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Urginea maritima L. EKSTRAKTININ KROMOZOMLAR UZERINDEKI

ETKIiSIiNIN ALLIUM TEST METODU iLE ARASTIRILMASI.

(Yiiksek Lisans Tezi)

MERT METIN
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2006
OZET

Liliaceae familyasina ait olan Urginea maritima L. -ekstraktinin
genotoksik ve sitotoksik etkileri bitkisel bir test sistemi olan Allium test metodu
ile aragtirllmistir. 100 ml’ye ¢esme suyu ile tamamlanan 2, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 14
ve 16 ml U. maritima ekstraktlarim1 igeren ¢ozeltilerde ve saf U. maritima
ekstraktinda, aktif maddesi oxamyl olan kimyasal bir pestisit (Vydate)’in 20
ml/I’lik ¢ozeltisinde ve ¢cesme suyunda (kontrol) soganlar koklendirilmistir. Elde
edilen kok ucu hiicreleri, feulgen ile boyandiktan sonra ezme preparat teknigine
uygun olarak hazirlanmis ve mikroskop altinda meristematik hiicrelerde meydana
gelen kromozom hasarlar1 (kopmalar, kirilmalar, yapismalar) tespit edilmeye
calisilmistir. Elde edilen tiim verilerin istatistiki analizleri karsilastirmali olarak
yapilmustir.

Sonug olarak U. maritima’ya ait tiim ekstraktlarda ve Vydate ¢6zeltisinde
meydana gelen kromozom hasarlar1 doz ve uygulama siiresiyle dogru orantili
artmis ve mitotik indeksin istatistiki olarak 6nemli derecede diistiigii gozlenmistir.
U. maritima ekstraktlariin Vydate gore daha disiik seviyede genotoksik ve

sitotoksik oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar sozciikler: Urginea maritima, Allium test, Sitogenetik, Genotoksisite,

Biopestisit.
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Investigating of the Effects of Urginea maritima L. Extracts on
the Choromosomes by Using Allium Test Method

(M.Sc.Thesis)
MERT METIN
MUGLA UNIVERSITY
INSTITUTE of SCIENCE and TECHNOLOGY
2006
ABSTRACT

The genotoxic and cytotoxic effects of extracts of Urginea maritima L., that
belongs to family Liliaceae was investigated with plant test method which called
Allium test. The onions (Allium cepa) were allowed to produce roots in 2, 4, 5, 6,
8, 10, 12, 14 and 16 ml of U. maritima extracts which was completed to 100 ml/I
drinking water, in only extract of U. maritima, in 20 ml/l solution of Vydate
which is a chemical pesticide and on drinking water (Control). The obtained root
tip cells were prepared according to Feulgen squash procedure after stained with
feulgene to identify the chromosomal aberrations (breaks, fragments, sticky) that
occur on meristematic cells. All of the data were compared using statistical
analysis.

As a result, the chromosomal aberrations were increased by the increase of
dose and application time in all extracts of U. maritima and Vydate solution and
it was observed that the mitotic index were significantly decreased. The extracts
of U. maritima were less genotoxic and cytotoxic than Vydate. It is stated that,
usage of U. maritima extracts will be less harmfull than chemical pesticides in

plant protection.

Key Words: Urginea maritima, Allium test, Cytogenetics, Genotoxicity,

Biopesticide.
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1.GIRiS

Farkli agro-ekolojik bolgelere ve buna bagli olarak ¢ok zengin bir bitki ¢esidine
sahip olan tiilkemizde, ekonomik ©6neme sahip 60 civarinda kiiltiir bitkisi tiirii
yetistirilmektedir. Bu kiiltiir bitkilerine ekonomik diizeyde zarar yapan 400’{in
lizerinde zararli organizma bulunmaktadir. Bu organizmalarin 245’1 zararh, 85’1
hastalik etmeni ve 70’den fazlasi da yabanci ot tiiriidiir. Bitkisel iiretimde uygun
toprak isleme, yiiksek verimli ve kaliteli tohum kullanilmasi, uygun giibreleme ve
sulama gibi verimi arttiran tiim uygulamalar yapilmis olsa dahi; kaliteli ve bol {iriin
almak i¢in zararlilar, hastalik etmenleri ve yabanci otlar ile de etkili bir sekilde
miicadele yapilmasi gereklidir (Anonim, 2001; Delen, 2003).

Diinyada tarim1 yapilan bitkilerde, zararli, hastalik ve yabanci otlar nedeniyle
hasattan Once ortaya ¢ikan ortalama iiriin kayb1 % 35 olarak hesaplanmistir. Bu iiriin
kaybina ortalama % 14 zararhilar, % 11 hastaliklar ve % 10 yabanci otlar neden
olmaktadir. Hasat sonras1 da yine ayni zararli organizmalar, ortalama % 14 gibi ek
bir zarara neden olabilmektedir. Miicadele yapilmadigi zaman bazi {irlinlerde bu
kaybin, iki kat artabilecegi de belirtilmektedir. Istatistiklere gore diinyada hastalik,
zararli ve yabanci otlarin sebep oldugu iriin kayiplari, yillik 27.5-60 milyar $
arasinda degismektedir. FAO kayitlarina gore, sadece hububatta hastalik ve
zararlilardan ileri gelen kayip 23 milyon ton olup, bu miktar 150 milyon insanin bir
yillik yiyecek ihtiyacidir (Anonim, 2000; Delen, 2003). Bu bakimdan, hastalik,
zararli ve yabanci otlarla miicadele tarimda biiyiikk 6nem tasimaktadir. insanligin
tarim zararlilar1 ile miicadelesi 1947-1960’11 yillarda ABD’de ve Avrupa’da 2.
jenerasyon pestisitlerin kullanilmaya baslanmasiyla en {ist diizeyde basariya
ulagmistir. Verimde artiglarin saglanmasimin yani sira is¢ilik girdileri de azalmis ve
daha ekonomik, daha giivenilir sonuglar alinmistir (De woard ve ark., 1993; Kéllen,
1998; Lobeer ve ark., 2001; Anonim, 2001; Regsdale ve Sislen 1994’e gore Delen,
2003). Ancak, 1960’lardan sonra, yogun, kontrolsiiz ve siirekli artan pestisit
kullantminin verimi etkilemedigi ve maliyeti ylikselttigi modern toplumlarda ¢ok iyi
anlasilmistir. Ayrica, ¢evreye zararli uygulamalara kars1 daha az hosgoriilii olmaya
baslayan kamuoyunda, insan sagligiyla pestisitlerin iliskileri konusundaki kaygilar

ozellikle 70’1i yillarda artis gostermistir. Ornegin, 1962 yilina kadar kullanimlar:



siirekli yogunlasan klorlu pestisitler 1972°den itibaren ABD ve Avrupa’da hizla
yasaklanma siirecine girmistir (Cremlyn, 1991; Gullino ve Kuijpers, 1994; Ware,
1994’e gore Delen ve ark., 2005). Pestisit kullanimin1 azaltmak ve kimyasal
savasimin getirdigi olumsuzluklart minimuma indirebilmek i¢in entegre (biitiinlesik)
savasim Oonem kazanmustir. Entegre (biitiinlesik) savagim; dogal denge, ¢evre direnci
ve ¢evre sagliginin 6n planda tutulmasi suretiyle bilinen tarimsal savag yontemlerinin

bir arada ve dengeli olarak uygulanmasidir (Anonim, 2001; Delen, 2003).

Tarimsal savasim; bitkilerin hastalik, zararli ve yabanci otlarin etkilerinden
ekonomik olgiiler i¢cinde korunmasi, {iriiniin ve kalitenin arttirilmasi i¢in kiiltiirel,
fiziksel, mekaniksel, biyolojik, biyoteknik, kimyasal ve entegre miicadele
yontemlerinin kullanilmasidir. Bu basit tanimindan da anlasildigi gibi, tarimsal
savasimla, bir yandan iiriinii ve kaliteyi arttirmak, bir yandan da ekonomik olmasi
hedeflenmektedir. Bu amaca ulasabilmek icin, tarimsal savasim, entegre savasim
gorilistine uygun olarak yiriitiilmelidir. Bu amagla, tiim gelismis iilkeler pestisit
kullanimini, ¢evreye daha az zararli olabilecek diizeyde tutma yoluna gitmisler ve bu
olguyu basarabilmek amaciyla da, diger savasim yontemlerine agirlik vererek
entegre savasim icinde kimyasal savagimin etkinligini simirlandirmiglardir. Ancak
calismalar, modern tarimsal savasimda kimyasal savasimin gerekli bir yontem olma
ozelligini halen korudugunu ortaya koymustur (Anonim, 2001; Gullino ve Kuijpers,
1994; Ragsdale 1994’ e gore Delen ve ark., 2005). Bunun nedeni, kimyasal
savasimin diger savasim yontemlerine oranla yiiksek etkili olmasi, hizli sonug
vermesi, bilin¢li ve kontrollii kullanildiginda {iriinii toksin salgilayan ve toksin
bulagsmalaria neden olan organizmalardan gerek tarla kosullarinda, gerek tasimada
ve gerekse depolamada koruyabilmesi gibi 6nemli avantajlaridir (De woard ve ark.,
1993; Ragsdale, 1994; Madanlar 2002’e gore Delen, 2003). Bu nedenle, kimyasal
savasim modern bitki koruma uygulamalarinda giiniimiizde de en ¢ok tercih edilen
yontemdir. Ancak, tarim ilaclarinin kullanimi ¢ok degisik ve karmasik sorunlar
yaratmaktadir. Gelismekte olan lilkelerde her yil 10 bin kisi tarim ilaglarindan
zehirlenerek 6lmekte ve 400 bin kisi de bu nedenle ciddi olarak hastalanmaktadir
(Bora ve Ozaktan 1998’e gore Ozmen, 2002). Ayrica, pestisitlerin yogun kullanimi
sonucu zararli organizmalarda dayaniklilik olusturabilme, dogal diismanlar

Oldiirerek dogal dengeyi bozmak, gerek friinler iizerindeki kalintilar1 gerekse



topraga, havaya ve yeralti sularina karismalar1 yoluyla c¢evrede meydana
getirebilecegi kirlilik riskleri ile bu ¢evrede yasayan insanlarin sagligina olan etkileri
de kesinlikle goz ardi edilmemelidir (Anonim, 2001; Ozmen, 2002; Madanlar, 2002;
Anonim, 2004; Gullino ve Kuijpers, 1994; Ragsdale 1994’ e gore Delen ve ark.,
2005).

Sentetik pestisitlerin s6z konusu zararlar1 nedeniyle, son yillarda bitkilerden elde
edilen dogal pestisitlerin arastirilip ortaya konulmasina yonelik calismalar biiyiik
artis gostermistir (Ujvary 2002°e gore Civelek, 2003). Kimyasal ilaglara alternatif
olarak gelistirilen bitkisel ekstraktlarin; 6zellikle bitkilerin icermis oldugu triterpen,
alkaloid ve fenolik gibi bilesiklerin, zararli bazi boceklerin gelisimi ve biiylimesi
lizerinde etkilerinin arastirilmasina dayanmaktadir (Schoonhoven, 1982; Freeman ve
Andow 1983; Raffa 1986’a gore Ertiirk ve ark. 2004). Bitkilerin igermis oldugu bu
bilesiklerin bir ¢ok zararli bocek iizerinde yok edici Ozellige sahip oldugu
bilinmektedir (Whittaker ve Feeny 1971; Schoonhoven ve Jermy 1977’e gore Ertiirk
ve ark. 2004).

Ulkemizde de bitki koruma alaninda son 5 yildir yapilan alternatif madde
gelistirme caligmalar1 bitki ekstraktlar1 iizerinde yogunlasmistir (Ozmen, 2002;

Civelek, 2003).

Modern diinyada, insan saglig1 ve ¢evre biiyiik 6nem kazanmistir. AB’ye girme
konusunda yogun ¢aba sarf eden ililkemiz de, tarim ilaglar1 biiyiik 6l¢iide bilingsiz ve
kontrolsiiz kullamlmaktadir. insan saghigini ve gevreyi koruyabilmek amaciyla, tarim
ilact kullanim1 gelismis iilkeler standardinda, bilingli ve kontrollii olmalidir. Bu
bilingsiz ve kontrolsliz uygulamalarin en carpict gostergesi ihra¢ edilen tarim
tirtinleri tlizerindeki AB standartlarina uygun olmayan pestisit kalintilarinin
bulunmasidir. Bu durum iilkemizin hem ekonomik hem de itibar kaybina neden
olmaktadir. Ornegin AB’nin internet ortamindaki 2002 yili besin ve yiyecek hizli
alarm sistemi raporunda (Rapid Alert System For Food Report For The Year 2002)
93 iilke yer almaktadir. AB’ne giden besin maddelerinde uygun bulunmayanlar
acisindan Tiirkiye, 141 iirlin ile Cin ve Tayland’ tan sonra ii¢iincii siradadir (Delen,

2003).



Yukarida da 6zetlendigi gibi, pestisitlerin getirebilecegi olumsuzluklar gelismis
iilkelerde artik gayet iyi bilinmektedir. AB iilkeleri perakendecileri Tarim Uriinleri
Calisma Grubu, Avrupa Iyi Tarim Uygulamalar1 (EURO GAP) Protokoliinii 1 Ocak
2004’de yiriirliige sokmuslardir. Bu protokol ile AB perakendecileri, raflarina
koyduklar iiriinlerin tizerinde sentetik pestisit kalintisinin olmadigini belgelemekte,
miisterilerine zararli olmayacagina dair baz1 garanti ve giivenceleri saglama yoluna
gitmektedirler. EURO GAP sertifikasi, yabanci perakendecilerin iireticilerden satin
aldiklar1 ve tiiketiciye sunduklar {riinlerin saglikli oldugunu belgelemek icin bir
garantidir.

Tiirkiye AB uyum yasalar1 geregi, Avrupa lyi Tarim Uygulamalar1 (EURO
GAP) Protokoliine 1 Ocak 2005 tarihinde imza atmistir ve taahhiitler altina girmis

bulunmaktadir.

Ulkemizde de sentetik pestisitlere alternatif bitkisel dogal maddelerin
gelistirilmesi ve kullanilmasi ile yurt disindan ithal edilen sentetik kimyasal
maddelerin kullanim1 azalacak ve {ilke ekonomisine son derece 6nemli katki
saglanacaktir. Ulkemizin sahip oldugu iklimsel 6zellikleri sayesinde flora cesitliligi
acisindan son derece zengin olmast bu konuda yapilacak ¢aligsmalari arttirict 6nemli

bir unsurdur.

Bitkisel kokenli pestisit 6zelligindeki maddelerin ¢ogunda, iiriin {izerinde insan
ve hayvan saghigini tehdit edici kalint1 sorunlarinin olmayisi, dogal denge iizerinde
olumsuz etkilerinin olmamasi gibi 6nemli ozellikler bulunmaktadir. Ancak, bu
ozellikteki bazi bitkiler zehirli bitkiler sinifindadir. Bunun i¢in bu dogal {irlinlerin
dogada yarilanma ve pargalanma siireleri, besin dongiisiindeki yerleri ve bu siirece
katilan canlilar lizerindeki etkileri, segici olarak hangi organizmalara ne dozlarda
uygulanabilecegi, dogal denge ve diger canlilar {izerindeki etkileri, toprak ve suda
bulunan diger bilesenler ile reaksiyonlari, hangi kimyasallar ile sinergik yada
antigonistik etki olusturdugu, en iyi sonug alabilmek i¢in en dogru uygulama yontem
ve zamani, istenmeyen durum ve kazalarin olugmasi halinde (yanlislikla igilmesi,
yogun miktarda inhale edilmesi yada cilt temas1 gibi) kullanilabilecek antidotlarinin

tespit edilmesi, zararli boceklerin buna direng gelistirip gelistirmeyecegi, hatal



uygulamalarda ne gibi sonuglarin ¢ikabilecegi aydinlatilmali ve sitolojik etkileri

arastirilmalidir.

Litaratiir taramas1 sonucunda Urginea maritima bitki ekstraktinin biopestisit
olarak kullanilabilme kapasitesine sahip oldugu (Pascual ve Fernandez, 1999;
Civelek, 2003) anlasilmistir. Ancak, Urginea maritima bitki ekstraktinin ¢evrede ve
canlilar iizerinde olusturabilecegi potansiyel etkilerine (sitolojik ve genotoksik)
iliskin ¢alismalara rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamizin amaci, Urginea
maritima L. ekstraktinin Allium cepa’nin k6k ucu meristem hiicreleri iizerine

etkisinin Allium test ile belirlenmesi olmustur.



2. KAYNAK OZETLERI

Gegtigimiz ylizyilda, bilimsel gelismelere dayali olarak zararlilarla savasta
degisik miicadele yontemleri gelistirilmistir. Bunlarin igerisinde, kimyasal tarim
ilaglar1 en ¢ok kullanilan ve en iyi bilinen miicadele yontemidir (Ozmen, 2002).
Ancak, kimyasal ilaglarin ¢evrede ve diger canlilar iizerinde yarattigi olumsuz etkiler
biiyiik boyutlarda olup giiniimiiziin énemli konularindandir (Onciier, 2000’e gére
Ozmen, 2002).

Meyve ve sebzelerdeki pestisit kalintilarinin, kanser gibi olumsuz etkileri
toplumsal kaygilara neden olmaktadir. Pestisitler, muhtemel kimyasal mutajenler
olarak diisiiniilmektedir (Ozmen, 2002). Ornegin, Patra ve ark. (1997)na gore
Maleic Hydrazide genotoksik bir ajandir (Patil ve Bhat, 1992; Kaymak, 2005).
Endiistriyel faaliyetler sonucu su ve topraga karisan bakir, besin zinciri yoluyla da
organizmalara gegerek toksik etki yapmaktadir (Anonim, 1991°e gére Inceer ve ark.,
2000; Anonim 2004). Bakir, ¢inko, kursun ve krom Allium cepa kok ucu
hiicrelerinde klastogenik etkilere sebep olmaktadir (Liu, 1992; Arambasic 1995’e
gore Inceer ve ark., 2000). De Flora (1994)’e atfen Inceer ve ark. (2000)’1 civanin,
fare ve sigan embriyolarinin fibroblastlarinda DNA kirilmasma yol actigim
belirtmektedirler. Benzer sekilde Leonard ve ark. (1983), civali bilesiklerin Vicia
faba ve Allium cepa gibi bitkilerde hiicre boliinmesi sirasinda ig ipliklerine etki
ettigini rapor etmektedir. Bunun gibi deneysel veriler ¢esitli tarim kimyasallarini
olusturan bilesenlerin; gen mutasyonu, kromozomal degisme ve DNA hasaria yol
acan mutajenik aktivitelere sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Bolognesi ve
Morasso 2000’e atfen Ozmen, 2002).

Kullanilan pestisitin kimyasal bilesenlerinin sayisina ve ¢esidine bagli olarak
genetik etki ortaya c¢ikar. Kimyasal yogun kullanilma ve siirekli yiiksek derecede
maruz kalinma sonucunda, besin zinciri, deri ve solunum yolu ile viicuda
girebilmekte, yag dokusunda birikerek dogrudan yada dolayli etkiler
olusturabilmektedir. Etkileri, akut olabilecegi gibi teratojenik, mutajenik, alerjik ve
kanserojenik de olabilir (Anonim, 2001; Ozmen, 2002; Anonim 2004’e gére Delen
ve ark., 2005).

Son yillarda yaygin olarak kullanilan 100 pestisit bilesenini kapsayan test

kimyasallarmin % 59’unun gen mutasyonu, % 83’{iniin kromozomal hasar ve %



71’inin DNA hasarinda etkili oldugu ancak, sadece % 10’unun tiim testlerde negatif
sonuglar verdigi goriilmiistiir (Bolognesi ve Morasso 2000’e atfen Ozmen, 2002).

Pestisitler, toksik etkileri nedeniyle kullanilirlar. Secgici olarak bazi
organizmalara karsi etkilidirler. Bununla beraber kesin segiciligin elde edilmesi
zordur ve bir ¢ok pestisit insanlara karsi zararli olma riskini de beraberinde
tasimaktadir. Insan sagligi, cevre ve dogal dengeyi korumaya ilginin artmas1 dogal
pestisitlerin kullanimini arttirmaktadir. Tarimsal miicadelede; ¢evreye en az zarar
veren ve kalict etkileri diisiik veya hi¢ olmayan biopestisitlerin (dogal pestisitlerin)
kullanim1 yayginlagmaktadir. Bunlar hayvanlardan, bitkilerden ve bakterilerden elde
edilen dogal iiriinlerdir. 1998 yili sonunda yaklasik 700 {iriin ve 175 biopestisit etkili
olan aktif bilesik kayitlarda yer almistir. Biopestisitler; US-EPA’nin yapmis oldugu
simiflandirmada; mikrobiyal pestisitler, bitki pestisitleri ve biyokimyasal pestisitler
olmak iizere 3 biiyiik sinifa ayrilirlar (Ozmen, 2002).

Giiniimiizde 200 kadar bitki tiir ve ¢esidinin bocek oldiiriicii etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Bocek oldiiriicii etkiye sahip bitkilerin, ekstraklar1 veya kurutulup
ogiitiilerek elde edilmis tozlar1 kullanilir (Onciier, 1995).

Bugiin, diinyada gelismis tlkelerde zararli boceklere karst dogal pestisitler
yaygin 6l¢iide kullanilmaktadir (Isman 1997°e atfen Ertiirk ve ark., 2004). Ornegin,
Kuzey Amerika ve Avrupa iilkelerinde, Chrysanthemum cinerariifolium (Trevir.)
Vis.'den pyrethrum, Derris spp. ve Lonchocarpus spp.'den rotenone, Nicotiana
tabacum L.'den nicotine, Ryania speciosa Vahl'den ryania ve Azadirachta indica'dan
neem gibi elde edilen bitkisel pestisitler 6nemli dl¢iide kimyasal pestisitlerin yerine
kullanilmakta ve tarim ilaglar1 satis yerlerinde satilmaktadir (Isman 1997’e atfen
Ertiirk ve ark., 2004; Ozmen, 2002).

Civelek 2003’in bildirdigine gore, dogal pestisitler olarak adlandirilan bitki
ekstraktlarinin tarimsal iirlinlerde zarar yapan organizmalara kars1 sentetik kimyasal
ilaglara alternatif olarak kullanilmasina yonelik calismalar son 20 yilda hiz
kazanmistir.

Yiiz yillardir insanlar tarafindan diiiretik (idrar soktiiriici dolayisi ile tansiyon
diisiiriicti), ekspektoran (balgam sokiicii), kardiyotonik (kalp kuvvetlendirici) olarak
kullanilan Urginea maritima L. (Koyuncu 1978’e atfen Tanker ve ark., 1998) son

zamanlarda da biopestisit 6zelligi agisindan énem kazanmis ve tarimsal zararlilarla



miicadelede kullanilabilecegi anlagilmistir (Civelek, 2003). Bu amagla oncelikle
bitkinin igerdigi etken maddelerinin tespitine ve bu etken maddelerin hangi zararl
bocek tiirlerine kars1 ne derecede nasil etki yaptigini tespit etmeye yonelik calismalar
yuriitilmiistir. Ayn1 zamanda Urginea maritima’nin igerdigi bilesiklerin
izolasyonlar1 ile kimyasal yapilar1 belirlenmis, elde edilen maddelerin toksik etkileri,
deney hayvanlar1 ve diger canl tiirleri lizerinde test edilmistir. Bununla ilgili bazi
calismalar asagida verilmistir.

Pascual-Villalobos (2002)’a goére; Vega ve arkadaglar1 1972 yilinda U.
maritima’nin  kirmizi  renkli  soganlarindan anthocyaninleri izole etmeyi
basarmiglardir. Hassid ve arkadaslar1 ise 1976 yilinda Spodoptera littoralis
(Lepidoptera: Noctuidae) larvalarimi  U. maritima’nin  yesil yapraklarinda
gelistirmeye c¢alismis ancak basarili  olamamuglardir. Larvalarin = gelismesini
engelleyen etken maddenin azetidine karboksilik asit (proline benzer ve protein
olmayan bir aminoasit) oldugunu yapraklar1 ekstre ederek bulmuslardir. Ayrica, bu
bitkinin yapraklar1 vicenin-2, vitexin, isovitexin, orientin, isoorientin ve sinistrin
olarak bilinen fruktan polisakkaritleri igermektedir (Batanouny ve ark., 1999).

U. maritima’nin bes ¢esit bufadienolid icerdigi bunlarin proscillaridin A,
scillaren A, scillirocide, gammabufotalin ve scilloricidin oldugu belirtilmistir. (Krenn
ve ark., 1994’e atfen Pascual-Villalobos, 2002). Verbiscar ve ark. 1986 yilinda
yuriittiikleri caligmalarinda, U. maritima’dan glikosidleri ve aglyconesi izole
edebilmislerdir. U. maritima’ nin igerdigi bufadienolid’lerden en aktif ve en zehirli
olan glikosid scilliroside’dir.

U. maritima soganimin kimyasi karmasik olmasina ragmen iyi bilinmektedir.
Soganlarin igerdigi bufadienoidler, tibbi o6zellik olarak kardiyak glikosidleri
icerdiginden kardiyatonik ve raticid (sican oldiiriicii) etkiye sahiptir. Raticid etkisi
icerdigi bufaneoidlerden en yiiksek zehir etkisi olan scilloriside ve diger mevcut olan
scilla glikosidlere ve aglyconeslere aittir (Verbiscar ve ark. 1986’a atfen Pascual-
Villalobos, 2002). U. maritima soganinin igerdigi bufadienoidler fareleri merkezi
sinir sistemi tizerinden etkilemektedirler. Bu yiizden insanlar i¢inde oldukga yiiksek
zehirlilik etkisi olan bu tiirlin ticari iriinleri, insanlarin giivenligi ve sagligi igin
herhangi bir zehirlenme olaylarinda kusturma amacl olarak kullanilabilmektedir. U.

maritima’nin geleneksel olarak rodenticit amagli (kemirgen o6ldiiriicii) kullanimi



Warfarin ve diger antikoagulan tip rodenticitlerin ortaya ¢ikmaya baslamasiyla
azalmistir. Gliniimiizde baz1 fare ve sican tiirleri de bu tip iirlinlere direng gelistirmis
durumdadirlar (Pascual-Villalobos, 2002).

1940’larda California’nin yar1 kurak bolgelerinde yetisen U. maritima tirii
rodenticit elde etmek igin yeni kesfedilmis bir iirlin olmasina ragmen soganlarin
igerdigi zehir miktarinin; soganin genetik heterojenitesine, yabani tiir olup
olmamasina, hasat zamanina, saklama kosullarina, ekstraksiyon yontemine ve diger
cevresel faktorlere bagl olarak degismesi var olan en Onemli problem olmustur
(Gentry ve ark. 1987’a atfen Pascual-Villalobos, 2002 ).

Pascual-Villalobos ve Fernandez (1999), giiney bat1 Ispanya’nin 21 farkl1 bitki
familyasina (Boraginaceace, Capparidaceae, Cistaceae, Compositae, Cruciferae,
Cucurbitaceae vb.) ait 57 yabani tiirden ekstraktlar elde ederek bu ekstraktlarin anti-
insektisit aktivitesini, depo Uriinlerinde (tahil, hububat, un vb.) zarara sebep olan
Tribolium  castaneum (Coleoptera: Tencbrionidae) larvalarmi  kullanarak
caligmiglardir. Bu ¢alismada, bilim adamlart U. maritima soganlarindan elde edilen
ekstraktlarin ayni bitkinin yapraklarindan elde edilen ekstrakta gdre daha zehirli
oldugunu ve pupa evresindeki larvalarda bu ekstraktin kontak yolla etki ederek %
100 6liim meydana getirdigini bildirmislerdir.

Pascual-Villalobos ve Fernandez (1999), U. maritima soganlarindan etanol ile
elde ettikleri ekstrakti depo iiriinleri (tahil, hububat, un vb.) zararlilarina karsi
kullanmiglar ve bagarili sonuglar elde etmislerdir. Pascual-Villalobos ve Fernandez
2002°de U. maritima soganinin igerdigi bufadienolid’lerden hangisinin yada
hangilerinin saf olarak bu etkiye sahip olduklarint Tribolium castaneum (Coleoptera:
Tenebrionidae) larvalar: iizerinde tespit etmeye calismiglar ve tiim uygulamalarda
proscillaridin A, scilloriside ve scillorisidin’in aktif olduklarini belirlemislerdir. Ayn1
arastirmada, en Oldiriicii etkinin larva basmna en diisiik doz uygulamasinda (10
ug/larva) bile scilloriside ve scilloricidin’de oldugunu gostermislerdir. Scillaren A ve
gammabufotalin ise doz arttirilsa bile daha az toksik etkiye sahip bulunmustur. Ayni
arastirmada, % 2 bufadienoid igeren diyetle beslenen Tribolium sp. larvalarinda
istatistiki a¢idan onemli sayilacak miktarlarda gelisme geriligi gozlenmis ve pupa
evreleri uzamigtir. Ayni diyetle beslenen olgun disi fertlerde ise, disi basina

yumurtlama miktarinda net bir sekilde diisiis tespit edilmistir. Saf olarak scillorisidin
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ve proscillaridin A’nin daha aktif oldugu ve disilerde iireme kabiliyetini tamamen
yok ettigi, larvalarda pupa evresini uzattig1 belirlenmistir (Pascual-Villalobos, 2002).

Krenn ve ark., 1999 yilindaki calismalarinda kullandiklar1 hexaploid U.
maritima’nin vejetasyon donemi boyunca igerdigi bes cesit bufadenoid oranlarinin
degisebilecegini ve hasat zamanina bagli olarak da toplam bufadenoid miktarinin
yaklasik % 10-20’si olan bilinmeyen iki yeni bufadenoid igerdigini spektroskopik
metodla gostermiglerdir. Bilinmeyen bu iki yeni bufadenoid 11 «-
acetylgamabufotalin 3-0O-(4-0O- a-D-glucosyl)-a-L-rhamnoside ve 11 o -
hydroxyscilliglaucoside’dir.

Pascual-Villalobus ve Fernandez (1999), ispanyada yayilis gosteren 12 farkli
yabani U. maritima tiiriine ait 3n, 4n ve 6n ploidi seviyesine sahip kirmizi ve beyaz
renkli soganlardan etanol ekstraksiyonu ile ekstraktlar elde etmislerdir. Bu
ekstraktlar1 elde etmeden Once soganlar1 ploidi diizeylerine, renk durumlarina ve
hasat sonras1 30 giinliik bir siire i¢in direkt giines 1s181ina maruz birakip birakmama
durumuna gore gruplara ayirmislardir. Gruplara ayirdiklar: soganlardan elde ettikleri
ekstraktlari, hasat sonrasinda depo {irtinlerinde (bugday, un vb.) zarar olusturabilen
Tribolium castaneum’un 25 giinliikk larvalarinda, larva basina 10 pg dozunda
uygulamig ve 24 saat sonunda larvalarda % 60 ile % 100 arasinda Olim
gozlemlemislerdir. Soganlarin rengi, ploidi seviyeleri ve 30 giinliik kuruma stirelerini
gblgede yada direkt gilines 15181 altinda gegirmeleri ekstraksiyonlarin toksisitesi
tizerinde onemli bir farklilik yaratmamustir. Ancak, elde edilen ekstraktlarda 4n ve 6n
ploidi seviyesine sahip beyaz soganlarin, 3n ploidi seviyesinde, kirmizi olanlardan ve
ekstraksiyon Oncesi golgede bekletilenlerin direk giines 1s181inda bekletilenlerine gore
daha aktif olduklarin1 vurgulamiglardir.

Ayni arastiricilar, ekstraktlart yeni ¢ikan larvalarin beslenme diyetine % 10
oraninda ilave etmis ve 14 giinliik deneme siirecinin sonunda larvalarda gelismeyi
onemli oranlarda engelledigini gdzlemlemislerdir.

Civelek (2003), ortii alt1 domates yetistiriciliginde karsilasilan zararlilardan kok-
ur nematodlar1 (Nematoda: Meloidogyne spp.)’na karsi sentetik pestisitler yerine
Urginea maritima (Liliaceae) soganlarindan elde edilen ekstraktlarinin kullanilmasi
ve boylece insan ve c¢evre sagligmi tehdit etmeyen alternatif maddelerin

gelistirilmesini amacglamiglardir. 2001-2002 yillarinda yiiriitiilen ¢alisma, domates
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bitkisi lizerinde laboratuvar ve sera kosullarinda gergeklestirilmistir. Denemelerde,
Urginea maritima ekstraktinin 1000, 2000 ve 4000 cc/100 I su dozlari, karsilastirma
amaci ile kok-ur nematoduna kars1 kullanilan ticari tarim ilact vydate (Oxamyl,
DuPont) kullanilmistir. Ekstrakt, koklere sulama suyu ile uygulanmistir. Gerek
laboratuvar gerekse sera kosullarinda yapilan denemelerde, bitki ekstraktinin tiim
dozlar1 vydate (tarim ilaci)’e gore daha etkili olmustur. Ancak, bitki ekstraktinin
4000 cc/100 1 dozunun diger dozlara gore daha etkili oldugu anlagilmistir. S6z
konusu bitki ekstraktinin kok-ur nematodu {izerinde iimitvar etkide oldugu ilk defa
bu ¢alisma ile ortaya konmustur. Bu ¢alismada kullanilan U. maritima ekstraktinin
kimyasal analiz sonuglar1 Cizelge 1’de verilmistir.

U. maritima ekstrakti biopestisit olarak kullanilabilecek bir ekstrakt olarak
belirtilmektedir. Ancak, bu bitki ile ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde diger
canlilar Tlizerindeki fizyolojisine ve c¢evre iizerindeki muhtemel genotoksik,
mutajenik, klastogenik, toksikolojik, teratojenik etkilerine ve dogada kalis siiresine

iligkin verilerin yeterli olmadig goriilmektedir.

Cesitli kimyasallarin, su 6rneklerinin ve bitki ekstraktlarinin genotoksik etkileri
hayvansal, bakteriyel ve bitkisel test sistemleri ile saptanabilmektedir. Bir bitkisel
test sistemi olan Allium-test ile, sogan bitki koklerinin biiylimesini engelleyen
uygulamalarin toksisiteleri olgiilebilmektedir. Allium-test sonuglari, prokaryot veya
diger okaryotlardan olusan test dizeleri ile uygunluk gostermektedir (Fiskesjo, 1981.
a ; Fiskesjo, 1993; Misik ve Micieta, 2002).

Biopestisit 6zelligi bulunan bazi bitki ekstraktlarinin kullanilmasi ile bizim
calismamiza benzer olarak yapilmis olan ve ayrica ¢esitli kimyasal maddelerin
sitotoksik, genotoksik ve mutajenik etkilerini bitkisel test metodlarini kullanarak

gostermeyi amaglayan bazi ¢caligmalar asagida verilmistir.
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Cizelge 1. Urginea maritima L.’nin Kimyasal Analiz Sonuglar1 (Civelek ve ark.,
2003)

Kimyasal Madde Adi Bulunma Oram (%)
1- Ethyl-3-isopropylbenzene 62
1,4-cyclohexadiene,3-ethenyl-1,2- 90
2-methylindanone 1 H - -Inden-1-one 53
2-Methyl-1,3- Propanediol 2tms 64
Azulene (CAS ) cyclopentacyclohe 64
Benzene, 1-methyl-4-(1-methylethyl) 90
Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl) 87
Benzene,1-ethyl-2,3-dimethyl- 50
Benzene,4-ethyl-1,2-dimethyl- 50
Benzene,1-ethyl-3,5-dimethyl- 50
Benzene , ( 2-methyl-1-methyleneprop.) 59
Benzene,1,4-dimetyl-2-( 1-methyle) 64
Benzenedicarboxylic acid 91
Naphthalene(CAS)white tar 64
Indole,3-( 2 — aminopropyl) -6-fluoro 50
Pseudoephedrine 2AC 53
Tetramethylbenzene 80
Tryptophan-M M E 50
Butanoic acid, butyl ester 86
Praponic acid 83
2,6-di (t-butyl)-4-hydroxyl-4-methyl 97
Ethanol 72
Phenol, 4-chloro-3-methyl 96
Hexatriacontane 81
Pentacosane 72
Tetradecene 97
Hexadecene 94
Butyllated hyroxytoluene 97

Ozmen (2002), tez calismasinda iilkemizde park ve bahgelerde yetistirilen,
Meliaceae familyasina ait olan Melia azedarach’tan elde edilen ve biopestisit olarak

kullanilan azadirachtinin genotoksik etkilerini bir bitkisel test sistemi olan Allium
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test metodu ile incelemistir. 25 gr tohum/l, 50 gr tohum/l ve 75 gr tohum/l olmak
tizere 3 ayr1 konsantrasyondaki ekstraktlarin Allium cepa L.’nin k6k ucu meristem
hiicrelerinde mitotik boliinme iizerine olan etkilerini belirlemistir. Mitotik indeks,
kontrol ile karsilastirildiginda; tiim dozlarda ve doz artisi ile bir diisiis gdstermistir.
Boliinen hiicrelerdeki kromozom anormallikleri; fragment, kromozom yapismalari,
koprii olusumu, yanhis kutuplasma ve mikronukleus olusumlaridir. Kromozom
anormalliklerinin toplam orani yaklasik % 4.2°dir. Elde edilen degerler kontrol ile
karsilagtirildiginda, uygulanan ekstraktin tiim konsantrasyonlarda etkili oldugu
goriilmiistiir. Ancak, tarimsal uygulamada tavsiye edilen 50 gr tohum/I’lik dozdaki
hasarin minumum diizeyde oldugu belirlenmistir. Sonucta, azadirachtin’in zararl
etkilerinin ¢ok diisiik olduguna ve kimyasal pestisit yerine kullanilarak geleneksel
kimyasal pestisit kullanimini azaltacagini belirtmistir.

Biopestisit kapasitesi arastirilan bitkilerle ilgili olarak yiiriitiilen baska bir
calismada, Wawrzyniak (2004), Geraniaceae familyasina ait bitkilerden elde edilen
ekstraktlarin, Pieridae familyasindan Pieris brassicae (L.) tizerindeki biyolojik
aktivitelerini incelemistir. Arastirici, Geraniaceae familyasina ait Pelargonium x
hortorum Bailey, Erodium cicutarium L., Geranium sanquineum L., Geranium
palustre L., Geranium pratense L., Geranium phaeum L., Geranium robertianum L.
bitkilerinden alkol ve su ile ekstraktlar1 elde etmis ve bunlari Pieris brassicae’ya
hem arazi hem de laboratuvar kosullarinda uygulamustir. Pieris brassicae’nin tireme
durumunu, yumurtalarin hayatta kalma oranlarini ve tirtillarin beslenme oranlarini
dikkate almistir. Sonug olarak, test edilen tiim ekstraktlarin Pieris brassica’ya karsi
etkili oldugu go6zlenmistir. Geranium pratense ve Geranium senquineum diger
Geranium tiirlerine gore daha aktif etki gostermistir. Su ile elde edilen ekstraktlar,
Pieris brassica’nin lahana bitkisi {izerine yumurta birakmasimi engellemis ve
uygulamaya maruz kalan yumurtalarin 6lmesine sebep olmustur. Alkol ile elde
edilen ekstraktlarin, su ile elde edilenlere gore beslenmeyi daha fazla baskiladig:
goriilmiistiir. G. pratense ve G. robertianum’un alkol ve su ekstraktlari en giiglii
antifeedant (beslenme engelleyici) etki gostermistir. Ekstraktlarin antifeedant
ozelligi, tirtillar icin kontrolle kiyaslandiginda onemli bir fark tesbit edilmemis

ancak, G. pratense’den elde edilen alkol ve su ekstraktlar: ile G. senquineum’den
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elde edilen su ekstrakti digerlerine gore daha yiiksek oranda antifeedant 6zellik
tasimaktadir.

Ayni sekilde Ertlirk ve ark. (2004) tarafindan da, Lahana yaprak giivesi’nin
(Plutella xylostella L.) (Lepidoptera; Plutellidac) gelismesi iizerine Tamarix
smyrnensis Bunge, Scorzonera mollis Bieb, Scorzonera tomentosa L., Reseda alba
L., Linum bienne Miller, Artemisia santonicum L., Prunus laurocerasus L. ve Laurus
nobilis L. bitkilerinden elde edilen alkol o6ziitlerinin, toksik etkileri ve Plutella
xylostella’nin beslenmelerine olan etkileri incelenmistir. En yiiksek toksisitenin, %
85 'lik bir oranla A. santonicum bitki 6ziitiine ait oldugunu belirlenmistir. Diger bitki
Oziitlerinin toksisitelerini de sirasiyla T. smyrnensis, S. mollis, S. tomentosa, R. alba,
L. bienne, P. laurocerasus ve L. nobilis, % 55, % 45, % 50, % 60, % 60, % 50 ve %
55 olarak tespit etmiglerdir. Besin tiikketimi en yiliksek 10,67 mg olarak S.
tomentosa’nin alkol Oziitiinde gézlenmistir ve en diisiik besin tiiketimi ise 6.85 mg
olarak T. smyrnensis bitkisi alkol 6ziitiinde bulunmustur.

Kaymak (1994), Anadolu-83 cavdar ¢esidinde mayoz da baz1 mutajenler ve atik
maddelerin kromozom anormalliklerine etkisini arastirmistir. Gamma 1smninin farkh
dozlari, Sodyum Azid (NaNs) ve Dimetilsiilfat (DMS)’1n farkli konsantrasyonlari ile
Meri¢ nehrindeki kirlenmenin etkisi incelenmistir. Sonug¢ olarak, sodyum azidin
5x10* M konsantrasyonu disinda kullamlan mutajenlerin  biitin doz ve
konsantrasyonlar1 ile atiklarin kromozomlar {izerinde bazi anormalliklere sebep
oldugunu gozlemlemistir. Meri¢ nehrindeki kirleticilerin, M; (Mutant 1) bitkilerinde
mayoz boliinme gecirmekte olan hiicrelerde % 5.8 oraninda kromozom
anormallikleri olusturdugu belirtilmistir. En sik rastlanan anormallik koprii olusumu
olup kopriiler, mayozun 1. ve 2. evrelerinin anafaz-telofazinda gozlenmistir.
Diakinezde univalent formasyonu, metafaz 1’de univalentlik, C-rod bivalent ve
translokasyon, tetratta mikronukleus olusumu ve diizensiz senkronizasyon gibi
anormallikler goézlenmistir. Gamma 1sinlarmin  tiim dozlarnn ise kontrolle
kiyaslandiginda 6nemli oranda anormalliklere sebep olmustur. 10.000 rad gamma
1s1n1; Diakinezde quadrivalent formasyonu, metafazda halka (B-Ring) quadrivalent
formasyonu ve telofazin 2. evresinde laggard (geri kalmig) kromozomlara sebep
olmustur. 8000 rad gamma 1s1ninda koprii olusumu, laggard kromozom ve mayozun

2. evresinde koprii olusumu ile diizensiz senkronizasyon gozlenmistir. Farkl
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dozlardaki NaNs uygulamasi, M; bitkileri mayoz gegiren hiicrelerinde farkl tip ve
oranlarda kromozom anormalliklerine sebep olmustur. NaNs;’in 0.0025 M’lik
konsantrasyonu % 14 toplam anormallige sebep olurken mayoz bdliinmenin 1. ve 2.
evrelerinde en sik rastlanan anormallikler mikronukleus ve kromozom kopriilerinin
olusumudur. NaNj3’in 0.0010 M’lik konsantrasyonu ise, % 7 oraninda toplam
anormallige sebep olmus, mayoz bdliinmenin 1. ve 2. evrelerinin anafaz ve
telofazinda laggard kromozom ve kromozom kopriilerinin olusmasma en sik
rastlanmistir. DMS’in 0.0025 M’lik konsantrasyonunda toplam % 3.4 ile en diisiik
seviyede kromozom anormalligi gozlenirken, 0.0010 M’lik konsantrasyonunda % 5.2
ile en iist diizeyde kromozom anormalligi gozlenmistir. DMS uygulamasinda
gbzlenen mayotik anormallikler; 0.0005 M’da diakinez’de halka olusumu ve
translokasyon, metafaz 1’de multivalent olugsumudur. 0.0010 M’da metafaz 1’de
bivalent ve univalentlerin olusmasi, anafaz 1’de koprii olusumu, telofaz 2’de de
laggard kromozomlarin gozlenmesi ve plazma i¢ine mikronukleuslarin tetrat
formunda dagilmasidir.

Rank ve Nielsen (1996), Allium Anafaz-Telofaz test metodunu kullanarak N-
methyl-N-nitrosourea (MNU), Maleic Hydrazide (MH), Sodium Azide (NaNs) ve
Ethyl Methanesulfonate (EMS)’in genotoksik etkilerini aragtirmislardir. Kullanilan
tiim kimyasal ajanlar istatistiki acidan onemli seviyelerde kromozom anormallikleri
olusumuna sebep olmuslardir. Rank’ a gore bu tip etkiye sebep olan en diisiik dozlar
sirastyla; NaNs, (0.03 mg/l) < MH, (1 mg/l) < MNU, (41 mg/l) < EMS, (100
mg/1)’dir.

EMS ve MMS (Methyl Methanesulfonate) kimyasallart mutajenik testte pozitif
kontrol amacgli kullanilmis ve sonuglart Allium test ile kiyaslandiginda MMS,
EMS’ye gore 10 kat daha fazla kromozom aberasyonlarina sebep olmustur (MMS>
EMS). Rastlanan kromozom anormallikleri ise fragment, koprii ve mikronukleus
olusumudur.

Inceer ve Beyazoglu (2000), Bakir Kloriir’iin Vicia hirsuta (L.) Gray kok ucu
hiicreleri iizerinde sitogenetik etkilerini aragtirmiglardir. Calismada, Fabaceae
familyasindan Vicia hirsuta tohumlar1 10, 25, 50, 100 mg/I’lik bakir kloriir ¢6zeltisi
ile 4, 12, 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Bakir kloriir’iin mitoz bdliinmeyi 6nemli

derecede baskiladigi, doz ve zaman artigina bagl olarak kromozomal anormalliklere



16

sebep oldugu ve mitotik indeksi azalttigi gozlenmistir. Bakir kloriir’tin hiicrelerde
kromozomal degismelere neden oldugu ve bu sekilde normal hiicre boliinme
diizeninin degistigi anlagilmistir. Goriilen anormallikler ise kromozom kopriisii,
laggard kromozom, esit olmayan kromatin dagilimi ve fragment olusumudur.

Liu (1992)’ya atfen inceer ve ark. (2000)’nin bildirdigine gére, krom nitrat ve
potasyum dikromat gibi kromlu bilesiklerin farkli dozlari, Allium cepa kok ucu
hiicrelerine uygulanmis ve neticede bu bilesiklerin mitotik indeksi azaltti1 tespit
edilmistir. Ekingen (1973)’nin bildirdigine gore, Asteracea familyasindan
Haplopappus gracilis’de insektisitler kromatid ve kromozom kirilmalarina neden
olabilmektedir. Zakia ve ark. (1990)’da insektisitlerin Vicia faba’ da geri kalmis
kromozom, kromozom yapismalari, koprii gibi kromozom anormalliklerine sebep
oldugunu rapor etmektedir (Inceer ve ark., 2000).

Aybeke ve ark. (1998) yiiriittiikleri ¢aligmada, zeytinyagi fabrikasi atik suyunun
Triticum aestivum (bugday)’un kok ucu hiicrelerinde sitotoksik ve mutajenik
etkilerini incelemislerdir. Tohumlarin ¢imlenme oranlarini, kok uglarindaki mitotik
boliinme anormalliklerini ve total protein miktarin1 degerlendirmislerdir. Atik suyun
farkli konsantrasyonlarinda bekletilen tohumlarda ¢imlenme oraniin distiigii, buna
karsin mitotik anormalliklerin ve mitotik indeksin yiikseldigi tespit edilmistir.
Mitotik indeks, biitiin konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore birkag kat yiikselmis,
cok nukleuslu yada parcalanmis nukleuslu olan hiicrelerle birlikte sayisal ve yapisal
kromozom mutasyonlarina da rastlanmigtir. Calismada kullanilan zeytinyagi
fabrikas1 atik suyu; profazda graniilizasyona, heterojen kromozom dagilmasina,
metafazda yi8ilmaya, anafazda koprii olusumuna, telofazda erken ve geg sitokineze,
hiicre plaginin olugsmamasina, asimetrik kromozom dagilmasina ve kromozomlarda
heterojen ¢oziilmeler gibi degisik anormalliklere sebep olmustur. Ayni zamanda
protein miktarlarinin da konsantrasyon ve muamele siiresinin artisina bagli olarak
diisiis gostermesi, zeytinyagi fabrikasi atik suyunun dogrudan niiklear madde ve
protein sentezi lizerinde toksik oldugunu gostermistir.

Chauan ve ark. (1999), iki ticari insektisit, Cypermethrin (CYP) ve Fenvalerate
(FEN)’in Allium cepa L.’nin kok meristem hiicrelerindeki sitogenetik etkilerini
arastirmiglardir. Her iki bilesik i¢in 6 ve 24 saatlik uygulamalar doza bagli olarak

mitotik indeksi diislirmiis, kromozom anormalliklerine ve mitotik anormalliklere
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sebep olmustur. CYP uygulamasi1 FEN’e gore daha ¢ok anormal hiicre olugsmasina
sebep olmus yani daha toksik bulunmustur. Her iki bilesigin olusturdugu
anormallikler, esit olmayan kromozom dagilmasi, mikronukleus olusumu, C-
metafaz, yapigma, multipolar anafaz, laggard kromozomlar ve binukleatlar olup
igcerik bakimindan benzerlik gostermektedir.

Pluijmen ve ark., (1984)’a atfen Chauan ve ark. (1999)’nin bildirdigine gore,
genotoksik etkiye sahip olan deltamethrin, cypermethrin, fenvalerate ve permethin
bilesikleri mikrobiyal test sistemi (Ames test sistemi) ile ve V79 Cin hamster
ovaryum (yumurtalik) hiicreleri testi ile negatif sonuglar vermistir. Ayni bilesikler,
Allium cepa kok meristem hiicrelerinde, kromozom kirilmalar1 ve mitotik
anormallikler meydana getirmektedir.

Renciizogullar1 ve ark. (2000), gidalarda antimikrobiyal madde olarak kullanilan
Sodyum metabisiilfit (SMB)’in Allium cepa kok ucu hiicrelerinde sitogenetik
etkilerini arastirmak tizere Allium cepa koklerini 7.5 mg/l, 15 mg/l ve 30 mg/l
konsantrasyonlarindaki SMB soliisyonlarma 10 ve 20 saat siire ile maruz
birakmiglardir. Sonug olarak, SMB, tiim konsantrasyon ve muamele siirelerinde
mitotik indeksi kontrole nazaran onemli derecede diisiirmiistir. SMB’in 10 saatlik
muamelesinde mitotik indeks doza bagl olarak azalirken mitotik anormallikler doza
bagl olarak arttirmistir. Bu anormallikler; kromozom yapismasi (sticky), anafazda
koprii ve laggard kromozom olusumu, mikronukleus, interfazda kromatin erozyonu
ve erken kromozom yogunlagmasidir.

Vidakovic’-Cifrek ve ark. (2002), yag sanayiinda yogun olarak kullanilan ve 1:1
oraninda CaCl, ve CaBr,’lin karistirilmasiyla elde edilen ¢ozeltinin A. cepa kok
meristem hiicrelerinde olusturdugu sitogenetik etkiyi ve hasarlart aragtirmislardir.
Allium test i¢in ¢esme suyu ile 0.025, 0.050, 0.075 ve 0.100 mol dm™
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Tiim konsantrasyonlar, 6zellikle 0.075
ve 0.100 mol dm™lik konsantrasyonlar kok gelisimini onemli derecede
engellemistir. CaBr,’de ise bu etki 0.050 mol dm™lik ¢ozeltide gozlenmistir.
Aragtirilan tim konsantrasyonlardaki ¢dzeltiler, kok ucu hiicrelerindeki mitotik
aktiviteyi distiriirken, en ¢ok goriilen mitoz anormallikleri de ig ipliklerindeki

hasarlar ve kromozom yapismalar1 olmustur.
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Amat ve ark. (2002), Kuzey Dogu Arjantin’de hipertansiyona kars1 geleneksel
halk ilac1 olarak kullanilan yedi ayr1 bitkiden su ekstraksiyonu ile elde edilen
ekstraktlarin  Allium test kullanilarak genotoksik ve antimitotik etkilerini
degerlendirmek igin yaptiklari ¢alismada; Solanum granulosu-leprosum Dunal
(Solanaceae), Urera baccifera L. (Urticaceae), Cayoponia bonerensi Miller
(Cucurbitaceae), Aristolochia triangularis Cham. (Aristolochiaceae), Eugenia
uniflora L. (Myrtaceae), Costus arabicus L. (Zingiberaceae), Cuphea calophylla
Cham. (Lythraceae), bitki ekstraktlar1 mitotik indeksi diisiirmiis ancak, antimitotik
olarak istatistiki agidan yalnizca Aristolochia triangularis ve Cayaponia boneriensis
ekstraktlar1 etkili olmustur. Solanum granulosu-leprosum, Ureria baccifera ve
Cayoponia bonerensis’in sebep oldugu kromozom anormallikleri % oran olarak
onemli bulunmustur. Ayni bitkiler, yiiksek oranda mikronukleus olusumuna da sebep
olmuslar ancak, diger tiirler mikronukleus olusumuna sebep olmamistir. Ayrica
fragment, koprii, diizensiz kromozom dagilmalar1 ve yogunlasmalari,
kromozomlarda yapigma, C-mitoz, multipolar (¢cok kutupluluk) ve poliploidi gibi
anormallikler gozlenmistir.

Inceer ve ark., (2003) da bakir kloriiriin Helianthus annuus L.’un kok ucu
hiicrelerindeki sitogenetik etkilerini arastirmiglardir. H. annuus tohumlari, 10, 25, 50
ve 100 mg/I’lik bakir kloriir ¢ozeltisi ile 24 saat muamele edilmistir. Bakir kloriiriin
mitoz boliinmeyi baskiladigi, doz artisina baglh olarak kromozomal anormalliklere
sebep oldugu ve mitotik indeksi azaltig1 gozlenmistir. Bu anormallikler; fragment,
kromozom yapigmasi, kromatin kopriileri, esit olmayan, diizensiz kromozom
dagilmalar1 ve yogunlagsmis kromatin olusumudur.

Gokalp ve Kaymak (2002) tarafindan Maleik hidrazid (MH)’in farkh
konsantrasyon ve muamele siirelerinde insan lenfositleri tizerindeki sitogenetik etkisi
periferal kan kiltlirii yontemiyle arastirilmistir. Bu amacla MH’in distile su ile
hazirlanan 75, 300, 500 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlar1 kullanilmis, insan
lenfositleri bu farkli konsantrasyonlardaki MH ile 24 ve 48 saat boyunca muamele
edilmistir. Kromatid gapi, kromatid kirilmasi, izokromatid gapi ve izokromatid
kirimas1 gibi kromozom anormallikleri meydana getirdigi saptanmistir. Sonuglar, iki
sekilde degerlendirilmistir. Gaplar kromozom anormallikleri olarak kabul edildiginde

75 ng/ml MH'in 48 saat muamele edilmis grup disindaki tiim gruplarda, MH’in,
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insan lenfositlerinde, kontrole gore anlamli kromozom anormalliklerine sebep oldugu
goriilmiistlir. Gaplar, kromozom anormalligi olarak kabul edilmediginde MH'in insan
lenfositleri iizerine etkili olmadig1 saptanmistir. MH’in artan konsantrasyon ve
muamele siiresine bagli olarak mitotik indeks azalmigtir.

Dane ve Dalgig¢ (2003), sistemik bir fungusit olan Benomyl (Benlate)’nin Allium
cepa L.’nin gelismekte olan kok uglarinda ve apikal meristemlerinde meydana gelen
mitoz boéliinmeye olan etkilerini arastirmiglardir. 1, 2, 5, 10 ve 20 mM benomyl
soliisyonlarinda koklendirdikleri soganlarda, tiim konsantrasyonlarda ciddi ve pek
¢ok mitoz boliinme anormalligine rastlanmis ve doz artisina bagli olarak mitotik
indeksin diisiisii  gozlenmistir. Gozlenen kromozom anormallikleri kromatin
graniilizasyonlari, C-mitoz, metafaz tablasinda diizensiz kromozom dagilmasi,
anafazda koprii olusumlari, sitokinez gecirmemis telofaz ve poliploidi, interfazda
kromatin ve ¢ekirdek deformasyonu, yanlis kutuplasma, laggard kromozomlar ve
asimetrik hiicre boliinmelerinin olusmasidir. Kisaca, benomyl fungusidi sogan kok
hiicrelerinin bdliinmesi {izerinde negatif etkilidir sonucuna varilmistir. Ayni
arastiricilar, makalelerinde buna benzer yiiriitiilmiis farkli caligmalarda pek ¢ok
pestisidin benzer sonuglar verdigine de deginmislerdir. Ornegin, insektisit etkiye
sahip endosiilfanin mitotik boliinmede ¢ok sayida anormalliklere sebep oldugunu ve
doza bagli olarakta mitotik indeksi % 75 oraninda diisiirebildiginden bahsetmislerdir
(Aktag ve ark. 1994’a atfen Dane ve Dalgi¢ 2003). Ayni sekilde decis insektisidinin,
24 saatlik uygulamasinin soganin kok meristematik hiicrelerinde daha biiyiik hiicre
cekirdegi olusturarak hiicre c¢ekirdeginin seklinde degismelere sebep oldugu
gbzlenmistir (Coskun ve ark. 1994°a atfen Dane ve Dalgi¢ 2003).

Yiizbasioglu (2003), afugan fungisidinin A. cepa’nin kok ucu meristem
hiicrelerindeki sitogenetik etkilerini incelemistir. Kok gelisimini engelleyici test ile
ECso degeri 40 ppm olarak tespit edilen afugan fungisidinin 10, 20, 40 ve 60 ppm’lik
konsantrasyonlart hazirlanmis ve A. cepa’ya 12, 24, 48 saat uygulanmistir. 60
ppm’lik konsantrasyonun 48 saatlik uygulamasinda, hi¢ bir hiicre boliinmesi
goriilmemis ve toksik kabul edilmistir. Afugan fungisidi doz ve zaman artigina bagh
olarak mitotik indeksi kontrole goére dnemli derecede diisiirmiis ve soganin kok ucu
hiicrelerindeki anormal mitoz bdliinme oraninin artisina sebep olmustur. En ¢ok

goriilen anormallikler, kromozom yapismalari, C-mitoz, koprii olusumlari, laggard
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kromozomlar, kromozomlarda kirilmalar yada kopmalar, ¢ok kutupluluk ve
mikronukleuslu hiicrelerdir. Sonug¢ olarak, afugan fungusidi sogan igin
mitodepressive (mitoz boliinmeyi baskilayici), klastogenic (kromozomlarda kopma,
kirilma vb. etkiler olusturabilme yetenegi) ve turbogenic (hiicrenin mitoz bdliinme
esnasindaki hareket mekanizmasinda yani ig ipliklerinde ve mikrotiibiillerde hasar
olusturabilme yetenegi, bu hasarlar sonucunda siklikla C-mitoz, geri kalmis
kromozom vb. anormallikler goriiliir) etkiye sahiptir. Ayrica, zirai kullanimda
zararsiz organizmalari da yok edebilecek potansiyel bir mutajen olarak kabul
edilmistir.

Yiizbasioglu ve ark. (2003), flurochloridone formiil yapisindaki racer
herbisidinin soganin kok ucu meristem hiicrelerindeki sitolojik etkilerini, mitotik
indeksi, mitotik ve kromozomal anormallikleri ve hiicresel cevaplar1 dikkate alarak
incelemiglerdir. Racer herbisidinin LDsy dozu, 80 ppm olarak tespit edilmistir.
Deneyde kullanilan soganlar LDsg olan 80 ppm, LDsg, olan 40 ppm ve LDsyu4 olan
20 ppm’ lik konsantrasyonlarda racer herbisidine 12, 24 ve 48 saat maruz
birakilmistir. Sonuglar kontrol ile kiyaslandiginda, herbisit konsantrasyonun artigina
ve maruz kalma siiresinin uzamasina baglh olarak mitotik aktivite dnemli derecede
diismiis ve mitotik anormallikler 6nemli derecede artmistir. Uygulamalarda 7 tip
mitotik anormallik tespit edilmistir. Bunlar, C-metafaz, laggard kromozom (geri
kalmis kromozom), koprii olusumu, fragment (kopma ile parca olusumu),
multipolarity (¢ok kutupluluk) ve poliploidi’dir. Ayrica, interfazda mikronukleuslu
hiicreler de goriilmiistiir. Yilizbasiogluna gore; bu deney sonucglar1 Allium test ve
diger bitkisel test sistemleri kullanilarak cesitli herbisitlerin sitolojik ve genotoksik
etkilerini arastirmak i¢in yapilan deney sonugclari ile uygunluk gdéstermektedir.

Sencorer (Mousa, 1982; Haliem, 1990), cyanazine (Papes ve ark., 1989),
gazegard (Mousa, 1982), carbetamex ve paradone plus (Badr, 1983) herbisitleri, A.
cepa’da, gespax (Badr ve ark. 1985) herbisidi V. faba’da, gazegard ve igran
(Topaktas ve Renciizogullari, 1991) herbisitleri arpa’da ayni sonuglar1 vermistir.
Diger baz1 herbisitler de farkli bitkilerde mitotik boliinmeyi inhibe etmislerdir.
Bunlar, bazi substituted’l1 iire igeren bilesikler, Hordeum ve Tradescantia’da
(Tomkins ve Grand 1972), substituted’li phenol’lii bilesikler Nigella sativa’da
(Chand ve Roy, 1981), trifluralin (Lignowski ve Scott ,1972) ve nitralin (Badr, 1979)
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A. cepa’da, carbamates (Amer ve Farah 1976), terbutryn ve atrazine (Badr, 1986) V.
faba’ da, gazegard ve igran (Topaktas ve Renciizogullari, 1991) arpada bu tarz etki
gostermistir.

Patra ve ark. (2004) yapmis olduklari caligmada; Salisilik asit (SA)’in A.
cepa’nin kok ucu meristem hiicrelerinde, Methyl Mercuric Chloride (MMCI), Ethyl
Methane Sulfanat (EMS) ve Maleic Hydrazide (MH)’in belli konsantrasyonlardaki
cozeltilerine kars1 genotoksik etkiye adaptasyon saglayacak bitki hormonlarini aktive
edip etmedigini, EMS’ye kars1 genotoksik adaptasyonu uyarici olarak bilinen
hydrogen peroxide (H,O;) ile kiyaslayarak arastirmislardir. Mitoz boliinmelerdeki
kromozom anormallikleri, mikronukleuslar ve ig ipliklerinde ortaya ¢ikan bulgular,
SA’in MMCI ve EMS’ye kars1 genotoksik uyumu saglayacak kosullar tetikledigini
ancak, MH’a kars1 bu etkisinde basarili olamadigini gostermistir.

Kiran ve Sahin (2005), énemli ¢evre kirleticilerinden biri olan kursun (Pb™)’un
mercimek (Lens culinaris Medik) tohumlarinin ¢imlenmesi, kok biiyiimesi ve kok
ucu hiicrelerinin mitoz boliinmeleri iizerine etkilerini arastirmislardir. Kursunun
farklr konsantrasyonlar1 (0.125, 0.250, 0.500 ve 1.000 mM) kullanilmis ve diisiik
(0.125, 0.250) Pb™* konsantrasyonlari ile muamele edilen tohumlarin ¢imlenmesinde
kontrole gore belirgin bir farkin olmadigi ancak, yiiksek konsantrasyonlarda (0.500
ve 1.000 mM) c¢imlenmenin azaldig1 gdzlenmistir. Ayrica, uygulanan tiim
konsantrasyonlarda, kok biiyiimesi kontrole gore engellenmistir. Kursunun
konsantrasyon artigina paralel olarak, hiicre boliinmesinin azaldigi, mikronukleus, C-
mitoz, geri kalmis kromozom, ¢ok kutuplu (multipolar) anafaz ve koprii olusumu
gibi ¢esitli mitotik anormalliklerin arttig1 tespit edilmistir.

Kaymak (2005), tarimda zararli bdceklerle savasimda kullanilan pestisit
ozelligindeki Maleic hydrazide (MH)’in 107 M, 10~ M, 10* M ve 10° M’lik
konsantrasyonlarinin Helianthus annuus L.’da mitoz ve mayoz gegiren hiicrelerde
olusturdugu anormallikleri incelemistir. MH’mn 10> M dozu mitotik bdliinmeyi
tamamen baskilamistir. Ayrica MH’1n ¢esitli konsantrasyonlar1 pek ¢ok mayotik ve
mitotik boliinme anormalliklerine sebep olmustur. MH’in bitkilerin koék ucu
hiicrelerindeki mitoz béliinmeye olan etkileri, doz artisina bagli olarak mitotik
indeksi diistiriirken, anormal hiicre oranim1 da arttirmistir. Bu anormallikler, anafaz

ve telofaz’da kopriiler, metafazda fragment olusumu ve diizensiz metafaz’dir.
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Ayrica H. annuus’un M; ve M, bitkilerinin, mayoz gecirmekte olan anter
hiicrelerinde MH’1n etkileri incelenmistir. M, jenerasyonundaki mayotik boliinme
incelemeleri, MH’1n sebep oldugu kromozom anormalliklerinin 2. generasyona
aktarilip  aktarilmadigii  belirlemek igin  yapilmistir.  10° M’hk MH, M,
jenerasyonunda toplam % 5.6 kromozom anormalligi olustururken en sik goriilen
anormallik kopriilerin olugsmasidir. Ayni dozda, M; jenerasyonunda ise, toplam % 3.7
oraninda anormallik gbzlenmis olup en ¢ok anafazda koprii ve geri kalmis kromozom
olusumu sézkonusudur. 10* M’k MH’m mayoz bélinmede sebep oldugu
anormallikler, M; jenarasyonunda % 8.6 ve M, jenerasyonunda % 3.3’diir. Bu
anormalliklerden en sik rastlanan, metafaz 1’ deki bivalentlerde erken dagilmadir.
10~ M’lik MH, M, jenarasyonunda % 10.4 oraninda, M, jenerasyonunda ise % 3.7
oraninda anormalliklere sebep olmustur. Bu konsantrasyonlarda olusan anormallikler
ise anafaz 2’de koOprii, metafazda fragment, telofaz 1 ve 2’de laggard
kromozomlardir.

Akpmar ve ark. (2001), tonifruitin Vicia faba L.'da mitotik boliinme,
kromozomlar ve cekirdek DNA miktarina etkileri iizerine yaptiklari ¢alismada
tonifruit'in 300 ppm, 600 ppm ve 900 ppm’lik dozlarini 6 ve 24 saat siire ile V. faba
koklerine uygulamiglardir. Sonug¢ olarak, uygulanan maddenin mitotik indeksi
kontrole gore azalttig1 ayn1 zamanda bu maddenin kromozomlar iizerinde C-metafaz,
anafaz koprisi, kirilma, yapiskanlik ve fragment gibi anormalliklere de neden

oldugu gozlenmistir. Ayrica, ¢ekirdek DNA miktar1 da kontrole gore artmustir.

Bu calismada, gerek tibbi olarak kullanilan gerekse tarimsal miicadelede
biopestisit olarak kullanilabilme kapasitesine sahip olan Urginea maritima bitki
ekstraktinin mitotik boliinme iizerine etkisinin Allium test metodu ile belirlenmesi
amaglanmistir. Urginea maritima ekstraktinin gesitli doz ve uygulama siirelerine
gbre hiicre ve kromozom diizeyinde olusturabilecegi hasarlarin ¢esidi (kirilmalar,
yapismalar vb.) ve miktarlart U. maritima ekstraktinin genotoksisitesine iliskin

bilgiler verecektir.
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3. MATERYAL VE METOT
Materyal

Calisma materyali, Liliaceae familyasindan tibbi ve biopestisit o6zelligi
bulunan Urginea maritima L. Baker bitkisinin soganlarindan elde edilen ekstraktir.

U. maritima tilkemizde Bati1 ve Giiney Anadolu sahil kesimlerinde tash bos
arazilerde ve orman altlarinda yetisen, Mugla ve Antalya illerinde yaygin olarak
bulunan yoresel adlar1 Ada sogani, Yaban sogani, Yildiz siimbiilii olarak bilinen iri
soganli, zehirli bir bitkidir. Soganlar1 5-15 cm capinda ve toprak yilizeyinin hemen
altinda bulunur. Ilkbahar baslangicinda gelisen yapraklar dipte toplanmistir ve yaz
sonunda kurur. Sonbaharda, Agustos-Ekim aylarinda, yapraklar1 kurumus olan
soganlardan c¢icek durumu yiikselir. Cigcek durumu; ¢ok sayida beyaz cigekleri
bulunan, sapi ile birlikte boyu 1-1.5 m’ye ulasan bir rasemustur (Koyuncu, 1978’e
atfen Tanker ve ark., 1998)(Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Urginea maritima bitkisi (de.wikipedia.org)
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3.1.1. Bitkilerin toplanmasi ve kurutulmasi

Calismamizda kullanilan ve ekstraktini elde ettigimiz Urginea maritima
bitkileri 2004 yil1 Subat-Mart aylarinda Mugla Universitesi Ortaca Meslek Yiiksek
Okulu ¢evresindeki bos ve taslik araziden toplanmustir ( Sekil 1.2 ve 1.3).

Sekil 1.3. Urginea maritima bitkisi
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Subat ayinda toplanan bitkiler laboratuvara getirilerek govde ve kok kisimlari
birbirinden ayrilmig ve soganlar direkt giines 15181 almayan kuru ve serin bir ortamda
kurumaya birakilmigtir. 4-5 aylik kuruma siiresi sonunda Urginea maritima soganlari
bir mikser yardimiyla kiiciik pargalara ayrilmis ve aymi sartlarda 1-2 ay daha

kurumaya birakilmistir.

3.2.Metot

3.2.1. Ekstraktin elde edilmesi

Tam olarak kurumus olan sogan parcalarindan Soxalet diizeneginde sicak su
ekstraksiyon yontemi ile ekstraktlar elde edilmistir. Bunun i¢in 100 ml distile su ile 2
g bitki Ornedi 4 saat yavas yavas kaynatilmistir (Civelek, 2003). Elde edilen
ekstraktlar + 4 °C’de buzdolabinda agz1 kapali siselerde saklanmustir.

3.2.2. Allium test metodu

Elde edilen ekstraktin hiicre ve kromozomlar iizerine etkisi Allium test ile
aragtirllmistir  (Fiskesjo, 1981). Bu testte kullanilan Allium cepa bitkileri 16
(2n:2x:16) kromozoma sahiptir (Sekil 2).

Sekil 2. Allium cepa’nin metafazinda goriilen 2n=16 kromozom (M.B.10x40)
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Allium-test icin segilen soganlar, farkli dozlarda ekstrakt iceren beherlere
(dozlar  hacim/hacim (v/v) olarak hazirlanmistir) 24.02.2005 tarihinde,
koklendirilmek amaciyla yerlestirilmis ve her doz icin 4 tekerriir olacak sekilde
deney diizenegi kurulmustur. Uygulama dozlar1 6n calisma ile belirlenmistir. On
calismada, Urginea maritima ekstraktinin % 1 (1 ml ekstrakt, 100 ml’ye distile su
ile tamamlanmis), % 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ve 16’lik
cozeltilerinde koklendirmeler yapilmistir. Yakin dozlarda kdklenmede dikkat ¢eken
farkliliklar gézlenmediginden ¢alismada, Urginea maritima ekstraktinin % 2, 4, 5, 6,
8, 10, 12, 14, 16’lik dozlar1 ve saf Urginea maritima ekstrakti (S) ile vydate (V)’in
20 ml/l gozeltiside koklendirmede kullanmilmistir. Ancak % 5 Urginea maritima
ekstraktt iceren dozda dikkate deger bulgular gozlendiginden bu doz da
uygulanmistir. Koklendirme 20 + 2 °C oda sicakliginda laboratuvar kosullarinda
yapilmigtir.

Vydate (V), genel adi Oxamyl olup (kimyasal adi =IUPAC; N,N-dimethyl-2-
methylcarbamoyloxyimino-2-(methylthio) acetamide) kontak ve sistemik insektisit,
akarisit ve nematosit 6zelligi bulunan ticari bir ilagtir. Vydate’n pratikte kullanilma
miktart (20ml/l) dikkate alinmis ve 2 ml vydate, 100 ml’ye distile su ile
tamamlanarak hazirlanmis (% 2) (v/v) ve kullanilmistir.

Kurulan bu deney diizeneginde 24 saatlik siire sonunda, kontrol grubu disinda
diger tiim gruplarda yeterli miktarda koklenme gerceklesmemis ve kokler inceleme
yapacak biiyiikliige ulasmamistir. Koklerin yeterli biiytikliige ulagmalar1 beklenmis
ve soganlardan 48, 72 ve 144 saat uygulama siireleri sonunda kok uglari her bir
dozdan en az 10’ar adet olmak iizere Carnoy’un absolii alkol: kloroform: glasial

asetik asit (6:3:1) iceren tesbit ¢ozeltisine alinmustir.

3.2.3. Boyama ve preparat hazirlama

Koklendirilmeye almman soganlarin yaklagik 2 cm kadar olan kdk uglar
kesilip ilk islem olarak Carnoy’un absolii alkol: kloroform: glasial asetik asit (6:3:1)
igeren tesbit ¢ozeltisine alinmistir. Carnoy’un tesbit ¢cozeltisinden ¢ikartilan 6rnekler
cesme suyunda 2 kez 15’er dakika yikanmis, kurutma kagidi ile sular1 alinan 6rnekler

5 N HCI’de 5-10 dakika soguk hidrolize tabi tutulmustur (Elgi, 1978; ince, 1989).
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Hidroliz islemi sonunda da yikama ve kurulama islemleri yukarida anlatildigi
sekilde aynen uygulanmistir. Kok uclari, en az 24 saat + 4 °C’ de karanlik ortamda
feulgen boyasinda tutularak boyanmis ve 1s1k mikroskobunda inceleninceye kadar
feulgen boyasi iginde + 4 °C’ de koyu renk siselerde buzdolabinda saklanmustir.

Mikroskop altinda incelenecek olan kok uglari feulgenden ¢ikarildiktan sonra
15 dakika ¢esme suyunda yikanmistir. Lam tizerine bir damla kadar % 45°lik asetik
asit damlatilmis ve kok meristem dokusu ezme preparat teknigine uygun olarak
hazirlanip mikroskopta incelenmistir (Elgi, 1978).

Hazirlanan preparatta 10 tesadiifi bolgedeki toplam hiicre, boliinen hiicre
sayilart ve boliinme safhalari, 15%40 biiyiitmede fotograf ¢cekme 6zelligine sahip
Nikon UFX-2A tipi mikroskopta belirlenmistir. Boliinen hiicrelerdeki fragment,
koprii, kromozom yapigmasi, yanlis kutuplasma, ¢ekirdek deformasyonlari, sayisal
kromozom degisiklikleri vb. kromozom anormallikleri tespit edilmis, fotograflar
cekilmis ve oranlar1 hesaplanmistir. Ayrica, her uygulama dozu ig¢in boliinen hiicre

sayisinin toplam hiicre sayisina orani olan mitotik indeks hesaplanmistir.

3.3. Veri analizleri

Istatistik analizleri, SPSS 11.01 software analiz programm kullamlarak
yapilmistir. Analizde One-way Anova testi ve LSD testi kullanilmigtir. Tim

analizlerde o = 0,05°tir.

Yapilan ¢alismada U. maritima ekstraktinin giderek artan dozlari ve kimyasal
bir pestisit olan vydate’in etkisi ile sogan kok meristem hiicrelerinde meydana gelen
mitoz boliinme anormalliklerini belirlemek i¢in ¢oklu varyans analizi kullanilmistir.
Gruplar aras1 farkliligin p< 0.05’e gore istatiksel anlamda farkli ¢gikmasi halinde bu
farkliliklarin gruplar arasindaki 6nemi i¢in LSD (en kiiciik onemli fark) testi
kullanilmistir. Boylece denemeye alinan faktérlerden zaman artisina bagli olarak
dozlarin sebep oldugu anormallikleri tesbit edebilmek i¢in veriler zaman guruplarina
gore siralanmistir. Dozlara gére meydana gelen anormallikleri belirlemek i¢in de tek

diizeyli varyans analizi (anova) yapilmistir.



4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Koklenme Durumu

U. maritima ckstraktinin gesitli dozlarin1 igeren ¢ozeltilerde, % 2
vydate cozeltisinde ve kontrol amaclh distile suda koklenmeye birakilan
Allium cepa’nin 48, 72 ve 144 saat sonra uygulamalara gore kok sayilari ve
uzunluklar1 belirlenmistir (Cizelge 2, Sekil 3).

Uygulama siirelerine gore; koklenme gozlenen soganlardan kontrol
grubundaki sogan kok uclar1 oldukca saglikli iken, kimyasal bir pestisit olan
vydate ¢ozeltisinde ve saf U. maritima ekstraktinda aynmi kosullarda ve
siirelerde koklendirilmeye birakilan soganlardan elde edilen kok uglarinin
sagliksiz olduklar1 gozlenmistir. Vydate ¢ozeltisinde ve saf U. maritima
extraktinda koklendirilen soganlarin kok gelisminin iyi olmadigi, ancak saf
U. maritima extraktinda vydate’e gore daha iyi oldugu fakat bu uygulamada
belli bir siire sonra gelisimin durdugu gézlenmistir (Sekil 3). Saf U. maritima
ekstraktinda koklendirilen soganlarda, uygulama siiresine bagli olarak kok
uclariin kiitlestigi, renk degisiminin oldugu, kék uglarinin kontrol grubuna
gore daha kisa ve kalin oldugu ve uygulama siirelerinin uzamasi ile yumusak
ve seffaf renkte siimiiksii bir hal aldig1 ve ¢iiriidiigii gozlenmistir. 72 saat
uygulama stiresi sonunda 11 olan kok sayisi, 144 saat sonunda 2 olarak
belirlenmistir. Bunun nedeni ¢iiriimelerdir.

Distile suda koklendirilen soganlarda, 48 saat sonra ortalama kok
sayist 22 adet, ortalama kok uzunlugu 25 mm’dir. Buna karsin saf U.
maritima extrakti ve vydate uygulamalarinda ortalama kok sayisi sirast ile
10 ve 15 adet, ortalama kok uzunluklari ise siras1 ile 9 ve 6.5 mm’dir. 72 saat
sonra kok uzunluklari, kontrolde ortalama 45 mm, saf U. maritima’ da
ortalama 11 mm ve vydate‘de ortalama 7.5 mm’dir. 144 saat sonunda kontrol
grubuna ait k6k uzunluklart ortalama 70 mm’ye ulasirken saf U. maritima
ekstraktinda ve vydate ¢ozeltisinde kok uzamalar1 durmus ve 72 saat sonunda
belirlenen ortalama degerlerde kalmistir (Cizelge 2, Sekil 4.1 a,b,c, Sekil 4.2
a,b,c).
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Kontrol Vydate Saf U. maritima
extrakti

48
Saat

72
Saat

144
Saat

Sekil 3. Kontrol (a,b,c), vydate (d,e,f) ve saf U. maritima ekstraktinda (g,h,1)
48, 72 ve 144 saatlik uygulama siireleri sonunda soganlarin koklenme

durumlari.



Cizelge 2. Uygulama doz ve siirelerine gore ortalama kok sayisi (adet) ve

uzunluklar1 (mm)

Dozlar | Uyg. | Kok | Kok | Uyg. | Kok |Kok |Uyg |Kok | Kok

Siiresi | sayisi | uzun. | Siiresi | sayisi | uzun. | Siiresi | sayis1 | uzun.
(saat) | (adet) | (mm) | (saat) | (adet) | (mm) | (saat) | (adet) | (mm)

K 48 22 25 72 17 45 144 16 70

%2 (48 16 14 72 14 17 144 17 21

%4 |48 15 11.5 |72 14 14 144 10 16

%5 |48 17 11 72 7 13 144 14 15

%6 |48 20 12 72 19 15 144 14 16.5
%8 |48 8 11.5 |72 10 13.5 | 144 15 14.5
% 10 | 48 13 10.5 |72 11 13.5 | 144 10 14.5
% 12 | 48 8 11 72 7 12.5 | 144 11 13.5
% 14 | 48 12 10.5 |72 12 12.5 | 144 9 14.5
% 16 |48 7 105 |72 12 11.5 | 144 9 13.5
S 48 10 9 72 11 11 144 2 11

\Y 48 15 6.5 72 10 7.5 144 10 7.5

Uygulama dozlarina bagh olarak kok sayilari, uygulama stirelerine gore
ve tiim uygulama siirelerine ait verilerin ortalamasina gore istatistiki olarak
degerlendirildiginde; 48 saatlik uygulama siiresi sonunda kok sayisi en
yiiksek kontrol ve % 6 U. maritima ekstrakti dozunda, en diisiik kok sayist
ise % 16 U. maritima dozunda gozlenmis ve dozlar arasindaki fark istatistiki
olarak onemli bulunmustur (*p< 0,05) (Cizelge 3.1). 72 saatlik uygulama
sliresi sonunda, en yiiksek kok sayist % 6 U. maritima  dozunda ve
kontrolde, en diisiik kok sayisi ise % 5 ve % 12 U. maritima dozlarinda
gozlenmis olup dozlar istatistiki olarak onemlidir (*p< 0.05) 144 saatlik
uygulama siiresi sonunda, en yiiksek kok sayist % 2 U. maritima dozunda ve
kontrolde gergeklesirken bunu % 4, % 5 ve % 6 U. maritima dozlar
izlemistir. En diisik kok sayisi, saf U. maritima’da gozlenmis olup fark
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (*p< 0.05) (Cizelge 3.1).

Tim uygulama siirelerindeki kok sayilarinin ortalamalar1 alinarak yapilan
istatistiki analizde, en yiiksek kok sayisi kontrol, % 6 ve % 2 U. maritiama
ekstrakti igeren dozlarda, en disiik kok sayisi ise saf U. maritima ekstraktinda
ve % 12 U. maritima dozunda gézlenmistir. Dozlar arasindaki fark kok sayisi

bakimindan istatistiki a¢idan Onemlidir (*p< 0.05) (Cizelge 3.1).
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Sekil 4.1. Uygulama dozlarina gore 48 saat (a), 72 saat (b) ve 144 saat (c)
uygulamali 6rneklerin ortalama kok sayilari (adet)
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Sekil 4.2. Uygulama dozlarina gore 48 saat (a), 72 saat (b) ve 144 saat (¢)
uygulamal1 6rneklerin ortalama kék uzunluklari (mm).
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Cizelge 3.2°de uygulama dozlarina bagli olarak kdk uzunluklarinin ve
uygulama siirelerine gore kok uzunluklarinin istatistiki analiz sonuglart
verilmistir. 48 saat uygulama siiresi sonunda kok uzunlugu en yiiksek,
kontrolde en diisiik vydate ve saf U. maritima uygulamasinda gozlenmis olup
dozlar arasindaki fark istatistiki agidan Onemlidir (*p< 0.05). 72 saatlik
uygulama siiresi sonunda kok uzunlugu en yiiksek, kontrol ve % 2 U.
maritima ekstrakti igeren dozda olup en diisiik vydate ve saf U. maritima
uygulamasinda gozlenmistir. Dozlar arasindaki fark 72 saat uygulama siiresi
sonunda istatistiki ag¢idan Onemli bulunmustur (*p< 0.05). 144 saatlik
uygulama siiresi sonunda kok uzunlugu en yiiksek, kontrol ve % 2 U.
maritima ekstrakti i¢ceren dozda olup en diisiik vydate ve saf U. maritima’da
gbzlenmistir. 144 saat uygulama siiresinde de dozlarin, kok uzunluguna etkisi
istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (*p< 0.05). Tiim uygulama siirelerinin
ortalamalarina gdre kok uzunluklarinin istatistiki analizi, uygulama dozlarinin
kok uzunluguna etkisinin istatistiki bakimdan 6nemli oldugunu gostermistir
(*p< 0.05). En uzun kok kontrol (46.66 mm) ve % 2 U. maritiama (17.33
mm) ekstrakti i¢ceren dozda olup en diisiik kok uzunlugu, vydate (7.16 mm) ve
saf U. maritima (10.36 mm)’da gozlenmistir (Cizelge 3.2).

Kok sayist  ve kok uzunluklart uygulama  siiresine  gore
degerlendirildiginde zaman artisina paralel olarak kok uzamasi artmis ancak,
koklenme (kok sayist) azalmigtir. Uygulama siiresi bu iki 6zellik bakimindan

da istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (*p<0.05) (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.1. Uygulama dozlarina baghh kok sayilarimin, uygulama
siirelerine gore ve tiim uygulama siirelerine ait verilerin ortalamasina
gore yapilan istatistiki analiz sonucu

Dozlar | 48 saat 72 saat 144 saat Ortalama
K 22 g 17d 16 cd 1833 f
% 2 16 f 14 ¢ 17d 15.66 ¢
% 4 15ef 14 ¢ 10b 13 d
%5 17.25f 7a 14 ¢ 12.75d
%6 20 g 19d 14 ¢ 17.66 ef
% 8 8 ab 10b 15¢ 11 bed
% 10 13 de 11b 10b 11.33 bed
% 12 8 ab 7a 11b 8.66 ab
% 14 12 cd 12 be 9b 11 bed
% 16 7a 12 be 9b 9.33 abc
S 10 be I11b 2a 7.66 a
\% 15 ef 10,25 b 10b 11.75¢d

Cizelge 3.2. Uygulama dozlarma bagh olarak kok uzunluklarinin
(mm), siirelerine goére ve tim uygulama siirelerine ait verilerin
ortalamasina gore istatistiki analiz sonucu

Dozlar | 48 saat | 72 saat | 144 saat | Ortalama
K 25¢ 45 ¢ 70 g 46.66 ¢
%2 |14d 17 f 21 f 17.33d
%4 |11,5¢ |14de 16 de 13.83 be
% 5 11c 13 cde 15 cde 13 be
%6 |[12c¢ 14,6 ¢ 16,4 ¢ 14,33 ¢
%8 |[11,5¢ |13,5de |14,5cd | 13,16 bc
% 10 | 10,5bc | 13,5de | 14,5cd | 12,83 be
%12 [ 11c¢ 12,5bcd | 13,5¢ 12,33 be
% 14 |1 10,5bc | 12,5bcd | 14,5¢cd | 12,5 be
%16 | 10,5bc | 11,4bc | 13,5¢ 11,80 be
S 9b 11b I1b 10,36 b
\Y 65a |75a 7,5a 7,16 a




Cizelge 3.3. Kok sayist ve uzunluklarinin uygulama siiresine gore istatistiki

analiz sonucu

Uygulama | mm uzunluk | Kok sayisi
siiresi

48 saat 11,91 a 13.60 a
72 saat 15,45b 12.02 ab
144 saat 18,95 ¢ 11410

4.2. Mitoz ve Mitotik indeks

Calismamizda, hazirlanan preparatlardan mitozda olan toplam hiicre
sayist ve mitoz bolinmenin her bir sathasindaki (profaz, metafaz, anafaz,
telofaz) (Sekil 5) hiicre sayilar1 belirlenmistir (Cizelge 4, Sekil 6. a,b,c).

%2,4,5,6,8, 10, 12, 14, 16 U. maritima ekstrakti iceren dozlar ile saf U.
maritima ekstraktinda ve vydate ¢ozeltisinde koklendirilen soganlarin, kok
meristem dokusunda boliinen hiicre sayisinda bir azalma gozlenmistir. Cizelge
2’de verilen 48, 72 ve 144 saat sonundaki kok uzunluklari ile toplam boliinen
hiicre sayisindaki azalma (Cizelge 4) dogru orantili bir iligkiyi ortaya
koymaktadir. Ancak, Cizelge 4, 48 saat uygulama siiresine ait verilerde doz
artisgina bagli olarak toplam boliinen hiicre sayisinda bir azalma olmadigi
aksine ortalama toplam bdliinen hiicre sayisinin en yliksek vydate ¢ozeltisinde
(ortalama 98 hiicre) gerceklestigi goriilmektedir. Bunu sirasi ile % 14 ve % 16
U. maritima dozlar1 ve kontrol izlemistir. K6k uzunluklarinin uygulama
stiresi ve doz artis1 ile iliskisini gosteren Sekil 4.2 ve toplam boliinen hiicre
sayilarin1 gosteren Cizelge 4’deki 72 ve 144 saat uygulama siirelerindeki
veriler Ortiismektedir.

Bu degerlendirmeyi yaparken saf U. maritima ve vydate ¢6zeltilerinde
gelismenin sadece 48 ve cok diislik olarak ta 72 saatlik uygulama siireleri

sonunda gozlendigi unutulmamalidir.
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Cizelge 4. Uygulama doz ve siiresine bagli olarak gozlenen mitoz safhalarindaki
ortalama hiicre sayisi ve ortalama toplam bdliinen hiicre sayisi ile ortalama anormal
hiicre sayist

Dozlar | Uygulama | Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama
Siiresi Profaz Metafaz | Anafaz | Telofaz | Anormal | Toplam
(saat) Toplam | Boliinen
Hiicre Hiicre
K 48 14 8 7.6 2.2 2.6 34
%2 48 7 1.2 1.2 1.1 3.1 14
% 4 48 7 1.5 1.2 0.6 3.5 14
%5 48 8 1.7 23 1.7 21.7 35
% 6 48 6.1 4 3 1.8 52 20
% 8 48 43 1 1.1 1.2 2.8 10
% 10 48 5 0.7 1 0.6 1.5 9
% 12 48 3.2 1.4 1.3 1.1 2.8 10
% 14 48 22 4.1 3.5 2.6 17 49
% 16 48 20 9 6 3 5.8 44
S 48 9.1 2 0.4 0.5 4.2 16
\Y 48 41 18 4.6 32 315 98
Toplam 146.7 52.6 33.2 19.6 101.7 354
K 72 38 24 22 0.7 1 66
%2 72 19 14 0.8 0.6 54 40
% 4 72 10 7 1.4 0.5 7.2 26
%5 72 14 10 23 1.2 0 28
% 6 72 27 13 4.2 3.8 4.2 52
% 8 72 33 2.5 0.4 0.6 0.3 7
% 10 72 6 1 0.2 0.4 0 8
% 12 72 18 11 1.4 1.7 0 32
% 14 72 13 7 1 0.7 1.8 24
% 16 72 5.85 0 0 0 0 6
S 72 9.9 3 0.3 1 6.2 20
\4 72 10.7 8 23 1.1 7 29
Toplam 174.75 100.5 16.5 12.3 33.1 337
K 144 125 46 14 19.1 11.6 216
%2 144 198 64 19 25.6 35 342
% 4 144 209 74 12 8.8 24 328
%5 144 68.5 32 4.2 23 3.9 111
% 6 144 60.3 333 5.11 4.9 0.7 104
% 8 144 66.3 36.3 8 8.7 1.1 32
% 10 144 18 10.4 1.4 1.7 0 32
% 12 144 21.2 14 4 4.6 0.2 44
% 14 144 35.2 14 2.2 1.7 0.4 54
% 16 144 14.3 10 2.2 1.2 0.7 19
S 144 10 2.2 0.5 0.5 6 19
\Y 144 13.3 4.5 1.8 1.3 9.1 30
Toplam 839.1 340.7 74.41 80.4 92.7 1331




Geg profaz Metafaz

Anafaz Telofaz

Sekil 5. Kontrol preparatlarinda interfaz nukleuslar1 ve mitoz
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Sekil 6. Uygulama dozlarina gore 48 saat (a), 72 saat (b) ve 144 saat (c)
uygulama siireli 6rneklerde mitoz evreleri



4.2.1 Mitotik indeks

Ayn1 koklendirme kosullarinda, uygulama doz ve siirelerine gére mitotik
indeks (MI) degisim gostermistir.

48 saat uygulamada MI, % 4.9 ile en yiiksek vydate uygulamasinda
gozlenmistir. Bunu % 2.45 ve % 2.2 ile sirastyla % 14 ve % 16 U. maritima
dozlar1 izlemistir. En disik (% 0.45), % 10 U. maritima dozunda
gerceklesmis olup bunu % 0.50 mitotik indeks ile % 12 U. maritima dozu
izlemis ve kontrolde mitotik indeks % 1.7 bulunmustur (Cizelge 5 ve Sekil
7).

72 saat uygulamal1 6rneklerde ortalama toplam boliinen hiicre sayisi en
yiiksek (66 hiicre) kontrol grubunda goriilmiis ve bunu % 6 U. maritima
dozunda ortalama 52 bdlinen hiicre gozlenmesi izlemistir. 72 saat
uygulamada en diisiik ortalama bdliinen hiicre sayis1 U. maritima’nin % 8’lik
dozunda 7 adet olarak belirlenmistir. Mitotik indeks, en yiiksek % 3.3 ile
kontrol’de sonra sirast ile % 6 ve % 2’lik U. maritima ekstrakti igeren
dozlarda % 2.6 ve % 2.0 olarak goézlenirken en diistik % 0.35 ile % 8’lik U.
maritima ekstrakti dozunda gozlenmistir (Cizelge 5 ve Sekil 7).

144 saat uygulama siiresi sonunda kok ucu drneklerinde toplam boliinen
hiicre say1st en yliksek 342 hiicre ile % 2 U. maritima ekstrakt1 uygulamasinda
gozlenirken % 4 U. maritima ekstrakti uygulamasinda 328 adet boliinen hiicre
ve kontrolde 216 boliinen hiicre gézlenmistir. En diistik toplam boliinen hiicre
sayist saf U. maritima ekstrakti uygulamasinda olup ortalama 19 hiicrede
kalmistir. MI % 2 U. maritima ekstraktinda % 17.01, % 4 U. maritima
ekstraktinda % 16.4 ve kontrolde % 10.8 bulunmustur. En diisiik mitotik
indeks, % 0.95 ile saf U. maritima ekstraktinda bulunmustur (Cizelge 5 ve
Sekil 7).
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Cizelge 5. Doz ve uygulama siirelerine gore ortalama toplam boliinen hiicre sayisi

ve % mitotik indeks (MI)

Dozlar Uygulama | % MI

Siiresi

(saat)
K 48 1.7
%2 48 0.7
% 4 48 0.7
%5 48 1.75
% 6 48 1.0
% 8 48 0.5
% 10 48 0.45
% 12 48 0.5
% 14 48 2.45
% 16 48 2.2
S 48 0.8
\Y 48 4.9
K 72 3.3
%2 72 2
% 4 72 1.3
%5 72 1.4
% 6 72 2.6
% 8 72 0.35
% 10 72 0.4
% 12 72 1.6
% 14 72 1.2
% 16 72 0.3
S 72 1
\Y 72 1.45
K 144 10.8
%2 144 17.01
% 4 144 16.4
%5 144 5.55
% 6 144 5.02
% 8 144 1.6
% 10 144 1.6
% 12 144 2.2
% 14 144 2.7
% 16 144 0.95
S 144 0.95
\Y 144 1.5
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Sekil 7. Uygulama dozlarina gore 48 saat (a), 72 saat (b) ve 144 saat (c)
uygulamali 6rneklerde % mitotik indeks (MI)
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Cizelge 6. Dozlara gore MI (%) degerlerinin istatistiki analiz sonucu

MI
(Mitotik
Dozlar Indeks)
K 5.266d
% 2 6.600 ¢
% 4 6.133 ¢

%5 2,900 abcd
% 6 2.933 abed
% 8 0.816 a

% 10 |0.816a

% 12 | 1.433 ab
% 14 | 2.11 abc
% 16 | 1.150 ab

S 0916 a

A% 2.610 abcd

En diisiik M1, % 8 ve % 10’luk U. maritima ekstrakti uygulamalarinda
gerceklesmis olup, bunu saf U. maritima ekstrakti, % 16 ve % 12 dozlar
izlemistir. En yiiksek mitotik indeks % 2 ve % 4 U. maritima ekstrakti
dozlarinda gerceklesmis olup bu uygulamalar istatistiksel olarak ayni grupta
yer almistir (*p> 0.05) (Cizelge 6). Bunlar1 kontrol izlemistir. Toplam
boliinen hiicre sayist en disik % 8 ve % 10 U. maritima ekstrakti
uygulamalarinda gozlenmis olup bunu saf U. maritima ekstrakti, % 16 ve %
12 U. maritima ekstrakti dozlar1 izlemistir. Buna karsilik en yiiksek sirasi ile
% 2 ve % 4’lik U. maritima ekstarkti igeren dozlarda ve kontrolde
goriilmistiir. Toplam boliinen hiicre sayis1 bakimindan dozlar arasindaki fark
istatistik olarak dnemli bulunmus (*p<0.05) ve uygulamadaki yiiksek dozlar
(% 8, 10, 12, 14, 16’likk U. maritima ekstrakti dozlar1), saf U. maritima
ekstrakti ve vydate uygulamalar ile diisiik dozlar (% 2 ve % 4 U. maritima
ekstraktlar1) ve kontrol ayri ayr1 gruplarda yer almistir (Cizelge 6). Bu
sonuglar; Allium test metodu kullanilarak sitogenetik etkileri aragtirilan U.
maritima ekstraktinin sogan koklerinde doz artisina bagli olarak hiicre

bdliinmesini istatistiki olarak 6nemli derecede baskiladigini1 gostermektedir.
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4.3. Kromozom Hasarlari:

U. maritima ekstraktinin gesitli dozlarinda ve vydate ¢6zeltisinde gelisen
sogan kok uclarindan, uygulama doz ve stirelerine gore hazirlanan preparatlar
incelendiginde ¢esitli kromozom hasarlar1 gézlenmistir (Cizelge 7).

48 saat uygulama siiresinde, tiim dozlarin ortalamasi olarak toplam 102
anormal hiicre sayilmistir. Anormal hiicrelerin olugmasina en yiiksek oranda
32 hiicre ile vydate uygulamasi sebep olmustur. Bunu 22 hiicre ile % 5 ve 17
hiicre ile de % 14 U. maritima ekstrakti dozlar1 izlemistir. En diisiik anormal
hiicre sayis1 kontrolde gozlenmistir. 48 saat uygulamada en sik rastlanan
mitoz anormallikleri, 36 hiicrede metafazda yapisma, 22 hiicrede diizensiz
metafaz ve 15 hiicrede metafazda fragment olusumudur (Cizelge 7). Bu
anormalliklere ilave olarak ortalama 10-15 hiicrede anafaz diizensizlikleri de
gozlenmistir.

72 saat uygulamada, tiim dozlarin ortalamasi olarak toplam 30 anormal
hiicre sayilmistir. Anormal hiicreler, en yiiksek 7 hiicre ile vydate ve % 4 U.
maritima ekstrakti dozunda goézlenmistir. % 5, 8, 10, 12, 14 ve 16 U.
maritima ekstrakti dozlarinda anormal hiicre olusumu goézlenmezken
kontrolde ortalama 1 hiicrede anormallik goriilmiistiir. 72 saat uygulamada en
sik rastlanan mitoz anormallikleri, metafazda fragment olusumu (12 hiicre),
metafazda yapisma (7 hiicre) ve diizensiz metafaz (3 hiicre) olusumudur
(Cizelge 7). Ayrica, ortalama 3 hiicrede anafaz diizensizlikleri goriilmiistiir.
144 saat uygulama siiresinde, uygulama dozlarinin ortalamasi olarak toplam
93 anormal hiicre gozlenmistir. Anormal hiicreler, en yiiksek % 2 U.
maritima ekstrakti dozunda (35 hiicre) gézlenmis bunu % 4 U. maritima
ekstrakti dozu (24 hiicre), vydate (9 hiicre) ve saf U. maritima ekstrakti (6
hiicre) izlemistir. Buna karsilik % 10 ve 14 U. maritima ekstrakti dozlarinda
anormal hiicre olusumu gdzlenmezken, kontrolde 11 anormal hiicre tespit
edilmistir. Bu uygulama siiresinde en sik rastlanan mitoz anormallikleri ise
metafazda yapigsma (32 hiicre), metafazda fragment (31 hiicre), anafazda

koprii (12 hiicre) ve anafazda yanhiskutuplasma (10 hiicre) olmustur

(Cizelge7).
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Cizelge 7. Uygulama doz ve siirelerine gére mitozda gdzlenen anormal
toplam hiicre sayilar (ortalama)

44

Dozlar | Uyg. Anormal | %
siiresi | Met.’da | Met.’da | Diizensiz | Anf.’da | Anf.’da | Diizensiz | Toplam | Anormal
(saat) | yapisma | Fragment | Metafaz | Y. Kut | koprii | Anafaz | Hiicre. Hiicre
K 48 1 0.7 0.1 0.2 0.6 0.09 2.6 0.1
% 2 48 1.2 1 0 1 0 0.1 3.1 0.2
% 4 48 1.3 1 0.4 0.5 0.1 0.3 3.5 0.2
%5 48 4.4 4 13 0.9 0.2 0 21.7 1.1
% 6 48 3 0.4 0 1.5 0.4 0 5.2 0.3
% 8 48 1.8 0 0 0.7 0.3 0 2.8 0.2
%10 |48 0.7 0.4 0 0.5 0 0.1 1.5 0.1
%12 |48 1.2 0.3 0 0.8 0.5 0 2.8 0.1
%14 |48 7.2 3 0.9 3.5 1.6 1.3 17 0.9
%16 |48 3.2 0.6 0 1.4 0.2 0.4 5.8 0.3
S 48 1 0.3 1.6 0.2 0.3 0.7 4.2 0.2
\Y 48 10.4 4 6.2 2 6.3 2.6 31.5 1.6
Toplam 36.4 15.7 22.2 13.2 10.5 5.7 101.7 53
K 72 0.1 0.5 0.1 0 0.3 0 1 0.05
% 2 72 0.2 43 0.4 0.01 0.3 0.1 5.4 0.3
% 4 72 0.9 6 0 0.3 0 0 7.2 0.4
%5 72 0 0 0 0 0 0 0 0
% 6 72 2.6 0.4 0 0.8 0.4 0 4.2 0.2
% 8 72 0.1 0 0 0 0.2 0 0.3 0.02
%10 |72 0 0 0 0 0 0 0 0
%12 |72 0 0 0 0 0 0 0 0
%14 |72 0.2 0 0 1.2 0.4 0 1.8 0.1
%16 |72 0 0 0 0 0 0 0 0
S 72 1.6 0.1 1.6 0.7 0.2 1.8 6.2 0.3
\Y 72 1.5 1.1 1.5 0.8 0.5 0.9 7 0.3
Toplam 7.2 12.4 3.6 3.8 2.3 2.8 33.1 1.6
K 144 144 4 0 1.7 1.8 0 11.6 0.6
% 2 144 11 17 0 2.9 3.7 0.4 35 1.8
% 4 144 11.3 7 0 2.5 3 0.4 24 1.2
%5 144 1 2 0 0.5 0.5 0 3.9 0.2
% 6 144 103 0 0 0.4 0.12 0 0.7 0.04
% 8 144 10 0 0 0.5 0.7 0 1.1 0.06
%10 (144 |0 0 0 0 0 0 0 0
%12 144 |0 0 0 0.2 0 0 0.2 0.01
%14 |144 |0 0 0 0.4 0 0 0.4 0.02
%16 144 |0 0 0 0 1 0 0.7 0.04
S 144 |2 0.4 2 0.4 0.1 1.2 6 0.3
\Y 144 |3 1 3 0.7 0.6 2 9.1 0.5
Toplam 33 314 5 10.2 11.5 4. 92.7 4.8
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Sekil 8. Uygulama dozlarina gore 48 saat (a), 72 saat (b) ve 144 saat (¢) uygulama
stirelerinin sonunda mitozda goriilen ortalama anormal toplam hiicre sayilari
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Uygulama dozlarina gdre bakildiginda toplam anormal hiicre sayist en
yilksek vydate uygulamasinda (13.93) goriilmiistiir. Anormal hiicre sayisi

uzerine dozlarin etkisi istatistiki

0,05),(Cizelge 8.1).

Anormal hiicre sayisi ile uygulama siireleri arasindaki iliski ele
alindiginda, 72 saat uygulamali 6rneklerde gbzlenen anormal hiicre sayisi
daha az olup bu uygulama siiresi 48 ve 144 saat uygulama siirelerine gore

istatistiki ag¢idan ayr1 bir grupta yer almistir (*p< 0,05),(Cizelge 8.2).

Cizelge 8.1. Dozlar ile anormal hiicre olusumu arasindaki iliskiyi gosteren

istatistiki analiz sonucu

acidan Onemli

bulunmustur

Toplam %
Anormal Anormal
Dozlar Hiicre Hiicre
K 4.5882 abc | 0.2294 abc
% 2 11.6429 de | 0.5821 de
% 4 10.1071 cde | 0.5054 cde
% 5 8.7667 bede | 0.4383 cde
%6 3.4483 ab 0.1862 abc
% 8 1.2727 a 0.0636 ab
% 10 | 0.6000 a 0.0210 a
% 12 | 1.5263 a 0.0763 ab
% 14 | 7.1364 abc | 0.3568 bed
% 16 | 1.7000 a 0.0850 ab
S 5.5333 abed | 0.2767 abed
A% 13.9333 ¢ 0.6967 ¢

Cizelge 8.2. Uygulama siireleri

gosteren istatistiki analiz sonucu

46

ile anormal hiicre olusumu arasindaki iliskiyi

Uygulama | Toplam %
siiresi Anormal | Anormal
Hiicre Hiicre
48 8.0256b | 0.4032 b
72 2.7157a | 0.1358 a
144 7.4038 b | 0.3702 b




4.3.1. Metafazda yapisma

Calismamizda uygulama doz ve siiresine gore toplamda en ¢ok goriilen
anormallik tiirii 74 hiicre ile metafazda kromozomlarda yapisma (sticky)
olmustur. 48 saat uygulamada toplam 36 hiicrede, 72 saat uygulamada 7
hiicrede ve 144 saat uygulamada 31 hiicrede kromozom yapismalari
gorilmiistiir.

48 saat uygulamali Orneklerden hazirlanan preparatlarda gozlenen
kromozom yapismalarinin 11’1 vydate uygulamasindadir. % 14 U. maritima
ekstrakti uygulamasinda da 7 hiicrede kromozomlarda yapigsma gozlenmistir.
72 saat uygulamali 6rneklerde de kromozom yapismalarina yine en fazla
vydate uygulamasi sebep olurken, 144 saat uygulamali 6rneklerde % 2 U.
maritima ekstrakti uygulama dozunda 12 hiicre ve % 4 uygulama dozunda da
11 hiicrede olmak iizere 72 saatlik uygulama siiresine gore daha fazla sayida
kromozom yapismalar tespit edilmistir (Sekil 9).

En yiiksek miktarda yapisma vydate uygulamasinda gozlenmis bunu % 4
U. maritima ekstrakti dozu izlemistir. En diisiik olarak da % 8, % 10 ve % 12
U. maritima ekstrakti uygulama dozlarinda gozlenmistir. Uygulama dozlarina
bagli olarak goriilen kromozom yapigsmalarinda dozlar arasindaki fark
istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (*p<0,05), (Cizelge 9.1).

Kromozom  yapismalart  uygulama  siiresine  baghi  olarak
degerlendirildiginde 72 saatlik uygulama siiresinde diisiik olup diger
uygulama siireleri ile istatistiki olarak 6nemli bir farklilik bulunmustur

(*p<0,05), (Cizelge 9.2).
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Sekil 9. Uygulama dozlarina gore 48 saat (a), 72 saat (b) ve 144 saat (c) uygulamali
orneklerde metafazda gozlenen kromozom yapismalari ve fragment olusumlari
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Cizelge 9.1. Uygulama dozlarina bagl olarak mitoz evrelerinde goriilen ortalama
anormal hiicre sayilarinin istatistiki analizi

Dozlar | Metafazda | Metafazda | Diizensiz | Anafazda Anafazda | Diizensiz
Yapigsma Fragment | Metafaz Yanlis Koprii Anafaz
Kutuplagma

K 1.6765 abcd | 1.5588a | 0.0588a | 0.5588 ab 0.8235a | 0.0294 a
% 2 3.2143 bede | 6.1786 ¢ 0.1429a | 1.0714 abc | 1.0357ab | 0.1786 a
% 4 4.8667 de 3.8571b [0.1429a |0.9643 abc | 0.8214a | 0.2593 ab
% 5 1.8333 abed | 2.0667 ab | 4.2667 ¢ | 0.5000 ab 0.2667 a | 0.0000 a
% 6 2.0000 abcd | 0.2759a | 0.0000a | 0.8966 abc | 0.3103 a | 0.0000 a
% 8 0.5758 a 0.0000a | 0.0000a | 0.3939 ab 0.4242 a | 0.0000 a
% 10 | 0.2500 a 0.1500a |0.0000a | 0.2000 a 0.0000a | 0.0500 a
% 12 | 0.6316 a 0.1579a [0.0000a | 0.4737 ab 0.2632a | 0.0000 a
% 14 | 3.3182cde |1.2273a [0.4091a |1.7273c 0.7619a | 0.5909 b
% 16 | 0.8000 ab 0.1500a [ 0.0000a |0.3500 ab 0.4000a | 0.1053 a
S 1.4667 abc | 0.2667 a 1.6667 ab | 0.4333 ab 0.1724a | 1.2333 ¢
\Y 4.8667 e 1.9000 ab | 3.5667 bc | 1.1667 be 2.4667b |1.8333d

Cizelge 9.2. Mitoz evrelerinde goriilen ortalama anormal hiicre sayilariin
uygulama siiresine gore istatistiki analiz sonucu

Uygulama Metafazda Metafazda | Diizensiz | Anafazda Anafazda | Diizensiz
stiresi Yapisma | Fragment | Metafaz | Yanls Koprii Anafaz
(saat) Kutuplagma

48 2.99b 1.26 a 1.89b 1.06 b 0.89 a 0.47 a

72 0.68 a 1.11a 0.36 a 0.27 a 0.21 a 0.28 a
144 2.58Db 2.37b 047 a 0.83b 093 a 0.37 a




4.3.2. Metafazda fragment olusumu

Fiziksel ve kimyasal etkiler sonucunda kromatid ve kromozomlarda
olusan hasarlar ve yapismalar sonucunda meydana gelen fragment olusumlari
(Sekil 10) calismamizda ortalama 60 hiicrede gozlenmistir. En yiiksek 144
saat uygulamali 6rneklerde, ortalama 31 hiicrede fragment olusumu gézlenmis
ve bu uygulama siiresinde en yiiksek 17 hiicrede % 2 U. maritima uygulama
dozunda gorilmiistiir. Bunu 7 hiicre ile % 4 U. maritima ekstrakti dozu
izlemistir. 48 saat uygulamali 6rneklerde, 16 hiicrede gozlenen fragment, en
yiiksek vydate uygulamasi ve % 5 U. maritima ekstrakti uygulamasinda 4’er
hiicrede rastlanmistir. 72 saat uygulamali orneklerde ise, toplam 13 hiicrede
goriilen fragment olusumuna en yiiksek, % 4 (6 hiicre) ve % 2 U. maritima
ekstrakti (4 hiicre) dozlar1 neden olmustur (Cizelge 7) (Sekil 9).

Uygulama dozlarina gore fragment olusumu en yiiksek % 2 U. maritima
ekstrakti uygulamasinda gozlenmis olup bunu % 4 U. maritima ekstrakti
uygulamasi izlemistir. Uygulama dozlarinin fragment olugturma bakimindan
aralarindaki fark istatistiki olarak onemli bulunmustur (*p<0,05), (Cizelge
9.1).

Cizelge 7’den goriildiigii gibi uygulama siiresine gore fragment olusumu
144 saat uygulamasinda en yiiksek bulunmustur. Fragment olusumu
bakimindan 48 ve 72 saat uygulamalar arasindaki fark istatistiki agidan
onemsiz bulunurken (*p>0,05) 144 saat uygulamasi 6nemli bulunmustur

(*p<0,05), (Cizelge 9.2).
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Sekil 10. % 5 U. maritima ekstraktinin 144 saat uygulamali
orneklerinde gozlenen fragmentler (M.B. 10x40)

4.3.3. Diizensiz metafaz

Kromozom yapigsmas: ve fragment gozlemleri diginda metafazda
gbzlenen diger tiim anormallikler bu baslik altinda toplanmistir. Bunlar
kromozomlarin metafaz tablasinda normal olarak bulunmasi gereken yerde
olmayip hiicre i¢inde diizensiz yada bir kutba daha yakin olarak dagilmasi,
kromozomlarin asir1  yogunlagsmasina bagli olarak normal kromozom
goriintiisiinden uzaklagmalari, kirllan kromozom pargalarinin tekrar ayn1 yada
bagka kromozomlarla diizensiz olarak yapigmast sonucunda goriilen
anormalliklerdir (Sekil 11). En fazla metafaz diizensizligi, 48 saat uygulamali
orneklerde 22 hiicrede gozlenmis olup uygulama dozlar1 bakimindan ise en
yiiksek % 5 U. maritima ekstrakti uygulamasinda 13 hiicrede bulunmustur.
Bunu vydate uygulamasi (6 hiicre) izlemistir. Baz1 uygulama dozlarinda
diizensiz metafaz olusumu go6zlenmezken kontrolde, 48 saat ve 72 saat
uygulamali 6rneklerde ortalama 0,1 hiicrede diizensiz metafaz gozlenmistir
(Cizelge 7).

Diizensiz metafaz olusumunun uygulama siiresi ile iliskisine

bakildiginda en yiiksek 48 saat uygulamasinda gerceklesmis ve uygulama
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siireleri arasindaki fark istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (*p<0,05),
(Cizelge 9.2).

Diizensiz metafaz olusumu, uygulama dozlarma gore de istatistiksel
olarak dnemli bulunmus olup en yiiksek diizensiz metafaz sirasiyla % 5 U.
maritima ekstrakti uygulamasinda gézlenmis bunu vydate ve saf U. maritima

uygulamalar1 izlemis, diger uygulamalar ayni grupta yer almistir (¥*p<0,05),

(Cizelge 9.1).

Sekil 11. % 8 U. maritima ekstraktinin 144 saat uygulamali 6rnek
preparatinda diizensiz metafaz olusumu (M.B. 10x40).

4.3.4. Anafazda yanhs kutuplasma:

Hiicre bdliinmesi sirasinda kromatidlerin metafaz diizlemine dik
olarak karsilikli kutuplara c¢ekilmesi beklenirken, kromatidlerin, hiicrenin
yan veya capraz kutuplarina cekilmesi sonucunda ortaya c¢ikan yanlis
kutuplagmalar en sik gézlenen anormalliklerden olmustur (Sekil 12).

Anafazdaki yanls kutuplagsma durumuna, uygulama dozlarma gore
bakildiginda en yiiksek % 14 U. maritima ekstrakti dozunun 48 saat

uygulamasinda (4 hiicrede) oldugu goriilmektedir. Ayn1 dozun 72 ve 144
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saat uygulamalarinda 1 hiicrede yanlis kutuplasma goézlenmistir (Sekil 13,
Cizelge 7). Dozlar dikkate alindiginda anafazda yanlis kutuplagsma en yiiksek
sirast ile % 14 U. maritima uygulamas: ile vydate uygulamasinda
gbzlenmistir. Dozlar arasindaki fark istatistiki acidan 6nemli bulunmustur
(*p<0,05), (Cizelge 9.1).

Yanlis kutuplasma en c¢ok 48 saat uygulamasinda, 14 hiicrede
gbzlenmis olup, 72 saat uygulamali 6rneklerde 4 hiicrede, 144 saat
uygulamada 11 hiicrede gozlenmistir. Anafazda yanls kutuplagsma durumu
uygulama sliresine bagli olarak istatistiki agidan Onemli bulunmustur

(*p<0,05), (Cizelge-9.2).
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Sekil 12. Anafazda yanlis kutuplagsma, (M.B. 10x40)
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Sekil 13. Uygulama dozlarina gore 48 saat (a), 72 saat (b) ve 144 (c) saat sonraki
anafazda gozlenen yanlig kutuplagsma ve koprii olusumu.
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4.3.5. Anafazda koprii olusumu:

Tim uygulamalarda ortalama olarak toplam 26 hiicrede koprii
olusumu gozlenmistir (Sekil 14). 144 saat uygulama siiresinde 12 hiicrede, 48
saat uygulamada 11 hiicrede ve 72 saat uygulama Orneklerinde 3 hiicrede
koprii gozlenmistir.

Uygulama dozlar1 acisindan bakildiginda 48 saat uygulama siiresinde
7 hiicre ile vydate uygulamasinda en fazla koprii olusumu goézlenmistir. 72
saat uygulama siiresinde de en yiiksek vydate uygulamasinda gézlenmis olup
144 saat uygulamasinda en fazla, % 2 U. maritima ekstrakti dozunda
meydana gelmistir (Cizelge 7).

Uygulama dozlarina goére anafazda koprii olusumu istatistiki olarak
onemli bulunmustur. Koprii en yiiksek vydate uygulamasinda ve % 2 U.
maritima dozunda goriilmiistiir. Vydate ayr bir grupta, % 2 U. maritima
dozu ve diger dozlar ayr1 ayr1 gruplarda yer almistir (Cizelge 9.1).

Anafazda koprii olusumunda uygulama siireleri istatistiki agidan

onemsiz bulunmustur (*p>0,05), (Cizelge 9.2).

Sekil 14. % 10 U. maritia ekstrakti, 144 saat uygulamali kok ucu
orneginde anafazda koprii olusumu (M.B. 10x100).
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4.3.6. Diizensiz anafaz olusumu:

Anafazda yanlis kutuplasma ve koprii olusumlar1 disinda gozlenen
diger tiim anormallikler bu baglik altinda toplanmistir. Kromozomlarin
anafazda sekil, say1 ve yapt bakimindan sapma gosterdigi, ¢ok kutuplu
hiicrelerin gozlendigi bu tiir anormallikler hiicre polarizasyonunun yada hiicre
iskelet yapisinin etkilenmis olmasindan veya daha once bahsedilen
anormalliklerin bir uzantis1 olarak hiicre dongiisiiniin ilerleyen zamanlarinda
bu etkilerin ortaya ¢ikmasiyla meydana geldigi tahmin edilmektedir (Sekil
16.a,b,c,d).

48 saat uygulamasinda, toplam 6 hiicrede diizensiz anafaz
gozlenmistir. Diizensiz anafaz olusumuna vydate uygulamasi 3 hiicre ile en
yiiksek oranda sebep olmustur. 72 ve 144 saat uygulamalarinda da en yiiksek
vydate uygulamasinin sebep oldugu gozlenmistir (Cizelge 7). Diizensiz
anafaz olusumu, en yiiksek vydate uygulamasinda gerceklesmis ve bunu saf
U. Maritima ekstrakti uygulamasi izlemistir.

Vydate, saf U. maritima ve % 14 U. maritima ekstrakti uygulamalari
istatistiki olarak ayr1 gruplarda yer almis olup diger dozlar ile aralarindaki
fark istatistiki agidan 6nemlidir (*p<0,05), (Cizelge 9.1).

Diizensiz anafaz olusumuna uygulama siireleri agisindan bakildiginda

fark istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (*p>0,05), (Cizelge 9.2).
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(©) (d)

Sekil 15. Diizensiz anafaz 6rnekleri (M.B. 10x40)
(a) Saf U. maritima ekstraktinin 48 saat uygulamali 6rneklerinden
(b) % 5 U. maritima ekstraktinin 72 saat uygulamali 6rneklerinden
(c) Saf U. maritima ekstraktinin 48 saat uygulamali 6rneklerinden

(d)  Vydate’in 48 saat uygulamali 6rneklerinden
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4.4. Cekirdek Deformasyonlar::

Bu baglik altinda ecle alinan anormallikler, interfaz nukleusunda
erozyon (Sekil 16.1), interfaz nukleusunda graniilizasyon (Sekil 16.2),
interfaz nukleusunda yarilma (Sekil 16.3), profaz nukleusunda graniilizasyon
(Sekil 16.4) ve profaz nukleusunda erozyon olusumlaridir.

Cekirdek deformasyonlari, 48 saat uygulamada 8383 hiicrede ve en
yiikksek sirast ile % 12, % 16, % 10 U. maritima ekstrakti dozlarinda
gbzlenmistir. 72 saat uygulamada, 7580 hiicrede ve en yiiksek sirasi ile % 4,
% 16, % 14, % 12 U. maritima dozlarinda gozlenmistir. 144 saat
uygulamasinda, 6534 hiicrede go6zlenen c¢ekirdek deformasyonlarina en
yiiksek oranda sirast ile % 12, % 14, % 16, % 10 ve % 8 U. maritima dozlar
sebep olmustur (Cizelge 10).

Cekirdek deformasyonlari ile uygulama dozlar1 arasindaki iliski istatistiki
olarak degerlendirilirse; Cekirdek deformasyonu en yiiksek % 12 U. maritima
ekstrakti igeren dozda, en diisiik kontrolde goriilmiistiir. Dozlar arasindaki
fark istatistiki agidan 6nemlidir (*p<0,05), (Cizelge 11.1).

Uygulama siiresine gore ¢ekirdek deformasyonlar1 en yiiksek 48 saat
uygulamasinda gozlenmis olup Cizelge 11.2°de goriildiigii gibi uygulama

stireleri arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (*p<0,05).
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Cizelge 10. Uygulama doz ve siirelerine gore cekirdek deformasyonu ve

nukleus vakuolizasyonu gozlenen hiicre sayilari

Dozlar | Uyg. | Cekirdek Nukleus
Siiresi | deformasyonu | vakuolizasyonu
gozlenen gozlenen hiicre
(saat) hiicre sayisi sayisi (adet)
(adet)
% 2 48 680 0
% 4 48 917 0
% 5 48 515 0
% 6 48 460 0
% 8 48 910 0
% 10 | 48 1175 0
%12 | 48 1320 0
% 14 | 48 730 0
% 16 | 48 1300 0
S 48 253 23
\4 48 123 39
Toplam 8383 61
K 72 3.34 0
% 2 72 718.2 0
% 4 72 1038 0
% 5 72 775 0
% 6 72 570 0
% 8 72 730 0
% 10 72 750 0
% 12 72 808.3 0
% 14 72 866.7 0
% 16 72 914.3 0
S 72 2225 16
\% 72 180.1 41
Toplam 7576 56
K 144 0 0
% 2 144 228.6 0
% 4 144 287.5 0
%5 144 400 0
% 6 144 466.7 0
% 8 144 780.8 0
% 10 144 808.3 0
% 12 144 1190 0
% 14 144 966.7 0
% 16 144 925 0
S 144 295 15
\% 144 183 28
Toplam 6349 43




Cizelge 11.1. Cekirdek deformasyonu ve ¢ekirdek vakuolizasyonlarinin

uygulama dozlar1 bakimindan istatistiki analizi

Cekirdek Cekirdek

Dozlar | Deformasyonu | Vakuolizasyonu
K 1.1765 a 0.0000 a

% 2 582.1429 ¢ 0.0000 a

% 4 771.4286d 0.0000 a

%35 538.3333 ¢ 0.0000 a

% 6 500.0000 ¢ 0.0000 a

% 8 804.5455 de 0.0000 a

% 10 | 937.5000 ef 0.0000 a
%12 | 1223.6842 ¢ 0.0000 a

% 14 | 831.8182 de 0.0000 a

% 16 | 1015.0000 f 0.0000 a

S 256.8333 b 17.6667 b

\% 161.9667 b 35.5000 ¢
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Cizelge 11.2. Cekirdek deformasyonu ve cekirdek vakuolizasyonlarinin uygulama
stiresi ile iliskisini gosteren istatistiki analizi

Uygulama | = 4ok Cekirdek
Surest deformasyonu | vakuolizasyonu
(saat)

48 656.4957 b 52137 a

72 584.9608 ab | 5.4902 a

144 498.3462 a 4.0865 a
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Sekil 16.1. % 12 U. maritima ekstrakt1 48 saat uygulamasi 6rneklerinde
gbzlenen interfaz nukleusunda erozyon (M.B. 10x40)
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Sekil 16.2. % 5 U. maritima ekstrakti 48 saat uygulamasinda gozlenen
interfaz nukleusunda graniilizasyon (M.B. 10x40)
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Sekil 16.3. 72 saat vydate uygulamasinda gozlenen interfaz
nukleusunda yarilma (M.B. 10x100)

— e S hert METIN

Sekil 16.4. % 6 U. maritima ekstrakti 72 saat uygulamada gozlenen
profazda graniilizasyon (M.B. 10x40)



4.5. Nukleus vakuolizasyonlari ve diger anormallikler

Calismamizda nukleus vakuolizasyonlarina (Sekil 17), mikronukleus
olusumuna (Sekil 18), kromozom sayilarindaki degisikliklere (say1 azalmasi,
poliploidi vb.) (Sekil 19 ve 20), C-mitoz’a (Sekil 21), binukleat hiicrelere (iki
cekirdekli) (Sekil 22)’de rastlanmustir.

Nukleus vakuolizasyonlari her uygulama siiresinde sadece Vydate
uygulamasinda ve saf U. maritima ekstrakti uygulamasinda gozlenmis,
kontrol ve diger uygulama dozlarinda goézlenmemistir. Vydate (107 hiicrede),
saf U. maritima ekstraktina (54 hiicrede) gore daha yiiksek nukleus
vakuolizasyonuna sebep olmus (Cizelge 10) ve aradaki fark istatistiki olarak
onemli bulunmustur (Cizelge 11.1). Ekstraktlarin ve vydate uygulamasinin
nukleus vakuolizasyonuna etkisi uygulama siireleri bakimindan istatistiki

acidan 6nemsiz bulunmustur (*p>0,05), (Cizelge 11.2).

Sekil 17. 48 saat vydate uygulamasinda gozlenen nukleus

vakuolizasyonlar1 (M.B. 10x40)
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Sekil 18. 72 saat Saf U. maritima ekstraktinin uygulamasi

orneklerinde gézlenen mikronukleus olusumu (M.B. 10x40).

Sekil 19. % 5 U. maritima ekstraktinin 144 saat uygulama siiresinde

tespit edilen kromozom sayisindaki azalma (M.B. 10x40).
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Sekil 20. 48 saatlik uygulama siiresi sonunda karsilastigimiz poliploidi
(M.B. 10x40).

Sekil 21. C-mitoz (M.B. 10x40).
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Sekil 22. % 16 U. maritima ekstrakti 144 saat uygulamasinda gozlenen

binukleat hiicre (M.B. 10x40).

4.6. Nukleolus (cekirdekcik) sayisi

Cogu hiicrenin birden fazla nukleolus icerdigi goézlenmistir. 48 saat
uygulamasinda toplam 10101 hiicrede 2 nukleolus, 8263 hiicrede 1 nukleolus,
3843 hiicrede 3 nukleolus ve 1800 hiicrede 4 ve lizerinde sayida nukleolus
goriilmiistiir. 48 saat sonraki kdk ucu drneklerinden kontrolde, ortalama 750
adet bir nukleoluslu, 1000 adet iki nukleoluslu, 174 adet {i¢ nukleoluslu, 76
adet’de dort ve lizeri sayida nukleolus igeren hiicre gozlenmistir. 48 saat
uygulamasinda, dort ve lizeri sayida nukleolus olusumuna en yiiksek % 16 ve
% 14 U. maritima ekstrakti dozlar1 sebep olmustur. Kontrolde, U. maritima
ekstraktinin diisiik dozlarinda ve vydate uygulamasinda ¢ogu hiicrelerde iki
adet nukleolus gozlenmistir. Bir adet nukleolus iceren hiicrelere en yiiksek
sirasi ile saf U. maritima ekstrakti uygulamasinda, % 8 U. maritima ekstrakti
uygulamasinda, kontrolde, vydate uygulamasinda rastlanmistir (Cizelge 12,
Sekil 23-24).

72 saat uygulamasinda toplam 9720 hiicrede iki nukleolus, 8678 hiicrede

bir nukleolus, 3487 hiicrede ii¢ nukleolus ve 2140 hiicrede de dort ve tlizeri



sayida nukleolus igeren hiicreler gozlenmistir. 72 saat sonraki kontrol
Orneklerinde ortalama 640 adet bir nukleoluslu, 800 adet iki nukleoluslu, 350
adet li¢ nukleoluslu, 210 adet’de dort ve {lizeri sayida nukleolus igeren
hiicreler gézlenmistir. 72 saat uygulamasinda, bir adet nukleolus igeren hiicre
sayisi en yliksek vydate ve saf U. maritima ekstrakti uygulamalarinda
belirlenmistir. iki adet nukleolus igeren hiicre sayisi ise en yiiksek % 2 U.
maritima ekstrakti uygulamasinda bulunmustur (Cizelge 12, Sekil 23-24 ).

144 saat uygulamali Orneklerde, en yiiksek toplam 9739 hiicrede iki
nukleolus olusumu goézlenmis olup bunu 8573 hiicrede bir nukleolus, 3486
hiicrede ii¢ nukleolus ve 2332 hiicrede de dort ve {izeri sayida nukleolus
izlenmistir. 144 saat uygulamali kok ucu orneklerinde, kontrolde, ortalama
850 adet bir nukleoluslu, 900 adet iki nukleoluslu, 200 adet {i¢ nukleoluslu,
150 adet’de dort ve iizeri sayida nukleolus i¢eren hiicre tespit edilmistir. 144
saat uygulamal1 6rneklerde iki nukleolus iceren hiicre sayisina en yiiksek % 2
U. maritima ekstrakti uygulamasinda, kontrolde, vydate ve saf U. maritima
ekstrakti uygulamasi sebep olmustur. Bir nukleolus iceren hiicre sayisi ise
siras1 ile vydate, saf U. maritima eckstrakti uygulamasi ve kontrolde
dozlarinda gozlenmistir (Cizelge 12, Sekil 24).

Uygulama dozlar ile nukleolus sayis1 arasindaki iligki istatistiki olarak
degerlendirildiginde; bir adet nukleolus igeren hiicre sayisi en yiiksek saf U.
maritima ve vydate uygulamalarinda goriilmiistiir. Bu ugulamalar ile digerleri
istatistiki olarak ayr1 gruplarda yer almistir (*p<0,05). iki, ii¢, dort ve iizeri
sayida nukleolus iceren hiicre sayilar1 uygulama dozlarina gore istatistiki
degerlendirmede farkli gruplar meydana getirmistir (*p<0,05) (Cizelge 13.1).

Uygulama siiresi ile bir hiicrede gozlenen nukleolus sayis1 arasindaki iliski
istatistiki olarak degerlendirildiginde bir 6nemlilik bulunmamistir (*p>0,05),

(Cizelge 13.2).

67



Sekil 23. % 10 U. maritima ekstraktinin 48 saat uygulamasinda
gozlenen bir, iki ve ii¢ nukleoluslu ¢ekirdekler (M.B. 10x40)
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Cizelge 12. Uygulama doz ve siirelerine gore bir, iki, ii¢, dort ve
nukleolus igeren ortalama hiicre sayilari

69

lizeri sayida

Dozlar Uygulama 1 2 3 4 ve lizeri
stiresi nukleoluslu | nukleoluslu | nukleoluslu | nukleoluslu
(saat) hiicre sayis1 | hiicre sayist | hiicre sayis1 | hiicre sayisi
K 48 750 1000 174 76
%2 48 700 918 240 142
% 4 48 630 1116 164 90
% 5 48 800 1060 98 42
% 6 48 746 782 306 166
% 8 48 790 900 210 100
% 10 48 648 865 327 160
% 12 48 555 735 540 170
% 14 48 500 350 750 400
% 16 48 500 350 750 400
S 48 929 915 129 29
\Y 48 715 1110 155 25
Toplam 48 8263 10101 3843 1800
K 72 640 800 350 210
% 2 72 734 950 214 102
% 4 72 670 828 328 174
%5 72 685 755 340 220
% 6 72 730 790 280 200
% 8 72 650 890 300 160
% 10 72 615 685 400 300
% 12 72 748 782 320 250
% 14 72 630 710 360 300
% 16 72 720 840 300 140
S 72 900 884 167 50
\% 72 956 806 128 34
Toplam 72 8678 9720 3487 2140
K 144 850 900 200 150
% 2 144 680 1000 240 80
% 4 144 570 770 360 300
% 5 144 700 820 280 200
% 6 144 740 790 250 220
% 8 144 625 775 340 260
% 10 144 587 673 400 340
% 12 144 685 695 380 240
% 14 144 680 790 310 220
% 16 144 710 770 340 180
S 144 856 856 206 84
\Y 144 890 900 157 58
Toplam 144 8573 9739 3463 2332
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Sekil 24. Uygulama dozlarina gore 48 saat (a), 72 saat (b) ve 144 saat (c) uygulamali
orneklerde gozlenen bir, iki, ii¢, dort ve lizeri sayida nukleolus igeren hiicre sayilari
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Cizelge 13.1 Uygulama dozlarina gore bir hiicre ¢ekirdeginde bir, iki, ii¢, dort ve
lizeri sayida nukleolus igeren hiicre sayilarinin istatistiki analiz sonucu

Dozlar Bir Tki UQ Dort ve
nukleoluslu | nukleoluslu | nukleoluslu uzeri
hiicre hiicre hiicre nukleoluslu
sayisi sayisl sayisl hiicre
sayist
K 746.66 ab 900.0 bc 241.3 abc 145.3abcd

% 2 704.66 ab 956.0 ¢ 231.3 ab 108.0 abc
% 4 728.33 ab 878.3 abc 239.3 abc 145.3abcd
% 5 738.66 ab 787.3 abc 278.6 abc 195.3bcde
% 6 688.33 a 855.0 abc 283.3 abc 173.3abcd
% 8 616.66 a 737.3 abc 413.3 be 220.0cde
% 10 62333 a 653.3 ab 463.3 be 240.0cde
% 12 643.33 a 741.0 abc 284.0 abc 266.6 de
% 14 603.33 a 904.6 bc 375.6 abc 188.abcde

% 16 728.33 a 616.6 a 4733 ¢ 306.6 ¢
S 895.00 ¢ 885.0 abc 1673 a 54.3 ab
\Y 853.66 bc | 938.6 ¢ 146.6 a 39.0a

Cizelge 13.2 Uygulama siiresi dikkate alinarak bir hiicre ¢ekirdeginde meydana gelen
nukleolus sayisiin gozlendigi hiicre sayilariin istatistiki analiz sonucu

Uygulama Bir Iki Uc D?;r\;e
suresi nukleoluslu | nukleoluslu | nukleoluslu U
. . N nukleolus
hiicre hiicre hiicre .
sayist sayist sayisi hijcre
sayis1
48 688.5a 810.0a 288.5a 150.0 a
72 714.4 a 8l1.5a 290.5 a 1783 a
144 723.1a 841.7 a 320.2 a 194.3 a




5. TARTISMA VE SONUC:

U. maritima ekstraktinin mitoz tizerine etkisini arastirmak amaci ile
yaptigimiz ¢aligmada, Allium-testi i¢in her bir uygulama doz ve siirelerini
iceren soganlardan toplam 444 adet kok ucu 6rnegi alinmistir. Yaklagik 400
adet kok ucundan preparatlar hazirlanip mikroskop altinda incelenmistir.
Toplam 20721 boliinen hiicre tespit edilmistir. Bunlarin 18735°1 normal,
1986’s1 normal olmayan hiicre olarak kaydedilmistir. Istatistiki olarak
degerlendirdigimiz kromozom anomalilerinin goézlendigi toplam anormal
hiicre sayisi, toplam bdliinen hiicre sayisinin yaklasik olarak % 10’dur.
Incelenen toplam bir milyon hiicre icerisinde cekirdek deformasyonlari,
cekirdek vakuolizasyonlar1 ve diger anormalliklere de dozlar arasinda dnemli
farkliliklar gosteren oranda rastlanmustir.

%2,%4,%5,% 6, % 8, % 10, % 12, % 14, % 16 U. maritima ekstrakti
cozeltileri, % 2 vydate c¢ozeltisi ve saf U. maritima ekstrakti soganlarin
koklenmesini ve kok uzamasini istatistiki olarak engellemistir.

Van’t Hof 1968’e¢ atfen Yiizbasioglu (2003)’nun bildirdigine gore;
mitotik indeks’in diismesine, DNA sentezinin baskilanmasi yada hiicreyi
mitoza girmekten alikoymak icin metabolik aktivitelerin tamamen durmasi
sebep olmaktadir (Sudhakor ve ark., 2001°e gore Yiizbasioglu, 2003).
Hidalgo ve ark. 1989’¢ atfen Yiizbasioglu (2003)’nun bildirdigine gore,
Hiicre dongiisiiniin  engellenmesi, pestisitlerin, 6zel proteinleri igeren
bolgeleri hedef almasindan kaynaklanmaktadir. Bu inhibisyona neden DNA
polimeraz enziminin yoklugudur. DNA polimeraz enzimi, DNA’nin
sentezlenmesi icin gereklidir. DNA polimerazin eksikligi kadar, ig
ipliklerinin olusturulmasini ve saglikli ¢alistirllmasini saglayan diger enzim
ve proteinlerin eksikligi de hiicre dongiisiiniin durmasina direkt neden
olmaktadir.

Ayaz ve ark. (1996) na atfen Inceer ve ark. (2000)’nin bildirdigine gore,
cinko, kadmiyum, bakir ve civa gibi agir metaller, tohumlarin ¢imlenmesi
esnasinda amilaz ve peroksidaz izoenzimlerinin sayisini arttirmis, tohumlarin

¢imlenme ylizdesini ise azaltmistir. Civali bilesiklerin, DNA replikasyonunu
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engelleyebilecegi (Kara ve ark., 1994), kromlu bilesiklerin ise, kromatid
kirilmalarina yol agtigr belirtilmektedir (Klasterska ve ark., 1976). Ayrica,
civanin bir inhibitor gibi gorev yaparak normal hiicre boliinmesi i¢in gerekli
proteinlerin  sentezini engelledigi ve bu sekilde hiicrelerde mitotik
gecikmelere sebep oldugu da belirtilmistir (Nandi, 1985). Benzer sekilde,
bakir klorlir’iin de ayni etkilere sahip olmasi nedeniyle mitotik indekste
azalmalara ve c¢esitli kromozom anormalliklerine sebep oldugu gdsterilmistir
(Inceer ve ark., 2000).

Aybeke ve ark. 1998’e gore, fenolik bilesikler ve bunlarin tiirevleri gerek
insan, gerek hayvan ve gerekse bitkilerde sitotoksik ve genotoksik hasarlara
sebep olmaktadir (De Marco ve ark. 1986; Migliore ve ark. 1990). Fenolik
bilesiklerin bu etkilerini kardes kromatid degisiminde artisa neden olan DNA
polimerazi inhibe ederek gosterdigi diisiiniilmektedir. Konu ile ilgili olarak
yapilan bir ¢aligmada kursunun, toksik etkisini, direkt DNA polimerazi inhibe
ederek gosterdigi ortaya konulmustur (De Marco ve ark. 1986).

Yiizbasioglu (2003), 60 ppm’lik afugan fungusidinin 24 saat
uygulanmasinin A. cepa’nin meristematik hiicrelerinde profaz ve telofaz
oranlarmi diisiirdiigiinti, 12 ve 24 saatlik uygulamalarin ise metafaz oranini
artirdigin1 belirtmistir. Arastiriciya gore, yliksek dozlardaki muamelelerde
profaz oranmin azalmasi, S evresinde DNA sentezinin inhibe edilmesine,
metafazin artmast da ig ipliklerinin olusumunun inhibe edilmesine
baglanmustir.

Yiizbasioglu (2003)’e gore, mitoz sathalar arasindaki degisimleri iceren
bu ve benzer etkiler tridemorph fungusiti (Cortes ve ark., 1982), thirom
fungusiti (Vrea Loper ve ark.,1990), marshal fungusiti (Topaktas ve
Renciizogullar1, 1996) ile yapilan ¢alismalarda da goézlenmistir. Yukaridaki
arastirmacilarin kullanmis olduklari kimyasallar, uygulama siiresine bagl
olarak mitotik bolinmede profazi Onemli oranda diislirmiistiir. Ayni
uygulamalar kontrol ile kiyaslandiginda metafaz orani Onemli derecede
artarken anafaz ve telofaz oranida 6nemli derecede diismiistiir.

Bu c¢alismada da 72 ve 144 saatlik uygulama siireleri

degerlendirildiginde U. maritima ekstraktinin doz artisina bagli olarak

73



profazda azalma gbzlenmistir. 48 saat uygulama siiresinde ise, vydate ve %
16 U. maritima ekstrakti dozunda en yiiksek profaz gozlenmistir. Kontrolde
profaz artmig, vydate ve U. maritima’nin yiikselen dozlarinda (% 5, 6, 8, 10,
12, 14, 16, saf U. maritima) profaz diismiistiir. Calismamizda gozlenen bu
durum Yiizbasioglu (2003)’nun sonuglart ve diger litaratiir bilgileri ile
benzerlik gostermektedir. Soyle ki; 48 saat uygulamali 6rneklerde gozlenen
metafaz, ayn1 Orneklerde gozlenen profaz ile biiylik benzerlik igindedir.
Ancak, 72 saat uygulamali 6rneklerde profaz doza bagl olarak diiserken
metafaz en yiiksek olarak sirasi ile kontrol, % 2, % 6, % 12 ve % 5 U.
maritima ekstrakti uygulamalarinda ve vydate uygulamasinda artis
gostermistir. 144 saat uygulamada profaz doza bagh olarak diiserken metafaz
en yiksek % 4 U. maritima ekstrakti uygulamasinda olmak iizere kontrolde,
% 8, % 6 ve % 5’1ik U. maritima ekstrakti dozlarinda artig gostermistir.

Uygulama doz ve siliresine bagli olarak profaz ve metafaz goriilme
sikliklarinin degisim gostermesinin yanisira, tiim uygulamalar kontrol ile
karsilastirildiginda doz artisina bagli olarak anafaz ve telofazin da diistigi
gbzlenmistir. Bu ¢alismada; vydate ile U. maritima ekstraktinin yiiksek doz
uygulamalarindaki profaz azalmasini ve % mitotik indekste gozlenen diisiisti;
S safhasindaki DNA sentezinin inhibe edilmesine, metafazin artmasini da ig
ipliklerinin olusumunun inhibe edilmesine baglayabilir ve bu durumun
literatiir bilgileri ile uyum igerisinde oldugunu belirtebiliriz.

48 saat uygulamalarinda, kontrole goére vydate ve U. maritima
ekstraktinin yiiksek dozlarinda mitotik indeksin yiiksek olmasin1 U. maritima
ekstraktinin yiiksek oranda icerdigi suyun ve fenolik bilesiklerin potansiyel
boliinme egiliminde olan hiicrelerde boliinmeyi tetikledigini ve bu esnada
heniiz hiicre ¢ekirdeginin ekstrakt ve vydate’den toksik derecede etkilenmeye
baslamamis olmasina baglayabiliriz.

Aybeke ve ark. (1998), hydroxytyrozol gibi bazi fenolik bilesiklerin
tohum c¢imlenmesi {izerine etilen hormonuna benzer bir etki gdsterdigini
belirtmislerdir. Dolayisiyla farkli fenolik bilesiklerin bitkilerin metabolik

aktivitelerinde hizlandiric1 veya diisiiriicii etkileri olabilmektedir. Aybeke ve
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ark. (1998) da zeytinyagi fabrikasi atik suyunun, mitotik aktivite {izerinde
hizlandirici etkisinin oldugunu saptamiglardir.

Inceer ve ark. (2000), bakir kloriiriin mitoz boliinmenin profazinda
diizensiz kromatin dagilimina neden oldugunu belirtmislerdir. Metafazda
goriilen en sik anormallik kromozom yapigmasi ve diizensiz kromozom
dagilimi1 olmustur. Anafaz ve telofaz da goriilen anormallikler ise kromozom
kopriisii, laggard kromozom, esit olmayan kromatin dagilimi ve
kromozomlardaki kirilmalardir.

Aybeke ve ark. (1998) yiiriittiikleri calismada, zeytinyag: fabrikasi atik
suyunun farkli uygulama siire ve konsantrasyonlarinin bugday (Triticum
aestivum L.) kok ucu hiicrelerindeki etkilerini incelemisler ve bu atik suyun
oncelikle ¢imlenme iizerine negatif yonde etki ettigini ortaya koymuslardir.
Ayrica, kok ucu meristem hiicrelerinde yapilan mikroskobik ¢aligmalarda bu
atik suyun profazda graniilasyona, heterojen kromatin dagilimina, metafazda
yigilmaya, anafazda koprii olusumuna, telofazda erken veya geg sitokineze,
hiicre plagmmin olusmamasina, asimetrik kromozom dagilimma ve
kromozomlarda heterojen c¢oOziilmeler gibi degisik anormalliklere neden
oldugunu goézlemislerdir. Capasso ve ark. (1992) da polifenol iceren atik
sularla sulanmig tarim alanlarinda yetistirilen bitkilerde benzer sonuglar elde
etmiglerdir. Bu anormalliklerin, muhtemelen atik suyun mitotik siklusdaki
DNA sentezi ve tamir mekanizmasinda yer alan enzimatik reaksiyonlar
tizerindeki olumsuz etkilerinden dolayr meydana geldigi ileri siirtilmektedir
(De Marco, 1986). Ayrica, mutajenik etki olarak kromozom kirilmalarina ve
kromozom sayisinda yliksek oranda sapmalara, nukleus parcalanmalarina ve
mikronukleus olusumlarina da rastlanmustir.

Coskun ve Ozérgiicii (1994)’ye atfen Dane ve Dalgigc (2003)1n
bildirdigine goére, benomyl fungusitinin ve decis insektisidinin A. cepa kok
ucu meristematik hiicrelerinde, ¢ekirdegi parcalanmis, yapis1 degismis yada
daha biiyiik ¢ekirdege sahip meristematik hiicreler olugmasia sebep
oldugunu gostermislerdir.

Kaymak (2005), pek c¢ok mutajenik ajanin genetik hasara sebep
oldugunu bildirmektedir. Ornegin Maleic Hydrazid (MH), RNA’nin bir
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pirimidin bazi olan Urasilin yapisina baglanmaktadir. MH 1n etkisi, biiylik
ihtimalle direk urasil sentezini bolmek yada RNA i¢inde urasil ile nukleik
asitlerin stlfidril gruplar1 arasinda tekrar reaksiyon meydana getirerek
birlestirmesi seklinde olmaktadir. Bu sekilde kromozomlarin yapisini
zayiflatmakta ve kromozomlarda kirilmalara yol agmaktadir (Patil ve Bhat
1992°a gore Kaymak, 2005). Pek ¢ok arastirictya gore kullanilan farkli
fungisitler bitki hiicrelerinde C-mitoza neden olmaktadir (Yiizbasioglu,
2003).

Bu ¢aligmada rastlanan anormalliklerin olus sebeplerini, meydana gelme
benzerlikleri agisindan diger kimyasal maddeler ile karsilastirirsak;

Kaymak (2005)’e gore; kromozom yapismalarina, kromatin ipliklerinin
hatal1 ya da yetersiz kondensasyonu (kisalip kalinlagmasi, yogunlagmasi)
sonucunda birbirlerine dolasmasi, yapigsmasi ve kirilmasi sebep olmakta ve
bunun sonucunda mitotik ig iplikleri ile kutuplara g¢ekilmesi esnasinda
kromozom icindeki yapisikligin birlikte hareket etmesi sonucu sekonder
anormallikler (koprii ve fragment olusumu gibi) meydana gelmektedir. Bazi
klastogenik olaylar DNA’y1 direkt etkileyemezken, kromozomlarda
yapismalara neden olarak indirekt etkilemektedir. Kromozomlarda
yapismalara klastogenik ajan olarak kabul edilen kimyasallarin sebep oldugu
kabul edilmektedir (Klasterska, 1976’a atfen Kaymak, 2005).

Yiizbasioglu (2003), kromozom yapiskanliklarinin pestisitlerin fizyolojik
etkileri sonucunda ortaya c¢iktigim1  belirtmektedir (Grant 1982).
Kromozomlardaki yapigsma, kimyasal maddenin yiiksek toksisiteye sahip
oldugununun ve genellikle de geri doniisiimii olmayan hasarlarla hiicrenin
Olimiine sebep olabileceginin gostergesidir (Fiskesjo, 1985). Pek c¢ok
fungusitin kromozomlarda yapigsmaya sebep oldugu rapor edilmistir
(Somashekar ve ark.1984; Badr, 1988; Ahmad ve Yasmin, 1992).
Calismamizda da yiiksek oranda kromozom yapismalart ile karsilagilmistir.
En yiiksek miktarda yapisma vydate uygulamasinda ve sirastyla % 14, % 4 ve
% 2’lik U. maritima ekstrakt1 dozlarinda goriiliirken en diisiik olarakta % 10,
% 8, % 12 U. maritima ekstraktinda ve kontrolde gbzlenmistir. Yapisma

bakimindan dozlar arasindaki fark istatistiki agidan Onemli bulunmustur
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(*p<0,05). Kromozomlarda yapigmalarin vydate ve yiiksek dozlardaki U.
maritima ekstraktinda olusmasi yukaridaki ¢alismalarda elde edilen verilerle
karsilastirildiginda U. maritima’nin 6zellikle diisiik dozlarinda kimyasal bir
pestisit olan vydate gore daha az sitotoksik oldugunu buna karsilik kontrolle
kiyaslandiginda diisiik olmakla birlikte sitotoksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir.

Yiizbasioglu (2003), C-mitozun yaygin olarak kimyasallarin ig
ipliklerinin olusumunu colhicine benzer etki yaparak inhibe etmesinden
kaynaklandiginm1 (Badr, 1988) ve C-mitoza, yaygin olarak kimyasal
zehirlenmeler sonucu ig ipliklerinin etkilenmesi ve turbogenik olaylarin
sebep oldugunu belirtmektedir (Shahin ve El-Amaadi, 1991).

Dane ve Dalgic (2003), benomyl fungusitinin hiicre elementlerini
kutuplara tasima igini yiiriiten mikrotiibiillerde polimerizasyon olusturarak
hiicre boliinmesini bozdugunu ve C-mitoza sebep oldugunu, mikrotiibiilleri
inhibe ederek sitokinezi engelledigini belirtmislerdir. Anormal kromozom
yogunlagmalari ise enzimlerin ve histon proteinlerinin inhibe edilmesi
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.

Grisolia (2004)’e gore, genellikle mitotik toksisite, 1g ipliklerinin
diizensiz dagilmasina yada hi¢ olugsmamasina sebep olmaktadir. Bunun
sonucuda C-mitoz goriiliir. Zayif bir C-mitotik etki dahi i§ ipliklerinin
kromozoma ulagamamasma ve bunun sonucunda da geri kalmig
kromozomlarin olugsmasma sebep olur. Geri kalmig kromozomlarin ve
aneuploidinin olugsmasi genotoksik etkinin baslica kanitidir (Babich ve ark.
1977).

Kaymak (2005), kromozom kirilmalarinin, kopmalarmin ve ig iplikleri
inhibisyonunun c¢esitli kimyasallarin ig iplikleri i¢in gerekli olan temel
proteinleri etkilemesi sonucunda olabildigini belirtmektedir.

Ahmad ve Yasmin (1992)’e atfen Yiizbasioglu (2003)’nun bildirdigine
gore, mikronukleus olugmasi, geri kalmis kromozomlar ya da asentrik
kopmalar sonucunda olur. Koprii, kopma ve mikronukleus gibi mitoz

anormallikleri DNA  kromozomlarina klastogenik etki sonucunda
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olusmaktadir ve Yiizbasioglu calismasinda bunu goézlemlemistir (Grant
1978’a atfen Yiizbasioglu, 2003).

U. maritima ekstraktinin kromozomlar {izerindeki etkisini Allium test
metodu ile arastirmayr amagladigimiz ¢alismamizda elde etmis oldugumuz
sonucglar, Allium test ve diger bitkisel test sistemleri kullanilarak gesitli
kimyasallarin (pestisit, herbisit vb.) sitolojik ve genotoksik etkilerini
arastirmak icin yapilan deney sonuclari ve bu deneyler sonucunda gozlenen
anormallikler ve olusum mekanizmalari ile uygunluk gdéstermektedir.

Calismada gozlenen anormalliklerin miktar1 ve gesitliligi U. maritima
ekstraktinin yiiksek dozlarinda (% 5, % 6, % 8, % 10, % 12, % 14, % 16, saf
U. maritima ekstrakti) ve kimyasal bir pestisit olan Vydate uygulamasinda sik
gozlenmistir. Anormallikler genelde benzer doz ve doz araliklarinda meydana
gelmistir.

Metafazda fragment en ¢ok sirasiyla % 2, % 4, % 5 U. maritima
ekstraktlar1 uygulamasinda ve vydate uygulamasinda, diizensiz metafaz
vydate uygulamasinda ve % 2, % 5, % 6, % 8, % 10, % 12 ve % 16 U.
maritima ekstraktlar1 dozlarinda, anafazda yanlis kutuplasma % 14, % 2 ve %
4 U. maritima ekstraktlar1 uygulamalarinda, diizensiz anafaz vydate ve saf U.
maritima ekstrakti uygulamasinda, anafazda koprii olusumu % 14, % 2 ve %
4 U. maritima ekstrakti dozlarinda, ¢ekirdek deformasyonlari en yiiksek
oranda % 12, % 16, % 10, % 14, % 8, % 4, % 5 ve % 6’lik U. maritima
ekstrakti dozlarinda, nukleus vakuolizasyonu ise sadece vydate ve saf U.
maritima ekstraktt uygulamasinda gozlenmistir. Kromozom sayisindaki
degisikliklerin % 2 ve % 5’lik U. maritima ekstraktt uygulamalarinda
goriilmesi ve mikronukleuslarin da yine % 5 U. maritima ekstrakt1 ve saf U.
maritima uygulamasinda goriilmesi ¢alismada kullandigimiz U. maritima
ekstraktinin tiim konsantrasyonlarda ve % 2 vydate uygulamasinin etkili
oldugunu ortaya koymustur.

Feulgen boyamasi ile ¢ekirdekler i¢inde daha acik renkte
(heterokromatin) goriilen ve genellikle bir adet olmas1 beklenen nukleolus
(¢ekirdekeik) sayisinin daha fazla sayida (4 ve ilizerinde) gézlenmesi ve ayni

preparatta gozlenen hiicrelerde nukleolus sayisi1 ¢esitlilik gostermesi, kontrol
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orneklerinde de nukleolus sayisinin bir ve iizerinde goézlenmesi nedeniyle
uygulamis oldugumuz ekstrakt ile direkt iligkilendirilmemisdir. Ortalama
800-900 hiicrede iki nukleolus, 700-800 hiicrede bir nukleolus, 300-400
hiicrede ti¢ nukleolus, 200-300 hiicrede de dort ve lizeri sayida nukleolus
gozlenmistir. Bir ¢ekirdekteki nukleolus sayisi arttikca olusan nukleoluslar
daha kiigiik, sayr azaldik¢a olusan nukleoluslar daha biiyiik olarak
gbzlenmistir. Ayrica, uygulama siiresi ve dozuna bagl olarak bir hiicredeki
nukleolus sayis1 48 saat uygulamasinda % 12, % 14, % 16 U. maritima
ekstraktir dozlarinda bir birine yakin bulunmustur (Sekil 25).

Hiicre c¢ekirdeklerinde gozlenen vakuolizasyonlar tiim uygulama
stirelerinde en yliksek vydate uygulamasinda ve daha diisiik miktarda da saf
U. maritima ekstrakti uygulamasinda goézlenmistir. Saf U. maritima’nin boyle
bir etkiye sahip olmasi ekstraktin yiiksek yogunlukta bir ¢6zelti olmasindan,
vydate uygulamasinda ise daha fazla gozlenen vakuolizasyonlar kimyasal
pestisitin daha yikict ve genis kapsamli bir  mutajen  oldugunu

distindiirmektedir.

Saf U. maritima ckstrakti ve Urginea maritima ekstraklarinin yiiksek
dozlar1 uygulanmasinda meydana gelen anormallikler genellikle uzun
uygulama siirelerinde (72 ve 144 saat) gézlenmistir.

48 saatlik uygulama siiresi sonunda anormal hiicrelerin olugsmasina en
yiiksek oranda 32 hiicre ile vydate sebep olmustur. Bunu 22 hiicre ile % 5 ve
17 hiicre ile de % 14 U. maritima ekstraklar1 izlemistir. En diisiik anormal
hiicre kontrolde gozlenmistir (Cizelge 7). 48 saat sonunda MI % 4.9 ile en
yiiksek vydate uygulamasinda ve % 2.45 ile % 14 U. maritima ekstraktinda,
% 2.2 ile % 16 U. maritima ekstrakti uygulamalarinda gézlenmistir. En diisiik
MI, % 0.5 olarak % 8 ve % 12 U. maritima ekstraktlarinda gozlenirken
kontrolde % 1.7 oraninda ger¢eklesmistir (Cizelge 5).

72 saat uygulama sonunda anormal hiicreler, en yiiksek 7 hiicre ile vydate
ve % 4 U. maritima ekstrakti uygulamasinda, 6’sar hiicre ile saf U. maritima
ve % 2 U. maritima ekstrakti uygulamalarinda gézlenmistir. % 5, % 8, % 10,

% 12, % 14 ve % 16 U. maritima ekstrakt1 dozlarinda anormal hiicre olusumu
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gozlenmezken kontrolde ortalama 1 hiicrede anormallik goriilmiistiir (Cizelge
7). 72 saat uygulama da MI, en diisik % 0.4 olarak % 8 U. maritima
ekstrakti uygulamasinda gozlenmistir (Cizelge 5).

144 saat uygulamalarda en yiiksek anormal hiicre sayisi, 35 hiicre ile % 2
U. maritima ekstrakti uygulamasinda gozlenmis bunu 24 hiicre ile % 4 U.
maritima dozu, 9 hiicre ile vydate ve 6 hiicre ile saf U. maritima ekstrakti
uygulamasi izlemistir. Buna karsilik % 10 ve % 14 U. maritima ekstrakti
dozlarinda anormal hiicre gozlenmezken, kontrolde 11 anormal hiicre tespit
edilmistir (Cizelge 7). 144 saat sonraki kok ucu orneklerinde MI, % 2 U.
maritima ekstraktt uygulamasinda % 17, % 4 U. maritima ekstrakti
uygulamasinda % 16.4 ve kontrolde % 10.8 olmustur (Cizelge 5.1 ve 5.2).

Anormal hiicre sayis1 en yiiksek vydate uygulamasinda gozlenmis ve
istatistiki olarak ayr1 bir grupta yer almistir. Bunu ortalama 11.6 hiicre ile % 2
ve 10.1 hiicre ile % 4 U. maritima ckstrakti dozlar1 izlemistir. En disiik
anormal toplam hiicre % 10 U. maritima ekstraktt uygulamasinda
gbzlenmistir. Anormal hiicre sayis1 lizerine dozlarin etkisi istatistiki agidan
onemli bulunmustur (*p<0,05), (Cizelge 8.1). Anormal hiicrelerin yiiksek
oranda gozlenmesine sebep olan uygulama dozlarina, uygulama siirelerine
gore bakildiginda, MD’in yiiksek oldugu yani hiicre boliinmesinin fazla
oldugu dozlardir. Buna bagli olarak MI grafigi (Sekil 7) ile uygulama doz ve
stirelerine gore ortalama toplam anormal hiicre sayilar1 grafikleri (Sekil 8)
birbiri ile benzerlik gostermektedir.

48 saat uygulama siiresinde Ozellikle U. maritima ekstraktinin diisiik
dozlarinda ¢ok sayida anormalliklerin goriilmesini, mitoz gecirmekte olan
hiicrelerin U. maritima ekstraktinin genotoksik ve sitotoksik etkilerinden
heniiz etkilenmemis olmasina veya hiicre koruyucu mekanizmalarin (hiicreyi
mitoza girmekten alikoyacak) heniliz devreye girmemis olmasina
baglayabiliriz.

72 saat uygulama siiresinde ¢ogu uygulama dozlarinda (% 8, % 10, %
12, % 16 U. maritima ckstrakti, saf U. maritima ekstrakti ve vydate
uygulamalarinda) bdoliinen hiicre yok denecek kadar azdir (Sekil 7). Yani

yiiksek doz (% 8, % 10, % 12, % 16 ve saf U. maritima ekstrakt1 ile vydate)
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uygulamalar1 sogan kok ucu meristem dokusu mitoz gecirmekte olan
hiicreleri U. maritima ekstraktindan ve kimyasaldan toksik derecede
etkilenmis yada hiicre koruyucu mekanizmalarin (hiicreyi mitoza girmekten
alikoyacak) devreye girmesi ile bu durum gozlenmistir. Sonug olarak, 72 saat
uygulama siiresinde % 5, % 8, % 10, % 12, % 14 ve % 16 U. maritima
ekstrakti uygulamalarinda anormal hiicre gézlenmemistir. Ancak, uygulama
siiresinin (72 ve 144 saatlik uygulama siireleri) artisina paralel olarak
cekirdek deformasyonlarinin 6zellikle % 12, % 16, % 10, % 14 ve % 8’lik U.
maritima dozlarinda artig gostermesi (Cizelge 11.1) hiicrelerin U. maritima
ekstrakti kimyasalindan genotoksik ve sitotoksik olarak etkilendigini ve
bunun sonucunda DNA sentezinin baskilandigini diistindiirmektedir.

72 saat uygulama siiresinde gozlenen bu durum, 144 saat uygulamada da
benzer olarak gozlenmistir. 144 saat uygulama siiresinde, ¢ekirdek
deformasyonlar1 en yiiksek sirasi ile % 12, % 14, % 16, % 10 ve % 8’lik U.
maritima ekstrakti uygulamalarinda gézlenirken, en diisiikk mitotik indeks saf
U. maritima ekstraktinda ve sirasi ile % 16 U. maritima ekstrakti, vydate, %
10, % 12 ve % 14 U. maritima ekstrakti uygulamalarinda tespit edilmistir.
Anormal hiicre sayisiin en yiiksek oldugu % 2 ve % 4 U. maritima
dozlarinda mitotik indeks en yiiksektir. 144 saatl uygulama siiresinde yiiksek
dozlarin, hiicreleri toksik derecede etkiledigini belirtebiliriz. Bunun yaninda
diistik dozlarda (% 2, % 4 ve % 5 U. maritima ekstrakti uygulamalari) hiicre
boliinmelerinin devam ettigini yani hiicrelerde ekstraktin toksik diizeyde
zarar vermedigini ve boliinmekte olan hiicrelerde hiicreyi mitoza girmekten
alikoyacak  hiicre koruma mekanizmalarinin  devreye  girmedigini
belirtebiliriz.

Civelek (2003), tarafindan yapilan ¢alismada kok ur nematodlarina karsi
biopestisit amagli kullanilabilecek olan U. maritima ekstrakti pratikte sera
kosullarinda en iyi etkiyi % 4 dozunda gostermistir.Bu ¢alismanin sonucunda
da sunu agikca sOyleyebiliriz, saf U. maritima ve yiiksek dozlarda U.
maritima ekstraktlarinin uygulanmasinda meydana gelen anormallikler
genellikle uzun uygulama siirelerinde (72 ve 144 saat uygulamalarda)

gbzlenmistir. Calismamizda kok-ur nematodlarina karsi kullanilan kimyasal
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bir pestisit olan vydate (% 2 pratikte 6nerilen doz) ile U. maritima ekstrakti
uygulama dozlarin1 karsilastirdigimizda, saf U. maritima ckstraktinda
koklendirilen soganlarin  koék ucu  hiicrelerinde, kimyasal pestisitte
koklendirilenler kadar kromozom anormalligi gézlenmemistir. Kisaca, saf U.
maritima ekstrakti kimyasal bir pestisit olan vydate’e gore daha az mutajenik
goriilmektedir.

Calismamizda kullandigimiz bu bitki ekstraktinin, Oncelikle baska
parazit gruplarinda, tarla ve laboratuvar kosullarinda bilimsel olarak
arastirilmasi ve elde edilen sonuglarin ekonomik zarar esiginin altinda olmasi
durumunda U. maritima ekstraktlarinin diisiik dozlarinin giivenli olarak
kullanilabilecegi sonucunu belirtebiliriz. Fakat oncelikle organik bir {iriin
olup dogada kalma ve etki siiresi, ekstraktin kullanilacagi parazitlerde
tolerans gelistirip gelistirmeyecegi, nematodlara karsi kesin etki gosteren
bilesigindeki igeriklerin etki mekanizmasi belirlenmeli ve pratikte baska
hangi parazit gruplarina karsi kullanilabileceginin yeni caligmalarla ortaya
konulmasi ayrica kromozomlar iizerindeki etki mekanizmalarinin daha

ayrintilt galismalar (molekiiler arastirmalar) ile arastirilmast gerekmektedir.
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