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OZET

Gidalara eklenen katki maddeleri koruma, tatlandirma, renklendirme icin kullanilan
en eski teknolojilerden biridir. Bu ¢alisma, Sunset Yellow (SY) ve Brilliant Blue
(BB) gida katki maddelerinin Allium cepa kok meristematik hiicreleri {izerindeki
toksisitesini degerlendirmek i¢in yapilmistir. Kontrol ve wuygulama gruplar
¢imlendirilmis koklerden olusturulmustur. 1. gruba (kontrol grubu) herhangi bir
kimyasal madde verilmemistir. 2. gruba ise (SY veya BB-uygulama grubu), 24, 48
ve 72 saat zaman periyodlari i¢in artan dozlarda SY (25, 50, 100 ve 500 ppm) ve
BB (100, 200, 400 ve 500 ppm) verilmistir. Farkli uygulama siirelerinden sonra
tim gruplardan elde edilen koklerde, ECsy konsantrasyonlari, hiicre Oliimii,
kromozom aberasyonlari ve mitotik indeks 151k mikroskobu ile incelenmistir.
Koklerin antioksidan kapasitelerindeki degisimler FRAP ve TEAC testi ile
belirlenmistir. DNA hasar1 ayrica Comet Yontemi ve RAPD-PCR teknigi ile de
Olciilmistiir. SY ve BB i¢in ECsy degeri yaklagik olarak sirasiyla 50 ve 200 ppm
olarak belirlenmistir. Kromozom bozulmalar1 her iki grupta da; kromozom
kopriisii, C-mitoz, mikroniikleus, kromozom yanlis ayrilmast gibi artan
konsantrasyonlarda ve daha uzun uygulama siirelerinde elde edilmistir. SY ve
BB'nin artan doz uygulamalari, 72 saatlik siirecte mitotik indeks degerlerinin
azalmasmna neden olmustur. FRAP ve TEAC testi, artan SY ve BB

konsantrasyonlarinin koklerin antioksidan kapasitesini azalttifin1  gostermistir.



Kuyruk DNA yiizdesi ve kuyruk uzunlugu, kontrol grubuna kiyasla tiim maruz
kalma siirelerinde belirgin bir Ol¢lide artmistir. SY ve BB’nin 50 ve 200 ppm
dozlarinin 72 saatlik uygulamalarinda genetik materyal iizerinde genotoksik etkiye
neden oldugu RAPD-PCR yontemiyle belirlenmistir. SY ve BB dozlarinin
arttirilmasi, A. cepa'nin calisilan tiim parametrelerinde toksisitenin artmasi ile
sonuglanmistir. Sonug olarak, bu ¢alismada SY ve BB’nin sitotoksik ve mutajenik
potansiyeli test edilmis olup, SY’nin A. cepa kok meristematik hiicrelerindeki

kullaniminin BB'den daha zararli oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: BB, DNA hasari, RAPD-PCR, Genotoksisite, Allium test
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ABSTRACT

Substances added to food are the oldest technologies used in preservation,
sweetening and coloring. This work was conducted to evaluate the toxicity of the
food additives Sunset Yellow (SY) and Brilliant Blue (BB) on Allium cepa root
meristematic cells. Control and treatment groups were created from germinated
roots. Group 1 (control group) did not give any chemicals. Group 2 (SY or BB-
treatment group), received increasing doses of SY (25, 50, 100 and 500 ppm) and
BB (100, 200, 400 and 500 ppm) with time periods of 24, 48 and 72 h. After
different treatment periods, the roots were obtained from all groups and
ECso concentrations, cell death, chromosome aberrations, mitotic index were
observed by a light microscopy. Changing antioxidant capacity of roots was
determined by FRAP and TEAC assay. Also, DNA damage was measured by
comet assay and RAPD-PCR technique. Approximately 50 and 200 ppm were
detected as ECs value for SY and BB, respectively. Chromosome aberrations were
obtained with increasing concentrations and longer treatment times such as
chromosome bridge, C-mitosis, micronucleus, chromosome mis-segregation in
both groups. Increasing exposure doses of SY and BB caused decreasing mitotic
index values at 72 h. FRAP and TEAC assay showed that antioxidant capacity of
roots was decreased by increasing concentrations of SY and BB. The tail DNA%

and tail length significantly increased for all exposure times when compared to the

Vi



control group. 50 and 200 ppm of SY and BB caused a genotoxic effect on genetic
material at 72 h according to RAPD-PCR. Increasing the doses of SY and BB
resulted in increased toxicity to all studied parameters of A. cepa. In conclusion,
the SY and BB tested in this study have cytotoxic and mutagenic potential.
Furthermore, SY is more harmful than BB for use in the A. cepa root meristematic

cells.

Key words: BB, DNA damage, RAPD-PCR, Genotoxicty, Allium test
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1. GIRIS

Cevresel faktorlerin, insan sagligina Onemli Olclide etkisi oldugu bilinmektedir.
Cesitli biyolojik sorunlara ve hastaliklara oncii olan; bilmeyerek maruz kaldigimiz
birgok sentetik veya dogal kimyasal maddeler bulunmaktadir. Glinlimiizde
endiistriyel alanlarin artmasi ile meydana gelen ¢evre kirliligi, kimyasal maddelere
maruz kalma olasiligini arttirmaktadir. Kimyasal maddelerin artis1 ile olusan toksik
etkiler, insan sagligini tehdit eden sorunlar dogurmaktadir [1]. Bu ¢alismada,
gidalarda sikc¢a kullanilan katki maddelerinin zararli etkilerini ortaya koymak i¢in
bazi gida boyalar1 belirlenmistir. Bu dogrultuda gida boyasi olarak kullanilan Brillant
Blue ve Sunset Yellow’ un toksik etkiye sahip olup olmadigi, Allium cepa L. kdk ucu

meristem hiicreleri lizerinde arastirilmistir.
1.1. Gidalarda Bulunan Katki Maddeleri

Gida katki maddeleri; tiiketime sunulacak olan gidalarin renk, lezzet ve goriiniimiinii
cazip kilmak ve bozulmasini onleyerek raf dmriinii uzatmak amaciyla ilave edilen

maddelere denilmektedir [2].

Gida katki maddeleri, gidalarin vitamin ve besin degerini arttirmak, tadini, rengini ve
goriiniisinii degistirmek amacindadir. Bu maddeler iiretim, isletme, paketleme ve

depolama gibi siireglerde besinlere eklenmektedir [3].

Gida katki maddeleri, sentetik veya dogal maddeler olarak 2 gruba ayrilir. Gidalarin
mikrobiyolojik, kimyasal ve enzimatik degisiklikleri gida koruyucular1 tarafindan
engellenmektedir [4]. Dogal boyalarin yani sira sentetik boyalar, pH, mikrobiyal
kontaminasyon ve diisiik iiretim maliyeti gibi nedenlerden dolay: yiiksek kullanim

alanlarina sahiptir [5, 6].

Gidalarda kullanilan katki maddeleri, ireticiler icin olumlu etkiler gosterse de
tiketiciler i¢cin aynmi sey sdylenememektedir. Kullanilan bazi katki maddeleri siirekli
veya yiiksek dozlarda tiiketildigi takdirde gesitli hastaliklara zemin olusturmaktadir.
Katki maddesi kullanilan gidalar, uzun siire raflarda bekletildigi i¢in toksik etkilere

zemin hazirlamaktadir [7].



Katki maddelerinin kullanimi ile tarihsel siire¢ incelendiginde en eski yontemlerin
tuz ve odun tiitsiisii oldugu anlagilmaktadir. Gida boyalarinin eski Misir tarihinden
itibaren kullanildigi goriilmektedir. Gegmis tarihlerde, etlere nitrat konularak
botulizmin 6nlenmesi saglanmis Ve etin renginin daha saglikli bir gériiniime sahip

olmasi istenmistir [1].

Yeni ve gelismis teknolojinin getirmis oldugu iiretim teknikleri iiriin ¢esitliliginde
artis saglamistir. Mevsimlik gidalarin her donemde elde edilmesi, iriinlerin raf
Oomriiniin uzatilmasi, tiiketim oranlarinin artmasina sebep olurken, gida katki
maddelerinin kullanimin1 da arttirmistir [8]. Gidalarda kullanilan katki maddelerinin

cinsi ve Ol¢iisii saglik kuruluslari tarafindan belirlenen dl¢iilerde kullaniimalidir [3].

Katki maddelerinin belirli bir kism1 dogal kaynaklardan elde edilmektedir. Diger
kismi ise dogada bulunmayip, insanlar tarafindan sentezlenmektedir. Katki
maddelerini sentetik olarak elde etmek ekonomiktir ve her zaman istenilen kalitede
temin edilebilmektedir. Katki maddelerinin dogal kaynakli veya sentetik olmasi katk1

maddesinin saglikli veya zararli olup olmadiginin gostergesi degildir [8].

1.1.1. Katki Maddelerinin Stmiflandirilmasi

Katki maddelerinin kullanimlarina gore {i¢ sinifta toplanmaktadir [9];

1. Raf 6mriinii uzatmak i¢in kullanan koruyucular;
e Antioksidanlar.
e Antimikrobiyaller.

2. Gida yapisini diizenleyenler;
e Tortulanmay1 dnleyenler.
e pH ayarlayicilar.
e Emiilsifiyeler.
e Nem ayarlayicilar.
e Olgunlastiricilar.
e Parlaticilar.
e Dolgu maddeleri.

e Tatlandiricilar.



3. Renk ve aroma ekleri;
e Aroma maddeleri.
e Renklendiriciler.
e Besin degerini gelistiriciler.
e Vitamin ekleri.

e Besin degerini koruyucular.

Katki maddelerinin ¢ok fazla sayida olmasindan dolayi; amaglarina, igeriklerine ve

kullanim sekillerine gore siniflandiriimaktadir.

Tablo 1.1. Katki maddelerinin siniflandirilmasi [10].

Renklendiriciler E100-200
Koruyucular E200-300
Antioksidanlar E300-400
Emiilsifiyer ve Stabilizatorler E400-500
Muhtelif fonksiyonlar E500-600
Lezzet artiric1 ve koku verenler E600-700
Genis amagli gida katk: maddeleri E900-1000
Tatlandiricilar E1400-1500
Yapay lezzet ¢oziiciiler E1500-1525

1.2. Brillant Blue Boyasinin Ozellikleri

Brillant Blue (BB), ABD’de kisi basina diisen giinlik kullannom miktar1 16 mg

degerinde oldugu bilinen ve suda ¢oziindiigiinde parlak mavi renk veren bir gida

boyasidir. Kimyasal formiilii C3;H34N2NayO9S3 olup; suda ¢oziinebilir ve mavi-mor

renkli toz halinde bulunur. BB, katki maddesi, gida koruyucular1 olarak gida

teknolojisinde en fazla kullanilan katki maddelerinden biridir. BB, dondurmalarda,

hazir ¢orbalarda, buzlu yiyeceklerde, kuruyemislerde ve ayrica renklendirici madde




olarak da sekerlemelerde kullanilan 2-formilbenzensiilfonik asidin yogunlagmasiyla
iiretilen mavi renkli sentetik bir boyadir. Ozellikle disodyum tuzu formunda bulunur.
Ug siilfonik grubunun olmasi, iyonik 6zellik ile sulu ortamda kolayca ¢dziinebilme

Ozelligi verir ve boyanin topraga ve suya rahatca karismasini saglar [11].

Sekil 1.1. Brillant Blue’nun a¢ik formiilii [11].

BB, kisisel bakim iiriinleri, sampuanlar, sabunlar ve diger hijyen amach iirtinler ile
kozmetik alaninda ve gida endiistrisinde renklendirici olarak kullanilir. Gidalarda ise
sit irinlerinde, dondurmalarda, paket c¢orbalarda, sekerlemelerde, tatlilarda,
konservelerde ve iceceklerde kullanilir. Ayrica deri ve tekstil sanayisinde

kullanilmaktadir.

BB, karsinojenik bir boyadir. insan saglig1 iizerinde cesitli saglik problemlerine yol
acmaktadir. BB, deride dokiilmelere, sismelere ve alerjilere sebep olacagi gibi nefes
darligi, ireme ve norolojik bozukluklara ve yutkunma gigliiklerine sebebiyet
vermektedir [12]. BB boyasi, insan ve hayvan saglig1 i¢in zararl etkilerinden dolay1
Belgika, Fransa, Almanya, Isvicre, Isveg, Avusturya ve Norveg'te yasaklanmistir
[11].

1.3. Sunset Yellow Boyasimin Ozellikleri

Sunset Yellow (SY), suda ¢oziiniir, sari-turuncu, petrol tiirevi portakal renkli bir azo

boyadir. Gida, kozmetik ve ilaglarda kullanilir [13].



Sekil 1.2. Sunset Yellow’un agik formiilii [ 14]

Gida koruyucular olarak gida teknolojisinde en fazla kullanilan katki maddelerinden
biri olan SY sentetik bir boyadir. Giinliik kullanimda kabul edilebilirlik miktar: viicut
agirhgma gore 2,5 mg/kg’dir. Kullanim alanlari ise; bazi surup cinsi ilaglarin
tiretiminde, unlu gidalarda, pasta ve tatli imalatinda kullanilir. Bunun yani sira
ginliik gidalardan ¢erezler, dondurmalar, igecekler, hazir ¢orba ve konserve
baliklarda kullanilmaktadir.

SY ’nin fazla tiiketimi sonucunda karin agrisi, bulanti, kusma, halsizlik ve istahsizlik
gibi etkiler goriilmektedir. Viicudun maruz kaldigi doza bagl olarak burun akmasi,
burun tikanikligi, alerji, hiperaktivite, bobrek tiimori ve kromozom bozukluklarina

yol acabilmektedir.

Katki maddelerinin kullanim miktar1 arttiginda hastaliklarin goriilme olasilig
yiikselmektedir. Bu hastaliklarin basinda alerji ve kanser gelmektedir. Katki
maddelerinin kullanimi, ¢esitli alerjik problemleri beraberinde getirmekte ve
ozellikle alerjik biinyelerde ve aspirin duyarlilifi olan kisilerde daha fazla risk

tasimaktadir. Katki maddelerinin tetikledigi hastaliklar [9, 15];

e Dikkat bozuklugu.

e Astim.

e Hiperaktivite sendromu.
e Gelisimsel bozukluk.

e Eniiresis.



e Davranis bozukluklari.

e Depresyon ve durum degisiklikleri.
e (G0z problemleri.

o Kulak, bas ve mide agris1.

e Migren.

o Cilt problemleri.

e Uyku problemleri.
1.4. Giivenlik Sinir1

Gilivenlik sinir1, giinliik olarak tiiketilmesine miisade edilen ve tiiketildigi zaman
saglik agisindan bir problem yaratmayan maddenin miligram diizeyindeki degeridir.
Uluslararas1 tanimlamalarda ADI (Acceptable Daily Intake) yani kabul edilebilir
giinliik doz, kullanilabilir degerleri i¢ermektedir [9]. Dogada bulunan her madde
yiiksek dozlarda kullanildigi zaman zehir etkisi gosterebilir. Doz miktari; ¢ocuklar,
gebeler ve hasta kisiler dikkate alinarak, giivenlik sinir degerlerinin diisiik tutulmasi
gerekmektedir. Bunun disinda, maddelerin 0&zelliklerine, toksik etkilerine ve

kullanimina gore degisiklik gostererek ayarlanmasi gerekmektedir [15].

Katki maddelerinin tiiketimi ile ilgili Joint Expert Committee for Food Additives
(JECFA) Kurumu, kontrollii deneyler yaparak giinliik alim miktarini
belirlemektedir. Katki maddelerinin kullanim1 JECFA Kurumu tarafindan belirlenen

formiil ile hesaplanmaktadir;
Giinliik Maksimum Alim = ADI x Viicut Kiitlesi (kg)

JECFA, katki maddelerinde ¢apraz bulusma, etkisiz doz ve dogal toksinler gibi
arastirmalar yapmakta ve bu katki maddelerini simiflandirmaktadir. Insanlarda

giinliik alim miktar1 mg/kg olarak belirlenmistir [10].

Son yillarda bir¢ok calisma, gida katki maddelerinin sitotoksik, kanserojen,

mutajenik ve genotoksik etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur [13, 16].

Baz1 gida katki maddelerinin kan ve dokularda genotoksisite olusturdugu yaygin

olarak bilinmektedir ve bu nedenle toksisitesi nedeniyle bazi gida katki maddeleri



yasaklanmistir ancak hepsinin toksik olup olmadigi bilinmemektedir [5, 17]. WHO
[18] benzoatin bazi hayvanlar i¢in tehlikeli oldugunu gostermistir. Sodyum siilfit ve
sodyum benzoat, Vicia faba koklerinde DNA ipliklerini ve kromozom yapisini
par¢alamaktadir. Donbak ve ark. [17] borik asitin A. cepa'ya toksik oldugunu,
mitotik anormallikler yarattigini ve hiicrenin mitotik indeksini (MI) degistirdigini
gostermislerdir. Bir baska c¢alismada, bazi1 gida katkilarinin sadece en yiiksek
konsantrasyonda zararl etkilere sahip oldugunu ve insan erkek iireme hiicrelerinde

degisikliklere neden oldugu gosterilmistir [13].
1.5. Allium cepa ile Ilgili Genel Bilgi

Allium cepa testi; hassas, hizli ve lizerinde ¢alisilmasi kolay olup, (WHO) tarafindan

onaylanmis bir testtir [19, 20].

A. cepa’ nin test amacl kullanimy, ilk kez 1938’lerde ortaya atilmustir. ilk uygulama
islemi ise 1985 yilinda yapilmistir [21, 22]. A. cepa ile 1985 tarihinden itibaren ¢ok

caligma yapilmistir ve halen test materyali olarak kullanilmaktadir.

A. cepa, genel olarak maliyeti diisiik ve temini kolay oldugu i¢in laboratuvar
calismalarinda sik¢a tercih edilen bir materyaldir. Ayrica laboratuvar sartlarinda
kolayca ¢imlendirilebilir ve kolayca elde edilebilir bir materyaldir. Kromozomlarinin
bliylik olmasi mikroskop goriintiilemede avantaj saglamaktadir. Cimlendirme islemi
ve kok elde etme siiresi kisa olup; boliinme hizinin yiiksek olusu g¢alismalarda
kolaylik saglayan, tercih edilen ve tekrarlanabilirligi kolay bir materyal olarak yer

almasini saglamistir [23].

A. cepa, cevre kirliligi i¢in bir biyoindikatér olarak kapsamli bir sekilde
arastirllmigtir. Cevresel kirleticilerin toksik etkilerini degerlendirmek icin A. cepa‘'nin

in vivo bir model olarak segilmesinin nedenleri ise sunlardir [23]:

e Kokleri kimyasal maddelerden etkilenebilir.

e Belli sayida kromozom ve karyotipe sahiptir.

e Acik bir mitotik faz gosterir.

e Spontan kromozom hasarlarinin olusumu nadirdir.

e Genotoksik maddelere hizli tepki gosterir.



e Kromozomal morfolojisinin ¢esitliligini sergiler.

e Diisiik maliyetli bir test materyali olarak kabul edilir.

Genotoksik etkiler, DNA iizerinde hasara neden olan etkilerdir. DNA {izerinde
olusan hasarlar, kansere sebebiyet verebilmektedir [24]. Kromozom anomalileri de

tireme, gelisim gibi yasamsal olaylara etki gostermekte ve kanser olusumuna sebep
olabilmektedir [ 25].

Mitotik indeks (MI), hiicre dongiisiinde, toplam béliinen hiicrelerin sayisini ifade
etmektedir. Toplam hiicre sayisindaki artma veya azalma olaylar ile kimyasal

maddelerin sitotoksik etkisi belirlenebilmektedir [19].

Kromozom anomalileri ve mitotik indeks testleri, A. cepa gibi yiiksek yapili
bitkilerde yapilabilmektedir. A. cepa kromozom hasarlarinin ve mitotik indeksin

belirlenmesi i¢in 6nemli bir bitkidir [19, 20].

ABTS/TEAC yontemi, ABTS (2,2'-azinobis-3-Etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
oksidasyonunu igeren, ABTS radikal soliisyonuyla sonuglanan ve en yaygin
kullanilan antioksidan aktivite Ol¢lim yontemidir. Antioksidan igeren numuneler,
radikal ilavesi ve 600-750 nm dalga boyunda tayin edilen mavi/yesil renk olusturur.
Referans sonucu, trolox degerine gore hesaplanir ve esdeger antioksidan kapasite
olarak ifade edilir [26]. Bu yontem, hem biyolojik siviya hem de gidaya
uygulanabilir niteliktedir [27].

FRAP yontemi nispeten basit bir yontem olup, bitki ekstraktlarinin antioksidan

aktivitesindeki degisimini gostermek igin kullanilmaktadir [28].

Prokaryotik ve ckaryotik organizmalara, DNA hasarini olusturan birgok ksenobiyotik
ve bazi serbest radikaller verilmistir ve olusan hasar, genellikle DNA'daki tek iplikli
ve/veya cift iplikli kopmalar seklinde elde edilmistir [29]. Bu teknik, DNA hasarinin
tahmini i¢in ¢ok hassas ve cok hizlidir. Genotoksik etki gOsteren ajanlar; kardes
kromatid degisimi, mikroniikleus, hiicre o6limii ve mutasyonlara neden olan

karsinogenezise veya kromozomal sapmalara neden olabilmektedir [30].



RAPD-PCR (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) genellikle molekiiler arag
olarak genotoksisite degerlendirmesi igin kullanilir. RAPD ydntemi, hem bitki hem
de hayvan gidalarindaki toksisite etki g¢alismalari iizerine bir¢ok arastirmact
tarafindan kullamlmistir [31].Aksakal ve ark. [32] 2,4-D herbisitin RAPD analizi ile
musir kokiinde genotoksik etkiye sahip oldugunu gostermislerdir. Tedeschi ve ark.
[31] belirli alanlarda yetistirilen Tropea kirmizi sogan1 (A. cepa) karakterize etmek

i¢in RAPD analizini kullanmisglardir.

Tripathy ve Rao [33] gida boyasi olan Orange Red’in genotoksik etkisini A. cepa
bitkisi tizerinde ¢alismislardir. Calisma sonucunda, metafaz ve anafazdaki
kromozomal kodlarda yogunlagmalar, esit olmayan sitokinez, karyokinez ve g¢ift
¢ekirdekli hiicreler belirlenmistir. Bezerra ve ark. [34] toz meyve sularinin A. cepa
bitkisi tizerindeki etkisini ¢alismislar ve bu ¢alisma sonucu mitotik iplik tahribat1 ve

mikrontikleus olusumunu gézlemlemislerdir.

Tirkoglu [35] katki maddelerinden monosodyum fosfat, disodyum fosfat ve
trisodyum fosfat genotoksik ve sitotoksik etkilerini arastirmiglardir. Arastirma
sonucunda, katki maddelerinin DNA igeriginde zararlara neden oldugu gozlemlenmis

ve kromozomal anormallikler saptanmustir.

Bununla birlikte, SY ve BB'nin A. cepa ilizerindeki fizyolojik siiregler tizerindeki
etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu ¢alismada, A. cepa'da SY ve BB’nin
ECso konsantrasyonlari, hiicre oliimleri, kromozom aberasyonlari, mitotik indeks
degisimi, antioksidan kapasitesi, DNA hasari ve RAPD-PCR analizi ilk kez
belirlenmistir. Kullanilan bu parametreler BB ve SY’nin toksik etkisini belirlemek
lizere birbirini tamamlayici niteliktedir. Bu nedenle, bu calismada A. cepa kok
hiicrelerinde SY ve BB toksisitesinin neden oldugu genotoksik, sitolojik ve

mutajenik degisikliklerin arastirilmasi amag¢lanmastir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. ECgp’nin Belirlenmesi

Yerel bir pazardan temin edilen A. cepa (Yozgat/Tirkiye A. cepa, 2n=16) uygun
popiilasyonda  yetistirilmis ve  botanik  analizle  (botanik  taksonomisi)
standartlagtirllmistir. Soganlar temizlendikten sonra, 24 saat boyunca damitilmis su
ile doldurulmus test tiiplinde bekletilmistir. K6k biiylime inhibisyonu ig¢in (%
inhibisyon=biiyiime/toplam biiyime X 100) Fiskesjo’nun (1985) metodu
kullanilmigtir [22]. Bir giin sonra oda sicakliginda ECs degerlerini belirlemek i¢in
farkli konsantrasyonlarda SY ve BB test tiiplerine ilave edilmistir. Ug giinliik etkiden
sonra her sogandan kok ucu kesilmis ve kok uzunlugu ol¢iilmiistiir. Kok biiylimesi
kontrol grubuna kiyasla yaklagik %50 diisiiren doz, ECs, konsantrasyonu olarak
belirlenmistir. 1/2x ECsg, ECsp, 2xX EC5p ve 500 ppm SY ve BB konsantrasyonlari

olarak belirlenmis ve Allium testi i¢in hazirlanmustir.
2.2. Sitogenetik Etki ve Mitotik Indeks (MI) Tayini

Kontrol ve uygulama gruplar i¢in alt1 sogan seg¢ilmis ve 24 saat test tiiplerinde
¢imlendirilmistir. 1/2x ECsy, ECsp, 2X ECso ve 500 ppm dozlarinda ve ayni
laboratuvar kosullarinda 24, 48 ve 72 saat siireyle uygulama yapilmistir. Glinesli
giinlerde maksimum mitotik aktivite periyodunda 1-2 cm kok alinmistir ve etanol:
glasiyal asetik asitte (3:1) sogutulmus Carnoy fiksatifinde 24 saat siireyle
bekletilmistir. Daha sonra 7 saat siireyle 60 °C'de 1 N HCl'de hidrolize edilmistir
[22]. Sitogenetik degerlendirme igin asetokarminde 4 saat tutularak boyama islemi
gergeklestrilmistir. Hasarli ve toplam hiicreler, mikroskop altinda 40x’lik objektif ile
(Olympus BX53 DP72) alt1 farkli preparat olmak iizere incelemeye alinmustir.

Mitotik indeksi (MI) belirlemek i¢in her bir konsantrasyon i¢in yaklasik 5,000 hiicre

sayllmistir ve daha sonra %MI| asagidaki formiil ile hesaplanmustir:

%MI = Boliinen hiicre sayis1 / Toplam hiicre sayist X 100 formiilasyonu



2.3. FRAP (demir azaltici antioksidan giic) ve TEAC (Troloks esdeger

antioksidan kapasite) testleri

Kok ucu hiicrelerinin rediiksiyon kapasitesi, Benzie ve Strain (1996) 'm FRAP analiz

" formundan,

yontemi ile olgiilmustiir [36]. FRAP analizi, renksiz oksitlenmis Fe
antioksidanlarin elektron vererek mavi renkli Fe'-tripyridiltriazine bilesiginin
tiretilmesine dayanilarak 593 nm'de absorbans degisikligi ile belirlenmektedir. Yeni
hazirlanmis FRAP reaktifi (1 hacim TPTZ 2,4,6-tripiridil-s-triazin, 10 hacim asetat
tamponu, pH=3,6 hidroklorid asit ve 1 hacim ferrik kloriir ile) 37 °C'ye kadar
isitilmistir. Daha sonra, ornekler FRAP reaktifine eklenerek 593 nm absorbansta

Olctimler alinmistir.

TEAC analizi, ABTS" radikalinin 734 nm dalga boyunda inhibisyonuna
dayanmaktadir [37]. ABTS stok soliisyonunun potasyum persiilfat ile reaksiyona
sokulmasi ve karisimin 25 °C'de kullanilmadan 6nce 12-16 saat boyunca karanlikta
bekletilmesiyle olusturulmustur. Bu c¢alismada, ABTS ¢ozeltisi, pH=7.4 fosfat
tamponu ile 734 nm'de 0.70 bir absorbansa tabi tutulmustur. Ardindan, seyreltilmis
ABTS ¢ozeltisine biyolojik numuneler eklenmistir ve bu karisim 6 dakika, 30 °C'de
inkiibe edilmistir. Absorpsiyon, 734 nm'de doku numuneleri igin ilk karistirmadan
sonra gozlemlenmistir. Bu analizler Shimadzu UV 1800 spektrofotometre (Kyoto,
Japonya) ile yapilmistir.

2.4. Canhilik Testi

Hiicre o6liimlerini tespit etmek igin kontrol ve uygulama gruplarinin esit 10 mm
uzunlugundaki kokleri, 3 ml N,N-dimetilformamid igine transfer edilmis ve Evans
mavisinin % 0.25 (w/v) sulu ¢ozeltisi icinde 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra
kokler yarim saat boyunca musluk suyu ile yikanmustir [38]. Olii hiicrelerin ve canl
hiicrelerin kok renkleri, canliliklarina gore mavi ve mavinin tonlarinda degisiklikler

gostermistir. Koklerin bu goriiniisleri stereo mikroskop ile goriintiilenmistir.
2.5. Komet Testi ile DNA Hasarinin Belirlenmesi

Sogan kokleri, deney tiipleri icerisinde 72 saat boyunca uygulama dozlarina maruz

birakilmistir. Her sogandan kokler kesilmis ve bistiiri yardimiyla sogan kdkleri ince
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pargalar halinde dogranmistir. Kesilen kokler 5 dk siireyle 500 rpm'de santrifiij
edilmis ve daha sonra PBS igersinde 20 dakika dinlendirilmistir. Elde edilen
stipernatant, diisik erime 1sili agaroz (% 0.65’lik) ile karistirilarak, hazirlanan
stispansiyonun 75 ul'si diisiik erime noktali1 agaroz (% 0.05°1ik) ile 6nceden kaplanan
preparatlar iizerine aktarilmistir. Elektroforez tamponunda 200 V’da 5 dk
yuriitiilmiistir. Preparatlar, elektroforez tamponundan sonra 1 saat siireyle soguk lizis
¢ozeltisine aktarilmistir [39]. Lizis ¢ozeltisinden ¢ikan preparatlar 5 dk saf su
igerisinde yikanmistir. Yikama isleminden sonra preparatlar 80 pl etidyum bromiir
ile boyanmistir. Boyama sonrasi goriintii analizi (BS 200 ProP, BAB Goriintiileme
Sistemi) ile BS 200 ProP kullanilarak yapilmistir. DNA hasarini gézlemlemek igin
floresan mikroskopta 40x'lik objektif kullanilmistir. Goriintiilleme sonucu 50 komet
hiicresi i¢in kuyruk DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti tespit

edilmistir ve gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak hesaplanmistir.
2.6. DNA izolasyonu

SY ve BB uygulamasindan 72 saat sonra total genomik DNA ekstraksiyonu, Qiagen
DNeasy bitki mini kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak A. cepa koklerinden
elde edilmistir. Ekstraksiyon yontemi kullanim talimatina gore gergeklestirilmistir.
Spektrofotometrik Ol¢limler, optik yogunluk (OD) 6l¢limleri, 6rneklenen DNA igin
260 ve 280 nm'de (ACTGene Micro-Spectrophotometer) gergeklestirilmistir ve DNA
safligi igin OD260 / OD280 kullanilmigtir. A260 / A280 oran1 DNA safligin1 ve 1.8-
2.0 degerleri "saf DNA" y1 gostermektedir [40].

2.7. RAPD-PCR Ydéntemi

Kontrol ve uygulama gruplarinin ekstraksiyonu ve genomik total DNA'nin PCR
uygulamalari, Per ve Ercan’nin [40] ¢alismasina gore gerceklestirilmistir. 1.5 uL 10x
PCR tamponu ((NH,), SO4, Fermentas), 0.5 pul 20mM dNTP (Thermo), 2 ul rastgele
primer secilmistir [10 uM, OpC 20 (5'—3'ACTTCGCCAC)]. 0.25 ul Taq Polimeraz
(5 U/ul, Fermentas), 1.5 ul MgCl, (25 mM stok soliisyonu, Fermentas), 1.2 ul BSA
(10 mg/ml) ve son hacim 15 ul’ye distile su ile tamamlanmistir [31]. PCR kosullari:
Baslangic denatiirasyonu 94 °C 1 dk, denatiirasyon 72 °C 30 sn, primer baglanma 37

°C 1 dk, uzama 72 °C 1 dk, son uzama 72 °C 5 dk (RAPD-PCR 45 dongii seklinde
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yapilmistir). PCR tiriinleri % 1’lik agaroz jel (Tris asetik asit EDTA- ul EtBr) ile 250
V 1 saat yiritilmistir ve DNA bant profilleri jel syngene cihazi altinda

goriintiilenmistir.
2.8 Istatistik

Elde edilen tiim veriler, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve istatistiksel 6nemi
belirlemek i¢in Tukey testi ile hesaplanmistir. Ortalama degerler icin standart sapma
(SD) kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi i¢in p<0.05 secilmistir. Tiim Olg¢limler iiger

kez yapilmis olup, sonuglar ortalama + SD olarak verilmistir.
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3. BULGULAR

SY ve BB'nin sitotoksik aktivitesi i¢in Allium test sistemi kullanilmistir. SY ve
BB'nin etkisi, 72 saat boyunca kdk biiyiimesine gore belirlenmistir. SY ve BB'nin 50
ve 200 ppm konsantrasyonu igin elde edilen sonuglar, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, kok uzunlugunu yaklasik % 50 oraminda azalttigi tespit
edilmistir. Artan dozlara ve siirelere bagl olarak kok gelisimi olumsuz etkilenmis,
diger bir deyisle kok biiylimesinin azaldigi goriilmiistir. SY ve BB uygulama
gruplart ile kontrol gruplar1 kok biiylimesi agisindan karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p <0.05) (Tablo 3.1.).

SY uygulama gruplarinda 72 saat sonunda farkli tipte kromozomal bozulmalar
belirlenmigtir. Bu anomaliler, ¢oklu niikleer lezyonlar, anafazda yapisma, diizensiz
metafaz, C-sekilli metafaz, kromozom kopriisii, kromozom kaymasi, kromozomlarda
yanlis ayrilma, C-mitoz, diyagonal anafaz, mikroniikleus, anafaz kopriisti, daginik
kromozom, ¢ok kutuplu anafaz, kromozom halkalanmasi olarak tespit edilmistir. BB
uygulama gruplarinda ise, anafaz kopriisii, kromozom kirilmasi, kromozomlarda
yanlis ayrilma, mikronukleus, diizensiz metafaz, kromozom halkalanmasi,
kromozom kaymasi, gecikmis anafaz, anafaz yapismasi, kiimelenmis kromozom,
kromozom kaybi, ¢ok kutuplu anafaz, C-mitoz gibi kromozomal degisimler elde

edimistir (Tablo 3.1, Sekil 3.1 ve 3.2).

ECso (50 ppm) uygulanan SY gruplarinda % 31.7’°lik anomaliler 72 saatlik uygulama
sonucunda elde edilirken, ECsy (200 ppm) uygulanan BB gruplarinda % 29.6
anomali elde edilmistir (Tablo 3.2).

A. cepa kok meristem hiicrelerinin (%) MI kontrol ve uygulama gruplarinda
belirlenmistir. MI, kontrol grubuna kiyasla maruziyet siirelerine bagli olarak SY ve
BB uygulama grubunun farkli konsantrasyonlarinda belirgin sekilde azalmistir. SY
ve BB'nin en diisiik % MI degerleri, 500 ppm'lik 72 saatlik uygulamalarinda sirasiyla
6.81 £ 0.09 ve 7.31 £ 1.85 olarak elde edilmistir (Tablo 3.2).



Tablo 3.1. Artan dozlarda uygulanan SY ve BB’nin kontrol ve uygulama gruplarinda

kok biiyiime inhibisyon testi

Gida Katki Konsantrasyonlar (ppm) Zaman (S) Kok uzunlugu % Inhibisyon
Maddeleri ortalamasi (cm)
+SD
Kontrol 5.20£1.23 -
100 4.40+0.45%* 36.53
SY 723
200 3.30+0.12* 51.92
400 2.70+0.32* 63.46
500 1.90+0.01* 84.61
Kontrol 4.95+1.75 -
25 4.20+1.02* 25
BB 72s
50 2.80+0.03* 46.15
100 2.40+0.05%* 53.84
500 1.30+0.01%* 80.76

*SY ve BB'min farkli konsantrasyonlarma maruz birakilan A. cepa hiicreleri arasindaki onemli

farkliliklar1 gostermektedir. P <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 3.1. A. cepa’nin kok hiicresinde SY'nin meydana getirdigi kromozom
anomalileri. (A) Normal metafaz, (B) Coklu niikleer lezyonlar, (C)
Anafazda yapisma, (D) Diizensiz metafaz, (E) C sekilli metafaz, (F)
Kromozom képriisii, (G) Kromozom kaymasi, (H) Kromozomlarda yanlis
ayrilma, (I) C-mitoz, (I) Diyagonal anafaz, (J) Mikroniikleus, (K) Anafaz
koprisii, (L) Dagmik kromozom, (M) Cok kutuplu anafaz, (N) Kromozom
halkalanmasi.
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Sekil 3.2. A. cepa’nin kok hiicresinde BB'min meydana getirdigi kromozom

anomalileri. (A) Normal Metafaz, (B) Anafaz kopriisii, (C) Kromozom
kirllmasi, (D) Kromozomlarda yanlis ayrilma, (E) Mikroniikleus, (F)
Diizensiz metafaz, (G) Kromozom halkalanmasi, (H) Kromozom pargalari,
(I) Gecikmis anafaz, (I) Anafazda yapisma, (J) Kiimelenmis kromozom,
(K) Kromozom kaybi, (L) Cok kutuplu anafaz, (M) C-mitoz, (N) Coklu

niikleer lezyon.
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Tablo 3.2.

SY ve BB’nin farkli dozlarda ve siirelerde olusturdugu kromozomal anomaliler ve mitotik indeks

SY Kontrol Mitotic Cok kutuplu | Anafaz Kromozom Mikroniikleu | Kromozom Anafazdayap | Kromozom C-mitoz Kromozom Toplam
konsantrasyo indeks anafaz kopriisti yanlig s kaymasi 1sma kayb1 pargalari anomali
Kontrol-24 4200 12.844+3.24 - - - - - - - - - -

25 ppm 4150 12.35+1.65* | 0.3 32 0.6 0.1 0.1 38 1 2.8 0.8 12.7

50 ppm 4310 11.23+0.42* 0.6 3.6 12 0.3 0.3 4.4 3 4.2 14 19

100 ppm 4220 10.22+1.48* | 0.8 5.2 24 0.3 0.6 6.6 5 8.2 3.2 323
500 ppm 4500 10.11+1.24* 1 6.4 3.6 0.6 0.7 8.8 7 15.4 4.8 48.3
Kontrol-48 4220 12.7242.21 - - 0.3 - - 1.2 2 - - 35

25 ppm 4300 12.1242.63* 0.5 3.6 0.8 - 0.2 3.8 4 3.2 1.2 17.3

50 ppm 4220 10.58+1.29* 1.2 4.2 1.6 0.3 0.6 4.6 5 4.2 1.6 23.3
100 ppm 4350 9.75+1.45%* 1.8 5.6 2.8 04 0.8 6.8 6 8.8 38 36.8
500 ppm 4400 8.89+0.03* 2.6 8.8 4.2 0.5 0.8 9.2 8 17.4 5.6 57.1
Kontrol-72 4300 12.50+2.45 - - 1.2 - - 1.6 2 - - 4.8

25 ppm 4250 10.34+1.85* 0.8 4.8 1.8 0.2 0.4 4.2 5 34 1.3 21.9

50 ppm 4400 9.10+2.78* 1.6 6.8 32 05 0.8 54 6 4.6 2.8 317
100 ppm 4350 8.11+3.26* 2.8 9.2 4.8 0.7 1.2 9.2 10 9.2 4.2 51.3
500 ppm 4500 6.81+0.09* 3.8 12.2 54 0.9 1.8 12.2 13 18.6 6.4 74.3
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BB Kontrol Mitotic Cok Anafaz Kromozom mikroniikleus Kromozom Yapiskan Kromozom C-mitoz Kromozom Toplam
konsantrasyonlart endeks %+SD kutuplu kopriisii sonu sapmast anafaz kayb1 pargalanmasi anomali
(ppm) anafaz (%)£SD
Kontrol-24 4310 13.72+3.27 - - - - - B - - - -

100 ppm 4305 12.50+2.56 0.3 2.8 0.8 0.1 0.2 3.8 2 2.6 0.8 134
200 ppm 4300 12.12+2.15 0.5 3.2 1.2 0.2 0.4 4.2 3 3.8 1.2 17.7
400 ppm 4350 11.90+2.36 0.8 4.8 22 0.3 0.6 6.2 5 8.2 2.8 30.9
500 ppm 4300 11.11+1.02 0.9 6.2 34 0.5 0.6 8.6 6 14.4 4.8 45.4
Kontrol-48 4200 13.74+£2.20 - - 0.2 - - 12 1 - - 2.4

100 ppm 4220 12.14+3.25 0.3 3.2 0.8 - 0.2 34 3 2.8 0.8 145
200 ppm 4225 11.10+2.55 0.8 38 14 0.2 0.6 4.6 3 38 14 19.6
400 ppm 4260 9.95+1.45 18 5.2 2.6 0.4 0.8 6.6 5 8.6 3.2 33.2
500 ppm 4250 8.13+1.22 24 8.4 34 0.6 0.8 8.8 8 16.4 5.2 53.4
Kontrol-72 4320 13.96+3.28 - - 0.8 - - 14 1 - - 3.2

100 ppm 4300 10.13+2.41 0.6 4.6 14 0.2 0.4 3.8 4 2.8 1.2 19

200 ppm 4350 9.09+2.36 14 6.8 2.8 0.4 0.6 4.6 6 42 2.8 29.6
400 ppm 4300 8.18+1.97 2.4 8.6 4.2 0.6 0.8 8.2 8 8.8 3.6 452
500 ppm 4320 7.31+1.85 3.8 10.2 4.8 0.8 1.2 10.2 10 16.6 6.4 64
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Sogan koklerinin antioksidan kapasite degisimlerini belirlemek igin kontrol ve
uygulama gruplarinin FRAP ve TEAC degerleri hesaplanmis ve sonuglar Sekil 3.3'te
gosterilmigtir. A. cepa koklerinin antioksidan kapasitesi FRAP ve TEAC
yontemlerine gore, BB ve SY’nin uygulama gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla
azalma  gOstermistir.  SY uygulanan grup ile BB uygulanan grubu
karsilagtirdigimizda, SY uygulanmis gruptaki FRAP ve TEAC degerleri, 72 saat
boyunca BB grubuna gore daha diisiik olarak bulunmustur (Sekil 3.3).

FRAP (umol of Fen
equiv./L.)
0,8 0,35

0,7 aﬂ 0,3 -
0,6 SY 0,25 -

0,5 \
03 0,15 7 -
0,2’ 011

TEAC (pmol of Trolox equiv./L.)

01 0,05
0 \ ! ! ! ! ! 0 T T T T T 1
Qe SIS RN N > D D
& @ & & &L & L& S
N\ Yo © DAY

Sekil 3.3. 72 saatlik siirede SY ve BB’nin artan dozlarina maruz birakilan A. cepa
kok hiicrelerinin FRAP ve TEAC sonuglari.

Olii hiicrelere boyanin niifuz etmesi temeline dayanan hiicre 6liimiinii tespit etmek
icin Evans mavisi ile boyama yontemi kullanilmigtir. SY ve BB uygulanan grupla,
kontrol gruplarindaki kok hiicrelerinin canlilik analizi bu yontem ile belirlenmistir.
Kokler boyaya maruz kaldiklarinda koklerin yogun renkte boyanmasi icin
beklenmistir. Canli olmayan hiicreler, Evans mavisini emerek boyay1 almis, ancak
canli hiicreler bu boyayr almamustir (Sekil 3.4). Hiicre 6limii, koklerin uygulama

dozlarina gore boyay1 alip almamasina gore tespit edilmistir.

SY ve BB’ye 72 saat maruz birakilan A. cepa kok meristem hiicrelerindeki kuyruk
DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentleri tablo 3.3, sekil 3.5 ve 3.6’da
gosterilmigtir. SY ve BB uygulama gruplarmin artan konsantrasyonlarina bagl
olarak ¢alisilan bu parametrelerde istatiksel olarak anlamli (p <0.05) bir artis oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 3.4. Farkli konsantrasyonlarda (A) SY ve (B) BB ile muamele edilen A. cepa

koklerinin histokimyasal boyama ile canliligin gosterilmesi.

SY wuygulama gruplarinda, kuyruk DNA yiizdesi

degerleri

50.09+2.74

ile

107.33+22.15 arasinda; kuyruk uzunlugu degerleri 1.18+0.55 ile 85.0548.75 arasinda

degismektedir. BB uygulama gruplarinda kuyruk DNA yiizdesi 47.64+9.65'den
95.65 £ 15.10'a, kuyruk uzunlugu 4.79+0.11 ile 69.4249.42 arasinda degismistir (p

<0.05).

SY ve BB’nin artan konsantrasyonlarina gore RAPD sonuglar1 Sekil 3.7'de

gosterilmistir. SY ve BB’ nin uygulama gruplariyla kontrol grubu karsilastirildiginda

normal bantlarin kayboldugu ve yeni bantlarin olustugu tespit edilmistir. RAPD

sonuglarina gore SY’nin bant goriinimleri BB’ye gore kiyaslandiginda bu

degisimlerin daha ¢ok oldugu tespit edilmistir.
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.

Sekil 3.5. 72 saat siireyle artan dozlarda uygulanan SY’nin A. cepa'nin kok
hiicrelerinin DNA’sina etkisinin Komet analizi. (A) kontrol, (B) 25 ppm,
(C) 50 ppm, (D) 100 ppm, (E) 500 ppm.

.

Sekil 3.6. Artan dozlarda uygulanan BB’nin A. cepa'nin kok hiicrelerinin DNA’sina
etkisinin Komet analizi. (A) kontrol, (B) 100 ppm, (C) 200 ppm, (D) 400
ppm, (E) 500 ppm.
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Tablo 3.3. SY ve BB'nin artan konsantrasyonlarina maruz birakilan A. cepa
koklerinden alinan hiicrelerde DNA hasarinin (= SD) % DNA, kuyruk

uzunlugu ve kuyruk momentinin ortalama degerleri

Farkli dozlardaki SY ve BB Kuyruk Kuyruk Kuyruk
DNA%+SD | Uzunlugu+SD | Momenti+SD
SY icin
Kontrol 50.09+2.74° 1.1840.55% 0.59+0.01°
25 ppm 63.83+5.21" 8.78+2.41" 5.60+0.12°
50 ppm 76.63+8.32° 15.84+1.20° | 12.13+0.09°
100 ppm 93.86+11.28° | 59.65+3.56° | 55.98+0.40"
500 ppm 107.33+£22.15° | 85.05+8.75° 91.28+1.93°
BB icin
Kontrol 47.64+9.65° 4.79+0.11° 2.28+0.01°
100 ppm 63.29+11.58" |  16.4+3.25" 10.37+0.37°
200 ppm 74.35+9.20° 29.35+7.52° 21.82+0.69°
400 ppm 84.9£17.20° | 47.18£4.26" | 40.05+0.73¢
500 ppm 95.65+15.10° |  69.4249.42° | 66.40+1.42°
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Sekil 3.7. (A) BB ve (B) SY'nin artan dozlariyla muamele edilen A. cepa'nin kok
hiicrelerindeki OpC 20 primeri ile olusturulmus RAPD bantlari. (1) 1/2x
ECso ppm, (2) ECso ppm, (3) 2x ECso ppm (4) 500 ppm, (C) Kontrol, (M)
Marker, (N) Negatif.
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4. TARTISMA VE SONUC

SY ve BB'nin etkisi, insan sagligina olan riski ile yakindan iliskilidir. Bazi
caligmalar, bu maddelerin dokudaki birikimini ve doku hasari olusturmasini agikca
ortaya koymaktadir [6, 18]. Kimyasallarin sitotoksik ve genotoksik etkilerini
belirlemek igin A. cepa testi hassas olup bilimsel ¢alismalarda kullanilmaktadir [41,
42]. Ayrica A. cepa, okaryotik hiicrelerin etkilerini belirlemede iyi bir korelasyon da
olusturmaktadir [22, 43]. Bu ¢aligmada, SY ve BB toksik kimyasallar olarak
belirlenmis olup, A. cepa nin kok biiyiimesi, hiicre 6liimii, antioksidan kapasitedeki

degisimi ve DNA yapisina etkisi ortaya konulmustur.

ECso degeri etkin konsantrasyonu belirlemek i¢in kullanilan bir parametredir. SY ve
BB uygulama gruplarindan alinan her bir kokiin ortalama biiyiime uzunluklarina gore
sirasiyla ECsg (50 ve 200 ppm), 2 X ECso (100 ve 400) ve 1/2 x ECs (25 ve 100 ppm)
degerleri elde edilmistir. Bu ¢alismada, SY ve BB’nin sogan kok hiicrelerinde olasi
toksik etkilerini belirlemek i¢cin ECsy, 2XECsy 1/2XECsy ve 500 ppm

konsantrasyonlart kullanilmaistir.

Bhagyanathan ve Thoppil [44] A. cepa koklerinde canli ve canli olmayan hiicreleri
belirlemek igin Cynanchum sarcomedium kullanmistir. Olii hiicreler canli
hiicrelerden inkiibasyon zamanina ve siiresine gore farkli olarak boyanmistir. Gida
katki maddelerinin yiiksek konsantrasyonlart daha ¢ok hiicre oliimiine neden
olmustur ve Evans mavisi boyama yontemi ile bu sonuglar elde edilmistir. Carlson ve
Donald [45] calismalarinda Cirsium arvense bitkisine verilen Glifosfat’in artan
dozlarinda, bitkinin kok biiylimesini azaltici etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu
calismada, artan konsantrasyonlardaki SY ve BB’nin, A. cepa koklerinde boyanma
seviyeleri belirlenmistir. Bu yonteme gore ayni konsantrasyonda hangi gida katki
maddesinin daha toksik oldugu ortaya konulmustur. Alt1 farkli 6rnekten kesilen
kokler, hiicre 6liimiiniin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Kok boyamalari, 72 saatlik
uygulamalar i¢inde SY ve BB’nin artan dozlarinda istatistiksel olarak artmistir (p
<0,05), ancak kullanilan konsantrasyonlara gére SY’nin BB’den daha etkili oldugu

da belirlenmistir.



Bazi galigmalar, gida katki maddelerinin A. cepa'nin kok meristematik hiicrelerinin
mitotik indeksi tizerine etkisi oldugunu bildilmiglerdir. Pandey ve ark. [16] butil
hidroksitoluen, butil hidroksianisol, sorbik asit, propil gallat ve sodyum nitrat gibi
gida koruyucularimin farkli konsantrasyonlarda ve maruz kalma siirelerinde
A.cepa'nin kok uglarinda toksik etkiye sahip oldugunu géstermistir. Birgok sitolojik
caligmalarda, uygulama gruplart ile kontrol gruplari karsilastirildiginda mitotik
indeksin azaldig1 ve sitolojik anormalliklerin arttigini gostermistir. Tiirkoglu [46]
sodyum benzoat (SB), borik asit (BA), sitrik asit (CA), potasyum sitrat (PC) ve
sodyum sitrat (SC) gibi gida koruyucularinin A. cepa’nin kok hiicrelerinde mitoz
boliinmeyi azalttigi ve kromozomal degisikliklere yol agtigini gdstermistir. Gomes
ve ark. [47] ¢alismalarinda Sunset Sarisi, Bordo Kirmizisi ve Tartazin Sarisinin A.
cepa kok hiicrelerinde MI oranii azalttigini tespit etmislerdir. Donbak ve ark. [17]
calismalarinda borik asidin doza bagli olarak A. cepa kok ucu hiicrelerinde C-mitoz
olusumuna sebep oldugu ve MI’inde diisme oldugu tespit edilmistir. inceer ve ark.
[48] tarafindan yapilan ¢alismada Bakir Kloriir’iin Helianthus annuus bitkisinin kok
ucu hiicrelerinde kromozom hasarlarina neden oldugu tespit etmislerdir. Bu
calismada, SY ve BB’nin artan dozlarinda A. cepa kok hiicrelerinin
kromozomlarinda meydana gelen degisikliklerle genotoksik degisimler ortaya
konulmustur. 24, 48 ve 72 saat boyunca SY ve BB'ye maruz birakilan A. cepa kok
meristem  hiicrelerinin  mitotik  indeksindeki (MI) degisimler uygulanan
konsantrasyona bagli olarak istatistiksel olarak degistigi belirlenmistir. Sitolojik ve
kromozomal anomaliler de artan konsantrasyonlarla ve zamana bagl olarak
degigmistir. Kullanilan koruyucularin neden oldugu kok hiicrelerinde meydana
getirdikleri etkiler sitolojik, kromozomal ve MI agisindan karsilastirdigimizda BB

<SY olarak tespit edilmistir.

FRAP ve TEAC testi gidalarin antioksidan kapasitelerini 6l¢gmek i¢in gida endiistrisi
ve tarim alaninda siklikla kullanilan bir yontemdir. FRAP ve TEAC testi, bitkilerin
radikalleri yok etme kabiliyetini 6lgmek igin basit, hizli, ucuz ve saglam bir
yontemdir [43]. TEAC yontemi, hem hidrojen hem de tek elektron transferi temeline
dayanan bir yontemdir, ¢iinkii radikaller, elektron indirgemesi veya hidrojen
transferiyle temizlenebilmektedir [49, 50]. Buna karsilik FRAP ise tek bir elektron
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transferi yontemidir [49]. Lu ve ark. [51] ¢alismalarinda, kizilétesi spektroskopisi
kullanarak sogan ve arpacik fiizerinde kullanilan kimyasalin toksik etkisini,
antioksidan kapasitesiteki degisimleri FRAP ve TEAC testi kullanarak
belirlemislerdir. Calismamizin bir amaci da, A. cepa koklerinde SY ve BB’nin sebep
oldugu kok hiicrelerinin antioksidan aktivitelerindeki degisimini ortaya koymaktir.
FRAP ve TEAC yontemi, SY ve BB maruziyetinde A. cepa kdklerinin antioksidan
kapasitesindeki degisimler uygulama gruplart ile kontrol gruplart Karsilastirildiginda
uygulama gruplarinda daha diisiik oldugunu gostermistir. FRAP ve TEAC
sonuglarina gore, SY'nin koklerdeki antioksidan kapasiteyi daha ¢ok disiirdiigii

tespit edilmistir.

Komet testi, ¢esitli kimyasallarin hiicrenin DNA’s1 tizerindeki etkilerini tespit etmek
icin kullanilmaktadir [52]. Yapilan bir c¢alismada, gida katki maddesi olarak
kullanilan genetoksik etkiye sahip 39 kimyasal, komet testi ile 8 fare organi iizerinde
etkileri gosterilmistir. Bu maddeler, doku iizerinde artan konsantrasyonlarda
kullanilmig ve DNA hasar1, uygulama gruplar ile kontrol gruplar karsilastirilarak
gosterilmistir [53]. Bagka bir ¢alismada, tartazin ve karvakroliin genotoksik etkisi,
farkli dokularda komet testi kullanilarak arastirilmistir [54, 55]. Tartrazin ve
karvakrol, sican dokusunda doza bagimli olarak DNA hasarina neden olmamustir.
Peycheva ve ark. [56] yapmis olduklar1 ¢alismada gida katki maddelerinin sitotoksik
etkilerini arastirmiglar ve toksik etkileri komet testi ile belirlemislerdir. Bu
calismada, maruziyet siiresine bagli olarak, tek ve/veya c¢ift DNA zincir kiriklar,
komet testi kullanilarak incelenmistir. Tek ve/veya ¢ift sarmal DNA kopmalari,
kuyruk DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti olarak dl¢tilmiistiir. SY
ve BB'nin A. cepa'nin kok hiicreleri tizerindeki etkileri, kuyruk DNA yiizdesi ve
Kuyruk uzunlugu ile ilgili olarak ortaya konulmustur. SY ve BB'nin 72 saatlik
uygulama gruplarinda, kuyruk DNA yiizdesi ve kuyruk uzunlugunun arttig
goriilmustiir. SY uygulanan grupta kuyruk DNA ylizdesi ve kuyruk uzunlugu
degerleri uygulanan konsantrasyonlara bagli olarak, BB uygulanan gruba gore daha

yiiksek bulunmustur.
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RAPD yontemi, ¢esitli DNA hasar1 ve mutasyonlarini kanitlamak i¢in kullanilan bir
yontemdir [32, 57]. Yapilan bir ¢alisgmada mantarlara karsi kullanilan Fungicide
flusilazole’nin A. cepa somatik hiicreleri tizerindeki toksik etkisi RAPD-PCR
yontemiyle gosterilmistir [57]. Aksakal ve ark. [32] 2,4-diklorofenoksiasetik asitin
mustr iizerindeki genetoksik etkilerini RAPD analizi kullanarak tespit etmislerdir. Bu
calismada da artan dozlarda SY ve BB'nin A. cepa kok hiicresindeki toksik etkisini
gostermek i¢in, RAPD-PCR yontemi kullanilmistir. SY ve BB'nin artan dozlar1 bazi
DNA bantlarinin kaybolmasina ve DNA foto-prodiiksiyonlarina bagli olarak bant
siddetlerinde degisiklige neden olmustur. 72 saat boyunca 500 ppm’lik SY ve BB’ye
maruz kalan gruplarda genetik yapida degisim oldugu goriilmistir. RAPD
yontemine gore, kontrol grubu ile uygulama gruplarn karsilastirildiginda bantlarin
kaybolmasi, yeni bantlarin olusmasi ve bant siddetinin azalmasi/artmasi, A. cepa
koklerinde SY ve BB'nin genotoksisiteye neden olabilecegini gOstermistir. Ayrica

SY'nin BB uygulanan gruplara gére DNA iizerinde daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Kullanilan gida katki maddelerinin A. cepa kokleri iizerindeki sitogenetik ve
mutajenik etkileri daha dnce ¢alisilmamistir. Bulgularimiz SY ve BB uygulamasinin,
konsantrasyonlara ve zamana bagli olarak kok hiicreleri lizerinde etkili olabilecegini
gostermektedir. Maruz kalma siiresinin artmasiyla hiicrelerin gida katki maddelerine
duyarliligi, kok hiicrelerinde farkli kromozom anomalileri ve DNA hasarina sebep
olmustur. BB, ¢alisilan parametrelere gore SY ile kiyaslandiginda kok hiicreler
tizerinde daha az etkili oldugu goriilmiistiir. Ancak, kokler tizerinde SY ve BB’nin
toksik etkilerini tam olarak belirleyebilmek igin ileri aragtirmalara gerek

bulunmaktadir.
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