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ONSOZz
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Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’nda “Yiiksek Lisans Tezi’ olarak hazirlanmistir. Bu
caligmanin konusunun se¢iminde, ¢alismanin planlanmasi ve degerlendirilmesi asamasinda
cok degerli bilgi birikimlerini benden esirgemeyen, her tiirlii konuda beni destekleyen sayin
danigman hocam Prof. Dr. Hiiseyin INCEER e tesekkiir ve siikranlarimi1 sunmay1 bir borg
bilirim. Yuksek lisans suresince her konuda bana yardimci olan, bilgi birikim ve
deneyimlerini benimle paylasan degerli hocam sayin Prof. Dr. Sema AYAZ’a tesekkiirlerimi
sunuyorum ayrica tez kapsamindaki akim sitometrisi ¢alismalarinin yUritilmesinde maddi
destek saglayan TUBITAK a (112T132 nolu proje), tezimle ilgili yardimlarindan dolay1 Ars.
Gor. Nursen AKSU’ya, her zaman yanimda olan, beni destekleyen sevgili aileme ve

arkadaslarima tesekkiir ederim.

Tugba ERGIN
Trabzon, 2016



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Allmum cepa L. meristematik kok hcreleri
Uzerine Rosa canina L. inflizyonlarinin antimutajenik etkisinin arastirilmasi” bashikli bu
calismayr bastan sona kadar damismanim Prof. Dr. Hiiseyin INCEER sorumlulugunda
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Yiksek Lisans Tezi

OZET

ALLIUM CEPA L. MERISTEMATIK KOK HUCRELERI UZERINE ROSA CANINA L.
INFUZYONLARININ ANTIMUTAJENIK ETKiSININ ARASTIRILMASI

Tugba ERGIN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Hiiseyin INCEER
2016, 48 Sayfa

Bu calismada, linuron herbisitinin, A. cepa (sogan) meristematik kok hicreleri
uzerindeki nutajenik etkisine karsi, R. canina (kusburnu) inflizyonunun antimutajenik etkisi
Allium testi ve akim sitometrisi yontemi ile arastirildi. Bu kapsamda, ilk olarak A. cepa
kokleri, 100 ppm linuron ile 12 ve 24 saat slre ile muamele edildi. Daha sonra kokler, R.
canina inflizyonu ile 12 ve 24 saat sire ile iyilestirmeye birakildi. Yapilan Allium testi
sonucu, linuron’un uygulama siiresine bagli olarak, meristematik kok hicrelerde mitozu
baskiladigi, mitotik hicrelerde diizgiin dagilmamis kromatin, yapisik kromozom, c-metafaz,
kromatid kopriisii ve geri kalmis kromozom anormalliklerine neden oldugu tespit edildi.
Bunlara ilave olarak, akim sitometrisi analizi ile linuron’un hiicre dongiisiiniin S evresinde
DNA sentezini inhibe ettigi belirlendi. R. canina infiizyonlarinin ise DNA sentezini yeniden
aktive ettigi, mitotik hiicre boliinmesini yeniden diizenledigi ve linuron’un neden oldugu
kromozomal anormallikleri 6nemli derecede azalttigi tespit edildi. Bdylece, hiicre boliinmesi
tizerindeki linuron toksisitesine karsi, R. canina infiizyonlarmm koruyucu ve mitotik

hiicrelerdeki olumsuz etkileri iyilestirici etkisi ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Akim Sitometri, Allium cepa, Antimutajen, Linuron, Rosa canina
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Master Thesis

SUMMARY

INVESTIGATION OF ANTIMUTAGENIC EFFECT OF ROSA CANINA L. ON ROOT
MERISTEMATIC CELLS OF ALLIUM CEPA L.

Tugba ERGIN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin INCEER
2016, 48 Pages

In this study, the antimutagenic effect of R. canina (rose hip) infusion against to
mutagenic effect of the herbicide linuron was investigated on meristematic root cells of A.
cepa (onion) by Allium test and flow cytometry method. In this context, firstly, roots of A.
cepa were treated with 100 ppm linuron for 12 and 24 hours. Then the roots were recovered
by R. canina infusion for 12 and 24 hours. In result of Allium test, depending on exposure
time of linuron, it was determined linuron suppressed to mitosis in meristematic root cells and
caused disturbed chromatin, sticky chromosomes, c-metaphase, chromosome bridges, vagrant
chromosom abnormalities in meristematic root cells. In addition to these, linuron was found to
inhibit of DNA synthesis in S-phase of cell cycle with flow cytometry analysis. It was found
that the infusions of R. canina have activated DNA synthesis, arranged mitotic cell division
and reduced chromosomal abnormalities of linuron. Thus, protective effect and healing the
negative effects in mitotic cells of R. canina infusions against to the linuron toxicity on cell

division was revealed.

Key Words: Allium cepa, Antimutagen, Flow cytometry, Linuron, Rosa canina
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Serbest oksijen radikallerini noétralize edici 0Ozelliklere sahip olan antioksidanlar,
(antosiyaninler, karotenoidler, flavanoidler, fenolikler vb.), mutajen veya kanserojen ajanlarin
olumsuz etkilerini gidermede veya azaltmada kullanilan kimyasallarin baginda gelirler
(Bhattacharya, 2011). Bununla birlikte, antioksidanlarin mutajen veya kanserojen ajanlara
karst DNA diizeyindeki potansiyel iyilestirici etkilerinin yani DNA {izerinde tamir olusturup
olusturmadiginin belirlenmesi, bu kimyasallarin hiicre dongiisii, dolayisiyla hiicre kinetigi
uzerindeki rollerinin ortaya konulmasi bakimdan olduk¢a 6nemlidir.

Mutajen veya kanserojen ajanlar, canlilar iizerine toksik etki yapmakta ve genetik
yapilarin1 bozmaktadirlar. Genetik materyalde meydana gelen hasarlar ise tamir edilemedigi
takdirde, kontrolli hiicre liimleri veya kanserler meydana gelmektedir (Dikilitas ve Kogyigit,
2010). Bununla birlikle, mutajen veya kanserojen ajanlar, insanin bulundugu hemen her yerde
mevcuttur ve tim bu zararli ajanlart tamamen kaldirmak pek de miimkiin degildir
(Gasiorowski vd., 1997). Bu nedenle, mutajenik veya kanserojenik faktorlerin genotoksik
etkisini azaltmak icin diizenli olarak, mutasyonlara neden olan bu zararli ajanlarin, frekansini
ya da oranmni degisik mekanizmalarla kendiliginden azaltabilme 6zelligine sahip
antimutajenik ajanlar alma ihtiyact ortaya c¢ikmaktadir. Bu antimutajenik ajanlara
verilebilecek en iyi 0rnek ise dogal gidalardir (Gasirowski vd., 1997; Bayrak, 2012). Hem
koruma hem de tedavi amagh 6zellikle de antioksidan bakimindan zengin olan meyveler ve
sebzeler bu agidan pek ¢ok arastirmanin konusu olmustur (Bayrak, 2012). Bu kapsamda, son
yillarda yapilan arastirmalarla bir¢ok gida maddesinin antimutajenik veya antikanserojenik
bilesiklerden olustugu ortaya konulmustur (Block vd., 1992; Water vd., 1996; Glinska vd.,
2007; Posmyk vd., 2008; Bayrak, 2012). Fakat, bu kapsamda bitkiler {izerinde yapilan
caligmalar oldukga sinirli olup, yapilan caligmalar ise daha ¢ok hiicre boliinmesinin mitotik
evresini (M evresi) kapsamaktadir.

Mutajen veya kanserojen ajanlarin DNA veya kromozomlar {iizerinde yapacagi
hasarlarin tespiti ve derecesi hedef olmayan organizmanin gelecegi agisindan oldukga
onemlidir. Bu toksik ajanlarin DNA veya kromozomlar iizerindeki etkilerini tespit etmek i¢in

monitdr sistem olarak genellikle bitkilerin aktif kok uclar1 (meristematik hiicreleri)



kullanilmaktadir (Nilan ve Vig, 1976; Grant, 1978; Inceer, vd., 2004; Inceer, vd., 2009).
Bununla birlikte, meristematik hiicreler ile yapilan bir¢ok sitotoksisite ve genotoksisite
calisma sonuclar1 ile memeli sistemlerde elde edilen sonuglar birbirine olduk¢a benzerdir
(Majer vd., 2005; Olorunfemi vd., 2011).

Linuron, gerek tarim alanlar1 (fasulye, pamuk, patates, misir ve havug) gerekse tarim-
dis1 alanlarda istilact otlara kars1 kullanilan bir herbisit olup, yiiksek yapili bitkilerde
mutajenik etkilere sahip olabilecegi rapor edilmistir (Inceer vd., 2004). Bu herbisitin, ay¢icegi
(Helianthus annuus) meristematik kok hiicrelerinde mitotik indekste azalmalara ve kromozom
anormalliklerinde artislara neden oldugu gozlenmistir (Inceer vd., 2004).

Rosaceae familyasinin Rosa cinsinde yer alan Rosa canina (kusburnu), tilkemizde
oldukc¢a genis yayiligh olup, gerek ekonomik gerekse tibbi yonden kullanimi olan bir tiirdiir
(Nilsson, 1977; Ercisli ve Giileryiiz, 2005). Yapilan bir¢cok ¢alismayla kusburnu’nun serbest
oksijen radikallerini notralize edici ve dolaysiyla giiclii bir dogal antioksidan kaynagi oldugu
ortaya konulmustur (Chrubasik vd., 2008; Serteser vd., 2008; Gao vd., 2000; Kizilet vd.,
2013). Fakat, kusburnunun, bitkilerde mutajenik etkiye sahip mutajenlere karsi, antimutajenik
etkileri ise henuz bilinmemektedir.

Bu tez calismasinda, meristematik kok hiicreleri iizerine mutajenik etkiye sahip linuron
herbisitine karsi, kusburnunun antimutajenik etkisinin Allium cepa (sogan) meristematik kok

hiicrelerinde, klasik ve modern sitogenetik teknikler kullanilarak arastirilmasi amaglanmaistir.

1.2. Literatiir Ozeti

Gundmuzde ekolojik sistemlerin bozulmasi ve gevreye birakilan gesitli kirletici ajanlar
vasitasiyla, canlilar iizerinde olumsuz etkiler meydana gelmektedir (Berkes ve Kislalioglu,
1990). Gerek tarim gerekse tarim dist alanlarda yaygin olarak kullanilan pestisitlerin yani
sira, endiistri bolgelerinin g¢evre kirleticileri arasinda yer alan agir metaller, canlilar lizerine
olumsuz etki yaparak mutasyonlara veya kansere yol agmaktadirlar (Clapp vd., 2008). Bu
cevresel ajanlar; endojen kaynakli reaktif oksijen tiirlerini aktive etmek suretiyle, dolaylh
olarak reaktif oksijen tirlerini (ROT) olusturmakta (Klauning vd., 1997) ve bdylece
hiicrelerde oksidatif strese neden olmaktadirlar. DNA molekiliine zarar veren ve kansere yol
acan serbest oksijen radikallerini notralize edici Ozelliklere sahip olan antioksidanlar ise
reaktif oksijen tiirlerini etkisizlestirmek suretiyle, organizmay1 zararl etkilerden korurlar. Bu

kapsamli savunma sistemi, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar sayesinde



gerceklestirilir. Reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan sistemleri arasinda bir denge mevcut
olup, bu dengenin bozulmasi sonucu gelisen oksidatif stres, cesitli yollarla biyomolekiillere
hasar vermektedir (Cooke vd., 2003; Evans ve Cooke, 2004).

Antioksidanlar, dogal antioksidanlar ve yapay antioksidanlar olarak iki sinifa ayrilabilir.
Dogal antioksidanlar kaynagina gore; endojen ve ekzojen antioksidanlar seklinde iki grupta
ele alinabilir. Viicudun kendi {irettigi endojen antioksidanlara Katalaz (CAT), stperoksit
dismutaz (SOD), hidroperoksidaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S transferazlar,
glutatyon rediktaz, sitokrom oksidaz, melatonin, seruloplazmin, miyoglobin, bilirubin,
glutatyon, ferritin metiyonin, albumin gibi bilesikler Ornek olarak verilebilir. Ekzojen
antioksidanlar ise vitaminler, ilaglar ve gidalardaki yapay antioksidanlardir. Askorbik asit (C
vitamini) Folik asit (B9), a-tokoferol (E vitamini), B-karoten vitamin olan antioksidanlardir
(Di Mascio vd., 1991).

Mutajen ajanlarin olumsuz etkilerini gidermenin veya azaltmanin en etkili yolu, dogal
antimutajenleri kullanmaktir (Bhattacharya, 2011). Ginlik diyetlere alinacak olan askorbik
asit (Vitamin C), tokoferol (Vitamin E) ve karotenoidler (o-karoten, [-karoten, -
kriptoksantin) gibi antioksidanlar, organizmay1 reaktif oksijen molekiillerine karsi énemli
olgtide korurlar (Slaninova vd., 2009).

Antioksidanlarin ¢evresel ajanlara karst gostermis olduklari antimutajenik etkilerinin
hiicre dongiisiinde analiz edilmesi, bu kimyasallarin hiicre dongiisii {izerindeki rolleri ile DNA
hasarlarin1 azaltic1 veya onarict etkilerinin ortaya konulmasi bakimdan oldukc¢a dnemlidir.
Gilinlimiizde hiicre dongiisii analiz ¢aligmalarinda, artik radyoizotop ve otoradyografi’nin
yerini daha giivenilir ve daha hizli olmas1 nedeniyle akim sitometrisi almistir (Dolezel vd.,
2007). Akim sitometrisi teknigi ile birgok mutajenik veya kanserojenik ajanin, DNA sentezi,
nuklear DNA miktar1 ve kromozomlar iizerindeki olumsuz etkileri ortaya konulmustur
(McMurphy ve Rayburn, 1993; Dolezel vd., 2007; Monterio vd., 2010). Bununla birlikte,
ajanlarin hiicre dongiisii iizerindeki olumsuz etkilerinin azaltilmasi veya tamamen ortadan
kaldirilmast ile de hiicre dongiisiinliin kontrol noktalart olan GI1/S, G2/M evrelerinde
degismeler de gozlenmistir (Dolezel vd., 2007). Ayni zamanda, akim sitometrisi analiz
sonuclar1 ile mikroskobik incelemelerdeki mitotik indeks ve kromozomal anormallikler
korelasyon gostermekte olup, klastogenik etkilerin bir gostergesi olarak kabul edilmistir

(Monteiro vd., 2010).



1.2.1. Rosa canina L. (Kusburnu)’min Genel Ozellikleri

Rosa canina (kusburnu), Rosaceae familyasinin Rosidea alt familyasinda yer alan ¢ok
yillik bir bitkidir. Basta Rusya olmak iizere, Almanya, Polonya, Isvicre, Fransa gibi bircok
Avrupa iilkesi ile Korsika, Bati Asya ve Afrika’da yaygin olarak bulunmaktadir
(Yamankaradeniz, 1983). Ulkemizin her bdlgesinde dogal olarak yayilis gdstermekle birlikte,
daha ¢ok Kastamonu, Corum, Amasya, Tokat, Sivas, Giimiishane, Erzincan ve Erzurum gibi
Orta-Kuzey Anadolu bolgesinde yaygin olarak yetismektedir. Giilburnu, Yabangiilii, Giil
Elmasi, Kopek Giilii ve Silan gibi isimlerle de anilan kusburnu, 40-50 cm kadar boylanabilen
dik veya sarkik formlu, bazi tiirleri tirmanici, gévde ve dallar1 az ya da ¢ok dikenli, kisin
yapragimi doken, ¢ali formunda bir bitkidir (Giines ve Sen, 2001). Kokleri 4 metreye kadar
derine indigi i¢in kurakliga oldukca dayaniklidir.

Kusburnu meyvesi parlak koyu kirmizi renkte, yumurtamsi ve yuvarlak sekilli, 15-17
mm uzunlukta ve 10-12 mm genisliktedir. Meyveler %0.038 oraninda portakal saris1 renginde
ucucu yag, %11 pektin asidi, %10.0-13.7 invert seker, %0.6-2.4 sakkaroz, %11.6-15.6 toplam
seker, %1.7-3.0 sabit yag % 3 elma ve limon asidi, % 2.0-2.7 tanenli maddeler, % 2.4-4.0 kul
ve %22.8-38.0 arasinda degisen oranda su ihtiva etmektedir (Arslan vd., 1996). Bu bitki halk
arasinda soguk alginligi, grip, romatizma, diyabet, Oksiiriik gibi cesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Kasimoglu ve Uysal, 2016).

Kusburnu meyvesi yiiksek oranda C vitamini icermektedir ve bu vitaminin en fazla
bulundugu yer etli kabugudur. Bunun yan1 sira, P vitamini (permeabilite vitamini), karoten,
B1, B2, E ve K vitaminleri de icermektedir. Mineral madde ve flavonoidler yoniinden de
zengin olan meyvesinin yapisinda, potasyum, sodyum, kalsiyum, magnezyum, demir,
mangan, fosfor, bakir, ¢inko gibi katyonlar ve sulfat, klorir, nitrat gibi anyonlar da
bulunmaktadir. Meyveleri yag ve protein bakimindan zengin degildir ve bilesimindeki
organik asitlerden malik asit ve sitrik asitler eksiligini, asetik asit ise kokusunu vermektedir.
(User, 1967., Yildiz ve Nergiz, 1996., Poyrazoglu, 1988., Ozcan, 2000., Ozcan, 2005.,
Ercisli, 2007., Gonzales, 1989., Ozcan vd., 2008., Demir ve Ozcan, 2001., Willcox, vd.,
2003). Kusburnu meyvesinde insan sagligma zararli pestisit ve agir metallerin (arsenik,
kadmiyum, kursun, civa) bulunmayisi, giivenli bir sekilde bebek gidasi olma o&zelligi
katmaktadir (Akyiiz, vd., 1996). Kusburnu meyvesinden recel, meyve suyu marmelat gibi
yiyecek ve igecekler de liretilmektedir (Ansin, 1996).

Gilinlimiizde kusburnu meyvelerinin yaygin olarak kullanim alanlarindan biri de cay

olarak tliketimidir. Kusburnu meyvelerindan hazirlanan % 1, 2, 3, 4 ve 8’lik infiizyonlarin,



serbest radikal temizleyici 6zelliklere sahip olduklar: tespit edilmistir (Kiliggiin, 2010). Buna
ilave olarak, kusburnu infiizyonlarinin yiiksek oranda antioksidan aktiviteye de sahip
olduklar1 gdzlenmistir (Gao, 2000; Ozcan, 2000; Campanella, 2003; Serteser, vd., 2008). Gao
(2000) bu antioksidan aktivitesinin fenolik bilesikler, karotenoid ve askorbik asit miktariyla
iliskili oldugunu rapor etmistir.

Kizilet vd (2013) kusburnu meyvelerinden hazirlanan etanol o6ziitlerinin, etil
metansiilfonatin (EMS) mutajenik etkilerini azalttigin1 rapor etmislerdir. Kasimoglu ve Uysal
(2015) kusburnu meyve o6zltlerin, cypermetrin ve fenvalerat insektisitlerinin, insan lenfosit
kilturlerinde genotoksik etkileri giderdigini tespit etmislerdir. Kasimoglu ve Uysal (2016)
kusburnu meyvelerinin etanol ve su Ozitlerinin, profenofos insektisitinin Drosophila
melanogaster ve insan periferal lenfosit hiicrelerinde neden oldugu genotoksik etkileri
giderdigini rapor etmislerdir. Kiliggiin ve Dehen (2009) in vitro test sistemleri ile
kusburnunun DNA hasari {izerine koruyucu etkilerini aragtirmiglar ve % 3’likk uygulama ile
protein oksidasyonu, lipit peroksidasyonu ve DNA hasarinin belirgin sekilde inhibe oldugunu

belirtmislerdir.

1.2.2. Linuron

Pestisitlerin zirai micadele de yaygin olarak kullanilan gruplarindan biri de
herbisitlerdir. Herbisitler tarimsal liretim sirasinda arzu edilmeyen bitkilerin gelisimini ve
cogalmalarini kontrol etmek icin tasarlanmis kimyasallardir. Yabanci otlarla miicadelede
kullanilan herbisitlerin, mitozu, fotosentezi, amino asit sentezini ve lipid biyosentezini inhibe
etme seklinde etki mekanizmalar1 bulunmaktadir. Ayrica yiiksek dozda herbisit kullaniminin
kromozomal anormallikleri ve mikronukleus olusumunu arttirdigi ve mitotik hasarlara neden
oldugu da bilinmektedir (Causape vd., 2004; Acar, 2014).

Linuron, feniliirea tiirevli herbisit sinifinda yer alan, bitkide fide c¢ikisi Oncesi ve
sonrasinda yaygin olarak kullanilan bir herbisit olup (Sekil 1), kimyasal yapist 3-[3,4-
(dichlorophenyl)-1-methoxy-1-methylurea]’ dir (Katsumata, vd., 2007). Misir, soya fasulyesi,
havug, patates, asparagus, meyve agaclari, bugday, yulaf ve arpa ekilen alanlardaki yabani
otlarin kontroliinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Caux vd., 1998). Hedef bitki tzerine
fotosentezi durdurmak suretiyle toksik etki yapmaktadir. Kokler vasitasiyla topraktan hizlica
emilir ve ksilem yardimiyla yapraklara taginarak fotosentezi inhibe eder (Caux vd., 1998).

EPA (1998)’ ya gore, linuron insan karsinojenik ajani olarak siniflandirilir.
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Sekil 1. Linuronun kimyasal yapist (U.S EPA 1995)

Farkli yontem ve materyaller kullanmak suretiyle yapilan genotoksisite caligmalari ile
linuron herbisitinin mutajenik etkisi ortaya konulmustur. Bu herbisitin, DNA da tek zincir
kiriklarina, mitotik indekste azalmalara ve somatik kromozomlarda ¢esitli anormalliklere

neden oldugu tespit edilmistir (Scassellati-Sforzolini, vd., 1997; inceer vd., 2004).
1.2.3. Mutajenite Testleri ve Monitor Olarak Kullanilan Bitkiler

Mutajen, DNA yapisin1 veya dizisini degistirerek mutasyona neden olan fiziksel veya
kimyasal bir etkendir (Debele¢-Biitiiner ve Kantarci, 2006). Mutajenler, DNA (zerindeki
etkilerini ya dogrudan, ya da genomik bilgilere gore sentezlenen proteinlere baglanarak
dolayl1 olarak gosterirler. DNA hasarinda rol alan kilit molekiillerdeki bozukluklarin ise doku
hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve baz1 genetik ve multifaktoryal hastaliklara yol agtig1
bildirilmistir (Kirsch-Volders, vd., 2003; Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). Mutajenite
testleri esas olarak genomu etkileyebilecek radyasyon gibi fiziksel etkenlerin, parazitik
enfeksiyonlarin, sigara, pestisitler, ilaclar, gida katki maddeleri, nanomateryaller gibi birgok
kimyasal ajanin mutajenik ve kanserojenik potansiyellerinin tespitinde kullanilmaktadir. Buna
ilaveten, ilaglarin hem piyasaya siiriilmeden 6nce hem de ila¢ kullanan kisilerdeki genetik
etkilerini ve gilivenirliligini aragtirmada, bazi hastaliklarda DNA hasarmin belirlenmesinde,
genetik hasar ile hastaliklar arasindaki iligkinin tespit edilmesinde de mutajenite testlerinden
yararlanilmaktadir (Choy, 2001; Mateuca vd., 2006; Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).
Mutajenlerin DNA veya kromozomlar tizerindeki olumsuz etkilerinin belirlenmesinde, farkli
organizmalarda cesitli mekanizmalarla dogrudan ya da dolayli olarak genetik materyalde
meydana gelen hasarlar1 saptamak amaciyla gelistirilmis farkli mutajenite testleri
uygulanmaktadir. Bunlar; bitkilerde yaygin olarak kullanilan A. cepa kromozom anormalligi

testi (Allium testi) (Fiskesjo, 1985; Rank, 2003) ve kuyruklu yildiz testi (Liman vd., 2011),
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Tradescantia mikrontkleus testi (Ruiz vd., 1992), Drosophila’da kullanilan eseye bagh
letalite testi (Kilbey vd., 1984), mayalarda Saccharomyces cerevisiae genotoksisite testi
(Buschini vd., 2003), bakterilerde Salmonella mutajenite testi (Mortelmans ve Zeiger, 2000)
ve Bacillus subtilis tamir testi (Silva vd., 2006), hayvanlarda fare, hamster kemik iligi
mikronikleus testi (Ono vd., 2006) ve hiicre kilturlerinde SCE (Sister Chromatid Exchange:
Kardes Kromatid Degisimi) (Wilson ve Thompson, 2007) testleridir.

Mutajenlerin DNA (zerindeki olumsuz etkilerinin belirlenmesinde, uygulanan mutajene
hizli cevap vermesi, ucuz ve giivenilir olmasi nedeniyle bitkiler daha yaygin olarak
kullanilmaktadir (Grant, 1978). Bitkilerde mutajenite testlerinden en yaygin olani ise Allium
testidir. Allium testi ilk defa Levan tarafindan 1938 yilinda kolsisinin etkisini belirlemek
amactyla yapilmistir. Daha sonraki yillarda bu temel test sistemine belirli modifikasyonlar
yapilarak kullanim alani gelistirilmistir (Fiskesjo, 1985). Allium testiyle mitozdaki
anormallikler ve kromozom hasarlar1 belirlenmektedir. Allium testi’nin uygulamasi kolay ve
maliyeti disiiktiir. Ayn1 zamanda, bu test sonuglari memeli test sistemlerinden elde edilen
sonuclarla iyi korelasyon gosterir ve kimyasallarin gevre lizerindeki genotoksik potansiyelini
belirlemede etkili bir sistemdir (Chauhan, vd., 1986). Elde edilen sonuclarla mitotik indeks

(M1) ve kromozom anormallikleri kolaylikla incelenebilmektedir.

1.2.4. Akim Sitometrisi

Akim sitometrisi (flow cytometry) akan bir sivi igerisindeki hicrelerin 6zelliklerinin
incelenmesi olarak tanimlanmaktadir (Dolezel vd., 2007). Glnumizde hiicre biyolojisi,
genetik, molekuler biyoloji, cevre bilimlerinde (6zellikle sucul mikrobiyoloji) yaygin olarak
kullanilmaktadir (Dolezel vd., 2007). Bu teknik ile hiicreler boyut, sekil, 6zellik, hicre
dongust, apoptosis, hiicrelerin DNA ve RNA miktari, protein igerigi, hiicre i¢i pH, kalsiyum
konsantrasyonlari, kromozom boyutlari, vb. birgok Kkarakter basarili bir sekilde
tanimlanmaktadir (Dolezel, 1997; Rieseberg, 2001).

Akim sitometrisi ile ¢ok fazla hiicre kisa stirede analiz edilebilmektedir (500 hiicre/sn.).
Bu teknik de hiicreler bir sivinin igerisinde lazer demetinin déniinden tek tek gecerler. Boylece
lazer 15101 her hiicre iizerine diiser ve hiicrelerin tek tek analizi yapilir (Taneli, 2007). Floresan
boya ile boyanmis hiicrelerin lazer 1simiyla etkilesimi sonucunda hiicrelerin floresan

yogunlugu olciiliir.



Akim sitometrisi teknigi, insan ve hayvan biyolojisinde yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, bitki biyolojisinde son zamanlarda yaygin olarak kullanilmaya basglamistir. Bu
gecikme cogunlukla tek partikiil stispansiyonunun gerekliliginden kaynaklanmistir. Bitki
hiicreleri hiicre ceperine sahip oldugundan, hiicre izolasyonlar1 ig¢in 6zel metotlarin
gelistirilmesi zorunlu olmustur. Bu konuda en basarili ilerleme ise 1983 yilinda David
Galbraith ve arkadaslarinin (1983), bitkisel dokularindan nukleus izolasyonu igin, basit ve
hizli bir yontem gelistirmeleri ile kaydedilmistir (Dolezel, 1991).

Son yillarda mutajenlerin DNA tizerindeki klastogenik etkilerinin analiz edilmesinde
hizli ve yliksek hassasiyetinden dolay1 akim sitometrisi kullanilmakta ve hiicre dongiisiiniin
(Sekil 2) 1s1k mikrroskobu ile incelenemeyen interfaz evresi basarili bir sekilde analiz

edilebilmektedir (Dolezel vd., 2007).

Sekil 2. Hiicre dongtisunun evreleri (Dal, 2011)



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal Temini

Mutajenite testlerinde kullanilan soganlar lokal bir marketten ve kusburnu meyveleri

ise aktardan temin edildi.

2.2. Cozelti ve Infiizyonlarin Hazirlanmasi

Mutajenite c¢alismalart i¢in 12 ve 24 saatlik deney setleri olusturuldu. Linuron
herbisitinin genotoksik etkiye sahip 100 ppm’lik ¢ozeltisi hazirlandi (inceer vd., 2004).
Infiizyonlar, 2-5 gr kusburnu meyvesi ve 100 ml distile su kullanilarak hazirlandi (Chrubasik

vd., 2008). Kontrol grubunda ise sadece saf su kullanildi.

2.3. Soganlarin Biiyiitiilmesi

Allium testinde kullanilan olan soganlar ilk olarak akan su altinda bir siire yikandi,
tabana yakin dis kabuklar soyuldu ve kurumus kok kalintilar1 uzaklastirildi. Saglikli ve esit
biiyiikliikte 10 adet sogan secildi ve igerisi saf su dolu esit hacimli kaplarda oda sicakliginda
karanlikta bliylimeye birakildi. Daha sonra homojen kok biiyiimesi gosteren soganlar secildi

(Bayrak, 2012).

2.4. Linuron ve Infiizyon Muamelesi

Homojen kok uzamasi gosteren soganlar, iki ayr1 grup halinde linuron’un 100 ppm’lik
cozeltisi ile 12 ve 24 saat sureyle muamele edildi. Her uygulama stiresinin sonunda, aktif kok
uglari alindi ve daha sonra ayni soganlar kusburnu infiizyonlarinda 12 ve 24 saat sure ile

iyilestirmeye birakildi. Tyilestirmenin sonunda tekrar soganlardan aktif kok uglari alinds.
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2.5. Fiksasyon ve Saklama

Soganlardan alinan aktif kok uglari 3:1 oraninda alkol-asetik asit ¢ozeltisinde bir gece
4°C’de bekletildi. Fiksasyondan sonra aktif kok uglar1 %70’lik alkole alind1 ve daha sonra
4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi (Jones ve Rickards, 1990).

2.6. Hidroliz

Mitoz preparatlarinin hazirlanmast igin %70’lik etil alkolden alinan aktif kok uglart saf
su ile yikandiktan sonra, hiicre ¢eperinin yumusamasi ve hiicrelerin serbest duruma gegmesi

icin 1 N HCI’de, 60°C’de, 8-10 dk hidroliz edildi (Jones ve Rickards, 1990).

2.7. Boyama ve Preparat Hazirlama

Hidroliz asamasini takiben kokler saf suyla yikandi, 1-2 saat Shiff-Reagent’da bekletildi
ve boylece meristematik kok uclarinin boyanmasi saglandi. Boyanan meristematik kok uglar
kullanilarak % 45°lik asetik asit ile ezme preparatlar yapildi. Hazirlanan preparatlar igerisinde
etil alkol bulunan salede 4°C’de bir gece bekletildi. Bu islemin sonunda preparatlar Entellan
ile daimi hale getirildi (Elgi, 1994).

2.8. Sitogenetik Incelemeler

Her uygulama grubuna ait 3 preparatin her birinden, hicreleri en iyi temsil eden 5 bolge
secildi. Bu bdlgelerdeki hiicreler incelenerek hiicre bélinmesinin profaz, metafaz, anafaz ve
telofaz evreleri ile mitotik indekste meydana gelen degismeler ve mitotik kromozom
anormallikleri tespit edildi (Inceer ve Beyazoglu, 2000; Inceer vd., 2004; Inceer vd., 2009).
Incelenen hiicrelerin dijital fotograflar1 ¢ekildi (Olympus CX21).

Mitotik indeks yiizde (%) olarak su formiil ile hesaplands;

Mitotik Indeks (%)= Boliinen Hiicre Sayis1 x 100 / Toplam Hiicre Sayist
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Normal ve anormal hiicrelerin orani asagidaki formiile gore hesaplandi (Kara vd.,

1994). Normal hticreler igin:

% = Profazdaki Hiicre Sayis1 x 100 / Toplam Mitotik Hiicre Sayis1

Anormal htcreler igin:

% = Profazdaki Anormal Hiicre Sayis1 x 100 / Profazdaki Toplam Hiicre Sayis1

2.9. istatistiksel Analiz

Kontrol ile uygulama gruplari arasindaki farkliliklar, Statistica (versiyon 7.0) bilgisayar

programinda Dunnett t-test (2 yonlii) yapilarak istatistiksel olarak degerlendirildi (P=0,05).

2.10. Akim Sitometri Analizi

Akim sitometrisi analizi igin, her uygulama grubuna ait soganlardan elde edilen aktif
kok uglart kullanilarak nukleus izolasyonu yapildi. Bu islem igin, merisematik kok ucu
kesilerek, 1ml modifiye WPB (Loureiro vd., 2007) (0.2 M Tris HCI, 4 mM MgCI2:6H20, 2
mM EDTA Na2-2H20, 86 mM NaCl, 10 Mm potasyum metabisulfit, 1 % PVP-30, 1 % (v/v)
Triton X-100, pH 7.5) tamponu igerisinde, mekaniksel olarak keskin bir jilet yardimiyla
kiiciik parcalara ayrildi ve 50 uM naylon filtre ile suzildu. Elde edilen nukleus suspansiyonu
10pg/ml RNase ile muamele edildi ve 10pg/ml propodium iodide (PI) ile boyand:1 (Dolezel
vd., 2007). Akim sitometrisinde Ol¢iim yapilincaya kadar, deney tiipleri buz igerisinde
muhafaza edildi. Daha sonra hazirlanan O&rnekler akim sitometrisi (BD Accuri C6)
kullanilarak analiz edildi. Akim sitometrisi analizleri 3 tekrarli olarak yapildi. Her bir
ornekten en az 5000 nukleus sayildi, hiicre dongiisiiniin S evresindeki hiicrelerin frekansinda

meydana gelen degismeler ModFit LT (versiyon 4.1) programi yardimi ile degerlendirildi.



3. BULGULAR

Mutajenite ve antimutajenite testleri sonucu, mitotik hiicrelerin bdliinme frekaslart ve
kromozomlarda meydana gelen degismelere ait veriler Tablo 1-2, Sekil 3-27°de verilmistir.
Buna ilave olarak, hiicre bélinmesinin S evresindeki hicrelerin frekanslarinda meydana gelen

degismeler Tablo 3 ve Sekil 15°de gosterilmistir.

3.1. Mitotik Hicre Bélinmesi

Linuron herbisitinin, A. cepa meristematik kok hicrelerinin mitoz boltinmesi tzerine
gosterdigi etkiler Tablo 1-2 ve Sekil 3-6 verilmistir. Mitotik hiicre boliinme frekansi (mitotik
indeks), 12 ve 24 saat siire ile 100 ppm herbisit uygulanan tiim gruplarda, zamana bagli olarak
onemli 6l¢iide azaldigi tespit edilmistir (Tablo 1 ve Sekil 3). Bununla birlikte, R. canina
inflzyon uygulamasindan sonra ise 24 saatlik uygulama grubunda mitotik hiicre béliinme
frekansinin 6nemli 6l¢giide yeniden arttigir gézlenmistir (Tablo 1, P=0,05).

Herbisit ve inflizyon uygulama gruplart arasindaki degismeler kontrole gore
kiyaslandiginda, 12 saatlik herbisit uygulama grubu ile infiizyon uygulama grubu arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (Tablo 1). Fakat, 24 saatlik herbisit uygulama
grubu ile inflizyon uygulama grubu arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur
(Tablo 1, P=0,05). Elde edilen bu sonuglar, herbisit uygulanan 12 saatlik uygulama grubunda,
inflizyon uygulamasinin, herbisitin olumsuz etkilerini heniiz iyilestiremedigini, 24 saatlik
uygulama grubunda ise iyilestirmelerin 6nemli derecede saglandigini gostermektedir.

Herbisit uygulamasindan sonra hiicre boliinmesinin mitotik evlerinde onemli Olciide
degismeler tespit edilmistir (Tablo 1). Yapilan incelemeler sonunda, profaz, metafaz ve ana-
telofaz evrelerindeki anormal hiicrelerin frekanslarinda onemli 6lgiide artiglar gozlenmistir.
Infiizyon uygulama gruplarinda ise anormal hiicrelerin frekanslarinda énemli dlgiide azalma
meydana gelmistir.

Linuron uygulanan A. cepa meristematik kok hucrelerinde, mitoz boliinmenin farkli
evrelerinde gesitli kromozomal anormallikler meydana gelmistir (Tablo 2 ve Sekil 11-14).
Genel olarak, metafaz evresinde kromozom yapismasi (Sekil 11), c-metafaz (Sekil 12) ve geri
kalmig kromozom (Sekil 14), anafaz-telofaz evresinde ise koprii olusumu (Sekil 13)

anormalliklerine rastlanilmistir. Herbisit uygulama siiresine bagli olarak kromozomal
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anormalliklerde artiglar gozlenmistir. Bununla birlikte, yapilan incelemeler sonucu, mitotik
hiicrelerde en fazla metafaz anormalliklerinin meydana geldigi belirlenmistir. Infiizyon
uygulama gruplarinda ise tespit edilen bu anormalliklerde 6nemli Olctide azalmalar

gorilmiistiir.

3.2. interfaz’in S Evresi

Herbisit ve inflizyon uygulama gruplarina ait akim sitometrisi analiz sonuglar1 Tablo 3
ve Sekil 15-27°de verilmistir. Hucre bolinmesinin S evresinde, herbisit uygulanan 12 ve 24
saatlik her iki grupta, kontrole gore hiicre frekansinda azalma meydana gelmistir (Tablo 3 ve
Sekil 15-27). Ozellikle 24 saatlik herbisit uygulama grubunda, hiicre frekansinda énemli
olgiide azalma gdzlenmistir. Infiizyon uygulanan gruplardan 12 saatlik uygulama grubunda,
kontrole gore yeterli diizeyde iyilestirmeler saglanamamistir. Fakat, 24 saatlik infiizyon
uygulama grubunda, 6nemli dlgiide iyilestirmeler saglanmistir. Elde edilen bu sonuclar, ayni

zamanda yapilan Allium testindeki mitotik indeks sonuglar1 ile de uygunluk gostermektedir.



Tablo 1. Allium cepa’da mitotik indeks ve mitotik evrelerde goriilen degismeler

Zaman  Konsantrasyon incelenen Hiicre o Profaz % Metafaz % Ana-Telofaz %
(saat) (ppm) Say1s1 Toplam  Anormal Toplam  Anormal  Toplam Anormal
Kontrol 3508 8,65+1,71 55,7 - 17,8 1,6 25,7 0,3
12 Linuron 3188 3,37+£0,86* 41,6* - 33,3* 20,3* 24,1 12,0*
Linuron+inf1'izyon 3076 5,61+0,82* 39,8* 0,6 19,6 4,05 40,4* 0,6
Kontrol 3460 7,8612,33 58,2 - 19,7 0,4 22,0 0,4
24 Linuron 3064 3,32+0,91* 46,5 19,8* 36,6 29,7* 16,8 12,8*
Linuron+infiizyon 2818 6,55+2,01 57,0 - 15,2 3,8 27,7 1,6
*P =0,05

+: Standart sapma

14"
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Sekil 3.

Allium cepa’da mitotik indeks degisimleri.
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Sekil 4. Allium cepa’da toplam anormallik oranlari.




Tablo 2. Allium cepa’nin mitotik hiicrelerinde gorulen anormallikler

Zaman KGNSO pgiin,  gomoom Comad o CMentm GO D0T T,
Kromatin (%) (%) pristi (%) (%) (%) (%)
Kontrol 0,80 0,94 - 0 - 1,74
12 Linuron 2,50 13,28 3,78 12,50 1,50 33,58
Linuron+infiizyon 4,66 0,66 - - - 5,23
Kontrol - 0,88 - - - 0,88
24 Linuron 19,96* 7,72 8,46 25,64* - 61,82
Linuron+infiizyon - 3,86 0,98 1,00 0,60 6,44

]
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Sekil 5. Allium cepa’nin mitotik anormallik orani (12 saatlik uygulama grubu)
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Sekil 6. Allium cepa’nin mitotik anormallik oran1 (24 saatlik uygulama grubu)




Sekil 7. Allium cepa’da hiicre bélinmesinin normal profaz evresi (Olgek: 10
pum; ok bollnen hiicreyi gostermektedir)

Sekil 8. Allium cepa kok hucrelerinde mitotik hiicre bélinmesinin normal
metafaz evresi (Olgek: 10 um; ok béllnen hiicreyi gostermektedir)



Sekil 9. Allium cepa kok hicrelerinde mitotik hiicre bélinmesinin normal
anafaz evresi (Olgek: 10 um; ok boliinen hiicreyi géstermektedir)

Sekil 10. Allium cepa kok hucrelerinde mitotik hiicre bolinmesinin normal
telofaz evresi (Olgek: 10 um; ok bdéllnen hiicreyi gostermektedir)
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Sekil 11. Allium cepa’da yapisik metafaz (Olgek: 10 um; ok boliinen hiicreyi
goOstermektedir)

Sekil 12. Allium cepa’da C-metafaz (Olgek: 10 pm; ok bélinen hiicreyi
goOstermektedir)



Sekil 13. Allium cepa’da anafaz koprust (Olgek: 10 pm; ok béliinen hiicreyi
gostermektedir)
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Sekil 14. Allium cepa’da geri kalmis kromozom (Olgek: 10 um; ok boliinen
hlcreyi gostermektedir)
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Tablo 3. Allium cepa’nin S evresine ait veriler

Zaman (saat) Konsantrasyon (ppm) S

Kontrol 22,69+£1,96

12 Linuron 12,22+1,74*
Linuron+infiizyon 20,23+2,11*

Kontrol 21,50+1,92

24 Linuron 7,49+1,94*
Linuron+infiizyon 23,62+2,52

*P =0,05

+: Standart sapma

M Kontrol

25 1 H Linuron

20 - i Linuron+infiizyon

15 -

S evresi

12 24
Uygulama siiresi (saat)

Sekil 15. Allium cepa’da S evresinin dagilimi
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Sekil 16. Akim sitometri niilklear DNA histogram1 (Kontrol, 12 saat)
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Sekil 17. Akim sitometri ModFit analiz grafigi (Kontrol, 12 saat)



24

200

150
I

100
|

Count

A0

S T TN TTTI T T
wl wd o wt W W 2
FLZ-A

Sekil 18. Akim sitometri niiklear DNA histogrami1 (Linuron, 12 saat)
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Sekil 19. Akim sitometri ModFit analiz grafigi (Linuron, 12 saat)
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Sekil 20. Akim sitometri niiklear DNA histogrami (Linuron+Iinfiizyon, 12
saat)
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Sekil 21. Akim sitometri ModFit analiz grafigi (Linuron+infiizyon, 12
saat)



26

100 150 200
] ]

Count

50
1

10! W w wt W B P
FL2-A

Sekil 22. Akim sitometri niiklear DNA histogrami (Kontrol, 24 saat)
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Sekil 23. Akim sitometri ModFit analiz grafigi (Kontrol, 24 saat)
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Sekil 24. Akim sitometri nilklear DNA histogrami (Linuron, 24 saat)
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Sekil 25. Akim sitometri ModFit analiz grafigi (Linuron, 24 saat)
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Sekil 26. Akim sitometri niiklear DNA histogrami (Linuron+infiizyon,
24 saat)
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Sekil 27. Akim sitometri ModFit analiz grafigi (Linuron+infiizyon, 24
saat)



4. TARTISMA

Bu ¢alismada, linuron herbisitinin mutajenik etkisine karsi, R. canina infiizyonlarin’in
antimutajenik etkisi, Allium testi ve akim sitometri yontemleri ile incelenmistir. Elde edilen
sonuclar Tablo 1-3 ve Sekil 3-27 verilmistir. Bu tez ¢alismasi ile linuron herbisitinin A. cepa
meristematik kok hicrelerinin DNA sentezi ve mitotik béltinmesi Gzerindeki olumsuz etkisine
karsi, R. canina infiizyonlarin DNA sentezini diizenleyici ve mitotik hiicre boliinmesini
aktive edici etkisi ilk kez ortaya konulmustur.

Linuron herbisiti uygulama siiresine bagli olarak, A. cepa kok ucu hicrelerinin mitotik
bélinmesini olumsuz yonde etkilemistir (Tablo 1 ve Sekil 3). Tablo 1’de goriildiigii gibi,
herbisit uygulanan tim gruplarda mitotik hiicre boliinme frekansinin, kontrole gére énemli
olglide azaldig1 tespit edilmistir. Benzer sonuglar, Helianthus annuus L. meristematik kok
hiicrelerinde linuron uygulandiginda gdzlenmistir (Inceer vd., 2004). Elde edilen bu verilerin
literatiir sonuglari ile uygunluk gosterdigi goriilmektedir.

Linuron ile muamele edilen kok uglarmin, R. canina inflizyonunda iyilestirmeye
birakilmasindan sonra, 12 saatlik herbisit uygulama grubunda mitotik hiicre bdliinme
frekansinda istatistiki agidan 6nemli bir iyilesme gézlenmezken, 24 saatlik herbisit uygulama
grubunda 6nemli 6lgiide iyilesmeler tespit edilmistir (Tablo 1 ve Sekil 3 ). Elde edilen bu
sonuclara gore, R. canina infiizyonlar1 belli bir iyilestirme siiresine bagli olarak, linuron’un
mutajenik etkisine karsi, antimutajenik etki gostermistir. Benzer sonuclar, bakir siilfat’in A.
cepa kok ucu hiicreleri tizerine mutajenik etkisine karsi, Vaccinium arctostaphylos L.’un
meyve Oziitlerinin antimutajenik etkisi ile elde edilmistir (Bayrak, 2012).

Dolezel vd. (2007) hucre donglsinde, DNA sentezinin inhibisyonunun en onemli
gostergesinin, S evresindeki hiicrelerin frekaslarindaki azalmalar oldugunu rapor etmistir.
Akim sitometrisi ile yapilan analizler sonucu, linuron herbisitinin 12 ve 24 saatlik her iki
uygulama grubunda, hiicre doéngisunin S evresindeki hiicrelerin frekanslarinda 6nemli
6lciide azalmalar oldugunu ortaya konulmustur (Tablo 3 ve Sekil 15). Bununla birlikte, R.
canina infiizyonlarmin uygulandigi gruplardan 24 saalik uygulama grubunda, uygulanan
herbisitin olumsuz etkisine karsi, S evresindeki hiicrelerin frekanslarinda 6nemli 6lciide
artislar kaydedilmistir (Tablo 3 ve Sekil 15). Ayni zamanda, elde edilen bu sonuclarin,
yapilan Allium testindeki mitotik indeks sonuglari ile de uygunluk gosterdigi belirlenmistir.

Dolaysiyla, mitotik hiicrelerin boliinme frekanslarindaki azalmalarin, S evresindeki DNA
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sentezinin inhibisyonundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Buna ilave olarak, infiizyon
uygulamasi ile DNA sentezinin yeniden aktive oldugu da acik bir sekilde goriilmektedir.

Yapilan Allium testi sonucu, linuron uygulamasindan sonra hiicre béliinmesinin mitotik
evlerinde 6nemli Ol¢iide degismeler tespit edilmistir (Tablo 1 ve Sekil 3). Mitotik hicre
bolunmesinin profaz, metafaz ve ana-telofaz evlerindeki anormal hiicrelerin frekanslarinda
onemli 6lciide artiglar gdzlenmistir. Infiizyon uygulama gruplarinda ise anormal hiicrelerin
frekanslarinda 6nemli 6lgiide azalma meydana gelmistir. Elde edilen bu sonuglar, anormal
hiicre sayisindaki azalmanin R. canina inflizyon uygulamasina bagli oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica sonuglarin literatiir verileri ile uygunluk gosterdigi goriilmektedir (Bayrak,
2012).

Linuron herbisiti uygulamasindan sonra, A. cepa mitotik hiicrelerinde, yapisik metafaz,
c-metafaz, kromatid koprusi, geri kalmis kromozom gibi ¢esitli kromozomal anormallikler
rastlanilmistir (Tablo 2, Sekil 11-14). Bununla birlikte, mitotik hicrelerdeki kromozomal
anormalliklerin frekanlar1 herbisit uygulama siiresine bagli olarak degismistir. Infiizyon
uygulamasindan sonra ise kromozom anormalliklerin frekansinda 6nemli 6l¢iide azalma
gozlenmistir (Tablo 2, P=0,05). Elde edilen bu sonuclar R. canina inflizyonlarinin, linuron
toksitesine kars1 A. cepa meristematik hiicrelerini koruyucu ve iyilestirici 6zellik gésterdigini
ortaya koymustur. Bu durumun, R. canina’nin gii¢lii bir antioksidan 6zelligine sahip
olmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Glinska vd., (2007) kirmizi lahanadan elde
edilen antosiyanince zengin 6zutln, A. cepa meristematik kok hiicrelerini kursun, kadmiyum
ve krom’un toksitesinden korudugunu rapor etmistir. Benzer sekilde, Bayrak (2012) V.
arctostaphylos’un antosiyanince zengin meyve Oziitiiniin, A. cepa meristematik kok ucu
hiicrelerini bakir siilfat’in toksik etkisinden korudugunu ve iyilestirdigini belirtmistir.

Yapilan mutajenite testleri sonucu, A. cepa mitotik hiicrelerinde en yaygin olarak c-
metafaz kromozom anormalliklerine rastlanilmistir (Tablo 2, Sekil 11-12). Bu kromozom
anormalliklerinden c-metafaz ilk kez Levan (1938) tarafindan A. cepa kok uglarinda
gbzlenmistir. Bu anormallik tipinde, kullanilan kimyasal madde kolsisine benzer sekilde etki
yapmakta ve ig ipliklerinin olusumu engellemektedir. Buna bagli olarak da sentromer
bélinmesi gecikmekte ve kromozomlar birbirlerinden ayrilmamis olarak hiicre i¢cinde daginik
durumda kalmaktadirlar. Metafaz evresindeki bu tip bir anormallik, ayn1 zamanda, mitotik
indeksin de azalmasina neden olabilmektedir. Mutajen veya kanserojen ¢esitli ajanlarin 1§
ipliklerinin olusumunu engelleyerek c-metafaz etkisi ortaya konulmustur (Liu vd., 1995;

Inceer ve Beyazoglu, 2000; Inceer vd., 2004, 2009; Bayrak, 2012).
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Linuron herbisitinin A. cepa mitotik hiicrelerinde meydana getirdigi bir diger yaygin
anormallik tipi olarak yapisik kromozomlara rastlanilmistir (Tablo 2, Sekil 11). Patil ve Bhat
(1992) bu anormallik tipini, kromatin materyalinin protein matriksini igine alan fizyolojik bir
adezyon tipi olarak tanimlamiglardir. Mitotik hiicrelerde, yapisik kromozom anormalliginin
olusmasi, hiicrelerdeki toksik etkinin yaygin bir gostergesi olarak kabul edilmis ve hiicrenin
oliimiine neden oldugu rapor edilmistir (Fiskesjo ve Levan, 1993; Liu vd., 1995). Darlington
ve Mc-Leish (1951) kromozom yapiskanliginin kromozomal DNA’nin degredasyonu ve
depolimerizasyonu sonucu olustugunu ileri siirmiiglerdir.

Linuron herbisidinin neden oldugu bir diger anormallik tipi olarak, anafaz koprisine
rastlanilmistir  (Sekil 13). Bu anormallik tipinin, kromozom segmentlerinin dlzensiz
translokasyon veya inversiyonlart sonucu olusabilecegi bildirilmistir (GOmurgen, 2005).
Mutajenik veya toksik etkiler sonucu olusan kromozom kopriilerinin, genellikle geri
dontisiimsiiz bir kromozomal anormallik tipi oldugu rapor edilmistir (Liu vd., 1996).

Yapilan mutajenite testleri sonucu, geri kalmis (kalgin) kromozom anormalligine
rastlanilmistir (Tablo 2, Sekil 14). Geri kalmis kromozom anormalliginin, genellikle
kromozomlarin kutuplara cekilirken basarisiz olmalarindan kaynaklandigi rapor edilmistir
(Tkalec vd., 2009). Geri kalmis kromozomlarin, sadece ig ipliklerinin gorevini yerine
getirememesi sonucu degil, ayn1 zamanda kromozomlarin kinetekorlariyla toksik maddelere
baglanmasiyla da olusabilecegi agiklanmistir (Brinkley, 1985).

Bu ¢alisma sonucunda, linuron herbisitin DNA sentezini inhibe edici ve mitotik hiicre
boliinmesini engeleyici etkisine karsi, R. canina infiizyonlarin DNA sentezini yeniden
aktive edici ve mitotik hiicre bdliinmesini yeniden diizenleyici roliine iliskin 6nemli veriler
elde edilmistir. Bunlara ilave olarak, R. canina infiizyonlarinin, linuron toksisitesine karsi

mitotik hicreleri koruyucu ve iyilestirici 6zelligi ortaya konulmustur.



5. SONUCLAR

1. Bu calismayla, linuron herbisitinin, A. cepa meristematik kok hticreleri Uzerine
mutajenik etkisine karsi, R. canina inflizyonlarinin antimutajenik etkisi ilk kez detayli olarak
arastirilmistir.

2. Linuron herbisit uygulamasinin A. cepa kok ucu hiicrelerinde, zamana bagl olarak
mitotik hicre bolunmesini olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir. Bu olumsuz etki
sonucunda, mitotik hicrelerin bolinme frekansi ve mitotik evrelerde 6nemli derecede
degismeler gézlenmistir. Rosa canina infiizyon uygulamasinda sonra ise mitotik hiicrelerdeki
bu olumsuz etkilerin 6nemli derecede azaldigi tespit edilmistir.

3. Linuron uygulamasindan sonra, A. cepa meristematik kok htcrelerinin boélinme
frekansinda meydana gelen azalmalarin, S evresindeki DNA sentezinin inhibisyonundan
kaynaklandig1 belirlenmistir.

4. Linuron herbisitin DNA sentezini inhibe edici ve mitotik hucre bolunmesini
engeleyici etkisine karsi, R. canina infiizyonlariin DNA sentezini yeniden aktive edici ve
mitotik hicre bolinmesini yeniden diizenleyici rolline ortaya konulmustur.

5. Rosa canina inflizyonlarinin, linuron toksisitesine kars1 mitotik hicreleri koruyucu ve
tyilestirici 6zelligi oldugu gozlenmistir.

6. Linuron herbisitinin A. cepa kok ucu hiicrelerinde ¢esitli kromozom anormalliklerine
neden oldugu tespit edilmistir. En yaygin olarak profazda diizgiin dagilmamis kromatin,
metafazda yapisik kromozom, c-metafaz, anafazda kromatid kopriisii ve geri kalmis
kromozom anormalliklerine rastlanilmigtir. Rosa canina inflizyon uygulamasinda sonra ise
kromozom anormalliklerinde 6nemli 6l¢iide azalmalar gézlenmistir.

7. Klasik ve modern teknikler kullanilarak yapilan mutajenite ¢aligsmalar1 sonucu elde

edilen sitogenetik veriler ile genotoksisite ¢aligmalarina 6nemli 6l¢iide katkilar saglanmistir.



6. ONERILER

Bu caligma ile R. canina meyveleri ile hazirlanan infiizyonlarin, linurona herbisitinin
mutajenik etkisine kars1 antimutajenik etkisi Allium testi ve akim sitometrisi teknikleri ile
incelenmistir ve hiicre dongiisiiniin M ve S evresindeki degismeler ortaya konulmustur. Daha
sonra yapilacak calismalar ile hiicre dongiisiiniin GO/G1 ve G2 evleri detayl bir sekilde akim
sitometrisi ile analiz edilebilir ve nuklear DNA miktarinda meydana gelen degismeler
belirlenebilir. Boylece, klastogenik etkilere ve bunlarin iyilestirilmesine iliskin 6nemli veriler
elde edilebilir.

Zirai miicadele de yaygin olarak kullanilan diger pestisitler ile endlstri bolgelerinin
cevre Kirleticileri arasinda yer alan agir metallere kars1 da, R. canina infiizyonlarinin hedef

olmayan organizmalar1 koruyucu ve iyilistirici etkisi arastirilabilir.
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