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ICME SUYUNDA KULLANILAN BAZI DEZENFEKTANLARIN ARPA
(Hordeum vulgare L) VE TOPRAK SOLUCANI (Eisenia fetida Savigny)
UZERINDEKI SITOTOKSIK VE GENOTOKSIK ETKIiLERIi

OZET

I¢me sularmin, bulunduklari kaynaklarda temiz oldugu diisiiniilse bile, temas halinde
oldugu her yiizeyde Kirlenme tehlikesi ile kars1 karsiyadir. Suyun icerisinde bulunan
ve sonradan suya karisan bazi kimyasal maddeler organizmalar {izerinde zehirli etki
yapabilirler. Bu yiizden i¢gme sularinin dezenfeksiyonu insan sagligi icin ¢ok
onemlidir. Bu amagla kullanilan dezenfektanlar, zehirli maddeleri tahrip etmeli ve su
kullanicilarina zarar vermemelidir. Bu arastirmada; icme suyunda dezenfektan olarak
kullanilan sodyum hipoklorit, kalsiyum hipoklorit ve perasetik asit’in Hordeum
vulgare ve Eisenia fetida uzerindeki etkileri incelendi. Ik olarak, bu iic
dezenfektanin arpa (Hordeum vulgare) igin EC50 degeri ve kirmizi kaliforniya
solucan1 (Eisenia fetida) icin LC50 degerleri belirlendi. Ug gunlik uygulama
sonucunda H. vulgare igin EC50 degerleri NaOCI igin 20 pl/ml, Ca(ClO). i¢in 240
mg/ml ve PAA icin 80 pl/ml olarak bulundu. ikinci asamada H. vulgare mitoz
bolinme testi, mitotik indeks ve kromozom anomalileri tespiti ile sitotoksik etkiler
incelendi. Kontrol ile karsilastirildiginda artan konsantrasyonlarin mitotik indeksi
azalttig1, kromozom anormalliklerine sebep oldugu belirlendi. 24 saatlik uygulama
sonucunda E. fetida i¢in LC50 degerleri NaOCl igin 30ul/ml, Ca(CIO)2 igin 8mg/ml
ve PAA igin 25ul/ml olarak bulundu. Sonug olarak, uygulanan dezenfektanlarin H.
vulgare ve E. fetida Uzerindeki toksik etkilerinin belirlenmesi ile model organizmalar
tizerindeki etki mekanizmalarinin agiklanabilmesini saglayacak veriler elde edildi.
Igme ve kullanma sularinda dezenfeksiyon amaciyla hangi dozlarin daha giivenli
olabilecegi ortaya ¢ikarildi.

Anahtar Kelimeler: Ca(ClO)2, Eisenia fetida, Hordeum vulgare, NaOCI, Perasetik
Asit.
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CYTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF SOME DISINFECTANTS
USED IN DRINKING WATER ON BARLEY (Hordeum vulgare L.) AND SOIL
Worm (Eisenia fetida Savigny)

ABSTRACT

No matter how clean it is in the source, there is a risk of contamination at every point
where water is in contact. Some chemical substances present in the water and
subsequently mix into the water may cause toxic effects on the organisms. Therefore,
the disinfection of drinking water is very important for human health. Disinfectants
used for this purpose should destroy toxic substances and should not cause any
damage to water users. In this study; the effects of sodium hypochlorite, calcium
hypochlorite and peracetic acid which are used in drinking water as disinfectants, on
Hordeum vulgare and Eisenia fetida will be examined. Firstly, the EC50 value for
barley (Hordeum vulgare) and LD50 for Red wiggler worm (Eisenia fetida) will be
determined for these three disinfectants. Within three days of application, it was
found that EC50 was 20 pl/ml for NaOCI, 240 mg/ml for Ca(ClO)2 and 80 pl/ml for
PAA for H. vulgare. In the second step, cytotoxic effects will be examined by the
mitotic index and chromosomal abnormalities test in H. vulgare. When compared
with the control, it was determined that increasing concentrations decreased the
mitotic index and caused chromosomal abnormalities. At the end of 24 hours of
application, LD50 values for E. fetida were 30ul/ml for NaOCI, 8mg/ml for
Ca(ClO)2 and 25ul/ml for PAA. As a result, it was obtained that it was possible to
explain the effect on organisms with the model, with the duration of the controls on
the defectant to be applicable. It was revealed which doses could be safer for
disinfection in drinking and utility water.

Keywords: Ca(ClO), Eisenia fetida, Hordeum vulgare, NaOCI, Perasetik Acid.
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GIRIS

Yeryiiziiniin %751, insan viicudunun %70’1, kanin yaklasik %78’i sudur. Diinyadaki
su kaynaklarinin biiyiik ¢cogunlugunu okyanus ve denizler meydana getirirken, kiigciik
bir kismmi ise goéller, akarsular, yer alti sulari, buzullar ve Kkarlar meydana

getirmektedir (Mutluay ve Demirak, 1996).

Diinyadaki biitiin sular araliksiz devam eden bir dongii icerisindedir. Kaynaklarda
bulunan sular sicakligin artmasi ile 1sinir ve buharlasir. Buharlasan bu sular, tekrar

yagis olarak yeryiiziine inerek irmaklari, denizleri, golleri ve yer alt1 sularini besler.

Su yagmur seklinde yerylziine atmosferde bulunan gazlar, inorganik maddeler ve
radyoaktif elementlerle beraber iner. Bazi endustriyel yakatlar, pestisitler, bdcek
ilaglart suya karisabilir. Suyun igerisine karigsan bu kimyasal maddeler zehirli etki

yapabilirler. Kolera, tifo gibi hastaliklar bu yolla insandan insana bulasabilir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), %90°1 bes yas alt1 cocuklar olmak iizere, her sene 1,8
milyon insanin ishalden ve 1,3 milyonun sitma hastalifindan yasamini yitirdigini
belirlemistir. Ayrica bir ¢cocugun her sekiz saniyede, Kirli su tiikettigi i¢in hayatinin
sona erdigi tespit etmistir. Birlesmis Milletler Cocuklara Yardim Fonu (UNICEF)
Genel Direktdrii; 425 milyon ¢ocugun temiz suya erisiminin olmadigi bildirdi. DSO,

yilda 842.000 oOliimiin, giivenli olmayan su temininden kaynaklandigini bildirdi
(WHO, 2019).

Sularin bu gibi tehlikelere yol agmasini 6nleyebilmek igin uygun sekilde aritilmasi ve
dezenfekte edilmesi gerekir. Eskiden beri insanlarin suyu temizlemesindeki en
onemli sebep; icme suyunun lezzetini daha giizel hale getirebilme istegiydi. Ik
zamanlar temiz ve Kkirli su pek fazla ayirt edilemiyordu ancak suyun bulanik
gorintisuni en aza indirmeye yonelik ¢alismalar yapiliyordu. Bu ¢alismalar, suyun

icindeki mikroorganizmalar veya kimyasal kirleticilere yonelik degildi.



M.O. 500 yillarindan sonra, Hipokrat suyun hastaliklara kars: olumlu yoniinii fark
etti. Yaptig1 ¢alismalardan sonra ilk torba filtresini kesfetti ve bu bulusuna ‘Hipokrat
Kilifi” ismini verdi. Bu sayede sudaki kirlilige, istenmeyen tat veya kokulara sebep
olan kalmtilarin filtreden gegcmesi 6nlendi. Roma M.O. 200-300 yillar1 arasinda,
sehirler ile beraber sanayi alanlarinin da suya duydugu gereksinimi karsilamak igin

su kemerlerini yapmaya basladi.

Benzer calismalar yapan Arsimet ise su vidasimi buldu. Su vidasi, suyun yukseltisi
fazla bolgelere tasinmasi igin kullanildi. Arsimet’in bulusu olan bu vida giinimizde
modern endustriyel pompa icin ana tasarim olarak kullanilmaktadir. Hollandali iki
gozliik yapimceist 1670 senesinde su igerisindeki mikroorganizmalar1 gézlenmesini

saglayan ilk mikroskobu kesfettiler.

Iskogya’da ilk belediye su aritma tesisi 1804’te Robert Thom tarafindan yapimi
tamamlandi. Kolera hastaligi 1854 yillarinin basinda su yolu ile bulasmaya
baglandigi belirlendi. Salginin asil nedeni; kanalizasyondaki suyun pompasinin
kirlenmesiydi. Bu kirliligi 6nlemek i¢in kum filtreleri uygun yerlere yerlestirildi ve
salginm1 azalttig1 tespit edildi. Kirliligi daha da azaltmak i¢in sularda klor kullanildi

ama suyun givenirliligine kesin goziiyle bakilamayacagi anlasildi.

Giiniimiizde ise su aritma cihazlar1 en son teknoloji sistemlerine sahiptir. Igme
suyunun aritilmasi farkli siireglerden meydana gelir. Flokilasyon, su igerisinde
askida duran kati maddeleri ve bunlarin neden oldugu renk degisimini ortadan
kaldirmak icin kullanilan yontemdir. Bu yontem sayesinde askidaki kii¢clik maddeler
bir araya gelir ve sonra filtrelenebilir. Sedimentasyon metoduyla ise kati ve
bulanikliga neden olan maddeler ¢okeltilerek sudan uzaklastirilir. Filtreleme islemi,
kat1 ve stvi maddelerin filtreler kullanilarak birbirlerinden uzaklastirilmasi islemidir.
En sonunda dezenfeksiyon yontemi ile su mikroorganizmalardan temizlenir ve bu

sayede hijyen kosullarina son derece uygun sular elde edilebilir.

Dezenfeksiyon islemi, icme suyundaki bir¢ok patojene etkili bir bariyerdir. Fakat,
yapilan birgok calismada dezenfeksiyon yontemine de bagli olarak igme suyunda

mutajenlerin varligi tespit edildi (Hofer ve Shuker, 2002). Maruziyet seviyesi diisiik



olsa bile, icme suyu icindeki bu mutajenlerin varligi 6miir boyu maruz kalma

nedeniyle dikkate alinmalidir (Buschini ve dig., 2004).

Icme sular1 mikroorganizmalar1 &ldiirmekle degil, aym zamanda su dagitimi
sirasinda bulasici su kaynakli hastaliklar1 6nlemek igin az miktarda serbest
dezenfektant korumakla dezenfekte edilir. Bu nedenle, serbest dezenfektan
kalintilarina maruz kalma insan ve diger canlilarin hayatini olumsuz yonde

etkileyebilir (Monarca ve dig., 2005).

Dezenfektanlar, su i¢indeki patojen mikroorganizmalara etkili oldugu kadar diger
canlilar i¢in yliksek dozlarda zehir etkisi gosterebilir. Diisiik dozlarda ise patojen
mikroorganizmalara yeterince etkili olamamaktadir. Bu nedenle ozellikle igme

suyunda kullanilan dezenfektanlarin kimyasal etki mekanizmalari aragtirtlmalidir.

Bir dezenfektanin igme suyu dezenfeksiyonunda tercih edilebilmesi igin birgok
ozellige sahip olmasi gerekmektedir. Dezenfekte edilecek suyun molekiiler igerigi ve
miktarinda belirli sicaklik degerlerinde ve temas ettigi zaman igerisinde patojen
organizmalarindan arindirmak igin elverigli olmali, uzun sure dayanabilen, ucuz ve
kullanimi kolay olmali, dezenfeksiyon siiresi ve etkinligi kontrol edilebilmeli ayrica

kullanilan dezenfektanin kolay bir sekilde analizi yapilabilmelidir (Atalay, 2016).

Su aritiminda kullanilan dezenfeksiyon yontemleri klorlama, ozonlama, UV ve klor
dioksit olarak siralanabilir. Bu yontemlerden klorlama, kisa siirede kalic1 etkisi
olmast ve maliyetinin digerlerine gore daha uygun olmasi nedeniyle icme suyu

aritiminda en yaygin olarak kullanilan dezenfektandir (Demirbas, 2011).

Isvigreli kimyager Schell tarafindan 1774 senesinde klor kesfedilmis olsa da
Humprey Davy 1810 yilinda yeni bir element oldugunu kanitladi ve bu elemente
‘kloron’ (yesil) ad1 verildi. Ik defa Tiirkiye’de 1932 yilinda istanbul’da Terkos icme
ve kullanma suyu tesislerinin Kagithane’deki aritma subesinde kire¢ kaymag: ile
klorlama basladi. Ankara’da ise 1935 senesinde Cubuk Baraji’ndan elde edilen igme
ve kullanma suyu 1936 yilinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesinin arkasindaki
aritma tesislerinde dizenli bir sekilde klorlama islemi gaz klor ile baslandi. Tlrkiye

genelinde klorlama islemi ise 1940°tan itibaren yayginlast1 (Ogur ve dig., 2004).



Klor igeren dezenfektanlar patojenler tistlinde ¢ok etkilidir, bunlar1 ya yok eder ya da
uremelerini engeller. Klor igme sularinda istenmeyen tat ve kokuya sebep olan
organik maddeyi inhibe eder. Bu sayede biyolojik blylmeyi denetler (Ogur ve dig.,
2004).

Igme-kullanma sularmnin dezenfeksiyonunda klor kullanilmas: halinde, serbest klor
diizeyinin 0.2-0.5 mg/l olmasi gerekir. Deprem ve sel gibi olaganiistii durumlar ile su
kesintilerinde serbest klor dizeyi en fazlal mg/l olacak sekilde klorlama yapilir
(Resmi Gazete, 2013).

Ulkemizde en fazla tercih edilen ¢ klorlu madde: siv1 klor (sodyum hipoklorit), gaz
klor ve toz klor (kalsiyum hipoklorit)’dur. Bu (¢ klorlu maddeden herhangi birisi,
dezenfeksiyon amaci ile suya birakildiginda, su icinde hipoklorik asit (HOCI)

olusumu meydana gelir ve bu madde aktif olarak dezenfeksiyon islemi gergeklestirir.
1. Sivi klor suya birakildiginda asagidaki kimyasal reaksiyon meydana gelmektedir:
(S1v1 klor) NaOCI + H,O ——> (Aktif klor) HOCI + (Kostik) NaOH

Suya sivi klor katildiginda aktif klorun yaninda kostik (NaOH)’da meydana

gelmektedir. Ayrica suyun pH derecesini arttirmaktadir.
2. Gaz klor suya birakildiginda asagidaki kimyasal reaksiyon meydana gelmektedir:
(Gaz klor) Cl; + H.O ——> (Aktif klor) HOCI + (Hidroklorik asit) HCI

Suya gaz klor katildiginda aktif klordan ayri hidroklorik asit (HCI)’de meydana

gelmektedir. Ayrica pH derecesini diisiirmektedir.
3. Toz klor suya birakildiginda asagidaki reaksiyon meydana gelmektedir:
(Toz klor) Ca(ClO)2 + 2 H.O —>(Aktif klor) 2HOCI + Ca(OH)2

Bu reaksiyonun sonunda beklenen aktif klor olusmaktadir, fakat suyun pH derecesini

degistirebilen bir kimyasal meydana gelmemektedir.

Cesitli endiistrilerde ortaya ¢iktig1 gibi, bakteri, viriis, fungisit ve spor 6ldurici etkisi

nedeniyle, suda dezenfektan olarak perasetik asit kullanimi1 son yillarda daha fazla



dikkat cekmektedir. igme suyu dezenfeksiyonunda perasetik asit, uygulama
kolayligi, heterojen organik madde varliginda bile genis bir aktivite saglamasi,
mutajenik artiklarin veya yan {irlinlerin bulunmamasi nedeniyle 6nemlidir. Ayrica
klorun baz1 olumsuz etkileri nedeniyle perasetik asit bazli dezenfektanlarin kullanimi

giderek yayginlagmaktadir.

Bu tez calismasinda, i¢gme sularinda yaygin olarak kullanilan ii¢ dezenfektanin
Hordeum vulgare ve Eisenia fetida Uzerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri
belirlendi. Hiicre boliinme sikligini yansitan ve kok biiyiime oranini belirlemek i¢in
bir parametre olarak kullanilan mitotik indeks testi (MI) (Aksoy ve dig., 2015),
sitolojik Ol¢iimler ve kromozom anormallikleri i¢in kullanildi. Tek hiicre jel
elektroforez yontemi sodyum hipoklorit, kalsiyum hipoklorit ve perasetik asitin
neden oldugu hiicre diizeyinde DNA hasarini belirlemek igin kullanildi. Tek hticre jel
elektroforez uygulamasi basit olmasi, ¢abuk sonu¢ alinmasi, hassas olmasi, farkl
hiicre tipleri ve DNA’da hasar sonucu olusan kiriklara duyarli olmasi ve en dnemlisi
ise radyoaktif isaretleme gerektirmeden yapilan bir islem olmasi sebebi ile DNA
hasar 6lciminde ¢ok fazla tercih edilen bir metottur (Dincer ve Kankaya, 2010).
Oncelikle icme sularinin dezenfeksiyonunda kullanilan bazi kimyasallarin daha
giivenli kullanim1 konusunda veri saglayacaktir. Ayrica, igme sularinda siklikla
kullanilan sodyum hipoklorit, kalsiyum hipoklorit ve perasetik asidin segilen model
organizmalar olan H. vulgare ve E. fetida Uzerindeki sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin belirlenmesi saglanacagindan daha sonra yapilacak c¢alismalar igin

referans olusturacag diisiintilmektedir.



1. GENEL BILGILER
1.1. Sodyum Hipoklorit (NaOCI)

NaOCl, ilk baslarda tekstilde beyazlatma amaciyla iiretilmis olsa bile daha sonralari
serbest klor aciga cikardigi fark edilerek dezenfeksiyon amacli kullanilmaya
baslandi. Giinlik hayatta ¢amasir sularinda kullanilir. Yesilimsi sar1 renkli bir
gorintime sahiptir. Oda kosullarindaki klor ile sabunlardaki sodyum hidroksit
tepkimeye sokularak uretilmektedir. Ayrica su ve atik sularin aritilmasi, havuz

dezenfeksiyonu ve kagit endiistrisinde kullanilmaktadir.
NaOCI elde edilme formulu:
2NaOH + Cl2 — NaCl + NaOCl + H.0

NaOCI %3-15 aktif Klor icerir ve yiiksek alkalilikleri nedeniyle oldukg¢a kararlidirlar.
Alkaliliginden dolayr (pH=11) orta sertlikteki sularda asilama yerinde
kalkerlesmeden dolay1 tikanma problemleri yasanir. Klorlama yonteminde kullanilan
en eski bilesik sodyum hipoklorittir. Sodyum hipokloritin molekdler formuld Sekil

1.1’ de gosterilmistir.
CI) —
T

Sekil 1.1. Sodyum hipoklorit’in
molekil formalu

Na*

Korozif 6zellikleri, ortak kullanim alanlar1 ve tepkime tiriinleri, bu kimyasal i¢in risk
faktorlerini belirlemektedir. Ozellikle, sodyum hipokloritin, asitler veya amonyak
gibi diger temizlik iriinleri ile karistirilmasi sonucu zehirli gazlarin olustugu
bilinmektedir. Sodyum hipoklorit ¢ozeltileri kolay bozulabilirler. Ozellikle yiiksek
konsantrasyondaki hipoklorit ¢ozeltileri daha ¢abuk bozunur.


http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly90ci53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvU29keXVt
http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly90ci53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvT2tzaWplbg
http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly90ci53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvSGlkcm9qZW4
http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly90ci53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvS2xvcg
http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly90ci53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvU29keXVt
http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly90ci53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvS2xvcg
http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly90ci53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvU29keXVt
http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly90ci53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvSGlkcm9qZW4
http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly90ci53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvT2tzaWplbg

1.2. Kalsiyum Hipoklorit (Ca(CIlO)2)

Insan sagligma zararli olmayan toz klor piyasada Ca(ClO), formuliinde bulunur.
I¢me sular1 ve yiizme havuzlarinda dezenfektan, bez ve kagitlarda beyazlatma ajani
olarak kullanilir. Ca(ClO). ¢ogunlukla igeriginde %65 aktif klor bulundurmaktadir.
Yiizme havuzlarinda dezenfeksiyon amaciyla arada siyanur igeren toz klor trevleri
tercih edilmektedir fakat siyanirli toz klor igme sularinda zararhi etkilere sebep

olacagindan kullanilmaz.

Diger dezenfektanlardan iki onemli stiinliigii bulunmaktadir; birincisi toz klor
notrdur ve suyun pH derecesinde bir degisime sebep olmaz, ikinci 6zelligi ise uzun
stire su igerisinde bekleyebilir, bu slre boyunca suyun icinde bulunan klor

kaybolmaz.

Ca(ClO)2 molekiiler yapisina sahip olan toz Klorun suyu sertlestirdigi arastirmalar
sonucunda rapor edilmistir. Toz klorun sivi klora gore diger bir Gstiinliigli saklanma
kosullarinda kolay olmasi ve ¢ok az yer kaplamasidir. Ayrica toz klor rafta uzun sure
kalabilmektedir oysa sivi klor igerisinde bulundurdugu aktif Klor sebebi ile sicaklig
yuksek ortamlarda kisa zamanda buharlasarak yok olabilir. Kalsiyum hipoklorit’in

molekdler formull Sekil 1.2” de gosterilmistir.
Ca :

Sekil 1.2. Kalsiyum
hipoklorit’in molekil formuld

o

Kalsiyum hipoklorit mutfaklarda da yiizey ve ekipmanlarin dezenfekte edilmesi igin
kullanilir. Diger yaygmn kullanim alanlar1 arasinda banyo temizleyicileri, evde
kullanilan dezenfekte spreyleri, yosun oldirici ilaglar, herbisitler ve c¢amasir
deterjanlar1 bulunur. Kalsiyum hipoklorit genel bir oksitleyici maddedir ve bu
nedenle organik kimyada bir miktar kullanilir. Asitlerle temasinda toksik gaz agiga

cikardigindan dikkatli kullanilmalidir.


http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly90ci53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvS2Fsc2l5dW0
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1.3. Perasetik Asit (PAA, CH3COOOH, C2H403)

Asetik asit, hidrojen peroksit ve suyun esit miktarlarda karismasindan olusur. PAA,
sert bir kokuya ve duru bir goriintiiye sahip sividir. Bu siv1 oksijenin etkisi ile asetik
asit, hidrojen peroksit ve su gibi molekiillere ayrilir. PAA’in oksijenle yanmasi

sonucu zararli yan {iriinler ortaya ¢ikmaz.

PAA, etkili bir antimikrobiyal olmasi ve hastane, laboratuvar, fabrika gibi bircok
alanda kullanilmas1 nedeniyle icme suyu dezenfeksiyonunda da uygulanmaya
caligilmistir (Baldry ve dig., 1995). Atik su dezenfeksiyonu igin etkili bir biyosidal
oldugu bulunmus (Monarca ve dig., 2000) ve bu ¢alismalarindan elde edilen veriler
sonucunda, mutajeniteye iliskin bir sorun teskil etmedigi tespit edilmistir (Monarca
ve dig., 2002).

PAA, 100 ppm’den daha az konsansantrasyonlarda gram-pozitif ve gram-negatif
bakterileri, maya ve funguslar1 aktif hale getirir. Organik madde bulunan yerde

mikroorganizmalari etkisiz hale getirmek i¢in 200-500 ppm PAA kullanilir.
1.4. Hordeum vulgare L. (Arpa)

Tek yillik bitki olan H. vulgare 2n=14 kromozoma sahiptir. Hayvanlar icin besin
olarak, malt yapiminda ve nadirde olsa insan besini olarak kullanilir. H. vulgare
diinyada musir, bugday ve celtikten, (lkemizde ise ekmeklik bugdaydan sonra en
fazla tiretimi yapilan bir tahildir (Kizilkegi ve dig., 2016). Tiirkiye’nin Giineydogu
Anadolu Bolgesi bugday ve arpa tarrminin ilk kez yapildig: alanlardandir. Ozellikle
Verimli Hilal’in bir parcasi olmasi, Giiney Dogu Anadolu Bolgesi’ni Ulkenin arpa
tarimi1 ve kiltlirii konusunda 6nemli bir konumda oldugunu goéstermektedir (Civgin,

2016).

Arpa diger tahillara gore su stresine daha fazla dayanikli oldugundan Tiirkiye’de
%70-80" i g¢ogunlukla kurak ve yar1 kurak topraklarda yetistirilmektedir ve bu
sebeple arpada tane verimi cok fazla elde edilememektedir (Kendal, 2016). Arpa,
hayvan yemi olarak tiiketilen tahillar arasinda ilk siralarda yer almaktadir.
Arastirmada kullanilan H. vulgare sistematik olarak su sekilde simiflandirilir (Plants
Profile).



Kingdom: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Class: Liliopsida

Order: Poales

Family: Poaceae

Genus: Hordeum L.
Species:Hordeum vulgare

1.5. Eisenia fetida (Kirmmz1 Kaliforniya Solucani)

Kirmiz1 Kaliforniya solucani, toprak solucanlarinin halkali solucan sinifinda bulunan
Lumbricidae ailesine ait bir tirdur. Latince ismi Eisenia fetidadir (E. fetida). Ilk kez
Kaliforniya Enstitiistin’de kultiri yapildigindan ‘Kirmizi kaliforniya solucani’ olarak
adlandirilmaktadir. E. fetida trtndn uzunluklan 2,5-10,5 cm, kalinlig: ise 0,50-0,75
cm arasinda farklihik gdstermektedir. On taraftaki bas kismi daha kalin kashdir ayrict
vicudu kirmizi rengindedir. Basinin u¢ kisminda agzi, kuyruk kisminda ise rektum
bolgesi yer almaktadir. Agirliklar1 0,24-1,4 g arasindadir. Cogunlukla segmentli ve
yumusak viicut yiizeyine sahip omurgasiz hayvanlardir. Viicut yapilar1 birbiri igine
gecmis tlp bicimindedir. Bu tiipler arasinda bosluklar bulunur ve bu bosluklar s6lom

stvist ile doludur.

E. fetida diger solucanlara kiyasla daha dayaniklidir ve lireme hizi daha fazladir.
Dogrudan giines 1s1gina maruz kaldiklarinda Oliirler. Solucanlar en fazla 40°C
sicakliga dayanabilirler. E. fetida hermofrodittir. Uremeleri igin ortam sicaklig1 20 -

25°C olmalidir. Ortalama 4-5 y1l yasarlar.

Gunluk neredeyse kendi viicut agirliklar1 kadar beslenebilirler. Ayrica kendi
agirliklariin yarisi kadar organik solucan gubresi meydana getirirler. Bu da demektir
ki vucut agirliklarinin neredeyse %55'i kompost (organik gubre) Uretebilmektedir
(Fadaee, 2012).

Arastirmada kullanilan E. fetida sistematik olarak su sekilde Siniflandirilir
(Kaygorodova ve Sherbakov., 2006).



Kingdom: Animalia
Phylum: Annelida
Class: Clitellata
Order: Haplotaxida
Family: Lumbricidae
Genus: Eisenia
Species: E. fetida

1.6. Comet Assay Teknigi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Simdiye kadar DNA hasariin belirlenmesi ile ilgili bir¢ok calisma yapilmis fakat
pahal1 ve uzun ¢aligma gerektirmesi ve istenen basariy1 elde edememesi nedeniyle bu
alanda caligma yapilmasi giiclesmistir. Ancak son 10 yil igerisinde tek jel
elektroforezi adinda yeni bir yontem gelismistir. Aslinda bu teknik ilk hayvan ve
insan hiicrelerinde uygulanmasina ragmen son senelerde bitki ve funguslar iizerinde
denenmis ve basarili sonuglar elde edilmistir. Comet yontemi ile kimyasal ve fiziksel
olarak canli hiicrelerinde olusan genotoksik ve sitotoksik hasarlar, hiicrelerin

DNA’larini tek tek inceleyerek tespit edilmektedir.
1.7. Comet Assay Basamaklari

Mikroskop lamlarinin hazirlanmasinda en 6nemli olay ¢alisma tamamlanincaya
kadar net goriinti icin jelin bozulmadan kalmasidir. Deneyden bir giin 6nce normal
erime noktali agaroz jel mikroskop lamlarina yayilir. Bir gece boyunca lamlarin
kurumasi beklenir. Diger giin diisilk erime noktali ikinci bir agaroz jel iginde
stispanse edilmis hiicreler lamlarin lizerine yayilir. Boylelikle iki jel tabakas1 arasinda
gomulu hicrelere sahip sandvig¢ benzeri bir sistem olusturulur (Green, 1996).Agaroz
jeli dondurma isleminden sonra yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan igeren lizis
soliisyonunda bir saat bekletilir. Lizis islemi sresince membranlar par¢alanir. Daha
sonra lamlar uygun bir tampon ile birkag kez yikanir. Boylece hiicresel atiklar, kalan

deterjan ve tuzlar ortamdan uzaklastirilmis olur (Green, 1996).

DNA sarmalinin agilmasi igin elektroforez isleminden once yiksek alkali 6zellikteki

(pH>13) elektroforez soliisyonunda belirli bir stre bekletilir. Cekirdek icerisinde
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bulunan cift zincirli DNA, zincir kiriklarinin olustugu bolgelerde agilmaya baslar.
20-25 dk uygulanir (Collins, 2004).

DNA zinciri agildiktan sonra jel i¢inde bulunan tek zincir DNA’ya alkali kosullarda
elektroforez islemi uygulanir. Elektrik akimi uygulandiginda, anoda dogru yonelen
DNA pargalar1 kuyruklu yildiza benzeyen bir goriinti meydana getirir. ‘Comet’ ismi
goriintiisit kuyruklu yildiza benzetildigi i¢in kullanilmaktadir. Bu islem sirasinda
hasarsiz DNA ¢ekirdekten disartya ¢ikamaz. Elektroforez 25V, 300 mA akim ve 25-
30 dk surmektedir (Martin ve dig., 1993).

Notralizasyon islemi i¢in uygun bir tampon secilir ve lamlar U¢ defa bu tamponda
yikanir. Notralizasyondan sonra lamlar boyanarak hasarli DNA’lar mikroskop
goriintlisii  lizerinden tespit edilebilir ve sayilar1 belirlenebilir ya da lamlar

kurutularak daha sonra incelenmek igin +4°C’ de saklanabilir.

[saretleme icin yaygin olarak kullanilan floresan boya etidyum bromirdiir. Nadirde
de olsa glimiis-nitrat da tercih edilmektedir. Boyama islemi bittikten sonra floresan
mikroskobunda anoda dogru hareket eden DNA fragmanlar1 arkalarinda kuyruklu
yildiz goriinimu meydana getirir. DNA hasarmin belirlenirken Sayma isleminde her
lamdan 20 hiicre segilir. Comet sayiminda iki farkli yol uygulanabilir. Birinci yontem
tek tek saymak ikincisi ise bazi sirketler tarafindan gelistirilmis yazilimlari

kullanmaktir (Martin ve dig., 1993).
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2. LITERATUR TARAMASI

Icme suyu dezenfektani sodyum hipoklorit, kalsiyum klorit ve perasetik asit
genotoksisitesi Allium cepa kok hicrelerinde anafaz kromozom anormallikleri
indiiksiyonu incelenmis ve NaOClI’nun asidik ortamda anafazda anormalligi
arttirdigi, ClO2 ve PAA’ nin ise azalttigi tespit edilmistir (Monarca ve dig., 2005).
Dezenfektan olarak PAA ve klor uygulanmis sulama suyunun Escherichia coli (E.
coli) tzerindeki etkisi arastirilmis. E. coli 5 ve 15 dakika boyunca uygulanan 6 mg/I
PAA’e klordan daha direngli oldugu belirlenmistir (Binini, 2015).

Farklt sicaklik derecelerinin hekzaploid bugday kok meristemlerindeki mitoz
bolinme ve kromozomlar Gzerine etkileri ile ilgili yapilan ¢alismada, 35°C ve 45°C
gibi yliksek sicaklikta calisilan tiim bugday cesitlerinde mitotik indeks degerinde
azalma ve kromozom anormallikleri tespit edilmistir. Sicaklik artistyla birlikte
kromozom anormallikleri artmistir. Belirlenen anormalliklerin erken gorilen
kromozom ayrilmasi ve yogunlasmis ve yapiskan kromozom, geri kalan kromozom,
kromozom kopriileri ve mikroniikleus seklinde oldugunu tespit edilmistir

{Formatting Citation}.

Icme suyu dezenfeksiyonunda kullanilan bromoform (25, 50, 75, 100 pg/ml) ve
Kloroformun (25, 50, 100, 200 ug/ml) genotoksik etkilerinin belirlenmesinde Allium
testi ve comet yontemi kullamlmugtir. iki kimyasal iginde; bromoformun 25 pg/ml
disindaki diger konsantrasyonlarda mitotik indekste diislis gozlemlenmis, diger
dozlarda ise artis belirlenmistir. Comet testinde bromoformun 75-100 upg/ml,
kloroformun 10-200 pg/ml dozlarinda DNA hasariin kontrole gore fazla oldugu
tespit edilmistir (Khallef ve dig., 2013).

Icme suyu dezenfeksiyonunda yeni yeni kullanilmaya baslanan PAA ile yapilan
calismada, Ames ve Allium cepa kromozomal aberasyon testlerinde genotoksik yan
tirtinlerin olusumunu ve Aliivibrio fischeri biyoliiminesans testinde bakteriyel 151k

emisyonunun baskilandigini gézlenmistir (Monarca, 2000).

12



Iki cesit intekstin H. vulgare mitotik hiicrelerinde hiicre déngiisiiniin farkl
fazlarindaki genotoksik etkileri arastirilmis ve veriler, daha yiiksek dozda alfametrin
ve monokrotophosun H. vulgare’ de toksisiteyi, kromozom anormallikleri ve mitotik

anormallikleri arttirdig1 belirtilmistir (Srivastava ve dig., 2008).

Metal toksisitesi ve toleransindaki mekanizmalarin daha iyi anlasilabilmesi i¢in farkli
kadmiyum (Cd) konsantrasyonlarinin H. vulgare kok ucu hucreleri Gzerindeki toksik
etkileri arastirilmis ve mitotik indekste azalma ve C-mitoz, anafaz koprileri ve
kromozom yapiskanligi gibi anormal kromozomlarda artis oldugu bildirilmistir (Shi
ve dig., 2016). Biri insektisit ve biri fungisit olan klorpirifos (CP) ve propiconazole
(PZ) 'nmin H. vulgare iizerindeki etkileri degerlendirilmis ve kontrol ile
karsilastirildiginda, kromozom anormallikleri PZ'ye kiyasla CP'de daha yiiksek
oldugu belirtilmistir (Dubey ve dig., 2015).

H. vulgare koklerinde salisilik asit (SA)' nin Aliminyum (Al) toksisitesi tzerindeki
etkileri, kok uzamasi, Al alimi, plazma membran biitiinliigiiniin kaybi, mitotik
anormallikler, stperoksitdismutaz aktivitesi, peroksidaz aktivitesi, toplam protein
icerigi ve DNA fragmentasyonu gibi bazi hiicresel stres yanitlar1 arastirilmistir. 10
uM SA' nin hem 6n muamelesi hem de birlikte uygulanmasinin, Al emiliminin ve
antioksidan enzim aktivasyonunun inhibisyonu ile iliskili olarak arpa koklerindeki,

Al indiiklenmis toksisiteyi azaltabilecegi bildirilmistir (Yalcin ve Vardar, 2016).

Comet assay, H. vulgare genomunda bleomisin tarafindan iiretilen DNA hasarinin
indiiksiyonunu ve tamirini incelemek i¢in uygulanmis ve uygulanan en diisiik
bleomisin konsantrasyonunun (50 pg/ml) bile DNA hasarina neden olacagi
belirtilmistir. Ayrica, indiiklenen DNA hasarinin miktarlarinin, doza bagl olarak
bleomisin uygulamasia karsilik geldigi de bildirilmistir (Georgieva ve Stoilov,
2008).

Iki pestisit olan tribenuron-metil (TBM) ve tebuconazole (TEB)’ nin toprak solucani
E. fetida Uzerindeki toksik etkileri arastirilmigtir. TBM, kontak filtre kagidinda E.
fetida'ya ve yapay zemin testlerine kars1 diisiik toksisite gosterdigi ve benzer sekilde
TEB, yapay zemin testinde E. fetida'ya kars1 diisiik toksisite gosterdigi bildirilmistir.
Tek basina ya da karisim olarak kullanilan pestisitler, solucan DNA'sinda kontrole

kiyasla dnemli bir hasara neden olmadig belirtilmistir (Chen ve dig., 2018).

13



E. fetida igin iki insektisid olan Imidacloprid ve RH-5849'un genotoksisitesini
degerlendirmek icin solucan sperm deformitesi degerlendirme yontemi, Vicia
faba'daki kok ucu hucrelerinin mikronikleus testi ve tek hicre jel elektroforez
yontemi uygulanmistir. Tim uygulama gruplarinda Imidacloprid'in RH-5849'dan
surekli olarak daha toksik oldugu belirtilmistir. Iki pestisitin solucan DNA'sinda

onemli bir DNA hasarina neden oldugu bildirilmistir (Zang ve dig., 2000).

Atrazinin topraktaki ekotoksikolojisini degerlendirmek igin solucanlar Uzerine etkisi
arastirtlmis ve solucanlarda oksidatif strese ve DNA hasarina neden oldugu

bildirilmistir (Song ve dig., 2009).

Son yillarda yaygin olarak kullanilan fungusitlerden pyraclostrobinin E. fetida
tizerindeki toksisitesi arastirilmis. 7, 14, 21 ve 28. giinlerde, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve DNA hasart karsilastirilmis ve ROS seviyesi Once arttigi daha sonra
kontrol seviyesine geri dondiigii tespit edilmistir. Ayric1 artan konsantrasyonlarda
DNA hasarinda da artis oldugu belirlenmistir. Aragtirma sonucunda pyraclostrobin
organizmadaki ROS'un dinamik dengesini bozabilecegi, bunun da antioksidan
savunma sistemini etkileyerek DNA hasarina neden olabilecegi bildirilmistir (Ma ve

dig., 2019).

Herbisitlerle yapilan bir diger ¢alismada, yapay toprakta (0, 0.1, 1.0, 2.5 ve 5.0
mg/kg) E. fetida’ ya karsi farkli QYR301 dozlarinin 7, 14, 21 ve 28. Giinlerde
toksisitesi degerlendirilmistir. Deney sonucunda tiim uygulanan dozlarda DNA
hasar1 gozlenmistir. QYR301'in solucanlarda oksidatif strese yol acan asir1 ROS
tiretimini indiikledigini ve sonugta lipid membran peroksidasyonuna ve DNA

hasarina neden oldugunu gostermistir (Wang ve dig., 2020).

Pisum sativum' un apikal kok hiicrelerini biyoindikator olarak kullanarak farkli
sodyum hipoklorit konsantrasyonlarmin sitotoksik etkisini degerlendirilmistir.
Calismada P. sativum tohumlari, farkli konsantrasyonlarda sodyum hipoklorite (0,1,
0,2, 0,4, 0,8, 1,6, 2 mg/l) ve damitilmis suya dayali bir kontrol ¢6zeltisine maruz
birakilmistir. Daha sonra, 24, 48 ve 72 saat boyunca kok biiyiimesi 0lgtlerek mitotik
indeks (MI) ve hicresel anormalikler 72 saatte belirlenmistir. Elde edilen sonuclara
gore 0,4, 1,6 ve 2 mg/l konsantrasyonlarinda kok biiylimesinde azalma gozlenmistir.

Konsantrasyonlar arasinda, %50'den daha yiksek bir mitoz inhibisyonu
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belirlenmistir. Ayrica degerlendirilen tim konsantrasyonlarda bulunan, gecikmeli
kromozomlar ve kromozomal kirilma gibi kromozomal anomaliler de tespit
edilmistir. EK olarak, 2,0 ve 1,6 mg/l konsantrasyonlarinda mikroniikleus varligi,
sodyum hipokloritin oldukca sitotoksik bir madde oldugunu gostermektedir
(Mercado ve dig., 2019).

Bir fungusit olan tifluzamid’in E. fetida tizerine etkisi arastirilmis ve reaktif oksijen
tirleri (ROS), tiim tifluzamid tedavilerinde artmistir ve siiperoksit dismutaz (SOD)
ve glutatyon S transferaz (GST) aktiviteleri tifzamid tarafindan inhibe edilme
egiliminde oldugu gbézlenmistir. Artan konsantrasyonlara bagli olarak genotoksisitesi
artmis ve 10 mg/kg konsantrasyonunda solucanlar igin potansiyel bir risk

olusturdugu sonucuna varilmstir (Yao ve dig., 2020).

Plastiklerin esnekligini arttirmak i¢in yaygin olarak kullanilan ftalatlarin E. fetida
uzerinde ekolojik etkileri aragtirilmistir ve artan ftalat konsantrasyonlarinda comet
assay yontemi ile DNA hasar1 belirlenmistir. Ftalat konsantrasyonu arttikca DNA

hasarinin yogunlastig1 tespit edilmistir (Song ve dig., 2019).

Yiiksek Al dozlarinin bakla fasulyesinin mitotik aktivitesi ve DNA biitiinligii
tizerindeki sitogenetik etkiler arastirilmistir. Tim kullanilan Al konsantrasyonlari
mikroniiklei olusumunu arttirmis ve 6 saatten fazla uygulanan dozlarinda en fazla

tespit edilen kromozom anormalligi metafaz evresinde olmustur (Garcia, 2013).

Himik asidin farkli tuz konsantrasyonlarinda ¢imlenen H. vulgare meristem
hlcrelerinde mitotik aktivite ve kromozom davraniglar1 {izerine etkisi arastirilmistir.
Artan tuz konsantrasyonlarina paralel olarak, mitotik indeks kismen azalmis ve
kontrole gore daha yiiksek sayida kromozomal anormallik gézlemlenmistir. Ayrica
sadece hiimik asit ile 6n isleme tabi tutulan tohumlarin mitotik indeksinin kontrole
gore %30, mitotik sapmalarin ise %42 oraninda arttig1 belirlenmistir. Himik asit ve
tuzlu ortamda ¢imlenen tohumlarda kromozomal sapma siklig1 kendi kontroliine gore
onemli Ol¢iide azalmistir. Hiimik asit, incelenen tiim konsantrasyonlarda tuzlulugun

zararl etkisinin iyilestirilmesinde basarili oldugu tespit edilmistir (Tabur ve diger.,
2019).
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B9 vitamininin (folik asit) arpanin meristematik hiicrelerinde mitotik aktivite ve
kromozom davraniglar lizerindeki islevi farkli tuz konsantrasyonlarinda ¢imlenen
tohumlar Gzerinde incelenmistir. Tuz konsantrasyonunun mitotik indeks {izerindeki
engelleyici etkisi, kontrol grubuna gore tuz konsantrasyonlarindaki artisa paralel
olarak Onemli Ol¢iide artmustir. Folik asit on muamelesi ozellikle yiksek tuz
konsantrasyonlarinda tuzlulugun kromozom anormallikleri {izerindeki zararl

etkilerini azaltmistir (Ozmen ve Tabur, 2020).

Mikroplastiklerin E. fetida Gzerindeki toksikolojik etkilerini belirlemek i¢in solucan
bagirsaklarinda mikroplastik alimi veya birikimi, histopatolojik degisiklikler,
oksidatif stres ve DNA hasari degerlendirildi. Histolojik analiz sonucunda
mikroplastiklere maruz kalan bagirsaklarda hasar tespit edimistir. Ayrica comet
assay testi ile diisiik konsantrasyonlarda bile DNA hasari belirlenmistir (Jiang ve
dig.,2020).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. H. vulgare ve E. fedia Eldesi

Bu calismada model organizma olarak kullanilan H. vulgare (Arpa) (2n=14)
tohumlari, pestisitsiz olarak bir tohum firmasindan ve E .fetida (Kirmiz1 Kaliforniya

Solucani) Ekosol Tarim ve Hayvancilik Sirketi'nden (Manisa, Turkiye) temin edildi.
3.2. Sitotoksik Incelemeler
3.2.1. H. vulgare’ de EC50 (Etki konsantrasyonu) degerlerinin belirlenmesi

20 adet tohum kurutma kagidi arasinda bir petri kabina konuldu ve ¢imlenmeye
birakildi. 8 konsantrasyon (2,5, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 upl/ml) NaOCI, 10
konsantrasyon (1, 4, 16, 64, 128, 240, 272, 288, 320, 360 ul/ml) Ca(ClO)2, 9
konsantrasyon (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 pl/ml) PAA hazirlandi. 20x14x6 cm
boyutlarinda petri kaplar1 kullanildi. Petrilere alinan tohumlar 10 ml’lik etken
maddeler i¢inde konularak ii¢ giin boyunca en az ii¢ tekrarli olarak 6n denemeler
gerceklestirildi (Sekil 3.1). Kontrol grubunda distile su kullanildi. 0,5 cm ve
tizerindeki kok uglari ¢imlenmis olarak degerlendirildi. EC50 degeri belirlendikten
sonra, uygulama cozeltileri olarak EC50 ve 2xEC50 olmak (zere iki farkli

konsantrasyon kullanilarak deneylere devam edildi.

Sekil 3.1. EC50 degerini belirlemek i¢in kurulan deney diizenegi, a. kontrol, b.
NaOCI 20 pl/ml, c. NaOCI 30ul/ml
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3.2.2. H. vulgare’de mitoz boliinme ve anormallik testleri

H. vulgare tohumlari, NaOCl (EC50=20ul/ml, EC50x2=40ul/ml ve EC50/2=
10ul/ml), Ca(ClO). (EC50=240pul/ml, EC50x2=480ul/ml ve EC50/2=120ul/ml) ve
PAA (EC50=80ul/ml, EC50x2=160ul/ml ve EC50/2=40ul/ml) konsantrasyonlarinda
etlivde 20-25°C sicaklikta 3 giin boyunca ¢imlendirildi. Daha sonra kok uglarindan
1-2 cm uzunlugunda kesilen drnekler Carnoy fiksatifine (3 birim %95’ lik etil alkol:1
birim glasiyal asetik asit) alinarak 24 saat +4°C'de bekletildi. Daha sonra kok uglar
preperat hazirlanmasi ve incelenmesi asamalarinda kullanilmak tizere %70’lik etil

alkol igerisine alinarak 4°C’de buzdolabinda saklandi.

Aseto orsein ezme ve yayma preparat yontemine uygun olarak preparatlar hazirlandi.
Saat camu igerisinde 1sitilarak boyanan ve hidroliz edilen olan kokler, Uzerinde bir
damla aseto orsein olan lamin iizerine alindi. Daha sonra boyanmanin daha yogun
oldugu 1-2 mm uzunlugundaki kok ucu kismi lam iizerinde birakilip, geri kalan
kisim bistiiri ile kesilerek atildi. Kalan kisim jiletle kiigiik parcalara ayrildi. Uzerine
lamel kapatilarak ezme islemi yapildi. Her konsantrasyon ve kontrol grubu igin
deneyler tUger kez tekrarlandi.  Preparatlar, Olympus BX-51 tipi arastirma
mikroskobu ile incelendikten sonra kamera ile goriintiilendi. Hazirlanan her
preparattan en az 1000 hiicre sayildi ve mitotik indeks hesaplandi. Bélinen
hicrelerdeki kopri, kromozom yapismasi, yanlis kutuplasma olusumu gibi
kromozomal hasarlarin oranlar1 hesaplandi. Elde edilen veriler her konsantrasyon

icin genel bir tabloya aktarildi. MI denklem (3.1) ile;

Béliinen Hiicre Sayisi

Mitotik indeks (%) =

x100 (3.1)

Toplam Hiicre Sayisi
hesaplandi.

3.2.3. E. fetida ’da LC50 ( lethal konsantrasyon) degerlerinin belirlenmesi

Solucanlar, bagirsaklarini bosaltmak icin oda sicakliginda nemli filtre kagidi
Uzerinde inkiibe edildi. 12 konsantrasyon NaOCI (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60 pl/200ml), 9 konsantrasyon Ca(ClO)2 (0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64

pl/100ml) ve 6 konsantrasyon PAA (5, 10, 15, 20, 25, 30 ul/100ml) hazirlandi.

Isiktan etkilenmemeleri i¢in, solucanlar farkli konsantrasyonlar1 igeren amber (koyu
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renkli) siselere yerlestirildiler (Sekil 3.2). Sonra her siseden 10 solucan, canli olup
olmadigini gézlemlemek igin petri kabina alindi (Sekil 3.3). Mekanik uyari ile canli
olup olmadigina karar verildi. Kontrol grubunda distile su kullanildi. Solucanlar 24

saat sonra kontrol edildi. Deneyler ii¢ tekrar halinde yapildi.

Sekil 3.2. LC50 degerini belirlemek i¢in kurulan deney diizenegi 1.
asamasi, cam amber sisesindeki E. fetida Ornekleri; a. Kontrol, b.
NaOCI 30ul/ml

Sekil 3.3. LC50 degerini belirlemek i¢in kurulan deney diizenegi 2.asamasi, cam
amber siseden alinan E. fetida 6rnekleri

3.3. Genotoksik incelemeler
3.3.1. E. fetida’dan s6lomosit eldesi

Ependorf tupunde 4 ml soliisyon icerisine 2 solucan konuldu ve 24 saat beklenip
sOlomositler ortama kendiliginden salinmasi saglandi. Ependorf tiipii igerisinde
solucanlar c¢ikarildiktan sonra hiicreler 2000rpm 3dk santriifiij edildi ve

elektroforezden 6nce buz lizerinde bekletildi.
3.3.2. Preparat hazirlanmasi

Lamlar %1’ lik NMP agaroz ile kaplandi ve bir gece kurumaya birakildi. 50 pl hiicre
solisyonu 75 pl LMP ile karistirildi ve daha sonra NMP katmani {izerine pipet ile
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konuldu. Uzeri lamel ile kapandiktan sonra 5 dk buz tzerinde bekletildi. Preparatlar

1 saat 4°C’de liziz soliisyonunda bekletildi.

3.3.3. DNA zincirinin ¢dztlmesi

Buzdolabindan ¢ikarilan preparatlarin tizerindeki lamlar nazik¢e kaldirildi ve lamlar,
bagli oldugu soguk su banyosu ile onceden +4°C getirilmis yatay elektroforez
tankina alind1. Uzerine tankin kenarlarindan baslayarak yavasca soguk elektroforez
tamponu doékuldu ve tankin kapagi kapatildi. Preparatlar DNA zincirinin ¢6zulmesi
i¢in bu sekilde 20 dk tankin igerisinde bekletildi.

3.3.4. Elektroforez

DNA’ daki kirilma vb. hasarlara bagli olarak farkli molekiiler agirliktaki DNA
parcalarimin farkli hizda yiirlimesi sonucunda olusacak kuyruklu yildizlar

gozlemleyebilmek igin 20 dakika boyunca 20V, 300 mA elektroforez yapildi.
3.3.5. Notralizasyon

Preparatlar 6nce soguk PBS tamponunda 5 dk bekletildi daha sonra %70 etanol

icerisinde 5 dk bekletilip notralize edildi.
3.3.6. Boyama

Notralizasyon isleminin tamamlanmasinin ardindan lamlar dik bir sekilde kurutma
kagidinin tizerine dizildi ve fazla tamponun lamlarin tizerinden uzaklagsmasi saglandi.
Lamlar kurumadan her biri 100 pl etidyum bromir ile boyandi ve 5 dk bekletildi.

Siire dolunca hemen lamelle kapatildi.
3.3.7. Preparatlarin incelenmesi

Comet assay analizleri igin hazirlanan preparatlar floresan mikroskop ile incelendi.
Her doz ve saat icin 25 ¢ekirdek 2 tekrarli olacak sekilde sayildi. Kameram comet
assay analiz programi kullanilarak kuyruk DNA yiizdesi (% kuyruk DNA) ve olive
kuyruk momenti (OTM) degerleri 6l¢iildii.
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3.3.8. Deneylerde kullanilan c¢ézeltilerin hazirlanmasi

Gerekli miktarda NaOCI, Ca(ClO). ve PAA 0Once bir miktar distile su icerisinde

manyetik karistirici ile ¢6zdirildi daha sonra hacmi 100ml’ye tamamlandi.

%2’1ik aseto orsein hazirlamak i¢in, 2g aseto orsein tartilarak %45°lik glasiyel asetik
asitten 5ml ve %95’lik etil alkolden 45ml eklenerek karistirildi. Once 1sitica
100°C’de 1smnincaya kadar beklendi, daha sonra 200°C’de (kaynadigi sicaklik)
yaklasik 60 dakika kaynatilip sogumaya birakildi. Aseto orsein soguduktan sonra en
az ¢ kere orta kalinliktaki (0,26 mm) filtre kagidinda stizdiiriildi.

Sélomosit eldesi i¢cin 400 ml soliisyon hazirlandi. Soliisyonu hazirlamak igin hassas
terazide 1000mg EDTA, 4000mg guaiacol gliseril ether, 31,5¢g salin tartildi. 5,20ml
ethanol eklenerek distile su ile 400ml’ye tamamlandi (%5 ethanol, 2,5mg/ml EDTA,
10mg/ml guaiacol gliseril ether, %95 salin).

NMP (normal erime noktali) agaroz hazirlamak i¢in 6nce 1g NMP hassas terazide
tartild1 daha sonra 100ml distile su ilave edilerek mikro dalga firinda ¢ozdiiriildi. pH

degeri 7,3 olarak ayarlandi. Yapilan her deney icin taze hazirlandu.

LMP (diisiik erime noktali) agaroz hazirlamak i¢in 6nce 8g LMP hassas terazide
tartild1 daha sonra 100ml PBS ilave edilerek mikro dalga firinda ¢6zdiiriildi. Yapilan

her deney i¢in taze hazirlandi.

200ml liziz solGsyonu igin hassas terazide 7,44g Na,EDTA, 29,259 NaCl ve 0,242¢
Trizma base tartildiktan sonra 20ml DMSO eklendi. %1 Triton-x-100 eklenerek
soliisyonun pH’1 10 olarak ayarlandi (100 mM EDTA-Naz, 2,5M NaCl,10mM
Trizma-base ve %10 DMSO).

DNA’in ¢oziilmesinde kullanilan elektroforez tamponu hazirlamak i¢in 0,372g
ETDA hassas terazide tartildi ve 700ml distile su i¢ine ilave edildi. Manyetik
kanistiricida ¢ozdiirtildiikten sonra hassas terazide tartilan 12g NaOH c¢ozeltiye
eklendi. Cozdiiriilme isleminden sonra 11 distile suya tamamlandi (pH>13). Yapilan

her deney i¢in taze hazirlandi.

Notralizasyon islemi i¢in 2mg PBS 200ml distile su i¢inde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.
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Floresan mikroskopta cekirdekleri goriintiilemek icin etidyum bromiir’den 2pl

aliarak 998l distile su ile karistirildi.

3.3.9. Verilerin istatiksel analizi

Calismalar sonucu elde edilen veriler arasindaki farkliligi tespit edebilmek i¢in SPSS
programi kullanilarak ANOVA (tek yonlii varyasn analizi) yapildi. Verilerin normal
dagilima uygunlugunun (Test of Normality — Shapiro Wilk) tespiti yapildiktan sonra
varyanslara homojenlik testi (Test of Homogeneity of Variances — Levene Statisic)

uygulandi. Arastirma verileri i¢in Tukey testi yapildi.

22



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hordeum vulgare’de NaOCI, Ca(ClO). ve PAA Uygulamasimmin Tohum

Cimlenme Yzdesi ve Kok Uzunluguna Etkisi

NaOCl, Ca(ClO). ve PAA uygulamasi H. vulgare cimlenme yizdesi ve kok
uzunluklari tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu tespit edildi. Her konsantrasyon
icin 20 adet tohum c¢imlendirildi. Deneyler ii¢ tekrarli gerceklestirildigi icin
kullanilan toplam tohum sayist 60’tir. Yapilan deneyler sonucunda tim NaOCI
konsantrasyonlarinin gimlenme yiizdesine negatif etki gosterdigi tespit edildi (Sekil
4.1).

N w B w1 [e2} N
o o o o o o

—
o

Kontrole gére ¢cimlenme yuzdesi ( % )

o

Kontrol 2,5 5 10 15 20 25 30 35
NaOCI konsantrasyonlar: ( nl/100ml )

Sekil 4.1. NaOCI konsantrasyonlarinin H. vulgare tohumlari iizerindeki ¢imlenme
ylzdesine etkisi

NaOCI uygulamasi, H. vulgare’nin biiyiimesi tizerinde belirgin bir olumsuz etkiye
sahiptir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, NaOCI' in EC50 degeri 20 pl/ml
olarak belirlendi (Sekil 4.2). NaOCl uygulamasindan 72 saat sonra H. vulgare ’de

kok uzunlugu ortalamasi(cm) sonuglar1 Tablo 4.1° de gosterildi.
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H. vulgare kok uzunlugu ortalamasi en az 35ul/ml, en fazla ise 2,5ul/ml NaOCI
konsantrasyonlarinda tespit edildi. NaOCI konsantrasyonu arttikga H. vulgare kok

uzunlugu ortalamasinda belirgin azalma gozlendi.

H. vulgare kok uzunlugu ortalamasi (cm)
° o o = = = =
H (o)) (o] = N > (o)) [o]

o
[N

o

Kontrol 2,5 5 10 15 20 25 30 35
NaOCI1 Konsantrasyonlari (ul/ml)

Sekil 4.2. H. vulgare tohumlarina NaOCI uygulamasiin kok uzunlugu ortalamasina
etkisi. Ok EC50 degerini gosterir

Tablo 4.1. NaOClI uygulamasindan 72 saat sonra H. vulgare ’de kok uzunlugu
ortalamasi(cm) sonuglari

NaOCI Konsantrasyonlar1 (ul/ml) Kok Uzunlugu Ort. (cm) P degeri
Kontrol 1,69+0,10 -

2,5 1,65+ 0,40 0.999
5 1,52 +0,47 0.999
10 1,33+0,01 0.710
15 0,95+0,21 0.022*
20 0,84 £ 0,06 0.005*
25 0,80 +0,25 0.003*
30 0,56 £ 0,03 0.000*
35 0,36 £ 0,31 0.000*

*p<0,05 istatiksel olarak anlamlidir. Bu veriler i¢in Tukey testi uyguland.
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H. vulgare tohumlarindaki kdk uzunlugu ortalamalar1 kontrol ve artan NaOCI
konsantrasyonlarina gore en diisiik 0,36 cm ve en yiiksek 1,69 cm olarak tespit edildi.
Uygulama konsantrasyonlar1 olarak NaOCl i¢in 10 pl/ml (EC50/2), 20 ul/ml (EC50)
ve 40 pl/ml (2xEC50) olmak tizere tiger farkli konsantrasyon kullanilarak deneylere
devam edildi.

Yapilan deneyler sonucunda c¢imlenme yuzdesi artan Ca(ClO). konsantrasyonuna
paralel olarak diistiigii gozlendi (Sekil 4.3).
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40

30

20

Kontrole gére cimlenme yiizdesi (%)

10

Kontrol 1 4 16 64 128 240 272 288 320 360
Ca(CIO), konsantrasyonlar:1 ( mg/ml)

Sekil 4.3. Ca(ClO). konsantrasyonlarinin H. vulgare tohumlar {izerindeki ¢imlenme
yuzdesine etkisi

Ca(ClO)2 uygulamasi, H. vulgare’nin biiyiimesi tizerinde belirgin bir olumsuz etkiye
sahiptir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Ca(ClO)2'in EC50 degeri 240 mg/ml
olarak belirlendi (Sekil 4.4). Ca(ClO)2 uygulamasindan 72 saat sonra H. vulgare ’de
kok uzunlugu ortalamasi(cm) sonuglart Tablo 4.2° de gosterildi. H. vulgare kok
uzunlugu ortalamast en az 272 mg/ml, en fazla ise 4 mg/ml Ca(ClO),
konsantrasyonlarinda tespit edildi. Ca(ClO)2 konsantrasyonu arttik¢ca H. vulgare kok

uzunlugu ortalamasinda belirgin azalma gdzlendi.
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Kontrol 1 4 16 64 128 240 272 288 320 360
Ca(CIO), konsantrasyonlar1 (ul/ml)

Sekil 4.4. H. vulgare tohumlarma Ca(ClO)2 uygulamasinin kok uzunlugu
ortalamasina etkisi. Ok EC50 degerini gosterir

Tablo 4.2. Ca(ClO)2 uygulamasindan 72 saat sonra H. vulgare ’de kok uzunlugu
ortalamasi(cm) sonuglari

CACIO; Konsantrasyonlari (mg/ml) K6k Uzunlugu Ort. (cm) P degeri
Kontrol 1,69+ 0,10 -
1 1,67 £0,20 0.999
4 2,10+0,20 0.175
15 2,08 £0,30 0.221
64 1,37+0,10 0.782
128 0,95+0,10 0.005*
240 0,84 +0,10 0.001*
272 0,81+0,15 0.000*
288 0,85+0,10 0.001*
320 0,99 +0,30 0.009*
360 0,82+0,30 0.001*

*p<0,05 istatiksel olarak anlamlidir. Bu veriler igin Tukey testi uygulandi.
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H. vulgare tohumlarindaki kok uzunlugu ortalamalar1 kontrol ve artan Ca(ClO);
konsantrasyonlaria gore en diisiik 0,81 cm ve en yiiksek 2,1 cm olarak tespit edildi.
Uygulama konsantrasyonlar1 olarak Ca(ClO), i¢in 120 pl/ml (EC50/2), 240 pl/ml
(EC50) ve 480 ul/ml (2xEC50) olmak iizere tiger farkli konsantrasyon kullanilarak
deneylere devam edildi.

Yapilan deneyler sonucunda PAA’in H. vulgare c¢imlenme yizdesini olumsuz
etkiledigi gozlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. PAA konsantrasyonlarmin H. vulgare tohumlari iizerindeki ¢imlenme
yuzdesine etkisi

PAA uygulamasi, H. vulgare'de tohum ¢imlenmesi tzerinde belirgin bir olumsuz
etkiye sahip oldugu tespit edildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, PAA 'in EC50
degeri 80 ul/ml olarak belirlendi (Sekil 4.6). PAA uygulamasindan 72 saat sonra H.

vulgare ’de k6k uzunlugu ortalamasi(cm) sonuglar1 Tablo 4.3’ de gosterildi.

H. vulgare kok uzunlugu ortalamasi en az 90ul/ml, en fazla ise 20ul/ml PAA
konsantrasyonlarinda tespit edildi. PAA konsantrasyonu arttikga H. vulgare kok

uzunlugu ortalamasinda belirgin azalma gézlendi.
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Sekil 4.6. H. vulgare tohumlarina PAA uygulamasinin kék uzunlugu ortalamasina
etkisi. Ok EC50 degerini gosterir

Tablo 4.3. PAA uygulamasindan 72 saat sonra H. vulgare ’de kok uzunlugu
ortalamasi(cm) sonuglari

PPA Konsantrasyonlari (ul/ml) K6k Uzunlugu Ort. (cm) P degeri
Kontrol 1,69 0,10 -

10 1,14 + 0,20 0.277
20 1,74 0,30 0.999
30 1,30+ 0,20 0.843
40 1,20£0,20 0.592
50 1,20+£0,40 0.571
60 0,75+0,10 0.004*
70 0,95 10,10 0.043*
80 0,88+ 0,40 0.019*
90 0,69 £ 0,10 0.002*

*p<0,05 istatiksel olarak anlamlidir. Bu veriler i¢in Tukey testi uygulandi.

H. vulgare tohumlarindaki kok uzunlugu ortalamalart kontrol ve artan PAA
konsantrasyonlarina gore en diisiik 0,69 cm ve en yiiksek 1,74 cm olarak tespit
edildi.
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Uygulama konsantrasyonlari olarak PAA icin 40 ul/ml (EC50/2), 80 ul/ml (EC50)
ve 160 pl/ml (2xEC50) olmak tizere tiger farkli konsantrasyon kullanilarak deneylere

devam edildi.

Elde edilen verilere gore, NaOCl, Ca(ClO). ve PAA H. vulgare tohumlarinin
cimlenmesini  olumsuz yonde etkiledi. Konsantrasyon arttikga arpa koki
uzunlugunda azalma tespit edildi. Hicre bolinmesindeki bu azalma, bitkinin
kullandigimiz dezenfektanlar ile muamelesi sonrasi metabolizmadaki bazi
bozulmalar sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bitki koklerinin meristematik
hiicrelerinde bdliinme oranlarinin azalmasit ve biiyiime oranlarindaki negatif etki

birbiriyle baglantilidir.

4.2. NaOCl, Ca(ClO)2 ve PAA Uygulamasmmin H. vulgare’de Mitoz Boliinme

Uzerine Etkileri

Kullanilan her kimyasal ve konsantrasyon igin mitotik indeks, ayri1 ayr1 hesaplandi.
Ug giinliik ortalama mitotik indeks orani, ¢imlendirilen H. vulgare tohumlarmda
1000 ve 2000 pl NaOCI konsantrasyonlarda sirasiyla 8,75 ve 8,16 (Tablo 4.1), 120,
240 ve 480 mg/ml (Tablo 4.2) ,Ca(ClO)2 konsantrasyonlar sirasiyla 4,5, 4,11 ve 3, 39,
400 ve 80 pl PAA konsantrasyonlarinda ise 4,04 ve 1,39 olarak bulundu (Tablo 4.3).
Bu veriler artan konsantrasyonlarin hiicre boéliinmesine karsi inhibisyon etkisi

yaptigin1 gostermektedir.

Tablo 4.4. NaOCl konsantrasyonlarinin H. vulgare kok ucu hucrelerindeki mitotik
indekse etkileri

H. vulgare
NaOCI Konsantrasyon pl/ml  Sayilan Toplam Boélinen Hiicre ~ Mitotik indeks
Hiicre Sayis1 Sayisi (%)
Kontrol 1159 275 23.7
10 1165 102 8.75
20 1163 95 8.16

40 - - -
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Tablo 4.5. Ca(ClO), konsantrasyonlarinin H. vulgare kok ucu hiicrelerindeki mitotik
indekse etkileri

Ca(ClO)2 Konsantrasyon mg/I Sayll:; \golgi:; Boliinen Hiicre  Mitotik indeks
Hiicre Sayisi Sayisi (%)
Kontrol 1159 275 23.7
120 1161 73 4.5
240 1240 51 4.11
480 1121 38 3.39

Tablo 4.6. PAA konsantrasyonlarinin H. vulgare kok ucu hiicrelerindeki mitotik
indekse etkileri

H. vulgare
PAA Konsantrasyon pl/ml  Sayilan Toplam  Boliinen Toplam  Mitotik indeks
Hiicre Sayisi Hiicre Sayisi (%)
Kontrol 1159 275 23.7
40 1140 46 4.04
80 1222 17 1.39

160 - - -

NaOCI, Ca(ClO). ve PAA tim konsantrasyonlar1 mitotik indeksi azaltti. Mitotik
indeksin azalmasi kullanian dezenfektanlarin H. vulgare kok hiicrelerine sitotoksik
etki gosterdiklerinin gostergesidir. Mitotik indeksteki azalma G1 fazininin bloke
edilmesi, S fazinda DNA sentezinin baskilanmasi (Gupta ve dig., 2018; Sudhakar vd.,
2001) gibi hiucre dongusinin bozulmasindan ya da mitotik faz siire
degisikliklerinden (Saxena ve dig., 2005) kaynaklanabilir. Ayrica hiicre dongusiinde
gorev alan spesifik protein sentezinin bozulmasi (Hidalgo ve dig., 1989) ve ROS

olusumu da (Livanos ve dig., 2017) benzer etki yapmaktadir.
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4.3. NaOCl, Ca(ClO)2 ve PAA Uygulamasimin H. vulgare’de Mitoz Bolinmede

Kromozom Anormallikleri Uzerine Etkisi

H. vulgare bitkisinin kdk ucu hiicrelerinde, mitoz boliinmenin farkli evrelerinde
gbzlenen farkli anormallikler incelendi. Her bir kromozom anormalliginin ¢esidi tek

tek belirlendi.

NaOCI” un EC50 degeri 20 pl/ml olarak belirlenmistir. Kontrol, 10, 20, 40 pl/ml
NaOCI konsantrasyonlarinin kdk ucu meristem hiicrelerine ait mitotik indeks {izerine
etkisini belirlemek igin uygulanan her konsantarasyon icin en az 1000 hiicre sayildi.
Tablo 4.4 *de NaOCI artan konsantrasyonuna bagli mitotik indeksin azaldig1 tespit
edildi. Her konsantrasyon fotograflandi (Sekil 4.7 ve 4.8).

Sekil 4.7. 10 pl/ml NaOCI konsantrasyonunda cimlendirilen H. vulgare kok ucu
hiicrelerinde meydana gelen kromozom anormallikleri; a. Profazda vakuol olusumu,
b ve c. Metafazda kromozom yapismasi, d. Metafazda eksen kaymasi ve kalgin
kromozom, e. Anafaz kopriisu, f. Anafazda kutup ekseninde kayma
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Sekil 4.8. 20 pl/ml NaOCI konsantrasyonunda cimlendirilen H. vulgare kék ucu
hlcrelerinde meydana gelen kromozom anormallikleri; a. Metafazda kromozom
yapismasi, b. Metafazda eksen kaymasi, c. Anafaz kopriisii, d. Anafaz kopriisi, e.
Telofaz kalgin kromozom, f. Telofazda eksen kaymasi

10 pl/ml NaOCI konsantrasyonunda c¢imlendirilen H. vulgare kok ucu hiicrelerinde
en fazla gozlenen kromozom anormallikleri; profazda vakuol olusumu, metafazda
kromozom yapigmasi, eksen kaymasi ve kalgin kromozom, anafaz kopriisii ve kutup

ekseninde kayma oldu.

20 pl/ml NaOCI konsantrasyonunda c¢imlendirilen H. vulgare kok ucu hiicrelerinde
en fazla gozlenen kromozom anormallikleri; metafazda kromozom yapismasi ve

eksen kaymasi, anafaz kopriisii, telofaz kalgin kromozom ve eksen kaymasi oldu.

Ca(ClO)2’ nin EC50 degeri 240 mg/ml olarak bulundu. Kontrol, 120, 240, 480
mg/ml Ca(ClO)., konsantrasyonlarinin kok ucu meristem hiicrelerine ait mitotik
indeks uzerine etkisini belirlemek i¢in uygulanan her konsantarasyon icin en az 1000
hiicre sayildi. Tablo 4.5 de Ca(ClO); artan konsantrasyonuna bagli mitotik indeksin
azaldig1 tespit edildi. Her konsantrasyon ayri ayri fotograflandi (Sekil 4.9 ,4.10 ve
4.11).
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Sekil 4.9. 120 mg/ml Ca(ClO). konsantrasyonunda ¢imlendirilen H. vulgare kok ucu
hlcrelerinde meydana gelen kromozom anormalikleri; a ve b. Metafazda eksen
kaymasi ve kromozomlarda yapisiklik, c. Metafazda yapisiklik, d. Diizensiz anafaz,
e. Telofazda kdpru ve hiicre deformasyonu, f. Telofazda hiicre deformasyonu
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Sekil 4.10. 240 mg/ml Ca(ClO)2 konsantrasyonunda ¢imlendirilen H. vulgare kok
ucu hicrelerinde meydana gelen kromozom anormalikleri; a. C-mitoz, b. Metafaz
kalgin kromozom, c. Metafaz eksen kaymasi ve yapisiklik, d. Anafazda kopri
olusumu ve eksen kaymasi e. C-mitoz, f. Anafazda koprii olusumu ve kromozom
yapigmast
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Sekil 4.11. 480 mg/ml Ca(ClO). konsantrasyonunda ¢imlendirilen H. vulgare kok
ucu hucrelerinde meydana gelen kromozom anormalikleri; a. C-mitoz baslangici, b.
Profazda kromozom deformasyonu ve metafazda eksen kaymasi, c. Metafazda eksen
kaymasi, d. Telofazda eksen kaymasi, e. Profazda kromozom deformasyonu ve
interfazda vakuolizasyon, f. Telofazda koprii olusumu, interfazda vakuolizasyon ve
hlcre deformasyonu

120 mg/ml Ca(ClO), konsantrasyonunda cimlendirilen H. wvulgare kok ucu
hiicrelerinde en fazla gozlenen kromozom anormalikleri; metafazda eksen kaymasi
ve kromozomlarda yapisiklik, diizensiz anafaz, telofazda koprii ve hiicre

deformasyonu oldu.

240 mg/ml Ca(CIO). konsantrasyonunda c¢imlendirilen H. vulgare kok ucu
hicrelerinde en fazla gozlenen kromozom anormalikleri; C-mitoz, metafaz kalgin
kromozom, metafaz eksen kaymasi ve yapisiklik, anafazda koprii olusumu, eksen

kaymas1 ve kromozom yapigmasi oldu.
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480 mg/ml Ca(ClO). konsantrasyonunda c¢imlendirilen H. vulgare kok ucu
hicrelerinde en fazla go6zlenen kromozom anormalikleri; C-mitoz baslangici,
profazda kromozom deformasyonu ve metafazda eksen kaymasi, metafazda eksen
kaymasi, telofazda eksen kaymasi, profazda kromozom deformasyonu ve interfazda
vakuolizasyon, telofazda koprii olusumu, interfazda vakuolizasyon ve hiicre

deformasyonu oldu.

PAA’ nin EC50 degeri 80 ul/ml olarak bulundu. Kontrol, 40, 80, 160 mg/ml PAA
konsantrasyonlarinin kok ucu meristem hiicrelerine ait mitotik indeks tizerine etkisini
belirlemek i¢in uygulanan her konsantarasyon igin en az 1000 hiicre sayildi. Tablo
4.6 ’da gortldigii gibi PAA konsantrasyonlarina bagli olarak mitotik indeksin
azaldig1 goriildii. Her konsantrasyon fotograflandi (Sekil 4.12 ve 4.13).
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Sekil 4.12. 40 pl/ml PAA konsantrasyonunda c¢imlendirilen H. vulgare kok ucu
hlcrelerinde meydana gelen kromozom anormalikleri; a. Metafazda eksen kaymasi
b. Interfazda vakuolizasyon, hiicre deformasyonu ve metafazda kalgin kromozom, c.
Interfazda vakuolizasyon ve hiicre deformasyonu, anafazda koprii olusumu, d.
Telofazda vakuolizasyon, e ve f. Telofazda eksen kaymasi
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Sekil 4.13. 80 pl/ml PAA konsantrasyonunda c¢imlendirilen H. vulgare kok ucu
hiicrelerinde meydana gelen kromozom anormalikleri a. Poliploidi, b. Metafazda
eksen kaymasi ve anormal hiicreler, c. Metafaz eksen kaymasi, hiicre zarinda ve
hiicrelerde deformasyon, d. Anafazda koprii olusumu, e. C-mitoz ve vakuolizasyon,
f. Metafazda eksen kaymasi ve kromozom yapismast

40 pl/ml PAA konsantrasyonunda ¢imlendirilen H. vulgare kok ucu hicrelerinde en
fazla gozlenen kromozom anormalikleri; metafazda eksen kaymasi, ve kalgin
kromozom, interfazda vakuolizasyon, hiicre deformasyonu anafazda koprii olusumu,

telofazda vakuolizasyon ve eksen kaymasi oldu.

80 ul/ml PAA konsantrasyonunda ¢imlendirilen H. vulgare kék ucu hiicrelerinde en
fazla gozzlenen kromozom anormalikleri poliploidi, metafazda eksen kaymasi,
kromozom yapigmasi Ve anormal hiicreler, hiicre zarinda ve hiicrelerde deformasyon,

anafazda koprii olusumu, C-mitoz ve vakuolizasyon oldu.

Kontrole gore artan NaOCI, Ca(ClO), ve PAA konsantrasyonlari kromozom
anormalliklerini arttirarak genotoksik etki gosterdi. Bazi kimyasal maddeler ig
ipliklerinin goérevini yerine getirmesini Onleyerek kromozomlarin kutuplara
cekilmesini engelleyerek metafazi bloke eder. Kutuplara go¢ etmesi engellenen

kromozomlar yapisik bir goriintii olusturur (Camargo ve dig., 2011). Kromozom
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koprust evresinde kromotin ipliklerin kardes kromatinlere tutunarak, ge¢ anafaz
veya telefoza kadar ayrilmamasi sonucunda meydan gelir. Kromatinler kirilabilir
veya anafazda birlesik goriinebilirler (Kumar ve Srivastava, 2011). C-mitoz
kullandigimiz dezenfektanlarin toksisitesi sonucunda ig ipliklerinde meydana
getirdigi hasar sonucunda ortaya ¢ikabilir. Anafaz kopriileri kromozomlarin kirilmast,

kromotit degisimi veya yapiskanliktan dolay1 olusabilir (Luo ve dig., 2004).

4.4. NaOCl, Ca(ClO)2 ve PAA Uygulanan E. fetida> da LC50 Degeri

Belirlenmesi

NaOCl, Ca(ClO). ve PAA uygulamasi, E. fetida'nin biiylimesi tizerinde belirgin bir
olumsuz etkiye sahiptir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, NaOCl'in LC50 degeri
30 pl/ml, Ca(ClO)2'in 8 mg/ml, PAA'in 25 ul/ml olarak belirlendi.

Diisiik konsantrasyonlarda kullanilan NaOCIl, Ca(ClO). ve PAA, E. fetida (zerinde
toksik etki gosterdi ve bu dezenfektanlar arasinda en yiiksek toksisite Ca(ClO)2
uygulamasinda tespit edildi. Kullanilan kimyasallarin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinin birbirinden farkli olmasi canlilar iizerinde yaptigi etkinin de farkl
olmasina neden olmustur. Yapilan bagka bir ¢alismada NaOCIl, Ca(ClO), ve ozonun
igme suyu dagitimi sirasinda ¢elige verdigi zarar arastirilmis. Ozon isleminin NaOCI
ve Ca(ClO)’e oranla daha az zarar verdigi belirtilmistir. I¢lerinden en ¢ok olumsuz

cevresel etkiyi Ca(ClO), gostermistir (Romanovski ve dig., 2020).

Gestel ve Dis tarafindan yapilan ¢alismada, Cd (kloriir), 3,4-dikloroanilin,
pentaklorofenol icin E. fetida LC50 degerleri sirastyla 4,8 pgem2, 3,1 pgem2 ve 1,8
ugcm? olarak bildirmistir (Gestel ve Dis, 1988). E. fetida'ya uygulanan LC50 (72
saat) teknik pestisit karbofuran dogrudan temasla akut ekotoksisite testinde LC50
24,58 mg/l bulunmustur (Gestel ve Dis 1988).

4.5. NaOCl, Ca(ClO)2 ve PAA Uygulanan E. fetida’ da DNA Hasarmin Comet

Testi ile Belirlenmesi

Genotoksisitenin belirlenmesi i¢in NaOCl ve Ca(ClO). uygulamalarinin sonunda
siklikla tercih edilen alkali tek hiicre jel elektroforezi yontemi kullanildi.

Denemelerimiz sirasinda, PAA Yyiiksek toksisite gosterdigi ve s6lomositlerin
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6lumine yol ag¢tig1 igin comet c¢alismalarina dahil edilmedi. Comet  kontrol
gruplarinda Tip O ve Tip 1 olarak adlandirilan az DNA hasarli ¢ekirdekler
gozlenirken, NaOCI uygulamasinda Tip 2 ve Tip 3 DNA hasr1 ¢ogunlukta goriildi,
Ca(ClO)2 uygulamasinda ise daha ¢ok Tip 3 ve Tip 4 DNA hasr1 gozlendi. DNA
hasarlar1 fotograflandi (Sekil 4.14). Kontrol grubuna oranla NaOCIl ve Ca(ClO)
uygulamasinin DNA hasar derecelerinde artis goriildii. Ca(ClO)2’e DNA hasar
derecesi NaOClI’e gore daha fazla oldugu tespit edildi.

Sekil 4.14. Comet assay analiz gorunttleri; a. Tip 0 : Hatasiz (kontrol), b. Tip 1 :
Kuyruk < 0,5 (kontrol), c. Tip 2: Kuyruk > 0,5 (30 pl/ml NaOCl), d. Tip 3: Kuyruk
bas ¢apindan biiyiik (8 mg Ca(ClO)z2), e. Tip 4: Kuyruk basin neredeyse 3 kat1 (§ mg
Ca(ClO),)



Kontrol grubu, NaOCI ve Ca(ClO), uygulamalarinin hiicrelerdeki DNA hasarini
saplamak i¢in kuyruk DNA yiizdeleri karsilastirildi. Buna gore uygulama gruplarinda,
kontrolden anlamli seviyede yiiksek oranda DNA yiizdeleri saptandi. Uygulanan
kimyasallardan Ca(ClO)2’te daha yiiksek DNA yiizdesi ortalamasina sahip oldugu
belirlendi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. NaOCl ve Ca(ClO); arasinda kuyruk DNA %’lerinin karsilastiriimasi

Dezenfektan uygulamalarindan sonra olusabilecek DNA hasarlarint saptamak ig¢in
belirledigimiz kuyruk DNA yiizdesi disinda Olive kuyruk momenti degerleri de
hesaplandi. Olive kuyruk momentine iliskin parametreler Sekil 4.16’da gosterildi.
OTM degerleri Ca(ClO)2, NaOCI’e oranla artig gosterdi.
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Sekil 4.16. NaOCI ve Ca(ClO)2’in etkilerinin OTM ile incelenmesi
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Calismamiza benzer olarak E. fetida bagirsaklarinda biriken mikroplastiklerin
toksokolojik etkisini belirlemek igin DNA kuyruk ytzdesi ve Olive kuyruk momenti

parametreleri ile ¢alisilarak DNA hasari belirlendi (Jiang ve dig., 2020).

DNA onarim kapasitesini asan diizeyde hasar olustugunda DNA hasar1 kisa sireli
deoksiribonukleotid trifosfat miktar: ve molekiiler yapisinda degisimlere, replikasyon
isleminin aksamasina, transkripsiyon ve protein sentezinin inhibe edilmesine,
proteolitik aktivitenin durmasina; uzun slrede ise mutasyona ve kromozom

anormaliklerine neden olmaktadir (Dinger ve Kankaya 2010).

Diinyada dezenfektan ozelligine sahip sodyum hipoklorit, zararli maddeleri yok
etmek amaciyla tarim, kimya endistrisi, gida endiistrisi, ilag gibi endustrilerde
kullanilmaktadir (Manrique ve dig., 2011). Ayrica orkidelerin asimbiyotik
cimlenmesinde sodyum hipoklorit, dezenfeksiyon %0,5 ile %3 konsantrasyonlarda
tohumlarin ¢imlenmesini uyarmak i¢in kullanilmaktadir (Mercado ve Contreras,
2017; Mercado, 2012; Salazar ve dig., 2013). Sodyum hipoklorit toksik bir bilesik
olmasi ve dogru bir sekilde kullanilmadig: takdirde doku etkileri gosterebilmektedir

(Juarez ve Lucas, 2001).

Calismamizda C—mitoz, metafaz eksen kaymasi ve yapisiklik, kalgin kromozom,
anafaz koprd, telofaz koprii, yanlis kutuplasma ve kalgin kromozom, vakuolizasyon
vb. gibi c¢esitli kromozom anormallikleri belirlendi. Metal toksisite ve tolerans
mekanizmalarin1 daha iyi anlamak i¢in, farkli kadmiyum (Cd) konsantrasyonlarinin
H. vulgare kok ucu hiicreleri tizerindeki toksik etkileri arastirilmis ve azalan mitotik
indeks, anormal kromozomlar, C-mitoz, anafaz kopriileri ve kromozom yapismasi
rapor edilmistir. Mitotik indeksteki azalma ve kromozom anormallikleri kok
ucundaki kadmiyum emilimi ve birikim miktarima bagli oldugu bildirilmistir.
Kadmiyuma bagli kalan meristematik hiicrelerdeki normal mikrotiibiil
organizasyonunu bozarak, tiibiilin polimerazasyonunu dogrudan etkiledigi
bulunmustur (Shi ve dig., 2016). Hucredeki enzim inhibisyonu veya protein

sentezindeki bir bozulma o hicrede olumsuz sonuclara neden olabilir.

Sodyum hipokloritle (NaOCI) yapilan bagka bir ¢aligmada A. cepa koklerinin apikal
hicreleri Gzerindeki sitotoksik etkisi degerlendirildi (Causil ve dig., 2017). 5, 2, 1

mg/l konsantrasyonlarinda hiicresel anormalliklerin ve hiicre bdoliinmesinin
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inhibisyonunun meydana geldigini buldular. Sodyum hipokloritin hiicre déngusuniin
G2 fazim1 bloke etmesi (Haq ve dig., 2017) ve DNA sentezini inhibe etmesiyle

(Bernocal ve dig., 2013) hiicre dongiisiiniin normal gelisimini dnlemektedir.

NaOCI dezenfektan amagli olarak siklikla kullanildigi igin yeraltt suyunun, sulama
suyunun ve topragin kirlenme riski vardir. Calismamiza benzer sekilde, farkli
dezenfektanlarla yapilan diger ¢alismalarda, bazilan toksik etkiler gdstermektedir.
Farkl1 biyositlerle dezenfeksiyondan sonra yiizey suyu genotoksisitesini incelemek
igin farkli in vitro kisa siireli testler yapildi. Bu testlerde NaOCI, CIO2 ve PAA test
edilmistir. Bu dezenfektanlar arasinda, NaOCI artan su genotoksisitesini arttirmigtir
ve kromozom anormalliklerine neden oldugu tespit edilmistir. Calismadaki
genotoksik aktiviteler dezenfektanlarin neden oldugu oksidatif strese bagl olabilir

(Monarca ve dig., 2005).

H. vulgare mitotik hiicrelerde iki tiir insektisitin hiicre dongiistiniin farkli fazlarindaki
genotoksik etkileri arastirillmig ve veriler yiiksek dozlarda alfametrin ve
monokrotofosun H. vulgare'deki toksisitesi, mikroniikleus olusumu, kromozomal
anormalilerde artis ve mitotik indekste azalma gostermistir. Kromozomal
anormallikler ve mikroniikleus olusumu nedeninin bu kimyasallarn DNA ile

etkilesime girmesi oldugu rapor edilmistir (Srivastava ve dig., 2008) .

Bir herbisit ve fungusit olan, klorpirifos (CP) ve propiconazoliin (PZ) H. vulgare
tizerindeki etkileri degerlendirilmis ve kontrol ile karsilastirildiginda, kromozomal
anormalliklerin CP'de PZ'den daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica her iki
pestisitte tohum c¢imlenme oranimi azaltmistir. Hiicre dongiisiiniin sentez (S) fazi
sirasinda pestisit uygulanmasinin hiicrelerde daha fazla hasara yol agtig1 ve S fazinin
hiicre dongiisiinlin diger fazlarina oranla daha fazla duyarli oldugu bulunmustur.
(Dubey ve dig., 2015). Bakirin H. vulgare kok uglar iizerindeki etkisi arastirilmis ve
bakir konsantrasyou artttkga MI azaldigi tespit edilmistir. Bakirmm H. vulgare
meristem hicrelerinde birikerek nulkleus ve nikleoproteinleri etkileyip hiicre

bolunmesini azalttigi belirlenmistir (Wang ve Liu, 2016).

Calismamiza benzer olarak Mercado ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismada, P.
sativum'un apikal kok hiicrelerini biyoindikator olarak kullanarak farkli sodyum

hipoklorit konsantrasyonlarinin sitotoksik etkisini degerlendirilmistir. Artan
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konsantrasyonlara bagli olarak kromozom anormallikleri tespit edilmis bunun
sonucunda da sodyum hipokloritin oldukga sitotoksik bir madde oldugu

raporlanmistir (Mercado ve dig., 2019).

Yapilan baska bir c¢alismada mercimek (Lens culinaris) kullanilarak sodyum
hipokloritin sitotoksik etkisi arastirtlmistir. MI, kromozom anormallikleri ve kok
uzamasi gozlemlenmistir. Konsantrasyon arttikca MI te azalma meydana gelmesi
kimyasal tarafindan G2 fazinin baskilanmasi ve DNA sentezinin engellenmesinden
oldugu belirtilmistir. Artan konsantrasyonlarda meydan gelen kromozom
anormallikleri de hasarli DNA replikasyonunu gostermistir. NaOCl mercimek
tizerinde cesitli anormalliklere neden oldugu igin toksik bir madde olarak kabul

edilmistir (Mercado ve Bayona, 2020).

Farkli sicaklik derecelerinin hekzaploid bugday kok meristemlerindeki mitoz
boliinme ve kromozomlar iizerine etkileri ile ilgili yapilan ¢aligmada, 35°C ve 45°C
gibi yiiksek sicaklikta calisilan tiim bugday gesitlerinde MI degerinde azalma ve
kromozom anormallikleri tespit edilmistir. Sicaklik artisiyla birlikte kromozom
anormallikleri artmistir. Belirlenen anormalliklerin erken goriilen kromozom
ayrilmasi ve yogunlagsmis ve yapiskan kromozom, geri kalan kromozom, kromozom
kopriileri ve mikroniikleus seklinde oldugunu tespit edilmistir (Abou-deif ve
Mohamed 2007).

H. vulgare koklerinde salisilik asit(SA)' nin Al toksisitesi tizerindeki etkileri, kok
uzamasi, Al alimi, plazma membran biitiinligiiniin kaybi, mitotik anormallikler,
stiperoksitdismutaz aktivitesi, peroksidaz aktivitesi, toplam protein icerigi ve DNA
fragmentasyonu gibi bazi hiicresel stres mekanizmalari arastirilmistir. 10 UM SA' nin
hem 6n muamelesi hem de birlikte uygulanmasmin, Al emiliminin ve antioksidan
enzim aktivasyonunun inhibisyonu ile iliskili olarak arpa koklerindeki, Al

indiiklenmis toksisiteyi azaltabilecegi bildirilmistir (Yalcin ve Vardar, 2016).

Calismamizda kullanilan dezenfektanlar disinda, igme suyu dezenfeksiyonunda
kullanilan bromoform (25, 50, 75, 100 pg/ml) ve kloroformun (25, 50, 100, 200
pg/ml) genotoksik etkilerinin belirlenmesinde Allium testi ve comet yontemi
kullamlmistir. Iki kimyasal icinde; bromoformun 25 pg/ml disindaki diger

konsantrasyonlarda mitotik indekste diisiis gézlemlenmis, diger dozlarda ise artis
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belirlenmistir. Comet testinde bromoformun 75-100 pg/ml, kloroformun 10-200
pg/ml dozlarinda DNA hasariin kontrole gore fazla oldugu tespit edilmistir. Bunun

nedeni hiicre donglsiini durdurmasi olabilir (Khallef ve dig. 2013).

Comet assay, H. vulgare genomunda bleomisin tarafindan iiretilen DNA hasarinin
indiiksiyonunu ve tamirini incelemek ic¢in uygulanmis ve uygulanan en disiik
bleomisin konsantrasyonunun (50 pg/ml) bile DNA hasarina neden olacagi
belirtilmistir. Ayrica, indiiklenen DNA hasarmin miktarlarinin, doza bagli olarak

bleomisin uygulamasina karsilik geldigi de bildirilmistir (Georgieva ve Stoilov 2008).

Topraktaki ekotoksikolojiyi degerlendirmek icin atriyallerin solucanlar Uzerindeki
etkisinin arastirilmis ve solucanlarda oksidatif strese baglit ROS birikiminin DNA
hasarina neden oldugu bildirilmistir (Song ve dig., 2009). Tuzlulugun, solucan E.
fetida'nin biiylimesi, iiremesi ve hayatta kalmasi tizerindeki etkileri arastirilmustir.
NaCl konsantrasyonlarinin solucanlarin agirligi iizerinde istatistiksel olarak anlaml
bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Sodyum kloriiriin solucanlarin yasam

dongiisiinii olumsuz yonde etkiledigi sonucuna varilmistir (Guzyte ve dig., 2011).

Genellikle piring tarlalarinda kullanilan bes pestisitin toksisitesi, toprak solucani E.
fetida'nin lizerinde yapilan deneylerle degerlendirilmistir. Carbendazimin E. fetida
icin son derece toksik oldugu, solucan agirligimi 6nemli dl¢iide azalttigi ve piring
tarlalarinda ve c¢evresindeki ekosistemlerde Ongoriilenlere yakin  toprak
konsantrasyonlarinda kaginma tepkisi gosterdigi bulunmustur. Bu calisma E.
fetida’nin gelismis kemoreseptorlere sahip oldugunu gosterir (Rico ve dig., 2016).
Bizim c¢alismamizda da kullanilan dezenfekte edici kimyasallarin bu reseptorler

uzerinde etkili olabilecegi disiiniilmektedir.

Toprak omurgasizlariin pestisitlere duyarlilign E. fetida ile karsilastirilmistir.
Arachnids ve izopodlarin, bocek Ooldiiriiciilere ve nematodlara, E. fetida ile
karsilastirildiginda, mantar oldiiriiciilere karsi daha duyarli oldugu bulunmustur
(Daam ve dig., 2011). Dezenfektan olarak PAA ve klor uygulanmis sulama suyunun
Escherichia coli (E.coli) iizerindeki etkisi arastirilmig. E.coli 5 ve 15 dakika
boyunca uygulanan 6 mg/l PAA’e klordan daha direngli oldugu belirlenmistir (Binini,
2015).

43



Iki pestisit olan tribenuron-metil (TBM) ve tebuconazole (TEB)’ nin toprak solucani
E. fetida tizerindeki toksik etkileri arastirilmis. TBM, kontak filtre kagidinda E.
fetida' ya ve yapay zemin testlerine kars1 diisiik toksisite gosterdigi ve benzer sekilde
TEB, yapay zemin testinde E. fetida’ ya kars1 diisiik toksisite gosterdigi bildirilmistir.
Tek basina ya da karisim olarak kullanilan pestisitler, solucan DNA'sinda kontrole
kiyasla Onemli bir hasara neden olmadigi belirtildi. Kullanilan pestisitlerin
solucanlardaki enzim aktivitesi ve lipit peroksidasyonu Uzerinde gegici etkiye sebep
oldugu belirlendi. Bu nedenle 6nemli bir hasara neden olmamistir (Chen ve dig.,

2018).

E. fetida igin iki insektisid olan Imidacloprid ve RH-5849'un genotoksisitesini
degerlendirmek igin solucan sperm deformitesi degerlendirme yontemi, Vicia faba'
daki kok ucu htcrelerinin mikronikleus testi ve tek hiicre jel elektroforez yontemi
uygulanmistir. Tim uygulama gruplarinda Imidaclopridin RH-5849'dan surekli
olarak daha toksik oldugu belirtilmistir. iki pestisitin solucan DNA'sinda énemli bir
DNA hasarina neden oldugu bildirilmistir (Zang ve dig., 2000). Bizim ¢aligmamizda
da Ca(ClO),’ te NaOCl’¢e oranla daha yiiksek seviyede DNA hasari tespit edildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Patojenleri ve mikroorganizmalar1 etkisiz hale getirmek i¢in igme suyu tesisleri
diizenli olarak yiizey dezenfeksiyon islemleriyle temizlenir. igme suyu tesislerinde
dezenfeksiyon islemi virlis ve mikroorganizmalarin artisina bagl olarak yilda iki
defadan fazla yapilmaktadir (Jackson, 2001). Diinya genelinde sularin dezenfeksiyon
islemlerinde genellikle sodyum ve kalsiyum hipoklorit gibi klor igeren reaktifler
kullanilmaktadir (Guzel ve dig., 2004).

Bu ¢alismada i¢me sularinin dezenfeksiyonunda kullanilan NaOCI, Ca(ClO). ve
PAA’ in H. vulgare ve E. fetida lizerindeki etkileri incelendi. Dezenfektanlarin farkli
konsantrasyonlarina maruz birakilan H. vulgare tohumlar1 ¢imlendirildi. Kok
uzunlugunu yariya indiren degerler (EC50) her dezenfektan i¢in ayr1 ayri belirlendi.
NaOCIl’in EC50 (20 pul/ml) degeri diger dezenfektanlara oranla daha diisiik tespit
edildi. Kullanilan dezenfektanlardan H. vulgare kok hicrelerine sirasiyla en fazla

zarar1 PAA, daha sonra Ca(ClO)2 ve en az zarar1 NaOCI’ in verdigi belirlendi.

MI hiicre boliinme sikligin1 yansitan ve tiim canli organizmalar i¢in kullanilan bir
sitotoksisite Olgusidir (Yuksel ve Aksoy, 2017). MI degerleri, kontrol ile
karsilastirildiginda konsantrasyon artis1 ile birlikte diislis gostermistir. Elde edilen
verilere bakildiginda kullanilan dezenfektanlarin tiim konsantrasyonlarda etkili
oldugu goriildi. MI degeri H. vulgare kontrol grubunda 23,7 iken NaOCI 10ul/ml’de
8,75%e, 20ul/ml’de 8,16’ya diistiigii belirlendi. Ayrica Ca(ClO)2’de 120mg/ml’de
4,5’e, 240mg/ml’de 4,11’¢ ve 480mg/ml’de 3,39’a diistiigii belirlendi. PAA ise
40ul/ml’de 4,04’ ve 80ul/ml’de 1,39’a diistiigii belirlendi. Elde edilen verilere goére
mitotik indeksi en az diistiren dezenfektan NaOCI, en fazla diisiiren dezenfektan ise
PAA olarak belirlendi.

Calismamizda gézlenen kromozom anormallikleri arasinda, C- mitoz, metafaz eksen
kaymas1 ve yapisiklik, kalgin kromozom, anafaz kopri, anafaz yanlis kutuplasma,

telofaz koprl, yanlis kutuplagsma, kalgin kromozom ve vakuolizasyon olusumu
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gozlendi. Kullanilan dezenfektanlar1 kok uzamasinda, MI sikliginda ve kromozom
anormalliklerinde olumsuz etki yaptig1 belirlendi. Kullanilan dezenfektanlarin
fiziksel ve kimyasal Ozellikleri birbirinden farklidir. Bu dezenfektanlar DNA tamir
mekanizmasini ~ etkileyip anormalliklerin  onarilmasini  engelleyebilir, olusan

anormalliklerinse artmasina sebep olabilmektedir (Robison ve dig., 2002).

Solucanlar, besin zincirinin 6nemli basamaginda yer alan omurgasiz hayvanlar
grubundadir. Ayrica toprak ekosistemlerinin yapisinin ve islevinin surdirilmesinde,
metabolizmasinin isleyisinde ve toprak verimliliginde 6nemli bir rol oynarlar (OECD,
2015). Solucanlar yiiksek tireme oranina sahiptir ve gii¢lii olduklar1 kadar ¢evredeki
toksik ve zararli maddelere karsi savunmasizdirlar. Bu nedenle solucanlar, 6zellikle
E. fetida, kirletici maddelerin toksisitesini test etmek i¢in yaygmn olarak
kullanilmaktadir (Wang ve dig., 2019).

Calismada kullanilan dezenfektanlar, comet assay testine gore E. fetida Uzerinde
genotoksik etkilere neden olmustur. Ca(ClO)2, NaOCl’¢ oranla kuyruk DNA yUzdesi
ve olive DNA momenti daha yiksek oldugu belirlendi. Ca(ClO). daha fazla genetik
hasara neden oldugu i¢in daha yogun DNA igeren kuyruklar olusturdu. Bu ¢alismada
sunulan verilere gore kullanilan konsantrasyonlarda toksik etki gdzlendigi i¢in her iki
kimyasalin da E. fetida’da cesitli seviyelerde kromozom kiriklarina yol agtigi

belirlendi.

Reseptorler 6zellesmis duyu sinirlerinden olugmakta ve genellikle protein 6zelligine
sahip olmaktadir. Genel olarak her reseptdr farkli uyarilara duyarlidir. Uyarilan
reseptor aldigi uyariy1r merkezi sinir sistemine gotiirerek degerlendirilmesini saglar.
Reseptorle duyarli olduklari enerji formuna gore gesitlilik gosterirler. Bunlardan biri
omurgali ve omurgasiz hayvanlarda bulunan kemoreseptorlerdir. Kemoreseptorler
etraflarindaki sivi ve gaz maddeleri algilaylp merkezi sinir sistemine bildirir.
Merkezi sinir sistemide bu maddelerin zararli olup olmadigini degerlendirir.
Degerlendirmeden sonra canli gelen uyariya tepki olusturur. Bizim ¢alismamizda da
dezenfekte amaciyla kullanilan kimyasallar E. fetida tizerine uygulandiktan sonra
kaginma davranigt gozlendi. Bunun nedeninin E. fetida viicudundaki gelismis

kemorestorler oldugunu diisiinmekteyiz.
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Calismamizda elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, c¢alisilan
konsantrasyonlarda NaOCI, Ca(ClO)> ve PAA’in H. vulgare ve E. fetida Uzerinde
sitotksik ve genotoksik etkileri oldugu goriildii. PAA’ nin H. vulgare kok meristem
hlcrelerine NaOCI ve Ca(ClO).’ ten daha fazla zarar verdigi sonucuna ulasildi. Fakat
kullanilan dezenfektanlarmm E. fetida Gzerindeki etkisi farklilik gosterdi. E. fetida
uzerinde Ca(ClO).’ in daha fazla zarar verdigi belirlendi. Bu da bize farkli canlilarin
farkl1 savunma mekanizmalar1 oldugunu gostermektedir. Dezenfektanlarin neden
oldugu zarar canlinin tiiriine, tolerans ve adaptasyon kabiliyetine bagli olarak

degisiklik gostermektedir.

Diinyada bir ¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasinin nedeni sudur. Toplum i¢in 6nemli olan
icme ve kullanma sularmin saglikli ve giivenli olmast bir ¢ok hastaligin ortaya
cikmasini Onleyecektir. Hastalik yapict organizmalardan kurtulmak i¢in igme sular
dezenfekte edilmelidir. Icme sularnin dezenfeksiyonlarnda farkli kimyasallar
kullanilmaktadir. Maliyet ve stireklilige dikkat edildiginde en ¢ok kullanilan
dezenfektan klorlu bilesiklerdir. Klor patojenleri tamamen yok eder veya iremelerini
engeller. Ayrica suyun islendigi tesisten ¢esmeye ulasana kadar siirekli koruma
saglar. Fakat dezenfeksiyon islemi i¢in segilen kimyasallar mikroorganizmalara etki
etsede su ile birlesince cesitli yan {riinler olusturmaktadir. Yan {iriinlerinde
olusturabilecegi tehlikeler g6z Oniine aliarak diisiik dozlarda dezenfeksiyon

islemleri daha giivenilir olacaktir.

Bu ¢alismada NaOCl, Ca(ClO)2 ve PAA’in H. vulgare ve E. fetida Uzerine sitotoksik
ve genotoksik etkilerinin belirlenmesini sagladigindan daha sonraki calismalarda
onemli bir veri kaynagi olacaktir. Calismamiz igcme suyunu dezenfekte amaciyla
kullanilan dezenfektanlarin hem bitki hemde omurgasiz hayvan Uzerindeki etkisini
kasilastirmali olarak gosterdi. Dezenfektanlar besin zincirine karisarak canlilarin
gelisimi ve genetigini etkileyecegi i¢in dogaya daha az zarar veren dezenfektanlar
secilmelidir. Bu konuda gelecek nesillerde diisiiniilmelidir, dogaya ve canlilara
verilen zarar en aza indirilmelidir. Bu nedenle igme suyu ve aritma tesileri diizenli

olarak denetlenmeli ve su parametreleri periyodik olarak kontrol edilmelidir.

Bu tez ¢alismasinda elde edilen bazi veriler ilk kez tespit edildiginden ayrica bir

oneme sahiptir. Ozellikle igme suyu dezenfeksiyonunda yeni yeni kullanilmaya
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baslanan PAA’in canlilar lizereni etkisini belirten literatiir bilgisine ulagilmamaktadir.
Bu nedenle igme suyu dezenfeksiyonu igin kullanilan maddelerin canlilar tizerindeki

etkisinin arastirmalarla desteklenmesinin gerekli oldugunu diisiiniiyoruz.

Yaptigimiz ¢alismanin bu konuda yapilms galismalara katki saglayacagi, icme ve
kullanma suyu dezenfeksiyonu isleminde tercih edilen dezenfektanlarin canlilar

tizerindeki etkisine yonelik yeni yapilacak ¢alismalarada 1s1k tutacagi diistilmektedir.
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