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TRADESCANTIA PALLIDA H., ALLIUM CEPA L., VICIA FABA L.,
BITKILERINDE BAZI GENOTOKSIK BILESIKLERIN GENETIiKSEL
ETKILERININ BELIRLENMESI

OZET

Bu calismada, genotoksik aktiviteye sahip oldugu diisiiniilen ve gida sanayinde
renklendirici olarak yaygin sekilde kullanilan Sunset Yellow (E110) ve Brilliant
Black (E151) adli maddelerin Tradescantia pallida H., Allium cepa L. ve Vicia faba
L. bitkileri lizerinde olusturdugu genetiksel degisikliklerin kék ucu hiicreleri testi,
Tradescantia Stamen Tiiyii analizi (Trad-SHM) ve Mikroniikleus Testi (MCN) ile
degerlendirilmesi amaglanmistir. Kontrolli kosullar altinda laboratuvarda yetistirilen
bitkilere her iki boya maddesinin 4 farkli konsantrasyonu (10-200-1000-2000 ppm)

spreyleme ve sulama suyuna ekleme yolu ile uygulanmustir.

Uygulama sonrasi kontrol grubu ile yapilan karsilagtirmalarda, tiim bitkiler i¢in
yapilan mutasyon testlerinde doz miktar artisina bagli olarak mutasyon seviyelerinin
arttigr gozlenmistir. Ayrica Tradescantia stamen tlyi analizi (Trad-SHM) ve
mikroniikleus testlerinin (MCN) kullanilan boya maddeleri i¢in farkli duyarliliklara
sahip olduklar1 ortaya cikarilmigtir. Her iki boya maddesinin de genotoksik
potansiyelinin oldugu ve yapilan analizlerde Sunset Yellow’un stamen tiiyili analizi
ile Brilliant Black’in ise mikroniikleus testi ile teshisinin daha uygun olarak tespit

edildigi saptanmistir.

Anahtar Kkelimeler: Sunset Yellow (E110), Brilliant Black (E151), Vicia faba L.,

Allium cepa L., Tradescantia pallida H., stamen tiiyli mutasyonu, mikroniikleus testi

Hazirlanan bu yiiksek lisans tezi Canakkale Onsekiz Mart Universitesi BAP

tarafindan 2007/63 numarali projeden desteklenmistir.



ABSTRACT

The aim of this study to evaluate Sunset Yellow (E110) and Brilliant Black
(E151) food coloring substances which has putative to genotoxicological activity and
can be used as common in food industry. With this purpose, Tradescantia pallida H.,
Allium cepa L. and Vicia faba L. plants were used for finding the genetical damage
levels with root tip mitosis, Tradescantia stamen hair mutation analysis (Trad-SHM)
and Tradescantia micronucleus test (Trad-MCN). Basic of our research project
getting knowledge from this aim, four different concentrations (10-200-1000-2000
ppm) of both food colors were applied to the plants with spraying and adding to the
irrigation water. All of our experiments were realized under the controlled conditions
in the laboratory.

According to the obtained knowledges, it was observed that mutations levels
has increased depending on using dose amounts for root tip cell test and
Tradescantia mutation tests in all of the plant groups which we treated. In addition, it
was detected that both of the food colors have genotoxic potential on the plants with
different sensitivities. It was revealed that potential effect of sunset yellow can
analysis better with Trad-SHM and effect of brilliant black can analysis better with
Trad-MCN tests.

Key words: Sunset Yellow (E110), Brilliant Black (E151), Vicia faba L., Allium

cepa L., Tradescantia pallida H., stamen hair mutation, micronucleus analysis.
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BOLUM 1

1. GIRIS

Canliligin tiim yasamsal gereksinimlerinin karsilandigi ve siirekli etkilesim
halinde bulundugu bir ¢evrenin varlig1 kuskusuz ki onu biitiinleyici kilmaktadir. Bu
cevre ile onun en Onemli roliinii iistlenen canlilar arasindaki ekolojik dengenin
kurulmasi ise bu birlikteligin temel basamagini olusturmaktadir. Yeryiiziinde
bulunan tiim canlilarin hayatta kalabilmesi, beslenme, biiylime ve ¢cogalarak neslinin
devamini saglayabilmesi gibi temel gereksinimlerinin karsilanabilmesi i¢in yasadigi
cevre ile uyum halinde olmasi gereklidir. Her tiirli potansiyel tehdit’e agik olan
cevrede, bu tehditlerden kacinmak ya da onlar1 minimum diizeye indirgemek

canlilarin belki de en 6nemli gorevlerinden birisi olarak nitelendirilebilir.

Insan da dahil olmak iizere birgok canli tiiriine ev sahipligi yapan cansiz ortam
cevrede canliligr etkileyen olumlu faktoérlerin yani sira pek ¢ok olumsuz faktoriin de
varhigindan s6z etmek miimkiindiir. Gerek canlilarin kendi faaliyetleri sonucu
gerekse degisen c¢evresel kosullarin etkileri sonucu o6zellikle yasami tehdit edici
boyutta olabilen pek ¢ok etmenin ortaya ciktigi bilinmektedir. insan’in &n plana
ciktig1 ve aktif olarak yer aldigi ¢cevresinde bu etmenlerden etkilenmesi kuskusuz ki

kaginilmazdir.

Gilinlimiizde artan insan niifusu ile birlikte sanayilesme, endiistriyel faaliyetler,
tarimsal faaliyetlerde kullanilan kimyasallar, yakit ve benzeri amaglarla kullanilan
zehirli gazlar, gida iriinlerinde kullanilan her tiirlii katki maddeleri ve dogaya
birakilan atik maddelerinin gittikge artan bir sekil almasi basta insan sagligi olmak

tizere her tiirlii organizmanin dogal dengesinin bozulmasina neden olmaktadir.

Cagimmizin en 6nemli sorunlarindan biri hi¢ kuskusuz, tim canlilari, 6zellikle
de insan1 olumsuz yonde etkileyen cevresel tehlikelerin her gecen giin artmasidir. Bu

tehlikeler icinde belki de en Onemlisi, modern yasamimizin vazgeg¢ilmezi, i¢ ice



yasadigimiz kimyasal maddelerdir. Bundan dolay1; ¢evreyi kirleten, dogal dengeyi
bozarak yeni sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olan, canlilar1 degisik sekillerde ve
degisik oranlarda zehirleyen kimyasal maddelerin canlilar lizerindeki etkileri sorunu
giiniimiiz arastiricilarinin son derece ilgisini ¢cekmektedir. Yapilan aragtirmalar dogal
cevremize bulastirdigimiz pek ¢ok kimyasal maddenin kanserojenik ya da mutajenik
etkiye sahip olduklar1 ger¢egini ortaya koymaktadir. Kanserojen (ya da karsinojen)
kansere neden olan, mutajen mutasyona yani kalitsal materyalde (DNA) herhangi bir
degisiklige neden olan anlamina gelmektedir. Genler {izerinde toksik etkisi olan
kimyasal = maddelere  ise  genotoksik  maddeler ismi  verilmektedir

(http://www.nadidem.net/bmk/Genotok04.pdf).

Ozellikle son yillarda, artan insan taleplerini karsilamak amaciyla besin
endiistrisinde katki maddelerinin kullanimi1 bu endiistri i¢in daha da cazip hale gelmis
durumdadir. Katki maddelerinin kullanildig1 gerek gida gerek kozmetik gerekse
diger endiistriyel iirlinlerin bilingsizce tiiketimi ise organizmalarda kalitsal hasarlara

ve ilerleyen siiregte kansere sebebiyet vermektedir.

Gidalardaki katki maddeleri denince, kendileri gida maddesi olmadiklar1 halde
gidalarin kalitesini arttirmak, kivamini tutturmak, tadin1 ve rengini vermek, yapisini
diizeltmek gibi islevleri yaninda onlarin hazirlanmasi sirasinda da kolaylik ve
iyilestirme saglayan ve bu asamadan sonra ise bozulmalarina engel olup tezgah
Omiirlerini uzatmak gibi birtakim teknolojik fonksiyonlar1 olan maddeler anlasilir

(http://www.guncelpediatri.com/yazilar.asp?yaziid=420).

Katki maddeleri ¢ok eski zamanlardan beri kullanilmaktadir. Eski insanlar
gidalarini tiitsiileyerek (vinil guanikol ve fenol tiirevleri), sirke ile (asetik asit),
yanmis kiikiirtle (kiikiirt dioksit), tuzlamak ve salamura yapmak (sodyum kloriir ve
sulfatlar) suretiyle korumaya ¢alismislardir. Bu insanlar gidalarin1 bocek kabuklarini
ezerek elde ettikleri kirmizi  boya (kokineal-1-metil-2-carboksi-3,5,6,7,8
pentahidroksantakinon-7-glukozid) ve safran (krosetin digentiobiyoz ester) gibi
dogal boyalarla da renklendirmislerdir. Ayrica arap sakizi (gum arabik) ile

besinlerinin kivamlarini arttirmiglardir. Ayni sekilde safran ise hem renk maddesi



olarak hem de gidaya 6zel bir ¢esni katmak amaciyla kullanilmistir. Bu maddelerin
bircogu bugin de ii¢ temel fonksiyon i¢in kullanilmaktadirlar: kozmetik,
koruyuculuk ve isleme. Amagclar bu fonksiyonlarla sinirli kalsa da zaman i¢inde katki

maddelerinin sayilar1 ¢ok artmig ve 4000'li rakamlara ulagsmistir (Miller, 1985).

Giinliik hayatimizda farkinda olarak ya da olmayarak yiizlerce c¢esidini
tilkkettigimiz bu maddeler elbette bir kisim yararlar i¢in sofralarimizda yer alirlar.
Koruyucu, renklendirici, oksitlenmeyi Onleyici v.s. islevi géren bu maddelerin
kullanimi son yillarda ¢ok hizli bir artis gostermis ve yillik 200.000 ton miktarina
ulagmistir. Bat1 {ilkeleri mutfaklarinda yaklasik %75 oraninda islenmis gida iiriinleri
tilketildigi varsayilarak bu iirlinlerle kisilerin her yil yaklasik 5-6 kg katki maddesi
aldig1 hesaplanmigtir. Tiiketimdeki bu hizli tirmanmaya paralel olarak katki
maddelerine karsi gelisen ve ¢ok degiskenlik gdsteren yan etkilerde de artma

gozlemlenmektedir (Cohen ve dig., 1972).

Insanoglu i¢cin yasamsal degeri tartisilmaz olan bitki primer metabolitlerinin
yani sira, tat ve koku verici maddeler de besin endiistrisinde 6nemli yer tutmaktadir.
Sentetik katki maddelerinin mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilerinin ortaya
cikist ile birlikte; et, siit, meyve, sebze, deniz liriinleri ve mesrubat sektorlerinde
dogal iirlinlere duyulan talep giderek artmaktadir. Tat ve koku vericiler tek bir
kimyasal olabildigi gibi, bir¢ok kimyasalin karigimi da olabilmektedir. Ornegin,
Thaumatococcus danielli bitkisinden elde edilen tatlandirici, thaumatin, bir tek
kimyasaldan ibarettir. Zingiber officinale bitkisinden elde edilen zencefilde ise
gingeroller ad1 verilen aromatik bilesikler, gerenial ve neral gibi ugucu bilesikler isin

icine girmektedir (Sokmen ve Giirel., 2007).

Gida katki maddelerinin gida endiistrisinde kullanilmasi, gelisen teknolojilerin
getirdigi degisik iliretim tekniklerinden ve buna bagli olarak tiiketici begenisinin
cesitlilik kazanmasindan dogmaktadir. Kullanimina izin verilen ¢esitli katki
maddelerinin bazilar1 saglik agisindan herhangi bir sakinca yaratmamakla birlikte,

bazilar1 yiiksek miktarlarda ve siirekli alinmalarina bagli olarak duyarli kisilerde



cesitli tehlikeler olusturabilecek nitelikte goriinmektedirler

(http://www .bursakalder.org/bulten1/icerik.php?bulten=haber1&id=39).

Gida sanayinde kullanilan ve canlinin yasami iizerinde potansiyel bir tehlike
unsuru olabilen gida renklendirici maddelerinin de katki amagli olarak gidalara
uygulandig1 bilinmektedir. Bu maddeler arasinda ozellikle sentetik olanlar insan
sagligint dogrudan etkileyebilme 6zelligine sahiptirler ve belirlenen uluslararasi gida

kodekslerine uygun olarak kullanima sunulmalar1 gerekmektedir.

Cesitli gida maddelerinin renklendirilmesinde duyulan gereksinim, sosyal,
cografik, etnik ve tarihsel gelisim faktorleri etkisinde olugmustur. Aslinda antik
caglarda baharatlar ve meyveler gibi ¢esitli maddeler sarap, ekmek gibi maddelerin
renklendirilmesinde kullanilmistir (Altug, 2001). On binlerce yildir, kurkuma,
kokboya, anatto, indigo ve ¢ivitotu gibi bitki materyalleri gidalarda renk maddesi
olarak kullanilmaktadir (Henry, 1980). Gidalarda kullanilan ilk ticari renk maddeler
basit bitki ekstraktlaridir. Kirmizidan maviye kadar renk aralifi olusturan
antosiyaninler genel olarak {iziimlerden, miirver agaci ¢iceginden ve kirmizi
lahanadan ekstrakte edilmistir. Sari, turuncu ve kirmizi renk araligi olusturan
karotenoidler, havug, kirmizi domates ve biber gibi ¢ok ¢esitli meyve ve sebzelerde
bulunmustur. Kadife c¢iceginden, sart renkli lutein ve kirmizi pancardan da
betalainler ekstrakte edilmistir (Geng, 1999). Kurkumin, agik saridan koyu sar1 renk
aralig1 olusturan ve Asya iilkelerinde yaygin olarak yetistirilen bir bitkinin toz haline
getirilmesiyle elde edilmistir. Ayrica, yogun pembe, kirmizi renk veren karmik asit,
kinkanathlardan bir insektin kurutulmus govdesinden elde edilmistir. Bu pigmentin
elde edilmesi azteklerin tarihine kadar uzanmaktadir. Glinlimiizde de ayni kaynaklar

halen renk maddesi ekstrakte edilmesinde kullanilmaktadir (Andres, 1987).

18. yiizyilda baslayan sanayi devrimi ile birlikte hizla sehirlesme baslamis ve
buna bagli olarak hazir gida tiiketimi yayginlasmistir. Hazir gidalarin yiiksek
miktarda iiretilmesine ragmen, bu gidalarda kullanilacak dogal renk maddelerinin
tiretim miktar1 artan talebi karsilayamamistir. Bu nedenle de bakir ve kursun tuzlari,

bakir siilfat gibi ¢esitli kimyasal maddeler renk maddesi olarak kullanilmistir. Bu



toksik maddelerle gidalarin renklendirilmesi sonucu Ingiltere’de bir¢ok 6liim vakasi
bildirilmistir. Artan renk maddeleri talebini karsilamasi i¢in yapay renk maddeleri
tizerinde calismalar yogunlastirilmistir. Dogal renk maddelerine gore yapay renk
maddelerinin renk verme giicii, renk araliklar1 ve stabiliteleri daha yiiksek ve ayrica
kullanimlar1 daha uygundur. Bu nedenle de yapay renk maddeleri sanayide ¢ok genis
kullanim alani bulmustur. Yapay renk maddelerinin kesfedildigi ve tretildigi 19.
ylizyilin ortalarindan itibaren, bu boyalar geleneksel olarak kullanilan dogal renk
maddelerinin yerini almig ve gilinlimiize kadar pek cok yapay renk maddesi
sentezlenmistir (Henry, 1980). Bu nedenle de dogal renk maddelerinin ticari olarak
yaygin kullanimi 19. yiizyilin ortalarma kadar devam etmistir (Karaali ve Ozgelik,
1993). Ancak sonraki yillarda yapilan arastirmalarda cesitli yapay renk maddelerinin
kullaniminda smirlamalar yapilmasi ve tiiketicinin yapay renk maddeleri kullanilan
gidalara siipheli yaklasimi nedenleriyle, iireticiler tekrardan dogal renk maddelerini
kullanmaya yonelmislerdir (Henry, 1980). Ayrica teknolojik gelismelerle birlikte,
baslangigta iiretilen dogal renk maddelerinin mat ve zayif stabilite ozellikleri
gelistirilmis ve boylece iireticilerin dogal renk maddesi kullanim oran1 artmistir

(Geng, 1999).

Gilinlimiizde gidalarda kullanilan renk maddeleri elde edilis sekillerine gore
dogal ve yapay renk maddeleri olarak iki guruba ayrilmaktadir. Dogal renk
maddeleri, mikrobiyal, bitkisel, hayvansal ve mineral kaynaklardan elde edilen
pigment maddeleridir. Yapay renk maddeleri ise kimyasal yapilari nedeniyle dogada
bulunmayan ancak kimyasal sentez yoluyla iiretilen renk maddeleridir. Yapay renk
maddelerinin ¢ogunlugunun sentezinde komiir katran1 kullanilir. Yapay renk
maddeleri ¢oziiniirliiklerine gore suda c¢oziinen, yagda c¢oziinen ve lake renk
maddeler olarak {i¢ gurupta toplanmistir. Yapay renk maddelerinin yapisinda en az
bir tuz formunun bulunmasi nedeniyle suda ¢Oziinebilmektedirler. Gida
maddelerinde kullanilan renk maddeleri sadece suda ¢oziinme ozelligi gosterenler
arasindan segilmistir. Yagda c¢oOziinen renk maddeleri yapilarinda tuz formu
bulunmadigr i¢in suda ¢oéziinmezler. Bu renk maddeleri toksik 6zellikleri nedeniyle
gidalarda kullanimina izin verilmemektedir. Lake renk maddeleri ise suda ¢dziinen

yapay renk maddelerinin aliiminyum oksit {izerine aliiminyum kloriir ilavesi ile



Tablo 1.1. Kullanimi yasaklanan yapay renk maddeleri (www.saglikvakfi. org.tr/)

Yapay renk maddeleri Yasaklandigi yil

Olusturdugu saglik problemi

Butter yellow 1919
Green 1 1965
Orange 1 1956
Orange 2 1960
Orange B 1978
Red 1 1961
Red 2 1976
Red 4 1976
Red 32 1956
Sudan 1919
Violet 1 1973
Yellow 1 ve 2 1959
Yellow 3 1959
Yellow 4 1959

Toksik, sonralar1 karaciger kanserine
yol actig1 bulundu.
Karaciger kanseri
Organ hasar1
Organ hasar1
Kanser
Karaciger kanseri
Kanserojen
Yiiksek diizeyleri kopeklerde adrenal
korteks hasarina neden olmakta, 1965
yilindan sonra sadece maraschino
kirazlarinda ve bazi haplarda
kullanilmigtir. Halen haricen uygulanan
ila¢ ve kozmetikte kullanilmasina izin
verilmektedir.
I¢ organlarda hasarlar ve zay1f
kanserojen, 1956 yilindan beri Citrus
Red 2 ismi ile sadece turuncu rengi
vermek amaciyla kullanilmaya devam
edilmektedir.
Toksik, daha sonra kanserojen oldugu
bulunmustur.
Kanserojen (Yenilmek iizere kesilmis
Sigir etleri lizerinde Tarim Boliimiiniin
denetim miihrii olarak kullanilirdr).
Yiiksek dozlarda barsak lezyonlar1
Yiiksek dozlarda kalp hasari
Yiiksek dozlarda kalp hasar1



aliminyum tuzu olarak coktiiriilmeleri yoluyla elde edilen suda ¢oziinmeyen

pigmentlerdir (Altug, 2001).

Yapilan caligmalarda birgok yapay renk maddesinin toksik ozellikleri
belirlenmistir. Toksik ve kanserojenik olarak degerlendirilen renk maddelerinin

gidalarda kullanimi yasaklanmistir (Tablo 1.1.).

Bu nedenle de yapay renk maddelerinin sadece bir boliimiiniin gidalarda
kullanimina izin verilmistir. Ancak toksik ve kanserojenik olmadigi belirlenip
kullanimina izin verilen renk maddelerinin kullaniminda da allerjik reaksiyonlar ve
deri dokiintiileri, asttim ve hiperaktivite gibi saglik sorunlar1 olusabilmektedir.
(Karaali ve Ozgelik, 1993; Yentiir ve dig., 1998). Gidalarda renk maddelerinin
arastirildig ¢esitli ¢alismalarda, kullanimina izin verilen renk maddelerinin yiiksek
miktarda kullanildig1r ve ayrica izin verilmeyen renk maddelerine de rastlanildigi
belirtilmistir (Demirer, 1974; Yentilir ve Karakaya, 1985; Topsoy ve dig., 1991;
Kalyoncu ve Yurttagiil, 1995). Tablo 1.1.’de kullanim1 yasaklanan yapay renk

maddeleri verilmistir.

Renk maddelerinin saglik iizerindeki olumsuz etkileri ve uygun olmayan
kullanim sekilleri gibi nedenlerle, kullaniminda ulusal ve uluslararasi bazi yasal
diizenlemeler yapilmustir. 1938 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde Gida, Ilag ve
Kozmetik Yasasi ¢ikartilarak renk maddeleri ile ilgili ilk yasal diizenleme
yapilmistir. Bu yasa ile renk maddeleri sertifikali ve sertifikasiz olarak iki ana gruba
ayrilmustir. Sertifikali olanlar, gidalarda kullanilan miktar1 sinirlanan suda ¢6ziinen
yapay organik ve lake renk maddelerini kapsamaktadir. Sertifikasiz olanlar ise dogal
renk maddeleridir. Ayrica renk maddeleri, Gida, Ila¢ ve Kozmetik Yasasi’nda yaygin
olarak bilinen isimleri yerine renk verme Ozellikleri ve numaralarn ile
adlandirilmigtir. Bunun yant sira, her renk maddesi icin sertifikasyon islemi zorunlu
hale gelmis ve Gida, Ilag Idaresi (FDA)’nimn yetkisi altina girmistir. Daha sonraki
yillarda da diizenlemeler devam etmistir (Altug, 2001). Gidalarda kullanilmas1 kabul
edilen renk maddeleri uluslararast Numaralandirma Sistemine (INS) gore

numaralandirilmistir. Ayrica FDA’da Gida, ilag ve Kozmetik yasasinda izin verilen



renk maddelerine FD&C numarasi verilmistir. Avrupa Toplulugu Konseyi tarafindan
da E kod numarasi verilmistir. Bu nedenle renk maddelerinin gidalarda kullanimi
icin FD&C numarasi ve E kod numarasina sahip olmas1 gerekmektedir. 1994 yilinda
Avrupa Birligi, renk maddelerinin gidalarda kullanim diizeyini belirleyen yasal
diizenlemeyi yayinlamis ve 1995 yilinda da renk maddelerinin saflik diizeyleri ile

ilgili 6zellikleri bildirilmistir (Altug, 2001).

Gidalarda kullanimina izin verilen renk maddelerinin sayis1 ve tipi iilkeden
iilkeye farkliliklar gostermektedir. Ornegin, Iskandinav iilkelerinin bazilarinda, her
tiirlii sertifikali boyanin gida maddelerinde kullanimi tamamen yasaklanmistir.
Avusturya’da 8’1 sentetik olmak iizere 27 renk maddesinin kullanimina izin
vermektedir. Isvigre’de dogal ve sentetik birka¢ renk maddesinin (karotenoidler,
kantaksantin, riboflavin, antosiyaninler ve klorofiller, amarant, tartazin ve eritrosin)
kullanimi1 yasal olarak kabul edilmistir. Amerika da sertifikal1 ve sertifikasiz olarak
guruplandirdigt  renk maddelerinin  disindaki  boyalarin  kullanimina  izin

vermemektedir (Karaali ve Ozcelik, 1993).

Genel olarak giiniimiizde gidalarda kullanilacak renk maddeleri, Diinya Saglik
Teskilati (WHO) ve Diinya Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’niin olusturdugu Gida
Kodeks Komisyonu (CAC)’nun yaymlarinda belirtilmektedir. Gida Kodeks
Komisyonu ise renk maddelerinin toksik oOzelliklerini incelemektedirler

(Bagdathoglu ve Demirbiiker, 1999).

Ulkemizde ise, tiiketici taleplerinin yan sira gelisen gida sanayi ve uluslararasi
gida ticaretine bagli olarak 1983 yilinda Gida Katki Maddeleri YoOnetmeligi
olusturulmus, 1997 yilinda yiriirliige giren Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeliginin 7
no’lu eki renk maddeleri ile ilgili diizenlenmistir. 2002 yilinda ise Tirk Gida
Kodeksi Gidalarda kullanilan Renk maddeleri Tebligini yaynlamistir. Tiirk Gida
Kodeksi Yonetmeligine gore, renk maddeleri tek basina gida olarak tiiketilmeyen
veya gidalarda ana bilesen olarak kullanilmayan, gidaya renk artirici veya renk

diizenleyici olarak katilan maddeler olarak tanimlanmaktadir (Anonim, 2002).



Tablo 1.2. Tiirk gida kodeksinde gidalarda kullanimina izin verilen dogal renk

maddeleri (Anonim, 2002)

Organik dogal renk maddeleri Inorganik dogal renk maddeleri

Anatto, Biksin, Norbiksin (E 160b)
Antosiyaninler (E 163)
Beta-apo-8’karotenal (E 160¢)
Beta-apo-8’-karotenik asidin etil esteri (E 160f)
Bitkisel karbon (E 153)

Kantaksantin(E 161g)

Sade Karamel (E 150a)

Kostik stilfit karamel(E 150b)

Amonyum karamel(E 150c¢)

Amonyum siilfit karamel(E 150d)
Karotenler(E160a)

Karisim halindeki karotenler

Beta-karoten

Klorofiller ve Klorofilinler(E 140)
Klorofiller

Klorofilinler(E141)

Klorofilinler bakir kompleksleri

Kosineal, Karminik asit, Karminler(E 120)
Kurkumin(E100))

Likopen(E 160d)

Lutein(E 161b)

Pancar koku kirmizisi, Betanin(E 162)
Paprika ekstrakti, Kapsantin, Kapsorubin(E 160c)
Riboflavin, Riboflavin-5’-fosfat(E 101)

Aliiminyum (E 173)

Altin (E 175)

Demir oksit ve hidroksitler (E 172)
Giimiis (E 174)

Titanyum dioksit (E 171)
Kalsiyum karbonat (E 170)



Tablo 1.3. Tirk gida kodeksinde gidalarda kullanimina izin verilen suda ¢dzlinen

yapay renk maddeleri (Anonim, 2002)

Suda ¢6zlinen yapay renk maddeleri

Allura Red AC(E 129)

Amarant(E 123)

Azorubin, Karmosin(E 122)

Brilliant Black BN, Black PN(E 151)
Brilliant Blue FCF(E 133)

Brown FK(E 154)

Brown HT(E 155)

Eritrosin(E 127)

Green S(E 142)

Indigotin (Indigo Karmin(E 132)

Kinolin sarisi(E 104)

Litolrubin BK(E 180)

Patent Blue V(E 131)

Ponso(ponceau) 4R, Kosineal Red A(E 124)
Red 2G(E 128)

Sunset yellow FCF Orange yellow S(E 110)
Tartrazin(E 102)

Bu calismada, 6zellikle gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan iki boya
maddesi; Brilliant Black ve Sunset Yellow’un Allium cepa L., Vicia faba L., ve
Tradescantia pallida H., bitkilerindeki genotoksik etkilerinin belirlenmesi

amaglanmistir.
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1.1. Sunset Yellow (E110)

Sentetik bir renklendiricidir. Unlu gidalar, pasta, tatl, ¢cerez, dondurma, icecek,
konserve balik, hazir corba ve bazi surup cinsi ilaglarda kullamlmaktadir. Insan
saghg tizerinde c¢ok fazla yan etkileri bulunmaktadir. Bilinen yan etkileri ise;
kurdesen, rinit (burun akmast), burun tikaniklig, alerji, hiperaktivite, bobrek tiimortii,
kromozom hasari, karin agrisi, bulanti ve kusma, hazimsizlik ve istahsizliktir.
Kullanim1 Norveg’te yasaklanmigtir (http://www.gidaraporu.com/gida-maddelerinde-

kullanilan-renklendiriciler g.htm).
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Sekil 1.1. Sunset Yellow (E110) kimyasal yapisi
(http://en.wikipedia.org/wiki/Sunset yellow).

1.2. Brilliant Black (E151)

Tatlilar, balik ezmesi, aromali siitlii igecekler, bebek gidalari, dondurma,
hardal, marmelat, sos, kek ve iceceklerde kullanilmaktadir. insan saghig iizerinde
genotoksik etkileri saptanmis olan bu renklendiriciler bircok Avrupa iilkesinde ve
Amerika’da yasaklanmig durumdadir (http://www.gidaraporu.com/gida-

maddelerinde-kullanilan-renklendiriciler g.htm).
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Sekil 1.2. Brilliant Black (E151) kimyasal yapis1
(http://en.wikipedia.org/wiki/Brilliant Black BN)
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Goriildiigii lizere insanlarin beslenmesinde temel olabilecek nitelikteki tiim
gida maddeleri arasinda yer alan bu iki boya maddesi iizerinde yapilacak olan bu
arastirma sonucunda genotoksik potansiyelleri ve canli sistemlerde meydana
getirecegi genetik hasarlar saptanmis olacaktir. Her aragtirmada oldugu gibi bitkisel
ya da hayvansal organizmalarin ilk model olarak kullanildig1 bu sistemlerden elde
edilecek veriler dogrultusunda insan saglig ile ilgili baglantili ¢alismalarin yapilmasi
planlanmaktadir. Sonug¢ olarak; bitki sistemlerine uygulanan bu maddelerin diger
tilkelerde oldugu gibi yasaklanmasi ya da insan sagligini tehdit etmeyecek diizeyde
uygun  miktarlarda  kullanilabilmesi  yoOniinde  girisimlerde  bulunulmasi

planlanmaktadir.

1.3. Genotoksik Maddeler ve Genotoksisite

So6zciik anlami zehir bilimi olan toksikoloji, kimyasallarla biyolojik sistem
arasindaki etkilesimleri zararli sonuclar1 yoniinden incelemektedir. Toksikoloji
kimyasallarin zararsizlik limitlerini inceleyen bilim dalidir ve inceleme alanlarina
gore ¢esitli alt dallara ayrilmaktadir. Toksikolojinin bir alt dali olan ve kimyasallarin
cesitli hiicre genetigi teknikleriyle elde edilen kromozomlar {izerine etkilerini
inceleyen bilim dali “genotoksikoloji” olarak adlandirilmaktadir. Kromozom
tekniklerinin gelismesinden sonra kimyasallarin genotoksik etkileri de incelenmeye

baslanmigtir (http://www.nadidem.net/bmk/Genotok04.pdf).

Genlerde DNA ile toksik ajanlarin etkilesmesi sonucu ortaya ¢ikan ve gelecek
nesillere taginan toksisite genotoksisite olarak adlandirilmaktadir (Bagaran, 2004 ).
Genotoksisiteye neden olan tim maddeler ise genotoksik maddeler adini alirlar.
Tim ilaglar, temizlik ve kozmetik maddeleri, pestisitler, besin katki maddeleri ve
sanayide kullanildiginda insanlarin maruz kalabilecegi kimyasal maddeler toksik
potansiyellere sahiptirler ve kullanima sunulmadan Once toksik potansiyelleri
yoniinden degerlendirilirler. Bu maddelerin kullanim amaglari, etki yollart ve siireleri
g0z Oniine alinarak toksisite testleri dizayn edilmektedir. Muhtemel toksik etkiler in
vivo kosullarda deney hayvanlarinda veya in vitro kosullarda hiicre kiiltiirlerinde

arastirilmaktadir (Saygi, 2003).
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Genotoksisite caligmalarinda etkisi arastirilan kimyasal i¢in ¢ok sayida
kromozom preparatlarinin hazirlanmasi, anormallik oranlarinin ayr1 doz ve siireler
icin belirlenmesi, bu asamada yiizlerce hiicrenin mikroskopta sayilmasi, incelenmesi
ve istatistiksel hesaplamalarla sonuca gidilmesi gerekmektedir. Bir maddenin
potansiyel mutajen olup olmadigimin belirlenmesi i¢in kromozomal anormalliklere
neden olup olamadigina bakilmaktadir. Kimyasalin cesitli doz ve muamele
siirelerinde hiicre kiiltiirline eklenmesinin ardindan, elde edilen kromozom
preparatlarinin  incelenmesiyle sonuca gidilir. Kromozom anormalliklerinin
genotoksik maddeler i¢in indikatér oldugu belirtilmektedir. Arastirmalarin
sonuclarina gore genotoksik maddeler, uygulanan doz ve siireye bagli olarak, mitoz
boliinme halinde olan hiicrelerin toplam hiicre sayisina % cinsinden orani olan
mitotik indeksi etkilemektedir. Kimyasallarin mitoz bdliinme iizerindeki olumlu ya
da olumsuz etkileri mitotik indeksin saptanmasiyla belirlenmektedir. Bu etki
sitotoksitenin gostergesi olarak degerlendirilmektedir (http://www.nadidem.net/bmk/

Genotok04.pdf).

Genotoksik potansiyel durumu ise; kisa zamanl testlerle mutasyon, kardes
kromatid degisimleri, kromozom anomalileri frekanslar1 gibi degerlerle
Ol¢iilebilmektedir. Genotoksik potansiyeli belirlemek amaciyla kullanilan testler
arasinda Ozellikle gen mutasyonlarinin belirlenmesinde bakteriler, funguslar,
Drosophila sp., memeli hiicreleri, bitkiler ve memelilerin kullanildig1 testler yer

almaktadir (Aki ve Karabay, 2004).

Gida sanayinde yaygin olarak kullanilan ve canlinin yasami {izerinde
potansiyel bir tehlike unsuru olabilen gida renklendirici maddelerinin de genotoksik
potansiyellere sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu maddelerin organizmalara
uygulanmasi sonucunda konsantrasyonlarina bagli olarak canli hiicrelerin fenotipik
ve genotipik yapilarinda degisiklikler gozlenmektedir. Genotoksik potansiyellere
sahip maddelerin organizmalarda olusturdugu genetik hasarlarin belirlenmesinde ise

birtakim testler kullanilmaktadir. Bunlar asagida tablo halinde verilmistir.
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Tablo 1.4. Genetik toksikolojide kullanilan temel testler (Ak1 ve Karabay, 2004)

I.  Temel testler
A. Gen mutasyonlart i¢in test
Salmonella/memeli mikrozom testi (Ames testi)
B. In vivo kromozom hasari i¢in memeli testi
Rodent kemik iliginde metafaz analizi ya da mikroniikleus testi
II.  Yogun veri tabani ya da tek son nokta {izerine dayanan diger testler
A. Gen mutasyonlar i¢in testler
E.coli WP2 triptofan reversiyon testi
Kiiltiire edilmis memeli hiicrelerinde TK ve HPRT ileri mutasyonlar1 testi
Drosophila eseye bagli resesif letal test
B. Kiiltiire edilmis Cin Hamster ya da insan hiicrelerinde sitogenetik analiz
Kromozom aberasyonlar1 ve mikroniikleus i¢in testler
Aneuploidi i¢in testler
C. Genetik hasarin diger indikatorleri
Mayada ya da Drosophila’ da mitotik rekombinasyon i¢in testler
Kiiltiire edilmis hepatositler ve rodentlerde programsiz DNA sentezi
D. Memeli esey hiicre testleri
Fare goriilebilir veya elektroforetik spesifik-lokus testleri
Iskeletal ya da katarakt mutasyonlari igin testler
Sitogenetik analizler ve kalitimsal translokasyon testleri
Rodent esey hiicrelerinde DNA hasar1 ve onarimi

Dominant letal test
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Tablo 1.5. Gen mutasyonlarinin belirlenmesi i¢in kullanilan testler (Ak1 ve Karabay,

2004)

Izlenen genetik/ biyokimyasal sonug Testler

e Salmonella/ memeli mikrozom testi (Ames
A.  Bakteriyal Testler Testi)
1. Okzotroflarin doniistimii his”— his"
e FE.coli WP2 triptofan doniigiim testi
(Fluktasyon Testi) trp” — trp"

Salmonella’ da arabinoz dayaniklilig1
2. {leri yonlii mutasyonlar
Inhibisyon zonu &l¢iimii

3. Profaj indiiksiyonu e Faj saymm

e Konakgr hiicre lizisi

Neurospora ya da mayada (S. cerevisiae)
B. Fungal Teszer okzotroflarin dontistimii
1. Okzotroflarin doniistimii
Neurospora ya da mayada (S. cerevisiae)

koloni rengi ile adenin mutantlarinin

2. Ileri y6nlii mutasyonlar belirlenmesi (Ade” — Ade")

e Fare lenfoma hiicreleri ya da insan

C. Memeli Hucre Testleri hiicrelerinde pirimidin analoglarina

{leri yonlii mutasyonlar dayaniklilikla TK mutantlarinin secilmesi
e (in Hamsteri ya da insan hiicrelerinde
purin analoglarina dayaniklilikla HGPRT
mutantlarinin sec¢ilmesi

e Cin Hamsteri AS52 hiicrelerinde purin

analoglarina dayaniklilikla XPRT

mutantlarinin seg¢ilmesi
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D. Bitki Testleri

Cicek, polen ya da fidelerdeki Tradescantia stamen tily rengi; misir waxy
mutasyonlar lokusu; ¢esitli bitkilerde klorofil mutasyonlari
E. Drosophila Testleri D.melanogaster’ de eseye bagh resesif letal

Esey hiicrelerinde gen mutasyonlart ~ mutasyon testi
ve kiiclik delesyonlar

e  Goriinilir markerler kullanarak fareye

F. Memeli Testleri spesifik lokus testi
1. Esey hiicrelerinde gen e Fare elektroforetik spesifik-lokus testi
mutasyonlari ve delesyonlar e Fare iskeletal defektleri ya da katarakta

sebep olan dominant mutasyonlar
e Fare spot test (somatik hiicreye spesifik

lokus test)

2. Somatik hiicrelerdeki gen e Rodent lenfositlerinde 6-tioguanine

mutasyonlari dayaniklilikla HGPRT mutasyonlarinin

belirlenmesi

e Fare ve sicanlarda /ac I mutasyonlari

3. Transgenik farede bakteriyal hedef Farede lac Z mutasyonlan

genlerdeki gen mutasyonlari

Son donemde iyi birer monitdr sistem olmalart nedeni ile c¢esitli bitkiler
genotoksik potansiyellerinin saptanmasi amaci ile sik¢a kullanilmaktadir. Bitki
biyoanalizlerinde molekiiler sitogenetik yaklasimlar ile bitki genotoksisitesi
arastirmalart  gerceklestirilmektedir. DNA zararlarinin ve onlarin  molekiiler
sekillerinin biyolojik sonuglarini anlamak ig¢in, ¢evrenin neden oldugu DNA
degisikliklerini onlemek oldukc¢a onemlidir. DNA reaktif bilesiklerini tanimlamak
icin ¢ok sayida genotoksisite analiz sistemleri gelistirilmistir. Bunlardan en ¢ok
kullanilanlar1 mikroniikleus analizi, stamen tiiy mutasyon analizi, kok ucu hiicre
testidir. Bu analizler bitki sistemlerindeki gen mutasyonlarint ve kromozom

aberasyonlarini iceren genetik zararin biiyiik bir kismini ortaya g¢ikarabilmektedir.
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Son zamanlarda hem kromozomal hem de DNA diizeyinde genotoksisite analizlerine
izin veren molekiiler sitogenetik metodlar da gelistirilmistir. Bunlardan FISH olarak
bilinen bir teknik kromozomlarin belirlenmesine olanak tanityan biiyiik detaylara

sahiptir (Maluszynska ve Juchimiuk, 2004).

Kullanislhi olan cogu biyoanalizler arasinda c¢evresel mutajenlerin in situ
degerlendirilmesinde biyoindikatorler olarak yiiksek bitkilere dayanan bu analizler
baz1 avantajlara sahiptirler. Bu analizler genellikle 6zel yapisal ya da lojistik
desteklerden bagimsiz olan diisiik maliyetli test sistemleridir ve asirt Ornek
kullannmmna ya da kompleks ornek konsantrasyon prosediirlerine gereksinim

gostermezler (Rodrigues, 1999a).

1.4. Bitkisel Organizmalarda Kullanilan Baz1 Testler

1.4.1. Kok ucu hiicreleri testi

Sogan veya bakla gibi bitkisel organizmalarin kok ucu hiicreleri testinde
kromozom anomalilerinin ve mitotik aktivitenin belirlenmesi gerekmektedir. Mitotik
aktivitenin ve kromozomal anomalilerin belirlenmesi i¢in mitotik analiz yontemi

uygulanmaktadir. Bu testin avantajlari sunlardir;

1. Kok uglari ile ugragsmak kolaydir.

2. Kok meristemi boliinen bir ¢ok hiicre igerir.

3. Kok wuglar1 konsantrasyonu ayarlanabilen kimyasallarla dogrudan
etkilestirilebilir.

4. Sogan biitlin sene kolay ve ucuz elde edilebilir.

5. Kromozomlar1 sayica az fakat yap1 bakimindan biiytiktiir.

1.4.1.1. Mitotik analiz

Mitoz bolinme bitkilerde meristematik dokularda incelenebilir. Bitkilerdeki

meristematik dokular bitkinin tiim yasami boyunca boliinebilme yetenegindedir.
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Meristematik dokular kok ucu ve govde siirgiinlerinde bulunmaktadir. Bitkilerde
mitoz bdliinme incelemesi i¢in en ¢ok kok ucundan, geng yapraklardan ve kiiciik
cicek tomurcuklarmin petal yapraklarindan yararlanilmaktadir. Kromozom sayimi
yapabilmek i¢in kullanilan materyalde mitotik indeks yiiksek olmalidir yani
boliinmekte olan hiicrelerin orani yiiksek olmalidir. Bazi bitkilerde mitozun
periyodik degisim gosterdigi saptanmistir. Yani giinlin belirli saatlerinde mitotik

indeksin daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Mitotik analiz yapmak amaciyla materyalin hazirlanmasit 4 asamada

gerceklestirilmektedir ;

1. On Islem
2. Fiksasyon
3. Maserasyon

4. Boyama

On islem: Materyal daha canli iken uygulamir ve amaglari su sekilde
ozetlenebilir; Ig ipliklerini tahrip etmek veya olusmasini engellemek suretiyle
metafaz sathasindaki kromozomlarin anafaz sathasina ge¢mesini engellemek ve
bdylece kromozom sayimi i¢in en uygun satha olan metafaz sathasindaki hiicrelerin
sayisini arttirmak (kromozomlarin metafaz sathasinda durmasini saglamak). Yine ig
ipliklerini tahrip etmek suretiyle kromozomlarin metafazda ekvator plaginda
toplanmasini engellemek, daha daginik durmalarini saglamak ve dolayisi ile sayimi
kolaylagtirmak. Protoplazmanin viskozitesini arttirarak ezme preparat yapilirken
hiicrenin fazla dagilmasini onlemek. Zaten kisalmis olan metafaz kromozomlarini
daha da kisaltarak kromozomlarin birbiri lizerine binmesini azaltmak ya da 6nlemek,
boylece incelemeyi ve saymmi kolaylastirmak. On islem igin kullanilacak kimyasal
maddenin yogunlugu ve uygulama siiresi materyale gore degisir. On isleme alimacak
bitki materyali kisa bir siire su i¢cinde korunabilir, ancak uzun siire su iginde tutmak

dogru degildir.
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Fiksasyon: Fiksatiflerde etkinlik ¢ok onemlidir ve fiksasyon kromozomlarin
canliin hayatindaki durumuna miimkiin oldugu kadar yakin bir durumda olmalidir.
Fiksasyon iglemi hiicreleri bozmadan 6ldiirmek amaciyla uygulandigi icin, fiksatifin
etkisi Oldiirme iglemini hizli bir sekilde yapmasina baghdir. Fiksatifin hiicreler
tizerinde hizli bir sertlestirme etkisi olmali ve bunun yaninda dokulara miimkiin
oldugunca hizli girmelidir. Bu yapilirken kromozomlarin boyanma o&zellikleri de
korunmalidir. Cok cesitli fiksatifler kullanilabilir. Calismamizda kullanacagimiz
fiksatif 3 kisim % 96’ lik etil alkol : 1 kisim glasial asetik asit’ten olusan Farmer

Fiksatifi’dir.

Maserasyon: Dokularin yumusatilmasi anlamindadir. Hiicreleri birarada tutan
orta lamelleri ortadan kaldirarak preparat hazirlanirken hiicrelerin daha 1iyi
dagilmalar1 saglanir. Bu amagla % 45’ lik asetik asit, 1 N HCI veya enzimler

kullanilabilir.

Kromozomlarin boyanmasi: Normal 151k mikroskobu ile kromozomlarin
incelenebilmesi i¢in bunlarin 6zel boyalarla boyanmasi gerekir. Bu boyalardan en
cok kullanilanlar; Carmin (asetokarmin), Orsein (asetoorsein), Nigrosin ve Bazik
Fuksin (Feulgen)’ dir. Bunlar kromozomlarda solid bir boyama saglarlar yani
kromozomun her tarafi ayn1 sekilde boyanir. Bunun yaninda kromozomlar1 bantl
olarak boyayan yontemler de gelistirilmistir. Boylece kromozomlarin eukromatik ve

heterokromatik kisimlar1 belirgin olacak sekilde boyanabilir.

Mitoz Uygulama Yonteminde Bitkilerde mitotik kromozomlar: incelemek i¢in

asagidaki basamaklar izlenmektedir (Tijo ve Levan, 1950);

1. Kok uglar 6n islem amaciyla 0.002 M 8-hidroksikinolin i¢inde 3-4 saat oda
sicakliginda bekletilir.

2. On islem sonrasinda alman kok uclart fiksasyon igin 3:1 asetik alkol
igerisine konur ve preparat hazirlanincaya kadar buzdolabinda (+4 °C’ de ) bekletilir.

3. Fikse edilmis kok uclar1 60 °C’ deki 1 N HCI igerisinde 10 dakika masere

edilir (hidroliz yapilir) ve islem sonunda saf su igerisine alinir.
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4. Kok ucu bir lam iizerine konur ve daha koyu beyaz gozlenen u¢ kismindan
yaklasik olarak 2 mm kadar kesilir. Uzerine asetoorsein damlatilir ve lamel kapatilir.
Kok ucu ezilerek hiicrelerin tek bir tabaka halinde dagilmalar1 saglanir.

5. Mikroskopta incelenir.

I N HCI igerisinde 10 dk hidroliz yontemi uygulanmayacaksa, fiksatiften
alan kok uglar1 porselen bir cezveye aktarilip lizerini 6rtecek miktarda asetoorsein
dokiiliir. Bir bek iizerinde 3 kez buhar ¢ikincaya kadar 1sitilip ve daha sonra ezme

islemine gecilerek de preparat hazirlanabilir.

1.4.1.2. Mitotik aktivitenin hesaplanmasi

Meristematik hiicrelerdeki mitotik safhalarin sitolojik olarak gdzlenmesi ile
mitotik aktivite (indeks) hesaplanabilmektedir. Mitotik aktivite, boliinen hiicrelerin
boliinmeyen meristematik hiicrelere gore oranidir. Genellikle kromozom sayimi
calismalarinda ve toksikolojik c¢alismalarda kullanilmaktadir. Boylece eger bir
kimyasal madde ile uygulama varsa maddenin bdliinme orani {izerinde ne sekilde
etkili oldugu konusunda bilgi vermektedir. Mitotik indeks % olarak su formiil ile

hesaplanmaktadir;

Boliinen Hiicre Sayisi

Mitotik indeks (%) = x100

Toplam Hiicre Sayisi

Mitotik indeks disinda ayrica orani da hesaplanmaktadir. Bu katsayinin

A+T
yiiksek degerde olmasi (yani 1’ den biiylik olmasi) ve anafaz + telofaz frekansinin
azalmasi, karyokinetik ig ipliklerinin inaktive oldugunu gostermektedir. Bu deger hig
bir madde ile muamele gérmemis materyal ile yapilan sitolojik ¢alismalarda ise

ortamdaki safsizliklarin kontrolii i¢in 6nemlidir (Ak1 ve Karabay, 2004).
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1.4.2. Mikroniikleus olusumu ve analizi

Mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya cikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlardir. MN sayisindaki artis, c¢esitli ajanlarin hiicrelerde
olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi
olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran ajanlar, sentromer bdliinme
hatalarina ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise
kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna katkida bulunmaktadirlar (Zijno ve
dig., 1994, Ford ve dig., 1988, Vanderkerken ve dig., 1989, Vanparys ve dig., 1990).
Gilintimiizde, hizl1 endiistrilesmeye bagli olarak ¢evresel kirliligin giderek artmasiyla,
canlilar daha fazla fiziksel ve kimyasal ajana maruz kalmakta dolayisiyla giiclii
toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik faktorlerin olumsuz etkilerini tespit
etme ve Onlemler alma ihtiyaci kagmilmaz olmaktadir. Bu nedenle MN testi
sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gore kolay uygulanabilmesi,
daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha anlamli sonuglar elde
edilmesi avantaji saglamasiyla yaygin kullanim alani bulan bir teknik olmustur
(Labay ve dig., 2001, Majer ve dig., 2001, Pastor ve dig., 2001, Schweikl ve dig.,
2001, Hessel ve dig., 2001, Garewal ve dig., 1993, Maluf ve Erdtmann., 2001,
Schneider ve dig., 2001, Rozgaj ve Kasuba., 2000, Naccarati ve dig., 2000).

1.4.2.1. Mikroniikleus tekniginin gelisimi

MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarmnin ol¢iilmesinde,
1970’lerde hayvan hiicrelerinde (Widel ve dig., 2001, Jagetia ve dig., 2001) ve daha
sonra Haddle ve arkadaglari tarafindan kiiltiire edilmis (Schmid, 1975) insan
lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak
kullanilmaya baslanmistir. Bazi arastirmacilar (Von Ledebur ve Schmid., 1973,
Heddle ve Countryman., 1976, Hoghstedt ve Karlsson., 1985) gelistirdikleri
modifiye metotlarla andploidiye yol agan ajanlar ile klastojenleri birbirinden

ayirmada MN biiyiiklik farkindan yararlanmiglar; klastojenlerce uyarilan MN’lerin
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asentrik kromozomal fragmanlar igeren kiiciik, anojenlerce uyarilan MN’lerin tam
kromozomlar igeren daha biiyiik ebathh oldugunu gostermislerdir. Eastmond ve
Tucker (1989) aym1 amagla antikinetokor antikorlar1 kullanarak kinetokor pozitif
MN’lerin tam bir kromozom, kinetokor negatif MN’lerin ise asentrik kromozom
fragman1 icerdigini ve bu yoOntemin andploidi uyaran ajanlar1 klastojenlerden
ayirmada daha kesin bir yol oldugunu vurgulamiglardir. Daha sonralar1 Fenech ve
Morley (1985, 1986) tarafindan gelistirilen Sitokinezi-Blok (Cytokinesis-Blocked)
Metodu, bazi kinetik problemlerin ortadan kalkmasini ve teknigin uygulanmasindaki
giivenirligin artmasini saglamistir. Bu metot, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri
olan Cytochalasin-B (Cyt-B) ile mitoz gegiren hiicrelerde sitokinezi durdurma
esasina dayanmaktadir. Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B
ilavesiyle, c¢ekirdek boliinmesini tamamlamis, ancak sitoplazmik bdliinmesini
gergeklestirememis ¢ift ¢ekirdekli hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve
MN bulunduran hiicrelerin oram saptanabilmektedir. Incelenen alanda, kiiltiir siiresi
icinde ikinci boliinmesini tamamlamis 4 cekirdekli hiicrelere de rastlanmaktadir;
ancak MN sayiminda Heddle ve Countryman’in (1976) kriterleri kullanildigindan bu
hiicrelerde gorilen MN’ler degerlendirme dis1 birakilmaktadir. Heddle ve

Countryman’in (1976) kriterlerine gore:

1. MN ¢apinin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kii¢iik olmas;

2. Boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayn1 olmast,

3. Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi
esas alinmaktadir (Sekil 1.3., 1.4. ve 1.5.).
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Sekil 1.3. Sitokinezi bloke edilmis bir Sekil 1.4. Sitokinezi bloke edilmis iki
mikroniikleus bulunan hiicre mikroniikleus bulunan hiicre

(Demirel ve Zamani, 2002). (Demirel ve Zamani, 2002).

Sekil 1.5. Mitoz boliinmede niikleuslarin disinda kalan ve mikroniikleus olusturmaya

aday iki kromozom goriilen hiicre (Demirel ve Zamani, 2002).

Lenfosit kiiltlirlerindeki caligmalara paralel olarak MN teknigi, eksfolyatif
hiicrelere 1982 yilinda ilk defa Stich ve arkadaslar1 (1982) tarafindan uygulanmistir.
Bu teknik sayesinde agiz, burun, brons ve iirotelyal eksfolyatif hiicrelerde
kimyasallarin ve enfeksiyonlarin etkilerini degerlendirmek miimkiin olmustur (Rosin
ve Gilbert.,, 1990, Stich ve Rosin., 1984). Hizla c¢ogalan bu epitelyal dokular
cevreleriyle siirekli temas halindedir ve epitelin ylizeyel tabakasini olusturan
eksfolyatif hiicreler kolaylikla elde edilebilmekte, dolayisiyla ugradiklar1 genotoksik
hasar da kolaylikla gosterilebilmektedir. Boylece bu hiicreler ait olduklar1 dokularda
meydana gelen morfoloji bozuklugunu, kromozom kiriklarini, premalign
degisiklikleri ve  kanseri  gosterebildiklerinden bir  biyomarker  olarak

degerlendirilebilmekte ve karsinojenlere maruz kalmis bireylerde artmis kanser
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riskini gdstermek amaciyla kullanilabilmektedir (Stich ve Rosin., 1984, Lehucker-
Michel ve dig., 1995, Moore ve dig., 1996, 1997). Eksfolyatif hiicrelerde uygulanan
MN tekniginde Fuelgen-Fast Green boyama yontemi kullanilmakta, hiicrenin
cekirdegi parlak pembe, sitoplazmasi ise acik yesil boyanmaktadir. MN testi sigara,
pestisid ve parazitik enfeksiyonlar gibi ¢evresel ve mesleki etkileri
degerlendirebilmek ic¢in kolaylikla kullanilmaktadir (27,29-31 Lehucker-Michel ve
dig., 1995, Moore ve dig., 1997, Ozkul ve dig., 1997, Rosin ve Anwar., 1992).

1.4.2.2. Mikroniikleus tekniginin kullanim alanlari

1980’den sonra oOzellikle deney hayvanlariyla gergeklestirilen kontrolli
caligmalarda, kimyasal ve fiziksel ajanlarin sebep oldugu sitogenetik harabiyetin
giivenilir bir gostergesi olarak kullanilan MN ¢alismalarinin sayisi ¢ok hizli bir
sekilde artti. Mavournin ve arkadaglari (1990) 1990 yilina kadar kimyasallarin
canlilar lizerindeki etkilerini belirleyebilmek i¢in yapilan tim MN test sonuglarini
toplayarak, ABD Cevre Koruma Grubunun Gen-toks Programi dahilinde
degerlendirmeye aldilar. Memelilerin kan ve kemik iliginde in vivo ¢alisilmis olan
414 bilesigin sadece 220’sinin kriterlere uygun test edilebildigi ortaya ¢ikti. Uygun
test edilen kimyasallar arasinda karsinojenlerin oran1 % 91 olarak saptandi; ancak
negatif testlerin azlig1 ciddi bir eksiklik olarak bildirildi. Ayrica bu ¢aligmalarda esas
aliman ve yillar 6nce Schmid (1976) tarafindan tanimlanan MN test protokolunun
modifikasyonuna ihtiya¢ duyuldugu ve daha fazla calismanin gerekli oldugu

vurgulandi.

Fiziksel ajanlarin etkileri deneysel MN caligsmalar1 yaninda, 13 Eylil 1987°de
Goiania’da (Brezilya) meydana gelen radyolojik kazanin genetik materyalde
olusturdugu hasar1 belirlemek i¢in kullanildi. MN sikliginda iyonizan radyasyonun
dozuna bagli cok anlamli bir artig gdzlendi ve MN testinin biyolojik dozimetre olarak
kullanilmas1 onerildi. Ayrica Goiania kazasina maruz kalan insanlardaki sitogenetik
degisiklikler iyonizan radyasyon ile yas ve hayat tarzi (alkol tiiketimi, sigara
kullanim1) gibi faktorlerin etkisi birlikte ele alinarak degerlendirildi (Cruz ve dig.,

1994). Daha sonra bu konuda yapilan ¢esitli arastirmalar iyonizan radyasyonun ve
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mikro dalga 1sinlarin klastojenik etkisini agik¢a ortaya koydu ve ayrica mikro dalga
1sinlarin, andploidi uyaran bazi kimyasallarin, karakteristik mutajen 6zelliklerine de
sahip oldugu gosterildi (Jagetia ve dig., 2001, Yoshida ve dig., 2001, Oliveira ve
dig., 2001, Fucic ve dig., 1992, Jagetia ve Jacop., 1994).

Yenidogan bebeklerde ve 18-25 yas grubu bireylerde yapilan iki ayr1 calismada
(Cora ve dig., 1992, Acar ve dig., 1995) MN frekansinin erkek ve disi cinsiyete bagh
bir farklilik gostermedigi saptanmistir. Ancak yaglilarda yapilan bir diger ¢alismada
(Richard ve dig., 1994) kadinlarda MN sikliginin yaslanma ile artis gosterdigi
anlasilmig; ayrica FISH teknigi ile MN olusturan kromozomlarmm kimligi
belirlenerek; yasli kadinlarda X kromozomlarinin otozomal kromozomlardan daha
stk olarak MN olusumuna katildig1 gosterilmistir. X kromozom kaybi, ayn1 zamanda
monozomik hiicrelerde karyotip analizleriyle de dogrulanmistir. Bu calisma, MN
olusumu ile karyotip analizlerinde saptanabilen kromozom diizensizlikleri arasindaki

paralelligi acik¢a ortaya koymaktadir.

Sonu¢ olarak; sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt
gostergesi olarak degerlendirilen MN testi, organizmay1 etkileyen cesitli fiziksel ve
kimyasal ajanlarin sitogenetik etkilerini belirlemek i¢in yapilabilecek biiyiik capl

tarama caligmalarinda giivenle kullanilabilir.

Mikroniikleusun belirlenmesi insan biyomonitdr sistemleri i¢in lenfositler,
epitel hiicreler ve fibroblastlar gibi farkl hiicre tiplerinde ger¢eklestirilmistir (Fenech
ve dig. 2003). Bu tiir belirlemeler ayn1 sekilde bitkilerde polen ana hiicrelerinde de
kolaylikla yapilabilmektedir. Allium cepa ve Vicia faba gibi bitkilerde olusan
mikrontikleus yapilar1 kék ucu hiicreleri testi gerceklestirilerek gozlenmektedir.
Mikroniikleuslar Tradescantia bitkisinde de polen ana hiicrelerinde mayoz
boliinmenin erken tetrad safthasinda goriilmektedir ve analizi i¢in farkli uygulama
metodlart bulunmaktadir. Bu uygulamalar kullanilarak cesitli kimyasallarin ya da
zararl 1s1nlarin genotoksik potansiyelleri hakkinda bilgiler elde edilebilmektedir. Bu

uygulamalara baktigimizda;
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Sivi_denemeleri icin: Bilinen kimyasal soliisyonlar, bilinmeyen kirletici

karigimlari.

Gaz denemeleri icin: Bilinen gazli kimyasallar, bilinmeyen karigimlar

In_situ_gériintiileme icin: Yiizey sular1 (irmak, gol, golet, halig), dis ortam

havasi, i¢ ortam havas1 (kapali alanlar) ve dis ortamdan gelen radyasyon.

Toprak ekstraktlari: Su ¢ozgeni, organik ¢oziinebilir madde.

Radyasyon: yonize radyasyon ve UV, nétron ve alfa partikiilleri
seklinde oldugu goriilmektedir (Ma ve dig., 1994b).

Sekil 1.6. Tradescantia da mayoz boliinmenin tetrad sathasindaki

mikroniikleuslar (Ma ve dig., 1994b).

1.4.3. Stamen tilyii analizi

Kimyasallarin genotoksisitesini test etmede kullanilan, bitkilerde 6zel lokus
mutasyon analizleri bulunmaktadir. Bunlar bir ya da iki lokusta heterozigot olan 6zel
olusturulmus test strainleri veya klonlar iizerine temellenir. Bu durum test
bilesiklerinin uygulanmasindan kisa bir siire sonra somatik mutasyonlarin ortaya
cikmasma olanak saglar. Somatik mutasyonlar; yapraklar (soya fasiilyesi, tiitiin,
yonca, misir) ya da cigek petalleri ve stamen tiiyleri (7Tradescantia) iizerindeki farkl

renklerdeki doku bolgeleri olarak ifade edilir (Ak: ve Karabay, 2004).
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Tradescantia tiirleraras1 melezlerinde stamen tiiy analizi, en duyarli laboratuvar
testlerinden biridir; bu test gazli hava kirleticilerinin in situ izlenmesi i¢in de
kullanilmaktadir ve ¢icek tomurcuklarinin maruzatindan 2-3 hafta sonra sonug
vermektedir. Stamen tliyli analizinde somatik resesif mutasyonlarin varlii pembe

renkli mitotik hiicrelerin olusumu ile ortaya ¢ikmaktadir.

Tradescantia stamen tliyli mutasyon biyoanalizi i¢in farkli uygulama metodlari
bulunmaktadir. Bu uygulamalar kullanilarak c¢esitli kimyasallarin ya da zararl
1sinlarin - genotoksik potansiyelleri hakkinda bilgiler elde edilebilmektedir. Bu

uygulamalara baktigimizda;

Sivi_denemeleri icin: Bilinen kimyasal soliisyonlar, bilinmeyen kirletici

karigimlari.

Gaz denemeleri icin: Bilinen gazli kimyasallar, bilinmeyen karigimlar

In situ_goriintiileme icin: Yiizey sular1 (irmak, gol, gdlet, halig), dis ortam

havasi, i¢ ortam havasi (kapali alanlar) ve dis ortamdan gelen radyasyon.

Toprak ekstraktlari: Su ¢6zgeni, organik ¢6ziinebilir madde.

Radyasyon: Iyonize radyasyon ve UV, nétron ve alfa partikiilleri
seklinde oldugu goriilmektedir (Ma ve dig., 1994a).

Sekil 1.7. Stamen tiiyli hiicrelerinde mutasyon (Ma ve dig., 1994a).
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Cell Wall

Mucleus with Nucleolus

Sekil 1.8. Stamen tiiyii hiicre yapis1 ( http://botit.botany.wisc. edu/courses
/botany 130/Eukaryotic_Cell/Cell.html ).
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BOLUM 2

ONCEKI CALISMALAR

Gilintimiize kadar ¢esitli kimyasal maddelerin, ¢evresel isinimlarin, atik sularin
ve stres faktorlerinin canlilar iizerindeki genetiksel ve fizyolojik olarak meydana
getirmis oldugu ve onlarin yagamlarin1 dogrudan etkileyen faktorler ile ilgili pek ¢cok

bilimsel aragtirmalar yapilmustir:

1999 yilinda yapilan bir ¢alismada; UV-B radyasyonun artan seviyesi gevre
icin potansiyel bir tehlike olarak goriilmiis, bu durum ise arastirmalart UV-B
radyasyonun sitogenetik etkilerinin belirlenmesi yoniine tesvik etmistir. Bu amacla
Tradescantia bitkisinin polen ana hiicreleri iizerinde olusan hasar mikroniikleus testi
ile incelenmistir (Wang ve Wang, 1999). Tradescantia’ nin ii¢ klonu i¢in yapay UV-
B radyasyonu 10 saatlik siirenin yani sira artan dozlarda (2, 4, 6, 8 saatlik siirelerde)
bitkilere uygulanmigtir. Muamele edilmis bitkiler ve kontrol bitkilerinin
cigeklenmeleri saptanmigtir. Daha sonra bunlar preparatlarin hazirlanmasinda
kullanilmigtir. Mikroniikleuslarin frekanslar1 ve genotoksisitenin derecesi erken
tetratlarin olusum evresi ile gozlenmistir. Tekrarlanan bu iki deneyin sonuglari
normal giin 15181 altinda mikroniikleus frekanslarindaki artisin kullanilan UV 15181n
dozuna bagl olarak arttigini gostermistir. Yagmurlu ve bulutlu bir giin altinda
yapilan oldukca yiiksek bir {i¢iincii UV-B uygulamasi sonucunda ise mikroniikleus
frekanslarinin 6nceki iki denemeye nazaran daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Sonugta artan radyasyon oranina bagli olarak mikroniikleus sayisinda artis
gozlemlenmis ve mikroniikleus testlerinin  UV-B radyasyonun etkisinin

belirlenmesinde dnemli bir yere sahip oldugu saptanmistir (Wang ve Wang, 1999).

2006 yilinda; canli organizmalar {izerinde karsinojenik etkiye sebebiyet veren
Ave onemli bir ¢evresel mutajen ajan olan iyonize radyasyonun bitkiler tizerindeki
biyolojiksel etkilerini belirlemek amaciyla bir calisma gergeklestirilmistir. Bu

calismada radyasyonun olasi etkileri degerlendirilmistir (Yalgin, 2006).
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Bitki temelinde farmasdétik ve kozmetik risk faktdrlerinin taramasinin yapildigi
farkli bir arastirmada; tiim bitki ve tohumlarin analizleri, hiicre kiiltiirleri analizleri
yapilmis olup, polen olusumu ve polen biiylimesi incelenmistir. Elde edilen
verilerde; yiiksek bitkilerdeki toksik etki mekanizmasinin bir kimyasal maddenin
hiicrelerarasi bolgedeki birikimine baglt oldugu, onun 6zellikle de hiicresel yapilara
zarar verdigi vurgulanmistir. Ayrica ¢evresel risklerin belirlenmesinde toksikolojik
analizlerin uygunlugunu yiiksek bitkilerin sagladigi sonucuna da varilmistir (Kristen,

1997).

Fungusitlerin bitki hiicreleri ve memeliler iizerindeki etkileri c¢evresel
kirleticilerin in vivo ve in vitro i¢in genotoksik potansiyelinin belirlenmesinde hizli
yanit veren tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) kullanilarak genotoksisite tesviki yolu
ile arastirllmigtir. Fenarimol’un DNA {izerinde zarar verici nitelikte oldugu
bilinmektedir. Calismanin birgok hedefi bulunmaktadir. Bunlar; DNA ile
fenarimol’un etkilesimlerinin olasiligin1 belirlemek, farkli iki memeli tiiriinde
l16kositlerde fungusit’e kars1 6zel duyarliligini belirlemek, fenarimol’un toksik ya da
genotoksik potansiyelini belirlemek ve en son olarak da tropikal bolgelerde
fenarimol’a duyarli yabanil tip bitki tiirlerinin bulunup bulunmadigini belirlemektir.
Sonu¢ olarak, zarar gormiis hiicrelerin frekanslarindaki artig, artan fungusit
dozlarinin kaniti olmustur. Fenarimol’un tesviki ile hem sitotoksisite hem de

genotoksisite artmistir (Poli ve dig., 2003).

Besin endiistrisinde yaygin bir sekilde kullanilan iki farkli boya maddesi ile
genotoksisite degerlendirilmesinin yapildig1 arastirmada Quinoline Yellow (E104) ve
Brilliant Black BN (E151) boya maddelerinin genotoksik etkileri ve potansiyel
sitolojik etkileri in vitro insan lenfositleri ve in vivo Vicia faba kok ucu meristemleri
kullanilarak incelenmistir. Ayrica bu ¢alismada oldukga duyarli ve hizl testler olan
mikroniikleus ve comet analizi testleri yapilmistir. Bu c¢aligmalardan elde edilen
bilgiler gostermistir ki; analiz edilen boya maddelerinin genotoksik etkileri,
potansiyel olarak genotoksik tarama i¢in mikroniikleus ve comet analizi testleri ile

belirlenebilmistir ve in vitro insan lenfositleri ile in vivo Vicia faba kok ucu
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meristemlerinde kardes kromatid degisiklikleri, kromozomal aberasyonlar ve

mikrontikleus olusumlari1 gézlenmistir (Macioszek ve Kononowicz, 2004).

Gidalarla ilgili olarak yapilan bir diger arastirmada ise antimikrobiyal madde
olarak kullanilan sodyum metabisiilfit’in Allium cepa 'nin mitoz boliinme gegiren kok
ucu hiicrelerinde sitogenetik etkileri arastirilmistir. 4. cepa kokleri 7.5mg/lIt, 15mg/It
ve 30mg/It konsantrasyonlarindaki sodyum metabisiilfit ile 10 ve 20 saat muamele
edilmistir. Sodyum metabisiilfit’in biitiin konsantrasyon ve muamele siirelerinde
mitotik indeksi kontrol’e nazaran azaltirken mitotik anormallikleri doza bagl olarak

arttirmistir (Renciizogullar1 ve dig., 2001).

Allium cepa kok hiicrelerinde maleik hidrazid, akridin ve DEHP (di(2-
ethylhexyl)phthalate) kimyasal maddelerinin genotoksisitesi iki farkli ¢aligma grubu
tarafindan incelenmistir. Bu arastirmanin amaci; ayni test kosullar1 altinda ve ayni
zaman dilimindeki iki laboratuvar ortami ve kimyasal maddeler kullanilarak A//ium
cepa kromozom aberasyonlarit analizi sonuglarimi karsilagtirmaktir. Karsilastirmali
olarak yapilan bu ¢alisgma DEHP igin yetersiz goriilmesine ragmen maleik hidrazid,
akridin ve bunlarla iligkili olan pozitif kontrol (metil metansiilfonat) i¢in basarili

olmustur (Rank ve dig., 2002).

Allium sativum ve Vicia faba’da siilfiir dioksidin kok ucu hiicreleri {izerinde
genotoksisitesinin belirlenmesi amaci ile yapilan arastirmada, sodyum bisiilfit ve
sodyum silfit (1:3) kangmu 1x10*M  ile 2x10°M araliginda  degisen
konsantrasyonlarda kullanilmistir. Genotoksisitenin belirlenmesinde Vicia faba’da
anafaz aberasyon (AA) frekanslari ve mikroniikleus (MCN) testleri, Allium
sativum’da ise sadece mikroniikleus testleri gerceklestirilmistir. Sonug olarak negatif
kontrol ile karsilastirildiginda Vicia faba kok ucunda anafaz aberasyon (AA)
frekanslar1 1.7-3.9 ve mikroniikleus frekanslar1 ise 3.5-4.5 kat artmustir. Benzer

sonuglara A/lium MCN testlerinde de rastlanmigtir (Yi ve Meng , 2003).

Radyasyonun bitkiler iizerindeki etkileri ile ilgili olarak yapilan bir

arastirmada, Vicia mikroniikleus, Tradescantia mikroniikleus ve Tradescantia
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stamen tilyli mutasyon biyoanaliz testleri kullamlarak '*’Cs radyasyonunun
genotoksisitesi indelenmistir. Bu caligsma; B7Cs nin diisiik dozlaryla tesvik edilen
DNA zarann i¢in {i¢ bitki biyoanalizinin etkinligini karsilastirmak amaciyla
yapilmustir. Deneyler radyoaktivitenin gesitli seviyeleri ile kat1 ya da sivi *'Cs
kaynaklar1 kullanilarak toprakta ya da bir soliisyonda yiirtitiilmiistiir. Yirttilen ti¢
biyoanaliz gostermistir ki; muamelelerde farkli duyarhiliklar ortaya ¢ikmistir. Bunun
otesinde karsilastirilabilir dozlarda, i¢ kontaminasyonlar {i¢ biyoanaliz i¢in biiyiik
etkilere izin vermistir. Sonugta bu biyoanalizlerin radyoaktif '*’Cs zararmin
genotoksik etkileri igin etkileyici testler oldugu belirlenmistir (Minouflet ve dig.,

2005).

Bitki ve insan hiicre ¢ekirdeginde hiicresel olmayan comet analizi ile
mutajenler tarafindan DNA zararinin tesvik edilmesi ile ilgili olarak yapilan bir
arastirmada, fiziksel ve kimyasal mutajenlere bitki ve insan hiicrelerinin verdigi
yanitlarda onlarin hassasiyetlerine bagl olarak farkliliklar gdzlenmistir. Yapilan bu
calismada iki kimyasal mutajenin DNA’ya olan zarar1 belirlenmistir. Bu kimyasallar
maleik asit hidrazit (MH) ve N-metil-N-nitroz-lire (MNU)’dir. Lokositlerin niikleusu
ile bitki olarak kullanilan Nicotina tabacum’un niikleusunun duyarhiligimi
karsilagtirmak amaciyla comet analizi yapilmistir. Sonug¢ta MH ve MNU
kimyasallart ile muamele edilen lokositlerin niikleusunun bitki hiicreleri

niikleusundan daha duyarli oldugu bulunmustur (Juchimiuk ve dig., 2006).

Tradescantia mikroniikleus testi kullanilarak kendiliginden olusan ya da
kirlilikle tesvik edilen mutasyon oranlar ile ilgili bir arastirmada, degisen sicaklik
durumu ve nem kosullarinin etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Aragtirmada
Tradescantia bitkisinin klon 4430°u, maleik hidrazit ve kirli su 6rnegi materyal
olarak secilmistir. Diisiik sicaklik mikroniikleus sayisinda artisa neden olurken,
yiiksek sicaklik mayotik polen olgunlagmasinin gecikmesine ve fizyolojik hasarlara

neden olmustur (Klumpp ve dig., 2004).

Hayvanlar iizerinde yapilan bir arastirmada, in vivo sitogenetik testler ile 8-ClI-

Cyclic adenozin monofosfat’in genotoksik potansiyeli degerlendirilmistir. Kullanilan
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bu kimyasal madde in vitro ve in vivo kanser hiicrelerinin biiyiik bir cogunlugunda
bliylimeyi baskilayici bir etki gostermistir. Uygulama i¢in farenin BALB/c straini ve
mikroniikleus testi kullanilmistir. In vivo mikroniikleus test sonuglar1 mikroniikleus
frekansinda ve polikromatik eritrositlerde artisin oldugunu gostermistir. Ayrica

sayisal ve yapisal kromozom varyasyonlari da gézlenmistir (Bajic ve dig., 2004).

Atik  sularm etkisi {izerine yapilan bir arastrmada ise Giineybati
Bulgaristan’daki maden bdlgesinde agir metal ve siyanid ile kirlenmis nehir suyunun
Allium cepa tizerindeki sitogenetik etkileri arastirilmistir. Bu arastirma mikroniikleus
ve anafaz analizleri kullanilarak, mitotik ve faz indekslerinin hesaplanmasi ile
Giineybat1 Bulgaristan’in Panagjurishte bdlgesinde yiiriitiilmiistiir. In vivo deney
materyali olarak A/lium cepa kullanilmistir. Elde edilen veriler hiicre ¢ogalmasinda
bir azalma ve normal mitoz-mikroniikleus, anafaz ve telofaz kopriileri ile
fragmentler, ge¢ kalan kromozomlar ve bir C-mitotik etkisinin meydana geldigini
gostermistir. Sitogenetik analizler agir metal ve siyanid ile kirlenmis sularin biyolojik
goriintiilenmesinin etkili ve uygun oldugunu kanitlamak i¢in yapilmistir (Ivanova ve

dig., 2005).

Toprak genotoksisitesinin arastirildigi  bir diger ¢alisma genotoksisite
analizleriyle, toprak orneklerini hazirlamada yaygin olarak kullanilan topraklarin
dogru se¢imini belirlemek amaciyla yapilmigtir. Topragin; endiistriyel aktivite,
motorlu araglar, tarimsal aktiviteler gibi kirliliklerin potansiyel kaynaklarina gore
gruplandirilmas: yapilmistir. Ayrica toprak genotoksisitesinin olast nedenleri de

vurgulanmistir (Watanabe ve Hirayama, 2001).

Sigara kullannminin kardes kromatid degisimleri ve lenfosit yasam siiresi
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Elde edilen bulgulara gore; sigara igmeyen
bireylere gore sigara icen bireylerdeki kardes kromatid degisim oranlar1 5.84 ten -
7.73’¢ yiikseldigi ve mitotik indeks oraninda da artislar oldugu saptanmistir. Bu artis
lenfosit sayisindaki artistan daha yiiksektir. Bu durum ise sigara icenlerde lenfosit

yasam siiresinin daha kisa oldugunu gostermektedir (Akbas ve dig., 2001).
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Yapilan farkli bir calismada; gelisimsel bir norotoksisite testinde yaygin olarak
kullanilan besin katki maddeleri arasindaki sinerjistik etkilesimler incelenmistir. Bu
amagla dort farkli katki maddesinin (Brilliant Blue ve L-glutamic acid, Quinoline
Yellow ve aspartam) ikili kombinasyonlar halinde ndrotoksik etkileri belirlenmistir
ve caligmada farenin NB2a neuroblastoma hiicreleri i¢in bu maddeler tesvik
edilmistir. Brilliant Blue ile L- glutamic acid arasinda, Quinoline Yellow ile de
aspartam arasinda Onemli sinerjistik etkilerin oldugu bulunmustur (Lau ve dig.,

2006).

Gidalarda besin renklendirici olarak kullanilan maddelerin genotoksik
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir arastirmada; farelerin kemik iligindeki
kromozom yapilar1 incelenmistir. Renklendirici kimyasal madde olarak carmoisin iki
farkli dozda uygulanmistir. Elde edilen verilere gore carmoisinin kemik iligi
hiicrelerinde kromozomal aberasyonlar ¢esitli sekillerde tesvik ettigi bulunmustur.
Ayrica uygulamanin ¢esitli peryotlar1 sirasinda niikleik asit ve total protein

seviyelerinde de artig saptanmistir (Ali ve dig., 1998).

Drosophila melanogaster’de yapilan bir ¢calismada; gidalarda koruyucu madde
olarak kullanilan benzoik asit’in genotoksik etkisi somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ile degerlendirilmistir. Deney sonuglarina goére mutasyon
gbzlenen kanat sayisi ile toplam mutasyon arasinda pozitif bir iliski belirlenmistir.
Buna ilave olarak her kanatta gozlenen mutasyonlar say1r ve tipine gore de
siiflandirilmiglardir. Bu ¢alisma gida katki maddelerinin dogru kullaniminin insan
saghigl acisindan Onemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Sarikaya ve

Solak, 2003).

Vicia  faba kok wuglarinda  chromium trioksit’in = (CrO;)  farkl
konsantrasyonlarindaki mutajenik etkilerini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada;
Vicia faba kok ucu hiicrelerindeki kromozom aberasyon oranini, mitotik indeksler ve
mikrontikleus oranini belirlemek i¢in mikroniikleus analizi ve kromozom aberasyon
analizi kullanilmigtir. Chromium oksit’in Vicia faba kok wucu hiicrelerinin

mikroniikleus oranini artirdig1 ortaya ¢ikmistir. Fakat asir1 artan chromium trioksit
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konsantrasyonu mikroniikleus konsantrasyonunu azaltmistir. Ayrica artmis
chromium trioksit konsantrasyonu ile kromozom aberasyonlarinin degisik tiplerinin
olusumu gozlenmistir. Elde edilen veriler neticesinde chromium trioksit’in Vicia
faba kok ucu hiicrelerinde 6nemli mutajenik etkiye sahip oldugu sonucuna

vartlmistir (Xiao-wei, 2004).

Cin’in  Guilin bolgesindeki dogal Lijang 1wrmagmdan su Ornekleri
genotoksisitesinin  degerlendirildigi bir c¢alismada Trad-MCN ve Trad-SHM
biyoanalizleri kullanilmistir. Yapilan calismada 60 farkli boélgeden toplanmis su
orneklerinin genotoksisitesi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar; irmagin kollarindaki
su Orneklerinin ¢ogunun yiiksek derecede mutajenik oldugunu ve endiistriyel etki ile
sehir lagimimin bulundugu Guilin sehir bolgesinde ana irmaktaki kirleticilerin
biriktigini gostermistir. Hem Trad-MCN hem de Trad- SHM analizleri su
orneklerinde mutajenlerin belirlenmesi i¢in oldukca etkileyici analizlerdir (Jiang ve

dig., 1998).

Trad-SHM ve Trad-MCN biyoanalizleri maden tortularindan ¢ikan iki sivi
atigin genotoksisitesini belirlemek i¢in kullanilmistir. Amag; atik maddenin bu ¢esidi
icin tarama araglar1 olarak Tradescantia biyoanalizlerinin uygunlugunun test
edilmesidir. Calismada iki farkli test yontemi kullanilmistir. Bunlardan birisi S4 sivi
attk yontemi digeri ise pHgad sivi atik yontemidir. Phg,4’de agir metallerin
konsantrasyonu S4 sivi atigindakinden daha fazladir. Bu ¢alismada her iki yontem
test edilmis ve karsilastirilmistir. % 1 pHga4 sivi atigindan daha fazlasimi iceren
soliisyonlara maruziyet mikroniikleuslarin sayisinda ©Onemli bir artisa neden
olmustur. Trad-SHM biyoanalizinde bitkiler % 8 ya da % 16’k sivi atik
soliisyonlarma maruz birakildiklarinda artmis pembe mutasyon oranlarini
gostermislerdir. Aksine S4 sivi atik soliisyonu sadece % 32’den daha fazla oranda
atik sollisyonu kullanildiginda artmis mutasyon oranlarina neden olmustur. pHgué
stv1 atik maddelerinin diisiik pH degeri nitrik asit kontrollerinde dnemli mutasyon
oranlarmin goriilmemesiyle belirtildigi gibi her iki biyoanaliz kullanilarak gézlenen
genotoksisiteden sorumlu degildir. Bu kanitlar Tradescantia biyoanalizlerinin 6rnek

degisikliklerine gereksinim olmaksizin genis bir pH araliginda cevresel orneklerin
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genotoksik potansiyellerini degerlendirmede 6nemli araclar olarak kullanilabildigini

gostermektedir (Fomin ve dig., 1998).

Yapilan farkli bir caligmada Cin’in Kunming sehrinden gecen Panlong
irmaginda su genotoksisitesini belirlemek amaciyla 20 farkli bolgeden toplanan su
ornekleri Trad-MCN ve Trad-SHM analizleri ile degerlendirilmistir. Trad-MCN
analizinde en diisiik frekans 3,19 MCN/100 tetrad olarak, Trad-SHM analizinde ise
1,32 Mutasyon/1000 stamen tiiyii olarak belirlenmistir. En yiliksek frekans; Trad-
MCN analizi i¢in 8,73 MCN/100 tetrad, Trad-SHM analizi i¢in ise 4,30
Mutasyon/1000 stamen tiiyii olarak belirlenmistir. Trad-MCN analizi i¢in zayif
frekanslar atik olarak 1rmaga karisan endiistriyel ve kentsel atik su bolgesi
yakinindaki bolgelerden elde edilen su Orneklerinde goézlenmistir. Genelde
mikroniikleus ve stamen tiiyii mutasyonlarmin frekansi irmagin Kunming sehri
boyunca akan bolgesinde artmaktadir. Elde edilen verilerden Trad-MCN analizinin
irmak suyu kirliliginin genotoksisitesinin belirlenmesinde Trad-SHM analizinden

daha duyarli oldugu sonucuna varilmistir (Duan ve dig., 1998).

Fransa’nin Metz sehri yakinlarinda toprak kirliliginin genotoksisitesini
degerlendirmek amaciyla yapilan bir ¢alismada 3 bitki biyoanalizi; Vicia faba
(Bakla), Allium cepa (Beyaz sogan) ve Tradescantia mikroniikleus testleri
kullanilmistir. Calismada iki farkli toprak ornegi test edilmistir. Toprak 6rnegi A; bir
endiistriyel atik bolgesinden, toprak ornegi B ise kok komiirii atik bolgesinden
saglanmigtir. Pozitif kontrol olarak Maleik hidrazit kullanilmistir. Toprak
orneklerinin sulu ekstraktlar1 Vicia faba ve Allium cepa koklerine uygulama i¢in ve
Tradescantia bitki parcalar1 Uluslararast Kimyasal Giivenlik Programi ve Diinya
Saglik Organizasyonu tarafindan belirlenen bu bitki analizleri i¢in kullanilan standart
protokol’e goére uygulama i¢in kullanilmistir. Bu testlerin sonuglart 3 farkh
biyoanalizde farkli duyarliliklarin oldugunu gostermistir. Toprak Ornegi A’nin
Toprak 6rnegi B’den daha fazla toksik oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmistir (Cotelle

ve dig., 1998).

36



Trad-SHM analizi kullanilarak Chloroprene rubber (Kauguk) bitkisini
cevreleyen havanin in situ (yerinde) goriintiilenmesi saglanmistir. Bu ¢alisma igin
Tradescantia 02 klon’u kullanilmistir ve bu bitkiler 1991 yilinin Mayis ve Haziran
aylarinda endiistriyel kuruluslar civarindaki 10 farkli bélgede ¢evresel havaya maruz
birakilmistir. In situ goriintiileme denemelerinin 3 serisi gergeklestirilmistir. Bu
serilerde farkli bolgelere yerlestirilen bitkilerin yamisira bir de kontrol grubu
ayarlanmistir. ilk seride 1°den 4’¢ kadar numaralandirilmis bélgelerde bitkiler
endiistriyel bitkinin bulundugu komplekse yerlestirilmis, ikinci seride 5’den 7’ye
kadar numaralandirilmis bolgelerde kaucuk bitkisinden 1-1,3 km uzakliga
yerlestirilmis ve son seride de bitkiler 8’den 10’a kadar numaralandirilmis bolgelerde
kauguk bitkisinden 1,5 km uzakliga yerlestirilmistir. Kontrol grubu ise kimyasal
kauguk bitkisinden yaklasik 13 km uzakliktaki bir serada yetistirilmistir. Caligmanin
sonuclar1 ilk serilerde 1, 2 ve 4 no’lu bolgelerde kontrolden daha fazla pembe
mutasyon durumunun 6nemli derece arttigmni gostermistir. ikinci serilerin tiim
bolgelerinde pozitif yamitlar gézlenmistir. Ugiincii seride ise sadece 8 no’lu bolgede
kontrolden daha yiiksek oranda pembe mutasyon durumu gozlenmistir (Arutyunyan

ve dig., 1998).

In situ gériintiileme igin yapilan farkli bir calismada Tradescantia stamen tiiyii
analizi kullanilarak Sao Paulo sehrinde hava Kkirleticilerinin  mutajenitesi
belirlenmistir. Bu amagla Sau Paulo sehrinin farkli bolgelerine maruz birakilan
Tradescantia 4430 klonu bolgesel hava kirliligine paralel olarak mutasyon
frekanslarinda artis gostermistir. Atmosferdeki partikiil icerigi seviyeleri ve
mutasyon frekanslar1 arasinda pozitif bir iligki gdzlemlenmistir. Bu durum tasitsal
emisyonlara 6zel referans ile Sau Paulo sehrindeki maruziyet bolgelerinde mutasyon
frekans1 ve atmosferik kirlenme miktar1 arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir

(Ferreira ve dig., 2003).

Arjantin’de yapilan bir in situ goriintiileme ¢aligmasinda Tradescantia
mikroniikleus biyoanalizi kullanilarak hava kirliliginin ¢evresel diizeylerinin
genotoksisitesi arastirilmistir. Calismada Tradescantia pallida bitkisi 3 farkli bolgede

konumlandirilmistir. Bu bolgelerden birisi yiiksek trafik aktivitesine sahip sehir
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merkezi, digeri benzin ve dizel yakith agir arag trafiginin yogun oldugu kampiis
alani, li¢iinciisii ise hava kirliliginin bolgesel kaynaklarinin 6nemli olmadigi konutsal
alandir. Her bir 6rnekleme bolgesinden Kasim, Subat ve Nisan aylarinda 20 geng
Tradescantia pallida ¢icegi toplanmistir. Polen ana hiicrelerinin erken tetradlarinda
mikroniikleus frekanslart belirlenmigtir. Ayn1 zamanda her bir bolge i¢in havada
bulunan toplam partikiillerin c¢evresel diizeyleri belirlenmistir. Bolgeler arasinda
mikroniikleus frekansinda 6nemli bir fark goézlenmistir. Konutsal alanin, kampiis
bolgesi ve sehir merkezi alanlarina gore daha diisiik mikroniikleus frekansina sahip
oldugu ortaya ¢ikmistir. Sonugta; c¢evresel hava kirlilik degisim derecesinin
Tradescantia polen ana hiicrelerinin spontan mikroniikleus frekansindaki
degisiklikler ile ilgili oldugu bulunmustur. Bu sonuglar yiiksek bitkiler ile
biyogoriintiilemenin aletsel goriintiileme teknikleri olmaksizin ya da kiiciik bir
Olgekte hava kirleticilerinin arastirlldigi alanlarda tanimlanan hava kirliligi

caligmalari i¢in kullanigh olabildigini gostermektedir (Carreas ve dig., 2006).

Bratislava da yapilan bir ¢alismada hava kirliliginin genotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla Trad-MCN testi gerceklestirilmistir. In situ goriintiileme 2 sezon
boyunca (2003 ve 2004 yillarinda) 5 farkli bolgede gergeklestirilmistir. Bitkisel
materyal olarak kullanlan Tradescantia palludosa (klon3) bitkisi 6-8 haftalik
peryotlar boyunca farkli boélgelere maruz birakilmistir. En yiliksek mikroniikleus
diizeyleri tarimsal kimyasal fabrikasinin  bulundugu bolge ¢evresinde
gozlemlenmistir. Kentsel trafik emisyonlarina ya da bir cam fabrikasinin yakinlarina
maruz birakilan bitkilerde daha diisiik etkiler gozlemlenmistir. Petrokimyasal
bolgenin yakinlarina maruz birakilan bitkilerde ise Onemli boyutlarda etkiler
gbozlenmemistir. Ayrica bu calismada 3 yabanil bitki tiirii kullanilarak da polen
aborsiyon analizi gerceklestirilmistir. Bu analiz sonucunda da yine en fazla etki
tarimsal kimyasal endiistri ¢evresinde gozlenmistir. Kontamine olmus kentsel
havanin yabanil tip bitkilerin verimliliginde bir etki olusturdugu ortaya cikarilmistir.
Bu analiz sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda tipki mikroniikleus analizinde
oldugu gibi ¢evresel etkenlerin siralamasi etki derecesine gore ayni sekilde olmustur
(tarim kimyasallar1 endiistrisi — tekniksel cam endiistrisi — petrokimyasal bitki). Bu

sonuglar Trad-MCN testi ve polen aborsiyon analizlerinin hava Kkirliliginin
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belirlenmesi i¢in hassasligini dogrulamakta ve kirleticilerin farkli kaynaklarinin

genotoksisitesinde sinirh farkliliklar oldugunu géstermektedir (Misik ve dig., 2005).

Dogal olarak meydana gelen radyasyon ile tesvik edilen biyolojiksel in situ
yanitlar1 degerlendirmek i¢in yapilan farkli bir calismada bir bitkisel mutajenite testi
olan Trad- SHM biyoanalizi kullanilmistir. Mutasyonlarin olusumu 1,5 pR min™ den
100 pR min" e kadar derecelenen bir gevrede ortaya ¢ikan gama radyasyonuna
maruziyet ile degerlendirilmisti. Sonuclar yiliksek radyasyon zeminine maruz
birakilmamus bitkiler ile karsilastirildiginda yiiksek zemine maruz birakilan bitkilerin
mutasyon frekanslarinda orta derecede artis gosterdigini ortaya koymustur. Asiri
duyarli Trad- SHM biyoanalizi’nin ve mutasyon degerlendirme testi’nin dogal
radyasyon maruziyeti i¢in kullanigh bir goriintiileme sistemi olmasina ragmen Pagos
de Caldas Plateau sehrindeki yaygin dogal radyasyon seviyelerinin mutasyon
oranlarinda 6nemli derecedeki artiglar1 tesvik etmek i¢in yetersiz oldugu sonucuna

varilmistir (Gomes ve dig., 2002).

Tradescantia klon BNL 4430’dan daha fazla temel bilgi elde etmek amaciyla
cevresel mutajenler i¢cin en uygun test edici yontemlerden birisi olan stamen
tiylerindeki spontan somatik pembe mutasyonlarin olusumlar1 belirlenmistir.
Caligma kapsaminda 12 Aralik 1998 yilindan 10 Aralik 1999 yilina kadar 52 haftalik
bir siirecte skorlama iglemi yapilmistir ve bir biiylime odasinda besin soliisyonunda
kokler ile geng cigekleri tagiyan siirglinler yetistirilmistir. Biiylime odasinda ¢evresel
kosullar 16 saat giindiiz periyodunda 22,0 £ 0,5° C de beyaz floresan tiiplerden ¢ikan
7,5kIx 151k yogunlugunda, gece ise 20,0 + 0,5°C’de olacak sekilde ayarlanmustr.
Skorlama periyodu sirasinda 697,443 stamen tiiyli ortalama 25,3611k bir hiicre sayis1
ile gozlemlenmistir ve 2642 pembe mutasyon durumu belirlenmistir. Spontan
mutasyon frekans1 1,56 £ 0,03 pembe mutasyon frekansi seklindeydi ve frekans
Mayis, Temmuz, Agustos aylarinda 6nemli derecede diisiis gosteritken Kasim,
Aralik aylarinda artis gostermekteydi. Elde edilen veriler sonucunda somatik
rekombinasyonlarin stamen tiiylerinde tek pembe mutasyon durumlarini olusturmada

da 6nemli bir rol iistlenebildigini diisiindiirmiistiir (Ichikawa ve Wushur, 2000).
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Alg kokenli biyolojik iyilestirim teknolojisinin toksisite ve etkisi kontamine
olmus endiistriyel atik maddelerin riski i¢in biyoanalizlerden yararlanilarak
degerlendirilmistir. Agir metallerin algsel biyotasinimi in vitro bir yaklasim
kullanilarak arastirnllmistir. Bitki genotoksisite testleri algsel biyofiltrelerin farkl
cesitlerinin kullanimindan 6nce ve sonra endiistriyel atiklarin genotoksisitesini
degerlendirmek amaciyla Allium cepa ve Vicia faba bitkileri ile yiirtitiilmiistiir. Kok
hiicreleri bir kimyasal giibre fabrikasinin hem islem gérmemis hem de islem gérmiis
atiklarinin farkli seyreltmelerine 24 saatlik siirede maruz birakilmistir. 3 sitogenetik
sinir noktasi; endiistriyel atigin mutajenik potansiyellerini degerlendirmek amactyla
kullanilmistir; mitotik engelleme, mitotik kromozom anomalileri ve interfaz
hiicrelerinde c¢ekirdek diizensizlikleri. Algsel uygulamadan once endiistriyel atik
madde meristematik hiicrelerin mitotik aktivitelerindeki bazi engellemelerle ve hem
kromozom hem de nukleus anormalliklerinin yiiksek frekanslari ile gosterilen giiglii
genotoksik etkilere neden olmustur. Algsel uygulamadan sonra ise uygulama
yapilmis atik maddelerin %30 ve %60’lik konsantrasyonlarindaki sitotoksik etkileri
ile uygulamadan once %50 ile belirtilen hem kromozom hem de nukleus
anomalilerinin  frekans1 bunlarin = %5 ve %10’luk konsantrasyonlar1 ile
karsilastirilabilir durumdadir. Veri istatistiksel analizi; algsel biyofiltreler ile yeniden
diizenleme islemlerinden sonra agir metal konsantrasyonlarinda dikkat ¢ekici boyutta
bir azalma ve ilgili genotoksisite durumunda da Onemli bir azalma oldugunu
gostermistir. Allium ve Vicia genotoksisite yaklagimi toksisite igin yeniden
diizenlenmis atik maddenin goriintiilenmesinde etkileyici olmustur (Migid ve dig.,

2005).

Varanasi sehrinin hava kirleticilerinin genotoksisitesini degerlendirmek icin
Trad-MCN biyoanalizi yapilmistir. Calisma Ekim 2006’dan Nisan 2007’ye kadar
stirdliriilmiistiir. Trad-MCN analizi i¢in 4 farkli bolge se¢ilmistir. Bunlardan 3’i
trafik aktivitesine sahip ve digeri de trafik aktivitesine sahip olmayan kontrol
bolgesidir. Calisma periyodu doneminde her bir 6rnekleme bolgesinden 20 geng
Tradescantia pallida ¢igegi toplanmistir ve polen ana hiicrelerinin erken tetradlarinda
mikroniikleus frekanslar1 belirlenerek ve MCN/100 tetrad seklinde ifade edilmistir.

Ayni peryot doneminde farkli hava kirleticilerinin konsantrasyonu da 6l¢iilmiistiir.
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Trad-MCN biyoanalizi daha yiiksek trafik emisyonlarina sahip alanlarda tutulan
bitkilerin kontrol bolgesinde tutulan Orneklerden daha yiiksek mikroniikleus
frekansina sahip oldugunu gdstermistir. Calisma; genotoksik hava kirleticilerinin
bulundugu alanlarin karakterizasyonu i¢in ve hatta herhangi bir alete ihtiyag
duyulmaksizin yiiksek bitkiler kullanilarak in situ biyo goriintiilemenin kullanish

olabildigini gostermektedir (Prajapati ve Tripathi., 2008).

Brezilya’nin Sau Paulo sehrinde bulunan Ibirapuera parkinda atmosferik
kontaminasyonun mutajenik potansiyelini kontrol etmek i¢in Trad-SHM analizi
kullanilmistir. Bu amagla Tradescantia BNL 4430 klon ve KU-20 Kklonu
kullanilmigtir. Her iki klonun 30 saksist 1 yillik peryot siiresince maruz birakilmistir.
(Eylil- 2002, Agustos- 2003). Stamen tiiylerindeki mutasyonlarin frekanslarim
belirlemek amaciyla 1 ayda iki kez sabahlari her bir klondan ¢igekler alinmistir.
Sonuglar maruziyet bolgesinin yakininda 6l¢iilmiis hava kirliligi ve iklimatik veriler
icin karsilastirilmistir. KU-20 klonu BNL 4430 klonundan daha yiiksek stamen tiiyii
mutasyonlart gostermistir. KU-20 de en yiiksek mutasyon oranlar1 aylik ortalama
yiiksek NO, ve giinliik ortalama zayif NO konsantrasyonlarinin oldugu durumlarda
gozlenmistir. Tagitsal kirlilikten kaynaklanan mutajenik etkilerin oldugu ve klon KU-
20°’nin parkta biyo goriintiileme amaglar i¢in daha uygun olabildigi ortaya

cikarilmistir (Ferreira ve dig., 2007).

Allium cepa’nin  meristematik mitotik hiicrelerinin ¢evresel kirlenmede
kromozom aberasyon denemelerinde elverisli sitogenetik materyal oldugu
bilinmektedir. Ateeq ve arkadaglarinin 2002 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada,
Pentaklorofenol (PCP), 2,4-diklorofenoksiasetikasit (2,4-D) ve 2-kloro-2,6-dietil-N-
(blitoksimetil) asetanilide (butaklor), %50 ECsg ile c-mitoz, yapiskanlik, kromozom

kirilmalar1 ve mitotik indeksin genotoksik miktarini tayin etmislerdir.
Vicia faba L. bitkisi lizerine yapilan bir ¢alismada, bir biiylime diizenleyicisi

olan Tonifruitin Vicia faba L.’de mitotik boliinme, kromozomlar ve DNA miktar1

tizerine etkileri arastirilmistir (Akpinar ve dig., 2001).
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Aybeke ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada, zeytinyagi fabrikasi atik
suyunun 7. aestivum (bugday) kok uclarindaki mitotik boliinme anormalliklerini ve

total protein miktarlarini incelemislerdir (Aybeke, 2000).

Polietilen terephtalate, terephtalic asitile etilen glikolden olusan ve endiistride
yiyecek ve igeceklerin paketlenmesinde yaygin olarak kullanilan oldukg¢a yeni bir
materyaldir. (Mc Guinesss, 1986). Plastik tiirevi olan bu madde, endiistriyel
kaynaklardan ¢evreye birakilan onemli bir kirleticidir. Yapilan bir calismada bu
materyal ve cam ile siselenen iki ticari maden suyunun karsilagtirmali olarak farkl
cevre kosullarinda depolanmalar1 sonucunda A/lium cepa bitkisinin kokleri tizerinde

yarattiklar sitolojik etkiler arastirilmistir (Evandri, 2000).

Vicia faba ile yapilan baska bir aragtirmada; bitkileri hasta ve zararlilardan
koruyan pestisitler ile besleyici nitelik tasiyan kimyasallarin (Captan, hezudin,
tetrafin, bolikel) bu bitki iizerinde olusturabilecegi etkiler karsilastirmali olarak
ortaya konmustur. (Acar, 2000). Desis olarak adlandirilan bir insektisidin A//ium

cepa kok boyu uzunlugunu diistirdiigii saptanmistir (Coskun ve dig., 1994).

Allium cepa L. (sogan)‘ya farkli konsantrasyonlarda uygulanan Manisa
Organize Sanayi Bolgesi atiksu aritma tesisine giren ve ¢ikan atik suyun %100°lik
ve giren atik suyun %10, %25, %50 ve %100’liikk konsantrasyonlarinin kok ucu
meristem hiicrelerinde, konsantrasyona bagli olarak c¢esitli kromozom anomalileri

yarattiklar1 gézlemlenmistir (Acar ve dig., 2006).

Son donemde yapilan ¢esitli aragtirmalara genel olarak bakildiginda genotoksik
potansiyelleri olan pek ¢ok farkli maddenin ve bunun yanisira radyoaktivitenin,
cevresel stres faktdrlerinin canli dokularda rahatlikla test edilebildigini ve sonuglarin

canli yasamu ile direk olarak baglantili oldugunu gérmekteyiz.
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Bitkisel materyaller

Arastirmamizda; bitkisel materyal olarak Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Biyoloji Boliimii Botanik arastirma laboratuvarindan elde edilen Tradescantia
pallida H., bitkisine ait ¢elikler ve Oba Tarim firmasindan elde edilen Allium cepa

L., ile Vicia faba L. bitkilerinin sertifikali tohumlar1 kullanilmigtir.

3.1.1.1. Allium cepa L. (Sogan)

Sogan bitkilerinin depolanmasi ve kontrol altina alinmas1 kolaydir, ayrica bol
ve ucuz olarak bulunmaktadirlar. Genel olarak, bitki hiicrelerinin kromozom durumu
tyidir, boylece kontrol sartlarinda yiiksek bir standart saglanmaktadir. Allium testi,
olduk¢a hizhidir, yiiksek duyarlilik ve tekrarlanabilme oOzelliginin her ikisinin
olmasindan dolay1r yapilmasi kolay bir testtir. Bu da, diger test sistemlerinin
sonuclariyla karsilastirmayr miimkiin kilar. Makroskopik ve mikroskopik etkilerin
her ikisi, ikisinin arasinda iyi bir korelasyonu ortaya ¢ikarmis ve fikir vermistir.
Sogan’in kromozomlar1 sayica az fakat yapt bakimindan biyiktir. 2n= 14

kromozomu bulunmaktadir (Aki ve Giineysu, 2004).
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Sekil 3.1. Allium cepa L.

Sogan; iklim istegi yoniinden secicidir. Giin uzunlugu ve sicaklik, sogan
yetistirmeyi sinirlayan iki 6nemli unsurdur. Bitkinin erken gelisme devresinde serin
havaya ihtiya¢ vardir. Fakat bas baglama ve basin biiylimesi i¢in sicakligin fazla
olmas1 gerekir. Erken gelisme devresinde ortalama sicaklik 13 °C olmalidir. Bas
baglamaya basladig1 zaman sicakligi 21°C ve basin olgunlasmasi igin de 24-27 °C
olmasi gerekir. Erken cesitlerde giin uzunlugu 10-12 saat olunca bas baglama baslar.
Cesitlerin 13-15 saat giin uzunluguna ihtiya¢lart vardir. Erkenci ¢esitler soguk
bolgelerde iyi iirlin vermez.

(http://www.gap.gov.tr/Turkish/Tarim/Tarlayt/sogan.html).

Sogan, besin degeri yeterli, hafif blinyeli topraklarda baslayarak tinli ve nihayet
pek agir olmamak sarti ile hafif killi topraklarda da yetistirilebilir. Sogan tarimina en
uygun topraklar; gevsek yapida, yeterli miktarda su tutabilen, kok sisteminin
yayildig1 sahalar, serin, humuslu ve kolayca islenebilen verimli topraklardir. Sogan,
toprak pH'sina karsi ¢ok hassastir. En uygun toprak pH's1 6.0- 6.5 arasinda olmalidir
(http://www.gap.gov.tr/Turkish/Tarim/Tarlayt/sogan.html).
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3.1.1.2 Tradescantia pallida H. ( Telgraf cicegi)

Tradescantia (Telgraf cicegi) bitkisi genetiksel agidan oldukca biiyiik bir
oneme sahiptir. Clinkii kromozom yapisi ilk kez Hoffmeister tarafindan Tradescantia
(Telgraf c¢igegi) bitkisinin polen ana hiicrelerinde gorilmiistir (Aki, 2002).
Tradescantia pallida H. bitkisi 2n=24 kromozoma sahiptir. Bitkinin ¢i¢ek yapisi
incelendiginde distan ige dogru; 3 sepal, 3 petal, 6 stamen ve 1 karpelden olusan

halkasal ¢igek yapisina sahip oldugu goriilmektedir.

Sekil 3.2. Tradescantia pallida H.

Sucul goévde ve yapraklar ile bulundugu zeminde oldukga fazla yayilim
gosterebilme Ozelligine sahip bir bitkidir. Yapraklar yaklasik 1 cm (2,5 cm)
genigliginde ve 3-5 cm ( 7,6-12,7 cm) uzunlugundadir. Govde ve yapraklarin st
ylzeyleri yapraklar yeterli olgunluga ulastiginda donuk cansiz turkuaz rengini
andiran eflatundur. Yapraklarin alt kisimlar1 ise govdeyi kusatan ve petiyollerin
tutulmasini saglayan bolgelerde pembeye doniisen parlak menekse rengindedirler.
Govde uglarinda kivrilan ¢ift braktelerden olusan solgun orkide pembesi renginde
0,5- 0,75 cm ( 1,3-1,9 cm) uzunlugunda 3 tane petal ¢icegi ortaya ¢ikmaktadir. Bu
bitki, 1lik aylar boyunca devamli olarak ¢igek agmaktadir fakat ¢icekler sadece sabah
acilmaktadir. Tradescantia pallida yabanil formuna daha c¢ok Meksika’da
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rastlanmaktadir(http://www.floridata.com/ref/T/trad pal.cfm).

Sicakligi 18-24° C olan yerlerde bulundurulabilir. Fakat en iyi gelismeyi 10-
15° C arasindaki sicakliklarda gosterir. Sicaklik 8° C altina diismemelidir. Bitki, en
saglikli olarak 1sikta gelisim gostermektedir. Fakat yari golge veya hafif giinesli

ortamlarda da gelisimini siirdiirebilir.

En uygun gelisimi i¢in zengin kumlu topraklar tercih etmektedir fakat mercan
kayaliklarinda da iyi gelisim gosterdigi bilinmektedir. Yiiksek diizeyde besin
maddesi iceren kalsiyum fosfat ve potasyum siilfath topraklar da gelisim igin

uygundur.

Tradescantia pallida; iyi bir kurakcil bitkidir. Fazla miktarda nemi (%70)
tercih etmesine ragmen kuru toprakta da iyi gelisim gosterebilir ve bu gelisim
yagmur ya da nemin olmadigr durumda uzun bir zaman kapsayabilir. Bazen asir1

sulama ile de gelisim hizlandirilabilir.

Bitki, kiragi ya da buz temasini tolere edebilme 6zelligine sahiptir fakat soguk
kis gecelerinde onu digtan koruyacak bir yapiya gereksinim gosterir. Orta derecedeki

bir donma olayindan sonra bitki tekrar eski haline gelebilmektedir.

Diger Tradescantia iiyeleri gibi bu tiirler kumlu topraklarda gévde nodlar
uygun bir sekilde topraga gomiildiigiinde ¢elik olarak adlandirilan bu bitki
pargalarindan kolaylikla koklendirilebilir. Transplantasyona oldukg¢a elverisli
bitkilerdir. Uretimi ¢elikleme yontemi ile Nisan-Eyliil aylar1 arasinda yapilir. Siirgiin
uclarindan alman 5-7,5 cm uzunlugundaki celikler saksilara dikilirler. Golge bir

yerde ve 16 C’ de 2-3 hafta igerisinde koklenirler.
Giibreleme Her yil Nisan ayinda yapilir. Mayis-Eyliil aylar1 arasi 2 haftada bir

kez 2 g/l kompoze giibre verilir. Bitkilerin ideal gelisimleri i¢in yazin biiyiime

déneminde bolca sulanmali ve sicak havalarda sik sik su piiskiirtmelidir. Kigin ise
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orta derecede nemli tutulmalidir. En 6nemli hastaligi Kursuni Kiif; zararlilar ise

Nematodlar, Siimiiklii Bocekler, Kirmizi Oriimcekler ve Yaprak Bitleri’ dir.

Bu bitkiler; mercan bahgeleri ve tropikal bolgelerdeki temel zeminlerin
olusturulmasi icin ayrica sehirsel ve evsel dekoratifler i¢in oldukca yaygin olarak
kullanilan siis bitkileri olarak da bilinmektedir (http://www.floridata.com/ref/

T/trad_pal.cfm).

3.1.1.3. Vicia faba L. ( Bakla)

Insanlarin beslenmesinde énemli bir yeri olan bakla, igerdigi bitkisel proteinin
zenginligi nedeniyle birgok lilkede oldugu gibi iilkemizde de degisik sekillerde
tiiketilmektedir.

Baklada kuvvetli bir kazik kék mevcuttur. Baklanin otsu bir gévdesi vardir.
Baklada yapraklar gdvde nodyumlarindan akasya yapragina benzeyen bilesik
yapraklar seklinde cikarlar. Baklada cicekler yaprak koltuklarinda meydana gelir ve
salkim seklindedir. Bitki tlizerindeki ¢igekler dollendikten sonra baklalar (meyve)

olgunlagmaya baglar.

Bakla tohumlar sekil, renk ve biiyiikliikkleri bakimindan c¢esitlere gdre biiytlik

farklilik gosterir. Cok kiiciik daneli olanlarin yaninda ¢ok iri olanlara da rastlanir.

Tohumlarin ¢imlenebilmesi igin optimum sicaklik 20-25° C’dir. En disiik
¢imlenme sicakligi 3° C, en yiiksek 30° C’dir. Bakla tohumlari toprak sicaklig 8° C’
yi buldugunda cimlenmeye baslar. Tohumlarin ¢imlenebilmesi i¢in 10-12 giin

yeterlidir.
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Sekil 3.3. Vicia faba L.

Vejetasyon siiresi 120-200 giin gibi uzun olmasina karsin fazla sicaklik
istemez. Ilik iklim bitkisi olup bdriilce, fasulye ve bezelyeye nazaran soguklara biraz
daha fazla dayanabilmektedir. Vejetasyon donemi boyunca diizenli ve yeterli

miktarda yagis alan ya da sulanabilen yerlerde iyi yetisir.

Bakla derin, gecirgen, organik maddece zengin, su tutma kapasitesi yiiksek
tinl killi topraklarda en iyi sonucu verir. Toprak nétr veya hafif alkali oldugu zaman
en iyi verim elde edilir. pH 7-7,5 arasinda olmalidir. Asitli topraklarda baklanin

biiyiimesi yavaslar ve verimi ¢ok diisiik olur.

Vicia faba L. sadece sitolojik degil, ayn1 zamanda fizyolojik ve radyobiyolojik
calismalarda da yaygin olarak kullanilan bir materyaldir. Vicia faba’nin bir kok ucu
hiicresi 2n=12 diploid kromozom sayisina sahiptir. Materyal biitiin yil igerisinde
kolaylikla elde edilebilir, gelisimi ve saklanmasi kolay ve ucuzdur. Metotta, pahali
materyal, gerecler ve steril sartlar gerekli degildir. Kromozom sayist diisiiktiir
(2n=12) ve kromozomlar ¢ok kalindir, dogru ve tam sayim yapilabilir (Kihlman,

1975).
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3.1.2. Kimyasal maddeler

Sunset Yellow (E110) ve Brilliant Black (E151), Glasiyel Asetik Asit (Merck
1.00056.2500) %100, Hidroklorik Asit (Merck 1.00317.2500) %37, 8-
hydroxiqunolin (Sigma H6878), Karmin Sigma (C1022), %96’lik Etil Alkol, Torf,
Perlit.

3.1.3. Sarf malzemeler

Erlen, beher, dereceli silindir, deney tiipii, piset, otomatik mikropipet, otomatik
mikropipet ucu, lam, lamel, sivri uclu pens, bistiiri, piset, lam kutusu, eldiven, ii¢

yollu puar, renkli sise, saksi, filtre kagidi.

3.2. Yontem
3.2.1. Bitki yetistirme

Bitkiler, sertifikali tohum ve yumrulardan kontrollii laboratuvar kosullarinda
saks1 ve su ortamlarinda yetistirilmistir. Saksi denemelerinde perlit ve toprak
karigtmi (1:3),  su denemelerinde ise beherlerde ve deney tiiplerinde bitkilerin
yetistirilmesi saglanmistir. Tradescantia pallida H. bitkisinin gelikleri ve Vicia faba
L. bitkisinin tohumlar1 saksilara ekilmistir. A/lium cepa L. bitkisi i¢in ise kii¢iik
arpacik soganlari, icerisinde saf su bulunan beherlerde ve kiiciik deney tiiplerinde
koklendirilmistir. Tohum ekiminden sonra saksilar 16 saat 151k, 8 saat karanlik uzun
giin kosullarindaki bitki yetistirme dolabina aktarilarak dolabin sicakligi 25+2°C’de
sabit olarak ayarlanmistir. Bitkilerin gelismeleri icin gerekli olan periyotlar
belirlenmistir. Buna gore Tradescantia pallida’nin § haftalik bir siiregte gelismesi ve
koklenmesi saglanmistir daha sonra ana bitkilerden ¢elikleme yolu ile ¢ogaltilmasi
gerceklestirilmistir. Vicia faba i¢in gerekli olan biliyiime ve kdklenme siireci 2 hafta

olarak Allium cepa i¢in ise 1 hafta olarak belirlenmistir.
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3.2.2. Kimyasallarin uygulanmasi

Calisma kapsaminda,  genotoksisitenin bitkilerdeki genetiksel etkilerinin
belirlenmesi amaci ile genotoksik potansiyele sahip olan ve gida endiistrisinde
yaygin olarak kullanilan ti¢ farkli gida renklendirici maddesi, Sunset Yellow (E110),
Brilliant Black (151) ve Quinoline Yellow (E104) kullanilmasi diisiiniilmiistiir. Fakat
Quinoline Yellow maddesinde ¢oziinme problemi yasandigindan ve buna bagh
olarak zaman kaybi1 yasanmamasi i¢in bu madde denemeler i¢in kullanilamamustir.
Maddelerden sadece Sunset Yellow ve Brilliant Black’in stok ¢ozeltileri hazirlanmis
ve sakst denemeleri i¢in Tradescantia pallida ve Vicia faba bitkileri iizerine

puskiirtme, su denemelerinde ise A/lium cepa i¢in suya uygulama yapilmistir.

Bitkilerde en uygun dozun potansiyel araliginin belirlenmesi i¢in 4 farkli
konsantrasyonda uygulamaya gidilmistir. Bu konsantrasyonlar; 10ppm, 200ppm,
1000ppm ve 2000ppm olarak her iki boya maddesinin stok ¢ozeltilerinden
hazirlanmistir. Ayrica her deneme igin bu 4 konsantrasyona ilaveten 2’ser tane de
kontrol grubu hazirlanmistir. Bitkisel materyallerden Allium cepa L. ve Vicia faba L.
bitkileri i¢in 24 saatlik bir uygulama siiresi kullanilmis ve kok uglari fiksatife
alimmustir. Tradescantia pallida H. bitkisi i¢in ise 10 giinliik bir uygulama stiresi

kullanilmigtir. Bu uygulamalar dorder tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

3.2.3. Stok cozeltilerin hazirlanmasi

Her iki boya maddesi i¢in belirlenen 4 farkli konsantrasyonda (10ppm,
200ppm, 1000ppm ve 2000ppm) uygulama yapilmistir. Bu konsantrasyonlarin
hazirlanmasinda baslangicta her iki boya maddesi i¢in 2000ppm’lik stok ¢ozeltisi
hazirlanmis daha sonra bu stok ¢ozeltilerden seyreltmeler yapilarak 10ppm, 200ppm

ve 1000ppm seklinde olan diger konsantrasyonlar da elde edilmistir.
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Baslangicta boya maddelerinin 2000ppm’lik stok ¢ozeltilerini hazirlamak igin
2’ser g boya maddeleri 1L (1000ml)’lik distile su ile karistirilmistir. Daha sonra bu
stok c¢ozeltilerden asagida verilen formiil kullanilarak diger konsantrasyonlar elde

edilmistir.

Stok ¢ozeltinin hazirlanmasinda; C,V; = C,V; formiiliinden yararlanilmistir.
Burada; C;: Stok ¢ozeltinin konsantrasyonu (ppm)

V. Stok ¢ozeltiden alinmasi gereken hacim(It-ml)

C,: Istenilen ¢dzelti konsantrasyonu (ppm)

V,: Istenilen ¢dzelti hacmi (It-ml)

3.2.4. Genotoksisite testleri

Daha sonra kontrol gruplari ile uygulama yapilan gruplar arasindaki genetiksel
farkliliklar Vicia faba, Allium cepa bitkilerinde kok ucu hiicreleri testi ve
mikroniikleus testi ile Tradecantia pallida bitkisinde ise mikroniikleus testi ve
stamen tiiyli mutasyon testi ile belirlenmistir. Tiim bunlarin belirlenmesinin yani sira
Allium cepa L., ve Vicia faba L., bitkilerinde mitoz i¢in dnemli bir kriter olan mitotik
aktivitelerin belirlenmesi de kok ucu hiicrelerinden hazirlanan preparatlar yolu ile

gerceklestirilmistir.

Allium cepa L. ve Vicia faba L. bitkilerinde mitotik kromozomlarin
incelenmesi amaciyla Tijo ve Levan’in (1950) yontemi, mikroniikleus analizi i¢in
Ma ve dig.’nin (1995) yontemi kullanmilmistir. Tradescantia pallida H. bitkisinde
stamen tllyli analizi icin Ma ve dig.’nin (1994a) yontemi, mikroniikleus analizi i¢in

ise Ma ve dig.’nin (1994b) yontemi kullanilmistir.

3.2.4.1. Allium cepa L. ve Vicia faba L. bitkilerinde kok ucu hiicreleri testi

Boyu 15cm, cap1 1.5 cm olan cam deney tlipleri igerisine saf su doldurulup

uygun boydaki sogan yumrularinin alt kismi suya degecek sekilde deney tiiplerinin
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lizerine yerlestirilmistir. Soganlarin kok kisimlart su iginde kalacak sekilde 2-3 giin
suda birakilir (Goniiz ve dig., 2004). Bu sekilde gen¢ ve hizli gelisen kokler aym

zamanda temizdir.

Allium cepa L. bitkisine ait 20 adet 6rnek saf su ile doldurulmus deney
tiiplerine yerlestirilmistir. Su, koklerin ¢ikis bolgesinde bir film olusturcak sekildedir.
ik 2 giin tiiplerdeki sular 24 saatte bir degistirilmistir. Koklendirme 20-22°C°de
gerceklestirilmistir. Kokler; 1,0-1,5 cm boyuna ulastiktan sonra iki farkli boya
maddesinin (Brilliant Black ve Sunset Yellow) farkli konsantrasyonlarini igeren
(10ppm, 200ppm, 1000ppm ve 2000ppm) ve ayrica kontrol grubu olarak saf suyu
iceren ikiser tekrarli olarak hazirlanmis deney tiiplerine daldirilmislardir. Allium cepa
bitkileri uygulama i¢in alindiklar1 deney tiiplerinde 24 saat siire ile bekletilmistir ve
stirenin tamamlanmas1 ile birlikte yaklagitk 2 cm uzunlugunda olan kok uglar

kesilerek on islem sivisina alinmustir.

Vicia faba L. bitkisine ait sertifikali tohumlar ise ilk 6dnce oda sicakliginda 6-12
saat saf suda bekletilmistir. Tohumlar daha Onceden otoklavda sterilizasyonu
yapilarak 3’e 1 oraninda hazirlanan torf-perlit karigimini iceren 60 cm uzunlugunda
ve 20 cm capinda olan saksilara ekilmistir. Tohum ekiminden sonra saksilar 16 saat
151k, 8 saat karanlik uzun giin kosullarindaki bitki yetistirme dolabina aktarilarak
dolabin sicakhigi 25+2°C’de sabit olarak ayarlanmustir. 2 haftalik gelisme
periyodunun sonunda her iki boya maddesinin 4 farkli konsantrasyonunun
uygulamasi yapilmistir. Bu uygulamalarin yanisira kontrol gruplar1 da hazirlanmistir.
24 saatlik uygulama siiresi sonunda 2-3 cm uzunluguna ulasan kok uglar1 kesilerek

On islem sivisina alinmistir.

Allium cepa L. ve Vicia faba L.’ ya ait kok uglart 6n islem amaciyla 0.002 M
8- hidroksikinolin i¢inde 3-4 saat oda sicakliginda agz1 agik bir sekilde bekletilmistir.

On islem sonrasinda kok uglar fiksasyon igin 3:1 oraminda alkol: glasial asetik

asit igerisine konur ve preparat hazirlanincaya kadar buzdolabinda (+4° C’de)

bekletilmistir.
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Fikse edilmis kok uclar1 60° C’deki 1 N HCl igerisinde 10 dakika masere edilip

(hidroliz yapilip) islem sonunda saf su igerisine alinmistir.

Bitkilerden alinan kok uglar1 lam {izerine konularak daha koyu beyaz gozlenen
uc kisimdan yaklasik olarak 2 mm kadar kesilmistir. Uzerine asetokarmin damlatilip
lamel kapatilmistir. Kok ucu ezilerek hiicrelerin tek bir tabaka halinde dagilmalar

saglanir. Daha sonra hazirlanan preparat mikroskopta incelenmistir.

1 N HCI igerisinde10 dakika hidroliz yontemi uygulanmayacaksa, fiksatiften
alman kok uglar1 porselen bir krozeye aktarilip {izerini 6rtecek miktarda asetocarmin
dokiiliir. Bir bek iizerinde 3 kez buhar ¢ikincaya kadar 1sitilip ve daha sonra ezme

islemine gecilerek de preparat hazirlanabilir.

Vicia faba L., bitkisinde mitotik hiicrelerin incelenmesinin yani1 sira ayni
yontem (kok ucu hiicreleri testi) izlenerek hazirlanan kdk uclarindan da mitotik
hiicrelerde  mikroniikleus  olusumlarinin  mikroskop  altinda  belirlenmesi
gerceklestirilmektedir.

3.2.4.1.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

8-hidroksikinolin: 200 ml sicak saf su igerisinde 0.058 g 8-hidroksikinolin

eritilir. Daha sonra renkli bir sise igerisinde serin bir yerde saklanarak uzun siire

kullanilabilir.

Farmer Fiksatifi: 3 kisim % 96’ lik etil alkol: 1 kisim glasial asetik asit

1 N HCIL: 9 ml distile su: 1 ml HCI

Asetocarmin: 55 ml saf su ile 45 ml glasial asetik asit karistirilarak % 45°lik

asetik asit hazirlanir.
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100 ml % 45’ lik asetik asit bir cam balona konur ve bu cam balon bir su
banyosuna yerlestirilir. 10 dakika isitilir ve % 45° lik asetik asit sicakliginin
kaynayan suyun derecesine gelmesi saglanir. Kabarip tasmayi Onlemek igin asit

biiyiik bir balonda 1sitilmalidir.

1 g toz carmin alinir ve kaynayan asit i¢erisine yavas¢a konur. Bir taraftan da
bir cam ¢ubuk yardimi ile karistirilir. 10 dakika 1sitmaya devam edilir ve karistirilir.
Boya sogutulur ve baska bir kaba yavasca aktarilir. Dibe ¢dken tortunun boyaya

karismamasina dikkat edilir.

Istenirse 2 damla ferric asetat damlatilabilir.

12 saat bekletilir ve boya siiziilir. Boya koyu renkli bir sise igerisinde

buzdolabinda saklanir.

Arastirma mikroskobu ile yapilan gozlemlerde mitoz geciren hiicreler ile
anomali gosteren hiicreler ve c¢esitleri sayilmistir. Bu amagla kontrol ve deney

gruplarindan preparatlar hazirlanmistir.

3.2.4.2. Tradescantia pallida H., bitkisinde stamen tiiyii analizi:

Tradescantia pallida H., - stamen tliyii mutasyon biyoanalizinde her iki boya
maddesi (Brilliant Black ve Sunset Yellow) icin 4 farkli uygulama grubu ile (10ppm,
200ppm, 1000ppm ve 2000ppm) kontrol gruplarini da igeren tiim denemelerde her

bir deneme grubu i¢in 20 adet bitki pargasi segilir.

Her bir bitki parcasinda bulunan 5-12 adet ¢icegin stamen tiiyleri gliserol ve su
karisimina (1:1) ya da bitkisel yag’a daldirilarak diseksiyon ignesi yardimiyla tiiyler
diizenli olarak siralanir. Boylelikle tiiylerin hesaplanmasi ve mutasyonlarinin

belirlenmesi kolaylasacaktir.
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Gliserol-su karistmindan alinan stamen tliyleri bir lamin iizerine konularak

binokiiler mikroskop altinda incelenmistir.

Secilen 20’ser adet bitki pargalarinda yer alan 5 ile 12 arasinda degisen c¢icekler

maksimum 3-5 giinde her bir deneysel grup i¢in incelenmistir (Ma ve dig., 1994a).

3.2.4.3. Tradescantia pallida H., bitkisinde mikroniikleus analizi:

Tradescantia pallida H., bitkisinin 06zellikle ¢igeklenme periyodunun

baslamasiyla birlikte mikrontikleus analizi gerceklestirilmektedir.

Tradescantia’nin tipik bir ¢igegi her iki boya maddesinin (Brilliant Black ve
Sunset Yellow) 4 farkli konsantrasyonda (10ppm, 200ppm, 1000ppm ve 2000ppm)
uygulanmasini takiben 24 saatlik bir iyilesme periyodundan sonra uygun tetradlari

elde etmek i¢in denemelere hazir duruma gelmislerdir.

Kontrol grubu da dahil olmak iizere her bir ¢igekteki (inflorescense) cigcek
tomurcuklarinin  birisi mayoz’un pakiten safhasinda olabilmektedir. Pakiten
sathasinda kromozom kiriklarindan mikroniikleuslarin olusumu tesvik edildiginde
mayozun erken tetrad sathasma ulasilmistir. Mikroniikleuslarin olusumlarini
belirlemek amaciyla Tradescantia pallida H., bitkisinin ¢igek tomurcuklarindaki

mayoz boliinmenin erken tetrad safhalari incelenir. Bu amacgla;

Tradescantia mikroniikleus biyoanalizinde her bir deneysel grup i¢in 15 bitki

parcast kullanilir.
15 bitki pargasinin ¢igeklerinden alinan tomurcuklar asetik asit: alkol (3:1)
karisgtminda fikse edilir ve 24 saat sonra %70’lik etanol’e kaldirilarak preparat

hazirlanmak iizere +4°C° de saklanir.

Her bir deneysel grubun 5 adet slayt’1 (preparat) hazirlanir ve her bir slayt icin

300 tetrad ta mikroniikleuslar belirlenir (Ma ve dig., 1994b).
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3.2.4.3.1. Tradescantia mikroniikleus slayt hazirlama prosediirii

Preparat hazirlanirken izlenen basamaklar su sekilde siralanabilir;

Tetradlar i¢in uygun g¢igek tomurcuklari secilirek fiksatife alinir ve bu

tomurcuklar bir lamin tizerine aktarilir.

Tomurcuklarin agilmasi ve anterlerden hiicrelerin serbest kalmasi saglanir.

Tomurcuklarin dig kismini saran hiicreleri koruyucu kabuksu yapilar ortadan

kaldirilir.

Asetokarmin uygulamasi gerceklestirilir.

Preparat’in iizeri lamelle kapatilarak 1s1 uygulamasi yapilir ve hiicrelerin iyi

dagilmasini saglamak amaciyla preparat’in {izerinden baski uygulanir.

Hazirlanan preparat mikroskopta incelenerek olusan tetradlarda olusan

mikroniikleuslar belirlenir (Ma ve dig., 1994b).
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Sekil 3.4. Tradescantia mikroniikleus slayt hazirlama prosediirii (Ma ve dig., 1994b).
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BOLUM 4

SONUC VE TARTISMA

4.1. Sonuclar

4.1.1. Mitotik sonuglar

Calismamiz kapsaminda Brilliant Black ve Sunset Yellow maddelerinin dort
farkl1 konsantrasyonunun uygulandig1 ve kontrol gruplarini iceren Allium cepa L.,
Vicia faba L. bitkilerinin kok uclarina ve Vicia faba L. mikroniikleus testine ait
mitotik fotograflar bilgisayar ortaminda OLYMPUS CX31 marka arastirma
mikroskobu ile ¢ekilerek asagida sunulmustur. Ayrica mitoz bdliinme i¢in dnemli bir
kriter olan mitotik indeksler de her iki bitki i¢in hesaplanarak tablo halinde grafikleri

ile birlikte verilmistir.

Yapilan gozlemler sonucunda aragtirma bitkilerimizde normal mitoz
boliinmelerin yan1 sira uygulamalarin konsantrasyonlarina bagli olarak ¢esitli mitotik

anomaliler de gozlemlenmistir.

Arastirmamizda uygulama sonuglarinin belirlenmesi ve degerlendirilmesi igin;
elde edilen kok uclarindan hazirlanan mitoz preparatlar1 incelenerek uygulanan
konsantrasyonlarin etkileri belirlenmistir. Bitkisel materyallerin 4 farkli dozda farkl
diizeylerde genetiksel yanitlar verdikleri mikroskobik incelemeler yolu ile
saptanmigtir. Kullanilan dozun artmasi ile birlikte goriilen genetiksel hasarin
kromozomal anomallik diizeyinde artislar meydana getirdigi belirlenmistir.
Uygulanan her iki boya maddesi hiicre béliinmesi sirasinda kromozomlarin
birbirlerinden ayrilmasini saglayan temel yapilar olan ig ipliklerini etkilediklerinden
dolay1 goriilen mitotik anomaliler daha c¢ok ig ipliklerinin gorev aldig1 anafaz
safhasinda etkili bicimde kendisini gOstermistir. Ayrica telofaz, metafaz ve profaz
safhalarinda da ¢esitli anomali durumlarina rastlanmistir. Bu kromozomal anomaliler

arasinda en fazla dikkati cekenler; anafaz safhasinda; kutup kaymasi, kalgin
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kromozomlar, kromozom kirilmalari, kdprii olusumu, ayrilmama ve tripolar kutup
olusumu, Metafaz sathasinda; diizensiz metafaz, metafaz plagi deformasyonu,
kromozom kiriklari, telofazda; kutup kaymasi, kalgin kromozomlar, koprii olusumu,

enine boliinme ve profazda; diizensiz kromozom dagilimi olarak belirlenmistir.

Olusan  genetiksel diizensizlikler = boya  maddeleri  bakimindan
degerlendirildiginde; hem Allium cepa hem de Vicia faba bitkileri i¢in her iki boya
maddesinin de oldukga etkili olduklar1 ve kok ucu hiicrelerinde mutasyonlarin bir
gostergesi olarak mitotik diizensizliklerin ortaya ¢ikmasinda énemli rol oynadiklar
saptanmustir. Ayrica Vicia faba bitkisinde mikroniikleus olusumlar1 da gézlemlenmis
olup kromozom kiriklarindan kékenlenen bu yapilarin artan konsantrasyon miktarina
bagli olarak artis gosterme egiliminde bulundugu belirlenmistir. Kullanilan boya
maddelerinden Brilliant Black adli boya maddesinin mikroniikleus olusturma 6zelligi

bakimindan daha yiiksek potansiyele sahip oldugu sonucuna da varilmistir.

Ayrica elde edilen bu sonuglarin yanisira her iki bitki i¢in mitotik hiicrelerin
sayimi yapilarak mitotik indekslerin ve standart sapmalarin belirlenmesi de
saglanmistir. Mitotik indeks bulgularina bakildiginda her iki boya maddesinin artan
konsantrasyon miktar1 ile birlikte kontrol grubuna gore daha diisiik mitotik aktivite
gosterdigi dogrulanmistir. Elde edilen verilere gore mitotik indekslerdeki diisiislere
paralel olarak A/lium cepa bitkisi i¢in Sunset yellow boyasinin, Vicia faba bitkisi igin
ise Brilliant Black boya maddesinin daha etkili oldugu bulunmustur. Sonucta
kullanilan bu boya maddelerinin her ikisinin de uygulandiklari bitkilerde genotoksik

aktivite gosterme Ozelliklerinin oldugu kanitlanmigtir.
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Allium cepa L. mitotik kontrol fotograflar:

Sekil 4.3. Allium cepa L. mitotik profaz (kontrol grubu)
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Sekil 4.4. Allium cepa L. mitotik anafaz ve telofaz (kontrol grubu)

Allium cepa L. mitotik Brilliant Black uygulama fotograflar

Sekil 4.6. Allium cepa L. mitotik anafaz ve telofazda kalgin kromozomlar, kutup kaymasi,

diizensiz metafaz (10 ppm’lik uygulama)
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Sekil 4.8. Allium cepa L. mitotik anafazda kutup kaymasi, kalgin kromozom ve diizensiz
metafaz (200 ppm’lik uygulama)

Sekil 4.9. Allium cepa L. mitotik anafaz ve telofazda kalgin kromozomlar ve kutup

kaymalari, diizensiz metafaz, (200 ppm’lik uygulama)
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Sekil 4.10. Allium cepa L. mitotik anafazda kalgin kromozomlar ve kutup kaymalari, diizensiz

metafaz, (1000 ppm’lik uygulama)

Sekil 4.11. Allium cepa L. mitotik anafazda kalgin kromozomlar, kutup kaymas1 ve kdprii
olusumu (1000 ppm’lik uygulama)

Sekil 4.12. Allium cepa L. mitotik anafazda kalgin kromozom (2000 ppm’lik uygulama)
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Sekil 4.13. Allium cepa L. mitotik anafazda ayrilmama, telofazda kutup kaymasi ve kalgin
kromozom (2000 ppm’lik uygulama)

Allium cepa L. mitotik Sunset Yellow uygulama fotograflari
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Sekil 4.14. Allium cepa L. mitotik anafazda kalgin kromozomlar ve tripolar kutup olusumu (10
ppm’lik uygulama)

Sekil 4.15. Allium cepa L. mitotik anafazda kutup kaymasi, kalgin kromozomlar ve metafaz
plagi deformasyonu (10 ppm’lik uygulama)
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Sekil 4.17. Allium cepa L. mitotik anafazda ve telofazda kutup kaymalari, kalgin kromozomlar

ve diizensiz metafaz (200 ppm’lik uygulama)

Sekil 4.18. Allium cepa L. mitotik anafazda koprii olusumu, kalgin kromozom telofazda kutup
kaymasi (1000 ppm’lik uygulama)
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Sekil 4.19. Allium cepa L. mitotik anafazda kalgin kromozom ve metafaz plagi deformasyonu

(1000 ppm’lik uygulama)

Sekil 4.21. Allium cepa L. mitotik anafazda kalgin kromozom ve diizensiz kromozomlar (2000

ppm’lik uygulama)
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Vicia faba L. mitotik kontrol fotograflar:
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Sekil 4.24. Vicia faba L. mitotik profaz, telofaz ve anafaz (kontrol grubu)



Vicia faba L. mitotik Brilliant Black uygulama fotograflari

Sekil 4.25. Vicia faba L. mitotik telofazda kutup kaymasi ve diizensiz metafazlar (10 ppm’lik
uygulama)
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Sekil 4.26. Vicia faba L. mitotik anafaz ve telofazda kutup kaymasi, anafazda koprii olusumu

ve kalgin kromozom (10 ppm’lik uygulama)
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Sekil 4.27. Vicia faba L. mitotik profazda diizensiz kromozom dagilimi, anafazda kalgin

kromozom ve diizensiz metafaz (200 ppm’lik uygulama)
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Sekil 4.28. Vicia faba L. mitotik telofazda kutup kaymasi, diizensiz metafazlar ve halka
kromozom (200 ppm’lik uygulama)

Sekil 4.29. Vicia faba L. mitotik profazda diizensiz kromozom dagilimi, anafazda kutup

kaymas1 ve kalgin kromozomlar, diizensiz metafaz (1000 ppm’lik uygulama)

Sekil 4.30. Vicia faba L. mitotik anafaz ve telofazda kalgin kromozom, metafaz plag:

deformasyonu (1000 ppm’lik uygulama)
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diizensiz metafaz (2000 ppm’lik uygulama)

Vicia faba L. mitotik Sunset Yellow uygulama fotograflar:

Sekil 4.33. Vicia faba L. mitotik anafazda kalgin kromozom ve diizensiz metafaz ve metafaz

plag1 deformasyonu (10 ppm’lik uygulama)
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Sekil 4.36. Vicia faba L. telofazda kalgin kromozom, kutup kaymasi ve diizensiz metafaz (200
ppm’lik uygulama)
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Sekil 4.37. Vicia faba L. telofazda kdprii olusumu, anafazda ayrilmama ve kutup kaymasi
(1000 ppm’lik uygulama)

Sekil 4.39. Vicia faba L. mitotik anafazda ayrilmama, diizensiz metafaz (2000 ppm’lik

uygulama)
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Sekil 4.40. Vicia faba L. mitotik anafazda kalgin kromozomlar (2000 ppm’lik uygulama)

Vicia faba L. mikroniikleus fotograflar

Sekil 4.42. Vicia faba L. mikroniikleus (200 ppm’lik Brilliant Black uygulamasr)
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Sekil 4.45. Vicia faba L. mikroniikleus (1000 ppm’lik Sunset Yellow uygulamast)
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Sekil 4.46. Vicia faba L. mikroniikleus (2000 ppm’lik Sunset Yellow uygulamasi)

4.1.1.1. Mitotik indeks ile ilgili sonug¢lar

Tablo 4.1. Allium cepa L. Brilliant Black uygulamasi mitotik indeks ortalamalari

ALLIUM CEPA-B.B.

Konsantrasyon Mitotik indeks ortalamalar1 ve Standart sapmalar
Kontrol 9,68 + 443

10 ppm 8,64 = 3,02

200 ppm 8,03 + 3,34

1000 ppm 7,69 + 1,51

2000 ppm 474 + 1,80

16,00

ALLFUAM CEPA L. - BB. MITOTIK INDEEKS

v{1ZDE DEGERI

ORTALAMALARIT
14,00 4
1200 S
10,00 S
2,00
500
4,00 4
2,00 4

o000 T T T T
kaontrol 10 ppm 200 ppm A000 ppm 2000 ppm
KOMHSAHTRASYON
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Tablo 4.2. Allium cepa L. Sunset Yellow uygulamasi mitotik indeks ortalamalar

ALLIUM CEPA-S.Y.

Konsantrasyon Mitotik indeks ortalamalar1 ve Standart sapmalar
Kontrol 9,21 + 1,33

10 ppm 7,20 = 1,64

200 ppm 5,82 £ 2,19

1000 ppm 441 + 0,67

2000 ppm 1,30 + 0,47

ALFEFOM CEPA L. - S Y. MITOTIK INDEES

ORTALAMATART

1200
410,00 T
g =00 J.
=
= 500
ke
8 400
=
-
2,00
0,00

=

kontrol

10 ppm 200 ppm 1000 ppm 2000 ppm

KOHSAHTRASYOH

Tablo 4.3. Vicia faba L. Brilliant Black uygulamasi mitotik indeks ortalamalari

VICIA FABA-B.B.

Konsantrasyon Mitotik indeks ortalamalari ve Standart sapmalar
Kontrol 10,64 + 2,84

10 ppm 7,81 + 1,66

200 ppm 6,82 + 1,97

1000 ppm 6,31 + 1,29

2000 ppm 3,66 £ 1,00
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VICIA FABA L.- B.B. MITO TiK INDEKS O RTALAMALARI

16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

YUZDE DEGER

KONSANTRASYON

kontrol 10 ppm 200 ppm 1000 ppm 2000 ppm

Tablo 4.4. Vicia faba L. Sunset Yellow uygulamas: mitotik indeks ortalamalari

VICIA FABA-S.Y

Konsantrasyon Mitotik indeks ortalamalar1 ve Standart sapmalar
Kontrol 10,86 = 2,43

10 ppm 8,06 = 2,17

200 ppm 8,05 £ 2,40

1000 ppm 7,00 + 1,07

2000 ppm 6,06 + 1,35

VICIA FABAL-5Y. MITOTIK INDEKS
ORTALAMALARI

14,00
12,00
10,00
2,00
0,00
4,00
2,00
.00

t{IZDE DEGER

kantral 10 ppm 200ppm 1000 ppm 2000 ppm

KONSAKRTRASYOHN
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4.1.2. Tradescantia pallida H. stamen tiiyii analizi sonuclari

Brilliant Black ve Sunset Yellow maddelerinin dort farkli konsantrasyonunun
uygulandig1 ve kontrol gruplarini igeren Tradescantia pallida H. bitkisinin stamen
tiyli analizine ait fotograflar OLYMPUS CX31 marka binokiiler arastirma
mikroskobu ile c¢ekilerek asagida sunulmustur. Somatik mutasyonlar stamen

tilylerinde pembe renkli olarak gézlenmistir.

Brilliant Black ve Sunset Yellow boya maddelerinin dort farkl
konsantrasyonunun uygulandig1 ve kontrol gruplarini igeren 7radescantia pallida H.
bitkisinin stamen tiiyli analizi sonuglarina bakildiginda stamen tiiyli hiicrelerinde
pembe renkli somatik mutasyonlarin olustugu gézlenmistir. Mutasyonlarin olugsma
frekans1 uygulanan boya maddelerinin konsantrasyonuna bagli olarak artis
gostermistir. Brilliant Black ve Sunset Yellow maddelerinin uygulanmasi sonucunda
mutasyonlar 200 ppm, 1000 ppm ve 2000 ppm’lik konsantrasyonlarda gozlenirken
10 ppm’lik konsantrasyonlarda herhangi bir mutasyon olusumuna rastlanilmamustir.
Genotoksisitenin belirlenmesinde uygulanan bu analiz i¢in Sunset Yellow adli boya

maddesinin daha duyarli oldugu sonucuna varilmistir.
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Tradescantia pallida H. stamen tiiyii kontrol fotograflar

Sekil 4.47. Kontrol grubu

Sekil 4.49. Kontrol grubu
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Tradescantia pallida H. stamen tiiyii Brilliant Black uygulama fotograflari

i

i

Sekil 4.50. (10 ppm’lik uygulama)

Sekil 4.51. (200 ppm’lik uygulama)

Sekil 4.52. (1000 ppm’lik uygulama)
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Sekil 4.53. (2000 ppm’lik uygulama)

Tradescantia pallida H. stamen tiiyii Sunset Yellow uygulama fotograflar

Sekil 4.54. (10 ppm’lik uygulama)

Sekil 4.55. (200 ppm’lik uygulama)
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*
Sekil 4.56. (1000 ppm’lik uygulama)

-

4.1.3. Tradescantia pallida H. mikroniikleus analizi sonuglari

Sekil 4.57. (2000 ppm’lik uygulama)

Brilliant Black ve Sunset Yellow maddelerinin dort farkli konsantrasyonunun
uygulandigr ve kontrol gruplarini igeren Tradescantia pallida H. bitkisinin
mikrontikleus analizine ait fotograflar bilgisayar ortaminda OLYMPUS CX31 marka
arastirma mikroskobu ile cekilerek asagida sunulmustur. Olusan mikroniikleuslar

mayoz boliinmenin erken tetrad sathasinda belirlenmistir.
Tradescantia pallida H. bitkisinde gerceklestirilen mikrontikleus analizinin

Brilliant Black ve Sunset Yellow maddelerinin dort farkli konsantrasyonunun

uygulandigt  ve  kontrol  gruplarint  igeren  uygulamalarin  sonuglari
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degerlendirildiginde mayoz bdliinmenin erken tetrad safhasinda olusan
mikrontikleuslarin uygulanan maddelerin konsantrasyon artiglarina bagl olarak artis
gosterme egilimine sahip oldugu ve 6zellikle de Brilliant Black adli boya maddesinin
uygulanmasi ile mikroniikleus olusumlariin tesvik edildigi ortaya ¢ikarilmistir. Her
iki boya maddesi i¢in mikroniikleuslar sadece 1000 ppm ve 2000 ppm’lik

konsantrasyonlarda olusmuslardir.

Tradescantia pallida H. mikroniikleus kontrol fotograflari

Sekil 4.58. Kontrol grubu

nt ¥

vy
»

W

Sekil 4.59. Kontrol grubu
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Sekil 4.60. Kontrol grubu

Tradescantia pallida H. mikroniikleus Brilliant Black uygulama fotograflar:

Sekil 4.62. (200 ppm’lik uygulama)
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Sekil 4.64. (2000 ppm’lik uygulama)

Tradescantia pallida H. mikroniikleus Sunset Yellow uygulama fotograflar:

Sekil 4.65. (10 ppm’lik uygulama)
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Sekil 4.68. (2000 ppm’lik uygulama)
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4.2. Tartisma

Gida sanayinde yaygin olarak kullanilan ve canlinin yasami {izerinde
potansiyel bir tehlike unsuru olabilen gida renklendirici maddelerinin de genotoksik
potansiyellere sahip olduklart bilinmektedir. Bu maddelerin organizmalara
uygulanmasi sonucunda konsantrasyonlarina bagli olarak canli hiicrelerin fenotipik
ve genotipik yapilarinda degisiklikler gozlenmektedir. Genotoksik potansiyellere
sahip maddelerin organizmalarda olusturdugu genetiksel hasarlarin belirlenmesinde

ise birtakim testler kullanilmaktadir.

Yapilan bu ¢alismada genotoksik aktiviteye sahip olan gida sanayinde yaygin
olarak kullanilan Sunset Yellow ve Brilliant Black adli boyar maddelerin
Tradescantia pallida H., Allium cepa L. ve Vicia faba L. bitkileri {izerinde
olusturdugu genetiksel hasarlarin Kok ucu hiicreleri testi, Tradescantia Stamen Tyt
analizi ve Mikroniikleus Testi ile degerlendirilmesi amaclanmistir. Bu amag
dogrultusunda laboratuvar kosullarinda yetistirilen bitkisel organizmalara her iki
boya maddesinin 4 farkli konsantrasyonu (10 ppm, 200ppm, 1000 ppm ve 2000 ppm)

uygulanmustir. Ayrica her iki boya maddesi i¢in kontrol gruplar1 da olusturulmustur.

Allium cepa L. ve Vicia faba L. bitkileri i¢in gergeklestirilen K6k ucu hiicreleri
testinin sonuglar1 iki boya maddesi i¢in de konsantrasyon artislarina bagli olarak
mutajenik etkinin artmasiyla birlikte boliinen hiicrelerin oraninda azalmaya ve bunun
sonucunda ise mitotik indekste diisiise neden olmustur. Meydana gelen mutasyonlar
kendisini ¢esitli anomaliler seklinde ortaya cikarmistir. Ayrica Vicia faba L.
bitkisinde olusan mikroniikleuslar incelendiginde en yiiksek mikroniikleus
frekansinin 1000 ppm ve 2000 ppm’lik konsantrasyonlarda oldugu sonucuna da

varilmstir.

Tradescantia pallida H. bitkisine uygulanan iki genotoksisite testinin
sonucunda elde edilen veriler artan doz miktarina bagli olarak genetiksel hasarin
seviyesinde de artisin oldugunu gostermektedir. Fakat bu testlerin kullanilan farkli

boyar maddeler i¢in farkli duyarlilik gosterebilme 6zelliklerine de sahip olduklari
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fikri ortaya c¢ikarilmistir. Trad-MCN testi Brilliant Black boya maddesi i¢in Trad-
SHM analizi ise Sunset Yellow boya maddesi icin daha tutarli sonuglar vermistir.
Konsantrasyonlara bakildiginda 1000 ppm ve 2000 ppm’lik uygulamalarda hem
stamen tiiyli analizi hem de mikroniikleus testi i¢in en yiiksek mutasyon frekanslar

gbzlenmistir. Bu durumun her iki boya maddesi igin gegerli oldugu bulunmustur.

Literatiire baktigimizda bu konu ile ilgili pek c¢ok calismanin yapildiginm
gormekteyiz.  Ozellikle canli  organizmalarin  yasamsal  faaliyetlerinin
degerlendirilmesinde ¢evresel mutajenlerin test edilebilirligi i¢in gergeklestirilen bu

testler son yillarda olduk¢a 6n plana ¢ikmuistir.

Calismamizla benzerlik gosteren daha Onceden gerceklestirilmis olan bazi
calismalarda gida boyalarinin genotoksisitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
caligmalarin sonuglarina baktigimiz zaman elde etmis oldugumuz verilerle paralellik

gosterdiklerini gérmekteyiz (Sekil 4.1- Sekil 4.68).

Besin endiistrisinde yaygin bir sekilde kullanilan iki farkli boya maddesi ile
genotoksisite degerlendirilmesinin yapildigi arastirmada Quinoline Yellow (E104) ve
Brilliant Black BN (E151) boya maddelerinin genotoksik etkileri ve potansiyel
sitolojik etkileri in vitro insan lenfositleri ve in vivo Vicia faba kdk ucu meristemleri
kullanilarak incelenmistir. Ayrica bu ¢alismada oldukga duyarli ve hizli testler olan
mikrontikleus ve comet analizi testleri yapilmistir. Bu caligmalardan elde edilen
bilgiler gostermistir ki; analiz edilen boya maddelerinin genotoksik etkileri,
potansiyel olarak genotoksik tarama i¢in mikroniikleus ve comet analizi testleri ile
belirlenebilmistir ve in vitro insan lenfositleri ile in vivo Vicia faba kok ucu
meristemlerinde kardes kromatid degisiklikleri, kromozomal aberasyonlar ve

mikroniikleus olusumlar1 gézlenmistir (Macioszek ve Kononowicz, 2004).

Gidalarda besin renklendirici olarak kullanilan maddelerin genotoksik
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir arastirmada; farelerin kemik iligindeki
kromozom yapilar1 incelenmistir. Renklendirici kimyasal madde olarak carmoisin iki

farkli dozda uygulanmistir. Elde edilen verilere gore carmoisinin kemik iligi
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hiicrelerinde kromozomal aberasyonlar ¢esitli sekillerde tesvik ettigi bulunmustur.
Ayrica uygulamanin ¢esitli peryotlar1 sirasinda niikleik asit ve total protein

seviyelerinde de artig saptanmistir (Ali ve dig., 1998).

Cevremizde bulunan pek c¢ok kimyasal maddenin mutajenik ve karsinojenik
Ozelliklere sahip olduklar1 bilinmektedir. Kullanilan bu maddelerin canhi
organizmalara uygulanmasi sonucunda ya da canlilarin bu maddelere maruz kalmasi
durumunda genotoksik etkilerin ortaya ¢iktigi goriilmektedir. Bu konuyla ilgili
olarak yapilmis olan ¢aligmalarin sonuglar1 da arastirmamizda kullanmis oldugumuz

kimyasal boya maddelerinin genotoksik niteligini vurgulamaktadir.

Fungusitlerin bitki hiicreleri ve memeliler {izerindeki etkileri cevresel
kirleticilerin in vivo ve in vitro i¢in genotoksik potansiyelinin belirlenmesinde hizl
yanit veren tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) kullanilarak genotoksisite tesviki yolu
ile arastirllmistir. Fenarimol’un DNA {izerinde zarar verici nitelikte oldugu
bilinmektedir. Calismanin bir¢gok hedefi bulunmaktadir. Bunlar; DNA ile
fenarimol’un etkilesimlerinin olasiligin1 belirlemek, farkli iki memeli tiiriinde
l6kositlerde fungusit’e kars1 6zel duyarliligini belirlemek, fenarimol’un toksik ya da
genotoksik potansiyelini belirlemek ve en son olarak da tropikal bolgelerde
fenarimol’a duyarli yabanil tip bitki tiirlerinin bulunup bulunmadigini belirlemektir.
Sonu¢ olarak, zarar gormiis hiicrelerin frekanslarindaki artig, artan fungusit
dozlarmin kaniti olmustur. Fenarimol’un tesviki ile hem sitotoksisite hem de

genotoksisite artmistir (Poli ve dig., 2003).

Allium sativum ve Vicia faba’da siilfiir dioksidin kok ucu hiicreleri {izerinde
genotoksisitesinin belirlenmesi amaci ile yapilan arastirmada, sodyum bisiilfit ve
sodyum silfit (1:3) kangmu  1x10*M  ile 2x10°M araliginda  degisen
konsantrasyonlarda kullanilmistir. Genotoksisitenin belirlenmesinde Vicia faba’da
anafaz aberasyon (AA) frekanslari ve mikroniikleus (MCN) testleri, Allium
sativum’da ise sadece mikroniikleus testleri gerceklestirilmistir. Sonug olarak negatif

kontrol ile karsilastirildiginda Vicia faba kok ucunda anafaz aberasyon (AA)

89



frekanslar1 1.7-3.9 ve mikroniikleus frekanslar1 ise 3.5-4.5 kat artmustir. Benzer

sonuglara A/lium MCN testlerinde de rastlanmistir (Yi H ve Meng Z, 2003).

Hayvanlar iizerinde yapilan bir arastirmada, in vivo sitogenetik testler ile 8-ClI-
Cyclic adenozin monofosfat’in genotoksik potansiyeli degerlendirilmistir. Kullanilan
bu kimyasal madde in vitro ve in vivo kanser hiicrelerinin biiyiik bir cogunlugunda
biiylimeyi baskilayici bir etki gostermistir. Uygulama i¢in farenin BALB/c straini ve
mikroniikleus testi kullamilmstir. In vivo mikroniikleus test sonuglari mikroniikleus
frekansinda ve polikromatik eritrositlerde artisin oldugunu gostermistir. Ayrica

sayisal ve yapisal kromozom varyasyonlar1 da gézlenmistir (Bajic ve dig., 2004).

Genotoksisitenin degerlendirilmesi i¢gin kullanilan pek ¢ok test bulunmaktadir.
Bu testler arasinda yer alan Tradescantia stamen tiiyli analizi ve Tradescantia
mikroniikleus analizi olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Onemli bir
cevresel mutajen olan radyasyonun genotoksik etkilerinin belirlenmesinde de bu
testlerin kullanildig1 bilinmektedir. Arastirmamizda da kullanilan her iki test pek ¢ok

calismada gerek maliyeti gerekse uygulanabilirligi acisindan géze ¢arpmaktadir.

Radyasyonun bitkiler iizerindeki etkileri ile ilgili olarak yapilan bir
arastirmada, Vicia mikroniikleus, Tradescantia mikroniikleus ve Tradescantia
stamen tilyli mutasyon biyoanaliz testleri kullamlarak '*’Cs radyasyonunun
genotoksisitesi indelenmistir. Bu caligsma; B7Cs nin diisiik dozlariyla tesvik edilen
DNA zarann i¢in {i¢ bitki biyoanalizinin etkinligini karsilastirmak amaciyla
yapilmustir. Deneyler radyoaktivitenin ¢esitli seviyeleri ile kat1 ya da sivi '*'Cs
kaynaklar1 kullanilarak toprakta ya da bir soliisyonda yiirtitiilmiistiir. Yirttilen ti¢
biyoanaliz gostermistir ki; muamelelerde farkli duyarhiliklar ortaya ¢ikmistir. Bunun
otesinde karsilastirilabilir dozlarda, i¢ kontaminasyonlar {i¢ biyoanaliz i¢in biiyiik
etkilere izin vermistir. Sonugta bu biyoanalizlerin radyoaktif '*’Cs zararmin
genotoksik etkileri igin etkileyici testler oldugu belirlenmistir (Minouflet ve dig.,

2005).
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1999 yilinda yapilan bir ¢alismada; UV-B radyasyonun artan seviyesi gevre
icin potansiyel bir tehlike olarak goriilmiis, bu durum ise arastirmalar1 UV-B
radyasyonun sitogenetik etkilerinin belirlenmesi yoniine tesvik etmistir. Bu amacla
Tradescantia bitkisinin polen ana hiicreleri iizerinde olusan hasar mikroniikleus testi
ile incelenmistir (Wang ve Wang, 1999). Tradescantia’ nin ii¢ klonu i¢in yapay UV-
B radyasyonu 10 saatlik siirenin yan1 sira artan dozlarda (2, 4, 6, 8 saatlik stirelerde)
bitkilere uygulanmigtir. Muamele edilmis bitkiler ve kontrol bitkilerinin
ciceklenmeleri saptanmistir. Daha sonra bunlar preparatlarin  hazirlanmasinda
kullanilmistir. Mikroniikleuslarin frekanslar1 ve genotoksisitenin derecesi erken
tetratlarin olusum evresi ile gozlenmistir. Tekrarlanan bu iki deneyin sonuglari
normal giin 15181 altinda mikroniikleus frekanslarindaki artisin kullanilan UV 15181n
dozuna bagli olarak arttifini gdstermistir. Yagmurlu ve bulutlu bir giin altinda
yapilan oldukea yiiksek bir iiglincii UV-B uygulamasi sonucunda ise mikroniikleus
frekanslarinin 6nceki iki denemeye nazaran daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Sonugta artan radyasyon oranmna bagli olarak mikroniikleus sayisinda artis
gozlemlenmis ve mikroniikleus testlerinin  UV-B radyasyonun etkisinin

belirlenmesinde 6nemli bir yere sahip oldugu saptanmistir (Wang ve Wang, 1999).

Hava, toprak ve su kirliliginin, ayrica ¢esitli ¢evresel atik maddelerin in situ
olarak goriintiilenmesinde A//ium sp.-Vicia sp. kok ucu hiicreleri testlerinin yanisira
Tradescantia testlerinin de agirlik kazandigr goriillmektedir. Maden bolgeleri ve agir
metallerin de genotoksik potansiyellerinin degerlendirilmesinde Tradescantia testleri
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu testlerin tipki ¢alismamizda oldugu gibi
gorevini en iyi sekilde yerine getiren, olduk¢a duyarli ve verimli testler oldugu daha
once yapilan ¢aligmalarda da dogrulanmistir.

Atik  sularin  etkisi lizerine yapilan bir arastirmada ise Giineybati
Bulgaristan’daki maden bolgesinde agir metal ve siyanid ile kirlenmis nehir suyunun
Allium cepa tizerindeki sitogenetik etkileri arastirilmistir. Bu arastirma mikroniikleus
ve anafaz analizleri kullanilarak, mitotik ve faz indekslerinin hesaplanmasi ile
Giineybat1 Bulgaristan’mn Panagjurishte bolgesinde yiiriitiilmiistiir. In vivo deney
materyali olarak Allium cepa kullanilmistir. Elde edilen veriler hiicre ¢ogalmasinda

bir azalma ve normal mitoz-mikroniikleus, anafaz ve telofaz kopriileri ile
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fragmentler, ge¢ kalan kromozomlar ve bir C-mitotik etkisinin meydana geldigini
gostermistir. Sitogenetik analizler agir metal ve siyanid ile kirlenmis sularin biyolojik
goriintiilenmesinin etkili ve uygun oldugunu kanitlamak icin yapilmistir (Ivanova ve

dig., 2005).

Cin’in  Guilin bolgesindeki dogal Lijang 1rmagindan su Ornekleri
genotoksisitesinin  degerlendirildigi bir ¢alismada Trad-MCN ve Trad-SHM
biyoanalizleri kullanilmistir. Yapilan calismada 60 farkli bolgeden toplanmis su
orneklerinin genotoksisitesi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar; irmagin kollarindaki
su orneklerinin ¢cogunun yliksek derecede mutajenik oldugunu ve endiistriyel etki ile
sehir lagimmin bulundugu Guilin sehir bdlgesinde ana 1rmaktaki Kkirleticilerin
biriktigini gostermistir. Hem Trad-MCN hem de Trad- SHM analizleri su
orneklerinde mutajenlerin belirlenmesi i¢in oldukga etkileyici analizlerdir (Jiang ve

dig., 1998).

Yapilan farkli bir calismada Cin’in Kunming sehrinden gecen Panlong
irmaginda su genotoksisitesini belirlemek amaciyla 20 farkli bolgeden toplanan su
ornekleri Trad-MCN ve Trad-SHM analizleri ile degerlendirilmistir. Trad-MCN
analizinde en diisiik frekans 3,19 MCN/100 tetrad olarak, Trad-SHM analizinde ise
1,32 Mutasyon/1000 stamen tiiyii olarak belirlenmistir. En yiliksek frekans; Trad-
MCN analizi i¢in 8,73 MCN/100 tetrad, Trad-SHM analizi i¢in ise 4,30
Mutasyon/1000 stamen tiiyii olarak belirlenmistir. Trad-MCN analizi i¢in zayif
frekanslar atik olarak 1rmaga karisan endiistriyel ve kentsel atik su bolgesi
yakinindaki bolgelerden elde edilen su Orneklerinde goézlenmistir. Genelde
mikroniikleus ve stamen tiiyii mutasyonlarmin frekansi irmagin Kunming sehri
boyunca akan bolgesinde artmaktadir. Elde edilen verilerden Trad-MCN analizinin
irmak suyu kirliliginin genotoksisitesinin belirlenmesinde Trad-SHM analizinden

daha duyarli oldugu sonucuna varilmigtir (Duan ve dig., 1998).
Arjantin’de yapilan bir in situ gorlintileme calismasinda Tradescantia

mikroniikleus biyoanalizi kullanilarak hava kirliliginin ¢evresel diizeylerinin

genotoksisitesi arastirilmistir. Calismada Tradescantia pallida bitkisi 3 farkli bolgede
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konumlandirilmistir. Bu boélgelerden birisi yiliksek trafik aktivitesine sahip sehir
merkezi, digeri benzin ve dizel yakith agir arag trafiginin yogun oldugu kampiis
alani, ticlinciisii ise hava kirliliginin bolgesel kaynaklarinin 6nemli olmadigi konutsal
alandir. Her bir drnekleme bolgesinden Kasim, Subat ve Nisan aylarinda 20 geng
Tradescantia pallida ¢icegi toplanmistir. Polen ana hiicrelerinin erken tetradlarinda
mikroniikleus frekanslar1 belirlenmistir. Ayni zamanda her bir bdlge i¢in havada
bulunan toplam partikiillerin ¢evresel diizeyleri belirlenmistir. Bolgeler arasinda
mikroniikleus frekansinda 6nemli bir fark goézlenmistir. Konutsal alanin, kampiis
bolgesi ve sehir merkezi alanlarina gore daha diisiik mikroniikleus frekansina sahip
oldugu ortaya cikmistir. Sonucta; cevresel hava kirlilik degisim derecesinin
Tradescantia polen ana hiicrelerinin spontan mikroniikleus frekansindaki
degisiklikler ile ilgili oldugu bulunmustur. Bu sonuglar yiiksek bitkiler ile
biyogoriintiilemenin aletsel goriintiileme teknikleri olmaksizin ya da kiigiik bir
Olcekte hava kirleticilerinin arastirildigi alanlarda tanimlanan hava kirliligi

calismalari i¢in kullanigh olabildigini gostermektedir (Carreas ve dig., 2006).

Insanlarmn da igerisinde oldugu canliligin smirlar igerisinde dogal ya da insan
kaynakli olarak bulunan ve ekolojik dengeler iizerinde potansiyel tehlike
niteligindeki tiim genotoksik maddeler lizerinde gerceklestirilen ve gerceklestirilecek
olan arastirmalar ile bu maddelerin genotoksik potansiyelleri ve canli sistemlerde
meydana getirmis oldugu genetik hasarlarin bazilar1 saptanmis bazilarinin etkileri ise

halen saptanmay1 beklemektedir.

Bilimsel aragtirmalarda model organizma olarak genellikle bitkisel ya da
hayvansal organizmalar kullanilmaktadir. Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalar
sonucunda bitkisel ve hayvansal organizmalardan elde edilen veriler goz Oniine
alinarak insan sagligi ile ilgili baglantili ¢alismalarin yapilmast konuyu daha anlaml
hale getirecektir. Bu dogrultuda kullanilan genotoksik potansiyele sahip olan
maddelerin diger iilkelerde oldugu gibi insanlar1 dogrudan etkileyen gida ve
baglantili sektdrlerde kontrollerinin daha iyi sekilde yapilmasi, insan saglhigini tehdit
etmeyecek diizeyde uygun miktarlarda kullanilabilmesi ya da canli sistemleri
tizerinde genotoksik ve kanserojenik etkileri ispatlanmis olanlarin tamamen

yasaklanmas1 yoniinde girisimlerde bulunulmasi diistiniilmektedir.

93



KAYNAKLAR

Acar A., Durakbast H.G. ve Paydak F., 1995. Aliminyum siilfatin insan periferal kan
lenfosit kiiltiirlerinde mikroniikleus uyarimi iizerine etkileri. S U Tip Fak
Derg, 11: 139-44.

Acar T., 2000. Vicia faba L.nin Meristematik  Hiicreleri Uzerine Cesitli
Kimyasallarin Etkileri, izmir Ege Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii

(Doktora Tezi).

Acar O., Sik L., Aki1 C. 2006. Manisa Organize Sanayii Bolgesi Atiksu Aritma
Tesisine Giren ve Cikan Suyun Allium cepa L. (Sogan) Kok Ucu
Hiicrelerinde Mitoz Boliinme Uzerine Etkileri. 18. Ulusal Biyoloji

Kongresi, 26-30 Haziran, Kusadasi, Tiirkiye.

Akbas E., Celik A., Derici E. ve Soylemez F., 2001. The Investigation of Cigarette
Smoking on The Lymphocyte Life Time and Genotoxic Effects. Turkish
Journal of Geriatrics, Geriatri 4 (1): 15-18.

Ak1 C., 2002. Genel Genetik, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Canakkale, 001.

Aki C. ve Karabay U., 2004. Genetik Laboratuvar1 Uygulama Kitabi. Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Yayinlari, No.38, Canakkale.

Aki C. ve Giineysu E., 2004. Canakkale Ilindeki Sanayii Kurulusu Atik Sularinimn
Ekonomik Oneme Sahip Bitki Tiirleri Uzerinde Enzimatik ve Genetiksel
Degisimlerinin Izlenmesi. Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii (Yiiksek lisans tezi).

Akpmar N., Tirkoglu S. ve Koca S., 2001. An Investigation on Cytological Effects
of Tonifruit on Vicia faba L. Journal of Qafqaz University, 8: 191-198.

Ali M.O., Ghor A.A., Sharaf A.K., Mekkawy H. ve Montaser M.M., 1998.
Genotoxic Effects of the Food Color (Carmoisine) on the Chromosome of
Bone Marrow Cells of Rat. Toxicology Letters, 95 (1): 44.

Altug T., 2001. Gida Katki1 Maddeleri. Meta Basim, Bornova, Izmir, 281.

Andres C., 1987. Natural Color System, Systems Overcome Potential Deficiencies of

Natural Products. Food Processing, 2: 46-50.

94



Anonim., 2002. Tiirk Gida Kodeksi Gidalarda Kullanilan Renklendiriciler Tebligi
(Teblig No:2002/ 55), Resmi Gazete: 25.8.2002-24857.

Arutyunyan R.M., Pogosyan V.S., Simonyan E.H., Atoyants A.L. ve Djigardjian
E.M., 1998. In situ monitoring of the ambient air around the chloroprene
rubber industrial plant using the Tradescantia-stamen-hair mautation assay.
Mutation Research, 426: 117-120.

Ateeq B., Farah M.A., Niamat A.M. ve Waseem A., 2002. Clastogenicity of
pentachlorophenol, 2,4-D and butachlor evaluated by Allium root tip test.
Mutation Research, 514: 105-113.

Aybeke M., Olgun G., Sidal U. ve Kolankaya D., 2000. Zeytinyag1 Fabrikas1 Atik
Suyunun Bugday (7riticum aestivum L.) Kok Ucu Hiicrelerindeki Mitoz
Boliinme ve Total Protein Miktar1 Uzerine Etkisi. Turk J Biol., 24: 127-140.

Bagdatlioglu N. ve Demirbiiker B., 1999. Gida Islemede Karotenoidlerde Meydana
Gelen Gelismeler. Gida, 9: 48-51.

Bajic V., Stanimirovic Z. ve Stevanovic J., 2004. Genotoxicity Potential of 8-CI-
Cyclic Adenosine Monophosphate Assessed with Cytogenetic Tests In
Vivo. Archives of Medical Research, 35: 209-214.

Basaran A.A., 2004. Farmakognozide tek hiicre jel elektroforezi uygulamalari. /4.
Bitkisel Ilag Hammaddeleri Toplantisi, Bildiriler, 29-31 Mayis 2002,
Eskigehir, Eds. K.H.C.Bagser ve N.Kirimer, ISBN 975-94077-2-8.

Carreas H.A., Pignata M.L. ve Saldiva P.H.N., 2006. In situ monitoring of urban air
in Cordoba, Argentina using the Tradescantia-micronucleus (Trad-MCN)

bioassay. Atmospheric Environment, 40: 7824-7830.

Cohen N., Weiss G. ve Minde K., 1972. Cognitive styles in adolescents previously
diagnosed as hyperactive. J Chilld Psychol Psychiatry, 13: 203-9.

Coskun E, Ozgorgiicii B, Goniiz A, Tort N. 1994. The effects of Decis (insecticide)
on onion (A/lium cepa) root tip meristematic cells. XII. National Biology

Congress 6-8, Jan. Edirne. 266-269.

Cotelle S., Masfaraud J.F. ve Ferard J.F., 1998. Assessment of the genotoxicity of
contaminated soil with the Allium/ Vicia-micronucleus and Tradescantia-

micronucleus assays. Mutation Research, 426: 167-171.

95



Cruz A.D., McArthur A.G., Silva C.C., Curado M.P. ve Glickman B.W., 1994,
Human micronucleus counts are correlated with age, smoking, and cesium-
137 dose in the Goiania (Brazil) radiological accident. Mutat Res, 313: 57-
68.

Cora T., Demirel S., Acar A. ve Erkul 1., 1992. Yenidogan periferal kan lenfosit
kiiltiirlerinde fototerapinin uyardig1 mikroniikleuslar. S U Tip Fak Derg, 8:
345-51.

Demirel S. ve Zamani A.G., 2002. Mikroniikleus teknigi ve kullanim alanlari. Genel
Tip Derg., 12 (3): 123-127.

Demirer A., 1974. Sekerdeki Boyalarin Ince Tabaka Kromatografisi ile
Tamimlanmalar1 Uzerine Arastirmalar. A.U. Veteriner Fakiiltesi Dergisi. 21:
145.

Dovgalyuk A.I, Kalinyak T.B. ve Blum Y.B., 2001. Cytogenetic Effects of Toxic
Metal Salts on Apical Meristem Cells of Allium cepa L. Seeding Root.
Cytology and Genetics, 35 (2): 3-10.

Duan C.Q., Hu B., Wang Z.H., Wen C.H., Yan S.Q., Jiang X.H., Wang D.K., Li Q.
ve Liang X.F., 1998. Tradescantia bioassays for the determination of
genotoxicity of water in the Panlong River, Kunming, People’s Republic of
China. Mutation Research, 426: 127-131.

Eastmond D.A. ve Tucker J.D., 1989. Identification aneuploidy inducing agents
using cytokinesis-blocked human lymphocytes and an antikinetochore
antibody. Environ Mol Mutagen, 13: 34-43.

Evandri M.G., Tucci P. ve Bolle P., 2000. Toxicological Evaluation of Commercial
Mineral Water Bottled in Polyetylene Terephthalate: A Cytogenetic
Approach with Allium cepa. Food Additives and Contaminants, 1712:
1037-1045.

Fenech M. ve Morley A.A., 1985. Solutions to the kinetic problem in the
micronucleus assay. Cytobios, 43: 233-46.

Fenech M. ve Morley A.A., 1986. Cytokinesis-block micronucleus method in human
lymphocytes: Effect of in vivo ageing and dose X-irradiation. Mutat Res,

161: 193-8.

96



Fenech M., Chang W.P., Kirsch-Volders M., Holland N., Bonassi S. ve Zeiger E.,
2003. Human Micronucleus Project. "HUMN Project: Detailed Description
of The Scoring Criteria for The Cytokinesis-Block Micronucleus Assay
Using Isolated Human Lymphocyte Cultures.", Mutat Re., 534 (1-2): 65-75.

Ferreira M.I., Rodrigues G.S., Domingos M. ve Saldiva P.H.N., 2003. In situ
monitoring of mutagenicity of air pollutants in Sao Paulo City using
Tradescantia-SHM  bioassay. Brazilian Archives of Biology and
Technology, 46 (2): 253-258.

Ferreira M.1., Domingos M., Gomes H.A., Saldiva P.H.N. ve Assuncao J.V., 2007.
Evaluation of mutagenic potential of contaminated atmosphere at Ibirapuera
Park, Sao Paulo- SP, Brazil, using the Tradescantia stamen-hair assay.
Environmental Pollution, 145: 219-224.

Fomin A., Paschke A. ve Arndt., 1998. Assessment of the genotoxicity of mine-
dump material using the Tradescantia-stamen hair (Trad-SHM) and the
Tradescantia-micronucleus (Trad-MCN) bioassays. Mutation Research,
426: 173-181.

Ford J.H., Schultz C.J. ve Correll A.T., 1988. Chromosome elimination in
micronuclei: A common of hypoploidy. Am J Hum Genet, 43: 733-40.

Fucic A., Garaj-Vrhovac V., Skara M. ve Dimitrovic B., 1992. X-Rays, microwaves
and vinyl chloride monomer: Their clastogenic and aneugenic activity,
using the micronucleus assay onhuman lymphocytes. Mutat Res, 282: 265-
71.

Garewal H.S., Ramsey L., Kaugars G. ve Boyle J., 1993. Clinical experience with
the micronucleus assay. Cellular Biochem, 17: 206-12.

Geng M., 1999. Gidalarda Dogal Renklendiricilerin Avantajlari. Gida, 10: 26-27.

Gomes H.A., Nouailhetas Y., Silva N.C., Mezrahi A., Almeida C.E.B. ve Rodrigues
G.S., 2002. Biological Response of Tradescantia Stamen-hairs to High
Levels of Natural Radiation in the Pogos de Caldas Plateau. Brazilian
Archives of Biology and Technology, 45 (3): 301-307.

Goniiz A., Diilger B. Ve Kesici O., 2004. Sitoloji Laboratuvar klavuzu. Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Yayinlari, No: 12, Canakkale.

97



Heddle J.A. ve Countryman R.I., 1976. The production of micronuclei from
chromosome aberration in irradiated cultures of human lymphocytes. Mutat
Res, 41: 321-32.

Henry B.S., 1980. Colours- Alternatives to Synthetics. Food Processing Industry, 11,
46-47.

Hessel H., Radon K., Pethran A., Maisch B., Grobmair S. ve Sautter 1., 2001. The
genotoxic risk of hospital, pharmacy and medical personnel occupationally
exposed to cytostatic drugsevaluation by the micronucleus assay. Mutat Res,
497:101-9.

Hogstedt B. ve Karlsson A., 1985. The size of micronuclei in human lymphocytes
varies according to inducing agent used. Mutat Res, 156: 229-32.

Ichikawa S. ve Wushur S., 2000. Analyses of spontaneous pink mutant events in the
stamen hairs of Tradescantia clone BNL 4430 cultivated in a nutrient
solution circulating growth chamber. Mutation Research, 472: 37-49.

Ivanova E., Staikova T.A. ve Velcheva 1., 2005. Cytogenetic Testing of Heavy Metal
and Cyanide Contaminated River Waters in a Mining Region of Southwest
Bulgaria. Journal of Cell and Molecular Biology, 4: 99-106.

Jagetia G.C. ve Jacob P.S., 1994. The influence of vinblastine treatment on the
formation of radiation-induced micronuclei in Mouse bone marrov.
Hereditas, 120: 51-9.

Jagetia G.C., Jayakrishnan A., Fernandes D. ve Vidyasagar M.S., 2001. Evaluation
of micronuclei frequency in the cultured peripheral blood lymphocytes of
cancer patients before and after radiation treatment. Mutat Res, 491: 9-16.

Jiang Y.G., Yu Z.D., Liu G.Z., Chen R.Z. ve Peng G.Y ., 1998. Genotoxicity of water
samples from the scenic Lijang river in the Guilin area, China, evaluated by
Tradescantia bioassays. Mutation Research, 426: 137-141.

Juchimiuk J., Gnys A., Maluszynska J., 2006. DNA Damage Induced by Mutagens in
Plant and Human Cell Nuclei in Acellular Comet Assay. Folia
Histochemica Et Cytobiologica, 44 (1): 127-131.

Kalyoncu A. ve Yurttagiil M., 1995. Ankara Piyasasinda Satilan Cesitli Dondurma,
Sekerleme ve Pasta Siislerine Katilan Sentetik Gida Boyalarinin Kantitatif

Olarak Arastirilmasi. Beslenme ve Diyet Dergisi, 24 (2): 279.

98



Karaali A. ve Ozgelik B., 1993. Gida Katkis1 Olarak Dogal ve Sentetik Boyalar.
Gida, 18 (6): 389-396.

Kihlman B.A., 1975. Root tips of Vicia faba for the study of induction of
chromosomal aberrations. Mutation Res., 31: 401-412.

Kirsch-Volders M. ve Fenech M., 2001. Inclusion of Micronuclei in Non-Divided
Mononuclear Lymphocytes and Necrosis/Apoptosis May Provide a
More Comprehensive Cytokinesis Block Micronucleus Assay for
Biomonitoring, Purposes, Mutagenesis, 16 (1): 51-58.

Klumpp A., Ansel W., Fomin A., Schnirring S. ve Pickl C., 2004. Influence of
Climatic Conditions on The Mutations in Pollen Mother Cells of
Tradescantia Clon 4430 and Implications for The Trad-MCN Bioassay
Protocol. Hereditas, 141: 142-148.

Kristen U., 1997. Use of Higher Plants as Screens for Toxicity Assessment.
Toxicology in Vitro, 11: 181-191.

Labay K., Ould-Elhkim M., Kles V., Guffroy M., Poul J.M. ve Sanders P., 2001.
Effects of griseofulvin in medium-term liver carcinogenesis assay and
peripheral blood micronucleus test in rat. Teratog Carcinog Mutagen, 21:
441-51.

Lau K., Mclean W.G., Williams, D.P. ve Howard C.V., 2006. Synergistik
Interactions between Commonly Used Food Additives in a Developmental
Neurotoxicity Test. Toxicological Sciences, 90 (1): 178-187.

Lehucker-Michel M.P., DiGiorgio C., Amara Lehucke —Michel M.P., DiGiorgio C.,
Amara Y.A., Laget M. ve et al., 1995. The micronucleus assay in human
exfoliated urothelial cells: Effects of smoking. Mutagenesis, 10: 329-32.

Ma T.H., Cabrera G.L., Cebulska-Wasilewska A., Chen R., Loarca F., Vandererg
A.L. ve Salamone M.F., 1994a. Tradescantia-Stamen-Hair-Mutation
Bioassay — A Collaborative Study on Plant Genotoxicity Bioassays for the
International Program on Chemical Safety, WHO, The United Nations, Mut.
Res., 310: 211-220.

Ma T.H., Cabrera G.L., Chen R., Gill B.S., Sandhu S.S., Vanderberg A.L. ve
Slamone M.F., 1994b. Tradescantia-Micronucleus Bioassay — A

Collaborative Study on Plant Genotoxicity Bioassays for the International

99



Program on Chemical Safety, WHO, The United Nations, Mut. Res., 310:
221-230.

Macioszek V.K. ve Kononowicz A.K., 2004. The Evaluation of The Genotoxicity of
Two Commonly Used Food Colors: Quinoline Yellow (E 104) and Brilliant
Black BN (E 151). Cellular & Molecular Biology Letters, 9: 107-122.

Majer B.J., Laky B., Knasmuller S. ve Kassie F., 2001. Use of the micronucleus
assay with exfoliated epithelial cells as a biomarker for monitoring
individuals at elevated risk of genetic damage and in chemoprevention
trials. Mutat Res, 489: 147-72.

Maluf S.W. ve Erdtmann B., 2001. Genomic instability in Down syndrome and
Fanconi anemia assessed by micronucleus analysis and single-cell gel
electrophoresis. Cancer Genet Cytogenet, 124-5.

Maluszynska J. ve Juchimiuk J., 2004. Plant Genotoxicity: A Molecular Cytogenetic
Approach in Plant Bioassays. Plant Genotoxicity, Arh Hig Rada Toksikol.,
56: 177-184.

Mavournin K.H., Blakey D.H., Cimino M.C., Salamone M.F. ve Heddle J.A., 1990.
The in vivo micronucleus assay in mammalian bone marrov and peripheral
blood: A report of the U.S. Environmental Protection Agency Gene-Tox
Program. Mutat Res, 239: 29-80.

Meyne J., Littlefield L.G. ve Moyzis R.K., 1989. Labelling of human centromeres
using an alphoid DNA consensus sequence: Application to the scoring of
chromosome aberrations. Mutat Res, 226: 75-9.

Migid HM.A., Azab Y.A. ve Ibrahim W.M., 2005. Use of plant genotoxicity
bioassay for the evaluation of efficiency of algal biofilters in bioremediation
of toxic industrial effluent. Ecotoxicology and Environmental Safety, 66: 57-
64.

Miller M., 1985. Danger! Additives at Work, London Food Commission.

Minouflet M., Ayrault S., Badot P.M., Cotelle S. ve Ferard J.F., 2005. Assessment of
The Genotoxicity of "“’Cs Radiation Using Vicia-Micronucleus,
Tradescantia-Micronucleus and  Tradescantia-Stamen-Hair  Mutation

Bioassays. Journal of Environmental Radioactivity, 81: 143-153.

100



Misik M., Solenska M., Micieta K., Misikova K. ve Knasmiiller S., 2005. In situ
monitoring of clastogenicity of ambient air in Bratislava, Slovakia using the
Tradescantia micronucleus assay and pollen abortion assays. Mutation
Research, 605: 1-6.

Moore L.E., Warner M.L., Smith A .H., Kalman D. ve Smith M.T., 1996. Use of
fluorescent micronucleus assay to detect the genotoxic effects of radiation
and arsenic exposure in exfoliated human epithelial cells. Envir Mol
Mutagen, 27: 176-84.

Moore L.E., Smith A.H., Hopenhayn-Rich C., Biggs M.L., Kalman D. ve Smith
M.T., 1997. Micronuclei in exfoliated bladder cells among individuals
chronically exposed to arsenic in drinking water. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev, 6: 31-6.

Naccarati A., Molinu S., Mancuso M., Siciliano G. ve Migliore L., 2000.
Cytogenetic damage in peripheral lymphocytes of mitochondrial disease
patients. Neurol Sci, 21: 963-5.

Norppa H., Renzi L. ve Lindholm C., 1993. Detection of whole chromosomes in
micronuclei of cytokinesis- blocked human lymphocytes by antikinetochore
staining and in situ hybridization. Mutagenesis, 8: 519-25.

Oliveira N.G., Castro M., Rodrigues A.S., Goncalves I.C., Cassapo R., Fernandes
A.P. ve et al.,, 2001. Evaluation of the genotoxic effects of the boron neutron
capture reaction in human melanoma cells using the cytokinesis block
micronucleus assay. Mutagenesis, 16: 369-75.

Ozkul Y., Dénmez H., Erenmemisoglu A., Demirtas H. ve Imamoglu N., 1997.
Introduction of micronuclei by smokeless tobacco on buccal smears of
habitual users. Mutagen, 12: 470-9.

Pastor S., Gutierrez S., Creus A., Xamena N., Piperakis S. ve Marcos R., 2001.
Cytogenetic analysis of Greek farmers using the micronucleus assay in
peripheral lymphocytes and buccal cells. Mutagenesis, 16: 539-45.

Poli P., Mello M.A., Buschini A., Castro V.L.S.S., Restivo F.M., Rossi C. ve Zucchi
T.M.A.D., 2003. Evaluation of The Genotoxicity Induced by The Fungicide
Fenarimol in Mammalian and Plant Cells by Use of The Single- Cell Gel
Electrophoresis Assay. Mutation Research, 540: 57-66.

101



Prajapati S.K. ve Tripathi B.D., 2008. Assessing the genotoxicity of urban air
pollutants in Varanasi City using Tradescantia micronucleus (Trad-MCN)
bioassay. Environment International.

Rank J., Lopez L.C., Nielsen M.H. ve Moretton J., 2002. Genotoxicity of Maleic
Hydrazide, Acridine and DEHP in Allium cepa Root Cells Performed by
Two Different Laborotories. Hereditas, 136: 13-18.

Renciizogullar1 E., Kayraldiz A., ila H.B., Cakmak T. ve Topaktas M., 2001. The
Cytogenetic Effects of Sodium Metabisulfite, a Food Preservative in Root
Tip Cells of Allium cepa L. Turk J Biol., 25: 361-370.

Richard F., Muleris M. ve Dutrillaux B., 1994. The frequency of micronuclei with X
chromosome increases with age in human females. Mutat Res, 316: 1-7.

Rodrigues G.S., 1999a. Bioensaios de Toxicidade Genetica com Plantas Superiores:
Tradescantia (MCN, SHM), Milho e Soja. Embrapa Meio Ambiente,
Circular Tecnica (2. Jaguariuna, 30.

Rosin M.P. ve Gilbert A.M., 1990. Modulation of genotoxic effects in humans:
Mutation and the environment. Part E. NewYork: Wiley-Liss, 51-9.

Rosin M.P. ve Anwar W., 1992. Chromosomal damage in urothelial cells from
Egyptians with chronic Schistosoma Haematobium infections. Int J Cancer,
50: 539-43.

Rozgaj R. ve Kasuba V., 2000. Chromosome aberrations and micronucleus
frequency in anaesthesiology personnel. Arh Hig Rada Toksikol, 51: 361-8.

Sarikaya R. ve Solak K., 2003. Benzoik Asit’in Drosophila melanogasterde Somatik
Mutasyon ve Rekombinasyon Testi ile Genotoksisitesinin Arastirilmasi.
GU. Gazi Egitim Fakiiltesi Dergisi, 23 (3): 19-32.

Saygi S., 2003. Deneysel Toksikolojide Toksisite Testleri ve Test Sonuglarinin
Onemi. Giilhane Tip Dergisi, 45 (3):291-298.

Schmid W., 1975. The micronucleus test. Mutat Res, 31: 9-15.

Schmid W., 1976. The micronucleus test for cytogenetic analysis. In: Hollaender A,
ed. Chemical Mutagens, principles and methods for their detection. New
York: Plenum, 4: 31-53.

Schneider M., Diemer K., Engelhart K., Zankl H., Trommer W.E. ve Biesalski H.K.,

2001. Protective effects of vitamins C and E on the number of micronuclei

102



in lymphocytes in smokers and their role in ascorbate free radical formation
in plasma. Free Radic Res, 34: 209-19.

Schweikl H., Schmalz G. ve Spruss T., 2001. The induction of micronuclei in vitro
by unpolymerized resin monomers. J Dent Res, 80: 1615-20.

Stich H.F., Stich W. ve Parida B.B., 1982. Elevated frequency of micronucleated
cells in the buccal mucosa of individuals at high risk for oral cancer: Betel
quid chewers. Cancer Lett, 17: 125-34.

Stich H.F. ve Rosin M.P., 1984. Micronuclei in exfoliated human cells as a tool for
studies in cancer risk and intervention. Cancer Lett, 22: 241-53.

Sokmen A. ve Giirel E., 2002. Besin katki maddeleri olarak kullanilan sekonder
metabolitler. Bitki Biyoteknolojisi-1, Doku Kiiltiirii ve Uygulamalar: (2. Basky),
213-214.

Tijo J.H. ve Levan A., 1950. The use of oxyquinoline in chromosome analysis. Anal.

Estac. Exh. Aula. Dei. 2 (1): 21-64.

Topsoy H., Demirer A. ve Bozkurt M., 1991. Baz1 Sekerli Gidalara Katilan Sentetik
Organik Gida Boyalarinin Miktar Tayini. Tiirk Hijyen ve Deneysel
Biyoloji Dergisi, 48 (1): 21.

Vanderkerken K., Vanparys P., Verschaeve M. ve Volders K., 1989. The mouse
bone marrow micronucleus assay can be used to distinguish aneugens from
clastogens. Mutagenesis, 4: 6-11.

Vanparys P., Vermeiren F., Sysmans M. ve Temmerman R., 1990. The micronucleus
assay as a test for the detection of aneugenic activity. Mutat Res, 244: 95-
103.

Von Ledebur M.M. ve Schmid W., 1973. The micronucleus test: Methodological
aspects. Mutat Res, 19: 109-17.

Wang S. ve Wang X., 1999. The Tradescantia-Micronucleus Test on The
Genotoxicity of UV-B Radiation. Mutation Research, 426: 151-153.
Watanabe T. ve Hirayama T., 2001. Genotoxicity of Soil. Journal of Health Science,

47 (5): 433-438.
Widel M., Kolosza Z., Jedrus S., Lukaszczyk B., Raczek-Zwierzycka K. ve

Swierniak A., 2001. Micronucleus assay in vivo provides significant

103



prognostic information in human cervical carcinoma: The updated analysis.
Int J Radiat Biol, 77: 631-6.

Xiao-wei Q., 2004. Mutagenic effects of chromium trioxide on root tip cells of Vicia
faba. Journal of Zhejiang University Science, 5 (12): 1570-1576.

Yalgin S., 2006. Iyonize Edici Radyasyonun Bitkiler Uzerindeki Biyolojik Etkileri.
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Radyasyon ve Cevre Sempozyumu.

Ayvacik/Canakkale.29-30 Haziran 2006.

Yentiir G. ve Karakaya A.E., 1985. Kullanimi Yasaklanan Aromatik Azo
Yapisindaki Gida Boyalarinin Bazi Gida Maddelerinde Arastirilmasi. Gida,
10 (6): 371.

Yentiir G., Yaman M. ve Bayhan A., 1998. Baz1 Gida Maddelerine Katilan Sentetik
Boyalarin Miktarlarinin Arastirilmasi. Gida, 23 (3): 195-199.

Yi H. ve Meng Z., 2003. Genotoxicity of Hydrated Sulfur Dioxide on Root Tips of
Allium sativum and Vicia faba. Mutat. Res., 537 (1): 109-14.

Yoshida K., Yamazaki H., Ozeki S., Inoue T., Yoshioka Y., Yoneda M. ve et al.,
2001. Mitochondrial genotype and radiationinduced mikronucleus formation
in human osteosarcoma cells in vitro. Oncol Rep, 3: 615-9.

Zamani A.G. ve Durakbasi H.G., 2002. Sigaranin bukkal mukoza hiicrelerinde,
iirotelyal hiicrelerde ve periferik kan lenfositlerindeki genotoksik etkileri.
Selcuk Universitesi Bilimsel Arastirma Fonu Proje Calismasi. Konya.

Zijno A., Marcon F., Leopardi P., Salvatore G., Carere A. ve Crebelli R., 1994. An
assessment of the in vivo clastogenicity of erythrosine. Fd Chem Toxic 32:
159-63.

http://www.nadidem.net/bmk/Genotok04.pdf

http://www.guncelpediatri.com/yazilar.asp?yaziid=420

http://www.bursakalder.org/bulten1/icerik.php?bulten=haber1 &id=39

http://www.saglikvakfi.org.tr/

http://www.gidaraporu.com/gida-maddelerinde-kullanilan-renklendiriciler g.htm

http://en.wikipedia.org/wiki/Sunset yellow

http://en.wikipedia.org/wiki/Brilliant Black BN

http://botit.botany.wisc. edu/courses /botany 130/Eukaryotic_Cell/Cell.html

104


http://www.nadidem.net/bmk/Genotok04.pdf
http://www.guncelpediatri.com/yazilar.asp?yaziid=420
http://www.bursakalder.org/bulten1/icerik.php?bulten=haber1&id=39
http://www.saglikvakfi.org.tr/
http://www.gidaraporu.com/gida-maddelerinde-kullanilan-renklendiriciler_g.htm
http://en.wikipedia.org/wiki/Sunset_yellow
http://en.wikipedia.org/wiki/Brilliant_Black_BN

http://www.gap.gov.tr/Turkish/Tarim/Tarlayt/sogan.html
http://www.floridata.com/ref/T/trad pal.c

105


http://www.gap.gov.tr/Turkish/Tarim/Tarlayt/sogan.html

TABLOLAR

Sayfa
Tablo 1.1. Kullanim1 Yasaklanan Yapay Renk Maddeleri..........ccccoccueeniiniiiininnnnnne. 6
Tablo 1.2. Tiirk Gida Kodeksinde Gidalarda Kullanimina izin Verilen Dogal Renk
maddeleri (Anonim, 20028) .........ccceeevueeriienieeiienieeeesee e e seeeeaeens 9
Tablo 1.3. Tiirk Gida Kodeksinde Gidalarda Kullanimina Izin Verilen Suda Cdziinen
Yapay Renk maddeleri (Anon, 2002)..........ccecueerieriieenienieeniieeieeeeee 10
Tablo 1.4. Genetik Toksikolojide Kullanilan Temel Testler (Aki ve Karabay, 2004)
................................................................................................................. 14
Tablo 1.5. Gen Mutasyonlarinin Belirlenmesi I¢in kullanilan Testler (Ak1 ve
Karabay, 2004) ......cuioiieieee e 15

Tablo 4.1. Allium cepa L. Brilliant Black uygulamas1 mitotik indeks ortalamalar1...75
Tablo 4.2. Allium cepa L. Sunset Yellow uygulamasi mitotik indeks ortalamalari... 76
Tablo 4.3. Vicia faba L. Brilliant Black uygulamasi mitotik indeks ortalamalari..... 76
Tablo 4.4. Vicia faba L. Sunset Yellow uygulamasi mitotik indeks ortalamalart ..... 77



SEKILLER

Sayfa
Sekil 1.1. Sunset Yellow kimyasal yapisi.......cccceecveeeiiieeciieeiieeeieceee e 11
Sekil 1.2. Brilliant Black kimyasal yap1si........cccecceeiiieiiiiiiiiniiiiecee e 11
Sekil 1.3. Sitokinezi bloke edilmis bir mikroniikleus bulunan hiicre ........................ 23
Sekil 1.4. Sitokinezi bloke edilmis iki mikroniikleus bulunan hiicre......................... 23

Sekil 1.5. Mitoz boliinmede niikleuslarin disinda kalan ve mikroniikleus olusturmaya
aday iki kromozom goriilen hiiCre .........ccooovieviiiiiiiniiiiecceeeeee 23

Sekil 1.6. Tradescantia da mayoz boliinmenin tetrad sathasindaki mikroniikleuslar

.................................................................................................................. .26
Sekil 1.7. Stamen tiiyii hiicrelerinde Mutasyon. ..........cceeeeveeerciieeriiieeriee e 27
Sekil 1.8. Stamen tiiyll hlicre yap1s1 ........oooviiiiiiiiiiiiiii e 28
Sekil 3.1, Allium cepa L..........coooniii e 44
Sekil 3.2. Tradescantia pallida H..................ccoiiiiiiiii i, 45
Sekil 3.3. Vicia faba L............ccooiiiiii i 48
Sekil 3.4. Tradescantia mikroniikleus slayt hazirlama prosediirii...................... 57
Sekil 4.1. Allium cepa L. mitotik anafaz ve telofaz (kontrol grubu).....................60
Sekil 4.2. Allium cepa L. mitotik anafaz, profaz ve metafaz (kontrol grubu)......... 60
Sekil 4.3. Allium cepa L. mitotik profaz (kontrol grubu)...................oooiininine. 60
Sekil 4.4. Allium cepa L. mitotik anafaz ve telofaz (kontrol grubu)...........cccccune.e.. 61
Sekil 4.5. Allium cepa L. mitotik telofazda kalgin kromozom, kutup kaymasi,

diizensiz metafaz ve kromozom kirilmasi (10 ppm’lik uygulama)........... 61
Sekil 4.6. Allium cepa L. mitotik anafaz ve telofazda kalgin kromozomlar, kutup

kaymasi, diizensiz metafaz (10 ppm’lik uygulama) ............cccceevieennenen. 61

Sekil 4.7. Allium cepa L. mitotik anafazda koprii olusumu (10 ppm’lik uygulama). 62

Sekil 4.8. Allium cepa L. mitotik anafazda kutup kaymasi, kalgin kromozom ve
diizensiz metafaz (200 ppm’lik uygulama)..........ccceevveeeeiieeiiieeieeene, 62

Sekil 4.9. Allium cepa L. mitotik anafaz ve telofazda kalgin kromozomlar ve kutup
kaymalari, diizensiz metafaz, (200 ppm’lik uygulama) ...........cccceeeuvenneen. 62

Sekil 4.10. Allium cepa L. mitotik anafazda kalgin kromozomlar ve kutup kaymalari,
diizensiz metafaz, (1000 ppm’lik uygulama) ..........cccceceeevrieniiinienciiennnnns 63



Sekil 4.11. Allium cepa L. mitotik anafazda kalgin kromozomlar, kutup kaymasi ve

koprii olusumu (1000 ppm’lik uygulama).........cceceevieniiienieniiienieeieenee, 63
Sekil 4.12. Allium cepa L. mitotik anafazda kalgin kromozom (2000 ppm’lik
UYEUIAMA) ...t et 63
Sekil 4.13. Allium cepa L. mitotik anafazda ayrilmama, telofazda kutup kaymasi ve
kalgin kromozom (2000 ppm’lik uygulama) ...........ccccceeevverenieeennnennne. 64
Sekil 4.14. Allium cepa L. mitotik anafazda kalgin kromozomlar ve tripolar kutup
olusumu (10 ppm’lik uygulama).........cccccccuveeiiieeriieeiieeee e 64
Sekil 4.15. Allium cepa L. mitotik anafazda kutup kaymasi, kalgin kromozomlar ve
metafaz plagi deformasyonu (10 ppm’lik uygulama) ............ccccuvennenee. 64
Sekil 4.16. Allium cepa L. mitotik telofazda kutup kaymasi (200 ppm’lik uygulama)
................................................................................................................. 65
Sekil 4.17. Allium cepa L. mitotik anafazda ve telofazda kutup kaymalari, kalgin
kromozomlar ve diizensiz metafaz (200 ppm’lik uygulama).................. 65
Sekil 4.18. Allium cepa L. mitotik anafazda koprii olusumu, kalgin kromozom
telofazda kutup kaymasi (1000 ppm’lik uygulama)..........ccccccueeueennennee. 65
Sekil 4.19. Allium cepa L. mitotik anafazda kalgin kromozom ve metafaz plag
deformasyonu (1000 ppm’lik uygulama)..........cccceeeieeniienieniieieeeenne, 66
Sekil 4.20. Allium cepa L. mitotik anafazda kalgin kromozom (2000 ppm’lik
UYEUIAMA) ...ttt et 66
Sekil 4.21. Allium cepa L. mitotik anafazda kalgin kromozom ve diizensiz
kromozomlar (2000 ppm’lik uygulama) ..........ccceceeviiniiinieniieieeene 66

Sekil 4.22. Vicia faba L. mitotik profaz, anafaz, telofaz ve metafaz (kontrol grubu) 67
Sekil 4.23. Vicia faba L. mitotik profaz, telofaz ve metafaz (kontrol grubu)............ 67
Sekil 4.24. Vicia faba L. mitotik profaz, telofaz ve anafaz (kontrol grubu).............. 67

Sekil 4.25. Vicia faba L. mitotik telofazda kutup kaymas1 ve diizensiz metafazlar (10
PpmM’liK Uygulama) .........ooovieiiiiiiiiieec e 68

Sekil 4.26. Vicia faba L. mitotik anafaz ve telofazda kutup kaymasi, anafazda koprii
olusumu ve kalgin kromozom (10 ppm’lik uygulama)..............ccc......... 68

Sekil 4.27. Vicia faba L. mitotik profazda diizensiz kromozom dagilimi, anafazda
kalgin kromozom ve diizensiz metafaz (200 ppm’lik uygulama)........... 68



Sekil 4.28.

Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

Sekil 4.31.

Sekil 4.32.

Sekil 4.33.

Sekil 4.34.

Sekil 4.35.

Sekil 4.36.

Sekil 4.37.

Sekil 4.38.

Sekil 4.39.

Sekil 4.40.

Sekil 4.41.
Sekil 4.42.
Sekil 4.43.
Sekil 4.44.
Sekil 4.45.

Sekil 4.46.

Vicia faba L. mitotik telofazda kutup kaymasi, diizensiz metafazlar ve
halka kromozom (200 ppm’lik uygulama)...........cceceevieniieniieninnienne. 69

Vicia faba L. mitotik profazda diizensiz kromozom dagilimi, anafazda
kutup kaymas1 ve kalgin kromozomlar, diizensiz metafaz (1000 ppm’lik
UYEUIAIMA) ...ttt 69

Vicia faba L. mitotik anafaz ve telofazda kalgin kromozom, metafaz plagi
deformasyonu (1000 ppm’lik uygulama)..........cccceeveeniiiiieniiienieeenee, 69

Vicia faba L. mitotik telofazda kdprii olusumu ve kutup kaymasi,
anafazda kalgin kromozom ve ayrilmama (2000 ppm’lik uygulama) .... 70

Vicia faba L. mitotik telofazda kutup kaymasi, anafazda kalgin
kromozom ve diizensiz metafaz (2000 ppm’lik uygulama).................... 70

Vicia faba L. mitotik anafazda kalgin kromozom ve diizensiz metafaz ve
metafaz plagi deformasyonu (10 ppm’lik uygulama)............cceeeneenneee. 70

Vicia faba L. mitotik diizensiz metafaz (10 ppm’lik uygulama)............. 71

Vicia faba L. mitotik telofazda kalgin kromozom (200 ppm’lik uygulama)

Vicia faba L. telofazda kalgin kromozom, kutup kaymasi ve diizensiz
metafaz (200 ppm’lik uygulama) ..........cccoevveviiieniiiiiiiieeiee e 71

Vicia faba L. telofazda koprii olusumu, anafazda ayrilmama ve kutup
kaymasi (1000 ppm’lik uygulama)

Vicia faba L. Telofazda enine boliinme (1000 ppm’lik uygulama)......... 72

Vicia faba L. mitotik anafazda ayrilmama, diizensiz metafaz (2000
PPM LK UyZUIAMA) ...eiiiiieeiiecie e e 72

Vicia faba L. mitotik anafazda kalgin kromozomlar (2000 ppm’lik
UYZUIAIMNA) ....viieiiieeciiie ettt e et e e e e st eeeteeesataeessaeeesnseeensseeennns 73

Vicia faba L. mikroniikleus (10 ppm’lik Brilliant Black uygulamasi).... 73

Vicia faba L. mikroniikleus (200 ppm’lik Brilliant Black uygulamast).. 73

Vicia faba L. mikroniikleus (1000 ppm’lik Brilliant Black uygulamasi) 74

Vicia faba L. mikroniikleus (2000 ppm’lik Brilliant Black uygulamasi) 74

Vicia faba L. mikroniikleus (1000 ppm’lik Sunset Yellow uygulamasi) 74

Vicia faba L. mikroniikleus (2000 ppm’lik Sunset Yellow uygulamasi) 75



Sekil 4.47. KOontrol rubU........ccoiiiiiiiiieiieie e e 79

Sekil 4.48. KONrol GrubU.......ccueieiiiiiiiiiiiieeeiee ettt s 79
Sekil 4.49. KONtrol rubU.........ccviiiiiiiiiiieiieeieesee ettt eese s 79
Sekil 4.50. (10 ppm’lik uygulama) .......ccceeeceeiiieiieeiieieeie e 80
Sekil 4.51. (200 ppm’lik uygulama) ..........ccceeiiieiiiiiiinii e 80
Sekil 4.52. (1000 ppm’lik Uygulama) .........cceeveeeiieeiiiie e 80
Sekil 4.53. (2000 ppm’Lik Uyulama) ........cccceecvieriieiiieniieieeeie e 81
Sekil 4.54. (10 ppm’Lik Uy gulama) ........ccceeeeeiiieiieeiieieeie e 81
Sekil 4.55. (200 ppm’lik uygulama) ..........ccceeveiieiiieiiiiiiieeeee e 81
Sekil 4.56. (1000 ppm’lik uygulama) .........ccceecieiiiiiiieniiiiee e 82
Sekil 4.57. (2000 ppm’lik Uygulama) .......c.ceeeveeeiieieiiieeieeeeeeeee e 82
Sekil 4.58. KONtrol rubU.........ccvieiiiiiiiiiieiieeieecie ettt e 83
Sekil 4.59. KOntrol rubU........cociieiiiiiiieiieie ettt 83
Sekil 4.60. Kontrol rubuU........ccciiiiiiiiiiiiieiie e 84
Sekil 4.61. (10 ppm’lik Uy gulama) .......ccceeevieiiieiieeiieeeee e 84
Sekil 4.62. (200 ppm’lik uygulama) .........c.ceeeveeeiiieiiiieeiee e 84
Sekil 4.63. (1000 ppm’lik Uygulama) ........ccceeecvverieeriieniieieeeie e 85
Sekil 4.64. (2000 ppm’Lik uygulama) .........ccceecvierieeiiieniieiieee e 85
Sekil 4.65. (10 ppm’lik uygulama) .......cceeeiieiiieiiiiiiee e 85
Sekil 4.66. (200 ppm’lik uygulama) .........c.ceeevieeiiiiiiiieeieeceeecee e 86
Sekil 4.67. (1000 ppm’lik Uy gulama) ........cccceecvierieeriieniieiieeie e 86
Sekil 4.68. (2000 ppm’lik Uygulama) ........cccceecvveriieiiieniieieeeie e 86



YASAM OYKUSU

1983 yilinda Kirsehir’de dogdu. ilkégretimini Kirsehir Cumhuriyet I1kdgretim
okulunda tamamladi. Lise egitimini Kirsehir Lisesinde tamamladiktan sonra 2001
yilinda Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Biyoloji Béliimiinde lisans egitimine
basladi. 2005 yilinda bu boliimden biyolog {invani ile mezun oldu. 2005 Eyliil’de
aynt boliimde yiiksek lisans egitimine basladi ve halen yiiksek lisans egitimine

devam etmektedir.

\



	YÜKSEK LİSANS TEZİ SINAV SONUÇ FORMU
	TEŞEKKÜR
	SİMGELER VE KISALTMALAR
	ÖZET
	ABSTRACT
	1. GİRİŞ
	1.1. Sunset Yellow (E110) 
	1.2. Brilliant Black (E151) 
	1.3. Genotoksik Maddeler ve Genotoksisite
	        1.4. Bitkisel Organizmalarda Kullanılan Bazı Testler
	1.4.1. Kök ucu hücreleri testi
	1.4.1.1.  Mitotik analiz 
	1.4.1.2. Mitotik aktivitenin hesaplanması

	1.4.2. Mikronükleus oluşumu ve analizi 
	1.4.2.1. Mikronükleus tekniğinin gelişimi
	1.4.2.2. Mikronükleus tekniğinin kullanım alanları

	1.4.3. Stamen tüyü analizi


	BÖLÜM 2
	ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR
	BÖLÜM 3
	MATERYAL VE YÖNTEM
	3.1. Materyaller
	3.1.1. Bitkisel materyaller
	3.1.1.1. Allium cepa L. (Soğan) 
	3.1.1.2 Tradescantia pallida H. ( Telgraf çiçeği)
	3.1.1.3. Vicia faba L. ( Bakla)

	3.1.2. Kimyasal maddeler
	3.1.3. Sarf malzemeler

	3.2. Yöntem
	3.2.1. Bitki yetiştirme
	3.2.2. Kimyasalların uygulanması
	3.2.3. Stok çözeltilerin hazırlanması
	3.2.4. Genotoksisite testleri
	3.2.4.1. Allium cepa L. ve Vicia faba L. bitkilerinde kök ucu hücreleri testi 
	3.2.4.1.1. Çözeltilerin hazırlanması   

	3.2.4.2. Tradescantia pallida H., bitkisinde stamen tüyü analizi:
	3.2.4.3. Tradescantia pallida H., bitkisinde mikronükleus analizi: 
	3.2.4.3.1. Tradescantia mikronükleus slayt hazırlama prosedürü




	BÖLÜM 4
	SONUÇ VE TARTIŞMA
	4.1. Sonuçlar
	4.1.1. Mitotik sonuçlar
	4.1.1.1. Mitotik indeks ile ilgili sonuçlar

	4.1.2. Tradescantia pallida H. stamen tüyü analizi sonuçları
	4.1.3. Tradescantia pallida H. mikronükleus analizi sonuçları


	KAYNAKLAR
	TABLOLAR 
	ŞEKİLLER 

