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ALLIUM CEPA L.’DA BiR KARBAMAT INSEKTISIT
METiOKARB’IN TOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu ¢alismada, Methiokarb insektisitinin toksik etkileri Allium cepa L. test materyali
kullanilarak incelenmistir. Cimlenme ytlizdesi, kok uzunlugu 6l¢iimii ve agirlik artisi
parametreleri ile fizyolojik etkiler; mikroniikleus (MN) siklig1, kromozom hasar1 ve
mitotik indeks (MI) parametreleri ile siyogenetik etkiler incelenmistir. Bu amagcla 4.
cepa bulblar1 bir (kontrol) ve ii¢ (3) uygulama olmak {izere dort (4) gruba ayrilmistir.
Kontrol grubundaki bulblar musluk suyu, uygulama grubundaki bulblarlar ise 72 saat
boyunca 2.5 mg L', 5.0 mg L' ve 7.5 mg L! Methiokarb ile muamele edilmistir.
Sonu¢ olarak Methiokarb uygulamasi, kontrol grubuna gore fizyolojik
parametrelerde azalmaya neden olmustur. 7.5 mg L™! Metiocarb dozuna maruz kalan
bulblarlarda, ¢imlenme yiizdesi kontrol grubuna gore % 64, kok uzunlugu % 29 ve
agirlik artis1 % 21 oraninda azalmigtir. Methiokarb uygulamasi MN ve kromozomal
hasar sayisinda artisa ve MI'da azalmaya neden olmustur. 7.5 mg L™! Methiokarb 'a
maruz kalan kok hiicrelerdeki MN sayisi, kontrol grubuna gore 172 kat artmis ve MI
degeri 1.69 kat azalmistir. Metiokarb uygulanan gruplarda fragment, yapiskan
kromozom, koprili, kromatinin esit olmayan dagilimi ve vagrant kromozom gibi
kromozomal hasarlar tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, Methiokarb’in toksik etkilere
neden oldugu ve A. cepa test materyalinin bu toksisiteyi degerlendirmek ig¢in
kullanigh bir biyoindikator oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Allium cepa L., Fizyoloji, Genotoksisite, Metiokarb
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INVESTIGATION OF THE TOXIC EFFECTS OF A
CARBAMATE INSECTICIDE METHIOCARB
IN ALLIUM CEPA L.

SUMMARY

In this study, the toxic effects of Methiocarb insecticide were investigated in Allium
cepa L. test material. Physiological effects were investigated with germination
percentage, root length measurement and weight gain parameters; Cytogenetic
effects were analyzed with micronucleus (MN), chromosomal damage and mitotic
index (MI). For this aim, A. cepa L. bulbs were divided into four (4) groups, one
(control) and three (3) applications; the bulbs in the control group were tap water; the
bulbs in the application group were treated with 2.5 mg L%, 5.0 mg L™* ve 7.5 mg L*
doses of Methiocarb for 72 hours. In conclusion, Methiocarb administration caused a
decrease in physiological parameters compared to the control group. In bulbs
exposed to a dose of 7.5 mg L of Methiocarb, the germination percentage decreased
by 64%, root length by 29% and weight gain by 21% compared to the control group.
Methiocarb administration caused an increase in the number of MN and
chromosomal damage and a decrease in MI. The number of MN in the root cells
exposed to 7.5 mg L of Methiocarb was increased 172-times compared to the
control group and the MI value decreased by 1.69-times. Methiocarb administration
has promoted chromosomal damage such as fragment, sticky chromosome, bridge,
unequal distribution of chromatin and vagrant chromosome in root tip cells. As a
result, Methiocarb caused toxic effects, and A. cepa L. test material was found to be a
useful bio-indicator for monitoring these effects.

Keywords: Allium cepa L., Physiology, Genotoxicity, Methiocarb.
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BOLUM 1. GIRIS

Giin gectikge artan diinya niifusu beraberinde besin ihtiyacimi da arttirmistir. Bu
durum aym ekili alanlardan daha fazla iirin elde edilmesi gerekliliini ortaya
cikarmigtir. Bununla birlikte elde edilen iiriinde verimin arttirilmast ve {iriin
kayiplarinin azaltilmasi da artan besin ihtiyacina karsi ¢oziimler arasinda yer almigstir.
Tarim alanlarinda bitkinin ihtiya¢ duydugu, bitki besin elementlerinin de toprakta
korunmasi iirlin veriminin arttirmanin baslica yollarindandir. Kiiltiirel uygulamalarin
da diizenli bir sekilde yapilamamasiyla birlikte insanlarin pestisitleri kullanmasi
kacinilmaz hale gelmistir. Tim bu ihtiyaglar1 karsilamak igin pestisit olarak
adlandirilan kimyasal maddeler kullanilmaya baslanmis ve bu sayede tarimsal
tiriinlerde iiretim biiylik oranda artmis, kayiplar ise azalmistir. Pestisitler bocek,
yabani otlar, mantar ve cesitli zararlilar gibi istenmeyen hedef organizmalarin
tiremesini, ¢ogalmasini, bitkiye zarar vermesini Onleyen kimyasal maddelerdir.
Ekonomik {iretimi, kolay erisimi ve uygulanabilirligi pestisitlere olan ilgiyi
artirmistir. Ideal bir pestisit, sadece hedef organizma iireinde etki gostermel,
cevrede birikme 6zelligine sahip olmamali ve ekolojik sistemden kaybolabilmelidir.
Pestisit olarak kullanilan kimyasal maddelerin ¢evre ve insan sagligina toksik etki
olusturmamasi igin igeriginin ve kullanom dozunun iyi bilinmesi gerekmektedir.
Pestisitler, kullanim alanlarindan cevreye, hayvanlara ve bitkilere hizli bir sekilde
kontamine olmakta ve tehdit edici boyutlara ulagmaktadir. Kullanilan asir1 dozda
pestisitler kalinti problemine de sebep olmaktadir. Bu kalintilar insan viicudunda
yillar boyunca birikerek bir takim fiziksel rahatsizliklar olusmasina yol agmaktadir
[1,2]. Bu konuda yapilan ¢aligmalarda her yil yaklasik olarak 2.5-3 milyon insanin
pestisit maruziyeti sonucunda ortaya c¢ikan rakatsizliklar nedeniyle hayatini
kaybettigi belirlenmistir. Bu nedenle pestisitlerin hedef olmayan organizmalar
tizerine etkileri konusundaki calismalara agirlik verilmeli ve detayli incelemeler

yapilmalidir.

Bu calismada da ¢esitli zararlilara kars1 kullanilan Methiokarb pestisitinin toksik
etkileri fizyolojik ve sitogenetik acidan Allium cepa L. test materyali kullanilarak

incelenmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Pestisitler

Pestisitler, tarimsal zararlilar, hastaliklar ve yabani otlara karsi olduk¢a genis bir
kullanim alanina sahiptir. Bununla birlikte bir¢ok i¢ ve dis parazite karst hayvansal
iiretim siirecinde ve halk sagligi amacgh olarak karasinek ve sivrisinekle miicadelede
de kullanilmaktadirlar. Pestisitlerin formiilasyonlarinda aktif maddeye ek olarak
birgok yardimci madde de yer almaktadir. Bu yardimci maddeler; sivi ve kati
tasiyicilar, eritkenler, etki arttirict ve giivenlik arttirict maddelerdir. Pestisitler, hedef
organizmalarda farkli kompleks yapida etki mekanizmalarina sahiptir ve olusan
toksik etki biyokimyasal bir siire¢ sonunda ortaya ¢ikmaktadir. Pestisitler, tek bir doz
uygulandiginda kisa siirede ortaya ¢ikan akut etki ve uzun bir siire 6ldiiriici olmayan
dozdaki tekrar eden uygulamalarda ortaya ¢ikan kronik etki olmak iizere iki farkli
toksik etki olusturmaktadir. Akut toksisitenin Ol¢lisi LDso degeri olarak
adlandirilmaktadir. Bu deger populasyonun % 50’sinde 6liime neden olan doz olarak

tanimlanmaktadir [1].

Pestisitler ¢ok cesitli siniflandirmaya tabii tutulmaktadir (Sekil 2.1). Yapisina, hedef
ettigi organizmaya, islevine ve tehlike boyutuna gore cok cesitli siniflandirma
mevcuttur. Fakat yaygin olarak kullanilan ve en bilinen smiflandirma tipi
hedefledikleri organizmalara gore yapilan siniflandirmadir. Buna gore pestisitler
herbisitler, insektisitler, fungusitler, akarisitler, nematisitler, rodentisitler, mollusitler
gibi ¢gesitli simiflara ayrilmaktadir. Insektisitler; bocek ve haserelere karsi kullanilan
ilaglar olup fretici tarafindan en fazla ihtiyagc duyulan ve en fazla kullanilan
pestisitlerdir. Bitkiye en fazla zarar veren etkenlerin basinda onunla beslenen bécek
ve hagereler gelmektedir. Bitkileri bu zararlilardan korumak i¢in insektisitlerden
yararlanilmaktadir. Bu korumanin hedef organizmaya verdigi zarar; Oldiiriici,
kaciric1 ya da kisirlagtirict olarak degisebildigi gibi canli organizmada biraktig
kalint1 da buna paralel olarak c¢esitli problemleri de beraberinde getirmektedir.
Herbisitler, bitkiyi diger bitkilerin zararlarindan koruyarak bitkinin verimini ve
sagligini korumay:r amacglamaktadir. Ayni yetisme ortaminda bulunan bitkiler

topraktan aldiklar1 besin ve ayni biiylime ortamini paylasma konusunda rekabet



icinde olduklari i¢in diger ot ve c¢ali tarz1 bitkilerin elimine edilmesi gerekmektedir.
Herbisitler, kurutucu, o6ldiiriicii veya biliylimeyi engelleyecegi bir etki olusturarak
yabani otlara zarar vermektedir. Nematisitler nematodlara kars1 kullanilan, fungisitler
ise patojenik funguslarin cesitli hayati fonksiyonlarini engelleyen pestisit tiirleridir
[2, 3]. Rodentisitler kemirgenlere karsi daha cok tarla, ev ve bitki depolama
ambarlarinda kullanilan kimyasallardir. Toksisitesi yiiksek olan bu kimyasallar
Oliimle sonuclanabilen vakalara neden olabilmektedirler. Akarisitler ise tarim

alanlarinda Akari alt sinifina ait zararlilara kars1 kullanilan pestisit grubudur [4, 5].

PESTISIT

Coziicl

Adjuvan |

Yayici B Inert
Bilesen ————
islevine
Gore
Sulandirici

Yaglar

Sekil 2.1. Pestisitlerin Siniflandirilmasi [6]

Pestisitler, hedef organizmalari ile beslenen ya da temas halinde olan diger canlilara
kontamine olmakta ve kalinti olarak bir {ist basamaga aktarilmaktadir. Bir {ist
basamakta biyolojik mekanizmalarin ¢alismasini etkilemekte ve nérolojik, fizyolojik,
genetik bozukluklara neden olmaktadir. Bu toksik etki bilingsizce ve ¢ok fazla
kullanilan pesitistlerin uygulamalarin1 kisitlayan en 6nemli faktordiir. Pestisitlerin

toksik etkinin aydinlatilmasi ve zararsiz uygulama dozunun belirlenmesi i¢in yapilan



calismalar giin gectikge Onem kazanmakta ve pestisit ¢esitliligi diisiiniildiigiinde bu

tiir caligmalarin yetersiz oldugu diistintilmektedir [7].

2.2. Karbamatlar

Karbamatlar, karbamik asidin bir tiirevidir. Karbamat yapidaki bilesiklerin suda
¢Oziiniirliikleri ve buhar basinglar diisiiktiir. Oda sicakliginda buharlasarak havaya
dagilabilmekte ve sucul ortamlarda 151k absorblayarak parcalanmaktadirlar. Topraga
uygulanan karbamatlarin ise metabolik par¢alanmasinda ilk olarak hidroliz meydana
gelmektedir. Karbamik asit esterleri kolinerjik aktivitelerinden dolayr farmakoloji
alaninda kullanilmaktadir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlar, dogal bir bitki tiirevi olan
phsostigmin ve bundan daha dayanikli Ozellikteki prostigmindir. S6z konusu
bilesikler yap1 olarak asetilkoline benzemektedir ve bdoceklerde kolinesteraz enzim
aktivitesini inhibe etmektedir [8]. Bu grubta yer alan insektisitler hedef organizmanin
yant sira diger hayvanlar ve insanlar iizerinde de toksik etki gostermektedir.
Insanlarda solunum ve santral sistemi anormallikleri toksik etkilerinin basinda
gelmektedir. Insanlarda karbamat grubu insektisitlerle zehirlenme baslica
asetilkolinesteraz inhibisyonu yolu ile ger¢eklesmektedir. Fakat bu inhibisyon
reversibldir ve bu nedenle toksik etki diger pestisitlere kiyasla diisiik seyretmektedir.
Ayrica biyotranformasyon ve detoksifikasyon mekanizmalar: ile de toksik etkileri
azaltilmaktadir. Karbamik asit esterlerinden kaynaklanan zehirlenmelerde gozlenen
belirtiler; gdz yasarmasi, tiikiiriik salgisinin artmasi, miyozis, konviilziyon, g6z
bebeklerinde kiiciilme, yliksek derecede sarsintilar ve 6liim olarak sayilabilmektedir.
Akut zehirlenme durumunda belirtiler 1 saat igerinde ortaya c¢ikmaktadir. Tim
detoksifikasyon ve zayif mutajenik etkilerine ragmen, zayif asidik ortamlarda
nitritlerle etkilesen Karbamatlar, mutajen ve kanserojen nitroz tiirevlerine doniiserek

toksisiteye sebep olmaktadir [9].

Karbamatli bilesikler grubunda yer alan kimyasallar, boceklerde de kolinesteraz
enzimini inhibe ederek mide zehirlenmeleri ve dliimlere sebep olmaktadir. Herbisit
ve fungusit Ozellikteki karbamat bilesiklerinin asetilkolin inhibisyonu 6zelligi
bulunmamaktadir. Bu 6zellikteki herbisitler fotosentez ya da karbonhidrat

metabolizmasina etki ederek yabani otlarin 6lmesine sebep olmaktadir [9].



Metiokarb, karbamat yapida ve asetilkolin esterazi geri doniisiimlii olarak inhibe
etmektedir. 1960'lardan beri bir kus kovucu, insektisit, akarisit ve mollusisid olarak

kullanilan bir pestisittir [10,11].

2.2.1. Metiokarb
Metiokarb [3,5-dimethyl-4-(methylthio)], tek olarak ya da metaldehid ile birlikte

tarim  sektoriinde yaygin  olarak  kullanilan bir karbamat mollusisittir.
Merkattodimether, metmerkapturon ve mesurol isimleriyle de adlandirilmaktadir.
Kimyasal formilii C11H1sNO,S’dir ve molekiiler agirligi 225.312 gr’dir. 1.25 g cm™
yogunluga sahip olan metiokarbin erime 1s1s1 118.5°C’dir ve kimyasal yapist ile diger

kimyasal 6zellikleri Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Metiokarbin kimyasal yapist ve 6zellikleri

O
O)J\H/CH?:

Hs;C CH;
SCH;4

Kimyasal Formuli C11H1sNO2S
Molekiiler Agirligi 225.312
Yogunluk 1.25gcm
Erime Noktasi 118.5°C
Kaynama Noktasi 311°C
Suda Coziiniirliigii 0.027g L
Renk Renksiz kristalik yap1




Metiokarb, 1960 yilindan beri, insanlarda ve hayvanlarda dogrudan hastaliga neden
olan, ekinleri, gida ve tekstil iriinlerini yok eden boceklerle miicadelede
kullanilmaktadir. Ayristirmak icin 1sitildiginda oldukga zehirli olan kiikiirt oksit ve
azot oksit dumani agiga ¢ikmaktadir. Metiokarb farkli hedef organizmalara karsi
toksin olarak da kullanilmaktadir. Salyangozlara, bdceklere, kemirgenlere karsi
miicadele kullanilmakta ve kus kovucu 6zelliginden de faydalanilmaktadir [12,13].
Bir mollusisid olarak Eobania vermiculata’ya karsi yiiksek dozda oldukg¢a etkili
oldugu ve salyangozlar i¢in LDso degerinin 414 pg oldugu belirtilmektedir [14]. Bir
calismada kuslarin istilasini 6nlemek amaciyla Quelea tohumlarina Metiokarb
uygulanmis, kus kovucu olarak metiokarbin etkili oldugu bildirilmistir [15].
Ozellikle Karadeniz bélgesinde Findik kurduna karsi miicadele sikca kullanilan
metiokarb, pek c¢ok findik zararlilarina karsi ve diger bazi bitkilerdeki hastalik

etmenlerine karst miicadelede de kullanilmaktadir (Tablo 2. 2).

Tablo 2.2. Metiokarb’m kullanildig: bitki tiirleri ve etki ettigi hedef organizmalar (16)

Bitki Hedef organizmalar
Karanfil Cigek tripsi (Frankliniella intonsa )
Seker pancari Toprakalt1 zararlilar1 (Collembola spp., Blaniulus spp. Agriodes spp.)

Findik Kurdu (Balaninus nucum)
Findik Kokarcas1 (Palomena prasina)
Kir Tirtilt (Lymantria dispar)

Findik Kizilagag bocegi (Agelastica alni)

Findik teke bocegi (Oberea linearis)

Metiokarbin karbamat grubunun metabolik pargalanmasi sonucunda metilkarbamik
asit ortaya c¢ikmakta ve bu ara diriin asetilkolinesteraza baglanarak enzim
inhibisyonuna neden olmaktadir. Asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin inhibisyonu
ise impuls iletimini olumsuz yonde etkilemektedir. Kolinerjik etkilerine ek olarak,
Methiokarb'in 0strojen, antiandrojen ve aromataz inhibitorii olarak islev gdren bir

endokrin bozucu oldugu da rapor edilmektedir. Kontaminasyon sonucunda



Metiokarbin insanlarda nikotinik ve muskarinik aktiviteye sahip oldugu ve
kontaminasyon sonucunda depresyon, diyare, dispne, amagsiz g0¢, ataksi, pulmoner
O6deme bagli 6liime neden oldugu da belirtilmektedir [17-19].

Boran ve ark. (2007) Metiokarb’m 0.7 mg L ile 28.0 mg L arasindaki dozlarinin
Oncorhynchus mykiss Walbaum. ve Poecilia reticulata Guppy. baliklarinda akut
toksisiteye neden oldugunu ve bu toksisitenin O. mykiss’da P. reticulata’ya gore
daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir [20]. Metiokarb uygulamasi sonucunda
baliklarda mortalite insidansinda artis rapor edilmistir. Metiokarbin solunma yoluyla
kontaminasyonu mukoza zarinda hasara neden olabilmektedir. Ayrica su yasami i¢in
de oldukca zehirli bir kimyasaldir. Metiokarb maruziyetinin diger yan etkileri
arasinda ise asir1 terleme, spontan defekasyon ve spontan idrara ¢ikma, artmis
salivasyon, bas agrisi, lakrimasyon, konvulsiyonlar, zihinsel karisiklik, bilin¢ kaybi,
halsizlik ve koma sayilabilir [21]. Ozden ve ark. (2013) Metiokarb uygulamasinin
Wistar ratlarda karaciger ve bobrek MDA ve Glutatyon seviyeleri ile Siiperoksit
Dismutaz, Katalaz ve Glutatyon Peroksidaz aktivitelerinde onemli artiglara neden

oldugunu bildirmislerdir [22].

2.3. Allium cepa testi

Yiiksek yapili bitkiler pestisit gibi ¢esitli kimyasallarin toksisitesinde biyoindikator
olarak kullanilmaktadir. Bitkilerin biyoindikator olarak kullanimi, Birlesmis Milletler
Cevre Program1 ve ABD Cevre Koruma Ajansi'nin (USEPA) uluslararas1 programlar
tarafindan standartlastinlmistir [23, 24]. USEPA ve Diinya Saglik Orgiitii, bu
biyoanalizlerden elde edilen verilerin genotoksisitenin belirlenmesinde etkili ve
giivenilir oldugunu kabul etmektedir [25]. 4. cepa testi toksisitenin belirlenmesinde
uygulanan yaygin bir yontemdir. 4. cepa, monosentrik kromozomlu diploid (2n=16)
bir genomuna sahiptir. Kromozomlar olduk¢a biiylik ve karyomorfolojik
degisikliklerin  saptanmasi  i¢in  kullanighidir. ~ Kromozomlar  metasentrik,
submetasentrik ve subtelosentrik olarak yapisal farklilik gdstermektedir (Sekil 2.2).
A. cepa, toksik ajanlarin fizyolojik, sitotoksik, genotoksik, klastojenik ve aneugenik

etkilerinin saptanmasinda olduk¢a kullanishidir [26, 27].
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Sekil 2.2. A. cepa kromozom karyotipi [28]

A. cepa testi hizli ¢imlenme ve kok uzamasi sayesinde pek ¢ok analize imkén
saglamaktadir. Cesitli maddelerin toksisitesini degerlendirmek i¢in ¢imlenme ve kok
biiylimesi ile ilgili parametrelerin kullanimi olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii ¢imlenme ile
ilgili veriler bilesiklerin oldiirticti etkilerini degerlendirmede kullanilabilmektedir.
Bununla birlikte ¢imlenme veya kok biiylimesindeki gecikme sub-letal dozlar
hakkinda bilgi saglamaktadir [29]. Kok biiylimesi analizleri ile biiyiimenin %50
inhibisyonunun olustugu konsantrasyon (ICso) belirlenebilmekte ve kontrol grubu ile
kiyaslanarak toksisitenin derecesi tahmin edilebilmektedir. Bunlar disinda 4. cepa'da
Mitotik indeks (MI), Mikronukleus (MN), Kromozomal anormallikler (CA) de
kullanilan ana biyoindikatdr parametreleridir. Bitkilerde organlarin biiytimesi, siirekli
hiicre boliinmesi ile iligkili oldugundan kok biiyiimesi, MI'daki artisla baglantilidir
[30]. M1, hiicre ¢ogalmas1 hakkinda bilgi vermekte ve mitoz boliinmedeki hiicre
sayist ile toplam hiicre sayisinin oranmi ifade etmektedir. Boylece, dokulardaki
yogun mitotik bdlgelerin belirlenmesine olanak saglamaktadir. Kok ucundaki
meristematik bolgelerde aktif ¢ogalma gergeklesmekte ve MI oranlart yiiksek
cikmaktadir. Ozellikle A. cepa kok ucu hiicreleri MI oranlari toksik etkiden ciddi
sekilde etkilenmekte ve kimyasal ajanlarin toksisitesinin belirlenmesinde giivenilir
sonuglar saglamaktadir [31,32]. A. cepa’da genetik hasarin belirlenmesi ilk defa

Levan tarafindan, 1938 yilinda kolsisin etkisiyle olusan mitotik bozulmalarin



gozlenmesi ile gergeklesmistir. A. cepa ile pek ¢ok sitotoksisite ve genotoksisite
testleri gerceklestirilmistir ve bu sonuglar diger toksisite testleri ile de
karsilagtirilmistir [33]. Rank ve Nielson (1994), kemirgenler ve A. cepa ile
gerceklestirdikleri kanserojenik testlerde %82 korelasyon oldugunu rapor etmislerdir
[34]. Vicentini ve ark. (2001) sitotoksisite ile genotoksisite tayininde 4. cepa testinin
giivenilir bir test oldugu belirtmislerdir [35]. 4. cepa testi kimyasallar tarafindan
indiiklenen ve hasar sonucu ortaya ¢ikan MN olusumlarmin da kolaylikla
belirlenmesinde kullanilmaktadir [36]. Bir hiicrede MN varligt ve frekansi
toksisitenin ~ 6nemli  bir indikatoriidiir. = MN'ler kromozom  aberasyonu,
poliploidizasyon sonrasi kromozomlarin yeniden diizenlemesi, kromozom kirig1 yada
ig ipligi hatalarindan kaynaklanmaktadir [37]. MN frekans1 ve biiyiikliigili toksik etki
hakkinda bilgi saglamaktadir. Kiiciik MN olusumlar1 anojenik etkiye, biiyiik MN
olusumlar ise klastojenik etkiye isaret etmektedir. Anojenik etki sonucu olusan
sentromer boliinme hatalari, ig iplik¢ik hasarlar kiigiik yapida MN olusumlari ile
klastojenik etki sonucunda olusan kromozom kiriklari ise daha biiyilk MN olusumlari
ile sonuclanmaktadir [38, 39]. Klastojenik ve anojenik kimyasallarin etkileri CA
analizleri ile daha da detaylandirilmaktadir. Kromozom kdpriileri ve kromozom
kiriklar klastojenik etkiyi karakterize eden en belirgin CA'lardir. Kalgin kromozom,
kromozom kaybi, C-metafaz, kromozom yapiskanlig1 ve ¢cok kutuplu boéliinmeler ise
aneugenik ajanlar tarafindan indiiklenmektedir [40]. Her bir kromozom hasar1 A.
cepa testi ile rahatlikla ayirt edilebilir ve bir ajanin toksisite mekanizmasi rahatlikla

aydinlatilabilmektedir.

Bu bilgiler 1s181inda, ¢alisma kapsaminda Tiirkiye’de tarim alanlarinda ozellikle
findik kurdu (Curculio nucum L.), findik kokarcasi (P. prasina), kirtirtili (L. dispar),
kizil agag bocegi (A. alni), findik tekebocegi (O. linearis), cicek tripsi (F. intonsa)
ve toprakalt1 zararlilar1 (Collembola spp., Blaniulus spp. Agriodes spp.) ile
miicadelede yaygin olarak kullanilan Metiokarb mollusitinin toksik etkileri A. cepa
testi kullanilarak belirlenmistir. Toksik etkiler fizyolojik ve sitogenetik acidan
degerlendirilmistir. Fizyolojik etkiler ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve agirlik
artis1 parametreleri ile aragtirilmistir. Sitogenetik etkiler ise MI, MN ve kromozomal

anormallik parametreleri ile incelenmistir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM
3.1.Test Materyali ve Uygulama Dozlar:

Kimyasal ajan olarak Metiokarb, test materyali olarak ise esit biiyiikliikteki 4. cepa
bulblar1 kullanilmistir. Bulblar 1 kontrol ve 3 uygulama olacak sekilde dort (4) gruba
ayrilmig, kontrol grubuna ait bulblar ¢cesme suyu, Metiokarb uygulama grubundaki
bulblar ise 2.5 mg L', 5.0 mg L ve 7.5 mg L! Metiokarb dozlariyla, 24 °C’de 72

saat siiresince ¢imlendirilmistir.

3.2. Fizyolojik Parametrelerin Ol¢iimii

Bulblarin kok uzunluklari radikula olusumu esas alinarak milimetrik cetvel, agirlik
kazanimlar1 ise hassas terazi ile Olclilmiistiir. Agirhik degisimleri; Metiokarb
uygulamasi dncesi ve sonrasinda belirlenen agirliklarin farki alinarak hesaplanmistir.

Cimlenme yiizdesi ise Esitlik 1 yardimiyla tespit edilmistir [41].

. . . Cimlenen Bulb Sayisi
imlenm zdesi (9 = x 1 1
¢ € eyu des (/0 ) Toplam Bulb Sayis1 00 (1)

3.3.Kromozomal Hasar, M1 ve MN Analizleri

Kok uglan yaklasik 1-2 cm uzunlugunda kesilmis, 2 saat “Clarke” fiksatoriinde
(3:etanol / 1:glasial asetik asit) fikse edilmis, 15 dakika %96’lik etanol’de yikanmis
ve deneysel islemlere kadar %70’lik etanolde +4 °C’de bekletilmistir.

Daimi preparasyon icin kok uglar1 60 °C’de 17 dakika 1N HCI’de hidrolize edilmis,
30 dakika %@45’lik asetik asitte bekletilmis, 24 saat asetokarmin’de boyanmis,
%45’lik asetik asitte ezilerek, arastirma mikroskobunda X200 biiyiitmede sayilmis ve

X500 biiyiitmede fotograflandirilmistir [42].

Mikroniikleus (MN) siklig1 i¢in her bir uygulama grubunda toplam 1000 hiicre
sayllmis, MN’li hiicreler mikroskop altinda belirlenerek X500 biiyiitmede
fotograflandirilmistir.

MN belirlenmesinde Fenech ve ark. (2003)’nin kriterleri esas alinmistir. Buna gore:

10



I MN, hiicre niikleusunun 1/3’1i yada daha kii¢iik olmalidir,

ii. MN, yuvarlak yada oval olmalidir,

iii. MN zari, hiicre nukleusundan net bir sekilde ayirt edilebilmelidir.
Mitotik indeks (MI), her bir grup i¢in 10.000 hiicre sayilarak, Esitlik 2 yardimiyla
hesaplanmistir [43].

Mitoza Girmis Hiicre

Mitotik indeks (MI) = x 100 ©)

Toplam Hiicre Sayis1

3.4.istatiksel Analiz

Istatiksel analizler “IBM SPSS Statistics 22” paket programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Verileri ortalama + SD (standart sapma) seklinde gdsterilmistir.
Ortalamalar arasindaki istatistiksel dnem One-way ANOVA ve Duncan testi ile

belirlenmis, p degeri <0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

Metiokarb uygulamasinin ¢imlenme iizerine etkisi Tablo 4.1°de gdsterilmistir. En
fazla ¢imlenme %97’lik oranla kontrol grubunda, en diisiik ¢imlenme yiizdesi ise
Metiokarb’in 7.5 mg L' dozuyla muamele edilen grupta gdzlenmistir. Uygulanan
Metiokarb dozunun artmasi ile ¢imlenme yiizdesinin azaldigi belirlenmistir. Grup
IV’de c¢imlenme yiizdesinin kontrol grubuna oranla yaklasik 2.9 kat azaldi

belirlenmistir.

Metiokarb uygulamasinin kok uzunluguna etkisi Tablo 4.2 ve Sekil 4.1°de
gosterilmistir. En fazla kok uzamasi ortalama 14.36 cm ile kontrol grubunda (Grup
I), en az ise ortalama 4.15 cm ile Metiokarb’in 7.5 mg L' dozuyla muamele edilen
Grup IV’de Olglilmistiir. Kontrol grubuna goére kok uzunlugu, Metiokarb ile
muamele edilen gruplardan Grup II’de 2.62 cm, Grup III’de 7.19 cm ve Grup IV’de
ise 10.21 cm azalmis, bu azaliglarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05)
tespit edilmistir. Kok uzunlugu ile uygulanan doz arasinda ters orantili bir degisim
oldugu, uygulanan Metiokarb dozunun artmas: ile kok uzunlugunun azaldig

belirlenmistir.

Sekil 4.1. Metiokarb’in kok uzunluguna etkisi (A: kontrol, B: 2.5 mg L' Metiokarb, C: 5.0 mg L!
Metiokarb, D: 7.5 mg L! Metiokarb)
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Tablo 4.1. Metiokarb dozlarinin ¢imlenme {lizerine etkisi

Gruplar Cimlenen Cimlenmeyen Cimlenme
bulb sayis1 bulb sayisi yiizdesi (%)
Grup I 30 29 1 97
Grup 11 30 24 6 80
Grup III 30 17 13 57
Grup IV 30 10 20 33

Tablo 4.2. Metiokarb dozlarinin kdk uzunluguna (cm) etkisi

Gruplar Minimum Maksimum Ortalama
kok uzunlugu kok uzunlugu kok uzunlugu
Grup I 10,40 16,40 14,36+2,00?
Grup II 8,90 14,80 11,74+2,14%
Grup III 5,30 10,40 7,17£1,72¢
Grup IV 2,70 6,50 4,15+1,10¢

Grup I: Kontrol, Grup II: 2.5 mg L' Metiokarb, Grup III: 5.0 mg mg L-1 Metiokarb, Grup IV: 7.5 mg mg L™!
Metiokarb. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n=10). Ortalamalar arasindaki istatistiksel
6nem “Duncan” testini takiben “One-Way” ANOVA varyans analizi kullanilarak belirlenmistir. Ayn1 siitun

igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0.05).

Metiokarb uygulamasinin bulb agirligina etkisi Tablo 4.3’de gosterilmistir. En fazla
agirlik artis1 ortalama 10.35 g ile kontrol grubunda (Grup 1), en az ise ortalama 2.19
g ile Metiokarb’mn 7.5 mg L' dozuyla muamele edilen Grup IV’de belirlenmistir.
Kontrol grubuna kiyasla, bulb agirligi Grup II’de 2.7 g, Grup 1II’de 5.94 ve Grup
IV’de ise 8.16 g azalis gostermis, bu azalislarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu

(P<0.05) tespit edilmistir.

Metiokarb uygulamasinin MN olusumuna etkisi Tablo 4.4 ve Sekil 4.2°de
gosterilmistir. En az MN olusumu ortalama 0.3’lik oranla kontrol grubunda (Grup 1),
en fazla ise ortalama 51.50’lik oranla Metiokarb’in 7.5 mg L™ dozuyla muamele
edilen Grup 1V’de gozlenmistir. Grup IV’de MN sayisi, Grup II’ye oranla 4.2 kat ve
Grup III oranla ise 1.9 kat artis gostermis, bu artislarinda istatistiksel olarak anlamli

oldugu (p<0.05) belirlenmistir.
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Tablo 4.3. Metiokarb dozlarinin agirlik artisi lizerine (g) etkisi

Gruplar Baslangi¢ Son Agirhk
agirhk agirhk Artisi
Grup I 4,62+0,52¢ 14,97+1,622 +10,35
Grup 11 4,54+0,57¢ 12,19+1,56° + 7,65
Grup III 4,67+0,43¢ 9,08+1,36° + 4,41
Grup IV 4,62+0,59¢ 6,81+1,01¢ + 2,19

Tablo 4.4. Metiokarb dozlarinin mikronukleus (MN) olusumuna etkisi

Minimum Maksimum Ortalama
MN MN
Grup I 0 1 0,30+0,484
Grup 1I 8 17 12,20+3,39¢
Grup III 20 35 27,10+4,93%
Grup IV 45 58 51,504+4,38*

Grup I: Kontrol, Grup II: 2.5 mg L' Metiokarb, Grup III: 5.0 mg mg L-1 Metiokarb, Grup IV: 7.5 mg mg L
Metiokarb. Veriler ortalama =+ standart sapma (SD) olarak gosterildi (n=10). Ortalamalar arasindaki istatistiksel
6nem “Duncan” testini takiben “One-Way” ANOVA varyans analizi kullanilarak belirlenmistir. Ayn1 siitiin
icerisinde farkli harfler ile gOsterilen ortalamalar istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0.05). MN analizi i¢in

toplam 1000 hiicre sayilmistir

Metiokarb uygulamasinin tesvik ettigi kromozomal hasarlar Tablo 4.5 ile Sekil
4.2°de gosterilmistir. Kontrol grubu (Grup I) kok uglarinda sadece birkag yapiskan
kromozom hasar1 gozlenirken, Metiokarb uygulanan gruplarda ise Metiokarb dozuna
bagli olarak kromozomal hasarlarin oraninda artis tespit edilmistir. Mikroskobik
gozlemler sonucunda, Metiokarb uygulanan gruplarda, oranlar1 farklilik géstermekle
birlikte, sirasiyla fragment > yapiskan kromozom > koprii > kromatinin esit olmayan
dagilimi > vagrant kromozom seklinde kromozomal hasarlar gézlenmistir. Kontrol
grubuna oranla, Metiokarb uygulama gruplarinda gozlenen kromozomal hasar
sayillarindaki bu artiglarin ise istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05)

belirlenmistir.
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Tablo 4.5. Metiokarb dozlarinin tesvik ettigi kromozomal hasarlar

Grup I Grup II Grup I1I Grup IV
FRG 0,00+0,00¢ 19,50+2,91¢ 41,40+4,35° 64,00+£6,342
YK 0,20+0,42¢ 15,90+3,28¢ 32,60+3,63° 50,40+5,46%
K 0,00+0,004 12,00£2,00¢ 22,20+3,61° 39,70+3,232
KED 0,00+0,004 10,10+1,45¢ 17,40+3,75° 30,20+3,492
VK 0,00+0,00¢ 6,70+2,00°¢ 11,40+2,22° 17,50+2,80?

*Grup I: Kontrol, Grup II: 2.5 mg L' Metiokarb, Grup III: 5.0 mg L' Metiokarb, Grup IV: 7.5 mg/L Metiokarb. Veriler
ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 10). Kromozomal hasarlar igintoplamda ise 1.000 hiicre analiz edildi.
Ayt siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0.05). FRG: fragment, YK:

yapiskan kromozom, K: képrii, KED: kromatinin esit olmayan dagilimi, VK: vagrant kromozom.

.'t. \o" @
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Sekil 4.2. Metiokarb’in tesvik ettigi kromozomal hasarlar (A: MN, B: fragment, C: yapiskan kromozom, D:

kopri, E: kromatinin esit olmayan dagilimi, F: vagrant kromozom)

15



Metiokarb uygulamasinin bdliinen hiicrelerin oranini gosteren MI {izerine etkisi
Tablo 4. 6’da gosterilmistir. En fazla MI %8.51 lik oranla kontrol grubunda, en az ise
% 5.02°lik oranla Metiokarb’in 7.5 mg L dozuyla muamele edilen Grup IV’de
tespit edilmistir. Kontrol grubuna oranla MI Grup II’de 1.15, Grup III’de 1.33 ve
Grup IV’de ise 1.69 kat azalmis, bu azalislarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.6. Metiokarb dozlarinin mitotik indeks (MI) lizerine etkisi

Gruplar Hiicre sayist MI % MI
Grup I 10.000 851,30+24,58? 8.51
Grup II 10.000 742,20+21,03° 7.42
Grup III 10.000 642,50+30,42°¢ 6.42
Grup IV 10.000 502,70+31,71¢ 5.03

*Grup I: Kontrol, Grup II: 2.5 mg L' Metiokarb, Grup III: 5.0 mg L' Metiokarb, Grup IV: 7.5 mg L' Metiokarb. Veriler
ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterilmistir (n=10). MI i¢in, her bir gruptaki her bir kok ucunda 1.000 hiicre,
toplamda ise 10.000 hiicre analiz edilmistir. Ortalamalar arasindaki istatistiksel 6nem “Duncan” testini takiben “One-
Way” ANOVA varyans analizi kullanilarak belirlenmistir. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0.05).
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Pestisitler tarimda daha fazla iirlin elde edebilmek amaciyla kullanilmaktadir. Hedef
organizmalar lizerindeki toksik etkileri iirlin miktarinda artisina yol agmakta fakat
pek ¢ok sorunu da bereberinde getirmektedir. Uriindeki pestisit kalintis1 ¢dziilmesi
gereken en Oonemli problemlerdendir. Bunun yaninda {iriin kalitesinde de degismler
gozlenebilmektedir. Pestisitler hedefledikleri organizmalar disindaki canlilarda da
toksisiteye neden olmaktadir. Bu nedenle her bir pestisit kullanima sunulmadan 6nce
hedef dis1 organizmalarda da test edilmeli ve doz-toksisite iliskisi aydinlatilmalidir.
Ozellikle kontaminasyon yoluyla insanlar dahil pek ¢ok canliya ulasabilen

pestistlerin okartyotik canli sistemlerdeki etkileri detayli olarak incelenmelidir.

Bu calismada tarim alanlarinda yaygin olarak kullanilan Metiokarb mollusitinin
toksik etkileri fizyolojik ve sitogenetik parametreler kullanilarak, 4. cepa test
materyalinde arastirillmigtir. Metiokarb 0Ozellikle Karadeniz bdlgesinde findik
zararlilarina karst yogun olarak kullanilmaktadir. Toprakta birikimi, yagmur sulari ile
denize ve irmaklara ulagsmasi bu pestisitin diger canlilara da kontamine olmasina
neden olabilmektedir. Bu amagla Metiokarbin hedef dis1 organizmalarda 6zellikle
okaryotik sistemlerde etkileri detayli arastirilmalidir. Bu kapsamda g¢alismamizda
Metiokarb’in hedef dis1 organizmalardaki toksik etkileri 6karyotik canli olan A. cepa
ile test edilmistir. 4. cepa testi toksisitenin multiparametreli incelenmesine olanak
tanimaktadir. Metiokarbin toksik etkileri fizyolojik, sitotoksik ve genotoksik agidan
degerlendirilmistir. Fizyolojik etkiler ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve agirlik
artis1 ile belirlenirken sitotoksik etkiler bir hiicredeki proliferasyonun gostergesi olan
MI degeri ile aragtirilmistir. Metiokarbin genotoksik etkileri MN siklig1, kromozomal
anormallik sikligi ve tipleri arastirilarak belirlenmistir. Sitotoksik etkiler ve

genotoksik etkiler ise sitogenetik etkiler baslig altinda birlestirilerek incelenmistir.

Metiokarb uygulamasi, fizyolojik parametrelerde doza bagli olarak ciddi azalmalara
sebep olmustur. Metiokarbin ¢imlenme oraninda 6nemli derecede toksisiteye neden
olmus, en fazla ¢imlenme %97’lik oranla kontrol grubunda, en diisiik ¢imlenme
yiizdesi ise Metiokarb’in 7.5 mg L' dozuyla muamele edilen grupta %33 olarak
gozlenmistir. Kok uzunlugu ¢imlenmeyi gosteren Onemli bir parametredir. Kok

uzamasi da Metiokarb toksisitesinden etkilenmistir ve Metiokarb dozunun artmasi ile
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kok uzunlugunun azaldigi belirlenmistir. Kontrol grubunda kok uzunlugu 14.36 cm
olarak tespit edilmis, Metiokarb uygulanan Grup II’de kok uzunlugu 2.62 cm, Grup
[II’de 7.19 cm ve Grup IV’de ise 10.21 cm azalmistir. Fizyolojik parametrelerden
agirhik kazanimi kok uzamasi ve ¢imlenme ile iliskilidir. Bu parametrelerde
anormallik olmasi agilik kazanimini da  etkilemektedir. 10.35 g agirhik artisi
gbzlenen kontrol grubuna kiyasla, bulb agirligi Grup II’de 2.7 g, Grup [II’de 5.94 ve
Grup IV’°de ise 8.16 g azalig gostermistir.

Literatiirde Metiokarb ile ilgili olmasa da, diger pestisitlerin 4. cepa’da fizyolojik
parametreler lizerine etkilerini arastiran ¢aligmalar mevcuttur. Cavusoglu ve ark.
(2012) Tiyametoksam insektisitinin 100, 250 ve 500 mg kg' dozlarmin A. cepa
tohum fizyolojisine etkileri arastirmislar, sonugta Tiyametoksam uygulamasinin, doz
artisina bagli olarak c¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve tohum agirliginda
azalmalara neden oldugunu rapor etmislerdir [44]. Demirtas ve ark. (2014) ise
Dinikanazol herbisitinin farkli dozlarimin (20,50 ve 100 ppm) A. cepa tohum
cimlenmesi, kék uzunlugu ve agirlik artis1 lizerine etkilerini aragtirmislar, sonugta
kontrol grubuyla karsilastirildiginda, uygulanan Dinikanazol dozuna bagli olarak,
aragtirtlan  fizyolojik parametrelerde azalma tespit edilmis, bu azalma,
Dinikanazol’tin 100 ppm dozunda ¢imlenme yiizdesi i¢in yaklasik %56 ve agirlik
kazanimi icin ise %20 olarak belirlenmistir [45]. Acar ve ark. (2015) ise benzer bir
calismada, Paraquat herbisitinin 10, 50 ve 100 ppm dozlarinin 4. cepa tohumlarinin
fizyolojisi iizerine etkilerini arastirmis, sonugta Paraquat’in tohum ¢imlenme
yiizdesi, kok uzunlugu ve agirlik kazaniminda doz artisgina paralel bir azalmaya

neden oldugunu gézlemlemislerdir [46].

Metiokarb uygulamast A. cepa kok ucu hiicrelerinde sitogenetik etkilere de neden
olmustur. Metiokarb dozuna bagli olarak kromozomal hasar ve MN sayilarinda artis,
boliinen hiicrelerin sayisin1 gosteren MI ylizdesinde ise azalma tespit edilmistir.
Metiokarb uygulanan gruplarda fragment, yapiskan kromozom, koprii, kromatinin
esit olmayan dagilimi, vagrant kromozom seklinde kromozomal hasarlar
gozlenmistir. Literatiirde metiokarb ile ilgili ¢aligmalar heniiz yetersiz diizeydir.
Fakat Metiokarb gibi karbamat yapida diger bilesiklerle ve pek ¢ok pestisit ile
yapilmis toksisite calismalari mevcuttur. Giinter ve arkadaslar1 (2014) karbamat

yapida bir herbisit uyguladiklar1 Allium cepa ve Hordeum vulgare’de 1g ipliklerinin
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inhibe oldugunu, kromozomal diizensikliklerin olustugunu, mitoz bdliinmede
gecikmeler gozlendigini rapor etmislerdir [47]. Dragoeva ve ark. (2012) Oksiflorfen
herbisitinin 1.2 ml L', 0.6 ml L' and 0.3 ml L dozlarinin A. cepa’da genotoksik
etkilerini arastirmiglar, sonugta Oksiflorfen’in MI’de azalmaya, fragment, vagrant
kromozom, multiple anafaz, ig ipligi hasar1 gibi kromozomal hasarlarin sayisinda
artis ile interfazda MN olusumuna neden oldugunu rapor etmislerdir [48]. Gogoi ve
ark. (2016) ise Malathion’un %0.1 ila %0.9 arasindaki konsantrasyonlarinin 4. cepa
kok ucu hiicrelerinde mitotik boliinmenin baskilanarak MI’in azalmasina, ig ipligi
olusumunun engellenmesine, kromozom biiziilmelerinin ve kromozom eslesme
kusurlarinin olugmasina neden oldugunu tespit etmiglerdir [49]. Topgu ve ark. (2013)
tarafindan gerceklestirilen benzer tarzdaki bir ¢alismada ise Dursban 4 insektisitinin
tic farkli konsantrasyonunun (600, 1200 ve 1800 ppm) A. cepa kok ucu
hiicrelerindeki genotoksik etkileri arastirilmis, sonucta Dursban 4 uygulamasinin
doza bagli olarak MI azalttigi, MN sayisini arttirdigi, fragment, koprii ve yapiskan

kromozom seklinde hasar olusumunu tesvik ettigi belirlenmistir [50].

Sonug olarak, tarim alanlarinda zararlilarla miicadelede yaygin olarak kullanilan
Metiokarb’in doza bagli olarak toksik etkiler meydana getirdigi, 4. cepa test
materyalinin ise bu etkilerin gdzlenmesinde giivenilir bir indikatér oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle, zararlilarla miicadelede miimkiin oldugunca biyolojik
miicadelenin tercih edilmesi, kimyasal icerikli pestisit kullanimindan kaginilmasi ya
da kullaniminin zaruri oldugu durumlarda ise hedef olmayan organizmalarda en az

toksisiteye neden olacak, uygun doz diizeylerinin belirlenmesi gerekmektedir.
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