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Yiksek Lisans Tezi

OZET

OXYFLUORFEN HERBISITININ HELIANTHUS ANNUUS L. (AYCICEGI) KOK UCU
HUCRELERI UZERINE MUTAIJENIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Salar JALALI

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Hiiseyin INCEER
2019, 31 Sayfa

Bu tez galismasinda, oxyfluorfen herbisitinin Helianthus annuus L. kék ucu hiicreleri
ilizerine mutajenik etkileri aragtirildi. Petri kaplarinda ¢imlendirilen akenler, 75, 150, ve 300
ppm oxyfluorfen ile 12 ve 24 saat siireyle muamele edildi. Oxyfluorfen’in doz ve zaman
artisgina bagli olarak H. annuus’un kok ucu meristematik hiicrelerinde mitoz boliinmeyi
onemli derece baskiladig1 ve mitotik hiicrelerde ¢esitli kromozomal anormalliklere neden
oldugu tespit edildi. Meristematik hiicrelerde hiicre boliinme frekansinin 6nemli 6l¢iide
azaldig1 gézlendi. En yaygin kromozom anormallikleri olarak profazda diizgiin dagilmamis
kromatin, yapisik kromozom, C-mitoz, kromatid kopriisii ve geri kalmig kromozoma
rastlanildi. Bunlara ilave olarak, uygulama gruplarinin tamaminda mikroniikleus olusumu
tespit edildi. Yapilan mutajenite testleriyle oxyfluorfen’in aycgicegi lizerinde mutajenik bir

etkiye sahip oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Oxyfluorfen, Helianthus annuus, Kromozom anormallikleri,
Mikroniikleus, Mitoz, Mutajenite
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Master Thesis

SUMMARY

THE INVESTIGATION OF THE MUTAGENIC EFFECTS OF THE HERBICIT
OXYFLUORFINE ON HELIANTHUS ANNUUS L. (SUNFLOWER) ROOT CELLS

Salar JALALI

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin INCEER
2019, 31 Pages

In this thesis, the mutagenic effects were investigated on root tip cells of the herbicite
oxyfluorfen on Helianthus annuus L. The germinated achenes in petri dishes were treated
with 75, 150, and 300 ppm of oxyfluorfen during 12 and 24 hours. Due to the increase in
dose and time of oxyfluorfen H. annuus was found to significantly suppress in mitotic cell
division within meristematic cells at root tips as well as caused various chromosomal
abnormalities in mitotic cells. Cell division frequency was significantly reduced in
meristematic cells. The most common chromosomal abnormalities were found disturbed
chromatin in the prophase, C-mitosis, chromatid bridge and laggard chromosomes.
Moreover, micronucleus formation was detected in all treatment groups. It was concluded

that oxyfluorfen has a mutagenic effect on sunflower by mutagenicity tests.

Key Words: Oxyfluorfen, Helianthus annuus, Chromosomal abnormalities, Micronucleus,
Mitosis, Mutagenicity
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KISALTMALAR VE SEMBOLLER DIiZiNi

cm : Santimetre

DNA : Deoksiriboniikleik Asit
EPA : Cevre Koruma Ajansi
HCl  : Hidroklorik asit

er : gram
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Mi  : Mitotik Indeks
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Diinya niifusunun her gecen giin artmasi ve mevcut tarim alanlarinda veriminin
diismesi basta aglik olmak iizere bircok sorununu da beraberinde getirmektedir. Diger
taraftan, tarim alanlarinda iirlin kaybini azaltmak ve verimliligi arttirmak i¢in basta 1slah ve
zirai miicadele olmak iizere cesitli caligmalar yapilmaktadir (Yavuz, 2010).

Tarim alanlarinda bitkilere zarar veren canlilara karsi yapilan zirai miicadelede
kullanilan yontemler arasinda genellikle kiiltiirel, fiziksel, biyolojik ve kimyasal miicadele
yer alir. Ancak, bunlar arasinda en yaygin olarak kullanilan kimyasal miicadele yontemidir
(Oztiirk ve Tosun, 2004).

Pestisitler, genellikle tarim alanlarinda {iriin kaybin1 azaltmak ve verimliligi arttirmak
amaciyla zararhilara karsi kullanilan kimyasallardir (Karaismailoglu ve Inceer, 2017).
Pestisitler, zararli hedef organizma grubuna gore insektisit (bocek Oldiiriicii), herbisit
(yabanci ot Oldiiriicii), fungisit (mantar Oldiiriicii), akarasit (akar o6ldiiriicii), rodentisit
(kemirici 6ldiiriicli), mollusit (salyangoz o6ldiiriicii), nematosit (nematod 6ldiiriicii), afisit
(yaprak biti oldiiriicti), avisit (kus oldiiriicii), bakterisit (bakteri oldiiriicli), nematisit
(yuvarlak kurt o6ldiirticii) olmak iizere siniflandirilirlar (Yavuz, 2010). Zirai miicadelede
pestisit kullanimi1 sosyal bir problemdir. Ancak, pestisit kullanimin her gegen giin artmasi,
birtakim sorunlarini da beraberinde getirmektedir (Inceer vd., 2009).

Diger yandan, pestisitler topraga veya suya karigabilirler ve besin zinciri yoluyla da
basta insanlar olmak iizere diger organizmalara da gecebilirler. Boylece, tarim alanlarinda
kullanilan pestisitler, gerek sucul gerekse karasal ekosistemlerde hedef olmayan
organizmalar iizerine mutajenik ve/veya kanserojenik etkiler yapabilirler (Grant, 1978;
Inceer vd., 2004; 2009).

Pestisitler zirai miicadelede yanlis kullanildiklarinda, yani uygun doz ayarlamasi
yapilmadiginda, gidalar, yiiksek yapili organizmalar ve dolayisiyla insanlar dahil bir¢ok
organizmay1 olumsuz yonde etkileyebilirler (Inceer vd., 2004; 2009). Ornegin insanlarda
kronik hastaliklara ve 6liimlere neden olabilirler (Jayaraj vd., 2016). Bununla birlikte,

dogada uzun siire bozulmadan kalabilir ve canlilarda biyolojik birikime neden olabilirler. Bu



nedenle, pestisitlerin hedef olmayan organizmalar {izerindeki etkilerinin mutlaka izlenmesi
gerekmektedir.

Mutajen veya kanserojen ajanlarin hedef olmayan organizmalar iizerindeki sitotoksik
ve/veya genotoksik etkilerinin izlenmesinde genellikle bitkilerin meristematik kok uclar
veya polen ana hiicreleri model bir izleme sistemi olarak kullanilmaktadir (Grant ve Owens,
2002). Bir baska degisle, bitkilerde mitotik hiicreler, ¢evresel kirletici ajanlarin klastogenik
etkilerinin tespit edilmesi icin elverisli bir materyaldir (Ma vd., 1995). Bitki kokleri
kullanilarak yapilan mutajenite testleri, ortamdaki hedef olmayan organizmalar i¢in direk
veya indirekt riskleri temsil eden mutajen veya kanserojen ajanlarin varligi ile birlikte
sitotoksisiteyi veya genotoksisiteyi gosterebilir (Fiskesjo, 1985). Aym1 zamanda, bitki
kokleri ile yapilan testler, ¢evresel kirletici ajanlarin hedef olmayan organizmalar tizerindeki
etkilerinin aragtirllmasinda ucuz, kolay, duyarli, hassas, giivenilir ve gegerli bir metod
saglamaktadirlar (Grant, 1978). Bununla birlikte, yapilan birgok g¢alisma, bitki mitotik
hiicreleri ile memeli hiicre sistemlerinin mutajenite testlerinde benzer gosterdigini de ortaya
koymustur (Majer vd., 2005).

Helianthus annuus L. (Aygicegi) Asteraceae familyasinda yer alan ve ekonomik
agidan 6nemli olan bir bitkidir (McGregor, 1976). Ayn1 zamanda, endiistride yag, yem ve
siis bitkisi olarak da kullanilmaktadir. Bu nedenle, iilkemizde dahil olmak iizere diinyanin
birgok {iilkesinde yaygin olarak tarimi yapilmaktadir. Oxyfluorfen herbisiti ay¢icegi tarim
alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu herbisit dekarda 100 mL ticari
konsantrasyonlarda Darican (Echinochloa crus-galli), Sirken (Chenopodium album), Kokar
ot (Biforia radians), Papatya (Matricaria spp.), Dugiin ¢igegi (Ranunculus arvensis),
Bambul otu (Chrozophora tinctorial) gibi zararli yabani otlara karsi ayg¢igeginin zirai
miicadelesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Dindar Yay., 2015). Bu herbisitle ilgili
olarak hedef olmayan organizmalar iizerinde bazi ¢aligmalar yapilmasina ragmen (Rio vd.,
1997; Hamdy ve Hassanei, 2002; Dragoeva vd., 2012; Geoffroy vd., 2003; Pannacci vd.,
2007), su ana kadar oxyfluorfen herbisitinin aygigegi iizerindeki mutajenik etkilerinin
incelendigi herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu yiiksek lisans tezinde, oxyfluorfen
herbisitinin ay¢icegi kok ucu mitotik hiicleri iizerine mutajenik etkilerinin incelenmesi

amagclanmustir.



1.2.Literatiir Ozeti

Ekonomik 6neme sahip olan bitkilerin iirtin ve verimliligi arttirmak amaciyla
hastaliklara karsi korunmasi zirai miicadele olarak tanimlanir (Delen vd., 2005). Ekonomik
bakimdan, tarim alanlarinda tiriinlerde kayiplar1 azaltmak ve verimliligi arttirmak amaciyla
zararli organizmalara kars1 pestisitler yaygin olarak kullanilir (Ragsdale ve Sisler, 1994).
Tarim alanlarinda kullanilan toplam pestisitler i¢inde yabanci otlara karsi kullanilan
herbisitler %47’lik yiiksek bir oranla ilk sirada, boceklere karsi kullanilan insektisitler ise
%29’luk bir oranla ikinci sirda yer alirlar (Tiryaki vd., 2010). Boylece her iki pestisit grubu,
toplam pestisit kullanimin %70’ninden daha fazlasina kapsar. Diger yandan, pestisitlerin
tarim alanlarinda bilingsiz ve kontrolsiiz bir sekilde kullanimi, ¢evre ve hedef olmayan
organizmalar {izerine olumsuz etkiler yapmaktadir. Tarim alanlarinda uygulanan
pestisitlerin %90’nin iizerindeki biiylik bir miktar1 agroekosistemler de topraga ve hedef
olmayan organizmalara ulasmaktadir (Yildiz vd., 2006). Bununla birlikte, pestisitler besin
zinciri yoluyla basta insan olmak iizere yiiksek yapili canlilara gegmekte ve boylece cevreye

ve insan sagligina zarar vermektedir (Soyoz ve Ozcelik, 2004).

1.3. Oxyfluorfen Herbisitinin Kimyasal Ozellikleri, Kullanim Alanlar1 ve Hedef
Olmayan Baz1 Organizmalar Uzerindeki Etkileri

Oxyfluorfen kimyasal olarak turuncu renkli bir kristal maddedir (Sekil 1). Yabanci
otlara kars1 zirai miicadelede oldukca yaygin olarak kullanilan bir herbisittir (Meister ve
Sine, 2006). Arachis hypogaea (yer fistig1), Zea mays (musir), Helianthus annuus (ay¢icegi),
Glycine max (soya fasulyesi), sebze ve piring tarlalarinda yabanci otlarin kontroliinde
kullanilmaktadir (USEPA, 1992). Oxyfluorfen ile insanlarm deri dokusunun temas etmesi

halinde, kan dolasimina katilabilir (WSSA, 1989).
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Sekil 1. Oxyfluorfen’in (2-Chlor-a, a, a-trifluor-p-tolyl-3-ethoxy-4-
nitrophenylether) yapisal formiilii (Stagg vd., 2012)

Oxyfluorfen, giines 1s181nda fotolitik ve hetrolitik degisimine ugruyabilir ve tiirevlenen
iiriinlere doniisebilir (Sekil 2). Bu kimyasal reaksiyonlar genellikle oxyfluorfen’nin molekiil
yapisinda eter veya etil-oksijen baglarinin kirilmasi ile meydana gelir (Brodsky vd., 1992;

Secrano vd., 2004).
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Sekil 2. Sivi fazinda oxyfluorfenin fotolitik reaksiyon sonucu olusan iiriinlerin yapisinin
gosterimi (Secrano vd., 2004’den degistirilerek)

Oxyfluorfen, kimyasal yapisi itibari ile bir difenil eter herbisiti olarak, genis yaprakli
otlarda, klorofil sentezini bloke ederek fotosentezi inhibe etme 6zeligine sahiptir (Sandmann
vd., 1984). Ayn1 zamanda, hizli emilebilme Ozelligine sahip olan oxyfluorfen, toprak
mikroflorasiyla da bir etkilesime girebilir ve mikroflora iizerine olumsuz etkiler yapabilir
(Cyon ve Seged, 2007).

Oxyfluorfen sucul ekosistemlerde, Scenedesmus. obliquus gibi alglerde klorofil

miktarini azaltarak biiylimeyi inhibe etigi tespit edilmistir (Geoffroy vd., 2003).



Oxyfluorfen insan protoporfirinojen oksidaz enziminin iizerinde yan etkiye sahip
oldugu ve hematolojik hastaliklara yol acabilecegi belirtilmistir (Rio vd., 1997). Ayrica
yiiksek dozlarda in vitro kiiltiir ortamlarinda hiicre biiytimesi ve hiicre boliinmesi tizerine
sitotoksik etkisi yaptigi ve hemoglobin sentezini inhibe ettigi bildirilmistir (Rio vd., 1997).
Benzer sekilde, Allium cepa’da doz ve zamana bagli olarak meristematik kok uglarinin
biiylimesini inhibe etigi ve mitotik hiicrelerde baz1 kromozom anormalliklerine yol actigi
rapor edilmistir (Dragoeva vd., 2012).

Zirai miicadele sirasinda c¢evreye birakilan oxyfluorfen’in yeralti sularmin
kirlenmesine yol agabilecegi saptanmstir. Farkli toprak tipleri lizerinde yapilan ¢alismalar
sonucunda, oxyfluorfen’in kuvvetli bir sekilde toprak tarafindan emildigi ve besin zincirine
hizli ve kalic1 bir sekilde gectigi belirlenmistir (Wauchope vd., 1992).

Oxyfluorfen ile muamele edilen mas fasulyesinin kotiledonlarinda yapilan incelemeler
sonucunda, ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) azaldigi, tekli doymamis (C:16,1
C:18,1) yag asitlerinin ise arttig1 tespit edilmis ve bdylece oxyfluorfen’in perokside edici
ozellige sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica bitkilerin siirekli ve asir1 bir sekilde oxyfluorfen
ile temas etmesi sonucunda, hiicrelerde fosfolipid miktarinda azalmalar ve bunun sonucunda
hiicre zarlarinda tahribatlar oldugu gézlenmistir (Watanabe vd., 2001).

Oxyfluorfen, gerek sucul gerekse karasal ekosistemlerde, omurgasizlardan baslayip
baliklar, kuslar ve memelilere kadar uzanan ¢ok genis bir yelpazede canlilar iizerinde toksik
bir etkiye sahiptir ve insanlarda cesitli kronik veya subkronik hastaliklara da neden
olmaktadir (Santos vd., 2016). Bununla birlikte, oxyfluorfen’in bakteri ve fare hiicre
kultiirleri tizerine klastogenetik etkisi oldugu (USEPA, 1992), 25°C’de ve yiiksek
konsantrasyonlarda (300 mg/ L!) tiim biyolojik islemleri inhibe ettigi de bilinmektedir
(Carboneras vd., 2018).

1.3.2. Mutajenite Testleri ve Monitor Olarak Kullanilan Bitkiler

Mutajen, DNA yapis1 veya dizisini degistirerek mutasyona neden olan fiziksel veya
kimyasal bir faktor veya ajandir (Karaismailoglu ve Inceer, 2017). Mutajenlerin etkisi
sonucu DNA’da hasarlar veya bozukluklar meydana gelir ve bunlar tamir edilemediginde
basta kanser olmak iizere, kisirlik ile bazi1 genetik ve ¢ok faktorlii hastaliklar olusur (Atli-

Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).



Kimyasal ajanlarin mutajenik veya kanserojenik etkilerinin tespiti i¢in mutajenite
testleri yapilir. Yaygin olarak kullanilan baglica mutajenite testleri; kuyruklu yildiz testi
(Liman vd., 2011), Tradescantia micronukleus testi (Ruiz vd., 1992), Drosophila eseye bagh
letalite testi (Kilbey vd., 1984), Saccharomyces cerevisia genotoksisite testi (Buschini vd.,
2003), Allium cepa kromozom anormallik testi (Fiskesjo, 1985), fare, hamster kemik iligi
mikronukleus testi (Ono vd., 2006)’dir.

Mutajenite testlerinde, uygulanan mutajene hizli bir sekilde yanit vermesi, memeli
hiicreleriyle benzer sonuclar gostermesi, ucuz ve giivenilir olmasi nedeniyle daha ¢ok
bitkiler tercih edilmektedir (Grant, 1978; Fiskesjo, 1985). Bu kapsamda, mutajenlerin
sitotoksik veya genotoksik etkilerini izlemede daha ¢cok Allium cepa (Fiskesjo, 1985), Vicia
faba (Sang ve Li, 2004), Triticum aestivum (Dragoeva vd., 2012), Crepis capillaris (Gadeva
ve Dimitrov, 2008), ve Helianthus annuus (Inceer vd., 2004; 2009) model bitkiler olarak

kullanilir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal Temini

Bu caligmada kullanilan Helianthus annuus akenleri ve oxyfluorfen herbisiti
Samsun’dan bir ticari marketten temin edildi.

Akenler, oxyfluorfen ile muamele yapilmadan once bir petri kab1 igerisindeki saf su
ile 1slatilmus filtre kagitlar1 arasina yerlestirildi (Sekil 3). Daha sonra etiiv de 22+2 °C’da
cimlenmeye birakildi. Cimlenen akenlerin yaklasik 1 cm uzunluga erisen aktif kokleri
mutajenite testlerinde kullanildi (Sekil 4).

Mutajenik testlerde kullanilmak {izere oxyfluorfen herbisitinin kontrol grubu ile
birlikte 75, 150, ve 300 ppm konsantrasyonlari saf su ile hazirlandi. Uygulama siiresi olarak

hiicre dongiisii aliarak 12 ve 24 saatlik zaman dilimleri belirlendi.

Sekil 3. a, b Akenlerin filtre kagitlar1 arasinda yerlestirilmesi



Sekil 4. Mutajenite testlerinde kullanilan aktif kdkler

2.3. Fiksasyon ve Stoklama

Cimlendirilen akenlerden alinan aktif kokler 3:1 oraninda alkol-asetik asit ¢6zeltisinde
+4 °C’de bir gece fikse edildi. Fiksasyondan sonra materyalin daha uzun siire saklanmasi
amaciyla kokler %70’lik alkole alindi. Daha sonra materyaller stok halde +4°C’da
buzdolabinda muhafaza edildi (Jones ve Rickards, 1990).

2.4. Hidroliz

Stok kok ornekleri saf su ile yikandiktan sonra 1 M HCI” de, 60 °C’ de (Jones ve
Rickards, 1990), 10-12 dakika hidroliz edildi.



2.5. Boyama ve Preparat Hazirlama

Hidroliz iglemini takiben kokler saf suyla yikandi ve daha sonra Shiff-Reagent
soliisyonunda 1-2 saat bekletilerek aktif kok uclarinin boyanmasi saglandi. Boyama sonunda
daha belirgin hale gelen kok uglar1 lam tizerine alinarak bir jiletle kesildi ve %45°lik asetik
asit (CH3COOH) ile ezme preparatlar yapildi. Entellan ile preparatlar daimi hale getirildi
(Elgi, 1994).

2.6. Sitogenetik Incelemeler

Her doz i¢in hazirlanan preparatlarin her birinden rastgele secilen 5 bolgedeki hiicreler
sayildi. Hiicre sayimlar1 5 farkli preparatta yapildi. Her preparatta mitoz boliinmenin farkli
sathalarindaki hiicreler incelendi ve kromozomal anormallikler tespit edildi (Inceer ve
Beyazoglu, 2000). Daha sonra, her bir uygulama grubu i¢in mitotik indeks hesaplandi (Kara
vd., 1994).

Toplam Boéliinen Hiicre Sayisi
%100

Mitotik Indeks (MI) = Toplam Hiicre Sayisi

Uygulama gruplar i¢in mitozun her asamasinda hiicrelerin orani belirlendi. En sik
goriilen anormalliklerin fotograflar ¢ekildi. Normal ve anormal hiicrelerin orani, asagidaki

formiile gore hesaplandi (Kara vd., 1994).
Normal hiicreler i¢in:
% = Profazdaki Hiicre Sayis1 x100 / Toplam Mitotik Hiicre Sayis1
Anormal hiicreler icin:

% = Profazdaki Anormal Hiicre Sayis1 x 100 / Profazdaki Toplam Hiicre Say1s1
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2.7. istatistiksel Analiz

Kontrol ve uygulama gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar, SPSS 20 bilgisayar
programinda tek yonlii varyans analizi (one way-ANOVA) ile Dunnett t-test (2 yonlii)
yapilarak degerlendirildi (P=0,05).



3. BULGULAR

Oxyfluorfen’in H. annuus aktif koklerine uygulanmasi ile mitotik hiicre boliinmesi ve

kromozomlar iizerinde meydana gelen degismeler Tablo 1-2 ve Sekil 5-6, verilmistir.

3.1. Oxyfluorfen’in Mitotik Hiicre Béliinmesi Uzerine Etkisi

Oxyfluorfen’in, H. annuus mitotik hiicrelerinde neden oldugu sitogenetik etkiler Tablo
1'de verilmistir. Mitotik hiicre boliinmesinin farkli safthlarinda normal ve anormal hiicreler
sayilarak anormallik ylizdesi hesaplanmistir. Tablo 1'den goriilebilecegi gibi, herbisit
uygulama grubu ile kontrol grubu birbirleri ile karsilastirildiginda, mitotik hiicre béliinmesin
hemen hemen her sathasinda 6nemli dlgiide frekans degisimlerinin oldugu gozlenmistir.
Uygulanan doz ve zamana bagli olarak mitotik hiicrelerdeki frekans degisimleri en fazla
profaz daha sonra sirasi ile metafaz ve ana-telofaz’da safthalarinda meydana gelmistir.

Oxyfluorfen’in H. annuus aktif koklerinde, mitotik hiicre boliinmesi iizerine toksik
etkisi Tablo 1°de gosterilmistir. Kontrol ve uygulama gruplann birbirleri ile
karsilastirildiginda, her bir uygulama grubunda, doz ve zamana bagl olarak mitotik indeks
de 6nemli 6l¢iide azalmalar meydana gelmistir (P = 0,05). Yapilan inceleme ve analizlerde,
en diisiik mitotik indeks degeri, 24 saat 300 ppm herbisit uygulama grubunda tespit
edilmistir. Benzer sekilde, 24 saat 300 ppm herbisit uygulama grubunda anormal hiicrelerin
goriilme sikligi, diger uygulama gruplarina 6nemli 6l¢giide artis gostermistir. Diger yandan,

anormal hiicrelerin goriilme siklig1 en az 12 saat 75 ppm uygulama gruplarinda olmustur.



Tablo 1. Oxyfluorfen herbisitinin H. annuus mitotik hiicreleri iizerine etkisi

Zaman  Konsantrasyon Incelenen itotik Profaz (%) Metafaz (%) Ana — Telofaz (%)
Hiicre .
(Saat) (ppm) Sayisi indeks+SS Toplam Anormal Toplam Anormal Toplam Anormal

Kontrol 3400 27,47 + 1,08 67,65 0,7 20,78 0,7 11,57 0,7
12 75 3749 15,78 £0,64* 67,57 1,8 14,84 2,7* 11,70 0,9
150 3354 14,19 £ 0,48* 46,76* 13,66* 8,56%* 18,06* 10,88 1,8

300 3117 10,88 £0,53* 31,37* 2,46* 6,27* 30,63* 4,43* 5,08%

Kontrol 3575 25,02 +2,21 69,55 0,61 26,68 0,28 3,15 0,28

75 3499 17,52 +1,03* 65,94 5,8 20,83 4,52% 2,71 2,17

# 150 3184 12,88 £0,3* 40,03* 22,47* 20,10 8,61* 2,63 4,23*

300 3284 6,26 = 1,03* 37,16* 27,53* 9,97* 19,03* 1,11* 5,74*

*P=0.05

4!
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12 Saat Sonra

1 4

Kontrol
Konsantrasyon (ppm)

® Mitotik indeks (%)  ® Anormallik (%)

24 Saat Sonra

75 150 300

Kontrol
Konsantrasyon (ppm)

H Mitotik indeks (%)  ® Anormallik (%)

Sekil 5. Oxyfluorfen uygulanan H.annuus kok ucu hiicrelerinde mitotik indeks ve
anormallik frekanslari
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3.2. Oxyfluorfen’nin Mitotik Kromozomlarda Neden Oldugu Anormalikler

Oxyfluorfen’nin H. annuus mitotik hiicrelerinde neden oldugu kromozom
anormallikleri Tablo 2 ve Sekil 11-16’da verilmistir. Yapilan incelemelerde, en yaygin
olarak, diizensiz kromatin dagilimi, kromatid kopriisii, C-mitoz, yapisik kromozom, geri
kalmis kromozom anormalliklerine rastlanilmistir. Bunlara ilave olarak, genellikle
uygulanan doz ve siireye bagl olarak kromozom anormalliklerinin goriilme sikliginda bir
artis gozlenmistir. Uygulama gruplarinda hemen hemen tamaminda en fazla profaz’da
diizensiz kromatin dagilimina, en az ise C-mitoz anormalligine rastlanilmistir. Diger yandan,
gerek 12 saat gerekse 24 saat uygulama gruplarinin her ikisinde de, 300 ppm’lik uygulamada

en yiiksek toplam kromozom anormallik yiizdesi tespit edilmistir.



Tablo 2. Oxyfluorfen’nin H. annuus mitotik hiicrelerinde neden oldugu kromozom anormallikleri

Diizensiz
Zaman  Konsantrasyon Kromatid Yapisik Geri kalmis Toplam
Kromatin C -mitoz (%) )
(Saat) (ppm) Kopriisii (%) Kromozom (%) Kromozom (%) Anormallik (%)
Dagilimi (%)
Kontrol 0.36 0.00 0.00 0.36 0.36 0.14
75 33.33 10.33 3.00 19.30 4.00 0.32
12
150 38.61 21.75 2.84 30.66 5.10 4.14
300 47.53 27.77 7.55 36.27 9.33 6.05
Kontrol 0.58 0.00 0.00 0.40 0.40 0.19
75 38.37 16.00 3.70 11.52 2.70 1.97
24
150 54.17 18.72 6.05 14.98 3.30 4.83
300 61.03 36.74 11.45 24.75 6.45 6.56

Gl
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12 Saat Sonra

100
90 =—&— Diizensiz Kromatin
Dagilim1 (%)
80
= 70 == Kromatid Kopriisii
S (%)
2 60
% 50 === C -Mitoz (%)
=
= 40
51 30 Yapisik Kromozom
(%)
20
10 === Geri kalmis
Kromozom (%)
0
Kontrol 75 150 300
Konsantrasyon (ppm)
24 Saat Sonra
100
=&— Diizensiz Kromatin
%0 Dagilim1 (%)
80
Q) - Kromatid Kopriisii
< %)
=
Té 30 === C -Mitoz (%)
=~ 40
S
g 3
20 Yapisik Kromozom
(%)
10 :
0 == Geri kalmis
Kontrol 75 150 300 Kromozom (%)

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 6. Oxyfluorfen’in neden oldugu mitotik hiicrelerdeki kromozom anormallikleri
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Sekil 7. Helianthus annuus kok ucu hiicrelerinin kontrol grubunda mitotik
boliinmenin normal profaz sathasi

Sekil 8. Helianthus annuus kok ucu hiicrelerinin kontrol grubunda mitotik
boliinmenin normal metafaz sathasi



Sekil 9. H.annuus kdk hiicrelerinin kontrol grubunda mitotik bdliinmenin
normal anafaz sathast

Sekil 10. Helianthus annuus kok ucu hiicrelerinin kontrol gruplarinda mitotik
boliinmenin normal telofaz safhasi



19

Sekil 11. Helianthus annuus aktif koklerinde hiicre boliinmesinin profaz
safhasinda diizgiin dagilmamis kromatin

Sekil 12. Helianthus annuus aktif koklerinde hiicre boliinmesinin metafaz
sathasinda yapisik kromozom
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Sekil 13. Helianthus annuus aktif koklerinde hiicre boliinmesinin anafaz
sathasinda yapisik kromozom

Sekil 14. Helianthus annuus aktif koklerinde hiicre boliinmesinin metafaz
safhasinda C-mitoz
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Sekil 15. Helianthus annuus aktif koklerinde hiicre boliinmesinin anafaz
sathasinda kromatid kopriisii

Sekil 16. Helianthus annuus aktif koklerinde hiicre boliinmesinin anafaz
sathasinda geri kalmis kromozom
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3.3. Oxyfluorfen’in Mitotik Hiicrelerde Mikronukleus Olusumu Uzerine Etkisi

Oxyfluorfen herbisiti, H. annuus mitotik hiicrelerinde, uygulanan doz ve siireye baglh
olarak mikronukleus olusumuna neden olmustur (Tablo 3, Sekil 17). Yapilan mutajenite
testleri sonucunda, kontrol gruplarinda mikronukleus olusumu gézlenmezken, oxyfluorfen
uygulanan gruplarda &zellikle de 300 ppm uygulama grubunda mikronukleus goriilme

sikliginda bir artis gozlenmistir.

Tablo 3. Oxyfluorfen’nin H. annuus mitotik hiicrelerinde mikronukleus olusumu iizerine

etkisi
Zaman Konsantrasyon Incelenen Hiicre . ..
(Saat) (ppm) Sagil Mikroniikleus (%)
12 Kontrol 2758 -
75 2709 0.04
150 2680 0.10
300 2408 0.18
24 Kontrol 2801 -
75 2957 0.07
150 2854 0.13
300 2790 0.21

Sekil 17. Helianthus annuus hiicre boliinmesinde mikronukleus olusumu



4. TARTISMA

Bu c¢alismada oxyfluorfen herbisitinin, H. annuus’un kék mitotik hiicreleri iizerine
mutajenik etkisi aragtirllmistir. Yapilan mutajenite testi sonucu elde edilen veriler Tablo 1-
3, Sekil 5-6 ve 11-17 sunulmustur. {1k kez yapilan bu ¢alisma ile yabanci otlara kars: zirai
miicadele de yaygin olarak kullanilan oxyfluorfen herbsititinin H. annuus kok mitotik
hiicreleri lizerinde mutajenik bir etkisiye sahip oldugu ortaya konulmustur.

Helianthus annuus meristematik kok hiicrelerinin oxyfluorfen ile muamelesi sonucu,
uygulanan doz ve zaman bagl olarak mitotik hiicre boliinmesinin olumsuz yonde etkilendigi
tespit edilmistir. Mitotik hiicrelerin boliinme frekanslarinda 6nemli Olciide azalmalar,
mikronukleus olusumu ve anormal hiicrelerin goriilme sikliginda ise 6nemli 6lciide artiglar
gozlenmistir. Benzer sonuglar A. cepa kok meristematik hiicreleri {izerine oxyfluorfen
uygulamasi ile de elde edilmistir (Dragoeva vd., 2012). Diger yandan, mitotik hiicre
boliinmesinde gozlemlenen bu olumsuz etkilerin, hiicre dongiisiiniin sentez (S) evresindeki
DNA sentezinin inhibisyonu, ig ipligini olusumunun inhibe edilmesi ve mitotik
kromozomlarda meydana gelen yapisal degismelerden kaynaklanabilecegi rapor edilmistir
(Inceer vd., 2004; 2009).

Oxyfluorfen, H. annuus’un meristematik kok hiicrelerinde, kontrol gruplarina gore
mukayese edildiginde, uygulanan doz ve zamana baglh olarak, mitotik indekste Snemli
Olclide azalmalar meydana getirmistir (Tablo 1). Bununla birlikte, en diisiik mitotik indeks
degerine 24 saat 300 ppm uygulama grubunda rastlanilmistir. Elde edilen bu sonuglar,
oxyfluorfen herbisitin, H. annuus’un meristematik kok hiicreleri iizerine mitodepresif bir
etki yaptigini ortaya koymustur. Benzer sonuglar, H. annuus tizerine linuron (Inceer vd.,
2004) ve quizalofop-p-etil (Karaismailoglu ve Inceer, 2017) herbisitlerinin uygulamalari ile
de elde edilmistir. Ayni zamanda, mitotik hiicrelerin goériinme sikligindaki azalmalarin,
hiicre dongiisiiniin G2 safhasinin bloke edilmesi veya DNA sentezinin inhibisyonu sonucu
kaynaklanabilecegi rapor edilmistir (Chand ve Roy, 1981).

Helianthus annuus meristematik koklerine oxyfluorfen herbisiti uygulanmasindan
sonra, mitotik hiicrelerde yaygin olarak diizensiz kromatin dagilimi, kromatid kopriisii, C-
mitoz, yapisik kromozom, geri kalmis kromozom gibi anormallikler meydana gelmistir
(Tablo 2, Sekil 11-16). Uygulanan doz ve maruz kalinan siireye bagli olarak, kromozom

anormalliklerinin goriilme sikliginda bir artis gézlenmistir. Benzer kromozom
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anormalliklerine, H. annuus meristematik koklerine linuron (Inceer vd., 2004) ve
quizalofop-p-etil (Karaismailoglu ve Inceer, 2017) herbisitlerinin uygulamalar1 sonucunda
da rastlanilmistir.

Yapilan mutajenite testleri sonucu, H. annuus mitotik hiicrelerinde en yaygin olarak
profaz safthasinda diizgiin dagilmamig kromatin anormalligine rastlanilmigtir (Tablo 2, Sekil
11). Benzer sonug, H. annuus kdék ucu mitotik hiicrelerine, quizalofop-p-etil herbisitinin
uygulamasindan sonra elde edilmistir (Karaismailoglu ve Inceer, 2017). Bu anormallik
tipinin, hiicre boliinmesinin profaz sathasinda, kromatin materyalinin nukleus i¢indeki
diizensiz organizasyonundan kaynaklanabilecegi ve bu durumun metafaz sathasinda
kromozomlarin organizasyonunu da olumsuz yonde etkileyebilecegi belirtilmistir (Grant,
1978).

Oxyfluorfen’nin H. annuus mitotik hiicrelerinde neden oldugu en sik rastlanan bir
diger anormallik tipinin yapisik kromozom anormalligi oldugu tespit edilmistir (Tablo 2,
Sekil 12-13). Pestisitlerin mutajenik etkileri tizerine yapilan ¢aligmalarda yapisik kromozom
anormalligi, en sik rapor edilen anormallik tipleri arasinda yer almistir (Inceer vd., 2009;
Dragoeva vd., 2012). Ayn1 zamanda, bu anormallik tipi kromozomlar iizerinde genotoksik
etkinin yaygin ve belirgin bir gostergesi olarak kabul edilmistir (Fiskesjo ve Levan, 1993;
Liu vd., 1995). Darlington ve McLeish (1951) mitotik hiicrelerde goriillen bu anormallik
tipinin DNA'nin bozulmasi veya depolimerizasyonundan, Briand ve Kapoor (1989) ise
kromozom kirilmast veya ig ipliklerinin inhibisyonundan kaynaklanabilecegini
belirmislerdir.

Oxyfluorfen, H. annuus mitotik hiicrelerinde kromatid kopriisii olusumuna neden
olmustur (Tablo 2, Sekil 15). Mitotik hiicre boliinmesinin anafaz safhasinda meydana gelen
bu anormallik tipinde, oxyfluorfen uygulamasinin, H. annuus mitotik hiicrelerinde tekli, ikili
ve ti¢lii kromatid kopriilerinin olusumuna neden oldugu tespit edilmistir. Benzer kromozom
anormalligine, H. annuus meristematik koklerine linuron (Inceer vd., 2004) ve quizalofop-
p-etil (Karaismailoglu ve Inceer, 2017) herbisitlerinin uygulamalar1 sonucunda da
rastlanilmistir. Liu vd. (1995) mitotik hiicre boliinmesi esnasinda genellikle mutajenik veya
toksik etkiler sonucu olusan kromatid kopriilerinin geri doniisiimsiiz bir kromozom
anormallik tipi oldugunu belirtmistir.

Oxyfluorfen uygulamasindan sonra, H. annuus meristematik kok hiicrelerinde tespit
edilen bir diger anormallik tipi de geri kalmis kromozom olarak belirlenmistir (Tablo 2, Sekil

16). Benzer sonug, H. annuus meristematik koklerine linuron (Inceer vd., 2004) ve
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quizalofop-p-etil (Karaismailoglu ve Inceer, 2017) herbisitlerinin uygulamalar1 sonucunda
da elde edilmistir. Anafaz sathasinda olusan bu kromozom anormalliginin, ig ipliklerinin
toksik maddeler ile etkilesimine bagli olarak, gorevlerini yerine getirememesi ve
kromozomlarin farkli kutuplara ¢ekilememesi sonucu olustugu ileri siiriilmiistiir (Brinkley,
1985).

Oxyfluorfen herbisitinin, H. annuus kok ucu hiicrelerinde meydana getirdigi bir diger
bir anormallik tipi de C-mitoz olarak tespit edilmistir (Tablo 2, Sekil 14). Yapilan
incelemeler sonucu, bu anormallik tipinin goriilme sikligmin, diger anormallik tiplerine gore
oldukg¢a diisiik oldugu gozlenmistir. Pestisitlerin mutajenik etkileri iizerine daha &nce
yapilan bir¢ok calismada, C-mitoz anormalliginin hiicre boliinmesi esnasinda, ig ipliklerinin
olusumun engellenmesi sonucu meydana geldigi rapor edilmistir (Yildiz vd., 2006;
Karaismailoglu ve Inceer, 2017).

Oxyfluorfen, H. annuus mitotik hiicrelerinde, mikronukleus olusumuna neden
olmustur (Tablo 3, Sekil 17). Uygulanan konsantrasyon ve zamana bagli olarak
mikronukleus goriilme sikliginda bir artis gézlenmistir. Mikronukleus olusumu, mutajenite
testlerinde, mutajenik etkinin en 6nemli parametreleri arasinda yer almistir (Karaismailoglu
ve Inceer, 2017). Bununla birlikte, mikronukleus olusumu, klastogeninin 6nemli bir

gostergesi olarak kabul edilmistir (Yi ve Meng, 2003; Fernandes vd., 2006).



5. SONUCLAR

1) Bu galisma ile oxyfluorfen herbisitinin Helianthus annuus kok ucu hiicreleri tizerine
mutajenik etkileri ilk kez detayli olarak aragtirilmistir.

2) Yapilan mutajenite testleri sonucu, oxyfluorfen’in H. annuus mitotik hiicreleri
iizerine genotoksik etki yaptigi gdézlenmistir. Konsantrasyon ve zaman artigina parallel
olarak mitotik safhalarin frekanslarinda 6énemli Ol¢liide degismeler belirlenmistir. Mitotik
hiicrelerin boliinme frekanslarinda énemli 6l¢iide azalmalar tespit edilmistir.

3) Oxyfluorfen’in H. annuus mitotik hiicrelerinde, ¢esitli kromozom anormalliklerine
neden olduklar1 gézlenmistir. En yaygin olarak, profazda diizgiin dagilmamis kromatin,
metafazda yapisik kromozom ve C-mitoz, anafazda kromatid kopriisii olusumu ve geri
kalmig kromozom anormalliklerine rastlaniimistir.

4. Oxyfluorfen herbisiti, uygulanan doz ve siireye bagl olarak tiim uygulama
gruplarinda, mutajenik etkinin en 6enmli gostergesi olan mikronukleus olusumuna neden
olmustur.

5) Elde edilen bu sonuglar, H. annuus’da yabanci otlara karsi zirai miicadelede yaygin
olarak kullanilan, oxyfluorfen herbisitinin, H. annuus kok ucu hiicrelerinde mutajenik bir
etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur.

6) Mutajenite testler sonucu elde edilen veriler ile genotoksisite ¢aligmalarina katkilar

saglanmistir.



6. ONERILER

Helianthus annuus’un zirai miicadelesinde oxyfluorfenin 250 gr/L!' ticari
konsantrasyonlar1 kullanilmaktadir. Bu ¢alismada yapilan mutajenite test sonuglarina gore,
zirai miicadelede oxyfluorfen’in 6zellikle 75 ppm’den daha az dozlarinin kullanilmasi, bu
herbisitin ayg¢igegi iizerindeki toksik etkilerini en aza indirecektir.

Oxyfluorfen herbisitinin, H. annuus iizerindeki mutajenik etkileri hakkinda daha
ayrintil bilgilere ulagsmak i¢in akim sitometrik analizler yardimu ile hiicre dongiisii ve DNA
iizerindeki toksik etkileri ortaya konulabilir.

Zirai miicadelede yaygin olarak kullanilan herbisitlerin, hedef olmayan canlilar ve
cevreye zararlari ile yan etkisi en az doz se¢imi hakkinda bilgilendirmeler yapilarak, tarimla
ugrasan kisilerde bir farkindalik olusturulabilir.

Halen zirai miicadelede kullanilan ve yeni kullanilamaya sunulacak herbisitlerin hedef
olmayan organizmalar {izerinde mutajenite testlerinin yapilmasi, uygun doz ve uygulama
siirelerin belirlenmesi gerek ¢cevre gerekse insan sagligi agisindan faydali olacaktir.

Zirai miicadele de yaygin olarak kullanilan herbisitlerin mutajenik etkilerine kars,

antioksidanlarin antimutajenik etkileri bitki genetik sistemlerinde arastirilabilir.
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