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ONSOZ VE TESEKKUR

Hizla ilerleyen niifus artisi ile birlikte daha fazla iiriin ihtiyacinin dogmasi sonucunda
hayatimizda biiyiikk yer kaplayan kimyasal maddelerin iiretimi de artmaktadir. Bu
kimyasal maddelerin bilingsiz ve denetimsiz kullanimi sonucu dogaya ve besin
zincirine karismasi biiyiik ¢evre ve saglik problemlerine yol agmaktadir.

Yuksek bitkiler ¢evresel kirleticilerin canlilar tizerindeki sitotoiksik ve genotoksik
etkilerinin incelenmesinde biyoindikator olarak kullanilmaktadir. 6 cift biyiik
kromozoma sahip olan Vicia faba bitkisi kromozom anormalliklerinin rahat bir
sekilde incelenebilmesine olanak tanidigi igin test bitkisi olarak sik¢a tercih
edilmektedir.

Cevresel kirleticilerin meydana getirdigi genotoksik etkilerin belirlenmesinde tek
hiicre jel elektroforezi (comet assay) son yillarda giderek 6nem kazanan bir yontem
olmustur. Cesitli tipte DNA hasarlarinin tespiti i¢in hassas, hizli ve giivenilir bir
yontem olmasi nedeniyle yaygin kullanim gormektedir. Giiniimiizde yaslanma,
genetik toksikoloji ve molekuler epidemiyoloji gibi pek ¢ok alanda uygulamalari
vardr.

Tiim bu etmenler goz Oniine alindiginda yapilan yiiksek lisans tez calismasinin
bundan sonraki yillarda yapilacak olan arastirmalara yon vermesi hedeflenerek
dogada sikga rastlanan deterjan artiklarinin Vicia faba tzerindeki genotoksik etkileri
kok inhibisyon testi, mitotik indeks testi, kKromozom anormalligi testi ve comet assay
testi yontemleri ile incelenip s6z konusu bitkideki genetik hasarlar gézlemlenmistir.

Lisansiistii egitim ve oOgretimimde ve tiim tez calisma silirecimde desteklerini ve
ilgisini benden esirgemeyen, ¢ok degerli bilgi, deneyim ve goriislerinden her daim
faydalandigim damigman hocam Sn. Dog. Dr. Ozlem AKSOY’ a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Biyoloji boliim bagkanimiz Sn. Prof. Dr. Fazil OZEN’ e ilgileri ve desteklerinden
dolay1 tesekkiirlerimi sunarim.

Calismam boyunca ihtiya¢ duydugum her an destegini benden esirgemeyen, bilgi ve
tecriibelerinden her daim yararlandigim Sn. Ars. Gér. Rabia OZBEK e katkilarindan
dolay1 tesekkiirlerimi sunarim. Lisansiistii egitimim siiresinde tanidigim ve manevi
desteklerini hep hissettigim tiim boliim arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her aninda Uzerimden ilgi ve desteklerini esirgemeyen ve evlatlart
olmaktan her an gurur duyacagim sevgili annem Mediye HOROZAL ve sevgili
babam Mehmet Emin HOROZAL’ a sonsuz minnet duygularimi sunarim. Ayrica her
zaman benimle olan ve destegini her an hissettigim canim kardesim Pelin
HOROZAL’ a da yiirekten tesekkiirlerimi sunarim.
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BAZI DETERJANLARIN Vicia faba L. UZERINDEKI GENOTOKSIK
ETKILERININ BELIRLENMESI

OZET

Hizli niifus artis1 ve plansiz sanayilesmenin sonucu olarak artan deterjan kullanimi
cevre kirliligine yol acan nedenler arasinda biiyiik paya sahiptir. Bu nedenle bu
calismada bazi deterjanlarin Vicia faba L. Uzerindeki genotoksik etkilerinin
belirlenmesi amaclandi. Kok inhibisyon testi sonucunda Al deterjan1 igin ECsg
degeri 20ml/L, 2XECso degeri 40ml/L, A2 deterjani i¢in ECso degeri 50ml/L, 2XxECso
degeri 100ml/L, B1 deterjani i¢cin ECso degeri 40ml/L, 2xECsp degeri 80ml/L, B2
deterjan1 i¢in ECso degeri 60ml/L, 2XECso degeri 120ml/L olarak belirlendi. ECso ve
2XECso degerleri kullanilarak 24, 48 ve 72 saat siireyle deterjanlarla muamele edilen
Vicia faba tohumlarina mitotik indeks (MI) ve comet testi uygulandi. Sonuglar
kontrol gruplart ile kiyaslandi. Mitotik indeks degerindeki en diisiik azalma B2
deterjaninda gozlendi. Ayrica mitotik boliinmenin farkli sathalarinda cesitli
anormallikler tespit edildi. Tek hcre jel elektroforezi (SCGE) ile belirlenen hiicreler
DNA hasar derecelerine goére Tip 0, Tip 1, Tip 2, Tip 3 ve Tip 4 olmak (zere
smiflandirildi. Cevre ve deniz dostu deterjanlarda en ¢ok Tip 3 derecesinde DNA
hasarli hiicre bulunurken, standart deterjanlarda en ¢cok Tip 4 dereceli DNA hasarli
hicre gozlemlendi. Comet testi ile elde edilen deneysel verilerin incelenmesi igin
OTM (Olive kuyruk momenti), kuyruk DNA % (kuyruk DNA yiizdesi), AU (rastgele
secilmis birimler) parametreleri kullanildi. Tiim deneylerde standart deterjanlarin
cevre ve deniz dostu deterjanlara kiyasla daha fazla genotoksik hasara neden oldugu
sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Comet Assay, DNA Hasari, Kromozom Anormallikleri,
Mitotik Indeks, Vicia faba.
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DETERMINATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF SOME DETERGENTS
ON Vicia faba L.

ABSTRACT

Increasing of using detergents as a result of rapid increase of population and irregular
industrialization has a big partion in the environmental pollution. Determination of
genotoxic effects of some detergents on Vicia faba was aimed in this study.
According to the results of root inhibition test, ECso value for detergent Al was
20ml/L, 2xECso value was 40ml/L and ECso value for detergent A2 was 50ml/L,
2XECso value was 100ml/L. Also, ECso value for detergent B1 was 40ml/L, 2XECso
value was 80ml/L and ECsp value for detergent B2 was 60ml/L, 2xECso value was
120ml/L. Vicia faba beans were treated with detergents for 24, 48 and 72h by using
ECso and 2xECso values and analysed by mitotic index (MI) and comet assay.
Results were compared to the control groups. The least decreasing in the mitotic
index was found in detergent B2. Lots of abnormalities were determined in different
phases of mitosis. The examinated cells by the single cell gel electrophoresis were
classified as TypeO, Typel, Type2, Type3 and Type4 by damage rates. Type3 was
the most identified cell damage degree for eco-friendly detergents whereas Type4
was the most for standard detergents. Parameters such as Olive tail moment, tail
DNA percentage, Arbitrary units were used for examination of the experimental
values by comet assay. All the test results showed that standard detergents cause
more genotoxic effects than eco-friendly ones.

Keywords: Comet Assay, DNA Damage, Chromosome Aberations, Mitotic Index,
Vicia faba.



GIRIS

Cevre, insan ve diger canlilarin hayati siiresince iliski i¢erisinde oldugu dis ortamdir.
Bu ortamin fiziksel unsurlarini hava, su ve toprak olustururken, biyolojik unsurlarini

ise insan, hayvan, bitki ve diger mikroorganizmalar olusturmaktadir.

Tabiatin ana fiziksel unsurlari olan hava, su ve toprak Uzerinde negatif etkilerin
olugsmasi sonucunda ortaya ¢ikan ve canlilarin yasamsal faaliyetlerini olumsuz yonde

san

etkileyen ¢evre sorunlar1 "Cevre Kirliligi" olarak tanimlanmaktadir.

Hizli niifus artist ve plansiz sanayilesmeye bagli olarak her gegen giin daha da
onemli bir sorun haline gelen gevre kirliligi; hava, su ve toprakta dogal isleyisin
insan faaliyetleri neticesinde meydana ¢ikan Kirletici madde ve enerji artiklar1 nedeni

ile olumsuz yonde ilerlemesi seklinde tanimlanabilir (Ozek, 1994).

Ulkemizde her ne kadar bu konudaki olumsuz gidisi azaltmaya yénelik calismalar
yullardir siirdiiriilse de cevre kirliligi glinlimiizde c¢oziilmesi gereken en biiyiik
problem olma niteligini hala korumaktadir (Briggs, 2003). Son zamanlarda evsel ve
endiistriyel atiklardan kaynaklanan kirliligin 6nemi de giderek artmakta ve
deterjanlar etkili kirleticiler arasinda biyuk bir yuzde ile yerini almaktadir (Minareci
ve dig., 2008).

Deterjanlarin yaygin kullanimi evsel atiklar yoluyla gelen fosfor yiikiiniin artmasinda
en Onemli faktorlerden biridir. Fosfat bazli deterjanlar agirlika %5-12 oraninda
fosfor igermektedir. Bu nedenle OECD iilkelerinin ¢ogunda fosfat bazli deterjan
kullanim1 yasaklanmis, bir¢ok iilkede ise fosfat oraninin diistriilmesi zorunlu hale
getirilmistir (Erttrk, 2005).

Cevre Kirliligi agisindan deterjanlar degerlendirildiginde en ©6nemli konu
deterjanlarin suda ayrisma veya ayrismama durumlaridir. Ayrisma o6zelligi dustk
olan sert yapidaki deterjanlar yiizey sularindan topraga, kuyu ve kaynak sularmna
hatta icme suyu yolu ile insan viicuduna da ge¢mektedirler. Bu gegis diisik oranlarda
bile olsa suyun koku ve tadini degistirebilir (Demir, 2009).

1



Ev temizliginde kullanilmak {izere Uretilen sentetik deterjanlarin oldukg¢a fazlasi,
maliyeti diisiik dolgu malzemesi ve kire¢ baglayici olarak yiksek oranda polifosfat
igerirler. Bu deterjanlarin ¢ogu, yapilarinda yaklasik %12-13 fosfor ya da %50°nin
uzerinde polifosfat ihtiva ederler. Bu gibi deterjanlarin sabun yerine kullaniminin
artisi, evsel atik sularindaki fosfor miktarinin biiyiik oranda artmasi ile
sonuglanmistir. Sentetik deterjanlarin  kullaniminin daha c¢ok tercih edilmeye
baslanmasinin ardindan sucul ortamlardaki fosfor konsantrasyonunun 2 ile 3 kat

artt1g1 gézlemlenmistir (Demir, 2009).

Deniz suyunda deterjan oraninin 0,1 g/m*ten fazla olmas: halinde organizmalara
toksik etkiler yapacagi belirtilmektedir. Deterjan igeren atik sulari, ulastigi sularda
oOtrofikasyona neden olur. Deterjanlardaki fosfor nedeniyle olusun o6trofikasyon da
alg artigina neden olur. Sudaki oksijenin azalmasinin sonucu bulaniklik, tabanda
yogun birikim, kokusma, canli tiiriinde azalma ve ortamin verimsiz duruma gelmesi
seklinde kendini belli eder. Sulardaki 0,1 mg/L fosfor veya 0,1 g/m?-y1l fosfor orani
otrofikasyonun tehlike ifade etmesi konusundaki sinir degerleridir. Bu oranlar su
kalitesi Olcitu olarak kabul gordr. Sulardaki fosfor oraninin %15-20’si deterjan
kaynakli oldugu i¢in ABD tributilfosfat kullanimin1 yasaklamistir (Done ve Hutchins,
2009).

Dogada biriken kimyasallar besin zinciri yoluyla en son agamada insanlara kadar
ulagsmaktadir. Cesitli caligmalar sonucu kimyasal maddelerin insanlarda dogrudan
zehirlenmenin  yan1 sira  hiicre boliinmesi ve kromozomlarda anormallikler
olusturarak basta kanser olmak {izere c¢esitli hastaliklar, diisiikler, prematiire
dogumlar gibi ciddi saglik sorunlarina yol actiklar1 gosterilmistir (Kovalchuk ve dig.,

1998).

Kromozom hasarlariin saptanmasi i¢in en etkin test organizmalar1 olarak hacim,
yap1 ve sayl bakimindan analizi kolay olan kromozomlara sahip bitki ve hayvanlar
secilmektedir. Cevresel mutajenite ¢alismalarinda Vicia faba, Allium cepa ve
Tradescantia palludosa gibi bitkiler kullanilarak su ve toprakta genotoksisite
belirlenmeye calisilmaktadir (Rank ve Nielsen, 1998; Grover ve Kaur, 1999; Kong
ve Ma, 1999; Moraes ve Jordédo, 2001).



Tiirkoglu ve Koca (1999), yaptiklar1 ¢aligmada bir pestisit olan Paraquat’in V.
faba’da kromozomlar, DNA ve mitoz boliinmeye olan etkilerini incelemislerdir. V.
faba’nin hem koklerine hem de tohumlarina yapilan farkli konsantrasyonlardaki
uygulamada her iki durumda da mitotik indeksin kontrole gore azaldigi ve

kromozom hasarlarinin arttig1 saptanmistir.

Metal ve boya endiistrisi kati attk sizintilarinin - genotoksik  etkilerinin
arastirtlmasinda A. cepa kromozom aberasyon testi kullanilmistir. Sonu¢ olarak
metal ve boya atik sizintilarinda yiiksek konsantrasyonda krom, nikel ve demirin
varlig1 6nemli derecede sitogenetik degisimi tetikledigi belirlenmistir. Tiim gruplarda
mitotik indeksin 6nemli derecede azaldigi, kromozomal ve mitotik aberasyonlarin ve
mikroniikleus olusumlarinin bagladig1 goriilmiistiir. Gozlenen bu etki konsantrasyona
baglidir ve metal atik sizintilarinin kromozom aberasyon frekanslar1t boya atik

sizintilarindan daha yuksektir (Chandra ve dig., 2005).

Genotoksisite ve mutajenite testleri ve kimyasal metodolojilerin birlesimleri
topraktaki  potansiyel genotoksik kontaminasyonun belirlenmesinde faydali
olmaktadirlar. Yapilan bir ¢alismada agir metal ve siilfiir dioksit (SO3) ile kontamine
olmus Slovenya’daki alt1 farkli noktadan toprak 6rnekleri alinmistir. Calismada ames
testi, comet assay ve Tradescantia mikronlkleus testlerini kullanilmistir. Alti
bolgedeki toprak drneklerindeki genotoksik etki insan hiicrelerinde Comet assay ile
ispatlanmistir.  Tradescantia mikronukleus testi UG¢ Ornekte mikronlkleus

olusumlarinda artis oldugunu gostermistir (Lah ve dig., 2008).

Comet assay yontemi ¢ogu arastirmaci tarafindan tercih edilen kromozom hasarini
karsilastirilmali olarak inceleyebilmeyi saglayan 6nemli genotoksisite testidir (Liman,
2013; Tirkoglu, 2012).

Comet testi funguslar, algler, butiin yuksek bitkiler, deniz canlilari, bocekler,
omurgali hayvanlar ve insanlar iizerinde oldukga rahat uygulanabilen bir yontemdir.
Canlilarin hem c¢evre diizeni bakimindan izlenmesinde hem de hedef canlilarin
savunma potansiyelleri ve sonraki saglik durumlar1 konusunda bilgi alinmasinda
sikga tercih edilen mihim bir metottur (Gichner ve Plewa 1998; Angelis ve dig.,
2000; Menke ve dig. 2001; Dhawan ve dig., 2009).



DNA hasarmin derecesini tanimlamada ise Tip0, Tipl, Tip2, Tip3 ve Tip4 olarak
adlandirilan siniflandirmalar kullanildi. Arbitrary Units (AU) comet gordntilerinin
gozle incelenip O ile 4 arasinda degerler verilmesiyle DNA hasarinin 6l¢iilmesine
imkan saglayan bir yontemidir (Tiirkoglu, 2012). AU ile yapilan incelemeler sonucu
varilan veriler ile kuyruk DNA yizdesi yontemiyle elde edilen veriler birbirine
benzerlik gosterir (Lovell ve Omori, 2008).

Son yillarda genotoksik ajanlarin bitki kokii ve yapraklarindaki etkilerinin takibiyle
yapilan ¢alismalar hiz kazanmustir. Neredeyse bitln bitkiler comet testinde
kullanilabilir niteliktedir. Ancak hem kolay temin edilmesi hem de yetistirme ve
hlcre izolasyonunun kolay olmasi bakimindan, patates (Solanum tuberosum), tltin
(Nicotiana tabacum), bakla (Vicia faba), sogan (Allium cepa) ve Arabidopsis
thaliana ile yapilan ¢aligsmalar literatiirde diger bitki tiirlerine nazaran daha fazla
bulunmaktadir (Gichner ve dig., 2006; Mancini ve dig., 2006; Lin ve dig., 2008).

Bu calismada farkli formiilasyon ve farkli konsantrasyondaki dort adet deterjanin
Vicia faba kok hiicreleri Gzerindeki genotoksik etkilerinin degerlendirilmesine yer
verilmistir. Genetik hasarin  belirlenmesinde mitotik indeks testi, kromozom
anormallikleri testi ve comet assay testi uygulanmistir. Bu sayede, en 6nemli ¢evresel
kirletici faktorlerden biri olan deterjanlarin genotoksik etkileri comet assay teknigi
ile ortaya koyularak literatiire yenilikler sunulmasi ve aritma sistemlerinin
kuvvetlendirilip daha da Onem kazanmasi konusunda bilincin arttirilmasi

amaclanmstir.



1. GENEL BILGILER
1.1. Deterjanlarin Genel Ozellikleri

Deterjanlar, temizlik amaciyla tercih edilen ve iginde esas temizleyici olarak anyonik
yuzey aktif maddeler ve temizlemeye yardimci diger maddeleri igeren toz, grandl,
yumusak kivamli veya sivi formdaki karigimlardir (Egemen, 2000). Deterjan
kompozisyonunu olusturan maddeler, ylizey aktif maddeler, yapisal maddeler,

agarticilar (beyazlaticilar) ve diger yardimci maddeler olarak doért boliimde incelenir.
1.1.1. Yuzey aktif maddeler

Suyun molekdlleri arasinda kohezyon kuvvetleri vardir. Bu kuvvetler arasindaki grift
elektrik kuvvetlerinden olusur. Su yiizeyindeki molekiil kuvvetle sivi i¢ine dogru
cekilir ve bu molekiiller su yiizeyinde birbirine yaklasarak bir film olustururlar. Bu
film igeriye ve disartya karsi biiyiik bir dirence sahiptir. Buna “yiizey gerilim” denir

(Marchesi ve dig., 1994).

Suyun gerilimi yliksek oldugundan yabanci madde su yiizeyinde yayilmaz ve toplu
halde (6rnegin yag/su) damla halinde kalir veya mono molekiiler bir tabaka halinde
su yiizeyinde yayilir. Deterjanlar ise ylizey gerilimi diisiirmesi ile bu maddenin su ile
karigmasini, yiizeyden su icine c¢ekilmesi saglanir. Bu sekilde herhangi bir
materyalden temizlenmesi saglanmis olur. Bir deterjan igerigindeki temizleme
islemini saglayan en etkin bilesenler yiizey aktif maddelerdir. (F. Rediguieri ve dig.,
2011).

1.1.1.1. Anyonik ylzey aktif maddeler

Anyonik yizey aktif maddeler bas gruplarinda anyonik iyon bulundururlar. Anyonik
yiizey aktif maddeler teknoloji ve arastirma alanlarinda ilk g¢alisilan ve hala en

yaygin kullanilan maddelerdendir (Cirelli ve dig., 2009).



Dogal deri yagini gidererek deride tahris, kizariklik ve popular dermatitis yaparlar.
Hassas insanlarin derisinde deride ag¢ilma ve kanama yapar. Agiz yolu ile

alinmasinda mide barsak bozukluklari, diyare, kusma yapar (Marchesi ve dig., 1994).

Bu maddelere sodyum dodesil sulfat (SDS), lineer alkil sulfonat (LAS), sodyum
dodesil benzen siilfonat (SDBS) bilesenleri 6rnek olarak verilebilir (Masakorala ve
dig., 2011; Wu ve dig., 2010).

1.1.1.2. Katyonik ylzey aktif maddeler

Katyonik  deterjanlarin  antiseptik ~ Ozellikleri ~ vardir.  Deride  bakteriyi
parcalayabildikleri igin cerrahide kullanilirlar. Oldiiriicii konsantrasyon 1 g -3 g’dur.
Konsantre ¢ozelti absorbe olur ve hiicre fonksiyonuna miidahale eder. Isiya
dayaniksizdirlar, pargalanirlar. Katyonik deterjanlar, anyonik deterjanlardan daha

zehirlidir (Marchesi ve dig., 1994).

Benzalkonyum klorir (BAC), dimetildioktadesil amonyum bromir (DDAB),
katyonik yulzey aktif maddelere 6rnek olarak verilebilir (Ferk ve dig., 2007).

1.1.1.3. Noniyonik ylzey aktif maddeler

Yukslz ve zayif elektriksel ozellikteki maddelerdir. Islatici madde, emdulgator ve
polimer dengeleyici olarak gorev yaptiklarindan genelde anyonik yiizey aktif
maddelerle birlikte kullanilirlar (Masakorala ve dig., 2011; Cirelli ve dig., 2008).
Alkilfenol etoksilatlar 6rnek verilebilir (Gheorge ve dig., 2013).

1.1.1.4. Amfoterik ylzey aktif maddeler

Uzerinde ayni anda hem anyonik hem de katyonik yiikli iyon bulunduran
kimyasallara amfoterik ylzey aktif madde ismi verilir. Alkil betainler 6rnek olarak
verilebilir (Gheorge ve dig., 2013).

1.1.2. Yapisal maddeler

Yapisal maddelerin en onemli fonksiyonlari, yilkamada kullanilan suyun icindeki
kalsiyum ve magnezyum iyonlarini, diger bir deyisle suyun sertligini gidermeleri ve

yikama iglemini kolaylastirmalaridir.



Sodyum tripolifosfat, suyun pH’sim1 9-10 arasinda tutarak temizleme islemini
kolaylastirmasi, kirin su iginde kalmasini saglamasi, g¢amasir makinelerinin
yipranmasini énlemesi, ekonomik olmasi, toksik 6zelliginin olmamasi, cilde alerjik
etkisinin bulunmamasi1 nedenleriyle 6nemli fonksiyonlara sahip yapisal maddedir

(Egemen, 2000).
1.2. Vicia faba L. Bitkisinin Genel Ozellikleri

Iliman iklim bitkilerinden olan bakla (Vicia faba L.) ayn1 familyadan olan nohut ve
bezelyeye gore soguk ortamlara daha fazla dayanabilmektedir. Vejetasyon suresi
uzun, sicaklik istegi diisiiktiir. Yagish ve rutubetli iklimlerde yiiksek verim saglayan
bakla deniz havasina da uyum saglayabilmektedir. Tropik iklim kusaginin serin kis
donemlerinde yiiksek verim alinan bakla, uzun sureli olmayan ve siddeti diisiik don

olaylarina da dayanabilmektedir (Ozdemir, 2002).

Bakla kuvvetli bir kazik koke sahiptir, otsu bir govdesi bulunmaktadir. Yapraklar
govde nodyumlarindan bilesik yapraklar seklinde ¢ikarlar. Cigekler ise yaprak
koltuklarinda meydana gelir ve salkim seklindedir. Bitki zerindeki c¢igekler
dollendikten sonra meyve olusmaya baslar. Bakla tohumlari renk, sekil ve
blytikliikleri bakimindan ve danelerinin kiicliik ve iri olmasina gore farkliliklar
gosterir. Bakla tohumlarinin ¢imlenebilmesi i¢in optimum sicaklik 20-25 °C’dir.
Tohumlar topragin sicaklik degeri 8 °C’ye ulastiginda c¢imlenmeye baslar.
Tohumlarin ¢imlenebilmesi icin gereken stire 10-12 glindir. Vegetasyon siresi 120-
200 gundur ve bu siire boyunca yeterli miktarda yagis alabilen ya da sulanabilen
yerlerde iyi bir sekilde yetismektedir. Derin, gegirgen, organik maddece zengin, su
tutma kapasitesi yiiksek, tinli killi topraklarda, toprak hafif alkali veya notr
oldugunda en iyi verimi vermektedir. Asitli topraklarda baklanin biiyiimesi yavas,
verimi az olur. Vicia faba sadece sitolojik degil, fizyolojik ve radyobiyolojik
calismalarda yaygin olarak kullanilan bir materyaldir. Materyal biitiin y1l boyunca
kolaylikla elde edilebilir, gelisimi ve saklanmasi kolay ve ucuzdur. Metotta, pahali
materyal, gerecgler ve steril sartlar gerekli degildir. Kromozom sayisi duslktur

(2n=12) ve kromozomlari buytk ve kalindir (Kihlman, 1975).

Test materyali olarak kullanilan Vicia kok uglarinin hem avantajlar1 hem de

dezavantajlar1 vardir.



Materyalin (Vicia kok uglarinin) biitiin bir yil igerisinde kolaylikla elde edilebilir
olmasi, gelisimi ve saklanmasinin kolay ve ucuz olmasi, metotta pahali materyal,
gerecler ve sartlarin gerekli olmamasi gibi avantajlara sahip oldugu gorilmustur.
Kok meristemi, mitoz bolinme geciren hicrelerin yiiksek bir oranini igermektedir.
Kromozom sayisinin diisiik (2n=12) ve kromozomlarin ¢ok kalin olmasi dogru ve
tam sayim yapma olanagi saglamistir. Kardes kromatid degisimlerinin frekansi
Uzerine kimyasal maddelerin etkilerinin ¢alisilmasi i¢in uygun bir materyal oldugu
bulunmustur. Bu avantajlarin yaninda kullanilan materyalin hiicre duvari, bitki kok
uclart {izerinde biyokimyasal ve sitolojik caligmalarin her ikisinde de engel
olusturdugu icin dezavantaj olarak gorulmektedir. Bu yuzden, preparatlar ezilerek,
koklerde hucrelerin iyi bir sekilde ayrilmasi saglanmig, hiicre duvarimin orta
lamelinde bulunan pektik maddeler, asitler ve enzimlerle hidroliz yoluyla eritilmistir.
Bu prosediir, kromozomlarin morfolojisini ve kimyasal bilesenlerinin bilesimini
degistirebilir. O sebeple sitolojik analizlerin belirli tiplerini yapmak zordur ancak
imkéansiz degildir (Kihlman, 1975).

1.3. Kok Inhibisyon Testi

Kok blyume inhibisyon testinde en 0Onemli nokta, cevresel Kkirleticilerin
kromozomlar ve hiicre bolinmesi U(zerinde toksik ve genotoksik -etkilerinin
belirlenebilmesi amaciyla kontrol grubuna kiyasla kok uzunlugunu %50 oraninda
diisiren muamele konsantrasyonun (ECso) belirlenmesi islemidir (Fiskesjo, 1985).
Cevresel kirleticilerin etki konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin bir¢ok ¢alismada
ECso degeri hesaplanmistir (Nielsen ve Rank, 1994; Rank ve Nielsen, 1998; Chauhan
ve dig., 1999, Yiizbasioglu, 2001; Ateeq ve dig., 2002; Saxena ve dig., 2005; Yildiz
ve dig., 2006; Arikan, 2006).

1.4. Mitotik Aktivite Testleri

Meristematik hticrelerin mitotik evrelerinin sitolojik olarak incelenmesiyle mitotik
aktivite (indeks) hesaplanabilmektedir. Mitotik aktivite, bolinen hicrelerin
boliinmeyen meristematik hiicrelere oranidir. Mitotik aktivite testleri kromozom
sayimi ve toksikolojik arastirmalarda sik¢a kullanilmaktadir. Bu testin uygulanmasi
ile muamele edilen kimyasal maddenin hicre bolinme oranina ne derece etki ettigi
hakkinda bilgi saglanabilmektedir (Ak: ve Karabay, 2004).
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1.5. Comet Assay Teknigi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Tek hiicre jel elektroforez yontemi ilk kez 1984 yilinda Ostling ve Johanson
tarafindan tek hicre DNA hasarimi goriintilemek amaciyla gelistirilmistir.
Gelistirilen bu teknige gore hicreler mikroskopik lamlar (zerindeki agaroz jele
gomulmekte, tuz ve deterjan iceren ¢ozeltilerle muamele edilip lizize ugratilmakta ve
notral sartlarda elektroforez yapilarak, DNA serbestlestirilmektedir. Elektrik akimi
uygulanmasi, kirilmis ve hafiflemis DNA fragmanlarinin, ¢ekirdekten hizla gociinii

saglamaktadir.

Comet teknigi, hasar gormiis DNA'min elektroforez ile nukleustan salinmasi
prensibine dayanir. Eger DNA kirik igeriyorsa, hasarli DNA, nukleustan anoda dogru
goc etmekte ve etidyum bromid gibi floresans bir boya ile boyandiklarinda
goriintisleri  itibariyle  kuyruklu  yildiza  benzediklerinden comet adiyla
adlandirilmaktaydi (Tice ve dig., 2000).

DNA hasarlarinin tespitinde YOYO-1 (benzoxazolium-4-quinolinum oxazole yellow
homodimer) ve DAPI (4,6-diamid-ino-2-phenylindole) gibi hassas fakat oldukca
pahali olan boyalar kullanilmasina ragmen daha ucuz olan etidyum bromirin
etkinliginin bahsedilen diger boyalardan farkli olmadig: rapor edilmistir (Gichner ve
dig., 2000).

Sitogenetik yontemler, mutajenik ve karsinojenik bilesiklere maruz kalan
topluluklarin biyolojik izlenmesinde genis Olglide kullanilmaktadir. Bugiine dek
DNA (zerindeki hasarlarin belirlenebilmesi igin ¢ok fazla yontem kullanilmistir. Bu
yontemlerin bir¢ogunun pahali olmasi, uzun g¢alisma siiresine ihtiya¢ duyulmasi,
bircok laboratuvar veya tniversitenin blnyesinde bulunmayan radyoaktif ¢aligmalari
icermesi, arastirma neticesinde arzu edilen basarmin saglanamamasi bu alanda
caligma yapilmasim zorlastirmistir (Tice ve dig., 2000). Son yillarda gelisen comet
analizi ¢esitli tipte DNA hasarlarinin tespiti i¢in hassas, hizli ve giivenilir bir yontem

olmasi nedeniyle yaygin kullanim gérmektedir (Bilgici, 2005).

DNA ¢ift sarmal kirilmalarinin tespitine olanak saglayan notral ortamlar, tek sarmal
kirilmalarmin belirlenmesine ise imkan saglamamaktadir. DNA {iizerinde hasar

olusturan bir¢cok ajan, DNA c¢ift sarmalindan c¢ok, DNA tek sarmalinda hasar



olusturmaktadir. ~ Ayrica notral  ortamlarda  proteinler tam  anlamiyla
uzaklastirilamamaktadir. Bu nedenle daha sonraki yillarda da modifiye protokoller

gelistirilmistir (Bilgici, 2005).

Boylelikle comet tekniginin yeni dizayni, insan hiicrelerinin hemen hepsinde DNA
hasar biiytikliigiiniin direkt olarak tespitini saglamaktadir (Tice ve dig., 2000; Olive
ve dig., 1990; Collins ve dig., 1997; Lee ve Steinert, 2003).

Comet teknigi ile DNA hasarmin kantitatif olarak tayin edilmesinde gozle
degerlendirmenin yani sira Comet goriintli analiz programlarimi kullanmak suretiyle
kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA yizdesi ile ilgili parametreler
belirlenebilir (Collins, 2002).

Comet gorintl analiz programi kullanilarak kuyrukta mevcut olan DNA oraninin
saptanmasi Veya neticelerin gozle degerlendirilmesi, diger parametrelere kiyasla
konsantrasyon-yanit iligkisini daha giizel yansitmasi nedeniyle tercih edilmektedir
(Moller, 2006a,b; Olive, 1999).

GoOzle degerlendirmede hiicreler hasarli ve hasarsiz olarak ayrilirlar. Hasarli hiicreler
hasar seviyelerine gore farkli kategorilere ayrilabilir. Bazi ¢aligmalarda hticreler
hasarsiz, az hasarli ve ¢ok hasarli olarak 3 sinifa ayrilabildigi gibi baz1 ¢calismalarda
ise bu smiflandirma genisletilerek 5 kategoriye ayrilmislardir. Gozle degerlendirme,
hizli (5 dakikadan az bir stirede 1000 hiicre sayilabilmektedir) ve bilgisayar programi
gerektirmediginden ucuz ve kolay bir yontemdir (Baltact ve dig., 1998; Sardas ve
dig., 1995; Sardas ve dig., 1997).

Gozle skorlama, 0 (kuyruk yok)’dan 4 (nerdeyse biitiin DNA kuyrukta)’e kadar 5
kategoride incelenir (Collins, 2004).

Bas kismindaki DNA yiizdesi (% H-DNA) ve kuyrukta bulunan DNA yiizdesi (% T-
DNA), kuyruk uzunlugu (TL, pm), kuyruk momenti (TM, pum, kuyruk kismindaki
DNA yiizdesi ve kuyruk uzunlugu carpiminin 100’e bdliinmesiyle elde edilir), Olive
kuyruk momenti (OTM, DNA kuyruk uzunlugu ve gé¢ eden DNA par¢aciklarmnin
kafaya uzakligin1 dlger) bilgisayar yazilimlariyla elde edilerek comet analizlerinde

kullanilan parametrelerdir. Ozellikle kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu daha sik
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kullanilmasina ragmen kullanimi artan ve kirtk DNA frekansi ile dogru orantili olan
parametre hiicre ¢ekirdeginden ayrilan kuyruk DNA yiizdesidir. (Dikilitas ve
Kogyigit, 2010; Bozdag, 2009; Kumaravel ve dig., 2009).

Comet teknigi tek bir hiicrede DNA hasarinin direk tayininin yani sira, bir
populasyondaki tiim hiicrelerin ayni oranda hasara ugrayip ugramadiginin tespitine,
dolayisiyla da bir tedavi sirasinda hiicrelerin cevabinin saptanmasina yardimci
olabilmekte, direncli hiicre popilasyonunun tanimlanmasini saglamaktadir. Comet
teknigi; degisik deneysel sartlarda DNA hasar ve onarimini incelediginden, son
yillarda genotoksisite ve DNA onarim mekanizmalarinin incelemesinde kullanimi

artan bir yontemdir (Collins ve dig., 1997a; Lee ve Steinert, 2003).

Comet teknigi insan popiilasyonlarindan alinan lenfosit 6rneklerinde oksidatif hasar,
UV ve iyonizan radyasyona duyarliliklarin incelenmesi yoniinden basarili bir sekilde
uygulanmaktadir. Ozellikle biyoizleme (human biomonitoring) ¢alismalarinda,
meslekleri nedeniyle ya da kazayla gesitli kimyasal maddelere maruz kalan kisilerde,
DNA hasarinin incelemesinde son yillarda ragbet géren bir tekniktir (Collins ve dig,.,

1997-b; Faust ve dig., 2004).

In vivo modellerde herhangi bir dokuya da uyarlanabildiginden, sadece hizl1 cogalan
hlcrelerde uygulanabilir olan diger genotoksisite testlerinden daha {istiindiir. Ayni
zamanda tek bir doku hasarini belirlemek de miimkiindiir (Hartman ve dig., 2003).
Giiniimiizde yaslanma, genetik toksikoloji ve molekiler epidemiyoloji gibi pek ¢ok

alanda uygulamalari vardir (Martin ve dig., 1993).
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2. LITERATUR CALISMASI

Bu ¢alismada, farkli konsantrasyondaki dort farkli deterjanin Vicia faba lzerindeki
sitotoksik ve genotoksik etkileri kromozom anormallikleri testi ve comet assay
yontemi kullanilarak arastirilmistir. Calisma 6ncesinde, deterjanlar ve uygulanacak
testlerin ve bitki materyalinin karakteristikleri hakkinda ¢esitli literatiir taramalari
yapitlmistir. Bu bolimde calismaya referans olabilecek bir takim bilimsel

arastirmalara yer verilmistir.

Deterjan kirliligi, sudaki biyolojik aktiviteyi biiyiik 6l¢iide etkilemektedir. Ornegin
deniz suyundaki deterjan miktar1 0,1 gr/m3‘ten fazla oldugunda organizmalara yeterli
oksijen tasinamaz ve bu miktar bircok canli tlr( icin lethal konsantrasyon
degerindedir (Egemen, 2000).

Gediz Nehri’nde evsel ve endiistriyel atiklarin neden oldugu anyonik yuzey aktif
madde kirliliginin incelendigi bir ¢alismada, Gediz Nehri’nin bir yilda Izmir
Korfezi’ne getirdigi anyonik deterjan yiliklemesinin 41,2 ton oldugu tespit edilmistir

(Tugrul, 1992).

Akdeniz i¢in 6nemli ana kirlilik kaynaklarinin agiklandigi bir ¢alismada, Akdeniz

havzasina yilda yaklasik 60.000 ton deterjan ulastig1 belirtilmistir (Danovaro, 2003).

Indiyum kalay oksit’in A. cepa kok ucu hicrelerindeki genotoksik etkisinin
incelendigi bir ¢aligmada 12,5, 25, 50, 75, ve 100 ppm olmak iizere 5 farkh
konsantrasyon 4 saat boyunca uygulanmustir. Neticede Indiyum kalay oksit
uygulamasmin kromozom aberasyonlarim1 arttirdigr goriilmistiir. Geri kalmis
kromozom, kromozomlarda yapisma, anafaz kopriileri, diizensiz anafaz ve telofaz
evreleri gdzlemlenmistir. Comet assay ile uygulamanin her déneminde A. cepa kok

hlcrelerinde genetik hasara rastlandigi belirtilmistir (Cigerci, 2013).

Bitki blyume diizenleyicilerinin V. faba’ya uygulanmasi sonucunda mitotik indeksin

kontrole gore azaldig1 gozlenmistir (Koca, 2008).
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DNA (izerinde meydana gelen hasarlardaki artisin nedeni olarak yuksek toksik etki
gosterilebilir. Bazi bitkilerde Kkirleticilerin genotoksik etkileri {izerine yapilan
caligmada konsantrasyon ve DNA hasar1 arasinda iliski oldugu ortaya konmustur

(Gichner ve dig., 2006).

Ticari tirlinlerin i¢inde bulunan giimiis nanopartikiillerin (AgNPs), V. faba tzerindeki
etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada dort farkli konsantrasyon kullanilmistir. Sonugta
glimiis nanopartikiil uygulamasimin kromozom aberasyonlari ve mikroniikleus
oraninda artigsa, mitotik indekste ise azalmaya neden oldugu bulunmustur (Patlolla ve

dig., 2012).

V. faba kok ucu hiicrelerinde glifosat ve metribuzin herbisitlerinin dort farkli siire
boyunca diisik ve yiiksek konsantrasyonlari kullanilarak sitolojik etkileri
caligilmistir. Bu iki pestisitin mitotik indeks ve kok uzunlugunda azalmaya neden
oldugu gozlenmistir. Mitozda meydana gelen kromozomal varyasyonlarin sayisinda
artis gozlenmistir. Konsantrasyon ve zamana bagli mitotik bozukluklar meydana
gelmistir. Mikronukleuslu hiicreler, ¢ok kutuplu htcreler, kalgin kromozom koprii
olusumu ve yapiskanlik gibi kromozomal anomali tipleri goriilmistiir.
Konsantrasyon artisiyla olusan kromozom kiriklar1 pestisitlerin klastojenik etkilerini

desteklemektedir (Shehata ve Al-Harbi, 2003).

V. faba kok meristem hiicrelerinde Dichlorvos (DDVP) insektisitinin klastojenik ve
mitodepresif etkilerinin belirledigi bir ¢aligmada bitki kokleri insektisitin
konsantrasyonlarina 2 saat siiresince maruz birakilmistir. Pozitif kontrol olarak
maleik hidrazid, negatif kontrol olarakta saf su kullanilmistir. DDVP’nin tiim
konsantrasyonlarinda mitotik indeks degerleri pozitif kontrolden yiiksek, kontrol
grubuyla karsilastiriliginda ise iki kat diisiik bulunmustur. Kromatit kiriklari,
kromatit degisiklikleri gibi kromozomal bozukluklar gézlenmistir. Mikronukleusun

sayisinda 10uM’den itibaren artis gézlenmistir (Kontek ve dig., 2007).

V. faba koklerinde krom trioksit (CrOs)’in mutajenik etkilerinin arastirildigi bir
calismada mikronukleus ve kromozom aberasyon testi kullanilarak bitkinin kok
tiplerinde mikronukleus, kromozomal aberasyonlarin sayisinda artisa bakilmas,
mitotik indeks hesaplanmustir. V. faba tohumlar1 kimyasalin konsantrasyonlarina 4

saat boyunca maruz birakilmigtir. Kimyasalin en yiiksek konsantrasyonu mitotik

13



indekste ciddi bir diisiise sebep olmustur. Artan konsantrasyona paralel olarak ise
mikronukleus sayisinda ve kromozom anormalliklerinin sayisinda artis meydana
gelmistir. Profazda mikronukleus, fragment olusumu, ¢ok kutupluluk, metafazda
diizensiz kromozom dagilimi, ekvatoral tabla iizerinde kromozomlarin iki parcaya
ayrilmasi, anafazda kalgin kromozom, koprii olusumlari, telofazda mikronukleus,

kromozom fragmenti, kalgin, kdprii gibi hasarlar meydana gelmistir (Qian, 2004).

A. cepa ve V. faba bitkilerinin somatik hiicrelerinde Atrazine herbisitinin sitogenetik
etkisine bakildig: bir arastirmada test organizmalarinin ECsg degerleri belirlenmistir.
A. cepa ve V. faba bitkileri atrazine kimyasalinin farkli konsantrasyonlarina maruz
birakilmistir. Atrazine’in konsantrasyona bagimli artigina paralel olarak mitotik
indeksi ©6nemli Olglide inhibe etmis ayni zamanda mitotik ve kromozomal
aberasyonlara sebep olmustur. En ¢ok gozlenen kromozomal aberasyonlar kirik ve
fragment olusumu; mitotik aberasyonlar ise cmetafaz, kromozom yapigmasi, koprii
olusumu, kalgin kromozom, poliploidi, esit olmayan ayrilmadir. Mitotik
aberasyonlarin sayist kromozomal aberasyonlardan ¢ok daha yiiksek c¢ikmistir.
Deneyin sonuglar1 atrazine’nin bitkilerde genotoksik etkilerine isaret etmektedir.
Diger test sistemleri ile karsilagtirildiginda her iki bitki test sistemininde ¢ok daha

duyarli oldugu bulunmustur (Mishra ve Srivastava, 2009).

Farkli siirelerde ve Oliimciil olmayan konsantrasyonlarda 2,4-D’nin tesvik ettigi
DNA hasari, Clarias batrachus eritrositlerinde alkalin comet assayle caligilmustir.
Arastirma bulgularina gore, 2,4-D konsantrasyonuna ve uygulama siresine baglh
olarak eritrositlerdeki DNA hasar seviyesinin arttigi belirlenmistir (Ateeq ve dig.,
2005).

Maluszynska ve Juchimiuk (2005) Crepis capillaris'e mutajen uygulamasiyla
DNA’da hasar meydana getirerek bunlar tespit etmek i¢in Comet analizi, kardes

kromatid degisimi ve FISH yontemlerini kullanmiglardir.

V. faba’nin kok ucu niikleuslar1 N-Metil-N-nitrosolre (MNU) genotoksik etkili ajan
kullanarak, ti¢ farkli comet teknigi protokolu (notr/notr, alkali/n6tr, alkali/alkali) ile
karsilagtirmali olarak incelemis ve bu protokollerden farkli konsantrasyon-cevap

egrileri elde edilmistir (Menke ve dig., 2000).
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Benzer bir baska ¢alismada, 2,4-D tuzu ve ticari formunun genotoksik etkileri Cin
hamster yumurta (Chinese Hamster Ovary, CHO) hicrelerinde kardes kromatid
degisimi (SCE) ve tek hiicre jel elektroforezi assayleri (SCGE) ile aragtirilmustir. 2,4-
D’nin her iki formu uygulama konsantrasyonuna bagli olarak SCE frekansinda artisa
neden olmustur. 2,4-D’nin hiicre c¢ogalma indeksini etkilemedigi; fakat yuksek
konsantrasyonlariin mitotik indekste azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Bunlara
ek olarak, kullanilan her iki 2,4-D formu konsantrasyona bagimli olarak SCGE
(comet assay) ile belirlenen DNA iplik kiriklarinin artisina neden olmustur.
Arastirmacilar 2,4-D’nin memeli hiicrelerinde SCE ve DNA hasarini tesvik ettigini
ve bu nedenle 2,4-D’nin insan igin tehlikeli olarak degerlendirilmesi gerektigini

vurgulamuslardir (Gonzales ve dig., 2005).

Allium sativum ve Vicia faba’da siilfir dioksidin kok ucu hiicreleri iizerinde
genotoksisitesinin belirlenmesi amaci ile yapilan arastirmada, sodyum bistilfit ve
sodyum siilfit (1:3) karnistmi  1x10-4M ile 2x10-3M araliginda degisen
konsantrasyonlarda kullanilmistir. Genotoksisitenin belirlenmesinde V. faba’da
anafaz aberasyon (AA) frekanslari ve mikroniikleus (MCN) testleri, A. sativum’da
ise sadece mikrontikleus testleri gergeklestirilmistir. Sonug olarak negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda V. faba kok ucunda anafaz aberasyon (AA) frekanslari 1,7-3,9 ve
mikroniikleus frekanslar1 ise 3,5-4,5 kat artmistir. Benzer sonuglara Allium MCN

testlerinde de rastlanmistir (Yi ve Meng, 2003).

Vicia faba kok uglarinda krom trioksit’in (CrO3) farkli konsantrasyonlarindaki
mutajenik etkilerini belirlemek i¢in yapilan bir calismada; V. faba kok ucu
hiicrelerindeki kromozom aberasyon oranini, mitotik indeksler ve mikroniikleus
oranin1 belirlemek i¢in mikroniikleus analizi ve kromozom aberasyon analizi
kullanilmistir. Krom oksit’in V. faba kok ucu hicrelerinin mikroniikleus oranini
artirdigr ortaya c¢ikmistir. Fakat asir1 artan chromium trioksit konsantrasyonu
mikroniikleus konsantrasyonunu azaltmistir. Ayrica artmig chromium trioksit
konsantrasyonu ile kromozom aberasyonlarinin degisik tiplerinin olusumu
gozlenmistir. Elde edilen veriler neticesinde chromium trioksit’in V. faba kok ucu
hiicrelerinde 6nemli mutajenik etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir (Xiao-wei,

2004).
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Onemli gevre kirleticilerinden biri olan civa (HgCl2)’nin sarimsak (Allium sativum)
kok ucu hicreleri Gzerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada civanin farkli
konsantrasyonlar1  kullanilmistir. Diusiik konsantrasyon ile muamele edilen
sarimsaklarin ¢imlenmesinde kontrole gére belirgin bir fark goriilmedigi, ancak
yiiksek konsantrasyonlarda ¢imlenmenin azaldigi ve hatta kok gelisiminin neredeyse
tamamen durdugu gozlenmistir. Civa konsantrasyonunun artisina paralel olarak,
hiicre bolunmesinin azaldigi, kalgin kromozom, multipolar anafaz ve anafazda gibi

bircok kromozom anormalligi tespit edilmistir (Gedik ve dig., 2013).

Agir metallerin algsel biyotaginimi in vitro bir yaklasim kullanilarak arastirilmistir.
Bitki genotoksisite testleri algsel biyofiltrelerin farkli ¢esitlerinin kullanimindan 6nce
ve sonra endiistriyel atiklarin genotoksisitesini degerlendirmek amaciyla A. cepa ve
V. faba bitkileri ile yiritilmistir. Veri istatistiksel analizi; algsel biyofiltreler ile
yeniden diizenleme islemlerinden sonra agir metal konsantrasyonlarinda dikkat
cekici boyutta bir azalma ve ilgili genotoksisite durumunda da dnemli bir azalma
oldugunu gostermistir. Allium ve Vicia genotoksisite yaklagimi toksisite i¢in yeniden
diizenlenmis atik maddenin goriintiilenmesinde etkileyici olmustur (Migid ve dig.,

2005).

V. faba ile yapilan baska bir arastirmada; bitkileri hasta ve zararlilardan koruyan
pestisitler ile besleyici nitelik tasiyan kimyasallarin (Captan, hezudin, tetrafin,
bolikel) bu bitki {izerinde olusturabilecegi etkiler karsilastirmali olarak ortaya

konmustur (Acar, 2000).

Arsenik cevrede sikca bulunan karsinojen bir maddedir. Arsenik’in genotoksik
etkilerinin belirlenmesi {izerine yapilan bir ¢alismada test bitkisi olarak Allium cepa
ve Vicia faba secilmistir. Test sonuglarinda Arsenik’in her iki bitkide de
mikroniikleus  oranmi  arttirdigi  gozlemlenmistir.  Ayrica  anormalliklerin
belirlenmesinde V. faba kok ucu mitotik hicrelerinin A. cepa kok ucu mitotik

hiicrelerine gore daha hassas oldugu gozlemlenmistir (Wu ve dig., 2010).

Fenol’iin farkli konsantrasyonlarmin Vicia faba L. kok ucu htcrelerine sitotoksik
etkilerinin incelendigi bir c¢aligmada test materyali olarak secilmistir. Bakla
tohumlarinda belirlenen ¢imlenme orani, k6k uzunlugu ve mikronukleus (MN)

sikligi sitotoksisitenin saptanmasinda kullanilmigs ve alinan sonuglar istatistiksel
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olarak incelenmistir. Ayni1 zamanda sitogenetik analizlere ilaveten, fenol ile
uygulama yapilan bakla tohumlarinin kok ucu meristem hicrelerinde DNA analizleri
yapilmustir. Tohumlar kontrol ve fenol uygulanmis gruplar olarak ikiye ayrilmis ve 7
gun boyunca fenol’iin ii¢ farkli konsantrasyonu ile muamele edilmistir. Neticede,
fenol’lin tim muamele gruplarinda konsantrasyona bagli olarak ¢imlenme yuzdesi ve
kok uzunlugunu azalttigr, MN oranini ise attirdigi bulunmustur. Edinilen veriler
fenol’tin bakla kok ucu hicrelerinde sitotoksik etkiye sahip oldugunu ispat eder
niteliktedir (Yalgin ve dig., 2008).
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1. Bitki Materyali

Bu c¢alismada arastirma materyali olarak ticari olarak temin edilmis Vicia faba L.
(bakla) (2n=12) tohumlar1 kullanild1 (Sekil 3.1.). V. faba Kok ucu kromozom
aberasyon testi basit, hizli, ucuz ve etkili olmasi sebebiyle International Programme
on Chemical Safety (IPCS, WHOQO) ve United Nations Environment Programme
(UNEP) tarafindan ¢evre kirliliginin  biyolojik  tehlikelerinin in-situ
degerlendirmesinde kullanilabilecek bitki biyotestlerinden biri olarak belirlenmistir
(Patlolla ve dig., 2012).

Sekil 3. 1. Vicia faba L. tohumlar

18



Arastirmada  kullanilan ~ Vicia faba L. sistematik olarak su
siiflandirilmaktadir (URL-1):

Kingdom: Plantae-Bitkiler

Subkingdom: Viridiplantae-Yesil Bitkiler
Infrakingdom: Streptophyta-Kara bitkileri
Superdivision: Embryophyta

Division: Tracheophyta-Vaskiler bitkiler
Subdivision: Spermatophytina-Tohumlu bitkiler
Class: Magnoliopsida-Cigekli Bitkiler
Superorder: Rosanae

Order: Fabales

Family: Fabaceae

Genus: Vicia L.

Species: Vicia faba L.

3.2. Kullanmilan Deterjanlar Hakkinda Bilgiler

sekilde

Arastirmada Al, B1, A2 ve B2 seklinde adlandirilan ikisi standart ikisi cevre ve

deniz dostu olmak iizere dort farkli deterjan kullanildi. Deterjanlar ile ilgili kimyasal

icerik bilgileri Tablo 3.1°de gosterildi.

Calismamizda dort farkli deterjanin Vicia faba L. (zerindeki toksik etkilerinin

belirlenmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma ile elde edilecek sonuglar, kabul gormiis

bitki biyotestlerinden olan V. faba Kok ucu kromozom aberasyon testi ile sitolojik

olarak ve tek hiicre jel elektroforezi (SCGE-comet assay) ile DNA duzeyindeki

degisimlerin belirlenmesini saglayacaktir. Boylece ¢evreye ve dolayli olarak besin

zinciri yolu ile insana verilen zararin ortaya konmasini saglayacaktir.
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Tablo 3. 1. Calismada kullanilan deterjanlarin igerigi

Deterjanlar

Kimyasal Icerik

Al

A2

Bl

B2

%15-30 Anyonik aktif madde, Polikarboksilat,
Fosfonat, Enzim (Amilaz, Proteaz), Parfim, Boya,
Koruyucu (Methylchloroisothiazolinone,
Methylisothiazolinone, 2-Bromo-2-nitropropane-1,3-
diol).

<%5 Sabun, <5-15 Anyonik Madde, <%5 Noniyonik
Madde, Parfim, Methylisothiazolinone, Su, Hindistan
Cevizi, Palmiye, Bugday ve Patatesten elde edilen
hammaddeler.

%5-15 Anyonik aktif madde, Noniyonik aktif madde,
<%5 Fosfonat, Sabun, Enzim, Parfum (Alpha-
Isomethyl lonone, Amyl Cinnamal, Benzyl Salicylate,
Butylphenyl Methylpropional, Hexyl Cinnamal,
Limonene, Linalool), Koruyucu (Benzisothiazolinone,
Methylisothiazolinone).

<%>5 Sabun, <5-15 Anyonik Madde, <%5 Noniyonik
Madde, Parfum, Methylchloroisothiazolinone, Su,
Hindistan Cevizi, Palmiye, Bugday ve Patatesten elde
edilen hammaddeler.

*Al ve B1 standart, A2 ve B2 cevre ve deniz dostu (biyogoziinir) deterjanlar sinifina girmektedir.

Yapilan bir ¢alismada Avrupa Birligi’nin verdigi Eko-etikete (Eco-label) sahip bir
deterjanin A. cepa kok ucu hiicrelerindeki mikroniikleus frekansinda artisa neden
oldugu gosterilmistir. Yine aym ¢alismada degerlendirilen deterjanlardan ¢ogunun

insan l6kosit hiicrelerinde de DNA hasarmi indiikledigi gosterilmistir (Pedrazzani ve

dig., 2012).

3.3. Test Materyalinin ve Kimyasallarin Hazirlanmasi

Bu tez kapsaminda kullanilan test materyali ve kimyasallarin hazirlaniglar ile ilgili

bilgiler asagida verilmektedir.
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3.3.1. Vicia faba L. tohumlarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilmak {izere birbirlerine yakin boyutlarda ve morfolojik olarak
diizgun tohumlar segilerek yiuzey sterilizasyonlar1 gergeklestirildi. Sterilizasyon igin
tohumlar %70’1ik alkol igerisinde 1 dakika calkalandiktan sonra her 200 mL igin 2
damla Tween-20 iceren %3’likk ticari ¢amasir suyunda (sodyum hipoklorit) 15
dakika bekletildikten sonra 4 kez steril distile su ile yikandi (Sekil 3.2.3).
Sterilizasyonu tamamlanan tohumlar (Sekil 3.2.b) ¢imlendirme asamasina gegmeden

once sismesi i¢in 12 saat steril distile su iginde bekletildi (Hamdy ve Hattori, 2006).

Sekil 3. 2. Yuzey sterilizasyonu a) Yizey sterilizasyonu icin bekletilen V. faba
tohumlari b) Sterilizasyonu tamamlanan sismis V. faba tohumlari

3.3.2. Tohumlarin ¢cimlendirilmesi

Tohumlar1 ¢imlendirmek tizere kullanilacak petri kaplari once otoklavda sterilize
edildi ardindan 15dk boyunca steril kabin igerisinde UV 1smina maruz birakildi
(Sekil 3.3.). Tohumlar, icine deterjan konsantrasyonlari ile muamele edilmis steril

Whatman kagitlar1 yerlestirilen steril petrilerin igerisine belli araliklarla yerlestirildi.

21



Sekil 3. 3. Steril kabin igerisinde UV 1sinlar1 altinda kurutulmasi

Her bir petriye 20 adet tohum yerlestirildi ve iizeri tekrar deterjan konsantrasyonlari

ile muamele edilmis Whatman kagitlari ile kapatildi (Sekil 3.4).

Sekil 3. 4. Deterjanla muamele edilmis Whatman kagitlar1 ile kapli petrilere
yerlestirilen tohumlar

Karanlik ¢imlenme ortaminin saglanmasi igin petriler 24 °C etiiv igerisine alindi. Bu

asamadaki tiim uygulamalar steril kabin icerisinde gerceklestirildi (Sekil 3.5.).
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Sekil 3. 5. Etiivde ¢imlenmeye birakilan tohumlar
3.3.3. Deterjan cozeltilerinin hazirlanmasi

Her bir deterjan icin 1 ml/L, 10 ml/L, 50 ml/L, 100 ml/L, 200 ml/L ve 400 ml/L
seklinde konsantrasyonlar belirlendi (Sekil 3.6.).

Sekil 3. 6. Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan deterjanlar
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Gerekli olan deterjan miktarlar1 stoklanacaklari siselerde manyetik karigtirict
yardimiyla ilk olarak bir miktar steril distile su igerisinde ¢6ziildii ve daha sonra

hacimleri yine steril distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
3.3.4. Mitoz testinde kullanilan ¢6zeltilerin ve boyanin hazirlanmasi

Kaynatilmis 45 mL asetik asitin i¢ine 2 g toz orsein eklenerek manyetik karistirici
yardimu ile eritildi ve karisim sogumaya birakildi. Soguduktan sonra 55 mL distile su
eklenip suzildu (Ozban ve Ozmutlu, 1994).

1 N HCI (Hidroklorik asit) hazirlanirken, %37°lik HCI’den 82,5 mL alinip distile su
ile 1000 mL’ye tamamlandi.

3.3.5. Comet testinde kullanilan c¢ozeltilerin hazirlanmasi

Comet assay testinde kullanilan kimyasallar fosfat tamponu (PBS), diisiik kaynama
dereceli agar (LMP), normal kaynama dereceli agar (NMP), sodyum hidroksit
(NaOH), sodyum klorir (NaCl), etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), trizma base,
tris HCI ve Red safe’dir.

Cekirdek izolasyonu ve noétralizasyon islemlerinde kullanilan 0,4 M Tris tampon
¢ozeltisi hazirlamak i¢in 9,7 g Tris (Sigma USA T-1503) hassas terazide tartilarak
180 mL distile su iginde ¢oOzdiiriildi. Konsantre HCl yardimiyla pH 7,5’a

ayarlandiktan sonra ¢ozelti distile su ile 200 mL’ye tamamlandi.

NMP (normal erime noktali) agaroz hazirlamak igin 1 g NMP (ROTH Germany
2267, Sigma, A9539) hassas terazide tartilip, 100 mL su ilave edilerek mikrodalga
firinda ¢ozdiiriildi (Sekil 3.7.). Yapilan her deney i¢in taze hazirlandi.

LMP (diisiik erime noktali) agarozu hazirlamak i¢in 0,65 g LMP (ROTH Germany,
6351, Sigma, A9414) hassas terazide tartilarak {izerine 100 mL PBS (Biochrom
Cat.No. L1825) eklendi. Karistim mikrodalga firininda ¢Ozdarildi (Sekil 3.7.).

Yapilan her deney i¢in taze hazirlandi.
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Sekil 3. 7. Mikrodalga firinda ¢ozdiiriilen NMP ve LMP agarozlar

DNA’ nin ¢oziilmesi ve DNA elektroforezinde kullanilan SCGE tampon c¢ozeltisi
(ImM NaEDTA, 300 mM NaOH, pH>13) hazirlamak i¢in 0,372 g EDTA hassas
terazide tartildi ve 700 ml distile su igerisinde manyetik karistirict yardimi ile
¢0Oz0ldl. 12 g NaOH hassas terazide tartilarak ¢ozeltiye eklendi. Tiim igerik tamamen
cozildukten sonra distile su ile son hacim 1 L’ ye tamamlandi. Yapilan her

elektroforez i¢in taze hazirlandu.

Floresan mikroskopta g¢ekirdekleri goriintiilemek i¢in kullanilan RedSafe 20.000x’
ten (1 mL, Cat. No0.21141) 1 uL almarak 999 uL distile su ile karistirild.
Antikanserojen 0Ozellikteki boya kullanilincaya kadar 1,5 mL’lik ependorflar

icerisinde karanlik ve serin ortamda saklandi.
3.4. Sitolojik incelemeler
3.4.1. Kok inhibisyon testinin uygulanmasi ve ECso degerinin belirlenmesi

Kok inhibisyon testi icin etiivde ¢imlendirilen tohumlarin toplamda 7 giin olmak
tizere her giin kok uzunluklart Olglildii. Bir haftanin sonunda kdk uzunlugu
ortalamalari, kontrol grubuna goére kok uzunlugu ve kontrol grubuna goére kok
uzunlugundaki azalig yiizde degerleri hesaplandi. ECsop ve 2XECso degerleri
hesaplandi. Kok inhibisyon testinde kullanilmak iizere baslangi¢c konsantrasyonlari
olarak her bir deterjan icin belirlenen (1 ml/L, 10 ml/L, 50 ml/L, 100 ml/L, 200 ml/L,

400 ml/L) konsantrasyonlar ile ECso degerleri her deterjan igin tam olarak

25



hesaplanamadi. Bu nedenle A2 isimli deterjan hari¢ diger tiim deterjanlar igin
uygulamalara ara konsantrasyonlar eklendi (Tablo 3.2.). Yapilan birgok denemeden
sonra tim deterjanlar icin ECso degerleri hesaplandi. ECso degerini hesaplamak igin

kurulan deney diizenekleri 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.

Tablo 3. 2. EC50 degeri hesaplamasinda kullanilan deterjan konsantrasyonlari

Deterjan  Konsantrasyon (ml/L) Deterjan Konsantrasyon (ml/L)

Al 1 Bl 1
10 10

20 20

30 30

40 40

50 50

100 100

200 200

400 400

A2 1 B2 1
10 10

50 50

100 60

200 70

400 80

90

100

200

400

ECso ve 2xECso degerleri hesaplandiktan sonra yapilan tiim deneyler bu degerler

Uzerinden yaratalda.
3.4.2. Kromozom anormalligi testi

Sterilizasyon isleminden gegcirildikten sonra 12 saat steril distile su i¢cinde bekletilip
sisirilen V. faba tohumlarindan kontrol, ECso ve 2XECso muamele gruplari igin 20°ser
adet aliip steril petrilere yerlestirildi ve ¢imlenmesi igin 24 °C ‘ye ayarlanan steril
etlive alindi. Kromozom anormalligi testinde kullanilacak kokleri elde etmek igin

yapilan bu ¢imlendirme de 3 tekrarli yapildi.
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3.4.2.1. Fiksasyon, hidroliz, boyama ve preperatlarin hazirlanmasi islemleri

24, 48 ve 72 saatlik siirelerin sonunda yaklasik 1-2 cm uzunluguna ulasan kokler
steril bistiiri yardimiyla kesildi ve fiksasyon sivisina aktarildi. Kesilen kdkler Carnoy
fiksatifi (3 kisim %95’lik etil alkol:1 kisim glasiyal asetik asit) icinde +4 °C’de 24
saat bekletildikten sonra %70’lik alkole aktarild1 ve kullanilacagi zamana kadar +4

°C’de derecede muhafaza edildi (Sekil 3.8.).

Sekil 3. 8. Carnoy fiksatifinde bekletilen V. faba kokleri

Hicrelerinin tek tek ayrilip kolay goriintiilenebilmesi i¢in hidroliz islemi
uygulandi. %70’1ik etil alkol igerisinden alinan kok uglart icerisine 1 mL 1 N HCI ve
1 damla aseto orsein damlatilan saat caminda, bek alevi yardimu ile hidroliz edildi.
Saat cami icerisinde boyanmis ve hidroliz edilmis olan kdkler lam iizerine alinarak 1-
2 damla aseto orsein ile tekrar boyandi. Yaklasik 1 dakika bekledikten sonra
boyanmanin daha yogun oldugu 1-2 mm uzunlugundaki kék ucu kismi lam iizerinde
birakilip, geri kalan kisim bistiiri ile kesilerek atildi. Lam {izerinde birakilan
boyanmig kok ucunun {iizerine lamel kapatilarak ezme-yayma preparat teknigi

uygulandi.
3.4.2.2. Mikroskobik incelemeler

Caligmamizda bilgisayara gorlintii aktarma ve floresan atagmanina sahip olan
Olympus BX51 marka arastirma mikroskobu kullanildi. Kromozom anormalliklerini
belirlemek i¢in 40x ve 100x’ lik objektifler ile hiicrelerin fotograflar1 ¢ekildi. Mitotik
indeks yiizdesinin hesaplamasinda her konsantrasyon ve her saat i¢in hazirlanan 10

preparatin her birinde 500 hiicre sayilarak toplamda her biri i¢in 5000 hiicre sayildi.
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Daha sonra her uygulama konsantrasyonu ve siiresinde ve bunlarin kontrol gruplari
icin boliinen hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina boliiniip 100 ile ¢arpilmasiyla

mitotik indeks yizdesi belirlendi (Souza ve dig., 2013).

Mitotik indeks hesaplamalarindan sonra her preparattaki anormal hicreler incelendi
ve en ¢ok gozlemlenen kromozom hasarlari tespit edildi. Gézlenen hasarlarin 100x
objektif altinda gorlntileri alindi. Bollnen hicrelerdeki kromozom koprus,
kromozom yapismasi, kutup kaymasi ve kalgin kromozom olusumu gibi

kromozomal hasarlarinin oranlar1 hesaplandi.
3.5. Genotoksik incelemeler

Genetik hasarin belirlenmesinde kullanilan tek hiicre jel elektroforezi yonteminin
basamaklar1 kokten niikleus izolasyonu, slaytlarin hazirlanmasi, DNA zincirinin
¢oziilmesi, elektroforez, notralizasyon, boyama ve slaytlarin incelenmesi olarak

siralanabilir.
3.5.1. Kokten nikleus izolasyonu

Carnoy fiksatifi ile sabitlendikten sonra 9%70’lik alkol icerisinde +4 derecede
muhafaza edilen kokler alinip soguk distile su igerisinde 2 dakika bekletildi. Her bir
konsantrasyon ve saat i¢in belirlenmis 6 mm’lik ayr1 ayri petriler buz kaseti tizerinde
sogumalari i¢in bekletildi. igine 400 uL soguk Tris tampon ¢ozeltisi ve 5-6 adet kok
ucu koyuldu. Petriler buz kasetlerinin iizerinden alinmadan kokler tampon
¢ozeltisinin rengi bulaniklasana kadar bistiiri yardimi ile nazikce kesildi. Elde edilen
siispansiyon ependorf tiipiine aktarild1 ve buz tiipliik i¢erisinde 15 dakika bekletilerek
¢ekirdeklerin ¢okmesi saglandi (Sekil 3.9).

Hiicreleri mikroskop altinda incelerken net ve temiz goriintii elde edebilmek i¢in bu
asamada kok uclarin1 ezmeden nazikge kesmek ve soguk tampon ile kdk uglarinin

temasint kesmemek 6nemli bir ayrintidir.
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Sekil 3. 9. Buz tlpluk icerisinde ¢cokmesi beklenen hiicreler
3.5.2. Slaytlarin hazirlanmasi

Bir ucu buzlu lamlar kullanim 6ncesi kursun kalemle tarih, konsantrasyon ve saat
bilgileri ile etiketlendi (Sekil 3.10.).

,ﬁm.w A2joo 4p ARIOC 4§ py 0o 4y BIBO U bgoug | Bige ! \
Qb | @O6lb Aobilb @obde 20616 020646 \‘”.ﬁo‘ﬁ (:*3:;?6

Sekil 3. 10. Kursun kalemle etiketlenen bir ucu buzlu lamlar

Lamlar %1°’lik NMP agaroz ile kaplandi. Ependorfun dip kismina yakin olacak
sekilde 100 pL niikleus ¢ozeltisi alindi ve 100 pL LMP agaroz ile ependorf
icerisinde pipetleme yaparak karistirildi ve niikleuslarin LMP agaroza tutunmasi
saglandi. Niikleus + LMP agaroz karistmi NMP kapli lamlar izerine dokiildii ve
hemen lamelle kapatildi (Sekil 3.11.).

Hazirlanan preparat agarozlarin sabitlenmesi i¢in 5 dakika buz kaseti tizerinde (Sekil

3.12.) ve 5 dakika da +4 derecede buzdolabinda bekletildi (Sekil 3.13.).
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Sekil 3. 11. Niikleus + LMP agaroz karisim1 iceren NMP kapli lamlar

Sekil 3. 13. +4 derecede bekletilen agaroz yukli lamlar
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3.5.3. DNA zincirinin ¢6zulmesi

Buzdolabindan ¢ikarilan preparatlarin iizerindeki lamlar nazikge kaldirildi. Lamlar,
bagli oldugu soguk su banyosu ile 6nceden +4 dereceye getirilmis yatay elektroforez

tankina ayni1 yonde ve birbirlerine bitisik olacak sekilde yerlestirildi.

Sekil 3. 14. Soguk SCGE tamponu ile muamele
edilmis lamlar

Uzerine tankin kenarlarindan baslayarak yavasca soguk SCGE tamponu dokiildii
(Sekil 3.14.) ve tankin kapagi kapatildi. Slaytlar DNA zincirinin ¢dziilmesi i¢in bu
sekilde 20 dakika tankin igerisinde bekletildi.

3.5.4. Elektroforez

Elektroforez tanki giic kaynagina baglandi. DNA’ daki kirilma vb. hasarlara bagh
olarak farkli molekiiler agirliktaki DNA pargalarinin farkli hizda yiiriimesi
sonucunda olusacak kuyruklu yildizlar1 gézlemleyebilmek igin 25 dakika boyunca
27V, 300mA elektroforez yapildi.

3.5.5. Notralizasyon

Elektroforez siiresi dolduktan sonra tanktan c¢ikarilan lamlar saleler igerisine

yerlestirildi ve soguk Tris-HCI igerisinde 3 kez 5” er dakika bekletildi (Sekil 3.15.).
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Sekil 3. 15. Soguk Tris-HCI tamponuyla dolu saleler
3.5.6. Boyama

Notralizasyon isleminin tamamlanmasinin ardindan lamlar dik bir sekilde kurutma
kagidinin {izerine dizildi ve fazla tamponun lamlarin iizerinden uzaklagsmasi saglandi.
Lamlar kurumadan her biri 100puL Red Safe ile boyand1 (Sekil 3.16.) ve 5 dakika

bekletildi. Siire dolunca hemen lamelle kapatildi.
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Sekil 3. 16. Red Safe ile boyanan lameller
3.5.7. Slaytlarin incelenmesi

Comet assay analizleri igin hazirlanan preparatlar floresan mikroskop ile incelendi.
Her konsantrasyon ve saat icin 25 cekirdek 2 tekrarli olacak sekilde sayildi
(Tirkoglu, 2012). Kameram comet assay analiz programi kullanilarak kuyruk DNA
yuzdesi (% kuyruk DNA) ve Olive kuyruk momenti (OTM) degerleri olgiildi (Sekil
3.17).
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Sekil 3. 17. Hdcrelerin floresan mikroskop ve bilgisayar
programi yardimu ile incelenmesi

3.5.8. Verilerin istatistiksel analizi

Caligmalar sonucunda elde edilen verilere IBM SPSS Statistics 21 programi

kullanilarak ANOVA tek yonlii varyans analizi uygulandi.
3.5.8.1. ANOVA tek yonlu varyans analizi

ANOVA (Analysis of Variance) testi grup ortalamalari, grup ici ve gruplar arasi
varyasyonlara bagli olan islemleri analiz etmek i¢in kullanilmistir (Ferguson ve

Takane, 2005).
3.6. Kullanilan Cihazlar

Caligmada kullanilan kimyasallar Radwag PS 510/C/1 model hassas terazi ile tartild.
Heidolph, MR-Hei standart model manyetik karigtirict (1sitma tablal1), comet testinde
agarozlarimn  donmasini  Onlemek i¢in 1sitmali tabla olarak, tamponlarin

hazirlanmasinda ise manyetik karistirict olarak kullanildi. Comet testi icin LMP ve
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NMP agarozlar Arcelik MD554 model mikrodalga firmninda eritildi. OHAUS
STARTER 3000 pH metre ile comet testinde kullanilan nétralizasyon ve elektroforez
tamponlariin pH ayarlamalar1 yapildi. Cleaver CS-300V gii¢ kaynag ve CSL-COM
20 (1000 mL) elektroforez tanki, comet testinde c¢ekirdek hasarin1 belirlemede
kullanildi. Mikroskobik incelemelerde floresan atagmanli Olympus marka 151k

mikroskobu hiicre goriintiisii almak i¢in kullanildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Fizyolojik Bulgular
4.1.1. Deterjanlarin kok biiyiimesi iizerine etkileri

4 farkli deterjanin ¢esitli konsantrasyonlariyla 7 gin boyunca muamele edilen V.
faba tohumlar ile her giin yapilan kok ucu olgiimleri sonucunda kontrole gore kok
uzunlugu (%), Kontrole gére kok uzunlugundaki azalis (%) ve kontrole gore kok

uzunlugunu yariya diisiiren degerler (ECso) belirlendi.

Al deterjani i¢in 1 ml/L, 10 ml/L, 20 ml/L, 30 ml/L, 40 ml/L, 50 ml/L, 100 ml/L,
200 mI/L ve 400 ml/L konsantrasyonlari ile c¢alisildi. Yapilan hesaplamalar
sonucunda 20 ml/L, Al deterjani i¢in kok uzunlugunu kontrole gére yariya diigiiren
deger oldu ve Sekil 4.1.’de grafik ile gosterildi. Sonraki genetik hasar ¢alismalarinda
kullanilmak tizere A1l igin ECso degeri 20 ml/L ve 2XECso degeri 40 ml/L olarak
belirlendi.

Al

100

90

80

70

60 /

50

40

30

20

10

Kontrole gore kdk uzunlugu (%)

0 1 10 20 30 40 50 100 200 400
Konsantrasyon (ml/L)

Sekil 4. 1. Al deterjan1 i¢in kontrole gore kok uzunlugu yiizdesini yariya
diistiren deger (ECso)
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Calismamiza benzer bir¢cok arastirmada, genotoksik ¢aligmalarda kullanilmak iizere
cevresel kirleticilerin test konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in ECso degerleri
hesaplanmistir (Yiizbasioglu, 2001; Ateeq ve dig., 2002; Saxena ve dig., 2005;
Yildiz ve dig., 2006).

A2 deterjant i¢in 1 ml/L, 10 ml/L, 50 ml/L, 100 ml/L, 200 ml/L, 400 ml/L
konsantrasyonlart ile ¢alisildi. Yapilan hesaplamalar sonucunda 50 ml/L, A2 i¢in kdk
uzunlugunu kontrole gore yaritya diisiiren deger oldu ve Sekil 4.2°’de grafik ile
gosterildi. Sonraki genetik hasar ¢alismalarinda kullanilmak tizere A2 icin ECso 50
ml/L ve 2xECso 100 ml/L olarak belirlendi.

A2

100
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50
40
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10

Kontrole gore kok uzunlugu (%)

0 1 10 50 100 200 400
Konsantrasyon (ml/L)

Sekil 4. 2. A2 deterjan1 igin kontrole gore kok uzunlugu yiizdesini yariya
diistiren deger (ECso)

B1 deterjani i¢in 1 ml/L, 10 ml/L, 20 ml/L, 30 ml/L, 40 ml/L, 50 ml/L, 100 ml/L,
200 ml/L ve 400 ml/L konsantrasyonlar1 ile c¢alisildi. Yapilan hesaplamalar
sonucunda 40 ml/L, B1 i¢in kok uzunlugunu kontrole gore yariya diisliren deger oldu

ve Sekil 4.3’te grafik ile gosterildi. Sonraki genetik hasar ¢alismalarinda kullanilmak
uzere Bl igin ECs040 ml/L ve 2XECs0 80 ml/L olarak belirlendi.

36



Bl
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Sekil 4. 3. B1 deterjan1 i¢in kontrole gore kok uzunlugu yiizdesini yartya
diistiren deger (ECso)

B2 deterjan1 i¢in 1ml/L, 10 ml/L, 50 ml/L, 60 ml/L, 70 ml/L, 80 ml/L, 90 ml/L, 100
ml/L, 200 ml/L ve 400 ml/L konsantrasyonlar: ile ¢alisildi. 60 ml/L, B2 i¢in kok
uzunlugunu kontrole gore yariya diisiren deger oldu ve Sekil 4.4’te grafik ile
gosterildi. B2 i¢in 2XECso degeri ise 120 ml/L olarak belirlendi.
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Sekil 4. 4. B2 deterjani icin kontrole gore kok uzunlugu yiizdesini yariya
diistiren deger (ECso)
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Tablo 4. 1. Deterjanlarin Vicia faba kok buylmesine etkisi

Konsantrasyon Kok uzunlugu Kontrole gore Kontrole gore
Kullanmilan (ml/L) ortalamalari kok uzunlugu kok
deterjan (cm) X+SH* (%) uzunlugundaki
azalis (%)
0 6,82+0,15 100 -
1 5,87+0,19 86,07 13,93
10 4,05+0,12 59,38 40,62
20 3,43+£0,08 50,29 49,71
Al 30 3,28+0,09 48,09 51,91
40 3,12+0,08 45,74 54,26
50 2,75%0,04 40,32 59,68
100 2,39+0,08 35,04 64,96
200 1,75+0,04 25,65 74,35
400 1,35+0,05 19,79 80,21
0 7,54+0,13 100 -
1 6,73+0,09 89,25 10,75
10 4,63+0,09 61,40 38,6
A2 50 3,62+0,08 48,01 51,99
100 3,00+0,08 39,78 60,22
200 2,05+0,08 27,18 72,82
400 1,3940,07 18,43 81,57
0 5,83+0,11 100 -
1 5,14+0,13 88,16 11,84
10 4,42+0,10 75,81 24,19
20 4,08+0,12 69,92 30,08
30 3,78+0,12 64,83 35,17
Bl 40 2,90+0,07 49,74 50,26
50 2,34+0,10 40,13 59,87
100 2,07+0,08 35,50 64,50
200 1,75+0,10 30,01 69,99
400 1,01+0,07 17,32 82,68
0 6,06+0,09 100 -
1 5,39+0,06 88,94 11,06
10 4,91+0,12 81,02 18,98
50 3,58+0,13 59,07 40,93
60 2,98+0,10 49,17 50,83
B2 70 2,57+0,08 42,40 57,60
80 2,27+0,08 37,45 62,55
90 2,15+0,09 35,47 64,53
100 2,10+0,08 34,65 65,35
200 1,81+0,06 29,86 70,14
400 1,2340,05 20,29 79,91

*X+SH A. cepa kok uzunlugu ortalamasi + Standart hata

KOk uzunluklar1 yiizdesinin, artan deterjan konsantrasyonlarinda kontrole gore
giderek diistiigli gozlemlendi. Cevre ve deniz dostu (biyo¢dziiniir) sinifina giren
deterjanlarin ECso degerlerinin standart deterjanlardan daha yiiksek ve kok uzunlugu

uzerindeki olumsuz etkisinin daha diisiik oldugu g6zlemlendi (Tablo 4.1.).
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4.2. Sitolojik Bulgular
4.2.1. Deterjanlarin mitotik indeks iizerine etkileri

Belirlenmis olan konsantrasyonlarin [(Al (20 ml/L, 40 ml/L), A2 (50 ml/L, 100
ml/L), B1 (40 ml/L, 80 ml/L) ve B2 (60 ml/L, 1200 ml/L)] 24, 48 ve 72. saatlerde
kontrol grubu (dH20) ile karsilagtirlmali olarak V. faba kok ucu meristem
hlcrelerindeki mitotik indeks Gzerine etkileri incelendi ve sonuglar Tablo 4.2°de

gosterildi.

Daha once yapilan bir¢ok genotoksisite ¢alismasinda, test edilen c¢evresel
kirleticilerin negatif etkilerini belirlemek ic¢in farkli konsantrasyonlarin yani sira
farkl: siireler (4, 6, 8, 12, 24, 48 ve/veya 72 saat) de degerlendirilmistir (Chandra ve
dig., 2005).

Al deterjan i¢in kontrol gruplarinda 24 saatte %17,06, 48 saatte %18,53 ve 72
saatte %19,29 olan mitotik indeks degerinin, 20 ml/L muamele konsantrasyonu
incelendiginde 24 saatte %13,98” e, 48 saatte ise %11,23° ¢ ve 72 saatte %9,93" ¢
distiigii  goriildi. 40 ml/L muamele konsantrasyonu incelendiginde ise 24

saatte %9,62’ ye, 48 saatte ise %8,31’ e ve 72 saatte %7,18’ e diistiigii goriildii.

A2 deterjani i¢in kontrol gruplarinda 24 saatte %17,20, 48 saatte %17,72 ve 72
saatte %18,35 olan mitotik indeks degerinin, 50 ml/L muamele konsantrasyonu
incelendiginde 24 saatte %15,09’ a, 48 saatte ise %13,43” e ve 72 saatte %14,36’ ya
diistiigli  goriildi. 100 ml/L muamele konsantrasyonu incelendiginde ise 24

saatte %12,23’ e, 48 saatte ise %11,04” e ve 72 saatte %11,01° e diistiigli goriildii.

B1 deterjan: i¢in kontrol gruplarinda 24 saatte %16,30, 48 saatte %16,15 ve 72
saatte %17,23 olan mitotik indeks degerinin, 40 ml/L muamele konsantrasyonu
incelendiginde 24 saatte %12’ ye, 48 saatte ise %11,50” ye ve 72 saatte %11,15” e
diistiigli  goriildii. 80 ml/L muamele konsantrasyonu incelendiginde ise 24

saatte %11,24° e, 48 saatte ise %9,54° e ve 72 saatte %8,30’ a diistiigii gortldii.
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Tablo 4. 2. Deterjanlarin 24, 48 ve 72 saatlik mitotik indeks degerleri

Detejan Suire (Saat)  Konsantasyon (ml/L) Sayilan Bolunen hilce ~ Mitotik indeks (%0)
hiice sayisi sayis1
Al 24 0 5390 920 17,06
20 5470 765 13,98
40 5300 510 9,62
48 0 5125 950 18,53
20 5030 565 11,23
40 5050 420 8,31
72 0 5285 204 19,29
20 5085 505 9,93
40 5500 395 7,18
A2 24 0 5230 900 17,20
50 5365 810 15,09
100 5025 615 12,23
48 0 5275 935 17,72
50 5320 715 13,43
100 5250 580 11,04
72 0 5285 970 18,35
50 5220 750 14,36
100 5175 570 11,01
Bl 24 0 5335 870 16,30
40 5500 660 12,00
80 5290 595 11,24
48 0 5170 835 16,15
40 5300 610 11,50
80 5185 495 9,54
72 0 5020 865 17,23
40 5560 620 11,15
80 5300 440 8,30
B2 24 0 5170 930 17,98
60 5140 825 16,05
120 5350 790 14,76
48 0 5115 975 19,06
60 5200 805 15,48
120 5545 675 12,17
72 0 5040 965 19,14
60 5375 705 13,11
120 5550 585 10,54
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B2 deterjan: i¢in kontrol gruplarinda 24 saatte %17,98, 48 saatte %19,06 ve 72
saatte %19,14 olan mitotik indeks degerinin, 60 ml/L muamele konsantrasyonu
incelendiginde 24 saatte %16,05° e, 48 saatte ise %15,48° e ve 72 saatte %13,11° ¢
distigii gorildi. 120 ml/L muamele konsantrasyonu incelendiginde ise 24

saatte %14,76’ ya, 48 saatte ise %12,17’ ye ve 72 saatte %10,54° e distiigi gorildii.

Genel olarak 72 saatin sonunda mitotik indeks degerinin baslangica gore kontrol
gruplarinda artis gosterirken muamele gruplarinda azalis gosterdigi tespit edildi.
Mitotik indeksin tim deterjanlar igin artan siire ve konsantrasyona bagli olarak diisiis
gosterdigi goriildii. Deniz ve gevre dostu deterjanlarin mitotik indeks degerlerinin

standart deterjanlara gore daha yiiksek seyrettigi gézlemlendi.

Calismamiza benzer olarak Anilofos pestisitinin 25, 50 ve 100 ppm
konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 saatlerdeki mitotik indekste meydana getirdigi
degisimlerin incelendigi bir ¢alismada en ¢ok diisiisiin 100 ppm konsantrasyonunda
72 saatte % 18,78 olarak gorildiigii belirtilmistir. Konsantrasyonlar ve siireler

arttikca mitotik indekte azalma oldugu goriilmiistiir (Ozkara ve dig., 2015).
4.3. Sitotoksikolojik Bulgular
4.3.1. Deterjanlarin kromozom anormalliklerine etkileri

Dort farkli deterjanin farkli konsantrasyonlariyla 72 saat boyunca muamele edilen
Vicia faba kok hiicrelerindeki mitoz boliinmenin farkli evrelerindeki (profaz, metafaz,

anafaz, telofaz) toplam boliinen hiicre sayis1 yiizdeleri incelendi.

Ayrica V. faba kok meristem hiicrelerinde deterjanlarin neden oldugu bazi
anormallikler tespit edildi. Anormalliklerin tespitinde her konsantrasyon igin kontrol,
24h, 48h ve 72h’lik siirelerin sonunda alinan kok ucu 6rneklerinden yayma preparat
yontemi ile 500 hiicre sayilip, bolunme evrelerinde meydana gelen mitotik

anormallikler incelendi.

Al deterjam1 icin kontrol grubunda en fazla yiizdeye Profaz evresinin ardindan
sirastyla Metafaz, Anafaz ve Telofaz evrelerinin sahip oldugu gézlemlendi. 20 ml/L

ve 40 ml/L konsantrasyonunda da kontrole gore anlamli bir farklilik gézlemlenmedi.
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Tiim mitoz evrelerinin kendi i¢indeki ylizdelerinin degisen konsantrasyonlarda
farklilik gosterdigi gozlemlendi. Kontrol grubunda %52,6’larda seyreden Profaz
sathasinin, 20 ml/L  konsantrasyonunda %51,6’ya distigii ve 40 ml/L

konsantrasyonunda ise %52 oraninda seyrettigi gézlemlendi (Sekil 4.5.).

Metafaz sathasinin  kontrol grubunda 9%25,2 olan degerinin 20 ml/L
konsantrasyonunda %24,1’e diistiigli, 40 ml/L konsantrasyonunda %23,6’da kaldig1
gozlemlendi. Anafaz safhasinin kontrol grubunda %14,1 olan degerinin 20 ml/L
konsantrasyonunda %15,2°ye ¢iktigi, 40 ml/L konsantrasyonunda ise %16,8’e
yiikseldigi gozlemlendi. Telofaz sathasinin kontrol grubunda %8 olan degerinin 20
ml/L konsantrasyonunda %9’a c¢iktigr, 40 ml/L konsantrasyonunda ise %7’ye

diistiigii gézlemlendi (Sekil 4.5.).
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Sekil 4. 5. Al deterjaninin farkli konsantrasyonlarinin mitoz boliinmenin
farkli evrelerine etkisi

Deterjanlarin  aynm1  zamanda kontrol gruplarina gore ECso ve 2XECso
konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 saat siiresince kromozom anormallik yiizdesindeki
(% KA) degisimleri inceledi.
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Al deterjani i¢in % KA degerinin kontrol gruplarinda 24 saatte 9%0,4, 48 saatte %1,6
ve 72 saatte %2,8 oldugu goruldi. 20 ml/L konsantrasyonunda 24 saatte %8 olan KA
degerinin 48 saatte %11’e ¢iktig1 ve 72 saatte %14’e ulastig1 gozlemlendi. 40 ml/L
konsantrasyonunda ise degerlerin 24 saatte %?23,2 iken 48 saatte %?26,2’ye

yiikseldigi ve 72 saat sonunda %30,4’¢ ulastigi gozlemlendi (Tablo 4.3.).

Tablo 4. 3. Al deterjaninin zamana bagli kromozom anormalligi yiizdesi

Konsantrasyon (mg/L) Sure (saat) (%) KA+SH*

24 0,4+0,27

0 48 1,6+0,48
72 2,8+0,66
24 840,05

20 48 11+0,07
72 14+0,07
24 23,2+0,06

40 48 26,2+0,07
72 30,4+0,07

*Ug farkli siiredeki kromozom anormallikleri yiizdesi ve standart hata

A2 deterjani i¢in kontrol grubunda en fazla ylizdeye Al deterjaninda da oldugu gibi
Profaz evresinin sahip oldugu gozlemlendi. Ancak siralamada Profaz evresinden
sonra Anafaz, Metafaz ve Telofaz evrelerinin geldigi goriildii. 50 ml/L ve 100 ml/L
konsantrasyonunda da yiizdelik dilimdeki pay dagiliminda kontrole gore anlamli bir
farklilik g6zlemlenmedi (Sekil 4.6.).

Tiim mitoz evre ylizdeleri degisen konsantrasyonlarda farklilik gosterdi. Kontrol
grubunda  %52,8  oraninda  yer alan  Profaz = evresinin,  50ml/L
konsantrasyonunda %50,2 degerine diiserken 100 ml/L konsantrasyonunda yeniden
yiikselerek %53 degerine ulastigi goriildii. Metafaz evresinin kontrol grubundaki
degerinin %18,4 oldugu goriiliirken, 50ml/L konsantrasyonundaki degerinin %19,8
oldugu ve bu degerin 100ml/L konsantrasyonunda ise %17,6’ya geriledigi goriildii.
Kontrol grubunda %19,2 degerinde seyreden Anafaz evresinin, 50ml/L
konsantrasyonunda %20,7’ye ulastigi, 100ml/L konsantrasyonunda ise %21 oldugu
gorildi. Telofaz evresinin  ise kontrol grubunda %9,5 iken, 50ml/L
konsantrasyonunda %9,1 degerine ve 100ml/L konsantrasyonunda ise %8,3 degerine

geriledigi goriildii (Sekil 4.6.).

43



A2
60

50

40

30

20

a8

0 _

PROFAZ METAFAZ ANAFAZ TELOFAZ

m0Oml/L m50ml/L ®100 ml/L

Sekil 4. 6. A2 deterjaninin farkli konsantrasyonlarmin mitoz béliinmenin
farkli evrelerine etkisi

Tablo 4. 4. A2 deterjaninin zamana bagli kromozom anormalligi yiizdesi

Konsantrasyon (mg/L) Siire (saat) (%) KA£SH*

24 0,3+0,05

0 48 1,9£0,06

72 3,3+0,06

24 7,7+0,07

50 48 9,2+0,05

72 8,9+0,54

24 11,8+0,06

100 48 13,740,49

72 14,1+0,07

*Ug farkl siiredeki kromozom anormallikleri yiizdesi ve standart hata

A2 deterjan1 i¢in % KA degerinin kontrol gruplarinda 24 saatte %0,3 iken, 48
saatte %1,9 ve 72 saatte %3,3 oldugu goruldi. 50 ml/L konsantrasyonunda 24
saatte %7,7 olan KA degerinin 48 saatte %9,2’ye ¢iktigi ve 72 saatte %8,9’a
geriledigi gozlemlendi. 100 ml/L konsantrasyonunda ise degerlerin 24 saatte %11,8
iken 48 saatte %13,7’ye yiikseldigi ve 72 saat sonunda %14,1’e ulastig1 gézlemlendi
(Tablo 4.4.).

B1 deterjan1 i¢in kontrol grubunda en fazla yiizdeye yine Profaz evresinin sahip

oldugu gozlemlendi. Profaz evresinden sonra sirasiyla A2 deterjaninda oldugu gibi
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Anafaz, Metafaz ve Telofaz evrelerinin geldigi goriildi. 40 ml/L ve 80 ml/L
konsantrasyonunda da yiizdelik dilimdeki pay dagiliminda kontrole gore anlamli bir

farklilik gézlemlenmedi (Sekil 4.7.).

Diger deterjanlarda oldugu gibi B1 deterjaninda da tiim mitoz evre yiizdeleri degisen
konsantrasyonlarda farklilik gosterdi. Kontrol grubunda %52,5 oraninda paya sahip
olan Profaz evresinin, 40 ml/L konsantrasyonunda %53,4 degerine ylikselirken, 80
ml/L konsantrasyonunda yeniden azalarak %351,2 degerine geriledigi goriildii.
Metafaz evresinin kontrol grubundaki degerinin %17 oldugu gorultrken, 40 ml/L
konsantrasyonundaki degerinin  %19,3 oldugu ve bu degerin 80 ml/L

konsantrasyonunda ise %16,3’e geriledigi goriildii.
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Sekil 4. 7. B1 deterjaninin farkli konsantrasyonlarinin mitoz boliinmenin
farkli evrelerine etkisi

Kontrol grubunda %?20,2 degerinde seyreden Anafaz evresinin, 40 ml/L
konsantrasyonunda %19,6 oldugu, 80 ml/L konsantrasyonunda ise %20,8’e ulastig

goralda.

Telofaz  evresinin  ise  kontrol grubunda %10,2 iken, 40 ml/L
konsantrasyonunda %7,6 degerine diistiigii ve 80 ml/L konsantrasyonunda ise %11,6

degerine yiikseldigi goriildi (Sekil 4.7.).
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B1 deterjan1 i¢in % KA degerinin kontrol gruplarinda 24 saatte 0,2 iken, 48
saatte %1,9 ve 72 saatte %2,5 oldugu goruldid. 40 ml/L konsantrasyonunda 24
saatte %9,6 olan KA degerinin 48 saatte %12,2’ye ciktig1 ve 72 saatte ise daha da
yiikselerek %15,6’ya ulastig1 gézlemlendi. 80 ml/L konsantrasyonunda ise degerlerin
24 saatte %21,1 iken 48 saatte %32,7’ye yiikseldigi ve 72 saat sonunda ise %28,3’¢
geriledigi gozlemlendi (Tablo 4.5.).

Tablo 4. 5. B1 deterjaninin zamana bagli kromozom anormalligi yiizdesi

Konsantrasyon (mg/L) Sure (saat) (%) KA+SH*

24 0,2+0,06

0 48 1,9+0,05
72 2,5+0,07
24 9,6+0,07

40 48 12,2+0,54
72 15,6+0,06
24 21,1+0,07

80 48 32,7+0,05
72 28,3+0,06

*Ug farkli siiredeki kromozom anormallikleri yiizdesi ve standart hata

B2 deterjani i¢in kontrol grubunda en fazla paya sahip mitoz evresi ayni sekilde
Profaz evresi olarak gozlemlendi. Profaz evresinden sonra sirasiyla Al deterjaninda
oldugu gibi Metafaz Anafaz ve Telofaz evrelerinin geldigi goriildii. 60 ml/L
konsantrasyonunda yiizdelik dilimdeki pay dagiliminda kontrole gére anlamli bir
farklilik gézlemlenmezken, 120 ml/L konsantrasyonunda siralama Profaz evresinden

sonra Anafaz, Metafaz ve Telofaz olarak degisti (Sekil 4.8.).

Diger deterjanlarda oldugu gibi tiim mitoz evre yiizdeleri degisen konsantrasyonlarda
farklilik gbsteren B2 deterjaninda kontrol grubunda %53,7 oraninda paya sahip olan
Profaz evresinin, 60 ml/L konsantrasyonunda %52,2 degerine diistiigii, 120 ml/L
konsantrasyonunda %52,8’e ulastig1 goriildii. Metafaz evresinin kontrol grubundaki
degerinin %21 oldugu goriiliirken, 60 ml/L konsantrasyonundaki degerinin %20,6
oldugu ve bu degerin 120 ml/L konsantrasyonunda ise %19,9’a geriledigi goriildii.
Kontrol grubunda %18,4 degerinde seyreden Anafaz evresinin, 60 ml/L
konsantrasyonunda %19,7 oldugu, 120 ml/L konsantrasyonunda ise %20’ye ulastig1
gorildi. Telofaz evresinin ise kontrol grubunda %6,8 iken, 60 ml/L
konsantrasyonunda %7,3 degerine yiikseldigi ve 120 ml/L konsantrasyonunda

ise %7,2 degerinde oldugu goriildii (Sekil 4.8.).
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Sekil 4. 8. B2 deterjaninin farkli konsantrasyonlarinin mitoz bélinmenin
farkli evrelerine etkisi

Tablo 4. 6. B2 deterjaninin zamana bagli kromozom anormalligi yiizdesi

Konsantrasyon (mg/L) Sire (saat) (%) KA+SH*

24 0,1+0,07

0 48 1,440,05

72 2,2+0,06

24 6,6+0,06

60 48 8,310,05

72 9,9+0,06

24 10,8+0,05
120 48 12,7+0,07
72 16,5+0,07

*Ug farkh siiredeki kromozom anormallikleri yiizdesi ve standart hata

B2 deterjan1 igin % KA degerinin kontrol gruplarinda 24 saatte %0,1 iken, 48
saatte %1,4 ve 72 saatte %2,2 oldugu gortldi. 60 ml/L konsantrasyonunda 24
saatte %6,6 olan KA degerinin 48 saatte %8,3’e ciktig1 ve 72 saatte ise daha da
yiikselerek %9,9’a ulastig1 gozlemlendi.

120 ml/L konsantrasyonunda ise degerlerin 24 saatte %10,8 iken 48 saatte %12,7’ye
yiikseldigi ve 72 saat sonunda ise yiikselmeye devam ederek %16,5’e ulastig

gozlemlendi (Tablo 4.6.).

Tiim deterjanlarla yapilan muamelelerde tiim siire ve konsantrasyonlar dahilinde en

sik rastlanan kromozom anormallikleri Sekil 4.9.’da gosterildi.
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Sekil 4. 9. V. faba kok hucrelerinde meydana gelen kromozom anormallikleri a)
Anafazda kalgin kromozom ve metafazda kromozom yapigmasit b) Anafazda
kalgin kromozom c) Telofazda kalgin kromozom d) Duzensiz anafaz e) Anafazda
koprii olusumu ve kalgin kromozom f) Metafazda kromozom sigmesi g)
Mikroniikleus h) Diizensiz metafaz, anafazda kalgin kromozom ve anafazda
kromozom yapismasi i) Telofazda koprii olusumu ve kalgin kromozom j)
Anafazda kutup kaymasi ve koprii olusumu k) C-mitoz 1) Metafazda kalgin
kromozom m) Diizensiz profaz n) Diizensiz metafaz o) Anafazda kalgin
kromozom p) C-mitoz q) Metafazda kutup kaymasi r) Anafazda kutup kaymasi ve
diizensiz anafaz s) C-mitoz ve kromozom uglarinda yapisma t) Anafazda kopri
olusumu u) Anafazda kalgin kromozom v) C-mitoz, diizensiz profaz y) Telofazda
kutup kaymasi z) Telofazda koprii olusumu ve kalgin kromozom
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4.4. DNA Hasarmin Comet Testi ile Belirlenmesi

Deterjanlarin  neden oldugu genetik hasarin tespitinde alkali tek hicre jel
elektroforezi (SCGE) yontemi kullanildi.

A1l deterjaninda, kontrol gruplarinda Tip 0 ve Tip 1 olarak adlandirilan az DNA
hasarli ¢ekirdekler gézlendi. 20ml/L konsantrasyonunda 24 ve 48 saat suresinde daha
cok Tip 1 ve Tip 2 dereceli DNA hasarlar1 gézlenirken, 72 saatlik siirenin ardindan
Tip 3 dereceli DNA hasarmin Tip 2’ye oranla daha fazla olustugu gézlemlendi.
40ml/L konsantrasyonunda 24 saat siiresinde Tip 2 dereceli DNA hasarlar
cogunlukta gorilirken, 48 saat suresinde Tip 2 ve Tip 3 dereceli hasarlar goruldu. 72

saat siiresinde ise Tip 3 ve Tip 4 dereceli hasarlar ¢cogunluk olarak gbzlemlendi.

A2 deterjaninda, kontrol gruplarinda Tip O dereceli ¢ekirdekler goriildii. 50ml/L
konsantrasyonunda 24 saatlik siirede Tip 0 ve Tip 1 dereceli DNA hasarlar1 saptandi.
48 saatlik siire sonunda Tip 1 ve Tip 2 dereceli DNA hasarlar1 bulunurken 72 saatlik
siire tamamlandiginda ise Tip 2 daha ¢ogunlukta olmak iizere Tip 3 dereceli DNA
hasarlarina da rastlandi. 100ml/L konsantrasyonunda 24 saat siiresinde Tip 0 ve Tip 1
dereceli DNA hasarlar tespit edildi. 48 saat siiresinde Tip 2 dereceli DNA hasarlari
sikga gozlenirken, 72 saatlik stre bitiminde Tip 2 ve Tip 3 derecesindeki DNA

hasarlarina sahip ¢ekirdekler gozlemlendi.

B1 deterjaninda, kontrol gruplarinda Tip 0 ve Tip 1 olarak adlandirilan az DNA
hasarli ¢ekirdeklerin varligr goézlemlendi. 40ml/L Kkonsantrasyonunda 24 saat
stiresinde Tip 1 ve Tip 2 dereceli DNA hasarlari gézlenirken, 48 saat siiresinde Tip 2
dereceli DNA hasarma sahip ¢ekirdekler gézlemlendi. 72 ssatlik stire sonunda ise
Tip 3 dereceli DNA hasar1 goriildii. 80ml/L konsantrasyonunda 24 saat suresinde Tip
2 dereceli DNA hasar1 bulunurken 48 saat stresinde Tip 2 ve Tip 3 dereceli hasarlar
bulundu. 72 saat sonunda ise Tip 3 daha fazla olmak tzere Tip 4 dereceli DNA

hasarina sahip ¢ekirdekler de gézlemlendi.
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Sekil 4. 10. Comet testinde hasar derecelerine gore ¢ekirdeklerin siniflandirilmasi
a) Tip 0: Hasarsiz, b) Tip 1: kuyruk<0,5 c) Tip 2: kuyruk>0,5 veya kuyruk basa
esit, d) Tip 3: kuyruk bag capindan biiyiik, e) Tip 4: kuyruk basin neredeyse 3 kat1

B2 kontrol gruplarinda Tip O dereceli ¢ekirdekler goruldi. 60ml/L
konsantrasyonunda 24 saatlik siirede Tip 0 ve Tip 1 dereceli DNA hasarlar
belirlendi. 48 saat siiresinde Tip 2 dereceli DNA hasarlar1 gozlemlenirken 72 saat
tamamlandiginda DNA  hasar derecesi Tip 3 olarak degisti. 120ml/L
konsantrasyonunda 24 saat siiresinde Tip 1 ve Tip 2 dereceli DNA hasarlari
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gOzlenirken, 48 saat siiresinde Tip 2 dereceli DNA hasarlar1 gézlemlendi. 72 saat

sonunda ise Tip 3 dereceli DNA hasarlar1 belirlendi.

Konsantrasyon ve siire ile dogru orantili olarak DNA hasar derecelerinin arttig1 ve
cevreye duyarli deterjanlardaki DNA hasar derecesinin standart deterjanlara gore

daha diisiik seviyede seyrettigi goriildii.

26 adet ¢amasir deterjan1 ve 5 adet yumusaticinin Daphnia magna tzerindeki toksik
etkilerinin incelendigi bir c¢alismada, c¢alismamiza benzer olarak deterjan

konsantrasyonu ile genotoksik etkinin korelasyon gdsterdigi belirtilmistir (Pettersson

ve dig., 2000).

Tath ve tuzlu su karidesleri (Desmoscaris trispinosa ve Palaemonetes africanus)
Uzerinde yiiksek anyonik siirfaktan igeren deterjanlarin genotoksisitesinin incelendigi
bir ¢alismada, kontrol grubuna kiyasla artan deterjan konsantrasyonlarinin 6lim

oranini arttirdigi gosterilmistir (Ezemonye ve dig., 2009).

Deterjanlarin farkli konsantrasyonlarinin DNA ylizdesine (kuyruk DNA %) etkileri

de incelendi.

Al deterjani icin kuyruk DNA yiizdeleri Tablo 4.7 ve Sekil 4.11°de gosterildigi
uzere kontrol grubunda 24 saatte %2,25 olan kuyruk DNA, 48 saatte %3,6 ve 72
saatte %4,2 olarak degisti. 20ml/L konsantrasyonunda 24 saatte %22,4 olan deger 48
saatte %43,6’ya yiikselirken 72 saatin sonunda %51,8’¢ ulasti. 40ml/L
konsantrasyonunda 24 saatte %40,3 olarak bulunan kuyruk DNA hasari, 48
saatte %52,3 ve 72 saatte %66,7’ye ulasti.

Tablo 4. 7. A1 deterjaninin V. faba tzerindeki kuyruk DNA yiizdesi

Konsantrasyon/Sire 24 saat 48 saat 72 saat
0 ml/L 2,25 3,6 4,2
20 ml/L 22,4 43,6 51,8
40 ml/L 40,3 52,3 66,7
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Sekil 4. 11. A1 deterjaninin V. faba tzerindeki kuyruk DNA yiizdesi

A2 deterjani i¢in kuyruk DNA vyiizdeleri Tablo 4.8. ve Sekil 4.12.’de gosterildigi
tizere kontrol grubunda 24 saatte %0,7 olarak goriilen kuyruk DNA, 48 saatte %0,9’a
ve 72 saatte %1,5 degerine ulasti. 50ml/L konsantrasyonunda 24 saatte %17,2 olan
deger 48 saatte %22,9’a yiikselirken 72 saat tamamlandiginda kuyruk DNA
degeri %37,8 olarak belirlendi. 100ml/L konsantrasyonunda 24 saatte %29,4 olan
degerin, 48 saatte %38,1 ve 72 saatte %49,2’ye ulastig1 gdzlemlendi.

Tablo 4. 8. A2 deterjaninin V. faba tUzerindeki kuyruk DNA yiizdesi

Konsantrasyon/Sture 24 saat 48 saat 72 saat
0 ml/L 0,9 0,7 1,5
50 ml/L 17,2 22,9 37,8
100 ml/L 29,4 38,1 49,8
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Sekil 4. 12. A2 deterjaninin V. faba izerindeki kuyruk DNA yiizdesi

B1 deterjani i¢in kuyruk DNA ytizdeleri Tablo 4.9. ve Sekil 4.13’te gosterildigi lizere
kontrol grubunda 24 saatte %1,8 olan kuyruk DNA, 48 saatte %2,3’e ve 72
saatte %2,6’ya ulasti. 40ml/L konsantrasyonunda 24 saatte %26,4 olan deger 48
saatte %40,7 degerine ulasirken 72 saat tamamlandiginda kuyruk DNA degeri %50,5
olarak belirlendi. 80ml/L konsantrasyonunda 24 saatte %42,6 olan degerin, 48
saatte %62,8 ve 72 saatte %66,1 e ulagtig1 gdzlemlendi.

Tablo 4. 9. B1 deterjaninin V. faba tzerindeki kuyruk DNA yiizdesi

Konsantrasyon/Sure 24 saat 48 saat 72 saat
0 ml/L 1,8 2,3 2,6
40 ml/L 26,4 40,7 50,5
80 ml/L 42,6 62,8 66,1
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Sekil 4. 13. B1 deterjaninin V. faba tzerindeki kuyruk DNA yuzdesi

B2 deterjani i¢in kuyruk DNA yiizdeleri Sekil 4.14. ve Tablo 4.10.’da gésterildigi
lizere kontrol grubunda 24 saatte %0,65 olan kuyruk DNA degeri, 48 saatte %0,8’¢e
ve 72 saatte %1,27’ye ulasti. 60 ml/L konsantrasyonunda 24 saatte %18,5 olan deger
48 saatte %25,9 degerine ulasirken 72 saat tamamlandiginda kuyruk DNA
degeri %42,4 olarak belirlendi. 120 ml/L konsantrasyonunda 24 saatte %32,6 olan
degerin, 48 saatte %46,4 ve 72 saatte %50,8’¢ ulastig1 gdzlemlendi.

Tablo 4. 10. B2 deterjaninin V. faba tizerindeki kuyruk DNA yiizdesi

Konsantrasyon/Sure 24 saat 48 saat 72 saat
0 ml/L 0,65 0,8 1,27
60 ml/L 18,5 25,9 42,4
120 ml/L 32,6 46,4 50,8
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Sekil 4. 14. B2 deterjaninin V. faba tzerindeki kuyruk DNA yuzdesi

V. faba iizerinde tiim deterjanlar i¢in konsantrasyon ve siire ile dogru orantili olarak
artan kuyruk DNA yiizdesi degerleri belirlenmesinin yani sira Olive kuyruk momenti
degerleri de hesaplandi.

Tiim deterjanlarin degisen konsantrasyonlarinda OTM degeri tizerindeki etkilerinin,
Al deterjani igin Tablo 4.11. ve Sekil 4.15., A2 deterjani igin Tablo 4.12. ve Sekil
4.16., Bl deterjani i¢in Tablo 4.13. ve Sekil 4.17. ve B2 deterjani i¢in Tablo 4.14. ve
Sekil 4.18. ile gosterildigi lizere artan siire ve konsantrasyonlarla dogru orantili bir

sekilde artan yonde ilerledigi gozlemlendi.

Tablo 4. 11. A1 deterjaninin V. faba Gzerindeki etkilerinin OTM ile incelenmesi

Konsantrasyon/Sure 24 saat 48 saat 72 saat
0 ml/L 0,75 1,2 1,4
20 ml/L 7,5 16 17,2
40 ml/L 14,7 17,5 22,2
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Sekil 4. 15. A1 deterjaninin V. faba tUzerindeki etkilerinin OTM ile incelenmesi

A1 deterjani i¢in kontrol grubunda 24 saatte 0,75 pm olan OTM degeri, 48 saatte 1,2
MM ve 72 saatte 1,2 pum degerine ulasti. OTM degeri 20 ml/L konsantrasyonunda ise
24 saatte 7,5 um, 48 saatte 16 um ve 72 saat sonunda 17,2 pm olarak belirlendi. 40
ml/L konsantrasyonunda ise 14,7 um ile baglayan OTM degeri 48 saatte 17,5 um’ye
yukseldi ve 72 saatlik siire tamamlandiginda 22,2 pm’ye ulasti.

A2 deterjant igin hesaplanan OTM degeri kontrol grubunda 24 saatte 0,2 um olarak
bulunurken, bu deger 48 saatte 0,3 um ve 72 saatte 0,57 um olarak degisti. 50 ml/L
konsantrasyonunda 24 saatte 6 um olarak bulunan OTM degeri 48 saatte 8,6 pum ve
72 saatte 12,6 pum olarak belirlendi. 100 ml/L konsantrasyonunda 24 saatte 10,8 pum
olan OTM degeri, 48 saatte 12,7 pm’ye ve 72 saatin sonunda 16,6 um’ye yiikseldi.

Tablo 4. 12. A2 deterjaninin V. faba Gzerindeki etkilerinin OTM ile incelenmesi

Konsantrasyon/Sure 24 saat 48 saat 72 saat
0 ml/L 0,2 0,3 0,57
50 ml/L 6 8,6 12,6
100 ml/L 10,8 12,7 16,6
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Sekil 4. 16. A2 deterjaninin V. faba UGzerindeki etkilerinin OTM ile incelenmesi

B1 deterjani i¢in kontrol grubunda 24 saatte 0,63 um olan OTM degeri, 48 saatte 0,8
um ve 72 saatte 0,9 um degerine ulagti. OTM degeri 40 ml/L konsantrasyonunda ise
24 saatte 8,8 um, 48 saatte 14,3 um ve 72 saat sonunda 17 pm olarak belirlendi. 80
ml/L konsantrasyonunda ise 15,2 um ile baglayan OTM degeri 48 saatte 20,9 um’ye
yiikseldi ve 72 saatlik siire tamamlandiginda 22,3 pm’ye ulast1.

Tablo 4. 13. B1 deterjaninin V. faba tizerindeki etkilerinin OTM ile incelenmesi

Konsantrasyon/Sure 24 saat 48 saat 72 saat
0 ml/L 0,63 0,8 0,9
40 ml/L 8,8 14,3 17
80 ml/L 15,2 20,9 22,3
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Sekil 4. 17. B1 deterjaninin V. faba Gzerindeki etkilerinin OTM ile incelenmesi

B2 deterjani igin hesaplanan OTM degeri kontrol grubunda 24 saatte 0,21 pum olarak
bulunurken, bu deger 48 saatte 0,26 um ve 72 saatte 0,6 um olarak degisti. 60 ml/L
konsantrasyonunda 24 saatte 7,17 pum olarak bulunan OTM degeri 48 saatte 8,7 um
ve 72 saatte 14,1 um olarak belirlendi. 120 ml/L konsantrasyonunda 24 saatte 11,3
um olan OTM degeri, 48 saatte 15,4 um’ye ve 72 saatin sonunda 17 pum’ye yiikseldi.

Tablo 4. 14. B2 deterjaninin V. faba izerindeki etkilerinin OTM ile incelenmesi

Konsantrasyon/Siire 24 saat 48 saat 72 saat
0 ml/L 0,21 0,26 0,6
60 ml/L 7,17 8,7 141
120 ml/L 11,3 15,4 17
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Sekil 4. 18. B2 deterjaninin V. faba tzerindeki etkilerinin OTM ile incelenmesi

Tiim deterjanlarin degisen tiim konsantrasyonlarindaki OTM degerleri artan siire ve

artan konsantrasyonlara bagli olarak anlamli bir artis gosterdi.

Calismamiza benzer olarak komiir kiiliiniin %5-100 konsantrasyonlar1 ile muamele
edilen sogan kok uglarindaki genetik hasarin belirlenmesi iizerine yapilan bir
calismada DNA kuyruk yiizdesi, Olive kuyruk momenti parametreleri ile calisilmigtir
(Chakraborty ve dig., 2009).

Olive kuyruk momenti (OTM) ve kuyruk DNA yizdesi, genotoksik etkiye sahip
kimyasal maddelerin konsantrasyonlar: ile iyi korelasyon gosterir ve comet assay

degerlendirmelerinde guiven veren parametrelerdir (Kumaravel ve dig., 2009).
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SONUCLAR VE ONERILER

Yiizlerce kimyasal hayatlarimizi kolaylastirmak i¢in tiretilmeye devam ediyor.
Yasam standardimizi yiikseltme konusunda her ne kadar yararli olsalar da bu
kimyasallarin olumsuz etkilerini canlilar {izerinde arastirma yapmadan bilemeyiz.
Bitki biyotestleri gevresel kirletici maddelerin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin
belirlenmesinde, kromozom hasar1 ve gen mutasyonlarinin ortaya konmasinda
onemli bir yere sahiptir. Bu calismalar diinyanin ¢esitli bdlgelerindeki cgevresel
kosullar hakkinda veri tabani olusturmaya katki saglayabilmektedir. Biyotestlerin
ortaya koydugu basit ve net sonuclar ayni zamanda ¢evre kirliliginin genotoksik
etkileri hakkinda halki bilinglendirme egitimlerinde de kullanilabilir niteliktedir
(Aksoy, 2017).

Bu calisma kapsaminda ikisi standart ikisi ¢evre ve denize duyarli olmak iizere
secilen dort farkli deterjanin V. faba bitkisi Uzerindeki etkileri incelendi.
Deterjanlarla muamele edilen V. faba tohumlar1 biiyimeye birakildi ve kok
inhibisyon testi ile yedi glin sonunda kontrol grubuna gore kok uzunlugunu yariya
indiren degerler (ECso) her bir deterjan igin ayr1 ayri belirlendi. Genel bakista
standart deterjanlarda ECso degerinin daha diisiik oldugu belirlendi. Diger bir deyisle
standart deterjanlarin ¢evre ve denize duyarli deterjanlara gore daha diisiik

konsantrasyonlarda kok uzunlugunu yariya indirebildigi tespit edildi.

En diisik ECso degeri 20ml/L ile Al deterjaninda saptandi. Bu durumda V. faba
bitkisinde mitotik kok hiicrelerine en ¢ok zarar1t Al deterjaninin verdigi belirlendi.
En yiiksek ECso degeri ise 60ml/L ile B2 deterjaninda belirlendi. Dolayisiyla V. faba
bitkisinde mitotik kok hiicrelerine en az zarar1 B2 deterjanininn verdigi tespit edildi.
Neticede standart deterjanlarin icerdigi kimyasal maddelerin V. faba bitkisinde kok
biiylimesi iizerine, ¢cevre ve denize duyarl deterjanlarin igeridigi kimyasal maddelere

kiyasla daha olumsuz etkilerinin oldugu sonucuna varildu.
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Mitotik indeks testi ile dort farkli deterjanin V. faba kok ucu mitotik hicrelerinin
bolunme kapasiteleri zerindeki etkileri incelendi. Mitotik indeks testi uygulanarak
ulasilan sonuglarda tiim deterjanlarda artan siire ve konsantrasyonlar ile birlikte

mitoik indeks yiizdesinin azaldig belirlendi.

Mitotik indeks degerindeki azalma, kimyasal maddelerin mitodepresif etkileri
neticesinde normal hicre dongisunde hatalara sebep olup hicre bollinmesini

sinirlandirmasi ile agiklanabilir (Ozkara ve dig., 2015).

Al deterjan1 kontrole gore %10,9 azalma ile mitotik indeks yiizdesini en fazla
diisiiren deterjan olurken B2 deterjani kontrole gore %2,4 azalma ile mitotik indeksi
en az diisiiren deterjan oldu. Genel anlamda mitotik indeks ylizde degerinin kontrol
gruplarina gore ¢evre ve denize duyarli deterjanlarda daha az diistiigii belirlendi.
Standart deterjanlarin hiicre boliinmesi lizerindeki olumsuz etkilerinin ¢evre ve

denize duyarli deterjanlara gore daha fazla oldugu sonucuna varildi.

Kromozom anormalligi testi ile deterjanlarla muamele edilen Vicia faba tohumlariin
verdigi koklerden alinan ornekler incelendi. Deterjanlarin kék ucu mitotik
hiicrelerinde neden oldugu kromozom anormallikleri belirlendi. Kromozom
anormallikleri DNA ¢ift zincirinde kiriklarin onarillamamasi1 veya onariminin iyi

derecede yapilamamasi neticesinde olusmaktadir (Maluszynska ve Juchimiuk, 2005).

Calismamizda artan konsantrasyon ve siireye bagli olarak tiim deterjanlarda
kromozom anormallik olusum oraninin belirgin sekilde arttig1 tespit edildi. En sik
rastlanan anormalliklerin kutup kaymasi, tabla kaymasi, diizensiz profaz, diizensiz

metafaz, kalgin kromozom ve koprii olusumu oldugu belirlendi.

Hiicre cekirdegindeki bu tip hasarlar1 onleyebilmek i¢in ¢ok ¢esitli DNA tamir
mekanizmalar1 mevcuttur. Bu tamir mekanizmalar etkisiz kaldiginda ya da ¢ok agir
DNA hasar1 meydana geldiginde replikasyon, transkripsiyon ve protein sentesi
inhibisyonu gorulebilir. Bununla birlikte uzun vadede kromozom anormallikleri ve

mutasyonlar gorilebilir (Aksoy, 2017).
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Uygulama yapilan dort farkli deterjan arasinda 72 saatlik siire sonunda en yiiksek
kromozom anormalligi %30,4 ile Al deterjaninda gdzlemlenirken, en diisiik
kromozom anormalligi yiizdesi %14,1 degeri ile A2 deterjaninda gozlemlendi. Genel
anlamda standart deterjanlarda ¢evre ve denize duyarli deterjanlara gére daha fazla

oranda kromozom anormalligine rastlandu.

Comet assay testi ile deterjanlarin genotoksik etkileri sonucu DNA (zerinde
olusturdugu hasarlar incelendi. Hasarlar derecelerine gore Tip 0, Tip 1, Tip 2, Tip 3
ve Tip 4 olmak iizere bes grupta siniflandirildi. Standart deterjanlarda en yiiksek
konsantrasyon ve siirelerde Tip 4 DNA hasarina yaygin olarak rastlanirken, ¢evre ve
denize duyarli deterjanlarda en yliksek konsantrasyon ve siirelerde DNA hasarlarinin

maksimum Tip 3 seviyesine ulastig1 goriildii.

Al ve Bl deterjanlarinda comet kuyrugunun bas kisminin neredeyse li¢ katina
ulastigit DNA hasarlar1 dikkat ¢eken oranlarda gorulurken cevre ve deniz dostu A2 ve
B2 deterjanlarinda kuyrugun bas kismindan en fazla iki kat biiyiikliiglinde DNA
hasarlar1 goriildii. Sonug olarak standart deterjanlarin igerisindeki kimyasallarin V.
faba DNA’s1 ilizerinde g¢evre ve denize duyarli deterjanlara gére ¢ok daha ileri

boyutta hasara yol actig belirlendi.

Tek hiicre jel elektroforezi testi sonucu boyanip floresan mikroskopu ile saptanan
comet hiicrelerinin kuyrugundaki mevcut DNA yiizdesi Kameram adli bilgisayar

programu ile dl¢tildii.

Standart deterjanlardan biri olan Al deterjam1 en yiiksek konsantrasyon ve
siirede %66,7 degeri ile en yogun kuyruk DNA yiizdesine ulastiran deterjan olurken,
cevre ve deniz dostu deterjanlardan biri olan A2 deterjan1 yine en yiiksek
konsantrasyon ve surede %49,8 degeri ile en diisik yogunlukta kuyruk DNA

yiizdesine ulagtiran deterjan oldu.

Sonug olarak artan konsantrasyon ve sirelerde kuyruk DNA yiizdesinin standart
deterjanlarda ¢evre ve denize duyarli deterjanlara oranla daha yiiksek oldugu
belirlendi. Standart deterjanlar daha fazla genetik hasara neden oldugu icin daha

yogun DNA igeren kuyruklar olusturdu.
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Deterjanlarla muamale edilen V. faba biktisinde meydana gelen DNA hasarlarinin
tespitinde gegerli bir diger parametre olan Olive kuyruk momenti (OTM) degerleri de
incelendi. Kuyruk DNA yiizdesinde oldugu gibi Olive kuyruk momenti degerleri de

artan konsantrasyon ve siire bazinda paralel ilerleyis gosterdi.

Yapilan bir ¢calismada muamele konsantrasyonu arttikca OTM verilerinde de artis

oldugu goriilmiistiir (Chakraborty ve dig., 2009).

Calismamizda standart dejerlanlar grubunda yer alan Bl deterjam1 22,3pu ile en
yiiksek Olive kuyruk momenti degerine sahip olurken, ¢evre ve denize duyarl
deterjanlar grubunda yer alan A2 deterjan1 16,6 ile en diigiik Olive kuyruk momenti
degerine sahip deterjan oldu. Sonug¢ olarak c¢evre ve denize duyarli deterjanlarin
Olive kuyruk momenti degerinin standart deterjanlara gore daha diisiik kaldig

belirlendi.

Calismada elde edilen biitiin sonuglar genel olarak degerlendirildiginde ¢evre ve
deniz dostu deterjanlarin standart deterjanlara kiyasla canlilar iizerinde belirgin
Olglide daha az genotoksik etki olusturdugu goézlemlendi. Bunun nedeni olarak
calismada kullanmak iizere se¢tigimiz deniz ve ¢evre dostu deterjanlarin iiretiminde
standart deterjanlara gore daha diisiik oranda anyonik madde ve noniyonik madde
kullanilmis olmas1 gosterilebilir. Ayrica igerigindeki kimyasal madde oranim
diistirmek adina tiretimde Hindistan cevizi, palmiye, bugday ve patatesten elde edilen
hammaddelerin kullanilmasi da canlilar tizerinde daha az genotoksik hasar

yaratmalar1 konusunda destekleyici unsur olmustur.

Calismada elde edilen sonuglar canlilara besin zinciri yolu ile ulasan deterjan
atiklarmin DNA {izerinde ciddi anlamda hasar olusturdugunun bir gostergesi
olmustur. Tim bu bulgular 1518inda deterjan iiretimi ve kullanimi asamasinda

alinmasi gereken ciddi 6nlemler oldugu apagik goriilmektedir.

Deterjanlarin besin zincirine karisarak canlilarin yasami, gelisimi ve genetigi
tizerinde olumsuz etkileri olmasi1 nedeniyle iiretiminde daha hassas davranilmali,
dogada parcalanabilir nitelikte olan uygun ham maddeler segilmelidir.
Biodegredasyonu diisiik maddeler igeren deterjanlar parcalanmadan uzun stre

dogada kalabilen ve bizlere en fazla zarar1 veren deterjan gruplaridir.
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Gerektiginden fazla miktarda deterjan kullanimi nedeniyle yeterince durulanamayan
deterjanlarin, bulasiklarda ve camasirlarda kalan kalintilarinin direkt olarak insanlara
gecmesi Onemli saglik sorunlarini tetikleyen baslica sebepler arasinda yer almaktadir.
Sadece hos koku veya yumusaklik sagladigi i¢in temizligin haricinde ek olarak
kullanilan deterjanlarin tiiketiminde de daha duyarli olunmalidir. Cevreye birakilacak
olan atik deterjan miktar1 ¢ok da gerekli olmayan bu gibi sebeplerle arttirilmamalidir.
Tuketimde bilincli davranabilmek ve cevreyi koruma bilincine sahip olmak gelecek

nesillere daha temiz bir ¢evre birakabilmemiz i¢in son derece dnemlidir.

Tiiketicilerin kendince alabilecegi 6nlemlerin yaninda iireticilerin de dikkate almasi
gereken noktalar mevcuttur. Uriinlerin satisa sunulmadan once iiretiminin her
asamasinda konusunda uzman ekiplerce gerekli testlere tabi tutulmalidir.
Deterjanlarin canlilara ve ¢evreye verdigi zararlarin belirlendigi ve bu zararlarin
azaltilmasina yonelik yapilan ¢alismalar iiretimde baz alinarak gerekli ham madde
secimleri yapilmalidir. Ozellikle deterjanlarda fazlaca kullanilan fosfat miktari
sinirlandirilmali  ve sulara karisan miktarlar ise fosfat aritma tesislerinde
giderilmelidir. Daha saglikli aritma yapabilmek adina aritma tesislerinin kapasiteleri
arttirtlmalidir. Dogayr korumaya yonelik onlemler almadan yapilacak her tiirli
sanayilesmenin oniine gecilmelidir. Igme ve kullanma sularit mutlaka periyodik
kontrollerden gecmelidir. Su kalitesi parametreleri yetkili kurumlarca diizenli olarak

denetlenmelidir.

Bu calisma evsel ve endiistriyel deterjan atiklarinin duyarsizca ve bilingsizce dogaya
birakilmasinin oniine gegebilmek adina konuya dikkat ¢ekmis ve ileride yapilacak
calismalara rnek olmustur. Kocaeli Universitesi Biyoloji ABD’de hazirlanan bu tez
caligmas1 ile deterjanlarin genotoksik etkileri ortaya konmaya c¢alisilarak ilgili

literatiire de katkilar sunulmustur.
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