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OZET

Arastirmacilar son yillarda hem insanlar tarafindan hem de dogal
olarak meydana gelmis bir¢cok mutajenin varhigm acgik bir sekilde
gostermislerdir. Bu mutajenler hava ve su kirleticilerinin yamn sira gidalar,
ilaglar, kozmetik tirtinleri, pestisitler, ev yapimi ve endiistriyel kimyasallar
gibi bircok kimyasal simifindan meydana gelmektedir. Genotoksik
kimyasallarin artmasi ve radyasyon seviyesinin yiikselmesi ile meydana
gelen bu kirlilik artis1 ekosistemi ve insanlarin da i¢inde bulundugu tim
organizmalart  olumsuz yonde  etkilemektedir. =~ Kontaminantlarin
organizmalar {izerine etkisini belirlemek amaciyla hizh ve kesin metotlara
ihtiyac vardir. Genotoksik maddelerin etkilerini tanimlayabilmek i¢in bircok
genotoksisite test sistemi gelistirilmistir. Var olan bir¢ok arastirma
gostermistir ki bitki biyotestleri cevredeki genotoksik kontaminasyonun
degerlendirilmesi ve cevre kontrol sistemlerinde oldukca ©nemli
metotlardir. Bitki testleri gen mutasyonlar1 ve kromozom aberasyonlar: gibi
genis bir alani kapsayan genetik hasarlarin belirlenmesini saglamaktadur.
Ayrica diger testlere gore oldukca hassas ve kolay uygulanabilen ve
uluslararas1 gegerliligi olan bitki biyotestleri ¢evresel Kkirleticilerin
genotoksik etkisinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Bu derleme
ile bitkilerde yaygin olarak kullanulan genotoksisite ol¢titii parametreler ve
bu parametreleri iceren bazi calismalarin degerlendirilmeye alinmasi
amaglanmsgtir.

Anahtar Kelimeler: Genotoksisite, mitotik indeks, mikroniikleus,
kromozom aberasyonu
ABSTRACT

Researcher over the last years has clearly demonstrated the presence
of mutagens among the numerous man-made and naturally occurring
chemicals in our environment. These mutagens occur in all classess of
chemicals, including foods, drugs, cosmetics, pesticides, household and
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industrial chemicals as well as in pollutants of both air and water. The
increase of pollution by the release of genotoxic chemicals and the increase
of radiation levels has affected the ecosystem and the health of organisms,
including humans. There is a need for quick and precise methods for the
detection of contamination and their effects on organisms. Numerous
genotoxicity assay systems have been developed to identify the effect of
genotoxins. The available data show that plant bioassays are important tests
in the detection of genotoxic contamination in the environment and the
establishment of controlling systems. Plant system can detect a wide range
of genetic damage, including gene mutations and chromosome aberrations.
Plant bioassays, which are more sensitive and simpler than most methods
used to detect the genotoxic effects of environmental pollutants, have been
validated in international collaborative studies and demonstrated to be
efficient tests for monitoring genotoxicity of environmental pollutants. The
aim of this review was to evaluate some genotoxic parameters and different
studies which involve these parameters in plants.

Key Words: Genotoxicity, mitotic index, micronucleus, chromosome
aberration
1. GIRIS

Insanoglu ytizyillardan bu yana icinde yasadig1 cevreyi kendi
yararina kullanmak i¢in olumlu ya da olumsuz olarak etkilemektedir.
Gelisen teknoloji yasam standartlarinin artmasmi beraberinde
getirmis, buna paralel olarak insanlarin cevre {izerinde olan
hakimiyeti de artis gostermistir. Ancak insanoglunun artan bu cevre
hakimiyeti bazi olumsuzluklar: da beraberinde getirmistir. Bu durum
pek cok canli ile beraber insanligin kendi varligimni da tehlikeye
diistirmiistiir. Cevresel kirleticiler, tarimsal iiretimi artirmak ve {iriin
kalitesini yiikseltmek igin kullanilan tarmm ilaglari, gidalarin raf
omriint uzatmak ve tat/estetik acidan eklenen gida katki maddeleri,
kozmetik trtinler, ilaclar, savaslar ve endustriyel atiklar cevre
kirliligine buyiik ol¢lide sebep olan etmenlerdir ve tiim bu kimyasal
maddeler  insanoglunun  faaliyetleri  sonucunda  meydana
gelmektedir. Sonugcta tiim bu cevresel kirleticiler pek ¢ok canlinin
glinliik yasamlarma dogrudan ya da dolayli olarak zarar vermekte ve
cevre kirliligi tim {ilkelerde onemli bir sorun haline gelmektedir.
Dolayisiyla piyasaya stirtilen bu kimyasal maddelerin canlilar
tizerinde olumsuz etkileri olup olmadiginin tespit edilmesi son
derece  6nemlidir. Bu amacla hava, su ve toprak
kontaminasyonlarinin degerlendirilmesi ve tespitinde hizli sonug
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almabilecek hassas metotlara ihtiya¢ vardir (Sandhu et al.,, 1994;
Maluszynska and Juchimiuk, 2005).

1900'1u yillardan bu yana genotoksik maddelerin karsinojenik
potansiyellerini ~ 6lcebilmek icin  bir¢ok  genotoksisite testi
gelistirilmistir. Son donemlerde cevresel mutajenlerin belirlenmesi
icin kisa zamanl test sistemlerinin gelisiminde ©nemli ilerlemeler
olmustur. In vitro testler, mutasyonlar, kromozom kirilmalar1 ve diger
genetik etkileri belirlemek icin in vivo testlere gore daha kullanigls,
ekonomik ve hizli bir¢ok testi kapsamaktadir (Barile, 2008).

Yiiksek yapili bitkiler, genetik materyallerinin ytiiksek oranda
korunmus yapist sebebiyle cevresel Kkirleticilerin sitotoksik,
sitogenetik ve mutajenik etkilerinin degerlendirilmesi bakimindan
genotoksisite testlerinde siklikla kullanilmaktadir (Leme and Marin-
Morales, 2009; Ozkara et al., 2011; Rodriguez et al., 2015).

Dolayisiyla cevresel kirleticilerin neden oldugu muhtemel
genetik hasarin degerlendirilmesinde bitki test sistemleri yaygin bir
kullanim alanina sahiptir. Ek olarak bitkiler koklerinin meristematik
yapist ve kromozomlarinin boyutlari sebebiyle genotoksisitenin
belirlenmesinde kullanilan oldukca uygun sitogenetik materyalerdir
(Fiskesjo, 1985, Ma et al., 1995). Yiksek bitkiler hayvanlarla
karsilastirilldiginda  cevresel ~ maddelerin  genotoksisitelerinin
degerlendirilmesinde analizlerinin basit olmasi, hassas olmalar1 ve
kolay elde edilebilir olmalar1 hususunda oldukca kullanish
modellerdir (Grant, 1992, Tiirkoglu vd., 2009). Ayrica bitkilerin
kullanildig: test sistemlerinin giivenilir ve ucuz maliyetli olmalar1 bu
metodlarin son yillarda yaygmn olarak kullanilmasimi saglamaktadir
(Saxena et al., 2005; Konuk et al., 2007; Ozkara et al., 2014). Buna
karsin bitkilerin hayat sikluslarinin bakteri, maya ve benzeri
organizmalara gore daha wuzun olmasi bu test sistemlerinin
kullanilmasinda smirlayici bir etken olarak degerlendirilebilir (Grant
and Salamone, 1994).

Cevresel kirleticiler ve farkli kimyasal maddelerin aktiviteleri
Allium cepa, Vicia faba, Arabidopsis thaliana, Hordeum vulgare, Crepis
capillaris, Glycine max, Lycopersicum esculentum, Nicotiana, Pisum
sativum, Tradescantia ve Zea mays gibi farkli bitkiler tizerinde analiz
edilmektedir. Yapilan analizlerde ise ortalama kok uzunlugu,
¢imlenme orani, mitotik indeks, mikrontikleus siklig1 ve mitotik
anormallikler (anafaz koprist, yapisiklik vb.) gibi parametreler
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degerlendirmeye alinmaktadir. Calismalarda genellikle bu
parametrelerden bir veya birkaci kombine edilerek kullanilmaktadir.
Elde edilen sonuglar uygun istatistiksel analiz metotlariyla
yorumlanmaktadir. Ayrica pek ¢ok calismada kimyasal maddelerin
genotoksik etkisinin saptanmasinda bir testin tek basma yeterli
olmadigi, bu nedenle kimyasallarin genotoksik aktivitesinin
belirlenmesinde bir seri test sisteminin kullanilmas: gerektigi
vurgulanmistir (Mortelmans and Rupa, 2004; Olaharski et al., 2006).

Bu derleme ile farkli kimyasal maddelerin genotoksik
aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan parametreler ve farkl: bitki
test sistemleriyle son yillarda yapilan ¢alismalara deginilmistir.

2. BITKI TEST SISTEMLERI

Bilindigi gibi c¢evresel kirleticilerin ve cesitli kimyasal
maddelerin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi icin Arabidopsis
thaliana, Allium cepa, Crepis capillaris, Glycine max, Hordeum vulgare,
Lycopersicum  esculentum, Nicotiana, Pisum sativum, Vicia faba,
Tradescantia, Lens culinaris ve Zea mays gibi bitkiler kullanilmaktadar.
Bu bitkilerde mitotik indeks (Mi), mitotik anormallikler, kardes
kromatid degisimi (KKD) mikroniikleus siklig1 (MN) ve DNA hasar1
(Comet vb.) gibi parametreler degerlendirmeye alinmaktadur.

2.1. Mitotik Indeks (MI)

Mitotik indeks yasayan tiim organizmalar icin sitotoksik bir
olgtit olarak kabul edilmektedir (Amer and Aly, 1992). Sitotoksik
seviye mitotik indeks oranindaki degismelerle belirlenebilmektedir
(Linnainmaa et al., 1978; Smaka-Kincl et al., 1996). Azalmis mitotik
indeks, hticre siklusu ilerlemesinde inhibisyonu ve/veya proliferatif
kapasitedeki kayb1 gostermektedir (Gokalp Muranli, 2006). Mitotik
indeksteki azalma, kontrole gore %22'nin altina diiserse letal etki
(Antonsie-wiez, 1990), %50'nin altina diiserse subletal etki (Panda
and Sahu, 1985) degeri olarak kabul edilmektedir.

Mitotik  indeksi belirlemek i¢in hazirlanan her bir
konsantrasyondan en az 5000-6000 hticre sayim1 gerceklestirilmelidir
ve mitotik indeks ytizdesi asagidaki formiille ifade edilmektedir.

MI (%)=mitoza girmis hticre sayis1 / toplam hiicre sayis1 x100

Mitotik  indeksi  belirlemek  icin  kullamilacak  olan
konsantrasyonlarin se¢iminde o¢ncelikle kok biiytimesi inhibisyon
testi yapilarak uygun doz aralig tespit edilmektedir. Bunun icin
kontrole gore kok uzunlugunun %50 azalmasmna neden olan
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konsantrasyon (ECs)) degeri belirlenmelidir. Ctinkti kullanilan
herhangi bir bitkinin kromozomlar1 ve hiicre boltinmesi tizerinde
cevresel  Kkirleticilerin ~ toksik ~ ve  genotoksik  etkilerinin
degerlendirilmesinde etkili konsantrasyon degerinin belirlenmesinin
onemli oldugu bildirilmistir (Chauhan et al., 1999; Seth et al., 2007).
Etkili konsantrasyon degeri belirlendikten sonra farkli uygulama
stireleri temelinde mitotik indeks degerlendirilmektedir. Yapilan
bircok genotoksisite calismalarinda, test edilen cevresel kirleticilerin
olumsuz etkilerini saptamak icin farkli konsantrasyonlarin yani sira
farkl stireler de (4, 6, 8, 12, 24, 48 ve/veya 72 saat) kullanilmaktadir
(El-Ghamery et al., 2000; Marcano et al., 2004; Chandra et al., 2005).

Bitkilerin elde edilmesi, tasinmasi ve saklanmasi hem kolay
hem de ucuzdur. Yiiksek yapili bitkiler kromozomlarmin
boyutlarindan dolay: sitogenetik analizler i¢in uygundur (Fiskesjo,
1985). Ayrica bitkilerle yapilan testler yiiksek duyarliliga sahiptir ve
yeniden elde edilebilir sonuclar vermektedir. Toksisite, test edilen
kimyasallarin toksik durumlarini belirlemek icin hasar derecesinin
kullanild1g1 makroskobik parametrelerle (btiytime inhibisyonu gibi)
birlikte mutajenezi kanitlamak i¢in kromozom kirik ve hasarlarmin
oranlarmin belirlendigi mikroskobik parametrelerle de olctilebilir
(Grant, 1982).

Mitotik indeks belirleme calismalarinda genellikle en yaygm
kullanilan bitki Allium cepa’dir ve Allium testi olarak bilinmektedir.
Allium testi kimyasallar, kirleticiler ve kontaminantlar icin hizli bir
tarama prosediirii olup bitki test sistemleri icerisinde en yaygmn
olarak kullanilan gtivenilir bir test sistemidir. Allium testinde
gozlenebilen makroskobik ve mikroskobik etkiler arasinda iyi bir
korelasyon vardir. Yine Allium testi ile ozellikle memeli test
sistemleri karsilastirildiginda aralarinda oldukga iyi bir korelasyon
oldugu gosterilmistir (El-Shabhaby et al., 2003). Daha 6nce bu test
sistemi ile yapilan calismalarda; cevresel kirletici olarak kabul edilen
kimyasal maddelerin mitotik indeksi artis ve azalislar seklinde
etkiledigi gosterilmistir (Pesnya and Romanovsky, 2013; Pandey et
al., 2014; Goujon et al., 2014; Rodriguez et al., 2015). Bu etkilenme
genellikle mitotik indeks azalmasma yonelik olurken bazi
calismalarda da artis gosterdigi tespit edilmistir.

Kromozom hatalarinin indiiksiyonunda kullanilan en eski, en
basit ve en ucuz yontem bitki kok uglarmin kullanilmasi olmustur.
1975 yilinda Kihlman tarafindan yapilan bir arastirmada, test
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materyali olarak kullanilan Vicia kok uglarmmn avantajlar1 ve
dezavantajlar1 tespit edilmistir (Kihlman, 1975). Vicia faba sadece
sitolojik degil, fizyolojik ve radyobiyolojik calismalarda da yaygin
olarak kullanilan bir bitkidir. Vicia faba’min kromozom sayis1 diistik
ve kromozomlar: kalin oldugundan dolay1 bu bitkide sayim yapmak
kolaydir (Kihlmann, 1975). Bu sebeple bu bitkiyle onceki yillarda
yapilmis pek c¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Yapilan tim bu
calismalarda mitotik indeks kontrole gore degisiklik gostermistir
(B’eraud et al., 2007; Abdul Raoof and Siddiqui, 2013; Dhyévre et al.,
2014).

Mitotik indeks Allium cepa ve Vicia faba disinda diger bircok
bitkide de yaygmn olarak uygulanmaktadir. Dong and Zhang (2010)
pisirme atiksuyunun genotoksik etkisini Vicia faba ve Hordeum vulgare
tizerinde arastirmis olup mitotik indeksin azaldigini gostermislerdir.
Yine Ozkara et al, (2011) Afyon Seker Fabrikasi atiksuyunda
Hordeum vulgare tizerinde yaptiklar: calismada mitotik indeksin doza
bagh distis gosterdigini rapor etmislerdir. Kiran ve $ahin (2005)
PbCly'nin farkli konsantrasyonlarinin genotoksik etkisini Lens
culinaris lizerinde incelemis ve doza bagli olarak mitotik indekste
azalmalar oldugunu tespit etmislerdir. Li et al., (2008) Cin’de s1zint1
atik sulariyla yaptiklar1 calisma ile Triticum aestivum’da genotoksik
hasar1 calismislar ve mitotik indeksin konsantrasyon artisina bagl
olarak diistugtinti saptamislardir. Duquesnoy et al., (2010) Zea mays
ve Vicia faba’da arsenigin genotoksik etkisini arastirmislar ve mitotik
indekste azalmalar saptamislardir. Ayrica arsenigin Pisum sativum’da
da mitotik indeksi dustirdiigii tespit edilmistir (Dho et al., 2010).
Fusconi et al.,, (2007) yine Pisum sativum’da kadmium’un mitotik
indeks tizerine etkisini incelemis ve doza bagli olarak mitotik indeksi
distrdugiini belirlemislerdir. Rodriguez et al.,, (2015) Tradescantia
pallida ve Allium cepa tzerinde imidacloprid insektisitinin etkisini
arastirmislar ve negatif kontrole gore anlamhi bir farklilik
gozlemlememislerdir. Elezaj et al., (2011) Tradescantia pallida {izerinde
cevresel atiksularin genotoksik etkisini incelemisler ve kontrole gore
mitotik indekste azalma tespit etmislerdir. Tum bu c¢alismalar farkl:
kimyasallarin sitotoksisitesinin belirlenmesi icin mitotik indeksin
temel ve 6nemli bir parametre oldugunu gostermektedir.

2.2. Kromozom Aberasyonlari (KA)

Kromozom aberasyonlari, kendiliginden veya gesitli mutajenler
tarafindan indiiklenmis olan kromozomlardaki hem yapisal hem de
sayisal degisiklikler olarak karakterize edilmektedir (Evans, 1984;
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Preston et al., 1987; Choy, 2001). Kromozom anormallikleri, DNA
diizeyindeki zararin bir sonucu olarak ortaya gikar. Ornegin,
kromozom kiriklart DNA’daki onarilmamuis ¢ift zincir kiriklarindan
ve yeni yapiya sahip kromozomlarin meydana gelmesi de, DNA’daki
zincir kiriklarinin  yanlis onarilmasmndan kaynaklanabilmektedir
(Savage, 1993; Albertini et al., 2000). Genetik materyalde olusan bu
tip hasarlar tamir edilemediginde ortaya ¢ikan yiiksek KA frekansi
ise, artmis kanser riskini gostermektedir (Choy, 2001; Norppa et al.,
2006).

Bitkilerde ve hayvanlarda gozlenen kromozom aberasyonlari
kimyasallarn DNA ile etkilesime girdiklerini ve hasara neden
olduklarmi gostermektedir (Saxena et al., 2005). Son yillarda yapilan
calismalar kromozom aberasyonlarmin genotoksisitenin
degerlendirilmesi icin son derece giivenilir analizler oldugunu
gostermektedir (Rieger et al., 1990; Angelis et al., 2000; Panda et al.,
2002).

Kromozom aberasyonlar1 uzun yillardir bitkilerin tireme
basarist i¢in de bir ol¢tit olarak kullanilmakta ve morfolojik ve
taksonomik degisiklikler, fertilite-sterilite iliskileri, mutasyonlar ve
diger karakteristik 6zellikleri ile iliskilendirilmektedir (Grant, 1978) .

Bitkilerdeki sitolojik aberasyonlar genetik zarara neden
olabilecek gevresel kimyasallarin belirlenmesi igin miikemmel bir
degerlendirme sistemi olarak kabul edilmektedir. Hem mayotik hem
de mitotik boltinmeleri degerlendirmede kromozom aberasyonlar:
kullanilabilir. Bitkilerde somatik kromozom aberasyonlarinin analizi
icin genellikle kok uglar1 ya da polen tiip hiicreleri kullanilmaktadar.
Mayotik kromozom calismalarinda ise genellikle polen ana hiicreleri
kullanilmaktadir. Daha o©nce yapilan arastirmalar goz ontinde
bulunduruldugunda  bitkilerde  yapisiklik, koprii, vagrant
kromozomlar, c-mitoz, multipolarlik, fragment ve mikroniikleus en
siklikla gozlenen kromozom aberasyonlaridir (Arikan, 2006; Ozkara
et al., 2011; Ozkara et al., 2014). Yapilan calismalarda ortaya ¢ikan
kromozomal aberasyonlar negatif kontrol grubu verileri ile
kiyaslanarak kullanilan kimyasalin genotoksisitesi hakkinda bilgi
edinilebilmektedir.

Mitotik indeks calismalarinda oldugu gibi kromozomal
aberasyon calismalarinda da Allium cepa yaygin olarak tercih edilen
bitkilerdendir. Bu calismalarda gevresel kirleticilerden pestisitlere
kadar pek cok kimyasal madde degerlendirilmeye alinmistir. Carita
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and Marin-Morales (2008) baz1 azo boyalarmnin, Yildiz et al., (2009)
bakir stilfat ve kobalt kloriirtin, Saxena et al., (2010) Carbofuran
insektisitinin, Tirkoglu (2012) chlorfenvinphos ve fenbuconazole
pestisitlerinin, Goujon et al., (2014) sulcotrione pestisitinin, Pandey et
al, (2014) bazi gida koruyucularnin Allium cepa’da kromozom
aberasyonlarmi degerlendirmis ve bu calismalarin pek c¢ogunda
kromozomal  aberasyonlar tespit edilmistir. =~ Kromozomal
aberasyonlar Allium cepanin yani1 swra diger bitkilerde de
calistimaktadir. Rodriguez et al.,, (2015) imidacloprid insektisitinin
genotoksik etkisini Allium cepa ve Tradescantia pallida’da arastirmus ve
kromozomal aberasyonlarin bu madde ile indiiklendigini tespit
etmiglerdir. Srivastava and Mishra (2009) atrazine herbisitinin
sitogenetik etkilerini Allium cepa ve Vicia faba’da calismis olup cesitli
kromozomal aberasyonlar1 saptamislardir. Dho et al, (2010)
kromozomal aberasyonlar:1 arsenik kimyasali ile Pisum sativum
tizerinde calismis ve arsenigin farkli konsantrasyonlarmmn bu
aberasyonlari indiikledigini tespit etmislerdir. Yine Duquesnoy et al.,
(2010) arsenigin genotoksik etkisini Vicia faba ve Zea mays tizerinde
arastirmiglar ve yiiksek dozlarda aberasyonlar1 artirtigini
gozlemislerdir. Calisilan kimyasal madde ve kullanilan bitkiler
degisse de yapilan tiim bu calismalar herhangi bir maddenin farkl
bitkiler =~ tizerinde genotoksisitesinin  belirlenmesi  prensibine
dayanmaktadir. Yapilan tim bu calismalarda mitotik indeks,
kromozom aberasyonu ve mikroniikleus gibi parametreler bir arada
calisilarak ya da farkli birkag bitki kombine edilerek calismalarmn
glvenilirlikleri artirilmaktadir.

2.3. Kardes Kromatid Degisimi (KKD)

KKD analizi, genotoksik maddelerin DNA’da olusturdugu
hasar1 kromozom diizeyinde tespit etmemizi saglayan hizli, duyarh
ve Kkantitatif bir 6lcim metodudur. KKD kromozom morfolojisi
degismeksizin, kardes kromatidler arasinda, 6zdes segmentlerin
simetrik genetik materyal alisverisi sonucu kromatidlerin karsilikli
farkli boyanmasi olarak tanimlanmaktadir (Sinyth and Evans 1976,
Gonzalez Borroto et al, 2002, Eisha et al., 2004). Doku tipine,
kimyasal maddenin doz oranina ya da diger faktorlere gore farklilik
gosteren KKD, DNA’daki ¢ok kiiciik harabiyetlerin bile hassas
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Stoilov et al., 2002, Helleday,
2003). Cesitli fiziksel ve kimyasal etkenlerle kromozom DNA’sinda
meydana gelen ve replikasyon esnasinda onarilmayan hatalar
KKD’nin ortaya ¢ikmasma ya da artmasina sebep olmaktadir. KKD
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analiz yontemi ile bir maddenin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile
olas1 mutajenik ozelligi kromozom diizeyinde gosterilebilmektedir
(Gonzélez Borroto et al., 2002; Soydz ve Ozgelik, 2003). Bu nedenle
pek cok mutajenik ya da kanserojenik etkileri olan maddelerin
genotoksik aktivitelerini gostermede duyarli bir parametre olarak
kabul edilmektedir (Biissing et al., 1994; Beg et al., 2009; Montoro et
al., 2012).

KKD metodu hem bitki hem de memeli hiicrelerine kolaylikla
uygulanabilen bir yontemdir. Bitkilerde KKD testi genellikle diisiik
kromozom sayisina sahip olan Vicia faba ve Allium cepa (Cortes and
Andersson, 1987; Cortés et al., 1987) gibi bitkilerde daha yaygin
kullanilmaktadir ve bu test sistemi ilk defa bitkilerde Vicia faba’da
uygulanmistir (Taylor et al., 1957; Taylor, 1958). Ayn1 zamanda son
yillarda da yine bu bitkiyle yapilan bircok KKD c¢alismasi
bulunmaktadir. Dong and Zhang (2010) pisirme atiksularmin
genotoksisitesini Vicia faba ve Hordeum vulgare’de arastirmislar ve
anlaml bir sekilde KKD sikliginin arttigin tespit etmislerdir. Sodium
selenite ve sodium biselenite maddelerinin ise genotoksisitesi Yi and
Si (2007) tarafindan Vicia faba’da incelenmis olup her iki maddenin de
yiiksek dozlarda KKD sikligmi artirdigi saptanmustir.  Crepis
capillaris’de KKD metodu icin oldukca uygun olan bitkilerden biridir
(Dimitrov, 1987; Maluszynska, 1990). Gadeva and Dimitrov'un 2008
yilinda yaptiklar1 bir calismada Rubigan, Omite ve Rovral
pestisitlerinin genotoksisitesi bu bitkide denenmis olup bu {ic
pestisitin de KKD frekansi indiiklemedigi tespit edilmistir. Yine
Juchimiuk and Maluszynska 2005 yilinda yaptiklar1 calismada
abiyotik ajanlarin genotoksisitesini bu bitkide arastirmislar ve KKD
sikliginda artis gozlemislerdir. Bunlarin yanisira Pan et al. (2004)
altiminyum toksisitesini Hordeum vulgare’de, Yang et al. 2008 yilinda
sizint1 sularmin etkisini Triticum aestivum’da ve Poma et al. (2002)
trafigin yogun oldugu bolgelerdeki havanin genotoksik etkisini Zea
mays gibi farkli bitkilerde arastirdiklar1 KKD calismalar1 da
mevcuttur.

2.4. Mikroniikleus Sikligi (MN)

Uzun zamandan beri uygulanan bir sitogenetik teknik olan MN
testi, mitoz gegiren tim bitki, hayvan ve insan hiicrelerinde, fiziksel
ve kimyasal maddelerin meydana getirdigi genotoksik -etkilerin
belirlenmesinde giivenli bir metod olarak kullanilabilmektedir
(Fenech, 2000). Basit ve hizli test sistemleri igerisinde yer alan
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mikroniikleus testi bir¢cok arastirmaci tarafindan tercih edilmektedir
(Saleh and Zeytinoglu, 2001; Akyil et al., 2014; Akyil and Konuk,
2014). Hem in vivo hem de in vitro olarak gesitli organizmalarin farkl
hiicrelerinde uygulama alani bulan mikroniikleus yontemi ile
klastojenik (kromozom kirilmasi, asentrik fragmentlerin ya da
multisentrik kromozomlarin olusumu) ve andjenik (kromozomlarin
anafazda kutuplara gidememesi ve ig iplikleri tizerine etkiler) olmak
tizere etkiler ortaya cikarilmaktadir (Fenech, 1993; Miiller and
Streffer, 1994).

Bitkilerde ilk defa KKD testi 1958 yilinda uygulanmis olup
1980'lerden sonra ise KKD ve MN olusumu genotoksisite testleri
arasinda yaygin olarak bir arada kullanilmaya baslanmistir (Taylor,
1958, Ma et al, 1995). MN sayisindaki artis, cesitli maddelerin
hiicrelerde  olusturdugu  sayisal ve  yapisal kromozom
diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir
(Zijno et al., 1994). Ozellikle cevresel kirleticilerin ve bazi kimyasal
maddelerin genotoksisitesinin belirlenmesinde kullanilan
mikrontikleus testi farkli bitkilerde uygulama alani bulmustur.
Tradescantin ve Vicia gibi bitkiler mikrontikleus testinde siklikla
kullanilirken, diger bitkilerde de calismalar yapilmaktadir.
Tradescantia bitkisinde “stamen hair mutasyonu” ve “mikroniikleus
test” olmak tizere iki ana test uygulanmakta olup, bu bitki tizerinde
mikrontikleus testi 1978’den bu yana kullanilmaktadir (Ma et al.,
1994; Ma et al., 1994b; Ma et al., 1996). Elezaj et al. (2011) termo
elektrik santrallerinin etkiledigi sularin genotoksisitesini Tradescantia
pallida’da mikrontiikleus testi ile arastirmis ve bu sularin genotoksik
etkisinin oldugunu gostermistir. Prajapati and Tripathi (2008)
Hindistan'm Varanasi sehrinin hava kirleticilerini Tradescantia pallida
tizerinde mikrontikleus testiyle calismis ve trafigin yogun oldugu
alanlarda mikrontikleus sikliginin arttigini belirlemislerdir. Majer et
al. (2002) ise topraklardaki agir metal kontaminasyonunun
Tradescantia mikroniikleus siklig1 tizerindeki aktivitesini arastirmislar
ve mikrontikleus sikhiginda artis tespit etmislerdir. Pereira et al.
(2013) Brezilya’da ara¢ kirliliginin sebep oldugu genotoksisiteyi
arastirirken Tradescantia pallida bitkisi ile ¢calismus olup bu kirliligin
MN sikligini indiikledigini saptamislardir. Mikrontikleus sikliginin
belirlenmesinde birkag bitki birarada c¢alisilabilmektedir. Cotelle et al.
(1999) kontamine topraklarin genotoksisitesini Allium cepa, Vicia faba
ve Tradescantin olmak tizere 3 bitki tizerinde arastirmiglar ve her
bitkide farkli MN frekanslar1 elde etmislerdir. Sang and Li (2004)
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sizint1 sularinin genotoksisitesini Vicia faba MN testi ile arastirmislar
ve bu bitkide sizint1 sularmin genotoksik bir etkiye sahip oldugunu
belirlemislerdir. Yine Beraud et al. (2007) kadminyumun yoklugunda
indiiklenen fitoselatinlerin genotoksik etkisini Vicia faba tizerinde
arastirmiglar ve mikroniikleus sikhiginda artis gozlemlemislerdir.
Bunlarin disinda Wu et al. (2010) arsenigin etkisini ve Ma et al. (1995)
cevresel kirleticilerin etkisini Allium cepa ve Vicia faba tizerinde; Ocak
vd. (2002) Eskisehir Porsuk Cayr'nin genotoksik etkisini Allium cepa
tizerinde; Pourrut et al. (2011) kursunun ve Khadra et al. (2012)
kontamine topragin genotoksik etkisini Vicia faba {izerinde
arastirmiglardir.

Bunlarin disinda Zea mays, Hordeum vulgare, Triticum aestivum
ve Crepis capillaris’de mikroniikleus testi i¢in tercih edilen bitkiler
arasinda olup bununla ilgili cesitli calismalarda mevcuttur (Li et al.,
2008; Duquesnoy et al., 2010; Han et al., 2011). Ttiim bu calismalar
gostermektedir ki genotoksik etkinin belirlenmesinde mikroniikleus
testi siklikla tercih edilen parametreler arasindadir.

2.5. Comet Testi (Single Cell Gel Electrophoresis-SCGE)

Comet testi hiicrelerin metafaz safhasinda incelenerek
kromozom hatalarmin ortaya cikarildigr sitogenetik bir yontemdir
(Chetalat et al., 1996; Kasamatsu et al., 1996). Ayrica DNA sarmal
kirilmalarmin tespiti icin hassas, hizli ve giivenilir bir metottur
(Fairbairn et al, 1995). Bu yontem iplik kivrilmalari, capraz
baglanma, alkali labile site gibi DNA hasarlarin1 ve kesme-cikarma
onarim bolgelerindeki hatalar1 bir jel sistemi kullanilarak
belirleyebilmektedir (Ostling and Johanson, 1984; Singh et al., 1984).
DNA kirik igeriyorsa, gevsemis ve kirilmis DNA fragmanlar1 nedeni
ile elektrik ytik kazanmis olan DNA, cekirdekten anoda dogru gog
ederek kuyruklu yildiz gortintimiinii alir. Bu nedenden dolay1 hasarl
hiicreler Comet olarak adlandirilmaktadir. DNA hasarini saptamak
icin kuyruk uzunlugu dlgtilmiis ve kuyruk uzunlugunun radyasyon
dozunun fonksiyonu oldugu gozlemlenmistir (Erttirk, 2001). Ancak,
DNA cift sarmal kiriklarmin tespitine izin veren nétral sartlar, tek
sarmal kiriklarinin belirlenmesine izin vermemektedir. Oysa DNA’da
hasar olusturan c¢ogu ajan DNA cift sarmalindan ¢ok DNA tek
sarmalinda hasar meydana getirmektedir. Bunun yaninda nétral
sartlarda proteinler tam olarak uzaklastirilamamaktadir (Unal, 1998).
Bu nedenle Singh et al. (1988) alkalin comet metodunu
tanimlamislardir. Boylece “tek sarmal kiriklar1” denilen ve sadece
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alkali teknikle ortaya cikarilabilen DNA tek sarmal kiriklarmi
tanimlama imkan1 dogmustur (Singh et al., 1988; Fidan, 2008).

Diger genotoksisite tayin yontemleri ile karsilastirildiginda;
diistik diizeylerde DNA hasarlarinin saptanabilmesindeki ytiksek
sensitivitesi, tek hticre diizeyindelJcalisilabilir olmasi, kisa siirede ve
kolay uygulanabilirligi ve ditisik maliyeti Comet yonteminin
avantajlarmdandir (Tice et al., 2000).

Comet testi ilk olarak hayvan hiicrelerinde apoptozisi
belirlemek igin gelistirilmis daha sonra ise bu test sistemi bitki
hiicrelerine de uyarlanmuistir ve bu test teknigi bitkilerin DNA
hasarmin tespiti i¢in 6zellikle kok ve yaprak bolgeleri kullanilarak
uygulanmaktadir (McKelvey-Martin et al.,, 1993; Navarrete et al.,
1997).

Murali Achary et al. (2008) altiminyumun, Seth et al. (2008)
kadmiyumun, Yildiz vd. (2009) bakir stilfat ve kobalt kloriiriin,
Turkoglu (2012) chlorfenvinphos ve fenbuconazole pestisitlerinin
Allium cepa tzerinde yaptiklar1 Comet testi ile uygulanan tiim bu
maddelerin DNA hasarmi indiikledigini tespit etmislerdir. Ayrica
Koppen and Verschaeve (1996) ve Pourrut et al. (2011) Vicia faba,
Rodriguez et al. (2011) Pisum sativum, Kwasniewska and arkadaslar:
(2012) Crepis capillaris, Pakova et al. (2006) Triticum aestivum ve
Phaseolus vulgaris gibi farkli bitkiler de Comet testi ile uygulamalar
mevcuttur.

2.6. Tunel Test (TdT-mediated dUTP nick end labeling)

Genotoksisite calismalarinda apoptozu tanimlamak igin
kullanilan diger bir test sistemi de Tunel (TdT-mediated dUTP nick
end labeling) olarak bilinen test sistemidir (Havel and Durzan, 1996).
DNA zincir kiriklari i¢in isaretlenmis niikleotitlerin polimerizasyonu
terminal deoksintikleotidil transferaz tarafindan katalizlenmektedir.
DNA kiriklarinin belirlenmesinde isaretlenmis niikleuslarin kolay
taranmasi ve testin kisa stireli olmasi bu testin avantajlar1 arasindadr.
Tunel testi herhangi bir yeni test ajaninin genotoksisitesinin 6n
degerlendirilmesinde ©nerilmektedir (Juchimiuk and Maluszynska,
2006).

Bu test sistemi farkli bitkilerde de uygulama alani bulmustur.
Behboodi and Samadi, 2004 yilinda kadmiyumun Allium cepa
tizerindeki toksisitesini tunel testi kullanarak arastirmislar ve doza
bagli olarak apoptozisi indiikledigini tespit etmislerdir. Scaldaferro et
al. (2013) iyonize radyasyonun etkisini tunel testi ile Capsicum
baccatum var. pendulum bitkisinde incelemisler ve DNA kiriklarmni
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indtikledigini gostermislerdir. Ayrica Juchimiuk and Maluszynska
(2005) Crepis capillaris, Babula et al. (2014) Lactuca sativa var. capitata
ve Dho et al. (2010) Pisum sativum gibi farkh bitki ttirlerinde tunel
testini uygulamislardir.

3. SONUC

Daha tncede deginildigi tizere gelisen teknolojinin beraberinde
getirdigi uygulamalar sebebiyle insanoglu farkinda olmadan gevre ve
cevrede yasamakta olan tiim canlilara zarar vermektedir. Bu
sebepledir ki son yillarda genetik defektler, genetik hastaliklar ve
kanser vakalarinin sayist onemli bir artis gostermistir. Her ne kadar
genetik hastaliklarin nedenleri spontan mutasyonlara baglansa da,
cevremizde stirekli maruz kaldigimiz fiziksel ve kimyasal ajanlarin
etkileri de goz ardi edilemeyecek kadar bityiiktiir. Bu nedenle
cevresel Kkirleticilerin genotoksisite agisindan degerlendirilmesi
biiylik 6nem arz etmektedir. Yapilacak olan genotoksisite ¢alismalar:
ile gevresel kirleticilerin tasidig1 riskler belirlenebilmekte ve ciddi
genotoksik risk tasiyanlarin tespit edilerek gerekli ©nlemlerin
alinmasin1  amaclayan genotoksisite testlerinin kullanimlarimin
yayginlastiriimasi ve gelistirilmesi gerekmektedir.

Bir kimyasalin genotoksik olmasi o maddenin ayni zamanda
kanserojenik etkiye de sahip olabilecegini akla getirmektedir ve
yapilan cesitli calismalarda da kanser olusumu ile genotoksisite
arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir (Vural, 1984). Tim bu gibi
sebeplerledir ki herhangi bir maddenin mutajenitesinin belirlenmesi
glinumiiz biliminin de temel konular1 arasinda olmaya devam
etmektedir. Farkli organizmalar kullanilarak yapilabilen pek cok test
sistemi mevcuttur. Bitkisel test sistemleri ise genotoksisite belirleme
calismalarinda pek ¢ok avantajindan dolay: halen tercih edilmektedir
ve biiytik bir 6neme sahiptir.

Sonuc olarak; cevresel kirleticilerin ya da herhangi bir kimyasal
maddenin genotoksisitesinin belirlenmesinde pek ¢ok farkli test
sistemi yine pek ¢ok farkl bitki ile calisilmaktadir. Calismalar, tek bir
bitki tizerinde farkli birkag test sistemi kullanilarak yapilabildigi gibi
birkac bitki tizerinde ya tek test sistemi ya da birkag test sistemi
kombine edilerek sonuglarin giivenirliklerinin arttirilmasi prensibine
dayanarak stirdiirtilmektedir.
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