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Ozet. Calismamizda, DDVP’nin 4. cepa’da kok uzunlugu, kok sayisi, mitoz bolinme ve kromozomlar iizerine olan etkileri
arastiritlmigtir. DDVP’nin 2ml/L, 4ml/L, 6 ml/L dozlar1 12, 24 ve 48 saat olmak f{izere ti¢ farkli siire ile A. cepa bitkisinin koklerine
uygulanmistir. Uygulama sonucu her sogandaki kokler sayilmig ve kok uzunluklari 6lgiilmiistiir. Yapilan degerlendirmeler sonucu
kontrol gruplarina gore uygulama gruplarinin kok sayisinin siireye bagli olarak azalma gosterdigi gorilmistir. Uygulama
gruplarinin kok uzunluklari kontrol gruplar ile karsilastirildiklarinda uzunlugun genellikle doz ve siireye bagli olarak azalma
gosterdigi belirlenmistir. Mikroskobik gozlemler sonucu elde edilen veriler tablolara aktarilmig ve SPSS 12.0 programinda yapilan
istatistiksel analizler ile sonuglar degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore DDVP’nin A4.cepa bitkisinin koklerinde mitotik
indeksi azalttig1 saptanmustir. Mitotik indeksin azalmast siire artisina bagli bir paralellik gosterirken, doz artisina bagli bir paralellik
gostermemektedir. Insektisitin A.cepa bitkisinin koklerine uygulanmasi sonucu kromozomlarda hasarlar meydana gelmistir. En fazla
gozlenen kromozom hasarlart yapigskanlik, yanlis kutuplasma ve fragment olusumudur. Bundan baska anafaz kopriisi ve
mikroniikleus olusumlari da gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Pestisit, mitoik indeks, kromozom anormallikleri, DDVP

Effects of Dichlorvos (DDVP) on Mitosis and Chromosomes in Allium cepa L. Root
Tip Meristem Cells

Abstract. In our study, effects of DDVP on A.cepa root length, root number, mitosis and chromosomes are determined. Different
doses of DDVP (2ml/L, 4 ml/L, 6 ml/L) were applied to 4. cepar oots with three different application periods (12h, 24h, 48h). Roots
of tubers were counted and root lengths were measured after applications. Our results show that root numbers of application groups
are decreased correlated with application time. When root length of application groups with control group is compared, root length
decrease is generally seems to be correlated with application dosage and time. The data of microscobical observations were put in
tables and evaluated with statistical analysis using SPSS 12.0. DDVP is determined to have a decreasing effect on mitoticindex of A.
cepa Decrease of mitotic index is correlated within crease of application time but not cerrelated with increase in appplication
dosage. Chromosme aberrations were occured in 4. cepa roots, after application of insecticide. Most observed chromosome defects
are stickiness, pole deviation and fragmentation. Anaphase bridges and micro nuclei are also observed.

KeyWords: Pesticides, mitotic index, chromosome abnormalities, DDVP

GIRIS

Giiniimiiziin en 6nemli sorunlarindan birisi ¢evre kirliligidir. Insan sagliginin gevre
kirletici kimyasallarla tehlikeye diisiiriilmesinde, pestisitler nemli bir yer tutmaktadir. Dogada
kimyasal kirlilige yol acan, toprakta, suda, meyve ve sebzelerde uzun siire bozulmadan kalan
ve besin zinciri yoluyla insanlara kadar ulasabilen pestisitlerin alerjik, karsinojenik, mutajenik

ve teratojenik etkilerinin oldugu ¢esitli canlilarda yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir [1,2].

Pestisitlerin mitoz ve mayoz boliinme {izerine sitolojik etkileri degisik arastiricilar

tarafindan yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [3-16]. Pestisitlerin kromozomlarda degisik tipte
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hasar olusturmalar1 bunlarin DNA ile herhangi bir sekilde etkilestiklerinin bir gostergesi olabilir

[9,17,18].

Bu ¢aligmada iilkemizde en ¢ok kullanilan insektisitlerdenDichlorvos’unsitotoksik ve
genotoksik etkisinin belirlenmesi, bir bitkisel test sistemi olan Allium test ile saptanmaya
caligilmistir. Allium test, mitotik hiicrelerde kromozom aberasyonlarini incelemek igin basit ve
uygun bir yontemdir [19]. Bu test, hem toksisiteyi hem de genotoksisiteyi belirlemek igin
kullanilabilir. Kok biiylimesi oraninin mitotikindeksle iligkili olabilecegi Liu ve ark. [20]

tarafindan belirtilmigtir.

MATERYAL VE METOD

Arastirma materyali olarak Allium cepa L. kullanilmigtir. Dichlorvos (DDVP)’un
2ml/L, 4 ml/L, 6 ml/L’lik dozlar1 12, 24 ve 48 saat olmak lizere ti¢ farkl: siire ile uygulanmustir.
DozlarDDVP’ninticari olarak oOnerilen, Onerilenin yarisive iki kati olarak belirlenmistir.
Soganlar ¢esme suyunda 23°C+2 de koklendirilmistir. Kokler 1,5 — 2 ¢cm olunca DDVP’nin
belirlenen dozlar1 ile 12, 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Kontrol grubu musluk suyunda
koklendirilmistir. Uygulamalar sonunda her bir sogana ait kdk adedi sayilmis ve koklerin
uzunluklar1 Ol¢iilmiistiir. Daha sonra kokler kesilmis, etil alkol-glasiyel asetik asit (3:1)
karisimida + 4°C de 24 saat siire ile tespit edilmistir. Kokler aseto-orsein ile boyanmis ve
mikroskopta incelenmistir. Mikroskopta incelemede her doz i¢in 10 ar sogan kullamilmis,her bir

sogandan 3 kok hesaba alinmis ve bir kokten 1000 adet hiicre sayilmustir.

Mikroskopta yapilan incelemeler sonucunda MI degeri hesaplanmistir. Ayrica boliinen
hiicrelerde fragment, anafaz koprisii, kromozom yapigmasi, yanlis kutuplasma ve mikronukleus
olusumu gibi kromozomal hasarlar saptanmis ve bu anormalliklerin fotograflar1 ¢ekilmistir.
Elde edilen sonuglar SPSS 12.0 programindaindependent t testi ile istatistiki olarak

degerlendirilmistir.

BULGULAR

DDVP’nin 2, 4, 6 ml/L’lik dozlar1 12, 24 ve 48 saat siire ile A. cepa koklerine
uygulanmustir. 72 saatlik gelisme peryodu sonunda soganlarm her birinde ayr1 ayr1 olmak iizere
ortalama kok sayilar1 ve kok uzunluklart belirlenmistir. Sonuglar gizelge 1’ de goésterilmistir.

Kontrol grubunda ortalama kdk sayisi 29.8 iken, uygulama yapilan gruplarin kdk sayisinda bir
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azalma oldugu belirlenmistir. SPSS 12.0 programinda independent-samples t testi ile kontrol
grubu ve uygulama gruplar1 karsilagtirilmigs ve gruplar arasmda fark oldugu saptanmustir.
Uygulama siirelerine ait dozlar kendi aralarinda karsilastirildiginda fark olmadigi gériilmiistiir.
Fakat uygulama dozuna ait siireler kendi aralarinda karsilastirildiginda 2ml/L, 4 ml/L, 6ml/L
DDVP’nin 12 ve 24 saat uygulanmasi sonucu elde edilen veriler arasindaki fark 6nemsiz
bulunurken, 12 ve 48 saat ile 24 ve 48 saat uygulama yapilan gruplar arasindaki fark dnemli
cikmistir. Buna gére, DDVP’nin farkli doz ve siirelerde sogan koklerine uygulanmasi sonucu
elde edilen veriler kdk sayisinin genellikle uygulama siiresine bagh olarak azalma gosterdigi

sonucunu vermektedir.

Cizelge 1. DDVP’ nin A. cepa koklerine uygulamasi sonucu meydana gelen ortalama kok uzunluklari ve
sayilarindaki degisimler

Uygulama siiresi Doz (ml/L) Ortalama kok sayilar Ortalama kok
uzunluklar
(#SD) (mm) (SD)

Kontrol 0 29.8 (£5,5) 28.7 (£6,3)

2 23.3 (£2,9)* 26.0 (£7,0)

12 saat 4 22.0 (£6,9)* 23.9 (x6,1)
6 19.9 (+4,8)* 19.5 (£2,7)*
2 21.5 (£6,9)* 22.0 (£3,2)*
24 saat 4 19.6 (£5,7)* 18.5 (+4,2)*
6 20.9 (+4,5)* 12.1 (£2,6)*
2 11.5 (z4,4)* 6.2 (£1,0)*
48 saat 4 11.6 (£3,6)* 6.3 (x1,8)*
6 12.5 (£3,0)* 5.6 (x1,5)*

*P<0,05 olan durumlarda aradaki fark onem tagimaktadir.

Kontrol grubunda kdk uzunlugu ortalama 28.7 iken tiim uygulama siirelerinde her bir
dozda uzunlugun azaldigr goriilmektedir. Kontrol grubu ile uygulama dozlar1 arasinda yapilan
istatistiksel analizler 12 saatlik uygulamada sadece 6 ml/L DDVP’nin, 24 ve 48 saatlik
uygulamalarda tiim dozlarin k6ék uzunluguna etkisinin 6nemli oldugu sonucunu vermektedir
(Cizelge 1). Uygulama dozuna ait siireler esas alinarak yapilan hesaplamalarda 12 saat 2 ml/L
ve 24 saatlik 2 ml/L DDVP uygulamasi arasinda fark olmazken diger tiim uygulama siiresi
gruplar1 arasindaki fark onemli ¢ikmistir. Uygulama siirelerine ait dozlar kendi aralarinda
kargilastirildiginda ise; 12 saatlik uygulamada sadece 2 ml/L ve 6 ml/L DDVP, 24 saatlik
uygulamada 2 ml/L ve 6 ml/L ile 4 ml/L ve 6 ml/L DDVP arasindaki fark énemli bulunurken,

48 saatlik uygulamada dozlar arasindaki farkin 6nemli olmadigi saptanmuistir.
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DDVP’nin farkli doz ve siirelerde soganlara uygulanmasi bdliinen hiicre sayisini
etkilemis ve elde edilen verilere gére mitotik indeksin kontrole gore azaldigi tespit edilmistir
(Cizelge 2). SPSS 12.0 programinda independent-samples t testi ile gruplardaki degerlerin
kargilastirilmasi sonucu elde edilen istatistiki veriler mitotik indeks degerleri arasindaki farkin
onemli oldugunu ortaya koymustur. Buna gore; kontrol grubu ile tiim uygulama yapilan gruplar
arasindaki fark dnemli ¢ikmistir. Bunun yani sira tiim uygulama siirelerine ait dozlar arasindaki
fark 6nemsiz bulunurken, sadece 24 saat uygulama siiresinde en diisiik doz olan 2 ml/L DDVP
ile 6 ml/L arasindaki fark énemli ¢ikmistir. Uygulama dozuna ait siireler esas alinarak yapilan
hesaplamalarda 12 ve 24 saat arasindaki fark onemsizken, 12 ve 48 saat ile 24 ile 48 saatlik
uygulama siireleri arasindaki farkin énemli oldugu goriilmiistiir. Buna gére DDVP’nin farkli
sire ve dozlarda A. cepa koklerine uygulanmasi sonucu, uygulama siiresi arttikga mitotik
indeksin azaldigi fakat ayni siire iginde dozun arttirilmasiylamitotik indeksin etkilenmedigi

bulunmustur.

DDVP’nin farkli siire ve dozlarda 4. cepa koklerine uygulanmasi sonucunda kok ucu
hiicrelerinde fragment, anafaz kopriisii, yapiskanlik, yanlis kutuplasma ve mikronukleus gibi
cesitli anormalliklerin meydana geldigi belirlenmistir (Cizelge 2). Uygulanan tiim doz ve
stirelerdeki hasarli hiicre orani kontrol grubuna gére 6nemli oranda artmistir. Bu artig genelde

doz ve siire artisina paralellik gostermistir.

Cizelge 2. DDVP’ nin 4. cepa koklerine uygulamasi sonucu mitotik indeks ve meydana gelen kromozomal
anormallikler

Uygzulama Doz(mll) T.HS. BHS ML F AK Y YK M HH 15HH
saresi

Fontral 7 0000 TE30 R )] 3 = T T2 = B T3

) TO000 }BE! TTELIF s - TE GE) - % TES

12 saat ) TO000 WE L TT=05F % T y 3 - TID T

g TO000 I3 IT=0TF b ] 9 3 ) T 5D

] TO000 318 T =057 £ g Eb 3 T T30 %

24 saat T TO000 552 TI=0EF T 12 b3 s - JEL TS

TO000 TTT0 TR T3 73 T g T9% 756

) 0000 TIE TIE0AF b3 7 T EE) - T2 JERT:

48 saat T TO000 T TTE0IF T 3 1% 3] I J&E! 560

0000 TS T3=03F ] EE) 5] T 91 pER)|

T.H.S.= Toplam hiicre sayisi; B.H.S.=Béliinen hiicre sayisi; M.L= Mitotik indeks; F= Fragment; AK= Anafaz
kopriisti; Y= Yapiskanlik; YK= Yanlis kutuplasma; M= Mikroniikleus; HH= Hasarl1 hiicre; %HH= Hasarli hiicre
yiizdesi

*P<0,05 olan durumlarda aradaki fark 6nem tagimaktadir.
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TARTISMA

Calismamizda bir insektisit olan DDVP’nind. cepa’da mitoz boliinme ve
kromozomlar {izerine olan etkilerinin arastirilmasinin yani sira, kok sayis1 ve kok

uzunlugunda meydana gelen degisimlerde belirlenmistir.

12, 24 ve 48 saat siiresince 2ml/L, 4 ml/L ve 6 ml/L’lik DDVP’nind. cepa’ya
uygulanmasi neticesinde kok sayist ve kok uzunlugu degisimine bakilmistir (Cizelge 1).
Sonuglarm istatistiki degerlendirilmesi ile bu insektisitin uygulamasiiresine bagliolarak
kok sayisinda azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir. Kok sayisindaki bu azalmanin
hasarli hiicre olusumundan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Ciinkii kromozomlarda
meydana gelen yapisal ve sayisal degisimlerden bazilari, koklerin uzamasini saglayan
hiicrelerin 6liimiine yol agabilmekte ve kokler deney siiresi sonuna kadar uzamayip
saymm i¢in degerlendirilemeyecek boyutta kalmaktadir. Nitekim 48 saatlik uygulama
grubunda en az miktarda kok goOriilmistiir. Siire¢ olarak 72. Saatte sonlandirilan
denememizde 48 saatlik uygulama grubu i¢in soganlara 24. Saatte DDVP verilmesi,
bliylimeyi saglayan hiicrelerin diger gruplara goére daha erken Oldiigiini
diistindiirmektedir. Bununla birlikte, mikroskobik incelemeler sonucu hasarli hiicre
sayisinin 48 saatlik uygulamada ytliksek oranda ¢ikmasi ve bu grubun en az miktarda
koke sahip olmasi, hasarli hiicre miktarmin kok sayisi ile ilgili oldugu diisiincesini akla
getirmektedir. Yildiz ve Arikan [21] quilazofop-p-ethyl, Sharma ve Vig,[15] atrazine,
avenoxan, diuron ve quilazofop-p-ethyl pestisitlerinin 4. cepa koklerine uygulanmasi

sonucu bu maddelerin kok biliylimesini inhibe ettigini belirtmislerdir.

DDVP’nin ii¢ farkl siire ve ii¢ farli dozda 4. cepa’ya uygulanmasi sonucunda
kok uzunluklar1 Ol¢lilmiis ve kok uzunlugunun genellikle uygulama siiresine bagli
olarak azalma gosterdigi saptanmistir. Buna gore, kok wuzunlugundaki bu
azalmaninmitotik indeksteki (Cizelge 1) azalma ile baglantili oldugu ve hiicre
boliinmesinin engellenmesiyle koklerin uzamasinin durdugu sdylenebilir. En kisa
koklerin ol¢iildiigii 48 saatlik uygulama grubunda mitotik indeksin en diisiik oldugu
saptanmistir. Sayisal verilerin birbirleriyle baglantili olmasi, mitotik indeksin
diismesinin  kok uzunlugunda azalmaya sebep oldugu hakkindaki fikrimizi

desteklemektedir.
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MI hiicresel boliinmenin frekansini belirlemeye izin veren parametrelerden biri
olarak diisiiniilebilir [22]. Calismamizda, DDVP’ninmitotik indekste azalmaya yol
actig1 goriilmiistiir. MI deki azalma kontrolle karsilastirildigi zaman tiim doz ve
siirelerde dnemli bulunmustur (Cizelge 2). Benzer sonuglar glyphos ve DDVP [13],
cypermethrin [14], atrazine, avenoxan, diuron ve quilazofop-p-ethyl [15], acetamiprid
[16] pestisitleriyle A. cepa’da yapilan calismalarda elde edilmistir.Mitotik indeksteki
disiisiin -~ sebeplerinden  birinin  S-fazinda DNA  sentezinin  engellenmesi

olabilecegiSudhakar ve ark., [23] tarafindan belirtilmistir.

Baz1 pestisitlerin anafaz kopriisii ve yapiskanlik olusturdugu bir ¢ok arastirici
tarafindan ortaya konmustur [10,14,16,22,23,26,27]. Kopriiler herhangi bir dis etki
nedeniyle kromozom ya da kromatidlerde olusabilecek kiriklar ve yeniden yapigmalar
sonucunda, anafazda kromozomlarin veya kromatidlerin kutuplara ¢ekilmesi sirasinda
ortaya c¢ikmaktadir. Yapiskanlik ise, metafazdakromatidlerinmetafaz diizleminde
kiimeleserek, birbirlerinden ayrilmamalar1  seklinde tanimlanmaktadir. Bazi
arastirmacilar, yapiskanliklarin artmasinin herbisitlerin  kromozomal proteinleri
etkilemesinden kaynaklandigini ileri siirmektedir [28,29]. Yapiskanliklar, kromatid tip
aberasyon olarak dikkate alinirken [28,30], kopriiler ve fragmentler kromozomlardaki
yapisal degisiklikler olarak ele alinmaktadir [31]. Bizim ¢alismamizda da DDVP’nin

anafaz koprisi ve yapiskanlik olusturdugu goriilmiistiir (Cizelge 2).

Fragmentler, kromozomlarin normal kosullar disinda fiziksel ya da kimyasal
ajanlarla etkilenmeleri sonucunda kirilmalar: ile ortaya cikar. Pestisitlerin kirilmalara
neden olduklar1 pek cok arastirici tarafindan saptanmistir [9,32,33]. Viciafaba’da
kromozomlarin belirli bolgelerinin kimyasal maddelerle oncelikle reaksiyona girdigi ve
bu bolgelerin kirilma boélgeleri oldugu bildirilmistir [34]. Rieger ve ark., [35]
kromozomlarda heterokromatik bolgelerin  6ncelikle kirildigmi  bildirmislerdir.
DDVP’de A. cepa kok ucu meristem hiicrelerinin kromozomlarinda kirilma ve
fragmentlere neden olmustur (Cizelge 2). Bu durumda bu maddenin de ozellikle

heterokromatik bolgeler lizerinde etkili oldugu sdylenebilir.

Pathak ve ark., [36] klastojen ajanlarin bazilarmin dogrudan DNA’ya etki

etmedigini, kromozom yapiskanligi nedeniyle dolayli etki gosterdiklerini ileri
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sirmiislerdir. DDVP’nin de kromozomlarda yapigkanlik meydana getirmesi bu

pestisitin klastojenik bir ajan olarak kabul edilmesini gerektirmektedir.

Pestisitlerin 1g iplikleri lizerinde etkili olmasi sonucunda C-mitoz olugmakta ve
buna bagl olarak poliploidi ve andploidi meydana gelmektedir. ig ipliklerinin tamamen
parcalanmasi ile multipolaranafaz olusurken, ig ipligi olusumunun kismen engellenmesi
ile kalgin kromozomlar ve bunun sonucu olarak da mikronukleuslar meydana
gelmektedir [37]. Mikronukleuslar, normal ig fonksiyonunun yerine getirilememesiyle
olusan asentrik kromozom fragmentlerinin bir sonucudur. Chauhan ve ark., [38]
mikronukleuslarin, genotoksik ajanlarin in vivo ve in vitro potansiyellerini belirlemede
onemli bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir. Chauhan ve
Sandararaman|39]mikronukleuslarin sonraki mitotik bdliinmelerde andploid ve
poliploid hiicrelere yol a¢tigini ve bdylece mutasyonlara sebep oldugunu bildirmislerdir.
Calismamizda az da olsa mikroniikleuslarin goériilmiis olmasi bu pestisitin 1§ ipligi
olusumunu engellediginin bir gostergesi olabilir. Cesitli pestisitlerin benzer etkiler

gosterdigini gésteren arastirmalar bulunmaktadir [13,14,16].

Arastrmamiz DDVP’nin 4. cepa kok ucu meristem hiicrelerinde hiicre
boliinmesini olumsuz etkiledigini ve kromozomlarda c¢esitli anormalliklere neden
oldugunu gostermistir. Bulgularimiz, pestisitlerin mitotik indeksi azaltan ve

kromozomlarda hasarlara sebep oldugunu gosteren diger calismalar1 desteklemektedir.

Elde ettigimiz bulgular yurdumuzda ve 6zellikle yogun tarim yapilan bolgelerde
yaygin olarak kullanilan bu insektisitin uygulama siiresi ve doz arttikga olumsuz
etkilerinin arttigini, hedef dis1 canlilar iizerinde de zararhi etkilerinin oldugunu ve

bdylece insanlara kadar uzanacak zararlariin olabilecegini gostermektedir.

TESEKKUR

Bu c¢alismay1 birinci arastiricinin yiiksek lisans tez projesi olarak (FEF-06007)
destekleyen ADU Bilimsel Arastirma Projelerine tesekkiir ederiz.
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