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BEYAN

PCR tabanli analiz yontemleriyle tekstil sanayisinde kullanilan reactive orange 16
boyasinin genotoksik etkilerinin incelenmesi adli yiiksek lisanstezinin hazirlik ve yazimi
sirasinda bilimsel arastirma ve etik kurallarina uydugumu, baskalarinin eserlerinden
yararlandigim boliimlerde bilimsel kurallara uygun olarak atifta bulundugumu, kullandigim
verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimai, tezin herhangi bir kisminin Bilecik Seyh Edebali
Universitesi veya baska bir iiniversitede baska bir tez ¢alismasi olarak sunulmadigini, aksinin
tespit edilecegi muhtemel durumlarda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul

ettigimi ve vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Bu calismanin,

Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP), TUBITAK veya benzeri kuruluslarca desteklenmesi
durumunda; projenin ve destekleyen kurumun ad1 proje numarasi ile birlikte, ETTK KURUL
onay1 alimmasi durumunda ise ETIK KURUL tarih karar ve say1 bilgilerinin beyan edilmesi

gerekmektedir.

DESTEK ALINMISTIR DESTEK ALINMAMISTIR

Destek alindi ise;

Destekleyen kurum;

Destegin Tiiri Proje Numarasi
1- BAP (Bilimsel Arastirma Projesi)
2- TUBITAK

ETIK KURUL onayi var ise;

ETiK KURUL Karar tarih/sayl: [ ceeecineenen. [eueeen

ooooooooooo
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OZET

PCR-TABANLI ANALiZ YONTEMLERIYLE TEKSTIL SANAYINDE
KULLANILAN REACTIVE ORANGE 16 BOYASININ GENOTOKSIK
ETKILERININ INCELENMESI
Tekstil sanayisi, makinelesme siirecine geg¢ilmesiyle birlikte insanoglunun temel yasamsal
ihtiyaclarinin saglanmasinda ve iilkelerin ekonomik olarak kalkinmasina destek olan bir sanayi
kolu olmaktadir. Tekstil sanayisinde, iiretim asamalarinda bir¢ok kimyasal ve su
kullanilmaktadir. Gergeklestirilen islemler sonucundaki agiga ¢ikan atik sular igerisinde yogun
miktarlarda toksik maddeler ve kimyasallar bulunmaktadir. A¢iga ¢ikan tekstil atik sulari
genotoksik etkilere sebep olurken ayni zamanda sindirim, solunum ve bazi deri hastaliklarina
neden olmaktadir. Tekstil atik suyu igerisindeki kimyasallar giines 11811 bloke ederek
biyolojik oksijen ihtiyacinin artmasina neden olurken bu durumda fotosentez ve yeniden
oksijenlenme siirecini engellenmesine yol acgar. Yapilan bu g¢alismada, tekstil sanayisinde
kullanilan Reactive Orange 16 (RO16) boyasi farkli periyodik zamanlarda (24,48 ve 72 saatlik
stirede) Allium cepa’nin koklerine farkli konsantrasyonlarda (Sppm, 10ppm, 50ppm, 75ppm,
100ppm ve 150ppm) uygulanmistir. RO16 boyasinin olusturdugu genotoksik etkiler polimeraz
zincir reaksiyonu merkezli molekiiler belirteg yontemlerinden biri olan RAPD ve ISSR-PCR
ile karsilagtirma yapilacak bir sekilde analiz edilmistir. ISSR ve RAPD-PCR analizlerinden
karsilastirmali olarak elde edilen analizler ve veriler dogrultusunda; reactive orange 16
boyasinin A. cepa genomunda zamana ve konsantrasyona bagl olarak, amplifikasyon bant
profillerinde farkliliga ve dolayisiyla DNA hasarlarina neden oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Sonug
olarak endiistride yaygin olarak kullanilan RO16 boyasinin farkli dozlarinin, canlilarda DNA

diizeyinde potansiyel genotoksik etkilere sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Reactive Orange 16, RAPD-PCR, ISSR-PCR, Genotoksisite, Allium cepa.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE GENOTOXIC EFFECTS OF REACTIVE ORANGE 16
DYE IN THE TEXTILE INDUSTRY USING PCR-BASED MOLECULAR METHODS

With the transition to the mechanization process, the textile industry has become an industry
branch that supports the economic development of countries and providing the basic vital needs
of human beings. In the textile industry, many chemicals and water are used in the production
stages. There are heavy metals and chemical substances in large quantities in the wastewater
that is released as a result of the processes carried out. While the textile wastewater that is
released causes genotoxic effects, it also causes digestive, respiratory and some skin diseases.
The chemicals in the textile wastewater block the sunlight, causing an increase in the biological
oxygen demand, and in this case, it inhibits the photosynthesis and re-oxygenation processes.
In this study, Reactive Orange 16 (RO16) dye used in the textile industry was applied at
different concentrations (5ppm, 10ppm, 50ppm, 75ppm, 100ppm and 150ppm) to the roots of
Allium cepa at different periodic times (24, 48 and 72 hours). The genotoxic effects of RO16
dye were analyzed in comparison with RAPD and ISSR-PCR, one of the molecular marker
methods based on polymerase chain reaction. In line with the comparative analyzes and data
obtained from ISSR and RAPD-PCR analyses; It was revealed that reactive orange 16 dye
causes differences in amplification band profiles and thus DNA damages depending on time
and concentration in the genome of A. cepa. As a result, it has been determined that different
doses of RO16 dye, which is widely used in the industry, have potential genotoxic effects at the
DNA level in living things.

Keywords: Reagent Orange 16, RAPD-PCR, ISSR-PCR, Genotoxicity, Allium cepa.
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KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI

A: Adenin
AFLP: Cogaltilmis Par¢ga Uzunlugu Polimorfizmi

Ar: Arsenik

B: Bor

BOI: Biyokimyasal/Biyolojik Oksijen Thtiyaci
bp: Baz ¢ifti

C: Karbon

C: Sitozin

Cr:Krom

Cu:Bakir

DNA: Deoksiriboniikleikasit

dNTP: Deoksiniikleotid Tri Fosfat

F: Flor

Fe: Demir

G: Guanin

Hg: Civa

ISSR: Basit Tekrarli Diziler Aras1 Polimorfizm (Inter Simple Sequence Repeat)

K: Kontrol
KOI: Kimyasal Oksijen Thtiyac1
L: Litre

Mg: Miligram



Mg*?: Magnezyum

MgCI2: Magnezyum kloriir
Mn: Manganez

N: Azot

Ni: Nikel

O: Oksijen

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

pH: Hidrojen Giicii

ppm: miligram/L (milyonda bir)

RAPD: Rastgele Cogaltilmigs DNA Polimorfizmi
T:Timin

Taq: Taq DNA Polimeraz

UNSD: Birlesmis Milletler Istatistik Boliimii
UV: Ultraviyole

V: Vanadyum

V: Volt

Zn: Cinko

pg: Mikrogram
ul: Mikrolitre
uM: Mikr



1.GIRIS
1.1. Endiistride Tekstil Sektoriiniin Onemi

Hammaddenin islenmesi, enerji kaynaklarmin olusturulmasi, bu kaynaklarin
olusturulmasinda basvurulan ara¢ ve yontemlerin tamamina endiistri denilmektedir. Endistri
sanayi ile baglantis1 olan tanimdir. Sanayi, hammaddenin ya da yar1 islenmis haldeki
maddelerin kullanima hazir hale getirilmesini saglayan bir alandir. Bu iki tanimdan anlagildig:
iizere sanayi ve endiistri alanlari aym1 amaca hizmet etmektedir. Ulkelerin gelisiminde
endiistriler biiyiik rol oynar. Bu iilkeler zenginliklerinin biiylik bir kismini sanayilesme ile
saglar. On sekizinci yiizyilin ikinci yarisindan itibaren gelisen sanayilesme; yiizyillar boyunca
hizli bir biiyiime ger¢eklestirmis ve insanlarin el emeginin yerini, seri Uretim almistir.
Endiistriler, giinimiiz ilkelerinin ekonomik diizeyini belirleyen en onemli faktorii haline
gelmistir. Yaygin sanayi tiirleri, genel anlamiyla gida, insaat, tekstil, kozmetik gibi alanlardaki

ihtiya¢ duyulan {iretici mallarin1 kapsamaktadir (Madran ve ark., 1992).

Bu endiistri tiirleri icerisinde bulunan tekstil sektorii, Tiirkiye'de en 6nemli ve hizli
gelisen sanayi dallarindan biri olarak kabul edilmektedir. Onemli dl¢iide su tiikettigi ve yiiksek
oranda kirli atik su bosalttig1 i¢in ¢evre lizerinde zararli etkileri bulunmaktadir. Sonug olarak,
atik sular gorsel olarak ¢evreyi kirletmenin yani sira temiz su kaynaklarina zarar vermekte ve
su ekosisteminde yasayan canlilari etkileyerek dogal ekosisteme de bir¢cok genotoksik zararlar

vermektedir (Madran ve ark., 1992).

Giyinme insanlarin temel ihtiyaglarindan biridir. Yasamin birgok alaninda farkli tekstil
materyalleri kullanilmaktadir. Tekstil, elyaf vb. hammaddelerin elde edilmesiyle baslayip,
tiiketicinin istedigi 6zelliklere sahip triinler haline gelinceye kadar gecirdigi siire¢/asamalarla
ilgili bir terimdir. Belli uzunluk, incelik ve yumusakliga sahip; egilip-biikiilme ve sarilma
islemlerine uygun maddeye tekstil endiistrisinde “lif” ad1 verilir. Tekstil lifli atiklarmin biiyiik
bir cogunlugunu pamuk ve poliester icerikli iirlinler olusturmaktadir. Tekstil endiistrisi, elyaf
veya kumas tiretimi, boyama, agartma vb. gibi gesitli islemlere sahiptir. Tekstil hammaddeleri
dogal ve sentetik elyaflardir. Esas olarak, elyaf iplige doniistiiriiliir ve iplik, giysi, perde, havlu

vb. gibi son iiriinleri imal etmek i¢in kullanilan bir kumasa donistiiriiliir. (Elliott ve ark., 1954).

Tekstil sanayii diinyanin en eski sanayilerinden birisidir. Tekstil sanayii, gelisme
yolundaki iilkelerde gelismis iilkelere gore daha fazla oldugu goze carpmaktadir. Nitekim,
tekstilin imalat sanayi i¢cindeki pay1 gelismekte olan iilkelerde %10’lara yaklasirken bu oran,

gelismis tlkeler igin %4 tiir. Konfeksiyon da igine alindiginda sektoriin imalat sanayii igindeki



pay1 gelisme yolundaki iilkelerde %25'e, gelismis iilkelerde de %10'a ¢ikmaktadir. Sektorde
teknolojik atilim son 20-30 yilda gerceklesmistir. Gegmis zamanlarda emek yogun sanayi
durumunda olan tekstil sektorii gergeklestirilen teknolojik yeniliklerle bugiin diinyanin sermaye

yogun 4. sanayi dal1 haline geldigi goriilmektedir (Kilickaya, 1993).
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Sekil 1. 1. En fazla tekstil ihracat1 yapan tilkeler

Tekstil sanayinde atik su miktar1 ve igerigi diigiiniildiigiinde, endiistriyel kirliligin
olusmasinda ilk sirada yer alan alanlardan biri de tekstil atik sulart olmaktadir. Tekstil
endiistrisi, glinlimiizde sanayi kollar1 igerisinde dogaya en fazla atik su desarji yapan

sektorlerden biri konumundadir (Vandevivere ve ark., 1998., Hussain and Wahab, 2018).

Bir tekstil malzemesinin kalici olarak renklendirilmesini saglayan boyama,
renklendirme yapan maddelere boyarmadde denilmektedir. Boyarmadde ¢ozeltisi igerisinde
tekstil malzemesine boyarmaddenin go¢ etmesi sonucu boyama gerceklesmektedir. insanlar
dogal bir elyaf olarak bulunan yiinii ve pamugu ilk caglarindan beri boyamakta ve
kullanmaktadir. Kullanilan bu boya maddeleri ise bitki, hayvan ve toprak gibi farkli
kaynaklardan elde edilmektedir. Ayrica bu boyama islemleri sirasinda kullanilan boya ve diger
kimyasal maddeler, ¢evreden gelebilecek etkilere karsi dayanikli hale getirilmektedir
(Hendrickx ve Boardman, 1995: 1). Boyama islemlerindeki verimsizlikten kaynakli olarak bu
boyalarin olusturdugu tonlar atik sularda bulunabilir ve genellikle geleneksel islemler
kullanilarak aritilmasi miimkiin olmamaktadir (Chequer ve ark., 2013: 152).

Tekstil endiistrisinde kullanilan boyarmadde ve kullanilan kimyasallarin cinsleri
kullanilacak kumasa gore degisiklik gostermektedir. Tekstil uygulamalarinda kullanilan
boyarmaddeler/renklendiriciler insan géziiniin gorebilecegi 15181 (360-780 nm aras1) emebilecek
kimyasal yapilardan meydana gelmektedir. Boyarmaddeler kimyasal yapilart ve uygulama
yontemine gore farkli siniflara ayrilmaktadir. Boyarmaddeler i¢in iireticileri kimyasal yapisina
gore simiflandirma tercihi ederken, boyarmadde kullanicilart uygulama yontemine gore
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smiflandirma tercih etmektedir. Boyarmaddelere rengi veren kromofordur ve boyanin iplige
baglanmasini1 saglayan fonksiyonel grup olmak flizere iki ana bilesenden olusmaktadir.
Boyarmaddeler igerisinde bulunan reaktif boyarmaddeler diger biitiin boyarmaddelere gore
farkli sekilde lif makro-molekiilleriyle reaksiyona girebilmekte, liflere ger¢cek kovalent baglar
ile baglanarak yiiksek oranda suda ¢6ziinen anyonik yapida bulunmaktadir. Reaktif boyalar,
pamuklu {irtinlerin boyanmasinda kullanilan, istenen 6zellikleri yeterli sekilde veren ve en
yaygin kullanimi olan boyarmaddelerdir. Reaktif boyarmaddelerin liflere fikse olma oranlar
%60-90 seviyesinde oldugundan atik sularda asir1 renk olusturur (Cooper, P., 1993). Diisiik
fiske olma oranlarinin yaninda, reaktif boyarmaddelerin pamuklu kumaslarin boyanmasinda en
cok kullanilan boyarmadde sinifi olmasi reaktif boyarmadde atik sularmin renklerinin
giderilmesini 6nemli hale getirmektedir. Reaktif, direkt, naftol ve indigo boyalar; seliiloz
liflerini boyamada kullanilirken, lansanet boya ve asit boyalar (antrakinon ve azo boya) protein
liflerini boyamada kullanilmaktadir. Dispersiyon boya, direkt boya ve bazik boya tipleri ise

sentetik lifleri boyamada kullanilmaktadir (Burch, 2020).

Tekstil endiistrisinde boyama islemi yapilirken boyanin kumasa tam olarak sabitlenmesi
miimkiin degildir dolayistyla tekstil {rlinline sabitlenmeden yikanan bir miktar boya
bulunmaktadir. Sabitlenemeyen bu boyalar atilan tekstil sularinda yiiksek konsantrasyonda
bulunurken kumaslarin cinslerine bagl olarak tiiketilen ve salinan su miktar1 da degisiklik
gostermektedir. Ornegin 1 kilogramlik kumas iiretmek igin yaklasik olarak 0,08-0,15 m? su
kullanilmakta ve her giin yaklagik olarak 15-20 tonluk bir tekstil maddesinin islenmesi sonucu
ortalama 1000.000 metrekiipliikk su bosaltilmaktadir. Tekstil endiistrisi birgok tiirde kimyasal
boya kullanir ve kumaslarin bu boyalari tutmasi kii¢iik oldugundan, boyalarin biiyiik ¢ogunlugu
atik sular1 atmak i¢in desarj oldugundan biiylik miktarlarda ¢ok renkli atik su salmaktadir.
Diinya Bankasi tahminlerine gore sanayi kaynakli su kirliliginin %17-20'si tekstil endiistrisi
tarafindan siibvanse edilmektedir. Etkili bir 6nlem alinmadan bu tiir akarsularin saliniminin
artmasi topragi, nehirleri, golleri ve ¢evreleri zararl sekilde etkilemistir (Kant, 2012). Olusan
tekstil atik sular1 biyolojik parcalanma islemine ugramadigi ve uygun sekillerde islenemedigi
durumlarda igerisinde boya ve kimyasal madde barindirdigi i¢in canlilar ve ekosistem agisindan
kanserojen etkiler basta olmak {izere birgok sorunu beraberinde getirmektedir (Pagga ve

Brown,2004)

Tekstil sanayisindeki aci1ga ¢ikan atik sular BOI, KOI, yiiksek konsantrasyonlarda boya

ve kat1 madde icermektedir. Yiiksek oranda KOI ve renk iceren maddeler atik suyu estetik



acidan bozulmasina neden olarak normal hayat i¢in gerekli olan ¢oziinmiis oksijen miktarin
azaltir ve atik suyun aritimini daha zor bir hale getirmektedir. Cok kiigiik miktarlarda bile renkli
tekstil atik sulari yiiksek dispersiyon oranlarmma sahip oldugu igin genis su kiitlelerine
yayilabilme 06zelligindedir. Renkli tekstil atik sular1 aritilmadigi taktirde ¢evreyi tehdit
etmektedir. Endustride olusan atik sularin aritilmasi i¢in ii¢ asamali bir aritma isleminden
gegmektedir. Yillik yaklasik olarak 7000-8000 ton iiretilen boyarmaddelerin ortalama %12’si
boyanma islemlerinde boya banyosunda kalmakta ve atilacak sular igerisine karismaktadir. Atik
sulardaki bu boyarmaddeleri ise giines 1s18inin girmesini onleyerek atik su ortamina oksijen
girigine engel olmaktadir. Reaktif boyarmaddelerin suda ¢oziiniirligli yiiksektir ve boyama
islemi esnasinda boyarmaddelerin %30’u bulabilen bir kism1 hidrolize olmaktadir. Bu nedenle
geleneksel aritma sistemlerinden ge¢cme egilimi gosterirler ve tekstil atik sularinda yiiksek
oranda renklilik olusur (Mathew,2019; Giannakoudakis, 2016). Ayrica reaktif boyarmaddelerin
adsorblanabilme kapasitesinin diisiik oldugu bilinmektedir. Agiga ¢ikan atik su igerisinde yogun
miktardaki boya disinda ¢esitli kimyasal maddeler ve krom, arsenik, ¢inko, bakir, civa gibi agir
metallerde bulunmaktadir. Bu igerige sahip olan tekstil atik suyunun sindirim, solunum ve

dermatolojik hastaliklar1 da beraberinde getirdigi tespit edilmistir (Nese ve ark., 2007).

1.2.Tekstil Endiistrisinde Kullanilan Boyarmadde Cesitleri

Tekstil sanayinde bir malzemenin kalici olarak renklendirilmesi olayina “boyama”, renk
veren maddelere ise “boyarmadde” adi verilir. Boya ve boyarmadde birbirinden farkli
terimlerdir. Boya, uygulandigi yiizeyleri kaplama ve yiizeyi renklendirme amaciyla
yapilmaktadir. Yiizeylere siiriilerek ya da yapistirilarak uygulanir. Yikama ve kazima gibi
islemler sonucunda yiizeylerden cikarilir ve yiizey eski haline donebilmektedir. Boyarmaddeler
ise uygulandiklari ylizeyde devamlilik ve kalicilik saglamakta, o yiizey ile kimyasal ya da
fiziksel baglar olusturmaktadir. Tekstil sanayinde de durum benzerdir. Boyama islemi,
renklendirme sonucu tekstil malzemesinin yiizeyi ile bag olusturmakta ve olusan renk yikama,

silme veya kazima islemleri ile ¢ikartilamamaktadir (Kohla 2008).

Canli saglig1 i¢in bir tehdit olusturabilecek toksik, kansorejen ve zehirlenmelere sebep
olan ¢ok sayida sentetik boya tiirii bulunmaktadir. Canlilardaki biyolojik ve kimyasal oksijen
ihtiyaglar diisiiniildiiglinde ¢ok kiiciik miktarlar1 bile ciddi zararhi etkiler olusturmaktadir.
(Gergo, 2012). Boyalarin toksik etkisi, mutasyonlari, dogumsal kusurlar ve kalitimsal hastalik

gibi durumlar1 beraberinde getirmektedir (Yusuf ve ark., 2004).



Kimyasal yapilarina ve uygulandig elyaf tiirlerine bagl olarak siiflandirilan yiizlerce
boya bulunmaktadir. Bu yiizden, aritma sistemlerinde olumsuz etkiye sahip ¢ok ¢esit ve sayida
kimyasal bulunmaktadir. Azo boyalar, kimyasal yapilarina gore; antrakinon, indigoid, metal
kompleks, polimetin, kikiirt, aril karbonyum, ftalosiyanin, ve nitro boyalar olarak
smiflandirilirken, boyama 6zelliklerine gore ise; reaktif, dispers, direkt, kiip, asidik (anyonik),
bazik (katyonik) boyarmaddeler ve optik beyazlaticilar olarak siniflandirilir. Boyarmaddeler;
katyonik (bazik boyalar) anyonik (reaktif ve asit boyalar), ve iyonik halde olmayan (dispersiyon
boyalar) olmak iizere ii¢ ana sinifa ayrilmaktadir. En yaygin kullanilan boyalar, seliiloz lifler
icin orta-ytiiksek saflik sunan reaktif boyalar olarak 6ne ¢ikmaktadir. Diinyada, yillik ortalama
10.000 ¢esitte 700.000-800.000 tona sahip pigmentler ve boya maddesi iiretilirken bu pigment

ve boyalarin bilylik bir kismi atik sular ile dogaya karisarak ¢evre Kirliligi olusturmaktadir.

[ TEKSTIL BOYALARI ]

‘, i

[ DOGAL BOYALAR ] [ SENTETIK BOYALAR ]
| l |
Hayvansal Kaynakh Bitldsel Kaynakh [ Azo olmayan boyalar ] [ Azo bovalar ]
Bovalar Boyalar

b Lo Iy

(Reawit [ Asigik | Bazic ) suttur ][ Dispers [ var |

Sekil 1. 2. Tekstilde kullanilan boya tipleri

Tekstil boyalarinin ¢evre iizerinde olusturdugu etkileri incelemek adma ¢ok sayida
calisma bulunmakta ve halen devam etmektedir. Reaktif boyalar, bir¢ok organizma igin toksik
etki olusturur ve giines 151811 bloke etmelerine bagl olarak canlilar igin 6nemli olan fotosentez
ile ¢6ziinmiis oksijenin konsantrasyonunu azaltmalarindan dolay1 ¢evre i¢in ciddi bir tehdit
niteligindedirler (Moussavi ve ark., 2002). Bir¢ok boyanin insanlarda; akciger, mesane, cilt,
karaciger ve bobrek kanseri basta olmak iizere ¢ogu kansere sebep olmasindan dolayi
kanserojen etkisi vardir. Ayrica, DNA yapisinda bozulmalara neden olup; Down sendorumu ve
otizm gibi hastaliklara neden olan mutajenik etkilere sahiptirler (Sun, 2007; Ozer, 2005).

Dolayisiyla tekstil suyu uzaklastirilmadan 6nce boyadan arindirilmasi 6nem arz

etmektedir. Atik sulardan boyalarin uzaklastiriimasinda; aktif karbon adsorpsiyonu,
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koagiilasyon fotokimyasal oksidasyon, ters ozmoz, ozon isleme ve membran filtrasyonu
vb.bir¢ok metodlar gelistirilmistir. Bunun yani sira, parlak renklere sahip ve suda ¢6ziinebilen
asit veya reaktif boyalarin uzaklastirilmasinda bu yontemler fazla etkili degildir (Yang ve ark.,
1998).

1.2.1. Azo Boya Tiplerinden Reaktif Boyalar

Reaktif boya maddeleri 1953 yilinda yiin iizerinde uygulanabilecek bir boya maddesi
arastirilirken tesadiifen kesfedilmistir. Kesfedildigi yila kadar seliilozun bir kimyasal kullanarak
yapisin1 bozarak kovalent bag olusturacagi zannediliyordu fakat arastirma sonucu reaktif

boyalar seliiloz ile kovalent bag kurarak baglandigi goriilmistiir (Lewis, 2011).

Reaktif boyalar fiber reaktif boya olarakta adlandirilmaktadir. Reaktif boyalar seliilozik
lifler i¢in en 6nemli boya sinifi olurken ipek ve yiin vb. protein lifli maddeleri boyarken de
kullanilmaktadir. Reaktif boyalar, kovalent bag yapisini fiberli molekiillerle olusturabilir. Bu
nedenle bu boyalar en etkili ve kalict 6zellikte boyalar olarak kabul edilmektedir. Bilinen en
onemli 3 asit boyasi, triarilmetan, antrakinon ve azo boyalaridir (Valko ve ark., 1957).

Direkt

Pigment 3%
Inkisaf 1%

3%
Metal
Kompleks _
7% Reaktif
42%
Dispers
10%
Bazik
0,
10% Asidik
15%

Sekil 1. 3. Tekstil sektoriinde tiretim siire¢lerinde kullanilan boyarmadde tiirleri.

Azo boyalar kromofor gruplarina gore ayrildiginda reaktif boyalar biitiin boyalarin %50-
60'1n1 olusturmakta ve diger boyalara gore parlak ve yiiksek yogunlukta renkleri vermektedir
(University of Bristol, 2012). Reaktif boyarmaddelerin en sik kullanilan g¢esidi reaktif azo
boyarmaddesidir. Bir boyaya rengini veren, boya maddesinin yogunluk gibi 6zelliklerini

belirleyen farkli molekiillerin elektronlarinin orbitallerdeki gegisleri sayesinde saglanmaktadir.



Boyalar iki farkli kisim igermektedir bunlar oksokram (N=N, C=C ve C=0) ve kromofor
kisimlaridir (-OH, -NH2 ve -NR2) (Babu, 2007).

Genelde pamuktaki hidroksil grubunun varligi nedeniyle; Aci (pikirik) asit veya anyon
ya da katyon haldeki boya ile iyi bir sekilde baglanamadig tespit edilmistir. Bu yiizden, basit
azo boyalarin pamugun boyanmasinda ¢ok fazla etkili olmadig: anlasilmistir (Arya D, Kohli P,
2009). Azo boyalar, bir ucunda aromatik ya da heterosiklik bir ¢ekirdekteki bir kromofor azo
grubu (-N=N-) ve Kkarbosilik, heterosilik ya da alifatik halde doyamamis molekiiller
bulunduranlar olarak tanimlanir. Boyalarin, 10.000'den fazla Renk Indeksi (CI) ile boyalarin en
biiyiik siniflandirmasi oldugu bulunmustur (Davis S, Schlag S, Funada C,2008). Cl, renklerin
ton, parlaklik ve doygunluklarina gore sistematik olarak diizenlenmesidir. Azo boyalar,
merkezine bagli azo gruplarinin sayisina gore gruplara mono, di, tri, tetra vb. ayrilir. Azo
boyalardan mono haldekiler bir tane N=N bagina sahip iki ve ti¢lii haldeki azo grubu iki ya da
iic tane N=N bag1 bulundurmaktadir. Ucten daha fazla azo grubu bulunduran boya ise poliazo
boya seklinde adlandirilmaktadir (Robert L ve ark., 2008).

Azo gruplar1 genellikle naftalen halkas1 veya benzen halkasina bagli bulunur ve fakat
aromatik heterosiliklere ya da enoliz edilebilecek alifatik gruba da eklenebilmektedir.
Baglanacak yan grup, boyanin renginin olugsmasini saglamaktadir. Boya renk indeksi, molekiile

eklenecek azo grubunun sayisina gore degismektedir (Ming, 2011).

Boyaya rengini veren kisim kromofor gruplaridir. Birden ¢ok kromoforun farkli
kombinasyonlar1 sonucu renkler olusmaktadir. Azo, trifenodioksazinin, antrakinonun,
fitalosiyaninin, ve formazonun yapilar1 reaktif boyalarda bulunan kromojenin yapilaridir.
Cozdiren grup boyanin su igerisinde ¢oztinmesini saglayan gruptur ayrica reaktif boyanin
yapisinda bulunan en 6nemli ¢ozdiiriicii gruplardan ait haldeki yapi siilfonik grubudur.
Molekiiliin yapisinda bulunan siilfonik asit grubunun sayisindaki artis sonucu reaktif boyanin
¢ozlintirligiinde artma gozlenmistir. RO16, sulu ¢ozeltilerde anyon olan iki siilfonik asit

grubuna sahiptir (Ming, 2011).

Tiim diinyada boyalarin iiretiminde biiylik bir yiizde olusturmus reaktif boyalardan
RO16 boyasi, bir model boya olarak kullanilabilir. Sekil 1.4’de RO16 boyasinin kimyasal

goriintimii verilmektedir.
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Sekil 1. 4. Reactive Orange 16 (RO-16) kimyasal yapisi.
Kaynak: (Silah ve ark., 2020).
Tablo 1. 1. Kimyasal yapiy1 temel alan boya siniflandirmasi.

Sumf Ornek Kromofor
Nitro boyalar Acid Yellow 24 o

Na —N/’

NO> N

NO2

Azo boyalar Fast Yellow AB ;

—N=N—

»o,n—@—"m ‘Q-""'
O H

Indigo boyalar

Acid Blue 71

Antrakinon boyalar

BO,Na
i
T%T
Triarilmetan boyalar | Basic red 9
N CF
h\n/!l =~ -
B W = =
N T Ny
Nitrozo boyalar l-nitroso-2-naftol —N=0)

Kaynak: (Rajabi, 2017, 7: 47083).

1.3. Tekstil Sektoriinde Suyun Onemi ve Atik Madde Bertarafi

Son yillarda diinya niifusundaki artis ve yasam standartlarindaki gelisme tekstil

iiretiminde ve tiikketiminde de 6nemli bir artisa neden olmaktadir. Tekstil iiretim ve tiiketiminde
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yasanan bu artis, ¢evre kirliliginin de her gecen giin artmasina yol agmaktadir. Atik miktarinin
cogalmasiyla depolama alanlarinin kapasitesi de hizla dolmaya baslamakta bu sebepten geri
doniisiim ¢evre ve canli sagligi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Tekstilde boya islemlerinde
su ile yikama yapildiktan sonra sabitlenemeyen boyanin bir bolimii tekstil maddesi tizerinde
bulunmaktadir. Tekstil atik suyunda fikse edilmemis boyalarin konsantrasyonunda oldukga
fazladir. Tiketici oncesi tekstil kat1 atiklari; heniiz {iretim asamasinda agiga ¢ikan atiklardir.
Tekstil kat1 atig1 genellikle kumaslarin pargalarindan ve paketlemedeki ambalaj tirtinlerinden
olusmaktadir. Tekstildeki aritma ¢amurlari, ¢esitli proseslerden gelen boyarmadde, metal
iyonlari, kimyasal madde, organik madde vb. iceriklerden kaynakli olarak onemli atiklar
arasinda bulunmaktadir. Bu ¢amurlarin diizensiz bir sekilde depolanmasi ve uygun kosullarda
elimine edilememesi canli saglig1 agisindan risk teskil etmekte ayrica toprak ve su kirliligine de
yol agmaktadir (Ran ve ark., 2019). Bu nedenle bu atiklarin lisansh atik bertaraf sirketlerince
toplanarak bertaraf edilmesi gerekmektedir dolayisiyla bosaltma yapilan kimyasal kaplarinda

diisiik seviyelerde tehlikeli maddeler icerebilmektedir (Fletcher, 2008).

Tekstilde aciga ¢ikan atiklar arasinda tekstil atik sulari, lifli atiklar vb. disinda 6nemli bir kirlilik
kaynagi olan tekstil atitk suyu aritma camurlar1 da bulunmaktadir. Tekstil endiistrisinde
icerisinde kimyasal, toksik maddeler, boyarmaddeler vb. igeren yiiklii miktarda atik su olusur.
Bu atik sularin dogaya salinmadan once ¢esitli yontemler kullanilarak 6zenli bir aritma iglemine
tabi tutulmasi gerekmektedir (Goyal ve ark., 2019). Bu aritma islemi esnasinda atik su
icerisindeki yabanci maddelerin toplanmasi sonucu elde edilen maddelere tekstil aritma ¢gamuru
denir. Tekstil Aritma Camuru (Zhang ve ark., 2017); toksik organik maddeler, kimyasal
maddeler, katki maddeleri, mikroorganizmalar, parazitler, boyarmaddeler, agir metaller
(aliminyum, demir, ¢inko, bakir, kursun vb.) aromatik hidrokarbonlar vb. bilesimlerinden
olusmaktadir. Bu ¢amurlarin diizensiz bir sekilde depolanmasi ve uygun kosullarda bertaraf
edilmemesi canli saglig1 acisindan risk teskil etmekte ayrica toprak ve su kirliligi de
olusturmaktadir. Bu nedenle bu atiklarin lisansl atik bertaraf sirketlerince toplanarak bertaraf
edilmesi gerekirken bu islemde uygulanan prosediir ise tekstil firmalarina fazladan maliyete yol

actigindan tekstil sirketlerince genellikle tercih edilmemektedir (Ran ve ark., 2019).
1.3.1. Tekstil Atiklarimin Cevre Uzerindeki Etkisi

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (EPA) 1990 yilinda kabul ettigi Atik
Onleme Yasasi ile atiklarin miimkiin oldugunca dnlenmesini ya da azaltilmasi gerektigini

belirtmistir. Ayrica, Onlenemeyen atiklarin ¢evreye zarar vermeyecek sekilde geri



dontistiiriilmesi, geri dontistiiriilemeyen atiklarin ise ¢gevreye zarar vermeden bertaraf edilmesi,
dogaya salinimin ise son ¢are olmasi gerektigini bildirmistir. Tekstil atiklari igerigi {iretilecek
tekstil tirtiniine ve kullanilacak kimyasal maddeye baglidir. Tekstildeki atik sulari, askida kalip
¢oziinen katilari, biyokimyasal oksijen ihtiyaclar1 (BOI-KOI) ve bazi kimyasal maddeler
icerdiginden c¢evreye ve insan saghgma zarar veren etkenler olusturmaktadir. BOI/KOI
oranlarinin ¢ogu, biyolojik olarak parcalanamayan maddelerin varligmmi gostermektedir

(Dortyol, 2014). Tekstil atiklarinin genel 6zellikleri Tablo 1.2.’de gésterilmektedir.

Tablo 1. 2. Tekstilde aritilmayan atik sularin 6zellikleri.

Tanimlama Kimyasal Maddeler
Tuzlar NaCl veya Na2S04
Asitler Asetik asit/Silfiirik asit
Bazlar NaOH ya da Na2CO3

Tampon maddeler

Kompleks olusturucu maddeler
Dispergatorler ve yiizey aktif maddeler
Oksitleyici maddeler

Indirgeyici maddeler

Agir metaller

Harman yaglar

Pamuk vakslari

Boyalar

Elyaf

Fosfat

Etildiamin, Tetra asetik asit
Anyonik, katyonik, iyonik olmayan
Hidrojen peroksit

Sodyumditiyonit

Cu, Cr, Co

Cesitli

Cesitli

Kaynak: (Buckley, 1992).

Boyarmadde konsantrasyonlarinin canli ve ¢evre tizerindeki etkileri diistiniildiigiinde bu
boyarmadderler biyolojik olarak par¢alanamayan ve toksik yapilarindan kaynaklanmaktadir.
Tekstil atik maddeleri tohum ¢imlenmesinin ve lipid igeriginin azalmasi, bitki biiyiimesinin ve
enzim aktivitesinin azalmasi, fotosentezin inhibe edilmesi, tohum g¢imlenmesinin gecikmesi,
klorofil tiretimi ve bitki gelisiminin gerilemesi gibi bitkiler {izerindeki olumsuz etkilerinden
bazilar1 olarak goriilmektedir. Aym sekilde hayvanlar iizerinde de ciddi etkilere sahiptir
ornegin biiyliime ve gelisme oraninda diisme, kanser, organ hasari, sinir sistemi hasar1 ve asiri

durumlarda 6liim gibi etkilere sahiptir. Bir kisinin tekstil boyasi ile temasi sonu, solunum yolu,
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sindirim yolu hastaliklar1 bas agris1 gibi rahatsizliklara neden olmaktadir (Mathur, 2005).
Tekstil boyasiyla uzun siire galisan is¢ilerde karaciger kanseri, bobrek rahatsizliklar: ve idrar
yolu hastaliklar1 olustugu goriilmiistiir (Liman, 2007). Bu sebeple atik sular1 toksisitesinin
olumsuz etkilerini 6nlemek i¢in atik sularin desarj edilmeden once yeterli miktarda aritilmasi

gerekir (Akpor ve ark. 2014).

1.4. Tekstil Atiklarinin Aritilmasi

Gliniimiizde atik sulardan kirleticilerin uzaklastirilmasi genel olarak mekanik, kimyasal
ve termal olmak {izere tg¢ farkli yontem ile gergeklestirilmektedir. Kirleticilerin
giderilmesindeki uygulanan prosediir incelendiginde kimyasal veya fiziksel olarak yapilan
arttima islemleri biyolojik islemlere oranla maliyetli olmaktadir fakat zaman ve etki diizeyi
biyolojik islemlere gore dezavantajlara sahip oldugu goriilmektedir. Fizikokimyasal aritma
isleminin dezavantajlari ¢amurlarin olugmasi ve uzaklastirilmasi, biyolojik aritmalarin
dezavantaji attk sudaki mikroorganizmalarin  gelismesini etkileyerek toksik haldeki
boyarmaddenin ekosistemde biyolojik pargalanma siireci gegirememesiyle birlikte bu islem igin

gerekli zamanin uzun siirmesinden kaynaklanmaktadir (Joshi ve ark., 2004)

1.5. Toksik Maddelerin Genom Uzerine Etkileri

Genotoksisite  baz1  kimyasallarin, fizyolojik ajanlarin  veya radyasyonun
deoksiriboniikleik asit (DNA) yapisinda degisimler olusturmasi veya kiriklara sebep olmasi ile
olusan hiicrelerde fonksiyon bozuklugu olusturmasidir. Bir veya birden ¢cok DNA baz ciftinde,
kromozom yapisinda ya da sayilarindaki degisikliklere bagli olarak meydana gelen farkliliklara
“mutasyon” denilmektedir. Bu yonden mutasyonlarda ‘“genotoksik etki” olarak

adlandirilmaktadir (Brusick, 2001, Kaya 2002).

Genotoksisite, toksikolojinin alt dalllarindan biridir ve genotoksisite organizmalarin
biyolojik isleyisi esnasinda kimyasal, fiziksel veya biyolojik etkenlerin DNA {istiindeki
olusturdugu degisimleri incelemektedir (Aslantiirk, 2010).

Mutajenler, organizmalardaki DNA, RNA gibi hiicredeki ydnetim merkezilerinin
molekiiler yapisinin degistirimesinde ve bu organizmada dogal olarak tahmin edilen diizeyin

cok iizerinde mutasyonlar olugsmasina neden olan kimyasal veya fiziksel maddelerdir.

DNA f{izerinde degisime neden olan mutajenler, etkilerini direkt olarak veya protein
yapisina baglanip indirekt sekilde de gosterebilir. Mutajenler DNA’ da ve dokularda hasarlar,
farkl kanser tiirleri, kisirlik, yaslanma ve bazi genetik bozukluklar gibi farkli hasarlara neden

olmaktadir (Nagy ve ark., 2003: 110).
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Sekil 1. 5. Genotoksik maddelerin DNA 1izerinde olusturdugu etki mekanizmalari ve sonuglar.

Kimyasallara karst olusan kanserler, endojenler ve ¢evresel faktorler arasindaki
etkilesimleri igererek oldukc¢a karmasik bir proses olusturmaktadir. Bu mekanizmanin en
onemli oOzelligi, viicut hiicrelerin diizenli ¢ogalmasini etkileyerek sisteminin bozulmasiyla
gerceklesmektedir. Kimyasallar tiimor gelisiminin baslangic evresinde, kimyasalin DNA’da
yapmis oldugu degisim gelistiricilerle karsilagincaya kadar sessiz kalmis oldugu evre; biiylime
evresinde baglama evresindeki hiicre gelistirici ile ¢ogalir, timoér olusumu goriiliir ve ilerleme
evresinde 1y1 huylu tiimdriin kotli huylu tiimorlere doniisiimii ile gerceklesmektedir. Genotoksik
karsinojen maddeler DNA’da hasar olugturmaktadir. Kontroliin kaybindan bu fonksiyonlarin
diizenlenmesinde yasamsal 6nem arz eden belli bir gen grubunun anormal fonksiyonu
sorumludur. Normal olmayan gen fonksiyonu genetik hasarla iligkili oldugu i¢in
karsinogenezde ilk adim genetik hasar olusturmaktir. Genomun mubhtelif bolgelerinde olusan
hasarlarin birikmesi ile bozulabilecek kromozomlarin yapist yine diizenlenebilir. Mitoz sonucu
hasarli DNA’nin kopyalanma islemi devam eder, bozulmus genlerin iirlinii hiicredeki
metabolizmay1 degisistirebilir ve sonu¢ olarak hiicre degisime ugrayip tiimor hiicrelerine
dontistir. Genotoksisite ve kanserojenlik arasindaki iliski iizerine bir¢ok ¢alisma yapilmakta ve
organizma lizerinde kanserojen etkiye sahip olabilen ¢ok sayida bilesigin genotoksik etkilerinin
oldugu ve bdylece mutajenik etkileri arasinda biiyiik bir benzerlik oldugu tespit edilmistir.
Kimyasallar ve kanserojenlikleri, kimyasal maddelerin kanserojenligini ortaya ¢ikarmak icin

cesitli endiistriler tarafindan yapilan genotoksisite testlerini gerekli hale getirmekte ve
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genotoksisite i¢in test edilecek maddelere; kromozom anormallik (KA) testi, ames testi,
mikroniikleus (MN) testi, comet testleri, ve kardes kromatid degisimi (KKD) uygulanmaktadir
(Sekeroglu ve Sekeroglu 2011: 223)

1.6. Giiniimiizde Kullanilan Molekiiler Markérler

Molekiiler markorler, genomda herhangi bir gen bdlgesi ya da gen bolgesi ile iliski
icindeki DNA parcasina denir. Molekiiler markorler; akrabalik iligkisi saptama, kalitimsal
hastaliklar ve mutasyona ugrayan genleri belirleme gibi bir¢ok farkli alanda kullanilmaktadir.
Ayrica molekiiler markorler, canli tiirlerinin genomik yapilarini anlamak i¢in yapisal ve
fonksiyonel agidan 6nemlidir (Liu ve ark., 2014). Molekiiler markérler DNA markorleri olarak
da bilinirler. DNA markorleri farkli genotiplere ait DNA dizilis farkliligini ortaya ¢ikaran
markorlerdir (Botstein ve ark., 1980). Molekiiler belirtegler genom {izerindeki farklilig
belirlemeyi saglayan DNA segmentidir. Molekiiler markorler, 6zelliklerin fenotipte kendini
ifade etmesi olarak iliskilendirilebilir. Yontem, DNA tizerindeki belirlenmis yerler popiilasyon

icerisinde varyasyonlarin ve polimorfizmin belirlenmesi prensibine dayanir (Williams, 1991).

Bitki yetistiriciligi yaparken, bitkinin istenen 6zelliklerini tespit etmek ve tanimlamak
icin molekiiler belirtecler kullanilmaktadir. Bazi botanik¢iler, genlerdeki polimorfizm ile
birbiriyle iliski bigimlerini géstermede markorler kullanmaktadir. Molekiiler markor teknikleri
DNA molekiilindeki polimorfik bdlgelerin belirlenmesi prensibini temel almaktadir.
Popiilasyonda herhangi bir genin veya 6zelligin birden fazla formu bulunuyorsa o gen ya da
fenotipik 6zelligi polimorfik olarak kabul edilmektedir. Polimorfizm; DNA dizisi, amino asit
dizisi, kromozomal yap1 ya da fenotipik Ozellik varyasyonlar1 gibi farkli durumlarda
goriilmektedir. DNA’daki polimorfizmleri belirlemede c¢esitli molekiiler markorler
kullanilmaktadir. Belirtilen molekiiler markorler; polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli ve

hibridizasyon tabanli olmak tizere iki sinifta toplanmaktadir (Gupta ve ark., 1994).

Hibridizasyon tabanli markér yontemleri RFLP (Sinirlayict Enzim Pargalart Uzunluk
Polimorfizmleri), PCR tabanindaki markor gesitlerinden bazilari da ISSR (Kisa Bitisik
Tekrarlar veya Mikrosatellit), RAPD (Rastgele Arttirillmis Polimorfik DNA), AFLP
(Cogaltilmig Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi)’dir (Sahin ve ark., 2019)

1.6.1. Hibridizasyona Dayah Molekiiler Markorler

Hibridizasyona dayali belirteglerde DNA profili, restriksiyon enzimleri kullanilarak
DNA fragmanlarinin olusturularak taninan sekanslarin elde edilmesi DNA segmentlerine 6zel
bir probun baglanarak hibridizasyona ugratilmasiyla gériintiilenmesi prensibine dayanmaktadir.
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Bu teknik RFLP (sinirli parga uzunluklar1 polimorfizmi) analizi ile ¢ok yaygin bir kullanim
alant bulmustur. RFLP analizi dokulardan izole edilen genomik DNA’nin niikleik asit
diziliglerini tantyan DNA kesim enzimlerince spesifik olarak kesilmesi ve prob DNA’nin
melezlendigi DNA etrafindaki farkli kesim yapilarinin saptanmasi prensibine dayanmaktadir.
Genomik DNA’nin kesimi 4-6 niikleotid taniyan enzimlerce yapilmaktadir. Kesim sonrasinda
DNAya jel elektroforezi uygulandiginda tasidigi negatif yiiklerden dolay1 pozitif yone dogru
hareket eder ve DNA’ nin bu hareketi kiitlesinin logaritmasi ile ters orantili olarak gercgeklesir.
Kesilen pargalar agaroz jel elektroforezi sonucunda jel iginde biiyiikliiklerine gore siralanirlar.
Bu siralama sonrast DNA jel ortamdan daha kullanisli olan naylon filtrelere tek iplik halinde
southern transfer metoduyla transfer edilmektedir. RFLP teknigi tiirler, cinsler hatta familyalar
arasinda transferi miimkiin olmasi, farkli laboratuvarlarda ve farkli arastiricilar tarafindan aym
sonuclara ulasilabilmesi bakimindan oldukc¢a giivenilir olmasi, RFLP markdrleri kodominant
Ozellikte olduklar1 i¢in heterozigotlarin  belirlenmesinde ve karakterizasyonlarinda
kullanilmalari, orta diizeyde polimorfizm gostermeleri avantajlar1 arasindadir. RFLP tekniginin
dezavantajlar: ise analizleri pahali, fazla zaman alic1 ve ¢ok fazla is giicii gerektirmekte, ¢ogu
durumlarda yaygin olarak radyoaktif etiketleme yontemi kullanilmakta, kalitesi yiiksek olan
DNA’ya (10-20 pg) ihtiyag duyulmasi, kopya sayisini az olmasi, edilen dizilislerin genomlarda
belli noktalarda yogunlagmasindan dolay1r RFLP belirtegleri genom iizerinde rastgele dagilim
gostermemesidir. Bu sartlardaki haritalama olumsuz yonde etkiler ve RFLP belirtegleriyle elde
edilen haritalamada genellikle biiyiik bosluk olusmasi da olumsuz durumlara yol agar. (Yildirim
ve Kandemir, 2001)

1.6.2. PCR Temelli Molekiiler Markorler

Hedeflenen DNA’nin sentezlenmesi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yonteminin
bulunmasiyla yiiksek basar1 saglamasi sebebiyle PCR yontemine dayali molekiiler markdrlerin

tiretimi i¢in fazlaca inceleme yapilmistir (Mullis ve ark., 1987).

Polimeraz zincir reaksiyonu, hiicre dist ortamda DNA’nin enzim etkisi ile
cogaltilmasidir (Zietkiewicz ve ark., 1994). PCR yontemi gelistirilirken Thermus aquaticus
bakterisinden yiiksek sicakliklara dayanikli polimeraz (Taq polimeraz) enziminin izole

edilmesiyle dnemli bir adim atilmistir (Bornet ve Branchard, 2001).

PCR, ¢ogaltilmak istenen DNA pargasinin her bir ucuna 6zel primerler kullanilarak, bu

bolgedeki DNA dizisinin hiicre dis1 ortamda gogaltilmasiyla gergeklesir. PCR islemeleri
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sirasinda hedef DNA, primer, niikleotid (ANTP), DNA polimeraz enzimi, tampon ¢6zeltisi ile

magnezyum (MgCl. veya MgSO.) igerigine sahip bilesenler kullanilmaktadir (Sahin, 2019).

1 dongiiniin 3 asamasi
(30-40 dongii)
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Aranan gen —<—_
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— <dbngu
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Hedef DNA =
2 = <= %
4 kopya Skopya l6kopya 32 kopya 2" = 68 milyar kopya

Sekil 1. 6. PCR reaksiyonu

Kaynak: (Vierstraete, 1999).

Rastgele Cogaltilmig DNA Polimorfizmi (RAPD)

Rastgele ¢ogaltilan polimorfik DNA (RAPD) 1990 yilinda ilk kez rastgele secilen
primer dizilerinin kullanilarak ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’nu baz alarak ortaya bir
tekniktir. RAPD yonteminin temel prensibi ilgili olan tiire ait genomik DNA iizerinde rastgele
secilmis, tek bir 9-10 bp oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak
baglanip PCR yontemini kullanarak hedef DNA par¢asin1 ¢ogaltmasidir. Kullanilan primer
hem ileri hem geri gorevi goriirken ¢ogaltilacak DNA pargasinin uzunlugu genellikle 0.5-5 kb
araliginda olmaktadir (Kress ve ark. 2005). Polimorfizmleri, primerin baglandigi bdlgenin

cesitlilik durumu ve buna bagh olarak olusan farkli uzunluktaki DNA parcaciklarinin analizi
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ile belirlenir. Sonrasinda ¢ogaltilan {irtin agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezi ile

ayrilabilmekte ve etidyumbromiir ya da giimiis nitrat boyasi ile goriintiileme yapilmaktadir
(Williams ve ark., 1990).

RAPD tekniginin uygulamasinin kolay olusu, bilesik oligoniikleotidlerin oldukca fazla
sayida bulunmasi ve rahat olmasi, RFLP nin aksine kii¢lik oranda DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi
seklinde nedenlerden 6tiirii ¢ogunlukla kullanilan bir markoérdiir. Ayrica PCR tabanli teknikler
seklinde RAPD tekniginin de harita olusturma ve karakterize edilmesi ¢alismalarda az vakit ve
harcamaya ihtiya¢ duyulmasi sebebiyle daha oldukga kullanilan bir teknik olmaktadir. RAPD
belirtegleri vakit ve parasal yonden miispet bulunmasina ragmen, baskin belirte¢ler olmalar
sebebiyle yorumlamanin zor olmasi, karmasik olmasi ve rahatlikla tekrarlanama olanagi
sunmamas1 gibi dezavantajlarina sahiptir. Buna ragmen RAPD-PCR metodunun, genetik
varyasyonun arastirilmasinda, bitkilerin genetik haritalarin ¢ikarilmasinda ve markor sayesinde
seleksiyonda yogun olarak kullanilmasinin nedeni, metodun 6teki molekiiler metotlara nazaran
daha ucuz, daha az DNA gerektirmesi ve otomasyona elverisli olmasindandir. RAPD teknigi
hizl1 netice vermesi, daha ucuzdur ve i giicii ihtiyacinin azligi, azca oranda DNA'ya ihtiyag
duyulmasi olmasi, polimorfizm oraninin yiiksek olmasi avantajlari iginde yer alirken; RAPD
tekniginin dezavantajlart giivenilirligi sinirhdir, degisik laboratuvarlarda degisik sonuclar elde
edilebilir, hatta bir termocycler aletinden digerine gecildiginde bile degisik sonuglar
cikabilmekte, baskin bir belirte¢ olmasi, bu yolla elde edilmis markorlerin 6teki haritalara

aktarilmasinda zorluklar ¢ikarabilecegi goriilmektedir (Kress ve ark. 2005).

Kalip DNA

l RAPD-PCR
—

< <
RAPD-PCR
Urinleri

—

Agaroz Jel Elektroforezi

1

hd

karsilastirilmasi

Sekil 1. 7. RAPD Reaksiyonunun sematik gésterimi

Kaynak: (Vierstraete, 1999).
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Basit Tekrar Dizileri Arasindaki Polimorfizm (ISSR)

ISSR teknigi, 6karyot genomlarinda tekrarlanan 2, 3, 4 seklinde niikleotid birimlerinin
bulunmus oldugu lokustan bagimsiz bir bicimde genom igerisinde rastgele dagilarak calisan
sadece RAPD teknigine nazaran oldukca hassasiyet gosteren ve tekrarlanabilme diizeyi fazla
olan yontemdir (Zietkiewicz ve ark., 1994; Gupta ve ark., 1994).ISSR belirtecleri genetik
benzerligin belirlenmesi, genom haritalarinin meydana getirilmesinde, filogenetik calismalarda
ve evrim ¢aligmalarinda kullanilabilen bir tekniktir (Reddy ve ark., 2002). ISSR markdrlerinin
kullanmasi hizli, uygulanmasi rahat ve primeri daha uzun olmasindan kaynakli giivenilirligi
fazladir. 100 ile 3000 b¢ uzunlugundaki DNA pargalar1 igeren ISSR belirtecleri birbirine
olduk¢a yakin ve karsilikli olarak konumlanmis yerler i¢inde bulunan DNA pargalarindan

olusmaktadir (Zietkiewicz ve ark., 1994).

Son yillarda, ISSR tabanli markdrlerin kullanmasi bariz bir bigcimde arttig
goriilmektedir. Bunun nedenleri allel varyasyonlarinin yiiksek dlgiide olmasi ve kodominant
karakter tasimasindan Otiirii maliyetin diismesine, PCR ‘da uygulanmasindan otiirii diisiik
miktarlarda Ornege gereksinim duyulmasi, bilhassa ISSR markorlerinin 6teki molekiiler
belirteclere bakilirsa hizlica uygulanabilmesi ve bir tiir i¢in gelistirilen primerin akraba olan

tirlerde de ayn1 bolgeyi ¢ogaltilmasina imkan saglamasindan kaynaklanmaktadir (Fu ve ark.
(2008).

o —————
- -~
-
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-~

Kisa tekrarlanan diziler igeren primer ile PCR

o,
’ LY
amplificasyom = S———
= [

Ornekler

-
Sy -
-
-~ -
-

Jel Elektroforezi

Sekil 1. 8. ISSR primerleri kullanilarak PCR amplifikasyon islemi yapilmasi

Kaynak: (Wei ve Tan., 2015, 30-39).
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1.7. A. cepa’nin Toksikoloji Calismalarinda Kullanin

Arpacik sogan, sogan veya musir sogani gibi farkli geleneksel isimle bilinen Alliaceae
familyasina ait olan A. cepa, diploit yapida 16 kromozoma sahiptir. A. cepa, genotoksikoloji
caligmalar1 i¢cin kullaniminin duyarli olmasi, manipiile edilmesi kolay olmasi, hizli yanit
biyoanaliz6r olmasi, ucuz olmasi gibi birgok avantaja sahiptir. Ayrica, A. cepa ucuz, kullanimi
kolay ve yetistirilmesi zahmetsiz olan bir bitki tiirii gentoksiosite ¢alismalarinda tercih edilen

bir yapidadir. (Fenech ve ark. 2003). A. cepa’nin taksonomisi Tablo 1.3’te gosterilmektedir.

Tablo 1. 3. A. cepa’nin taksonomisi

Taksonomi Derecele Taksonomi Adi

Sinifi Monocotyledons
Superorder1 Liiliiflorae
Takimi Asparagales
Ailesi Alliaceae
Tribesi Alliae

Cinsi Allium

Tiirt Allium cepa

Kaynak: (Uniprot, 2020).
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Bu calismada, teksil endiistrisinde kullanilan Reactive Orange 16 boyasiin farkli
periyot ve konsantrasyonlarda, A. cepa bitki DNA’s1 iizerindeki genotoksik etkilerinin
incelenmesi amactyla; DNA tabanli molekiiler belirteglerden olan ISSR ve RAPD primerleri
kullanildigi PCR yontemi tercih edilmistir. Reactive Orange 16 tekstil boyasi uygulanan
ornekler ile uygulanmayan kontrol grubuna ait PCR amplifikasyon iiriinlerinin karsilastirmali
analizi sonucu; bitki DNA o6rneklerinde boyaya bagli olas1 degisimlerin tespiti amaglanmustir.
Elde edilen sonuglarin, tekstil boyalarinin canli sagligi ve gevre iizerindeki potansiyel

tehditlerinin belirlenmesi ve canli sagliginin korunmasina katki saglayacagi ongoriilmektedir.
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2.MATERYAL VE METOT

2.1.Materyal
2.1.2.Bitki Materyali

Yapilan bu arastirmada model organizma olarak ticari halde satilan sogan (A. cepa)
bitkisi kullanilmastir.

2.2.Metot

2.2.1. A. cepa Orneklerinin Cimlendirilme Siireci

A. cepa ornekleri suda ¢imlendirilmek tizere kok uglar1 bir igne yardimiyla uyarilmaistir.
Tiim 6rnekler 15 ml’lik falkon tiiplere distile suyu konulup tiiplerin etrafi aliiminyum folyo ile
sarilarak karanlik bir ortamda ¢imlendirilmis ve 3. giinde kok uzunluklari 3-4 cm olunca

ornekler nazikce toplanmistir.

Sekil 2. 1 Cimlendirilmis A. cepa

2.2.2. A. cepa Kokiiniin Reactive Orange 16 ile Muamele Edilmesi

Tekstil boyast olan reactive orange 16 Tablo 2.1°de gosterildigi tizere farkli
konsantrasyonlarda 50 mI’lik stoklar hazirlanmistir. DNA izolasyonu yapilmast i¢in bir test
grubu ve tglii gruplar halinde toplam 18 tane 50 ml’lik falkon tiipii hazirlanarak
adlandirilmistir. Hazirlanmis stoklardan 6ncesinde hazirlanip ve numaralandirilmis 50 ml’lik
tiiplere Tablo 2.1.’deki konsantrasyonlar sirasi ile dagitilip iizeri 50 ml’ ye distile suyla

tamamlanmustir.
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Tablo 2. 1. Kullanilan RO16 konsantrasyonlari.

RO16 Konsantrasyonu
5 ppm
10 ppm
50 ppm
75 ppm
100 ppm
150 ppm

A. cepa kokiiyle muameleye tutulan RO16 boya konsantrasyonu, islem saatleri ve tiip

numaralandirmasi Tablo 2.2.”da gosterilmistir.

Tablo 2. 2. A. cepa kokiine uygulanan RO16 konsantrasyonu, islem saatleri ve tiip numaralari.

Reactive Orange 16 konsantrasyonu Ornek numarasi ve saati

5 ppm (2124), (8/48), (14/72)
10 ppm (3/24). (9/48), (15/72)
50 ppm (4/24), (10/48), (16/72)
75 ppm (5/24), (11/48), (17/72)
100 ppm (6/24), (12/48), (18/72)
150 ppm (7/24), (13/48), (19/72)

Ornekler RO16 konsantrasyonlar1 dagitilan falkon tiipe konulup tiiplerin altna 151k
gelemeyecek bigimlerde aliiminyum folyo ile sarilip 24,48 ve72 saatlik muamele islemlerine
birakildi. Orneklerin boya ile muamelesi yapilirken kontrol grubu yalnizca ¢esme suyu ile
muamele edildi. Muamelere islemleri sonun A. cepa’nin kok kisimlart DNA izolasyonlari i¢in

aliminyum folyolara sarilarak bir sonraki ¢alisma i¢in -20° C’ de saklanmustir.

2.2.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonlari icin ticari EURx Plant DNA Purification Kit’i kullanilmistir. Kit

Protokoliinde:

- Kalip DNA 6rneklerinin konulacagi ependorflar hazirlanip numara verilmistir.
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- Calisma dncesinde su banyosu 65 °C’ye gelecek sekilde ayarlanmistir.

- Calisma kolonlarina 40 pl Buffer P konulup, A. cepa kokii -20° C’den ¢ikarilarak azotla
ogutiiliir.

-S1v1 azot yardimiyla 6giitiilen her kok i¢in eppendorf tiipler hazirlanarak numaralandirilir.
-Ornekleri dikkatlice hazirlanmis ependorflara konulur

- Her bir 6rnek i¢in kolonlar hazirlanip numaralandirilir.

-Sivi azot ile 6giitlilmiis her bir 6rnek i¢in 400 pl Lyse P konularak lizis yapilir.

-7ul proteinaz K ile 2,5ul RNase iistlerine sirayla eklenir.

-Ornek maddeler su banyosuna konularak 65 °C’de 30 dk. bekletilir.

- Omeklere 130 pl AC Buffer eklenip alt iist edilerek drnekler 5 dk buzda bekletilir ve 10 dk.
15000 g’de lizatlar santrifiij edilir.

-Her bir 6rnek 400 pl slipernatant1 yeni bir tiipe aktarilip tizerine 350 pl Buffer Sol P’den

orneklere eklenir.

-250 pl %96’lik etanolden her bir 6rnege eklenip ardindan tiipler birkag defa alt tist edilerek 1
dk. boyunca 14000 g’de santrifiij yapilir.

-Siipernatantlar’in 600 pl’si spin kolonlarina konulup 1 dk. boyunca 14000 g’de santrifiijlenir.

-Spin kolonu alinarak toplama tiiptindeki sivi bosaltilarak kolonlar yeniden tiiplere yerlestirilir.
-500 pl Buffer Wash PX spin kolonuna her bir misal igin eklendi ve 1 dk. 14000 g’de

santrifiijlenir.
-Spin kolonu ¢ikarilip toplama tiiplerindeki sivi atilir ve kolonlar tekrar yerlestirilir.

-500 pl Buffer Wash PX spin kolonuna her bir misal i¢in eklenir ve 14000 g’de 2 dk.

santrifiijlenir.

-Spin kolonundan alinarak calisma baslangicinda hazirlanmis kalip DNA’larin bulunmasi
gereken tiiplere konulup Elution Bufferdan 150 pl her bir 6rnek i¢in kolonun orta kismindan

eklenip ornekler oda sicakliginda 3 dk. inkiibasyon yapilir.

-Ornekler 14000 g’de 1 dk. santrifiijlenerek spin kolonlar1 atilir ve toplama tiiplerinde kalan

DNA bir sonraki asama i¢in i¢in 4°C’ye alinir

Yapilan ¢aligma i¢in 18 RO16 ile 1 kontrol grubu kullanilip A. cepa kdklerinden toplamda 19

ornek izole edilmistir.
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2.2.4. DNA Konsantrasyonu, Safik ve Kalite Tayininin Spektrofotometre ile
Yapilmasi

Izole edilmis olan genomik DNA materyali PCR asamasina gegilden saflik derecesi ve
kalite miktar1 o6lgmek i¢in Nanodrop Spektrofotometre cihazinda nanogram/mikrolitre
cinsinden miktarlar1 ile saflik dereceleri 260 ve 280 nm dalga boylarinda okumasi yapilarak,
tespit edilmistir. Yapilan 6l¢iimden elde edilen DNA peletleri, DNA izolasyonu esnasinda
Elution Bufferla ¢ozdiiriilmesinden dolay1 kor olarak Elution Buffer kullanilmistir. Olgiimlerde
260/280 nm dalga boyun orani 1.8'den biiyiik 2’den kii¢iik olan 6l¢iimler PCR i¢in uygunabilir

olarak belirlenmistir.
2.2.5. RAPD-PCR ile ISSR-PCR i¢in Hedef DNA’min Hazirlanmasi

Bitki genomik DNA'sindan pl'de 2 ng DNA miktar1 olacak bigimde steril deiyonize su

ile seyreltme yapilmistir.
2.2.6. ISSR-PCR Analizleri

Yapilan islem i¢in ISSR markor primerlerinden 5 adet kullanilip her bir primerden tiim

orneklere PCR c¢alismasi1 yapilmistir.

2.2.7. ISSR-PCR Hazirhg ve Kosullar:

Kullanilacak ISSR primerleri PCR asamasinda uygun bi¢imde baglanabilmesi igin

baglanma sicakligi (A+T sayisi) X 2 °C + (G+C sayis1) X 4 °C = TA °C formiille hesaplandi.

ISSR primerleri, ticari olarak sentezletilmis ve bu ¢alisma igin kullanilmustir.

Tablo 2. 3. Kullanilan ISSR primer bilgileri.

Primer Kodu Primer Dizisi TA°C  Sonug¢
ISSR-7 GACAGACAGACAGACA 47,2 +
ISSR-9 GGATGGATGGATGGAT 47,2 +

ISSR-309 GAGAGAGAGAGAGAGAA 47,2 +
ISSR310 AGAGAGAGAGAGAGAGG 47,2 +
ISSR-847 CACACACACACACACARC 53.7 +
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ISSR-PCR reaksiyonlar1 25ul’lik hacimlerde yapilmistir. Reaksiyon igerigi Tablo 2.4.’de
verilmistir

Tablo 2. 4. ISSR-PCR bilesen ve miktarlari.

N Hacim/Final
PCR Igerigi Konsantrasyonu
H20 14,8ul
10x Enzim Tamponu 2,5ul (fin.1x)
25 mM MgCl; 1,5ul (fin. 2,5uM)
2,5mM dNTP Mix 2ul (fin. 2,5uM)
2,5 mM Primer 2ul (fin. 2,5uM)
DNA 2ul (final 4ng)
Enzim (Taq Polimeraz) 0,2ul
Toplam 25ul

ISSR-PCR asamalar1 Thermal Cycler cihazinda gergeklestirilmistir. PCR igin kosullar, Tablo
2.5.°de verilmistir.

Tablo 2. 5. ISSR-PCR reaksiyon protokolil.

Asamalar Dongui Sayisi Sicaklik Stire
Baglangigc DNA 1 95 4dk.
Denatiirasyonu

DNA Denatiirasyonu 94 45 sn.
Annealing (Primer 40 47.2-52.8 45 sn.
Oturma Isis1)
Fragment Uzama 72 90 sn.
Final Uzama 72 7 dk.

2.2.8. ISSR-PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ve Fotograflanmasi

5X TBE stok tamponunun seyreltilmesi agaroz jel elde edilip 0.5X TBE tamponu ile
hazirlandi. %1,2'lik agaroz ve 0.5X TBE tamponu igerisinde kaynatilip jel katilasmadan 10X'lik
2 wul etidyum bromid ile karistirilarak jel tablasina dokiildii. 100 bg'lik DNA ladder bant
biiyiikliigiinii belirlemek igin her jelin ilk kuyucuguna yiiklendi. PCR iiriinleri her bir kuyucuga

7 wl 6rnek 1 pl yiikleme boyasi olmak tizere 8 ul yiiklenip ve 90 Voltta 90 dk. yiiriitiImiistiir.
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Yiiriitiilen agaroz jellerin her biri Carestream Gel Logic 212 Pro jel dokiimantasyon cihazi

kullanilarak fotograflanmistir.
2.2.9. RAPD-PCR Analizleri

RAPD primerlerinden segilen 5 adet kullanilip her bir primer igin 6rneklerin hepsine

PCRislemi uygulanmistir.

2.2.10. RAPD-PCR Hazirhg: ve Kosullari

Kullanilan RAPD primerlerinin genomik DNA’ya PCR sirasinda uygun kosullarda

baglanabilmesi i¢in baglanma sicakliklari,
(A+T baz sayilar1) X 2 °C + (G+C baz sayilari1) X 4 °C = TA °C formiille hesaplanmuistir.

RAPD markor primerleri, ticari olarak sentezletilmis ve bu ¢alisma i¢in kullanilmistir (Tablo
2.6.).

Tablo 2. 6. Calismada kullanilan RAPD primer bilgileri.

Primerin Adi Primerin Baz Dizisi Ta°C Amplifikasyon
RAPD P5 CTGCGACGGT 32 +
RAPD P11 GGCCGATGAT 32 +
RAPD P13 ACCGGCTTGT 32 +
RAPD P17 TGGTGGCCTT 32 +
RAPD P23 CGCCCAAGCC 32 +

25 pl’lik hacimlerde hazirlanan RAPD-PCR reaksiyonlar1 her 6rnek i¢in uygulanmstir.

Reaksiyon igerigi Tablo 2.7.’de verilmistir.

Tablo 2. 7. Kullanilan RAPD-PCR bilesenleri ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
H-0 12,8ul
10x Enzim Tamponu 2,5ul (fin.1x)
25 mM MgCl, 1,5ul (fin. 2,5uM)
2,5 mM dNTP Mix 2ul (fin. 2,5uM)
2,5 mM Primer 4ul (fin. 2,5uM)
DNA 2 ul (final 8ng)
Taqg Polimeraz 0.2ul
Toplam 25ul
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RAPD-PCR reaksiyonlarinda 96-Well Thermal Cycler

reaksiyonunun kosullart Tablo 2.8.’te verilmistir.

Tablo 2. 8. RAPD-PCR reaksiyon protokolii.

cthaz1 kullanilmistir.

Asamalar Dongii Sayis1  Sicakhk Siire

Baslangic DNA Denatilirasyonu 1 95 5sn
DNA Denatiirasyonu 95 5sn
Annealing (Primer Oturma Isis1) 45 32 1 dk.
Fragment Uzama 72 2 dk.

Final Uzama 1 72 7dk.

2.2.11. RAPD-PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ve Fotograflanmasi

PCR

Amplifikasyon reaksiyonlart sonucu RAPD-PCR fiiriinleri yatay jel elektroforez sistemi

(Thermo, Amerika) ile %1,23'liik agaroz jel’de yiiriitiilmiistiir.

5X TBE stok tampon soliisyonunun seyreltilmesi agaroz jel elde edilip 0.5X TBE

tamponu ile hazirlandi. %1,2'lik agaroz ve 0.5X TBE tamponu igerisinde kaynatilip jel

katilasmadan 10X'lik 2 pl etidyum bromid ile karistirilarak jel tablasina dokiildi. 100 bg'lik

DNA ladder bant biiytikliigiinii belirlemek icin her jelin ilk kuyucuguna yiiklendi. PCR fiiriinleri

her bir kuyucuga 7 pl 6rnek 1 pl yiikleme boyasi olacak sekilde 8 pl yiiklenip ve 90 Voltta 90

dk. yiritilmistir. Yiritilen agaroz jellerin her biri Carestream Gel Logic 212 Pro jel

dokiimantasyon cihazi kullanilarak fotograflanmistir.

DNA Mass Base Pairs
(ng/5ul)

1.5 % TAE agarose gel

Sekil 2. 2. 100 bg’lik DNA marker.
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2.2.12. Jel Goriintiilerinin Veri Analizi

ISSR ve RAPD primerlerinin her biri i¢in bant profilleri, bant sayimi ve boyut tespiti
icin, Phoretix 1D Pro yazilimi kullanilarak karsilastirilmistir. Yazilimdan elde edilen ikili veriler
(binary data), aritmetik ortalamali agirliksiz ikili grup yontemi (UPGMA) analizi yontemi ile,
ornekler arasindaki genetik uzakligin degerlendirilmesi ve bir dendrogram cizilmesi igin
kullanilmistir. Elde edilen Jaccard Benzerlik Matriksi ile olusturulan Newick formatindaki
genetik benzerlik/farklilik verisinden MEGA 10.1 yazilimi1 kullanilarak bir dendrogram

(genetik benzerlik agaci) ¢izilmistir.
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3.BULGULAR

3.1. DNA Konsantrasyonu, Safhik ve Kalite Tayininin Spektrofotometre ile
Yapilmasi

DNA izolasyonu i¢in ticari DNA Purification Kit’i kullanmilmistir ve izole edilen
genomik DNA; Nanodrop 6zellikli Shimadzu Marka Spektrofotometre cihazi kullanilarak 260
ve 280 nm dalga boylarinda okunmus, miktar ve olarak saflik degerleri belirlenmistir (Tablo
3.1).

Tablo 3. 1. A. cepa DNA miktar ve saflik degerleri.

Ornek Ornek Adi DNA miktart | 1)\ \ cafligs ODariso
No. (ng/ml)
1 Kontrol 152,37 1,90
2 5 ppm 24 saat 139,21 1,89
3 10 ppm 24 saat 171,19 1,89
4 50 ppm 24 saat 141,85 1,89
5 75 ppm 24 saat 151,35 1,89
6 100 ppm 24 saat 220,72 1,92
7 150 ppm 24 saat 142,13 1,89
8 5 ppm 48 saat 113,65 1,90
9 10 ppm 48 saat 132,03 1,89
10 50 ppm 48 saat 214,35 1,92
11 75 ppm 48 saat 176,26 1,90
12 100 ppm 48 saat 165,27 1,89
13 150 ppm 48 saat 131,78 1,89
14 5 ppm 72 saat 108,01 1,90
15 10 ppm 72 saat 138,04 1,87
16 50 ppm 72 saat 283,38 1,92
17 75 ppm 72 saat 194,42 1,90
18 100 ppm 72saat 177,49 1,90
19 150 ppm 72 saat 199,76 1,87

3.2. ISSR-PCR Sonuclari

A. cepa koklerinin farkli konsantrasyonlarda boya ile muamele edilen &rneklerinin
DNA izolasyonlari yapilarak PCR ¢alogsmalar1 tamamlanmis ve genotoksisite durumlarini
arastirmak i¢in yapilan ISSR-PCR c¢alismalarindaki jel goriintiileri Sekil 3.1., 3.3.,3.5., 3.7. ve
3.9’da gosterilmistir. ISSR-PCR sonucunda elde edilen bantlarin olusturdugu profiller, Sekil
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3.2, 3.4., 3.6., 3.8. ve 3.10’da verilmistir. ISSR-PCR c¢aligmalarina bagli olarak ISSR
primerlerine ait dendrogramlar a: ISSR-07, b: ISSR-09, c¢: ISSR-309, d: ISSR-310, e: ISSR-
847 Sekil3.11.’de bant profillerinden elde edilen dendrogrami Sekil 3.12.”de verilmistir. ISSR-
PCR ¢alismasi sonucu Jaccard benzerlik matrixi ise Sekil 3.13.’de g6sterilmistir
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Sekil 3. 1. ISSR-07 primer agaroz jel goriintiisii. M: Markor, 1: Kontrol, 2-19: Test grubu.
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Sekil 3. 2. ISSR-07 primeri bant profili
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Sekil 3. 3. ISSR-09 primer agaroz jel goriintiisii. M: Markér, 1: Kontrol, 2-19: Test grubu.
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Sekil 3. 4. ISSR-09 primeri bant profili
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Sekil 3. 5. ISSR-309 primer agaroz jel goriintiisii. M: Markoér, 1: Kontrol, 2-19: Test grubu.
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Sekil 3. 6. ISSR-309 primeri bant profili
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Sekil 3. 7. ISSR-310 primer agaroz jel goriintiisii. M: Markér, 1: Kontrol, 2-19: Test grubu.
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Sekil 3. 8. ISSR-310 primeri bant profilleri.
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Sekil 3. 10. ISSR-847 primeri bant profili.
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Sekil 3. 11. ISSR primerlerine ait dendrogramlar a: ISSR-07, b: ISSR-09, c: ISSR-309, d: ISSR-310, e: ISSR-847.
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Sekil 3. 12. ISSR-PCR primer verilerinin tamamindan elde edilen ortak Jaccard benzerlik matrixi.
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Sekil 3. 13. ISSR-PCR primerinden elde edilen ortak dendrogram goriintiisii.

3.3. RAPD-PCR Sonuclari

A. cepa koklerinin farkli konsantrasyonlarda boya ile muamele edilen 6rneklerinin DNA
izolasyonlar1 yapilarak PCR ¢alogmalar1 tamamlanmis ve genotoksisite durumlarini aragtirmak
icin yapilan RAPD-PCR c¢aligmalarindaki jel goriintiileri Sekil 3.14., 3.16., 3.18., 3.20. ve
3.22°de gosterilmistir. RAPD-PCR ¢alismalarindan elde edilen bant profilleri, Sekil 3.15.,
3.17., 3.19,, 3.21. ve 3.23’de; RAPD primerlerine ait dendrogramlar a: RAPD-P5, b: RAPD-
P11, c: RAPD-P13, d: RAPD-P17 Sekil 3.24.’de, RAPD-P23.RAPD-PCR ¢aligsmasindaki bant
profiline gore elde edilen dendogram, Sekil 3.25.’de ve RAPD-PCR ¢alismalar1 sonucu jaccard

benzerlik matrixi Sekil 3.26.’de verilmistir.
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Sekil 3. 14. RAPD-P5 primer agaroz jel gortintiisii. M: Markér, 1: Kontrol, 2-19: Test grubu.
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Sekil 3. 15. RAPD-P5 primeri bant profili.
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Sekil 3. 16. RAPD-P11 primer agaroz jel goriintiisii. M: Markoér, 1: Kontrol, 2-19: Test grubu.
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Sekil 3. 17. RAPD-P11 primeri bant profili.
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Sekil 3. 19. RAPD-P13 primeri bant profili.
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Sekil 3. 21. RAPD-P17 primeri bant profili.
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Sekil 3. 22. RAPD-P23 primer agaroz jel goriintiisii. M: Markoér, 1: Kontrol, 2-19: Test grubu.
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Sekil 3. 23. RAPD-P23 primeri bant profili.
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Sekil 3. 24. RAPD primerlerine ait dendrogramlar a: RAPD-P5, b: RAPD-P11, ¢: RAPD-P13, d: RAPD-P17, e: RAPD-P23.
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Kontrol Sppm2dsaat  10ppmdsaat  Sppmdsast  Toppmdsaat  100ppmdsaat  150ppmdsaat  SppmdBsast  10ppmdBsaat  SOppméfsaat  TSppmdBsaat
100ppmdBsaat  150ppmdBsaat  Sppm7lsaat  10ppmi2sast  SOppm7lsaat  7Toppmilsaat  100ppmiZsast  150ppm7lsaat

Kantrol 10350 0333 0295 0349 0385 0339 026 0265 0235 0279 0183 0239 02101 0195 0200 0.f3 0313 0.200
Jppm2Asaat L0 033 0490 043 0373 0305 0350 0442 (3% 0316 0370 0383 0239 038 0266 0436 0299
10ppm2dsaat 1 0320 0519 0540 055 0481 0455 0393 0357 0393 0400 0433 03¢ 0333 0377 0439 0304
J0ppm2dsaat 1 0451 0300 0478 0413 0415 00 0407 0352 0385 0306 0306 0362 0317 0400 0371
Tappmddsaat 10300 0451 0373 0373 0463 Oded 0411 0471 0475 0318 0371 0371 0537 0338
100ppm24saat 1 0565 0463 0451 0481 048 0375 0520 0491 0349 (0431 0407 0328 (039
150ppm2saat 1 0471 0531 031 043 0352 040 0397 0350 0386 0362 0481 0349
Sppméfsaat 1 0464 0356 0383 0481 038 0443 0354 0410 0458 044 03%
10ppmiBsaat 1 043 0431 0379 0411 0375 033 0387 0387 0400 033
J0ppmiBsaat 1 0388 0444 0604 0410 0410 0470 033 0319 036
TappmiBsaat 1 0421 0538 0413 0391 0500 0318 0491 0476
100ppmdBsaat 1 0453 0483 0438 035 0500 0367 0343
130ppmdBsaat Lo 045 0440 0509 0407 0558 0435
appm72saat 1 0497 0415 0614 0475 0463
10ppm72saat 1 039 0484 0343 0400
S0ppm72saat 1 0385 054 0477
T5ppm7 2saat 1 0397 0433
100ppm72saat 1 054
150ppm72saat 1

Sekil 3. 25. RAPD-PCR primerinden elde edilen Jaccard benzerlik matrixi.

Sekil 3.24. de her bir RAPD primerine ait karsilagtirmali bant analizinden elde edilen verilerden
ayrt ayrt olusturulan dendrogramlar gdsterilmektedir. Primerlere ait dendrogramlar
karsilastirildiginda RAPD-P5 ve RAPD-P17 primerlerine ait dendrogramlarda kontrol grubunun
diger test gruplarina gore dis grup gibi davrandigi, 6zellikle 24 saatlik uygulama periyodu ve diisiik

konsantrasyona sahip test gruplariyla yakin dallanma yaptig1 gézlenmistir.
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Sekil 3. 26. RAPD-PCR primeri sonucu elde edilen filogenetik dendogram.

Bu ¢alismada, tekstil sanayisinde kullanilan boyalardan RO16’un genotoksik etkilerinin
belirlenmesi amaglanmis olup, bunun i¢cin PCR tabanli RAPD ve ISSR markorleri tercih
edilmistir. A. cepa kok hiicrelerine farkli konsantrasyonlardaki (5 ppm, 10 ppm, 50 ppm, 75
ppm, 100 ppm ve 150 ppm) Reactive Orange 16 (RO16) boyasi belirlenmis zaman
periyotlarinda (24, 48 ve 72 saat) uygulanmistir. Kontrol grubu olarak, ayni zaman
periyotlarinin uygulandig1 boya uygulanmamus bitki 6rnegi kullanilmistir. Kontrol grubu ile test
grubuna ait PCR amplifikasyonlarinin yiiriitiiliip fotograflandigi jel 6rneklerinin karsilagtirmali

bant analizleri sonucunda; kontrol grubunda mevcut olup test grubunda bulunmayan ve kontrol
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grubuna gore test grubunda yeni olusmus bant profillerini igeren varlik/yokluk verileri, binary
(ikili gosterim) veri seklinde elde edilmistir. Kontrol grubu ile test gruplari arasindaki bant
profil farkliliklart ve her bir PCR markériine ait polimorfizm orani ISSR mrkorleri i¢in Tablo

3.2.de, RAPD markorleri i¢in Tablo 3.3.’de verilmistir.

Tablo 3. 2. ISSR markorlerine ait monomorfik/polimorfik bant sayilari ve polimorfizm oranlari.

Primer Numarasi Toplam bant Polimorfik Monomorfik Polimorfizm
sayis1 bant sayisi bant sayisi orani (%)

ISSR-07 38 36 2 94,7
ISSR-09 24 21 3 87,5
ISSR-309 30 28 2 93,4
ISSR-310 28 23 5 82,1
ISSR-847 25 20 5 80
Toplam 140 123 17

Tablo 3. 3. RAPD markérlerine ait monomorfik ve polimorfik bant sayilari ve polimorfizm oranlari.

Primer Toplam bant Polimorfik Monomorfik Polimorfizm
Numarasi sayisi bant sayis1 bant sayis1 orani (%)
RAPD-P5 17 13 4 76,5
RAPD-P11 25 21 4 84
RAPD-P13 34 31 3 91,2
RAPD-P17 28 24 4 85,7
RAPD-P23 29 24 5 82,8

Toplam 131 111 20

PCR tabanli markorlerin polimorfizm oranlar incelendiginde; ISSR markdrleri arasinda
en yiiksek polimorfizm ISSR-7 primerinde gozlenirken, en diislik polimorfizm orani ise ISSR-
847 primerinde gozlenmistir. RAPD markorlerinde; en yiiksek polimorfizm RAPD-P13

primerinde tespit edilirken, en diisiik polimorfizm orani ise RAPD-P5 primerinde belirlenmistir.

Binary verilerinden UPGMA yontemi ve Jaccard benzerlik analiziyle elde edilen

Newick formatindaki dendogram, MEGA 10.1 ile hem ISSR hem de RAPD markorler igin birer
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dendrogram olarak gorintillenmistir (Sekil 3.11 ve 3.25). Her iki dendrogram da
incelendiginde; test grubu 6rneklerinin kontrol grubuna gore, uygulama saatlerinin ve dozlarin
artigina bagli olarak uzaklasan bir dallanma gdsterdigi tespit edilmistir. RAPD markdrlerinden
elde edilen dendrogramda (Sekil 3.24); kontrol grubunun DNA bant profilinin, test grubundan
tamamen ayrilip dis grup gibi dallanmaya neden oldugu gozlenmistir. ISSR markorlerinden
elde edilen dendrogramda; kontrol grubunun 6zellikle en diisiik uygulama periyodu olan 24
saate ait diisiik boya konsantrasyonlariyla daha yakin/birlikte dallanma gostermis olmasi,
deneysel olarak anlamli bulunmustur. Diisiik boya dozlarinda bant profil farklilig1 daha az
goriilityor olsa da jel goriintiileri incelendiginde ve 6zellikle ISSR markérleriyle olusturulan
dendrogramdaki kontrol grubundan ayri1 dallanan gruplara bakildiginda; 50-75 ppm

degerlerinden itibaren farklilasmanin daha fazla arttig1 gézlenmistir.

Farkli azo boylarin genotoksik ve sitotoksik etkileri iizerine yapilan 6nceki ¢calismalarin
sonuglaria paralel olarak, bu calismada da PCR tabanli markorler olan ISSR ve RAPD
primerleriyle gerceklestirilen analizlerden elde edilen karsilagtirmali veriler dogrultusunda;
Reactive Orange16 boyasinin A. cepa genomunda zamana ve konsantrasyona bagli olarak DNA
hasarlarinin bir gostergesi olan amplifikasyon bant profillerinde farkliliklara neden oldugu
ortaya ¢ikarilmistir. Sonug olarak, endiistride yaygin olarak kullanilan Reactive Orange 16
boyasinin farkli dozlarmnin, canlilarda DNA diizeyinde potansiyel genotoksik etkilere sahip

oldugu tespit edilmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Tekstil sektorii, Tiirkiye'de en onemli ve hizli gelisen sanayi dallarindan biri olarak
kabul edilmektedir. Boyamalar sirasinda verimsiz durum sebebiyle, kullanilan boyanin
tonlarcasi atik su igerinde yer alir ve geleneksel yontemlerle aritmak miimkiin degildir (Chequer
ve ark., 2013). Tekstil boyalari, 6nemli 6lglide su tiikketimine ve yiiksek oranda kirli atik su
bosaltimina sebep oldugu igin, ¢evreye karsi ciddi zararh etkileri bulunmaktadir. Endiistriyel
atik sular, gorsel olarak ¢evreyi kirletmenin yani1 sira temiz su kaynaklarina da zarar vermekte
ve su ckosisteminde yasayan canlilar1 etkileyerek dogal ekosistem iizerinde genotoksik

zararlara yol agmaktadir (Madran ve ark., 1992).

Canli saghgt igin bir tehdit olusturabilecek kanserojenik, toksikolojik veya
zehirlenmelere sebep olan bircok sentetik boya smifi  bulunmaktadir. Diisiik
konsantrasyonlarinda bile kimyasal ve biyolojik oksijen ihtiyaci acgisindan zararli etkilere
sahiptir (Gergo ve ark., 2012). Boyanin toksik etkisi, genetik mutasyonlari, dogumdaki

kusurlarin ve kalitimsal hastaliklar1 beraberinde getirmektedir (Yusuf ve ark., 2004).

Kimyasal yapilarina ve uygulandig elyaf tiirlerine bagli olarak siniflandirilan yiizlerce
boya bulunmaktadir. Bu yiizden de aritma sistemlerini olumsuz etkileyen kimyasal ¢esitliligi
cok fazladir. DNA {izerinde degisime neden olan mutajenler, etkilerini direkt olarak veya
protein yapisina baglanip indirekt sekilde de gosterebilir. Mutajenler DNA’ da ve dokularda
hasarlar, farkli kanser tiirleri, kisirlik, yaslanma ve bazi genetik bozukluklar gibi farkli hasarlara

neden olmaktadir (Nagy, 2003).

ISSR-PCR ve RAPD-PCR yontemleri, DNA 6rneklerinin amplifikasyonu igin yaygin
olarak kullanilmakta ve ¢ok sayida ornegin hizli analiz edilmesini saglamaktadir. Bu PCR
yontemlerinde rastgele primerler kullanildigi i¢in, DNA hasarinin veya organizmalardaki
genom dizisinin spesifik ayrintilarina ihtiyag duyulmadan herhangi bir genotoksik etkinin
tespitini gerceklestirmek miimkiindiir (Atienzar ve ark., 1999: 2276).

Azo boyalarinin genotoksik etkilerini aragtirmak amaciyla Hassan ve Yassein (2014)’in
yaptig1 bir ¢alismada PCR tabanlit RAPD markérleri kullanilmis ve azo boyaya maruz birakilan
A. cepa bitki drneklerinden elde edilen amplifikasyon bant profillerinin, kontrol grubuna goére
bazi bantlarin eksik oldugu ve yeni bant olusumlarinin da gézlemlendigi rapor edilmistir.
Kontrol grubuna gore gozlenen farkli bant profillerinin markdér primerlerin baglanma
bolgelerinde olusan DNA hasar1 ya da buna bagli olarak olusan nokta mutasyonlardan

kaynaklanmis olabilecegi ifade edilmistir (Hassan ve Yassein, 2014).
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Gilimiis ve Eroglu (2020)’nun azo boyarmaddelerin A. cepa iizerindeki sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin arastirtlmasi iizerine yaptigi bir calismada; azo boyalarin kimyasal
yapisi, spektral tekniklerle (FTIR, 1H NMR ve 13C NMR) karakterize edilmis ve farkli
konsantasyonlardaki boyanin A. cepa lizerine sitogenetik etkilerini incelemislerdir. Analizler
sonucunda, azo boyalarin A. cepa hiicrelerinin boliinme sayisin1 6nemli dlgiide azalttigi ve
boliinen hiicrelerde kromozomal anormalliklere neden oldugu rapor edilmistir (Giimiis M.,

Eroglu E., 2020).

Alkaya ve Poyraz (2021), reactive red 195 boyasi ile PCR tabanli bazi yontemlerle A.
cepa iizerinde genotoksisite etkilerini incelemis, bu boyanin A. cepa kok hiicrelerindeki DNA
molekiillerini etkiledigi ve DNA hasarina yol acarak genotoksik etkilere sebep oldugunu tespit

etmislerdir (Alkaya ve Poyraz, 2021).

Yine Eroglu ve Giimiis (2021) yaptig1 diger bir ¢aligmada, bir azo boya olan siilfonamid-
aldehit’in farkli konsantrasyonlarinin A. cepa iizerindeki etkileri arastirilmis, konsantasyon
artisina bagli olarak kullanilan azo boyanin hiicre mitotik indeksini diisiirdiigii ve niikleer
lezyonlart indiikleyerek sitotoksik etkilere neden oldugunu goézlemlemislerdir. Ayrica, C-
mitoz, yapiskan metafaz ve anafaz kopriisii gibi farkli kromozomal anomalilere neden olan
olaylar sonucunda mikroniikleus’larin gozlendigi genotoksik etkilere neden oldugunu rapor
etmislerdir (Eroglu, M., Giimiis, N., 2021).

Tirkoglu (2021), reactive blue 19 ve reactive black 5 adli tekstil boyalarmin farkli
konsantrasyonlarini A. cepa iizerine uygulayarak genotoksik ve sitotoksik etkilerini incelemis;
her iki azo tekstil boyasinin da yine mikroniikleus olusumuna neden oldugunu ve comet analizi
sonucunda konsantrasyonlara bagli olarak artan bir DNA hasarinin oldugunu tespit etmistir
(Turkoglu, 2021). Tekstil endiistrisinde kullanilan reaktif boyalarin toksisitesi {izerine
gerceklestirilmis 6rnek ¢aligmalarin verileri dogrultusunda; bu ¢alismadan elde edilen verilerin

de onceki ¢alismalar1 destekler nitelikte oldugu anlasilmaktadir.

Bu ¢alismadan elde edilen veriler benzer ¢alismalarla karsilastirildiginda genel olarak
tekstil sanayinde kullanilan reaktif boyalarin canli DNA’lar1 iizerinde genotoksik ve sitotoksik
etkilerinin oldugu savini kuvvetlendirmektedir. Ayrica bu calisma diger farkli molekiiler ve
kimyasal yontem ve uygulamalar ile desteklenerek, reaktif boyalarin genotoksik etkilerinin
daha ayrintili bir sekilde tespit edilecegi Ongoriilmektedir. Tim diinyada yaygin olarak
kullanilan reaktif boyalarin toksisite potansiyelleri lizerine farkli yontem ve teknikler

kullanilarak gergeklestirilecek c¢alismalarin artmasiyla; tekstil sektoriiyle birlikte dogaya
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birakilan atik sularin daha iyi aritilmasinin 6nemi daha iyi vurgulanmis olacaktir. Bu ve benzer
caligmalarin sonuglarinin kamuoyuyla paylasilmasi da endiistriyel atiklarin ekosistemler

iizerindeki olumsuz etkilerinin azaltilmasi ve doga yasamin korunmasina katki saglayacaktir.
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