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OZET

TEKSTIL ENDUSTRiISINDE KULLANILAN REAKTIF RED 195 BOYASININ PCR-
TABANLI MOLEKULER YONTEMLERLE GENOTOKSIK ETKILERININ
INCELENMESI

Tekstil endistrisi, 6zel beceriler gerektirmeden istihdam saglayan ve bir¢ok iilkenin
ekonomisinde 6nemli bir rol oynayan diinyanin en biiyiikk endistrilerinden biridir. Tekstil
endiistrisi, iiretim siirecinde cesitli kimyasallar ve biiyilkk miktarda su kullanir. Bu islem
sirasinda olusan atik su, ¢evreye ve insan sagligina zarar verebilecek Cr, As, Cu ve Zn gibi eser
metaller igeren ¢ok miktarda boya ve kimyasal igerir. Tekstil atik suyu genotoksik etkiye sebep
olmakta ve kanamaya, cilt iilserine, mide bulantisina, cilt tahrisine ve dermatite neden
olabilmektedir. Suda bulunan kimyasallar giines 1s18in1 bloke eder ve biyolojik oksijen
ihtiyacini arttirarak fotosentez ve yeniden oksijenlenme siirecini engeller. Bu ¢alismada, tekstil
endiistrisinde kullanilan reaktif red 195 (RR195) boyasinin farkli konsantrasyonlart (5ppm,
10ppm, 50ppm, 75ppm, 100ppm ve 150ppm) ii¢ farkli zaman periyodunda (24,48 ve72 saat) A.
cepa kok hiicrelerine uygulanmistir. RR195 boyasmin genotoksik etkileri PCR tabanli
molekiiler markor yontemleri olan ISSR ve RAPD-PCR kullanilarak karsilastirmali olarak
analiz edilmistir. Mitotik indeks analizi ile RR195 boyasinin sitotoksik etkileri arastirilmigtir.
Elde edilen veriler, RR195 boyasinin A. cepa kok hiicreleri iizerinde doz ve zamana bagl olarak

genotoksik ve sitotoksik etkilerinin oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Reaktif Red 195, Genotoksisite, Allium cepa, RAPD-PCR, ISSR-PCR,
Mitotik indeks



ABSTRACT

INVESTIGATION of GENOTOXIC EFFECTS of REACTIVE RED 195 DYE USED in
TEXTILE INDUSTRY USING PCR-BASED MOLECULAR METHODS

The textile industry is one of the largest industries in the world that provides employment
without special skills and plays an important role in the economies of many countries. The
textile industry uses a variety of chemicals and large amounts of water in the production
process. The wastewater generated during this process contains a large amount of dyes and
chemicals that contain trace metals such as Cr, As, Cu and Zn, which can harm the environment
and human health. Textile wastewater causes a genotoxic effect and can cause bleeding, skin
ulcers, nausea, skin irritation and dermatitis. Chemicals in the water block sunlight and increase
the biological oxygen demand, preventing the process of photosynthesis and re-oxygenation.
In this study, different concentrations (5ppm, 10ppm, 50ppm, 75ppm, 100ppm and 150ppm) of
reactive red 195 (RR195) dye used in textile industry were applied to A. cepa root tip cells in
three different time periods (24,48 and 72 hours). Genotoxic effects of RR195 dye were
analysed comparatively using PCR-based molecular marker methods, ISSR and RAPD-PCR.
Cytotoxic effects of RR195 dye were investigated by mitotic index analysis. The data obtained
showed that RR195 dye has genotoxic and cytotoxic effects on A. cepa stem cells depending

on dose and time.

Keywords: Reactive Red 195, Genotoxicity, Allium cepa, RAPD-PCR, ISSR-PCR, Mitotic
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1. GIRIS
1.1. Tekstil Endiistrisi

Giliniimiizde diinya niifusu 8 milyar sinirina yaklasmaktadir (Worldometers, 2020). Tim
diinyada insanlarin yasamindaki en temel gerekliliklerin baginda gida ve giyecek gelmektedir.
Tekstil ve giyim sanayisi bu gerekliligi karsilamak i¢in insanligin vazgecilmez bir parcgasi
haline gelmistir. Tekstil endiistrisinin biiyiikligli ve 6nemi géz oniine alindiginda diinyada en

temel ikinci ihtiyacin tekstil ve giyim sektorii oldugu diisiiniilmektedir (Shishoo, 2012: 1).

Tekstil kelimesi Latince "texere" kelimesinden benimsenen dokuma anlamina gelir.
Tekstiller hem elde hem de makinelerle dokunabilir. Tekstil hammaddeleri dogal ve sentetik
elyaflardir (Elliott vd., 1954: 377). Dogal liflerin kaynaklari mineraller, hayvanlar ve
bitkilerdir. Teknolojinin ilerlemesiyle, lifler artik kimyasallardan ¢ikarilabiliyor. Bununla
birlikte, bitki kaynaklari, hayvansal ve mineral kaynaklardan elde edilenlere gore daha fazla
miktarda lif verir. Uretilen tekstillerin ¢ogu, ipliklerden liflerin egrilmesinin bir sonucudur

(Kuusisto, 2010: 30).

Ote yandan atik su hacmi ve igerigi diisiiniildiigiinde, tekstil endiistrisinden kaynaklanan
atik sular, endiistriyel kirliligin birinci sirada yer alan kaynagi olarak siniflandirilabilir. Tekstil
endistrisinde kullanilan prosesler arasinda boyama ve terbiye asamalari en ¢ok Su

kullananlardir (Sen ve Demirer, 2003).

Tahminlere gore, piyasada 100.000 farkl ticari boya mevcuttur ve her yil 0,7 milyon
tonun iizerinde boya iiretilmektedir (Robinson vd., 2001: 250). Ayrica boyamada kullanilan bu
boyalar ve diger kimyasallar ¢evreden gelen etkilere dayanikli olarak gelistirilmektedir
(Hendrickx ve Boardman, 1995: 1). Bu nedenle ve boyama islemindeki verimsizlik nedeniyle,
bu boyalarin tonlar1 atik sularda bulunur ve ¢ogu zaman geleneksel islemlerle aritilmasi

miimkiin degildir (Chequer vd., 2013: 152).

Tekstil endiistrisi {i¢ ana kategoriye ayrilir: seliiloz elyaflar (pamuk, suni ipek, keten,
rami, kenevir ve liyosel), protein elyaflar1 (yiin, angora, tiftik, kagsmir ve ipek) ve sentetik
elyaflar (polyester, naylon, spandeks, asetat, akrilik, ingeo ve polipropilen). Tekstil
endiistrisinde kullanilan boya ve kimyasallarin cinslerinin tiretilen kumaslara gore farklilik
gosterdigi bulunmustur. Reaktif boyalar (remazol, procion MX ve cibacron F), direkt boyalar
(kongo kirmizisi, direkt sar1 50 ve direkt kahverengi 116), naftol boyalar (hizli sar1 GC, hizh
kirmiz1 R ve hizli mavi B) ve indigo boyalar (indigo beyaz, tyrian mor ve indigo karmin) seliiloz

liflerini boyamak i¢in kullanilan boyalardan bazilaridir (Lorimer vd., 2001: 1957-Robert vd.,

1



2008: 360). Protein lifleri asit boyalar (azo boyalar, triarilmetan boyalar ve antrakinon boyalar)
ve lanaset boyalar (Mavi 5G ve Bordo B) kullanilarak boyanir (Robert vd., 2008: 360- Schmidt
vd., 2002: 28). Sentetik lifleri boyamak igin dispersiyon boyalar (Disperse yellow 218 ve
dispers navy blue 35), bazik boyalar (basic orange 37 ve basic red 1) ve direkt boyalar gibi
diger boyalar kullanilir (Burch, 2020).

Tekstil endiistrisi, organik ve inorganik bilesikler iceren biiylik miktarlarda sivi1 atik
tiretir (Elliott vd., 1954: 377). Boyama islemleri sirasinda kumaslara uygulanan tiim boyalar
lizerine sabitlenmez ve bu boyalarin her zaman kumaslara sabitlenmeden kalan ve yikanan bir
kismi vardir. Bu sabitlenmemis boyalarin tekstil atiklarinda yiiksek konsantrasyonlarda oldugu
bulunmustur (Schmidt vd., 2002: 28). Tiiketilen ve salinan su miktar1 da tiretilen kumaslarin
cinsine gore degisiklik gostermektedir. 1 kg kumas iiretmek icin yaklasik 0,08-0,15 m? su
kullanilmaktadir (Moustafa, 2008).

Giinde yaklasik 12-20 ton tekstil islendikten sonra yaklasik 1.0003.000 m® suyun
bosaltildigini1 tahmin ediyor. Bu atiklar, bazilar1 biyolojik olarak parcalanmayan ve kanserojen
olan ve uygun sekilde islenmezse saglik ve gevre igin biiyiik bir tehdit olusturan boyalar ve
Kimyasallar agisindan zengindir (Pagga ve Brown, 1986: 481-Al-Kdasi vd., 2004: 222).

Bu atik sularin aritilmasi i¢in birkag¢ birincil, ikincil ve iglinciil aritma islemleri
kullanilmistir. Bunlar arasinda flokiilasyon, kimyasal pihtilagma, basit sedimantasyon,
havalandirilmig lagiinler, aerobik aktif camur, damlama filtreleri, ters ozmoz ve elektrodiyaliz
vardi. Ancak, bu iglemlerin endiistride kullanilan tiim boyalarin ve kimyasallarin ¢ikarilmasina
kars1 etkili olmadig1 goriilmiistiir (Mohamed ve Ahmed, 2017: 65). Bu atik sular sadece yiiksek
konsantrasyonda boyalar i¢ermez, ayni zamanda gesitli islem asamalarinda kullanilan
kimyasallar1 da igerir. Bu atik sularda Cr, As, Cu ve Zn gibi baz1 eser metaller bulunur ve
kanama, cilt iilseri, mide bulantisi, ciddi cilt tahrisi ve dermatit gibi gesitli saglik sorunlarina
neden olabilir (Nese vd., 2007: 97). Tekstil atiklarinin diger organik ve mikrobiyal safsizliklar
da i¢erdigi bulunmustur (Laxman, 2009).

1.2. Tekstil Endiistrisinde Kullanilan Boyalar

Boyalar, tekstil, insaat, ahsap, metal sanayi, deri, kagit hamuru ve kagit, gida ve plastik
gibi giiniimiiz iiretiminde 6nemli etkileri olan birgok endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir

(Sadettin ve Donmez, 2006: 836-Yuzhu ve Viraraghavan, 2001: 251).



Insan ve hayvan saglig1 icin tehlikeli bir tehdit olusturan son derece toksik, kanserojen
ve zehirlenmeye neden olan birgok sentetik boya sinifi vardir. Diisiik konsantrasyonlarda bile
kimyasal ve biyolojik oksijen ihtiyac1 agisindan zararl etkileri ile karakterizedirler (Gergo vd.,
2012: 148). Boyalarin toksisitesinin etkileri, genetik mutasyonlar, dogum kusurlar1 ve kalitsal

hastaliklar yoluyla daha ileri nesillere tasiabilir (Yagub vd., 2014: 172).

Boyalar ii¢ ana siifa ayrilir; anyonik (direkt, asit ve reaktif boyalar), katyonik (tiim
bazik boyalar) ve iyonik olmayan (dispersiyon boyalar). En yaygin kullanilanlar arasinda
seliiloz lifler i¢in orta ila yiiksek haslik sunan reaktif boyalardir. Diinyada senede ortalama
700.000 ton ve 10.000 farkli boya ve pigment iiretilmektedir. Bu boyalarin énemli bir kismi
atik su ile gevreye karistirilmakta ve gevreyi kirletmektedir (Deveci vd., 2004: 25).

Bu boyalarin ¢evre iizerinde olumsuz etkileri hakkinda bir¢cok calisma yapilmis ve
yapilmaya devam etmektedir. Ornegin, reaktif boyalar organizmalarin bircogu igin toksik etki
yapmaktadir ve esas olarak giines 1s1g81n1 bloke etmeleri ve dolayisiyla canlilar i¢in son derece
onemli olan fotosentezi ve c¢Ozlinmiis oksijen konsantrasyonunu azaltmalar1 nedeniyle
ekosistemler i¢in biiyiik bir tehdit olusturur (Moussavi ve Mahmoudi, 2009: 807- Mahony vd.,
2002: 457). Ayrica, birgok boya veya metabolitinin insanlar ve diger yasam formlar1 tizerinde

kanserojen, teratojenik ve mutajenik etkileri vardir (Sun vd., 2007:648- Ozer vd., 2005: 120).

Bu nedenle atik su bertaraf edilmeden 6nce boyalarin uzaklastiriimasi son derece
onemlidir. Atik sudan boyalar1 uzaklastirmak icin fotokimyasal oksidasyon, membran
filtrasyonu, ozon isleme, aktif karbon adsorpsiyonu, ters ozmoz ve koagiilasyon gibi ¢esitli
yontemler gelistirilmistir. Bununla birlikte, 6zellikle parlak renkli, suda ¢oziiniir reaktif ve asit

boyalarin ¢ikarilmasinda etkisizdirler (Yang vd., 1998: 27).
1.2.1. Seliiloz Elyaf Boyalari

Seliiloz, tekrarlayan glikoz birimlerinden olusur. Seliiloz tekstiller i¢in en yaygin
kullanilan boya reaktif boyalardir. Diger boya tiirleri, fiziksel ve mekanik yontemlerle kil, lifler
arasi protein ve epidermisin giderilmesidir. Deri, 6nce lifli olmayan proteinleri uzaklastirmak
i¢in sindirim enzimleriyle islenir ve ardindan pH"1 diislirmek igin siilfiirik aside batirilir. Daha
sonra cesitli tabaklama yontemleri kullanilarak tabaklama iglemine tabi tutulur: mineral / krom
tabaklama, bitkisel tabaklama ve yagh tabaklama. Son olarak, deri boyama ve terbiye

islemlerinden geger (Dooley, 2008: 60).



1.2.2. Reaktif Boyalar

Reaktif boyalar bazen fiber reaktif boyalar olarak adlandirilir. Seliilozik lifler i¢in en
onemli boyama smifidir ve ayrica yiin ve ipek gibi protein liflerini boyamak i¢in kullanilirlar.
Reaktif boyalar, fiber molekiilii ile kovalent baglar olusturabilir ve kullanilan en etkili ve kalici
boyalar olarak kabul edilir. Farkli sicakliklar altinda herhangi bir seliiloz lifi iizerinde iyi

calistiklart bulunmustur (Lorimer vd., 2001: 1957).

Reaktif boyalar iki tiptedir: homobifonksiyonel ve heterobifonksiyonel.
Homobifonksiyonel reaktif boyalar iki monoklorotriazin grubu igerir ve heterobifonksiyonel
reaktif boyalar bir monoklorotriazin ve bir vinil siilfon grubu igerir. Alkali kosullar altinda
boyanin yaklasik %50-70'1 tek reaktif grup iceren boyalar kullanilarak elyaf {izerine sabitlenir
ve yaklasik %80-95'1 iki reaktif grup iceren boyalar kullanilarak elyaf {izerine sabitlenir.
(Holme, 2000: 196).

Birlesmis Milletler Istatistik Boliimii, reaktif boyalar ve bunlara dayali miistahzarlar igin
toplam diinya ithalat ve ihracat pazarmin 1988'de 125.000 tondan 2011'de 350.000 tona
yiikseldigini bildirdi (23 yilda ~ 3 kat artis) (UNSD, 2013).

Hayvanlardan elde edilen tiim lifler (yiin ve ipek gibi) protein lifleri olarak kabul edilir.
Proteinler yirmi temel amino asitten olusur. Tekrarlanan seker birimlerinden yapilan seliilozdan
daha karmagiktirlar. Bu nedenle yiiksek pH denatiire proteinler ve asit boyalar yiin, angora,
kasmir ve ipegi boyamak icin kullanilir. Bu boyalar kumaslara asit ¢ozeltileriyle birlikte
uygulanir. Boya ve lif arasindaki kimyasal reaksiyon, lif {izerinde ¢oziinmeyen bir boya
molekiiliiniin olugsmasina neden olur. En 6nemli {i¢ asit boyasi, azo boyalari, triarilmetan

boyalar1 ve antrakinondur (Valko, 1957: 1).

Reaktif boyalarin kromofor gruplarina gore ayrilan azo boyalari, tiim boya gruplarinin
%60-70'in1 olusturur ve diger boya simiflarina kiyasla parlak ve yiiksek yogunluklu renkler
verdigi bulunmustur (University of Bristol, 2012). Bir boyanin rengi, olasilikla boyanin
renginin yogunlugunu belirleyen ¢esitli molekiiler orbitaller arasindaki elektronik gegisten
kaynaklanmaktadir. Bu boyalarin iki grup i¢erdigi bulunmustur: kromofor (N=N,C=C, C =
O) ve oksokrom (-OH, -NH2, -NR2) (Babu vd., 2007:142). Genel olarak pamugun, yapisindaki
hidroksilik gruplarin varligindan dolayi pikrik asit veya diger anyonik veya katyonik boyalarla
1yl baglanmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle, basit azo boyalariin pamuk boyamada o kadar

etkili olmadig1 bulunmustur (Arya ve Kohli, 2009: 2).



Genel olarak azo boyalari, (a) bir aromatik veya heterosiklik g¢ekirdege bagli bir
kromoforik azo grubuna (-N = N-) ve diger ucunda (b) karbosiklik, heterosiklik veya alifatik
tipte doymamus bir molekiile sahip olanlar olarak tanimlanabilir. Bu boyalarin Renk indeksi
(CI1) 10.000'den fazla olan en biiyiik boyalar siniflandirmasi oldugu bulunmustur, renklerin ton,
parlaklik ve doygunluga gore sistematik diizenlemesidir. Azo boyalar1 Tablo 1.1.’deki gibi
gruplar halinde mono azo, di azo, tri azo, ve tetra azo olarak siniflandirilir (Davis vd., 2008).

Merkezine bagl azo gruplarinin sayisina gore. Bir mono azo boyasi bir N = N bagina
sahipken di ve tri azo gruplari sirasiyla iki ve ti¢ N = N bagina sahiptir. Karisikliklar1 6nlemek
i¢in, li¢ veya daha fazla azo grubuna sahip boyalar genellikle poli azo boyalar olarak kabul
edilir. Azo gruplar1 genel olarak benzen ve naftalen halkalarina baglidir, ancak aromatik
heterosikllere veya enolize edilebilir alifatik gruplara da eklenebilir. Baglanan yan gruplar
boyaya rengi verir. Bir boyanin renk indeksinin, eklenen azo gruplarinin sayisina bagli olarak

degistigi bulunmustur (Robert vd., 2008: 360).

Reaktif azo boyalari, azo baglart (N = N) ile karakterize edilir ve seliiloz liflerini
boyamak i¢in kullanilir. Azo boyalarinin rengi, iliskili kromoforlarla azo baginin varligindan
kaynaklanmaktadir. Reaktif Red 195 (RR-195), tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan
stilfonatl bir azo boyadir (Shyamala vd., 2014: 422). RR195 boyasinin kimyasal gériiniimii
Sekil 1.1°deki gibidir.

1.2.3. Sentetik Elyaf Boyalar

Sentetik lifler i¢in yaygin olarak kullanilan boyalar, dagilmis boyalardir. Bu boyalar
esas olarak polyester, naylon ve asetat baskilarinda kullanilmaktadir. Baz1 dispersiyon boyalar
da endiistrilerde baski miirekkebi olarak kullanilmaktadir. Dispersiyon boyalar, enerjilerine
gore ii¢ tiire ayrilir. E tipi diisiik enerjilidir ve termosol boyamada kullanilir. S tipi yiiksek
enerjilidir ve yiiksek sicaklik/yiiksek basing boyamada kullanilir. Diger SE tipi, tiim boyama
yontemleri i¢in uygundur (Etter vd., 2011: 853).

Bu boyalar, diisiik suda ¢oziiniirliik 6zelligine sahip koloidal bir durumda bulunur ve
boyanacak elyafin kalinligina bagli olan gerekli sicaklikta bir boya banyosu kosulunda

uygulanir (Burkinshaw, 1995).

Protein liflerini boyamak i¢in yaygin olarak kullanilan dogrudan boyalar, naylon ve suni
ipek gibi sentetik lifleri boyamak i¢in de kullanilabilir. Bu boyalar, elektrolitler ve iyonik tuzlar
iceren sulu bir banyo altinda uygulanir. Direkt boyalar, kumaslara uygulandiktan sonra ¢cabuk

kuruma 6zelliginden yoksundur (Burch, 2020).



Tablo 1.1. Azo boyalarinin siniflandirilmasi
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Kaynak: (Kirk ve Othmer, 2007)
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Sekil 1.1. Reaktif Red 195 (RR-195) kimyasal yapist
Kaynak: (Aksakal ve Ucun 2010: 667).

1.3. Tekstil Endiistrisinde Atiklar ve Su Kullanimi

Tekstil endiistrisi, cevreye yonelik en biiyiik tehditlerden biri olarak kabul ediliyor.
Tekstil endiistrisinde gerceklestirilen ¢esitli islemler biiyiik miktarlarda gaz, sivi ve kati atik
tiretir. Tekstil endiistrisi, tiim liretim asamalar1 i¢in ¢esitli kimyasallar ve biiyiik miktarda su
kullanir. 1 kg tekstil tiretmek i¢in yaklagik 200 L su kullanilir. Su esas olarak sunlar igin
kullanilir: (a) kimyasalin tekstile uygulanmasi ve (b) iiretilen tekstillerin durulanmasi (Ntuli
vd., 2009: 1). Bununla birlikte, gereken tam su miktari, boyama islemine ve tiretilen kumaslarin
tiiriine bagh olarak sanayiden sanayiye degisiklik gostermektedir. Islak islemler genellikle cok
fazla kimyasal ve su kullanir. 1 kg kumas iiretmek i¢in yaklasik 80-150 m? su kullanilmaktadir.
Giinde yaklasik 12-20 ton tekstil islendikten sonra yaklasik 1.000-3.000 m®atik suyun yeniden
tiretildigi tahmin edilmektedir (Atif, 2002).

Tekstil boyama isleminde her zaman su ile birlikte yikanan sabitlenmemis boyanin bir
kismu vardir. Tekstil atik suyunun, bu fikse edilmemis boyalarin konsantrasyonunda yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Kati atiklarin ¢ogu kuru islemden kaynaklanirken, 1slak islem yalnizca
az miktarda kat1 atik verir. Kati atiklarin ¢ogu kumag pargalart ve ambalaj malzemelerinden
olusmaktadir. Tekstil iiretiminden kaynaklanan kurumus camur da onemli bir kat1 atik
kaynagidir. Kat1 atiklar genel olarak tehlikeli bulunmaz. Bununla birlikte, bosaltilan kimyasal
kaplar eser miktarda zararlt madde igerebilir (Fletcher, 2008: 98).

Tekstil endiistrilerinde gerceklestirilen islemlerin cogu gaz emisyonlart tiretir. Kazanlar,
firinlar ve depolama tanklar tekstil endiistrisindeki en 6nemli {i¢ hava kirliligi kaynagidir.
Kazanlar kiikiirt oksitler ve nitrojen Ttretir. Yiiksek sicaklikta tekstil kurutma islemi

hidrokarbonlar yayar. Kirleticiler ayrica 1s1 ¢okeltme islemi sirasinda lif hazirlama



kalintilarindan da yayilir. Boyama islemi sirasinda kimyasallardan da gazlar ¢ikabilir (Georgiou
vd., 2003: 2248).

1.3.1. Tekstil Atiklarinin Cevresel Etkileri

Tekstil atiklarmin 6zellikleri, {iretilen tekstil tiirtine ve kullanilan kimyasallara gore
degisir ve baghdir. Tekstil atik suyu, askiya alinmig ve ¢oziinmiis katilar, biyolojik oksijen
ihtiyac1 (BOD), kimyasal oksijen ihtiyac1 (COD), kimyasallar, koku ve renk dahil olmak tizere
cevreye ve insan sagligia zarar veren yiiksek miktarda etken igerir. BOD/COD oranlarinin
cogu, biyolojik olarak parcalanamayan maddelerin varligin1i gosteren 1:4 civarinda

bulunmustur (Arya ve Kohli, 2009: 2). Tekstil atiginin tipik ozellikleri Tablo 1.2.°de

gosterilmektedir.
Tablo 1.2. Tipik aritilmamis tekstil atik suyunun o6zellikleri.
Parametre Aralk
pH 6-10
Sicaklik (° C) 35-45
Toplam ¢6ziinmiis katt madde (mg /L) 8,000-12,000
BOD (mg/L) 80-6,000
COD (mg/L) 150-12,000
Toplam askida katt madde (mg /L) 15-8,000
Toplam Coziinmiis Katilar (mg /L) 2,900-3,100
Klor (mg /L) 1,000-6,000
Serbest klor (mg /L) <10
Sodyum (mg /L)
Eser elementler (mg /L)
Fe <10
Zn <10
Cu <10
As <10
Ni <10
B <10
F <10
Mn <10
\ <10
Hg <10
PO4 <10
Cn <10
Yag ve gres (mg /L) 10-30
TNK (mg/L) 10-30
NO3-N (mg/L) <5
Serbest amonyak (mg /L) <10
S04 (mg/L) 600-1000
Silika (mg /L) <15
Toplam Kjeldahl Azotu (mg /L) 70-80
Renk (Pt-Co) 50-2,500

Kaynak: (Eswaramoorthi vd., 2008)

Tekstil atik sular1 ¢cevreye zarar verebilecek Cr, As, Cu ve Zn gibi eser metaller igerir

(Eswaramoorthi vd., 2008). Sudaki boyalar kotii bir renk verir ve kanama, cilt ilseri, mide
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bulantisi, siddetli cilt tahrisi ve dermatit gibi hastaliklara neden olabilir (Nese vd., 2007: 97).
Giines 15181 su ylizeyinden girmesini engelleyerek fotosentezi Onleyebilirler (Laxman,

2009).

Boyalar ayn1 zamanda alici suyun biyokimyasal oksijen ihtiyacin1 da arttirir ve
dolayistyla yeniden oksijenizasyon siirecini azaltir ve dolayisiyla foto-ototrofik organizmalarin
biiyiimesini engeller (Nese vd., 2007: 97). Atik sulardaki askida kati madde konsantrasyonlari,
yagl pislikle birlestikleri ve hava-su arayliziindeki oksijen transfer mekanizmasina miidahale

ettikleri i¢in ¢evreyi etkilemede 6nemli bir rol oynarlar (Laxman, 2009).

Tekstil atik sularindaki inorganik maddeler, fazla ¢ozilinebilir tuz konsantrasyonu
nedeniyle suyu kullanima uygun hale getirmez. Bu maddelerin daha diisiik miktarlarda bile su
yasami i¢in toksik oldugu bulunmustur. Hidroklorik asit, sodyum hipoklorit, sodyum hidroksit,
sodyum siilflir ve reaktif boyalar gibi bazi inorganik kimyasallar deniz yasami igin zehirlidir.
Organik bilesenlerin, sudan oksijenin uzaklastirilmasiyla sonuglanan kimyasal ve biyolojik
degisikliklere ugradigi bulunmustur (Tholoana, 2007: 50). Su kirliliginin ciddiyeti, 1slak

islemde kullanilan su ve kimyasallarin miktarina baghdir (Laxman, 2009).

Bir boyahanedeki boya konsantrasyonu, boyanin tipine ve gergeklestirilen isleme bagl
olarak 0.01 g/L ila 0.25 g / L arasinda degisir (Reife ve Freeman, 1996: 295). Tekne boyalari
0,05-0,1 g/L (Reife ve Freeman, 1996: 295) araliginda bir konsantrasyonda kullanilirken,
indigo boyalar 0,02 g/L konsantrasyonda kullanilmaktadir (Wamburguh ve Chianelli, 2008:
2189).

Tekstil boyarmaddelerinin, bozunmasi zor olan ve aerobik bozunmaya direngli biiyiik
miktarda organik madde igerdigi bulunmustur. Ayrica anaerobik kosullar altinda kanserojen

ajanlara indirgendigi bulunmustur (Jain vd., 2003: 243).

Insanlarin tekstil boyalara maruz kalmasi, akciger ve cilt tahriglerine, bas agrilarina,
konjenital malformasyonlara ve mide bulantisina neden olmustur (Mathur vd.,2005). Tekstil
boyalarina uzun siire maruz kaldiktan sonra isgilerde bobrek, karaciger ve idrar kesesi
kanserlerinin olustugu kanitlanmistir (Lima vd., 2007). Reaktif boyalara uzun siire maruz
kaldiktan sonra isgiler tarafindan dermatit, astim, nazal problemler ve rinitin edinildigi

bulunmustur (Nilsson vd., 1993).
1.4. Tekstil Atiksu Bertarafi Standartlar:

Diinya capinda bir¢ok ¢evre koruma ajansi, insan saglifinin korunmasi ve ¢evrenin

tekstil endistrisinin neden oldugu kirlilikten korunmasiyla ilgili kurallar koymustur. Bu
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kuruluslar, atik sularin ¢evreye atilmasi konusunda belirli sinirlamalar getirmistir. Bertaraf
limitlerinin iilkeden iilkeye farklilik gosterdigi bulunmustur. Bununla birlikte, giivenli ve
saglikli bir ortam saglamak igin ara sira bu desarj limitleri tizerinde siirekli bir kontrol

tutulmalidir (Yusuf, Sonibare, 2004: 213)
1.4.1. Tekstil Atiklarinin Geleneksel Aritimi

Tekstil endiistrilerinden bosaltilan atiklar, flokiilasyon, pihtilasma ve ozonlama gibi
cesitli fiziko-kimyasal islemlere ve nitrojen, organik, fosfor ve metalin uzaklastirilmasi igin
biyolojik aritmaya tabi tutulur (Adin ve Asano, 1998: 80). Fiziko-kimyasal aritma isleminin
dezavantajlart sunlardir: (a) camur olusumu ve bertarafi ve (b) gerekli alan. Biyolojik aritma
islemlerinin dezavantajlart sunlardir: (a) atik suda mikroorganizmanin biiyimesini etkileyen
toksik agir metallerin varligi (b) kullanilan boyalarin cogu dogada biyolojik olarak pargalanmaz
ve (¢) bunun i¢in gereken uzun siire atiklarin aritilmasi. Tekstil atiklarinin aritilmasi ii¢ aritma

slirecini igerir: birincil, ikincil ve tiglincill islemler. (Chipasa, 2001: 141).
1.5. Molekiiler Markorler

Genellikle, molekiiler markor, genomik seviyedeki farkliliklarin temsilcisi olan belirli
bir DNA segmenti olarak tanimlanir. Bu belirtecler, bir 6zelligin fenotipik ifadesi ile iliskili
olabilir veya olmayabilir. Teknik, DNA'daki belirli bdlgeler i¢in popiilasyondaki bireyler

arasinda varyasyon veya polimorfizmlerin tespit edilmesini saglar (Williams, 1991: 6531).

Bu polimorfizmler, genetik haritalar olusturmak ve bir popiilasyondaki belirli
ozelliklerin ifadesinde, bu farkliliklarin 6zelligin genetik belirlenmesi acisindan dogrudan bir
etkisini gosterebilecek belirtecler arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek i¢in kullanilabilir

(Bishop vd., 1995: 62).

Molekiiler markdrler, genetik haritalama, babalik testleri, kalitsal hastaliklarla
baglantili mutant genleri saptama, c¢esitlerin tanimlanmasi, Uriinlerin marker destekli
yetistirilmesi, popiilasyon ge¢cmisi, epidemiyoloji ve gida giivenligi, popiilasyon c¢aligmalari

gibi bir¢ok farkli alanda kullanilmaktadir.

Geleneksel bir yetistirme programi, biitiin genomlarin ¢aprazlanmasini ve ardindan
cesitli segregasyon {irlinleri arasindan istiin rekombinantlarin segilmesini igerir. Gergekte,
bdyle bir prosediir zaman alici ve zahmetlidir, birkag c¢aprazlama, birka¢ nesil ve dikkatli
fenotipik se¢imi igerir ve baglant: siiriiklemesi (arzu edilmeyen lokuslarin istenen lokuslarla
sik1 baglantis1) istenen amaca ulasmayi daha da zorlastirabilir. Giinlimiizde bir¢ok bitki

yetistiricisi, 6nemli bitkilerin istenen 6zelliklerini kanitlamak ve tanimlamak i¢in molekiiler
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belirtegler kullanmaktadir. Cesitli bitki arastirmacilari, genetik polimorfizmi ve baglanti

haritalar1 yapisini incelemek igin molekiiler belirtegler kullanirlar (Schulmann, 2007: 317).

Morfolojik ve biyokimyasal belirteglere kiyasla molekiiler belirteglerin birgok avantaji
vardir. Ornegin, morfolojik belirtecleri molekiiler belirteclerle karsilastirirken, bu tiir
belirteglerin ifadesi hem baskin-resesif iliski hem de epistatik-pleiotropik etkilesimden
etkilenir. Bu tiir belirte¢lerin kullanimi, morfolojik 6zellikler kullanilarak germplazmlar
arasindaki genetik varyasyonun incelenmesi emek ve zaman alic1 oldugu i¢in elestirilmistir

(Cooke 1984: 59-60).

DNA polimorfizmini tahmin etmek igin gesitli tipte molekiiler markorler kullanilir.
Temelde bu markorler; hibridizasyon tabanli markaorler ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
tabanli markorler olarak siniflandirilir. (Saiki vd., 1988: 487).

Hibridizasyon tabanli markor tekniklerine 6rnek olarak; RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism/Sinirli Parga Uzunluklar1 Polimorfizmi), PCR tabanli markor
tekniklerine ise; SSR (Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler veya Mikrosatelitler),
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA/Rastgele Cogaltilmis DNA Polimorfizmi),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism/Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi),
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler Arast Polimorfizm) verilebilir
(Botstein vd., 1980).

Bazi farkli molekiiler markor tiirlerinin karsilastirilmasi Tablo 1.3.’te verilmistir. Teknik

gereksinimlere gore bazi molekiiler markorlerin siniflandirmast Tablo 1.4.’te verilmistir.

Tablo 1.3. Bazi farkli molekiiler markor tiirlerinin karsilastirilmas: (Devam ediyor).

Tiirii Avantajlari Dezavantajlar: Teknikler
Hedefin sekans bilgisine Maliyetli ve Zaman
ihtiya¢ duymaz Tiiketen
Hibridizasyona dayali -
Es-baskin Izotoplar kullanilir
DNA markérleri RFLP
Biiyiik miktarlarda
Cevresel faktorlerden yiiksek molekiiler
etkilenmez agirlikli DNA gerektirir
Otomatiklestirmek zor
. Diisiik miktarlarda DNA Pahali Ekipman
PCR'ye dayali DNA gerekir gerektirir SSR
markorleri
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Tablo 1.3.”iin devami

PCR'ye dayali DNA
g Hizli ve kolay analiz Sekans bilgisi gerektir AFLP
markdrleri
PCR'ye dayali DNA Yiiksek dogruluk,
R Primer tasarimi kolay,
markorleri RAPD
Zaman tasarrufu, Diisiik
miktarlarda DNA gerekir
. Yiiksek dogruluk, Diigiik
PCR'ye dayali DNA miktarlarda DNA
markorleri gerekir, ISSR
Diisiik biitge, Zaman
tasarrufu, Kolay analiz,
PCR'ye dayali DNA Cevresel faktorlerden
. . . SNP
markdrleri etkilenmez

Kaynak: (Mishra vd.,2019:96-97)

Tablo 1.4. Teknik gereksinimlere gore bazit molekiiler markorlerin siniflandirmasi

Marker Restriksiyon PCR Spesifik Jel DNA miktar
Tiirleri Enzimi Primer
RFLP + - - + -
RAPD - + - + Diisiik
AFLP + + - + Orta
ISSR - + - + Diisiik
Microsatellite - + + + Diisiik

Kaynak: (Mishra vd.,2019:98)

1.5.1. Hibridizasyona Tabanh Molekiiler Markorler

Hibridizasyon tabanli markdrlerde DNA profilleri, restriksiyon endoniikleaz enzimleri
kullanilarak DNA fragmaninin elde edilmesi ve bilinen sekansin elde edilen DNA
fragmanlarmin spesifik olarak baglanabilen bir proba hibridize edilmesiyle gorsellestirilir
(Saiki vd., 1988: 487).

1.5.2 PCR Tabanh Molekiiler Markorler

Spesifik DNA sentezi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknolojisinin icadindan
bu yana, goriiniir basitligi ve yliksek basar1 olasiligi nedeniyle PCR teknigine dayali molekiiler
12



markorlerin tiretimi i¢in ¢ok sayida aragtirma yapilmistir (Mullis ve Faloona., 1987: 350).
RAPD ve AFLP durumunda oldugu gibi rastgele primerler, bu molekiiler belirteclerin g¢esitli
gerekgelerde kullanimini kolaylastiran PCR i¢in daha 6nceki sekans bilgilerinin kisitlamasinin

istesinden gelmek i¢in kullanilir (Nandani ve Thakur., 2014: 6).

PCR, amplifiye edilmek istenen gen dizisinin iki ucuna 6zgii primerler kullanilarak, bu
bolge DNA’sinin in-vitro olarak sentezlenmesi islemidir. PCR reaksiyonunda kullanilan temel
bilesenler kalip DNA (template), primerler, niikleotidler (dNTP), DNA Polimeraz Enzimi,
Tampon ¢ozelti (Buffer) ve Magnezyumdan (MgCI2 veya MgSO4) olusmaktadir. Temelde bir
PCR reaksiyonu (Sekil 1.2)’de verilmistir.

30 - 40 déngii, 3 adim

mw%wwmﬂﬂb s 1-1;:1: :[:narﬁ:as}-'nn

g

3' 2. Adun: Baglanma

| I
5 % 45 saniye 54 °C
5 a1 '
b o ; g
dii I il | .

EN lir I I | Foward ve Feverse
primetlerin balanmas:

by | I T »
- 3. Admm: Uzama
ST NS T sl s
T | "’x_l "HM‘, - T |~ -~ s
LN I R | 2dk 72°C
- I | \[ S,

B T
"J.I
. | | 5

Sekil 1.2. PCR reaksiyonu
Kaynak: (Vierstraete, 1999)
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RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA/Rastgele cogaltilmis DNA
polimorfizmi)

RAPD (Rastgele Arttirtlmis Polimorfik DNA, Randomly Amplified Polimorphic
DNAS) ilk kez 1990 yilinda rastgele belirlenmis primerlerin kullanildig1 ve PCR baz alan bir

yontem olarak kullanilmaya baglanmistir (Botstein vd., 1980). Yakin tarihlerde baska bir
calisma grubu tarafindan ¢alisilmis ve AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR) olarak
adlandirilmistir (Brooks vd., 2010). 1991 yilinda ise bu yontemle ayni ¢alisma prensibine
dayanan ancak farkli olarak 10 niikleotitden daha kisa primerlerle daha karmasik DNA
parmakizi profili goriintilenen DAF (DNA Amplification Fingerprinting/ DNA
Amplifikasyonu Parmak izi) olarak adlandirilan diger benzer bir ydntem yayilanmistir
(Brown, Epifanio., 2003: 458).

RAPD tekniginin temel c¢alisma prensibi, ilgili model organizmaya ait genomik
DNA’da rastgele se¢ilmis, tek bir 9-10 bp oligoniikleotid primerin, diisiik baglanma
sicakliklarinda rastgele bir bigimde baglanarak PCR ile amplifiye edilmesidir. Y&ntemin ileriki
asamasinda amplifikasyon triinii jel elektroforezinde yiiriitiliir ve amplifiye trtinleri bantlar
elde edilerek goriintillenir. Elde edilen bu bantlar, varhigi veya yokluguyla analiz
edilebilmektedir (Brooks vd., 2010). RAPD tekniginin calisma prensibi (Sekil 1.3)’de

verilmistir.
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Sekil 1.3. RAPD tekniginin ¢aligma prensibi
Kaynak: (Vierstraete, 1999: 107)

Diger bazi markor yontemleriyle karsilastirildiginda RAPD yonteminin en biiyiik
avantaji ¢alisilan model organizmanin gen dizileriyle ilgili bir 6n bilgi gerektirmemesidir. PCR
amplifikasyonunda c¢alisilan biitin Organizmalar ig¢in ayni oligoniikleotid primer dizisi
kullanilabilmektedir (Brooks vd., 2010). Bir primerle, birbirinden farkli organizmalarin
genomik DNA’lart farkli oldugu i¢in baglanan RAPD markorleride farkli olacaktir (Litt ve
Luty., 1989: 397). Bu farklilik model organizmalarin ayrilmasinda ve karsilastirilmasinda fayda
saglamaktadir. Bununla beraber, ¢ok¢a zaman gerektiren radyoaktiviteye, Southern transferlere
veya DNA hibridizasyonuna ihtiya¢ duyulmadan jel gorintiisii elde edilerek analiz
edilebilmektedir. RAPD markorlerinin sayisi sinirsizdir. Kullanilan oligoniikleotid primerlerin
sayisi arttirildik¢a elde edilen bant sayisi da artacaktir. Bu nedenle birbirine benzer
organizmalarin karsilastirilmasinda izozimden daha etkilidir (Chakraborty, 1981: 461). Bazi
arastirmacilar kodominant datalar gerektirmeyen sistematik ¢alismalarda RAPD markérlerin
giiclii bir bigimde tercih edildigini séylemektedir (Chow vd., 1993: 620).

RAPD yonteminin bazi dezavantajlarida bulunmaktadir. RAPD yontemi ¢alisma
acisindan kolay olmasina ragmen, markorleri dominanttir ve heterezigotlar tanilamak oldukca

giictiir (Chakraborty, 1981: 461). Elde edilen datalarin tekrarlanabilirligi, ¢ok fazla degiskene
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bagli oldugundan azdir. Bu nedenle yontemin karsilastirmali analizlerden 6nce optimizasyonu
oldukga 6nemlidir (Crawford, 1989: 205).

ISSR (Inter simple sequence repeat/Basit tekrarll diziler arasit polimorfizm)

ISSR markérleri birbirine ¢ok yakin ve karsilikli olarak konumlanmis tekrar bolgeleri
arasinda bulunan ortalama 100-3000 bg biiyiikliigiindeki DNA pargalaridir. PCR tabanli bu
yontem Zietkiewicz vd., (1994) tarafindan gelistirilmistir.

ISSR'ler, mikrosatellitlerin genler aras1 bolgeleri olarak tanimlanir ve ISSR markérlert,
polimorfizm ¢alismalarinda molekiiler markorler olarak kullanilir. Bir genomun binlerce
yerinde olusan mikrosatellitler, belirli bir dzellikten sorumlu bir genin veya mutasyonun yerini
belirlemek i¢cin DNA profillemesi, genetik gesitlilik, genetik baglant1 analizi ve markor destekli
seleksiyon (MAS) calismalarinda yaygin olarak kullanilir. Ayrica, yiikksek polimorfizm oranlari
nedeniyle filogenetik ¢alismalarda (Nagy vd., 2003: 110) ve spesifik olmayan taksonlar, gruplar
ve bireyler arasindaki yakinligi 6lgmek (Fritz vd., 2005: 389) i¢in de kullanilmaktadirlar.
Temelde ISSR-PCR amplifikasyonu Sekil 1.4."te verilmistir.

’ 2
Kisa tekrarlanan diziler ieren primer le PCR o ISSR primer Yy
amplifikasyonu l'l Genomik DNA m\
, v
)
1
| | ‘

1 2 3

Ornekler

Jel Elektroforezi

Sekil 1.4. ISSR primeri kullanarak PCR amplifikasyonu
Kaynak: (Wei ve Tan., 2015: 31)
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1.6 Genotoksisite

Genotoksisite yani genetik toksikoloji, toksikolojinin bir alt dalidir. Genotoksisite
organizmalarin biyolojik isleyisleri sirasinda fiziksel, kimyasal ya da biyolojik etmenlerin
sebep oldugu DNA iizerindeki degisimlerin incelendigi bilim dalidir (Mural, 2005: 115).

Genotoksisite; hiicre ¢ekirdegi, kromozomlar ve DNA iizerinde olusan DNA eklentileri,
DNA kiriklari, genlerin yapisinda meydana gelen mutasyonlar, kromozom anormallikleri,
klastojenite ve andploidi gibi hasarlarin tamanini igerisine alan genel bir bilim dalidir. DNA
veya genomun Kkopyasmin olusmasini saglayan enzimlerle etkilesebilen ve mutasyona
sebebiyet veren genotoksik maddelerin DNA’da hasara sebep olmasi veya DNA yapisinda
degisimlere yol agmasi ise genotoksik etki olarak isimlendirilmektedir (Mortelmans ve Rupa,
2004: 379).

DNA iizerinde degisimlere sebep olan mutajenler, bu etkiyi dogrudan, ya da protein
yapilarina baglanarak dolayli yollarla gosterirler. Mutajenlerin DNA {izerinde sebep oldugu bu
hasarlar doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve bazi genetik ve multifaktoryal hastaliklara
sebep olmaktadir (Kirsch vd., 2003: 63). Genotoksinlerin DNA {izerindeki etki mekanizmasi

ve sonuclart Sekil 1.5.’te verilmistir.

-~ "f-— T -~
(GENOTOKSINLER

'
| Mzotk I l Hucre Dénguisi
12 Iphilen [, ,r”éj

K ontrol Noktalan

L

| DNA Onanm Hatalan |
Mutasyonlar

Apoptoz

|

'wne'x} K arvm.hkl

//\\

. Genetik ve Multifaktoryal
Y aslanm Ir.temht- e
Yagl J [ Canser ‘ Hastabklar

Sekil 1.5. Genotoksinlerin DNA iizerindeki etki mekanizmasi ve sonuglari

Kaynak: (Sekeroglu ve Sekeroglu 2011: 222)
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Genotoksisite ve karsinojenite iliskisi hakkinda bir¢ok c¢alisma yapilmis ve
organizmalar i¢in karsinojen etkiye sahip ¢ok sayida bilesigin genotoksik etkisi oldugu tespit
edilmistir. Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik etkileri arasinda siddetli bir
benzerligin oldugunun belirlenmesi, genotoksisite testlerinin ¢esitli endiistriler tarafindan
kimyasal maddelerin Kkarsinojenik etkilerinin ortaya konulmasinda tarama testleri olarak

kullanilmasi gerekliligini ortaya koymustur (Althoff vd., 2007: 477)

Yaygin olarak kullanilan bazi genotoksisite testleri arasinda Ames testi ve Comet testi
ornek olarak verilebilir. Sitotoksik testlere Ornek olarak mitoz indeksi testi verilebilir
(Sekeroglu ve Sekeroglu 2011: 223).

1.6.1. Mitotik Indeks (MI)

Mitoz indeksi organizmalarin tamami i¢in toksik etkinin arastirilmasinda siklikla
kullanilmaktadir. Toksik etkiye sahip maddeler genellikle mikrotiibiil olusumunu inhibe ederek
anormal mitoz olusumana neden olurlar. Arastirmacilarin birgogu olusan anormal hiicre
yapilarini; C-mitoz, multipolar anafaz ve yapigskanliklar gibi ig ipligi formasyonunun

inhibisyonuyla iliskilendirmektedir (Chandra vd., 2005: 46).

Toksik etkiye sahip tekstil boyalari ig iplikleri formasyonunun inhibisyonuna neden
olmaktadir ve bunun sonucunda C-mitoz meydana gelmektedir. Bu sebeplere bagli olarak
poliploidi ve andploidi olusmaktadir. Ig ipliklerinin tamamen pargalanmasi Ssonucu
multipolaranafaz meydana gelirken, ig ipligi olusumunun kismen engellenmesi sonucu kalgin
kromozomlar ve bu sebebin meydana getirdigi mikronukleuslar olugmaktadir.
Mikronukleuslar, normal ig ipliginin islevini gergeklestirememesiyle olusan asentrik

kromozom fragmentlerinin bir tiriintidiir (Chandra vd., 2005: 46).

Mikronukleuslarin, genotoksik ajanlarin in vivo ve in vitro potansiyellerini belirlemede
onemli bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir. Mikronukleuslarin sonraki mitotik
boliinmelerde andploid ve poliploid hiicrelere yol agtigini ve bdylece mutasyonlara sebep

oldugunu bildirmislerdir (Chauhan vd., 1989: 26).
1.6.2. Genotoksikoloji Calismalarinda Allium cepa’nin 6nemi

Misir sogani, sogan, arpacik sogani gibi pek cok geleneksel isimle bilinen Allium cepa,

Alliaceae familyasina aittir. 2n=16 kromozom sayina sahiptir.
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A. cepa, genotoksikoloji ¢alismalart i¢in kullaniminin bir¢ok avantaji vardir, duyarhdir,
manipiile edilmesi kolaydir, hizli yanit biyoanalizordiir, ucuzdur ve bu tiir ¢calismalar igin

memeli hiicrelerini kullanan modellerle iyi bir korelasyondur (Moyeni, 2013: 241).

Temin edilmesi kolay bir bitki tiirii olan A. cepa ucuz ve kolay yetistirilebilirligiyle
genetik  toksisite c¢alismalarinda ¢okga tercih edilmektedir. A. cepa’nin taksonomik

siiflandirilmasi Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 1.5. Allium cepa’nin taksonomisi

Taksonomi Derecesi Taksonomik Adlar
Simf Monocotyledons
Superorder Liliiflorae
Order Asparagales
Familya Alliaceae
Tribe Alliae
Cins Allium
Tiir Aliium cepa

Kaynak: UniProt (2020)
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2. MATERYAL ve METOD
2.1. Materyal
2.1.1 Bitkisel Materyal

Bu ¢alismada model organizma olarak ticari sogan, Allium cepa kullanilmistir.

Sekil 2.1. 12 giinliikk A. cepa

2.2. Metod
2.2.1. A. cepa Orneklerinin EKimi

Allium cepa 6rneklerinin ekimleri yapilip 12. giinde kok uzunluklart 3-6 cm uzunluguna
geldiginde ornekler toplanmistir. Ekimi yapilan A. cepa drnekleri Sekil 2.3, Sekil 2.4. ve Sekil

2.5’te verilmistir.
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Sekil 2.3. Ekimi yapilan A. cepa 6rnekleri (12.giin)

21



Sekil 2.4. Allium cepa (12.giin)
2.2.2. A. cepa Koklerinin Reaktif Red 195 Muamelesi

Reaktif Red 195 tekstil boyasindan Tablo 2.1°de gosterilen konsantrasyonlar i¢in SOml
stok hazirlandi. DNA izolasyonu ve mitotik indeks ¢alismalari i¢in 1 kontrol grubu ve 3’erli

gruplar halinde toplam 19 adet 50cc’lik falkon tiipii hazirlandi ve numaralandirildi.

Hazirlanan stoktan 6nceden hazirlanan ve numaralandirilan 50cc’lik falconlara Tablo
2.1.’deki konsantrasyonlar sirasiyla dagitildi ve 50 ml’ ye saf su ile tamamlandi. A. cepa
koklerine muamele edilen RR195 boya konsantrasyonlari, muamele saatleri ve tiiplerin

numaralandirilmalar1 Tablo 2.2.’da verilmistir.

Tablo 2.1. Kullanilan RR195 konsantrasyonlar1

RR195 Konsantrasyonlari RR195 Stogundan Aktarilan Miktar
5 mg/L (5 ppm) 250 ul
10 mg/L (10 ppm) 500 ul
50 mg/L (50 ppm) 2.5 ml
75 mg/L (75 ppm) 3.75 ml
100 mg/L (100 ppm) 5ml
150 mg/L (150 ppm) 7.5 ml
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Tablo 2.2. A. cepa koklerine muamele edilen RR195 boya konsantrasyonlari, muamele saatleri ve tiiplerin

numaralandirilmalari
Reaktif red 195 konsantrasyonu Reaktif red 195 konsantrasyonu
5 ppm 10 ppm
Reaktif red 195 muamele siireleri  (Ornek | Reaktif red 195 muamele siireleri  (Ornek
numarasi/saat) numarasi/saat)
(A1/24) (A2/48) (A3/72) (B1/24) (B2/48) (B3/72)
Reaktif red 195 konsantrasyonu Reaktif red 195 konsantrasyonu
50 ppm 75 ppm
Reaktif red 195 muamele siireleri  (Ornek | Reaktif red 195 muamele siireleri  (Ornek
numarasi/saat) numarasi/saat)
(C1/24) (C2/48) (C3/72) (D1/24) (D2/48) (D3/72)
Reaktif red 195 konsantrasyonu Reaktif red 195 konsantrasyonu
100 ppm 150 ppm
Reaktif red 195 muamele siireleri  (Ornek | Reaktif red 195 muamele siireleri  (Ornek
numarasi/saat) numarasi/saat)
(EL1/24) (E2/48) (E3/72) (F1/24) (F2/48) (F3/72)

Omekler kokleriyle birlikte nazikce topraktan cikarilip RR195 konsantrasyonlari

dagitilan falkon tiiplere konuldu ve tiiplerin alt kisimlarina 151k gelmeyecek sekilde aliiminyum
ile sarilip 24/48/72 saatlik muameleye birakildi. 24/48/72 saat RR195 tekstil boyasinin

muamele edildigi A. cepa drneklerinin goriintiisii Sekil 2.6’da verilmistir.

Sekil 2.5. 24/48/72 saat RR195 tekstil boyasinin muamele edildigi A. cepa ornekleri
Mitotik indeks i¢in Etil Alkol/Glasiyel asetik asit (3/1) oraninda fiksatif hazirlandu.

Mitotik indeks i¢in her Ornege eppendorf tiip hazirland1 ve iizerlerine hazirlanan

fiksatiften 1’er pl konuldu.

Muamele edilen A. cepa kokleri sirasiyla nazikge ¢ikarilip kok uglarindan yaklasik 0,5

cm kesilip mitotik indeks i¢in hazirlanan eppendorf tiiplere konuldu. Govde kismi ise DNA
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izolasyonu i¢in aliiminyum folyalara sarildi. Ornekler bir sonraki ¢alismaya kadar -20 °C’de

muhafaza edildi.

2.2.3. DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu EURx DNA Purification Kit ile protokoliine uygun yapilmuistir.

R/
L X4

Ekstraksiyon sonunda saf elde edilecek kalip DNA 6rnekleri igin eppendorfler
hazirlanip numaralandirildi.

Calismadan 6nce su banyosu 65 °C’ye ayarlandi.

Calisma kolonlarini aktive etmek igin 40 pl Buffer P konuldu.

A. cepa govdeleri -20 °C’den cikarilip azotla 6giitildii.

Azotla ogiitiilen her bir 6rnek i¢in eppendorf tiipler hazirlanip numaralandirildi.
Azotla ogiitiilen kok oOrnekleri pipet ucuyla dikkatlice alinip hazirlanan
eppendorflere sirasiyla konuldu.

Kolonlar hazirlanip her bir 6rnek i¢in numaralandirildi.

Azotla dgiitiilen her bir 6rnege 400 ul Lyse P konulup lizis asamasi yapildi.
Uzerlerine sirasiyla 2,511 RNase ve 7ul proteinaz K eklendi.

Ornekler su banyosuna konulup 65 °C’de 30 dk bekletildi. Bu asamada 5 dk’da
bir 6rnekler alt st edildi.

Her bir 6rnege 130 pl Buffer AC eklendi ve yavasca alt iist edilip ornekler buzda
5 dk bekletildi.

2 ml’lik eppendorf igerisindeki lizat1 10 dk 15000 g’de santrifiij edildi.

Her 6rnegin 400 pl slipernatant’1 yeni bir tiipe aktarildi.

Buffer Sol P’den her bir 6rnege 350 pul eklendi.

%96’lik etanolden her bir 6rnege 250 pl eklendi ve tiipler birkag kez alt iist edildi
ve Ornekler 1 dk 14000 g’de santrifiijlendi.

Stipernatantlarin 600 pl’si 6nceden hazirlanan spin kolonlarina konuldu ve 1 dk
14000 g’de santrifiijlendi.

Spin kolonlar1 alinip toplama tiiplerindeki sivi bosaltildi ve kolonlar tekrardan
tiiplere yerlestirildi.

Spin kolonuna her bir 6rnek i¢in 500 pl Buffer Wash PX eklendi ve 1 dk 14000
g’de santrifiijlendi.

Spin kolonu alinip toplama tiiplerindeki siv1 bosaltildi ve spin kolonlar1 tekrar

yerlestirildi.
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%+ Spin kolonuna her bir 6rnek i¢in 500 ul Buffer Wash PX eklendi ve 2 dk 14000
g’de santrifiijlendi.

¢ Spin kolonu alip ¢alismanin basinda hazirlanan kalip DNA’larin bulunacagi
tiiplere konuldu. Uzerlerine her bir érnek i¢in 150 ul Elution Buffer kolonlarin

tam ortasindan eklendi ve ornekler oda 1sisinda 3 dk inkiibe edildi.

X/
°

Ornekler 1 dk 14000 g’de santrifiijlendi ve spin kolonlar1 atilip toplama tiipiinde
kalan DNA ileriki ¢alismalar i¢in 2-8 °C’de saklandi.

Bu ¢alismada, 1 kontrol ve 18 RR195 ile muamele edilmis A. cepa koklerinden
toplamda 19 6rnek izole edilmistir ve izole edilen DNA 6rnekleriden 5 pl alinarak %0,8'lik 80
ml agaroz jelde 90 volt'ta 35 dk. yiiriitilmis ve ileriki uygulamalar igin DNA varligi kontrol

edilmistir.
2.2.4. Spektrofotometre ile DNA Konsantrasyonu, Saflik ve Kalite Tayini

Izolasyonu tamamlanan genomik DNA materyallerinin PCR asamasi icin kullanimina

geemeden Once saflik derecelerinin ve kalite miktarlarinin dlgiilmesi gerekmektedir.

Genomik DNA materyallerinin Nanodrop Spektrofotometre cihazinda 260 ve 280 nm
dalga boylarinda okumasi yapilmis, nanogram veya mikrogram cinsinden saflik ve miktarlar
tespit edilmistir. Bu 6l¢iimlerde izolatlarin DNA peletleri, DNA izolasyonu sirasinda Elution
Buffer ile ¢ozdiiriildiigii i¢in kor olarak Elution Buffer kullanilmistir. Olgiimlerde 260 ve 280
nm dalga boyundaki 1.8'den biiyiik 6l¢iim sonuglart PCR asamasi i¢in uygun goriilmiistiir.
Spektrofotometre'de okunan degerler ile DNA miktari= OD260 x diliisyon katsayisi x 50ul/ml

formiilii kullanilarak DNA miktar1 saptanmustir.
2.2.5. ISSR-PCR ve RAPD-PCR i¢in Kalip DNA Hazirhg

Genomik DNA'lardan %2'lik ¢alisma soliisyonu hazirlanmigtir. DNA miktar1 pl'de 2 ng
DNA olacak sekilde genomik DNA'lar steril distile su ile seyreltilmistir.

2.2.6. ISSR-PCR Analizleri

Bu calismada 5 adet ISSR primeri kullanilarak, herbir primer i¢in 6rneklerin tamamina

PCR yapilmistir.
2.2.7. ISSR-PCR Hazirh@ ve Kosullar:

Kullanilan ISSR primerlerinin Genomik DNA’ya PCR sirasinda uygun kosullarda
baglanabilmesi i¢in baglanma sicakliklar1 (A+T baz sayilar1) x 2 °C + (G+C baz sayilari) x 4
°C = TA °C formiille hesaplanmistir.
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ISSR primeri, Sentromer (Istanbul, Tiirkiye) firmasindan temin edilmis ve bu ¢calismada

kullanilmistir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Caligmada kullanilan ISSR primer bilgileri.

Primer Kodu Primer Dizisi Ta°C Sonug¢
ISSR-01 AGAGAGAGAGAGAGAGG 52,8 +
ISSR-02 GAGAGAGAGAGAGAGAT 48,4 -
ISSR-03 GTGTGTGTGTGTGTGTC 50,8 -
ISSR-04 ACACACACACACACACC 50,8 -
ISSR-06 GAGAGAGAGAGAGAGAC 50,8 -
ISSR-07 GACAGACAGACAGACA 47,2 +
ISSR-09 GGATGGATGGATGGAT 47,2 -

ISSR-309 GAGAGAGAGAGAGAGAA 47,2 +
ISSR-310 AGAGAGAGAGAGAGAGG 47,2 +
ISSR-312 ACACACACACACACAC 47,2 -

ISSR-PCR reaksiyonlar1 her 6rnek i¢in 25ul’lik hacimde yapilmistir. Reaksiyon igerigi
Cizelge 2.2.de verilmistir.

Cizelge 2.2. Kullanilan ISSR-PCR bilesenleri ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
H.0 14.8ul
10X Taq Buffer 2.5ul (1x)
25mM MgCI2 1.5ul (2.5uM)
2.5mM dNTP 2ul (2.5pM)
2.5mM Primer 2ul (2.5uM)
Kalip DNA 2ul(4ng)
Taq Polimeraz 0.2ul
Toplam 25ul
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ISSR-PCR reaksiyonlar1 i¢in 96-Well Thermal Cycler cihazi kullanilmigtir. PCR

reaksiyonunun kosullar1 Cizelge 2.3.’de verilmistir.

Cizelge 2.3. ISSR-PCR reaksiyon protokolii.

Asamalar Dongii Sayisi Sicakhik Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 1 95 4 dk.
Denatiirasyon 94 45 sn.
Baglanma 45 47.2-52.8 45 sn.

Uzama 7?2 90 sn.

Final Uzamasi 72 7 dk.

2.2.8. Agaroz jel elektroforezi ile ISSR-PCR iiriinlerinin yiiriitiilmesi

Elde edilen ISSR-PCR iiriinleri yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell Promo) ile

%1,2'lik agaroz jel’de yiirttilmustiir.

Agaroz jeller 5X TBE stok tamponunun seyreltilmesi ile elde edilen 0.5X TBE tamponu
ile hazirlanmigtir. Erlen igersinde 0.5X TBE tampon ve %1,2'lik agaroz kaynatildi. Jel
katilagmadan 6nce 10X'lik 7 pl etidyum bromid ilave edilerek karistirildi ve jel tablasina
nazikce dokiildii. Bant biiyiikliiklerinin belirlenmesi i¢in her jelde ilk kuyucuklara 100 bg¢'lik
DNA ladder yiiklenmistir Sekil 2.7. PCR iiriinleri her bir kuyucuga 9 pl 6érnek 1 pl ylikleme
tamponu olmak tizere 10 pl yiiklenmis ve 90 V'ta 70 dk. yuriitiilmiistiir.

2.2.9. RAPD-PCR Analizleri

Bu calismada 5 adet RAPD primeri kullanilarak, herbir primer ¢ifti i¢in 6rneklerin

tamamina PCR yapilmistir.
2.2.10. RAPD-PCR Hazirhg: ve Kosullari

Kullanilan RAPD primerlerinin Genomik DNA’ya PCR sirasinda uygun kosullarda
baglanabilmesi i¢in baglanma sicakliklar1 (A+T baz sayilar1) x 2 °C + (G+C baz sayilar) x 4
°C =TA °C formiille hesaplanmigstir.
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RAPD primeri, Sentromer (Istanbul, Tiirkiye) firmasindan temin edilmis ve

calismada kullanilmistir (Cizelge 2.4.).

Cizelge 2.4. Calismada kullanilan RAPD primer bilgileri.

Primer Kodu Primer Dizisi Ta°C
RAPD-P5 CTGCGACGGT 32
RAPD-P11 GGCCGATGAT 32
RAPD-P13 ACCGGCTTGT 32
RAPD-P14 CAGCACTGAC 32
RAPD-P16 TGGTGGCCTT 32
RAPD-P17 GTAGCACTCC 32

bu

RAPD-PCR reaksiyonlar1 her 6rnek i¢in 25 pl’lik hacimde yapilmistir. Reaksiyon

igerigi Cizelge 2.5.’te verilmistir.

Cizelge 2.5. Kullanilan RAPD-PCR bilesenleri ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
H20 12.3ul
10x Taq Buffer 2.5ul (1x)

25mM MgCI2 1.5ul (2.5uM)
2.5mM dNTP 2ul (2.5uM)
2.5mM Primer 2ul (2.5uM)
Kalip DNA 4ul (4ng)
Tag Polimeraz 0.2ul
Toplam 25ul

RAPD-PCR reaksiyonlart i¢in 96-Well Thermal Cycler cihazi kullanilmistir. PCR

reaksiyonunun kosullar Cizelge 2.6.’te verilmistir.
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Cizelge 2.6. RAPD-PCR reaksiyon protokolii.

Asamalar Dongii Sayisi Sicakhik Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 1 95 4 dk.
Denatiirasyon 94 45 sn.
Baglanma 45 32 45 sn.

Uzama 7?2 90 sn.

Final Uzamasi 72 7 dk.

2.2.11. Agaroz jel elektroforezi ile RAPD-PCR iiriinlerinin yiiriitiillmesi

Elde edilen RAPD-PCR iiriinleri yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell Promo) ile

%1,2'lik agaroz jel’de yiiriitiilmiistir.

Agaroz jeller 5X TBE stok tamponunun seyreltilmesi ile elde edilen 0.5X TBE tamponu
ile hazirlanmistir. Erlen igersinde 0.5X TBE tampon ve %1,2'lik agaroz kaynatildi. Jel
katilagmadan once 10X'lik 7 pl etidyum bromid ilave edilerek karistirildi ve jel tablasina
nazik¢e dokiildii. Bant biiyiikliiklerinin belirlenmesi igin her jelde ilk kuyucuklara 100 bg'lik
DNA ladder yiiklenmistir Sekil 2.8. PCR {irtinleri her bir kuyucuga 9 pl 6rnek 1 pl yiikleme
tamponu olmak tizere 10 pl yiiklenmis ve 90 V'ta 70 dk. yiiriitilmistiir.
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DNA Mass Base Pairs

(ng/5pl)
40 — 3,000
70 — 1,500
8 = 480
4 — 800
30 — 700
30 — 600
90 500
40 — 400
30 — 300
40 — 200
40 — 100

1.5 % TAE agarose gel

Sekil 2.6. 100bp plus DNA ladder marker

2.2.12. Mitotik indeks

Mitotik indeks analizi i¢in farkli boya dozlarina maruz birakilan kok ucu 6rneklerinde
boliinen ve bdliinmeyen hiicrelerden her bir 6rnek i¢cin 500 hiicre sayilmistir. Hiicre sayimlari
10X’lik ve 40X’lik objektiflerde yapilmistir. Mitotik indeksin belirlenmesi i¢in; Mitotik indeks
(%) = (Boliinen hiicre sayist / Toplam hiicre sayisi) x 100 (Kanev vd., 2017: 113) formiilii
kullanilmistir.

R/

% Mitotik indeks i¢in fikse edilen kok ucu ornekleri hiicre c¢ekirdeklerinin
boyanmasi amaciyla, ayri1 ayr1 lameller iizerinde 15 dk aseto-orcein boyasina ve

5 dk 1s1ya maruz birakildi ve ezme preparat hazirlandi.
2.2.13. istatistiksel Analiz

Mitotik indeks verilerinin istatistiksel analizi i¢in 5 ppm, 10 ppm, 50 ppm, 75 ppm, 100
ppm ve 150 ppm dozlarma maruz birakilan A.cepa kok ucu ornekleri, bu doz farkliliklarina
gore gruplandirilmis ve bu gruplarin ortalama ve standart sapmalari elde edilmistir. Ortalamalar
arasindaki istatistiksel anlamlilik Tek yonli varyans analizi (ANOVA) kullanilarak Excel
programinda gergeklestirilmis ve istatistiksel olarak (p<0.05) degeri anlamli kabul edilmistir
(Basu vd., 2019).
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu Sonucu Spektrofotometre ile DNA Konsantrasyonu, Saflik ve
Kalite Tayini

Bu ¢alismada DNA izolasyonu i¢in EURX DNA Purification Kit’i kullanilmistir. Elde
edilen genomik DNA materyallerinin Nanodrop Spektrofotometre cihazinda 260 ve 280 nm
dalga boylarinda okumasi1 yapilmig, nanogram veya mikrogram cinsinden saflik ve miktarlari

tespit edilmistir. Elde edilen konsantrasyonlar Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. A. cepa koklerinden elde edilen DNA miktar1 ve safliklari.

Ornekler DNA miktar1 (ng/ml) DNA safhg:
(0d260/280)

K 94,31 188
Al 91,92 181
A2 101,55 1.90
A3 86,63 185
Bl 145,20 103
B2 87,32 102
B3 123,23 196
¢l 125,27 182
c2 108,98 103
c3 95,19 192
D1 111,67 1.90
D2 91,56 189
D3 67,62 192
El 52,59 201
E2 88,52 105
E3 47,00 207
FL 68,11 200
F2 27,40 207
F3 59,67 202
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3.2. ISSR-PCR Sonuclari

Farkli dozlara maruz birakilan A. cepa koklerinin genotoksik etkilerini gorebilmek igin

yapilan ISSR-PCR ¢alismalarinin jel gortintiileri Sekil 3.1., Sekil 3.3., Sekil 3.5. ve Sekil 3.7.’de
verilmistir.

ISSR-PCR ¢alismalarinin bant profilleri, Sekil 3.2., Sekil 3.4., Sekil 3.6. ve Sekil 3.8.’de
verilmigtir.

ISSR-PCR ¢aligmalarinin bant profillerine bagh olarak elde edilen dendogram, Sekil
3.9.°da verilmistir.

ISSR-PCR g¢aligsmalariin Jaccard benzerlik matrix’i Sekil 3.10.’da verilmistir.

| G LVl 4 Ll S0 15 0L o (O G ULl D)/ e DR ] B ) 2077 i 120l 1 S o T 15

Sppm Sppm  Sppm  10ppm  10ppm 10ppm 0ppm 0ppm  0ppm TSppm Tippm TSppm  100ppm 100ppm 100ppm 150ppm 150ppm 150 ppm

hazet
s
L]
&
e
i

Sekil 3.2. ISSR-01 primerinden olusan bant profilleri.
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AZS AT BT D2 RIS S T2 O3 DT y D3 EIT"TE2 B3R
Sppm  Sppm  Sppm  10ppm 10ppm 10ppm S0ppm  S0ppm

F2 F3
Tippm 100ppm 100ppm 100ppm 150ppm 150ppm 150 ppm

Sekil 3.3. ISSR-07 primerinin jel goriintiisii. M: Markér, K: Kontrol.

PN 222

1
i

Sekil 3.4. ISSR-07 primerinden olusan bant profilleri.

ALTAT AR BINS BIW G )63 DI D2 Bl B2 B3 Fl R OB
jppm Sppm  10ppm  10ppm 10ppm 0ppm  S0ppm  0ppm Tippm TSppm  Tippm  100ppm 100ppm 100ppm 10ppm 150ppm 10ppm

¢

Sekil 3.5. ISSR-309 primerinin jel goriintiisii. M: Markor, K: Kontrol.
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Sppm

Sekil 3.6. ISSR-309 pr1rner1nden olusan bant proﬁllerl

AR M Bl OB S - 0 ~
Sppm  Sppm  10ppm 10ppm L0ppm SOppm Soppm S0 ppm 75ppm T3 ppm 75ppm lMppm lwppm 100ppm 130ppm 150ppm 150 ppm

Sekil 3.8. ISSR-310 primerinden olusan bant profilleri.
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Sekil 3.9. ISSR-PCR primerinden olusan dendogram

Kontrol
Sppm245aat
Sppm48Saat
Sppm725aat
10ppm24Saat
10ppm48Saat
50ppm24Saat
S0ppm725aat
S50ppm48Saat
T5ppm48Saat
10ppm725aat
75ppm24Saat
100ppm485aat
ToppmT72Saat
100ppm24Saat
100ppm725aat
150ppm245aat
150ppm485aat
150ppm725aat
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Kontral  Sppm243azt Gppmd8Saat Sppm72iaat 10ppm243zat  10ppm4BSaat  10ppm72%st  Slppm24Saat  SOppmddlzat  SOppm723aast  ThppmildSaat
Toppmddizat  TSppm72%aat  100ppm24Sszt  100ppméddszat  100ppm72Saat  150ppm245aat  150ppm4@3ast  150ppm725aat

Kantral 1 055 0525 0345 035 0311 043 0326 0405 0273 0405 027 023 01 017 0115 0205 0173 O
Sppm24Saat 1 0333 035 0436 0317 047 033 041 032 025 Q15 038 0133 0% 0233 01 0167 ool
Sppm4dSaat 1 0514 0474 042 0378 0386 0317 0308 0458 0361 0238 0133 033 00 01 o010 ool
Sppm725aat 1 0431 0457 0371 0233 0308 0283 0303 018 0185 020 0I5 018 011 o1m oo
10ppm245aat 1 0543 0457 03556 0543 0500 0385 0400 0300 035 033 0205 0288 0143 009l
10ppm4Bsaat 1 0485 0459 0435 0400 0405 0469 0389 0342 0316 0275 0302 0200 0150
10ppm725aat 1 0417 0441 0438 0485 0333 0382 0297 046% 081 023 024 00T
S0ppm245aat 1 0588 0700 0583 0531 0405 0262 044 0293 0381 QM7 0200
S0ppmdB5aat 1 0531 0333 0469 0282 0244 021 024 01 0148 oA
S0ppm725aat 1 0441 0571 038 033 033 0371 035 018 0dR2
T5ppm24Gaat 1 0424 0470 0302 0613 0275 032 07 0im
T5ppm4BSaat 1 0406 03%4 0384 0278 037 014 0108
T5ppm72Saat 1 0581 0411 0400 0421 023 0048
100ppm245aat 1 0361 0515 048 035 001
100ppma8saat 1 0288 0317 0238 0100
100ppm725zat 1 0618 0325 013
150ppm2d5aat 1 0318 0163
150ppma8Saat 1 033
150ppm725zat 1

Sekil 3.10. ISSR-PCR primerinden olusan Jaccard benzerlik matrix’i.

3.3. RAPD-PCR Sonuclari

Farkli dozlara maruz birakilan A. cepa koklerinin genotoksik etkilerini gorebilmek icin
yapilan RAPD-PCR c¢aligmalarinin jel gortintiileri Sekil 3.11., Sekil 3.13., Sekil 3.15. ve Sekil
3.17.da verilmistir.

RAPD-PCR calismalarinin bant profilleri, Sekil 3.12., Sekil 3.14., Sekil 3.16. ve Sekil
3.18.’de verilmistir.

RAPD-PCR galismalarinin bant profillerine bagl olarak elde edilen dendogram, Sekil
3.19.’da verilmistir.

RAPD-PCR ¢aligmalarinin jaccard benzerlik matrix’i Sekil 3.20.’de verilmistir.
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500bp

e e

A2 A3 Bl B2 B3 Cl1 C2 C3 D1 D2 D3

El E2 E3 F1 F2
Sppm  Sppm  10ppm  10ppm 10ppm  SOppm  SOppm

S0ppm 7Sppm 7Sppm  7Sppm  100ppm  100ppm

il

Sekil 3.12. RAPD-P5 primerinden olusan bant profilleri.

: -
. = ]z ! - ? t R o - -
Al A2 A% B2 3 Cl 2 5] D1 D2 D3 El E2 E3 Pl F2 F3

Sppm  Sppm Sppm  10ppm  10ppm 10ppm SOppm  SOppm  0ppm TSppm TSppm  Tippm  100ppm 100ppm

100ppm 150ppm  150ppm 150 ppm

NSRS RS B R R RN R R R

Sekil 3.13. RAPD-P11 primerinin jel goriintiisii. M: Markor, K: Kontrol.
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Sekil 3.16. RAPD-P14 primerinden olugan bant profilleri.
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A3 . B B! a2 il E2
ﬂ 1 10ppm,  {0ppm” ~ S0ppm 5 SOppm  7Sppm  Tppm  Tppm  100ppm 100ppm 10')ppm 150ppm  150ppm 150 ppm

Sekil 3.18. RAPD-P16 primerinden olugan bant profilleri.
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Sekil 3.19. RAPD-PCR primerinden olusan filogenetik agag.

Kontrol
Sppm485aat
Sppm24Saat
Sppm725aat
10ppm245aat
10ppm485aat
10ppm725aat
50ppm24Saat
50ppm48Saat
50ppm72Saat
7oppm24Saat
75ppm48Saat
7oppmi2Saat
100ppm24Saat
100ppm48Saat
100ppm72Saat
150ppm24Saat
150ppm485aat
150ppm72Saat
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Kontrol  Sppm243aat SppmdBSeat  Sppm7lSaat  10ppm24Ssat  l0ppmd83aat  l0ppm7lieat  S0ppm24Saat  SOppmdd3aat  SOppm725sat  Toppm2dSast
Toppmddlazt  TSppm7lSaat  100ppm24Saat  100ppm4BSaat  100ppm7253at  150ppm24%zat  1G0ppm4B3aat  150ppm72Saat

Kantral 1 0567 0646 0556 0500 0483 0471 0388 0413 0397 03 038 0357 0382 0405 034 037 035 00
Sppm245zat 1 0534 0431 0446 0464 0361 0435 0423 0438 0361 0415 0366 0370 0356 034 0313 0347 0234
SppmddSaat 1 0508 054 051 0515 0485 0431 044 033 0383 035 0417 0443 0408 0382 036 0209
Sppm725eat 1 0403 0469 0468 0373 0383 0349 0300 0371 0335 0348 0334 0300 0288 034 016l
10ppm245aat 1 0434 0508 0409 0397 0383 0278 0313 0282 03&2 0388 034 033 0388 018
10ppm485aat 1 0547 0515 0437 0515 03% 0453 038 0385 0403 0303 038 0342 014
10ppm725aat 1 0406 045 0419 033 (405 0319 0441 0482 0371 0385 04138 0185
S0ppm245aat 1 0538 0444 0806 0444 0315 0338 0361 0366 03% 0371 018
S0ppme85aat 1 0525 0500 0850 0342 0443 042 0414 0409 0361 01
S0ppm725aat 1 0525 0500 0328 0373 037% 0383 031’ 038 0164
T5ppm145aat 1 0578 0377 0420 0386 0371 03 0338 0203
T5ppmdasaat 1 0435 0334 0421 0406 0400 0348 026
T5ppm725aat 1 0442 0432 0462 0435 0382 0267
100ppm245zat 1 0623 0556 043¢ 0448 0254
100ppmA8Saat 1 0550 0542 0477 0278
100ppm725zat 1 0525 0461 0305
150ppm245zat 1 0483 0340
150ppm485zat 1 0310
150ppm725zat 1

Sekil 3.19. RAPD-PCR primerinden olusan Jaccard benzerlik matrix’i.

3.4. Mitotik Indeks ve istatistiksel Analiz

Mitotik indeks analizi i¢in farkli boya dozlarma maruz birakilan kok ucu 6rneklerinden
elde edilen preparatlarin goriintiileri Sekil 3.21.’de verilmistir. Mitotik indeks yiizdeleri Tablo

3.1.’de verilmistir.

Her bir dozun zamana gore ortalamasiyla standart sapmalart Sekil 3.22.’de verilmistir.
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40x. F3

Sekil 3.20. 10x ve 40x’lik objektifte incelenen A. cepa kok ucu preparatlarinin goriintiisii. (K: Kontrol)
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Tablo 3.1. A. cepa kok ucu 6rneklerinin mitotik indeks orani

Ornekler, Maruz Birakilan Doz ve saat Mitotik indeks Orani (%)
Kontrol 30
Al-5ppm-24s 26
A2-5ppm-48s 254
A3-5ppm-72s 24,4
B1-10ppm-24s 25,6
B2-10ppm-48s 24,2
B3-10ppm-72s 23,8
C1-50ppm-24s 24,4
C2-50ppm-48s 234
C3-50ppm-72s 22,8
D1-75ppm-24s 22
D2-75ppm-48s 21,6
D3-75ppm-72s 20,4
E1-100ppm-24s 20,2
E2-100ppm-48s 19,6
E3-100ppm-72s 18,8
F1-150ppm-24s 17,2
F2-150ppm-48s 16,8
F3-150ppm-72s 16,4
35 O£ES p degeri- -5 281718
30
30
+
. 25,26+0,8 24,53+0,9 23.53+0,8
g 21,33+0,8
H 19,5320,7
£20 16,8:0,4
B
—
215
3
e
5
0
K 5 10 50 75 100 150
ppm ppm ppm ppm ppm ppm

Grafik 3.1. Farkli dozlara maruz kalan 6rneklerin istatistiksel analizi. O: Ortalama, SS: Standart Sapma.
P<0,05 degeri anlamlidur.



4. TARTISMA ve SONUC

Tekstil endiistrisi, 6zel beceriler gerektirmeden istihdam saglayan ve birgok iilkenin
ekonomisinde énemli bir rol oynayan diinyanin en biiyiik endiistrilerinden biridir. Ote yandan
attk su hacmi ve icerigi diisiintildiiglinde, tekstil endiistrisinden kaynaklanan atik sular,
endiistriyel kirliligin birinci sirada yer alan kaynagi olarak smiflandirilabilir. Tekstil
endiistrisinde kullanilan boyalar, ¢evreden gelen etkilere dayanikli olarak gelistirilmektedir
(Hendrickx ve Boardman, 1995: 1). Bu nedenle ve boyama islemindeki verimsizlik nedeniyle,
bu boyalarin tonlar1 atik sularda bulunur ve ¢ogu zaman geleneksel islemlerle aritilmasi

miimkiin degildir (Chequer vd., 2013: 152).

Insan ve hayvan saglig1 icin tehlikeli bir tehdit olusturan son derece toksik, kanserojen
ve zehirlenmeye neden olan bir¢ok sentetik boya sinifi vardir. Boyalarin toksisitesinin etkileri,
genetik mutasyonlar, dogum kusurlar1 ve kalitsal hastaliklar yoluyla daha ileri nesillere
tasiabilmektedir (Yagub vd., 2014: 172).

Bu boyalarin ¢evre iizerinde olumsuz etkileri hakkinda bir¢ok ¢alisma yapilmis ve
yapilmaya devam etmektedir. Ornegin, reaktif boyalar organizmalarm birgogu igin toksik etki
yapmaktadir ve esas olarak giines 15181n1 bloke etmeleri ve dolayisiyla canlilar igin son derece
onemli olan fotosentezi ve c¢Oziinmiis oksijen konsantrasyonunu azaltmalari nedeniyle
ekosistemler i¢in biiyiik bir tehdit olusturur (Moussavi ve Mahmoudi, 2009: 807- Mahony vd.,
2002: 457). Ayrica, birgok boya veya metabolitinin insanlar ve diger yasam formlari iizerinde

kanserojen, teratojenik ve mutajenik etkileri vardir (Sun vd., 2007:648-Ozer vd., 2005: 120).

ISSR-PCR ve RAPD-PCR, yeterli kalitede herhangi bir DNA i¢in uygundur ve ¢ok
sayida 0rnegin hizli analizine izin verir. Rasgele primerler kullanildig1 icin, DNA hasarinin
veya organizmalardaki genom dizisinin spesifik ayrintilarina ihtiyag duyulmaz. Ayrica,

analizden once PCR iiriinlerinin radyoaktivite veya enzimatik bozunmasi gerekmez (Atienzar

vd, 1999: 2276).

Bu calismada tekstil endiistrisinde kullanilan RR195 boyasi kullanilmis olup, PCR
tabanli markdrler kullanilarak genotoksik etkileri ve mitotik indeks testi uygulanarak sitotoksik

etkileri arastirilmistir.

ISSR-PCR c¢aligsmalarinda 10 adet primer kullanilmis olup, bunlardan 4 tanesi tiim
ornekler i¢in verimli amplifikasyon sonucu vermistir. RAPD-PCR ¢alismalarinda 6 adet primer
kullanilmis olup, bunlardan 4 tanesinde tiim 6rnekler igin verimli amplifikasyon sonucu elde

edilmistir. ISSR primerleri arasinda en fazla polimorfizm goésteren primer ISSR-01 primeri’dir.
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ISSR primerlerinden elde edilen bant sayilart ve polimorfizm oranlar1 Cizelge 4.1.’de

verilmigtir.
Cizelge 4.1. ISSR primerlerinin bant sayilari ve polimorfizm oranlar1
Primer Numarasi Toplam bant sayis1  Polimorfik bant Monomorfik Polimorfizm
sayisi bant sayis1 orani (%)

ISSR-01 33 33 0 100
ISSR-07 18 16 2 88,9
ISSR-309 13 12 1 92,3
ISSR-310 17 14 3 82,4
Toplam 81 76 5

RAPD-P5 primeri ile yapilan PCR sonucunda RAPD-P5 ve RAPD-P11 primerlerinin
en yiiksek polimorfizme sahip olduklar1 goriilmiistiir. RAPD primerleri ile yapilan PCR sonucu

elde edilen bantlar ve polimorfizm oranlar1 Cizelge 4.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. RAPD primerlerinin bant sayilar1 ve polimorfizm oranlari

Primer Numarasi Toplam bant sayis1 ~ Polimorfik bant Monomorfik Polimorfizm
sayis1 bant sayisi oram (%)
RAPD-P5 44 44 0 100
RAPD-P11 26 26 0 100
RAPD-P14 19 16 3 84,2
RAPD-P16 35 32 3 91,4
Toplam 124 118 6

RR195’e maruz birakilan 6rneklerden yapilan ISSR ve RAPD primerinin kullanildig:
caligmalarin tamaminda, kontrol grubuna gore test 6rneklerinin her birinin bant profillerinde
onemli degisimlerin bulundugu goriilmiistir. Bu degisimler, kontrol grubunda goézlenen belli
bantlarin test orneklerinde gézlenmedigi veya kontrol grubunda goézlenmedigi halde test
orneklerinde yeni bant olusumlarinin ortaya ¢ikmasi seklinde gozlenmistir. Her iki PCR tabanli

yontemden elde edilen amplifikasyon sonuclari incelendiginde; kontrol grubuna gore bant

45



farkliliklari, her bir primer jelinde agikga goriilebilmektedir. RAPD ve ISSR primerlerden
amplifikasyon sonucu elde edilen tiim bantlarin karsilagtirmali analiziyle ¢izilmis
dendrogramlar incelendiginde; kontrol grubuna en yakin bant profillerinin 5ppm doz
uygulamasina maruz birakilan érnekler oldugu goriilmektedir (Sekil 3.9 ve Sekil 3.20). Her iki
yontemin tiim primer verileri ile olusturulan iki dendrogramda da kontrol grubundan en uzak
bant profillerinin ise 150ppm dozuna maruz birakilan 6rnekler oldugu anlasilmaktadir. Kontrol
grubuna gore test Orneklerinin bant profillerindeki bu farkliliklarin, kullanilan dozlar ve
stirelerin artisiyla dogru orantili oldugu goriilmektedir. Amplifikasyonlar sonucunda yeni bant
olusumlarinin ortaya ¢ikmasi ya da kontrol grubuna gére mevcut bantlarin kaybolmasi durumu;
DNA dizinde meydana gelen delesyon ya da DNA kiriklarina bagli olarak gelisen yapisal
degisiklikler sonucu oligoniikleotid primerleri igin erisilebilirlik durumlarmin degismesine

bagl oldugu 6ngoriilmektedir.

Iki farkli yontem olan ISSR-PCR ve RAPD-PCR bant profillerinden yararlanilarak
olusturulan dendrogramlar karsilastirmali olarak incelendiginde; birbirini dogrular nitelikte,
uygulanan doz ve siirelerin olarak kontrol grubuna gore dallanma profillerinin yiiksek oranda
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Ozellikle RAPD-PCR dendrograminda kontrol grubuna
en yakin dallanma gosteren o6rneklerin Sppm dozuna maruz kalan 6rnekler oldugu ve sistematik
olarak diger doz uygulamalarinin da kontrol érneginden doz artisina baglh olarak uzaklasan
dallanma profili gosterdikleri belirlenmistir. Aynt durum ISSR-PCR dendrograminda da ufak
farkliliklar diginda yiiksek oranda benzerlik gostermektedir. Bu durum, doz artigina bagli olarak
RR195 boyasmin A. cepa kok hiicrelerindeki DNA molekiillerinin yapisina etki ederek,
sistematik hasara yol agtigina isaret etmektedir. Dolayisiyla, RR195 tekstil boyasinin A. cepa
DNA’s1yla etkilesime girdigi ve genotoksik etkilere sebep oldugu 6ngériilmektedir. Hassan ve
Yassein (2014)’in yaptig1 bir ¢aligmada azo boyalarinin genotoksik etkilerini arastirmak
amactyla RAPD-PCR tekniginden yararlanilmig ve bu boyalara maruz birakilan A. cepa
orneklerinin, kontrol grubuna gore bazi eksik ve fazla bantlar olustugu gézlemlenmistir. Onemli
Olciide olusan bu bant farkliliklarinin, DNA hasar1 ve buna bagli olarak primer baglanma

bolgelerinde olusan nokta mutasyonlardan kaynaklandigi yorumlanmistir.

RR195 boyasinin sitotoksik etkilerini arastirmak amaciyla boyanin maruz birakildig 18
ornege ve kontrol grubuna mitotik indeks testi yapilmistir. Mitotik indeks (MI) sonuglarinda en
yiiksek deger %30 ile kontrol grubunda hesaplanmistir. Mitotik indeks sonuglarinda en diisiik
deger ise 150 ppm’de 72 saat RR195 boyasina maruz kalan F3 orneginde %16,4 olarak

belirlenmistir. Kok bitylimesinin %45'in iizerinde azalmasi, bitkiler iizerinde 6liimciil olmayan
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etkilere sahip maddelerin toksik dogasinin varligini1 gostermektedir (Wierzbicka, 1999). Elde
edilen bu sonuglarda mitotik indeksin doz ve siire artistyla ters orantili olarak azaldig:
goriilmektedir. Farkli dozlara maruz kalan 6rnekler i¢in yapilan ANOVA analizinde mitotik
indeks ylizdelerindeki farkliliklarin anlamli oldugu goriilmiistiir. Bu durum RR195 boyasinin,
A. cepa kok ucu hiicrelerinde mitozu baskiladigini gostermektedir. Yine, Hassan ve Yassein
(2014)’in yaptig1 ¢aligmada tekstil azo boyasinin konsantrasyonunun artmastyla koklerin
ortalama sayis1 ve biliylimesinin azaldigimi gosterilmistir. Ayni ¢alismada, kullanilan azo
boyalarin doz artisina bagli olarak MI yiizdelerinin oldukga azaldigi gériilmiistiir. Mitotik
indeks yiizdelerindeki bu azalis toksik etkinin varligi ve bu etkinin hiicre dliimlerine sebep
oldugunu diisiindiirmiistiir (Hassan ve Yassein, 2014). Benzer bir ¢alismada, Sudhakar vd.,
(2001), MI'daki azalmanin, DNA sentezinin inhibisyonundan veya hiicre dongiistiniin G2
fazindaki bloke olmasindan kaynaklanabilecegini bildirmektedir (Sudhakar vd., 2001). Hem
PCR tabanli yontemler hem de sitotoksik etkiyi gosteren MI verileri degerlendirildiginde bu
calismanin sonuglari, azo boyalarin genotoksik etkileri lizerinde yapilan onceki ¢aligmalarin

sonuglarina benzer ve dogrular niteliktedir.

Dutta ve Ahmed (2016)’da yaptig1 benzer bir ¢alismada azo boyasi olan Reaktif red 120
boyast kullanilmig ve A. cepa kokleri farklt doz ve saatlerde maruz birakilmistir. Yapilan MI
testi sonucunda doz miktari ve muamele siiresi artisina bagli olarak MI ytizdelerinin azaldigi
gozlenmis olup, 100ppm-72 saat uygulanan Ornekte maksimum mitotik depresyonun
gozlemlendigi bildirilmistir. Bu sonuglara gore A. cepa meristematik hiicrelerinin mitotik
indeksindeki azalma, hiicresel O6liim olarak yorumlanmis ve Reaktif red 120 boyasinin

ekosistemler i¢in sitotoksik etkilerinin oldugu bildirilmistir.

Yine, Basu ve arkadaglarmim (2019) yaptigi benzer bir ¢alismada azo boyast olan
metanil saris1 kullanilmis ve A. cepa kokleri farkli doz ve saatlerde magruz birakilmistir.
Yapilan MI testi sonucunda doz miktar1 ve muamele siiresi artigina bagli olarak Ml yiizdelerinin
onemli Ol¢iide azaldig1 gozlenmistir. MI oranindaki bu azalma metanil sarisinin, ATP
iretiminin azalmasimin bir sonucu olarak DNA sentezinin ve haliyle hiicre dongiisiiniin
baskilanmasimma neden olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu veriler 1s18inda Metanil sarisi

boyasinin ekosistemler i¢in sitotoksik etkilerinin oldugu bildirilmistir.

Bu calisgmadan elde edilen veriler RR195 reaktif azo boyasinin; A. cepa kok
hiicrelerinde uygulanan en diisiik doz olan 5 ppm’den en yiiksek doz 150 ppm’e kadar minimum
24 saat olmak tizere 72 saat i¢indeki uygulamalar i¢in genotoksik ve sitotoksik etkilere sahip

oldugu goriilmistiir. Sonug olarak, tekstil endiistrisinde faaliyet gosteren fabrikalarin atik boyar
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maddelerinden biri olan RR195 boyasinin, ekosistem ve canlilar i¢in genotoksik ve sitotoksik

etkilerinin olacagi 6ngoriilmektedir.
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