofenoksi asetik asit)

ve Picloram (4-amino-3,5,6-trikloro pikolinik asit) kullanilmistir.

2.4- Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D)

Acik formiilii CgHeCl203, molekiiler agirhigr 221,04 g’dir. Bitki biyoteknolojisinde
genellikle 0,01-5 mg/L konsantrasyonlarinda kullanilmaktadir (Smith, 1992; George, 1993;
Franklin ve Dixoni 1994, Ateeq, Farah, Ali ve Ahmad, 2002). Yapisal formilii Sekil

3.1°de gosterilmistir.

O\)]\OH

Cl Cl

Sekil 3.1. 2,4-D’nin yapisal formiilii (Sigma-Aldrich, 2015 a)

Picloram (4-amino-3,5,6-trikloro pikolinik asit)

Bitki biyoteknolojisi c¢alismalarinda genellikle 0,01-5 mg/L konsantrasyonlarinda
kullanilan, somatik embriyogenesisi arttiran ve diizenleyen 6nemli bir sentetik oksindir.
Molekiiler formiilii CeH3CIzN202, molekiil agirligr 241,5 g’dir ve yapisal formiili Sekil
3,2’de gosterilmistir. Bitki doku kiiltlirii ¢alismalarinda oksin olarak kullanilir. Kristal

yapida ve beyaz renklidir. 1 M NaOH igerisinde ¢6ziiniir, erime noktas1 218,50°C’dir.
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Cl Cl

Cl N

Sekil 3.2. Picloram’in yapisal formiilii (Sigma-Aldrich, 2015 b)

3.2. Metot

Calismada kullanilan 2,4-D ve picloram bitki biiylime diizenleyicilerinin her biri i¢in stok
¢ozeltisi hazirlanmustir. Stok ¢ozeltileri 1 mg BBD’nin 0,2 mL absolii etil alkol ig¢inde
¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢6zeltiler 1 mL bidistile su kullanilarak farkli
konsantrasyonlart elde etmek igin seyreltilmistir. 2,4-D ve picloram is1 muamelesi ile

bozulmadigindan besin ortamina otoklavlanmadan Once ilave edilmistir.

Calismada kullanilacak konsantrasyonlarin belirlenmesi

2,4- D ve Picloram’in ECso konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin 9 farkli konsantrasyonu
(0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 ve 4,5 mg/L) kullanilmistir. 4,4 g/L MS (Murashige ve
Skoog) +30 g/L Sukroz ve 7 g/L Agardan olusan besiyeri hazirlanmis ve konsantrasyonlar
ilave edilmistir. Kontrol grubu olarak herhangi bir biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS
ortami hazirlanmigtir. Ug giiniin sonunda yeterli kok uzunlugunun saglanamamasi ve kok
uclarinda morfolojik anormallikler goriilmesinden dolayr ECso konsantrasyonu
belirlenememistir. Bu nedenle konsantrasyonlarin belirlenmesinde doku kiiltiiriinde
kullanilan dozlara ait literatiirlerden yararlanilmistir. 2,4-D ve picloramin doku kiiltiirii
caligmalarinda optimum konsantrasyon olarak 0,01-5 mg/L olarak bildirilmistir (Smith,
1992; George, 1993; Franklin ve Dixoni 1994, Ateeq ve digerleri, 2002). Bu nedenle, bu
tez ¢alismasinda 2,4-D ve Picloram i¢in 0,67; 1,34; 2,01; 2,68; 3,35 ve 4,02 mg/L’lik

konsantrasyonlar kullanilmistir.

Eksplantin viizey sterilizasyonu

Eksplant olarak Allium cepa’nin kullanildigi ¢alismada en iyi sterilizasyon dozunu
belirlemek igin %20, %25, %30 ve %35’lik ticari sodyum hipoklorit (Ace %5 NaOCI)



31

kullanilmigtir. En iyi yiizey sterilizasyon dozu olarak %25’lik doz belirlendikten sonra
caligmalar steril kabin igerisinde gergeklestirilmistir. Bu amagla soganlar, %25’ lik (v/v)
ticari sodyum hipoklorit (Ace %5 NaOCI) soliisyonu ile 10 dakika manyetik karistiricida
yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Daha sonra steril saf su ile 3 kez 5’er dakika

stireyle durulanmistir.

Ortam ve kiiltiir sartlari

Denemelerde, MS mineral, tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962) (Cizelge 3.1), %
3’liik sukroz ilave edilerek kullanilmistir. Besin ortaminin pH’s1, otoklavlanmadan dnce 1
M KOH ya da 1 M HCI kullanilarak 5,6 — 5,8’e ayarlanmistir. Ortama agar % 0,7 g/L
(Type A, Sigma) ilave edilmistir. Ortam hazirliginda distile saf su kullanilmigtir. Ortamin
sterilizasyonu otoklavda 104 kPA atmosfer basingta ve 121 °C’de 20 dakika tutularak

saglanmistir.

Soganlar steril kabin iginde, steril bistiiri ve pens ile kesilerek dis yiizeyi temizlendikten
sonra steril magenta kaplarina aktarilmigtir. Tiim kiiltiirler Philips beyaz floresan 15181
(Preheat Daylight - 42 umol photons m? s!) altinda 24 + 2 °C’de bes giin siiresince MS
ortaminda bekletilmistir. Daha sonra oksin igeren MS ortamlarina alinarak Philips beyaz
floresan 1518inda (Preheat Daylight - 42 umol photons m? st) 16 saat 151k ve 8 saat

karanlik fotoperiyodunda kok uzunlugu 1,5 - 2 cm olana kadar bekletilmistir.

0,67; 1,34; 2,01; 2,68; 3,35 ve 4,02 mg/L’lik konsantrasyonlar Allium cepa’nin hiicre
dongilisliniin yaklasik 24 saat olmasi nedeniyle 6nceden MS besi ortaminda kdklendirilen
soganlara 24 ve 48 saat siireyle MS igeren doku kiiltiirii ortaminda 6,5 g/L Agar’da
uygulanmistir. Kontrol grubunu olusturan soganlar da ayni siirelerde bitki biiylime
diizenleyicisi icermeyen MS besi ortaminda bekletilmistir. Her bir konsantrasyon igin 12

sogan kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. MS (Murashige and Skoog 1962) ortaminda bulunan maddeler ve

konsantrasyonlari
Ortamda bulunan maddeler mg/L

NHsNO3 1650

Makro besin elementleri KNO3 1900
CaCl,.2H,0 440
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170
Kl 0,83
H3BO3 6,2
MnSO4.4H20 22,3

Mikro besin elementleri ZnS04.7H,0 8,6
Na;M004.2H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl,.6H.0 0,025
FeSO,.7H,0 27,8
Na;EDTA.2H,0 37,3
Inositol 100

Vitaminler Nikotinik Asit 0,5
Pyridoxine-HCI 0,5
Tiamin-HCI 0,1
Glisin 2

(Babaoglu ve digerleri, 2001)

Her sogandan alinan kok uglart ayri ayr tiiplere konularak 3:1 absolu alkol: glasial asetik
asit karisiminda, buzdolabinda bir gece bekletilerek tespit islemi gergeklesmistir. Tespit
isleminden sonra kok uglar1 %70’lik alkolde buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir. Bu kok

uglart mitotik indeks ve mitozdaki anormalliklerin belirlenmesinde kullanilmistir.

Mitotik indeks ve faz frekanslarinin hesaplanmasi ve kromozom anormalliklerinin
belirlenmesi, her bir konsantrasyonun her iki siiresi i¢in farkli soganlardan alinan 10’ar kok
ucundan, Feulgen metoduna gore yapilan preparatlarda gergeklestirilmistir. Kok uglar1 1 M
HCl iginde 60°C’de 12 dakika hidroliz edildikten sonra Feulgen boyasinda oda
sicakliginda 1 saat boyanmistir. Kok uclarinin 2-3 mm’lik koyu boyanan ug¢ kisimlarindan
%45°lik asetik asit ile ezme preparatlar hazirlanmistir. Yapilan preparatlar mikroskopta
incelemenin ardindan sivi azotta dondurulduktan sonra lamelleri kaldirilmistir. Oda
sicakliginda kurutulan preparatlarin iizerine entellan damlatildiktan sonra yeni bir lamel

kapatilarak daimi hale getirilmistir.

Her bir konsantrasyonun her bir ayr siiresi i¢in 10 preparat kullanilarak 1000 hiicre

taranmis ve 10 000 hiicre incelenmistir. Daha sonra her uygulama konsantrasyonu ve
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stiresinde ve bunlarin kontrol gruplart i¢cinde boliinen hiicrelerin toplam hiicrelere orant
olarak tanimlanan mitotik indeks hesaplanmistir. Mitozun her sathasindaki hiicre sayilari
belirlenmistir. Anormal safhalar ve bunlarin frekanslar1 belirlenmis, en sik goriilen
anormalliklerin fotograflar1 ¢ekilmistir. Mitotik indeks degerlerinin analizinde z testi,
mitotik fazlarin oranlart ve mitotik anormallik degerlerinin analizinde ise 2 testi

kullanilmistir.
Comet testi

Comet tekniginde Juchimiuk, Gnys ve Maluszynska, (2006) ile Justyna, Zgorska ve
Ziembinska (2012), kullandiklari metot modifikasyonlarla uygulanmstir. ilk olarak A.
cepa kokleri 5 giin boyunca MS ortaminda bekletildikten sonra 2,4-D’nin 0,67; 1,34; 2,01,
2,68; 3,35 ve 4,02 mg/L konantrasyonlarinin bulundugu MS besi yerlerine ekilerek 24 ve
48 saat bekletilmis ve kok wucglart alinmistir. Biitiin islemler los kirmizi i1sikta
gerceklestirilmistir. Bu kok uglart iizerine 400 uL soguk 0,4 M Tris-HCI tampon maddesi
eklenerek buz iizerindeki petri kaplarinda kesilmis ve buz iizerinde 2 dk bekletilmistir.
Petri kabindaki izole edilen g¢ekirdekler ependorfa alinmistir. Lamlar % 1°lik
NMA(Normal erime noktasina sahip agaroz) ile calismadan bir giin once iki kat
kaplanmstir. % 0,75’lik LMA’nin (Tris-HCI ile hazirlanmig) 90 pL’si ile stoktaki niikleer
stispansiyonun 90 pL’si temiz bir ependorfta karistirilmistir. Niikleer siispansiyon ve LMA
(Disiik erime noktasina sahip agaroz) karigimi lama yayilmis ve lamel kapatilarak 5 dakika
buz tizerinde tutulmustur. Ardindan lamel kaldirilmis ve % 0,75’lik LMA’dan 90 pL lam
iizerine yayilmis ve yeniden lamel kapatilmis ve bu sekilde de 5 dakika buz iizerinde
tutulmustur. Siire sonunda lamel kaldirilmis ve icinde elektroforez tamponu (300 mM
NaOH, 1 mM EDTA pH >13) bulunan tanka bu lamlar dizilmistir. Daha sonra elektroforez
tamponunda 20 dakika bekletilmis ve 27 V, 300 mA’de 20 dakika elektroforeze tabi
tutulmustur. Ardindan nétralizasyon tamponunda (0,4 M Tris, pH=7.5) yikanan lamlar
EtBr (Etidyum Bromiir) (1:4 EtBr: distile su) ile boyanarak incelemeye alinmistir. Her bir
konsantrasyon i¢in 25 hiicre floresan mikroskopta “Comet Assay IV, Perceptive
Instruments Ltd., UK analiz sistemi kullanilarak incelenmistir. Hiicrelerin hasar derecelert,
% kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti cinsinden degerlendirilmistir. Comet testi

verilerinin analizinde t testi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. 2,4-D (2,4- Diklorofenoksi asetik asit)

4.1.1. Bityiimeyi azaltma testi

2,4-D bitki biiylime diizenleyicisinin ECso konsantrasyonunun belirlenmesi igin yapilan
denemede basaril1 bir sonug elde edilememistir. Kiiltiire alinan soganlarin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda (Resim 4.1.b), kok uglarinin ¢ok kiigiik ve anormal yapisindan dolay:
(Resim 4.1.a) ECsg konsantrasyonunun hesaplanmasi ve analiz edilmesi miimkiin

olmamustir.

Resim 4.1. a. 2,4-D igeren MS ortamu igerisinde anormal kok gelisimi b. 2-,4-D igermeyen
MS ortamut igerisindeki normal kok gelisimi

4.1.2. Mitotik indeks ve mitotik faz frekanslari

2,4-D’nin Allium cepa kok uglarina uygulanmasi sonucu belirlenen mitotik indeks (M)
degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir. 24 saatlik uygulamada MI degerleri 10,70 + 0,31 ile
3,93 £ 0,19 arasinda degismektedir. Mitotik indeks kontrolde 8,01+0,27°dir. En yiiksek
mitotik indeks degeri 1,34 mg/L’lik konsantrasyonda, en diisilk mitotik indeks ise 4,02
mg/L’lik konsantrasyonda gozlenmistir. Mitotik indeks ilk li¢ diisiik konsantrasyonda
kontrole gore anlamhi diizeyde artarken (0,67; 1,34; 2,01), diger ti¢ yiiksek
konsantrasyonda ise (2,68; 3,35; 4,02) anlaml1 sekilde azalmistir.
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Cizelge 4.1. 2.4-D bitki biiytime diizenleyicisinin farkli konsantrasyonlarda A. cepa kok
ucu hiicrelerindeki mitotik indeks ve mitotik faz frekanslari

Konsantrasyon Mitotik Fazlar
(mg/L)
MI (%) + SH Profaz Metafaz Anafaz Telofaz

(%) (%) (%) (%)
24 saat
Kontrol 8,01+0,27 36,70 35,95 13,11 14,23
0,67 9,1140,82%** 45,53 29,68 8,36 16,43
1,34 10,70+0,31** 42,75 33,74 8,73 14,78
2,01 9,8440,29** 45,22 29,58 8,33 16,87
2,68 7,57+0,26* 47,82 30,12 7,13 14,93
3,35 4,62+0,20%** 52,94 32,65 4,12 10,29
4,02 3,93+0,19%** 56,99 23,66 6,37 12,98
48 saat
Kontrol 4,81+0,21 47,33 19,14 11,31 22,22
0,67 5,28+0,22 50,35 20,96 13,40 15,29
1,34 9,0740,28*%** 63,78 17,61 7,07 11,54
2,01 7,1520,26%%* 64,72 14,55 5,85 14,88
2,68 6,6520,25%%* 71,60 13,43 5,87 9,10
3,35 7,11£0,26%%* 63,43 19,13 5,06 12,38
4,02 3,10+0,17* 63,87 18,06 6,13 11,94

*Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli; (z-testi)

** Kontrole gore p<0,01diizeyinde anlamli; (z-testi)

**% Kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlaml1 (z-testi)

48 saatlik uygulamada ise, mitotik indeks degerleri 9,07+0,28 ile 3,10+0,17 arasinda
degismektedir. Mitotik indeks kontrolde 4,81+0,21°dir. En yiiksek mitotik indeks 1,34
mg/L’lik konsantrasyonda, en diisiik mitotik indeks ise 4,02 mg/L’lik konsantrasyonda
belirlenmistir. Mitotik indeks kontrole gore sadece en yiiksek doz olan 4,02 mg/L’lik
konsantrasyonda anlamli oranda azalmistir. Diger konsantrasyonlarda ise (0,67 haric )

anlamli diizeyde artmistir (Sekil 4.1).
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Muamele Siireleri

Sekil 4.1. 2,4-D ile muamele edilen Allium cepa kdk ucu hiicrelerinde mitotik indeksteki
degisiklikler
2,4-D’nin mitotik fazlar {izerine olan etkileri incelendiginde, 24 saat ve 48 saatlik
uygulamalarda profaz frekansi kontrole gore artmistir (Cizelge 4.1). Metafaz ve anafaz
frekanslar1 ise (48 saatlik 0,67 mg/ L dozunda hari¢ ) kontrole gore azalmistir. Telofaz
frekans1 24 saatlik uygulamada ilk dort dozda (0,67; 1,34; 2,01; 2,68 mg/L) kontrole gore
artarken diger iki dozda (3,35; 4,02 mg/L) azalmistir. 48 saatlik uygulamada ise kontrole
gore bir azalma goézlenmistir (Cizelge 4.1). Kontrole oranla gozlenen degisikliklerin hig

biri anlaml diizeyde degildir.

4.1.3. 2,4-D’nin neden oldugu mitotik anormallik tipleri ve oranlari

2,4-D’nin uygulanan biitlin konsantrasyonlari her bir uygulama siiresinde mitotik
safhalarda g¢esitli anormalliklere neden olmustur. Ancak 2,4-D’nin neden oldugu
anormallik orami istatiksel olarak anlamli degildir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2). Gozlenen
anormallikler; c-mitoz, kalgin kromozom, yapisiklik, koprii, fragment ve ¢ok kutupluluktur
(Resim 4.2).
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Cizelge 4.2. 2,4-D bitki biliylime diizenleyicisi ile muamele edilen A.cepa kok ucu
hiicrelerindeki anormallik tipleri ve anormal hiicre oranlarmin kontrol ile

karsilastirilmasi
% Anormallikler

Konsantrasyo  Béliine Total
n (mg/L) n hiicre C- Kalgin Yapistkli  Kopr  Fragmen  Cok Anormalli

mito  kromozo k i t kutuplulu  k

z m k (%)
24 saat
Kontrol 801 - - - 0,37 - - 0,37
0,67 911 0,44 - 0,14 0,76 0,10 0,54 1,98
1,34 1076 0,09 - - 0,74 - - 0,83
2,01 984 0,10 - 0,10 0,42 - - 0,62
2,68 757 0,13 0,39 0,92 1,05 0,13 0,26 2,88
3,35 462 0,21 0,43 - 1,08 - 0,64 2,36
4,02 393 - - - 1,01 - 0,25 1,26
48 saat
Kontrol 481 - - - 0,19 - - 0,19
0,67 528 0,76 0,37 0,57 1,35 - 0,19 3,24
1,34 806 - - 0,12 0,74 - 0,24 1,11
2,01 907 0,11 - 0,22 0,77 0,11 - 1,21
2,68 665 0,30 0,15 - 0,60 - 0,30 1,35
3,35 711 0,14 - 0,84 - 0,98

4,02 310 09% - 0,32 0,32 - 0,32 1,92
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. e

Resim 4.2. 2,4-D uygulamasi sonucunda Allium cepa kok hiicrelerinde goriilen
kromozomal anormallikler a) c-mitoz b) geri kalmis kromozom c) yapisiklik
ve kromozom fragmenti d) kromozom kd&priisii €) multipolarlik
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Sekil 4.2. 2,4-D ile muamele edilen Allium cepa kok uglarinda kromozomal anormallik
oranlar1

C-mitoz 24 saatlik uygulamada kontrol ve 4,02 mg/L’lik konsantrasyonlari hari¢ tiim
konsantrasyonlarda, 48 saatlik uygulamada ise kontrol ve 1,34 mg/L’lik konsantrasyonlari
hari¢ tiim konsantrasyonlarda belirlenmistir (Cizelge 4.2). C-mitoz degeri, en yiiksek 48
saatlik uygulamanin 4,02 mg/L konsantrasyonunda 0,96 iken, en diisiik olarak 24 saatlik

uygulamanin 1,34 mg/L’lik konsantrasyonunda 0,09 olarak tespit edilmistir.

Anafaz ve telofazda belirlenen kalgin kromozomlar 24 saatlik uygulamada yalnizca 2,68
mg/L’lik ve 3,35 mg/L’lik konsantrasyonda sirayla 0,39 ve 0,43 olarak belirlenirken, 48
saatlik uygulamada ise 0,67 mg/L’lik ve 2,68 mg/L’lik konsantrasyonlarda sirasiyla 0,37
ve 0,15 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).

2,4-D uygulanmasiyla ortaya ¢ikan anormalliklerden yapisiklik, 24 saatlik uygulamada
yalnizca 0,67, 2,01 ve 2,68 mg/L’lik konsantrasyonlarda, 48 saatlik uygulamada ise 2,68
ve 3,35 mg/L’lik konsantrasyonlar hari¢ tiim konsantrasyonlarda tespit edilmistir (Cizelge
4.2).

Anafaz ve telofazda ortaya c¢ikan bir diger anormallik olan koprii olusumu tiim uygulama

konsantrasyonlar1 ve siirelerinde belirlenmistir.
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Fragment olusumu ise 24 saatlik uygulamada 0,67 mg/L’lik konsantrasyonda 0,10 ve 2,68
mg/L’lik konsantrasyonda 0,13 olarak gozlenmistir. 48 saatlik uygulamada ise yalnizca

2,01 mg/L’lik konsantrasyonla 0,11 olarak belirlenmistir.

Cok kutupluluk 24 saatlik uygulamada 0,25 ile 0,64 arasinda degismektedir. 48 saatlik
uygulamada 4,02 mg/L’lik konsantrasyonda 0,32 olarak go6zlenirken, en diisiik 0,67
mg/L’lik konsantrasyonda 0,19 olarak kaydedilmistir.

Total anormallik ylizdeleri 24 saatlik uygulamada 0,62 ile 2,88 arasinda degisirken; 48
saatlik uygulamada ise 0,98 ile 3,24 arasinda degismektedir. Interfaz safhasinda higbir

anormallige rastlanmamustir.

4.1.4. Comet testi sonuglari

2,4-D ile yapilan comet testi sonuglari Cizelge 4.3’te gosterilmistir. 2,4-D’nin farklhi
konsantrasyonlar1 ile 24 saat ve 48 saatlik uygulamalarda DNA hasar1 kontrol (p <0,05) ile

karsilastirildiginda 6nemli dlgilide yiiksek olmadigi tespit edilmistir (Resim 4.3).

Cizelge 4.3. 2,4-D ile Allium cepa kok uglarinda olusan DNA hasari

Konsantrasyon (mg/L) Kuyrg)l;o)Yioglll_'nlugu Kuyruk Momenti = SH

24 saat

Kontrol 57,97+8,66 113,47+19,53
0,67 67,42+5,52 87,520+10,09
1,34 56,10+4,66 120,01+20,53
2,01 51,86+4,73 110,89+20,27
2,68 39,30+4,60 86,890+16,87
3,35 63,23+7,37 107,50+21,87
4,02 45,05+5,56 75,940+12,75

48 saat

Kontrol 42,00+5,01 62,65+12,30
0,67 45,03+4,20 54,060+6,32
1,34 52,74+7,65 89,65+17,32
2,01 44,10+7,13 74,05+15,66
2,68 51,09+5,40 70,530+9,61
3,35 56,74+5,12 74,490+8,07

4,02 Yeterli hiicre yok Yeterli hiicre yok
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Resim 4.3. 2,4-D ile muamele edilen Allium cepa kok uglarinda olugan DNA hasarlarinin
comet testi ile goriiniimii a) hasarsiz DNA b) hasarli DNA

24 saatlik uygulamada kuyruk yogunlugu 67,42 + 5,52 ile 39,30 + 4,60 arasinda
degismektedir. Kuyruk momenti ise 120,01 + 20,53 ile 75,94+12,75 arasinda
degismektedir. 48 saatlik uygulamada ise kuyruk yogunlugu 45,03+ 4,20 ile 56,74+5,12
arasinda degismektedir. Kuyruk momenti degerleri de 89,65+17,32 ile 54,06+6,32
arasindadir. Ayrica 4,02 mg/L’lik konsantrasyon toksik etki gdstermis ve yeterli hiicre
sayisina ulagilamamistir. Diger konsantrasyonlarda her iki muamele siiresinde de kontrole

gore anlamli bir farklilik gézlenmemistir.

4.2. Picloram

4.2.1. Biiyiimeyi azaltma testi

Picloram ve 2,4-D ayni oksin grubu igerisinde yer aldigindan ve bitki doku kiiltiiriinde
benzer oranlarda kullanilmalarindan dolayt ECsg konsantrasyon belirlenmesi

yapilamamistir. 2,4-D ile ayni1 konsantrasyonlar se¢ilmistir.

4.2.2. Mitotik indeks ve mitotik faz frekanslari

Picloram’in A. cepa kok uglarina uygulanmasi sonucu belirlenen mitotik indeks degerleri
24 saatlik uygulamada 10,23 + 0,30 ile 4,21 + 2,00 arasinda degismektedir. Kontrol ile
karsilastirildiginda 6zellikle en yiiksek dort konsantrasyonda (2,02; 2,68; 3,35; 4,02 mg/L )
anlaml diigiis vardir (Cizelge 4.4).

Mitotik indeks degerleri 48 saatlik uygulamada; 11,52 + 0,31 - 7,98 + 0,27 arasinda

degismektedir. Mitotik indeks kontrole gore 6zellikle en yiiksek dort konsantrasyon olan
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2,01; 2,68; 3,35; 4,02 mg/L konsantrasyonlarda anlamli (p<0,001) diizeyde diismiistiir
(Sekil 4.3).

Cizelge 4.4. Picloram bitki biiyiime diizenleyicisinin farkli konsantrasyonlarda A. cepa kok
ucu hiicrelerindeki mitotik indeks ve mitotik faz frekanslari

Konsantrasyon Mitotik fazlar
(mg/L)
i 10 Profaz (%) Metafaz Anafaz Telofaz

MI (%) + SH (%) (%) %)
24 saat
Kontrol 10,86+0,31 19,52 25,79 22,19 32,50
0,67 10,23+0,30 27,96 31,77 20,03 20,24
1,34 10,08+0,30 25,60 29,86 21,33 23,21
2,01 8,43+2,78*** 27,52 34,16 17,80 20,52
2,68 7,26+2,59%** 26,31 35,81 18,18 19,70
3,35 5,48+2,27*** 27,74 27,00 28,65 16,612
4,02 4,2142,00%** 39,43b 29,45 12,35 18,77
48 saat
Kontrol 11,77+0,32 29,15 34,07 13,42 23,36
0,67 11,52+0,31 31,10 35,45 11,38 22,07
1,34 11,69+0,32 30,28 36,70 11,55 21,47
2,01 8,36+0,27*** 32,17 33,25 16,75 17,83
2,68 8,154+0,27*** 29,82 31,90 15,95 22,33
3,35 7,98+0,27*** 32,96 29,70 16,67 20,67
4,02 8,79+0,28*** 26,85 36,52 12,97 23,66

*Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli; (z-testi)

** Kontrole gore p<0,01diizeyinde anlamli; (z-testi)
**% Kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z-testi)
a Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli; (y2-testi)
b Kontrole gore p<0,01diizeyinde anlamli; (y2-testi)

14 -
11,77 11,52 11,69
12 -
10 -
M kontrol
o e | 0,67
Mitotik &
. m1,34
Indeks(%) ¢
m2,01
4 2,68
m3,35
2 -
m 4,02
0 -
24 saat 48 saat
Muamele Siireleri

Sekil 4.3. Picloram ile muamele edilen Allium cepa kok ucu hiicrelerinde mitotik
indeksteki degisiklikler
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Picloram A.cepa kok ucu hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik uygulamalarda profaz frekansini
kontrole gore arttirmistir (48 saat 4,02 mg/L harig). Ancak bu artis yalnizca 24 saatlik
uygulamanin 4,02 mg/L’lik konsantrasyonda anlamli diizeydedir. Metafaz ve anafaz
frekenslarinda ise kontrole gore diizensiz artis ve azaliglar gézlenmistir. Telofaz frekansi
ise tim konsantrasyonlarda her iki uygulama siiresinde de (48 saat 4,02 mg/L haric)
azalmistir. Ancak bu azalma yalmizca 24 saatlik uygulamanin 3,35 mg/L

konsantrasyonunda anlamlidir.

4.2.3. Picloramin neden oldugu mitotik anormallik tipleri ve oranlari

Picloramin uygulanan biitiin konsantrasyonlar1 her bir uygulama siiresinde mitotik
safhalarda ¢esitli anormalliklere neden olmustur (Cizelge 4.5, Sekil 4.4). Ancak bu artiglar
istatiksel olarak anlamli degildir. Go6zlenen anormallikler c-mitoz, kalgin kromozom,

poliploidi, koprii, fragment ve ¢ok kutupluluktur (Resim 4.4)

Cizelge 4.5. Picloram bitki biiyiime diizenleyicisi ile muamele edilen A.cepa kok ucu
hiicrelerindeki anormallik tipleri ve anormal hiicre oranlarinin kontrol ile

karsilastirilmasi
%Anormallik

Konsantras- Béliinen Toplam
yon hiicre C- Kalgin Poliploidi | Koprii | Fragment | Cok Anormallik
(mg/L) sayisl mitoz kromozom kutupluluk (%)
24 saat
Kontrol 1086 - - 0.18 0,18 0,36
0,67 1023 0,10 0,59 - - - 0,20 0,89
1,34 1008 0,10 0,10 - 0,69 1,00 0,30 2,19
2,01 843 - - - 0,13 0,35 0,47 0,95
2,68 726 0,14 - - 1,10 0,27 0,55 2,06
3,35 548 0,73 - - 2,37 0,36 1,27 4,73
4,02 421 0,95 0,71 - 1,43 - 0,47 3,56
48 saat
Kontrol 1177 - - - 0,17 0,08 - 0,25
0,67 1151 0,52 0,08 - ,95 - 0,78 2,34
1,34 1169 - - - 0,94 - 0,08 1,02
2,01 836 0,59 - 0,11 0,47 0,11 0,11 1,39
2,68 815 1,10 0,25 - 0,50 - 0,50 2,35
3,35 798 0,75 0,25 0,12 0,75 0,12 0,62 2,61
4,02 879 0,91 0,11 0,11 0,22 - 0,34 1,69




45

Resim 4.4. Piclorom uygulamasi sonucunda Allium cepa kok hiicrelerinde goriilen
kromozomal anormallikler a) ¢ok kutupluluk b) koprii ¢) poliploidi d)
fragment e) kalgin kromozom ve fragmet
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473

4 ® kontrol

Kromozomal
Anormallik 3
Oranlan (%)

m0,67
w134
m2,01
m2,68
m3,35

4,02

24 saat 48 saat

Muamele Siireleri

Sekil 4.4. Picloram ile muamele edilen Allium cepa kok uglarinda kromozomal anormallik
oranlar1

C-mitoz 24 saatlik uygulamada kontrol grubu ve 2,01 mg/L’lik konsantrasyonunda, 48
saatlik uygulamada ise kontrol ve 1,34 mg/L’lik konsantrasyonunda belirlenmemistir
(Cizelge 4.5). C- mitoz en fazla 24 saatlik muamelede 4,02 mg/L’lik konsantrasyonda 0,95
olarak belirlenirken en diisik 0,67 mg/L’lik ve 1,34 mg/L’lik konsantrasyonlarda 0,10
olarak tespit edilmistir. 48 saatlik muamelede 0,67 mg/L’lik konsantrasyonda en diisiik
0,52 iken 4,02 mg/L’lik konsantrasyonda ise en yiiksek 0,91 olarak gozlenmistir (Cizelge
4.5).

Anafaz ve telofazda belirlenen kalgin kromozomlar tiim uygulama konsantrasyonlar1 ve
stirelerinde gbzlenmemistir. Kalgin kromozomlar en fazla 24 saatlik muamelede 4,02
mg/L’lik konsantrasyonunda, en az olarak da 48 saatlik uygulamanin 0,67 mg/L’lik

konsantrasyonunda gozlenmistir (Cizelge 4.5).

Poliploidi ise olduk¢a diisiik frekanslarda olup sadece 48 saatlik uygulamada iig
konsantrasyonda (2,01; 3,35; 4,02 mg/L ) tespit edilmistir.

Anafaz ve telofazda ortaya cikan bir diger anormallik olan koprii olusumu tiim uygulama
konsantrasyonlar1 ve siirelerinde belirlenmistir (24 saatlik uygulamanmn 0,67 mg/L

konsantrasyonu hari¢). Kopriller en ¢ok 24 saatlik uygulamada 3,35 mg/L’lik
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konsantrasyonda  gozlenirken (0,95), 24 saatlik uygulamada 2,01 mg/L’lik
konsantrasyonda en az diizeyde (0,13) ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.5).

Fragment 24 saatlik uygulamada 1,34; 2,01; 2,68 ve 3,35 mg/L’lik konsantrasyonlarda
gorlliirken 48 saatlik uygulamada kontrol; 2,01; 3,35 mg/L’lik konsantrasyonlarda
belirlenmistir (Cizelge 4.5) .

Cok kutupluluk (Cizelge 4.5), uygulanan tiim konsantrasyonlar ve uygulama siirelerinde
ortaya c¢ikmustir. Cok kutupluluk frekansi, 48 saatlik uygulamanin 1,34 mg/L’lik
konsantrasyonunda en disik (0,08), 24 saatlik uygulamanmn 3,35 mg/L’lik
konsantrasyonunda en yiiksek (1,27) degerdedir.

Total anormallik yiizdeleri 24 saatlik uygulamada 0,89 ile 4,73 arasinda iken 48 saatlik
uygulamada 1,02 ile 2,61 arasinda degismektedir (Cizelge 4.5).

Interfaz sathasinda higbir anormallige rastlanmamistir.
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5. TARTISMA

Hizla artan diinya niifusunun 2025 yil1 itibariyle 8 milyar1 gegmesi beklenmektedir ve bu
artisin % 95’inin gelismekte olan ilkelerde goriilecegi tahmin edilmektedir. 830 milyon
insanin yeterli ve dengeli beslenememesi ve gelismekte olan iilkelerde tarim arazilerinin
yok edilmesi sonucu bazi sorunlar ortaya ¢ikmistir. Farkli yontemler kullanarak en kii¢iik
tarim alanindan, en yiiksek verim ve Kkaliteli triinler elde etmek i¢in mevcut dogal
kaynaklardan maksimum diizeyde faydalanilmaya calisilmistir. Bu sebepten tarimsal
alanlarda {iriin veriminin arttirtlmast ve f{riinlerin 1slaht konusunda tarim kimyasallari,
pestisitler, herbisitler ve BBD’ler giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Borlaug,
2003; Atsan ve Kaya, 2008; Karakuslu, Demirtas, Cavusoglu, Yapar, Yal¢in ve Cavusoglu,
2015).

Tarim alanlarindaki verimi arttirmak i¢in kullanilan ¢esitli kimyasallarin saglik {izerine
direkt etkilerinin bilinmemesine karsin toksik ya da mutajenik ekileri sonucunda cesitli
hastaliklar ortaya c¢ikmaktadir. Bundan dolay1 genotoksisite ¢alismalart olduk¢a Onem
kazanmis ve bilinmeyen ¢evresel ajanlarin olasi genotoksik ve biyolojik etkilerini
degerlendirmek igin 200’den fazla kisa zamanli test yontemi gelistirilmistir (Kilbey,
Legator, Nichols ve Ramel, 1984; Gopalan, 1999; Yiicel, Hatipoglu, S6zen, ve Giiner,
2008; Sozen, Yilmaz, Colak, ve Yiicel, 2010).

Birgok kimyasalin genotoksik etkilerini saptayabilmek i¢in Arabidopsis thaliana, Vicia
faba ve Allium cepa model bitkileri arastirmalarda yaygin olarak kullanilmakta olup, bu
bitkilerin  kok  meristem  mitotik  hiicrelerinde  ¢esitli  sitolojik  kriterler
degerlendirilebilmektedir (Ma, Grant ve Serres, 1997; Gopalan, 1999; Monarca, Feretti,
Collivignarell, Guzella, Zebrini, Bertanza ve Pedrazzani, 2000; Yiizbasioglu, Unal,
Sancak ve Kasap, 2003; Konuk, Liman ve Cigerci, 2007; Yiizbasioglu ve digerleri, 2009;
Olorunfemi, Ogieseri ve Akinboro, 2011). Yaygin olarak kullanilan Allium testi, kok
meristem mitotik hiicrelerindeki makroskobik (kék uzunlugu, sekli) ve mikroskobik (c-
mitozis, kromozom kirilmas1 ve yapisikligi, anafaz-telofaz kromozom anomalileri ve
mitotik indeks) parametrelerin arastirilmasinin yani sira diger test sistemleriyle yiiksek
kolerasyon gostermesi nedeniyle elverisli olan basit, hassas ve giivenilir test yontemidir
(Fiskesjo, 1993; Kaymak, 1996; Patra, Sahoo ve Panda, 2005; Tiirkoglu, 2007; Singh,
2015).
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Yaygin olarak kullanilan ¢ok sayida bitki gelisim diizenleyicilerinin laboratuvar
kosullarinda yapilan ¢esitli ¢aligmalarda canlilarin enzim yapilari, enzim seviyeleri, bazi
organlari iizerinde ¢esitli bozukluklara neden oldugu agiklanmistir (Morsiinbiil ve digerleri,
2010; Prodanchuk, Zhminko ve Zhminko, 2008; Xu ve Zhang, 2015). Bu c¢alismada,
sentetik oksinlerden olan ve bitki doku kiiltiiriinde 6nemli kullanim alanina sahip olan 2,4-
D ve Picloram’in bitki doku kiiltiiri esnasinda Allium in vitro testiyle genotoksik etkileri

arastirilmistir.

Allium cepa’nin kok ucu meristem hiicrelerinin hiicre dongiisiiniin 24 saat veya yaklasik 20
saat oldugu bildirilmistir (Grant, 1982; Rank ve Nielsen, 1994; Yiizbasioglu ve digerleri,
2003). Bu nedenle 2,4-D ve Picloram’in genotoksik etkilerinin arastirilmasi amaciyla
Allium cepa kokleri 24 ve 48 saat siirelerle muamele edilmistir. Allium testinde 24 ve 48
saatlik muamele siireleri kullanan birgok calisma mevcuttur (Ozakca ve Silah, 2013;
Mohammed, Aarey, Tamkeen ve Jahan, 2015; Gindri, Coelho, Tedesco ve Athayde, 2015).
Ayrica 3, 6, 12 saat muamelelerin yapildigi ¢alismalar da bulunmaktadir (Karagiannis ve
Pappelis, 1993; Zabka, Winnicki, Polit ve Maszewski, 2015; Prajitha ve Thoppil, 2016).

Bitki gelisim diizenleyicilerinin uygulanacak konsantrasyonlarinin belirlenmesinde
oncelikle ECso konsantrasyonu tespit edilmeye c¢alisilmis ancak yeterli kok uzunlugu
saglanamadig1 ve kok ucunda morfolojik bozukluklar olugmasindan dolayr ECsg degeri
belirlenememistir. Bu nedenle uygulanacak konsantrasyonlarin  belirlenmesinde
literatiirlerden yararlanilmistir. Ateeq ve digerleri (2002), A. cepa’nin koklerinde 2,4-D
etkisini belirlemek amaciyla ex vitro kosullarda 1-100 ppm arasinda 12 farkli
konsantrasyonda 2,4-D uygulamasi yapmuslardir. 1-4 ppm arasinda 3-5 mm’lik kokler
olusurken daha yiiksek konsantrasyonlarin kok olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir. 4
ppm’den daha yiiksek konsantrasyonlarda kok olugsmadig i¢in sadece 1, 2, 3 ve 4 ppm’de
uzayan koklerin uglart alinmistir. Bu calisma bitki doku kiiltiirli sartlarinda degil suda
cimlendirilen soganlarda gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada en fazla kromozom
anormallikleri 4 ppm de tespit edilmistir. Bu bilgilere dayanarak bu tez ¢alismasinda her
iki BBD’nin 0,67; 1,34; 2,01; 2,68; 3,35 ve 4,02 mg/L’lik konsantrasyonlar1 kullanilmistir.

2,4-D igeren besi ortamlarinda genotoksik ¢aligmaya ¢ok az rastlanirken, Allium cepa’nin
rejenerasyonuna ait doku kiiltiirii calismalar1 mevcuttur. Saker 1998’de, A. cepa

tohumlarindan somatik embriyo elde etmek icin 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 mg/L 2,4-D


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1360138514002490
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048357513000850
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0047637493901006
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0047637493901006
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629915003531
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629915003531
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iceren MS ortamlarini kullanmistir. En iyi sonuglar1 3,5 mg/L 2,4-D igeren ortamdan elde
etmistir.  Tiwari, Tripathi, Khare ve Rana, (2007) tarafindan Allium cepa’da hiicre
stispansiyon kiiltlirii vasitasiyla yapilan somatik embriyo ¢alismasinda 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 ve
10 mg/L 2,4-D konsantrasyonlar1 kullanmilmistir. 10 mg/L’de hiicre oliimleri
gerceklesmistir. Geriye kalan konsantrasyonlarda farkli oranda kallus olusumu
gozlenmistir. Aksakal, Erturk, Sunar, Bozari ve Agar, (2013), misir tohumlarmni 7 giin
stireyle 0,5; 1; 1,5; 2 ppm konsantrasyonlarda 2,4-D ile muamele etmislerdir. Kok uglarina
RAPD analizi yaptiklarinda 2,4-D’nin artan konsantrasyonu kok uzunluguna olumsuz etki
ederken, tohumda F artisa sebep oldugunu gozlemislerdir. Kontrol grubu ile mukayese
edildiginde normal bantlarin kayboldugu ve yeni bantlarin ortaya ¢iktigi belirlenmistir.
RAPD profiline gore, 2,4-D uygulamasi genomik DNA’nin stabilitesinde mutasyona
sebebiyet vermekte oldugu kalitatif olarak tespit edilmistir. Bu degisimin 2,4-D
konsansantrasyonun artmasiyla dogru orantili oldugu sonucuna da ulagilmistir. Bununla
birlikte 2,4-D doku kiiltiriindeki en yaygin kullanim alani somatik embriyogenesis
olusumu oldugu, somatik embriyo olusumunun kullanilan eksplanta, genotipe ve 2,4-D

konsantrasyonuna bagli oldugu belirtilmistir.

Sitotoksisite, ¢esitli makromolekiillerin sentezlenmesinin engellenmesi sonucu hiicrenin
fonksiyonlarinda ve yapisinda hasar meydana gelmesidir. Bir maddenin sitotoksisite
seviyesi mitotik indeksteki artis ya da azalma ile tespit edilebilir. Mitotik indeks (MI),
hiicre bolinme sikhigini  tahmin  etmeye izin veren bir parametre olarak
degerlendirilmektedir (Freire, Peropadre, Rosal, Perez-Martin ve Hazen, 2015). Mitotik
indeksin kontrol grubundan diisiik olmasi test edilen bilesigin, organizmanin biiylimesi ve
gelismesi esnasindaki kimyasal islemleri degistirdigini gOstermektedir. Buna karsilik
mitotik indeks degerinin yiiksek olmasi ise hiicre boliinmesinin hizlandigini, kontrolsiiz
cogalmaya ve hatta tiimor olusumuna sebep olabilecegini géstermektedir (Hoshina, 2002;
Leme ve Marin-Morales, 2009). Bu tez calismasinda mitotik indekste, 2,4-D’nin 24 ve 48
saatlik uygulamasinda hemen hemen tiim konsantrasyonlarda anlamli degisimler
gozlenmistir. Ozellikle diisiik konsantrasyonlar mitotik indeksi artirmis, yiiksek
konsantrasyonlar ise azaltmistir. Yiiksek konsantrasyonlarin mitoz bdliinmeyi baskilamasi
ECso konsantrasyonunun neden belirlenemedigini de agiklamaktadir. Picloram ise en
yiiksek dort konsantrasyonda hem 24 hem de 48 saatlik uygulamada mitotik indeksi
diistirmistiir. Benzer sekilde, Kumar, Arya, Roy ve Singh, (2010), Triticum aestivum L
bitkisine 2,4-D oksinin 50, 100, 200, 400, 800 ve 1200 ppm konsantrasyonlarinit 72 Saat
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uygulamiglar ve konsantrasyon arttikga mitotik indeksin azaldigini belirlemislerdir.
Kocaman ve Giiven (2015) tarafindan yapilan bir calismada sentetik oksin olan 1-
Naphthaleneacetamide’in (NAAmM) insan periferal lenfositlerinde mitotik indeksi sadece 48
saatlik muamelede, niikleer boliinme indeksini (NDI) ise hem 24 hem de 48 saatlik
muamelelerde kontrole gore istatistiksel olarak ©nemli derecede diislirdiiglini
saptamiglardir. Yapilan bagka bir ¢alismada IAA ve NAA oksinlerinin Vicia faba bitkisine
6, 12 ve 24 saatlik muamelesinde konsantrasyon arttikga mitotik indekste artisa neden
oldugu gozlenmistir (Kaifeng, Yan, Jianjun, Zhonglai, ve Chao, 2011). Truta, Zamfirache,
Rosu, Olteanu, Mihai ve Gherghe, (2011) 2,4 D’nin sitogenetik etkilerini iki farkli bitkide
incelemislerdir. Raphanus sativus L. ve Phaseolus vulgaris L. tohumlar1 2,4 D’nin 1 mg/L
ve 10 mg/L’lik konsantrasyonlari ile 3 saat muamele edilmis ve daha sonra petri kabinda
¢imlendirilmistir. R. sativus’da her iki konsantrasyon da mitotik indeksi distirmiis, P.
vulgaris’de ise 1 mg/L’lik konsantrasyon mitotik indeksi tesvik etmis ancak 10 mg/L’lik
konsantrasyon MI’i inhibe etmistir. Kumar ve Jagannath (2015), Triticum aestivum L.
bitkisine uygulanan butachlor herbisitinin 24 saatlik muamele siirelerinde konsantrasyonun
artmastyla mitotik indeksi diisiirdiigiinii bildirmislerdir. Mitotik indeksteki diisiis bitki
bliylime diizenleyicilerinin mitoz boliinmeyi baskilamalar1 sonucu olusmaktadir.
Kimyasallarin bu etkiyi sentez fazinda, DNA sentezini engellemek suretiyle boliinme
gecirecek hiicre diizeyini azaltarak yaptiklari bildirilmistir. DNA’da meydana gelen bir
hasar DNA sentezini ve dolayisiyla RNA ve protein sentezini de inhibe edebilir.
Mutajenitesi yiiksek olan maddeye maruz kalan hiicrelerde, DNA’da meydana gelen
hasarin dongiideki yerine gore, hiicre dongiisii kontrol noktalari olan G1’den S fazina veya
G2’den mitoza gecisi sirasinda biyolojik hasar birikmesiyle mitotik indeksin diismesine
neden olabilecegi agiklanmustir (Franco, Santos, Silva, Arthur ve Silva, 2016; ilbas,
Gonen, Yilmaz ve Dadandi, 2012).

2,4-D ve Picloram’in 24 ve 48 saatlik uygulanmalari, profaz frekansini kontrol grubuna
gore artmistir. Ancak bu artis yalnizca Picloram’in 24 saatlik uygulamasinin en yiiksek
konsantrasyonunda anlamlidir. Benzer sekilde; 2,4-D’nin Vicia faba’da 10 ve 20 ppm
konsantrasyonlarmin 3, 6 ve 12 saatlik muamele siirelerinde (Prasad ve Das, 1977) ve
Allium cepa’da 25, 50, 75 ve 100 ppm konsantrasyonlarinin 4 saatlik muamele siiresinde

(Kumari ve Vaidyanath, 1989) profaz oranmnin artirdigi tespit edilmistir.



53

2,4-D metafaz ve anafaz oranlarin1 tim muamelelerde (48 saat 0,67 mg/L’lik
konsantrasyon hari¢) kontrol grubuna goére azaltmistir. Picloram ise metafaz ve anafaz
oranlarini kontrole gére bazi konsantrasyonlarda artirirken bazilarinda diistirmistiir. 2,4-D,
24 saatlik uygulamada telofaz frekansii tiim konsantrasyonda (3,35 ve 4,02 mg/L doz
harig) artmistir. 48 saatlik uygulamada ise hiicre frekanslar1 farkli oranda azalip artmistir.
Picloram ise telofaz frekansini tiim uygulama ve konsantrasyonlarda (48 saat 4,02 mg/L’lik
konsantrasyon hari¢) azaltmistir. Ancak bu azalis yalnizca 24 saatlik uygulamanin 3,35
mg/L’lik konsantrasyonunda anlamlidir. 2,4-D’nin sathalar iizerinde anlamli diizeyde bir
etkisi gozlenmezken Picloram’in ise smirli etkisi oldugu sonucuna varilmistir. Liman,
Cigerci, Akyil, Eren ve Konuk, 2011), yaptiklart benzer bir ¢alisgmada fenaminosulf,
fungisit ve mikro-biyositinin genotoksik etkilerini incelemislerdir. Allium cepa’da 24
saatlik muamele siiresinde 12,5 ve 50 ppm’lik konsantrasyonlarin profaz frekansini
arttirdigini, diger siirelerde (24 ve 96 saat) ve tiim konsantrasyonlarda (12,5; 25 ve 50 ppm)

metafaz, anafaz ve telofaz frekanslarini azalttigini bildirmislerdir.

Truta ve digerleri (2011), 2,4-D’nin fasulye kok meristemine uyguladiklari
konsantrasyonlarda (1-10 mg/L) mitotik fazlarin frekanlarinin azalan siralamasini profaz >
metafaz> anafaz> telofaz seklinde bulmalarina ragmen, R. sativus koklerine yaptiklari 2,4-
D uygulamasinda profaz hiicre frekansinda azalma, metafaz ve anafaz frekanslarinda artma
bulmuslardir. Bu tez ¢alismasinda bulunan sonugtan farkli olarak telofaz frekansinda artma
oldugunu saptamiglardir. Bunun kullanilan materyalin ve konsantrasyonlarin farkli

olmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

2,4-D ve Picloram’in doku kiiltiirtinde Allium cepa kok uglarina uygulanmasi kromozomal
anormallik oranini artirmamuistir. Truta ve digerleri (2011) tarafindan yapilan bir caligmada
2,4 D’nin ana-telofaz anormallik oranini etkilemedigi ancak metafaz anormallik oranim
artirdigi aciklanmistir. Cabuk (2010), musirla (Zea mays L.) yaptig1 ¢alismada, in vitro
kosullarda, kallus kiiltiirii araciligi ile 6 farkli 2,4-D konsantrasyonunun (0, 2, 4, 6, 8 ve 10
mg/L), misir ¢esitlerinde kallus olusumuna ve bitki rejenerasyonuna etkisini arastirmistir.
Ayni ¢alismanin in vivo asamasinda ise, tim musir g¢esitlerinin kalluslarindan olusan kok
uclarindan 6rnekler alinmig, misir hatlariin kromozom sayilarinda gozlenen degisiklikler
incelenmistir. Kok uglarinin mikroskobik analizi sonucunda misir gesitlerinin kromozom

sayllarinda degisim gozlenmistir. Bu degisimde mitotik anormalligin aneuploidi
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(genomdaki kromozomlarin sayisinin degismesi) oldugu ve kromozom sayisinin azalmasi

(hipoploidi) seklinde meydana geldigi belirlenmistir.

2,4-D ve Picloram’mn 24 ve 48 saatlik uygulamasinin, A. cepa kok uglarinda C-mitoz,
yapisiklik, kalgin kromozomlar, kopriiler, fragmentler, ¢ok kutupluluk ve poliploidi gibi
anormalliklere neden oldugu gozlenmistir. Kumar ve digerleri (2010) yaptiklar ¢alismada
ekonomik agidan onemli olan bitkilere 2,4-D’nin uygulanmasiyla hiicrelerinde sitolojik
hasarlar tespit etmistir. 2,4-D muamelesinde oda sicakliginda 72 saatlik uygulamada 50-
1200 ppm konsantrasyonlarda Triticum aestivum’un mitotik kromozom morfolojisinde
olumsuz etkileri oldugunu agiklamiglar ve on iki tane yapisal kromozomal anormallik
bulmuglardir. Bu anormallikler; yapisiklik, c-mitoz, multipolarlik, fragment, kopri, kalgin
kromozom, kromozomlarin esitsiz dagilimi, daralmis kromozomlar, yonlendirilmemis
kromozomlar, yildiz seklinde kromozomlar, hiicre boyut artis1 ve hiicre plakasi olusumu
yetmezligidir. Yapilan bagka bir ¢alismada bugdaya uygulanan butachlor herbisitinin artan
konsantrasyonlarda (0,15; 0,25; 0,5; 0,75 ve 1,0 ppm) kromozomal anormalileri artirdig:
ispatlanmistir. Bu anomaliler yapiskan kromatin, kromozom kopriisii, niikleer lezyon,
daginik kromozom, parcalanmis metafaz ve anafaz, ¢ok kutuplu kromozom ve
mikrogekirdektir. Butachlor herbisitinin bugday somatik hiicrelerinde mitoz boliinme
tizerine olumsuz etkileri oldugunu belirtmislerdir (Kumar ve Jagannath, 2015). Etken
maddesi 2,4 D olan avenoxan herbisiti % 0,1; 0,2 ve 0,4 konsantrasyonlarda 3, 6 ve 12 saat
stireler ile A. cepa ve A. sativum kok uglarma uygulanmistir. Avenoxan, C-mitoza,
kromozom yapisikligina, kopriiye, geri kalmis kromozomlara ve multipolarlia neden
olmustur. Mitotik indeks iizerine inhibe edici etkisi ise konsantrasyona bagl olarak ortaya

cikmistir (Giil, Kaymak ve Muranli, 2006).

Bu tez c¢alismasinda her iki oksinin de neden oldugu mitotik anormallilerden biri C-
mitozdur. Metafazda kromozomlarin kisalip kalinlasmasi ve diizensiz dagilmis olarak
bulunmasina C-mitoz denir. C-mitoz kromozomlarinin daginik sekilde elde edilmesi,
mitotik ig inaktivasyonu sonucu olabilir (Levan, 1938). Buna bagli olarak da ig ipliklerinin
cekilmesi gecikmekte ve kromozomlar replike olmus fakat birbirlerinden ayrilmamis
olarak hiicre i¢inde daginik durumda kalmaktadirlar. Metafazdaki bu tip bir anormallik

mitotik indeksin de azalmasina neden olabilir (Findikli ve Tiirkoglu, 2010).
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Geri kalmig kromozomlar, ig ipliklerinin temel olarak kimyasallardan etkilenmesiyle
tamamen bozulmasindan ve kromozomlarn kutuplara ¢ekilememesinden kaynaklanir
(Tartar, 2006; Pulate ve Tarar, 2014). Ateeq ve digerleri (2002), pentachlorophenol, 2,4-D
ve butachlor pestisitlerinin Allium cepa kok ucu hiicrelerine uygulanmasiyla yiiksek oranda
kalgin kromozom tespit etmislerdir. Baska ¢alismalarda, triazine (Badr ve ibrahim, 1987),
maleic hydrazide (Rank ve Nielsen, 1997) ve quizalofop-P-ethyl (Arikan, 2006)
herbisitlerinin, kadmiyumun (Zhang ve Yang, 1994), cypermethrin ve fenvalerate
insektisitlerinin (Chauhan, Saxena ve Grupta, 1999) geri kalmis kromozomlarin sayisini

onemli diizeyde arttirdigini rapor etmislerdir.

2,4-D’nin Allium cepa kromozomlarinda meydana getirdigi diger bir anormallik de
yapisikliktir. Mikroskobik incelemeler sonunda gozlenen kromozom yapisikliklar
kromozomlarin niikleik asitleri {izerine bu kimyasal maddelerin sitotoksik etkilerini
gostermektedir. Yapisiklik DNA’ daki fosfat gruplari ile komplekslerin iizerine veya DNA,
protein veya her ikisinin fiziko-kimyasal 6zellikleri iizerine kimyasal maddelerin etkisi
olarak kabul edilebilir. Yapisik kromozom varligi telofaz ve anafaz sirasinda
kromozomlarin anormal bir sekilde ¢ekilememesi seklinde olusabilir. Kromozomun
yapisiklik 6zelligi 2,4-D’nin muamelesinden sonra kromozomlarin hareketini geciktirmek
seklinde olabilir. Boylece kromozomlar kutuplara c¢ekilemez ve sitoplazmada kalir ve
bunun sonucunda yogunlasmis ve yapismis sekilde goriiniir. Metafazdaki kromozom
yapisikliklari, kromozomlarin anafaz sathasina normal olarak girmesini engeller. Yapisik
kromozomlar, BBD’lerin toksik etkilerini yansitmakta ve genellikle geri doniisiimsiiz olup,
hiicrenin 6liimiine neden olmaktadir. Farkli ¢alismalarda da 2,4-D’ nin Allium cepa’ya
uygulanmasiyla yapisiklik Saptanmistir (Croker, 1953). Findikli ve Tiirkoglu (2010),
yaptiklari ¢alismada Glyphos ve DDVP’ nin Allium cepa’da belirli konsantrasyonlarda 24
saatlik muamale siiresinde yapigik kromozomlara rastlamiglardir. Yapilan bagka bir
calismada ise atrazine, avenoxan, diuron ve quizalofop-P-ethyl’ in A. cepa nin kok uglarina
uygulanan 0,1; 0,5; 0,75 ve 1,0 ppm’lik konsantrasyonlarinda 3 saatlik muameleden sonra

yapisikliga rastlamiglardir (Sharma ve Vig, 2012).

2,4-D ve Picloram’in Allium cepa kdk uglarina uygulanmalariyla her bir doz ve uygulama
stiresinde anafaz ve telofaz sathalarinda koprii olusumu gézlenmistir. Kromozom képriileri
genellikle metafazda kromozomlarin yapismasit veya kullanilan kimyasal maddelerin

klastojenik etkisi sonucunda kromozomlarin kirildiktan sonra yeniden birlesmesi sonucu
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meydana gelmesidir (Tomkins ve Grant, 1976). Kromozom segmentlerinin diizensiz
translokasyon veya inversiyonlart da kromozom kd&priilerine neden olabilir. Klastojenik
veya toksik etkiler sonucu olusan kromozom kopriileri genellikle geri doniisiimsiizdiir.
Koprii olusumu, yapisiklik ve disentrik kromozomlardan kaynaklanmaktadir. Kromozom
kopriileri esas olarak, anafazda kromozom veya kromatidlerin yapigmasindan
kaynaklanmaktadir. Kromozomlarin yapigmasi kromatidlerin birbirlerinden ayrilmasini
engellemekte ve kopriilerle birbirlerine bagli kalmalarina neden olmaktadir (Fiskesjo 1985;
Barbério ve digerleri, 2011). Kumar ve digerleri (2010), ii¢ bugday (Triticum aestivum L.)
varyetesi (HUW 234, HUW 468 ve HUW 533) iizerine 2,4-Diklorofenoksi asetik asit ve
izoproturon herbisitinin etkisini arastirmislardir. S6z konusu kimyasallarin kromozomlarda
yapisma ve koprii gibi kromozomal bozulmalara yol ac¢tigin1 bulmuslardir. Bagka bir
calismada ise bir¢ok tibbi kimyasal ve herbisitlerin etken maddesi olan piridinin A. cepa’da
farkli konsantrasyonlarda (125 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm) 72 saat siireyle
muamelesinde kromozom kopriileri gozlenmis ve sitotoksik oldugu rapor edilmistir
(Gokbayrak ve Sivas, 2011). Piridin sinifindan olan Picloram herbisitinin ise bu tez
caligmasindada toksik olmadigi bulunmustur. Bu farkliligin c¢alismada kullanilan
konsantrasyonlarin bu tez c¢alismasindaki konsantrasyonlardan yiiksek olmasindan

kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.

Fragmentlerin kromozom ve kromatidlerde meydana gelen kismi ya da tamamen
kirilmalardan meydana geldigi (Prakash, Lakshmi ve Harini, 1988; Yi ve Meng, 2003;
Hemanth Kumar ve Jagannat, 2015) ve olast mutajenitenin bir sonucu olabilecegi
bildirilmistir. 2,4-D ve Picloram fragment olusumuna sebep olmustur. Ateeq ve digerleri
(2002), 2,4-D’nin de aralarinda bulundugu bazi gevresel kirleticilerin Allium cepa kok
meristemi mitoz hiicrelerindeki sitogenetik etkilerini kromozom aberasyon (KA) testiyle
caligmiglardir. 2,4-D’nin yiiksek konsantrasyonlarinin Allium’da morfolojik degisimi
tesvik ettigi gosterilmistir. Bu ¢alismada test edilen tiim 2,4-D konsantrasyonlarinda (1-4
ppm) kromozom kiriklarina rastlanmistir. Srivastava ve Mishra (2009) atrazine herbisitinin
sitogenetik etkilerini Allium cepa (15, 30 ve 60 mg/L) ve Vicia faba’da (17,5; 35 ve
70mg/L) 4 ve 24 saat muamele siirelerinde incelemis ve konsantrasyon artikga

fragmentlerinde arttigin1 saptamiglardir.

Multipolarlik sentrioliin birden fazla bolinmesi sonucu ikiden daha fazla kutbun

olusmasiyla ya da anafazdaki basarisiz ayrilma veya esit olmayan translokasyon sonucu
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olusabilecegi gibi, geri kalmis kromozomlarin kutuplara ¢ekilememesinden de
kaynaklandig: agiklanmistir (Jain ve Sarbhoy, 1987; Pandey, Kumar ve Roy, 2014). 2,4-D
ve Picloram’in 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde farkli frekanslarinda multipolarliga
rastlanmistir. Yapilan bir ¢alismada Dichlorvos’un (DDVP) Allium cepa L. kok ucu
meristem hiicrelerine 12, 24 ve 48 saatlik 2, 4 ve 6 mL/L konsantrasyonlarinin
muameleleri sonucunda en ¢ok multipolarlik ve fragment olusumuna rastlanmistir (Findiklt
ve Tiirkoglu, 2010). Leme ve Marin-Morales (2009), kromozom kopriilerini ve kiriklarini
bir klastojenik etki gostergeleri oldugunu, kromozom kayiplari, gecikme, yapisiklik, ¢ok
kutuplulugun ve C-metafazin andjenik etkilerinin sonucunda olustugunu rapor etmislerdir.
Zeljezic ve Garaj-Vrhovac (2004), 2,4-D’nin kromatid ve kromozom kiriklarini,
mikronukleus ve niikleer tomurcuklarin sayisini arttirdigini belirtmislerdir. 2,4-D kaynakli
kromozomal hasar mekanizmalari tam olarak anlasilamamustir. 2,4-D Arabidopsis,
Raphanus sativus L. ve Phaseolus vulgaris L.’nin homolog rekombinasyon frekansini
etkilemistir (Truta ve digerleri, 2011; Filkowski ve digerleri, 2003). Mohammed ve Ma
tarafindan yapilan bir c¢alismada (1999), Tradescantia bitkisine 5-10 ppm
konsantarasyonlarinda Picloram’mn 6 saat muamelesiyle Trad-SHM testinde kromozom
aberasyonlarina rastlanmistir. Ayrica mitoz gegiren Vicia hiicrelerinde Picloram’in yiiksek

konsantrasyonlarda nekrozu indiikledigi saptanmustir.

Bu tez ¢alismasinda bulunan C-mitoz, yapisiklik, kopriiler ve diger diizensizlikler Ateeq ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismayla uyum igerisindedir. Ateeq ve digerleri (2002), yaptiklari
calismada 2,4-D’nin yiiksek dozlarda morfolojik bozukluklara neden oldugu bulunmustur.
2,4-D’nin 5-20 ppm (5-20mg/L) konsantrasyonlarinda dantel tig1, c-tiimdorler ve bozuk
kokler gibi bazi degisiklikler gdzlemlenirken, kromozom aberasyonlarini istatistiksel
olarak anlamli bulmuslardir. Mohandas ve Grant’in (1972), yaptig1 ¢aligmada 2,4-D’nin
Allium cepa, Triticum aestivum, T. dicoccum, Hordeum vulgare, Secale cereale {izerinde
sitolojik etkileri arastirilmis ve kok ucu hiicrelerindeki indiiklenmis kromozom kopriileri,
fragmentler, kalgin kromozomlar gibi sitolojik anormalliklere rastlamiglardir. Ayrica 2,4-

D’nin kromozom yogunlagmasini ve C- mitozu indiiklendigini bulmuslardir.

Bu tez c¢aligmasinda 2,4-D’nin hi¢ bir siire ve konsantrasyonlarinda poliploidiye
rastlanmazken picloramin 48 saatlik 2,01; 3,35 ve 4,02 mg/L konsantrasyonlarinda

poliploidi gériilmiistiir.



58

Yapilan literatiir taramasinda bitkilerde picloramin kromozomal anormallikler iizerine
etkisine dair ¢ok fazla calismaya rastlanmazken, fare ve mayada picloramin kanserojenik
etkisi olup olmadigma dair yapilan ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalarda da yiiksek ve
genis doz araliginda (1,000 ile 2,000 mg/kg/giin) 13 hafta ve (30- 1,000 mg/kg/giin) 32 giin
stiresince farelerin klinik ve kan degerlerinde herhangi bir anomaliye rastlanmamigtir
(Anonymous, 1984). Yine 1,000 mg/kg doz picloram ile beslenen hamile farelerde yapilan
calismada herhangi bir teratojenik etkiye rastlanmamistir (Anonymous,1992). Walker ve
Larwance (1992), giinde 150 mg/kg veya 250 mg/kg ortalama dozlarla beslenen farelerle
80 hafta siireyle yaptiklar1 ¢alismada herhangi bir kanserojen etki goézlememislerdir.
Picloramin erkek farelere 131, 261 ve 522 mg/kg dozda ve disi farelere 230, 460 ve 920
mg/kg dozlarda uygulanmasiyla Medulla polikromatik eritrositlerinde mikroniikleus
testinde negatif sonu¢ elde edilmis ve genotoksik olmadigi agiklanmistir. Diger bir
calismada 326, 653 ve 1305 mg/kg dozlarinda muamele edilmesiyle testis
spermatositlerinde kromozom anormalliklere neden olmadigi belirlenmistir. TA97, TA98,
TA100 ve TA102 suslarina sirasiyla 5, 50, 500, 1 000 ile 5 000 mg/L dozlarinda (S9 testi
olan veya olmayan) uygulanmasiyla Ames testinde de negatif sonug tespit edilmistir. Farkli
test sistemlerinin  (Ames testi, MN, kromozomal anormallik) de kullanilmasiyla
picloramin mutajenik olmadig: ileri siiriilmiistir (Yun ve digerleri, 2005). Saccharomyces
cerevisiae ile yapilan gen mutasyon testinde picloramin uygulamasiyla herhangi bir
mutajenik etkiye rastlanmamistir (Anoymous, 1983). Bu sonuglar bu tez ¢aligmasinin

sonuclarini destekler niteliktedir.

Calismada kullanilan diger bir genotoksisite testi bitkilerde son yillarda yaygin sekilde
kullanilan comet testidir. Bu test hizli, giivenilir, sonucunun kisa zamanda alinmasi ayrica
DNA’da hasar olup olmadiginin, varsa hasar seviyelerinin anlagilmasi i¢in kullanilan basit
ve kapsamli bir test yontemidir. 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlarini igeren muamelelerde
24 saat ve 48 saatlik uygulamalarda DNA hasar1 kontrol ile karsilastirildiginda 6nemli
olciide yiiksek olmadig tespit edilmistir. Tiirkoglu (2012), klorfenvinfos ve fenbukonazol
kimyasallarmimin genotoksik etkilerini A. cepa kromozomlarinda comet testiyle
incelemistir. Arastirict bu maddelerin 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 ppm konsantrasyonlarini 24
ve 48 saatlik siire ile uygulamistir. Bu maddelerin tek zincir kiriklarinda artig
olusturdugunu ve bu artigin kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli oldugunu tespit
etmistir. Klorfenvinfos ve fenbiikkonazol’un tiim konsantrasyon ve muamele siirelerinin

kontrole kiyasla anormal hiicre frekansin1 6nemli dl¢iide arttigini bildirmistir. Yapilan
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bagka bir c¢alismada kadmiyumun genotoksik etkilerini 10, 20 ve 40 mL’lik
konsantrasyonlarini 24 saat siireyle A. cepa kok ucuna maruz birakmiglar ve comet testi
uygulanmistir. Kadmiyumun DNA’ya hasar verdigini ve sitotoksik oldugunu bulmuslardir
(Setha, Misraa, Chauhanb ve Singh, 2008). Yapilan bu testlerle kromozomal anormallik
sonuglarinin ve comet testi sonuglarinin paralellik gosterdigi dogrulanmistir. Liman ve
digerleri (2011), fenaminosulf’un, Allium cepa kok uglarina 24 saat ve 96 saat siireyle 25
ve 50 ppm konsantrasyonlarinda uygulamislar ve comet testi ile incelemislerdir. 24 saatlik
uygulamanin 25 ppm ve 96 saatlik uygulamanin 50 ppm konsantrasyonlarinda DNA
hasarinda onemli bir artis kaydetmislerdir. Syberg ve digerleri (2015), yaptiklart bir
caligmada 2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D), akrilamid (AA) ve maleik hidrazid (MH)
kimyasallar sirasiyla 0-1,4; 0-20 ve 0-37,7 mM konsatrayonlarinda (tek basina ve karigim
halinde) in vitro Caco-2 hiicre hattinda (insan kolon adenokarsinomu) genotoksisiteleri
arastirtlmigtir. Caco-2 hiicre hattinda comet testiyle bulunan sonuglarda karigimin sinerjik
etki yaratarak genotoksik oldugu bulunurken, tek tek yapilan comet testiyle genotoksisite
siralamasi 2,4-D > AA > MH seklinde bulunmustur.

Phaseolus vulgaris L. kokleri 0,1; 0,2 ve 0,3 ppm konsantrasyonlarinda 96 saat siireyle
2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve 3,6-Dikloro-2-methoxybenzoicacid (Dikamba) ile
muamele edilmistir. 2,4-D ve Dikamba’nin artan konsantrasyonlarda kok biiylimesini
inhibe ettigi bulunmustur. Bu sonu¢ yaptigimiz ¢alismanin sonucuyla benzerlik
gostermektedir. Dikamba’nin yiiksek konsantrasyonlarda (0,2 ve 0,3 ppm) ¢6ziiniir protein
icerigini, pozitif kontrole gére onemli Olglide azalttigi tespit edilirken, 2,4-D’nin ise
¢Oziiniir protein igeriginin yalnizca 0,3 ppm’de onemli Olgiide artirdigr belirlenmistir.
Comet testinde, DNA fragmantasyonunu doza bagimli bir sekilde artirmistir. 2,4-D ve
Dicamba’nin RAPD analizinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda normal bantlarin
kayboldugu ve yeni bantlarin ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. 2,4-D ve Dicamba’nin comet ve
RAPD analizleri ile tespit edilen DNA hasarindaki sonuglari benzerlik gosterdigi

saptanmigtir (Cenkci, Y1ldiz, Cigerci, Bozdag, Terzi ve Arikan-Terzi, 2010).

Yapilan bagka bir c¢alismada, 2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve ticari olarak
kullanilan 2,4-D dimetilamin tuzunun (2,4-D DMA), CHO hiicrelerinde kardes kromadit
degisim (KKD) ve comet testleriyle genotoksisiteleri degerlendirilmistir. CHO hiicreleri
2,0-10,0 pg/mL konsantrasyonlarda 24 ve 36 saat siireyle 2,4-D ve 2,4-D DMA ile

muamele edilmistir. Doza bagl olarak kardes kromatit degisiminde onemli artiglara neden
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oldugu bulunurken, her iki bilesigin daha yiiksek dozlarda mitotik indeksi diisiirdiigii
belirlenmistir. Comet testinde ise CHO hiicreleri 2,0-10,0 ug/mL konsantrasyonlari ile 90
dakika ve 36 saat siireyle 2,4-D ve 2,4-D DMA ile muamele edilmistir. Analiz sonucunda
DNA fragmantasyonunun dozlara bagh olarak arttigir saptanmistir (Gonza’lez, Soloneski,

Reigosa ve Larramendy, 2005).

2,4-D Dbitkilerde in vitro ve in vivo kosullarda kromozomlarda mitotik ve mayotik
anormalliklere sebep olabilmektedir (Khalatkar ve Bhargava, 1982). 2,4-D’li bilesikler
bitkilerde floem tasinimi absorbsiyon ve fotosentez gibi bir¢ok bitki fonksiyonunda
bozukluga neden olmaktadir (Kaynak ve Memis, 1997). Tarladaki calismalarinda 2,4-D
bilesiklerin kanserojenik etkisinden dolay1 son yillarda domates ve patlicanda kullanimi
yasaklanmistir. 2,4-D yiiksek dozda kullanildiginda meyve ¢esitlerinde koflasma, loblarin
irilesmesi ve i¢i bos bir yapinin olusmasi bazi cesitlerde ise ¢igek burnu veya sap
cukurunda meme olusumu ve sekil bozukluklari ortaya c¢ikmakta, meyve etinde

kabalagmalar gorilmektedir (Kumulay ve Eryigit, 2011).

Sonug olarak, 2,4-D doku kiiltiiriinde uygulanan konsantrasyonlardan yalnizca yiiksek
olanlarda ve wuzun siire uygulanmasiyla mitodepresif etki sergilenmistir. Hi¢ bir
konsantrasyonu toplam mitotik anormallik oranin1 ve mitotik safhalarin frekansini
etkilememistir. Comet testinde de yalnizca en yiiksek konsantrasyon toksik etki gostermis
olup diger konsantrasyonlar anlamli diizeyde DNA hasar1 olusturmamaistir. Benzer sekilde
Picloram’mn da yiiksek konsantrasyonlart mitodepresif etki gdstermis ancak higbir
konsantrasyonu mitotik anormallik oranini arttirmamistir. Mitotik safhalarin frekanslarinda
ise nadiren etkili olmustur. Tiim verilerin 1s181nda 2,4-D ve Picloram’in 6zellikle diisiik

konsantrasyonlarinin doku kiiltiiriinde genotoksik risk olusturmadigi sonucuna varilmstir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tarim arazilerinden en yiiksek verimi elde etmek i¢in gesitli giibreleme, sulama ve toprak
isleme gibi birgok yola basvurulmus ancak bunlardan yeterli sonu¢ alinamadigindan
hormonlarin ve cesitli tarim kimyasallarimin kulamlmasma basvurulmustur. ilerleyen
zamanlarda tarim arazilerinin yok edilmesi sonucunda topraksiz tarimin yapilacagi
ongoriilmektedir. Topraksiz tarimda ise bitki gelisim diizenleyicileri kullanilmaktadir.
Uygulanabilecek farkli tiretim metodlarindan biri de doku kiiltiirii teknikleridir. Bitki doku
kiiltiirtinde genellikle sentetik hormon olan bitki biiylime diizenleyicileri kullanilmaktadir.

Bu nedenle BBD’ler her gegen giin 6nem kazanmaktadir.

Bitki biiyime diizenleyicilerinin bilingsizce kullanilmasi hem verim ve kaliteyi olumsuz
etkilerken hem de insan ve gevre sagligini da tehtit etmektedir. Gida ve tarim bakanligi bu
bilesiklerin hangi konsantrasyonlarda kullanilmasi gerektigini yonetmelik ve tiiziiklerle
belirtmistir. Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) ve Cevre Koruma Ajansi (EPA)’nin raporlar
incelendiginde, gilinlimiizde kullanilan biiylime diizenleyici maddelerin tarim iiriinlerinde
kalint1 riskinin olusturmadigi, insan ve gevreye toksik etkilerinin ¢ok diisiik seviyelerde

oldugu goriilmektedir.

Tiirkiye'de 1987 yilindan itibaren BBD' ler pestisit ve benzeri maddeler i¢ine dahil edilmis
ve tarim ilaglar1 gibi ruhsatlandirilmaya baglanmistir. Bu maddeler halen yiiriirliikte
bulunan "Zirai Miicadelede Kullanilan Pestisit ve Benzeri Maddelerin Ruhsatlandirilmasi
Hakkinda Yonetmelik" esaslari gercevesinde islem gérmektedir. Bu yonetmelik geregi bir
BBD ruhsatlandirilirken, pestisitler igin istenen tiim bilgi ve belgeler (kimyasal ve fiziksel
ozellikleri, biyolojik bilgileri, toksikolojik ve eko-toksikolojik calisma sonuglari, kalinti
calismalar1 vb.) BBD'ler igin de istenmektedir. Bu bilgi ve belgeler bakanlikta merkez ilag
komisyonunda incelenmekte ve uygun bulunan BBD'lere ruhsat verilmektedir. Ruhsat
aldiktan sonra, firmasi tarafindan pazara sunulan BBD'ler, imalattan iireticiye kadar gecen
degisik sathalarda da kaliteleri, etiket bilgileri, miktarlar1 vb. yoniinden, diger pestisitler
gibi Bakanlik Kuruluslar1 tarafindan kontrole tabi tutulmaktadir. Bundan dolayida ruhsath

bitki biiylime diizenleyicisi kullanilmalidir.

Sentetik bitki hormonlar1 tarimda gelisigiizel kullanilmamali, uygun konsantrasyonun

secilmesine dikkate edilmelidir. Boylece kullanilan miktar ¢ok diisik diizeylerde
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tutuldugunda tirliniin hasat zamanina kadar olan siirede bitki igerisinde parcalanmakta ve
zararsiz seviyeye inebilmektedir. Uygulamada yeterli madde miktari asilmadigi zaman
bitki hormonlarmin insan sagligi ve ¢evreye zarart olmayacaktir. Gereksinim duyulan
miktardan daha fazla kullanilan sentetik hormonlar istenilen amaca hizmet etmeyecegi

gibi, bitkiye yarar yerine zarar verecegi bilinmelidir.

Bu c¢alismada bitki biiylime diizenleyicilerinin diisiik konsantrasyonlarda genotoksik etki
gostermemelerine karsin  yiiksek konsantrasyonda genotoksisiteye neden oldugu
bulunmustur. Bu hormonlar, genellikle diisiik konsantrasyonlarda uygulandiklar1 zaman
yiiksek verim alinabilen maddelerdir. Bu ¢aligmanin sonuglarina goére 2,4-D ve Picloram’in
doku kiiltiiri uygulamalarinda 2,01 mg/L ve daha disiik konsantrasyonlarinin
kullanilmasinin uygun olabilecegi belirlenmistir. Insan sagligi acisindan, kimyasal
bilesiklerin mutajenik 6zelliklerinin belirlenmesinde, tek bir test sistemi yerine, birkag kisa
zamanli test sisteminin bir kombinasyonunun kullanilmasi sonuglari daha giivenilir hale
getirmektedir. Bu nedenle 2,4-D ve Picloram’in doku kiiltiirii uygulamalarinda kullanilan
miktarlarinin mutajen olup olmadigini belirtebilmek igin farkli test sistemleriyle de

degerlendirilerek sonuglarin karsilagtirilmasinin yararl olacag diisiintilmektedir.
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