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OZET

Penoksulam, piring tarlalarinda, genis yaprakli yabani otlarin kontrolii i¢in, ekim veya
dogrudan kuru ya da tohumlama yontemleriyle yetistirilen bitkilerin kontroliinde kullanilan
yeni nesil bir herbisittir. Penoksulam, hiicre boliinmesinin durdurulmasini1 ve bitkilerde
sonraki biiyiime iglemlerinin kontrol edilmesinde rol oynayan Asetolaktat Sentaz (ALS)
enzimini inhibe eder. Bu ¢alismada, Allium ana-telofaz ve Komet testi Penoksulam
herbisitinin Allium cepa koklerinde sitogenetik ve genotoksik etkilerini arastirmak igin
kullanilmigtir.  Allium cepa yumrulart Penoksulam’in  %xECso, ECsg ve 2XECsg
konsantrasyonlarina, saf su (negatif kontrol) ve Metilmetansiilfonat (MMS, 10 ppm,
pozitif kontrol) 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca maruz birakilmigtir. Penoksulam kontrol
grubuna goére kok bilyiimesinin azalmasina neden olmus ve Mitotik indeks (MI) degerini
azaltarak sitotoksik etki, kromozom anormalliklerini (KA’lar, anafaz kopriisii, kalgin
kromozom, bozulmus ana-telofaz, poliploidi ve yapisiklilik) ve DNA hasarimni istatistiksel
olarak  artirarak  genotoksik etki  gostermistir.  Sivi kromatografi-tandem  kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) A. cepa kok meristem hiicrelerindeki Penoksulam’in miktar
tayinini belirlemek i¢in kullanilmistir. Bu sonuglart dogrulamak ig¢in Penoksulam’in
bitkilerdeki sito-genotoksisitesinde ortaya ¢ikan daha ileri molekiiler toksikolojik
degerlendirmelere ihtiyag vardir.
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ABSTRACT

Penoxsulam is a new post-emergence herbicide used on rice crops for annual grasses,
broadleaf weeds, and sedges control, either grown through transplanting or direct dry or
direct seeding methods of planting. Penoxsulam acts through inhibition of the Acetolactate
Synthase (ALS), controlling cell division cessation and subsequent growth processes in
plants. In this study, Allium ana-telophase and comet assay were used to examine the cyto-
genotoxic effects of herbicide Penoxsulam on Allium cepa roots. Allium cepa bulbs were
exposed to Y%xECso, ECso and 2XECso concentrations of Penoxsulam, distilled water
(negative control) and Methyl methanesulfonate (MMS-10 ppm, positive control) for 24,
48, 72 and 96 h. Penoxsulam showed a cytotoxic effect by reducing root growth and mitotic
index (MI), a genotoxic effect because it statistically increased chromosome aberrations
(CAs, anaphase bridge, chromosomal laggards, disturbed anaphase-telophase, polyploidy
and stickiness) and DNA damage as compared to control. Liquid chromatography-tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS) was also used for quantitative analysis of Penoxsulam in
A. cepa root meristem cells. Further molecular toxicological evaluations associated in the
cyto-genotoxicity of penoxsulam on plants are needed to confirm these results.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Calismamizda kullanmis oldugumuz bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalariyla beraber

asagida sunulmustur.

Simge

cm

ECso

mg
mL

mm

ppm
pL

Kisaltmalar

ABD
ALS
AChE
DNA
EDTA
HCI
KA
LMPA
Ml
MMS
MN

Aciklamasi

Santimetre

Derece santigrat

%50 etkili konsantrasyon (EC=Effective Concentration)
Gram

Litre

Miligram

Mililitre

Milimetre

Normal

Milyonda bir kisim (Parts Per Million pg/mL) ¢6zelti
Mikrolitre

Aciklama

Amerika Birlesik Devletleri
Asetolaktat Sentetaz
Asetilkolin Esteraz
Deoksiribo Niikleik Asit
Etilendiamintetraasetik Asit
Hidroklorik Asit
Kromozomal Anormallik
Diisiik Erime Noktal1 Agaroz
Mitotik Indeks

Metil Metan Siilfonat
Mikroniikleus



NMPA Normal Erime Noktali Agaroz
USEPA Birlesik Devletler Cevre Koruma Ajansi



1.GIRIS

Bitki koruma segenekleri igerisinde siniflandirilan pestisit kullanimi tarim
mabhsiillerinin igletim ve niteliklerini fazlalastirmak adina uygulanan birlestirici etkendir.
Pestisitleri kullanmak, tarim iriiniinii yabanci otlarin bitkiye zarar verici etkilerinden
koruyabilmek, tiretimi giivence altinda tutabilmek adina tercih edilen tarimsal miicadele
yontemi olup, 1940°dan bu yana iiretim igin arttirici en biiyiik etken olmustur. Hizli siirede
etki etmesi ve kullaniminin basit olmasiyla, en fazla pestisit kullanimi tercih edilmektedir
[1]. Pestisitler ¢evre ve insan sagligina olumsuz etkiler gibi sorunlari da birlikte
getirmektedir. Bilingsiz ve oraninin fazla kullanilmasiyla gida tiriinlerinde, toprakta, suda
veya atmosferde pestisit veya transforme yapilar1 goriilebilmektedir. Biitiin ¢evrede tarim
uygulamalarinin vazgeg¢ilmez durumu olan pestisit kullanim1 tarim {irtinlerinde iz birakma
hatasi ve ¢evreye kotii bir etki olusturmasi 6zenle dikkate alinmasi gereken bir konudur.
Maddi anlamda diisiintildigiinde ise tiiketim oranini, %31 oraninda insektisit kullanimi,
%26 oraninda herbisit, %20 oraninda da fungisit kullanimi1 tamamlamaktadir [2].

Pestisitler, fiziksel goriiniim, sekil ve zararli etkilerinin ve hastaliklar ile ve kendi
biyolojik donemlerine nazaran, barindirdiklar: etkenin cinsine gore, zehir etkisi oranina ve
uygulama bi¢imine gore farkli bi¢imlerde siniflandirmaya girerler. En fazla tercih edilen
siniflandirma bigimi ise kullanilan zarar gruplar1 ve yapisinda bulunan etken ¢esidine gore
uygulanan siniflandirma bigimleridir. Hedef olan zararli etkenlere veya organizmalara gore
yapilmis olan ise bilinen 3 pestisit sinifi, insektisitler, fungusit ve herbisit grubudur [2, 3].
Kimyasallarla miicadele yontemlerini uygularken kullanilan pestisitlerin yogunluguna baglh
olarak da toprak, su ve gida iiriinlerinde kalintilarin kalmasi, istenilmeyen canlilarin da kot
acidan tesir etmesi, ¢evre kirliliginin ¢ogalmasi ve insan sagligi iizerinde bir¢ok sorunu
beraberinde getirmektedir. Tiim bunlara ilaveten yabanci ot biiylimesi ve hastaliklarin
pestisitlere karsi direng gostermesi de yakin zamanlarda karsimiza ¢ikan sorunlardan biri
olmustur [4].

Yabanci ot popililasyonun artmasiyla pestisit smifindan etkili olan herbisitler

cogunlukla bilingsizce kullanilmakta ve bitki yapisina ve diger organizmalara da zarar



vermektedir. Herbisit sinifina ait olan Penoksulam ise bitki dokularina zarar verip,
sonucunda da insan saglig1 acisindan zararl bir etken olusturmaktadir.

Penoksulam, dall1 zincirli amino asitlerin (valin, 16sin ve izolosin) olusumundan
sorumlu olan bir enzim olan asetolaktat sentetaz (ALS) inhibisyonu ile etki eden
triazolopirimidin stilfonamidler grubuna aittir. Bu amino asitler yeni bitki dokularmin
sentezi i¢in gereklidir [5]. Penoksulam bitkilerde kok biiyiimesini durdurup, doku sentezine
zarar vererek kromozomal bozukluklara ve bitki DNA’sinda hasara neden olmaktadir.
Sitogenetik bitki test sistemleri sinifindan olan allium test, DNA'sina olasi bir zarar
vermesini miimkiin kilan kimyasalin ve havali etkenlerin seri olarak taranmasini saglayan,
toksik etkisini ve genotoksisiteyi belirlemede hassas, kolay olmasi nedeniyle ilgili madde
igin tercih edilen bir yontemdir. Allium test Diinya Saglik Orgiitii ve USEPA araciliiyla da
kabul edilmistir. Bu testte makroskobik (ECso, biiyiime) ve mikroskobik (c-mitoz,
adezyonlar, kromozom kirilmalari gibi anomaliler) ¢ok rahat bir sekilde
degerlendirilebilmektedir. Allium testi sonuglar1 farkli biyosistemlerle kazangli bir
korelasyon vermektedir [6]. Genotoksisitenin tespit edilmesi ve analizlerinde tek bir hiicrede
meydana gelen DNA hasarinin belirlenmesi i¢in kullanilan diger yontem ise komet testidir.
Bitkilerin ko6k uzunluklarina etki eden Penoksulam’in DNA {izerinde etkilerini
degerlendirebilmek ve genotoksisite oranini hesaplayabilmek i¢in komet testi kullanim1 en
uygunudur. A. cepa ¢alismalarimizda tercih ettigimiz en iyi sonug alabilecegimiz bitkilerden
biridir. Bu nedenle, komet testi, A. cepa kok meristem hiicrelerinde DNA hasarini belirlemek
icin kullanilmaktadir [7, 8].

Calismamizda Penoksulam herbisitinin  A. cepa kok hiicrelerinin meristem
dokularinda olusturdugu genotoksik ve sitogenetik etkileri Allium test ve Komet testi ile

arastirtlmis olup A. cepa’ya gegen madde miktarinin tayini LC-MS/MS ile yapilmigstir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Pestisitler

Pestisit kelimesi “‘pest’” denilen zararli canlilar1 6ldiirmek i¢in kullanilan madde
manasina gelmektedir [9]. Pestisit, tarimsal miicadelede kullanilan ¢esitli kimyasal maddeler
ve zirai Urlinlerdir. Genel olarak bitkilere zarar veren organizmalara mani olmak, sayilarin
azaltmak veyahut olumsuz etkilerini en aza indirmek igin kullailmis olup yiiksek etkinlige
sahip oldugu tespit edilmistir [10].

Tarimda kimyasallarla miicadele yontemi %95°ten fazla orana sahiptir. Pestisit tercih
edilmeyen zamanlarda iiriin kalitesinde %60 gibi azalma gerceklestigi bilinmektedir. Bu
yiizden, mahsiil eksilmesine neden olan zarar verici organizmalar1 kontrol etmek amaciyla
bir¢ok lilkede ve iilkemizde bitkileri korumak adina kimyasallarin kullanilmasi olas1 bir
sonugtur [1]. Fakat pestisit uygulamasi insan sagligini olumsuz etkilemesi gibi c¢evresel
sorunlarida yaratmaktadir. Yiiksek dozda, bilin¢li olmayan bir bicimde kullanilmalariyla

gida tirinlerinde, su, toprak gibi maddelerde pestisit etkisi kalabilmektedir [3].

2.1.1. Pestisitlerin Siiflandirilmasi

Fiziki goriinim ve sekil itibariyle, etkiledigi zararli ve hastalik grubuyla ayni
zamanda biyolojik donem, icerigindeki aktif maddeye, zehir etkisine ve uygulama teknigine
gore birgok sekilde pestisitler, siniflandirilirlar. Genelde tercih edilen siniflandirma sekli ise
etki ettigi zararl grubu ve yapilarinda bulundurduklar: aktif maddeye goredir, en ¢ok bilinen

ve 6nemli olan pestisitler, insektisitler, fungisitler ve herbisit siniflaridir [11].



Cizelge 2.1. Pestisitlerin Siniflandirilmasi [12]

Pestisit Cesidi Aktif Olduklar: Etkenler
Insektisit Bocek oldiiriicii grubu (karinca, bocek, tirtil,
sivrisinekler gibi)
Herbisit Ot dldiiriicii (yabani ot, bitki, yosun)
Fungisit Mantar 6ldiirticii (bitkisel hastalik mantar grubu,
diger mantar cinsleri)
Akarisitler Kene vs.
Rodentisit Fare oldiiriiciiler, kemirici 6ldiirticti grup.
Pisisit Baliklar1 6ldiirticii
Avisit Kuslar oldiiriicti
Mollususit Yumusakgalar1 6ldiiriic grup
Nematisit Nematod, topraktaki segmentsiz kurtlar

USEPA [13]’ islev grubuna gore de pestisit simiflandirmasi yapmistir:

1. Yaprak dokiictiler
2. Kurutucular

3. Dezenfektanlar
4. Kagciricilar

5. Cekiciler

6. Kisirlik yapan kimyasallar

7. Biiylime diizenleyicileri gibi siniflandirmustir.

Kimyasal formiil ve yapilarina gore siniflandirma yapmak da miimkiindiir:

. N-metil karbamatlar
. Organofosfatlar
. Arsenikler

. Fenoksialifatik asitler

. Klorlu hidrokarbonlar

o N & O AW DN P

. Organotinler

. Bisditiyokarbamat grubu

. Botanik yapida maddeler



9. Piretrodiler
10. Mikrobiyaller
11. Fenol tiirevleri [12].

Pestisit gruplar1 tarimsal veya tarimsal olmayan seklinde ikiye ayrilabilmektedir. Ek

olarak, insan sagligi, endiistriyel, yapisal, evsel ve bahce pestisitleri seklinde de

smiflandirilabilir [13].

Baska bir kaynaga gore pestisit sinifflandirmasi su sekildedir [14]:

1. Akarisitler veya mitisitler, akarlar1 yok edenler,

2. Algisitler, alg tiirlerinin 6liimiine sebebiyet verenler,

3. Cekiciler, ortadan kaldirilmasini neden olan etkiyle kuslar, bocekler veya diger
hayvanlar ¢ekerler,

4. Kemosterilantlar, boceklerin tiremesinde degisiklige neden olurlar,
5. Insektisit, bocek karsiti,

6. Herbisit sinifi, yabanci ot uzamasina karsit,

7. Defoliantlar, bitkilerin yapraklarini dokmelerine sebep olurlar,

8. Fungisitler, mantarlar1 6ldiirenler,

9. Ovisitler, bocek yumurtalarina karsit,

10. Molusisitler, yumusakgalara karsit,

11. Itici, kagincilar, hayvalari kagiran gruplara,

12. Rodentisitler, kemirici karsit1 seklinde isimlendirilirler.

Etki siireleri geregince kalici olup olmamasina gore de siniflandirmak miimkiindiir:

1. Kalic1 olmayan: 1-2 giin ila 12 hafta gibi etki gosterirler.
2. Esit seviyede kalan: 1-18 ay gibi etki gosterebilirler.
3. Kalic1 olan grup: Birgok klorlu hidrokarbon bu gruptadir.

4. Siirekli kalicilar: Kursun, civa, arsenik ornek olarak verilebilir.



Gelisim evrelerine gore etki etmesinden dolayr asagidaki gibi smiflandirmak

miimkiindiir:

1. Ovisit: Yumurtalara zarar veren tirler,
2. Larvisit: Larvalar zarar veren tiirler,

3. Adlutisit: Erigkin bocekleri 6ldiirenler olarak da isimlendirmek miimkiindiir.

Pestisitin fiziki yapisi, formiilasyonu, uygulama teknigi, yagis, nem, sicaklik gibi
etkenler ve bitki tiirii, stoma yapisi, yaprak alt1 ve iist yiizeylerinin tiiy ve mumsu yap1 gibi
faktorler pestisitlerin metabolizmasin1 ve uygulanma durumunu etkiler [15]. Ayrica,
topraktaki fiziksel ve biyokimyasal reaksiyonlar, pestisitin uygulama metodu ve dozu,
toprak tiirii ve topragin ozellikleri, tarimsal iglemler, iklim kosullari, k6k gelisimi, gibi
faktorler toprakta pestisitlerin parcalanmasini ve bitki kokiinlin pestisit alimmin oranini

etkiler [11, 16].

2.1.1.1. insektisitler

Inektisitler bdceklerle miicadelede kullanilan bir pestisit cesididir. Bdceklerin
larvalarina yumurtalarinin olusumuna kars1 kullanilan ovisid ve larvisitleri bulundururlar.
Ziraai alanda, tip, endiistri ve gilinlik yasantimizda da kullanilmaktadir. Genel olarak
boceklere karsi kullanilan insektisitlerin etki sekli belirli enzimleri inhibe ederek ya da
kimyasal norotransmitterleri etkileyerek boceklerin sinir uglarinda ve sinir sisteminde hasara
neden olurlar [17]. En ¢ok tercih edilen 4 temel insektisit grubu mevcuttur. Bunlar
Pyrethroidler, Organoklorinler, Organofosfatlar ve Karbamatlar olarak smiflandirabiliriz.
Bir¢ok insektisit tiirli boceklerin sinir sistemine yonelik toksisitesi énemli insektisidal
etkilerinden kaynaklanir.

Gelismis canlilarda sinir sistemi en duyarli sistemlerden biridir [18]. Sinir hiicreleri
ve yardimci hiicreler sinir dokusunu olusturur ve noronlar asir1 derecede farklilagsmis
hiicrelerden olusmus olmasindan dolay:r boliinme yeteneklerini kaybetmislerdir. Farkli
sebeplerle hasara ugrayan ndéron yerine bagka bir hiicre kabul edemez. Sinir hiicrelerinin
belirgin yani canlilarin tim mekanlardan alinabilecek uyar1 gruplarini alip, hepsine

yanitlamasi ve en rak konumlara dahi iletebilmesidir.



Noronlar bunu ince sitoplazmik uzantilar1 ile yaparlar. Viicutta metabolik
par¢alanma ve mekanizmalarla birlikte etki eden insektisite karsi ve bu insektisit etkisini
azaltan karsi koyma mekanizmalar1 da mevcuttur. Boceklerdeki sinir sistemi Musca
domestica L.’da olusan hemen hemen birlesen fitil gibi olmus veya Periplaneta americana
L. daki gibi segmentlerden olusabilen ventral ganglion sarmallarindan meydana gelmistir
[19].

Insektisitlerin fosfor gruplarinin organik tiirlerinin etki mekanizmalar1 fosfor
atomuna bag yapan kimyasal yapisinin farkliliklarina oranla degisiyor olsa da asetilkolin
esteraz enzimi iizerinde etkilidirler. Boylece boceklerde sinir sisteminde asetilkolin esteraz
(AChE) enzimini inhibe ederek etkinligini susturmaktadir. Bunun sonucunda sinir uglarinda
asetilkolin (AChE) birikmesiyle birlikte sinirsel iletimin geri doniisiimsiiz sekilde
susturulmasina ve dliime kadar gitmektedir [20]. Calabar fasulyesinden 1865 senesinde
izolesi yapilan ve 1935 senesinde de pestisit tiirii olarak karbamatli insektisitler tercih
edilmistir [21]. Organik fosfor yapidaki insektisitler gibi asetilkolin esterazi inhibe ederek
sinirsel iletimi durdururlar. Degisik allosterik yapida eslenen ve birgok norotoksinler igin
baglanim bolgelerini meydana getiren reseptorler belirli norotoksinlerin bocek-sodyum
kanallarinda affinitesine sebebiyet vermistir. Bunlar bocek-sodyum kanallari, omurgalilarda
sodyum kanallarina gore daha ¢ok direngli olan norotoksik etkili birtakim insektisitlere

oranla bi nebze kadar hassaslastirmaktadir [22, 23].

2.1.1.2. Fungusitler

Mantar ve mantar sporlarmin ve durdurulup kontrol edilmesine ve 6ldiiriilmesinde
kullanilan kimyasallara fungusit ad1 verilir. Fungusitler tarimda verim kaybini dnlemek i¢in
kullanilirlar ¢link{i mantarlar mahsuliin verimini yiiksek miktarda azaltabilirler [24]. Bakir
oksikloriir, bakir siilfat ve tebuconazole en ¢ok tercih edilen fungusitler arasinda
bulunmaktadir.

Bunlar baz1  tarlalarda  Coryneum beijerinckii,  Phyophthora infentans,
Mycosphaerella sp., Alternaria solani, Erysiphe graminis, Tilletia sp. ve Ustilago muda

gibi zararli organizmalar i¢in tercih edilmektedir [25].



2.1.1.3. Herbisitler

Herbisitler bitki, yabani ot biiylimesi, ¢al1 gibi etkenlerin engellenmesinde kullanilan
pestisit grubudur. Giinlimiizde kullanilan herbisitlerin birgogu organik maddelerden
olusmustur. Igerisinde C, H, ve O; atomlarindan olusmaktadir. Karbon sirasina gore de
halka ya da zincir seklinde siralanirlar [26]. Herbisitler uygulanmalar sirasinda olusan drift
ile hedef dis1 bitkilere zararli olmalariyla beraber toprak igerisine ya da direkt bitki iizerine,
farkli sekillerde toprak igerisine karigmalariyla fazla siiregte bulunarak ekim ndobeti
bitkilerinde biiyilk kayiplara sebep olmaktadir. Uygulama aninda degisime ugrama
olasiliklar1 oldukca yiiksektir. Herbisit veya herbisit doniistimlerinin toprakta bulunan
miktarin1 azaltan bir¢cok faktor mevcuttur. Ana sebepler buharlagsma, 1sikta bozunma,
parcalanma veya kimyasal degisime ugrama, adsorpsiyon gibi durumlardir. Herbisitler

kimyasal yapilarina gore Cizelge 2.2’ deki gibi siniflandirilmistir [27].

Cizelge 2.2. Herbisitlerin Siiflandiriimasi [27]

Fenoksi bilesikleri Anilinler Diazinler Imidazolinonlar
Karbomatlar Amid ve anilidler Triazinler Triazoller
Ure bilesikleri Benzoik asitler Benzonitriller Oxadiazoller

Siilfonil tireler Picolinic asitler Siklohekzonlar Aminofosfanotlar

2.2. Penoksulam

Herbisitlerin kullanimi hastalik olusumu, yabanci ot biiytimesine engel olan birgok
zirai miicadele uygulamalari igerisinde kullanilan ve kimyasal miicadele bugiin de
gecerliligini koruyan bir yontemdir [5]. Penoksulam herbisiti, piring tarlalarinda, yillik
cimler, genis yaprakli yabani otlarin kontrolii i¢in kullanilan, ekim veya dogrudan kuru ya
da tohumlama yontemleriyle yetistirilen bitkilerin kontroliinde kullanilan bir herbisittir.
Penoksulam, hem karasal hem de sucul uygulama alanlar i¢in kullanilan genis spektrumlu,
sistemik herbisit {riinlerindeki aktif bilesendir [5, 28]. Penoksulam’in bazi fiziksel ve

kimyasal 6zellikleri Cizege 2.2’ de belirtilmistir.



UPAC isimlendirilmesine gére Penoksulam adi asagida verilmis olup, molekiiler
agirhig 483,37 g/mol, suda ¢oziiniirliikk oran1 pH derisimine gore farklilik gostermektedir.
Ornegin pH 5’te 5,7 mg/L, pH 7’ de 408 mg/L, pH 9’ da 1460 mg/L ¢oziinebilmektedir.

Cizelge 2.3. Penoksulam’in bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri [28]

Kimyasal Ad1 Penoksulam

UPAC Isimlendirme | -(2,2- difluoroethoxy)-N-(5,8-dimethoxy-[1,2,4]triazolo[1,5-

c]pyrimidin-2-yl)-6-(trifluoromethyl) benzenesulfonamide

Kimyasal Yap1 OCH3 o o F

N H 1

~ = N—-S F
X>/ I
N‘M N-—-N O
e FC

OCHj

Molekiiler Agirhk 483,37 g/mol

Suda Coziiniirliik pH5’te 5,7 mg/L, pH7°de 408 mg/L, pH9’” da 1460 mg/L

Penoksulam, yapraklar, siirgiinler ve kokler yoluyla emilir ve meristematik dokulara
aktarilir. Penoksulam hiicre boliinmesinin durmasina neden olmakla birlikte yavas etkili bir
herbisit olarak kabul edilir ¢iinkii hedeflenen bitkilerin tamamen 6ldiirtilmesi i¢in temas
siirelerine ve biiyiime kosullarina bagh olarak etkinligi 60 ila 120 giin siirebilir. Soguk hava
veya bitki bliylimesini etkileyen diger kosullar, eger bitkilerin bliylime hizin1 disiiriirse,
bitkiye etkisi degisebilmektedir [29, 30]. Penoksulam igin tanimlanmis 11 ana bozunma
irlinli vardir, bunlardan altis1 toksik olarak kabul edilir. Bununla birlikte, metabolitlerin veya
bozulmalarin higbiri, ana bilesikten (Penoksulam) daha yiiksek bir potansiyel toksisiteye
sahip olarak tanimlanmamustir. Sucul ve karasal bitkilerin kontroliinde Penoksulam
uygulamalari letal doza uygun sekilde kullanilmamasi sonucunda nesli tiikkenmekte olan bazi

bitkilere zarar verebilme ihtimalini arttirir [28, 31].
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Sekil 2.2. Losin, valin ve izoldsin amino asitlerinin biyosentez yolu [26].

Penoksulam, hiicre boliinmesinin durdurulmasini ve bitkilerde biiyiimenin kontrol

edilmesinde rol oynayan Asetolaktat Sentaz (ALS) enzimini inhibe eden bir herbisittir. Bu

amino asitler ise yeni bitki dokularinin sentezi i¢in gereklidir ve Penoksulam DNA sentezini
durdurarak bitkiyi 6ldiirebilmektedir [5, 32, 33].

2.3. Diinyada ve Tiirkiye’ de Pestisit Kullaninu

Tarim trinlerini korumada,

pestisitlerin ¢evreye zarar vermeyecek seviyede ve

gerekli miktarda kullanilmasi gerektigi 6ziimsenmistir. Bununla ilgili ilk etapta Amerika ve

diger gelisen milletlerde “minimal tehlike” veyahut “doga dostu” pestisitler isimlerinde

toplanilmistir.

Ornek olrak Amerika Cevreyi Koruma Ajansi (EPA), bu gibi pestisit
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gruplarinin ruhsatlandirilmasini yapmis ve uygulamada kullanimini tesvik etmistir [34]. Ote
yandan pestisit kullanilmadan bitki yetistirmenin ¢ok zor oldugu gelismis iilkelerce
bilinmesiyle pestisit kullaniminin artmasinin tarimda verim kalitesinde artis olmayacagi
anlasilmistir.  Ote yandan, maliyetleri arttirmamak adina gereksiz ilaglamalardan
kaginilmaya baslanmistir. Bu tarz kullanimlarda sivil toplum kuruluslarinin ve tiiketici
sikayetleri de goriilmiistiir. Ornek olarak, Avrupa iilkeleri fungusit uygulamasini patates
bitkisinde %30 ve elmada %20 azaltilmasina kargin verim kalitesinde azalma tespit
edilmemistir [35]. Sekil 2.3’ de diinyada pestisit olarak tarim ilact kullanimi oranlar

gosterilmistir [36].

®m Herbisitler
W insektisitler
W Fungisitler

m Diger

Sekil 2.3. Diinyada pestisit olarak tarim ilaci kullanimi oranlari [36]

Diinya ¢apinda tarim i¢in ilag tiretimi 3 milyon ton olarak bilinmektedir. Diinyadaki
pestisit satiglarinda tonaj seklinde yil igerisinde %1 oraninda bir artis beklenilmektedir [2].
Tarimda kullanilan ilaglar arasinda %47 oraninda herbisitler bulunmaktadir. Herbisitleri
takiben %29 ile insektisitler, %19 fungisitler kapsamktadir %70 olarak da herbisit ve
insektisit kullanildig: tespit edilmis, farkli pestisit gruplarinsa %5 gibi bir orana sahip oldugu

belirlenmistir.
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W Herbisitler
W insektisitler
M Fungisitler

W Diger

Sekil 2.4. Tiirkiyedeki pestisit kullanimi dagilimi [36]

Tiirkiye’de tliketilen tarim ilact miktar1 hemen hemen 33,000 ton kadardir. Sekil 2.4’
de gosterildigi gibi %47’ligini insektisit grubu, %24’liglini herbisit grubu, %16’ ligini
fungisit grubu, %13’ Ginii de diger gruplar meydana getirmektedir [36].

2.4. Pestisit Toksisitesi

Toksikoloji kimyasallarin kimyasallarin biyolojik sistemler iizerindeki etkilerini
Olcen bilim dalidir. Kimyasal pestisitler bir¢cok farkli toksikolojik teste tabi tutulurlar.
Pestisitlerin insanlar tizerindeki toksik etkileri tolere edilemez, uygulamalarda zararsiz doz
ve toksik dozlar iyi bilinmeli ve uygulamalarda dikkat edilmelidir. Ulkemizde farkli
nedenlerde pestisitlerle zehirlenmelerin ve toksik etkilerinin oldugu bilinmektedir.
Zehirlenme vakalarinin pestisit zehirlenmelerinin halk saghgi agisindan dikkat edilmesi,
gerekli Onlemlerin ve uyarilarin yapilmasi zorunlulugu biiyilk 6nem teskil etmektedir.

Ortaya ¢ikan vakalarda sonug genellikle tedavi edilebilir boyutlarda olsa da bu vakalarin bir
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kisminda pestisitler toksik etkilerinden dolay1 6liimlere kadar neden olabilmektedir [37, 38].
Sekil 2.5 de pestisit toksisitesi gosterilmistir [39].

i (AR
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1. DNA Zincir Kiriklan
‘ uu;> 2.Baz Ciftlerinde Mutasyon

3. Kromozomal Bozukluklar

@
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|
! ! ,?,,\ ) Diizensiz Sayida
_ o X L Homolog Kromozom
e 4
l DNA Tek Zincir Kirig l
Hatak Baz DNA Cift Zincir Kingi Kardes Kromatit
| Eslesmesi \ ’ [ et
\ | DNA Eklentisi | /
GENETIK HASARLAR

Sekil 2.5. Pestisit Toksisitesi [39]
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Toksik etkilerinden dolay1 pestisitlerle zehirlenme durumu heniiz iilkemiz i¢in
onemli bir halk sagligi problemidir. Ancak zehirlenme siiphesinde, Oncelikle ilgililer
tarafindan klinik bulgular ile epidemiyolojik verilerin 1yi degerlendirildikten sonra
numunelerin elde edilen bilgilerle birlikte laboratuvarlara yonlendirilmesi daha dogru olacak

ve kullanimlarinda letal doza uygun hareket edilmesi gerektigi nem arz etmektedir.
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3. GENEL BIiLGILER

3.1. Mitoz Boliilnme

Hiicrelerin kendi kopyalarini olusturmasi ve ¢ogaltmasinin en temel asamasi
hiicrenin genetik materyalinin kopyalanmasidir. Mitoz; c¢ekirdegin boliinmesidir ve bunu
takiben hiicrenin bdliinmesiyle (sitokinez) yavru hiicreler olusturmasidir. Mitotik satha ve
sitoplazma bdliinmesi yaklagik bir saatik siireci bulmaktadir. Hiicre dongiisiiniin yaklasik
%95°lik kismi interfazda gecer. Bu fazda kromozomlar gevsek haldedir ve g¢ekirdek
icerisinde daginik bir durumdadirlar. Cekirdegin yapist morfolojik anlamda degisiklik
olusturmamasiyla ayn1 zamanda molekiiler anlamda interfazda hiicreler biiyiimeye devam
eder ve DNA’s1 kopyalanmaya baglr. B6liinen hiicrelerin ¢gogunlugu bu donemde hiicre
boyutunu neredeyse 2 katina ¢ikartir [40]. Mitoz bolinmede kromozom yapisi
kondansasyon formunda olurlar. Cekirdegin zarf yapist bozulur, hiicrenin iskeleti mitotik
igsi cisimcik olusturmak i¢in diizenli olur ve kromozomlar zit kutuplara hareket ederler.
Kromozomlarin ayrilmasini, hiicre boliinmesi yani sitokinez izler. Mitozda temel olarak
kromozomlar kondanse olur, mitotik igsi iplikcikler olusur ve bu iplikciklerin

mikrotiibiillerine kromozomlar tutunurlar [41].

Hiicre Siklusu ve Interfaz

Boliinmeyi siirekli gergeklestiren hiicrelerde mitoz boliinme sonrasinda dénem
interfaz ve mitoz olarak tamamlanip tekrara girer. Bu dongiiniin gectigi zaman diliminde
hiicrenin uyarimi ve biiyiimesi goriilmekte ya da boliinmek i¢in sinyal alinmadig siireglerde
dinlenme fazi Go’da beklemektedir [42- 47]. Interfaz asamalari dongiiyii %90 oraninda
kapsayarak ve 16 saat ile 24 saat arasinda siirebilir [47, 48]. Hiicre dongiisiinde bir asama
bitirilmeden diger asamaya gidilirse genetik materyaller eksiksiz ve dogru kopyalanamadigi

i¢in hiicrelerde hasar olusabilmektedir.
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Hiicre dongiisiinde Gi1-S arasinda, G»-M arasinda ve metafazdan gegis safhasi arasinda
kontrol noktalar1 bulunmaktadir, bunlar hiicre dongiisiiniin tekrar edilip edilmeyecegi segilir.
Toksik maddeler ya da radyasyon goren hiicrelerin DNA'larinda goriilen hasar hiicre
dongiisii kontrol noktalar1 G1 den S fazina veya G2 'den mitoza gegisi baskilar. DNA'da
olusan hasarlar DNA sentezinin inhibisyonuna neden olur. Hiicrelerin bazilarinda DNA
ipligi replikasyona ugramamis ise mitoza gegis kinaz komplekslerinin inaktivasyonu ile

baskilanabilir [47, 48]. Resim 3.1 de mitoz béliinme evreleri gosterilmistir [49].
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Resim 3.1. Mitoz Boliinme Evreleri [49]

Sentrozom

Mitotik
igeik
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Profaz

Profaz, niikleer zarin dagilimasiyla baglar. Cok kiigiik vezikiiller halini almis zar
keseleri pargalanip dagilirlar. Mitoz evresince igcik ¢evresinde kalir ve niikleer zarfin
Profazda kondansasyon meydana gelir [50]. Profazda her bir sentromer iizerinde her bir
kromatidin sentromer bolgesine bir tane denk gelecek sekilde birbirine zit yonde 2 Kinetokor
olusur. Kinetokorlar metafazda kutuplardan kromozomlara uzanan kinetokor fibrillerinin
kromozomlara tutunduklari yerdir [51]. Profazi takiben hiicre prometafaza girer. Profaz ve
metafaz arasi bir gecis donemidir. Bu donemde igsi iplikcigin mikrotiibiilleri kinetokorlara
temas eder. Kardes kromatid kinetokorlar1 kromozomun zit kutuplarina yonlendirilirler,

boylece igsi iplikcigin zit kutuplarindan ¢ikacak sekilde mikrotiibiile temas ederler [40].

Metafaz

Metafaz evresinde kromozomlar iki kutuba da esit uzaklikta olacak sekilde igsi
iplikcikte siralanirlar. Bu durum kromozomlari iten ve c¢eken giiglerin varligi sayesinde
gerceklesir. Bu giiclerin nereden kaynaklandigi heniiz bilinmemektedir. Bir kromozomu
metafazda tutan kinetokor fibrillerden birisi kesilirse kromozom tam olarak yani kromatidler
ayrilmadan kinetokor fibrili ile o yondeki kutuba dogru ¢ekilir. Eger iki kromatid arasindaki
birlesme noktas1 koparilirsa, her 2 kromatid birbirinden ayrilir. Ayn1 anafazda oldugu gibi
bagli bulunduklar1 kutuplara dogru hareket ederler. Eger bir kromozom bir kutba dogru
itilirse, karsit glic aniden artar ve kromozomu metafaz plagina c¢eker ve orada kalmasini

saglar [40, 52, 53].
Anafaz

Kardes kromatidler arasindaki bagin kopmasiyla metafazdan anafaza gecis olur.
Anafazda 2 olay meydana gelir. Anafazda kinetokor mikrotiibiilleri kisalir, kromozomlar

kutuplara dogru gider, polar mikrotiibiiller uzar, boylelikle ig yapisinin 2 kutup noktasi
birbirlerinden iyice uzaklasirlar [52, 53].
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Telofaz

Telofazda kromatid yapilar1 kutuplara dogru gider ve kinetokor mikrotiibiilleri
goriinmez yapiya gelir. Polar mikrotiibiil yapilar uzamaya devam eder. Yeni ¢ekirdek zarfi
olusur. Cekirdek tekrar sekil alir ve kromozomlar dekondanse olur. Yogunlagmis

kromatinler yayginlasir ve mitoz sonlanir [40].

Sitokinez

Mitozun bitimi, 2 yavru hiicre olusumu olan sitoplazma boliinmesi ile gergeklesir.
Siireci ge¢ ola anafazda baslar ve MPF inaktivasyonuyla tetiklenebilir. Cekirdek ve
sitoplazma boliinmesini organize eder. Kontraktil halka adi verilen ve plazma membraninin

altinda olusan aktin ve miyozin II filamentlerinin yapisiyla sitoplazmik boliinme gelisir [54].

3.2. Kromozom Yapisi

Viicudumuzda bulunan hiicre sayisi trilyonlarcadir ve 200 kadar fazla hiicre g¢esidi
bulunmaktadir. Birbirlerine benzeyen hiicre gruplart birleserek, kikirdak, sinir, kan, kas, gibi
yapilari olustururlar. Hiicre ¢ekirdeginde bulunan DNA (deoksiriboniikleik asit), organizmalarin
biiylimeleri, gelismeleri ve islevlerini yapabilmeleri i¢in gereken bilgilerin depolanmasini saglar.
DNA i¢gerisinde 6,4— 6,6 milyar baz ¢ifti bulunur, fakat bu miktarin %1,5’i kodlanmus dizilerden
meydana gelmektedir. DNA igerisindeki hiicrelerin islevleri yerine getirmesi ve diizenlemesi i¢in
gerekli genetik bilgileri tagiyan dizilere gen denir. Bu genlerden hemen hemen 20,000’ i protein
kodlama ozelligine sahiptir [55- 57]. Yaklasik 2 metre uzunlugunda olan DNA, proteinlerle
birlikte paketlenerek kromatin adi verilen yapiyr olusturmaktadir. Bu kromatinlerin hiicre
boliinmesi esnasinda kisalip kalinlasarak yogunlastigi halineyse kromozom denir. Kromozomlar,
iki kol olarak kisa ve uzun, onlar birbirlerine baglayabilen sentromer yapilarindan olusurlar.
Kromozomlardaki bu kollarin ug kisimlarindaysa telomer yapilari bulunmaktadir [55- 58]. Resim

3.2’ de kromozom yapis1 gosterilmistir.
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Resim 3.2. Kromozom yapisi [58]

3.3. Kromozom Mutasyonlari

DNA daki niikleotid degisiklikleri veya yeniden diizenlenimler fenotipi etkiliyor ise,
mutasyon olarak adlandirilir. Kromozomal bozukluklar, sayisal ve yapisal mutasyonlar ya da
belirteg kromozom gibi tiim hepsinin beraber oldugu yapilar bulunmaktadir. Kromozom
mutasyonlart iki ana grup altinda incelenir. Hiicredeki kromozom sayilarinda meydana gelen
degisiklikler genom mutasyonlari, kromozom yapisinda meydana gelen degisiklikler kromozom
mutasyonlar, DNA’nin yapisindaki niikleotidlerde meydana gelen degisiklikler gen
mutasyonlari olarak adlandirilir [59, 60].

3.3.1. Yapisal Kromozom Mutasyonlar:

Yapisal kromozom mutasyonlari, temelde kromozomlarin kirilip normal olmayan sekilde

birdaha ayni kromozom {izerine gelmelerinden kaynaklanabilmektedir. Yapisal kromozom
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mutasyonlari, translokasyon, inversiyon, delesyon, duplikasyon, izo kromozom yapisi,

insersiyon gibi alt gruplara ayrilmaktadir [55- 57, 60].

Translokasyon

f‘.

Translocation D {

e UG I @
PG FG)

B - 4t v R & i B 1

Resim 3.3. Translokasyon [56]

Translokasyonlar, kromozom yapisinin diger kromozomlar arasinda degistirilmesine
denir. Resim 3.3’ de translokasyon sekilleri gdsterilmistir. Iki farkli translokasyon cesidi

bilinmektedir;

1. Resiprokal translokasyon: Kromozomlarda kirilmalar nedeniyle kromozom materyalinin
karsilikli degis tokusuna denir. Bu degisimler genel olarak kromozom materyal kaybi
olmamasindan dolayr dengeli translokasyon olarak kabul edilir.

2. Robertsonian translokasyon: 2 akrosentrik kromozomun (13, 14, 15, 21 ve 22)
sentromerlerinden veya sentromerine yakinda olan bolgesinden kirildiktan sonra birbiriyle

birlesme durumuna denir.
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Inversiyonlar

Bir kromozomun iki farkli bolgesinden kirilmasiyla, kirilmis olan parganin 180 derece
doniip tekrar kromozoma yapismasiyla olugsan kromozom bozukluguna inversiyon denir. Ters
donen yapi1 kromozomda tek bir kolda oluyorsa parasentrik inversiyon, diger kirilmalar
sentromerin iki yan tarafinda oluyorsa da perisentrik inversiyon denir. Resim 3.4’ de

inversiyonlar gosterilmistir.

Resim 3.4. Inversiyon [56]

Delesyon ve Duplikasyon
Kromozomda belirli olmayan bir kismin eksilmesine delesyon, fazla bir kopyasinin

bulunmasinaysa duplikasyon adi verilmektedir. Resim 3.5” de delesyon ve duplikasyon

gosterilmistir [56].
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Delesyon Duplikasyon mutasyon
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Delesyondan sonra

Delesyondan 6nce

Resim 3.5. Delesyon ve Duplikasyon [62]

3.3.2. Sayisal Kromozom Mutasyonlari

Oploidi

Normalde hiicre sayis1 diploid (2n=46 kromozom) yapisindadirlar. 23 (n) kromozomun
katlar sekline bulunmasi sayisal kromozm bozukl olarak Oploidi adi verilir. Kromozomlar,
haploid (n), iki kat1 diploid (2n), ii¢ kati triploid (3n), dort kati ise tetraploid (4n) olarak
isimlendirilebilir. iki (n) katindan ¢ok fazla n kromozomun katlar1 olusmasina poliploidi denir.
Triploidi (3n=69), bir ovumun genel olarak iki farkli spermle fertilize edilmesinden olusurlar.
Tetraploidi (4n=92) hiicre yapisinda artis olmadan niikkleer bolinmeyle goriilebilmektedir [55,
56]. Tiim bunlarin sonucu olarak da kromozom sayis1 farkli boliinmelerde kati seklinde artmis

olarak bulunur [63].

Anoploidi

Kromozomlarda “n” kat1 seklinde olmadan, oran olarak az ya da fazla kromozom

bulundurmasina andploidi denir. Andploidi yapisnin hiicre bélinmesi aninda homolog
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kromozomlarin ayrilamamasi (non-disjunction) veya ‘anafazda geri kalma’ sebebiyle
meydana geldigi disiliniilmektedir [56]. Bir kromozom artisina ‘trizomi’, tek bir

kromozomun eksikligine ise ‘monozomi’ ad1 verilmektedir.

3.4. Allium Testi

Allium testi toksisite testleri icerisinde bitkiler kullanilarak c¢evresel etkilerin
belirlenmesinde kullanilan bir testtir. Toksisite testlerinde bitki tercih edilmesinin en 6nemli
nedenleri, bitkinin transferi, depolanabilmesi ve kullaniminin kolayligi ve genel olarak
incelenmesi kolay kromozom yapisinda olmasidir. Buna ek olarak kokleri, toprak ile suyun
icerisine girebilen kimyasallarin formlardan etkilenen ilk organizmalar oldugundan
biyolojik test sistemlerinde birgok agidan yararli materyal gruplaridir [64].

1938’de Levan [65] ilk olarak Alitum testi kullanmis ve kimyasal maddelerin
olusturdugu biyolojik sonuglarini tespit etmis ve hala giinlimiizde de uygulamaya devam
edilmistir [6, 8, 66, 67]. Avantajli bir test sistemi olmasinin nedenleri, tekrarlanabilinen,
hassas, rahat ve seri olusu gibi birden fazla etken mevcuttur. Ayn1 zamanda farkl testlerle
giiclii bir korelasyon gosterebilmektedir. Makroskobik sonuglar ve mikroskobik sonuglar ile
ilgili yorum yapilabilir ve iki parametre arasinda iligkiler oldugu saptanilir. Makroskopik
sonuglar (kok uzamasini engelledigi) biiylimenin durdurulmasiyla sonuglanacag diisiiniilen
herhangi bir direkt ve indirekt zararli etkenin olusuyla ilgili bilgilendirirken, mikroskopik
sonuglarsa kromozom hasarlarinin ve hiicre bdliinmesi esnasinda meydana gelen
bozukluklarin tespitinde 6nemli rol oynar. Bu sekilde toksik etkinin varligi, etkisinin sonucu
ve islevi hakkinda bilgi verir. Allium testi genis bir kullanim alanina sahip olmakla birlikte
toksik nedenlerin ve ¢evresel kimyasal gruplarinin analiz edilmesinde 6nemlidir [68].

En ¢ok tercih edilen test yontemlerinden Allium test, ¢evreye zarar veren etkenlerin
toksik ve genotoksik etkilerini biiylimeyi engelleme testiyle kok uglarinda belirleyici dozu
bulduktan sonra hiicre siklusu rol alinarak farkli uygulayis siireleriyle beraber mitotik
indeks, mitotik faz, bozukluklar, mikroniikleus olusumu ve kromozom hasarlarini tespit
etmektedir. Mitotik indeks frekansinin kontrol grubuna oranla %22 oranindan az olmasina
letal etki %50 oranindan az olmasinaysa subletal etki seklinde belirlenmekte ve tiim

sonuglar sitotoksik sinir frekanslarini olusturmaktadir [69].
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3.5. Komet Testi

Yakin ge¢miste “Single Cell Gel Electrophoresis” (SCGE) teknigi diger bir isimle
Komet testi DNA zincir kiriklari i¢in, hizli, dikkat edilmesi gereken ve pahali olmayan bir
test yontemidir. Bu teknik “Comet Assay” veyahut “Microgel Electrophoretic Technique”
seklinde de isimlendirilmektedir. DNA tek zincir kiriklarinin insan hiicrelerindeki ilk tespiti
Rydenberg ve Johanson ile tespit edilmistir. DNA’nin ayrilmasi i¢in diisiik alkali ortamda
lam {izerine agaroz jel icerisinde gomiilen hiicreleri “lize” ederek hiicreler proteinlerinden
ayirilmistir. Sonrasinda nétralize islemiyle akridin oranj boyasiyla DNA boyanmis ve
kirmiz1 florosan 1s18a yesil 1518in orani hesaplanilmistir. Kirmizi 151k tek zinciri, yesil 1s1k
cift zinciri belirtmistir. Yalniz test sistemi ¢ok fazla kullanilamamustir [70]. 1984 senesinde
Ostling ve Johanson transforme ederek hiicre igerisinde DNA hasarmin ilk etapta yok
edilmesinde “Microgel Electrophoretic Technique” seklinde bildirilmistir. Ostling ve
Johanson agaroz jel ile siispansiyona birakilan ve radyasyon altinda bulunan hiicreleri lamin
istiine yayip, yogun tuz ve deterjan ¢ozeltisiyle lizinge ve arkasindan elektroforeze
biraktiktig1 siire¢ sonrasi akridin oranj gibi DNA baglayici floresan boya ile boyamislardir
[71].

DNA zincirlerinde kiriklar var ve kirilan DNA pargalari ile elektriksel yiik almis olan
DNA, c¢ekirdek yoniinden anot yoniine go¢ ederek kuyruklu yildiz goriintiileri olusturmus,
bdylece hasar goren hiicreler comet olarak isimlendirilmistir. DNA’da meydana gelen hasari
tespit etmek adina olusan kuyrugun uzunlugu hesaplanip ve kuyruk uzunlugunun radyasyon
dozunun etkeni oldugu belirlenmistir [72]. Fakat DNA ¢ift zincir kiriklarinin tespiti igin
notral sartlar, tek zincir kiriklarinin belirlenmesinde yeterli olamamustir.

Fakat DNA’da hasar meydana getiren birgok ajan DNA ¢ift zincirindeki hasara
oranla DNA tek zincirinde hasar meydana getirmektedir. Bununla birlikte notral
sartlarda proteinler tamamen ayrilamamistir [73]. O yiizden Singh ve ark. (1988) [75]
alkalin comet metodunu ortaya ¢ikarmiglardir.

Boylelikle “tek zincir kiriklart” adi verilen ve yalmizca alkali sartlarda tespit
edilebilen DNA tek zincir kiriklarini tanimlama sans1 olmustur. Tercih edilen yogun lizis
sartlar1 proteinleri %95 oranindan ¢ogunu ayirabilmekte, boylece SCGE yonteminin yeni
olusumu bireylerde hiicrelerinin bircogunda DNA hasar derecesini direkt olarak tespitini

olanak vermektedir [73- 75]. DNA fragmentleri, iizerlerinde olusan hasar nedeniyle gesitli
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molekiil agirliklara ve degisik elektrik yiikleri bulundurur ve elektriksel alanda degisik
stiratte hareketlenir ve kuyruk tipinde bir gorsel meydana getirirler, sonugta ortaya ¢ikan
DNA go6¢ gorintiileri degerlendirilerek bir yorum yapilir [73-76]. Sekil 3.6’ da Komet
testiyle farkli hasar derecerleriyle DNA kuyruk goriintiileri gosterilmistir. Komet testinde
uygulanan asamalar laboratuar ortamlarina gore degiskenlil gosterebilmekle birlikte Tice ve
arkadaglar1 [74].

Komet yontemi genel olarak basamaklarini asagidaki gibi yapmuslardir:

1. Hiicrelerin izolasyonu: insan, hayvan ve bitki hiicreleri gibi farkli hiicreler
invitrocalismalarda kullanilabi Imektedir. insanlarda en fazla tercih edilen hiicreler 16kosit

ve lenfosit hiicreleridir. Birgok doku hiicresinin de kullanimi belirtilmistir [70].

2. Slayt hazirlama: PBS i¢inde normal kaynamali agaroz jelden (NMP) hazirlanarak %1°lik
ve kullanima gore 50-80 pL lam istiine damlatilarak, lamin {izeri lamelle kapatilip 2-4 °C’de
5 dk durduktan sonrasinda lamel kaldirilarak ilk agaroz katmani hazirlanmis olur [71, 75-
77].

3. Lizis: lizis hiicreyi ve ¢ekirdek zarim eritecek giicte olup DNA zincirlerinin agaroz

icerisinde serbest halde olmasi igin uygulanir [71, 75- 77].

4. DNA zincirinin ¢oziilmesi: elektroforez ile yiriitilmeden 6nce DNA fragmentlerinin

ayrilabilmesi i¢in slaytlar elektroforez tampon igerisinde bekletilir.

5. Elektroforez: 300 mA 20 V’ luk elektriksel ortamda 5-25 °C’de 30 dk yiiriitiillmeye
birakilir [71, 75- 77].

6. Notralizasyon: Elektroforez icerisinde yiirlitme asamasi bittikten sonra alkali olan
tampon ¢oOzeltiyi slaytlardan arindirmak igin slaytlar 3’er dk ve 3 kez 5 ml/slayt

notralizasyon tamponu ile yikanir [71, 75- 77].

7. Boyama: Notralizasyon iglemi bittikten sonra, slaytlar1 floresan boya Ethidium bromiir

(5pug/mL) ile DNA boyanmasi gergeklestirilir, belirli siire sonunda degerlendirilir [78].
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8. Degerlendirme; yaklasik 4 saat sonrasinda ise degerlendirme asamasina gegilir [71, 75-
77].
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Sekil 3.5. Komet yonteminin basamaklari [78]

Floresan mikroskobu ile incelenen DNA molekiillerin ¢ekirdeklerinin daire seklinde
uzayarak kuyruklu yildiza benzetilmesiyle olusan goriintiiler olusturdugunda metota Ingilizce

“kuyruklu yildiz” anlaminda “ Comet Assay” seklinde adlandirilmistir [79]. Sekil 3.6 da Komet
testiyle farkli hasar derecerleriyle DNA kuyruk goriintiileri gosterilmistir [80].
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Sekil 3.6. Komet testiyle farkli hasar derecerleriyle DNA kuyruk goriintiileri
0: Hasarsiz, 1: Hafif hasar, 2: Orta hasar, 3: Ciddi hasar, 4: Tam hasar [80]
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal

Calismamizda tercih ettigimiz A. cepa (2n=16), ¢cimlenme siiresinin kisa olusu,
kromozom sayisinin ¢ok olmayisi ve maliyetinin de ucuz olmasi sebebiyle kullanima uygun

goriilmistiir. Sekil 4.1’ de A. cepa L. karyotipi gosterilmistir [81].
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Sekil 4.1. A. cepa L. karyotipi [81]
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Calismalarimizin her bir asamasi igin birden farkli kimyasallar kullanilmis ve bu

kimyasallarin hazirlanis protokoliine uygun davranilmistir [81].

Kullanilan kimyasallar Cizelge 4.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1. Calismamizda Kullanilan Kimyasallar

Sira No Kimyasal Ad1 Cas No Alindig1 Yer
1 Penoksulam 219714-96-2 Sigma Aldrich
2 Etanol 64-17-5 Carlo Erba
3 Etidyum Bromiid 1239-45-8 Sigma Aldrich
4 Triton X-100 9002-93-1 Sigma Aldrich
9 Sodyum hidroksit 1310-73-2 Sigma Aldrich
6 Sodyum Fosfat Dibazik H. 7782-85-6 Sigma Aldrich
7 Glasiyal asetik asit 64-19-7 Sigma Aldrich
8 Basik Fuksin 569-61-9 Sigma Aldrich
9 Potasyum Fosfat Monobazik 7778-77-0 Sigma Aldrich
10 Diisiik erime noktasina sahip 39346-81-1 Sigma Aldrich

agaroz jel (LMPA)
11 Normal erime noktasina sahip 9012-36-6 Sigma Aldrich
agaroz jel (NMPA)
12 Potasyum metabisiilfit 16731-55-8 Sigma Aldrich
13 Hidroklorikasit 7647-01-0 Fluka
14 Sodyum kloriir 7647-14-5 Sigma Aldrich
15 Magnezyum Klorid 7791-18-6 Sigma Aldrich
Hekzahidrat (MgCl..6H20)
16 Etilendiamintetraasetik asit 6381-92-6 Sigma Aldrich
17 Potasyum kloriir 7447-40-7 Sigma Aldrich
18 Trizma hidroklorit 1185-53-1 Sigma Aldrich
(C4H1:NO3.HCI)
19 Trizma baz 77-86-1 Sigma Aldrich
20 Metil metano siilfonat 66-27-3 Sigma Aldrich
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Calismamizda kullanilan cihazlar ve modelleri Cizelge 4.2 de verilmistir.

Cizelge 4.2. Calismamizda kullanilan cihazlar, marka, modeller

Sira No Cihaz ismi Marka ve Model
1 Lam-Lamel (IsoLab) ve
Mikrosantrfiij Tiipleri - P.P- 1,5 mL Isolab
2 pH Metre WTW Profiline / pH 3210
3 Pipetler (0,5-2 uL, 0,5-100 pL, 50-200 pL,
200-1000 pL, 1-5 mL) Eppendorf
4 Trinokiiler Arastirma Mikroskobu BAB/TAM-F
5 Otoklav Niive / NC-90L
6 Su Banyosu Niive / NB 20
7 Buz Makinesi Flake / IMS-50
8 Elektroforez ve Gii¢ kaynag: Clever / Clever / CS 300V
9 Vorteks Daihan / VM-10
10 Hotplate Thermolyne
11 Buzdolab1 Vestel
12 Manyetik Karistirict Daihan / MSH-20
13 Sogutmali Santrifiij Awel / MF 20-R
14 Distile Su Cihazi Millipore / Direct Q-3 UV
15 Hassas Terazi Precisa/LS 220 A SCS

Calismalarimizda kullanilan kimyasallar ile uygulanan yontemler icin ¢ozeltiler

hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler asagidaki gibidir;
Feulgen Boyas1 Hazirlamis Asamalar:
Feulgen boyasinin kullanim1 kromozom saymak i¢in kok ucunda ve yaprak veya

tomurcuklardaki bitki dokular1 gibi boliimlerde en c¢ok tercih edilen bir boyadir.

Calismamizdaki preparatlarin hazirlanmasinda feulgen boyasi kullanilmistir.
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Feulgen boya, hazirlanis protokoliine uygun olacak sekilde asagidaki adimlarla

ilerlenilmistir;

1. Bir gram kristal sekilde bazik fuksin (parafuksin) tartilmistir. Hemen hemen 10 cm ¢ap
uzunlugunda biiyiikk olmayacan bir havanda ezilip pargalanmistir.

2. Hacmi 500 cm? boyutlarindaki bir erlenin igine toz bigimdeki bazik fuksin, erlenin agiz
kismina degdirilmeden ilave edilmistir.

3. Baska bir erlen mayerde 200 cm?® damitik su kaynatildiktan sonra; yavasca diger erlen
mayere dokiilerek cam gubukla boya siirekli karistirilmistir.

4. Sicaklik 50 °C oluncaya kadar karistirilmistir.

5. Boyanin iistiine 20 cm® 1 N HCI eklenmistir. Son olarak karigim filtre kagidiyla birlikte
siiziilme islemine tabi tutulmustur.

6. Stizdligimiiz boyanin i¢ine 2 g potasyum metabisiilfit (K2S20s) eklenip kapagi olan sise
igerisine ilave edilmistir. Karanlik bir ortamda minimum bir gece 24 saat dolap igerisine

birakilmistir, sonraki kullanimlar i¢in 4 ‘C’da saklanilmustir.

1 N HCI Cozeltisi (25 mL): 22,9 mL dH20 ekleyip tizerine 2,1 mL %37 safliginda HCI

ilave edilmistir.

%45 Glasiyal Asetik Asiti (100 mL): 55 mL dH20 fistine 45 mL %100 saflikta
glasial asetik asit ilave edilmistir.

PBS Cozelti (10X): 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2 g HoKPOg4, 2,9 g NaHPO4.7H20 ve 3,2 g

C4H11NO3.HCI 80 mL distile su igerisinde ¢6zdiikten sonra pH 7,4 seklinde olmasi
kaydiyla son hacim 100 mL seklinde ayarlanmstir.

Diisiik Erime Noktah Agaroz (LMPA) Cozeltisi: 0,03 g LMPA stine 2
mL 1X’lik PBS eklenmistir. %1,5’lik LMPA ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Normal Erime Noktali Agaroz (NMPA) Cozeltisi: 0,02 g NMPA tartildiktan sonra
tizerine 2 mL 1X’lik PBS eklenmistir. %1’lik NMPA ¢o6zeltisi hazirlanmistir.
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Pozitif Kontrol Cozeltisi (MMS): 0,005 g MMS tartildiktan sonra son hacim 500 mL
olacak sekilde dH-O ilave edilir.

Etidyum Bromiir Cozeltisi: 10 mg Etidyum bromiir iizerine, 50 mL dH20 ile stok ¢ozelti
hazirlanilmistir. Stok olarak hazirlanan ¢6zelti buzdolabinda muhafaza edilmistir ve
calismamiz i¢in stokta bulunan Ethidyum bromiirden 1 mL ile 9 mL su ile karigtirilarak

¢Ozelti hazirlanmastir.

Niikleus izolasyon Tamponu: 0,0425 g4 mM MgCl..6H20, 250 pL %0,5’lik TritonX ve
10 mL 0,2 M Tris tartildiktan sonra hacmi su ile tamamlayarak 50 mL, pH 7,5 ¢

ayarlanmigtir

Elektroforez Tamponu: 1 mM EDTA ve 300 mM sodyum hidroksit tartildiktan sonra
500 mL olacak sekilde pH > 13 olarak ayarlanmuistir.

Carnoy Cozeltisi: Absoliit alkolden 75 mL alarak, glasiyal asetik asitten 25 mL eklenerek

tamamlanmaistir.

%70 Saflikta Etil Alkol: %96’lik etil alkol igerisinden 72,9 mL ile dH20 100 mL’ ye

tamamlanmustir.

Notralizasyon Cozeltisi: 48,5 mg Trizma Base igerisine 800 mL dH20 ile ¢6zdiirdiikten

sonra pH 7,5’e ayarlanarak son hacim 1000 mL’ ye tamamlanmustir.
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4.2. Metot

4.2.1. Allium Testi

4.2.1.1. Bityiimeyi Engelleme Testi

Penoksulamin A. cepa kdk meristematik hiicrelerinde sitogenetik etkileri incelemede
kullanacagimiz dozlart belirlemek igin, biiyiimeyi engelleme testi yapilarak ECso degeri
belirlenmigtir. Hemen hemen ayni captaki soganlardan (2-3 cm cap) kok primordialarina
zarar vermeyecek sekilde ¢cimlendirilmis kokleri ve dis kabuklari temizlenir. Ayn1 zamanda
Penoksulam’in 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 pg/L derisimleri hazirlanmis ve saf
su ise negatif kontrol grubu olarak kullanilmistir. Hazirlanan bu derisimler i¢in 5 adet sogan
kullanilmistir. Soganlar 96 saat boyunca 151k almayan ortam ve ~21 'C + 4 C ¢imlendirilmeye
alinarak ayni sogan yumrusunun 10 tane olmasi kaydiyla totalde 50 adet kok alinarak
ortalama kok uzunluklari hesaplanmistir. Asamalar siiresince ¢cimlenmeye birakilan soganlar
icin hazirlanan ¢ozeltiler eksildik¢e gerekli ilaveler diizenli bir sekilde devam ettirilmistir.

Kok ucu uzamasimi negatif kontrole oranla %50 miktarda azaltan deger ECso Vi
vermektedir. Isemler i¢in derisimlerin ayarlanmasinda ise 2XECso, ECso Ve 1/2XECso
degerleri uygulanmistir. A. cepa bir tam hiicre dongii 24 saatlik dilimde gergeklestirdgi igin
uygulama stire secimleri 24, 48, 72 ve 96 saat seklinde ayarlanmstir.

Sogan kok uglarina Penoksulam’mn dozlarini uygulamak i¢in her biri i¢in ayr1 olacak
sekilde 6 adet sogan secilmistir. Soganlar arasindan en iyi ¢imlenen 5 tanesi se¢ilmis,
¢ozeltiler her giin yenilenmistir. Hiicre siklusunu bitiren soganlarin u¢ kisimlart 1- 1,5 cm
olacak sekilde saat 8% ile 820 arasinda kesilmistir. Her bir uygulama i¢in 15-20 kdk ucu
Carnoy fiksatifi icerisine alinarak 24 saat boyunca buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonar
ornekler %70’ lik alkole alinarak buzdolabina koyulmustur

Calismamizda kullanilan bu kok wuglari mitoz boliinme esnasinda goriilen

anormallikleri ve MI sonuglarini tespit etmek igin kullanilmistir.
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4.2.1.2. Feulgen Teknigi Kullanilarak Preparat Hazirlama

%70 saflikta alkol icerisinde +4 C’de depolanmak iizere biraktigimiz kok uglarimi
birer tiip icerisine ¢ikararak, tistiine 1-2 mL 1IN HCI ¢ozeltisi eklenip 60 T’sicakliktaki su
banyosu cihazinda 8-10 dakika bekletilmistir. HCI igerisinden c¢ikarilan kokler bes dk
vakitlerle ti¢ defa distile suyla ile yikama islemine tabi tutulmustur. dH.O ile yikanan kokler
Feulgen boyasi iginde 25-30 dk boyamaya birakilmistir. Siire tamamlandiktan itibaren kok
uclar1 daha koyu olacak sekle gelmis ve 1-2 mm ebatlarinda jilet ile lam istiinde kesilmis,
bir damla %45 oraninda glasiyal asit ilave edilerek parcalanmistir. Pargalama islemi bittikten
sonra iistii lamelle kapatilip, preparatlar1 yari daimi yapabilmek igin lamellerin etrafi tirnak
cilastyla kapatilmistir. Ayri ayr1 doz uygulama siiregleri i¢in birbirinden farkli kok uglariyla
beser tane kok ucu ezme  preparat yontemiyle hazirlanmis  ve  boylelikle
mitotik anormallikler, MI ve faz frekanslar tespit edilmistir. Farkli her uygulama icin 5
kok igerisinde totalde 5000 hiicre sayimi yapilarak mitoz béliinmedeki hiicrelerin toplam
hiicre sayisina boliinmesiyle Mi degeri belirlenmistir (Mi= Mitoza girmis hiicre sayisi-
Toplam hiicre sayis1 x100) [83]. KA’lar1 belirlemek i¢in ise ayri1 her konsantrasyondaki bir

preparattan yiiz, totalde bes yiiz anafaz-telofaz hiicresi sayilip degerlendirme yapilmistir.

4.2.2. Komet Testi

Komet testi preparat hazirlanmasindaki hiicre sayisinin az olmasi, maliyetinin yiliksek
olmamasi, yontemin kolay olmasiyla ve ayni zamanda DNA hasarini belirlememizde hizl
olmasi nedeniyle tercih ettigimiz bir yontemdir. Alkali Komet testi, Tice ve arkadaslarinin
[74] yapmis oldugu yontemde birtakim degisikliklere uygulanmistir [84].

1. Soganlar 48 saat boyunca ile dH20 igerisinde koklendirilmeye birakilmistir.

2. 48 saat sonra soganlar 6nceden hazirlanmis olan kimyasal konsantrasyonlarina alinarak
kok uzamalari belirlenen siireler boyunca devam edilmistir (24, 48, 72 ve 96 saat).

3. Isleme baslanmadan yaklasik 60 dakika énce cam petri kaplari, kesici aletler ve filtreler
buzdolabinin buzluk kisminda birakilmuistir.

4. Kullanilacak kadar lam, sicak tabla iistiinde (50-60 °C) 1sitilmak iizere hazirlanilmistir.

5. %1 oraninda NMPA ¢ozeltisi 90-100 pL 1sitilmis lamlarin iistlerine yayildiktan sonra

oda sicakliginda dehidre edilmistir.
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6. Siireci tamamlanan soganlardan ayr1 ayr1 dozlar i¢in 7 adet kok alinmistir.

7. Cam petri kabinin igerisine birakilan bu koklere +4 derecede bekletilen soguk niikleus
izolasyon tamponu 600 plL eklenilmis ve bir jilet ile parcalanip ependorf tiipe
filtrelenerek ilave edilmistir.

8. Tim islemler sirayla her konsantrasyon i¢in ayri ayr1 uygulanmustir.

9. Orneklerin toplamldig: tiim ependorf tiipler 1200 rpm’de 7 dakika +4 °C’de santrifiije
edilmistir. Islem sonunda ependorflardan siipernatant kismi miktar tayini igin
kullanilms, pelet kismi ise DNA hasar derecesinin tespiti i¢in ayrilmistir.

10. Ayni zamanda %1,5” lik LMPA hazirlanilip ve 55 °C sicaklikta bekletilmistir.

11. 50 pL ornek, 50 pL LMPA alinarak, %1 NMPA igeren lamlara dokiilmustiir.

12. Lamlarin istleri lamel ile kapatarak buz kasetlerinin iizerinde 4-5 dk birakilmastir.

13. 4-5 dk sonrasinda jeller donmus olacaktir ve lameller nazik¢e ¢ikarilmistir.

14. Ornekler elektroforez tankinin igerisine yerlestirilip, tampon ¢dzeltisi igerisinde +4 C de
25 dk cihaz galistirilmadan birakilmistir. Daha sonra 6rnekler 25V, 20 dk, 300 mA de
yiirlitiilmistiir.

15. Elektroforezden sonra preparatlar +4TC de 5 dk dH2O igerisinde bekletilip,
notralizasyon tamponu ile +4°C de 7-8 dk aralilar ile 3 kere nétralize edilmistir.

16. Preparatlar 70 pL EtBr ile boya uygulanmis ve 5 dk +4C’ de birakildiktan sonra artan
boya soguk dH>O yardimiyla akitilmistir.

17. Lamel ile kapatilip mikroskopta incelenmistir. Her preparat i¢in yaklagik 50 hiicre analizi

yapilmistir.

Trinokiiler arastirma mikroskobu BAB/TAM-F kullanilarak 50
Komet (50 komet/slayt), bes gruptan bir tanesine (0-hasarsiz, 1-hafif hasar, 2-orta hasar,
3-ciddi hasar, 4-tam hasar) ait olarak gorsel olarak puanlama yapilmistir [85]. Bu sekilde,

Komet igin toplam skor O (tiim hasarsiz) ve 200 (tiim hasarli) arasinda olabilir.
DNA hasarin ifade etmek su sekilde bir denklem kullanilmaktadir:

Arbitrary unit= Y7, Ni i

Ni = | derecesindeki hiicrelerin sayisi; 1= hasar derecesi (0, 1, 2, 3, 4)
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4.2.3. LC-MS/MS Teknigi ile Miktar Tayini Belirlenmesi

Sivi  Kromatografi-Kiitle Spektrometri Sistemi (LC-MS/MS), spektrometri ve
kromatografi sistemlerinin birlikte ortaya c¢ikmasiyla olusturulmus bir sistemdir. Eser
miktardaki analitlerin hassas miktar tayininde LC-MS/MS sistemi kullanilir. Sebze, meyve
et, siit gibi gidalarin igerisindeki pestisitlerin ve bunlarin ara iriinlerinin, hormon ve
tiirevlerinin, analizlerinde de kullanilabilmetedir. Biyolojik 6rneklerde ila¢ ve tiirevlerinin
olgtilmesi gibi birgok uygulama alanlar1 da vardir. Proteomik arastirma gruplarinda da
proteinlerin karakterizasyonu i¢in de tercih edilmektedir [86-88].

Ultra performansli sivi kromatografi analizleri Agilent 1200 infinity UPLC
sistemi kullanilmigtir. UPLC sisteminde oto 6rnekleyici, yiikksek basing pompasi, degazor,
kolon firini, DAD dedektor ve sogutucu boliimleri bulunmaktadir. Kolon olarak Poroshell
120 EC-C18 (150x4,6 mm, 2,7 p) kullanilmis, kolon sicaklig1 40 C’ de sabitlenmistir. UPLC
metodu olusturulup, enjeksiyon hacmi 10 pL, mobil faz akis hiz1 1,2 mL olarak
ayarlanmigtir. LC-MS/MS analizleri Agilent 6460 triple quadakiitle
spektrometresiyle yapilmistir. Bozunurluk iriinleri, elektrospray iyonlastirma teknigi ile
pozitif iyon modda belirlenmistir. Tarama sonuglarinda penosulamin kiitle spektrumu 484,1
m/z, taninma iyonlar1 195-124-164 g/mol olarak gdézlemlenmistir. Multi Reaction Mode
(MRM) kullanilarak kantitatif analiz numunelere uygulanarak tamamlanmistir. Kiitle

spektrometresi kosullar1 ise Cizelge 4.3° de verilmistir.

Cizelge 4.3. Kiitle spektrofotometresi kosullari

Ayarlar Deger Araliklar Parametreler (Analiz) Deger Araliklar
Gazin Sicaklik Degeri 325C° Ana Kiitle 484,1 g/mol
Gazin Akis Hizt 11 L/dk Tamnma Uriin Kiitlesi 195-124-164 g/mol
Piiskiirtme Basing 45 psi Kiitle izleme Siireci 45 ms
Tas1yic1 Gaz Sicaklig 400 C° Capisma Enerjisi 30 eV
Tasiyic1 Gaz Akis Hizi 12 L/dk Alikonma Stiresi 2,957 dk
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4.3. Veri Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Uygulanan yontemler sonucunda elde edilen veriler ortalama + standart sapma
olarak verilmistir. Sonuglar SPSS 23.0 for Windows paket programinda, grup
ortalamalarinin karsilastirilmasi Duncan  ¢oklu dagilim  testi ile  degerlendirilmistir

(P<0.05). Doz cevap iliskisi Pearson korelasyon testi ile belirlenmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Biiyiime Engelleme Testi

Bu test Penoksulam’in ECsp degerinin bulunmast i¢in uygulanmistir. Penoksulam’in
6,25, 12,5, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 pg/L’lik konsantrasyonlar1 ve saf su (negatif
kontrol) 96 saat boyunca ¢imlenmesi beklenmistir. Siire¢ sonrasinda her bir uygulama igin
cimlenen on kok alinarak (toplamda 50 kok) ortalama koék uzunlugu tespit edilmistir.

Cizelge 5.1° de Penoksulam’in biiyliimeyi engelleme testi sonuglar1 gosterilmistir.

Cizelge 5.1. Penoksulam’mn biiyiimeyi engelleme testi sonuglari

1%
120,00 4573* ﬁ,“’""’” ’)

100,00
\
80,00 2 78b :
\:—\2 A4C 234
60,00 s 18 2,5
\ 2
40,00 I\ 1,18f
1 0,74h 1.5
50 0,59i
I I
0

0,00

[y

Kontrol 6,25

m
B % BUyume — ———QOrtalama kok uzunlugu (cm) RP

Cozeltiler her giin yenilenmistir. Yapilan uygulamada kontrole oranla ortalama
kok uzunlugunu %50 oraninda diisiiren doz ECso degerini belirlemektedir.

Calismamizda, saf su igerisinde ¢imlendirilen soganlarda ortalama kok uzunlugu
4,67 cm bulunmus, ECsp degerinin hesaplanilmasinda 4,67 cm’nin yarist kadar azalmaya

neden olan 2,33 cm veya en yakin olan uzama bulunmustur. Sonuglarda 25ug/L ¢ozelti
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icinde bulunan koklerin ortalama uzunlugu 2,30 cm (Biiylime oram1  %49,25)
olarak belirlenmis ve bu degerin negatif kontroldeki soganlarin ortalama
kok uzunlugunun yarist olan 2,33 cm’ye en yakin deger oldugu i¢in kabul edilmistir.
Boylece Penoksulam’in ECso degeri yaklasik olarak 25 ug/L olarak tespit edilmistir.
Penoksulam’in uygulanan tiim dozlar1 ortalama kok uzunlugunu doza bagimli bir
sekilde istatistiksel olarak azalttigi tespit edilmistir. (r=-0,982 p=0,01). Cizelge 5.2° de
Penoksulam’mn A. cepa kok ucu hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak ortalama

kok uzunluklart verilmistir.

Cizelge 5.2. Penoksulam’mn A. cepa kok ucu hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak

ortalama kok uzunluklar

Doz miktarlan | Ortalama uzunluk % Biiyiimede
(ng/L) cm=SS* “ Zpime azalma
Kontrol 4,67+ 0.08a 100,00 0
6,25 2,83+0.07b 59,53 40,47
125 2,49+0.06¢ 52,25 47,75
25 2,35+0.07d 49,25 50,75
50 1,83+0.1e 38,54 61,46
100 1,20.09f 25,27 74,73
250 1,02+0.05g 21,41 78,59
500 0,74+0.06h 15,85 84,15
1000 0,58+0.07i 12,63 87,37

* Her bir uygulamadaki ayni siitun igerisindeki farkli harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli

(Duncan ¢oklu dagilim testi) SS: Standart Sapma
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5.2. Penoksulam’in Mitotik Indeks Uzerinde Olusturdugu Etkiler

Penoksulam’in, A. cepa’nin kok meristem hiicrelerinde MI ve mitotik fazlarda
degisik sekillerde etkileri Cizelge 5.3’ de verilmistir. Penoksulam MIi degerlerini kontrol
grubuna gore azaltmis ve azalis siire ve doza bagimli bir sekilde istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (r=-0,982 p=0,01). 24 saatlik uygulama hari¢ Penoksulam’ i 25 ve 50 ug/L
konsantrasyonlarindan elde edilen MI degerleri pozitif kontrol grubu olan MMS’ den diisiik
bulunmus olup, bu diislisler 48 saatlik uygulamanin 25 pg/L konsantrasyonu haric
istatistiksel acidan anlamli bulunmustur. Penoksulam uygulamasi metafaz indeksini artis ve
azalislar seklinde etkilemisken, 24 saatlik uygulamadaki artislar ve azaliglar 12,5 pg/L hari¢
istatistiksel agidan anlamli bulunmugstur. Penoksulam anafaz indeksini kontrol grubuna gore
24 saatlik uygulamalarda arttirmisken, diger uygulamalarda azaltmis olup sadece 48 saatlik
uygulamanin 50 pg/L. dozundaki azalis istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.

Penoksulam telofaz indeksini kontrol grubuna gore istatistiksel acidan arttirmistir.
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Cizelge 5.3. Penoksulam’mn A. cepa kok hiicrelerindeki mitotik indeks ve mitotik fazlara olan etkisi

Konsantrasyonlar

Sayillan Mitotik Indeks

Mitotik Faz Safhalar (%) + SS*

(us/L) Hiicre £ SS Profaz Metafaz Anafaz Telofaz

Kontrol-24 saat 5080 71,69+0,61a 89,35+0,79a 1,81+0,19a 2,45+0,28a 6,39+0,6a
MMS-10 ppm 5134 56,51+0,53b 88,03+0,9b 2,83+0,34b 2,52+0,41a 6,62+0,36a
12,5 5113 61,58+0,75¢ 85,68+0,98¢ 2,51+0,31b 2,73+0,6a 9,08+0,52¢
25 5093 58,53+0,67d 84,61+0,37d 2,45+0,28b 2,61+0,24a  10,33+0,35d

50 5032 57,07+0,25b 87,46+0,45b 2,51+0,2b 2,58+0,45a 7,45+0,38¢
Kontrol-48 saat 5080 70,29+0,8a 88,88+0,29ab 2,41+0,2a 2,8+0,22a 5,91+0,33a
MMS-10 ppm 5072 55,45+0,93b 88,44+0,62a 2,24+0,14ab 2,7+0,32a 6,62+0,49b
12,5 5040 58+0,76¢ 86,15+0,88¢ 2,16+0,3ab 2,74+0,28a 8,96+0,67¢

25 5090 55,19+0,6b 87,54+0,41d 1,99+0,2b 2,494+0,18a 7,98+0,5d

50 5080 51,97+0,66d 89,71+0,87b 1,63+0,19¢ 1,97+0,2b 6,7+0,62b
Kontrol-72 saat 5117 70,32+0,53a 89,47+0,63a 2,05+0,25a 2,594+0,38a 5,89+0,46a
MMS-10 ppm 5091 54,18+0,84b 88,83+0,54ab 2,1+0,5a 2,65+0,42a 6,42+0,42a
12,5 5153 55,05+0,99b 88,66+0,21c¢ 2,19+0,29a 2,36+0,28a 7,79+0,36b

25 5122 51,62+0,57¢ 88,13+0,97bc 2,08+0,3a 2,35+0,42a 7,45+0,54b

50 5117 50,48+0,46d 88,11+0,78bc 2,05+0,35a 2,36+0,37a 7,47+0,68b
Kontrol-96 saat 5113 69,88+0,7a 89,48+0,46a 2,07+£0,3a 2,71+0,22ab  5,74+0,43a
MMS-10 ppm 5151 53,42+0,23b 88,38+0,45b 2,07+0,37a 2,76+0,24b 6,79+0,39b
12,5 5128 53,53+0,86b 88,16+0,84b 2,194+0,4a 2,26+0,41a 7,39+0,62b

25 5142 50,43+0,98¢ 88,01+0,74b 2,04+0,28a  2,51+2,46ab  7,44+0,62b

50 5190 48,62+0,95d 88,19+0,42b 2,02+0,2a 2,46+0,29ab  7,33+0,48b

* Her bir uygulamadaki ayn1 siitun igerisindeki farkli harfler p< 0.05 diizeyinde 6énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi) SS: Standart Sapma
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5.3. Penoksulam’in Neden Oldugu Kromozom Bozukluklari

Penoksulam’in ana-telofaz kromozomlarinda meydana getirdigi bozukluklar,
bozulmus ana-telofaz, kalgin kromozom, yapiskanlik, poliploidi ve anafaz kopriisiidiir.
Toplam KA’larda doza ve zamana bagl bir artis gézlemlenmistir. (24 saat i¢in r= 0,686
p= 0,01, 48 saaticin r= 0,641 p=0,05, 72 saat i¢in r=0,796 p= 0,01, 96 saaticin r=0,526
p= 0,05)Penoksulam’in neden oldugu anomalikler Cizelge 5.4° de gdosterilmistir.
Penoksulam toplam ana-telofaz bozukluklarini istatistiksel olarak hem doza hem siireye
bagli olarak arttirmistir. Ancak bu artislar pozitif kontrol grubu olan MMS’ den diisiik
bulunmustur. En fazla anormallige 96 saatlik uygulamanin 50 pg/L derisiminde (14+1)
rastlanilmisken, en az anormallige 24 saatlik uygulamanin 12,5 pg/L derisiminde
(10,2+0,45) rastlanilmistir.

Penoksulam bozulmus ana-telofaz oranmi (Resim 5.3a) kontrol grubuna oranla
arttirmis olup en diisiik degerine 24 saatlik uygulamanin 50 pg/L konsantrasyonunda (%1,8)
rastlanilmisken en yiiksek degerine 96 saatlik uygulamanin 50 pg/L konsantrasyonunda
(%2,8) rastlanilmistir. Kalgin kromozom olusumu (Resim 5.3b) oram1 %2,6 ile %3,2
oraninda arttirmistir. Penoksulam’in neden oldugu en fazla anormallik yapigskanlik (Resim
5.3c) olup 96 saatlik uygulamanin 12,5 pg/LL konsantrasyonunda (%1,4) gorilmiistiir.
Penoksulam’in neden oldugu bir diger anormallik iste poliploidi (Resim 5.3d) olup bu
degerler MMS’ den diisiik bulunmustur. Toplam ana-telofaz anormallikleri arasinda

Penoksulam’in uyardigi en az anormallik anafaz kopriistidiir (Resim 5.3e).
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Cizelge 5.4. Penoksulam’mn neden oldugu anormalliklerin tipleri ve oranlari

Incelenen Anafaz-telofazdaki Anormallikler ( % )
A IS-I:CI: Bozulmus Kalgin Yapiskanhk Anafaz Toplam Anormallikler
Y anafaz-telofaz ~ kromozom Poliploidi s riisii (% SS)
Kontrol-24 saat 500 1,2 0,8 0,4 0,8 0,2 3,4+0,55a
MMS-10 ppm 500 2,2 3,2 3,2 3,8 1,6 14+,1,00b
12,5 500 2,4 3,6 3,4 0,8 - 10,2+0,45¢
25 500 2,4 2,8 2,6 1,8 0,8 10,6+0,89¢
50 500 1,8 3,4 3,60 2,4 0,4 11,6+0,55d
Kontrol-48 saat 500 0,2 1 0,6 0,8 - 2,6+£0,55a
MMS-10 ppm 500 3 3,2 3,2 3,4 2,2 14,8+0,45b
12,5 500 2,2 2,6 3,2 1,8 0,6 10,4+0,89c¢
25 500 2 2,8 2,6 3, 1,40 11,8+0,84d
50 500 2 3 2,6 3,2 1,2 12+0,71d
Kontrol-72 saat 500 0,8 1 0,6 0,8 - 3,2+0,84a
MMS-10 ppm 500 2,6 3,4 3,4 3,2 2,4 15+0,71b
12,5 500 2,2 3,2 3,2 2,2 0,8 11,8+0,45¢
25 500 2,6 2,8 2,8 3,2 1,2 12,6+0,55¢d
50 500 2,8 3 2,8 3 14 13,2+0,45d
Kontrol-96 saat 500 0,6 1 0,6 1,2 0,2 3,6+0,89a
MMS-10 ppm 500 2,6 3,2 3,6 3,4 2,4 15,2+0,84b
12,5 500 2 3,2 4 2 1,4 12,6+1,14¢
25 500 2 3,2 3 3,4 1,2 12,8+0,84cd
50 500 2,8 3,6 3,4 3,2 1 14+1bd

* Her bir uygulamadaki ayni siitun igerisindeki farkli harfler p< 0.05 diizeyinde énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi) SS: Standart Sapma
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Resim 5.3. Penoksulam’in neden oldugu ana-telofaz anormallikleri
a: Bozulmus anafaz-telofaz, b: Kalgin kromozom c:Yapiskanlik d: Poliploidi e: Anafaz
kopriisii
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5.4, Penoksulam’ in DNA Hasar1 Uzerine Etkileri

Penoksulam’in A.cepa kok ucu meristem hiicrelerinde neden oldugu DNA hasari 24,
48, 72 ve 96 saatlik uygulamalarla Komet testi ile belirlenmistir (Cizelge 5.5).
Penoksulam’in 50 pg/L konsantrasyonu 24 saatlik uygulama hari¢ diger siirelerde DNA
hasarin1 MMS’ den daha ¢ok arttirmis olup bu artis istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.
12,5 pg/L (r= 0,919 p=0,01), 25 pg/L (r= 0,908 p=0,01), 50 pug/L (r= 0,842 p= 0,01).

Cizelge 5.5. Penoksulam’mn A. cepa kok hiicre meristemlerinde Komet testi ile DNA

hasarmin tespiti

DNA Hasari (Arbitrary Unit)

Uygulama  Konsantrasyon Ortalama + Standart sapma
(ng/L) 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
Kontrol - 2+1a 3+la 3,67+0,58a 5,33+0,58a
MMS 10 ppm 108+4,36b 119,33£3,21b  124,33+1,53b  126,33+1,53b
12,5 63+2,65¢ 77,67+£2,52¢ 88,33+2,08¢ 90,67+2,31c¢
Penoksulam 25 70,33+£2,31d  115,67+2,08b  121,334+2,52b  133+2d
50 101+3,61¢ 129,33+3,79d  135+2d 141+2,65¢

* Her bir uygulamadaki ayni siitun igerisindeki farkli harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu
dagilim testi) SS: Standart Sapma

5.5. LC-MS/MS Teknigi ile Penoksulam Miktarinin Belirlenmesine Ait Bulgular

Penoksulam’in Allium cepa’ ya gegen miktar tayini LC-MS/MS teknigi ile
belirlenmis olup sonuglar Cizelge 5.6° da gosterilmistir. Kok uglarina gecen en yliksek
madde miktar1 96 saatlik uygulamanin 50 pg/L’sinde olup siireye ve zamana bagli olarak
artis gOstermistir. 24, 48, 72 saatlik uygulamalarda istatistiksel ag¢idan anlamli
bulunmamastir (24 saat(r= 0,714 p=0,01), 48 saat (r= 0,693 p=0,01), 72 saat (r=0,753 p=
0,01), 96 saat(r= 0,894 p=0,01).
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Cizelge 5.6. Penoksulam’m A. cepa kok hiicrelerinde LC-MS/ MS ile kantitatif analizi

Miktar (ppb £SD)*

Konsantrasyon
Uygulama (ng/L) 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
Negatif - - - -
kontrol -
MMS 10 ppm - - - -
12,5 0,0012+0,0004a 0,0013+0,0005a 0,0015+0,00005a 0,0017+0,0005a
Penoksulam 25 0,0015+0,0005a 0,0017+0,0005a 0,0018+0,0004a 0,0037+0,0008b
50 0,0023+0,0005b 0,0025+0,0005b 0,0043+0,0015b 0,0057+0,0012c

* Her bir uygulamadaki ayni siitun igerisindeki farkli harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu
dagilim testi) SS: Standart Sapma

47



6. TARTISMA VE SONUC

Genel olarak tarim {iriinlerini yabanci ot biiylimesi, hastalik etkenleri gibi
etkenlerden korumak, iiretim kalitesini arttirmak i¢in kullanilmis olan pestisitler hizli etki
etmeleriyle ve kullanim olarak basit olmasiyla ¢ok tercih edilmesine ragmen dikkatli ve
uygun miktarda kullanilmasi ile birlikte diger molekiiler test sistemleriyle de bakilmasi
gerekmektedir [1]. Pestisitler, zararli canlilar1 6ldiirmek igin kullanilan madde manasina
gelmektedir [9]. Pestisit, tarimsal miicadelede kullanilan ¢esitli kimyasal maddeler ve zirai
tirinlerdir. Genel olarak bitkilere zarar veren organizmalara mani olmak, sayilarini azaltmak
veyahut olumsuz etkilerini en aza indirmek igin kullailmis olup yiiksek etkinlige sahip
oldugu tespit edilmistir [10]. Pestisitlerin siniflandirilmasinda insektisit, fungusit ve herbisit
seklinde siniflandirma gergeklestirilir, herbisitlerden Penoksulam, piring tarlalarinda, yillik
cimler, genis yaprakli yabani otlarin kontrolii i¢in kullanilan, ekim veya dogrudan kuru ya
da tohumlama yontemleriyle yetistirilen bitkilerin kontroliinde kullanilan bir herbisittir.
Penoksulam, hem karasal hem de sucul uygulama alanlar1 i¢in kullanilan genis spektrumlu,
sistemik herbisit triinlerindeki aktif bilesendir [5, 28]. Allium testte makroskobik
(ECso, biiytime) ve mikroskobik (c-mitoz, adezyonlar, kromozom kirilmalari gibi
anomaliler) ¢cok rahat bir sekilde degerlendirilebilmektedir. Toksisitenin takibi i¢in yapilan,
Allium test iyi bilinmekle birlikte bir¢ok laboratuarda ¢ogunlukla tercih edilmektedir [89-
91]. Bitkiler iyi birer monitor sistem olmalarindan dolayr da mutasyon testleri agisindan son
yillarda oldukga popiiler duruma gelmislerdir. DNA hasarlar1 ve onlarin biyolojik etkilerini
belirlemek i¢in DNA’da meydana gelen bozukluklarin belirlenmesi de olduk¢a énemlidir.
Bu amagla bitkisel organizmalar i¢in zaman igerisinde gelistirilmis olan bir¢ok mutajenite
testleri bulunmaktadir. Bunlarin bir kismi genlerde meydana gelen mutasyonlar (Klorofil
mutasyonlari, Polen Mutasyonlari, Somatik Mutasyonlar (Tradescantia Stamen Tyl
Mutasyonu)) seklinde iken bir kismi da Kromozomlarda meydana gelen mutasyonlar
(Kromozom Anomalileri, Mikroniikleus Olusumlari) seklinde ortaya ¢ikmaktadir [92- 94].

Bitkilerin en ¢ok tercih edilmesinin sebebi meristematik dokularin mitoz béliinmenin

incelebilmesi agisindan en uygun olan hiicreleri icerdiginden kaynaklanir. Ciinki
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meristematik olan bolgeler siirekli olarak bdoliinebilme yetenegine sahip olan hiicrelerden
olugsmaktadir. Kok ucu hiicreler testinin de bir pargasi olan mitoz bdliinme analizi herhangi
bir mutajenik ajanin belirlenmesinde mitoz bdliinmenin tiim safhalarinin detayli olarak
incelenmesini i¢ermektedir. Profaz, metafaz, anafaz ve telefoz safhalar1 sirasinda
kromozomlarin davranislart ya da yapisal degisiklikleri mutajenik ajanin etkisinin ortaya
cikarmaktadir [92]. Pek c¢ok bitki ¢esitleri, (Crepis capillaris, Hordeum vulgare,
Pisum sativum, Tradescantia sp., Vicia faba, Zea mays, Lycopersicum aesculentum,
Arabidopsis thaliana ve Allium cepa) kimyasallarin sitotoksik etkilerini belirmek igin en
cok tercih edilen bitkilerdir [95].

Calismamizla birlikte Penoksulam’in Allium cepa kok meristematik hiicrelerine
gosterdigi sitotoksik etkileri Allium test ile tespit edilmistir. Allium biiyiime engelleme testi
uygulanarak Penoksulam’in ECso degeri sonuglarda 25ug/L (Biiylime oran1 %49,25) olarak
tespit  edilmistir.  Penoksulam’in  diger  konsantrasyonlart da  ortalama kok
uzunlugunu istatistiksel olarak azaltmis ve kok biiyiime degerlerinde doza bagl bir
azalma gorilmustir (r=-0,982 p=0,01). Genellikle, kok uzamasmin engellenmesi
meristematik aktivite ve farklilasma esnasinda hiicre uzamasiyla alakalidir [96]. Literatiirde
bulunan diger bazi ECsp sonuglari ise Oreochromis niloticus'de 96 saat 8,948 mg/L [97],
Eisenia andrei 80,6 mg a.i. kgl [97] Hoplobatrachus chinensis (24, 48, 72) ,Lithobates
catesbeianus (96 saat) 1,74, 1,45, 1,29, and 7,52 mg/L [98- 99] Mytilus galloprovincialis (30
glinliik uygulama sonrasinda) 0,72 pg/L [100] Scirpus validus Vahl., (66 giin ) 12 pg/L [5]
Paspalidium geminatum, Panicum hemitomon, Pontederia cordata L., Sagittaria lancifolia
L., 64, 630, 51 ve 23 pg/L [5] seklinde bulunmustur.

Penoksulam’in ECso degerinin uygulanacak dozlarini tespit etmek i¢inaECso
degerinin, 2xECso, ECso ve 1/2XECso dozlar1 hesaplanilmistir. Buna bagl olarak 12,5
ug/L, 25 pg/L, 50 ng/L’lik konsantrasyonlar hazirlanmistir. Negatif kontrol grubuaolarak
safasu, pozitif kontrol grubu olarak ise MMS uygulanmistir. A. cepa hiicre siklusunu 24
saat de bir tamamlayabildigi i¢in uygulama siireleri 24-96 saat seklinde belirlenmistir [60,
64, 89, 101].

Cizelge 5.3” de Penoksulam’m mitotik indeks lizerine frekanslarina bakildiginda 24-
96 saatlik uygulama ve doza bagimli bir sekilde mitotik indekste azalma goriilmiis ve
istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Penoksulam’in, Allium cepa’nin kdk meristematik

hiicrelerinde MI ve mitotik fazlar iizerinde degisik sekillerde etkilemistir. Mitotik indeksin
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en diisiik oldugu doz 96 saatlik uygulamada 50 ug/L olup %48,62+0,95d° dir. Profaz
frekansi 24 ve 48 saatlik uygulamalar icerisinde artis ve azalislar gosterirken, 72 ve 96 saatlik
uygulamalarda hemen hemen ayni sonuglar1 vermektedir, en diisiik profaz frekansi 24 saatlik
uygulamanin 25 pg/L derisiminde (%84,6+0,37) rastlanilmis ve kontrol grubuna gore
azalmistir. Metafaz frekansinda 48 saatlik uygulamanin kontrol grubuna oranla diger
derisimlerinde mitotik indeksinde azalma goriilmiis, en diisiik metafaz frekansi 48 saatlik
uygulamanin 50 pg/L (%1,63+0,19) derisiminde rastlanilmistir.

Penoksulam’in anafaz frekans1 24 saatlik kontrol grubuna oranla artig gosterirken,
48, 72, 96 saatlik uygulamalarda kontrol grubuna oranla azalmistir. Penoksulam’in
enayiiksek telofaz frekansina 24 saatlik uygulamanin 25 pug/L derisiminde (%10,33+0,35)
rastlanmisken en diisiik telofaz frekansi ise 48 saatligin 50 pg/L derisiminde (6,7+0,62)
rastlanilmustir.

Incelenen maddenin  hiicreler iizerindeki — mitotik indeks oranini diisiirmesi
maddenin mitodepresif etki yarattigini ortaya koymaktadir. Madde, interfaz evresine giren
hiicre yogunlugunu azaltip hiicre dongiisiiniin olagan mekanizmasina zarar vermektedir.
Mitotik indeks oraninda artma ya da azalma, ¢evresel biyolojik caligmalarda sitotoksisite de
kullanilmaktadir. Incelenen maddenin hiicreler iizerindeki mitotik indeksteki azalmanin
nedenleri DNA sentezinin inhibisyonu nedeniyle, G fazindan mitoza gegisinin
engellenmesiyle [96], kimyasallarin mitodepresif etkisiyle [102], enerji {iretiminin
engellenmesi ve ATP iiretiminin azalmasiyla, hiicre dongiisiiniin durdurulmasiyla DNA
polimeraz ve ¢esitli gorev yapan enzim proteinlerin incelenmis madde i¢in hedefi inhibe
edilmistir. Bu olay antimitotik etki olarak tanimlanir. Mitotik indeks diisiisii, test edilen
maddenin mitodepresif bir etkiye sahip oldugunu gosterir. Test maddesi, gegen hiicrelerin
sayisini azaltarak hiicre dongiisiiniin normal c¢alismasini engeller. Mitotik aktivitenin
azaltilmasi, S-faz DNA sentezinin inhibe edilmesiyle de olusur [103, 104].

Penoksulam’in neden oldugu anomalikler, kalgin kromozom yapisi, anafaz telofaz
bozuklugu, yapiskanlhik, anafafaz koprisii, poliploididir. Cizelge 5.4’ de baktigimizda
Penoksulam’in neden oldugu toplam anomalilerin en ¢ok oldugu derisim 96 saatlik
uygulamanin 50 pg/L’lik derisiminde (14+1) goriilmektedir. Anafaz kopriisii olusumu 48
saatlik uygulamanin 25 ug/L’lik derisiminde ve 96 saatlik siiregte 12,5 ng/L’lik derisiminde
en biiylik hasar derecesini gdstermistir. Anafaz kopriilerinin olusum nedenleri arasinda,

uygulanan kimyasallarin klastojenik etkisi ile kromozom kiriklar1 veya fiizyonu, kardes
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kromatit degisimi, disentrik kromozom nedeniyle, replikasyon enzim aktivasyonunundaki
degisikliklerden ya da yapiskanliktan olustugu bilinmektedir [83]. Yapiskanlik frekansi en
fazla 96 saatlik siiregte 12,5 pg/L’lik derisiminde goriilmiistiir.

Yapigskanlik, kromozomlarin  kisalmasi ve  yogunlasmasi ve DNA'nin
depolimerizasyonuyla ve niikleoproteinlerin normalden az ¢6ziinmesinden ya da kromatin
liflerinin ekstra kromozomal ile i¢ ige gegcmesi nedeniyle olabilir. Yapiskanlik durumu
DNA-DNA veya DNA-protein ¢apraz baglanmalarinaasebep olur. Muhtemel olarak
yapigkanlik, teste tabi tutulan maddenin toksik oldugunu gostermesi agisindan biiyiik bir
onciil olmasiyla birlikt anormalligin hiicrenin 6liimiine neden olduguda diistindiirmektedir
[95, 105]. Anafaz telofaz bozuklugu 72 ve 96 saatlik uygulamanin 50 pg/L’lik derisiminde
hasar seviyesi en yiiksek boyuta ulagsmistir. Anafaz-telofaz bozuklugu ve kalgin olusumu
nedeni ise kutuplara dogru giden kromozomlarin basaramamasiyla, ig yapisinin
deformasyonu nedeniyle veya bozulmus mikrotiibiillerden dolay1 olusuyor olabilir [105,
106]. Kalgin kromozom yapisi 24 saatlik siiregte 12,5 ug/L’lik derisiminde ve 96 saatlik
uygulamanin 50 pg/L’lik derisiminde en yliksek hasar frekansini gostermistir. Kalgin
kromozomlarin, kromozomlarin kutuplara hareket etmesiyle ya da asentrik parcalar
nedeniyle olusmasi durumunda MN olusumu gergeklesebilmektedir [107]. Poliploidi
hiicreler fragmoplastin eksikliginden kaynaklanabilir [108]. Calismamizdan farkli olarak
Penoksulam, Chinese hamster yumurta hiicrelerinde, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, rat lenfositlerinde ve fare kemik iligi hiicrlerinde genotoksik etki
gostermemistir [109].

Penoksulam’in genotoksik etkileri Komet test ile belirlenmis olup, uygulanan test,
kolay, hizli, ¢ok yonlii, basit, hassas ve maliyeti diisiiktiir [79], DNA hasarlarindan, DNA
capraz baglantilar1 ve oksidatif DNA hasar1 gibi lezyonlar, 6zel DNA tamir enzimleri
kullanilarak Komet testiyle belirlenebilir. Farkli olarak Alium cepa kok hiicreleri Komet
testinde de kullanilmaktadir [7, 67, 90, 110, 111]. A. cepa kok meristematik hiicrelerinde
Penoksulam’in, DNA hasar1 Komet testi ile 24-96 saat arasinda degerlendirilmistir
(Cizelge 5.5). Hiicrelerde hasar degerleri doza ve zamana bagl olarak artis gostermis, en
biiyiik hasar degeri 96 saatlik uygulamanin 50 pg/L’lik derisiminde goriilmiis olup, en az
hasar seviyesi 12,5 ug/L’lik derisimin 24 saat uygulama da tespit edilmistir ve istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Literatiirde yapilan diger bir ¢alismada Penoksulam, 15 ve 30

giin sonra Mytilus galloprovincialis'in hemositlerinde comet assay ile ROS iiretiminin ve
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DNA hasarinin indiiklenmesine neden oldugunu saptamiglardir [111]. Penoksulam ayrica
Oryza sativa'da [112] Oreochromis niloticus [113] Rhamdia sp. ve Cyprinus carpio’da
oksidatif strese neden olmustur [114].

Penoksulamin A. cepa kok hiicrelerinde LC-MS/MS ile kantitatif analizi Cizelge 5.6’
da goriildigii tizere, en ¢cok Penoksulam miktar 96 saatlik uygulamanin 50 pg/L’sinde olup
slireye ve zamana bagli olarak artig gostermistir. 24, 48, 72 saatlik uygulamalarda
istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir.

Sonug olarak, Penoksulam A. cepa kok ucu meristematik hiicrelerinde sitotoksik
aktivitesi sebebiyle mitotik indekste bir azalmaya neden olmus ve KA' larda ve DNA
hasarinda ise artisa neden olarak genotoksik etkiye sebep oldugu belirlenmistir. A. cepa
tizerinde absorbsiyon miktari tayin edilmis olup ve birgok tarim triinlerini, hastaliklardan,
yabanci ot popiilasyonundan ve zararlarindan koruyabilmek, kalieteli {iriin kullanimu,
kulllanilan kimyasallarin da dikkat ederek gerekli derisimlerde uygulanmasi gerekir ve

baska molekiiler test sistemleri ile de arastirilmalidir.
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