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OZET

MELANOGRYLLUS DESERTUS (PALLAS, 1771) (ORTHOPTERA:
GRYLLIDAE) HEMOSITLERI UZERINE 2,4-D
(DIKLOROFENOKSIASETIK ASIT)’NIN ETKILERI

ONER, Hiiseyin Deniz

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Giirsel ERGEN
Haziran 2010, 33 sayfa

Bu ¢alismada, yabani otlarlarla miicadelede ¢ok yaygin olarak kullanilan 2,4-
D herbisitinin, laboratuvar kosullarinda  (sicaklik: 28+2 °C; bagil nem:%45-50;
fotoperiyot: 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik) kiiltiirii yapilan ergin Melanogryllus
desertus orneklerinin kan hiicreleri lizerine sayisal ve histolojik etkileri incelendi.

Bu amagla, M. desertus ile yapilan biitiin deneylerde, 2,4-D ii¢ farkl
konsantrasyonda (1000, 2500, 5000 ppm) ergin bireylere besin i¢inde verildi. 2,4-D
uygulamasin1 takiben 4, 8 ve 24 saat sonra hemolenf Ornekleri alip

hemositometre ile toplam hemosit sayilar1 belirlendi ve yayma preparat yapildi.

Yapilan c¢alismada 2,4-D uygulamasi toplam hemosit sayilarinda
konsantrasyonla dogru orantili olarak artisa neden oldu. Toplam hemosit
sayilarinda goriilen bu artisin 2,4-D uygulamasinin 8. saatinde en fazla iken, 24.
saatte, 4. saat seviyesine indigi saptandi. 2,4-D uygulanan ¢ekirgelerin 1s1k
mikroskobu ile incelenen  preparatlarinda, @ hemosit = membranlarinda
tomurcuklanmalar meydana geldigi ve sitoplazmada biiyiik vakuollerin olustugu,
hiicre membran1 biitlinliigliniin kayboldugu, sitoplazmik icerigin hiicre disina
dagildigi ve lizise benzer hiicre bozulmalar1 gézlendi. Hemositlerde meydana gelen

bu degisiklikler konsantrasyon ve uygulama zamanina bagl olarak artti.
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Sonug olarak, 151k mikroskobu ile yapilan histolojik incelemelerde 2,4-D’nin
hemositlerde morfolojik hasara, toplam hemosit sayisinda ve bozulmus hemosit

sayisinda artisa neden oldugu gozlendi.

Anahtar sozciikler: Herbisit, 2,4-D, Melanogryllus desertus, hemosit
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ABSTRACT

EFFECTS OF 2,4-D (2,4-DICHLOROPHENONOXYACETIC ACID)
ON MELANOGRYLLUS DESERTUS (PALLAS, 1771)
(ORTHOPTERA: GRYLLIDAE) HEMOCYTES

ONER, Hiiseyin Deniz

MSc in Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giirsel ERGEN
June 2010, 33 pages

In this study, quantitative and histological effects of 2,4-D herbicide, which
is commonly used for weed control, on the M. desertus hemocytes has been
studied. Adult Melanogryllus desertus were cultured in laboratory conditions
(temperature: 28+2°C; relative humidity: %45-50, photoperiod: 16 h light / 8 h
dark).

For this aim, in all experiments adult M. desertus were exposed to three
different concentration (1000, 2500, 5000 ppm) of 2,4-D which is mixed with the
diet. Hemolymph samples were taken after 4, 8 and 24 hours of 2,4-D exposure.
Total hemoctye count determined by hemocytometer and smear preparation of

hemocytes has been made.

2,4-D caused concentration dependant increase in the total hemocyte count.
The most increasing ratio in the hemocyte count was obtained at 8 hour of 2,4-D
exposure but total hemocyte count declined at 24 hour of exposure to the 4 hour
level. 2,4-D exposure also has caused concentration dependant degenerative
changes in the hemocytes according to light microscope observations. Cell surface
blebbing, large vacuole formation in the cytoplasm, deformation of the cell
membrane integrity and cell degeneration like lysis have been observed depending

on the concentration and exposure time of 2,4-D.
It was found that 2,4-D caused histological damages, increased total
hemocyte count and degenerate hemocyte count in M. desertus hemocytes

according to light microscope observations.

Keywords: Herbicide, 2,4-D, Melanogryllus desertus, hemocyte
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DMA: Dimetilamin.
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1. GIRIS

Sanayi devriminden sonra tarimda makinelesme ve suni giibre kullaniminin
yayginlagsmas1 ile birlikte birim alandan daha fazla iiriin elde edilmeye
baslanmistir. Daha fazla iiriin elde etmek i¢in yapilan hem geleneksel hem de
yogun tarim uygulamalari zamanla topragin besleme giiclinii ve bitkilerin
zararhlara karsi dayanmikliligim azaltmustir. Uriinlerin ortaya ¢ikan zararlilardan,
hastaliklardan ve yabanci otlardan korunmasi i¢in tarimsal ilaglarin kullanilmasi
zorunlu hale gelmistir. Pestisit olarak adlandirilan bu tarimsal ilaglar zamanla
zararlilarla miicadelenin vazgecilmez araci olmustur. Pestisitler tarimsal {iretimde
verimliligin azalmasina neden olan bocekler, kemirgenler, kuslar, istenmeyen
bitkiler (yabani otlar), kiifler ve mantarlar, bakteri ve viriisler gibi zararlilar
oldiirmek veya kontrol altina almak amaciyla kullanilan kimyasal maddelerdir.
Pestisitler tarimsal uygulamalar disinda evler, park ve bahgeler, oyun alanlar1 gibi
farkli alanlarda da =zararhilarla miicadelede yogun olarak kullanilmaktadir.
Amerikan federal pestisit iiriinleri veri tabaninda halen aktif olarak kayitli 20.000
farkli pestisit iiriinii vardir. Pestisit iirlinlerde kullanilan kimyasal maddelerin
sayist (pestisit aktif maddesi, bu maddelerin doniisiim {iiriinleri, yardimci

kimyasallar ve ¢oziiciilerle birlikte) 6400 civarindadir (Kaplan, 2009).

Zararlilarin ¢esidine gore bitkilere birgok farkli pestisit uygulanir. Genel
olarak pestisitler etkiledikleri canli grubuna gore herbisitler, insektisitler ve
fungusitler olmak iizere {ice ayrilirlar. Bunlar dogal maddelerden izole
edilebilecekleri gibi ticari olarak da sentez edilebilirler. Cevre saglig1 agisindan
pestisitlerin yapilarinda bulunan etken madde 6nemlidir. Ciinkii canlilarda akut
veya kronik etki eden ve onlarin 6liimiine neden olan pestisitin yapisindaki etken
maddedir (Sak, 2004). Zehirli kimyasal maddeler olan pestisitlerin akut
zehirlenme, kanser, dogum kusurlari, kisirlik, sinir sistemi bozukluklar1 ve baska

pek cok zararli etkisi oldugu gosterilmistir (Kaplan, 2009).

Ulkemizde ise pestisit tiiketimi gelismis iilkelere gore oldukca diisiiktiir
fakat yogun tarim yapan Akdeniz ve Ege gibi bolgelerin tiiketimi Tiirkiye
ortalamasmin c¢ok iizerindedir. Tirkiye’de yogun tiiketilen pestisitler (Cizelge
1.1) ¢evre ve saglik agisindan 6nemli riskler tasimaktadir (Delen ve ark., 2005).

Cizelge 1.2°de goriildiigii gibi hem herbisitler icinde hem de tiim pestisitler i¢inde



iilkemizde en yogun tiiketilen etkili maddelerden biri 2,4-D(diklorofenoksiasetik

asit)’dir.

Cizelge 1.1 Tiirkiye’de yillara gére pestisit tiiketimi (kg veya 1)* (Delen ve ark., 2005).

Pesitisit Gruplan 1979 1987 1994 1996 2002
Insektisitler 2.287.658 | 3.303.446 | 2.064.991 | 3.027.380 | 2.250.898
Akarsitler 203.107 240.360 192.279 223.857 296.809
Yaglar 1.594.526 | 2.147.106 | 2.147.106 | 2.871.160 | 2.428.238
Fumigant ve 315.665 322.227 530.738 1.076.661 | 1.559.489
Nemasitler

Rodentisit ve 5.600 2.124 2.509 3.268 1.794
Mollusisitler

Fungisitler 1.537.315 | 2.611.960 | 2.201.406 | 2.951.191 | 1.964.292
Herbisitler 2.451.997 | 3.495.044 | 3.902.588 | 3.643.971 | 3.697.397
TOPLAM 8.395.848 | 12.112.267 | 10.871.792 | 13.797.488 | 12.198.917

* g0z tas1 ve toz kiikiirt dahil degildir.

Cizelge 1.2 1999-2002 yillarinda Tiirkiye’de en yogun kullanilan herbisitler ve herbisit
tilketimindeki paylari (Delen ve ark., 2005).

Yillara gore herbisit tiiketimindeki paylar

Herbisit (%)

1999 2000 2001 2002
2,4-D 45,28 44,34 47,49 33,62
Trifluralin 27,02 27,86 20,21 24,60
Molinate 7,10 6,44 3,69 3,50
Propanil 4,54 3,62 - -
Glyhposate isopropylamin 4,10 6,94 9,08 7,57
Chloridazon - - 5,38 -
Metalochor - - - 5,10
TOPLAM 88,04 89,20 85,85 74,39

- ilk bes herbisit arasinda degildir.

Kiiltiir alaninda hasat edilmesi amaglanan bitki disinda kalan, faydadan ¢ok
zarar veren bitkilerin tamami yabanci ot kavrami i¢ine girmektedir. Herbisitler
yabanct otlarla miicadelede kullanilan kimyasallardir. Herbisitler, tarimda
istenmeyen yabanci otlar1 kisa slirede Oldiirmeleri yaninda, olumsuz etkilerini
besin zinciri yoluyla ¢esitli canlilar ve insana kadar da tasirlar. Bu kimyasallardan
etkilenen diger bir canli grubu da hig siiphesiz dogada bitkilerle yakindan iligkili
olan boceklerdir. Bitki hormonlarinin 6zellikle bitkilerle beslenen bdcek tiirlerinin
biraktiklar1 yumurta sayisini, gelismelerini etkiledigi ve esey oranini etkileme,

glikojen seviyesinde diislise neden olma, kromozom bozukluklarinin artmasi gibi



etkileri de bu alanlarda yapilan ¢aligsmalarda gosterilmistir (Kaya ve Yanikoglu,

1999).

2,4-D secici bir herbisit olup genellikle evlerde, bahgelerde, golf
sahalarinda, parklarda, tarimda ve ormancilikta kullanilir. 2,4-D kismen kalic1 bir
kimyasal olup yarilanma omrii 20 ile 200 giin arasindadir. 2,4-D sadece genis
yaprakli otlar1 hedef almayip; hedefi olmayan tiirlerde de diisiik gelisim oranina,
iireme problemlerine, davranis degisikliklerine ya da oOliime neden olabilir

(Gabarant and Philbert, 2002).

Bu calismanin amaci, zirai miicadele yontemleri iginde yabani otlarla
miicadelede kullanilan bir herbisit olan 2,4-D nin, kara ¢ekirge olarak da taninan
Melanogryllus desertus (Pallas, 1771) un hemositlerine olan etkilerini sayisal ve

histolojik olarak ortaya koymaktir.
1.1 2.4-Diklorofenoksiasetik Asit (2,4-D)

2,4-D, fenoksi ailesinin genig olarak kullanilan bir diyesidir (Sekil 1.1).
Secici bir herbisit olup, genis yaprakli bitkilerde yiiksek toksisiteye neden olur.
Ticari herbisit {riinlerinde 1ii¢ tuz (dimetilamin, tiriizopropanolamin ve
izopropilamin) ve iki ester formu (izooktil ester ve butoksietil ester) ¢ogunlukla,

asit formu ise daha seyrek olarak kullanilir (Munro, 1992).

0 0
. | _CH,
0-CH,-C-OH O-CH,-C-0 - +H.N
L A oS
[‘(’L Tf Cl u.—f cl CHs
cl cl

2.4.D 2,4-D' nin Dimetilarain Tuzu

Sekil 1.1 2,4-D ve Dimetilamin tuzunun molekiiler yapisi (Journal of Pesticide Reform, 1999)

2,4-D, bir¢ok bitki biiylime ve gelisim siirecini kontrol eden oksin olarak
adlandirilan bitki hormonlarin1 taklit eder. Oksin konsantrasyonlar1 bitki
bliylimesi sirasinda zaman zaman degisir. Ancak 2,4-D’ye maruz kalmis
bitkilerde bu konsantrasyon yiiksek diizeydedir ¢iinkii 2,4-D oksinlere gore daha

kararli ve kalicidir. Bunun sonucu olarak 2,4-D niikleik asit ve protein sentezini



uyararak normal olmayan biiyiimeye neden olur. Bitki 6liimii, bitkinin tagima
sisteminin (ksilem ve floem) kendi biiylimesi ile ¢okiip tikanmasi ile gergeklesir

(Journal of Pesticide Reform, 1999).
1.1.1 2,4-D’nin Cesitli Canlilar Uzerine Etkileri

1941°de sentezlenen ve 1944’de ABD’de piyasaya siiriilen 2,4-D, 1950’den
bu yana tiim diinyada iiretilmektedir. 1970’lerin sonunda ve 1980’lerin basinda,
Hodgkin hastaligi (HD) ve yumusak doku sarkomasi (STS) ile 2,4-D arasinda bir
baglanti oldugu 6ne stiriilmiistiir. Bu raporlari, herbisitlere maruz kalan tarim
is¢ilerinde ve Vietnam gazilerinde goriilen lenfoma ve sarkomalar ile ilgili
calismalar izlemistir. 2,4-D’nin yliksek dozlarinin deney hayvanlarina verilmesi
sonucu anoreksiya, diyare, kilo kaybi, agiz ve yutakta iilserlesmeler, karaciger,
bobrek ve merkezi sinir sisteminde hasarlar olusmustur. Ayrica bazi tilirlerde
miyotoni (kas koordinasyonsuzlugu ve sertlik) gelisir ve miyelin kilifinin hasar

gormesiyle birlikte omurgada egrilikler belirir (USDA, 2006).

Suwalsky et al. (1996), 2,4-D’nin eritrosit membraninin c¢ift tabaka
fosfolipid yapisin1  bozdugunu, ayni zamanda eritrositlerdeki morfolojik
degisimlerin, membran iskeletindeki spesifik oksidatif dontisiimlerin sonucu

olabilecegini belirtmisglerdir.

Bradberry et al. (2000) yaptiklar1 calismada, 2,4-D ve diger klorofenoksi
herbisitlerin toksisite mekanizmalarinin insanlar ve memeliler iizerinde hiicre
membranlarinin yapt ve fonksiyonunu bozdugunu, hiicresel metabolizmaya
katildigini, hiicre membranlar1 ve metabolizma degisimi lizerindeki etkilerinin bir

sonucu olarak oksidatif fosforilizasyon reaksiyonlarini bozdugunu belirtmislerdir.

Hiicresel metabolizmay1 bozmasindan baska, Bradberry et al. (2000), 2,4-D
gibi klorofenoksi asitlerin yapisal olarak asetik asite benzer oldugunu ve asetil
Co-A analoglar1 olusturabilecegini belirtmislerdir. Asetil Co-A olusumu glukoz
metabolizmasi, kolesterol, steroid hormon ve asetilkolin iiretimini igeren temel
metabolik yollar i¢in gereklidir. Bu yollarin bozulmasi memelilerde yapilan
kolesterol profillerinde degisimler, miyotoni, kalp ritim bozuklugu, kas segirmesi,
immiinotoksikolojik ve ndrotoksikolojik ¢alismalarini da iceren 2,4-D ile iligkili

toksik etkilerin gozlendigi bir¢ok calisma ile baglantilidir.



Son zamanlarda sitotoksisitenin molekiiler mekanizmalarini arastiran bir¢ok
calisma 2,4-D’nin apoptozisi uyardigim gostermistir. Ornegin Kaioumova et al.
(2001 a; 2001 b) yaptiklar aragtirmalarda, 2,4-D’nin dimetilamin (DMA) tuzunun
direkt olarak mitokondrilere etki ederek apoptozise neden oldugunu ve insan
lenfositlerini 6ldirdiigiinii gostermislerdir. Benzer sekilde De Moliner et al.
(2002), 2,4-D asidinin ilk olarak mitokondrilere zarar vererek, farelerde beyincik

graniiler tabaka hiicrelerinde apoptozisi arttirabilecegini gostermislerdir.

Duchnowicz et al. (2003), 2,4-D’nin belli fosfolipidlere baglanabilecegini
ve membranin fiziksel etkilesimini bozarak lipidlerin peroksidasyonunu
arttirabilecegini belirtmislerdir. Ayrica arastirmacilar ayni ¢alismada 2,4-D’nin
lipid peroksidasyonundan baska, yag asitlerinin 16. karbon atomuna etki ederek
membran akiskanligin1 ve insan eritrositlerinde hemolizisi arttirdigin1 da

gostermiglerdir.

Mevcut c¢aligmalara dayanarak, laboratuar hayvanlart 2,4-D ile akut oral
doza maruz kaldiklarinda gozlenen etkiler, ataksi (kaslarin koordinasyon
bozuklugu), miyotoni (bir kasin tonik spazmi) ve uzuv kuvvetinin azalmasidir

(U.S EPA/OPP, 2005).

Wistar Albino erkek sicanlarda 2,4-D’nin testis dokusu iizerine etkilerinin
arastirlldigt  calismada, herbisit dozuna bagli olarak testis dokusunda
histopatolojik hasarlarin (seminifer tiibiillerde atrofi, spermatogenik hiicre

sirasinda bozulma ve testis hasarlar1) olustugu saptanmustir (Ozdas ve ark., 2006).

Kopek ve rodentlerde, 2,4-D’ye maruz kalma viicut agirhiginin azalmasina,
besin tiikketiminin diismesine ve karaciger ile bobreklerde bazi bozukluklara neden
olmustur. Bu arastirmalara gore farelerde 2,4-D’nin olumsuz etkileri olarak, tiroid
fonksiyonunun azalmasi, kan parametrelerinin degisimi, trigliserit, kolesterol ve
glukoz degerlerinin azalmasi, gonad doku agirliginin azalmasi, adipoz dokuda ve

karacigerde mikroskobik lezyonlar gézlenmistir (USDA, 2006).

Poecilia reticulata’da  2,4-D’nin  medulla spinalis {iizerine etkilerin
arastirildig1 calismada, herbisit konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak
omurilikte noronal kayiplar, hiicre i¢i 6dem, Nissl graniillerinde bozulmalar

gozlenmistir (Yalginkaya, 2006).



Sicanlarda 2,4-D’nin ovaryum dokusu iizerine etkilerinin arastirildigi
calismada ise doz artisina bagl olarak folikiiller yapilar ve oositler {izerinde

dejeneratif etkiler saptanmistir (Bicer ve ark., 2008).

Bazi karasal omurgasizlarda ve boceklerde, cogu herbisitte oldugu gibi 2,4-
D toksisitesi lizerine az bilgi bulunmaktadir. Herbisitlerin bdcekler ve diger
omurgasizlar i¢in zararsiz oldugu varsayimindan hareketle, basta bocekler olmak
iizere, karasal omurgasizlarda 2,4-D’nin toksisitesine iliskin ¢ok az sayida

arastirma ve bilgi bulunmaktadir (USDA, 2006).

Gall and Dogger (1967), bugday yaprak arist larvalarinin 2,4-D’ye duyarlt

iken, erginler ve yumurtalar iizerindeki etkisinin az oldugunu gostermislerdir.

Hoy (1985) calismasinda, 0,34 mg a.i/cm? 2,4-D’ye (butoksietanol ester)
maruz kalan ergin Scytanotus simplex (kirkayak) 6liim oraninin, herbisite maruz
kalmamis gruplara gore ¢ok daha fazla oldugunu, en yiiksek 6liim oraninin (%45)
2,4-D ile dogrudan temas ve herbisite maruz kalmis bitkilerin tiiketimi ile
gerceklestigini, hatta ¢cok daha diisiik bir dozda da (0,034 mg a.i/cm?) Oliimlerin

gbzlendigini belirtmistir.

Coccinellid (Ugur bocegi) larvalarinda, 2,4-D dimetilamin tuzu (DMA)
uygulamasini takiben O6liim oranlari biitiin yas gruplarinda 4 katina ¢ikmis ve

pupalasma siiresi artmistir ( Adams et al., 1986, USDA’dan 2006).

Su piresi (Daphnia magna) ile yapilan 21 giinliik calismada 2,4-D asit
formunun NOAEC (etki gostermeyen konsantrasyon) ve LOAEC (en diistik etki
konsantrasyonu) degerleri sirast ile 79 mg/L ve 151mg/L olarak saptanmistir
(Ward and Boeri, 1991). DMA tuzu ile yapilan ¢alismada ise 21 giinliik LCs
degeri 75,7 mg/L olarak belirlenmistir (Ward, 1991, USDA’dan 2006).

Spodoptera eridania’da (Lepidoptera) 2,4-D sitokrom Pyso’yi uyararak
insektisit toksisitesinde sinerjik etkilere neden olup, carbaryl ve permethrin

toksisitesini de diisiirmiistiir (Kao et al. 1995).

Bal arilari i¢in 2,4-D zehirsiz olarak siniflandirilmistir. 2,4-D’nin DMA ve
2-etilhekzil ester formu ile yapilan iki ¢alismada (Palmer and Krueger, 1997), 100



ug/ar1 dozunda higbir 6liim ve yan etki belirlenememis olup, degerin yaklasik

olarak 1075 mg/kg viicut agirligi dozuna karsilik geldigi bildirilmistir.

Ozkan ve Yanikoglu (1999), parazitik hymenopter olan Pimpla turionellae
ile yaptiklar1 ¢alismada 2,4-D’nin 50 ppm ve lizeri konsantrasyonlarda kontrol
gruplarina goére yumurta agilimimi Onemli derecede disiirdiigiinii; erginlerin
besinine karigtirilarak uygulanan 2,4-D’nin 300 ppm’lik konsantrasyonunun ise

yasam siiresini ve konaga yumurta birakimini azalttigini belirlemislerdir.

Kaya ve Yanikoglu (1999), ana kusak ve F1 kusaklarinda uygulanan 2,4-
D’nin 300 ppm’lik derisiminin D. melanogaster’in F1 kusaklarinda pup olma
sliresini ve pup evresini geciktirip, ergin birey ¢ikis sayisini azalttigini, diger etkili
bir derisim olan 100 ppm’in ise F3 kusaklarinda pup evresini kisalttigini

gostermiglerdir.

Martinez et al. (2001), 2,4-D ve bir herbisit olan picloram’mn Canthan

cyanellus (bok bocegi)’un lireme sistemini bozdugunu belirtmislerdir.

2,4-D asit formu i¢in sucul omurgasizlardaki LCsy degerleri 25 mg/L’den
(su piresi), 1389mg/L (kerevit) kadar cesitlilik gdsterir. Sucul omurgasizlardaki
bu yiiksek degiskenlik 2,4-D’nin ester formunun LCsy degerinde daha da belirgin
olarak ortaya ¢ikar. [0,092mg a.e/L. (Palaemonetes pugio)- 66mg a.e/L
(Gammarus fasciatus)] (USDA, 2006).

Karasal omurgasizlar i¢in alinan NOAEC degeri, arilar i¢in kontakt toksisite
degeri olan 1075 mg/kg viicut agirligidir. Ancak literatiirde parazitik arilarin 2,4-

D’nin daha diisiik dozlarina duyarli oldugu belirtilmistir (USDA, 2006).

Toksikolojik calismalarin ¢cogunda cesitli kimyasallarin (insektisitler, agir
metaller v.b.) bocek hemolenfinde meydana getirdigi kimyasal degisiklikler ele
alinmasina ragmen, cevresel faktorlerin bocek hemositleri iizerindeki etkileri

konusunda yapilan ¢alismalar olduk¢a azdir.

Insektisit olan chlordan’in sublethal dozlarina maruz birakilan Periplaneta
americana bireylerinde toplam hemosit sayisinin ve farkli hemosit sayilarinin
(plazmatosit, graniilosit, koagulosit ve sferiil hiicre) arttig1 gézlenmistir (Gupta

and Sutherland, 1967; Gupta’dan 1985).



Sistemik fungisitin (bayleton), Beauveria bassiana ile infekte edilmis ipek
boceginde toplam hemosit sayilar1 ve hemosit biyokimsal degisimlerine etkisinin
aragtirildigr calismada, fungisit uygulamasi sonucu ipek bodceginde toplam
hemosit sayisinin ve protein miktarinin arttigi, toplam karbonhidrat ve lipid

miktarlarinin azaldig1 gézlenmistir (Balavenkatasubbaiah et al., 2002).

Biiyiik tatli su karidesi, Macrobrachium rosenbergii’de sekiz ayri phthalate
esterinin hemositlerde apoptozis ve nekroz ile hiicre Sliimiine neden oldugu

belirtilmistir (Sung et al., 2003).

Cypermethrinin  Pimpla turionellae larvalarinda hemositler iizerine
sitotoksik etkisinin incelendigi arastirmada insektisit uygulamasinin doza bagh
olarak mitotik aktivitede azalmaya apoptotik hiicre sayisinda ise artmaya neden

oldugu gosterilmistir (Ugkan ve Sak, 2010).
1.2. Bocek Kan Hiicreleri (Hemositler)

Bocek hemolenfi hemoso6l veya viicut boslugunu dolduran ekstraselliiler
dolasim sivist olarak tanimlanir. Bocek viicudunda sadece hemolenf igerisinde
serbestce dolasabilen ya da hemolenfi ¢eviren dokulara yapisan aynm1 zamanda
hemosit ad1 da verilen kan hiicrelerinin ¢esitleri farkli kaynaklara gore degiskenlik

gosterir (Demirsoy, 2003).

Boceklerde hastalik olusturan mikroorganizmalara kars1 genellikle kan
hiicrelerinin olusturdugu ve hiicresiz olarak bilinen iki temel aktif bagisiklik
sistemi vardir. Bunlar bazen hiicresel ve humoral (antibakteriyal protein)
bagisiklik olarak da adlandirilir. Humoral bagisiklik; hemolenfin pihtilagsmasi
veya melanizasyonunu diizenleyen kompleks enzimatik olaylar1 ve antimikrobiyal
peptidlerin sentezini igermektedir. Hemositler tarafindan gergeklestirilen hiicresel
bagisiklik tepkileri ise fagositoz, enkapsiilasyon ve nodiil olusumu gibi savunma
mekanizmalarini icerir. Bocek hemositleri tip, morfoloji ve say1 olarak tiirden tiire
degisiklik gosterir (Gupta, 1985). Boceklerde c¢esitli arastiricilar tarafindan
tanimlanan 55 farkli hemosit tipini Gupta (1985), ultrastriiktiirel yapilarin1 dikkate
alarak 7 ana tipte toplamistir. Bunlar; Prohemosit, Plazmatosit, Graniilosit, Sferiil

hiicreler, Adipohemosit, Onositoit ve Koagiilositlerdir.



Prohemositler kiigiik, yuvarlak, oval veya elips seklinde hiicrelerdir.
Cekirdek hiicrenin merkezinde ve oldukca biiylik olup neredeyse hiicrenin
tamamint doldurmaktadir. Plazmatositler, sekilleri bakimindan hemositler i¢inde
en ¢ok degisiklik gosteren hiicrelerdir. Plazmatositler yuvarlak, oval, yildiz veya
mekik seklinde olabilirler. Graniilositler, sitoplazmalarinda bulunan ¢ok sayidaki
graniilden dolay:1 olduk¢a kolay taninirlar. Graniilositler genellikle yuvarlak ve
oval seklinde hiicrelerdir. Sferiil hiicrelerin sayilar1 diger hiicrelere gore daha
azdir. Bunlar yuvarlak ya da oval hiicrelerdir. Sferiil hiicreler, i¢lerindeki kiiresel
yapilart (sferiiller) ile taninirlar. Koagulositler genellikle kiiresel, seffaf, kirilgan
ve kararsiz hiicrelerdir. Plazma membraninda genellikle sitoplazmik uzantilar
bulunmaz. Adipohemositler kiiresel veya oval sekillidir. Sitoplazma graniiler olup
karakteristik olarak, boyutlari degisken yag damlaciklari igerir. Onositoidler, hemositler
icinde en biiyiik hiicrelerdir ve genellikle yuvarlak, armut seklinde, oval gibi
degisik sekillerde goriilmektedirler. Bunlarin kenarlar1 diizgiin olup, taninmalari

da oldukca kolaydir (Gupta, 1985).

Hemositler ilk olarak embriyogenez esnasinda bas ve dorsal mezodermden
gelisirler. Boceklerde hemositlerin  {iretimi ya mezodermden tiirevlenen
hematopoetik organlardaki kok hiicrelerin boliinmesi yoluyla veya dolasimdaki
hemositlerin boliinmeye devam etmesiyle siirdiiriiliir. Giinlimiizde hemositlerin
olusumu ve farklilagsmast hakkinda farkli teoriler olsa da genel kani,
prohemositlerin hematopoetik organlarda ilk olarak plazmatositlere farklilagtigi,
diger hemosit tiplerinin ise dolagima salindiktan sonra farklilagtig1 ve dolagimdaki
hemosit popiilasyonlarinin hiicre farklilagsmalarindan sonra devam eden hiicre

boliinmeleri ile saglandig seklindedir (Strand, 2008).

Hemositlerin ¢ok sayida fonksiyonda rol oynamasi bunlarin c¢evresel
faktorlere karsi diger hiicrelere gore daha duyarli hale getirmektedir. Cevresel
kirlenmeye neden olan degisik maddelerin omurgasiz canlilardaki hemositler ve
diger doku hiicreleri iizerindeki etkilerini aragtiran pek ¢ok c¢alisma olmakla
beraber, herbisite maruz kalan bodceklerin hemositlerinde meydana gelecek
sitolojik degisiklikler ¢ok iyi bilinmemektedir. Bu nedenle bu yiiksek lisans
tezinde bir herbisit olan 2,4-D’nin M. desertus hemositlerine olasi sitolojik etkileri
151k mikroskobu ile ilk kez arastirilarak, bu alandaki boslugun doldurulmasina

katk1 yapilmaya caligilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Boceklerin Yetistirilmesi

Calismada kullanilan M. desertus ergin erkek ve disi fertleri (Sekil 2.1)
ilkbaharda dogadan (Tekirdag / Corlu) toplanarak 28+2°C sicaklik, %45-50 bagil
nem ve uzun giin (16 saat 151k, 8 saat karanlik) fotoperiyodundaki laboratuvarda,
39x28x28cm boyutlarindaki plastik kaplarda kiiltiire alindi. Cekirgeler kanath
yemi (Yemta) ile beslendi, su gereksinimleri ise agzi pamukla tamponlanmig su
dolu cam tiiplerin, yumurtlama kab1 olarak kullanilan ve dibinde 1slak pamuk
bulunan kiiclik kapaklarin {izerine ters konularak saglandi. Her giin gdzlenen
kaplardan yumurtalarin birakildigi nemli pamuklar alinarak, yumurtalarin
gelismesi takip edildi. ilk nimflerin 10-12 giin igerisinde ortaya ¢iktigi, deri
degisimleri ile ayirt edilen dokuz nimfal evre sonrasinda cekirgelerin ergin hale

geldigi gozlendi.

Sekil 2.1 M. desertus disi (D) ve erkek (E) bireyleri
2.2 Deneyde Kullanilan Herbisit

Deneylerde 2,4-D’nin ticari formiilasyonlarindan biri olan Koruma Weed
Killer D (Koruma Tarim A.S.) kullanilmistir. Bu kimyasal bugday, misir ve
piring gibi tahil lirtinlerinde genis yaprakli tek yillik yabanci otlar1 kontrol etmek
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i¢in kullanilir. Biliyiimeyi diizenleyici madde olarak da bilinen bu madde yiiksek

dozlarda kullanildiginda herbisit etkisi gosterir.
2.3 On Denemeler

M. desertus’da 2,4-D’ye baglh olarak hemositlerdeki degisimi
gozlemleyebilmek i¢in uygulama konsantrasyonu belirleme 6n ¢alismalar yapildi.
Bu amagla bes giin siireyle ergin cekirgelere besin i¢inde 2,4-D’nin herbisit
derigimi olan 100 ppm’den baglanarak sirasiyla 500, 1000, 2500, 5000, 7500 ve
10000 ppm’lik konsantrasyonlar uygulandi. Her bir konsantrasyon i¢in 2 disi ve 2
erkek olmak iizere 4 adet ergin gekirge kullanildi. On denemeler ii¢ kez

tekrarland.
2.4 Deneysel Prosediir

On denemeler sonucunda M. desertus ergin birey hemositleri iizerine 2,4-
D’nin etkisi diisiik (1000 ppm), orta (2500 ppm) ve yiiksek (5000 ppm) olmak

tizere Ui¢ farkli konsantrasyonda ¢alisildi.

Koruma Weed Killer D, emiilsiyon halindeki ticari preparatinda 1 litrede
500 gr 2,4-D igermektedir. Bu emiilsiyondan 1ml alip 99 ml distile su ile
sulandirildiginda bu karistmin 1 ml’sinde 5 mg 2,4-D etken maddesi bulunan
5000 ppm’lik yiiksek uygulama konsantrasyonu elde edildi. 5000 ppm’lik bu
karigtmdan 20 ve 50 ml alinip distile su ile 100 ml’ye tamamlandiginda sirasiyla
1000 ppm ve 2500 ppm’lik diigiik ve orta uygulama konsantrasyonlari elde edildi.
Hazirlanmis olan uygulama konsantrasyonlar1 belli gramajdaki (=5,5 gr) besine
(Yemta) emdirilip bir giin boyunca kurumasi beklendi. Hazirlanan besinler 1
litrelik cam kavanozlara (yarigap=4.5cm, yiikseklik=18cm) kondu ve i¢lerine 2,4-
D uygulanmis besin yediginden emin olmak i¢in stok kiiltiirden alinip 48 saat ag
birakilan 2 adet ergin M. desertus (bir disi ve bir erkek) birakildi. Kavanozlarin
agz1 hava sirkiilasyonunu Onlemeyecek sekilde kapatildi. Toplam hemosit
sayilarinin belirlendigi deneylerde 1000, 2500 ve 5000 ppm’lik her uygulama
konsantrasyonunda; 4, 8 ve 24 saatlik uygulama zamanlarinin ve bu uygulama
zamanlarinin kontrol gruplarinin her biri igin 1 disi ve 1 erkek olmak iizere 2 adet,
toplamda ise 12 ergin ¢ekirge kullanildi. 2,4-D uygulamasini takiben 4, 8 ve 24

saat sonra hemolenf alinip toplam hemosit sayilar1 belirlendi. Yayma preparat



12

yapilmast i¢inde ayni sekilde deney gruplari olusturuldu. Deneyler her bir

konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in ii¢ tekrarli olarak yapildi.

2.5 Toplam Hemosit Sayisimin Belirlenmesi

Toplam hemosit sayilarinin belirlenebilmesi igin ergin ¢ekirgeler toraks-
abdomen birlesim kismindan ince uglu igneyle delindi ve 5 pl hemolenf
mikrokapiler tiip yardimiyla alindi. Elde edilen 5 pl hemolenf, igerisinde 25 pl
Woodring tuz soliisyonu (9.1g NaCl, 0,52g KCI, 1.2g CaCl,*2H ,0, 0.82g
MgCL,*6H ,0) bulunan epondorf tiiplerine aktarildi. 1/6 oraninda seyreltilmis
hiicre slispansiyonu mikropipet yardimiyla birka¢ kez cekip birakilmak suretiyle
karistirildi. Hiicre siispansiyonundan uygun miktarda ¢ekilerek 0.1 mm derinlige
sahip Neubauer hemositometresine (Weber, England) yiiklendi. Deney
gruplarimizda hemositometre laminin orta kisminda bulunan 25 orta biiytikliikte
kareye ayrilmis ve her bir orta karenin de 16 kiigiik kareye boliindiigii 1mm?’lik
biiylik karenin tamami sayilarak toplam hemosit sayilar1 belirlendi. Mililitredeki

toplam hemosit sayilarinin hesaplanmasi igin:

Hiicre sayis1 / ml = Biiyiik karede saydigimiz hiicre sayis1 X Seyreltme

katsayis1 X 10* formiiliinden yararlanildi.
2.6 Hemositlerin Boyanmasi

Alman hemolenf 6rnekleri yayma preparat yontemi ile hazirlanip, Giemsa
boyama teknigi ile boyandi. Bunun i¢in, hemositlerin lama yapigmasi i¢in lam
lizerine yayilan hemolenfin havada iyice kurumasi saglandi. Daha sonra saledeki
metanol icinde 5 dakika siire ile tespit edildi. Tespitten sonra kurutulan lamlar
hazirlanan %10’luk Giemsa ¢ozeltisi [6 ml Giemsa (Merck) + 54 ml tampon
cozelti ( 2,44 g Na,HPO42H,0, 2,77g KH,PO4 ), pH 6.8] i¢inde 12 dakika siire ile
boyandi. Boyama islemi sonunda preparatlar hemen saf su ile yikandi1 ve

kuruduktan sonra entallan (Merck) ile kapatildi.
2.7 Mikroskobik inceleme

2,4-D uygulamasina bagli olarak hemositlerde meydana gelen degisiklikler
arastirildi. Bunun igin her bir deney serisinin tiim tekrarlarinda, her preparatta 200

hiicre olmak tiizere disi ve erkek birey icin birer preparat incelendi. Hiicre



13

membraninda ve bitiinliigiinde meydana gelen sekil degisiklikleri, bozulmus
hiicre olarak kabul edildi. Her preparattaki 200 hiicrede bozulmus hiicre sayilar

belirlendi ve istatistikleri yapildu.
2.8 Istatistiksel Analiz

Deney sonuglarinda elde edilen ortalamalar varyans analizi (ANOVA) ile
karsilastirildi.  Ortalamalar arasi farkin 6nem kontroliinde Tukeyysp Testi
kullanild1. Veri analizinde SPSS ( Versiyon 14 ) istatistik programi kullanildi.
Uygulanan tiim istatistiksel analizler %95 giiven araliginda ( P<0,05 ) yapildi ve

degerlendirildi.
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3. BULGULAR
3.1 On Denemeler

On denemelerde besinci giin sonunda 2,4-D’nin 100, 500, 1000 ve 2500
ppm’lik konsantrasyonlarinda ergin M. desertus bireylerinde &liim olmadig,
cekirge Oliimlerinin 5000 ppm’de basladigi, 7500 ve 10000 ppm’lik
konsantrasyonlarinda ise 6liim oraninin giderek arttigi goriilmiistiir. 5000 ppm’de
M. desertus ergin bireylerindeki 6liim oran1 %33.3, 7500 ppm’de %75 ve 10000
ppm’de ise %91.3 olarak saptanmistir. Bu bilgilere gore asil denemelerde ¢ekirge
Oliimlerinin basladigr 5000 ppm’in yiiksek, 2500 ppm’in orta ve 1000 ppm’inde
diisiik uygulama konsantrasyonu olarak kullanilarak, 2,4-D’nin hemositler

izerindeki etkisinin gdzlemlenebilecegi diigiiniilmiistir.
3.2 Histolojik Bulgular
3.2.1 Hemolenf Hiicreleri

Kontrol grubunda, M. desertus erginlerinin hemolenfinden Giemsa ile
hazirlanmig yayma preparatlarda farkl tipteki hemositlerin ¢ekirdekleri agik-koyu

kirmizi, sitoplazmalar ise agik-koyu lacivert renkte boyanmustir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 M. desertus’da hemositlerin genel goriiniimii. Olgek 20pum.
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2,4-D uygulanan c¢ekirgelerin incelenen preparatlarinda  hemosit
membranlarinda tomurcuklanmalarin (Sekil 3.2) ve sitoplazmada biiyiik
vakuollerin olustugu (Sekil 3.3) saptanmistir. Baz1 hiicrelerin membranlarinda
dalgalanmalar ve yer yer zar biitiinliigiiniin kayboldugu (Sekil 3.4), sitoplazmik
icerigin hiicre digina dagildigir (Sekil 3.5) ve lizise benzer hiicre bozulmalar

gozlenmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.2 M. desertus ’da hemosit membranlarinda tomurcuklanmalar (Siyah
oklar). Olgek 20um.



Sekil 3.3 M. desertus’da hemosit sitoplazmasinda vakuol olusumu (Siyah
oklar). Olgek 20pum.

Sekil 3.4 M. desertus’da hemosit membranlarinda dalgalanmalar (Siyah
oklar). Olgek 20um.



Sekil.3.5 M. desertus’da hemosit sitoplazmik igerigin hiicre disina
dagilmasi (Siyah oklar). Olgek 20um.

Sekil 3.6 M. desertus ’da hemositlerinde lizise benzer hiicre bozulmalari
(Siyah oklar). Olgek 20um.
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3.3 istatistiksel Degerlendirme
3.3.12,4-D’nin Ergin M. desertus Toplam Hemosit Sayilarina Etkisi

Ergin disi ve erkek M. desertus’da 2,4-D’nin toplam hemosit sayilarina
etkisi 3 tekrarli deney serileri ile belirlendi. 2,4-D konsantrasyonu, uygulama
zamani ve eseye bagli olarak ergin M. desertus toplam hemosit sayilarinda
goriilen degisiklikler ANOVA c¢izelgesinde verilmektedir (Cizelge 3.1). 2,4-D
uygulamasi ile ergin ¢ekirge toplam hemosit sayilarinda kontrole gére meydana
gelen artis eseyler, konsantrasyon gruplari ve uygulama zamanlari arasinda

istatistiksel olarak farkliliklar gostermistir (p<0,05).

- 3
E
S 25 I
.
:
X% 15
E’ g H 1000ppm
5 E 1 B 2500ppm
= O
g = 0,5 5000ppm
£
9 0 - H Kontrol
E 24 saat | 4 saat 24 saat
-
=
Zaman

Sekil 3.7 2,4-D konsantrasyonu, zaman ve eseye bagl olarak ergin M. desertus toplam

hemosit sayilarindaki degismeler.

Kontrol gruplar karsilastirildiginda, disi bireylerin toplam hemosit sayisinin
erkek bireylerden fazla oldugu goriilmiis (Sekil 3.7) ve bu farkin istatistiksel

olarak anlamli oldugu bulunmustur (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.1. 2,4-D konsantrasyonu, zaman ve eseye bagl olarak ergin M. desertus

toplam hemosit sayilarinin Cok Yonlii Varyans Analizi. K.T. (Kareler Toplam1), Df (Serbestlik
Derecesi), K.O. (Kareler Ortalamasi), P (6nem Derecesi). *: P<0,05

Kaynak K.T. Df K.O. F P
Diizenlemis Model 15,156(a) 23 0,659 3,176 0,000%
Kesigme 279,893 1 279,893 1349,011 0,000*
Esey 2,310 1 2,310 11,136 0,001*
Konsantrasyon 7,687 3 2,562 12,350 0,000*
Zaman 1,613 2 0,806 3,887 0,023*
Esey*Konsantrasyon 1,434 3 0,478 2,304 0,080
Esey*Zaman 0,377 2 0,189 0,909 0,406
Konsantrasyon*Zaman 1,278 6 0,213 1,027 0,411
Esey*Konsantrasyon*Zaman 0,456 6 0,076 0,367 0,899
Hata 24,898 120 0,207

Toplam 319,946 144

Diizenlenmis Toplam 40,054 143

2,4-D uygulamasma bagli olarak eseyler arasindaki toplam hemosit

sayilarinda meydana gelen artisin, 1000 ppm konsantrasyon grubu hari¢ 2500

ppm ve 5000 ppm’ de istatistiksel olarak anlamli oldugu (P<0,05) saptanmistir

(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. 2,4-D uygulamasina bag: olarak toplam hemosit sayilarinin eseye gore

¢oklu karsilagtirma ¢izelgesi. K.T. (Kareler Toplami), Df (Serbestlik Derecesi), K.O. (Kareler
Ortalamasi), P (6nem Derecesi). *: P<0.05

Bagimli
Kaynak Degisken K.T. Df K.O. F P
Esey 1000ppm 0,008 1 0,008 0,052 0,821
2500ppm 0,672 1 0,672 5,522 0,026*
5000ppm 2,560 1 2,560 5,309 0,028*
Kontrol 0,504 1 0,504 7,216 0,012*

M. desertus’da toplam hemosit

sayilarinin, konsantrasyona bagli olarak

arttig1 goriilmistiir (Sekil 3.7). Bu artis kontrol grubu, 1000 ppm ve 2500 ppm

grubundaki 6rnekler arasinda birbirine benzerken (P>0,05), 5000 ppm grubundaki

artisin diger konsantrasyon gruplarina gore daha fazla oldugu goézlemlenmistir

(Cizelge3.3).
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Cizelge 3.3. Konsantrasyon gruplarina gore toplam hemosit sayilarimin goklu

karsilastirma cizelgesi. O.F. (Ortalama Fark), S.H: (Standart Hata), P (Onem Derecesi). *: P<0,05

95% Gtiven Aralig1

(Ch
Ust
(I) Konsantrasyon | (J) Konsantrasyon O.F. (I-)) S.H. P Alt Sinir Sinir
1000ppm 2500ppm -0,1183 [ 0,10736 | 0,689 | -0,3981 | 0,1614
5000ppm -0,5150(*) | 0,10736 | 0,000*% | -0,7947 | -0,2353
Kontrol 0,0900 | 0,10736 | 0,836 | -0,1897 | 10,3697
2500ppm 1000ppm 0,1183 | 0,10736 | 0,689 | -0,1614 | 0,3981
5000ppm -0,3967(*) | 0,10736 | 0,002* | -0,6764 | -0,1169
Kontrol 0,2083 | 0,10736 | 0217 | -0,0714 | 0,4881
5000ppm 1000ppm 0,5150(*) | 0,10736 | 0,000* 0,2353 | 0,7947
2500ppm 0,3967(*) | 0,10736 | 0,002* 0,1169 | 0,6764
Kontrol 0,6050(*) | 0,10736 | 0,000* 0,3253 | 10,8847
Kontrol 1000ppm -0,0900 | 0,10736 | 0,836 | -0,3697 | 0,1897
2500ppm -0,2083 | 0,10736 | 0217 | -0,4881 | 0,0714
5000ppm -0,6050(*) | 0,10736 | 0,000* | -0,8847 | -0,3253

2,4-D uygulamasi izleyen 4. saatte toplam hemosit sayilarmin kontrol

gruplaria gore arttigi, bu artisin 8. saatte en fazla oldugu, 24. saatte ise 4. saatteki

seviyesine yakin bir diizeye indigi gdzlenmistir (Sekil 3.7). Istatistiksel olarak 4.

ve 8. saatteki toplam hemosit sayisindaki artig birbirine benzerlik gosterirken, 24.

saatteki diisiis nedeniyle toplam hemosit sayilarinda 8. saate gore farklilik

gozlemlenmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Uygulama zamanina gore toplam hemosit sayilarmin goklu karsilagtirma
cizelgesi. O.F. (Ortalama Fark), S.H: (Standart Hata), P (Onem Derecesi). *: P<0,05

95% Giiven Araligi (CI)
(I) Zaman | (J) Zaman O.F. (I-)) S.H. P Alt Sinir Ust Smir
4 saat 8 saat 0,2200 0,09298 0,051 -0,4407 0,0007
24 saat 0,0088 0,09298 0,995 -0,2119 0,2294
8 saat 4 saat 0,2200 0,09298 0,051 -0,0007 0,4407
24 saat 0,2288(*) 0,09298 0,040* 0,0081 0,4494
24 saat 4 saat -0,0088 0,09298 0,995 -0,2294 0,2119
8 saat -0,2288(*) 0,09298 0,040* -0,4494 -0,0081
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3.3.2 2,4-D’nin Ergin M. desertus Hemositlerine Etkisi

2,4-D uygulamasina bagl olarak bozulmus hemosit sayilarinda meydana
gelen degisiklikler Sekil 3.8’de verilmektedir. Kontrol grubunda diisiik olan
bozulmus hiicre sayisinin 2,4-D konsantrasyonu ve uygulama zamani artik¢a

yiikseldigi goriilmektedir (Sekil 3.8) .

B 1000ppm
W 2500ppm
= 5000ppm

H Kontrol

Bozunmus Hiicre Sayisi ( /200Hiicre)

Zaman

Seki3.8. 2,4-D konsantrasyonu, zaman ve eseye bagli olarak ergin M. desertus bozulmus

hemosit sayilarindaki degismeler.

Bozulmus hiicre sayilar1 arasinda, uygulama saatine ve uygulanan
konsantrasyonlara bagli olarak istatistiksel bir farklilik goézlenmistir (P<0,05),
ancak bozulmus hiicre sayist agisindan disi ve erkek bireyler arasinda
konsantrasyon uygulamasi ve saatine gore istatistiksel bir farklilhik (P>0,05)

bulunamamaistir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. 2,4-D konsantrasyonu, zaman ve eseye bagli olarak ergin M. desertus

bozulmus hemosit sayilarinin ¢ok yonlii varyans Analizi. K.T. (Kareler Toplami), Df (Serbestlik
Derecesi), K.O. (Kareler Ortalamasi), P (6nem Derecesi). *: P<0,05

Kaynak K.T. Df K.O. F P
Diizenlemis Model 1351,750(a) 23 58,772 4,359 0,000*
Kesisme 92112,250 1] 92112,250 | 6831,564 0,000*
Esey 4,000 1 4,000 0,297 0,587
Konsantrasyon 954,306 3 318,102 23,592 0,000*
Zaman 260,167 2 130,083 9,648 0,000*
Esey*Konsantrasyon 13,667 3 4,556 0,338 0,798
Esey*Zaman 5,167 2 2,583 0,192 0,826
Konsantrasyon*Zaman 96,944 6 16,157 1,198 0,312
Esey*Konsantrasyon*Zaman 17,500 6 2,917 0,216 0,971
Hata 1618,000 120 13,483

Toplam 95082,000 144

Diizenlenmis Toplam 2969,750 143

Bozulmus hemosit sayilarindaki artisin kontrol ile konsantrasyon gruplari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu (P<0,05), konsantrasyon
gruplart (1000, 2500, 5000 ppm) arasinda ise istatistiksel olarak dnemli olmadigi
bulunmustur (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Konsantrasyon gruplarina gore bozulmus hiicre sayilarinin goklu

karsilastirma cizelgesi. O.F. (Ortalama Fark), S.H: (Standart Hata), P (Onem Derecesi). *: P<0,05

95% Gtiven Aralig1
(CI)

Ust

(I) Konsantrasyon | (J) Konsantrasyon O.F. (I-)) S.H. P Alt Sinir siir
1000ppm 2500ppm -0,3889 | 0,86549 0,970 -2,6438 | 1,8661
5000ppm -1,7222 | 0,86549 0,198 -3,9772 | 10,5327
Kontrol 5,0556(*) | 0,86549 | 0,000* 2,8006 | 17,3105
2500ppm 1000ppm 0,3889 | 0,86549 0,970 -1,8661 | 2,6438
5000ppm -1,3333 | 0,86549 | 0,417 | -3,5883 | 09216
Kontrol 5,4444(*) | 0,86549 | 0,000* 3,1895 | 7,6994
5000ppm 1000ppm 1,7222 | 0,86549 0,198 -0,5327 | 3,9772
2500ppm 1,3333 | 0,86549 0,417 -0,9216 | 3,5883
Kontrol 6,7778(*) | 0,86549 | 0,000* 4,5228 | 9,0327
Kontrol 1000ppm -5,0556(*) | 0,86549 | 0,000* -7,3105 | -2,8006
2500ppm -5,4444(*) | 0,86549 | 0,000* -7,6994 | -3,1895
5000ppm -6,7778(*) | 0,86549 | 0,000% -9,0327 | -4,5228

2,4-D uygulamasii izleyen 4., 8. ve 24. saatte bozulmus hemosit sayisinin

artigr  goriilmiistiir (Sekil 3.8). 2,4-D’ye bagh olarak bozulmus hemosit

sayilarindaki artisin 4. saat ile 8. saat ve 8. saat ile 24. saatte birbirine benzerlik




gosterdigi, 4. saat ve 24.

bulunmustur (Cizelge 3.7).
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saat arasinda istatistiksel olarak farklilik oldugu

Cizelge 3.7. Uygulama zamanma gére bozulmus hemosit sayilarmin ¢oklu karsilastirma

cizelgesi. O.F. (Ortalama Fark), S.H: (Standart Hata), P (Onem Derecesi). *: P<0,05

95% Giiven Aralig1 (CI)

(I) Zaman | (J) Zaman O.F. (I-) S.H. P Alt Sinir Ust Sinir

4 saat 8 saat -1,5833 0,74954 0,092 -3,3621 0,1954
24 saat -3,2917(*) 0,74954 0,000* -5,0704 -1,5129

8 saat 4 saat 1,5833 0,74954 0,092 -0,1954 3,3621
24 saat -1,7083 0,74954 0,063 -3,4871 0,0704

24 saat 4 saat 3,2917(%) 0,74954 0,000* 1,5129 5,0704
8 saat 1,7083 0,74954 0,063 -0,0704 3,4871
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4. TARTISMA VE SONUC

Tarimda birim alandan alinan verimin arttirilmasi amaciyla kullanilan ve
pestisit olarak adlandirilan tarimsal ilaglar zamanla zararlilarla miicadelenin
vazgecilmez araci olmustur. Ancak asir1 ve denetimsiz kullanim sonucu olusan
zararlt etkiler, zamanla insan ve c¢evre saghgini da tehdit edecek boyutlara
ulagmaktadir. Yabanci otlarla miicadelede herbisitler kullanilmaktadir. Herbisitler
icinde oldugu gibi, tiim pestisitler icinde de iilkemizde en yogun tiiketilen etkili

maddelerden biri 2,4-D’dir.

2,4-D’nin etki sekli memelilerde agikca belirlenmistir. Mevcut ¢alismalara
dayanarak, laboratuvar hayvanlar1 2,4-D ile akut oral doza maruz kaldiklarinda
gozlenen etkiler: ataksi (kaslarin koordinasyon bozuklugu), miyotoni (bir kasin
tonik spazmi) ve uzuv kuvvetinin azalmasidir (U.S EPA/OPP, 2005). Kopek ve
rodentlerde 2,4-D ye maruz kalma, viicut agirliginin azalmasina, besin tiikketiminin
diismesine ve karaciger ile bobreklerde bazi bozukluklara neden olmustur.
Farelerde 2,4-D nin ters etkileri olarak tiroid agirliginin artmasi (tiroid), T3 ve T4
azalmasi (tiroid fonksiyonu), kan hiicreleri, hematokrit, disilerde hemoglobin ve
her iki eseyde platelet azalmasi (hematoloji), kan glukoz, kolestrol, trigliserit
azalmasi (kolestrol ve glukoz metabolizmasi), testis ve ovaryum doku agirligi
azalmas1 (lireme organlari), katarakt (goz), adipoz dokuda ve karacigerde

mikroskobik lezyonlar gdzlenmistir (USDA, 2006).
4.1 2,4-D’nin Ergin M. desertus Toplam Hemosit Sayilaria Etkisi

Yaptigimiz ¢aligmada 2,4-D uygulamasinin M. desertus ergin bireylerinde
toplam hemosit sayisini arttirdigi belirlendi. Bu artis 1000 ppm ile 2500 ppm’de
birbirine benzerlik gdosterirken, 5000 ppm’deki hemosit sayisi artisinin daha
yiikksek oldugu belirlendi. Toplam hemosit sayilarindaki bu artis, bocegin
bagisiklik sisteminin harekete gecmesi nedeniyle olabilir. Entomopatojenik bir
mantar olan Metarhizium anisopliae var acridum’un Schistocerca gregeria (COl
cekirgesi) lizerindeki bagisiklik tepkisinin arastirildigi calismada, mantarin topikal
uygulamasini izleyen ikinci glinde toplam hemosit sayisinin arttigi, dordiincii
ginde ise toplam hemosit sayisinin kontrol gruplarmin asagisina indigi
gozlenmigtir (Gillespie et al., 2000). Parazitlenme durumuna gore Anastrepha

obligua (Diptera; Tephritidae) larvasinda hemosit tipleri ve toplam hemosit
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sayilar1 iizerine yapilan bir calismada parazitlenmis larvanin toplam hemosit
sayilarinin, parazitlenmemise gore daha fazla oldugu bulunmustur. (Silva et al.,
2001). Sistemik fungisitin (bayleton), Beauveria bassiana ile infekte edilmis
ipek boceginde toplam hemosit sayilar1 ve hemosit biyokimyas: degisimlerine
etkisinin arastirildigi calismada, fungisit uygulamasi sonucu ipek bocegi toplam
hemosit sayisinin arttig1 gozlenmistir (Balavenkatasubbaiah et al., 2002). Carabus
lefebvrei larva ve erginlerinin hemosit tipleri ve fagositoz aktivitesi iizerine
yapilan diger bir ¢aligmada ise larvalara fosfat tamponu (PBS) ve karboksilatl
tanecikler enjekte edildiginde, toplam hemosit sayilarinda artis gozlenmistir
(Giglio et al., 2008). Yapilan diger bir calismada ise Gryllus texensis’e akut stres
(ugma ya da kosma) uygulamasi sonucu hemolenfteki hemosit sayisinda artig
gozlenmistir (Adamo, 2010). Arastirmacilar toplam hemosit sayilarindaki bu
artisin nedenini, bagisiklik siteminin harekete ge¢gmesinden kaynaklanabilecegini
belirtmislerdir. Bu veriler bizim deneylerimizde elde ettigimiz sonuglar1 destekler
niteliktedir. Ayrica toplam hemosit sayilarindaki artisin 2,4-D’nin bocek endokrin
sitemine etki etmesi nedeniyle olabilecegini diisiindliirmektedir. Hemosit olusumu
ve sayisinin korunmasmin bocek endokrin sisteminin kontroliinde oldugu
(Hoffmann and Joly, 1969; Gupta’dan, 1985) benzer sekilde 2,4-D’nin omurgali
endokrin sisteminde de olumsuz etkiler gosterdigi bildirilmektedir (Journal of

Pesticide Reform, 1999).

M. desertus’da uygulama zamanina bagli olarak 5000 ppm
konsantrasyonunda disi bireylerde daha fazla olmak {izere 8. saatte hemosit
sayilar1 kontrol ve diger doz gruplarina gore oldukga yiiksek bulundu (Sekil 3.7).
Uygulamanin 24. saatinde ise toplam hemosit sayilariin 4. saatteki seviyesine
indigi gozlendi. Hemosit sayisindaki bu azalma, 2,4-D uygulamasini takiben,
hasar goren hemositlerin hiicresel bagisiklik tepkisi ile fagosite edilmesi veya
nodiil olusumu sonucu dolagimdaki hemositlerin azalmasi nedeniyle meydana
gelebilecegini gosterdi. Hemositlerin maya, bakteri, apoptotik cisimcikler gibi
biyotik ve sentetik tanecikler ve miirekkep gibi kiigiik abiyotik hedefleri fagosite
ettigi ve yabanci cisimlerin etrafinda nodiil olusturdugu bilinmektedir (Lavine and
Strand, 2002). Ayrica hemosit sayilarindaki bu artis ve azalmalar hemolenfteki
2,4-D  konsantrasyon degisimleri veya homeostazisin korunmasi igin

detoksifikasyon mekanizmalarinin devreye girmesi nedeniyle de olabilir. 2,4-
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D’nin ¢ogu tiirde oral doz uygulamasindan sonraki 8 saat icinde yliksek
plazma konsantrasyonuna ulastigi (Erne, 1966) ve dermal uygulamanin ardindan
2-8 saat arasinda kandaki konsantrasyon sabit bir diizeye ulasarak hizli bir diisiis

gosterdigi bildirilmektedir (Garabrant and Philbert, 2002).
4.2 2,4-D’nin Ergin M. desertus Hemositlerine Etkisi

M. desertus ergin bireylerinde 2,4-D uygulamasinin toplam hemosit sayilari
iizerinde oldugu gibi hemositler iizerinde de sitolojik yonden olumsuz etkilerinin
oldugu goriildii. 2,4-D uygulanan ¢ekirgelerin incelenen hemosit preparatlarinda
hemosit membranlarinda tomurcuklanmalar meydana geldigi (Sekil 3.2),
sitoplazmada biiyiik vakuollerin olustugu (Sekil 3.3), hiicre membrani
biitiinliigliniin kayboldugu (Sekil 3.4), sitoplazmik igerigin hiicre disina dagildigi
(Sekil 3.5) ve lizise benzer ¢esitli hiicre bozulmalar1 (Sekil 3.6) gdézlemlendi.
Kontrole gore 2,4-D uygulanan tiim gruplarda bozulmus hiicre sayisindaki artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (P<0,05). Suwalsky et al. (1996), 2,4-
D’nin eritrosit membranmin ¢ift tabaka fosfolipid yapisim1 bozdugunu, ayni
aragtirmacilar eritrositlerdeki morfolojik degisimlerin, membran iskeletinde
spesifik oksidatif doniisiimlerin sonucu olabilecegini kabul etmislerdir. Pech and
Strand (2000), Pseudoplusia includens hemositleri ile yaptiklar1 c¢alismada
hiicresel bagisiklik tepkilerinden biri olan enkapsiilasyon sirasinda graniilositlerin
plazmotositlere bagli olarak apoptozis gecirdigini gostermislerdir. Aragtirmacilar
apoptozis geciren hemositlerde tipik olarak hiicrede kiigiilme, membranda
kabarciklanma, kromatinde yogunlasma ve DNA parcalanmasi oldugunu
belirtmislerdir. Kaioumova et al. (2001 a; 2001 b), 2,4-D’nin dimetilamin (DMA)
tuzunun direkt olarak mitokondrilere etki edip apoptozise, dolayisi ile kademeli
olaylarin baglamasina neden olarak insan lenfositlerini  6ldirdiigiini
gostermiglerdir. 2,4-D, 2,4,5-T, ve MCPA fenoksiasetik asitleri ile
metabolitlerinin insan eritrositlerinde doza bagl olarak hemolizise neden oldugu
belirtilmistir (Duchnowicz et al., 2002). Bukowska and Zatorska (2003), 2,4-D ile
inkiibe edilen insan eritrositlerindeki sekil degisimlerini incelemisler ve 2,4-D’nin
eritrosit morfolojisinde 6nemli degisimlere (yildiz sekilli eritrositler ve hemolizis)
neden oldugunu bildirmislerdir. Biiylik tath su karidesi, Macrobrachium
rosenbergii’de sekiz ayri phthalate esterinin hemositlerde apoptozis ve nekroz ile

hiicre Oliimiine neden oldugu belirtilmistir (Sung et al., 2003). 2,4-D’nin,
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enzimlere baglanip onlarin aktivitesini ve bazi1 kimyasal reaksiyonlar1 bozdugu,
fosfolipidleri etkiledigi, hiicre zarinda fiziksel etkilesimleri uyardig1 bilinmektedir
(Bukowska, 2006). Cypermethrinin Pimpla turionellae larvalarinda hemositler
tizerine sitotoksik etkisinin incelendigi aragtirmada cypermethrin uygulamasinin
doza bagli olarak mitotik aktivitede azalmaya, apoptotik hiicre sayisinda ise
artmaya neden oldugu gosterilmistir (Uckan ve Sak, 2010). Bizim arastirmamizda
hemosit preparatlarina ait incelemelerimizden edindigimiz izlenim de aym
olmasma ragmen, Giemsa ile boyanan yayma preparatlarda apoptozis gegiren
hiicrelere 6zgii olan morfolojik Ozelliklerin bazilar1 (kromatin yogunlagmasi ve
apoptotik cisimcikler) goriilememistir. Bu nedenle, apoptozisin belirlenmesinde
kullanilan  diger yoOntemler (immunohistokimyasal, biyokimyasal v.b)
uygulanmadan, 2,4-D’nin M. desertus hemositleri iizerinde kesin bir apoptotik

etkiye neden oldugunu séylemek zordur.

Sonu¢ olarak bu arastirma M. desertus’ ta 2,4-D’ye bagh olarak
hemositlerde meydana gelen degisikliklerin, bu herbisitin sitolojik diizeyde toksik

etkilerinin olas1 varligin1 gostermesi agisindan 6nemlidir.

Yukarida tartigilan bu ve benzeri ¢alismalardan elde edilen bulgulara gore,
tarimda yaygm olarak kullanilan 2,4-D’nin ¢ok daha bilin¢li ve kontrollii
kullanilmast hem ¢evre hem de insan sagligi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
USDA (2006)’ya gore bir¢ok herbisitin bocekler ve diger omurgasizlar igin
zararsiz oldugu varsayimi goz Oniine alindiginda; herbisite maruz kalmis bocek
tiirlerinde hemositlerin fizyolojisi, sitolojisi ve biyokimyasinin kisitli kaynak
nedeni ile ¢ok 1iyi bilinmedigi soOylenebilir. Bu nedenle 2,4-D’nin bdcek
hemositleri tizerinde meydana getirebilecegi olumsuz etkileri incelemek i¢in 151k
mikroskobu ile yapilan bu tez ¢alismasinin, bu alandaki az sayida olan

arastirmalara katkisinin olabilecegi imit edilmektedir.
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