


VERMIKOMPOSTUN GENOTOKSIK VE ANTIGENOTOKSIK
ETKILERININ BiTKi DOKU KULTURUNDE ALLIUM TESTI ILE
INCELENMESI

Busenaz TUNCAY

YUKSEK LISANS TEZi
BiYOLOJI ANA BiLiM DALI

GAZIi UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

HAZIRAN 2021



ETiK BEYAN

Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarma uygun olarak hazirladigim

bu tez ¢alismasinda;

e Tez icinde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlari akademik ve etik kurallar
cercevesinde elde ettigimi,

e Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglart bilimsel etik ve ahlak kurallaria uygun
olarak sundugumu,

e Tez calismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

e Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigima,

e Bu tezde sundugum calismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarin1 kabullendigimi beyan

ederim.

Busenaz TUNCAY



iv

VERMIKOMPOSTUN GENOTOKSIK VE ANTIGENOTOKSIK ETKILERININ BITKI
DOKU KULTURUNDE ALLIUM TESTI ILE INCELENMESI
(Yiiksek Lisans Tezi)

Busenaz TUNCAY

GAZI UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
Haziran 2021

OZET

Vermikompost, cesitli organik atiklarin solucanlar tarafindan besleyici "organik giibrelere"
doniistiiriilmesi amaciyla yapilan vermikiiltiir ¢aligmalar1 sonucunda elde edilmektedir.
Doku kiiltiirii, besleyici kiiltiir ortami ve bitki hiicrelerinin, dokularinin ve organlarinin
biliylimesi i¢in kontrollii aseptik kosullar ile gerceklestirilir. Bu galismada solucan giibresinin
24 ve 48 saatlik uygulama siiresince doku kiiltiirinde Allium testi ile genotoksik ve
antigenotoksik etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmigtir. Kok uglara ti¢ farkli protokol
uygulanmustir; 1) A. cepa kok uglari, genotoksik potansiyeli belirlemek i¢in 24 ve 48 saat
boyunca 0, 5000, 10000, 20000, 40000 ve 80000 ug/mL konsantrasyonlarda vermikompost
ile muamele edilmistir. 2) A.cepa kok uglari, antigenotoksik potansiyellerini belirlemek igin
23 ve 47 saat boyunca ayn1 konsantrasyonlarda vermikompost ve son 1 saat boyunca H>O>
ile muamele edilmistir (6n muamele). 3) A.cepa kok uglari da ilk 1 saat H2O3 ile ve ardindan
ayni konsantrasyonlarda vermikompost ile 23 ve 47 saat boyunca muamele edilmistir (geg
muamale). Sonug olarak, neredeyse tiim vermikompost konsantrasyonlari, negatif kontrole
kiyasla 24 (5000 ve 20000 pg / mL haric) ve 48 saatlik uygulamalarda mitotik indeksi (MI)
onemli olgiide artirmistir. Ek olarak, vermikompost uygulamasi mitotik anormallikleri
onemli Olgiide artirmamistir. Antigenotoksisite test protokoliinde, vermikompostun 6n ve
ge¢ muamelelerinde tiim konsantrasyonlar, her iki muamele siiresinde de kok ucu
hiicrelerinde mitotik indeksi artirmistir. Dahasi, vermikompostun 6n ve ge¢c muamelelerinde
tiim konsantrasyonlar, H202'in neden oldugu mitotik anormalliklerin sikligin1 azaltmistir. Bu
sonuglar, vermikompostun tek bagina genotoksik etkilere neden olmadigini ve H2O>'e karsi
koruyucu etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu caligma, geleneksel tarimda yaygin
olarak kullanilan vermikompostun genotoksik kimyasallara kars1 antigenotoksik
potansiyelini ortaya koymustur. Ayrica vermikompostun doku kiiltiirii kosullarinda
kullanilabilecegini gosteren ilk arastirmadir.
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ABSTRACT

Vermicompost is obtained as a result of vermiculture studies carried out to turn various
organic wastes into nutritious "organic fertilizers" by worms. Tissue culture performed with
the nutritious culture medium and controlled aseptic conditions for the growth of plant cells,
tissues, and organs. This study aimed to investigate the genotoxic and antigenotoxic effects
of vermicompost during 24 and 48 hours on Allium test in tissue culture. Three different
protocols were applied to the root tips; 1) A. cepa root tips were treated with 0, 5000, 10000,
20000, 40000 and 80000 pg/mL of vermicompost for 24 and 48 hours to determine its
genotoxic potential. 2) A.cepa root tips were treated with the same concentrations of
vermicompost for 23 and 47 hours and H20 for the last 1 hour to determine their
antigenotoxic potential (pretreatment). 3) A.cepa root tips were also treated with the H20-
for the first 1 h and then same concentrations of vermicompost for 23 and 47 hours in the
presence (post-treatment). As a result almosts all concentrations of vermicompost were
significantly increased the mitotic index (M) at 24 h (except 5000 and 20000 ug / mL) and
48 h treatments compared with the negative control. In addition, vermicompost treatments
did not significantly increase the mitotic abnormalities. In antigenotoxicity test protokol, all
the concentrations of pre- and post-treatment of vermicompost increased the frequency of
Ml in root tip cells at both treatment periods. Furthermore all the concentrations of pre- and
post-treatment of vermicompost decreased the frequency of mitotic abnormalities induced
by H20.. These results show that while vermicompost treatment alone does not induce
genotoxic effects, and vermicompost revealed protective effect agaist H.O2. This study
indicated antigenotoxic potential of vermicompost, which has been extensively used in
traditional agriculture, against genotoxic chemicals. This is the first research indicating that
vermicompost can be used in tissue culture conditions
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

% Yiizde

pg/mL Mikrogram/mililitre
mL Mililitre

mg Miligram

mg/L Miligram/litre
mg/kg Miligram/kilogram
g/saksi Gram/saks1

g/L Gram/litre

M Molarite

pH Power of hydrogen
kPa Kilo Paskal
mmHg Milimetre civa

nm Nanometre

uM Mikrometre

pmol Mikromol

x2 Ki kare
cwt/doniim Yiiz libre /doniim
C Karbon

N Azot

@) Oksijen

°C Santigrat derece
Kisaltmalar Aciklamalar
2,4-D 2,4-Diklorofenoksiasetik asit
AgNOs Glimiis nitrat

BAP Benzilaminopiirin



Kisaltmalar

BBD
CaOCl
DNA
EtOH
H20:2
HgCl:
IAA
KA
KKD
Mi
MN
MS
NAA
NaOCI
SH
UNEP
WHO

Xiv

Aciklamalar

Bitki biiyiime diizenleyicisi
Kalsiyum hipoklorit
Deoksiriboniikleik asit
Ethanol

Hidrojen peroksit

Civa kloriir

Indol-3-asetik asit
Kromozomal anormallik
Kardes kromatid degisimi
Mitotik indeks
Mikroniikleus

Murashige ve Skoog
1-Naftalenasetik asit
Sodyum hipoklorit
Standart hata

Birlesmis Milletler Cevre Orgiitii
Diinya Saglik Orgiitii



1. GIRIS

Her gecen giin artan diinya niifusu i¢in dogal kaynaklardan 6diin vermeden bitkisel {iretimi
saglamak, tarimdaki en biiyiik zorluklardan biridir. Bu nedenle gilinlimiizde siirdiiriilebilir
tarim i¢in iyilestirici yeni yaklasimlar kullanilmaktadir. Bitki doku kiiltiiri uygulamalari ile
kisa siirede ve kiiciik alanlarda bitki iiretimi yapilmasi bu yaklasimlardan biridir. Bitki doku
kiiltiirii ile yeni bir bitki ¢esidi gelistirmek, bitkilerin maruz kaldig1 ¢evresel kirleticilerin ve
stres faktorlerinin belirlenmesini saglamak, nesli tiikenmekte olan tiirleri ya da ¢ogaltilmasi

zor olan turleri iretmek mimkiin olabilmektedir.

Tarim alanlarinda kimyasal giibre, pestisit vb. uygulamalarin zararlar ile ilgili bircok veri
elde elde edilmis ve kimyasallarin kullaniminin azaltilmasi yoniinde calismalar
baglatilmigtir. Topragin daha verimli kullanilmasi ve siirekliligi i¢in organik kokenli
materyallerin ilavesi giindeme gelmistir (Bender ve digerleri, 2016). Vermikompost
(Solucan giibresi) son yillarda oldukga tercih edilen tarimsal organik ilavelerden biridir.
Solucanlarin bitki ve hayvan atiklar1 ile beslenmesi sonucu bu atiklar1 sindirerek humus
benzeri digki haline doniistiiriilmesine “vermikompost” adi verilmektedir (Kus, 2019).
Vermikompostun topraga sagladigi ¢esitli yararlarin yanm sira igeriginde bulunan hiimik
asitin biiylime diizenleyicisi gibi gérev yapmasi tarimsal iiretimde tercih nedeni olmaktadir.
Ayrica vermikompostun bitkilerde gelisim, verim, ¢cimlenme, ¢igeklenme, meyve tutumu ve
yapraklanma 6zelliklerine katki sagladigini gosteren ¢esitli aragtirmalar da mevcuttur (Kus,
2019; Tirkmen, 2016). Siyah altin olarak da adlandirilan vermikompostun bitkileri
koruyucu etkisi oldugu ve bitki hastaliklarini azaltarak {iriin kalitesini arttirdig1 agiklanmistir
(Kus, 2019; Abacioglu ve digerleri, 2020). Vermikompost bir ekolojik doniisiim {iriinii olup
iilkemizde yeni kurulan tesislerle birlikte kullanimi giderek artmaktadir. Bu uygulama
herhangi bir kirlilige neden olmamakla birlikte maliyeti diisiik ve ekolojik dongiiniin devami

icin uygun bir adim olarak goriilmektedir (Yemisci, 2018).

Vermikompostun tarim alanlarinda kullanimu ile ilgili ¢esitli ¢alismalar bulunmakla birlikte
doku kiiltiirii uygulamasinda yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Oysa vermikompostun
topraga sagladig: katkilar doku kiiltiiriinde de elde edilebilirse, bu alanda yeni avantajlar
ortaya ¢ikarabilecektir. Bitki doku kiiltiirii sartlarinin  giiglendirilmesine olanak

saglayabilecektir.



Bu tez caligmasinda gelistirilen doku kiiltiirii sartlarinda vermikompost uygulamast bir ilk
niteligi tasimaktadir. Vermikompostun doku kiiltiirinde genetik hasar olusturmamasi
ve/veya olusan bir genetik hasar1 6nleme ya da iyilestirme etkisinin olup olmayacagi bu
caligmanin belirlemeye ¢alistigl sorunlarin basinda gelmektedir. Bu amagcla caligmada

genotoksisite testlerinden Allium testi uygulanmustir.

Genotoksisite testleri, DNA {izerinde g¢esitli fiziksel veya kimyasal ajanlar sebebiyle
herhangi bir hasar meydana gelip gelmedigini anlamayi saglayan testlerdir.
Antigenotoksisite ise genetik materyal lizerinde meydana gelebilecek olan degisiklikleri
Onleyici ya da koruyucu etkiye sahip olan maddelerin tespit edilmesi i¢in kullanilmaktadir.
Cesitli gevresel ajanlarin genotoksik-antigenotoksik etkilerini belirlemede giivenilir olmasi
nedeniyle yaygin olarak kullanilan genotoksisite testlerinden biri Allium testi’dir. Bu
calismada doku kiiltiirii sartlarinda koklendirilmis Allium cepa’ nin kok ucu hiicrelerinde 24
ve 48 saatlik vermikompost muamelesinin mitoz boliinmeye etkisi ve mitotik hasara neden
olup olmadigi Alium testi ile incelenerek genotoksik ve hidrojen peroksite karsi

antigenotoksik etkililerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Gergeklestirilen bu calisma vermikompost ile ilgili doku kiiltiiriinde yapilan ilk ¢aligmadir.
Vermikompostun genotoksik ve antigenotoksik etkilerine dair 6nemli ©6n bilgilerin

edinilmesine olanak saglamistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bitki Biyoteknolojisi

Hizla gelisen sanayilesme ve kentlesme orani sonucunda bitkisel kaynaklarin artan niifusun
gereksinimlerine yetmemesi giinlimiizde de, gelecekte de karsilasilacak problemlerden
birisidir. Giderek artan niifus ve yetersiz bitkisel kaynaklar daha etkin bir tarimin
gerceklestirilmesi zorunlulugunu ortaya c¢ikarmistir (Ozden Ciftgi ve Altinkut Uncuoglu,

2019: 73,94).

1960’11 yillarda ortaya cikan Yesil Devrim sayesinde tarimsal faaliyetlere olan ilginin
artmasi, kaynaklarin gelistirilmesi ve tarimda giibre, pestisit vb. kullanimi tiriin verimlerinin
artmasina vesile olmustur. Ancak bu kullanimlar bitkisel ¢esitliligin yok olmasina ve
biyotik-abiyotik strese dayanikli olmayan bitkilerin {iretimine neden olmustur. Ayrica yogun
miktarda kullanilan tarimsal giibreler ve pestisitler ¢cevre kirlenmesine neden olmustur.
1970’lerin basinda bu problemin ¢6ziimii amaciyla, modern genomik ve biyoteknolojik
yontemlerin tarimda kullanimi ortaya c¢ikmistir. Glniimiizde bitki biyoteknolojisi
denildiginde, bitki doku kiiltiirleri ve bitki genetik miihendisligi ¢alismalari anlagilmaktadir
(Ozden Ciftci ve Altinkut Uncuoglu, 2019: 73,94; Yurtseven ve digerleri, 2020).

Bu olumsuzluklarin digsinda bitkilerin biyoteknolojik calismalarda kullanilmasinin asil
nedenlerinden biri de kendi enerjilerini kendilerinin iiretebilmelerinin yaninda (fotosentez)
her bir hiicresinden yeni bir bitki meydana getirebilme (totipotansi) yetenekleridir. Bitkilerde
yapilacak caligmalarla genetik ve biyoteknolojik arastirmalarda sadece verimli {iriin
yetistirmek ile ilgili degil birgcok mekanizmaya 151k tutacak sonuglara ulagilabilecegi aciktir

(Ozden Cifti ve Altinkut Uncuoglu, 2019 73,94; Sezgin ve Kapdan, 2019).

2.1.1. Bitki doku kiiltiirii

Bitki doku kiiltiirii; bitkisel hiicre, doku, organ veya tiim bitkiyi, fiziksel ve kimyasal
kosullar1 uygun bir sekilde diizenlenmis, yapay bir besin ortaminda (kat1 veya siv1) in vitro
kosullarda mikroorganizmalardan arindirilmis olarak yasatma teknigidir. Kontrollii kosullar

kiiltiirdeki bitkilerin biiylimeleri ve ¢ogalmalari i¢in uygun bir ortam saglar. Temel olarak



bitki biliylimesi i¢in gerekli olan vitaminler, mikro ve makro besin elementleri, karbonhidrat
iceren uygun pH’ya sahip kat1 veya sivi besin ortaminda eksplantlarin (doku kiiltiiriinde
kullanilan bitki kismi1) biiyiimesi ve beslenmesi saglanir. Gilintimiizde bitki doku kiiltiirti
yontemleri, in vitro kosullarda hiicre boliinmesini ve yeniden genetik programlamayi tesvik
eden kosullart inceleyen temel ve uygulamali arastirmalarda kullanildig: gibi ticari agidan
bitkisel lretimde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Hedef bitkinin ya da hedef bitki
parcasiin kisa siirede ve yiiksek verimde lretilmesini saglayan bu yontem, morfogenez
germplazmin (bitkisel gen kaynaklar1) korunmasi, bitki fizyolojisi, molekiiler biyoloji gibi

cesitli alanlarda kullanilmaktadir (Gomez-Martinez ve digerleri, 2019).

Doku kiiltiirlinlin sagladig1 avantajlarin yani1 sira doku kiiltiiriinii etkileyen bircok faktor
vardir. Bunlardan ilki genetik faktorlerdir. Kullanilan bitkiniOnO genotipik 6zelliklerinden,
yas ve doku tipine kadar bir¢ok faktoriin doku kiiltiiriinii etkiledigi sdylenebilir. Patojen
olugma riski doku kiiltiirlinlin seyrini en ¢ok etkileyen faktdrlerden biridir. Patojen kontrolii
doku kiiltiiriiniin basarisini etkilemektedir. Kullanilan tiim ekipmanlar, besi ortamlar1 ve
eksplantlarin sterilizasyonu son derece 6nemlidir ve gerekli tedbirlerin alinmasi gerekir.
Ayrica bitkinin biiylimek ve gelismek i¢in ihtiya¢ duydugu ¢evresel faktorlerin farkliligi da
doku kiiltiirlinlin verimini etkilemektedir. Besin ortaminin igerigi, nem ve 1s1 dengesinin bitki
biliylimesine uygunluk durumu, 1s1k-karanlik periyodu, 151k yogunlugu vb. faktorler doku

kiiltiirtiniin verimliligini etkileyen faktorler arasindadir (Atar ve Colgecen, 2013).

2.1.2. Bitki biyoteknolojisinin tarihcesi

Bitki doku kiiltiirlinlin kesfedilmesi ve gelismesinin ilk adimlari hiicre teorisinin gelisimi ile
baslamaktadir. Mikroorganizmalarin basit bir sekilde agar ortaminda veya diger bircok
karmasik ortamda kiiltiirlenebilmesi, ¢cok daha eski zamanlardan beri gerceklestirilen yaygin
bir uygulamadir. Bitki hiicrelerinin rejenerasyonu, farklilagmasi ve totipotent potansiyeli
kesfedildikten sonra, in vitro ¢ogaltma teknigi ile bitki doku kiiltiirii ¢aligmalar
gerceklestirilmistir (Espinosa-Leal ve digerleri, 2018; Ozden Ciftci ve Altinkut Uncuoglu,
2019: 73,94). Cizelge 2.1°de 1900’1u yillardan itibaren bitki biyoteknolojisinin gelisiminde
onemli rol oynayan déniim noktalar1 verilmistir (Thorpe, 2012; Ozden Ciftci ve Altinkut
Uncuoglu, 2019: 73,94).



Cizelge 2.1. Bitki biyoteknolojisinin tarihsel gelisim siireci (Ozden Cift¢i ve Altinkut
Uncuoglu, 2019: 73,94)

Tarih  [Doniim Noktalar1

1839 Schwann ve Schleiden tarafindan gelistirilen hiicre teorisi ve totipotansi kavramlari

1902 [Haberlandy izole yaprak hiicrelerini kiiltiire ald1 ve doku kiiltiirii temellerini formiile etti.

1904 [Hannig Cruciferae(turpgiller) ailesine ait birgok tiirde olgun embriyo kiiltiir ¢aligmalarini ger¢eklestirdi.

1920 [Knudson in vitro bitki tiretim kavramini gelistirdi.

1922 [Robbins kok ve kdk uglarini basaril bir sekilde kiiltiire etti.

1926 |Went, belirlenen ilk bitki bityiime hormonu olan indol asetik asidi (IAA) kesfetti.

1939 (Gautheret, White ve Nobecourt kallus kiiltiirlerinin sonsuz ¢ogalabildiklerini kesfettiler.

1941 an Overbeek Datura’nin hiicre boliinmesi igin kullanilan ilk besin ortamina Hindistan cevizi siitii ekledi.

1952 [Morel ve Martin hastaliksiz bitkiler yetistirmek amaciyla meristem kiiltiirtinii gelistirdi.

1957 [Skoog ve Miller in vitro organ olusumunda horman kontrolii (oksin: sitokinin) kavramni gelistirdi.

1958 Muir vd. kallus dokularini tek hiicrelere ayirmayi basaril bir sekilde gergeklestirdi.

1959 [Reinert havug bitkisinde hiicre siispansiyon ve kallus kiiltiirlerinden embriyolar rejenere etti.

1960 [Cocking hiicre duvarini enzimatik olarak pargalayarak ilk defa protoplasti elde etti.

1960 [Bergmann hiicre siispansiyonlarint filtereden gecirdikten sonra kiiltiirden tek hiicreler, izole etti.

1962 [Kanta vd. test tiipiinde bitki yetistirme yontemini kesfettiler.

1962 [Murashige ve Skoog in vitro galismalar i¢in ilk hazir igerikli besin ortamini gelistirdiler (MS besin ortamu).

1963 |Wimber orkidelerin in vitro ¢cagaltimini yapti.

1964 |Guha ve Maheshwari Datura bitkisinin anter kiiltiiriinii yaparak ilk defa haploid bitkiler tiretti.

1966 [Steward vd. havucun tek bir hiicresinden tiim bitkiyi rejenere ederek totipotansi 6zelligini gostermis oldu.

1970 [Power vd. ilk defa protoplast fiizyonunu gergeklestiridi.

1971 [Takebe vd. ilk defa protoplastlardan bitki rejenerasyonunu gergeklestiridi.

1974 |[Reinhard ve Wibberenz bitki doku kiiltiiriinde biyotrasnformasyonu baslatti.

1977 (Chilton vd. Agrebacterium tumefaciens 'in Ti plazmidini basariyla bitkilerin DNA’sina aktard:.

1978 [Melchers vd. domates ve patates bitkilerinin somatik melezlemesini gerceklestiridi.

1981 |[Larkin ve Scowcroft ilk defa somaklonal varyasyon terimini kullandilar.

1983 [Peller vd. turp ve iiziimde cinsler arasi sitoplazmik hibridizasyonu gergeklestirdi.

1984 Horch vd. Agrobacterium ile transformasyon yontemi ile transgenik tiitiin iiretti.

1987 [Klein vd. bitki transformasyonu i¢in biyolistik gen transfer yontemini gelistirdi.

2003 Birnbaum vd. Arabidopsis bitkisi kklerinde gen ifadesi haritasini gelistirdi.

2005 [Wind vd. Uluslararast Piring Genom Dizileme Projesi kapsaminda, piring i¢gin DNA haritas1 yayinladi.

2009 [Dolgin vd. Misir bitkisinin genomunu haritaladi.

2012 |Domates Genom Birligi tarafindan domates bitkisinin genomu yayinlandi.

2015 [Tekoah vd. bitki hiicre kiiltiiriinde biiyiik dlgekli farmasétik protein iiretimini sagladilar.

2017 [Kim vd. nanoteknolojinin bitki doku kiiltiirii ile uygulanmasi ile ilgili caligmalar gergeklestirdiler.




2.1.3. Bitki doku Kkiiltiirii hazirlama yontemi

Toprak igerisinde bulunan makro ve mikro elementlerin, bitkilerin saglikli ve giiglii bir
sekilde biiylimesi i¢in gerekli unsurlar oldugu bilinmektedir. Bu elementlerin bitki kiiltiiri
ortamlarinin ¢cogunun 6nemli bir pargasi olarak kullanilmasi gerektigi anlagilmistir. Toprak
ve bitki mineral analizleri sonucunda bitkilerin temel gereksinimleri hakkinda detayli
bilgiler elde edilmistir. Her bitki tliriiniin farkli gereksinimleri vardir. Bazi bitki tiirleri basit
ortamda (inorganik besinler, karbon kaynaklari, biiylime diizenleyicileri ve jellestirici
maddeler) kolayca biiyiirken, bazilar1 esas olarak vitaminlerin ve belirli se¢ici maddelerin
takviyesini gerektirir. In vitro kiiltiirleme islemi sirasinda bitki dokusu, inorganik besinleri
(iyonlar1) ortamdan toprakta olana benzer bir sekilde emer. Besleyici ortamda (zayif sulu
cozelti) bu inorganik tuzlar ayrisir ve ardindan katyonlar ve anyonlar seklinde bitki hiicreleri
tarafindan emilir. Her iyonun alimi genellikle ortamdaki ilgili tuz konsantrasyonuyla

orantilidir (Phillips ve Garda, 2019).

Bitki doku kiiltiirlerinde kullanilan besiyerlerinin genel 6zellikleri Cizelge 2.2°de verilmistir

(Alremi ve digerleri 2014; Ozkul, 2016; Dinger ve digerleri, 2016).

Cizelge 2.2. Bitki doku kiiltiirlerinde kullanilan besiyerleri ve genel 6zellikleri (Dinger ve

digerleri, 2016)
Besin Ortami Ozellikleri
MS ortami (Murashige ve Skoog, 1962) | Yiiksek tuz i¢eren bir ortamdir
BS5 ortami Soya kallus kiiltlirleri i¢cin gelistirdigi nitrat
(Gamborg ve digerleri, 1968) azotu yiiksek bir ortamdir.
LS ortami Organik bilesikler bakimindan MS’in  bir
(Linsmaier ve Skoog, 1965) versiyonudur.
(WH)White ortami1 Domates kok kiiltiirlerinin  kiiltiirleri  igin
(White, 1963) gelistirdigi diisiik tuz iceren bir ortamdir.

En yaygin olarak kullanilan temel besin ortami ise MS (Murashige ve Skoog 1962) besin
ortamidir. MS mineral, tuz ve vitamin ile genellikle 30 g/L siikroz ve 7 g/L agardan olusan

besiyeridir (Ozel ve digerleri, 2020).

Bitki dokularmi kiiltiirlemek i¢in ¢esitli mineral formiilasyonlar1 mevcuttur. Bitki besin
ortaminin temel igerikleri genel olarak; su, makroelementler (azot, fosfor, sodyum,

magnezyum, kiikiirt, vb.), mikroelementler (demir, manganez, ¢inko, bakir, vb.), vitaminler



(thiamin, nikotinik asit, vb.), amino asitler (glisin, arginin, vb.), sekerler (glukoz, sukroz
vb.), bitki biiyiime diizenleyicileri, karbon kaynagi ve kat1 ortam olmasi durumunda bazi
jellestirme (agar, fitajel, jelatin, vb.) ajanlarindan olugmaktadir (Sekil 2.1) (Kumar ve Loh,
2012; Phillips ve Garda, 2019). Yapilan calismalarda eksplantlarin istenilen yonde
uyarilmast i¢in ortam igerigine bitki bliylime diizenleyicileri (BBD) eklenebilir (Rout ve

digerleri, 2006; Phillips ve Garda, 2019).

Tanimlana-
mayanlar

L Organik

Bitki Biiylime
J el Yapici Duzenleylcllerl Am ino
Maddeler Asitler Klmyasal
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[ | / N U
Mikro / l Antibiyotikler
Elementler ' ve Biyositler
, Ortam y
e ) ——
Makro \/ ‘Diger
Elementler Komponentler
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Sekil 2.1. Besin ortaminin temel icerikleri (Phillips ve Garda, 2019)

Doku kiiltlirlinde bulunan mikroorganizmalar bitkiden daha hizli biyliyerek bitkinin
biiyiimesini engelleyebilir veya biiylime siiresinin gecikmesine sebep olabilir. Bu nedenle
kullanilacak olan bitki parcalarinin  hazirlanmasi ve sterilizasyonunun dikkatlice
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu islem yiizey sterilizasyonu olarak adlandirilir. Bromlu
su, kalsiyum hipoklorit (CaOCI), etanol (EtOH), hidrojen peroksit (H202), sodyum
hipoklorit (NaOCl), civa kloriir (HgCl), glimiis nitrat (AgNO3), antibiyotikler, fungusitler
gibi bircok sterilasyonu saglayan kimyasallar, steril eksplantlar elde etmek icin kullanilir
(Ozden Ciftci ve Altinkut Uncuoglu, 2019). Yiizey sterilizasyonuna tabi tutulacak olan
eksplant yukarida bahsedilen kimyasallarla en uygun siire ve konsantrasyon ile muamele

edilmelidir (Ozel, 2020).



2.1.4. Bitki doku kiiltiiriiniin avantaj ve dezavantajlar:

Bitki doku kiiltlirii uygulamasinin avantaj ve dezavantajlar1 Cizelge 2.3’de verilmistir

(Acemi, 2011; Bhatia, 2015).

Cizelge 2.3. Bitki doku kiiltiiriiniin avantaj ve dezavantajlart (Acemi, 2011; Bhatia, 2015)

saglamakla birlikte, bitki hiicrelerinin biiyiik
Olcekli kiiltiirii icin kullanilabilir.

Avantajlar Dezavantajlari

Doku kiiltiiriinde ayiklama, ilaglama, sulama | Pahali bir tesis ve gelismis beceri

gibi zahmetli islemlerin yapilmasina gerek | gerektirmek ile  birlikte  uygulama

yoktur. yapilabilmesi i¢in 0zel bir prosediir
gerektirir.

Doku kiiltiiriinde yetistirilmis olan bitki | Tarla bitkilerinin aksine doku kiiltiiriinde

materyali uzun siire taze saklanabilir. dretilen  bitkiler besin kaynaklarina
bagimlidir.

Siirekli, giivenilir bir fitokimyasal i¢in kaynak | Kiltiirlerde zamanla somaklonal

varyasyon artig1 ile bitki materyalinin
genetik  biitlinliigiinii  kaybetme riski
mevcuttur.

Cesitli mutajenlerin etkilerini incelemek,
biyotransformasyon  veya  biyokimyasal
reaksiyonlar icin ve hiicrelerin

immobilizasyonunu gozlemlemek i¢in en iyi
tekniklerden birisidir.

Geng bitkicikler dis ortamda su kaybina
kars1 ¢cok hassastirlar. Bu yiizden kademeli
olarak diisen nem ve artan 1s1k
kosullarinda yavas yavas dis ortama
alistirilmalan gerekmektedir

Doku kiiltiirii stireci, toprak kosullarindaki ve
iklim kosullarindaki degisikliklerden
bagimsizdir. Kimyasal olarak sentezlenmesi
zor veya imkansiz olan tibbi bilesiklerin
sentezini her zaman mevcut olan tek tip
biyokiitle sunar.

Doku kiltiirii ile plastik veya cam
kaplarda yetistirilen bitkicikler yiiksek
neme maruz kalirlar ve fotosentetik olarak
kendi kendilerine yetecek kapasitede
degillerdir.

Bitki doku kiiltiirii ile c¢ok sayida klonla
birlikte istenilen 0&zelliklere sahip yiiksek
kaliteli bitkiler veya ikincil metabolitler
uretilebilir.

2.2. Topragn Bilesenleri

Toprak, jeolojik olarak “ana materyal” adi verilen gesitli kayalarin, fiziksel ve kimyasal
ayrigmast sonucu olusmaktadir. Topragin i¢inde bakterilerden solucanlara, mantarlardan
bitkilere kadar farkli canli organizmalar bulunmaktadir. Toprak, bitkilere besin saglayan ve
kalinlig1 birkag milimetre ile birka¢ metre arasinda degisen bir ortiidiir. Saglikl1 bir topragin
bilesenlerini; %45 mineral, %5 organik madde, ve %251 su geriye kalan %25’1 ise bosluk

yani havadan olusur (Resim 2.1) (Ozdemir ve Kahraman, 2015).



Resim 2.1. Saglikl bir topragin bilesenleri (Ozdemir ve Kahraman, 2015)

Mineraller; Diizenli atomik yapiya sahip olan homojen inorganik maddelerdir. Topragin
yapisinda en sik bulunan minerallere demirli silikat, apatit, biyotit, ojit, olivin, sodalit

mineralleri 6rnek verilebilir (Bolat ve Kara, 2017).

Havadan alinan makro-mikro besin maddeleri; bitkilerin besin maddeleri bazi kimyasal

elementlerden olusur. Dolayisi ile yesil bitkilerce gerek duyulan besinler, inorganik

niteliklidir (Bolat ve Kara, 2017).

Kimyasal elementler;

e Bulunmadigi veya noksan oldugu durumda bitki normal yasam dongiisiinii
tamamlayamiyorsa,

o Gerekli bir bitki besininin yerini ve islevini bagka bir kimyasal element iistlenemiyorsa,

e Beslenme ile iligkisi dolayli degil dogrudan ise bu element bitki besini olarak
sayllmaktadir (Bolat ve Kara, 2017).

Bitkinin havadan aldig1 makro- mikro besin maddelerine Karbon (C), Hidrojen (H), Oksijen
(0), Azot (N), Fosfor (P), Potasyum (K), Kalsiyum (Ca), Magnezyum (Mg), Kiikiirt (S),
Manganez (Mn), Demir (Fe), Bakir (Cu), Cinko (Zn) 6rnek olarak verilebilir (Bolat ve Kara,
2017).
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Organik madde; Toprak organik maddesi bitki ve hayvanlarin degisik diizeylerde ayrismis
kalintilarindan olusur. Organik maddenin bir ortamdaki oranina gére o materyal organik

veya mineral toprak materyali olarak tanimlanir (Ozdemir ve Kahraman, 2015).

Kompost- humus; kompost, etrafindaki bitkilere cesitli vadelerde farkli besin maddeleri
sunan, bu nedenle bol miktarda canliya ev sahipligi yapan, dolayistyla ¢iirlime islemi az da
olsa devam eden “canli” bir olusumdur. Humus kompostun alabilecegi son haldir, yani
topragin i¢inde ¢lirlime siirecini devam ettirecek azot, fosfor bilesikleri kalmamistir (Rona

ve Labriga, 2017; Rona, 2015).

Hava-su; bakteri, mantar ve diger canlilarin, dolayisiyla bitkilerin saglikli gelisebilmesi i¢in
toprakta devamli hava akisi gerekir. Su, topraktaki besin dongiisiinde 6nemli gorevler

iistlenir (Rona, 2015).

Toprak solucanlari, topragin fiziksel Ozelliklerini diizeltip, toprakta organik madde
ayrismasina ve humus olusumuna katki saglayan Onemli bir canli grubudur. Toprak
solucanlari, ozellikle besin maddesince zengin olan topragin 30-45 cm derinliklerinde
bulunarak, toprak sicakligi ve nemin optimum seviyelerde kalmasina yardimci olarak
verimli topraklarin olusumuna olumlu etkilerde bulunurlar (Cizelge 2.4) (Abacioglu ve

digerleri, 2020).

Cizelge 2.4. Verimli bir toprakta bulunan tahmini canl tiir sayis1 ve agirliklar1 (Abacioglu
ve digerleri, 2020)

'Toprak Canlilar Miktar (adet) Agirligi
(9)
Mikroorganizmalar (Bakteriler, Algler) 1,5 x 10* 200
Rotatoria (1500 tiir) (Silindirik canlilar) 25000 0,1
Nematodlar 1 milyar 1
Kirmizi 6riimcekler 100 000 2
Collembola (Kuyrukla sigrayanlar) 50 000 0,6
Fir¢ali solucanlar 10 000 2
Stimiikliibocekler 50 10
Oriimcekler 50 0,2
Isopoda 50 0,5
Diger bocek larvalar 100 15
Ciftkanatlilar (Diptera) larvasi 100 1
Solucanlar 80 40
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2.3. Kompost Solucanlar

Kirmiz1 Kaliforniya Solucani (Eisenia fetida) (Resim 2.2) gibi kompost solucanlar1 toprak
verimliligini koruyan ve boylece siirdiiriilebilirlilikte kilit rol oynayan en onemli toprak
hayvanlarindan biridir. Kompost solucani toprak olusumunda ve toprak ekosisteminin
degisen tiir ¢esitliligi ile bilesiminde ve isleyisinde 6nemli bir role sahiptir. Dolayisiyla
ekosistem miihendisleri olarak bilinirler (Singh, 2018). Kompost solucanlari, bitki
kalintilarinin toprak agregatlarina katilmasini arttirir, toprak gozenekliligini olusturur ve
ayrica toprakta organik madde lokalizasyonunu etkiler (Tavug, 2017). Toprakta ortalama
sayida solucan bulunmalidir ve organik atiklarin verimli geri doniisiimii ile toprak saglig
korunmalidir. Tarimda uzun vadeli toprak verimliligi i¢in, kompost solucan1 6nemli bir yer

tutar (Rajhowa ve digerleri, 2015).

Resim 2.2. Eisenia fetida (Pfiffner, 2014)

Kompost solucanlari, toprak mikroflorast ile mutualist bir iligki siirdiirme, diisiik kaliteli
organik maddeleri sindirme ve besin agisindan zengin bir iirline doniistiirme yetenegine
sahiptir (Abacioglu ve digerleri, 2020). Solucan aktivitesinin ayrica besin dongiisiine, humus
olusumuna ve topragin yapisal gelisimine yardimer oldugu sonucuna varilmistir (Datta ve
digerleri, 2016; Singh ve digerleri, 2016). Solucan bagirsagi, organik minarelleri
degistirebilir. Mevcut formlar1 bitkilerin kullanabilecegi formlara doniistiirmek i¢in bir¢ok
ekzojenik ve endojenik enzim igerir (Yayla ve Senol, 2020). Cesitli bitkisel ve hayvansal
organik atiklarin solucanlar tarafindan sindirilip humusa benzeyen maddelere
doniistiiriilmesi  “vermikompost”  olarak  adlandirilmaktadir  (Bellitiitk,  2016).

Vermikompost, topragin su tutma kapasitesini, gozenekliligini ve yumusakligini arttirir,
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boylece daha az toprak isleme ve sulama gerektirir. Toprak solucanlari veya
vermikompostun topraga eklenmesi metal dengesini, havalandirma, pH ve elektrik
iletkenligi agisindan en uygun toprak ortam seviyesini stabil halde tutar (Gokmen, 2020).
Vermikompost mikrobiyal ¢esitlilik, besinler, bitki bliylime diizenleyicileri bakimindan da

zengindir ve patojenik etkileri inhibe etme 6zelliklerine sahiptir (Soylu ve digerleri, 2020).

Bouche; toprak solucanlarini topraktaki ekolojik dagilim temeline goére 3 gruba ayirmistir

(Singh, 2018):

Epigeik solucanlar; kiiciik boyutlu, diizgiin viicut rengine sahip olmakla birlikte yiizeysel
olarak ¢cOp veya giibre gibi ortamlarda yasamayi tercih ederler. Degisken sicaklik araligini
tolere edebilirler. Toprakta meydana gelen humus oraninin artisinda 6nemli bir yeri vardir.
Bu tiirler genellikle vermikompostlama i¢in idealdir. Bu tiirler arasinda Eisenia fetida,

Dendrobaena rubida, Perionyx excavatus ve Eudrilus eugeniae bulunur.

Anekik solucanlar; gévdelerinin sadece 6n ve arka uglarinda pigmentasyon bulunan biiyiik
boyutlu solucan tiirleridir. Cogunlukla topraktaki besinleri derin katmanlardan yiizeye
dokerek karigtirmada gorev alirlar. Bu tiirler arasinda Lampito mauritii, Aporrectodea longa

ve Lumbricus terrestris bulunur.

Endogeik solucanlar; bu tiirdeki solucanlar zayif pigmentasyonlu olup biiyiik veya kiigiik
boyutta olabilirler. Genellikle toprak yiyen solucanlar bu tiir i¢erisinde yer alir ve yasadigi
toprak katmaninda organik madde ve minaralize madde bulunur. Ornekleri arasinda
Metaphire posthuma, Octochaetona thurstoni, Allolobophora calignosa, Aporrectodea

rosea ve Octolaseon synaeum bulunur.

Bununla birlikte, 1985 yilinda Lee, solucanlar1 beslenme aliskanliklari temelinde iki gruba

ayirmistir (Singh,2018):

Ciirtikciil solucanlar; toprak solucanlar1 toprak yiizeyinde veya yakininda yasar ve esas
olarak bitki ¢dpii veya memeli giibresi vb. ile beslenirler. Ornekler arasinda Eisenia fetida,

Lampito mauritii, Perionyx excavatus ve Eudrilus eugeniae bulunur.
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Toprak yiyen solucanlar; topragin yiizeyinin altinda ve daha derin yerlerinde yasar ve
beslenirler. Biiyiik miktarda, bulunduklari topragin organik maddece zenginlesmesini

saglarlar. Ornekler arasinda M. posthuma, Octochaetona thurstoni bulunur.

Solucanlar yasadiklari topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini dnemli dl¢iide
degistirir. Kompost solucanlar1 varliginda artan iirlin artisi, solucan tiirleri ve farkli toprak
dokular1 arasindaki etkilesim sonucudur (Tavug, 2017; Singh, 2018). Solucanlar tarimsal
sistemin, geleneksel tarimdan ¢ok siirdiiriilebilir tarima yonelmesine yardimci olmaktadir.
Briones ve digerleri (2011) organik giibre ilavesi ile solucan biyokiitlesinin artmasinin, C ve
N mineralizasyonu ve ayni zamanda Mg, K ve ¢6ziilmiis P gibi besin maddelerinde toprak
yapisinda bulunabilirligi tizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu bildirilmislerdir (Singh,
2018).

Vermikompostlama faaliyetlerinde kullanilan ve aerobik kompost veya sigir giibresi
yiginlarinda siklikla rastlanan kompost solucan tiirleri sunlardir (Edwards ve Bohlen 1996;

Ciritoglu ve digerleri, 2019):

Eisenia fetida (Kirmizi kaliforniya solucani),

Eisenia andrei (Kirmiz1 toprak solucant),

Dendrobaena veneta (Avrupa gece gezgini)

Lumbricus rubellus (Kirmiz1 solucan),

Perionyx excavatus (Hint mavi solucani),

Eudrilus eugeniae (Afrika gece gezgini)

Vermikompost iiretiminde kullanilan en yaygin iki solucan tiirii Lumbricus rubellis ve

Eisenia fetida solucanlaridir (Abacioglu ve digerleri, 2020).
2.4. Vermikompost ve Vermikompostlama
Diinya iizerinde yasayan toplumlarin iiretimi arttirma ¢abasi her gecen giin artmaktadir.

Ancak bu arayislar bazen mevcut dogal kaynaklarin yanls veya asir1 kullanimina neden

olmakta ve g¢evresel bir ylik olusturmaktadir. Aslinda endiistriyel, tarimsal veya evsel
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atiklarin yaklasik %601 biyolojik olarak parcalanabilir ve ekonomik a¢idan 6nemli olan

bitkilerin {iretimi i¢in kullanilabilir (Singh, 2018).

Toprak solucanlarinin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilarak yetistirilmesi ve diski (giibre) elde
edilmesi seklinde ortaya ¢ikan vermikiiltiir kavramimin dogusu yirminci ylizyilin ikinci
yarisindan itibaren olmustur (Kus, 2019). Vermikompostlama, mikrobiyal bozunmayz,
solucanlarin atiklar1 daha kisa siirede azaltma, yeniden kullanma ve geri doniistiirme
faaliyetleriyle birlestiren bir teknolojidir (Singh, 2018). Toprak solucanlar: ile bakterilerin
ortak hareketi sayesinde, solucanlara oksijen saglanirken ayni anda atiklarin organik
maddelere  doniistiiriilmesi  saglanir. Solucan bagirsaklarindaki organik atiklarin
modiilasyonu ile elde edilen iiriin, atik malzemesinden oldukg¢a farklidir ve siyah altin veya

vermikompost olarak da bilinir (Ttirkmen, 2016).

Vermikompost bitkiyi koruma gorevi goriir ve igerigi sayesinde bitkide yiiksek N, P ve K
iceriginin olusmasini saglar (Cizelge 2.5) (Singh, 2018; Abacioglu ve digerleri, 2020). Bitki
biiytimesini destekleyen vermikompostta; gibberellinler, oksinler ve sitokinler gibi bitki
biliylime diizenleyicileri de bulunur (Tomati ve digerleri, 1983). Toprakli sistemde acik
kosullarda ve ortii alti lretimde c¢ofu kez denenen ve olumlu sonuglar gosteren
vermikompostun; bitki gelisimi, verim, ¢imlenme, yapraklanma, ¢igeklenme, meyve tutumu
gibi ozellikleri destekledigi, toprak 6zelliklerini diizenledigi tespit edilmistir (Kus, 2019).
Tiirkmen (2016) toprakta fiziksel, kimyasal ve biyolojik iyilesmeler ve zengin besin igerigi
sebebiyle vermikompostun son zamanlarin en gozde organik giibresi oldugunu ifade

etmistir.
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Cizelge 2.5. Vermikompostun bilesimi (Singh, 2018; Abacioglu ve digerleri, 2020)

Icerik Birim | Miktar Icerik Birim Miktar
pH 0-14 7,2-7,4 Magnezyum % 1-15
Nem % 35-40 Demir % 1-1,5
Organik Madde % 35-45 Mangan mg/kg 600-750
Organik Karbon % 15-20 Bor mg/kg 400-500
Toplam Azot (N) % 1,5-2,5 Krom mg/kg 0,041
Toplam Forfor (P20s) % 2-2,5 Nikel mg/kg 36
Toplam Potasyum (K20) % 2,5-3 Bakir mg/kg 54
Kalsiyum % 5-6

Glinlimiizde vermikompost sebze ve meyve yetistiriciliginde kullanilmaktadir ve tilkemizde
birgok tiretim tesisi bulunmaktadir. Vermikompost giibreleri, toprak diizenleyicisi olarak,
kaliteli ve verimli {iriinler elde etmek i¢in kullanilir. Topragin yapisini iyilestirip, verimliligi
arttirdig, bitki hastaliklarini azaltip, iiriinlerin verimini ve kalitesini arttirdigi bilinen bir

organik giibredir. Bitki biiyiime ortami olarak da kullanilabilir (Kus, 2019).

Vermikompostun tiretim asamalar1 asagidaki gibi siralanabilir;

Solucan besini iiretme (Fermantasyon)

Solucanlarin beslenmesi

Solucanlarin sistemden ayrilmasi

Vermikompostun kiiciik parcalara ayirilamasi ve sterilizasyon

Proses adimlar1 bitmis vermikompost (48 saat boyunca su ile santrifiijlenen sivi

vermikompost) (Ciritoglu ve Erman, 2019).

2.4.1. Kimyasal giibrelemenin vermikompostlama ile kiyaslanmasi

Tarimsal tiretimde bitkinin 1y1 gelisim saglayabilmesi, yetistigi topragin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri ile yakindan iliskilidir. Kimyasal giibrelerin toprak ve bitkilerdeki olumsuz
etkileri de bilinmektedir. Bu nedenle, topragin daha verimli olmasi ve siirekliligi i¢in organik
kokenli materyallerin ilavesi ¢ok sik kullanilan ydntemlerden biridir (Singh, 2018;

Yiizbasioglu, 2020).
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Kimyasal giibreleme ve vermikompostlama kati organik atiklarin stabilizasyonu i¢in en iyi
bilinen iki islemdir. Vermikompost, kimyasal giibrelemeye gore bazi avantajlara sahiptir:

(Singh, 2018):

e Asir1 kimyasal giibreleme azot ve fosfor gibi minerallerin besin maddelerinde kayiplara
veya minerallerin toprakta hareketsizlesmesine neden olabilir.

e Kimyasal giibreleme ve vermikompostlamanin birlikte kullanimi, giiniimiizde masraflari
ve iyilestirme siirecinin siiresini azalttig1 i¢in siirekli {irlin elde etmenin daha iyi bir yolu
olarak kabul edilmektedir.

e Toprak solucani ile bakterilerin birlesik aktivitesi, elektrik iletkenliginde bir azalma ve
tarimsal kullanim ig¢in daha kaliteli bir {irtin ile birlikte azotun tutulmasini ve kademeli
fosfor salinimini arttirir.

¢ Solucanlar, yapis1 bozulmus topraklarda aerobik durumun, optimum nem ve sicaklikla

korunmasina yardimci olur.

Vermikompostlama islemi ayrica depolama, taginma, uygulama asamalarinda kirlilige yol
acmamakla birlikte ekolojik dongiiniin de devamina katk1 saglamaktadir (Kara, 2013; Sezgin
ve Simsek 2017). Vermikompostun ayni zamanda diisiik girdili olmas1 ve iriin kaybim

azaltabilmesi de diger bir avantajidir (Yemisei, 2018).

2.4.2. Vermikompostta hiimik asidin rolii

Hiimik maddelerin en 6nemli kisimlarindan biri hiimik asitlerdir. Hiimik asitler ve fulvik
asitler alkali ortamda ¢oziinebilen “humus yapilarini” temsil ederler. Hiimik asitler (HA)
renkleri saridan siyaha degisen, bozulmaya dayanikli, yiiksek molekiiler agirliga sahip,
heterojen dogal kaynaklar olarak tanimlanirlar. Torf, turbiyer, hayvan giibreleri, linyitler ve
leonardit gibi kaynaklarda degisik konsantrasyonlarda bulunabilirler (Orman ve digerleri,
2020).

Hiimik maddeler ile yapilan ¢alismalardan biride element analizidir. Yapilan bu ¢aligmalar
sonucunda yapilarinda en fazla karbon (C), hidrojen (H), oksijen (O), azot (N) ve kiikiirt (S
oldugu tespit edilmistir (Resim 2.3) (Stevenson, 1982).
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Hiimik asitlerin bilesiminde bu elementlerin bulunma oranlari; karbon % 53,8— 58,7, oksijen
% 32,7- 38,3, hidrojen % 3,2-6,2, azot % 0,8- 5,5 ve kiikiirt ise % 0,1- 1,5dir (Schnitzer,
1978; Akinci, 2011).
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Resim 2.3. Stevenson’a gore hiimik asidin yapisal modeli (Stevenson, 1982)

Solucanlarin mikrofloralarindaki mikrobiyal aktiviteleri sonucu ortaya ¢gikan hiimik madde
olarak isimlendirilen hiimik ve fiilvik asit gibi metabolitlerin bitki gelisimine ¢ok onemli

katkilar sagladig: bilinmektedir (Akinci, 2011; 2017).

Hiimik maddeler oncelikle lignin ve diger 6l partikiil organik materyallerin mikrobiyolojik
doniistim trilinleridir. Herhangi bir kimyasal bilesik sinifi olarak siiflandirilamazlar ve
geleneksel olarak ¢oziintirliikklerine gore tanimlanirlar. Canli yapisinin dort temel elementi
C, O, H ve N’nin yaninda, bilesimlerinde 6nemli oranda karboksilik asit gruplari, fenolik ve
alkolik hidroksil keton ve kinon gibi organik kimyanin 6nemli gelerini barindirirlar. Hiimik
asitler, giinlimiiz tariminda giderek daha etkin bir rol oynamaktadir. Hiimik maddeler
topraktaki suyun buharlasma hizim1 diislirmenin yaninda, topraklarin katyon degisim
kapasitelerini artirir ve toprak verimliligini yiikseltir. Himik asitler, toprakta suda-
coziinebilir inorganik giibreleri muhafaza ederek, biiylimekte olan bitkilere gerektigi
kadarmi serbest birakirlar. Ozellikle kimyasal giibrelerin olumsuz etkilerini azaltirlar.
Hiimik maddelerin essiz 6zelligi ise genis bir pH araliginda tampon 6zelligi gostermesidir.
Hiimik asitler negatif yiikleri sayesinde katyonlar1 bag yaparak tutarlar, boylece bitki kokleri
tarafindan kolayca emilirler (Akinci, 2011; 2017). Bitki gelisiminde bitki biiylime
diizenleyicilerinin ~ yeri tartigmasizdir. Vermikompostta yer alan hiimik asit
mikroorganizmalar tarafindan salgilanan bitki biiylime tesvik edici hormonlarini da

icermektedir (Cacco ve Dell” Angola 1984; Nardi vd., 2002; Canellas vd. 2002; Quaggiotti
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vd., 2004; Joshi ve Pal Vig, 2010; Aydin ve Demirsoy, 2020). Hiimik asitlerin etkileri sdyle

siralanabilir:

e Hiimik asit 6zellikle kok gelisimini saglayarak bitki biiylime ve gelisimini olumlu olarak
desteklemektedir. Hiimik asidin yaratmis oldugu bu olumlu etki koklerde daha fazla ortaya
ciktigindan iyi bir koklendirici olarak islev yapabilir (Akinci, 2011; 2017).

e Hiimik asit kok olusumunu destekledigi gibi, kokteki hiicrelerinin H-ATPaz enzim
aktivitesini de uyararak bitkilerin besin ve su alimmi arttirmaktadir. Hiimik asit
kullanimina paralel olarak {iriin miktar1 ve kalitesinde ylikselme s6z konusudur (Akinci,
2011; 2017).

e Hiimik asidin yapisinda bulunan fonksiyonel gruplarin, metallerle bag yapabilme
ozelliginden dolayi, bu molekiil, kumlu topraklar gibi katyon degisim kapasitesi diisiik
olan topraklarda kullanilarak besin maddelerinin topraktan akip gitmesi engellenebilir.
Ayrica besin maddelerini selatlayarak kok ¢evresinde tutup bitki kullanimina her zaman
hazir halde bulundurabilir (Akinci, 2011; 2017).

e Ureticiler genellikle iiriin kalitesini ve miktarmm yiikseltmek igin asir1 miktarlarda
kimyasal giibre kullanmaktadirlar. Topraga uygulanan fazla giibre hem topraklarin
yapisin1 bozmakta hem de ekonomik ag¢idan biiytik bir kiilfet getirmektedir. Hiimik asidin
selatlama kabiliyetinden dolayr topraklarda meydana gelen besin elementlerinin
kayiplarinin 6niine gegilerek bu sayede, uygulanan giibre miktarinda bir azalma olacagi
stiphesizdir. Boylece hiimik asit kullanimi {ilke ekonomisine biiyiikk bir katkida
bulunulabilir (Akinci, 2011; 2017).

e Hiimik asitler vermikompost, tas komiirii, hayvan giibresi, toprak ve aritma ¢amuru gibi
dogal kaynaklardan elde edilebildiginden ve ayrica kimyasal maddeler igermediginden
organik tarimda kullanilmasinda higbir sakinca yoktur. Boylece hiimik asit kullanimiyla
bitki gelisimini desteklerken insan sagligi da korunmus olacaktir (Akinci, 2011;
2017).Vermikompost iretimi i¢in farkli atiklar degerlendirilebilir. Cogu ¢iftlik
hayvanlariin diskilart (sigir, koyun, kegi, at, deve, hindi, 6rdek, tavsan vb.), mutfak-
yemekhane gida atiklari, ¢im atiklari, budama ve hasat atiklari, orman iirtinleri atiklari,
kagit atiklar1 ve diger bircok organik atiklar solucanlara besin olarak verilip solucanlarin

bu besini sindirmesi ile vermikomposta doniistiiriilebilir (Bellitiirk, 2016).
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2.4.3. Vermikompost ile iiretilen bitkilerden elde edilen parametreler

Toprak solucanlarinin topraklar tizerinde yararl fiziksel, biyolojik ve kimyasal etkilere sahip
oldugu iyi bilinmektedir. Birgok arastirmaci bu etkilerin hem dogal hem de ekosistemlerde
bitki bliyiimesini ve mahsul verimini arttirabildigini gostermistir. Bu yararli etkiler, toprak
ozellikleri ve yapilarindaki gelismeler, bitkilerdeki mineral besinlerinin daha fazla

bulunabilirligi ve artmis bitki bliylime diizenleyicilerin etkisine baglanmistir (Singh, 2018).

Aragtirmalar vermikomposttaki hiimik asitin bitki biiylimesi {izerinde yararli etkileri
oldugunu gostermistir (Cizelge 2. 6) (Singh, 2018). Vermikompost kullanimi devamli
olarak tohum ¢imlenmesini, fide biiyiimesini ve gelisimini ve bitki verimliligini arttirmistir.
Vermikoposttan ekstrakte edilen hiimik asitler ¢esitli bitkilerin parametrelerinin degisimine
neden olmustur. Hiimik asitlerin bitki biiylimesi {izerindeki etkisi, uygulanan
konstrasyonlarina, bitki tiirlerine, biiyiime ortamina ve vermikompost kaynagina bagl

olarak degisim gostermektedir (Singh, 2018).

Cizelge 2.6. Vermikomposttan iiretilen hiimik asitlerin ¢esitli bitkilere uygulanmasi sonucu
elde edilen parametreler (Singh, 2018)

Bitki Tiirii Gelistirilmis Parametreler Kaynaklar
Bugday (Triticum aestivum | Hizl bitki biiyiimesi, Zn ve Cu biyo Mackowiak
L.) yararlanimini iyilestirir. ve digerleri (2001)
Domates (Lycopersicum fvlfﬁll b loy%’v}(;aep liil;a??;’hlf?; kuru Atiyeh ve digerleri
esculentum L.) ve salatalik SIHgl, & girtig (2002)
arttirmistir.
Patates . - Hopkins ve
(Solanum tuberosum) Verim 18 cwt / doniim artoustir. Stark (2003)
Domates, kadife ¢igegi, Bitki uzunluklari, yaprak alanlari, kuru | Arancon ve
biber, ve agirliklar, kok kuru agirliklari, meyve digerleri
cilek sayisini arttirmistir. (2004)
Artan kok biiyiimesi, yliksek diizeyde Nikbakht
Gerbera . A N
(Gerbera jamesonii) mikro ve makro besin igeriginde artig ve digerleri
goriilmiistiir. (2008)
P Khaled ve
Misir (Zea mays) Kuru agirligi ve azotu arttirmistir. Fawy (2011)
:i/l)a rul (Ocimumbasilicum Islak ve kuru iiriin, esas verim, klorofil | Befrozfar ve
' igeriginde atig gorilmiistiir. digerleri (2013)
Cam giizeli E;t;lnjb?l}r]lu; g 35)1 b 1(;‘11321(21;?}]18(1;1'511%1(3; Esringu ve digerleri
(Impatiens walleriana L.) gun agirile vE S (2015)
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2.4.4. Vermikopostun direkt ve dolayh etkileri

Bitki besin elementleri ve bitki gelisimi diizenleyici maddeler i¢cermesi ile topragin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini diizenleyici etkisi vermikompostun direkt etkilerindendir.
Besin elementlerinin miktar1 ve ¢esidi vermikompost liretiminde kullanilan materyalin
ozellikleri, isleme zamani1 ve olgunluk diizeyine gore degisiklik gostermektedir. Solucanin
islenmesi sonucu organik materyalin mineralizasyonu saglanmakta ve besin maddeleri
bitkiye yarayisli sekilde bulunmaktadir. Vermikompost topragin Onemli fiziksel
ozelliklerinden olan toprak yapisi lizerine etkili olmakta ve makro agregat sayisi ve agregat
stabitesinde onemli artig saglanmaktadir. Boylece topragin havalanma, su tutma kapasitesi
ve organik maddenin mineralizasyonu 6nemli diizeyde etkilemektedir. Ayrica oksin,
giberellin, sitotoksin ve benzeri etki gosteren hiimik maddeleri kapsamasi nedeniyle de
lateral kok gelisimi, ¢iceklenme ve bitki gelisimini uyarict diger etkiler gostermektedir

(Singh, 2018; Dehsorkh ve digerleri, 2018; Liu ve digerleri, 2020).

Vermikompost uygulanmasinin dolayl etkileri ise hastalik etmeni, zararlilar ve bitki parazit
nematodlarin 6nemli bir kisminin baskilanmasi ile ortaya ¢iktigi iddia edilmektedir. Boylece
vermikompostun toprak mikrobiyal biyokiitlesini arttirmasi ve toprak faunasinin ¢esitligini
degistirmesinin, bu etkilerin ortaya c¢ikmasini sagladigi bir¢ok arastirmaci tarafindan

belirlenmistir (Singh, 2018; Lv ve digerleri, 2020; Balachandar ve digerleri, 2020).

2.5. Genotoksisite ve Antigenotoksisite

Genetik materyal her hiicrenin temelini olusturur ve bilgiyi bir nesilden digerine
aktarmalarina izin verir. Hiicrenin maruz kaldig1 herhangi bir hasar, degistirilmis genetik
materyale ve dolayisiyla karmasik hiicre mekanizmasina zarar verir ve son olarak hiicre
oliimiine yol acar. Insanlar, ultraviyole 1sinlarina, tiitiin dumani, gida katki maddeleri vb.
kanserojenler nedeniyle siirekli olarak bu mutajenlere maruz kalmakta ve bu ajanlar genetik
problemlere neden olmaktadir (Ataseven ve digerleri, 2016). Bu bilesikler DNA'ya entegre
olur ve mutasyonlara ve dolayistyla DNA hasarina neden olur (Resim 2.4) (Dixit ve Kumar,
2018). Bu nedenle DNA'y1 hasarli hale getirebilen herhangi bir kimyasal genotoksik olarak
adlandirilir (Phillips ve Arlt, 2009; Manur ve digerleri, 2018; Azqueta ve digerleri, 2020).
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Genotoksisite, kimyasal ve fiziksel ajanlarin genetik materyal veya deoksiriboniikleik asit
(DNA) iizerindeki etkilerini ve genomun yapisal biitiinliigiinde degisikliklere neden olan
olasit etmenlerin arastirildig1 toksikolojinin alt uzmanlik dalidir (Phillips ve Arlt, 2009;
Beedanagar, 2017). Son birka¢ on yil i¢inde, ¢esitli genotoksik etkileri tanimlamamiza

yardimci olan toksikolojik ¢aligmalarda biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir.

Fiziksel Mutajenler Biyolojik Mutajenler
UV/IR/X rays

\Cﬁhalt IliI:avasIurn e \ @/

Kimyasal Mutajenler

Gen Mutasyonlar Kromozom Mutasyonlari Genom Mutasyonlan
-Transisyon -Delesyon -Andploidi
-Transversiyon -inversiyon

-Cergeve Kaymasi Mutasyonu -Dublikasyon

-Sessiz Mutasyonlar -Translakosyon

-Anlamsiz Mutasyonlar
-Dogal Mutasyonlar

Resim 2.4. Farkli mutajen ¢esitleri ve mutasyon tipleri (Dixit ve Kumar, 2018)

Genetik materyalde meydana gelen hatalar replikasyon sirasinda ortaya cikar, hiicre
dongiisilinlin durmasina ve nihayetinde hatal1 bir fenotip veya hiicre 6liimiine neden olabilir.
Kromozomlara veya DNA'ya zarar veren herhangi bir maddeye “genotoksin” denir. Bu
genotoksik ajanlarin neden oldugu kalitsal degisiklikler, somatik hiicreleri etkileyebilir.
Kalitsal degisiklikler kansere neden olan somatik mutasyonlara yol agabilir veya bir germ
hattt mutasyonu meydana getirerek nesilden nesile aktarilabilir. Genotoksik ajanlar ii¢ ana
kategoriye ayrilir: fiziksel (ultraviyole 1s1k, iyonlastirici radyasyon, sicaklik), kimyasal
(hidrojen peroksit, aromatik hidrokarbonlar, antikanser ajanlar, agir metaller, asbest, organik
coziicliler, gida katki maddeleri, pestisitler) ve biyolojik (mikotoksinler, parazitler,
bakteriler, viriisler). Genotoksik olaylar dogrudan veya dolayli olarak tetiklenir ve oksidatif

hasar1t ve DNA'nin yapisal modifikasyonlarini igerir. Bu ajanlarin ¢ogu, genotoksik
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ozelliklerini gostermeleri i¢in metabolik aktivasyona ihtiya¢ duyar (Aprotosoaie ve digerleri,
2019).

Kromozom sapmalari, DNA (sentez veya replikasyon) veya niikleoproteinler {izerindeki
etkiden kaynaklanir, bu da kromozomlar {izerinde dogrudan kirilma etkisine veya
kromozomlarin anormal ayrilmasma yol agabilir. Sapmalar genel olarak klastojenik
sapmalar (kromozomlar iizerinde dogrudan kirilma etkisi) ve anojenik sapmalar (ig
proteinleri  ilizerindeki  etki) olarak  smiflandirilabilir.  Klastojenik  etkiler,
kromozomal/kromatid kirilmalari, halkalar ve kopriiler seklinde gozlenir. DNA’nin stirekli
olarak gergeklestirdigi onarim mekanizmalarinin bitirilememesi veya yanlis tamir siireci
sonucunda kromozom kiriklar1 meydana geldigi diisiiniilmektedir (Evans, 1977; Kirkland ve

digerleri, 2016; Avuloglu-Yilmaz ve digerleri, 2020; Yiizbasioglu ve digerleri, 2020).

Kromozom kopriileri, kardes kromatitler, kirilmalar veya terminal bolgeler arasindaki
delesyonlar nedeniyle farkli kromozomlar arasindaki yapisal degisikliklerden kaynaklanir.
Anafazin sonunda kalic1 olan kopriiler, kromatin ayrimi sirasinda kromozomal fragmentlere
neden olabilir (yani kirilmalara) (Humphrey ve Brinkley, 1969). Kromozom kirilmalarina,
kromatinin dinamiklerini etkileyen dis etkenler de neden olabilir ve DNA onarim siirecine
zarar verebilir (Terzoudi ve digerleri, 2011). Mitotik 1g ipliklerinin islev bozuklugu
kromozomal yapigsmalara neden olabilir (Ventura-Camargo ve digerleri, 2011). C-mitoz, bir
hiicre veya soyu poliploid oldugunda ortaya ¢ikar (Gaulden, 1987). 'C-mitoz' terimi, kolsisin
etki ettigi gibi disiilfid baglarinin ayrilmasiyla ig mikrotiibiil birlesmesini 6nleyen bir
kimyasalin etkisini tasvir etmek i¢in Levan tarafindan tiiretilmistir (Levan, 1938).
Yapisiklik, DNA'min kendisinden ziyade proteinli kromatin matrisini igeren ve genellikle
hiicre 6liimiine yol acan geri doniisii olmayan bir anormalliktir (Fiskesjo, 1988). Mitotik ig
polimerizasyonundaki bozukluk, birlesik kromozomlara tek tarafli baglanmasini tesvik
ederek kutuplara hareketini olanaksiz hale getirebilir ve kromozom kayiplarina yol agabilir
(Shamina ve digerleri, 2003). Kromozomlarin ayrilmasi sirasinda, bir kromozom grubu
kutba dogru hareket ettiginde onde veya geri kalmasi durumu séz konusu olabilir. Bu
anormallik cesidi ileri/geri kalmis kromozom olarak adlandirilirken, ayrilma sirasinda bir
kromozomun ig ipligine baglanmadigi i¢in kromozom grubun geride kaldig1 bir durum s6z
konusudur. ileri/geri kalmis kromozomlar, yeni olusan hiicrelerde kromozomlarin esit

olmayan dagilimina neden olur. Artmis kromozomal etkilesim, DNA'nin depolimerizasyonu
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veya niikleoproteinlerin ¢6ziinmesine neden olur. Bu etkilesim sonucu kromozomlar

yogunlasir ve bu anormallik yapigkanlik olarak adlandirilir (Santos Filho ve digerleri, 2019).

Genotoksisite testi, somatik veya gamet hiicre degisikliginden sorumlu hatay1 tanimlamaya
yardimc1 olur. Diisiik konsantrasyona siirekli maruz kalma da hasarli DNA ile
sonuglanabilir. Belirli bir bilesigin bir genotoksik ajan olup olmadigini test etmek igin,
Avrupa Birligi OECD kilavuzlar1 uyarinca in vitro-in vivo genotoksisite test yontemleri
benimsenmistir. Genotoksisite i¢in ¢ok ¢esitli kisa siireli testlerin gelistirilmesi, bir¢ok
mutajeni ve bunlarin kansere neden olan ajanlarla (karsinojenler) iliskisini tanimlamaya
yardimci olur. Cesitli mekanizmalarla direkt veya indirekt olarak genetik materyalde hasara
neden olan bilesiklerin hasarini belirleyebilmek amaciyla bircok genotoksisite testleri
gelistirilmistir (Beedanagar, 2017; Yiizbasioglu ve digerleri, 2018; Erikel ve digerleri, 2019;
Avuloglu-Yilmaz ve digerleri, 2020).

Bunlarin bir kismu,

e Salmonella/ mikrozom mutajenite (AMES) testi: Salmonella typhimurium ve Escherichia
coli (WP2) ters mutasyon testleri, mutajenite/antimutajenite taramalarinda yaygin olarak
kullanilan testlerden biridir (Beceren ve digerleri, 2017; Memarian ve digerleri, 2021).

e Comet testi (Single cell gel electrophoresis): Comet testi veya tek hiicreli jel elektroforezi,
bireysel hiicre diizeyinde Olciilen tek veya cift iplikli kirilmalar1 tespit eder. Agoroza
gomiilen hiicrelere, alkali sartlar altinda proteinleri uzaklastirilir, elektroforeze tabi tutulur
ve ardindan floresans bir boya ile boyanarak mikroskop altinda incelenir. Hasarsiz DNA
yuvarlak bir biitlin olarak goriiniirken, hasarlt DNA’da meydana gelen zincir kiriklarindan
dolay1 kuyruk goriiniimii ortaya ¢ikar (Beedanagar, 2017; Liman ve digerleri, 2019;
Azqueta ve digerleri, 2020).

e Kromozom anormallikleri (KA) Testi: Genotoksik hasar1 tespit etmek i¢in geleneksel
sitogenetik yontemlerinden biri de, bir hiicre grubunun kimyasal bir ajana maruz kaldiktan
sonra  kromozomlarindaki  degisikliklerin dogrudan  goézlemlenmesine dayanir
(Beedanagari, 2017; Yiizbasioglu ve digerleri, 2020).

e Kardes kromatit degisim (KKD) testi: Metafaz kromozomlarinin kardes kromatidleri
arasinda DNA degisimleri sonucunda meydana gelmektedir (Yiizbasioglu ve digerleri,

2014; Kwasniewska ve Bara, 2020).
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e Mikronukleus (MN) testi: Bir mikroniikleus (MN) genellikle kirik bir kromozom pargasi
veya nadiren hiicre boéliinmesinden sonra g¢ekirdegin disinda kalan biitiin bir
kromozomdur. MN olusumu DNA hasarinin (klastojenik mekanizma) ardindan veya
DNA replikasyon igeriginde meydana gelen hatalar (dolayli andjenik mekanizma)
nedeniyle olusabilir. Hiicre boliinmesi silirecinin anafaz asamasi sirasinda, DNA hasar1
nedeniyle olusan temel DNA pargalar1 ¢ekirdege dahil edilmeyebilir. Bu nedenle,
kromozom pargalari, hiicre boliinmesinin telofaz ve sitokinez asamalarindan sonra MN
olusumuna neden olur. Artan mikronukleus olusum insidansi, genotoksik hasar i¢in iyi bir

biyobelirte¢ gorevi goriir (Beedanagari, 2017; Borges da Silva ve digerleri, 2020).

Genotoksisite testleri kimyasallarin ve insanlarin kullandig: tirtinlerin ¢evresel glivenligini
degerlendirme konusunda yardimci olur. Karsinojen oldugu bilinen ya da siiphelenilen
kimyasal ajanlarin biyokimyasal mekanizmalarini agiga kavusturmak i¢in de
kullanilmaktadir. In vivo ve in vitro genotoksisite testlerinde uygulama yapilan hiicrelerdeki

mutasyonlar incelenmektedir (Phillips ve Arlt, 2009; Beedanagari, 2017).

Genotoksisite testleri sadece genotoksik ajanlar1 ve onlarin etki mekanizmasini belirlemek
amaciyla gergeklestirilmez. Genotoksisite testleri ile dogal iiriinlerin anti-mutajenik/anti-
genotoksik ve anti-karsinojenik olasi potansiyelleri de incelenmektedir. Antigenotoksisite
caligmalarinda bir mutajenin neden oldugu DNA hasarina karsi, incelenecek olan maddenin
olas1 etkileri degerlendirilir. Antigenotoksisite kavrami, genetik hasarn ilerlemesini
onlemek veya dogal durumun korunmasi 6zelligine sahip dogal ya da sentetik kullanimina
atifta bulunur (Prajitha ve Thoppil, 2016). Fiziksel ve kimyasal maddelerin DNA {iizerinde
meydana getirdigi genotoksik etkinin en diisiik seviyede tutulmasi amaciyla antigenotoksik
maddelerin etkilerinin arastirilmasi1 son yillarda siklikla gergeklestirilen ¢aligmalar
arasindadir. Canlilarda meydana gelen genotoksik etkileri en az seviyeye indirebilmek
amaciyla antigenotoksik maddelerin kullaniminin artmasi, mutasyonlar sonucunda meydana
gelen kanser gibi hastaliklardan korunmada c¢ok onemli sayilmaktadir. Genotoksite ve
antigenotoksisite ¢aligmalar1 insanlarin gilinliik hayatlarinda kullandiklar1 veya maruz
kaldiklar1 ¢esitli iirtinlerin gilivenilirligini ve etkinligini degerlendirmeye yardimci

olmaktadir (Verschaeve, 2015; Cristobal-Luna ve digerleri, 2018).
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2.5.1. Bitki test sistemleri

Cevrenin olumsuz etkilerin belirlenmesine yonelik temel arastirmalarda, bitki materyalinin
kullanilmas1 yerinde ve faydali bir metottur. Ciinkii bitkilerin depolanmasi, tasinmasi ve
kullanilmast ¢ok kolaydir, ucuzdur, genellikle giizel ve iyi gozlenebilen kromozomlari
vardir. Buna ilaveten bitki kokleri biyolojik testler i¢in uygun materyallerdir. Cilinkii kok
Uglari, dogada topraga ve suya karisan kimyasallara maruz kalan ilk yapilardir (Liman ve
digerleri, 2015; Bonciu ve digerleri, 2018). Antigenotoksisite ve genotoksisite

uygulamalarinda kullanilan tiirlere ait 6rnekler Cizelge 2.7°de verilmistir.

Cizelge 2.7. Genotoksisite ve antigenotoksisite uygulamalarinda kullamilan  bitki
materyalleri (Ozkara ve Aykil, 2015)

Kullanilan Bitki Tiirleri Kaynaklar

Allium cepa Levan, 1938

Vicia faba Amer ve Ali, 1983
Tradescantia paludosa Dryanosvka, 1987
Hordeum vulgare Kluge ve Podlesak, 1985
Crepis capillaris Dimitrov, 1994

Triticum aestivum Aybeke ve digerleri, 2000
Lycopersicon esculentum Oztiirk ve digerleri, 2004

2.5.2. Allium testi

Yiiksek bitkiler ¢cevresel mutajenleri tespit etmek i¢in miikemmel genetik modeller olarak
kabul edilir ve 6n izlem ¢alismalarinda siklikla kullanilir. Bitki tiirleri arasinda, Allium cepa,
mitotik dongiideki kromozom sapmalart gibi DNA hasarlarin1 degerlendirmek i¢in siklikla
kullanilan tiirler arasindadir. Toplanan veriler ile Okaryotik hiicrelerde de kimyasal
maddelerin potansiyel zararlar1 konusunda 6n degerlendirmede bulunulabilmektedir (Leme

ve Martin-Morales, 2009; Bonciu ve digerleri, 2018).

Allium cepa' nin mutajenleri tespit etmek i¢in bir test sistemi olarak kullanilmasi 40'l1 yillara
dayanmaktadir. Levan, kolsisinin mitotik ig malformasyonu tizerindeki etkilerini gostererek
bir test organizmasi olarak Allium cepa'yr tanitmistir (Levan, 1938; Bhat ve digerleri,
02017). Fiskesjo (1985) tarafindan yapilan calismalar, Allium testinin genotoksisite

degerlendirilmesindeki 6nemini ve Allium cepa hiicrelerinin polisiklik hidrokarbonatlari
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metabolize eden bir oksidaz enzim sistemini, icerdigini gostermistir. Allium testi, mutajenik
etkilerin goriintiilenmesinde oldukga etkili bir biyo-izlem testi olarak Birlesmis Milletler
Cevre Programi1 (UNEP) ile Uluslararas1 Kimyasal Giivenlik Programi (IPCS) tarafindan
1991 yilinda sertifikalandirilmistir. Allium cepa’nin kromozom sayisi az, kromozomlari
biiyiik, elde edilmesi kolay ve ucuz olmasi, biitiin bir y1l boyunca kdklenerek bolca mitotik
hiicre elde edilebilmesi nedeniyle bir¢cok genotoksisite testlerinde kullanilmaktadir (2n=16)
(Leme ve Morales, 2009; Bonciu ve digerleri, 2018; Ozel ve digerleri, 2018; Oney-Birol ve
Giindiiz, 2019).

Giliniimiizde ¢evresel ortamda artan ¢ok sayida kimyasal ajan1 degerlendirmek i¢in Allium
testi kullanilmaktadir. A. cepa diisiik maliyetli bir test olarak bilinir. Mitotik indeks ve baz1
niikleer anormallikler incelenerek, sitotoksisiteyi degerlendirmek ve farkli kimyasallarin
mutajenitesini dogrulamak i¢in kullanilir. Ayrica, Allium test sistemi, bir ajanin genetik
materyal {tizerindeki etki (klastojenik ve/veya aneugenik etkiler) mekanizmalarini

degerlendirmek icin 6nemli bilgiler saglar (Leme ve Morales, 2009; Bonciu ve digerleri,

2018).

A. cepa'nin ¢evresel mutajenleri tespit etmek i¢in baslica model sistemlerden biri olarak
hareket edebilmesi i¢in baz1 6zel nedenler vardir. Bunlar siralayacak olursak; (Leme ve

Morales, 2009; Aky1l ve Ozkara, 2015)

e Allium testi uygun maliyetli ve hizlidir.

e Laboratuvarda kolaylikla uygulanabilir ve elde edilen sonuglar giivenilirdir.

e Diger sistemlerle karsilastirildiginda ve laboratuvardaki farkli cevresel Kkirletici
karisimlarina kolayca maruz birakilabilirler.

¢ Optik mikroskopi ile farkli kromozomal anormallikleri kolayca kontrol etmeye uygun hale
getiren, biiylik boyutlu kromozomlar igeren biiyiik hiicrelere sahiptirler.

e Toksisitenin bir gostergesi olarak, farkli morfolojik ve sitogenetik faktorler; kok biiytimesi
ve yapisi, mitotik indeks (MI) hesaplanmasi, mikroniikleus olusumu (MN), kromozomal
anormalliklerin (KA) degerlendirilmesi A. cepa kok ucu hiicrelerinde degerlendirilebilir.

e A. cepa kok uclarinin meristematik bolgesi yiiksek oranda ¢ogalir ve bu nedenle daha

yiiksek oranda boliinen hiicreler igerir.
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e Mitotik fazlar agikca goriilebilir; kromozom sayisi sabittir, kromozomlar arasinda
morfolojik ¢esitlilik mevcuttur ve kromozomal mutasyonlarin nadir goriilme olasilii A.
cepa bitkisini Kirletici maddelerin toksisitesini test etmek igin olaganiistii bir sistem yapan
onemli 6zelliklerdendir.

e Tiim bunlara ek olarak, hem Uluslararasi Kimyasal Giivenlik Programi (IPCS, WHO) hem
de Birlesmis Milletler Cevre Programi (UNEP), cevre kirliliginin genotoksisitesini
belirlemek i¢in A. cepa kok uglari testini standart bir test olarak kabul etmistir.

¢ Duyarliligindan dolay1 A. cepa, toksik maddelerin genotoksisitesini degerlendirmek igin
ABD Cevre Koruma Dairesinin Gene-Tox Programi tarafindan kullanilan ilk dokuz
bitkiden biridir.

e A. cepa'nin bir diger onemli yarari, mutajenleri aktive edebilen bir oksidaz enzim
sisteminin varligidir. Ames testi gibi diger testlerde, enzimin (sican karacigerinden)
eklenmesi gerekmektedir. Bu nedenle A. cepa, eksojen kaynaklardan enzim eklenmeden

mutajenlerin saptanmasi i¢in kullanilabilir.

2.5.3. Vermikompost ile gerc¢eklestirilen genotoksisite ve antigenotoksisite calismalari

Vermikompostun genotosik potansiyeline dair caligmalar yok denecek kadar azdir.
Literatiirde antigenotoksik etkiye dair ¢aligsmalar da sinirhidir. Datta vd. (2018) Atrataf 50
WP herbisitinin uygulandigl ve ardindan vermikompost uygulanmis toprak oérneklerinden
10, 20, 40, 60, 80 ve %100’liik ¢ozeltiler hazirlamislardir. 24 ve 48 saatlik genotoksik etkileri
degerlendirilmistir. Klastojenik sapm6alarin, %100 herbisitte %100 vermikompost
soliisyonuna gore %354,5 oraninda fazla oldugu goriilmiistiir. Sonuglar, tarim alaninda
vermikompost eklenmesinin toprak 1iyilestirici etki gosterdigi hiicre bdliinmesi ve
cogalmasinin desteklenmesinde 6nemli bir rol oynadigini, bu nedenle bitki saglig1 ve mahsul

verimliligine olumlu etkileri oldugunu gostermektedir.

Singh ve arkadaglar1 (2018) bir tarim alan1 ve botanik bahgesinden alinan topraklar1 ve
vermikompost uygulanmig hallerini karsilastirmiglardir. Test materyali olarak Allium cepa
soganlarinin kék uglar1 kullanilmistir. Tarimsal alanda mitotik indes degeri (MI), kontrole
gore daha diisiik bulunmustur. Bunun nedeninin tarimsal alanda daha fazla kimyasal giibre
ve tarim ilac1 uygulamalar1 olabilecegi seklinde agiklanmistir. Vermikompost uygulanmis

tarimsal toprak ve botanik bahge topraginda normal hallerine gore Mitotik indeksin arttig1
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gozlemlenmistir. Kromozom anormallik seviyesi tarimsal alan 6rneginde %14.88 botanik
bahgesi Orneginden % 9.11 oldugu bulunmustur. Vermikompost uygulanmig tarim
topraginda kromozomal anormallik seviyesi %8’e diiserken, vermikompost uygulanmis
botanik bahge topraginda kromozomal anormallik %6.88 oldugu goriilmiistiir. Arastiricilar
bu calisma sonucunda vermikompostun kromozom anormalliklerini diisiirdiigii sonucuna

ulagmislardir.

Bagka bir calismada Eisenia fetida toprak solucanina besin maddesi olarak seker
endiistrisinin atik yan iiriinleri olarak iiretilen seker pancar1 camuru (SBM) ve kiispe (SBP),
ile kuru agirlik bazinda farkli oranlarda sigir giibresi (CD) vermislerdir. Seker kamisi atigi
olan presmud inek gubresi ile karistirilmis ve bu karisitm PM camur ekstresi olarak
adlandirilmigtir.  Vermikompost uygulanmis ve uygulanmamis konsantrasyonlarin
genotoksik ve antigenotoksik etkileri degerlendirilmistir. SBM konsantrasyonlari
vermikompost elde edilemeden ve vermikompost elde edildikten sonra A. cepa kok
uclarinda mitotik indeks tizerindeki etkileri ve mitotik anormallik frekansi incelenmistir.
Vermikompost uygulamasi sonucu mitotik indekste anlamli bir artis goriilmiistiir. Kontrole
gore vermikompost verilmeden 6nce SBM ekstraktlar1 daha yiiksek seviyelerde kromozomal
anormallikler sergilerken E. fetida'min agir metallerin ¢ogunu detoksifiye etme
kapasitesinden dolayi, vermikompostlanmis SBM ekstraktlart kromozomal sapma

sikliklarinda %18-75 diisiise neden olmustur (Bhat ve digerleri, 2015).

Benzer bir ¢alismada E. fetida yardimi ile seker kamisi atigi ile elde edilen presmud’un
optimizasyonu ve genetik etkileri degerlendirilmistir. Arastirmada presmud ¢esitli oranlarda
(presmud: si1g1r giibresi 0:100 (V0), 25:75 (V25), 50:50 (V50), 75:25 (V75) ve 100:0 (V100)
sigir glibresi ile karistirilmistir. Bu karigim Presmud ¢amur ekstresi olarak adlandirilmistir.
Elde edilen presmud ¢camur ekstresi uygulama konsantrasyonlari; %10, 20, 40, 60, 80 ve 100
olarak belirlenmistir. Vermikompost uygulanmamig presmud c¢amur ekstresindeki
konsantrasyon artikca mitotik indeks buna ters orantili olarak diismiistiir. Vermikompost
uygulamasindan sonra ise mitotik indeks artmistir. %100 presmud ekstraktina maruz
kaldiktan sonra yiizde sapma en fazla %30,8 olarak belirlenmis olup vermikompost
uygulamasindan 6 saat sonra bu oran %20,3'e diigmiistiir. Vermikompost uygulanmayan
presmud uygulamalarinda 6nemli derecede kromozomal sapmalar olusurken, vermikompost
eklenmesi ile kontrole kiyasla bu kromozomal sapmalarin azaldigini tespit etmislerdir (Bhat

ve digerleri, 2014).
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Bagka bir calismada inek giibresi iceren ortamlara ugucu kiiliin konsantrasyonlar1 (%0, 20,
40, 60 ve 80) uygulanmistir. Sadece inek giibresi-toprak (CS) ortamlari ise negatif kontrol
olarak kullanilmistir. Ugucu kiil iceren ortamlara Eisenia fetida toprak solucani ilave
edilerek 30 giin boyunca vermikomplastirilmistir. Vicia faba bitkisi %20, 40, 60 ve 80’lik
ucucu kiil - inek giibresi-toprak igeren karisima dikilmistir. Vicia faba kok meristemlerinde
sitogenetik etkileri incelenmistir. Vermikompostsuz numunelerde kimyasal analizde Cr, Cu,
Pb, Zn ve Ni gibi yiiksek konsantrasyonlarda agir metallere rastlanilmistir. Ayrica bu
muamelerde mitotik indeks degerinde diisiis, kromozom anormalliklerinde artig
gozlemlenmistir. Sapmalarin artisinin ugucu kiil konsantrasyonlarina bagli oldugu ifade
edilmistir. Vermikompostlanmis 6rneklerde aberasyon siklig1 %15-45 disiis gosterirken,
kimyasal analiz sonuglari agir metal konsantrasyonlarinda %10-50 disiis oldugu
goriilmistiir. Bu ¢alisma, vermikompostun ugucu kiillerin genotoksisite potansiyelini ve
ayrica toksisiteyi/genotoksisiteyi hafifletmek amaciyla metalle kirlenmis topragi
temizlemek i¢in karisim komplikasyonunun uygulanabilirligini gostermektedir (Jain ve

digerleri, 2004).

Yukarida anlatilan ¢alismalardan anlasildigi lizere vermikompostun tarimsal uygulamalarda
olumlu etkisi olduguna dair bulgular elde edilmistir. Ancak vermikompostun doku
kiiltiiriinde genotoksik ve antigenotoksik etkilerine dair bir ¢alismaya rastlanmamistir. Oysa
bitki doku kiiltiirlerinde besin ortamina eklenen komponetlerin bitki gelisimine 6nemli
katkilar saglayabilecegi bilinmektedir. Vermikompostun geri doniisiim {irlinleri ile
iretilmesi, ekosisteme katki saglamak ile birlikte bitki biiylime ve gelismesine de katkida
bulunmaktadir. Vermikompotun doku kiiltiirtinde kullanilmasi sonuglart ilgi uyandiricidir.
Bu nedenle bu ¢aligmada vermikompostun doku kiiltliriinde genotoksik ve antigenotoksik

etkileri arastirilmistir.
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyali

Bu calismada temininin kolay, ucuz olmasi, kromozom sayisinin azligi, kromozomlarin
biiyiikligi (Resim 3.1) yi1l boyunca koklenip bol miktarda kok verebilmesi gibi sebepler
nedeniyle sitogenetik ve biyoteknolojik ¢aligmalarda sik¢a tercih edilen A. cepa (2n=16)
bitkisi kullanilmustir.

WD)
d a0 N |

Resim 3.1. Allium cepa (2n=16) karyotipi (Leme, Marin-Morales, 2009)

3.1.2. Kullanilan test materyalleri

Bu arastirmada test materyali olarak s1vi vermikompost (Solucan Giibresi) kullanilmistir.

3.1.3. Sivi vermikompost

Organik Sivi Ekstresi, kontrollii bir ekstraksiyon islemi ile vermikompost'tan elde edilen
tamamen dogal bir stvidir. Uriin igeriginin organik madde oram %35, organik azot %1 toplam
hiimik+fulvik asit oran1 %5’tir. Calismamizda kullanilan s1vi vermikompostun olusumunda
kullanilan solucan tiirii Eisenia fetida (tiger worm)’dir. Bu ¢alismada sivi vermikompost
(solucan giibresi) Ankara’daki bir firmadan temin edilmistir. Kullanma talimatinda, sivi

vermikompostun kullanim sekli i¢in; “yaprak giibresi olarak, 1 6l¢ii s1v1 giibre 200 6l¢ii suyla
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karigtirithip yapraklar ¢ikarken, ¢igekler tomurcukta iken ve meyveler olgunlagmadan 6nce
olmak iizere en az 3 defa bitkiye piiskiirtiiliir. Kok giibresi olarak, 1 6l¢ii siv1 giibre 200 6l¢ii
suyla karistirtlip sulama suyuna karistirilarak (damlama veya yagmurlama) uygulanir”
ifadesi yer almaktadir. Eisenia fetida vermikompost tiretiminde en ¢ok tercih edilen kirmizi
renkli 8-10 cm boyunda, kokon adi verilen yumurtalariyla ¢ogalan, s6lom adli sivi1 tireten ve
faydali mikroorganizmalarla simbiyotik yasayan solucan tiiriidiir. Kati ve sivi olarak
tiretilebilen vermikompost organik madde, enzimler ve hormonlar ile zengin mikro element
icerigi ile tercih edilen bir {irlindiir. Organik tarim uygulamalarinda vazgecilmez iiriin olan
vermikompost; beton zeminde, torba havuzlarda veya otomatik kesme aparatli modern

kasalarda tiretilmektedir (Cikrike1 ve Okumus, 2019) (Resim 3.2).

Resim 3.2. (a) Sivi vermikompost iiretim tesisi ve tesiste bulunan (b) Eisenia fetida tiirii
solucanlar (Ankara’da bir vermikompost tiretim tesisi)
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3.2. Metod

Bu ¢alisma ile vermikompostun genotoksik ve bir mutajen tarafindan indiiklenen genetik
hasar1 6nlemedeki ve/veya iyilestirmedeki antigenotoksik rolii Allium testi ile bitki doku
kiiltiirii sartlarinda incelenmistir. Vermikompostun tek basina 24 ve 48 saatlik uygulamalari
yapilmistir. Ayrica hidrojen peroksitin (H202) olusturdugu hasar iizerine etkisini belirlemek
icin 24 ve 48 saatlik antigenotoksisite testi de gerceklestirilmistir. Antigenotoksisite

caligmasi 6n ve ge¢ muamele olmak iizere iki uygulama tipi ile yapilmistir.

3.2.1. Calismada kullanmilacak konsantrasyonlarin belirlenmesi

Kullanma talimatinda, s1vi vermikompostun kullanim sekli i¢in; “yaprak giibresi olarak, 1
oOl¢ii stvi giibre 200 6l¢ii suyla karistirilip yapraklar ¢ikarken, ¢igekler tomurcukta iken ve
meyveler olgunlagmadan Once olmak {izere en az 3 defa bitkiye pliskiirtiiliir. Kok giibresi
olarak, 1 6l¢ii s1v1 giibre 200 6lcii suyla karistirilip sulama suyuna karistirilarak (damlama
veya yagmurlama) uygulanir” ifadesi yer almaktadir. Buradan yola ¢ikarak calismada
kullanilacak konsantrasyonlar 5000, 10000, 20000, 40000, 80000, 160000 pg/mL olarak
belirlenmistir. Uygulama konsantrasyonlari dncelikle ppm birimide hesaplanmis ancak daha
yaygin olarak kullanildig1 i¢in pg/mL birimi tercih edilmistir. Konstrasyonlarin hazirlanmasi
icin stoktan alinan vermikompost bidistile saf su ile karistirilmis ve belirlenen oranlara
seyreltilmistir. Ayrica yapilan 6n ¢alisma ile vermikompostun konsantrasyonlarinin otoklav
sonrast MS besin ortaminda herhangi bir kontaminasyona sebep olmadigi gozlenmistir. 24
saatlik uygulama siiresince doku kiiltiirlinde 6n deneme yapilmistir (Resim 3.3). Her bir
konsantrasyon i¢in 1 sogan, toplamda kontrol gruplari ile birlikte 8 sogan kullanilmigtir.
Doku kiiltiiriinde gergeklestirilen bu deneyde koklenen her bir soganlardan ise 5 ser kok
almarak Feulgen metoduna gore (Yiizbasioglu ve digerleri, 2003) hazirlanan boya ile

preperasyon islemi yapilmis ve mitotik indeks sayimi gerceklestirilmistir.
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Resim 3.3. On deneme calismas1 (Gazi Egitim Fakiiltesi Biyoloji Laboratuvari 2)

3.2.2. Test materyallerinin hazirlanmasi

Calisma konsantrasyonlar1 5000, 10000, 20000, 40000, 80000 png/mL olarak belirlenmistir.
Calismada 4,4 g/ MS (Murashige ve Skoog 1962) (Cizelge 3.1) mineral, tuz ve vitaminler
ile, +30 g/L Sukroz ve 7 g/L Agar (Type A, Sigma) igeren besin ortami kullanilmistir. MS
ortamina yukarida belirtilen konsantrasyonlar eklendikten sonra besin ortaminin pH’s1, 1 M
KOH ya da 1 M HCl kullanilarak 5,6 — 5,8’e ayarlanmisgtir (Resim 3.4.). Ortam hazirliginda
bidistile saf su kullanilmistir. Kontrol grubu olarak vermikompost icermeyen MS ortami
hazirlanmistir. Besiyerlerinin dengeli olarak dagilmasi i¢in hazirlanan konsantrasyondaki
cozeltilere agar eklenerek otaklavlanmistir (105 kPa basing 121°C’de 15-20 dk) ve steril
kabinde magentalara dagitilmistir. Kapaklar1 yar1 acik sekilde sogumaya birakilmistir. Besin
ortamlarin1 magentalara paylastirmadan Once steril kabin yaklagik 15 dakika dncesinden

calistirilmistir ve %70’lik etil alkol ile steril hale getirilmistir.
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Resim 3.4. Calisma konsatrasyonlarinin hazirlamas1 (Gazi Egitim Fakiiltesi Biyoloji
Laboratuvari 2)
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Cizelge 3.1. MS temel besin ortaminda bulunan besin maddeleri ve konsantrasyonlari

Makro Elementler (Murashige ve Skoog,1962) (mg/L)
KNO3 1900

NH4NO3 1650

MgS04.7H20 370

CaCl; 332,2

KH2PO4 170

Mikro Elementler (Murashige ve Skoog,1962) (mg/L)
MnS0O4.H.0 16,9

ZNnS04.7H20 8,6

H3BO3 6,20

Kl 0,83

Na:Mo004.2H,0 0,25

CuS04.5H,0 0,025

CoCl2.6H20 0,025

FeNaEDTA 36,72

Vitaminler (Murashige ve Skoog,1962) (mg/L)
Myo-inostol

Pyridoxine-HCI

Nicotinik Asit

Amino asit (Murashige ve Skoog,1962) (mg/L)
Thiamine-HCI 0,4

Glycine 2,0

Diger

Sakkaroz(g/L) 30

Agar (g/L) 6,5

pH 5,7

3.2.3. Sterilizasyon

Materyalin mikroorganizmalardan arindirilmasi ve kullanilan ekipman ve besiyerlerinin
sterilizasyonu doku kiiltiirii ¢alismalarinda en 6nemli agsamadir. Calismada steril kosullarin

saglanmas1 3 basamakta gergeklestirilmistir;

Besin ortami sterilizasyonu; besin ortamin sterilizasyonu otoklavda 104 kPA atmosfer

basingta ve 121 °C’de 20 dakika tutularak saglanmustir.

Alet ve ekipmanlarin strelizasyonu; metal alet ve ekipmanlarin sterilizasyonunun otoklavda
cam malzemelerin sterilizasyonu ise 160 °C’de 2 saat boyunca Pastér Firimi ile
gergeklestirilmistir. Deneme steril kabin i¢cinde gergeklestirilmis olup, cihazda ¢alismaya

baslamadan 6nce 15 dakika ¢alistirilip %70°lik etanol ile silinmistir.
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Bitkilerin sterilizasyonu; doku kiiltiirlerinde en Onemli asama bitkilerin patojenlerden
armdirilmasidir. On ¢alisma amaciyla gerceklestirilen az sayida soganin kullanildigi bir
deneme yapilmis ve soganlar farkli konsantrasyonlarda (%10, 15, 20, 25, 30, 35,40’lik (v/v))
sodyum hipoklorit (%5 NaOCl) soliisyonu ile manyetik karistiricida 10 dakika yiizey
sterilizasyonuna tabi tutularak en etkin konsantrasyonun belirlenmesi hedeflenmistir.
Sodyum hipokloritin zararl etkilerini azaltmak igin beser dakika ti¢ kez steril saf su ile
durulanmistir. Sonra bu soganlar 24+ 2°C’de bes giin siiresince MS besin ortaminda
bekletilmigstir. Besinci glin sonunda soganlardaki bulasiklik orani dikkate alinarak en uygun
konsantrasyon % 35’lik (v/v) sodyum hipoklorit (Ace %5 NaOCI) olarak belirlenmistir. Bu
on bilgiler 15181nda calismada kullanilacak soganlarin % 35’lik (v/v) Sodyum hipoklorit
(Ace % 5 NaOCI) soliisyonu ile manyetik karistiricida bir kez 10 dk boyunca yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmasina ve beser dakika {i¢ kez steril saf su ile durulanmasina karar

verilmistir (Resim 3.5).

Resim 3.5. (a-b) Allium cepa’larin sterilizasyonu (Gazi Egitim Fakiiltesi Biyoloji
Laboratuvari 2)
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3.2.4. Allium cepa’nin koklendirilmesi

Steril edilen soganlar, hazirlanmis olan MS besiyerine aktarilmis ve kiiltiirler
olusturulmustur. Soganlar steril bistiiri ve pens ile yardimiyla ¢amasir suyundan zarar goren
dis pullar kesilerek, steril magentalara aktarilmistir. Kontaminasyon riskini azaltmak igin
soganlar her magentada 2’serli olacak sekilde koyulmustur. Tiim bu islemler steril kabin

icinde gerceklestirilmistir.

Tiim kiiltiirler Philips beyaz floresan 15181 (Preheat Daylight - 42 pmol photons ms?)
altinda 24 + 2 °C’de bes giin stiresince MS ortaminda bekletilmistir (Preheat Daylight - 42
umol photons m? s7). 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyodunda kok uzunlugu 1,5 - 2
cm olana kadar bekletilmis (Resim 3.6) ve deneyin konsantrasyon ekleme asamasinda
gecilmistir. Calisma sirasinda magentalar konsantrasyonlarina ve uygulama sekillerine gore

etiketlendirilmistir.
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Resim 3.6. Soganin (A.cepa) koklendirilmesinde (a) steril kabin ¢aligsmasi, (b) koklenen
bitkilerin (A.cepa) ortama aktarilmasi (c-d) koklenen A. cepa’larin goriintiisii
(Gazi Egitim Fakiiltesi Biyoloji Laboratuvari 2)

3.2.5. Test materyallerinin Allium cepa’ya uygulanmasi

Genotoksisite Uygulamasi; MS besi yerinde kdklenen soganlar, MS ortamindan ¢ikartilarak
steril distile su ile yikanarak koklerinden agarlar uzaklastirilmistir. Genotoksisite
uygulamasi i¢in vermikompostun bes farkli (5000, 10000, 20000, 40000 ve 80000 pg/mL)
konsantrasyonunu iceren MS besin ortamina 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerince

aktarilmistir (Resim 3.7).

Negatif kontrol grubu olarak herhangi bir vermikompost konsantrasyonu igermeyen MS
besin ortami kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak Hidrojen peroksit (H202) kullanilmistir.

Her bir konsantrasyon i¢in 4 sogan kullanilmistir.
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Resim 3.7. Cimlenmis soganlarin (A.cepa) vermikompost konsantrasyonlari igeren besi
ortamlarina aktarilmast (Gazi Universitesi Egitim Fakiiltesi Biyoloji
Laboratuvari 2)

Antigenotoksisite Uygulamasi; Antigenotoksik etkilerin belirlenmesinde hidrojen peroksit
(H202) (Pozitif Kontrol) mutajen olarak kullanilmistir. MS besin ortaminda koéklendirilen
Allium cepa’ya, sivi vermikompostun bes farkli (5000, 10000, 20000, 40000 ve 80000
ug/mL) konsantrasyonlart MS besin ortaminda H2O3 ile birlikte uygulanmastir.
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Resim 3.8. Antigenotoksisite calismasindan gériintiiler (Gazi Universitesi Egitim Fakiiltesi
Biyoloji Laboratuvari 2)

Antigenotoksisite calismasi iki uygulama tipi (6n muamele-ge¢ muamele) ile yapilmistir. On
muamelede, once vermikompostun konsantrasyonlart MS besin ortaminda soganlara
uygulanmis, son 1 saatte ise %3’lik hidrojen peroksit (H202) iceren MS ortamina
aktarilmistir. Ge¢ muamelede soganlar 1 saat %3’liik hidrojen peroksit (H202) igeren MS
ortamina aktarilmis sonrasinda sirasiyla 24 ve 48 saatlik uygulamalar i¢in, 23 ve 47 saatlik

vermikompostun konsantrasyonlar1 igeren MS besin ortamima aktarilmistir. Her bir
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konsantrasyon i¢in 4 sogan kullanilmistir (Resim 3.8). Negatif kontrol grubu olarak
vermikompost konsantrasyonu igermeyen MS besin ortami kullanilmistir. Pozitif kontrol

olarak hidrojen peroksit (H202) kullanilmustir.

3.2.6. Kok u¢larmin alinmasi

Hiicre kiiltiiriiniin son asamasi kiiltiire edilen sogan koklerinin alinip depolanmasidir (Resim
3.9). Bu asama sogan koklerinin vejetatif kisimlar1 korunarak gerceklestirilmistir.
Sonrasinda genotoksik ve antigenotoksik etkileri belirlemek i¢in her bir sogana ait kok uglari
ayr1 ayri isimlendirilen tiiplere aktarilmistir. Tiipe konulan kokler “Clarke” c¢ozeltisinde
(3:etanol / 1:glasial asetik asit) fikse edilmis, bir gece siireyle buzdolabinda bekletilmistir.
Tespit islemi gerceklestirilen kok uglar1 %70’lik alkolde +4 °C’de saklanmustir. Bu kok

uclar1 mitotik indeks ve mitozdaki anormalliklerin belirlenmesinde kullanilmistir.

Resim 3.9. Hiicre kiiltiiriiniin son asamasi olan kok uglarinin alinmasi (Gazi Universitesi
Egitim Fakiiltesi Biyoloji Laboratuvari 2)
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3.2.7. Preparatlarin hazirlanmasi

Preparatlar Feulgen metoduna gore hazirlanmistir (Yiizbasioglu ve digerleri, 2003). Bunun
icin her bir konsantrasyonun farkli soganlarindan alinan onar adet kék ucu kullanilmistir.
Kok uglart 60 °C’de 11 dakika 1 N HCI iginde hidroliz edilmistir. Daha sonra Feulgen
boyasinda altmig dakika siireyle oda sicakliginda bekletilmistir. Kok u¢larinin koyu boyanan
2-3 mm’lik u¢ kisimlarindan %45°lik asetik asit ile ezme preparatlar hazirlanmistir. Yapilan
preparatlar mikroskopta incelemenin ardindan sivi azotta dondurulduktan sonra lamelleri
kaldirilmistir. 1 giin boyunca oda sicakliginda kurutulan preparatlarin iizerine entellan
damlatildiktan sonra yeni bir lamel kapatilarak daimi hale getirilmistir. incelemeler 151k
mikroskobunda 40x ve 100x biiyiitmede gergeklestirilmistir. Ayrica normal fazlar ve

anormalliklerin fotograflari ¢ekilmistir (Resim 3.10).

Her bir konsantrasyon i¢in her bir kokten 1000 hiicre incelenmistir. Tiim konsantrasyonlar
icin mitotik indeks yani béliinen hiicrelerin toplam hiicrelere orani (%) belirlenmistir.
Mitozun tiim sathalarindaki hiicre sayilar tespit edilerek, anormal sathalar ve bunlarin
frekanslar1 belirlenmistir. Ayrica yaygin olarak goriilen anormalliklerin fotograflar
cekilmistir. Mitotik indeks degerlerinin analizinde z testi, mitotik fazlarin oranlari ve mitotik

anormallik degerlerinin analizinde ise 72 testi kullanilmigtir.
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Resim 3.10. (a-e) Preparatlarin hazirlanma asamalart ve (f) hazirlanan preperatlarin
goriintiilenmesi (Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Genetik Labratuvari)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. On Deneme Sonuclari
Kullanilacak uygun konsantrasyonlarin belirlenebilmesi i¢in 6n deneme yapilmis ve her bir
konsantrasyon i¢in yalnizca 5 preparat degerlendirilmistir. Vermikompostun bu 06n

caligmada elde edilen mitotik indeks degerleri Cizelge 4.1. de sunulmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. On denemede elde edilen mitotik indeks degerleri

Konsantrasyon (ug/mL) Mi + SH
Negatif kontrol 18,70+ 1,23
Pozitif kontrol 8,74 £ 0,89
5000 19,16 + 1,24
10000 15,88 + 1,15
20000 18,42 + 1,22
40000 16,88 + 1,18
80000 21,60+ 1,30
160000 14,80 + 1,12
IMI: Mitotik Indeks

SH: Standart Hata

Calismada vermikompostun hem genotoksik hem de antigenotoksik etkilerinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Calismanin konsantrasyonlarini belirlemek i¢in 6n denemeler yapilmis ve
uygun konsantrasyonlarin = secilmesinde mitotik indeks degerleri g6z Oniinde
bulundurulmustur. Bu veriler 1s18inda 5000-80000 pg/mL konsantrasyon araligi ¢alisma
konsantrasyonlar1 olarak belirlenmistir. 160000 pg/mL’lik konsantrasyon kontrole gore en

cok mitotik indeksi diisliren konsantrasyon olmasi nedeniyle elenmistir.

4.2. Vermikompostun Genotoksisite Uygulamalarinda Mitotik Indeks ve Mitotik Faz

Frekanslarina Etkileri
4.2.1. Genotoksisite uygulamalari
On denemeler ile belirlenen konsantrasyonlar kullanilarak deney diizenegi olusturulmus ve

vermikompostun A. cepa kok uglarina uygulanmasinda elde edilen mitotik indeks degerleri

Cizelge 4.2°de verilmistir.



46

Cizelge 4.2. Vermikompost uygulanmis A. cepa kok ucu hiicrelerindeki mitotik indeks ve
mitotik faz frekanslar

Uygulama | Konsantrasyon (pg/mL) | Boliinen Mitotik Faz (%)
z:;;ts)l lsl;clr:l Profaz | Metafaz | Anafaz | Telofaz | MI (%) +SH
¥ % % % %
Kontrol - 1788 87,52 6,65 2,40 3,41 17,88+1,21
Pozitit Kontrol | o0 | 1119 8820 634 322 224 | 11,191,009
(H202)
Vermikompost | 5000 | 1753 79,74 11,86 4,44 3,93 17,53+1,20
24 10000 | 1634 8567 8,32 3,24 2,75 | 16,34+1,172
20000 | 1827 82,81 9,85 4,59 2,72 18,27+1,22
40000 | 1671 84,73 7,83 3,77 3,65 | 16,71+1,18%
80000 | 2416 83,09 751 3,37 4,18 | 24,16+1,35%
Kontrol - 1392 82,61 7,83 5,45 4,09 13,92+1,09
Pozitit Kontrol | o0 | 1005 8146 1141 185 526 | 10.25:096%
(H20)
Vermikompost | 5000 1916 83,99 7,87 3,75 3,80 | 19,16+1,24%
48 10000 | 1734 84,42 7,84 3,51 421 | 17,34+1,19%
20000 | 1632 8566 7,11 3,98 324 | 16,321,179
40000 | 1971 88,28 5,07 3,19 3,45 | 19,71+1,26%
80000 | 2090 89,37 4,83 2,98 2,87 | 20,90+1,28%

FlKontrole gore p<0.05 diizeyde anlamli (z test), *Kontrole gore p<0.01 diizeyde anlamli (z test),
F*Kontrole gore p<0.001 diizeyde anlamli (z test), Mi: Mitotik Indeks, SH: Standart Hata

24 saatlik uygulamada mitotik indeks kontrol grubunda 17,88+ 1,21°dir. Pozitif kontrol
uygulamasina alinan A. cepa kok ucu hiicrelerinin mitotik indeks degeri 11,19+ 1,00
bulunmustur. En yliksek mitotik indeks degeri 80000 pg/mL’lik konsantrasyonda
gozlemlenmistir. Mitotik indeks kontrole gore 10000 pg/mL’lik, 40000 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda anlamli bir sekilde azalirken, 80000 pg/mL’lik konsantrasyonda ise

anlamli bir sekilde artmistir.

48 saatlik uygulamada, pozitif kontrol uygulamasina alinan A. cepa kok ucu hiicrelerinin
mitotik indeks degeri 10,25+0,96 bulunmustur. En yiiksek mitotik indeks 24 saatlik
calismada oldugu gibi 80000 pg/mL’lik konsantrasyon da bulunmustur. Vermikompostun
biitiin konsantrasyonlar1 mitotik indeks degerlerini kontrole gore anlamli oranda artmistir

(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Vermikompost uygulamasi sonucunda A. cepa kok ucu hiicrelerinde mitotik
indeks degisiklikleri

Vermikompostun mitotik fazlar {izerindeki etkisi incelendiginde 24 ve 48 saatlik
uygulamalarda mitotik fazlardaki degisiklikler kontrole gére anlamli degildir. 24 saatlik
uygulamada biitiin konsantrasyonlarda profaz frekansi kontrole gore azalmigtir. 48 saatlik
uygulamada ise biitiin konsantrasyonlar i¢in profaz frekansinda bir artis gdzlemlenmistir.
Metafaz frekansi 24 saatlik uygulamada artig gosterirken, 48 saatlik uygulamada 5000 ve
10000 pg/mL’lik konsantrasyonlar haricinde biitiin konsantrasyonlar da diisiis géstermistir.
24 saatlik uygulamada anafaz frekansi kontrole gore biitiin konsantrasyonlarda artis
gostermistir. 48 saatlik uygulamada anafaz frekansi kontrole gore biitiin konsantrasyonlarda
diismistir. 24 saatlik uygulamada telofaz frekansi 10000 ve 20000 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda azalmis ve diger konsantrasyonlarda artmistir. 48 saatlik uygulamada
telofaz frekanst ise 10000 pg/mL’lik konsantrasyonunda artig gosterirken diger
konsantrasyonlarda azalmistir. Kontrole oranla gézlenen degisikliklerin hi¢ biri anlaml
diizeyde degildir (Cizelge 4.2).
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4.2.2. Vermikompostun genotoksisite uygulamalarinda gozlenen mitotik anormallik

tipleri ve oranlari

Vermikompostun A. cepa kromozomlarinda ve mitoz boliinmede hasara neden olup
olmadiginin kontrol edilmesi amaciyla gergeklestirilen genotoksisite ¢caligmasi sonucunda

elde edilen veriler Cizelge 4.3°de verilmistir.

Toplam anormallik yiizdeleri 24 saatlik uygulamada 0.76 ile 1.71 arasinda degisirken; 48
saatlik uygulamada ise 0.72 ile 1.43 arasinda degismektedir. 24 ve 48 saatlik genotoksisite
uygulamalarinda goriilen anormallik sikligi sirasiyla C-metafaz (%26,26), metafazda
yapisiklik (%23,31), anafaz- telofazda koprii (%14,56), anafazda fragment (%14,08), ileri-
geri kalmis kalmis kromozom (%9,51), multipolarlik (%7,71), star anafaz (%2,09),
metafazda fragment (%1,90) ve yapisi bozulmus profazdir (%0,57). Genotoksisite

uygulamalarinda en fazla karsilasilan anormallik tipi C-metafaz’dir.

24 saatlik uygulama i¢in kontrol grubu % anormallik orani1 0,75 iken pozitif kontrol i¢in
anormalik oran1 8,66°dir. 48 saatlik uygulamada ise kontrol grubu % anormallik oran1 0,57
iken pozitif kontrol i¢in anormali orani1 11,31°dir. 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda interfaz
sathasinda higbir anormallige rastlanmamistir. Vermikompost uygulamasinda biitiin
konsantrasyonlarda diisiik miktarda mitotik anormalliklere rastlanmis olmakla birlikte
kontrole kiyasla anlamli diizeyde bir degisiklik belirlenmemistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.2,
Resim 4.1).
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Cizelge 4.3. Vermikompostun genotoksik etkilerinin A. cepa kdok ucu hiicrelerindeki
mitotik anormallik tipleri ve oranlar1 (24-48 saat)

Profaz-Metafaz Anafaz-Telefaz _
5 2 - S
E z § S | . X
Uygulama Boliinen 2’: 3 = 1= TES El X & 5 ‘é ‘=E“
ygular Konsantrasyon . E | 5 = s | Z2| £ g | & | 2 S
Siiresi (ug/mL) hiicre | = 5 Z E|sgl 3 g |5 & e
(saat) He say1st § £ 53 g 8§| = = | g = <
SO = T ER S |8 E |3 E
172} <
g = z =
o <
Kontrol - 1788 - 017 022 - 005 011 - - 0,55
Pﬁ:'o“;;Ko”tm' %3 | 1043 |018 200 340 - 201 071 - - 036| 8662
Vermikompost 5000 1753 | 0,06 080 034 006 018 006 - 015 006| 171
24 10000| 1634 - 018 018 - - 025 - - 043 1,04
P0000| 1827 - 022 005 - 011 016 - 022 - 0,76
M0000| 1671 - 030 012 - - 018 0,06 006 0,06 0,78
80000| 2416 - 024 016 008 008 - - 028 - 0,86
Kontrol - 1392 - 014 007 - 014 014 007 - 0,57
Pﬁj'o“z‘;KO””O' %3 | 1025 |029 332 527 039 166 - 019 - 019| 1131
Vermikompost |5000( 1916 | - 010 037 - - 010 005 010 - 0,72
48
10000| 1734 - 012 034 006 012 023 - 006 0,16 1,09
PO000| 1632 - 012 031 - 012 006 006 037 - 1,04
0000|1971 - 030 025 - 015 025 - 005 0,10 1,11
80000| 2090 - 038 033 - 024 024 005 019 - 1,43
[Toplam anormallik siklig1 (%) 0,57 2626 2331 1,90 9,51 1456 2,09 14,08 7,71
F'Kontrole gore p<0.05 diizeyde anlaml1 (2 testi), > Kontrole gore p<0.01 diizeyde anlamli ()2 testi), “Kontrole gore p<0.001
diizeyde anlamli (y2 testi).
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Sekil 4.2. Vermikompostun farkli konsantrasyonlarda genotoksik etkisinin A. cepa kok ucu
hiicrelerindeki mitotik anormallik ve oranlari

10 pm

10 pm

10 um

Resim 4.1. Vermikompost uygulamasi sonucunda A. cepa kok ucu hiicrelerinde goriilen

anormallikler a) Yapist bozulmus profaz b) Metafazda yapisiklik ¢) C-metafaz
d) Anafazda koprii
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Resim 4.2. (devam) Vermikompost uygulamasi sonucunda A. cepa kok ucu hiicrelerinde
goriilen anormallikler e) Anafazda koprii f) Anafazda fragment g) Multipolarlik
h) Anafazda ileri gitme 1) Anafazda geri gitme-kalma i-j) Star anafaz k)

Telofazda koprii
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Resim 4.3. (devam)Vermikompost uygulamasi sonucunda A. cepa kok ucu hiicrelerinde
goriilen anormallikler 1) Telofazda koprii

4.3. Vermikompostun Antigenotoksisite Uygulamalarinda Mitotik indeks ve Mitotik
Faz Frekanslarina Etkileri

4.3.1. Antigenotoksisite 24 saat on muamele ve gec muamele uygulamalar:

24 saatlik antigenotoksisite uygulamasi 6n muamele ve ge¢c muamele olmak {izere 2 farkl
sekilde gerceklestirilmistir. Antigenotoksisite deneylerinin sonuglar1 incelendiginde 6n
muamele uygulamasinda vermikompostun A. cepa kromozomlari lizerinde koruyucu etkisi
gozlemlenirken, ge¢ muamele uygulamasinda ise A. cepa kromozomlari lizerinde iyilestirici
etkisi gozlemlenmektedir. Vermikompostun 24 saatlik antigenotoksisite uygulamasinda elde

edilen mitotik indeks sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Vermikompostun 6n muamele ve ge¢c muamele uygulamalarinda A. cepa kok
ucu hiicrelerindeki mitotik indeks ve mitotik faz frekanslar1 (24 saat)

Mitotik Faz (%)

Uquama Konsantrasyon Bél..ﬁne Prof Metaf Anaf Telof
siiresi 1 hiicre ofaz etafa nafaz elofaz
(saat) (ng/ml) say1si % z% % % Mi (%) +SH
Kontrol . 1434 | 7824 11,85 5,23 4,68 | 14,34+1,117
L 24 Pozitif
(OM-GM) | Kontrol %3 838 78,04 12,52 4,41 5,01 8,38+0,88
(H202)
Vermikompost | 5090 | 1666 | 81,88 11,89 3,24 3,01 | 16,66+1,18™
+ 10000| 1620 | 7450 16,30 4,14 506 | 16,20+1,16™
24 H202(%3) | 5o000| 1421 | 80,23 11,26 4,36 345 | 14,21+1,10™
(OM) 40000| 1624 | 8312 1047 3,51 2,83 | 16,24+1,17™
80000| 1903 | 79,09 11,77 3,89 515 | 19,03+1,24™
Vermikompost | gogo | 1441 | 79,74 12,14 3,33 479 | 14,411,117
+ 10000| 1493 | 86,60 831 3,15 1,94 | 14,93+1,13"
( Gzlz\l/l ) H202 (%3) | 59000| 1633 | 81,45 11,83 3,37 4,10 | 16,33+1,17"

*okk

40000 1364 83,43 9,90 3,74 2,93 13,64+1,08
80000 1732 83,66 9,76 3,52 3,06 17,32+1,20™

*Pozitif Kontrole gore p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi), **Pozitif Kontrole gore p<0.01 diizeyinde
anlamli (z testi), ***Pozitif Kontrole gére p<0.005 diizeyinde anlamli (z testi)
OM: On Muamele, GM: Ge¢ Muamele, Mi: Mitotik Iindeks, SH: Standart Hata, PK: Pozitif Kontrol

24 saatlik 6n ve ge¢ muamele uygulamasinda mitotik indeks kontrol grubu degeri
14,34+1,11°dir. 23 saatlik MS uygulamasindan sonra 1 saat H20: pozitif kontrol
uygulamasina alman A. cepa kok ucu hiicrelerinin mitotik indeks degeri 8,38+0,88
bulunmustur. On ve ge¢ muamelede en yiiksek mitotik indeks degeri 80000 pg/mL’lik
konsantrasyonda gdzlemlenmistir. On ve ge¢ muamele uygulamalarinda mitotik indeks
pozitif kontrole gore biitiin konsantrasyonlarinda anlamli bir artis gostermistir (Cizelge 4.4;
Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Vermikompostun 24 saatlik antigenotoksisite uygulamasi sonucunda A. cepa kok
ucu hiicrelerinde mitotik indeksteki degisiklikler

Vermikompostun mitotik fazlar iizerindeki etkisi incelendiginde ise 24 saatlik
antigenotoksisite (6n ve ge¢c muamele) uygulamalarinda mitotik fazlardaki degisiklikler
kontrole gore anlamli degildir. 24 saatlik 6n muamele uygulamasinda profaz frekansi 10000
ng/mL’lik konsantrasyonu haricinde biitiin konsantrasyonlarinda artmistir. On muamele
uygulamasinda metafaz frekanst 10000 pg/mL’lik konsantrasyonu haricinde diisiis
gostermistir. Anafaz frekansi tim konsantrasyonlarda azalmistir. Telofaz frekansi ise 10000
ve 80000 pg/mL’lik konsantrasyonlarda artig gosterirken, diger konsantrasyonlarda diisiis

gostermektedir.

Ge¢ muamele uygulamasinin biitiin konsantrasyonlarinda profaz frekansi artis gostermistir.
Metafaz frekanst 5000 pg/mL’lik konsatrasyon haricinde tiim konsantrasyonlarda

azalmistir. Anafaz ve telefaz frekansi degeri ise biitiin konsantrasyonlarda azalmistir.
4.3.2. Antigenotoksisite 48 saat on muamele ve gec muamele uygulamalar:
Vermikompostun 48 saatlik antigenotoksisite uygulamasinda belirlenen mitotik indeks

sonuclar1 Cizelge 4.5’de verilmistir. Mitotik indeks kontrol grubu degeri 13,92+1,09°dir. 47

saatlik MS uygulamasindan sonra 1 saat H2O> pozitif kontrol uygulamasina alinan A. cepa
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kok ucu hiicrelerinin mitotik indeks degeri 11,84+1,02 bulunmustur. En yiliksek mitotik
indeks degeri her iki uygulama (6n ve ge¢ muamele) i¢inde 80000 pg/mL’lik
konsantrasyonda gozlemlenmistir. Mitotik indeks kontrole gore biitiin konsantrasyonlarda

anlamh artis gostermistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.4).

Cizelge 4.5. Vermikompostun 6n muamele ve ge¢ muamele uygulamalarinda
antigenotoksik etkilerinin A. cepa kok ucu hiicrelerindeki mitotik indeks ve
mitotik faz frekanslari (48 saat)

Mitotik Faz (%)

Uygulama Boliinen i
siiresi Konsantrasyon hiicre | Profaz | Metafaz | Anafaz | Telofaz | MI (%) +SH
/mL)
(saat) (hg sayist | gp % % %
48 Kontrol - 1392 82,61 7,83 5,45 4,09 13,92+1,09™"
(OM- Pozitif Kontrol
(H202) %3 1184 83,36 9,12 4,05 3,46 11,84+1,02

GM)

Vermikompost | 5000 1757 86,96 8,48 2,95 2,84 | 17,57+1,20™

+ 10000 1714 82,61 10,90 3,73 2,74 17,14+1,19™
48 (OM) H202 (%3) 20000 1612 84,98 10,30 3,03 2,85 16,12+1,16™
40000 1913 85,72 8,93 3,24 2,09 19,13+1,24™

80000 | 1989 87,07 9,80 2,61 2,61 | 19,89+1,26™

Vermikompost | 5000 1406 89,75 7,53 2,34 1,84 | 14,06+1,10™

+ 10000 1396 89,97 6,44 2,57 1,71 13,96+1,09™"
48 (GM) H20: (%3) 20000 1454 91,54 5,50 1,78 1,16 14,54+1,11"
40000 1610 89,81 6,58 2,54 1,30 16,10+1,16™"
80000 1905 89,18 7,40 2,09 1,31 19,05+1,24™

*Pozitif Kontrole gore p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi), **Pozitif Kontrole gore p<0.01 diizeyinde
anlamli (z testi), ***Pozitif Kontrole gore p<0.005 diizeyinde anlamli (z testi) OM: On Muamele, GM: Geg
Muamele, Mi: Mitotik indeks, SH: Standar Hata, PK: Pozitif Kontrol




56

25
*kk
20 19,1345 19,05%%*
17,5745 g
- 6,12* 16,14
215 13,920 13,020 1406770 L4
[
E 11,84 11,84
=<
Rt
=
5
0

48 saat On Muamele 48 saat Ge¢ Muamele
Konsantrasyon (png/mL)

= Kontrol = P. Kontrol 5000 =10000 ®=20000 m40000 80000

Sekil 4.4. Vermikompostun 48 saatlik antigenotoksisite uygulamasi sonucunda A. cepa kok
ucu hiicrelerinde mitotik indeksteki degisiklikler

48 saatlik 6n muamele uygulamasinda mitotik profaz frekansi incelendiginde pozitif
kontrole gore 10000 pg/mL’lik konsantrasyon haricinde diger uygulamalarda artis s6z
konusudur. Metafaz frekansi 5000 ve 40000 pg/mL’lik konsantrasyon haricinde diger
uygulamalarda artis gostermistir. Anafaz ve telofaz frekansi kontrole gore biitlin
konsantrasyonlarda diiglis gostermistir. 48 saat ge¢ muamele uygulamasinda biitiin
konsantrasyonlarin profaz frekansinda artig goriilmiistir. Metafaz, anafaz ve telofaz
frekanslar1 biitlin konsantrasyonlarda pozitif kontrole gore azalmistir (Sekil 4.4).
Vermikompostun mitotik fazlar lizerindeki etkisi incelendiginde ise 6n ve ge¢ muamelede

istatistiksel diizeyde anlamli sonug elde edilmemistir.

4.3.3. Vermikompostun antigenotoksisite uygulamalarinda neden oldugu mitotik
anormallik tipleri ve oranlar:

Vermikompostun A. cepa kromozomlar1 {iizerine iyilestirici ve koruyucu etkisi
gerceklestirilen antigenotoksisite uygulamasi ile incelenmistir. Yapilan bu calisma

sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Vermikompostun 6n muameleme ve ge¢ muamele uygulamalarinda antigenotoksik

etkilerinin A. cepa kok ucu hiicrelerindeki mitotik anormallik tipleri ve oranlar1 (24 saat);

24 saat antigenotoksisite uygulamalarinda gézlenen mitotik anormallik tipleri ve oranlari
Sekil 4.5 ve Resim 4.1’de verilmistir. 24 saatlik antigenotoksisite uygulamalarinda
gozlemlenen anormallik tipleri C-metafaz, ileri/geri kalmis kromozom, yapisiklik, kopri,
fragmenttir. Anormallik yiizdeleri 6n muamele uygulamasinda 2,41-2,83 arasinda geg
muamale uygulamasmda 2,30-3,40 arasinda degisim gostermektedir. Toplam anormallik
sikliklar1 sirasiyla metafazda yapisiklik (%71,15), anafaz-telofazda koprii (%19,73), C-
metafaz (%8,89), ileri-geri kalmig kromozom’dur (%0,23). 24 saat 6n ve ge¢ muamele
uygulamalarinda en sik rastlanan anormallik tipi metafazda yapisikliktir (%71,15). Kontrol
grubu i¢in % anormallik oran1 0,70 iken pozitif kontrol i¢in anormalik orani 12,41°dir.

Profaz hiicrelerinde herhangi bir anormallige rastlanmamastir.

On muamele ve ge¢c muamele uygulamalarinda mitotik anormallik yiizdesi en yiiksek olan
konsantrasyonlar sirasiyla 6n muamelede 10000 pg/mL iken ge¢ muamelede 5000
pg/mL’dir. 24 saatlik vermikompost uygulamalarinda (6n ve ge¢ muamele) istatistiksel

olarak pozitif kontrole gore biitiin konsantrasyonlarda anlamli bir diisiis gozlemlenmistir.
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Cizelge 4.6. Vermikompostun 6n muameleme ve ge¢ muamele uygulamalarinda
antigenotoksik etkilerinin A. cepa kok ucu hiicrelerindeki mitotik anormallik
tipleri ve oranlari (24 saat)

Aberasyonlar/Anormaliler
Metafaz Anafaz-Telefaz
4
z | 3 =
O I~ T I R £gl s £
Uyg__ulama Bol}lne 5 = é _‘E’ SIER= S
Siiresi Konsantrasyon (ug/mL) | nhiicre | © Z) S E2 -5 <™
(saat) sayisl £ & S S 5 S M s
&) > L =5 s ]
O c =
= <
24 (OM- | Kontrol - 1434 | 014 028 - - 0,28 0,700
GM) Pozitif Kontrol
(H202) %3 838 | 239 860 035 - 1,06 12,41
24 (OM) | Vermikompost | 5000 | 1666 | 054 216 - - 012 | 2,82%
+
H,0, (%3) 10000 | 1620 | 074 123 - - 0,86 2,83
20000 | 1421 | 037 154 - - 0,37 2,60
40000 | 1624 | 043 172 - 006 025 2,46
80000 1903 005 1,73 - - 0,58 2,4103
24 (GM) | Vermikompost | 5000 | 1441 | 014 208 - - 0,55 3,40
+
H20, (%3) 10000 1493 - 2,01 - - 1,00 3,010t
20000 1633 - 2,45 - - 0,49 2,93
40000 | 1364 | 007 190 - - 0,57 2,56
80000 | 1732 - 1% - - 0,40 2,30
Toplam anormallik siklig1 (%) 8,89 715 - 0,23 19,72
PIPozitif kontrole gére p<0.05 diizeyde anlamli (y2 testi), ®?Pozitif kontrole gére p<0.01 diizeyde anlaml
y2 testi), ®Pozitif kontrole gére p<0.001 diizeyde anlamli (2 testi),OM: On Muamele, GM: Ge¢ Muamele
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Sekil 4.5. Vermikompostun farkli konsantrasyonlarda antigenotoksik etkinin A. cepa kok
ucu hiicrelerindeki mitotik anormallik oranlari

Vermikompostun 6n muameleme ve ge¢ muamele uygulamalarinda antigenotoksik

etkilerinin A. cepa kok ucu hiicrelerindeki mitotik anormallik tipleri ve oranlari (48 saat);

48 saatlik antigenotoksisite uygulamalarinda gézlemlenen anormallik tipleri C-metafaz,
ileri/geri kalmis kromozom, profazda bozukluk, yapisiklik, koprii, fragment, star anafaz,
yapist bozulmus metafaz, multipolarliktir (Resim 4.1). Anormallik sikliklar1 sirasiyla,
metafazda yapisiklik (%56,52), C-metafaz (%24,51), anafaz-telofazda koprii (%11,46), ileri-
geri kalmis kromozom (%4,23), star anafaz (%1,96), multipolarlik (%0,74) ve yapist
bozulmus profazdir (%0,58). Anormallik yiizdeleri ise 6n muamele uygulamasinda 1,50-
2,10 arasinda ge¢ muamele uygulamasinda 1,67-2,20 arasinda degisim gostermektedir.
Kontrol grubu i¢in % anormallik oran1 0,57 iken pozitif kontrol i¢in anormali orami
14,27°dir. Profaz hiicrelerinde gozlemlenen tek anormallik tipi yapisi bozulmus profazdir.
Metafazda en fazla anormallikler sirasiyla metafazda yapisiklik (%56,52) ve C-metafaz
(%24,51) olarak tespit edilmistir. Anafaz ve telofazda en ¢ok goriilen anormaliler ise anafaz-

telofaz koprii (%11,46) ve ileri/geri kalmis kromozomdur (%4,23) (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Vermikompostun 6n muameleme ve ge¢ muamele uygulamalarinda
antigenotoksik etkilerinin A. cepa kok ucu hiicrelerindeki mitotik anormallik
tipleri ve oranlari (48 saat)

Aberasyonlar/Anormaliler
Profaz-Metafaz | Anafaz-Telefaz

g (2] N X

=) = [ =

g v | = | E 5 N =2 F

Boline | Sn| £ | 2 | E| 5§ 22| £ | E|E
. O 4= = 78 e - O = o c o oc
Uygulama nhicre | 35 2 z > | 58 =& < & | &

Siiresi Konsantrasyon (pg/mL) sayi1sl 2 S g E g g “‘:‘% M 3 = é

(saat) E ‘ g g Z > E
Kontrol . . . b3

48 (OM- - 1392 0,14 0,07 0,14 0,14 0,07 0,57 |0,57
GM) Zj’fg':) Kontrol 1 903 | 1182 |059 312 650 034 228 1,10 017 017 | 1427
Vermi':omPOSt 5000 | 1757 |0,05 091 057 - 006 046 005 - |[210%
H202 (%3) 10000 | 1714 - 058 100 - 017 0411 0,06 - |[1,92%
48 (OM) 20000 | 1612 [006 049 080 - 006 037 006 0,02 |1,86%
40000 | 1913 - 058 052 - - 0,37 0,10 0,05 | 1,62
80000 | 1989 - 05 070 - 005 010 0,0 - |[1,50
VermikimPOSt 5000 | 1406 | - 057 142 - - 021 - - [220®
H202 (%3) 10000 | 1396 - 029 120 - 0,29 0,36 - - 2,14
48 (GM) 20000 | 1454 - 020 1,79 - - 0,07 - - | 2,06
40000 | 1610 - 031 124 - 012 0,12 - 0,07 | 1,86
80000 1905 - 0,16 1,46 - 0,05 - - - 1,67b2
Toplam anormallik siklig1 (%) 0,58 24,51 56,52 - 423 1146 196 0,74
P!Kontrole gore p<0.05 diizeyde anlamli (2 testi), ® Kontrole gére p<0.01 diizeyde anlamli (32 testi), ®Kontrole gore
<0.001 diizeyde anlamli (32 testi),OM: On Muamele, GM: Ge¢ Muamele

On muamele ve ge¢ muamele uygulama konsantrasyonlarinda mitotik anormallik yiizdesi
en yiiksek olan konsantrasyon 5000 ug/mL’dir. 48 saatlik vermikompost uygulamalarinda
anormallik oranlarinda (6n ve ge¢ muamele) istatistiksel olarak pozitif kontrole gore biitiin
konsantrasyonlarda anlamli bir diisiis goézlemlenmistir. 48 saatlik antigenotoksisite
uygulamalarinda go6zlenen mitotik anormallik tipleri ve oranlar g¢izelgede verilmistir

(Cizelge 4.7, Sekil.4.6).
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Anormallik %
[e¢]

14,27 14,27
2,lb2 1,92b2 1,86b2]_ 62b2 1 5b2 212b2 2,14b22,06b21‘86b21v67b2
TENEEEe NN HEEER
48 saat On Muamele 48 saat Ge¢ Muamele

Konsantrasyon (pg/mL)

Kontrol mP. Kontrol m5000 =10000 m=20000 m40000 m 80000

Sekil 4.6. Vermikompost uygulamasit sonucunda A. cepa kok hiicrelerinde goriilen

anormallikler Resim 4.2’de verilmistir.

Calisma Ozeti niteliginde olan vermikompost uygulamasinin A.cepa kok ucu hiicreleri

iizerine etkilerinin genel goriinlimii Cizelge 4.8’da verilmistir.
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Cizelge 4.8. Vermikompost uygulamasinin Allium cepa kok ucu hiicreleri iizerine

etkilerinin genel goriiniimii

Vermikompost Uyg.ular.na Ml | MA Uyg.ular'na Ml | MA
Siiresi Stiresi
5000 pg/mL I | . f
10000 pg/mL ‘ 1 f =
24 saat 48 saat f —

20000 pg/mL Genotoksisite | o | B | o otoksisite

40000 pg/mL ‘ [ f -

80000 pg/mL f = f .

5000 pg/mL f ‘ f '

10000 pe/mL f ‘ f .
24 saat On f ‘ 48 saat On f ‘

20000 pg/mL Muamele Muamele

A0000 pg/mL f ‘ f '

80000 pg/mL f ‘ f ‘

5000 pg/mL f ‘ f ‘

10000 pg/mL f ‘ f ‘
24 saat Geg f 48 saat Geg

20000 pg/mL Muamele ‘ Muamele f ‘

40000 pg/mL f ‘ f ‘

80000 pg/mL f ‘ f '

Kontrole gore artis/azalig/degisim yok: ' ' —/

Pozitif kontrole gore artis/azalig/degisim yok: f ' —
MI: Mitotik Indeks, MA: Mitotik Anormallik
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5. TARTISMA

Gegtigimiz ylizyil igerisinde hizla artan diinya niifusunun dengeli beslenmesi i¢in tarimsal
alanlarin verimli kullanilmamasi en 6nemli sorunlardan birisi olmustur. Tarimsal arazilerde
yiikksek verimin saglanmasi i¢in giibre kullaniminin yayginlagmasi, hastalik ve zararlilarin
neden oldugu kayiplarin kimyasal miicadele ilaclar ile en az diizeye indirilmesi ya da
onlenmesi, bitkisel tiretimde sulama sistemlerinin yayginlastirilmasi konvansiyonel tarimda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte son yillarda tarimda kimyasal maddeler

yerine organik ilavelerin kullanimi tercih edilmektedir (Arisoy ve Avci, 2020).

Vermikompost, cesitli bitki ve hayvan organik atiklarinin solucanlar tarafindan humus
benzeri maddelere sindirilmesiyle elde edilir. Bitki gelisimi i¢in gerekli olan nitrat, fosfat,
degistirilebilir kalsiyum ve ¢Ozlniir potasyum igermektedir. Tarim alanlarinda son
zamanlarda kullanilmaya baslayan vermikompostun bitkiler iizerine olan etkileri bir¢cok
caligma ile incelenmistir (Joshi ve Pal Vig, 2010; Rajkhowa ve digerleri, 2015; Mir ve
digerleri, 2021).

Vermikopostun bitki iceriginde bulunan elementler iizerindeki etkisi ile ilgili birgok
arastirma bulunmaktadir. Gergeklestirilen ¢alismalar farkli bitki tiirleri arasinda gesitli giibre
tiirlerinin vermikompost ile karsilastirilmas: yoniindedir. Karsilagtirmalar genellikle bitki
gelisimi ve verim tespiti parametrelerinin degerlendirilmesi ile gergeklestirilmistir. Bu
caligmalar bitkilerin gelisimi i¢in vermikompostun olumlu etkileri oldugunu géstermektedir
(Biiylikfiliz, 2016; Ceritoglu, 2019; Eryiiksel, 2016; Gilinhan, 2020; Joshi ve Pal Vig, 2010;
Kus, 2019; Ozel, 2019; Peker, 2018; Tankus, 2019; Tasc1, 2018; Teke ve digerleri, 2019;
Toksoy, 2019; Tiirkmen, 2019; Ulug, 2019; Yiiksek ve digerleri, 2019).

Citak ve digerleri (2011) 1spanak bitkisinin gelisimi ve toprak veriminin tespiti i¢in tarla
kosullarinda farkli konsantrasyonlarda vermikompost (V1 100-V2 200 kg/da) ve ahir
giibresi (Agl 1500-Ag2 3000 kg/da) uygulamalar1 yapmistir. Genel olarak bitki gelisimi,
verim, mineral madde kapsami ve toprak verimliligi parametrelerin ahir giibresi (Ag2)
uygulamasinda daha etkili olurken, vermikompost uygulamalarinda da kontrole oranla
onemli artiglar gostermistir. Uygulamalar sonucunda bitkinin Fe igerigi ve toprakta bulunan

toplam Ca parametreleri incelendiginde, vermikompost uygulamasinin konsantrasyonlari
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diger uygulamalara oranla en iyi sonucu vermistir. Calisma sonucunda vermikompostun
uygulanilan konsantrasyonlarinda bitki gelisimi ile ilgili sonuglarinin siire-konsantrasyon
miktarinin arttirilmasi ile degisebilecegi ve daha yiiksek konsantrasyonlarda ¢aligmalarin

tekrar edilmesi Onerilmistir.

Toksoy (2019), gerceklestirdigi calismada benzer parametreler {izerinde 1spanak bitkisi ile
caligmistir. Kontrol ortami olarak %100 BT (Bahge topragi) kullanilmistir. Ayrica bahge
topragina vermikompost (Vk) ve karaizopot (Ki) giibresi uygulanmigtir (Vk-Ki %1, %5,
%10 ve %20). Arastirma kapsaminda; bitkide 14 morfolojik, 1 fizyolojik, 13 kimyasal
ozellikler ile ortamlarin ilk ve son yapisal ve kimyasal analizleri yapilmistir. Morfolojik
ozellikler incelendiginde vermikompost uygulamasinda bahge topragina gore artiglar
gozlemlenmistir. Karaizopot’un %1°lik en diisiik konsantrasyonunda bitki boyu, yaprak eni,
boyu ve agirligi parametrelerinde en yiliksek deger gozlemlenmistir. Morfolojik
ozelliklerden biri olan toplam bitki agirlig1 ise karaizopotun %20°1ik konsantrasyonunda en
yiiksek degeri vermistir. Fizyolojik 6zellikler bakimindan uygulama gruplari incelendiginde
vermikompostun artan konsantrasyonu ile birlikte bu parametrelerde artis gézlemlenmistir.
Karaizopot uygulamasinda fizyolojik parametreler degerlendirildiginde en yiiksek sonuclar
degiskenlik gostermektedir. Kimyasal ozellikler acisindan uygulama konsatrasyonlari
incelendiginde ise toplam yiizde azot elementi, vermikompostun %20’lik konsatrasyonunda,
karaizopotun %1’lik konsatrasyonunda en yiiksek degerleri vermistir. En diisiik
vermikompost ve karaizopot konsantrasyonlarinda en yiiksek magnezyum (ppm) ve fosfor
(ppm) degerleri elde edilmistir. Yapilan calismalar sonucunda bahge topragi parametreleri
ille vermikompost uygulanmis toprakta yetisen 1spanak bitkisi parametreleri
karsilastirildiginda vermikompostun etkili oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica karaizopot
giibresinin parametre sonuglar1 vermikompost ile yaklasik sonuglar verdigi i¢in alternatif

olarak kullanilabilecegi 6nerilmistir.

Cesitli ¢alismalar sonucunda organik tarim ve siirdiiriilebilir tarim tekniklerinde organik
giibre kaynag ihtiyacinin vermikompost ile saglanabilecegi dngoriilmiistiir. Aycicegi, biber,
brokoli, fasulye, sogan, marul, 1spanak, domates, misir, mercimek, bugday gibi bitkiler
iizerinde yapilan c¢alismalarda da benzer sonuclar elde edilmistir (Biiyiikfiliz, 2016;
Ceritoglu, 2019; Giinhan, 2020; Ozel, 2019; Peker, 2018; Tasc1, 2018; Toksoy, 2019;
Tiirkmen, 2019; Ulug, 2018; 2019; Tankus, 2019). Ayrica gerceklestirilen caligmalar
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sonucunda VK’un kuraklik stresi altinda, bitki i¢eriginde bulunan minarel madde igerikleri

iizerinde olumlu etki gdsterdigi sonucuna vartlmistir (Kiran 2019).

Vermikompostun bitki ¢imlenmesi iizerine olumlu etkileri olduguna dair ¢alismalar da
mevcuttur. Sezgin ve Simsek (2017) ¢aligmalarinda vermikompostu orman agag tiirlerinin
bazilarina uygulayarak ¢imlenme parametrelerini gozlemlemislerdir. Robinia pseudoacacia
L., Pinus nigra J. F. Arnold , Pinus sylvestris L., Acer negundo L., Capparis spinosa L. ve
Lycium europaeum L. orman agag¢larinin ¢imlenme engelini agmak i¢in ¢esitli oranlardaki
vermikompost ile dort hafta boyunca muamele etmistir. Calismada vermikompostun 1:5
oraninda ¢esme suyu ile seyreltilmesi sonucunda vermikompost ¢ay1 elde edilmistir. Bu ¢ay
1:1, 1:2 ve 1:4 oraninda tekrardan seyreltilerek 4 farkli calisma konsantrasyonu
olusturulmustur. Vermikompost ortaminda olan tohumlarin, vermikompost igermeyen
kontrol gruplarina gore daha iyi ¢imlenme gosterdiklerini belirlemislerdir. Cimlenmeyi
olumlu yonde etkileyen vermikompost ve Triinlerinin fidanlik c¢alismalarinda
kullanilabilecek hem pratik hem de faydali bir {iriin oldugunu tespit etmislerdir. Benzer
sekilde Basay ve Alpsoy tarafindan 2019 yilinda gerceklestirilen diger bir ¢caligmada biber
(Capsicum annuum L. var. Siirmeli) tohumlarinda farkli konsantrasyonlarda vermikompost
cayl uygulamasi ile tohum c¢imlenme testi gerceklestirilmis ve biitiin vermikompost
konsantrasyonlarinda kontrole gore anlamli bir degisim gozlenmistir. Bu nedenle organik
sebze yetistiriciligi i¢in 6nemli bir konuma sahip olan vermikompostun dogaya dost bir

uygulama olmasi sebebiyle tarimsal alanda kullanilmasi 6nerilmistir.

Vermikompostlarin patojen bakteri ve funguslara karsi etkili oldugunu gosteren
antimikrobiyal aktivitesine dair ¢aligmalar da bulunmaktadir. Tutar (2013) Eisenia fetida
tiirli toprak solucanlarindan elde edilen vermikompostun etanol ve kloroform solventleri
kullanarak ekstrakt elde etmistir. Bu ekstrata dokuz adet patojen bakteri ve dokuz adet
fungusa kars1 etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla “disk difiizyon” ve “MIC” testleri
uygulamistir.  Vermikompostun kloroform solvenleri ile muamelesi sonucunda
Pseudomonas syringae, Xhantomonas campestris ve Aspergillus fumigatus’a kars1 giiclii
antimikrobiyal etki gostertdigi ayrica Erwinia chrysanthemi, Pseudomonas fluorescens ve
Penicillium brevicompactum’a karsi etkilerinin daha zayif oldugu goriilmiistiir. Etanol
solventli muamelede ise Pseudomonas syringae, Xhantomonas campestris ve Aspergillus
fumigatus’ a kars1 etkilerinin gii¢lii oldugu, Erwinia herbicola, Erwinia chrysanthemi ve

Sclerotinia sclerotiorum’ a kars1 ise daha zayif bir etki gosterdigi saptanmistir. Soylu ve
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digerlerinin 2020 yilinda gergeklestirdikleri ¢aligma dogrultusunda sebzelerde 6nemli fungal
hastalik etmenlerine karsi vermikomposttan izole edilen mikrobiyomlarin in vitro
antagonistik etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Vermikomposttan elde edilen
mikrobiyomlarin bir¢ok yaprak ve toprak kokenli fungal hastalik etmenlerine sebep olan
Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Botrytis cinerea, Verticilium dahliae
izerine antagonistik etkileri incelenmistir. Yapilan izolasyonlar sonucunda ilk dnce 69 adet
aday bakteriyel izolat elde edilmistir. In vitro ikili kiiltiir testlemelerinde bakteriyel izolatlar
sayesinde fungal hastalik etmenlerinin gelisimi belirli oranlarda engellenmistir.
Antagonistik etkiye sahip olan bakteriyel izolatlarin ¢ogunun Bacillus spp.’e ait oldugu
tespit edilmistir. Vermikomposttan elde edilen Bacillus spp.’lar ve onlarin izolatlari yiiksek
antagonistik Ozelliklere sahip olduklarindan tarimsal alanlarda fungal aktivite sebebiyle
ortaya ¢ikan bitkisel hastaliklarla miicadelede kullanilabilecegi acgiklanmistir. Organik ve
stirdiiriilebilir tarim iiriinii olan vermikompostun antagonistik etkileri bitkilerde meydana
gelen fungal hastaliklarda kimyasallara alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir. Dogan ve
digerlerinin 2018 yilinda gerceklestirdikleri bir ¢calismada zeytin karasuyu atiginin (KS) 1s1l
islem gormiis vermikompost ve giftlik giibresi uygulamalari ile toprak mikrobiyal aktivite
degisimine etkilerini arastirmislardir. Vermikompost (Isil islem gormiis ve gormemis) ve
ciftlik giibresi (Isil islem gormiis ve gormemis) ile belirli oranlarda karistirilan KS
denemeleri, mikrobiyal agidan (CO2 aktivitesi) olumlu sonuglar gostermistir. Isil islem
uygulanmis olan vermikompost ve ciftlik gilibrelerinin toprak mikrobiyal aktivitelerini
olumsuz yonde etkiledikleri sonucuna varilmistir. Toprakta mikrobiyal aktivitenin en biiyiik
gostergelerinden biri olan COz aktivitesi incelendiginde vermikompost ve ¢iftlik giibresinin,
olumlu etkilere neden oldugu sonucuna varilmistir. Toksik etkileri bilinen zeytin
karasuyunun dogaya olan etkilerinin azaltilmasi i¢in vermikompost ve ciftlik giibreleri ile
birlikte kullanildiginda olumlu sonuglar meydana getirebilecegi bu ¢aligma ile gosterilmistir.
Toprak kokenli bitki hastaliklarin1 durdurma kapasitesi ile ilgili calismalar incelendiginde
vermikompostun, Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Pythium spp. ve Verticillium spp. gibi
tiirler lizerinde etkili oldugu ve bu tiir hastaliklar1 baskiladig1 sonucuna varilmistir (Ersahin,

2007; Sayg1 ve digerleri, 2019).

Yakin zamanda yapilan ¢alismalar vermikompostun agir metallerin (Pb, Cd, Cr vb.) ve
tekstil boyalar1 gibi 6nemli derecede toprag: kirleten maddeleri inhibe edici 6zelligi oldugu
yoniindedir (Rorat ve digerleri, 2015; Suleiman ve digerleri, 2017). Baz1 solucan tiirlerinden

elde edilen vermikompostlar, fabrikalarin neden oldugu ¢esitli kirliliklere kars1 bitkilerin
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biyoyararlanimini arttirmistir. Bu ¢aligmalar ile vermikompostun toprak diizenleyici olarak

kullanilabilirligi kanitlanmistir (Goswami ve digerleri, 2013).

Toksik maddelerin tespitinde fizyolojik ya da sitogenetik parametreler incelenebilmektedir.
Toksisitenin sitogenetik gostergeleri, mitotik indeks (MI), mikronukleus (MN) ve
kromozomal hasar sayilarindaki degisimleridir (Cavusoglu ve digerleri, 2019). Farkli
cevresel kirletici maddelere maruz kalinmasi insan gen havuzunda ve biyolojik cesitlilikte
bliylik dl¢iide zararlar meydana getirmektedir (Weil ve digerleri 2012; Brei ve digerleri
2016; Kim ve digerleri 2016). Bilim insanlar1 ¢evresel kirletici maddelerin sadece genetik
yiikii arttirmakla kalmayip, ayni zamanda somatik mutasyonlarin indiiksiyonu yoluyla
kansere de neden oldugu sonucuna varmislardir (Ames ve digerleri 1983; Popesku ve
digerleri 2010; Xia ve digerleri 2013). Cevresel kirleticilerin genotoksik etkilerini dogrudan
degerlendirilmesi etik ve pratik olmamasi nedeniyle miimkiin degildir. Bunun i¢in viriisler,
bakteriler, bocekler, hayvanlar, bitkiler, insan hiicre kiiltiirleri gibi farkli deneysel modellerin
kullanildig: ¢esitli testler gelistirilmistir (Kong ve Ma 1999; Matsumoto ve digerleri 2006;
Mouchet ve digerleri 2006; Yildiz ve digerleri 2009; Pohren ve digerleri 2013). Birgok
kimyasalin genotoksik etkilerini saptayabilmek i¢in Arabidopsis thaliana, Vicia faba ve
Allium cepa bitkileri yaygin olarak kullanilmaktadir. Kullanilan bu model organizmalarin
kok meristem mitotik hiicrelerinde ¢esitli sitolojik bulgular tespit edilebilir (Haq ve digerleri,
2018). Bitkilerin meristematik dokularindaki sitotoksik yanit, hayvanlardaki embriyojenik
veya spermatojenik dokulara benzerdir (Kristen, 1997). A. cepa'da kromozomlarin daha az
saylda (2n = 16) ve uygun boyutta (8-16 um) olmasi, bu testin uygulanabililigini daha da
artirmaktadir (Bolle ve ark. 2004). A. cepa’dan elde edilen sonuglarin, 6karyotik ve
prokaryotik hiicreler kullanan diger test sistemleriyle iyi bir korelasyon i¢inde oldugu
gosterilmistir (Ozkara ve Aykil, 2015). Bu nedenle genotoksisite testleri, pestisitler gibi
cevresel kimyasallarin (Nagpal ve Grover 1994; Asita ve Makhobo 2013); kimyasal
mutajenlerin (Rank ve Neilson 1997); agir metallerin (Fiskesjo 1988; Cigerci ve digerleri
2014) ve hava, su ve toprak gibi cevresel karisgimlarin (Kaur ve digerleri 2014)
genotoksisitelerinin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu test baslarda
genotoksisiteyi degerlendirmek amaciyla kullanilsa da, daha sonra ilag kesfine yardimci
olabilecek fito-kimyasallar agisindan zengin bitki 6zlerinin antigenotoksisitesini
degerlendirmek ic¢in basariyla kullanilmaya baslanmistir (Fiskesjo, 1969; Srivastava ve
digerleri, 2016; Erikel ve digerleri, 2020; Figat ve digerleri, 2021; Dey ve digerleri, 2021).

Mitotik indeks (MI) ve kromozom sapma seviyeleri, cesitli cevresel kirleticilerin genotoksik
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potansiyelinin bir gostergesi olarak kabul edilir (de Souza Pohren ve digerleri, 2013; Datta

ve digerleri, 2018).

Benzer sekilde, bu gostergeler bitki oziitlerinin ve fitokimyasallarin baz1 mutajenlere karsi
anti-genotoksik, anti-mutajenik veya anti-kanserojen etkilerini tanimlamak igin de
kullanilabilir. Cogu bitkide bulunan ikincil metabolitlerin, anti-genotoksik ve anti-
karsinojen ozelliklere sahip oldugu yapilan caligmalar ile tespit edilmistir. Antimutajenler,
DNA ile bir mutajen arasindaki reaksiyonu onleyerek ya da var olan bir mutajeni inaktive
ederek etki edebilirler (Verschaeve, 2015). On muamele uygulamasinda test edilen madde
icin genotoksik ajanin neden oldugu hasar1 Onleme yeteneginin degerlendirilmesi
saglanabilir. On muamele uygulamasmnin sonuglari, serbest radikal énleme aktivitesini,
DNA gibi 6nemli makromolekiillerin korunmasi, antioksidan enzim sentezinin uyarilmasi
ve hiicrelerin antioksidan kapasitesinin artirilmasi ile agiklanabilir (Srivastava ve digerleri,
2016; Erikel ve digerleri, 2020). Ge¢ muamelede ise mekanizma, genellikle test edilen
bilesigin genotoksik hasar1 onarabilme yetenegi hakkinda bilgi saglar. Ge¢ muamele
uygulamasinin, gozlenen oksidatif stres yanitinda rol oynadigi diisiiniilmektedir (Srivastava
ve digerleri, 2016; Erikel ve digerleri, 2020).

Son yillarda insanlarin ¢esitli genotoksik maddelere maruz kalmasi dramatik bir sekilde artig
gostermistir. Hem endojen (patolojik siireclerden kaynaklanan oksidatif stres) hem de
eksojen ajanlar (ultraviyole 151k, iyonlastirici radyasyon, hava, su ve gida kirleticileri, sigara
icme), DNA ve diger biyomolekiillerin yapisin1 ve islevlerini, reaktif oksijen tiirlerininin
(ROT) iiretimi nedeniyle tetiklenen bir dizi molekiiler olay yoluyla degistirebilir. Tez
calismasinda pozitif kontrol olarak kullanilmis olan Hidrojen peroksit (H202), cesitli
fizyolojik ve patolojik siireclerle endojen olarak iiretilmektedir. 200'den fazla genotoksik
etkiden sorumludur. H20O2, DNA'ya hem dogrudan hem de dolayli olarak (bir Fenton tipi
reaksiyon yoluyla hidroksil radikalleri olusturarak) zarar verir ve oksidatif DNA hasarina
neden olarak DNA tek iplik kirilmalarina, kromozomal anormalliklere ve gen
mutasyonlarina yol acgabilir (Aprotosoaie ve digerleri, 2019). Bu nedenle tez ¢alismasinda

genotoksik hasar1 olusturmasi amaciyla hidrojen peroksit kullanilmistir.

Vermikompost ile ilgili genotoksisite-antigenotoksisite ¢alismalart incelendiginde
caligmalarin daha ¢ok vermikompostun avantajlarmin belirlenmesine yonelik oldugu

goriilmektedir. Gergeklestirmis oldugumuz tez calismasinda ise vermikompostun farkli
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uygulama siirelerinde genotoksisik ve antigenotoksik etkileri doku kiiltiiriinde {iretilen
A.cepa kok ucu meristematik hiicrelerinde ilk kez incelenmistir. A.cepa meristem kok ucu
hiicrelerinden elde edilen preparatlar iizerinde mitotik indeks ve mitotik anormallik
parametreleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonucglara gore 24 saatlik genotoksisite
uygulamasinda en yiiksek konsantrasyonda (80000 pg/mL) mitotik indeks degeri kontrole
gore anlamli bir artig gdsterirken, 10000 ve 40000 pg/mL’lik konsantrasyonlarda kontrole
gore bir disis gortilmustir. 48 saatlik genotoksisite uygulamasinda biitiin
konsantrasyonlarda mitotik indeks degeri anlamli bir artig gostermistir. Antigenotoksisite
caligmasinda ise biitiin konsantrasyonlarda ve uygulama siirelerinde mitotik indeks degerleri
pozitif kontrole gore artis oldugu tespit edilmistir. Mitotik anormallik diizeyleri
genotoksisite caligmasinda kontrole gore anlamli bir degisiklik gostermemistir.
Antigenotoksisite ¢caligsmalarinin biitiin uygulamalarinda mitotik anormallik diizeyleri pozitif
kontrole gore anlamli diizeyde diismiistiir. Calisma sonucunda vermikompostun A.cepa
izerinde genotoksik bir etkisinin olmadig1 ve H202’ye kars1 antigenotoksik etkisinin oldugu

sonucuna varilmistir.

Vermikompostun genotoksik etkisini arastiran c¢alisma sayis1 yok denecek kadar azdir.
Vermikompost ile yapilmis antigenotoksisite ¢alismalar1 da siirlhidir. Datta ve digerleri
(2018) herbisit uygulamasi yapilan ve herbisit uygulamasindan sonra vermikompost
uygulanmis toprak drneklerinden 10, 20, 40, 60, 80 ve % 100’lik ¢ozeltiler hazirlamiglardir.
Calisma A.cepa bitkisi iizerinde gerceklestirilmis ve Allium testi uygulanmistir. Sonug
olarak mitotik indeksler %100 herbisit solusyonunda 24 saat uygulamada 10.3 £ 0.9 ve 48
uygulamada saat 9.7 £ 0.6 bulmustur. %100 vermikompost soliisyonunda ise 24 saat
uygulamada 24.4 £+ 1.7 ve 48 saat uygulamada ise 25.4 + 0.8 olarak tespit edilmistir.
Klastojenik sapmalarin, %100 herbisitte %100 vermikompost soliisyonuna gore %54,5
oraninda fazla oldugu goriilmiistiir. Tarim alanlarina vermikompost eklenmesinin toprakta
tyilestirici etki gosterecegi belirtilmistir. Ayrica vermikompostun hiicre boliinmesi ve
cogalmasinin desteklenmesinde Onemli bir rol oynadigi tesit edilmistir. Bu c¢alisma
vermikompostun etkilerini Allium testi ile incelemesi acisindan ¢alismamiz ile paralellik

gostermektedir.

Bir baska ¢alismada ise Singh ve digerleri (2018) bir tarim alan1 ve botanik bahgesinden
alinan topraklar1 ve vermikompost uygulanmis hallerini karsilastirmislardir. Test materyali

olarak A. cepa soganlarmin kok uglar1 kullanilmistir. Tarimsal alanda Mi, kontrole gére daha
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diisiik bulunmustur. Bunun nedeninin tarimsal alanda daha fazla kimyasal giibre ve tarim
ilact uygulamalar1 olabilecegi seklinde agiklanmistir. Vermikompost uygulanmis tarimsal
toprak ve botanik bahce topraginda normal hallerine gore mitotik indeksin arttigi
gozlemlenmistir. Kromozomal anormallik seviyesi tarimsal alan 6rneginde (%14.88)
botanik bahgesi orneginden (%9.11) fazla bulunmustur. Vermikompost uygulanmis tarim
topraginda kromozomal anormallik seviyesi %8’e diiserken, vermikompost uygulanmis
botanik bahge topraginda kromozomal anormallik %6.88 oldugu goriilmiistiir.
Vermikompost uygulanmis tarimsal toprak ve botanik bahge topraginda normal hallerine
gore mitotik indeksin arttigt goézlemlenmistir. Calisma kapsaminda botanik bahgesinde
bulunan solucanlarin aktivitesinin tarim alanindan daha aktif oldugu gozlemlenmistir.
Tarimsal alanda solucanlarin azalan aktivitesinin, farkli tarimsal uygulamalara, pestisitlerin
ve kimyasal giibre kullaniminin yaygin olmasindan kaynaklaniyor olabilecegi sonucuna
varilmistir. Boylelikle, solucanlarin besleme ve sindirim faaliyetleri sadece topragin besin
icerigini arttirmakla kalmamis, ayn1 zamanda solucanlarin siirdiiriilebilir tarimda potansiyel

bir role sahip oldugunu gosteren toksisiteyi de azaltmistir.

Bhat ve digerleri (2015), Eisenia fetida toprak solucanina besin maddesi olarak seker
endiistrisinin atik yan Uriinleri olan seker pancari ¢gamuru (SBM) ve kiispe (SBP), ile kuru
agirlik bazinda farkli oranlarda sigir giibresi (CD) vermislerdir. Seker kamisi atig1 presmud,
inek giibresi ile karigtirllmig ve bu karigim PM camur ekstrati olarak adlandirilmastir.
Vermikompost uygulanmis ve uygulanmamis konsantrasyonlarin genotoksik ve
antigenotoksik etkileri degerlendirilmistir. SBM konsantrasyonlar1 vermikompost elde
edilmeden ve vermikompost elde edildikten sonra A. cepa kok uglarinda mitotik indeks
tizerindeki etkileri ve mitotik anormallik frekansi incelenmistir. Vermikompost uygulamasi
sonucunda MI degerleri anlamli bir artis gdstermistir. Kontrole gore vermikompost
verilmeden 6nce SBM ekstraktlar1 daha yiiksek seviyelerde kromozomal anormallikler
sergilerken E. fetida'nin agir metallerin ¢ogunu detoksifiye etme kapasitesinden dolayi,
vermikompostlanmis SBM ekstraktlar1 kromozomal sapma sikliklarinda %18-75 diistise
neden olmustur. Seker pancari atiklarmin vermikompostlama sistemlerinde ham madde
olarak kullanilmasi, bu atigin katma degerli iiriinlere doniistiiriilmesine potansiyel olarak
yardimei1 olabilecegi calisma sonuglart arasinda yer almaktadir. Genotoksisite ¢calismasindan
elde edilen sonuglara bakildiginda, vermikompost kullanimin SBM'nin genotoksisite

potansiyelini azalttigin1 géstermektedir.
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Bhat ve digerleri (2014), egzotik solucan Eisenia fetida kullanarak seker kamisi atiginin
(PM)  (presmud) genotoksik etkilerinin ~ degerlendirilmesi hakkinda bir c¢alisma
gerceklestirmiglerdir. Calismaya baslamadan once seker kamis1 (PM), 0: 100 (VO0), 25:75
(V25), 50:50 (V50), 75:25 (V25) farkli oranlarinda (PM:CD karisimi) inek giibresi (CD) ile
karistirilmistir. Hazirlanan bu karisim PM ¢amur ekstrati olarak adlandirilmistir. Elde edilen
PM: CD karigimlart on giin boyunca inkiibe edilmistir. 10. giiniin sonunda karisimin
bulundugu kaplara yirmi adet gen¢ E. fetida eklenmistir. Calisma siiresince inkiibasyon
kaplarina su serpilerek nem igerigi yaklasik %60-70 arasinda tutulmustur. inkiibasyon
sonucunda olusan vermikompost genotoksik degerlendirme i¢in kullanilmigtir. PM ¢camur
ekstratinin genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla A.cepa bitkisi kullanilmistir. Elde
edilen PM ¢amur ekstratinin A.cepa’lara uygulanmis konsantrasyonlar1 %10, %20, %40,
%60, %80 ve %100 seklindedir. Bu calisma sonuglarina bakildiginda, PM'nin bitkilerde
genotoksik etkilere neden olabilecek bir agir metal kaynagi oldugu sonucuna varilmistir.
PM'in vermikompostlama sistemlerinde hammadde olarak kullanilmasi yani
vermikomposta doniistiiriilmesi sonucunda potansiyel genotoksik etkisinin azalabilecegi
sonucuna vartlmistir. Calismada ayrica, E. fetida'dan iiretilen vermikompostun genotoksik
etkisinin olmadigt ve PM c¢amurunun genotoksisitesini azalttigin1  gostermistir.
Arastirmalar, solucan gilibrelemesinin bu ¢amuru kisa bir siire i¢inde besin agisindan zengin
giibreye doniistiirmek i¢in alternatif bir teknoloji olabilecegini, PM’nin bertarafi i¢in faydal

olabilecegini, kat1 atik yonetiminde 6nemli bir rol oynadigint gostermistir.

Jayasree ve digerleri (2014), cevrenin potansiyel sitotoksik ve genotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla, bes farkli alandan alinan toprak ile degerlendirmeler yapmistir.
Calisma ornekleri kat1 atik bosaltma alan1 (SWL), acik kompost sahas1 (OC), vermikompost
(VCO), kat1 atik ile muamele edilmis vermikompost (SWL+VC) (10:1) ve dgiitiilmiis toprak
(GS: kontrol) olarak secilmistir. Deney baslangicinda A.cepa’nin pullarn ¢ikarilmis ve
filizlenmeye birakilmistir. Her deneme grubu icin en iyi filizlenen 10 sogan sec¢ilmistir.
Ortamlara maruz birakilan her deneme grubu igin tohum c¢imlenme yiizdesi, siirgiin
uzunlugu ve kok uzunlugu parametreleri kontrol edilmistir. Ayrica sitoksisite seviyesinin
tespiti amaciyla sogan kok ucu meristem hiicrelerindeki mitotik indeks ve mitotik anormalik
parametreleri incelenmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda mitotik indeks degerleri
yiiksekten diisiige dogru sirasiyla, vermikompost, kat1 atik ile muamele edilmis
vermikompost, kontrol grubu ve kati atik bosaltma alanlar1 olarak siralanmistir. Caligma

sonucu olarak kati atik igeren ve agik kompost sahasinda azalmis mitotik indeks degeri ile



72

yiilksek oranda kromozomal anormallikler gozlemlenmistir. Genotoksik ve toksik
kimyasallarin etkilerinin azaltilmasi amaciyla vermikompostun tarim alanlarinda

kullanilmas1 6nerilmistir.

2004 yilinda Jain ve digerleri tarafindan gergeklestirilen ¢alismada ise V. faba'da ugucu kiil
kaynakli genotoksisitenin vermikompost uygulanarak degerlendirilmesi amaclanmistir.
Vermikompost uygulanmis ve uygulanmamis V. faba’nin k6k ucu meristem hiicrelerinde
sitogenetik etkileri incelenmistir. Uygulamalar vermireakator tanklar1 igerisinde
gerceklestirilmistir. Vermireaktorlerin igerisinde 50 adet geng ve saghikli E. fetida tiirii
solucan bulunmaktadir. Caligmada ugucu kiil uygulanmis inek giibresi (FCS) (%20, 40, 60,
80) ve sadece inek giibresi igeren iki farkli tiir vermi-reaktor ¢esidi 30 giin inkiibasyon
sonucunda olusturulmustur. V. faba’nin tohumlar1 koklendirilmis ardindan vermi-
reaktorlere aktarilmistir ve 5 giin siire ile inkiibe edilmisdir. Inkiibasyon siireci biten V.
faba’larin meristematik kok ucu hiicleri alinmis ve deneysel islemleri gergeklestirilip mitotik
indeks, mitotik anormallik ve kromozom anormalligi degerleri incelenmistir. Calisma
icerisinde vermikompost uygulamadan 6nce alinan FCS numunelerinde yiiksek oranda Cr,
Cu, Pb, Zn ve Ni gibi agir metallerin konsantrasyonlarini belirlenmistir. FCS uygulamasina
maruz birakilan V. faba meristematik kok hiicreleri incelendiginde mitotik indeks (MI)
inhibisyonu, kromozom aberasyonlarinin indiiksiyonu (KA) ve 6nemli 6l¢giide artmis mitotik
aberasyon sikligi (MA) gozlemlenmistir. Calismada KA ve MA’daki artisin sebebinin,
ucucu kiil konsatrasyonundaki artis oldugu agiklanmistir. FCS uygulamasina maruz
birakilan V. faba’larda da CA ve MA’lar gbzlenmesine ragmen bu anormallikler istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Calisma sonucunda, ugucu kiiliin genotoksisite etkisinin
oldugu sonucuna ulagilmigtir. Meydana gelen bu potansiyeli azaltmak igin toprak ile

vermikompost uygulamasinin genotoksisiteyi azalttig1 tespit edilmistir.

Son yillarda Allium testinin bitki doku kiiltiiriindeki uygulamalarina yonelik calismalar
yapilmaktadir. Sentetik bitki hormonlarindan birisi olan 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-
D) ile bitki doku kiiltiiriinde yetistirilen A.cepa meristematik kok hiicreleri {izerinde
genotoksisite calismasi gergeklestirilmistir. Calismada A.cepa’lar 0,67; 1,34; 2,01; 2,68;
3,35 ve 4,02 mg/L’lik konsantrasyonlar ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Genotoksisite
testi kapsaminda 2,4-D’nin mitotik indeks, mitotik faz frekanslar1 ve mitotik anormallikler
belirlenmistir. Calismanin devaminda comet testi gergeklestirilmis kuyruk yogunlugu ve

kuyruk momenti parametreleri incelemistir. 24 saatlik 2,4-D uygulamasinin en diisiik {i¢
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konsantrasyonunda mitotik indeks oraninda anlamli bir artis gézlemlenmistir. 2,68; 3,35 ve
4,02 mg/L konsantrasyonlarinda ise mitotik indekste diisiis gozlemlenmistir. 48 saatlik
uygulamada ise en yiiksek doz (4,02 mg/L) haricinde biitiin konsatrasyonlarda mitotik
indekste anlamli bir artig goriilmiistiir. 2,4-D’nin biitliin konsantrasyonlarinda toplam mitotik
anormallikler anlamli diizeyde artis gostermemistir. Calisma sonucunda 2,4-D’nin diisiik
dozlarinda ise genotoksik bir etki gozlemlenmemistir. Comet ¢aligmasi sonucunda elde
edilen verilere gore 48 saatlik uygulamanin en yiiksek dozunun toksik etki géstermis oldugu
ve hiicre sayilamadigi belirtilmistir. Diger comet sonuglari ise kontrole goére anlamli

bulunmamustir (Ozkul ve digerleri, 2016).

Bir diger calismada ise aycicegi kallus dokularindaki bitki biliylime diizenleyicilerinin ve
diger parametrelerin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Kallus dokusu
elde etmek igin in vitro anter kiiltiirii gergeklestirilmistir. Farkli bitki biiyiime diizenleyicileri
eklenmis  besiyerlerinde anter Dbiiyiimesi saglanmistir.  Calismada  kullanilan
konsantrasyonlar 0,5 mg/L NAA+0,5 mg/L BAP (Al); 0,5 mg/L 2,4D+ 0,5 mg/L BAP (A2);
0,5 mg/L TAA+0,5 mg/L BAP (A3) ve 2 mg/L NAA+1 mg/L BAP (A4)’dir. Kallus dokular1
bitki kiiltiirtinden alimis ve comet protokolii uygulanmistir. Comet sonucunda bitki biiylime
diizenleyicilerinden 0,5 mg/ L 2,4-diklorofenoksiasetik asit ve 2 mg/ L a-naftalen asetik asit
genotoksik etki gosterirken, 0,5 mg /L indol-3-asetik asit ve 0,5 mg/ L a-naftalen asetik asit

genotoksik etki gdstermemistir (Cakmak ve digerleri, 2019).

Sentetik bitki hormonlarindan birisi olan Picloram ile bitki doku kiiltiiriinde yetistirilen
A.cepa meristematik kok hiicreleri tizerinde genotoksisite caligmasi gerceklestirilmistir.
Calismada A.cepa’lar 0,67; 1,34; 2,01; 2,68; 3,35 ve 4,02 mg/L’lik konsantrasyonlari ile 24
ve 48 saat muamele edilmistir. Genotoksisite testi kapsaminda Picloramin mitotik indeks,
mitotik faz frekanslar1 ve mitotik anormallikler iizerine etkileri incelenmistir. Calismanin
devaminda comet testi gergeklestirilerek kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
parametreleri incelemistir. Picloramin 2,01; 2,68; 3,35 ve 4,02 mg/L konsantrasyonlarinda
hem 24 hem de 48 saatlik uygulamalar1 mitotik indeksi diistirmistiir. 24 saatlik Picloram
uygulamasinda en yiiksek (4,02 mg/L) konsantrasyonda profaz frekansi anlamli diizeyde
artis gostermistir. 24 saatlik uygulamanin 3,35 mg/L’lik konsantrasyonunda telofaz frekansi
onemli diizeyde azalmigtir. Picloramin 24 ve 48 saatlik uygulamasinda mitotik anormallik
diizeyleri kontrole gore atig gdstermistir. Picloram, her iki uygulama siiresinde de kontrol ile

karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde mitotik anormallikleri
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artirmamistir. Bu sonugclar, Picloram ile doku kiiltiiriinde muamele edilmis A. cepa kok
uclarinda diisiik konsantrasyonlarinin genotoksik potansiyele sahip olmadigini gostermistir

(Ozel ve digerleri, 2018).

Tarimsal alanlarda kullanilan ve bitkilerin gelisimde hayvan giibresine gore pek ¢ok avantaji
bulunan vermikompostun doku kiiltiirlerinde kullanilabilir oldugu ¢alismalarimiz sonucunda
kanitlanmistir. Vermikompostun bitkiler icin ¢esitli olumlu etkiler sergilemesinin yani sira
iceriginde oksin ve diger hormonlarin etkilerini gosterebilen hiimik maddeleri bulunmasi bir
diger avantajidir (Cacco ve Dell” Angola 1984, Nardi ve digerleri, 2002; Canellas ve
digerleri. 2002; Quaggiotti ve digerleri, 2004). Soyergin (2013) hiimik asitin bitki
enzimlerini uyardigini, bitki kok gelisimini destekledigini, kok hiicre zarlarinin
gecirgenligini artirarak topraktan alinan besin miktarini artirdigini ve bitkinin fotosentezi
miktarini artirdigini ifade etmistir. Birgok ¢alisma, hiimik maddelerin (HM) ¢esitli toprak
tiplerinde, duragan toprak tabakalarinda ve suda yetistirilen bir¢ok bitki tiirtinii etkilendigini
gostermistir (Chen ve digerleri, 2004; Trevisan ve digerleri, 2010). Bununla birlikte, hiimik
maddelerin bitki gelisimi lizerindeki bu etkilerinden sorumlu ana mekanizmalarinin kaynag:
belirsizdir. Genel olarak, bitki gelisimi {izerindeki bu mekanizmalar1 agiklamak i¢in iki ana
hipotez onerilmistir: (1) Hiimik maddelerin etkisinin esas olarak dolayli oldugunu savunan
"beslenme hipotezi": toprak 6zelliklerine ve bitkide bulunan besin havuzuna etki edebilir
(temelde Fe ve Zn gibi mikro besinler) (Chen ve digerleri, 2004) (ii) Hormon benzeri
hipotezde ise: HM' nin kok hiicreleri ile etkilesimi sonucunda bitki metabolizmasi {izerinde

dogrudan etki edebilecegi savunulur (Trevisan ve digerleri, 2010).

Beslenme hipotezi esas olarak, hiimik maddelerin yapilarinda bulunan fonksiyonel gruplarin
yardimi ile metal komplekslerini selat aktivitesi yetenegini temel alir (Stevenson, 1994).
Gergeklestirilen ¢calismalar, ¢esitli bitki tiirlerinin hiimik maddeler ile muamele edilmesinin
HM-metal komplekslerinin olusumuna neden oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu kompleks
toprakta bulunan mevcut mikro besinlerin (Fe, Zn ve Cu) bitki biiyiimesi igin sinirin {izerinde
alimini engellemektedir. Caligmalar HS’lerin mikro besinlerin toprakta bulunma durumunu
sinirlandirmasinin bitki bliylimesini arttirdigini géstermistir. Bazi calismalar, belirli HM
tirlerinin (6zellikle vermikomposttan elde edilen) su veya besin sinirlamalar1 olmaksizin
yetistirilen bitkileri etkileyebilecegini gostermistir (Mora ve digerleri, 2012; Trevisan ve
digerleri, 2010).
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Genel olarak hormon benzeri hipotezinde 6nerilen mekanizma ise, HM nin supramolekiiler
kiimelenmis yapida emilen oksin veya oksin benzeri bilesiklerin potansiyel varligina
dayanmaktadir (Trevisan ve digerleri, 2010). Bununla birlikte bilesiminde ana bitki kaynakli
diizenleyicilerin saptanabilir konsantrasyonlar1 olmadan saflastirilmis tortul hiimik
maddeleri (HM) nin hem transkripsiyonel hem de transkripsiyon sonrasi seviyelerde kok ve
stirgiin islevselligini etkileyebildigini gostermistir (Elena ve digerleri, 2009; Jannin ve
digerleri, 2012; Mora ve digerleri, 2012). Elde edilen bulgular, HM nin muhtemelen nitratin
kokten alimmi ve slirgiin translokasyonunu iyilestirerek biiylimesini etkiledigini
gostermektedir (Jannin ve digerleri, 2012; Mora ve digerleri, 2010). Bu hipoteze gore
sitokinlerin aktiflesmesini tesvik eder ve kokten siirgline dogru translokasyonu arttirir.
Boylece siirgiinde gergeklesen aktiflesmis translokasyon aktivitesi bitki besin durumunda ve
gelisiminde artig goriilmesine sebep olur. Siirgiin gelisimi tizerindeki hiimik madde-sitokinin
islevselligi arasindaki bu iliski, kolza tohumlari tizerinde gergeklestirilen transkripsiyonel ve
fizyolojik ¢aligmalarla desteklenmistir. Tiim bulgular ele alindiginda, rizosferde bulunan
aktif-HM (toprak ¢ozeltisindeki HM) konsatrasyonuna bagl olarak hiimik maddelerin bitki
biiylimesi tizerindeki etkisinde dnemli rol oynayabilecegini gostermektedir (Garcia-Mina ve

digerleri, 2012).

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), ekim alanlarinda 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) gibi
herbisitlerin yogun kullanimi bir takim toksikolojik sorunlara yol agabilir. Toksik etkilerin
zararlarin1 Onlemek, besin alimimi iyilestirmek, bitki gelisimini arttirmak ve bitkilerin
antioksidan sistemini diizenleyerek strese karsi koruyucu bir rol oynamak i¢in humik asit
(HA) kullanilabilir. Bunedenle, HA'nin, fasulyede 2,4-D stresine karst DNA hasar seviyeleri
ve DNA metilasyon degisiklikleri iizerindeki etkileri aragtirilmistir. Calismada kullanilan
HA konsantrasyonlar1 0 (kontrol), 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/L’dur. Oncelikle fasulye fidelerinin
kok uzunlugu 0,5-1 cm’ye ulasincaya kadar HA konsantrasyonlari bulunan toprak kaplarda
yetistirilmistir. Ardindan 2,4-diklorofenoksiasetik asit (Merck, Kat. No. 31518, Pestanal)
cozeltileri (5, 10, 20 ve 40 mg / L) arka arkaya ii¢ giin bitkilere uygulanmistir. DNA
hasarindaki degisiklikleri belirlemek icin rastgele amplifiye polimorfik DNA (RAPD) ve
DNA metilasyon degisiklikleri i¢inde birlestirilmis restriksiyon enzim pargalama-rastgele
amplifikasyon yontemleri (CRED-RA) kullanmistir. Sonuglara gére 2,4-D (5, 10, 20 ve 40
mg /L) muamelesinde genomik kararlilik (GTS) azalirken HA muamelesi ile birlikte
uygulanan 2,4-D'de bu deger nispeten artmistir (0, 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/L). CRED-RA

sonuglar1, HA dozlar arttik¢a 2,4-D uygulamalarinin neden oldugu polimorfizm oranlarinda
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(DNA metilasyon degisiklikleri) genel olarak bir azalmaya neden olmustur. Elde edilen
sonuclar, 2,4-D'nin neden oldugu genotoksik ve DNA metilasyon degisikliklerine karsi
HA'nin bir seviyeye kadar iyilestirici bir etkiye sahip oldugunu agikca gdstermistir (Aydin
ve digerleri, 2021).

Uzun terminal tekrart (LTR) retrotranspozonlari, ¢evresel faktorlere dayali olarak gesitli
genom organizasyonlarini incelemek i¢in 6nemli bir mekanizmadir. Cinko (Zn) ve demir
(Fe) stresine maruz kalan misir tohumlarinda genomik kararlilik (GTS) ve LTR
retrotranspozon polimorfizmleri izerindeki hiimik asit (HA) koruyucu etkileri incelenmistir.
Calismada ti¢ farkli konsantrasyon uygulanmistir. Birinci uygulamada tohumlar, ZnSOjs-
7H20’in 20, 40 ve 60 mM dozlarma tabi tutulmustur. ikinci uygulamada 1500 ppm (0,075
g) HA ve ZnSOs - 7H20 (20, 40 ve 60 mM) kombinasyonu ve tigiincii uygulamada ise FeS04
(20, 40 ve 60 mM); ve 1500 ppm (0,075 g) HA ile FeS04 (20, 40 ve 60 mM) kombinasyonu
kullanilmistir. Uygulama sonucunda elde edilen bitkilerden sap ve kok kisimlart kesilmistir.
DNA izolasyonu i¢in -80°C' de dondurulmustur. Retrotranspozonlar arasi amplifiye
polimorfizmin Sl¢iilebilmesi igin gerceklestirilen PCR reaksiyonlarinda bes primer (Nikita-
57 N (57), Sukkula, Stowaway, Nikita E2647 ve WLTR2105) kullanilmistir. Genetik
analizler icin retrotranspozonlar arasi giiclendirilmis polimorfizm ve retrotranspozon-
mikrosatellit amplifiye polimorfizm teknikleri kullanilmistir. Kullanilan tiim dozlarda Zn ve
Fe'nin retrotranspozon polimorfizmlerini artirdigin1 ve DNA hasar1 yoluyla GTS yiizdesini
azalttigin1 gostermistir. Bununla birlikte, HA'nin Zn ve Fe ile birlikte muamelesi, azalmig
DNA hasar1 ve retrotranspozon polimorfizmleri, artan GTS ile sonu¢lanmistir. Bu
gozlemler, HA'nin agir metallere maruz kalmig tarim alanlarinda toksik etkileri azaltmak

icin uygulanabilecegini gostermektedir (Yigider ve digerleri, 2020).

Yapilan bir ¢alismada pikloram (4-amino-3,5,6-trikloropikolinik asit) herbisitine maruz
kalan fasulyede (Phaseolus vulgaris) DNA metilasyon degisiklikleri ve DNA hasar
diizeyleri ile hiimik asidin (HA) bu degisiklikler {izerinde onleyici etkisinin olup olmadigi
arastirllmistir. DNA hasarmin belirlenmesi i¢in rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA
(RAPD) teknigi kullanilmistir. DNA metilasyonun oranini saptamak i¢inde enzim ile kesim-
rastgele amplifikasyon (CRED-RA) teknigi kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore
pikloramin konsantrasyonlari, (5, 10, 20 ve 40 mg/L) DNA hasar profili degisikliklerinin
(RAPD'ler) artmasina, DNA hipometilasyonuna ve genomik sablon stabilitesinin (GTS)

azalmasina neden olmustur. Hiimik asidin genetik hasar iizerindeki etkilerini azalmasinin
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yani sira epigenetik etkisi hipometilasyondur. Deneyin sonuglari, HA'lerin bitkilerdeki
genetik hasar1 azaltmak icin bir alternatif olabilecegini acik¢a gostermistir. Elde edilen
veriler, HA'lerin pikloramin epigenetik ve genotoksik etkilerine karsi antagonistik etkiye
sahip oldugunu gostermistir. Ayrica organik topraklarin hiimik ve fulvik asitler gibi bazi
bilesenlerinin, bitkideki kimyasal mutajenlere karsi genotoksik hasari azaltmak igin bir

alternatif olabilecegi agiklanmistir (Taspinar ve digerleri, 2017).

Retrotranspozon aktivitesi ve genomik sablon stabilitesi (GTS), ¢evresel streste en dnemli
yeniden diizenleme mekanizmalarindan biridir. Bu nedenle, bir diger ¢alismada Kobalt (Co)
elementinin misir genomu tizerindeki (Zea mays) genomik kararlilii ve uzun bitis tekrar
retrotranspozon polimorfizmi {izerindeki etkisi hiimik asitin (HA) uygulamasi ile
degerlendirilmistir. Bu amagla, retrotranspozon polimorfizmini ve GTS diizeylerini
degerlendirmek igin Retrotranspozon-mikrosatellit amplifiye polimorfizm (REMAP) ve
Inter-Retrotransposon Amplifed Polymorphism (IRAP) markerlari kullanilmistir. Calismada
musir bitkisine Co(NO3)2-6H.O (10, 20 ve 40 mM) ve 1500 ppm HA ile birlikte
Co(NO3)2:6H20 (10, 20 ve 40 mM) uygulanmistir. Misir bitkileri iki hafta boyunca
uygulama konsantrasyonlarinda yetistirilmistir. IRAP ve REMAP primerlerinin, ¢esitli Co
dozlar1 ile muamele edilmis misir bitkileri iizerinde 6zgiin polimorfik bant yapilar
olusturdugu tespit edilmistir. Co konsantrasyonu artarken retrotranspozon polimorfizmi de
artmis ve GTS miktar1 azalmistir. Ote yandan, HA ile muameleden sonra Co'nun
retrotranspozon GTS ve polimorfizm {izerindeki olumsuz etkilerinde bir azalma olmustur.
Daha yiiksek Co dozlar1 (40 mM) IRAP ve REMAP sonuglarinda toksik etki gosterirken
HA'nin bu toksisiteler iizerinde azaltici bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Sonugclar,
HA musir fidelerinde Co toksisitesinin zararl etkilerinden korunmast i¢in kullanilabilecegini

gostermektedir.

Vermikompostun hiimik asit ve indol asitik asit gibi bitki biiylime diizenleyicileri
icermesinden dolay1 doku kiiltiirlerinde de maaliyeti diisiik ve ¢imlenme rejenerasyonun
etkisini artiric1 organik bir materyal olarak kullanilabilecegine dair veriler elde edilebilmesi
devam edecek calismalar i¢in olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu ¢alisma doku kiiltiirlerinde
vermikompost kullanimi da yenilik¢i bir yaklasim olmasi nedeniyle 6zgiin deger
tasimaktadir. Ileride bitki doku kiiltiirleri calismalarinda farkli bitkiler {izerinde yapilacak

denemeler ile desteklenerek etki mekanizmasinin aydinlatilabilmesi miimkiin olabilir.
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Tez calismamiz doku kiiltiiriinde gerceklestirilen ilk c¢alisma olup vermikompostun
genotoksik ve antigenotoksik etki mekanizmasima ait O6nemli On bilgiler vermistir.
Vermikompostun hidrojen peroksite (H202) kars1 iyilestirici ve korucu etkileri uygulamalar

sayesinde gozlemlenmistir. Calisma sonuglar1 s0yle 6zetlenebilir;

e Vermikompost doku kiiltliriinde uygulanan dozlarda ve bu bitki tiirii i¢cin genotoksik
degildir ve hiicre boliinmesini artirmaktadir.

e Antigenoksisite uygulamasi sonuglarma bakildiginda (24-48 saatlik uygulama) her iki
muamele tipininde de pozitif kontrole oranla mitotik indeks ve mitotik anormallik
seviyesinde olumlu sonuglara neden oldugu gézlemlenmistir.

¢ Antigenotoksisite uygulamasinda mitotik anormallik seviyesi her iki uygulama seklinde
de pozitif kontrole gore diisiik bulunmus olup bu sonu¢ vermikompostun DNA hasarina
kars1 koruyucu veya iyilestirici etkisinin oldugunu géstermektedir. Ileri ¢alismalar ile
molekiiler mekanizmasi aydinlatilabilir.

¢ Ayni zamanda doku kiiltiiriiniin antigenotoksisite uygulamasi sonucunda vermikompostun
koruyucu etkisinin iyilestirici etkisine oranla daha etkili oldugu sonucuna varilmistir.

e Elde edilen sonuglar vermikompost uygulamasinin bitki biiyiime ve gelismesine olumsuz
sartlarda dahi katkida bulunabilecegi sonucunu ¢ikarmamiza yardimi olabilir. Bu ¢alisma,

vermikompostun etkinligi hakkinda 6nemli bir 151k tutmustur.

Sonug olarak bu ¢aligmanin uluslararasi bilgi birikimine katki saglayarak, vermikompostun
bitki doku kiiltiirlerinde genotoksisite ve antigenotoksisite verilerine iligkin literatiirdeki
onemli bir boslugu kapatacag disiiniilmektedir. Farkli bitkilere doku kiiltliriinde
vermikompost uygulamalar1 ile vermikompostun bu alanda yaygin kullanimima yonelik
sonuclara ulagsilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu bakimdan tez calismasi s6z konusu

caligmalara 6n bilgi saglayabilecektir.
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