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BENZİL BENZOAT TOKSİSİTESİNİN İN VİVO KOŞULLARDA 
ANATOMİK, FİZYOLOJİK, SİTOGENETİK VE 

BİYOKİMYASAL PARAMETRELERLE ARAŞTIRILMASI 

 

ÖZET 

 

 
Bu çalışmada, gıda, kozmetik, tarım ve ilaç sektörlerinde geniş kullanım alanına 
sahip olan Benzil benzoat’ın toksik etkileri Allium cepa L. test materyali kullanılarak 
araştırılmıştır. Toksisitenin belirlenmesinde fizyolojik parametreler; kök uzunluğu, 
ağırlık artışı ve çimlenme yüzdesinin belirlenmesi ile, sitogenetik değişimler; 
kromozomal anormalliklerin oluşumu, mikronükleus (MN) sıklığı ve mitotik indeks 
oranının (MI)’in belirlenmesi ile, anatomik değişimler; kök ucu hücrelerinde 
meydana gelen anatomik değişimlerin belirlenmesi ile, biyokimyasal değişimler; 
lipid peroksidasyon tayini ve antioksidan enzim analizi ile tespit edilerek, elde edilen 
veriler istatistiksel olarak değerlendirilmiştir.  Bulblar bir (1) kontrol ve üç (3) 
uygulama grubu olmak üzere toplam dört (4) gruba ayrılmış, kontrol grubu 
bulblarına çeşme suyu, uygulama gruplarındaki bulblara ise 10.000, 25.000 ve 
50.000 mg/L dozunda Benzil benzoat ile 72 saat süresince muamele edilmiştir.  
 

Uygulama sonunda kontrol grubuyla kıyaslandığında, uygulama gruplarında doza 
bağlı olarak çimlenme yüzdesi, ağırlık kazanımı, kök uzunluğu ve MI’in azaldığı, 
kromozomal anormallikler, MN oluşumu, MDA, SOD ve CAT düzeylerinin ise 
arttığı tespit edilmiştir. Uygulamaya bağlı olarak kök ucu hücrelerinde fragment, 
yapışkan kromozom, kromozom köprüsü,  kromatinin eşit olmayan dağılımı ve c-

mitoz şeklinde kromozomal anormallikler meydana geldiği belirlenmiştir. Ayrıca 
kontrol grubuyla karşılaştırıldığında Benzil benzoat uygulamasının kök ucu 
hücrelerinde anatomik değişikliklere neden olduğu belirlenmiştir. Bu değişikliklerin 
nekroz, hücre deformasyonu, yassılaşmış hücre çekirdeği, korteks hücre 
deformasyonu, korteks hücrelerinde bazı maddelerin birikimi, korteks hücre çeper 
kalınlaşması ve belirgin olmayan iletim doku şeklinde olduğu belirlenmiştir.   
 

Sonuç olarak, Benzil benzoat’ın Allium cepa L. kök ucu hücrelerinde doza bağlı 
toksik etki gösterdiği fizyolojik, anatomik, sitogenetik ve biyokimyasal parametreler 
ile tespit edilmiştir. Ayrıca, çalışmada kullanılan parametrelerin toksisitenin 
belirlenmesinde kullanışlı biyobelirteçler olduğu tespit edilmiştir. 
 

Anahtar kelimeler: Benzil benzoat, Allium cepa L., Toksisite, Kromozomal 

anormallikler, Lipid peroksidasyon, Antioksidan enzimler. 
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INVESTIGATION OF BENZYL BENZOATE TOXICITY IN IN 

VIVO CONDITIONS WITH, ANATOMIC, PHYSIOLOGICAL, 
CYTOGENETIC AND BIOCHEMICAL PARAMETERS  

 

SUMMARY 

 

 

In this study, the toxic effects of benzyl benzoate, which is widely used in the food, 

cosmetics, agriculture and pharmaceutical sectors, have been investigated using 

Allium cepa L. test material. In the determination of toxicity, physiological 

parameters; with determination of root lengths, weight gains and germination 

percentages, cytogenetic changes; with determination of chromosomal abnormalities 

formation, micronucleus (MN) frequency and mitotic index ratio (MI),  anatomical 

changes; with determination of anatomic differentiations in root tip cells, 

biochemical changes; with lipid peroxidation test and antioxidant enzyme analysis 

were determined and the obtained data were evaluated statistically. The bulbs were 

divided into four (4) groups consisting of one (1) control and three (3) application 

groups, bulbs of the control group were treated with tap water and the bulbs of the 

application groups were treated with Benzyl benzoate at doses of 10,000, 25,000 and 

50,000 mg/L for 72 hours. 

 

At the end of the study, it was determined that germination percentage, weight gain 
and root length and MI ratio decreased, chromosomal abnormalities, MN formation, 
MDA, SOD and CAT levels increased in the application groups when compared with 
the control group. Depending on the application, it has been determined that root 
cells have chromosomal abnormalities such as fragment, sticky chromosome, 
chromosome bridge, unequal distribution of chromatin and c-mitosis. Furthermore, 
when compared with the control group, it was determined that benzyl benzoate 
administration caused anatomical changes in root tip cells. It was determined that 
these changes were in the form of necrosis, cell deformation, flattened cell nuclei, 
cortex cell deformation, accumulation of certain substances in cortex cells, wall 
thickening in cortex cells and unclear vascular tissue.  
 

In conclusion, it was determined by physiological, anatomical, cytogenetic and 
biochemical parameters that benzyl benzoate showed a dose-dependent toxic effect 
in Allium cepa L. root cells. Also, the parameters used in the study were determined 
to be useful biomarkers for determination of toxicity. 
 
Keywords: Benzyl benzoate, Allium cepa L., Toxicity, Chromosomal abnormalities, 

Lipid peroxidation, Antioxidant enzymes. 
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BÖLÜM 1. GİRİŞ 

 

 

Dünya nüfusundaki artışla birlikte besin, ilaç, giyim, kozmetik gibi birçok alanda 

tüketimde hızlı bir şekilde artmaktadır. Bu artışa bağlı olarak, insan hayatında önemli 

yeri olan gıda maddeleri, ilaçlar ve kozmetik ürünlerin üretim miktarları da ihtiyacı 

karşılamak amacıyla gün geçtikçe artmaktadır. Üretim ve tüketimde meydana gelen 

bu artışlar, üretici firmalar arasında rekabete neden olmakta, bu da daha fazla kazanç 

elde etmek isteyen ve üretim, pazarlama, depolama gibi aşamalarda meydana gelen 

bazı sorunlara daha hızlı çözüm bulmak isteyen firmaları çeşitli kimyasal maddelerin 

kullanımına teşvik etmektedir. Kullanılan kimyasal maddelerin sebep olabileceği 

olumsuz etkiler ise yeterince araştırılmamakta, başta insan sağlığı ve çevre olmak 

üzere ekosisteme verebileceği zararlar göz ardı edilmektedir (Searle, 1995). 

 

Organizmalar yabancı birçok kimyasal maddeye maruz kalmakta ve bunlara genel 

olarak ksenobiyotikler adı verilmektedir. İnsanların ksenobiyotiklere maruz kalması, 

doğrudan insanlar tarafından tüketilen ve kullanılan maddelerde bulunan gıda katkı 

maddeleri, kozmetik ürünler ve ilaçlar ile birlikte, dolaylı olarak maruz kalma ise 

tarımsal mücadelede kullanılan pestisitler ve tarımsal ilaçlar sebebiyle olabilmektedir 

(Akay, 2004; Alam ve Jones, 2014).  Her geçen gün artan kimyasal madde 

kullanımının boyutu ise toksikolojik çalışmaların önemini bir kat daha arttırmaktadır. 

Solunum, beslenme ya da deri yoluyla vücuda alınabilen kimyasal maddelerin 

toksikolojik araştırmalar ile olası etkilerinin incelenmesi, kontrol amaçlı stratejiler 

geliştirilebilmesini ve kullanımının yasaklanmasını sağlanmaktadır (Vural, 2005). 

 

Benzil benzoat başta gıda, kozmetik, tarım ve ilaç sektörleri olmak üzere oldukça 

geniş kullanım alanı olan bir kimyasal bileşiktir. Akar ve insektlerle mücadelede de 

yaygın bir biçimde kullanılmaktadır. Bu çalışmada, günlük yaşamda sıklıkla 

kullanılan kimyasal maddelerden biri olan Benzil benzoat’ın Allium cepa L. test 
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materyali üzerindeki fizyolojik, sitogenetik, anatomik ve biyokimyasal etkilerinin 

incelenmesi amaçlanmıştır. 
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BÖLÜM 2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

 

2.1.  Benzil Benzoat 

 

Benzil benzoat, benzil alkol ve benzoik asidin bir esteri olup, benzoik asit benzil 

ester, benzoik asit fenilmetil ester, benzil benzen karboksilat, benzil fenilformat, 

fenilmetil benzoat isimleriyle de bilinmekte, kapalı formülü C14H12O2, açık formülü 

C6H5COOCH2C6H5 (Şekil 2.1), molekül ağırlığı 212,25 g/mol, yoğunluğu 1,118 

g/cm
3, erime noktası 18-20 °C ve kaynama noktası 323 °C olan bir kimyasal 

bileşiktir (Hassan ve Mossa, 1981; Ash ve Ash, 2004). Keskin yakıcı bir tatta olup, 

renksiz, yağlı ve sıvı halde bulunmaktadır. Benzil benzoat, in vivo olarak hızla 

benzoik asit ve benzil alkole hidrolize edilmekte, benzil alkol ise daha sonra hippurik 

asit oluşturmak üzere glisin ile konjuge edilen benzoik aside oksitlenmektedir 

(Hassan ve Mossa, 1981).  

 

Benzil benzoat, benzil alkol ve benzoik asidin kondensasyonu sonucu oluşabileceği 

gibi Tishchenko reaksiyonu ile benzaldehitten de oluşabilmektedir (Kamm ve 

Kamm, 1941). Doğal olarak Peru ve Tolu balsamları ile çeşitli uçucu yağlarda 

bulunmaktadır. Ayrıca gerçekleştirilen çalışmalarda Cinnamomum sulphuratum Nees 

bitkisinin yapraklarından elde edilen yağlarda %89,5 oranında ve kök kabuğu 

yağlarında ise %98,2 oranında Benzil benzoat bulunduğu tespit edilmiştir. (Kar, 

2003; Rameshkumar ve George,  2006).  
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Şekil 2.1. Benzil benzoat’ın a: 2 boyutlu ve b: 3 boyutlu kimyasal yapısı (Wishart, 2017). 

 

2.1.1.  Benzil Benzoat Kullanım Alanları 

 

Benzil benzoat çok geniş bir kullanım alanına sahiptir. Katı aromatikler de seyreltici 

ve çözücü olarak, düşük uçuculuğu nedeniyle parfüm bileşimlerinde sabitleştirici 

olarak, selüloz asetat ve nitroselüloz gibi maddeler için çözücü olarak, selüloit ve 

plastik piroksilin bileşiklerinde kafur yerine ve ayrıca şekerleme ve sakız ürünleri 

gibi farklı bir çok sektör ve üründe kullanılmaktadır (Kar, 2003). 

 

2.1.1.1.  Gıda Katkı Maddesi Olarak Kullanımı 

 

Gıdalara, tarih öncesi zamanlardan beri özel işlevler yerine getirmek için çeşitli 

kimyasal maddeler eklenmektedir. Gıdalar farklı ürünlere dönüşmek için 

işlendiğinden, katkı maddesi kullanımı artmaktadır. Gıda işlemede meydana gelen 

teknolojik gelişmeler ile bu katkı maddelerinin çeşitliliği ve kullanım oranları 

artmıştır. Günümüzde gıda maddelerine 2500’den fazla farklı katkı maddesi ilave 

edilmektedir. Bu katkı maddelerinin kullanımı kabul gören bir uygulama olmasına 

rağmen, bu konu hala tartışılmaktadır (Branen ve ark., 2005).  Gıdaların lezzet ve 

görünümlerini daha iyi hale getirmek, bozulmalarını önleyerek gıdaların raf ömrünü 

uzatmak amacıyla tüketime sunulmadan önce bilinçli ve amaçlı olarak ilave edilen 

maddelere gıda katkı maddeleri denilmektedir (Bağcı, 1997).  

 
a  

b 
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Gıda katkı maddeleri temel işlevlerine göre renklendiriciler, koruyucular, 

antioksidanlar,  stabilizatör ve emülsifiyerler,  tatlandırıcılar-koku verenler, asit-baz 

sağlayıcılar ve geniş amaçlı kullanılan gıda katkı maddeleri şeklinde 

sınıflandırılabilmektedir (Tayfur ve Ünalan, 1998).  

 

Geniş bir kullanım alanına sahip olan Benzil benzoat, gıdalarda katkı maddesi olarak 

da kullanılabilmektedir. Benzil benzoat kullanımına, AB Gıda İyileştirme Acenteleri 

tarafından tatlandırıcı gıda katkı maddesi olarak (European Commission, 2012), Gıda 

Katkıları Hakkında Ortak FAO/WHO Uzman Komitesi (JECFA, 1996) tarafından ise 

tatlandırıcı gıda katkı maddesi ve taşıyıcı solvent olarak onay verilmiştir. Bunun yanı 

sıra benzoik asit ve bileşiklerinin çikolatalar, içecekler, katı ve sıvı yağlar, soslar, süt 

tozları, ketçap ve mayonezler, fırın mamulleri, kuru mayalar, şekerler, sakızlar, 

salatalar ve çerezler gibi gıdalarda kullanıldığı da bilinmektedir (Erkmen ve Bozoğlu, 

2008). 

 

Çeşitli gıda katkı maddelerinin insan sağlığı üzerinde olumsuz etkilerinin olabileceği 

yapılan çalışmalarda rapor edilmiş olup, bu maddelerin kullanımının insan sağlığı 

açısından risk oluşturduğu düşünülmektedir (Kinderlerer ve Hatton, 1990; Öztürk ve 

ark., 2007; Zengin ve ark., 2011). Ayrıca Yentür ve ark. (1996) tarafından gıda katkı 

maddelerinin önerilen kullanım dozlarından daha yüksek dozlarda kullanıldığı ve 

yasaklanmış olmasına rağmen bazı katkı maddelerinin kullanımına devam edildiği de 

bildirilmiştir. 

 

2.1.1.2.   Kozmetik Sektöründe Kullanımı 

 

Kozmetik ürünler, görünümü güzelleştirmek, korumak, temizlemek ve koku vermek 

amacıyla, insan vücudunda deriye, saçlara, dişlere, müköz membranlara uygulanan, 

tedavi edici etkisi olmayan ürünlerdir (Pons-Guiraud ve Vigan, 2004). Benzil 

benzoat kozmetik sektöründe çok geniş bir kullanım alanına sahiptir. Köpük 

banyoları, göz losyonları, parfümler, kokular, saç kremleri, spreyler, saç boyaları, 

pudralar, rujlar, tırnak losyonları, kremler ve diğer birçok kişisel bakım ürününün 

içeriğinde bulunmaktadır (Andersen, 2003). İngiltere’de gerçekleştirilen bir 
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çalışmada, incelenen kozmetik ürünlerin %23’ünde Benzil benzoat bulunduğu 

bildirilmiştir (Buckley, 2007). Benzoik asit ve türlerinin kozmetik ürünlerde 

genellikle pH ayarlayıcısı ve koruyucu olarak kullanılmaktadır. (Wenninger ve ark., 

2000).  

       

2.1.1.3.  İnsektisit ve Akarisit Olarak Kullanımı 

 

Benzil benzoat, tarımsal üretimde zararlılarla mücadele ederek tarımsal verimi 

arttırmak amacıyla da kullanılmaktadır. Benzil benzoat’ın akarisidal (McDonald ve 

Tovey, 1993) ve insektisidal (Jantan ve ark., 2005) aktivite gösterdiği yapılan 

çalışmalarla rapor edilmiştir. Ayrıca astım hastalığından sorumlu başlıca 

alerjenlerden biri olan ev tozu akarlarına karşı etki gösterdiği de bilinmektedir 

(Chang ve ark., 1996). İnsektisitler ve akarisitler tarımsal üretimde, zararlılarla 

mücadele amacıyla yaygın biçimde kullanılan kimyasal mücadele yöntemleridir. 

İnsektisitler, böcekler üzerinde etkili olan pestisitlerdir. Böceklerin larva ve 

yumurtaları üzerinde etkili olmak suretiyle larvisid ve ovisid içerikleri ile böcek larva 

ve yumurtalarını etkilerler (Van Emden ve Peakall, 1996; Gupta, 2014). Akarisitler 

ise akarları, keneleri ve örümcekleri doğrudan öldürmek amacıyla kullanılan 

pestisitlerdir (Zeliger, 2011).  

 

2.1.1.4.  Sağlık Alanında Kullanımı 

 

Benzil benzoat’ın en yaygın kullanım alanlarından biri de sağlık alanıdır. Bitlerle 

mücadelede ve uyuz hastalığının tedavisinde yaygın bir biçimde kullanılmaktadır. 

Uyuz hastalığı, gelişmekte olan ülkelerde zayıf sosyoekonomik koşullar, aşırı 

kalabalıklar ve yetersiz su kaynakları nedeniyle başta çocuklar olmak üzere sık 

görülen ciddi bir halk sağlığı sorunudur. İnsanlarda uyuz hastalığı, cildin alt stratum 

korneumunda Sarcoptes scabiei var. hominis L.’in bulunması nedeniyle ortaya çıkan 

ektoparazitik bir deri enfeksiyonu olup,  genellikle kaşıntı ve tahriş ile belirti 

göstermektedir (Sterling ve ark., 1992; Olasode ve Onayemi, 1998). Bulaşma esas 

olarak kişiden kişiye doğrudan temas yoluyla gerçekleşmektedir (Maibach ve 

Gorouhi, 2011). 
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Sarcoptes scabiei L. karakteristik olarak oval, ventral olarak düzleşmiş, dorsal 

konveks benzeri gövde yapısı, dorsal kılları, çok sayıda dikeni ve enine çıkıntılı 

kesik çizgili çizikler ile tanınır. Erkekleri dişilerinin yaklaşık üçte ikisi kadardır. 

Deriye penetre olduğunda inflamatuar ve immün reaksiyonlar gelişir. Antijene karşı 

mast hücrelerinde spesifik immünoglobulin E (IgE) üretilir ve mast hücre 

degranülasyonu ile tip 1 immün yanıt oluşur. İlk kez karşılaşmış birinde 10 ile 30 

gün arası bir sürede S. scabiei’lerin kendisine, dışkısına, yumurtasına ve salgısına 

karşı hipersensitivite reaksiyonu gelişir ve kaşıntı başlar. Belirtilerin ortaya çıkması 4 

ile 6 haftayı bulurken, tekrar enfeste olmuş bireylerde bu süre 1 ile 4 günü 

bulmaktadır (Dahl, 1983). Uyuz hastalığı insanlarda bakteriyel süper enfeksiyona 

yatkınlığa, streptokok deri hastalığında ise glomerülonefrit riskine neden olmaktadır 

(Henderson ve Nykia, 1992).  Uyuz hastalığı insanların yanı sıra hemen hemen tüm 

hayvan türlerinde de gözlenmekte, insanlarda olduğu gibi temas yoluyla bulaşmakta 

ve ciddi dermatit ile sonuçlanarak hayvanlarda önemli sağlık sorunlarına ve 

ekonomik kayıplara yol açmaktadır (Çakmak ve Vatansever, 1997).  

 

Benzil benzoat uyuz hastalığının tedavisinde topikal olarak uygulanmaktadır. Tedavi 

sürecinde saçlı deriden ayak tabanlarına kadar tüm deri yüzeylerine uygulanması 

gerekmekte olup, göz ile temasından ve iltihaplı ya da çatlak ciltlerde kullanımından 

kaçınılmalıdır. Çocuklarda kullanılması durumunda tahriş edici etki 

gösterebilmektedir (Stuart ve ark., 2009). Benzil benzoat uyuz hastalığının 

tedavisinde 1937’den beri kullanılmaktadır. %20 ile %35 arası konsantrasyonlarda 

emülsiyon olarak formüle edilmektedir. Uygulama sonrası şikayet olarak yoğun 

temas halinde yanma, tahriş ve hassasiyet durumu yer almaktadır. Özellikle genital 

bölgede ve yüzde tahriş edici dermatite neden olabilmektedir (Campbell ve Rew, 

1986; Habif, 2016). Benzil benzoat’ın hastalık etmeni olan S. scabiei’e karşı etki 

mekanizması ise henüz bilinmemektedir (Micali ve Lacarrubba, 2016).  
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2.1.2. Benzil Benzoat Toksikokinetiği 

 

Benzil benzoat oral yol ile alındığında mideden hızla emilerek hızlı bir şekilde 

benzoik aside ve benzol alkole hidrolize edilir. Benzoik asit, benzoil glukuronik asit 

vermek üzere benzoil glisin ya da hippurik asit ile, glukuronik asit vermek üzere 

glisin ile konjuge edilir. Benzil benzoat konjugatları ise türlere ve doza bağlı olarak, 

değişen oranlarla idrarda hızla bir şekilde yok edilir (Hassan ve Mossa, 1981).  

Topikal olarak kullanıldığında hafif toksik bir bileşiktir. Kronik etkileri pek 

bilinmemekle birlikte maruziyetin bitiminden sonra kaybolabilecek hafif alerjik 

tepkilere neden olabilmektedir. Akarisit olarak kullanıldığında, bağırsaklarda 

peristalsis, ishal, bağırsak kolik, enterospazm, plorospazm, spastik konstipasyon, 

seminal veziküllerin kasılması, hipertansiyon ve bronkospazmlara neden 

olabilmektedir (Wexler ve ark., 2005). Aplastik kemik iliği hastalığı nedeniyle ilik 

nakli gerçekleştirilen 7 yaşında bir erkek hastanın öldüğü, ölüm nedeninin kesin 

olarak belirlenemediği ancak tanıdan önceki ay, vücudunun her gün etil alkol, su ve 

polisorbatın yanı sıra  %10 oranında Benzil benzoat ve %2 oranında disülfiram 

içeren bir skabisit olan Ascabiol ile yıkandığı, ölümün muhtemelen skabisitin kronik 

doz aşımından kaynaklandığı bildirilmiştir (Hayes ve Laws, 1991). 

 

2.1.3. Benzil Benzoat Toksisitesi 

 

Benzil benzoat’ın oral LD 50 değerlerinin ratlarda 1700 mg/kg’dan, köpeklerde 

22440 mg/kg’a kadar değişiklik gösterdiği (Wexler ve ark., 2005), tek doz oral LD 

50 değerlerinin ratlarda 2,80 g/kg ve tavşanlarda 1,68 g/kg olarak, kedilerde LD 50 

değeri 2,24 g/kg olarak ve köpeklerde 22,44 g/kg’dan daha yüksek düzeyde (Graham 

ve Kuizenga, 1945) olduğu bildirilmiştir. Hayvanlarda çok sık ya da geniş bir cilt 

alanına uygulandığında, tükürük, piloereksiyon, kaslarda inkoordinasyon, titreme, 

arka ayaklarda progresyon, şiddetli konvülsiyonlar, nefes darlığı ve ölüm gibi 

sistemik toksisite belirtilerini tetikleyebilmektedir. Laboratuvar hayvanlarına yüksek 

dozlarda verildiğinde, hipereksistasyona, inkoordinasyona, ataksiye, konvülsiyonlara 

ve solunum felcine neden olabilmektedir (Wexler ve ark., 2005). Ayrıca Gıda 

Katkıları Hakkında Ortak FAO/WHO Uzman Komitesi (JECFA), Benzil benzoat’ın 
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bireyin vücut ağırlığı esas alınarak, tüm yaşamı boyunca bir sağlık riski olmadan 

tüketebileceği miktarı belirten ADI (Average Daily Intake) değerini 5 mg/kg olarak 

belirlemiştir (WHO, 2011). Koçkaya ve Kılıç (2014) tarafından gerçekleştirilen bir 

çalışmada oral yolla gebe dişi sıçanlara Benzil benzoat verilmesinin, biyokimyasal 

parametreler, plasenta ve iskelet ölçümlerinde ve endotelyal büyüme faktörünün 

immünolokalizasyonunda önemli farklılıklara neden olduğu, gebelikte Benzil 

benzoat ve metabolitlerinin plasentaya taşınabildiği ve fetüse geçebileceği 

bildirilmiştir. Benzil benzoat’ın kozmetik ürünlerde kullanımının kanser üzerine 

etkisini araştıran bir diğer çalışmada, MCF7 meme kanseri hücre hattına Benzil 

benzoat uygulanmış ve Benzil benzoat’ın östrojene bağımlı MCF7 hücrelerinin 

proliferasyonunu arttırdığı ve östrojenik etkiye neden olduğu bildirilmiştir (Charles 

ve Darbre, 2009). 

 

2.2.  Bitki Test Sistemleri 

 

2.2.1.  Sitotoksisite İndikatör Testleri 

 

Sitotoksisite, toksik bir ajana maruziyet sonrasında hücrelerde gözlenen 

anormalliklerdir. Sitotoksisite çalışmaları pek çok kimyasalın sitostatik ve sitotoksik 

etkilerinin değerlendirilmesine olanak tanımaktadır. Sitotoksisite testleri ile 

hücrelerde oluşan hasar, hasarın dozu, hücre canlılığı ve hücre proliferasyonu gibi 

bilgiler elde edilebilmektedir. Bu çalışmada ise Benzil benzoat’ın Allium cepa L. kök 

ucu hücrelerinde oluşturduğu sitotoksisite kromozomal anormallik tayini, MN analizi 

ve MI oranı kullanılarak incelenmiştir.  

 

2.2.1.1.  Allium cepa Testi 

 

Allium cepa L. testi, bitki köklerinin DNA üzerine muhtemel etkisi olan maddeler ile 

doğrudan temas halinde büyüdüğü, kimyasal ajanların in vivo olarak etkisinin 

araştırıldığı etkili bir modeldir. Bu test, ilk kez Levan (1938) tarafından, kolşisin 

etkisine bağlı olarak mitotik anormallikleri gözlemlemeye yardımcı olduğu için 

tanıtılmıştır. Fiskesjö (1985) ise Allium cepa L. hücrelerinin, polisiklik 



 

 

10 
 

hidrokarbonatları metabolize edebilen bir oksidaz enzim sistemi içerdiğini göstererek 

bu testin genotoksisiteyi değerlendirmek için önemine dikkat çekmiştir. Allium cepa 

L. testi, kromozomlarının sayısının az (2n=16) ve yapısının büyük olması nedeniyle, 

mitotik döngüdeki kromozom hasarlarını ve değişikliklerini değerlendirmek için 

elverişli olarak kabul edilmiştir. Kromozomal değişikliklerin analizi yapısal 

değişikliklerin saptanmasını sağlarken, bununla birlikte kromozomlarda meydana 

gelen sayısal değişimleri de gözlemlemek mümkündür. Ayrıca düşük maliyeti, çok 

sayıda kökü olması, kısa test süresi, depolama ve kullanım kolaylığı, nükleus ve 

anormal olayları gözlemleme kolaylığı gibi birçok avantajı bulunmaktadır (Fiskesjö, 

1985; Liu ve ark., 1995).  

 

Çevre kirliliğini değerlendirmek için kullanılan yüksek bitki türleri arasında en 

yaygın olanları Allium cepa L., Vicia faba L., Zea mays L., Tradescantia L., 

Nicotiana tabacum L., Crepis capillaris (L.) Wallr. ve Hordeum vulgare L.’dir. 

Allium cepa L. vasküler bir bitki olduğu için çevresel kirleticilerin değerlendirilmesi, 

mutajenlerin farklı ortamlarda tespit edilmesi ve nokta mutasyonları gibi birçok 

genetik uç noktanın değerlendirilmesinde etkili bir genetik model haline gelmektedir 

(Grant, 1994). Allium cepa L. testinin kullanımı pestisitler, ağır metaller, gıda katkı 

maddeleri, yüzey ve yer altı suları gibi birçok farklı alanda gerçekleştirilen 

genotoksisite çalışmalarını kapsamaktadır (Smaka-Kincl ve ark., 1996; Fernandes ve 

ark., 2007; Seth ve ark., 2008; Türkoğlu, 2008). 

 

Allium cepa L. testi, kromozomal değişikliklere neden olan sayısız maddeyi tespit 

etmek için yeterince hassas bir modeldir. Allium cepa L. testi sonucunda elde edilen 

veriler, etkisi araştırılan ajanın diğer canlı biyoçeşitliliğine etkileri üzerine de doğru 

tahminler yürütülmesini sağlamaktadır. Allium cepa L. gibi in vivo bitki test 

sistemlerini kullanan sitotoksisite testleri, in vitro hayvan testlerini müştereken 

gerçekleştiren çeşitli araştırmacılar tarafından onaylanmıştır ve elde edilen sonuçlar 

benzer olmakla birlikte insan sağlığı için de oldukça önemlidir (Vicentini ve ark., 

2001; Teixeira ve ark., 2003).  Kimyasal ajanların organizmalara verdiği zararlar 

arasında genotoksik ve mutajenik etkiler, genetik hasara neden olma kapasitesi 

nedeniyle, birçok sağlık problemine yol açabilmekte ve meydana gelen değişimlerin 
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kalıtsal olabilme ihtimali gelecek kuşakları etkileyebileceklerinden endişe verici 

görülmektedir (Reifferscheid ve Buchinger, 2017).  

 

Allium cepa L. testi ile değerlendirilen 148 kimyasal maddenin %76’sının olumlu 

sonuç vermesi, bu testin kimyasalların neden olduğu kromozomal hasarları 

belirlemek için standart bir test olarak kabul edilmesini sağlamıştır (Grant, 1982). 

Ayrıca Allium cepa L. testi ve memeli hücre kültürleriyle gerçekleştirilen 

çalışmalarda benzer sonuçlar elde edilmiş olması, bu testin güvenilirliğini 

göstermektedir. Örneğin Rank ve ark. (1993) tarafından gerçekleştirilen bir 

çalışmada, glifosatın Allium cepa L. testi ile genotoksik etki gösterdiği belirtilmiş,  

Mañas ve ark. (2009) tarafından gerçekleştirilen bir başka çalışmada ise glifosatn 

Hep-2 hücre kültüründe genotoksik hasar meydana getirdiği comet testi ile tespit 

edilmiştir. Her iki çalışmada da glifosatın genotoksik etki gösterdiği bildirilmiştir. 

Rank ve Nielsen (1994) 15 ayrı kimyasal madde için Allium cepa L. testini ames, 

microscreen ve kemirgenlerle gerçekleştirilen karsinojenite testleri ile kıyaslayarak, 

Allium cepa L. testinin duyarlılığını %82 olarak bildirmiştir. 

 

2.2.1.2.  Mikronükleus (MN) Testi 

 

Sitotoksisite indikatörü olan mikronükleus (MN) oluşumu ilk olarak eritrosit 

hücrelerinde Howell ve arkadaşları tarafından tespit edilmiş olup, Jolly tarafından 

tanımlanması yapılmıştır. Bu nedenle MN oluşumları Howell-Jolly cisimciği olarak 

da adlandırılmaktadır. MN, hücre bölünmesi sırasında oluşan kromozom 

fragmentlerinden ve sentromer ya da iğ ipliği hasarı sonucu serbest kalan, kutuplara 

gidemeyen serbest kromozomlar tarafından oluşturulmaktadır. Fragment ya da 

serbest kromozom bir nükleoplazma ile çevrilerek nükleer materyal olarak ana 

nükleusa yakın bir alanda yer almaktadır (Fenech ve Crott, 2002).  Hücrelerde MN 

varlığı DNA hasarına işaret etmektedir. Klastojenik, kanserojenik ya da mutajenik 

maddeler varlığında hücrede ve DNA’da hasar meydana gelmektedir. Bu hasarların 

özellikle hücre döngüsünü kontrol eden genlerde, mitotik iğ ipliklerinde ve 

kinetekorda meydana gelmesi MN oluşumunu tetiklemektedir (Vanparys ve ark., 

1990; Kirsch-Volders ve ark., 1997). Anöploidik etki gösteren ajanlar, iğ ipliklerinde 
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anormalliklere, sentromerde bölünme ve yapısal bozulmalara yol açmaktadır. 

Klastojenik etki gösteren ajanlar ise kromozom kırıklarına neden olmaktadır. Her iki 

durum da MN oluşumuna neden olmakta ve oluşan bu yapılar büyüklük bakımından 

farklılık göstermektedir. Anojenler tarafından indüklenen MN, tam kromozom içeren 

büyük ebatlara sahipken, klastojenlerce oluşturulan MN ise kromozom kırıklarından 

oluştuğu için küçük ebatlara sahiptirler (Von Ledebur ve Schmid, 1973; Countryman 

ve Heddle, 1976). Högstedt ve Karlsson (1985), hücrelerde oluşan MN yapılarının 

büyüklük farkını, anöploidik etkiye sahip kimyasallar ile klastojenik etkiye sahip 

kimyasalları ayırt etmede kullanmışlardır. Eastmond ve Tucker (1989) ise insan 

lenfositlerinde kinetekor içeren MN ile içermeyen MN oluşumlarını araştırmış ve 

küçük ebatlı MN oluşumlarının fragment içerdiğini rapor etmişlerdir. Sonuç olarak 

anöploidik ajanları klastojenik ajanlardan ayırmada MN testinin etkili bir yöntem 

olduğunu vurgulamışlardır. 

 

Ökaryotik bir hücre mononükleer, binükleer ya da multinükleer yapıda olabilir. 

Mononükleer hücreler sitoplazma içerisinde tek ve büyük nükleuslu, binükleer 

hücreler (BN) ise birbirine yakın büyüklükte iki nükleuslu yapıya sahiptir. 

Multinükleer hücreler ise farklı büyüklükte üçlü ya da daha fazla nükleus içeren 

yapıdadır. Birden fazla nükleus içeren hücrelerde nükleuslar ayrı ayrı olabileceği gibi 

nükleoplazmik köprü (NPB) ile birbirine de bağlı bulunabilir (Şekil 2.2). 

Mikronükleus testinde, çoklu nükleusa sahip hücrelerde MN yapılarını tanımlamak 

ve ayırt etmek önemli bir noktadır.  Bir hücrede nükleer bir yapının MN olarak 

tanımlanabilmesi için bazı kriterler geliştirilmiştir (Fenech, 2000; Fenech ve ark., 

2003).   

1. MN yuvarlak ve oval şekilde bir yapıya sahip olmalıdır.  

2. MN ana nükleustan belirgin bir şekilde ayrılmış olmalıdır. 

3. MN çapı, nükleus yarıçapının 1/16 ile 1/3 arasında bir değere sahip 

olmalıdır. 

4. MN alanı, nükleusun alanının 1/256 ile 1/9’u arasında bir değere sahip 

olmalıdır. 

5. MN ile ana nükleus arasında nükleoplazmik köprü ya da bir bağ 

olmamalıdır.  
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6. MN nükleusla aynı renge boyanmalı ve boya alma yoğunluğu ana nükleus 

ile aynı olmalıdır.  

7. MN’ler genellikle nükleusun yanında yer almaktadır.  

 

 

Şekil 2.2. Ökaryotik hücrelerde polinükleer durumlar ve MN oluşumları (a: BN, b: Bir MN’lu BN 
hücre, c: İki MN’lu BN hücre, d: Üç MN’lu BN hücre, e: Dört MN’lu BN hücre, f: NPB’li BN hücre, 
g: Bir nükleoplazmik köprü ve bir MN’lu BN hücre, h: Bir NPB ve iki MN’lu BN hücre, i: İki 
nükleoplazmik köprü, j: İki nükleoplazmik köprü ve bir MN’lu BN hücre, k: İki nükleoplazmik köprü 
ve iki MN’lu BN hücre) (Üstüner, 2011). 

 

MN testi in vivo ve in vitro DNA hasarının belirlenmesine olanak tanıyan ekonomik, 

pratik ve güvenilir bir testtir. Bu nedenle toksikoloji ve sitotoksisite başta olmak 

üzere ilaç endüstrisinde, kanser riski araştırmalarında ve radyoterapi aşamalarında 

sıkça kullanılmaktadır. MN testi ile gıda katkı maddelerinin, pestisitlerin, 

ksenobiyotiklerin, sigaranın, nanomateryallerin ve parazitik enfeksiyonların 

sitotoksik etkileri belirlenebilmektedir. Bu amaçla sitotoksisitenin belirlenmesinde 

periferik kan lenfositleri, yanak mukoza hücreleri, eritrositler, kemik iliği hücreleri 

ve pek çok bitki türü test materyali olarak kullanılmaktadır (Fenech ve Crott, 2002; 

Fenech, 2010).  
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2.2.1.3.  Mitotik İndeks (MI) Tayini 

 

Mitotik indeks (MI) analizleri genellikle kromozom çalışmalarında ve toksisite 

çalışmalarında kullanılmaktadır. Bir dokudaki bölünen hücrelerin bölünmeyen 

hücrelere oranı hesaplanarak belirlenmektedir. MI, bir bitkinin tüm yaşamı boyunca 

bölünebilme yeteneğinde olan meristematik dokularında incelenmektedir. Bu 

nedenle yaygın olarak kök ucunda, genç yapraklarda ve çiçek tomurcuklarının petal 

yapraklarında uygulanmaktadır (Topaktaş ve Rencüzoğulları, 2010). 

 

Hücreler, farklılaşmaya başladıkça ya da toksisiteye maruz kaldıkça bölünme 

kapasitelerinde azalma meydana gelmektedir. Fakat pek çok hücre, hızlı ve sürekli 

bölünme özelliğine sahiptir. Bitki kök uçlarında özellikle apikal meristem hücreleri, 

kökleri toprağa itebilmek için hızlı bölünme özelliğine sahiptir. Kök ucundaki 

meristematik bölge aktif olarak büyüyen bölge olması nedeniyle MI oldukça 

yüksektir. MI kök ucundan uzaklaştıkça azalmakta, yani artan mesafe ile MI ters 

orantı göstermektedir. Kimyasal maddelerin pek çoğu MI üzerinde olumsuz etkiye 

sahiptir. Bu etki genellikle MI’de kontrol grubuna göre azalma şeklindedir. Bu 

durum interfaz ile mitoz safhaları arasındaki sürenin uzamasından 

kaynaklanmaktadır (Ünal ve ark., 2008). Toksik etki sonucunda MI’de gözlenen 

azalma ya da MI inhibisyonu hücrede oluşan pek çok anormallikle açıklanabilir.  

MI oranında gözlenen azalmanın muhtemel nedenleri; 

1. DNA’da yapısal değişim sonucu DNA sentezinin ve DNA-nükleoprotein 

dengesinin bozulması (Soliman, 2001), 

2. Protein sentezinin inhibisyonu (Badr ve Ibrahim, 1987),  

3. G1 faz inhibisyonu sonucunda DNA sentezinin baskılanması 

(Schneiderman ve ark., 1971; El-Ghamery ve ark., 2000),  

4. Toksik etkiler soncunda S fazı süresinin artması (Webster ve Davidson, 

1969),  

5. G2 fazının uzaması veya DNA sentezinin inhibisyonu sonucu mitoza 

geçişin bloke edilmesi (Badr ve Ibrahim, 1987),  
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6. Karbonhidrat metabolizmasındaki anormallikler sonucu mitozun 

gerçekleşmesi için gerekli olan ATP düzeyinde azalma (Topaktaş ve 

Rencüzoğulları, 1996) 

şeklinde olabilmektedir. 

 

MI testi sonucunda elde edilen değerler toksisite düzeyinin değerlendirilmesinde 

kullanılmaktadır. %22 ve altında MI oranları letal etkiye işaret ederken, %50 altında 

MI değerleri subletal etkiyi göstermektedir. (Panda ve Sahu, 1985; Antosiewicz, 

1990). 

 

2.2.1.4.  Kromozom Anormallikleri Tayini 

 

Sitogenetik anormallik ve mutasyonlara sebep olan kimyasalların denetlenmesi ve 

izlenmesinde bitki test sistemleri oldukça kullanışlıdır (Constantin ve Owens, 1982; 

Grant, 1994). Bu tür kimyasalların sitogenetik etkilerinin belirlenmesinde Allium 

cepa L., Lycopersicum esculentum Mill., Zea mays L.,  Pisum sativum L.,  Crepis 

capillaris (L.) Wallr., Vicia faba L., Hordeum vulgare L. ve Glycine max (L.) Merr. 

sıkça kullanılan bitkisel test materyalleridir (Grant, 1994). Bu tür bitkiler, sitogenetik 

çalışmalarda kromozomlarının boyutlarından dolayı yüksek avantaj sağlamaktadır 

(Fiskesjö, 1985).  

 

Bir kimyasalın sitogenetik etkisi, hücrede oluşturduğu kromozom anormalliklerinin 

tipleri ve frekansları belirlenerek araştırılabilmektedir. Bu tür çalışmalarda yapışkan 

kromozom, fragment, kromozom köprüsü, kromatinin eşit olmayan dağılımı ve c-

mitoz gibi çeşitli hasarlar belirlenmiştir. 

 

Fragment: Fragment oluşumu önemli bir sitotoksisite göstergesidir ve kromozom ya 

da kromatidlerde oluşan kırıklardan meydana gelmektedir  (Prakash ve ark., 1988; Yi 

ve Meng, 2003). Sitotoksisite sonucu oluşan fragmentler hücrelerde MN oluşumuna 

ya da inversiyona yol açarak sekonder anormalliklere de neden olabilmektedir. 
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Yapışkan Kromozom: Yapışkan kromozomların, kromatin ipliklerinin dolaşması ve 

buna bağlı olarak kromozomlar arasında subkromatid yapıda bağlantıların oluşması 

ile ortaya çıktığı rapor edilmektedir. Ayrıca kromozomal DNA’nın parçalanması ya 

da DNA depolimerizasyonunun da yapışkanlığa neden olduğu bildirilmektedir 

(Darlington ve McLeish, 1951; McGill ve ark., 1974; Chauhan ve ark., 1986). 

Yapışkan kromozomlar, hücrede sitotoksik etkiye işaret etmektedir ve geri 

dönüşümsüz olduğundan hücrede letal etkiye sebep olmaktadır (Liu ve ark., 1992).  

Sitotoksisite çalışmalarında kimyasalların farklı düzeyde ve farklı tipte kromozomal 

anormalliklere neden olduğu ve en sık görülen anormalliğin de yapışkan kromozom 

olduğu tespit edilmiştir (Chauhan ve ark., 1999; Chandra ve ark., 2005; Saxena ve 

ark., 2005). 

 

Kromozom Köprüsü: Kromozom köprüleri kromozom kırıklarının yeniden 

birleşmesi sonucunda oluşmaktadır (Soliman, 2001). Ayrıca replikasyon 

enzimlerinde oluşabilecek inhibisyon, telomerik bölgelerin replikasyonunu 

engellemekte ve kromozom uçlarının yapışarak köprü oluşturmasına neden 

olabilmektedir (De-Faria ve Jaworska, 1972). Toksisiteye maruz kalan hücrelerde 

kromozomlarda kırıklar oluşmakta, kırık noktalardan birbirine yapışan kromozomlar 

köprü oluşturmakta ve kromatidlerin birbirinden ayrılmasını engellemektedir 

(Kabarity ve ark., 1974; Badr ve ark., 1992). Bazı toksik ajanlar hücrede ikili, üçlü 

ya da çoklu köprü oluşumuna neden olmaktadır. Bu durum ise disentrik kromozom 

oluşumu ya da eşit olmayan kutuplaşma ile ilişkilendirilmiştir (Prakash ve ark., 

1988).  

 

Kromatinin eşit olmayan dağılımı: İğ ipliği hasarı sonucunda kromozomlar daha 

ileride ya da daha geride kalarak vagrant kromozom oluşumuna sebep 

olabilmektedir. Bu durum kromozomların kardeş hücrelere eşit dağılmasını 

önlemekte ve hasarlara neden olmaktadır. Ayrıca multipolar mitozlar, çok sayıda iğ 

direkleri oluşumu ile meydana gelmekte ve kardeş kromozomlarda eşit olmayan 

dağılım yoluyla anöploidiye sebep olmaktadır. (El-Ghamery ve ark., 2003; 

Fukasawa, 2005). 
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C-mitoz: C-mitoz iğ iplikleri anormalliği sonucunda kutuplara çekilemeyen ve 

yoğunlaşan kromozomların rastgele dağılması sonucunda oluşmaktadır. Genellikle c-

anafaz ve c-metafazı kapsamaktadır (Levan, 1938).  

 

2.2.2.  Bitkilerde Antioksidan Sistem ve Oksidatif Hasar Testleri 

 

Bitkilerde çeşitli faktörler tarafından oluşturulan stres, bitkisel dokularda serbest 

radikal oluşumuna neden olmaktadır. Serbest radikaller ise hücrelere zarar vermekte, 

hücre zarının bütünlüğünü bozmakta ve fotosentetik basamakları yavaşlatmaktadır. 

Bununla birlikte oluşan süperoksit radikalleri proteinlere, membran lipidlerine ve 

nükleik asitlere bağlanarak denatürasyona yol açmaktadır (Fridovich, 1986; Davies, 

1987). Canlılarda oksidatif stres ve buna karşı geliştirilen antioksidan savunma 

sistemi canlılığın devamını sağlayan bir denge halindedir. Oksidatif stresin artması 

ya da antioksidan sistemin yetersiz kalması bu dengeyi bozarak hücresel toksisiteye 

neden olmaktadır. Bitkilerde de tüm canlılarda olduğu gibi çeşitli savunma sistemleri 

mevcuttur. Bu sistemler oksidatif hasara karşı dört farklı savunma yöntemi 

içermektedir. Bu savunma yöntemleri; önleyici mekanizmalar, tamir mekanizmaları, 

fiziksel savunma ve antioksidan savunma şeklinde gerçekleşmektedir (Kaminski ve 

ark., 2012). 

 

2.2.2.1.  Malondialdehit (MDA) Testi 

 

Bitkilerde çeşitli stres faktörleri sonucunda oksidatif hasar meydana gelmektedir ve 

membran lipidleri bu hasardan yüksek oranda etkilenmektedir. Hücre membranı 

hücre bütünlüğünün korunmasında önemli bir role sahip olup, oksidatif stresin 

membrandaki doymamış yağ asitlerinde peroksidasyona sebep olması bu bütünlüğü 

bozmaktadır. Lipid peroksidasyonu antioksidan mekanizmalarla sonlandırılabilirken, 

sonlandırılamadığı durumlarda zincir reaksiyonlar tüm zar boyunca devam eder. 

Lipid peroksidasyonu, doymamış yağ asitlerinden bir hidrojen atomunun çıkması ile 

başlayarak lipid radikali meydana getirir. Bu radikal diğer yağ asitlerini etkileyerek 

yeni radikaller oluşmasına neden olur (Halliwell, 1996). Membran lipidlerinin 

yapısının bozulması sonucu ortaya çıkan MDA, lipid peroksidasyonu ve oksidatif 
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stresin bir göstergesidir. Hücrede makromoleküllere ve organellere hasar vererek 

toksik etki göstermektedir (Ansari ve ark., 1989). 

 

Strese maruz kalan bitkilerde MDA düzeyinin ölçümü stresin oluşturduğu oksidatif 

hasarı değerlendirmede oldukça kullanışlıdır. Mittova ve ark. (2004) Lycopersicon 

pennellii Cor.  kök dokusunda oluşan oksidatif stres sonrasında H2O2 ve MDA 

düzeylerinin arttığını rapor etmişlerdir. Ghosh ve ark. (2010) ise titanyum dioksit 

nano parçacıklarının Allium cepa L. kök dokularında MDA düzeyinde artışa neden 

olduğunu bildirilmiştir. 

 

Strese maruz kalan bir bitkide tek başına MDA ölçümü sağlıklı bir sonuç 

vermeyebilir. Bu nedenle MDA düzeyi antioksidan enzim düzeyleri ile birlikte 

araştırılmalı, stres faktörünün antioksidanlar ve oksidan sistem arasındaki dengeyi ne 

yönde değiştirdiği ortaya konulmalıdır. 

 

2.2.2.2.  Süperoksit Dismutaz (SOD) Enzimi Testi 

 

Bitkilerde antioksidan savunma, enzimatik ve enzimatik olmayan moleküllerle 

gerçekleştirilmektedir. Bu antioksidan sistemler kloroplast gibi organel içerisinde 

yerleşik olabileceği gibi sitoplazmada ya da diğer organellerde de bulunabilirler. 

Bitkilerde kloroplastlar, askorbat peroksidaz (APX), süperoksit dismutaz (SOD), 

katalaz (CAT), glutatyon redüktaz (GR) gibi enzimatik ve vitamin E, vitamin C, 

glutatyon ve karotenoid gibi enzimatik olmayan antioksidan sistemlere sahiptirler 

(Çakmak ve Marschner, 1992; Gossett ve ark., 1994; Karanlık, 2001). SOD, 

süperoksit radikalini hidrojen peroksite dönüştürür (Şekil 2.3) ve oksijeni metabolize 

eden tüm hücrelerde bulunmaktadır. Bir metalloenzim olan SOD, süperoksit radikali 

için yüksek duyarlılık sergilemektedir. Normal şartlarda hidrojen peroksitin 

parçalanması düşük hızda gerçekleşirken, SOD varlığında süperoksit radikali 104
 kat 

daha hızlı moleküler oksijen ve hidrojen peroksite dönüşmektedir (Halliwell ve 

Gutteridge, 1999). 
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Şekil 2.3. SOD tarafından katalizlenen reaksiyon 

 

SOD kofaktör olarak Cu, Zn, Mn ve Fe metallerini içerebilmektedir. Cu ve Zn içeren 

SOD enzimleri genellikle sitozol ve kloroplastlarda, Mn içeren SOD enzimi ise 

mitokondri matriksinde bulunmaktadır. Her bir SOD enzimi  bulunduğu organelde 

antioksidan savunma rolü üstlenmekte ve organeli süperoksit radikalinin toksik 

etkisine karşı korumaktadır (Baum ve Scandalios, 1981; Bowler ve ark., 1992; 

Stroinski, 1999). Ayrıca Harris (1992) tarafından SOD içermeyen bakteri ve mantar 

mutantlarının serbest radikal hasarına karşı dirençsiz olduğu bildirilmiştir. 

 

Bitkisel dokularda ve organellerde SOD varlığı süperoksit radikaline karşı direncin 

ana kaynağıdır. Bitkinin kök, gövde ve yaprak gibi farklı dokularında farklı 

miktarlarda SOD enzimi bulunmaktadır. Çeşitli faktörler tarafından oluşturulan stres 

varlığında SOD düzeyi bitki türüne, bulunduğu dokuya ve stres faktörüne göre cevap 

oluşturmaktadır. Strese maruz bırakılan Gossypium hirsutum L.’da SOD düzeyi 

artarken (Gosset ve ark., 1996), metal stresinde SOD aktivitesinin azaldığı 

(Somashekaraiah ve ark., 1992), yüksek dozda ağır metal stresinin ise Allium cepa 

L.’da SOD aktivitesinde artışa neden olduğu (Fatima ve Ahmad, 2005) rapor 

edilmiştir. NaCl stresine maruz kalan salatalık bitkisinde ise SOD aktivitesinin 

değişmediği rapor edilmiştir (Lechno ve ark., 1997).  

 

2.2.2.3.  Katalaz (CAT) Enzimi Testi 

 

Katalaz (CAT), hidrojen peroksiti indirgeyen ve özellikle bitkisel dokularda yoğun 

bir şekilde ve peroksizomların yapısında bulunan bir enzimdir  (Higashi ve ark., 

1974; Halliwell ve Gutteridge, 1990). Bitkilerde CAT 54-59 kDa aralığında 

moleküler ağırlığa sahip dört hem grubu içeren alt birimlere sahiptir (Eising ve ark., 

1990). Hücrelerde oluşan ve SOD aktivitesi sonucunda ortaya çıkan hidrojen 

peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijene dönüşerek oksidatif hasara neden 

olmaktadır. Oksijen radikallerinden farklı olarak ise, hücre membranını geçerek 



 

 

20 
 

oluştuğu bölgeden daha uzak hücrelerde de hasar oluşturmaktadır (Huang ve ark., 

1983).  

 

Ayrıca SOD, metalloproteinler, fruktoz bifosfataz, fosforibulokinaz gibi Calvin 

döngüsü enzimleri de hidrojen peroksit varlığında inhibe olmaktadır (Puppo ve 

Halliwell, 1988).  Bu hasarı önlemek için hidrojen peroksitin hızla etkisiz hale 

gelmesi gerekmektedir. CAT hidrojen peroksiti iki molekül suya ve bir oksijen 

molekülüne indirgeyerek oksidatif hasarı önlemektedir (Şekil 2.4). 

 

 

Şekil 2.4. CAT tarafından katalizlenen reaksiyon 

 

Bitkilerde CAT’ın çoklu izoenzimleri mevcuttur. CAT izoenzimleri saptanan 

bitkilerden bazıları Nicotiana tobacco L. (Havir ve McHale, 1987), Nicotiana 

plumbaginifolia Viv. (Willekens ve ark., 1994),  Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. 

(Zhong ve ark., 1994) ve Pinus taeda L. (Mullen ve Gifford, 1993)’dir. Bitkilerin 

farklı gelişimsel süreçleri ve farklı ortamlarda yetişmesi, çoklu CAT izoenzim 

gerekliliğini açıklamaktadır. 

 

Bitkisel dokularda ve organellerde CAT, hidrojen peroksidin nötralleştirilmesinde 

ana unsurdur. Bitkilerde oksijen ile ilgili önemli metabolik yollardan olan fotosentez 

ve solunum, kloroplast ve mitokondrilerde yoğun oksidan moleküllerin oluşumuna 

neden olmakta, bu oksidan moleküllerin difüzyonla diğer organellere ve sitozole 

ulaşması durumunda ise oksidatif hasar kaçınılmaz olmaktadır. Difüzyon özelliği 

diğer radikallere göre yüksek olan hidrojen peroksitin hücre içerisine yayılması ciddi 

hasarlar oluşturmakta, hidrojen peroksit oluşumuna neden olan stres faktörleri CAT 

düzeyinde önemli değişimlere neden olmaktadır. Fakat bu değişim bitkiye, stres 

türüne, bitkisel dokuya ve stres konsantrasyonuna göre farklılık göstermektedir. 

Kadmiyum (Cd) stresine karşı bezelye bitkisi kök ve yapraklarında CAT aktivitesi 

artış gösterirken (Dixit ve ark., 2001), daha yüksek konsantrasyonlarda Cd stresinin 

CAT aktivitesini azalttığı rapor edilmiştir (Sandalio ve ark., 2001). Cıva, kadmiyum, 

kurşun ve krom (VI) streslerine maruz kalan Allium cepa L.’da CAT aktivitesi 
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uygulama dozuna bağlı olarak önce artış gösterirken, sonrasında artan dozla birlikte 

CAT aktivitesinin azaldığı rapor edilmiştir (Fatima ve Ahmad, 2005). 

 

Bu çalışmada, Benzil benzoat’ın Allium cepa L. kök ucu hücrelerinde fizyolojik, 

sitogenetik ve anatomik etkilerinin yanı sıra SOD, CAT enzim aktiviteleri ile MDA 

düzeyleri üzerine etkileri de incelenmiş ve Benzil benzoat stresinin antioksidan ve 

oksidan sistemler üzerine etkisi de aydınlatılmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

22 
 

 

 

 

BÖLÜM 3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

3.1.  Araştırma Materyali ve Uygulama Gruplarının Hazırlanması 

 

Bu çalışma, Benzil benzoat’ın 10.000 mg/L, 25.000 mg/L ve 50.000 mg/L dozları 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Araştırma materyali olarak hemen hemen eşit 

büyüklükte ve sağlıklı Allium cepa L. bulbları kullanılmıştır. Bulblar bir (1) kontrol, 

üç (3) uygulama grubu olmak üzere toplam dört gruba ayrılmış ve 85x100 mm 

çapında cam beherlere yerleştirilerek, oda sıcaklığında 72 saat süresince çimlenmeye 

bırakılmıştır. Uygulama periyodu süresince; kontrol grubundaki bulblara çeşme 

suyu, uygulama grubundaki bulblara ise 10.000 mg/L, 25.000 mg/L ve 50.000 mg/L 

dozlarında Benzil benzoat ile muamele edilmiştir. Süre sonunda kök uçları distile su 

ile yıkanmış ve standart ezme preparasyon teknikleri kullanılarak sitogenetik 

analizler için hazır hale getirilmiştir (Qian, 2004). 

 

3.2.  Fizyolojik Parametrelerin Ölçümü 

 

Uygulama periyodu sonunda kök uzunlukları çimlenen bulbların radikula oluşumları 

temel alınarak milimetrik cetvel yardımıyla, ağırlık kazanımları uygulama öncesi ve 

sonrasında elde edilen ağırlık farkları dikkate alınarak hassas terazi yardımıyla 

belirlenmiştir. Çimlenme yüzdeleri ise eşitlik 3.1 kullanılarak tespit edilmiştir (Atik 

ve ark., 2007). 

 

Çimlenme Yüzdesi =
Çimlenen Bulb Sayısı

Toplam Bulb Sayısı
 x 100     (3.1) 
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3.3.  Kromozomal Anormallikler, Mikronükleus (MN) Testi ve Mitotik İndeks 

(MI) Tayini 

 

Yaklaşık 0,5 cm uzunluğunda kesilen kök uçları iki saat  “Clarke”  fiksatöründe 

(3:glasial asetik asit/1:distile su) fiske edilmiş, 15 dakika  %96’lık etanolde yıkanmış 

ve +4 °C’de %70’lik etanolde saklanmıştır. Sonraki aşamada kök uçları, 60 °C’de 17 

dakika 1N HCl içerisinde hidrolize edilmiş, 30 dakika %45’lik asetik asit içerisinde 

bekletilmiş ve 24 saat Asetokarmin ile boyanıp, %45’lik asetik asitte ezilerek 

binoküler araştırma mikroskobunda X500 büyütmede fotoğraflanmıştır (Qian, 2004; 

Staykova ve ark, 2005). MN varlığının tespitinde Fenech ve ark. (2003; 2010) 

tarafından belirlenen kriterler dikkate alınmıştır.  

 

Hazırlanan preparatlar Mitotik İndeks (MI) oranını belirmek için binoküler araştırma 

mikroskobunda incelenmiş ve MI yüzdesi eşitlik 3.2 kullanılarak belirlenmiştir. 

 

Mitotik İndeks %  = 
Bölünen Hücre Sayısı

Analiz Edilen Toplam Hücre Sayısı
 x 100 

 

(3.2) 

3.4.  Anatomik İnceleme 

 

Kök ucu meristematik hücrelerinde meydana gelen anatomik hasarları belirlemek 

amacıyla Allium cepa L. kök uçları distile su ile yıkanarak enine kesitler alınmış ve 

Metilen Mavisi ile boyanarak binoküler araştırma mikroskobunda X500 büyütmede 

fotoğraflanmıştır.  

 

3.5.  Biyokimyasal Analizler 

 

3.5.1.  Lipid Peroksidasyon Tayini 

 

Lipid peroksidasyonu, Ünyayar ve ark. (2006) tarafından belirtilen metoda göre 

malondialdehit (MDA) miktarı ölçülerek belirlenmiştir. Kontrol ve uygulama grubu 

kök uçlarından alınan yaklaşık 0,5 g doku örneği, küçük parçalar halinde kesilmiş ve 

%5’lik trikloroasetik asit (TCA) ilave edilerek homojenize edilmiştir. Homojenatlar 
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yeni tüplere aktarılarak oda sıcaklığında 12.000 rpm’de 15 dakika santrifüj edilip, 

%20’lik TCA solüsyonunda %5’lik tiyobarbitürik asit ve süpernatan eşit hacimlerde 

yeni bir tüpe aktarılarak 96 °C’de 25 dakika kaynatılmıştır. Sonrasında ise tüpler buz 

banyosuna aktarılarak 10.000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatan’ın 

absorbansı 532 nm’de ölçülmüş ve MDA içeriği 155/mM/cm
 

ekstinksiyon 

(sönümleme) katsayısı kullanılarak hesaplanmıştır. MDA içeriğinin değerleri üç 

bağımsız örneklemenin ölçümlerinden alınarak ortalama ± standart sapma (SD) 

µmol/g taze ağırlık (T.A.) olarak belirtilmiştir.  

 

3.5.2.  Antioksidan Enzim Analizi 

 

Kontrol ve uygulama grubu kök uçlarından alınan yaklaşık 0,5 g doku örneği, 

deiyonize su ile yıkanarak küçük parçalar halinde kesilmiş ve 5 mL soğutulmuş 

sodyum fosfat tamponu (50 mM, pH 7,8) ile ezilerek homojenize edilmiştir. 

Homojenatlar yeni tüplere aktarılarak oda sıcaklığında 10,500 rpm’de 20 dakika 

santrifüj edilmiş ve süpernatan antioksidan enzim analizleri için +4 °C’de 

saklanmıştır. 

 

3.5.2.1.  Süperoksit Dismutaz (SOD) Tayini 

 

Süperoksit Dismutaz (SOD) aktivitesi Beauchamp ve Fridovich’in (1971) 

yönteminde bazı değişiklikler yapılarak tayin edilmiştir. Reaksiyon karışımı 1,5 mL 

0,05 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,8), 0,3 mL 130 mM metiyonin, 0,3 mL 750 

μM nitroblue tetrazolium klorür (NBT), 0,3 mL 0,1 mM EDTA-Na2, 0,3 mL 20 μM 

riboflavin, 0,01 mL enzim ekstresi, 0,01 mL %4 (ağırlık/hacim) çözünmeyen 

polivinilpirolidon ve 0,28 mL deiyonize su içermektedir. Reaksiyon, 10 dakika 

boyunca iki adet 15 W floresan lambanın altına tüplerin yerleştirilmesiyle başlatılmış 

ve tüpler karanlıkta 10 dakika tutularak sonlandırılmıştır. Absorbans 560 nm’de 

ölçülmüş, bir birim SOD enzim aktivitesi, uygulama koşulları altında NBT 

indirgemesinin %50 inhibisyonu için gerekli SOD enziminin miktarı olarak 

belirlenmiştir. SOD içeriğinin değerleri üç bağımsız örneklemenin ölçümlerinden 
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alınarak ortalama ± standart sapma (SD) U/mg taze ağırlık (T.A.) olarak 

belirtilmiştir.  

 

3.5.2.2.  Katalaz (CAT) Tayini 

 

Katalaz aktivitesi (CAT), Beers ve Sizer (1952) tarafından belirlenen yönteme göre 

tayin edilmiştir. CAT aktivitesi, 1,5 mL 200 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7,8), 

1,0 mL deiyonize su ve kullanmadan hemen önce hazırlanan 0,3 mL 0,1 M H2O2 

içeren 2,8 mL reaksiyon karışımında 25°C’de UV-VIS spektrofotometre ile 

belirlenmiştir. Reaksiyon, 0,2 mL enzim ekstresi eklenerek başlatılmıştır. CAT 

aktivitesi H2O2 tüketiminin bir sonucu olarak 240 nm’de absorbanstaki azalmanın 

izlenmesi ile ölçülmüştür. CAT aktivite birimi, 240 nm absorbansta 0,1 birim 

değişiklik olarak tanımlanmıştır. CAT içeriğinin değerleri üç bağımsız örneklemenin 

ölçümlerinden alınarak ortalama ± standart sapma (SD) OD240 nm/dk. g taze ağırlık 

(T.A.) olarak belirtilmiştir. 

 

3.6.  İstatistiksel Analiz 

 

İstatistiksel verilerin analizi için SPSS Statistics V 23.0 (IBM Corp, USA, 2015) 

paket programı kullanılmıştır. Gruplar arasında istatistiksel farklılıkların 

değerlendirilmesi One-way ANOVA ve Duncan testleri kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Veriler ortalama ± SD değerleri olarak verilmiş ve P değeri 

0,05’den küçük olduğunda istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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BÖLÜM 4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

 

Benzil benzoat’ın çimlenme üzerine etkisi Tablo 4.1’de gösterilmiştir. Kontrol grubu 

olan Grup I’de çimlenme %100 oranında gerçekleşirken, kontrol grubuna göre 

çimlenmenin Grup II’de %17, Grup III’de %37 ve Grup IV’de ise %53 oranında 

daha düşük olduğu tespit edilmiştir. Uygulama gruplarında, en fazla çimlenme 

yüzdesi Benzil benzoat’ın 10.000 mg/L dozuyla muamele edilen Grup II’de, en az 

ise Benzil benzoat’ın 50.000 mg/L dozu ile muamele edilen Grup IV’de tespit 

edilmiştir. Uygulanan Benzil benzoat dozundaki artış ile birlikte çimlenme 

yüzdesinin azaldığı, diğer bir ifadeyle artan Benzil benzoat dozu ile çimlenme 

yüzdesi arasında ters bir orantı olduğu tespit edilmiştir.  

 

Tablo 4.1. Benzil benzoat’ın çimlenme üzerine etkisi 

Gruplar 
Çimlendirilen  

bulb sayısı 

Çimlenen 

bulb sayısı 

Çimlenmeyen    

bulb sayısı 

Çimlenme 

yüzdesi % 

Grup I  30 30 0
 

100 

Grup II 30 25 5
 

  83 

Grup III 30 19 11   63 

Grup IV 30 14 16   47 

*Grup I: Kontrol, Grup II: 10.000 mg/L Benzil benzoat, Grup III: 25.000 mg/L Benzil benzoat, Grup 

IV: 50.000 mg/L Benzil benzoat. 

 

Benzil benzoat’ın kök uzunluğu üzerine etkisi Tablo 4.2’de gösterilmiştir. 72 saatlik 

uygulama periyodu sonunda, kontrol grubunda (Grup I) ortalama 8,25 cm kök 

uzunluğu ölçülürken, kontrol grubuna göre kök uzunluklarının 10.000 mg/L dozunda 

Benzil benzoat uygulanan Grup II’de ortalama 2,67 cm azaldığı, 25.000 mg/L Benzil 

benzoat uygulanan Grup III’de ortalama 5,12 cm azaldığı ve 50.000 mg/L Benzil 

benzoat uygulanan Grup IV’de ise ortalama 6,95 cm azaldığı tespit edilmiştir. Artan 

Benzil benzoat dozu ile birlikte kök uzunluğunda meydana gelen artışın azaldığı, 

uygulanan Benzil benzoat dozu ile kök uzunluğunda meydana gelen artışın ters 

orantı gösterdiği belirlenmiştir. Gruplarda meydana gelen farklı kök uzunluğu 

artışlarının ise istatistiksel olarak anlamlı (P<0.05) olduğu gözlenmiştir. 
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Tablo 4.2. Benzil benzoat’ın kök uzunluğu (cm) üzerine etkisi 

Gruplar minimum maksimum Ortalama 

Grup I 7,30 9,50 8,25±0,81
a 

Grup II 4,50 6,50 5,58±0,75
b 

Grup III 2,30 4,20 3,13±0,60
c 

Grup IV 0,80 2,00 1,30±0,37
d 

*Grup I: Kontrol, Grup II: 10.000 mg/L Benzil benzoat, Grup III: 25.000 mg/L Benzil benzoat, Grup 

IV: 50.000 mg/L Benzil benzoat (n=10). Veriler ortalama ± standart sapma (SD) olarak gösterildi. 
Ortalamalar arasındaki istatistiksel önem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi 
kullanılarak belirlendi. Aynı sütun içerisinde farklı harfler ile gösterilen ortalamalar istatistiksel açıdan 
önemlidir (P<0,05).  

 

Benzil benzoat’ın ağırlık artışı üzerine etkisi Tablo 4.3’de verilmiştir. Tablodaki 

veriler incelendiğinde, uygulama periyodu sonunda kontrol grubundaki bulblarda 

ortalama 7,71 g ağırlık artışı meydana gelirken, kontrol grubuna göre Grup II’de 

ortalama 2,83 g, Grup III’de ortalama 4,75 g ve Grup IV’de 7,27 g daha az ağırlık 

artışı meydana geldiği belirlenmiştir. Uygulama gruplarında en fazla ağırlık artışı 

Grup II’de ölçülürken, en az ağırlık artışı ise Benzil benzoat’ın en yüksek dozu ile 

muamele edilen Grup IV’de gözlenmiştir. Uygulanan Benzil benzoat dozu ile bulb 

ağırlık artışının ters orantılı olduğu, ağırlık artışındaki farkların ise istatistiksel olarak 

anlamlı (P<0,05) olduğu tespit edilmiştir.    

 

Tablo 4.3. Benzil benzoat’ın ağırlık artışı (g) üzerine etkisi 

Gruplar Başlangıç ağırlığı Son ağırlık Ağırlık artışı 

Grup I 6,38±0,36
d 

14,09±0,78
a 

+7,71 

Grup II 6,29±0,48
d 11,17±1,66

b 
+4,88 

Grup III 6,32±0,86
d 

  9,28±1,42
c 

+2,96 

Grup IV 6,20±0,58
d 

  6,64±1,07
d 

+0,44 

*Grup I: Kontrol, Grup II: 10.000 mg/L Benzil benzoat, Grup III: 25.000 mg/L Benzil benzoat, Grup 

IV: 50.000 mg/L Benzil benzoat (n=10). Veriler ortalama ± standart sapma (SD) olarak gösterildi. 
Ortalamalar arasındaki istatistiksel önem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi 
kullanılarak belirlendi. Aynı sütün içerisinde farklı harfler ile gösterilen ortalamalar istatistiksel açıdan 
önemlidir (P<0,05).  
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Benzil benzoat’ın A. cepa kök ucu hücrelerinde teşvik ettiği MN varlığı ve sıklığı 

Şekil 4.1 ile Tablo 4.4’de gösterilmiştir. Tablodaki verilerden de anlaşıldığı üzere, 

kontrol grubu olan Grup I’de ortalama 0,30 oranında MN oluşumu tespit edilmiştir. 

Uygulama grupları kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, Grup II’de bu oranın 

ortalama 39,33 kat arttığı, Grup III’de ortalama 82,33 kat arttığı ve Grup IV’de ise 

ortalama 158,67 kat artış gösterdiği belirlenmiştir. Artan Benzil benzoat dozuyla 

birlikte MN oluşumunun arttığı, diğer bir ifadeyle MN oluşumundaki artış ile 

uygulanan Benzil benzoat dozu arasında doğru orantı olduğu gözlenmiştir. Ayrıca 

gruplar arasında belirlenen MN sayılarındaki farkların ise istatistiksel açıdan önemli 

olduğu tespit edilmiştir (P<0,05). 

 

Tablo 4.4. Benzil benzoat’ın kök ucu hücrelerinde teşvik ettiği mikronükleus (MN) sıklığı 

Gruplar 
Hesaplanan 

hücre sayısı 
Minimum 

(MN) 

Maksimum 

(MN) 

Ortalama  

(MN) 

Grup I  1000 0 1  0,30±0,48
d
 

Grup II 1000 7 16 11,80±2,74
c
 

Grup III 1000 19 30 24,70±3,34
b
 

Grup IV 1000 40 55 47,60±5,34
a
 

*Grup I: Kontrol, Grup II: 10.000 mg/L Benzil benzoat, Grup III: 25.000 mg/L Benzil benzoat, Grup 

IV: 50.000 mg/L Benzil benzoat. Veriler ortalama ± standart sapma (SD) olarak gösterildi (n = 10). 
Ortalamalar arasındaki istatistiksel önem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans 
analizi kullanılarak belirlendi. Aynı sütün içerisinde farklı harfler ile gösterilen ortalamalar 
istatistiksel açıdan önemlidir  (P<0,05). 

 

A. cepa kök ucu hücrelerinde Benzil benzoat’ın farklı dozları tarafından teşvik edilen 

kromozomal hasarlar Tablo 4.5 ve Şekil 4.1’de gösterilmiştir. Yapılan mikroskobik 

inceleme sonucunda meydana gelen kromozomal hasar sıklığının sırasıyla 

fragment>yapışkan kromozom>kromozom köprüsü> kromatinin eşit olmayan 

dağılımı>c-mitoz şeklinde olduğu belirlenmiştir. Benzil benzoat’ın kromozomlar 

üzerinde en büyük etkisi ise fragment oluşumu şeklinde olmuştur. Kontrol grubunda 

bir kaç yapışkan kromozom, kromozom köprüsü, c-mitoz dışında herhangi bir 

kromozomal hasara rastlanılmazken, uygulama gruplarında oluşan tüm kromozomal 

hasarlar uygulama dozuna bağlı olarak artış göstermiştir. Uygulanan Benzil benzoat 

dozundaki artış ile birlikte oluşan kromozomal hasar sayılarının arttığı ve bu 

artışların ise istatistiksel olarak önemli olduğu (P<0,05) belirlenmiştir. 
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Tablo 4.5. Benzil benzoat’ın sebep olduğu kromozomal hasarlar 

Gruplar 

Kök 
ucu 

sayısı 

Mitotik 

hücre 
sayısı 

FRG YK KK KED CM 

Grup I 10 100
 0,00±0,00d

 0,30±0,48d
 0,20±0,42d

 0,00±0,00d
 0,10±0,32d

 

Grup II 10 100
 17,10±3,81c

 13,40±2,91c
 10,80±2,53c

 8,20±2,20c
 3,60±1,07c

 

Grup III 10 100 33,10±4,77b
 27,60±4,48b

 20,90±5,15b
 14,80±4,08b

 9,50±2,07b
 

GrupIV 10 100 65,20±7,36a
 46,70±8,10a

 39,90±8,12a
 30,20±6,70a

 23,40±5,62a
 

Grup I: Kontrol, Grup II: 10.000 mg/L Benzil benzoat, Grup III: 25.000 mg/L Benzil benzoat, Grup 

IV: 50.000 mg/L Benzil benzoat. Veriler ortalama ± standart sapma (SD) olarak gösterildi (n = 10). 
Kromozomal hasarlar için, her bir gruptaki her bir kök ucunda 100 hücre, toplamda ise 1000 hücre 
analiz edildi. Ortalamalar arasındaki istatistiksel önem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA 
varyans analizi kullanılarak araştırıldı. Aynı sütün içerisinde farklı harfler ile gösterilen ortalamalar 
istatistiksel açıdan önemlidir  (P<0,05). (FRG: fragment, YK: yapışkan kromozom, KK: kromozom 

köprüsü, KED: kromatinin eşit olmayan dağılımı, CM: c-mitoz). 
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Şekil 4.1. Benzil benzoat tarafından teşvik edilen kromozomal hasarlar (a: fragment, b: yapışkan 
kromozom, c: kromozom köprüsü, d: kromatinin eşit olmayan dağılımı, e: c-mitoz, f: MN). 
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Benzil benzoat uygulamasının A. cepa kök ucu hücrelerinde Mitotik İndeks (MI) 

üzerine etkisi Tablo 4.6’da gösterilmiştir. Elde edilen veriler incelendiğinde en 

yüksek MI kontrol grubu olan Grup I’de %9,02 olarak tespit edilmiştir. Kontrol 

grubuna göre MI oranının, 10.000 mg/L dozunda Benzil benzoat uygulanan Grup 

II’de %0,94, 25.000 mg/L Benzil benzoat uygulanan Grup III’de %2,02 ve 50.000 

mg/L Benzil benzoat uygulanan Grup IV’de ise %3,67 oranlarında daha düşük 

olduğu gözlemlenmiştir. Elde edilen bulgular incelendiğinde artan Benzil benzoat 

dozuyla birlikte MI’in azaldığı, diğer bir ifadeyle MI ile Benzil benzoat uygulama 

dozunun ters orantı gösterdiği belirlenmiştir. Ayrıca gruplar arasında belirlenen MI 

farklarının ise istatistiksel açıdan önemli olduğu tespit edilmiştir (P<0,05). 

 

Tablo 4.6. Benzil benzoat’ın Mitotik İndeks (MI) üzerine etkisi 

Gruplar Kök Uçları Sayısı (n) Mitotik İndeks (MI) Yüzde (%) 

Grup I  10 901,50±32.35a
  9,02

 

Grup II 10 808,40±30.84b
 8,08 

Grup III 10 699,50±32.86c
 7,00 

Grup IV 10 534,70±16.67d
 5,35

 

Grup I: Kontrol, Grup II: 10.000 mg/L Benzil benzoat, Grup III: 25.000 mg/L Benzil benzoat, Grup 

IV: 50.000 mg/L Benzil benzoat. Veriler ortalama ± standart sapma (SD) olarak gösterildi (n = 10). 
MI hasarlar için, her bir gruptaki her bir kök ucunda 1.000 hücre, toplamda ise 10.000 hücre analiz 
edildi. Ortalamalar arasındaki istatistiksel önem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans 
analizi kullanılarak belirlendi. Aynı sütün içerisinde farklı harfler ile gösterilen ortalamalar 
istatistiksel açıdan önemlidir  (P<0,05).  

 

Mikroskobik gözlemler sonucunda Benzil benzoat uygulamasının A. cepa kök ucu 

hücrelerinde belirgin anatomik hasarlara neden olduğu gözlenmiştir. Bu hasarlar 

nekroz, hücre deformasyonu, yassılaşmış hücre çekirdeği, korteks hücre 

deformasyonu, korteks hücrelerinde bazı maddelerin birikimi, korteks hücre çeper 

kalınlaşması ve belirgin olmayan iletim doku şeklindedir (Şekil 4.2). Yapılan 

incelemeler sonucunda kontrol grubu kök ucu hücre ve dokularında herhangi bir 

anatomik değişime rastlanılmazken (Şekil 4.3), uygulama gruplarında Benzil benzoat 

uygulama dozundaki artışa bağlı olarak oluşan anatomik hasarların oranında artış 

meydana geldiği belirlenmiştir.  
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Şekil 4.2. A. cepa kök ucu meristematik hücrelerinde Benzil benzoat uygulamasının neden olduğu 
anatomik değişimler (a: nekroz, b: hücre deformasyonu, c: yassılaşmış hücre çekirdeği, d: korteks 
hücre deformasyonu, e: korteks hücrelerinde bazı maddelerin birikimi, f: korteks hücre çeper 
kalınlaşması, g: belirgin olmayan iletim doku). 
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Şekil 4.3. Kontrol grubu kök ucu meristematik hücrelerinin görünümleri (a: korteks hücrelerinin 
olağan görünümü, b: hücre çekirdeğinin olağan şekli, c: iletim dokunun olağan görünümü, d: epitel 
hücrelerinin olağan görünümü). 

 

Benzil benzoat uygulamasının A. cepa kök ucu hücrelerinde MDA düzeyleri üzerine 

etkisi Tablo 4.7’de gösterilmiştir. Tablodaki veriler incelendiğinde en düşük MDA 

düzeyi kontrol grubu olan Grup I’de ortalama 10,00±1,89 µmol/g 
T.A. olarak 

ölçülmüştür. Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında MDA düzeyinin 10.000 mg/L 

dozunda Benzil benzoat uygulanan Grup II’de 1,45 katına, 25.000 mg/L Benzil 

benzoat uygulanan Grup III’de 1,83 katına ve 50.000 mg/L Benzil benzoat 

uygulanan Grup IV’de ise 2,21 katına yükseldiği tespit edilmiştir. Tabloda sunulan 

veriler incelendiğinde artan Benzil benzoat dozuyla birlikte MDA düzeyinin arttığı, 

diğer bir ifadeyle MDA düzeyi ile Benzil benzoat uygulama dozu arasında doğru 

orantı olduğu belirlenmiştir. Ayrıca gruplar arasında belirlenen MDA düzey 

farklarının ise istatistiksel açıdan önemli olduğu tespit edilmiştir (P<0,05). 
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Tablo 4.7. Benzil benzoat’ın kök ucu hücrelerinde Malondialdehit (MDA) [µmol/g T.A.] düzeyleri 
üzerine etkisi 

Gruplar 
Minimum 

MDA 

Maksimum 

MDA 

Ortalama 

MDA 

Grup I 8 13 10,00±1,89
d
 

Grup II 12 17 14,50±1,72
c
 

Grup III 15 22 18,30±2,54
b
 

Grup IV 18 27 22,10±3,18
a
 

Grup I: Kontrol, Grup II: 10.000 mg/L Benzil benzoat, Grup III: 25.000 mg/L Benzil benzoat, Grup 

IV: 50.000 mg/L Benzil benzoat. Veriler ortalama ± standart sapma (SD) olarak gösterildi (n = 10). 
Ortalamalar arasındaki istatistiksel önem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans 
analizi kullanılarak belirlendi. Aynı sütün içerisinde farklı harfler ile gösterilen ortalamalar 
istatistiksel açıdan önemlidir  (P<0,05). 

 

Benzil benzoat uygulamasının A. cepa kök ucu hücrelerinde, SOD düzeyleri üzerine 

etkisi Tablo 4.8’de gösterilmiştir. SOD düzeyleri incelendiğinde, en düşük SOD 

düzeyi kontrol grubunda ortalama 75,00±8,20 µmol/g T.A. olarak ölçülmüş, SOD 

düzeylerinin kontrol grubuna göre Grup II’de ortalama 1,25 katına, Grup III’de 

ortalama 2,09 katına ve Grup IV’de ise ortalama 2,41 katına yükseldiği tespit 

edilmiştir. Benzil benzoat dozundaki artışla birlikte SOD düzeyinin arttığı, diğer bir 

ifadeyle SOD düzeyi ile Benzil benzoat uygulama dozu arasında doğru bir orantı 

olduğu belirlenmiştir. Ayrıca gruplar arasında belirlenen SOD düzeyi farklarının ise 

istatistiksel açıdan önemli olduğu gözlenmiştir (P<0,05). 

 

Tablo 4.8. Benzil benzoat’ın kök ucu hücrelerinde Süperoksit Dismutaz (SOD) [U/mg T.A.] düzeyleri 
üzerine etkisi 

Gruplar 
Minimum 

SOD 

Maksimum 

SOD 

Ortalama 

SOD 

Grup I 60 85 75,00±8,20d
  

Grup II 80 110 94,00±9,47c
  

Grup III 140 175 157,00±12,43b
  

Grup IV 160 200 180,70±13,60a
  

Grup I: Kontrol, Grup II: 10.000 mg/L Benzil benzoat, Grup III: 25.000 mg/L Benzil benzoat, Grup 

IV: 50.000 mg/L Benzil benzoat. Veriler ortalama ± standart sapma (SD) olarak gösterildi (n = 10). 
Ortalamalar arasındaki istatistiksel önem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans 
analizi kullanılarak belirlendi. Aynı sütün içerisinde farklı harfler ile gösterilen ortalamalar 

istatistiksel açıdan önemlidir  (P<0,05). 
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Benzil benzoat uygulamasının A. cepa kök ucu hücrelerinde CAT düzeyleri üzerine 

etkisi Tablo 4.9’da gösterilmiştir. En düşük CAT düzeyi kontrol grubunda ortalama 

1,17±0,25 µmol/g 
T.A. olarak ölçülürken, CAT düzeyinin kontrol grubuna göre Grup 

II’de ortalama 1,21 katına, Grup III’de ortalama 1,55 katına ve Grup IV’de ise 

ortalama 1,91 katına yükseldiği tespit edilmiştir. Artan Benzil benzoat dozuyla 

birlikte CAT düzeyinin arttığı, diğer bir ifadeyle CAT düzeyi ile Benzil benzoat 

uygulama dozu arasında doğru orantı olduğu belirlenmiştir. Ayrıca gruplar arasında 

belirlenen CAT düzeyi farklarının ise istatistiksel açıdan önemli olduğu tespit 

edilmiştir (P<0,05). 

 

Tablo 4.9. Benzil benzoat’ın kök ucu hücrelerinde Katalaz (CAT) [OD240nm/dk g T.A.] düzeyleri 
üzerine etkisi 

Gruplar 
Minimum 

CAT 

Maksimum 

CAT 

Ortalama 

CAT 

Grup I 0,75 1,45 1,17±0,25d
  

Grup II 1,21 1,55 1,42±0,12c
  

Grup III 1,65 1,95 1,81±0,11b
  

Grup IV 1,96 2,45 2,24±0,18a
  

Grup I: Kontrol, Grup II: 10.000 mg/L Benzil benzoat, Grup III: 25.000 mg/L Benzil benzoat, Grup 

IV: 50.000 mg/L Benzil benzoat. Veriler ortalama ± standart sapma (SD) olarak gösterildi (n = 10). 
Ortalamalar arasındaki istatistiksel önem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans 

analizi kullanılarak belirlendi. Aynı sütün içerisinde farklı harfler ile gösterilen ortalamalar 
istatistiksel açıdan önemlidir  (P<0,05). 
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BÖLÜM 5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

 

Bu çalışmada, Benzil benzoat’ın 10.000 mg/L, 25.000 mg/L ve 50.000 mg/L 

dozlarının A. cepa kök ucu hücrelerinde teşvik ettiği fizyolojik, sitogenetik, anatomik 

ve biyokimyasal değişimler incelenmiştir. Fizyolojik değişimler; kök uzunluğu, 

ağırlık artışı ve çimlenme yüzdesinin belirlenmesi ile, sitogenetik değişimler; 

kromozomal anormallikler, mikronükleus (MN) sıklığı ve mitotik indeks (MI)’in 

belirlenmesi ile, anatomik değişimler; kök ucu hücrelerinde meydana gelen anatomik 

değişimlerin belirlenmesi ile, biyokimyasal değişimler ise lipid peroksidasyonu 

tayini ve antioksidan enzim analizleri ile tespit edilmiştir. Lipid peroksidasyonu 

MDA düzeyinin, antioksidan enzim analizleri ise SOD ve CAT düzeylerinin 

ölçülmesiyle tespit edilmiştir. Benzil benzoat’ın toksik etkileri üzerine 

gerçekleştirilen yeterli ve kapsamlı çalışmaların bulunmaması ise gerçekleştirilen bu 

çalışmanın önemini bir kat daha arttırmaktadır. 

 

A. cepa test materyaline Benzil benzoat’ın farklı dozlarıyla muamele edilmesi, 

çimlenmeyi inhibe edici etki göstermiştir. Kontrol grubunda %100, Grup II’de %83, 

Grup III’de %63 ve Grup IV’de ise %47 oranında çimlenme yüzdesi tespit edilmiştir. 

Uygulanan Benzil benzoat dozundaki artış ile birlikte çimlenme yüzdesinin azaldığı, 

diğer bir ifadeyle artan Benzil benzoat dozu ile çimlenme yüzdesinin ters orantı 

gösterdiği tespit edilmiştir. Literatürde Benzil benzoat’ın kök uzunluğu üzerine 

etkilerini araştıran kapsamlı bir çalışma bulunmamakla birlikte, elde edilen sonuçları 

destekleyen, diğer gıda katkı maddeleri ve kimyasal maddeler ile gerçekleştirilmiş 

benzer çalışmalar bulunmaktadır. Örneğin Singh (2017) tarafından gerçekleştirilen 

bir çalışmada gıda, ilaç ve kozmetik alanlarında renklendirici katkı maddesi olarak 

kullanılan tartrazin, Vigna radiata (L.) R. Wilczek tohumlarına 0,05 ppm ve 0,1 ppm 

dozlarında uygulanmış, sonuç olarak 0,05 ppm tartrazin uygulanan grupta %90 

oranında çimlenme meydana geldiği, 0,1 ppm tartrazin uygulanan grupta ise 
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çimlenme olmadığı ve uygulama dozuna bağlı olarak çimlenme yüzdesinin azaldığı 

rapor edilmiştir. Pereira ve ark. (2010) tarafından gerçekleştirilen bir başka 

çalışmada ise bitlenme ve uyuz hastalığı tedavisinde kullanılan bir insektisit olan ve 

benzen moleküllerinin klorlanması ile üretilen heksaklorosikloheksanın 300, 600, 

1250, 2500, 5000, 7500, 10000 ve 12500 mg/kg dozları, Triticum aestivum L., Avena 

sativa L., Hordeum vulgare L., Trifolium pratense L., Trifolium repens L., Pisum 

sativum L., Phaseolus vulgaris L., Brassica sp. ve  Solanum nigrum L. bitkilerine 

uygulamış, sonuç olarak Trifolium repens L.’ın çimlenmediği, Trifolium pratense 

L.’nin çimlenme oranının düşük olduğu, Triticum aestivum L., Pisum sativum L. ve 

Solanum nigrum L.’de uygulama konsantrasyonunun artmasıyla birlikte çimlenme 

oranlarında kademeli bir azalma meydana geldiği ve çimlenme oranının %50’nin 

altına düştüğü, Triticum aestivum L. çimlenmesinin 5000 mg/kg ve üzeri dozlarda 

önemli oranda etkilendiği, Avena sativa L., Hordeum vulgare L., Brassica sp. ve 

Phaseolus vulgaris L. bitkilerinde ise çimlenme oranındaki azalmaların yüksek 

konsantrasyonlarda meydana geldiği belirlenmiştir. Bidlan ve ark. (2004) tarafından 

gerçekleştirilen bir diğer çalışmada ise farklı heksaklorosikloheksan’ın farklı 

dozlarının turp ve maş fasulyesinde çimlenme üzerine etkileri araştırılmış, sonuç 

olarak her iki tür için de çimlenme yüzdesinin uygulama dozuna bağlı olarak azaldığı 

bildirilmiştir. 

 

Benzil benzoat diğer fizyolojik parametre olan kök uzunluğu üzerinde de inhibe edici 

etki göstermiştir. Benzil benzoat’ın uygulama dozundaki artış ile birlikte, kök 

uzunluğunun azaldığı tespit edilmiştir. Kontrol grubunda ortalama 8,25±0,81 cm kök 

uzunluğu ölçülürken, 10.000 mg/L dozunda Benzil benzoat uygulanan Grup II’de 

ortalama 5,58±0,75 cm, 25.000 mg/L Benzil benzoat uygulanan Grup III’de ortalama 

3,13±0,60 cm ve 50.000 mg/L Benzil benzoat uygulanan Grup IV’de ise ortalama 

1,30±0,37 cm kök uzunluğu ölçülmüştür. En fazla kök uzunluğu kontrol grubunda, 

en düşük kök uzunluğu ise Benzil benzoat’ın 50.000 mg/L dozuyla muamele edilen 

Grup IV’de belirlenmiştir. Çalışmada elde ettiğimiz bulguları destekleyen, diğer 

araştırmacılar tarafından farklı gıda katkı maddeleri ve koruyucuları ile 

gerçekleştirilmiş benzer çalışmalar da bulunmaktadır. Örneğin Onyemaobi ve ark. 

(2012) tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada A. cepa test materyaline, sodyum 
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metabisülfit (E-223) ve sodyum benzoat (E-211)’ın 0,25M, 0,10M, 0,05M ve 

0,025M dozlarıyla 3, 6, 9 ve 24 saat süresince muamele edilmiş, sonuçta yüksek 

konsantrasyonlara ve daha uzun muamele süresine maruz kalan A. cepa dokularında, 

her iki koruyucu katkı maddesinin de kök uzunluğu artışında azalmaya neden olduğu 

rapor edilmiştir. Adeyemo ve Farinmade (2013) tarafından gerçekleştirilen bir başka 

çalışmada ise gıdalarda lezzet arttırıcı katkı maddesi olarak kullanılan monosodyum 

glutamat (MSG), A. cepa test materyaline 1,0 g/L, 3,0 g/L, 5,0 g/L ve 7,0 g/L 

dozlarında uygulanarak, beş gün süresince kök uzunluğunda meydana gelen 

değişimler ölçülmüş, sonuçta MSG uygulamasının tüm test konsantrasyonlarında kök 

büyümesini inhibe ettiği ve bunun yüksek dozlarda istatistiksel olarak daha önemli 

olduğu bildirilmiştir. Koç ve Pandir (2018) tarafından gerçekleştirilen bir diğer 

çalışmada ise A. cepa test materyaline gıda maddelerinde renklendirici olarak 

kullanılan günbatımı sarısı (E-110) ve brilliant blue (E-133) katkı maddelerinin farklı 

dozlarıyla muamele edilmiş, sonuçta kök uzunluğunda meydana gelen artışın, artan 

uygulama dozuna bağlı olarak azalış gösterdiği tespit edilmiştir.  

 

Gerçekleştirilen çalışmada Benzil benzoat uygulamasının bir diğer fizyolojik 

parametre olan ağırlık artışı üzerinde de inhibe edici bir etki gösterdiği belirlenmiştir. 

72 Saatlik uygulama periyodu sonunda, kontrol grubunda ortalama 7,71 g, 10.000 

mg/L Benzil benzoat uygulanan Grup II’de ortalama 4,88 g, 25.000 mg/L Benzil 

benzoat uygulanan Grup III’de ortalama 2,96 g ve 50.000 mg/L Benzil benzoat 

uygulanan Grup IV’de ise ortalama 0,44 g’lık bir ağırlık artışı ölçülmüştür. 

Uygulanan Benzil benzoat dozu ile ağırlık artışı arasında ters bir orantı olduğu tespit 

edilmiştir. Literatürde Benzil benzoat’ın ağırlık artışı üzerine etkilerini araştıran 

kapsamlı bir çalışma bulunmamasına rağmen, bazı hastalıkların tedavisinde ve 

insektlerle mücadelede kullanılan kimyasal maddelerle gerçekleştirilmiş benzer 

çalışmalar bulunmaktadır. Örneğin Kumar ve Singhal (2009) tarafından 

gerçekleştirilen bir çalışmada, Vigna radiata (L.) R. Wilczek tohumlarına 0,1 

mg/mL, 1,0 mg/mL ve 2,5 mg/mL dozlarında lateks ekstresi, 0,05 mg/mL ve 0,5 

mg/mL dozunda genital lezyonların tedavisi için topikal olarak kullanılan bir bitki 

toksini olan podofilotoksin, 1,0 mg/mL ve 10,0 mg/ mL dozunda DNA alkilleyici bir 

ilaç olan siklofosfamid, 0,5 mg/mL ve 1,0 mg/mL dozunda histamin ve serotonin 
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antagonisti olan siproheptadin, 0,5 mg/mL ve 2,0 mg/mL dozunda ise steroidal 

olmayan bir anti-inflamatuar ilaç olan aspirin uygulanmış ve radikula uzunlukları 1,0 

ile 1,5 cm arası uzunluğa ulaştığında yapılan ağırlık ölçümleri sonucunda, 

siproheptadin dışındaki tüm gruplarda, uygulanan kimyasal maddelerin dozuna bağlı 

olarak ağırlık artışında azalmaya sebep olduğu bildirilmiştir. Arslanoğlu (2011) 

tarafından gerçekleştirilen bir başka çalışmada ise A. cepa test materyaline 600, 1200 

ve 1800 ppm dozlarında Basudin 60 EM insektisiti uygulanmış, sonuçta artan doza 

bağlı olarak ağırlık kazanımında azalma meydana geldiği rapor edilmiştir. Çavuşoğlu 

ve ark. (2012b) tarafından gerçekleştirilen bir diğer çalışmada ise 100 mg/kg, 250 

mg/kg ve 500 mg/kg dozlarında tiyametoksam insektisiti A. cepa test materyaline 

uygulanmış, sonuç olarak artan uygulama dozunun ağırlık kazanımında azalmaya 

neden olduğu belirlenmiştir. 

 

Gerçekleştirdiğimiz çalışmada Benzil benzoat uygulamasının sitogenetik etkileri MN 

ile kromozomal hasar oluşumu ve MI oranının belirlenmesiyle araştırılmıştır. Benzil 

benzoat’ın A. cepa kök ucu hücrelerinde, uygulama dozuna bağlı olarak MN 

oluşumunu teşvik ettiği belirlenmiştir. Mikroskobik incelemeler sonucunda, kontrol 

grubunda ortalama 0,30±0,48
 oranında MN oluşumuna rastlanırken, 10.000 mg/L 

dozunda Benzil benzoat uygulanan Grup II’de ortalama 11,80±2,74 oranında, 25.000 

mg/L Benzil benzoat uygulanan Grup III’de ortalama 24,70±3,34 oranında ve 50.000 

mg/L Benzil benzoat uygulanan Grup IV’de ise ortalama 47,60±5,34 oranında MN 

oluşumu tespit edilmiştir. Uygulama sonucunda Benzil benzoat dozundaki artışla 

doğru orantılı olarak, MN sıklığının da arttığı tespit edilmiştir. Elde ettiğimiz 

bulguları destekleyen, diğer gıda katkı maddeleri ve kimyasal maddeler ile 

gerçekleştirilmiş benzer çalışmalar bulunmaktadır. Örneğin Dönbak ve ark. (2002) 

tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada, gıdalarda koruyucu katkı maddesi olarak 

kullanılan borik asitin A. cepa test materyali üzerine sitogenetik etkileri araştırılmış, 

sonuçta borik asitin MN oluşumuna neden olduğu rapor edilmiştir. Gomes ve ark. 

(2013) tarafından gerçekleştirilen bir başka çalışmada ise A. cepa kök ucu meristem 

hücrelerine gıdalarda renklendirici katkı maddeleri olarak kullanılan günbatımı sarısı 

(E-110), bordeaux kırmızısı (E-123) ve tartrazin sarısı (E-102) uygulanmış, sonuçta 

katkı maddesi uygulamasının MN oluşumuna neden olduğu rapor edilmiştir. Soykan 
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ve Koca (2014) tarafından gerçekleştirilen bir diğer çalışmada ise diklorvos 

insektisitinin 2 ml/L, 4 ml/L, 6 ml/L’lik dozları 12, 24 ve 48 saat süresince A. cepa 

test materyaline uygulanmış, sonuçta diklorvos uygulamasının MN oluşumunu teşvik 

ettiği rapor edilmiştir. 

 

Mikroskobik gözlemler sonucunda, Benzil benzoat uygulamasının teşvik ettiği 

kromozomal hasar sıklığının sırasıyla fragment>yapışkan kromozom>kromozom 

köprüsü> kromatinin eşit olmayan dağılımı>c-mitoz şeklinde olduğu belirlenmiştir. 

Kontrol grubunda bir kaç yapışkan kromozom, kromozom köprüsü, c-mitoz dışında 

herhangi bir kromozom hasarına rastlanılmazken, uygulama gruplarında kromozomal 

hasarların uygulama dozuna bağlı olarak artış gösterdiği tespit edilmiştir. 

Bulgularımızı destekleyen, diğer gıda katkı maddeleri ve insektisitler ile 

gerçekleştirilmiş benzer çalışmalar da mevcuttur. Örneğin Türkoğlu (2007) 

tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada, gıdalarda koruyucu katkı maddesi olarak 

kullanılan sodyum benzoat, borik asit, sitrik asit ve potasyum sitrat A. cepa 

bulblarına 20, 40, 60, 80 ve 100 ppm dozlarında uygulanmış, sonuçta anafaz 

köprüsü, c-mitoz, geri kalmış kromozom ve yapışkan kromozom şeklinde 

kromozomal hasarlar meydana geldiği, meydana gelen toplam kromozomal hasar 

miktarının uygulama dozuna ve süresine bağlı olarak artış gösterdiği rapor edilmiştir. 

Yılmaz ve ark. (2008) tarafından gıdalarda katkı maddesi olarak kullanılan sitrik asit 

(E-330) ve benzoik asit (E-210)’in Allium sativum L. kök ucu hücreleri üzerine 

sitogenetik etkileri araştırılmış, sitrik asit ve benzoik asit uygulamasının yapışkan 

kromozom, c-mitoz, geri kalmış kromozom, fragment ve köprü şeklinde kromozomal 

hasar oluşumuna neden olduğu bildirilmiştir. Singh ve ark. (2007) tarafından 

gerçekleştirilen bir çalışmada ise Hordeum vulgare L. tohumlarına %0,05, %0,1 ve 

%0,5 konsantrasyonlarında profenofos insektisiti ve mankozeb fungusiti ile muamele 

edilmiş, sonuçta uygulama dozuna bağlı olarak kromozomal anormallik oluşumunda 

artış meydana geldiği, oluşan kromozomal hasarların düzensiz metafaz, kromozom 

köprüleri, geri kalmış kromozom, kromozomal kırıklar ve diyagonal anafaz şeklinde 

olduğu rapor edilmiştir. 
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Bu çalışmada, Benzil benzoat’ın A. cepa kök ucu hücrelerinde Mitotik İndeks (MI) 

üzerinde de etki gösterdiği belirlenmiştir. En yüksek MI kontrol grubunda %9,02,  

10.000 mg/L dozunda Benzil benzoat uygulanan Grup II’de %8,08, 25.000 mg/L 

Benzil benzoat uygulanan Grup III’de %7,00 ve 50.000 mg/L Benzil benzoat 

uygulanan Grup IV’de ise %5,35 olarak tespit edilmiştir. Elde edilen veriler 

incelendiğinde, artan Benzil benzoat dozuyla birlikte MI’in azaldığı, diğer bir 

ifadeyle MI ile Benzil benzoat uygulama dozunun ters orantı gösterdiği 

belirlenmiştir. Diğer gıda katkı maddeleri ve insektisitler ile gerçekleştirilmiş ve 

bulgularımızı destekleyen benzer çalışmalar da bulunmaktadır. Örneğin Njagi ve 

Gopalan (1982) tarafından Vicia faba L. kök ucu hücrelerine gıdalarda koruyucu 

katkı maddesi olarak kullanılan sodyum benzoat ve sodyum sülfitin farklı dozları 

uygulanmış, sonuçta MI’de uygulama dozuna bağlı olarak azalma meydana geldiği 

bildirilmiştir. Rencüzoğulları ve ark. (2001) tarafından gerçekleştirilen bir başka 

çalışmada ise gıdalarda renklendirici katkı maddesi olarak kullanılan sodyum 

metabisülfitin 7,5 mg/L, 15 mg/L ve 30 mg/L dozları 10 ve 20 saat süresince A. cepa 

test materyaline uygulanmış, her iki uygulama süresince de MI’nin uygulama dozuna 

bağlı olarak azalma gösterdiği belirlenmiştir. Sinha ve ark. (1989) tarafından 

gerçekleştirilen bir diğer çalışmada ise %0,25, %0,50, %0,75 ve %1,0 dozlarında 

fosalon insektisitinin A. cepa test materyaline uygulanması sonucunda, kök meristem 

hücrelerinde MI’in uygulama dozu ve süresine bağlı olarak azaldığı tespit edilmiştir.  

 

Yapılan mikroskobik gözlemler neticesinde, Benzil benzoat uygulamasının A. cepa 

kök ucu meristematik hücrelerinde ciddi hasarlara neden olduğu belirlenmiştir. 

Meydana gelen hasarlar nekroz, hücre deformasyonu, yassılaşmış hücre çekirdeği, 

korteks hücre deformasyonu, korteks hücrelerinde bazı maddelerin birikimi, korteks 

hücre çeper kalınlaşması ve belirgin olmayan iletim doku şeklindedir. Yapılan 

çalışma sonucunda kontrol grubu kök ucu hücrelerinde herhangi bir anatomik hasara 

rastlanılmazken, uygulama gruplarında Benzil benzoat dozundaki artışa bağlı olarak, 

oluşan anatomik hasarların oranında artış meydana geldiği gözlenmiştir. Literatürde 

Benzil benzoat’ın bitki kök ucu hücrelerinde sebep olduğu anatomik hasarlar ile ilgili 

gerçekleştirilmiş kapsamlı bir çalışma bulunmadığından, elde edilen sonuçlar diğer 

kimyasal ajanlarla gerçekleştirilen çalışmaların verileri ile tartışılmıştır. Örneğin 
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Bıçakcı ve ark. (2017) tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada, diazinon 

uygulamasının A. cepa kök ucu hücrelerinde yassılaşmış hücre çekirdeği, belirgin 

olmayan iletim doku, hücre deformasyonu, korteks hücre çeperlerinde kalınlaşma, 

nekroz ve iletim dokuda bazı maddelerin birikimi şeklinde anatomik hasarlara neden 

olduğu, bu hasarların sıklığının ise uygulama dozundaki artışla birlikte arttığı 

bildirilmiştir. Kaya ve Çalı (2015) tarafından gerçekleştirilen bir başka çalışmada ise 

spiromesifen insektisitinin Cucumis sativus L. bitkisi üzerine anatomik etkileri 

araştırılmış, sonuçta bitkinin yapraklarında; anormal stoma yapısı gelişimi, toplam 

palizat ile sünger alanları ile toplam yaprak kalınlığı değerlerinde ve palizat ile 

sünger parankimalarının en ile boy değerlerinde azalma, bitki gövdesinde; epidermis 

ile trake en ve boy değerlerinde kontrol grubuna göre azalma ve meyve enine 

kesitlerinde dış tabakaya yakın parankimatik hücrelerde şekil değişiklikleri meydana 

geldiği tespit edilmiştir. Çavuşoğlu ve ark. (2011) tarafından gerçekleştirilen bir 

diğer çalışmada ise glifosat uygulamasının A. cepa kök ucu hücrelerinde belirgin 

olmayan vasküler doku, hücre deformasyonu, belirgin olmayan epidermis tabakası, 

binükleer hücre ve anormal hücre nükleusu şeklinde anatomik değişimlere neden 

olduğu gözlenmiştir.  

 

Gerçekleştirdiğimiz çalışmada, Benzil benzoat’ın A. cepa kök ucu hücrelerinde lipid 

peroksidasyonu üzerine etkileri de araştırılmıştır. Lipid peroksidasyonu, reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) ve lipidlerin oksidatif bozulmasına, özellikle de çoklu 

doymamış yağ asitleri ve MDA üretiminin artmasına neden olan metabolik bir 

işlemdir (Odjegba ve Adeniran, 2015). MDA membran lipidlerinin oksitlenmiş bir 

ürünü olmakla birlikte oksidatif stres seviyesini gösteren bir biyolojik belirteçtir 

(Janero, 1990).  ROS üretilmesi, bitkilerde normal aerobik metabolizmanın 

kaçınılmaz bir süreci olarak tanımlanmaktadır. Dört ana ROS türü tekli oksijen (1
O2), 

süperoksit (O2
-
), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali (OH

-)’dir. ROS; 

DNA, RNA, protein ve lipid de dahil olmak üzere biyolojik moleküllerin 

peroksidasyonuna yol açarak zarar verebilmektedir (Shah ve ark., 2001; Dinakar ve 

ark., 2010). Serbest oksijen grupları DNA üzerinde etki göstererek nükleik asitlerin 

yapısal değişikliklerine ve sonuçta kromozomlarda değişiklikler ile beraber 

mutasyonlara da neden olabilmektedir (Yarsan, 2014). Benzil benzoat uygulaması 
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neticesinde en düşük MDA düzeyi kontrol grubunda ortalama 10,00±1,89 µmol/g 

T.A. olarak belirlenirken, 10.000 mg/L dozunda Benzil benzoat uygulanan Grup 

II’de ortalama 14,50±1,72 µmol/g 
T.A., 25.000 mg/L Benzil benzoat uygulanan 

Grup III’de ortalama 18,30±2,54 µmol/g 
T.A. ve 50.000 mg/L Benzil benzoat 

uygulanan Grup IV’de ise ortalama 22,10±3,18 µmol/g 
T.A. olarak tespit edilmiştir. 

Artan Benzil benzoat dozuyla MDA düzeyinin arttığı, diğer bir ifadeyle MDA düzeyi 

ile Benzil benzoat uygulama dozunun doğru orantı gösterdiği belirlenmiştir. 

Literatürde Benzil benzoat’ın bitki test materyallerinde lipid peroksidasyonu üzerine 

etkisini araştıran kapsamlı bir çalışma bulunmaması sebebiyle, bulgularımız diğer 

kimyasal maddelerin bitkilerde lipid peroksidasyonu üzerine etkilerini inceleyen 

benzer çalışmaların bulguları ışığında tartışılmıştır. Örneğin Patnaik ve ark. (2013) 

tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada krom (VI) uygulamasının A. cepa kök ucu 

dokularında MDA düzeyinde artışa neden olduğu, Liu ve ark. (2009) tarafından 

gerçekleştirilen bir başka çalışmada ise yüksek dozda kurşun (Pb) uygulamasının 

Allium sativum L. kök ucu dokularında MDA düzeyinde artışa neden olduğu, Wang 

ve ark. (2008) tarafından gerçekleştirilen bir diğer çalışmada ise bentazon 

herbisitinin pirinç MDA düzeyinde artışa neden olduğu bildirilmiştir. 

 

Bu çalışmada ayrıca Benzil benzoat’ın A. cepa kök ucu hücrelerinde antioksidan 

enzim aktivitesi üzerine etkileri de araştırılmıştır. Antioksidan enzim aktivitesi SOD 

ve CAT düzeylerinin ölçülmesiyle tespit edilmiştir. Serbest radikallere karşı aerobik 

organizmalar tarafından çeşitli savunma mekanizmaları geliştirilmiştir. Koruyucu 

antioksidanlar adı verilen enzimlerden biri olan CAT hidroperoksitleri veya hidrojen 

peroksiti ayrıştırarak, SOD ise aktif oksijeni söndürerek ve değiştirerek serbest 

radikallerin ve aktif oksijenin oluşumunu azaltmaktadır (Comporti, 1993).  SOD 

düzeyinin Benzil benzoat maruziyeti ile süperoksit radikali şeklinde ROS 

oluşumunun bir sonucu olarak artmış olabileceği düşünülmektedir. Süperoksit, SOD 

dahil antioksidan enzimlerden sorumlu genleri tetikleyen sinyal transdüksiyonunun 

merkezi bileşeni olarak kabul edilmektedir (Alavarez ve Lamb, 1997). 

Gerçekleştirilen çalışma sonucunda elde edilen SOD aktiviteleri incelendiğinde en 

düşük SOD düzeyi kontrol grubunda ortalama 75,00±8,20 µmol g-1 
T.A. olarak 

ölçülürken, 10.000 mg/L dozunda Benzil benzoat uygulanan Grup II’de ortalama 
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94,00±9,47 µmol/g 
T.A., 25.000 mg/L Benzil benzoat uygulanan Grup III’de 

ortalama 157,00±12,43 µmol/g 
T.A. ve 50.000 mg/L Benzil benzoat uygulanan Grup 

IV’de ise ortalama 180,70±13,60 µmol/g 
T.A. olarak ölçülmüştür. CAT aktiviteleri 

incelendiğinde ise en düşük CAT düzeyi kontrol grubunda ortalama 1,17±0,25 

µmol/g 
T.A. olarak tespit edilirken, 10.000 mg/L dozunda Benzil benzoat uygulanan 

Grup II’de ortalama 1,42±0,12 µmol/g 
T.A., 25.000 mg/L Benzil benzoat uygulanan 

Grup III’de ortalama 1,81±0,11 µmol g-1 
T.A. ve 50.000 mg/L Benzil benzoat 

uygulanan Grup IV’de ise ortalama 2,24±0,18 µmol/g 
T.A. olarak tespit edilmiştir. 

Artan Benzil benzoat dozuyla birlikte SOD ve CAT düzeylerinin arttığı, diğer bir 

ifadeyle SOD ve CAT düzeyleri ile Benzil benzoat uygulama dozu arasında doğru 

orantı olduğu belirlenmiştir. Benzer şekilde pek çok çalışmada, kimyasal maddeler 

tarafından oluşturulan strese bağlı olarak Allium türlerinde antioksidan enzim 

aktivitelerinin yükseldiği rapor edilmiştir. Örneğin Fatma ve ark. (2018) tarafından 

gerçekleştirilen bir çalışmada, farklı dozlarda klorpirifos ve mankozeb 

insektisitlerinin A. cepa yapraklarındaki CAT ve SOD düzeylerine etkisi araştırılmış, 

sonuçta her iki insektisitin de artan dozlarının CAT ve SOD düzeylerinde artışa 

sebep olduğu rapor edilmiştir. Çavuşoğlu ve ark. (2012a) tarafından gerçekleştirilen 

bir başka çalışmada ise sipermetrin insektisitinin A. cepa kök uçlarında antioksidan 

enzim düzeyleri üzerine etkileri araştırılmış, sonuçta uygulama doz ve süresine bağlı 

olarak SOD ve CAT düzeylerinde artış meydana geldiği bildirilmiştir. Zhang ve ark. 

(2005) tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada ise kadmiyum uygulamasının Allium 

sativum L. yapraklarında SOD ve CAT düzeylerini başlangıçta inhibe ettiği, ancak 

uygulama devam ettiğinde ise süreye bağlı olarak SOD ve CAT düzeylerinde artış 

meydana geldiği tespit edilmiştir. 

 

Gerçekleştirilen çalışmada elde edilen tüm veriler incelendiğinde; Benzil benzoat 

uygulaması, A. cepa test materyalinde araştırılan fizyolojik parametreler üzerinde 

inhibe edici etki göstermiştir. Bu durumun, Benzil benzoat’ın hücre döngüsü 

üzerinde inhibitör bir etki göstermiş olması nedeniyle meydana gelmiş olabileceği 

düşünülmektedir. Fizyolojik parametrelerde meydana gelen inhibasyon, benzoat 

toksisitenin bir belirteci olarak değerlendirilmektedir. Benzil benzoat’ın MN sıklığı 

ile kromozomal hasar oluşumunda artışa, MI oranında ise azalışa sebep olmasının, 
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hücresel savunma mekanizmaları tarafından detoksifiye edilebilenden daha fazla 

ROS üretmesinden ve bununda tolere edilemeyerek DNA’da hasar meydana 

getirmesinden kaynaklanmış olabileceğini düşündürmektedir.  MDA, SOD ve CAT 

düzeylerinde meydana gelen artışlar da bu durumu desteklemektedir. Ayrıca Benzil 

benzoat uygulamasına bağlı olarak iletim doku ve kök ucu hücrelerinde meydana 

gelen anatomik değişimler, bitkinin hücresel düzeyde Benzil benzoat alınımını 

engellemeye yönelik geliştirdiği savunma mekanizmalarının olduğu, fakat bu 

mekanizmalara rağmen uygulanan yüksek Benzil benzoat dozları sebebiyle kimyasal 

maddenin bitkiye nüfuz etmesi sonucunda meydana gelmiş olabileceği şeklinde 

yorumlanmaktadır. 

 

Sonuç olarak; gıda, sağlık, kozmetik ve tarımsal üretim gibi birçok farklı alanda 

kullanılan Benzil benzoat’ın, belirli konsantrasyonlara ulaşması halinde toksik etkiler 

gösterebileceği A. cepa test materyali kullanılarak tespit edilmiştir. Bu nedenle 

Benzil benzoat maruziyetinin, canlılarda sebep olacağı zararlar dikkate alınarak 

kullanımından vazgeçilmeli, kullanımının zaruri olduğu hastalık tedavileri gibi 

durumlarda ise mutlaka uygun doz aralığı belirlenmeli ve kullanım alanları 

sınırlandırılmalıdır.  

 

Ayrıca A. cepa test materyali kullanılarak gerçekleştirilen bu çalışmada, çimlenme 

yüzdesi, kök uzunluğu ve ağırlık artışı gibi fizyolojik parametrelerin toksisitenin hızlı 

bir şekilde tespitinde önemli ön belirteçler olduğu, kromozomal anormallikler, MN 

oluşumu ve MI oranı gibi sitogenetik parametrelerin ise toksisitenin biyolojik olarak 

izlenmesinde hassas biyobelirteçler olduğu anlaşılmıştır.  Bunun yanı sıra MDA, 

SOD ve CAT düzeylerinin belirlenmesinin ise meydana gelen toksisitenin sebep ve 

etki mekanizmalarının açıklanmasına ve kök ucu meristematik hücrelerinde meydana 

gelen anatomik değişimlerin ise kimyasal ajanın bitki bünyesine alınması sırasında 

bitkinin verdiği hücresel tepkilerin anlaşılmasına katkı sağladığı belirlenmiştir.  
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