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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BENTAZONE ve CHLORIDAZON HERBISITLERININ Eisenia hortensis TURU
UZERINDEKI GENOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Nese TUNA
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Yrd. Dog. Dr. Sevgi ULUKUTUK

Bu arastirmada, Bentazone ve Chloridazone herbisitlerinin Eisenia hortensis tiirii
tizerine olan genotoksik etkileri incelenmistir. E. hortensis tiirii Afyonkarahisar ilindeki
dogal yasam alanlarindan toplanmistir. Toksisite ¢aligmalarinda Bentazon herbisitinin
LDsy degeri 236 ppm ve Chloridazon herbisitinin LDsy degeri 76,6 ppm olarak
belirlenmistir. E.hortensis solomositlerinde DNA hasarini belirlemek i¢in komet ve
mikroniikleus test yontemleri yapilmistir. Bentazone ve Chloridazon herbisitlerinin
LDso/2, LDsy ve 2XLDsy konsantrasyonlari, 48 saat siireyle E. hortensis’ lere

uygulanmigtir.

Sonug olarak Chloridazone ve Bentazone herbisitlerinin E. hortensis s6lomositleri ile
yapilan ¢alismalarda uygulanan konsantrasyonlarinin, mikroniikleus ve komet
parametrelerinde istatistiksel olarak onemli artiglara sebep oldugu ve DNA hasarimi

arttirdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bentazon, Chloridazon, E.hortensis, Genotoksisite, Alkali Komet

Y Ontemi
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ABSTRACT
M.Sc Thesis

INVESTIGATING THE GENOTOXIC AFFECTS OF BENTAZONE and
CHLORIDAZON HERBICIDES ON Eisenia hortensis

Nese TUNA
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics Department
Supervisor: Assit. Prof. Sevgi ULUKUTUK

In this research the genotoxic effects of Bentazone and Chloridazone herbicides on
Eisenia hortensis species was investigated. The species of E. hortensis were collected
from the natural habitats in Afyonkarahisar. During the toxicity studies, the LDsg value
of Bentazone herbicides was noted 236 ppm, while the LDs, value of Chloridazon was
76.6 ppm. To determine the DNA damage on E. hortensis coelomocytes, comet and
micronucleus test methods were used LDsgp, LDsg and 2XLDsy concentrations of
Bentazone and Chloridazon herbicides were applied to E. hortensis for 48 hours.

As a result, it was determined that the concentrations of chloridazone and bentazone
herbicides applied within E.hortensis coelomocytes studies, caused statistically
significant increases in micronucleus and komet parameters and increased DNA
damage.

Key Words: Bentazone, Chloridazon, E.hortensis, Genotoxicity, Comet assay

2017, ix + 42 pages
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1. GIRIS
1.1 Arastirmanin Amaci

Diinyamizda niifus artis1 ve gida ihtiyaci paralellik gostermektedir. Gida endiistrisinde
yiiksek verim yakalayabilmek icin tarim ¢alismalarinda pestisitler sikca
kullanilmaktadir. Pestisit kullanimi, tarimsal iirlinii hastalik, zararl1 ve yabanci otlarin
zararlarindan koruyabilmek, kaliteli iiretimi giivence altina alabilmek i¢in kullanilan bir
tarimsal miicadele sekli olup 1940’11 yillardan beri iiretimi arttiran 6nemli bir bilesendir.
Kisa stirede etki gostermesi ve kullaniminin kolay olmasi nedeniyle, pestisit kullanimi
en ¢ok tercih edilen yontemdir. Pestisit arzu edilmeyen hayvansal, bitkisel veya
mikrobiyal organizmalarin yok edilmesinde kullanilan her tiirlii anorganik, dogal veya
sentetik organik kimyasal bilesiklere verilen genel isimdir. Pestisitlerin ideal olarak
secici Ozellikte olmasi, yani hedef organizmaya etkili, diger organizmalara ise etkisiz
olmasi istenir. Ancak giliniimiizde kullanilan pestisitlerin ¢ok az bir kismi bu 6zelligi
tagimakta ve uygulama alanindaki organizmalarla birlikte, cevredeki flora ve faunay1 da
onemli sekilde etkilemektedir. Pestisitler; yabanci ot dldiiriicii (herbisit), bdcek
oldiriicti (insektisit), kif oldiiriicii (fungisit), rat ve fare oldiiriicti (rodentisit), kene
oldiiriicti (akarasit), bakteri oldiiriicti (bakterisit), kus oldiirlicii (avisit), yuvarlak kurt

o6ldiiriicii (nematosit) olarak da kullanilmaktadir (Harte et al. 1991).

Pestisitlerin bilingsizce kullanimi, uygulamayr yapanlarin eksik bilgiye sahip
olmalarindan kaynaklanmakla birlikte canlilara ve gevremize biiyiik miktarda zararlar
vermektedir. Pestisitlerin ekolojik dengeye verdigi zarar gegen zamanla etkisini gozler
oniine sermektedir ve zirai ilaglara karsi yapilan miicadele ¢aligmalar1 yetersiz

kalmaktadir.

Afyonkarahisar tarim alanlarinda bulunan E. hortensis’in toprak icerisinde yasayan bir
organizma olarak ortamda bulunabilecek pestisitlerden etkilenebilecegi diistiniilmektedir.
Afyonkarahisar tarim tiriinlerinden olan sogan igin Bentazone ve pancar igin Chloridazon
herbisidi tercih edilmistir. Calismanin kapsami, Bentazone ve Chloridazon herbisitlerinin
E.hortensis ’te Alkali Komet yontemi ve Mikroniikleus test sistemleriyle genotoksisite

yoniinden etkilerinin belirlenmesini igermektedir.



2. LITERATUR BILGILERI
2.1 Solucanlar Tle Tlgili Genel Bilgiler

Solucanlar 1lik ve tropikal topraklarda baskin olarak bulunan toprak ekosisteminde
lumbricidae ailesinde yer alan omurgasiz canlilardir. En 6nemli toprak
makroorganizmalaridir. Solucanlar viicudundan gegen materyalleri sindirim enzimleri
yardimiyla ogitiiliirler. Her giin kendi viicut agirliklarina esit miktarda materyali

viicutlarindan gegirmektedirler (Lee 1985).

Genelde omurgali hayvanlar i¢in varligindan sz edilen immiin sistem aslinda
omurgasiz hayvanlarda da bulunmaktadir. Temel islevi kendine yabanci olani taniyip
zararsiz hale getirmek olan bu sistemin basit yapili canlilardan gelismis organizasyonlu
canlilara kadar nasil bir gelisim izlediginin bilinmesi 6nemlidir. Evrim sirasinda sadece
fiziksel olarak degil, savunma mekanizmalar1 ile de giigli olan canlilar hayatta
kalabilmistir. Bu da patojenlere karsi gelistirilen savunma mekanizmalarinin evrimin
basamaklarinda tasindig1 ve daha da gelistirildigi seklinde yorumlanabilir. Bu noktada
omurgasiz immiinolojisi énem kazanmaktadir. Omurgasiz immiinolojisinde 6zellikle
toprak solucanlar ilgi ¢ekici canlilardir. Bu hayvanlarin yiiksek mikrobiyal kirliligin
hakim oldugu bir ortamda 700 milyon yildir canlilar alemindeki yerlerini
koruyabildikleri diisiiniiliirse, gercekten etkili bir immiin sisteme sahip olduklarina karar
vermek hi¢ de zor degildir (Evans et al. 1973, Cho et al. 1998, Cooper 2002, Cooper
and Roch 2003).

Toprak solucanlart kendi yasam ortamlarmin kimyasal madde birikimlerini ortaya
koymak ve bunlarin diger canlilar {izerine olas1 etkilerinin belirlenmesinde indikator
(belirteg) canlilardir (OECD, 1984). Eisenia fetida organik madde bakimindan zengin
topraklarda bol bulunan ve agir metaller i¢in biyolojik belirteg/ayra¢ olarak kullanilan

bir toprak solucan tiiriidiir (OECD 1984, Aly and Schroder 2008).

Toprakta bulunan herhangi bir agir metal belirli bir seviyenin lizerine ulastiginda,
toprak solucaninin oncelikle deri ve barsag iizerinde histopatolojik etkiye neden olur

(Lukkari et al. 2004). Bu etkiler Eisenia fetida tiirtinde patolojik olarak kendini ¢abuk



gosterir. Ayrica, bu tiiriin kolay elde edilebilir olmas1 ekotoksikolojik ¢aligmalarda

daha fazla kullanilir olmasini saglamaktadir (Reddy and Rao 2008).

Toprak solucanlarina duyulan ilginin bir baska nedeni de g¢evresel kirleticilere karsi
¢ogu organizmadan daha direngli olmalaridir. Solucanlarin atik elementleri
biriktirmelerine ragmen hayatta kalabildikleri gdzlenmistir (Sauve and Fournier 2003).

Diger taraftan organoklorinlerin ya da metal kalintilarinin bulundugu ortamlardaki
yetigkin solucanlarda immiin sistemin baskilandigi da belirtilmektedir. Bu nedenle
solucanlar ¢evresel kirliligin incelenmesinde ve toksikolojik deneylerde model hayvan

olarak kullanilmaktadir.

Toprak solucani s6lom sivisi bakteriyostatik, proteolitik, sitolitik, mitojenik ve
hemagliitinik aktiviteler iceren farkli biyolojik fonksiyonlar gostermektedir. Toprak
solucanlar1 ayrica yiiksek rejenerasyon kabiliyetlerini de savunma sistemlerinin 6nemli
bir unsuru olarak kullanmaktadirlar. Baz1 karsinojenlere kars1 bagisiktirlar ve viicuttan,

enjekte edilmis karsinojenleri temizleyebilirler.

Annelida filumunun bir pargasi olarak, E. hortensis, s6lomik boslukta bulunan ve
patojenik mikroplara karst bagisiklik tepkilerini gerceklestirmek tizere islev goren,

solomasitler olarak adlandirilan 16kosit benzeri hiicrelere sahiptirler (Cooper et al.
2003).

Amebositler serbest radikalleri antimikrobiyal o6zelliklerle sentezleme kapasitesine
sahiptir. Annelidlerde, patojenik bir mikrop ana fagosit tarafindan taninip
sindirildiginde, lizozomal enzimler sirasiyla hidrojen peroksit ve nitrik oksit (NO) gibi
reaktif oksijen ara irilinlerini (ROI'ler) ve reaktif azot ara {irtinlerini (RNIs)
sentezlemeye baglarlar. Bu metabolitler daha sonra oksijen ve oksijenle iligkili ara
maddeler ile reaksiyona girerek nihai olarak DNA'ya zarar veren ve enzimatik

ozelliklere sahip toksik tiirler olusturabilir (Shery and Fuller-Espie 2015).



Toprak solucani popiilasyonlarina en biiyiik zarar1 veren etkenler ise topragin islenmesi,
ormanlarin tahrip olmasi, bocek oldiiriicli ve yabanci ot dldiiriicii ilaglarin kullanilmast,

dogal yasam ortamlarinin bozulmasidir.

2.1.1 Eisenia hortensis (Michaelsen, 1890) (=Dendrobaena veneta)

Dis Ozellikler: Uzunluk 15-50 mm, genislik 2-3 mm. Segment sayis1 50-120. Klitellum
27°den 33. segmente kadar. Pigmentasyon solgun renkte. Prostomium epilobik veya
tanilobik-agik. Dorsal porlar 5/6 segmentler arasi bolgede. Setalar arali gift,
klitellumdan sonra ab:bc:cd=5:9:5. Seta c ve d 11. segmentte, a ve b 16. segmentte, 23-
26. segmentler aras1 bolgede ve bazi klitellum segmentlerinde yer alir. Erkek acikliklar
15. segmentte, seta b’de ekvatoryal yariklar halinde ve bezlerle gevrili. Disi agikliklar
ufak, 14. segmentte seta b’nin lateralinde. Eseysel tiiberkiiller tepecik seklinde 30 ve 31.
segmentlerde.

I¢ Ozellikler: Septa sadece 13/14, 14/15°de kalinlasmis veya hi¢ kalinlasma yok.
Tohum keseleri 3 ¢ift (9, 11, 12. segmentlerde). iki ¢ift spermateka ampul seklinde ve
9/10, 10/11 segmentler arasindan digar1 agilir ve dorsal ¢izgiye yakindir. Yumurtaliklar
13. segmentte, kiiciik. Kalpler 7-11°de. Taslik 17. segmentte. Kalker bezleri 11-13.

segmentlerde. Boyuna kaslar demet tipinde.

Yayihs: Arnavutluk, Avusturya, Bulgaristan, Ingiltere, Almanya, Cek Cumbhuriyeti,
Finlandiya, Macaristan, izlanda, Irlanda, Rusya (Merkezi, Giiney, Kuzeybati, Dogu),

Iran, Irak, Azerbaycan, Israil, Tiirkiye, Ermenistan.

Palearktik bolgede, Giiney ve Kuzey Amerika’da, Afrika’da ve Ozellikle Avrupa’da
genis yayilis gosterir. Kosmopolittir. Diinyanin bircok bolgesine vermikompost iiretimi

nedeniyle yayillmigtir.



Resim 2.1 Eisenia hortensis (= Dendrobaena veneta)
2.2 Pestisitlerin Genel Ozelikleri

Dogada insan, bitki ya da hayvanlara zarar veren varliklarin etkilerini énleme, yok
etme, azaltma ya da bu varliklar1 geri piskiirtme amaciyla kullanilan kimyasal madde
veya madde karisimlarina “pestisit” adi verilmektedir. Kimyasal maddeler, ¢ok etkili
olmalari, gerektigi zaman kullanilabilmeleri, genis alanlara uygulanabilmeleri nedeni ile
bu kadar yaygin kullanilmaktadirlar. Pestisitler yalniz ileri tarim tlkelerinde degil artik
tim diinyada yaygin bir bicimde kullaniimaktadir. En kolay ve en ucuz yontem olan
pestisit kullanim: tarimsal savasta en ¢ok tercih edilen yontemdir. Giiniimiizde pestisit
olarak kullanilan pek ¢ok kimyasal madde vardir. Bu kimyasallar; yabani otlar gibi
istenmeyen bitkilere kars: kullanildiklarinda herbisit, bocekleri 6ldiirmek amaciyla
kullanildiklarinda insektisit, kiif ve mantar gibi hastalik zararlilar1 6ldiirmek amaciyla
kullanildiklarinda fungisit gibi isimler alirlar. Icerdikleri etken maddelere gore ise
pestisitler kimyasal pestisitler ve biyo-pestisitler olarak iki grupta incelenmektedir.
Bunlardan kimyasal pestisitler, hastalik ve zararlilari engellemeye ya da o6ldiirmeye

yonelik olarak sentezlenen kimyasal maddeleri icerirler.

Pestisitler genellikle belli bir organizmaya karsi kullanilmaktadir. Ideal durum,
pestisitlerin  yalnizca hedef aliman organizmayr zehirleyip digerlerine zarar
vermemesidir. Seg¢iciligi yliksek maddeler, belli bir derisimde istenmeyen canliy1
Oldiirtirken diger organizmalarn fazla etkilememekle birlikte tam bir se¢icilik miimkiin
degildir. Ozellikle genis spektrumlu pestisitler yalniz zararliya yani hastalik etmeni olan
organizmalara degil, ayn1 zamanda hedef digindaki canlilara da zarar vermektedir.
Diinyanin bir¢ok tarim bolgesindeki yeralti ve ylizey sularinda pestisitlerin tespit
edilmesinden dolayi, pestisit kullaniminin ¢evresel boyutu gliniimiizde tartisilan 6nemli

bir konudur (Hermosin et al. 2001).



2.3 Herbisitler

2.3.1 Bentazon

Es anlamhilan : 3-Isopropyl-d7-1H-2,1,3-benzothiadiazin-4(3H)-one 2,2-dioxide
Formiil : C10D7H5N203S

Molekiil agirhg : 247,32 g/mol

CAS-No. : 131842-77-8

Form: ¢ozelti, sivi

Renk: sarims1

Koku: zayif kendine 6zgii

pH degeri: 7,5 — 9 (seyreltilmemis madde ile dl¢iilmiis)
Kristalizasyon sicakhgi: -11 °C

Toksikolojik etkileri hakkinda bilgi

Akut toksisite

LD50 Oral - sigan - 1.100 mg/kg

LC50 Solunmasi halinde - sigan - 4 h - 5.100 mg/m3
LD50 Dermal - si¢an - 2.500 mg/kg

Kansere neden olabilirlik

IARC: % 0.1 ya da daha biiyiik oranda bulunan bu iirliniin hicbir icerigi IARC

tarafindan muhtemel, olas1 veya onaylanmis kanserojen olarak tanimlanmamustir.

Sekil 2.1 Bentazon herbisitinin kimyasal yapisi



2.3.2 Chloridazon

Es anlamhilar: : Pyrazon

Formiil : C10H8CIN30O

Molekiil agirhg : 221,64 g/mol

Toksikolojik etkileri hakkinda bilgi

Akut toksisite

LD50 Oral - sigan - 647 mg/kg

LC50 Solunum - si¢an - 4 h - > 30.800 mg/m3

LD50 Dermal - tavsan - 2.500 mg/kg

Kansere neden olabilirlik

IARC: % 0.1 ya da daha biiylik oranda bulunan bu iiriiniin hi¢bir igerigi IARC

tarafindan muhtemel,olas1 veya onaylanmis kanserojen olarak tanimlanmamastir.

Sekil 2.2 Chloridazon herbisitinin kimyasal yapis1

2.4 Genotoksisite ve Genotoksisitenin izlenmesi

Genotoksisite, hiicrenin genetik materyal biitiinligiinii etkileyen zarar verici bir etkiyi
tanimlamaktadir. Genotoksik etmenler hiicre DNA’sinda hasara veya genetik
mutasyonlara neden olan mutajenik veya kanserojenik olarak bilinmektedir. Bazi
kimyasallar ve belirli tip radyasyonlar genotoksik 6zellikligi olan etkenlerdir. Cevresel
kirleticilerin bir kismi1 organizmalarin genomu seviyesinde tahribatlar yaparak genom
butinligine zarar vermektedirler. Cevresel kimyasallarin hiicre yapisi veya
fonksiyonunda hasar olusturan (sitotoksik), normal kromozom davranislarint bozan
(sitogenetik) ve DNA molekiiliinde genetik bilginin degismesi anlaminda mutasyonlara

neden olan hasarlarin olusmasi (mutajenik) gibi sonuglarin izlenmesinde ve



arastirlilmasinda bitkiler ve baliklarin da i¢inde bulundugu pek c¢ok farkli organizma
kullanilabilmektedir.

Genotoksik ajanlarin  canhlilar tzerinde olusturduklar: etkilerin  belirlenmesinde
kromozomal degisimler, gen mutasyonlart ve DNA hasarlar1 gibi parametreler
kullaniimaktadir. Buna bagli olarak genotoksisite calismalarinda siklikla Mikronukleus
testi, Ames testi, Kardes kromatid degisimi ve giiniimiizde 6nemi giderek artmakta olan
Komet teknigi gibi testler kullaniimaktadir.

Alkali komet yontemi daha ucuz olmasi ve kisa siirede giivenilir sonuclar alinabilmesi
nedeniyle sitogenetik analizlere alternatif bir yontem olarak degerlendirilmektedir. Ilk
olarak 1978’de Rydberg ve Johanson tarafindan tanimlanan yontemi, Singh ve
arkadaglar1 1988’de modifiye ederek alkali komet yontemini gelistirmislerdir. Yontem
temel olarak c¢alisilacak dokudan izole edilen DNA’nin elektroforezi prensibine
dayanmaktadir. DNA’nin pozitif kutba hareketi kuyruklu yildiza benzeyen bir seklin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ethidium bromid ile boyandiktan sonra DNA’daki
hasar floresan mikroskobu ile incelenmektedir. Kuyruk uzunlugu, DNA hasari ile dogru
orantili olarak artmaktadir (Singh et al. 1988, Sasaki et al. 2000).

Mikroniikleus (MN), hiicre sitoplazmasi i¢inde ana niikleuslarin yaninda,niikleus ile
aynt sekil, yapt ve boyanma oOzelligi goOsteren kiiciik kiiresel bir yapidir.
Mikroniikleuslar boyanma 6zellikleri agisindan niikleusa benzemekle birlikte; biiytikliik
acisindan degisiklik gosterebilmektedirler. Bu yapilar anafaz evresinde geri kalan
kromozomlar, asentrik kromozom fragmentleri veya yavru niikleusa girmeyen
kromozomlarin yogunlasmasiyla olusmaktadir. Bu nedenle MN, kromozomal fragment
veya tam bir kromozom igerebilmektedir. MN sayisindaki artis, cesitli ajanlarin
hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt

gostergesi olarak degerlendirilmektedir.

Canlilar yasam siireleri boyunca farkli biyotik ve abiyotik stres etmenleriyle
karsikarsiya kalmaktadirlar. Organizmalart bu stres etmenlerinden korumak ve
kurtarmak amaciyla ¢esitli kimyasallar ve 6zellikle pestisitler, kullanim kolayliklar1 ve

etkilerinin kisa siirede ortaya c¢ikmasi gibi nedenlerden dolayr siklikla tercih



edilmektedir. Artan bu pestisit kullanimina bagl olarak hem hedef organizma hem de
hedef olmayan farkli canlilar {iizerinde fizyolojik, biyokimyasal, morfolojik ve
molekiiler olarak tespitedilebilen farkli toksik etkiler olusabilmektedir (Gichner et al.
2009). DNA hasar1 ve varsa hasar derecesinin belirlenmesi genotoksik etkilerin ortaya
konmas1 agisindan onemlidir. Son yillarda, genotoksik etkilerin ortaya g¢ikarilmasinda
“komet teknigi’veya “tek tip hiicre jel elektroforezi”’adinda giderek daha fazla ilgi ve
kabul goren yeni bir molekiiler test sistemi gelistirilmistir. Giinlimiizde komet
tekniginin, yaslanmadan, genetik toksikoloji ve molekiiler epidemiyolojiye kadar pek

¢ok alanda uygulamalar1 vardir (Martin et al. 1993).

Geleneksel sitogenetik yontemlerden birisi de Fenech ve Marleyn tarafindan 1985
yilinda tanimlanan MN yontemidir. MN, hiicre sitoplazmasi i¢inde ana nukleuslarin
yaninda, onunla ayn sekil, yap1 ve boyanma 6zelligi gosteren kiiciik kiiresel bir yapidir.
Bu yapilar anafaz evresinde geri kalan kromozomlar, asentrik kromozom fragmentleri
veya yavru nukleusa girmeyen kromozomlarin yogunlasmasiyla olusmaktadir. Bu
nedenle MN, kromozomal fragment veya tiim bir kromozom icerebilmektedir. MN
yonteminde preperatlarin hazirlanmast ve sonuclarin degerlendirilmesi, CA ve SCE
yontemlerine gore daha hizli ve kolaydir. Bu yontemde kiiltiirde birkez bdliinme
gecirmis olan hiicrelerde sitokalasin kullanilarak sitokinez bloke edilmektedir.
Hazirlanan preperatlarda binukleat hiicrelerde MN frekansi saptanmaktadir (Kirsch-
Volders 1997, Albertini et al. 2000).

Comet tekniginin temel amaci, genotoksik ve sitotoksik ajanlarin canli hiticreler
tizerindeki etkilerini, tek tek hticrelerin niikleuslarini inceleyerek tespit etmektir. Genel
olarak, canli dokulardan izole edilen niikleus igindeki DNA, ince bir agaroz jel igine
sabitlenir ve elektroforetik ortamda yiiriitilmektedir. Genotoksik ajanlarin etkisiyle
DNA’da tek veya cift zincir kiriklar: olusabilir ve buna bagl olarak ortaya ¢ikan farkl
agirlik ve elektrik yiikiine sahip DNA molekiilleri elektroforetik ortamda farkl: hizlarda
gocederler. Elektroforez sonunda etidyum bromiir gibi DNA” ya 6zgii boyalar kullanilir
ve hasarin derecesine gore dairesel formdan kuyruklu yildiza benzer forma kadar
degisen derecelerde ortaya ¢ikan DNA gorintiileri floresan mikroskop altinda incelenir.

Elde edilen goriintiilerin “kuyruklu yildiz” sekline benzemesi nedeniyle bu yonteme



ingilizce’de bu anlama gelen “komet” adi verilmistir.

2.5 Toprak Solucanlarimin Morfolojisi

Resim 2.2 Dendrobaena sp. dis morfoloji

Bas, solucan dinlenme halindeyken agzi kapatan bir kapak gorevi gérmektedir. Duyusal
organ ve dokuna¢ bulunmayan bas farkli tiplerde olabilir. Posterior olarak
peristomiumla devam ediyorsa zigolobik, peristomiumla arasinda basit bir ayrim varsa
prolobik, posterior kisminda dil seklinde kiigiik bir ¢ikint1 iceriyorsa epilobik, eger dil
seklindeki bu uzant1 ilk sirt oyuguna kadar uzaniyor ve peristomiumu sirt kisminda

ikiye boliiniiyorsa tanilobik adini almaktadir.

Basi, birgok segmentten olusmus govde izlemektedir. Viicudun son segmenti anal
segment ya da kuyruk adin1 almaktadir. Anal segment orta hat iizerinde genellikle kisa,
dikey yarik seklinde aniisti tasimaktadir. Yeni segmentler anal segmentten meydana
gelmektedir. Buna gore en eski segment basin arkasindaki, en yeni segmentte anal

segmentten Onceki segmenttir.

Killar dogrudan dogruya deri ¢ukurlarindan cikarlar. Ik ve son segment disinda her

(13

govde segmentinde, ciftler olusturucak sekide 4 demet kil bulunur “ (Oligochaeta;
Yun:oligo=az, chaeta=kil). Bu killar (setalar), “S” seklinde kivrik, kitinden olusmus

igneler ya da biikiilmez dikenler seklindedir. Boylar1 tiirden tiire, ayni tiiriin {iyeleri
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arasinda ve hatta ayni bireyde, 6n ya da arka bolgede bulunusuna gore degismektedir.
Dip kisimlari, deriden olugsmus seta folikiili denen bir kesenin i¢inde bulunur. Bu
kesenin icinde, setalar1 salgilayan belirli sayida biiyilk yapili seta hiicresi
bulunmaktadir. Keseye bagli kaslarin isleviyle bu keseler herhangi bir yone hareket
ettirilebilir, daha derinlere ¢ekilebilir ya da yiizeye dogru itilebilir. Boylece setalar

hareket sirasinda ¢apa gibi segmentlerin tutunmasina hizmet etmektedir.

Baz1 segmentlerdeki karin seta ciftleri lireme isine hizmet etmek iizere degisiklige
ugramistir ve bunlar teker teker ya da ciftler halinde kiiciik, bezsi yapilista bezler
tizerinde tasinmaktadir. Mikroskop altinda boyuna oluklar seklinde goriilen bu setalarin

kavusma sirasinda esini uyarmak ve tutmak islevini yaptiklar: sanilmaktadir.

Toprak solucanlarmin tipik dig goriiniislerine ait diger bir 6zellik de, genellikle eseysel
olgunlagma sirasinda, eseysel acgikliklar civarindaki bir ya da daha fazla segmentte,
epidermisin ¢ok bezli ve siskin durum almasidir. Viicudu halka ya da semer gibi saran
bu siskin kisma klitellum denir. Kavusmaya ve kokon kiliflarinin olusumuna hizmet
eden bu bolgede bulunan farkli yapidaki bez hiicreleri proteince zengin bir sivi
salgilamaktadir. Bu siv1 galari yapiminda ve kavusma sirasinda bireylerin yapismasinda
kullanilir. Klitellumdaki segmentlerarasi bogumlar ve killar ya belirsiz bir sekil alirlar

ya da tamamen kaybolurlar.

Toprak solucanlart baglica besinleri ot, yaprak vs. gibi ¢lirlimiis bitkisel (organik)
maddelerdir. Galeri agma sirasinda topraktaki organik besinlerden de yararlanirlar.
Toprak solucanlari, topragin humus kismini yerler, besinleri dogrudan dogruya
agizlariyla almaktadirlar. Bu materyallerin bir kismimi sindirir ve sogururlar. Fakat

bliytlik bir kismi viicuttan disar1 atmaktadirlar.
Digar1 atilan bu materyalin 6nemli bir miktarimni toprak yiizeyi iizerine tagimaktadirlar.
Bunlan toprak yiizeyine kii¢lik kiimeler halinde birakirlar. Bu taginim, toprak ¢evrimi

igin gok onemlidir.

Dolasim sistemleri kapalidir. Kan, damarlar i¢inde yer alir ve kan ile viicut dokular
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arasindaki tiim degisimler damar ceperinden yapilmaktadir. Boyuna uzanan bir sirt
damari, bir karin damar1 ve bagirsak damart bulunmaktadir. Sirt ve karin damarlarini
birlestiren halka damarlar yalniz 6n kisimlarindaki segmentlerde bulunmaktadir. Bu
damarlarin eseysel segmentlere rastlayan 5 tanesi kasilgandir ve toprak solucanlarinda

kalp gorevi gormektedir.

Toprak solucanlarinin  organize solunum sistemleri yoktur. Deri solunumu
gorilmektedir. Derileri gaz degisimine adapte olacak sekilde ince ve nemlidir. Kilcal
damarlardaki kan, hiicre duvarinin nemli kiitikulasinda oksijen almakta, CO,

vermektedir.

Bosaltim organlari, nefridyumlardir ve viicudun hemen hemen biitiin segmentlerinde
tekrarlanir. Nefridyumlar su ve tuz icin diizenleyici bir rol oynarken, diger yandan
sO6lom s1visinin su igerigini diizenleme isine de hizmet etmektedirler. Bosaltim iiriinleri
amonyak, iire ve kreatindir. Bunlar viicut ve bagirsak duvari ile kan ve sélom sivisinda

olusmaktadir.

Sinir sistemi ip merdiveni seklindedir. Basin sirt tarafinda iki loblu bir beyin (serebral
gangliyon, yutakiistii gangliyonu) tasimaktadir. Epidermiste birgok duyu organlari
vardir ve bunlar 6zel destekleyici hiicrelerle ¢evrili duyu hiicresi gruplar1 seklindedir.
Her bir duyu hiicresi kil gibi, kiitikulada tizerindeki porlardan disar1 ¢ikan uca sahiptir
ve bir duyu sinir ipligi bunu hiicre tabanina baglamaktadir. Sinir lifleri muhtemelen
gercek 151k reseptorleridir ve duyu sinirlerini baglar. Isik reseptorleri tizerindeki uyarilar

toprak solucaninin giin 151811 ve karanlhigr ayirdetmesini saglamaktadir.

Zoocografik Onemleri, diinyanin olusumundan giiniimiize kadar hayvan gruplarinin
yerylizlindeki dagilislart inceleyen Zoocografya bilimi agisindan da toprak solucanlari
onemli bir gruptur. Pangea varken ortaya ¢ikmis ve giiniimiize kadar yapis1 ¢ok az
degismis gruplardan biri olan toprak solucanlarmin her kitada, yalitilmig bolgeler
halinde olsa da kozmopolit bir yayilis géstermesi bu devirdeki fauna ve flora birliginin
kanit1 kabul edilmektedir. Toprak solucanlar1 toprak i¢inde ve taslarin altinda
yasadiklar1 i¢in mutasyon olusturan etkilerden biiyiik dl¢lide korunmus canlilardir.

Toprak solucanlart ekolojileri, humuslu, bol nemli ve su siizme yetenegi fazla
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topraklarda olduk¢a bol bulunurlarken, asidik, kumlu ya da kurak topraklarda az
bulunmaktadirlar. Galerileri {ist kisimda hemen hemen dikeydir, asagiya dogru
dallanirlar. Bazilar1 2 m ya da daha derinlere kadar uzanabilir. Karada yasayabimek icin
organel olarak pek az degisiklige ugramislardir. Viicudun islak kalmasi i¢in her
segmentin arasindaki sirt acikligindan c¢ikan mukus ve s6lom sivilariyla viicut
nemlendirilmesi saglanmaktadir. Bu salgilar ayn1 zamanda bakteriyel islevlerin de
onlenmesini saglamaktadir. I¢giidiisel davranislar ile de bu kuruma 6nlenir (su bulma,
neme kagma gibi). Cok zayif 1s1k disinda tiim 1siklardan kagmaktadirlar. Bu nedenle
giin boyu gizlenmektedirler ve kirmizi 15181 tolere edebilmektedirler. Havadaki ses
titresimlerini duyamazlar, ancak topraktaki mekanik titresimlere duyarlidirlar. Bunun
disinda havada hos olmayan, rahatsiz edici kimyasal buharlar galerilerine geri

kagmalarina neden olmaktadir.

Bunun yaninda toprak solucani yogunluk ve biyokiitleleri toprak tekstiiriine ve toprak
parametrelerine bagl olarak degismektedir. Yiiksek kil ve diisiik silt iceren topraklarda
daha yiiksek bolluga sahip olduklar1 bildirilmistir. Ayrica toprak solucani yogunlugunun
kum igerigiyle negatif, organik madde ve elde edilebilir K ile pozitif korelasyon
gosterdigi bilinmektedir. Diger yandan, tarim ve topragin islenmesi toprak solucani

yogunlugunu azaltici etkiye sahiptir.

Karayollarinin yakinlarinda goriilen trafik yogunlugu ve egsoz gazlari nedeniyle

yogunluk ve biyokiitle goreceli olarak azalmaktadir.

Toprak solucanlari, OECD ve FAO gibi bazi uluslar arasi kuruluslar tarafindan,
kimyasal maddelerin ¢evresel etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla segilen indikator
organizmalardan biridir. Ayrica, yaygin ve iyi bilinen toprak solucani Lumbiricus
terrestris son yillarda 6nemli bir kirlilik biyomonitorii olarak kabul edilmektedir.
Ozellikle, kirletici maddelerin, kuslara ve diger kara omurgalilarina tasmmasindaki
rolleri nedeniyle dikkatleri iizerlerine ¢ekmislerdir.

Toprak solucanlari, metabolizmalarinin N igeren triinlerini, 6lii dokulardaki protein,
atik maddeler (iirin), viicut yiizeyini yaglamak ve hareketi kolaylastirmak i¢in epidermal

bezlerden salgilanan mukoprotein seklinde topraga geri dondiirerek topraktaki azot
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cevriminde dnemli rol oynamaktadirlar.

Diismanlari, toprak solucani populasyonlarina en biiyiik zarar, ormanlarin tahrip olmasi,
topragin islenmesi, bocek Oldiiriicii ilaglarin kullanimi, sehirlesme amaciyla dogal
biyotoplarin bozulmasi gibi nedenlerle insanlar tarafindan verilmektedir. Cesitli mantar
oldiiriicti, bitki 6ldiiriicli ve bocek oldiiriicii ile yapilan laboratuvar deneylerinde tiim bu
maddelerin diisiik oranlarda, topraksolucanlarinda biiyiimeyi yavaglattigi ve eseysel
olgunluga ulasmay1 geciktirdigi, yiliksek dozlarda ise oOliimlerine neden olduklari
goriilmiistiir. Yine bazi biyositlerin kokon ve yumurtadan ¢ikan geng birey sayisinda

azalmaya neden olduklar1 bilinmektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

Bu tez calismasinda zirai miicadelede kullanilan Bentazone ve Chloridazone
herbisitlerinin solucanlardaki genotoksik etkisini incelemek tizere E. hortensis deney

materyali olarak se¢ilmistir.

3.1 Chloridazon

Bu tez caligmasinda kullanilan ve sivi formiilasyonda litrede 520 g Chloridazon igeren
Pyramin Super pestisiti ticari olarak temin edilmistir. E. hortensis i¢in literatiir
arastirmalart dogrultusunda dozlar belirlenerek havalandirmali petri kabi igerisinde

orneklere 48 saat siireyle pestisit ile muamele etmesi saglanmistir.

3.2 Bentazone

Calismada kullanilan siv1 formiilasyonu litrede 480 g Bentazon igeren Basagran pestisiti
ticari olarak temin edilmistir. Temin edilen pestisit literatiir bilgileriyle 6limciil
olmayan farkli dozlar belirlenmis ve belirlenmis olan dozlar 6érneklere havalandirmali

petri kabi igerisinde 48 saat siireyle uygulanmustir.

3.3 Eisenia hortensis Tiir Teshisi ve Muhafaza Etme Yontemi

Bu tez galismasinda kullanilan Bentazon ve Chloridazon herbisitlerinin genotoksik
etkilerini incelemek amaciyla model organizma olarak solucan (E. hortensis)

kullanilmastir.

Tiir teshisleri daha ¢ok eseysel organlar1 gelismis ve klitelluma sahip ergin bireyler

tizerinde yapilmistir.

Sistematik teshislerinde en ¢ok kullanilan 6zellikler prostomium tipleri, klitellum ve
eseysel tiiberkiiliin bulundugu segment aralig1 ve sayisi, seta diizeni ve pigmentasyon
varlig1 ya da yoklugu ile belirlenmistir.

Dendrobaena veneta, viicudun tamaminda setalar bulunmaktadir. Setalar arasindaki
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uzakliklarin gergekleri su sekildedir: ab> cd, aa = bc = 2 ab ve dd> 5.5 ab (Valovirta
and Terhivuo 1976).

Eyer seklindeki klitorel boliimler 26, 27, 28-32, 33 ve 30 ve 31'de iki ¢ift olarak
bulunan tiiberkiila pubertatis lizerinde veya 30-31'de bir ¢ift oval, az ya da ¢ok saydam
bantlar halinde kademeli olmaktadir 29 ve 32'de kaybolmaktadir. Viicut uzunlugu 25-50
mm ve segment sayisi 40-130, genellikle 95-105 (Valovirta and Terhivuo 1976).

Genotoksik caligmalarda kullanilan solucanin sistematikteki yeri agagida verilmistir.

Alem: ANIMALIA

Ust sube: LOPHOTROCHOZOA
Sube: ANNELIDA

Altsube: CLITELLATA

Sinif: OLIGOCHAETA
Takim: HAPLOTAXIDA
Alttakim: LUMBRICINA
Ustfamilya: LUMBRICOIDEA
Familya: LUMBIRICIDAE

Toprak solucanlarinin saklanmasinda % 4’liik formaldehid ya da % 70-80’lik alkol
kullanilmistir. Fakat formaldehid i¢inde uzun siire saklanmalar1 toprak solucanlarini sert

ve gevrek hale getirmistir ve bu durumdaki 6rneklerin diseksiyonu zorlagmistir.

Eger toprak solucanlar1 uzun stirecek taksonomik calismalar i¢in saklanacaksa soyle bir
yol izlenebilir: Ornekler énce % 5-10’luk alkolde bayiltilir ve kasilmalar1 duruncaya
kadar bu sekilde yaklasik 15 dakika bekletilir. Bu uygulamayla toprak solucanlarinin,
daha sonraki ¢alismalar1 i¢in diiz durmalar1 saglanir. Daha sonra % 4’liik formaldehide

alinarak 1 ya da 2 giin bekletilir ve son olarak % 70-80’lik alkolde saklanir.
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Resim 3.1 E. hortensis Binokiiler Stereo mikroskopta goriintiisii (Orjinal)

3.4 Komet Yontemi Yapim Asamalari

1- Tir tayini yapilmis toprak solucanlari 5 adet havalandirmali petri kap icerisine 8’erli
gruplar halinde konulmustur. Literatiir aragtirmasi dogrultusunda dozlar
belirlenmistir ve belirlenmis dozlarin toprak solucanlari ile 48 saat maruz kalmasi
saglanmistir. 48 saat sonunda toprak solucanlarinin bas kismina tahta ¢ubuk ile 5
kez dokunulmus canlilik kontrolii yapilmistir. Sonuglar Probit Analiz yontemiyle

degerlendirilmis ve letal doz belirlenmistir.

2- Havalandirmali petri kap icerisinde 48 saat siireyle LDso/2, LDsg ve 2XLDs
dozlarindaki herbisit ile muamele edimis toprak solucani ornekleri petri kap

icerisinden alinip ependorf tiipiine konulmustur.

Resim 3.2 Havalandirmali petri kap igerisinde Bentazon herbisiti ile muamele edilmis E.
hortensis 6rnekleri
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3- Caligsmasi yapilacak ornekler ependorf tiipiine konulmus ve tizerine 1 ml ekstriizyon
(sagim) buffer eklenerek 10 dk boyunca sélomositlerin sagimi gergeklestirilmis ve

s0lomositlerin tampon ¢ozeltiye ¢ikmasi beklenmistir.

Resim 3.3 E. hortensis tiiriinde ekstriizyon buffer ile s6lomosit sagimi

4- Solucan igin ekstriizyon tampon: (1 litre i¢in pH:12)

NaCl ..oooviiiiiiinne, 4.161 gr
EDTA....ooi 1.091 gr
Guaiacolgliseroleter ........ 9.09 gr
dH20.....ccoiiiiii 950 ml
Etanol...............cccenils 50 ml

5- Siire sonunda ependorf tiip igerisindeki solucanlar ¢ikartilarak ve sdlomositler 1400

rpm 4 dk santrifiij edilmistir.

Resim 3.4 Santrifiij sonrasi E. hortensis solomositleri
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6- Alkali komet yonteminde kullanilacak tiim mikroskop lamlar1 50 °C hazirlanmis %

I’lik NMA ile kalpalanarak diiz bir ylizey iizerinde ve oda sicakliginda

kurutulmustur.
PBS (50 ml i¢in 1x stok): NaCl................. 4 gr
KCIL..................0.1gr
KH; PO,...........0.1gr
Na; HPOq......... 0.1gr
TrisHCI............ 1.6qgr

NOT:Calismada 10x lik kullanilmustir.
NMA (% 1’lik): 0.03 g NMA+3 ml 10x PBS
LMA (% 0.8’1ik): 0.016 g LMA + 2 ml 10x PBS

7- 37 °C % 0,8’lik LMA hazirlanmistir. Mikropipet yardimi ile 100 pL. LMA ve 5
uL (106 hiicre) izole sdlomasit siispansiyonun ependorf tiip igerisinde karisimi

saglanmustir.

8- Bu karisim lam tizerinde mevcut olan NMA katmani iizerine damlatildiktan sonra
yayllmistir. Preparatlar yayma isleminden sonra lamel ile kapatilmis buz

kasetlerinin iizerine konularak katilagmalar1 saglanmistir.

9- 2-3 dk buz kasetlerinin iizerinde duran preparatlardan katilasmis olan jele zarar

vermeden lamel yavasc¢a ¢ekilmistir.

10- Lizis soliisyonu (100 ml, pH:10): 25 M NaCl.........c.ccccvrunee. 14.7 gr
100 mM Trisma Base........ 0.12 gr
100 MM EDTA................ 3.72 gr
Elektroforez i¢in tampon ¢ozelti (pH>13, 500ml): 100 mM NaOH................. 6 gr
1 mM Na; EDTA..............0.18 gr
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11- Preparatlar lizis soliisyonunda 1 saat bekletilmistir ve ardindan yatay jel
elektroforez tankinda 20 dk hazirlik evresi olarak bekletilmistir. Hazirlik evresi

bitiminde 20 dk elektroforeze tabi tutulmustur.

12- Elektroforez sonrasi, lamlar ii¢ kez distile su ile notralize edildikten sonra 70 pL

EtBr (Etidyum Bromiir) ile boyanmustir.

13- Niikleus DNA’s1 UV 1s1k kaynagi ile desteklenmis olan florasan mikroskop altinda

incelenmistir.

Resim 3.5 Herhisit ile muamele edilen solomosit hiicrelerinin niikkleus DNA’s1

3.5 Mikroniikleus Testi Yapim Asamalari

-
1

Orneklerden alinmis olan izole sélomositlere 1 ml % 0,4 molar KCI eklenip izole

s6lomosit hiicrelerinin sismesi i¢in 5 dk beklenmistir.

2- Fiksatif I : 50 ml fiksatif 2+50 ml % 0.09 NaCl

3- Fiksatif Il : 40 ml glacial asit+200 ml methanol

4- Siire bitiminde 1200 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Santiriiftij bitiminde ependorf

tiipteki stipernatant kisim dokiilmiistiir ve pellet kisim homojen hale getirilmistir.

5- Fiksatif | ve Fiksatif Il ¢ozeltileri hazirlanmastir.
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6- Orneklerin yayilacagi lamellar 30-45 dk oncesinden saleye dizilmistir ve iizeri
Nitroz asit ile doldurulmustur lamlar Nitrdz asitten alinip igerisinde distile su

bulunan saleye yerlestirilmistir.

7- Distile sudan c¢ikarilan lam iizerine Ornekler mikropipet ile yayillmis 24 saat

kurumalar1 beklenmistir.

8- Kurumus preparatlar 12 dk Giemsa boyasi ile muamele edilmistir.

9- 12 dk sonunda lameller {i¢ seri sudan gegirilmistir ve Entellan ile kapatilmistir.

10- Isik mikroskobunda incelenmistir.

MN

Resim 3.6 E. hortensis sélomosit hiicresinde mikrontikleus
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4. BULGULAR

Bu aragtirmada, kullanilan toprak solucanlar1 Afyonkarahisar tarim alanlarindan
toplanmustir. Tiir teshisi sonunda E. hortensis olarak belirlenmis olanlar tizerinde
caligmalar yiriitilmistiir. Deneyi yapilacak toprak solucanlari 5 adet plastik petriye
8erli  gruplar halinde konulmus belirlenen Bentazone ve Chloridazon
konsantrasyonlarinda 48 saat bekletilmistir. 48 saat sonunda toprak solucanlarinin her
birinin bas kismina tahta ¢ubuk ile 5 kez dokunulmus canlilik kontrolii yapilmistir.
Canlilik kontrol sonuglarina gore Probit analiz yontemiyle LDsg degerleri belirlenmistir.
Probit analizi sonucunda Bentazone herbisitinin LDsy degeri 236 ppm ve Chloridazon

herbisitinin LDsp degeri 76,6 ppm olarak belirlenmistir.

4.1 Komet Degerlendirme

4.1.1 Chloridazon Herbisiti I¢in Degerlendirme

Calismamizda, Chloridazon herbisiti i¢in belirlenmis olan LD50 dozu 76.6 ppm olup
komet testinde 38.3 ppm, 76.6 ppm ve 153.2 ppm konsantrasyonlarinin 48 saatlik

uygulamalari ¢alisilmistir.

48 saatlik uygulamada DNA hasar skorlar1 konrol grubunda 24,67+4,73 olarak, 38.3
ppm’lik konsantrasyonda 44.00+1.73 ppm olarak, 76.6 ppm’lik konsantrasyonda
49.67+3.79 ve 153.2 ppm’lik konsantrasyonda 53.67+6.66 olarak bulunmustur (Cizelge
4.1).Konsantrasyon artigina bagli olarak DNA hasarindaki artis istatistiksel agidan

onemli goriilmiistiir ( p<0,05).
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Cizelge 4.1 Chloridazon herbisitinin E. hortensis s6lomositlerinde Komet testi ile DNA
hasariin

70,00

60,00

bc ¢
50,00 b
40,00
30,00 a
20,00
10,00
0,00

Kontrol 1/2¥LD50 LD50 25LD50

DNA hasar (AU)

Konsantrasyonlar

* Stitunlardaki farkl harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli.

4.1.2 Bentazone Herbisiti i¢in Degerlendirme

Bentazone herbisiti i¢in belirlenmis olan LD50 degeri 236 ppm olup komet testinde 118
ppm, 236 ppm ve 472 ppm konsantrasyonlar1 48 saat uygulanarak ¢alisilmistir. Kontrol

olarak saf su kullanilmistir.
48 saatlik uygulmada DNA hasar skorlar1 kontrol grubunda 29.67+4.50 olarak, 118
ppm’de 43.67+2.51 olarak, 236ppm’de 51.67+3.05 ve 472 ppm’de de 55.33+1.52

olarak bulunmustur ( Cizelge 4.2)

Konsantrasyon artisina bagli olarak DNA hasarindaki artis istatistiksel acidan 6nemli

gorilmistiir ( p<0,05).
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Cizelge 4.2 Bentazone herbisitinin E. hortensis s6lomositlerinde Komet testi ile DNA hasarinin
tespiti

60,00

c c
50,00 b
40,00
a

30,00
20,00
10,00

0,00

Kontrol 1/2*%LD50 LD50 2¥LD50

DNA hasari (AU)

Konsantrasyonlar

* Stitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde onemli.

4.2 Mikroniikleus Testi Degerlendirme

4.2.1 Chloridazon Herbisiti I¢in Degerlendirme

Mironiikleus testi ¢alismasinda, Chloridazon herbisitinde kontrole goére tiim herbisit
konsantrasyonlarinda artma belirlenmistir. Buna karsilhik kontrol ve 38.8 ppm

konsantrasyonlar1 arasindaki fark Onemsizken 76.6 ppm ve 153.2 ppm’deki artma

onemli diizeydedir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 Chloridazon herbisitinin farkli konsantrasyon uygulamalarinin E. hortensis
s6lomositlerinde mikroniikleus ve biniiklear hiicre yiizdeleri

0.6
0.54
0.4+
o mo, . Mikroniikleus
0.2+ % b Biniiklear hiicre
o

Contral  1/2*LD50 LD50 2*1D50
Konsantrasyonlar

*Siitunlardaki farkli harfler p<0,05 diizeyinde dnemli.
4.2.2 Bentazone Herbisiti i¢in Degerlendirme

Mikroniikleus test calismasinda Bentazone herbisitinde kontrole gore tiim herbisit
konsantrasyonlarinda (118 ppm, 236ppm, 472 ppm) 6nemli diizeyde artig goriilmiistiir
(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Bentazone herbisitinin farkli konsantrasyon uygulamalarinin E. hortensis
sOlomositlerinde mikroniikleus ve biniiklear hiicre yiizdeleri

0.8 z
0.7 d ]
Y
0.6 c
T

0.54

0.4 : T . .
Wy, Mikroniikleus
0.3 | % | Biniiklear hiicre

0.2

u.1-j'|’

Control 1/2*%LD50 LD30 2*LD50

Konsantrasyonlar
* Stitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde dnemli.
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Sonug¢ olarak Chloridazon ve Bentazone herbisitlerinin E. hortensis solomositlerine
yapilan c¢aligsmalarda uygulanan konsantrasyonlarin ¢ekirdek boliinme oranlarini
diisiirtip, mikroniikleus frekanslarinda ve komet parametrelerinde istatistiksel olarak

Oonemli artiga sebep oldugu ve DNA hasarin1 arttirdigi belirlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Afyonkarahisar tarim alanlarinda yetistirilen pancar ve sogan tarim Triinlerinin
iretilmesi  esnasinda Choridazon ve Bentazone herbisiteri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Solucanlar faydali model organizmalardir ve farkli tiirleri toprak
kirliligini izlemek igin kullanilir (Cigerci 2016). Solucanlarda Bentazone ve
Chloridazon  herbisitlerinin  genotoksisitesinin  arastirildign ~ bir  ¢alismaya
rastlanilmamistir.  Bu  nedenle Bentazon ve  Choridozone herbisitlerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismada, E. hortensis soélomositeri tizerindeki

genotoksisite Komet ve Mikroniikleus testi ile belirlenmistir.

Topragin dogal yapisi igerisinde canli organizmalar 6nemli bir yere sahiptir. Toprak
verimliligi acisindan biiyiik 6neme sahip olan toprak organizmalarinin diinyasi, yani
edafon, toprak florasi ve toprak faunasindan olugmaktadir. Toprak florasi yani bitkisel
canlilar etkinlik yoniinden birinci sirada yer almaktadir. Bu grup icerisinde; bakteriler,
mantarlar, aktinomisetler ve algler yer almaktadir. Toprak faunasi, yani toprak
hayvanlar1 igerisinde; protozoalar, nematodlar, toprak solucanlari ve diger hayvanlar yer
almaktadir. Topraklarin {iretkenligi agisindan bunlarin her birinin farkli yararlar

bulunmaktadir (Karagal 2008).

Toprak solucanlari, c¢evresel kirliligin kontroliinde indikator organizma olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, besin siklusunun diizenlenmesinde anahtar organizmalardir.
Toprak ekosistemlerindeki bir baska Onemi, organik maddenin baglanmast ve
ayristirilmasinin - devamini  saglamaktir. Topragin organik maddesi ise toprak
mikroflorasina enerji kaynagi olmasinin yaninda toprak yapisinin olusumunu da
desteklemektedir. Toksik bilesiklerin gevre kirliligine yol agmasi, tiim diinyada oldugu
gibi iilkemizin de en 6nemli problemleri arasinda yer almaktadir. Ekolojik olarak, tarim
alanlarinda gilibre ve pestisitlerin kullanimiyla bozulan c¢evre kirliliginden dolay:

ozellikle hedef olmayan canli tiirlerinin zarar gormesi s6z konusu olmaktadir (Aydin

2006).

27



Toprak solucanlari, toprak ekosistemlerinde topragin fiziksel 6zelliklerini diizeltmek,
azotlasmay (nitratlagsma) gergeklestirmek, humus olusumuna yardimci olmak, organik
maddelerin ayristirilmasi ve baglanmasi yaninda kazdiklari tiineller yardimiyla topragin
havalandirilmasin1  saglamak yoluyla 6zellikle kullanilan ve onemli rol oynayan
canlilardir. Toprak solucanlari fonksiyonlar1 aracilifiyla mikrobiyal aktiviteyi dogrudan
etkilemekte ve toprakta bulunan mikroorganizmalar da azot, karbon ve diger
minerallerin dongiisiine yardimc1 olmak suretiyle birlikte ekolojik sistemlerin isleyisine
onemli oranda katki saglamaktadirlar. Ekotoksikolojik ag¢idan toprak solucanlarinin bir
baska Onemi, omurgali hayvanlarda besin kaynagi olmalari nedeniyle kirliligi bu
hayvanlara, dolayisiyla besin zincirindeki tiim canlilara tagimalar1 sebebiyledir (Aydin

2006).

Toprak solucanlar1 kirleticileri baslica deri ve mide-barsak kanali olmak {izere iki yolla
alir. Toprak 6zelliklerine bagli durumlarla ilgili olarak ¢oziinebilir nitelikteki kirleticiler
mide-barsak kanali yoluyla toprak solucanlarinda birikime neden olur. Lukkari ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada metallerin (Cu ve Zn gibi) karbonat ve diger ¢Ozilinebilir
kisimlarindaki iyonlara baglanarak toprak solucanlarinin sindirim materyallerinde ve

diskilarinda bulunabilecegini belirtmislerdir.

Epijeik tiirler yiizeye yakin; endojeik tiirler daha altta, mineral toprak katmaninda ve
anesik tiirler ise daha derin toprak katmaninda yasarlar. Epijeik tiirler genellikle
yiizeydeki bitki artiklariyla beslendiklerinden; kirleticiler endojeik tiirlerde epijeik
tiirlere gore daha yogun diizeyde bulunur. Bu nedenle, topraktaki kirliligin bu canlilara
gore degerlendirilmesinde ekolojik kategorilerinin g6z Oniinde bulundurulmasi

gerekmektedir.

Bentazone tiyadiazin grubunun iyesidir. Bir ¢ift aromatik halka yapisindan olusan
nitrojen ve stlfiir atomlar1 igeren bir heterosiklik halkadir. 1975 yilinda tescil edilmistir
ve bircok genis yaprakli yabani ot ve sedgesi basta olmak {izere secici bir ¢ikis sonrasi
herbisit olarak kullanilmaktadir. Temas eylemiyle WHO / IPCS ve DPR tarafindan
olusturulan genotoksisite verilerine gore Bentazone, hem in vitro hem de in vivo

sistemlerdeki gen mutasyonlari, kromozom etkileri ve birincil DNA hasar1 ve onarimi
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icin ¢esitli testlerde olumsuz bir yanit gdstermistir. Cin hamsteri yumurtalik (CHO)
hiicrelerinde nokta mutasyonuyla (HGPRT lokusu) ve diisiik maruziyete sahip CHO
hiicrelerinde baz1 Klastojenik potansiyel endikasyonlar i¢in sadece zayif olumlu bir yanit
bildirilmistir (Kaya 2004).

Bentazon ve dikamba karisimmin hematolojik etkileri, erkek ve disi sicanlarda
hemoglobin, hematokrit ve eritrosit indekslerinde dozla iligkili diisiisleri icermektedir.

Zay1f anemi erkeklerde disilerden daha belirgindir (Brki¢ et al. 2011).

Siganlarda, bentazone ve dikamba karigiminin diisiik subakut ve subkronik toksisiteye
neden oldugunu ortaya koymustur. Erkek sicanlarin karisim toksisitesine karsi disi
sicanlara kiyasla daha hassas olduklar1 bulunmustur. Bentazonun igerigi olarak
predominate etkilerinin dikamba igeriginden 3.5 kat fazla olmasi beklenirken, bu bu
calismada ispatlanmamistir. Bir karigimin etkileri, ¢ogu durumda, tek tek maddelerin
etkilerinden farklidir. Albiimin, A/G oran1 ve sodyum seviyesi durumunda, Bentazonun
baskin oldugu belirlenmistir, dikamba etkileri ALT, AST ve ALP enzimleri aktivitesi ve
fosfat serum seviyesinde hiikiim slirmiistiir. Karigim, basit [A veya basit benzer

olmayan eylem kavramina uygun hareket etmistir (Brkic et al. 2015).

Arastirmada, zamana bagl bentazon konsantrasyon artisi altinbaligi embriyolarina karsi
gelisme anormalliklerinin artmasini saglamistir. (Kimmel et al. 1995). En hassas
embriyotoksikolojik son nokta ve bas ¢evresinde kanamanin yol agtigi kan dolasimi
bozuldugu (EFSA 2015) tarafindan rapor edildigi gibi kanin pihtilagsma siiresinin
uzamasina ve hematokrit ve hemoglobin iceriginin azalmasina neden olmustur. Baska
bir hassas son nokta belirgin yolk kesesi rezorpsiyonu ile birlikte belirgin 6demler
goriilmustir. Siklikla bu iki anormallik FAO / WHO (2012) ve Tu ve arkadaslar
tarafindan belirtildigi gibi, rahatsiz edici embriyolarda birlikte goriiniir (2013). Bunlarin
olusumu, metabolik bozukluklari gosterir. Embriyo, sarisinda depolanan enerjinin
normal kullanimini engelleyen ve perikardiyal boslukta anormal bir sivi birikmesine
neden olmustur (Miyares et al. 2014, Tu et al. 2013). Basagran® ayrica larvalarda
ylizme aktivitesini diisiirmiis ve denge kaybina neden olmustur. Bentazonun, altinbaligi

yavrularinda neden oldugu benzer bir davranis kaydedilmistir ( Saglio et al. 2001).
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Literatiirdeki kisa bir rapordan chloridazon herbisitinin, interkalasyon modu vasitasiyla
DNA ile etkilesime girebilmektedir, bu nedenle bu calismada chloridazonun DNA'ya
UV/vis, floresan, termal denatiirasyon, siklik voltmetre, katodik ve anodik diferansiyel
puls voltametriyumuyla etkilesimi ve iki kat ONIOM yontemi tamamen incelenmistir.
Chloridazon’un DNA'ya baglanmasi, bir dizi elektrokimyasal davranis ve spektrum
ozelliklerinde degisiklikler meydana getirmistir. DNA'ya baglandiktan sonra, DNA'nin
adsorpsiyon spektrumu, renk koyultan kayma ile bir hiperkromik etki géstermistir ve
DNA-EB'nin floresan emisyonu etkili bir sekilde sondiiriilmiistiir. Bu arastirmalar,
spektroskopi teknikleriyle birlestirilmis CDPV ve ADPV'nin, DNA'ya baglanan
chloridazonun baglanma modu ve etkilesim mekanizmasini karakterize etmek igin
uygun bir yol saglayabilecegini gostermistir. EK olarak hangi baz ¢iftlerinin chloridazon
ile etkilesime girme egiliminde olduklarini saptamak i¢in, AT veya CG baz ciftleri
arasindaki etkilesim enerjilerini hesaplamak i¢in ab initio mekanik kuantum kullanilarak
tutarli bir teorik arastirmalar seti sunulmustur. Sonuglar, bu etkilesimin goériindiigiinii
ortaya koymustur. Chloridazon’un temel sekansa baglanmis oldugu ve DNA’da GC baz
dizisi yoluyla daha fazla etkilesime girdigini gostermistir (Ahmadi 2011).

Unio sp. i¢in, Fluoranten, Benzo (a) piren, Benzo (b) floranten, Benzo (k) floranten ve
Benzo (g, h) igindeki Chloridazon ve Oksazepamin DNA hasar1 ve konsantrasyonlari
arasinda anlamli korelasyonlar tespit edilmistir. 1. sediman icinde asili pargacik
halindeki madde ve benzo (b) floranten, 2378-TCDD (Tetraklorodibenzo-p-dioksin) ve
12378-PeCDD (1,2,3,7,8 Pentaklorodibenzo-p-dioksin) konsantrasyonlarindaki verilen
S. woodiana i¢in, DNA hasart seviyesi, yalnizca konsantrasyon ile anlamli derecede

korelasyon gostermistir (R = 0.58, N = 15) (Kolarevi¢ 2015).

Kizilkaya (2005), farkli organik atiklar kullandig1 ¢alismasinda topraga ilave ettigi Zn
dozlarinin (0, 50, 100, 250, 500 ve 1000 mg kg-1) toprak solucanit dokularinda Zn
akiimiilasyon miktar1 ve toprak solucani diskisindaki Zn miktar1 {izerine etkisini
aragtirdigt ¢aligma sonucunda; organik atiklar uygulandiktan 21 giin sonra toprak
solucan1 dokusu ve diskisindaki en yiiksek Zn miktarin1 belirlemistir. Zn ilave edilen
topraklarda toprak solucani doku ve diskisinda uygulama yapilmamis topraklardan

onemli derecede daha yiiksek Zn miktar1 saptandigi, en yiiksek Zn miktarinin tiim Zn
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dozlarinda, yiikksek C/N oranina sahip organik atiklarla (saman ve findik zurufu)

uygulama yapilmis topraklardaki toprak solucanlarinda oldugunu belirlemistir.

Azizi vd. (2013) tarafindan, aritma ¢amurlarindaki agir metal gideriminde Lumbricus
rubellus kullanilan arastirma sonucunda, Lumbricus rubellus, aritma ¢amuru ve mantar
kompostu igeren varyantlarda, uygulamadan 10 hafta sonra aritma ¢amurunda bulunan
agir metallerden Cr, Cd ve Pb ilk miktarlarindan % 90-98.7 daha diisiik degerlere
ulasildigr belirlenir iken, Cu ve Zn’nun ilk miktarlarindan daha yiiksek degerde oldugu

ortaya konmustur.

Suthar et al. (2014) tarafindan, inek giibresi ile E. fetida kullanilarak kagit fabrikasinin
atiksu aritma camurundan agir metal gideriminin arastirildigi calismada, inek giibresi
(100/100), aritma ¢amuru: inek giibresi (1: 3), aritma ¢amuru: inek giibresi (1: 2), aritma
camuru: inek giibresi (1: 2), aritma ¢amuru: inek giibresi (1: 1), aritma ¢amuru: inek
giibresi (100 /100 ), aritma ¢amuru: inek giibresi (3: 1), aritma ¢camuru: inek gilibresi (2:
1) varyantlar1 hazirlanarak 60 giin siiresince kimyasal parametrelerdeki degisikliklerin
arastirildigr ¢alisma sonucunda; Cd (% 32-37), Cr (% 47.3-80.9), Cu (% 68.8-88.4) ve
Pb(%9 5.3-97.5) miktarlarinda azalma, toplam-N, alinabilir P ve K seviyelerinde 6nemli
derecede artis meydana geldigi belirlenmistir. Ayrica, en iyi giderimin saglandigi atik
karisim orani olarak, aritma ¢amuru: inek giibresi (2: 1 ve/veya 3: 1) olarak belirlenmis
olup, toprak solucanlarinin dokularindaki metallerin birikimlerinin; mgkg-1 Kkuru
biyokiitlede Pb (8.81-9.69), Cd (2.31-2.71), Cr (20.7-35.9) ve Cu (9.94-11.6 ) oldugu

belirlenmistir.

Li et al. (2010), tarafindan domuz giibresi ile beslenen E. fetida tiri toprak
solucanlarinda Cu, Zn, Pb ve Cd un biyoakiimiilasyonlar1 ve bu elementlerin domuz
giibresindeki  biyoyararlanilabilirliginin =~ arastirildigit ~ ¢alismada, E.  fetida
biyoakiimiilasyon faktorleri; Cd (27494 0.441), Zn (0.594+ 0,200 ), Pb (0.274+ 0.101)
ve Cu ( 0.076 = 0.030) olarak belirlenmistir. Ayrica Cu, degistirilebilir Fe-Mn bagl
oksitlerin fraksiyonlarinin konsantrasyonlari ile agiklanirken, E. fetida nin Pb ve Cd
konsantrasyonlarindaki degisiklikler, degistirililebilir fraksiyonlarin konsantrasyonu ile

aciklanmistir. E. fetida’daki Zn’nun kosantrasyonunun, degistirilebilir. Fe-Mn bagh
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oksitler ve bagli karbonatlarin konsantrasyonuna bagli oldugu, dogrusal olmayan
regresyon analizi domuz giibresinin degistirilebilir metal konsatrasyonu ve BAF

arasinda pozitif logaritmik iliski oldugu sonucuna varilmistir.

Solucanlarda, sdlomositler, dolasimdaki 16kositlerdir ve bagisik savunmada 6nemli rol
oynamaktadir.S6lomasitler agir metallerin etkisini incelemek i¢in kullanilmistir.
Metalik genotoksikantlar, Ornegin nikel (Ni) ve kadmiyum (Cd) (Reinecke and
Reinecke 2004).

E. hortensis solucanlarindaki sapmalar CoCl2, DNA hasarina, sitokinez yetmezligine ve
kromozomal hasara neden olmustur. En diisiik CoCl2 konsantrasyonlari bile, solucan
sOlomositlerinde hem DNA hem de kromozom hasarna neden olmustur. Dolayisiyla,
Komet testi ve Mikroniikleus testi kombine uygulamasi, karasal ekosistemlerde ¢evresel
kirleticiler tarafindan bu omurgasiz hayvanlarda ortaya cikan genotoksik etkilerin

gosterilmesini ifade etmistir (Cigerci 2015).

Sheryl L. Fuller-Espie (2010), dis ortamdaki H,O,'ye (8.4 - 67.6 mM) in vitro maruz
kalma sonucu E. hortensis'in s6lomositlerinde bir apoptotik hiicre 6liimiinti destekleyen

verilere ulagilmistir.

Ideal bir pesitisit "sadece hedef organizmay etkileyen, kalic1 ve gevresel toksisiteden
yoksun kimyasal maddeler" olarak tanimlanmaktadir. Oysa ki, giinlimiizde pestisitler,
toprak, su ve hava yoluyla hedef dis1 organizmalara dogrudan veya kalintilari ile

ulagarak 6nemli derecede toksikolojik risk olusturmaktadirlar.

Pestisitler, dogal cevreye verdikleri zarar ile ekosistem dengesinin bozulmasina yol
acarak diinyanin en 6nemli problemlerinden biri durumuna gelmistir. Bunun nedenti,
ilaglarin bilingsizce kullanimlar1 ve heniiz ilaglama tekniklerinde istenilen diizeye
ulasilamamis olmaktan kaynaklanmaktadir. Ilaglamada atilan ilacin % 0,015- % 6.0's1
hedef canliya ulasarak etkin sonu¢ alinmakta, geriye kalan % 94- 99,9'luk kisim hedef
olmayan kitleye ulasarak ekotoksikolojik agidan risk olusturdugu kaydedilmektedir.
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Herbisitler, genelde akut toksisitelerine oranla kronik toksisiteleri onemli bilesiklerdir
(Anonymous 1987). Herbisitler iginde oldugu gibi, tiim pestisitler iginde de iilkemizde
en yogun tiiketilen etkili maddelerden biri 2,4-D’dir. Bu etkili maddenin sentezlenme
asamasinda dioksinlerle bulasabilme tehlikesi vardir. Bilindigi gibi dioksinler hem ¢ok
zehirli ve hem de kanser yapicilik riski olan bilesiklerdir (Blair 2002). Bu sorun
nedeniyle bir ¢ok iilke, 6rnegin ABD, iilkelerinde tiiketilecek 2,4-D’li preparatlarin
dioksinlerden arindirilmis olma kosulunu getirmislerdir (Ware 1994). Ancak Tiirkiye’de
boyle bir kosul yoktur. Yapilan bir calismadan elde edilen sonuglar, iilkemizde tiiketilen
2,4-D’li preparatlarda dioksin kirlenmesi olabilecegi kuskusunu akla getirmektedir
(Alpoz vd. 2001).

Pestisitlerin gerek c¢evre, gerek saglik ve gerekse ekonomik agidan getirebilecekleri
olumsuzluklar gelismis iilkelerde gayet iyi bilinmektedir. Bunun i¢in, basta AB olmak
tizere, tiim gelismis tilkelerde tliketilecek tarim iriinleri ¢evre ve saglik acisindan
siirekli denetlenmektedir. Bu denetimlerde sivil toplum orgiitlerinin de paymin ve
baskisinin olmasi konuyu daha da ciddi hale sokmustur. Bunun i¢in de, 6rnegin AB
Ulkeleri Perakendecileri Tarim Uriinleri Calisma Grubu, Iyi Tarim Uygulamalar
Protokolii (EUREPGAP)’nii 1 Ocak 2004’te yiiriirlige koymuslardir. Bu protokol ile
AB perakendecileri, raflarina koyduklar: iiriinlerin miisterilerine zararli olmayacagina
dair garanti ve giivence vermektedirler. EUREPGAP Sertifikasi, yabanci
perakendecilerin {reticinin {irliniinii satin almasi agisindan bir garantidir (Anonymous

2004).

Komet teknigi, diisiik diizeydeki DNA hasarlarin1 gosterebilmesi, az sayida hiicre ile
analizin  gerceklestirilebilmesi,  fazla ~ donanim  gerektirmemesi, kolaylikla
uygulanabilmesi, degisik hiicre ve doku gruplari ile calisilabilmesi, sonuglarin birkag
saat icinde elde edilmesi ve degerlendirilmesi, giivenli ve ekonomik olmas1 nedeniyle
biyomonitoring c¢aligmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Komet teknigi ile DNA
hasarmin tespitinde gozle degerlendirme yapilabilmekle birlikte, comet goriintii analiz
programlarin1 kullanmak suretiyle kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruktaki
DNA yiizdesi ile ilgili parametreler belirlenebilir (Collins 2003). Komet goriintii analiz

programlar1 kullanilarak kuyruktaki DNA yiizdesinin belirlenmesi veya sonuglarin
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gozle degerlendirilmesi diger parametrelere gore konsantrasyon-yanit iligkisini daha iyi

yansitmasi sebebiyle tercih edilmektedir.

Bir¢ok karsinojen ve mutajen madde DNA hasarina yol agar, ya da DNA’nin diizgiin
olarak eslenmesini Onler. DNA hasarlarinin genotoksik sonuglart DNA eslenmesi
gerceklesinceye kadar ve hiicre dongiisii tamamlanincaya kadar goriilmez. Genotoksik
madde etkisini gostermeden Once hasarlarin tamirini saglamak {izere isleyen cesitli

biyokimyasal basamaklar vardir.

Mikrontiikleuslar ya asentrik kromozom fragmentlerinin ya da anafaz sonrasinda ana
niikleus i¢inde yer alamayan tiim kromozomun kondensasyonu sonucu olusur. Bagka bir
ifade ile dogrudan DNA’da ya da ig ipliginde meydana gelen hasar ile hiicre boliinmesi
sonunda ana niikleusa dahil olmayan kirik kromozom fragmentlerinden ya da tiim
kromozomun kromatin haline doniismesi ile olusur. Bir hiicrede goriilen mikroniikleus o

hiicredeki sayisal veya yapisal bir genetik hasari isaret eder.

Mikrontikleus Testi, genotoksisite testinde ve birkag niikleer anomaliyi tespit etmek i¢in
insan biyolojik izleminde 1yi bilinen bir testtir. S6lomositlerde Mikroniikleus ve
Biniiklear frekanslarini, kromozomal bozukluklart ve sitokinez inhibisyonunu gosterir.
Hem Mikrontikleus Testi hem de Komet Testi, DNA hasarinin biyolojik belirtegleri
olarak oOnerildi. Komet Testi, solucanlar gibi ¢esitli organizmalardaki DNA hasarin
Olcmek i¢in hassas bir arag olarak kullanilmistir. Genotoksisite degerlendirmesi i¢in Tek
hiicre jel elektroforezi diisiikk diizeyde DNA hasarimi bile tespit etmeyi saglar (Zhan
2012).

Sonug olarak, Afyonkarahisar tarim alanlarinda sogan ekimi ¢ikis sonrasi, bitkilerin 1-3
yaprakli doneminde ve yabanci otlarin erken ¢ikis sonrasi donemlerinde Bentazon
herbisiti, pancar ekiminin Oncesinde ve sonrasinda Chloridazon herbisiti yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. E. hortensis solomosit hiicreleri iizerine genotoksik etki
yaparak mikroniikleus test frekanslarinda ve komet parametrelerinde istatistiksel olarak
onemli artiglara neden oldugu ve DNA hasarini arttirdid: tespit edilmistir. Bentazone ve
Chloridazon herbisitlerinin kullanimi deneyimli kisiler tarafindan uygun dozlarda

yapilmali ve genotoksik etkileri diger test sistemleri ile arastirilmalidir.
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