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BENZIL BENZOAT TOKSISITESININ 7N Vivo KOSULLARDA
ANATOMIK, FiZYOLOJIK, SITOGENETIK VE
BiYOKIMYASAL PARAMETRELERLE ARASTIRILMASI

OZET

Bu c¢alismada, gida, kozmetik, tarim ve ila¢ sektorlerinde genis kullanim alanina
sahip olan Benzil benzoat’1n toksik etkileri A//ium cepa L. test materyali kullanilarak
arastiritlmistir. Toksisitenin belirlenmesinde fizyolojik parametreler; kok uzunlugu,
agirhik artist ve ¢imlenme ylizdesinin belirlenmesi ile, sitogenetik degisimler;
kromozomal anormalliklerin olusumu, mikroniikleus (MN) siklig1 ve mitotik indeks
oraninin (MI)’in belirlenmesi ile, anatomik degisimler; koék ucu hiicrelerinde
meydana gelen anatomik degisimlerin belirlenmesi ile, biyokimyasal degisimler;
lipid peroksidasyon tayini ve antioksidan enzim analizi ile tespit edilerek, elde edilen
veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bulblar bir (1) kontrol ve ti¢ (3)
uygulama grubu olmak {izere toplam dort (4) gruba ayrilmis, kontrol grubu
bulblarina ¢esme suyu, uygulama gruplarindaki bulblara ise 10.000, 25.000 ve
50.000 mg/L dozunda Benzil benzoat ile 72 saat siliresince muamele edilmistir.

Uygulama sonunda kontrol grubuyla kiyaslandiginda, uygulama gruplarinda doza
bagli olarak ¢imlenme yiizdesi, agirlik kazanimi, kok uzunlugu ve MI’in azaldigi,
kromozomal anormallikler, MN olusumu, MDA, SOD ve CAT diizeylerinin ise
arttigr tespit edilmistir. Uygulamaya bagli olarak kok ucu hiicrelerinde fragment,
yapiskan kromozom, kromozom kopriisii, kromatinin esit olmayan dagilimi ve c-
mitoz seklinde kromozomal anormallikler meydana geldigi belirlenmistir. Ayrica
kontrol grubuyla karsilastirildiginda Benzil benzoat uygulamasmin kok ucu
hiicrelerinde anatomik degisikliklere neden oldugu belirlenmistir. Bu degisikliklerin
nekroz, hiicre deformasyonu, yassilasmis hiicre c¢ekirdegi, korteks hiicre
deformasyonu, korteks hiicrelerinde bazi maddelerin birikimi, korteks hiicre ceper
kalinlagmasi ve belirgin olmayan iletim doku seklinde oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, Benzil benzoat’in Allium cepa L. kok ucu hiicrelerinde doza bagl
toksik etki gosterdigi fizyolojik, anatomik, sitogenetik ve biyokimyasal parametreler
ile tespit edilmistir. Ayrica, c¢alismada kullanilan parametrelerin toksisitenin
belirlenmesinde kullanisli biyobelirtecler oldugu tespit edilmistir.

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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BOLUM 1. GiRiS

Diinya niifusundaki artisla birlikte besin, ilag, giyim, kozmetik gibi bir¢ok alanda
tikketimde hizli bir sekilde artmaktadir. Bu artisa bagh olarak, insan hayatinda 6nemli
yeri olan gida maddeleri, ilaglar ve kozmetik tirtinlerin tiretim miktarlar1 da ihtiyaci
karsilamak amaciyla giin gectikce artmaktadir. Uretim ve tiiketimde meydana gelen
bu artiglar, iiretici firmalar arasinda rekabete neden olmakta, bu da daha fazla kazang
elde etmek isteyen ve iiretim, pazarlama, depolama gibi asamalarda meydana gelen
baz1 sorunlara daha hizli ¢6ziim bulmak isteyen firmalari ¢esitli kimyasal maddelerin
kullanimina tesvik etmektedir. Kullanilan kimyasal maddelerin sebep olabilecegi
olumsuz etkiler ise yeterince arastirilmamakta, basta insan saglig1 ve ¢evre olmak

tizere ekosisteme verebilecegi zararlar g6z ardi1 edilmektedir (Searle, 1995).

Organizmalar yabanci bircok kimyasal maddeye maruz kalmakta ve bunlara genel
olarak ksenobiyotikler ad1 verilmektedir. Insanlarin ksenobiyotiklere maruz kalmasi,
dogrudan insanlar tarafindan tiiketilen ve kullanilan maddelerde bulunan gida katk1
maddeleri, kozmetik triinler ve ilaglar ile birlikte, dolayli olarak maruz kalma ise
tarimsal miicadelede kullanilan pestisitler ve tarimsal ilaglar sebebiyle olabilmektedir
(Akay, 2004; Alam ve Jones, 2014). Her geg¢en giin artan kimyasal madde
kullaniminin boyutu ise toksikolojik calismalarin 6nemini bir kat daha arttirmaktadir.
Solunum, beslenme ya da deri yoluyla viicuda alinabilen kimyasal maddelerin
toksikolojik arastirmalar ile olas1 etkilerinin incelenmesi, kontrol amacl stratejiler

gelistirilebilmesini ve kullaniminin yasaklanmasini saglanmaktadir (Vural, 2005).

Benzil benzoat basta gida, kozmetik, tarim ve ila¢ sektorleri olmak iizere oldukca
genis kullanim alan1 olan bir kimyasal bilesiktir. Akar ve insektlerle miicadelede de
yaygin bir bi¢cimde kullanilmaktadir. Bu c¢alismada, giinlik yasamda siklikla

kullanilan kimyasal maddelerden biri olan Benzil benzoat’in Al/lium cepa L. test



materyali tizerindeki fizyolojik, sitogenetik, anatomik ve biyokimyasal etkilerinin

incelenmesi amaglanmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

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, kapali formiilii C14H;,0;, a¢ik formiilii
CsHsCOOCH,CgHs (Sekil 2.1), molekiil agirhigr 212,25 g/mol, yogunlugu 1,118
g/em’, erime noktast 18-20 °C ve kaynama noktasi 323 °C olan bir kimyasal
bilesiktir (Hassan ve Mossa, 1981; Ash ve Ash, 2004). Keskin yakici bir tatta olup,
renksiz, yagli ve sivi halde bulunmaktadir. Benzil benzoat, in vivo olarak hizla
benzoik asit ve benzil alkole hidrolize edilmekte, benzil alkol ise daha sonra hippurik
asit olusturmak tizere glisin ile konjuge edilen benzoik aside oksitlenmektedir

(Hassan ve Mossa, 1981).

Benzil benzoat, benzil alkol ve benzoik asidin kondensasyonu sonucu olusabilecegi
gibi Tishchenko reaksiyonu ile benzaldehitten de olusabilmektedir (Kamm ve
Kamm, 1941). Dogal olarak Peru ve Tolu balsamlar ile ¢esitli ugucu yaglarda
bulunmaktadir. Ayrica gerceklestirilen calismalarda Cinnamomum sulphuratum Nees
bitkisinin yapraklarindan elde edilen yaglarda %89,5 oraninda ve kok kabugu
yaglarinda ise %98,2 oraninda Benzil benzoat bulundugu tespit edilmistir. (Kar,

2003; Rameshkumar ve George, 2006).



Sekil 2.1. Benzil benzoat’in a: 2 boyutlu ve b: 3 boyutlu kimyasal yapisi (Wishart, 2017).

2.1.1. Benzil Benzoat Kullanim Alanlari

Benzil benzoat ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir. Kat1 aromatikler de seyreltici
ve ¢oziicli olarak, diisiik uguculugu nedeniyle parfim bilesimlerinde sabitlestirici
olarak, seliiloz asetat ve nitroseliiloz gibi maddeler i¢in ¢6ziicti olarak, seliiloit ve
plastik piroksilin bilesiklerinde kafur yerine ve ayrica sekerleme ve sakiz tirtinleri

gibi farkli bir ¢ok sektor ve tiriinde kullanilmaktadir (Kar, 2003).

2.1.1.1. Gida Katki Maddesi Olarak Kullanim

Gidalara, tarih Oncesi zamanlardan beri 6zel islevler yerine getirmek i¢in gesitli
kimyasal maddeler eklenmektedir. Gidalar farkli iriinlere doniismek icin
islendiginden, katki maddesi kullanimi artmaktadir. Gida islemede meydana gelen
teknolojik gelismeler ile bu katki maddelerinin ¢esitliligi ve kullanim oranlari
artmistir. Giinlimiizde gida maddelerine 2500°den fazla farkli katki maddesi ilave
edilmektedir. Bu katki maddelerinin kullanimi kabul géren bir uygulama olmasina
ragmen, bu konu hala tartisilmaktadir (Branen ve ark., 2005). Gidalarin lezzet ve
goriinlimlerini daha iyi hale getirmek, bozulmalarin1 6nleyerek gidalarin raf dmriini
uzatmak amaciyla tiiketime sunulmadan once bilingli ve amagli olarak ilave edilen

maddelere gida katki maddeleri denilmektedir (Bagc1, 1997).



Gida katki maddeleri temel islevlerine gore renklendiriciler, koruyucular,
antioksidanlar, stabilizatér ve emiilsifiyerler, tatlandiricilar-koku verenler, asit-baz
saglayicilar ve genis amach kullanilan gida katki maddeleri seklinde

siniflandirilabilmektedir (Tayfur ve Unalan, 1998).

Gentis bir kullanim alanina sahip olan Benzil benzoat, gidalarda katki maddesi olarak
da kullanilabilmektedir. Benzil benzoat kullanimina, AB Gida lyilestirme Acenteleri
tarafindan tatlandirict gida katki maddesi olarak (European Commission, 2012), Gida
Katkilar1 Hakkinda Ortak FAO/WHO Uzman Komitesi (JECFA, 1996) tarafindan ise
tatlandirict gida katki maddesi ve tastyict solvent olarak onay verilmistir. Bunun yan
sira benzoik asit ve bilesiklerinin ¢ikolatalar, igecekler, kat1 ve siv1 yaglar, soslar, siit
tozlari, ketcap ve mayonezler, firin mamulleri, kuru mayalar, sekerler, sakizlar,
salatalar ve cerezler gibi gidalarda kullanildig1 da bilinmektedir (Erkmen ve Bozoglu,

2008).

Cesitli gida katki maddelerinin insan sagligi tizerinde olumsuz etkilerinin olabilecegi
yapilan ¢alismalarda rapor edilmis olup, bu maddelerin kullaniminin insan saglig
acisindan risk olusturdugu diistiniilmektedir (Kinderlerer ve Hatton, 1990; Oztiirk ve
ark., 2007; Zengin ve ark., 2011). Ayrica Yentiir ve ark. (1996) tarafindan gida katk1
maddelerinin 6nerilen kullanim dozlarindan daha yiiksek dozlarda kullanildigi ve
yasaklanmis olmasina ragmen bazi katki maddelerinin kullanimina devam edildigi de

bildirilmistir.

2.1.1.2. Kozmetik Sektoriinde Kullanimi

Kozmetik iirtinler, goriinimi giizellestirmek, korumak, temizlemek ve koku vermek
amaciyla, insan viicudunda deriye, saclara, dislere, miik6z membranlara uygulanan,
tedavi edici etkisi olmayan {iriinlerdir (Pons-Guiraud ve Vigan, 2004). Benzil
benzoat kozmetik sektoriinde c¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir. Kopik
banyolari, goz losyonlari, parfiimler, kokular, sa¢ kremleri, spreyler, sa¢ boyalari,
pudralar, rujlar, tirnak losyonlari, kremler ve diger bircok kisisel bakim iiriiniiniin

iceriginde bulunmaktadir (Andersen, 2003). Ingiltere’de gergeklestirilen bir



calismada, incelenen kozmetik iiriinlerin %23’linde Benzil benzoat bulundugu
bildirilmistir (Buckley, 2007). Benzoik asit ve tiirlerinin kozmetik {riinlerde
genellikle pH ayarlayicis1 ve koruyucu olarak kullanilmaktadir. (Wenninger ve ark.,

2000).

2.1.1.3. insektisit ve Akarisit Olarak Kullanim

Benzil benzoat, tarimsal iiretimde zararlilarla miicadele ederek tarimsal verimi
arttirmak amaciyla da kullanilmaktadir. Benzil benzoat’in akarisidal (McDonald ve
Tovey, 1993) ve insektisidal (Jantan ve ark., 2005) aktivite gosterdigi yapilan
caligmalarla rapor edilmistir. Ayrica astim hastalifindan sorumlu baslica
alerjenlerden biri olan ev tozu akarlarina karsi etki gosterdigi de bilinmektedir
(Chang ve ark., 1996). Insektisitler ve akarisitler tarimsal {iretimde, zararlilarla
miicadele amaciyla yaygin bicimde kullanilan kimyasal miicadele yontemleridir.
Insektisitler, bocekler iizerinde etkili olan pestisitlerdir. Boceklerin larva ve
yumurtalari tizerinde etkili olmak suretiyle larvisid ve ovisid igerikleri ile bocek larva
ve yumurtalarin etkilerler (Van Emden ve Peakall, 1996; Gupta, 2014). Akarisitler
ise akarlari, keneleri ve ortimcekleri dogrudan oldirmek amaciyla kullanilan

pestisitlerdir (Zeliger, 2011).

2.1.1.4. Saghk Alaninda Kullanim

Benzil benzoat’in en yaygin kullanim alanlarindan biri de saglik alanidir. Bitlerle
miicadelede ve uyuz hastaliginin tedavisinde yaygin bir bicimde kullanilmaktadir.
Uyuz hastaligi, gelismekte olan iilkelerde zayif sosyoekonomik kosullar, asiri
kalabaliklar ve yetersiz su kaynaklar1 nedeniyle basta ¢ocuklar olmak tiizere sik
goriilen ciddi bir halk saglig1 sorunudur. Insanlarda uyuz hastaligs, cildin alt stratum
korneumunda Sarcoptes scabiei var. hominis L.’ in bulunmasi1 nedeniyle ortaya ¢ikan
ektoparazitik bir deri enfeksiyonu olup, genellikle kasinti ve tahris ile belirti
gostermektedir (Sterling ve ark., 1992; Olasode ve Onayemi, 1998). Bulagsma esas
olarak kisiden kisiye dogrudan temas yoluyla gerceklesmektedir (Maibach ve
Gorouhi, 2011).



Sarcoptes scabiei L. karakteristik olarak oval, ventral olarak diizlesmis, dorsal
konveks benzeri govde yapisi, dorsal killari, ¢ok sayida dikeni ve enine c¢ikintili
kesik ¢izgili ¢izikler ile taninir. Erkekleri disilerinin yaklasik {i¢te ikisi kadardir.
Deriye penetre oldugunda inflamatuar ve immiin reaksiyonlar gelisir. Antijene karsi
mast hiicrelerinde spesifik immiinoglobulin E (IgE) {iretilir ve mast hiicre
degraniilasyonu ile tip 1 immiin yanit olusur. ilk kez karsilasmis birinde 10 ile 30
giin arasi bir siirede S. scabiei’lerin kendisine, diskisina, yumurtasina ve salgisina
kars1 hipersensitivite reaksiyonu gelisir ve kasint1 baglar. Belirtilerin ortaya ¢ikmasi 4
ile 6 haftayr bulurken, tekrar enfeste olmus bireylerde bu siire 1 ile 4 giini
bulmaktadir (Dahl, 1983). Uyuz hastalig1 insanlarda bakteriyel siiper enfeksiyona
yatkinliga, streptokok deri hastaliginda ise glomeriilonefrit riskine neden olmaktadir
(Henderson ve Nykia, 1992). Uyuz hastalig1 insanlarin yani sira hemen hemen tiim
hayvan tiirlerinde de gozlenmekte, insanlarda oldugu gibi temas yoluyla bulagsmakta
ve ciddi dermatit ile sonuglanarak hayvanlarda onemli saglik sorunlarina ve

ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Cakmak ve Vatansever, 1997).

Benzil benzoat uyuz hastaligmin tedavisinde topikal olarak uygulanmaktadir. Tedavi
stirecinde sagli deriden ayak tabanlarina kadar tiim deri ylizeylerine uygulanmasi
gerekmekte olup, goz ile temasindan ve iltihapli ya da catlak ciltlerde kullanimindan
kacmilmalidir.  Cocuklarda  kullanilmast  durumunda  tahris  edici  etki
gosterebilmektedir (Stuart ve ark., 2009). Benzil benzoat uyuz hastaliginin
tedavisinde 1937°den beri kullanilmaktadir. %20 ile %35 arasi1 konsantrasyonlarda
emiilsiyon olarak formiile edilmektedir. Uygulama sonrasi sikayet olarak yogun
temas halinde yanma, tahris ve hassasiyet durumu yer almaktadir. Ozellikle genital
bolgede ve ylizde tahris edici dermatite neden olabilmektedir (Campbell ve Rew,
1986; Habif, 2016). Benzil benzoat’in hastalik etmeni olan S. scabiei’e kars1 etki

mekanizmasi ise hentiz bilinmemektedir (Micali ve Lacarrubba, 2016).



2.1.2. Benzil Benzoat Toksikokinetigi

Benzil benzoat oral yol ile alindiginda mideden hizla emilerek hizli bir sekilde
benzoik aside ve benzol alkole hidrolize edilir. Benzoik asit, benzoil glukuronik asit
vermek lizere benzoil glisin ya da hippurik asit ile, glukuronik asit vermek iizere
glisin ile konjuge edilir. Benzil benzoat konjugatlari ise tiirlere ve doza bagl olarak,
degisen oranlarla idrarda hizla bir sekilde yok edilir (Hassan ve Mossa, 1981).
Topikal olarak kullanildiginda hafif toksik bir bilesiktir. Kronik etkileri pek
bilinmemekle birlikte maruziyetin bitiminden sonra kaybolabilecek hafif alerjik
tepkilere neden olabilmektedir. Akarisit olarak kullanildiginda, bagirsaklarda
peristalsis, ishal, bagirsak kolik, enterospazm, plorospazm, spastik konstipasyon,
seminal vezikiillerin kasilmasi, hipertansiyon ve bronkospazmlara neden
olabilmektedir (Wexler ve ark., 2005). Aplastik kemik iligi hastalig1 nedeniyle ilik
nakli gerceklestirilen 7 yasinda bir erkek hastanin 6ldiigii, 6liim nedeninin kesin
olarak belirlenemedigi ancak tanidan 6nceki ay, viicudunun her giin etil alkol, su ve
polisorbatin yani sira %10 oraninda Benzil benzoat ve %2 oraninda disiilfiram
iceren bir skabisit olan Ascabiol ile yikandigi, 6limiin muhtemelen skabisitin kronik

doz asimindan kaynaklandig bildirilmistir (Hayes ve Laws, 1991).

2.1.3. Benzil Benzoat Toksisitesi

Benzil benzoat’in oral LD 50 degerlerinin ratlarda 1700 mg/kg’dan, kopeklerde
22440 mg/kg’a kadar degisiklik gosterdigi (Wexler ve ark., 2005), tek doz oral LD
50 degerlerinin ratlarda 2,80 g/kg ve tavsanlarda 1,68 g/kg olarak, kedilerde LD 50
degeri 2,24 g/kg olarak ve kopeklerde 22,44 g/kg’dan daha yliksek diizeyde (Graham
ve Kuizenga, 1945) oldugu bildirilmistir. Hayvanlarda ¢ok sik ya da genis bir cilt
alanma uygulandiginda, tiikiiriik, piloereksiyon, kaslarda inkoordinasyon, titreme,
arka ayaklarda progresyon, siddetli konviilsiyonlar, nefes darligi ve olim gibi
sistemik toksisite belirtilerini tetikleyebilmektedir. Laboratuvar hayvanlarina yiiksek
dozlarda verildiginde, hipereksistasyona, inkoordinasyona, ataksiye, konviilsiyonlara
ve solunum felcine neden olabilmektedir (Wexler ve ark., 2005). Ayrica Gida

Katkilar1 Hakkinda Ortak FAO/WHO Uzman Komitesi (JECFA), Benzil benzoat’in



bireyin viicut agirlig1 esas alinarak, tiim yasami boyunca bir saglik riski olmadan
tiiketebilecegi miktar1 belirten ADI (Average Daily Intake) degerini 5 mg/kg olarak
belirlemistir (WHO, 2011). Kockaya ve Kili¢ (2014) tarafindan gergeklestirilen bir
calismada oral yolla gebe disi siganlara Benzil benzoat verilmesinin, biyokimyasal
parametreler, plasenta ve iskelet dl¢iimlerinde ve endotelyal biiylime faktoriiniin
immiinolokalizasyonunda ©nemli farkliliklara neden oldugu, gebelikte Benzil
benzoat ve metabolitlerinin plasentaya tasinabildigi ve fetiise gegebilecegi
bildirilmistir. Benzil benzoat’in kozmetik iirtinlerde kullaniminin kanser {iizerine
etkisini arastiran bir diger ¢alismada, MCF7 meme kanseri hiicre hattina Benzil
benzoat uygulanmis ve Benzil benzoat’in 6strojene bagimli MCF7 hiicrelerinin
proliferasyonunu arttirdig1 ve ostrojenik etkiye neden oldugu bildirilmistir (Charles

ve Darbre, 2009).

2.2. Bitki Test Sistemleri

2.2.1. Sitotoksisite indikator Testleri

Sitotoksisite, toksik bir ajana maruziyet sonrasinda hiicrelerde goézlenen
anormalliklerdir. Sitotoksisite calismalar1 pek ¢ok kimyasalin sitostatik ve sitotoksik
etkilerinin degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. Sitotoksisite testleri ile
hiicrelerde olusan hasar, hasarin dozu, hiicre canlilig1 ve hiicre proliferasyonu gibi
bilgiler elde edilebilmektedir. Bu ¢alismada ise Benzil benzoat’in Allium cepa L. kdk
ucu hiicrelerinde olusturdugu sitotoksisite kromozomal anormallik tayini, MN analizi

ve MI orani1 kullanilarak incelenmistir.

2.2.1.1. Allium cepa Testi

Allium cepa L. testi, bitki koklerinin DNA {izerine muhtemel etkisi olan maddeler ile
dogrudan temas halinde biiyiidiigii, kimyasal ajanlarin in vivo olarak etkisinin
arastirlldigi etkili bir modeldir. Bu test, ilk kez Levan (1938) tarafindan, kolsisin
etkisine bagli olarak mitotik anormallikleri gozlemlemeye yardimei oldugu ig¢in

tamtilmistir.  Fiskesjo  (1985) ise Allium cepa L. hiicrelerinin, polisiklik



hidrokarbonatlar1 metabolize edebilen bir oksidaz enzim sistemi i¢erdigini gostererek
bu testin genotoksisiteyi degerlendirmek i¢in 6nemine dikkat ¢ekmistir. Allium cepa
L. testi, kromozomlarinin sayisinin az (2n=16) ve yapisinin biiyiik olmas1 nedeniyle,
mitotik dongiideki kromozom hasarlarimi ve degisikliklerini degerlendirmek igin
elverisli olarak kabul edilmistir. Kromozomal degisikliklerin analizi yapisal
degisikliklerin saptanmasini saglarken, bununla birlikte kromozomlarda meydana
gelen sayisal degisimleri de gozlemlemek miimkiindiir. Ayrica diisiik maliyeti, ¢ok
sayida kokii olmasi, kisa test siiresi, depolama ve kullanim kolayligi, niikkleus ve
anormal olaylar1 gozlemleme kolaylig1 gibi bir¢ok avantaji bulunmaktadir (Fiskesjo,

1985; Liu ve ark., 1995).

Cevre kirliligini degerlendirmek i¢in kullanilan yiiksek bitki tiirleri arasinda en
yaygmn olanlar1 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. vaskiiler bir bitki oldugu i¢in ¢evresel kirleticilerin degerlendirilmesi,
mutajenlerin farkli ortamlarda tespit edilmesi ve nokta mutasyonlar1 gibi bir¢ok
genetik u¢ noktanin degerlendirilmesinde etkili bir genetik model haline gelmektedir
(Grant, 1994). Allium cepa L. testinin kullanim1 pestisitler, agir metaller, gida katk1
maddeleri, yiizey ve yer alti sulart gibi birgok farkli alanda gergeklestirilen
genotoksisite calismalarini kapsamaktadir (Smaka-Kincl ve ark., 1996; Fernandes ve

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

Allium cepa L. testi, kromozomal degisikliklere neden olan sayisiz maddeyi tespit
etmek i¢in yeterince hassas bir modeldir. Al/ium cepa L. testi sonucunda elde edilen
veriler, etkisi arastirilan ajanin diger canli biyogesitliligine etkileri {izerine de dogru
tahminler yiriitilmesini saglamaktadir. A/lium cepa L. gibi in vivo bitki test
sistemlerini kullanan sitotoksisite testleri, in vitro hayvan testlerini miistereken
gergeklestiren ¢esitli arastirmacilar tarafindan onaylanmistir ve elde edilen sonuglar
benzer olmakla birlikte insan saghigi icin de olduk¢a onemlidir (Vicentini ve ark.,
2001; Teixeira ve ark., 2003). Kimyasal ajanlarin organizmalara verdigi zararlar
arasinda genotoksik ve mutajenik etkiler, genetik hasara neden olma kapasitesi

nedeniyle, bircok saglik problemine yol acabilmekte ve meydana gelen degisimlerin

10



kalitsal olabilme ihtimali gelecek kusaklari etkileyebileceklerinden endise verici

goriilmektedir (Reifferscheid ve Buchinger, 2017).

Allium cepa L. testi ile degerlendirilen 148 kimyasal maddenin %76’sinin olumlu
sonu¢ vermesi, bu testin kimyasallarin neden oldugu kromozomal hasarlari
belirlemek i¢in standart bir test olarak kabul edilmesini saglamistir (Grant, 1982).
Ayrica Allium cepa L. testi ve memeli hiicre kiiltiirleriyle gergeklestirilen
calismalarda benzer sonuglar elde edilmis olmasi, bu testin gilivenilirligini
gostermektedir. Ornegin Rank ve ark. (1993) tarafindan gerceklestirilen bir
calismada, glifosatin Allium cepa L. testi ile genotoksik etki gosterdigi belirtilmis,
Maiias ve ark. (2009) tarafindan gergeklestirilen bir baska calismada ise glifosatn
Hep-2 hiicre kiiltiiriinde genotoksik hasar meydana getirdigi comet testi ile tespit
edilmistir. Her iki ¢caligmada da glifosatin genotoksik etki gosterdigi bildirilmistir.
Rank ve Nielsen (1994) 15 ayr1 kimyasal madde i¢in Allium cepa L. testini ames,
microscreen ve kemirgenlerle gerceklestirilen karsinojenite testleri ile kiyaslayarak,

Allium cepa L. testinin duyarliligini %82 olarak bildirmistir.

2.2.1.2. Mikroniikleus (MN) Testi

Sitotoksisite indikatoérii olan mikroniikleus (MN) olusumu ilk olarak eritrosit
hiicrelerinde Howell ve arkadaslar1 tarafindan tespit edilmis olup, Jolly tarafindan
tanimlanmas1 yapilmistir. Bu nedenle MN olusumlart Howell-Jolly cisimcigi olarak
da adlandirilmaktadir. MN, hiicre boliinmesi sirasinda  olusan kromozom
fragmentlerinden ve sentromer ya da ig ipligi hasar1 sonucu serbest kalan, kutuplara
gidemeyen serbest kromozomlar tarafindan olusturulmaktadir. Fragment ya da
serbest kromozom bir niikleoplazma ile cevrilerek niikleer materyal olarak ana
niikleusa yakin bir alanda yer almaktadir (Fenech ve Crott, 2002). Hiicrelerde MN
varligt DNA hasarina isaret etmektedir. Klastojenik, kanserojenik ya da mutajenik
maddeler varliginda hiicrede ve DNA’da hasar meydana gelmektedir. Bu hasarlarin
ozellikle hiicre dongiistinii kontrol eden genlerde, mitotik ig ipliklerinde ve
kinetekorda meydana gelmesi MN olusumunu tetiklemektedir (Vanparys ve ark.,

1990; Kirsch-Volders ve ark., 1997). Anoploidik etki gosteren ajanlar, ig ipliklerinde
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anormalliklere, sentromerde bolinme ve yapisal bozulmalara yol agmaktadir.
Klastojenik etki gosteren ajanlar ise kromozom kiriklarina neden olmaktadir. Her iki
durum da MN olusumuna neden olmakta ve olusan bu yapilar biiytikliik bakimindan
farklilik gostermektedir. Anojenler tarafindan indiiklenen MN, tam kromozom iceren
biiyiik ebatlara sahipken, klastojenlerce olusturulan MN ise kromozom kiriklarindan
olustugu icin kiigiik ebatlara sahiptirler (Von Ledebur ve Schmid, 1973; Countryman
ve Heddle, 1976). Hogstedt ve Karlsson (1985), hiicrelerde olusan MN yapilarinin
buyiiklik farkini, anoploidik etkiye sahip kimyasallar ile klastojenik etkiye sahip
kimyasallar1 ayirt etmede kullanmiglardir. Eastmond ve Tucker (1989) ise insan
lenfositlerinde kinetekor iceren MN ile icermeyen MN olusumlarini arastirmis ve
kiigiik ebatli MN olusumlarinin fragment icerdigini rapor etmislerdir. Sonug¢ olarak
andploidik ajanlar1 klastojenik ajanlardan ayirmada MN testinin etkili bir yontem

oldugunu vurgulamislardir.

Okaryotik bir hiicre mononiikleer, biniikleer ya da multiniikleer yapida olabilir.
Mononiikleer hiicreler sitoplazma igerisinde tek ve biiylik niikleuslu, bintikleer
hiicreler (BN) ise birbirine yakin biyiiklikte iki niikleuslu yapiya sahiptir.
Multiniikleer hiicreler ise farkli biiyiiklikte tiglii ya da daha fazla niikleus igeren
yapidadir. Birden fazla niikleus igeren hiicrelerde niikleuslar ayr1 ayr1 olabilecegi gibi
niikleoplazmik koprii (NPB) ile birbirine de bagh bulunabilir (Sekil 2.2).
Mikroniikleus testinde, ¢oklu niikleusa sahip hiicrelerde MN yapilarini tanimlamak
ve ayirt etmek onemli bir noktadir. Bir hiicrede niikleer bir yapinin MN olarak
tanimlanabilmesi i¢in bazi kriterler gelistirilmistir (Fenech, 2000; Fenech ve ark.,
2003).

1. MN yuvarlak ve oval sekilde bir yapiya sahip olmalidir.

2. MN ana niikleustan belirgin bir sekilde ayrilmis olmalidir.

3. MN ¢ap1, niikleus yaricapmin 1/16 ile 1/3 arasinda bir degere sahip

olmalidur.

4. MN alani, niikkleusun alaninin 1/256 ile 1/9’u arasinda bir degere sahip
olmalidir.

5. MN ile ana niikleus arasinda niikleoplazmik koprii ya da bir bag
olmamalidir.
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6. MN niikleusla ayni renge boyanmali ve boya alma yogunlugu ana niikleus
ile ayn1 olmalidir.

7. MN’ler genellikle niikleusun yaninda yer almaktadir.

— 0000809
A A

Sekil 2.2. Okaryotik hiicrelerde poliniikleer durumlar ve MN olusumlar1 (a: BN, b: Bir MN’lu BN
hiicre, ¢: Tki MN’Iu BN hiicre, d: U¢ MN’lu BN hiicre, e: Dort MN’lu BN hiicre, f: NPB’li BN hiicre,
g: Bir niikleoplazmik k&prii ve bir MN’lu BN hiicre, h: Bir NPB ve iki MN’lu BN hiicre, i: iki
niikleoplazmik koprii, j: iki niikleoplazmik koprii ve bir MN’lu BN hiicre, k: iki niikleoplazmik k&prii
ve iki MN’lu BN hiicre) (Ustiiner, 2011).

MN testi in vivo ve in vitro DNA hasarinin belirlenmesine olanak taniyan ekonomik,
pratik ve giivenilir bir testtir. Bu nedenle toksikoloji ve sitotoksisite basta olmak
tizere ilag endiistrisinde, kanser riski arastirmalarinda ve radyoterapi asamalarinda
sitkeca kullanilmaktadir. MN testi ile gida katki maddelerinin, pestisitlerin,
ksenobiyotiklerin, sigaranin, nanomateryallerin ve parazitik enfeksiyonlarin
sitotoksik etkileri belirlenebilmektedir. Bu amagla sitotoksisitenin belirlenmesinde
periferik kan lenfositleri, yanak mukoza hiicreleri, eritrositler, kemik iligi hiicreleri
ve pek cok bitki tiirli test materyali olarak kullanilmaktadir (Fenech ve Crott, 2002;
Fenech, 2010).
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2.2.1.3. Mitotik indeks (MI) Tayini

Mitotik indeks (MI) analizleri genellikle kromozom c¢aligmalarinda ve toksisite
calismalarinda kullanilmaktadir. Bir dokudaki boéliinen hiicrelerin  boliinmeyen
hiicrelere orani hesaplanarak belirlenmektedir. M1, bir bitkinin tiim yasami boyunca
boliinebilme yeteneginde olan meristematik dokularinda incelenmektedir. Bu
nedenle yaygin olarak kok ucunda, geng yapraklarda ve ¢icek tomurcuklariin petal

yapraklarinda uygulanmaktadir (Topaktas ve Renctizogullari, 2010).

Hiicreler, farklilasmaya basladikca ya da toksisiteye maruz kaldik¢a boliinme
kapasitelerinde azalma meydana gelmektedir. Fakat pek ¢ok hiicre, hizli ve siirekli
boliinme 6zelligine sahiptir. Bitki kok uglarinda 6zellikle apikal meristem hiicreleri,
kokleri topraga itebilmek icin hizli bolinme 6zelligine sahiptir. Kok ucundaki
meristematik bolge aktif olarak biiyliyen bolge olmasi nedeniyle MI oldukca
yiiksektir. MI kok ucundan uzaklastikca azalmakta, yani artan mesafe ile MI ters
orant1 gostermektedir. Kimyasal maddelerin pek ¢cogu MI iizerinde olumsuz etkiye
sahiptir. Bu etki genellikle MI’de kontrol grubuna goére azalma seklindedir. Bu
durum interfaz ile mitoz safthalar1 arasindaki stirenin uzamasindan
kaynaklanmaktadir (Unal ve ark., 2008). Toksik etki sonucunda MI’de gozlenen
azalma ya da MI inhibisyonu hiicrede olusan pek ¢cok anormallikle aciklanabilir.
MI oraninda gozlenen azalmanin muhtemel nedenleri;
1. DNA’da yapisal degisim sonucu DNA sentezinin ve DNA-niikleoprotein
dengesinin bozulmasi (Soliman, 2001),
2. Protein sentezinin inhibisyonu (Badr ve Ibrahim, 1987),
3. Gl faz inhibisyonu sonucunda DNA sentezinin baskilanmasi
(Schneiderman ve ark., 1971; El-Ghamery ve ark., 2000),
4. Toksik etkiler soncunda S fazi siiresinin artmasi (Webster ve Davidson,
1969),
5. G2 fazinin uzamasi1 veya DNA sentezinin inhibisyonu sonucu mitoza

gecisin bloke edilmesi (Badr ve Ibrahim, 1987),
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6. Karbonhidrat metabolizmasindaki anormallikler sonucu mitozun
gerceklesmesi icin gerekli olan ATP diizeyinde azalma (Topaktas ve
Renciizogullari, 1996)

seklinde olabilmektedir.

MI testi sonucunda elde edilen degerler toksisite diizeyinin degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. %22 ve altinda MI oranlar letal etkiye isaret ederken, %50 altinda
MI degerleri subletal etkiyi gostermektedir. (Panda ve Sahu, 1985; Antosiewicz,
1990).

2.2.1.4. Kromozom Anormallikleri Tayini

Sitogenetik anormallik ve mutasyonlara sebep olan kimyasallarin denetlenmesi ve
izlenmesinde bitki test sistemleri olduk¢a kullanishidir (Constantin ve Owens, 1982;
Grant, 1994). Bu tir kimyasallarin sitogenetik etkilerinin belirlenmesinde A//ium
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.
sik¢a kullanilan bitkisel test materyalleridir (Grant, 1994). Bu tiir bitkiler, sitogenetik
calismalarda kromozomlarmin boyutlarindan dolayr yiiksek avantaj saglamaktadir

(Fiskesjo, 1985).

Bir kimyasalin sitogenetik etkisi, hiicrede olusturdugu kromozom anormalliklerinin
tipleri ve frekanslari belirlenerek arastirilabilmektedir. Bu tiir ¢alismalarda yapiskan
kromozom, fragment, kromozom kopriisii, kromatinin esit olmayan dagilimi ve c-

mitoz gibi ¢esitli hasarlar belirlenmistir.

Fragment: Fragment olusumu 6nemli bir sitotoksisite gostergesidir ve kromozom ya
da kromatidlerde olusan kiriklardan meydana gelmektedir (Prakash ve ark., 1988; Yi
ve Meng, 2003). Sitotoksisite sonucu olusan fragmentler hiicrelerde MN olusumuna

ya da inversiyona yol agarak sekonder anormalliklere de neden olabilmektedir.
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Yapiskan Kromozom: Yapiskan kromozomlarin, kromatin ipliklerinin dolagsmasi ve
buna bagli olarak kromozomlar arasinda subkromatid yapida baglantilarin olusmasi
ile ortaya ¢iktig1 rapor edilmektedir. Ayrica kromozomal DNA’nin pargalanmasi ya
da DNA depolimerizasyonunun da yapiskanliga neden oldugu bildirilmektedir
(Darlington ve McLeish, 1951; McGill ve ark., 1974; Chauhan ve ark., 1986).
Yapiskan kromozomlar, hiicrede sitotoksik etkiye isaret etmektedir ve geri
dontisiimsiiz oldugundan hiicrede letal etkiye sebep olmaktadir (Liu ve ark., 1992).
Sitotoksisite ¢calismalarinda kimyasallarin farkli diizeyde ve farkli tipte kromozomal
anormalliklere neden oldugu ve en sik goriillen anormalligin de yapiskan kromozom
oldugu tespit edilmistir (Chauhan ve ark., 1999; Chandra ve ark., 2005; Saxena ve
ark., 2005).

Kromozom Kaopriisii: Kromozom kopriileri kromozom kiriklarinin  yeniden
birlesmesi sonucunda olusmaktadir (Soliman, 2001). Ayrica replikasyon
enzimlerinde olusabilecek inhibisyon, telomerik boélgelerin replikasyonunu
engellemekte ve kromozom uglarmin yapisarak koprii olusturmasina neden
olabilmektedir (De-Faria ve Jaworska, 1972). Toksisiteye maruz kalan hiicrelerde
kromozomlarda kiriklar olusmakta, kirik noktalardan birbirine yapisan kromozomlar
koprii  olusturmakta ve kromatidlerin birbirinden ayrilmasint engellemektedir
(Kabarity ve ark., 1974; Badr ve ark., 1992). Baz1 toksik ajanlar hiicrede ikili, ti¢li
ya da ¢oklu koprii olusumuna neden olmaktadir. Bu durum ise disentrik kromozom
olusumu ya da esit olmayan kutuplagsma ile iligskilendirilmistir (Prakash ve ark.,

1988).

Kromatinin esit olmayan dagilimu: I§ ipligi hasar1 sonucunda kromozomlar daha
ileride ya da daha geride kalarak vagrant kromozom olusumuna sebep
olabilmektedir. Bu durum kromozomlarin kardes hiicrelere esit dagilmasini
onlemekte ve hasarlara neden olmaktadir. Ayrica multipolar mitozlar, ¢cok sayida ig
direkleri olusumu ile meydana gelmekte ve kardes kromozomlarda esit olmayan
dagilim yoluyla anoploidiye sebep olmaktadir. (El-Ghamery ve ark., 2003;
Fukasawa, 2005).
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C-mitoz: C-mitoz ig iplikleri anormalligi sonucunda kutuplara c¢ekilemeyen ve
yogunlasan kromozomlarin rastgele dagilmasi sonucunda olusmaktadir. Genellikle c-

anafaz ve c-metafazi kapsamaktadir (Levan, 1938).

2.2.2. Bitkilerde Antioksidan Sistem ve Oksidatif Hasar Testleri

Bitkilerde cesitli faktorler tarafindan olusturulan stres, bitkisel dokularda serbest
radikal olusumuna neden olmaktadir. Serbest radikaller ise hiicrelere zarar vermekte,
hiicre zarinin biitinliiglinii bozmakta ve fotosentetik basamaklar1 yavaslatmaktadir.
Bununla birlikte olusan siiperoksit radikalleri proteinlere, membran lipidlerine ve
niikleik asitlere baglanarak denatiirasyona yol agmaktadir (Fridovich, 1986; Davies,
1987). Canlilarda oksidatif stres ve buna karsi gelistirilen antioksidan savunma
sistemi canlilifin devamini saglayan bir denge halindedir. Oksidatif stresin artmasi
ya da antioksidan sistemin yetersiz kalmasi bu dengeyi bozarak hiicresel toksisiteye
neden olmaktadir. Bitkilerde de tiim canlilarda oldugu gibi ¢esitli savunma sistemleri
mevcuttur. Bu sistemler oksidatif hasara kars1 dort farkli savunma yontemi
icermektedir. Bu savunma yontemleri; 6nleyici mekanizmalar, tamir mekanizmalari,
fiziksel savunma ve antioksidan savunma seklinde gerceklesmektedir (Kaminski ve

ark., 2012).

2.2.2.1. Malondialdehit (MDA) Testi

Bitkilerde ¢esitli stres faktorleri sonucunda oksidatif hasar meydana gelmektedir ve
membran lipidleri bu hasardan yiiksek oranda etkilenmektedir. Hiicre membrani
hiicre biitiinliigliniin korunmasinda 6nemli bir role sahip olup, oksidatif stresin
membrandaki doymamis yag asitlerinde peroksidasyona sebep olmasi bu biitiinligi
bozmaktadir. Lipid peroksidasyonu antioksidan mekanizmalarla sonlandirilabilirken,
sonlandirilamadigr durumlarda zincir reaksiyonlar tim zar boyunca devam eder.
Lipid peroksidasyonu, doymamis yag asitlerinden bir hidrojen atomunun ¢ikmasi ile
baslayarak lipid radikali meydana getirir. Bu radikal diger yag asitlerini etkileyerek
yeni radikaller olusmasina neden olur (Halliwell, 1996). Membran lipidlerinin

yapisinin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan MDA, lipid peroksidasyonu ve oksidatif
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stresin bir gostergesidir. Hiicrede makromolekiillere ve organellere hasar vererek

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

Strese maruz kalan bitkilerde MDA diizeyinin 6l¢timii stresin olusturdugu oksidatif
hasar1 degerlendirmede olduk¢a kullanislidir. Mittova ve ark. (2004) Lycopersicon
pennellii Cor. kok dokusunda olusan oksidatif stres sonrasinda H,O, ve MDA
diizeylerinin arttigint rapor etmislerdir. Ghosh ve ark. (2010) ise titanyum dioksit
nano parcaciklarinin Allium cepa L. kok dokularinda MDA diizeyinde artisa neden

oldugunu bildirilmistir.

Strese maruz kalan bir bitkide tek basma MDA olctimi saglikli bir sonug
vermeyebilir. Bu nedenle MDA diizeyi antioksidan enzim diizeyleri ile birlikte
arastirilmali, stres faktoriintin antioksidanlar ve oksidan sistem arasindaki dengeyi ne

yonde degistirdigi ortaya konulmalidir.

2.2.2.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzimi Testi

Bitkilerde antioksidan savunma, enzimatik ve enzimatik olmayan molekiillerle
gerceklestirilmektedir. Bu antioksidan sistemler kloroplast gibi organel igerisinde
yerlesik olabilecegi gibi sitoplazmada ya da diger organellerde de bulunabilirler.
Bitkilerde kloroplastlar, askorbat peroksidaz (APX), stiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimatik ve vitamin E, vitamin C,
glutatyon ve karotenoid gibi enzimatik olmayan antioksidan sistemlere sahiptirler
(Cakmak ve Marschner, 1992; Gossett ve ark., 1994; Karanlik, 2001). SOD,
stiperoksit radikalini hidrojen peroksite doniistiiriir (Sekil 2.3) ve oksijeni metabolize
eden tiim hiicrelerde bulunmaktadir. Bir metalloenzim olan SOD, stiperoksit radikali
icin yiiksek duyarlilik sergilemektedir. Normal sartlarda hidrojen peroksitin
parcalanmasi diisiik hizda gerceklesirken, SOD varliginda siiperoksit radikali 10* kat
daha hizli molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite dontismektedir (Halliwell ve

Gutteridge, 1999).
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Sekil 2.3. SOD tarafindan katalizlenen reaksiyon

SOD kofaktor olarak Cu, Zn, Mn ve Fe metallerini i¢cerebilmektedir. Cu ve Zn i¢eren
SOD enzimleri genellikle sitozol ve kloroplastlarda, Mn igeren SOD enzimi ise
mitokondri matriksinde bulunmaktadir. Her bir SOD enzimi bulundugu organelde
antioksidan savunma rolii tistlenmekte ve organeli siiperoksit radikalinin toksik
etkisine karst korumaktadir (Baum ve Scandalios, 1981; Bowler ve ark., 1992;
Stroinski, 1999). Ayrica Harris (1992) tarafindan SOD igermeyen bakteri ve mantar

mutantlarinin serbest radikal hasarina kars1 direngsiz oldugu bildirilmistir.

Bitkisel dokularda ve organellerde SOD varlig: siiperoksit radikaline karsi direncin
ana kaynagidir. Bitkinin kok, goévde ve yaprak gibi farkli dokularinda farkli
miktarlarda SOD enzimi bulunmaktadir. Cesitli faktorler tarafindan olusturulan stres
varliginda SOD diizeyi bitki tliriine, bulundugu dokuya ve stres faktoriine gore cevap
olusturmaktadir. Strese maruz birakilan Gossypium hirsutum L.’da SOD diizeyi
artarken (Gosset ve ark., 1996), metal stresinde SOD aktivitesinin azaldig1
(Somashekaraiah ve ark., 1992), yiiksek dozda agir metal stresinin ise Allium cepa
L.’da SOD aktivitesinde artisa neden oldugu (Fatima ve Ahmad, 2005) rapor
edilmistir. NaCl stresine maruz kalan salatalik bitkisinde ise SOD aktivitesinin

degismedigi rapor edilmistir (Lechno ve ark., 1997).
2.2.2.3. Katalaz (CAT) Enzimi Testi

Katalaz (CAT), hidrojen peroksiti indirgeyen ve 6zellikle bitkisel dokularda yogun
bir sekilde ve peroksizomlarin yapisinda bulunan bir enzimdir (Higashi ve ark.,
1974; Halliwell ve Gutteridge, 1990). Bitkilerde CAT 54-59 kDa araliginda
molekiiler agirliga sahip dort hem grubu igeren alt birimlere sahiptir (Eising ve ark.,
1990). Hiicrelerde olusan ve SOD aktivitesi sonucunda ortaya ¢ikan hidrojen
peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijene doniiserek oksidatif hasara neden

olmaktadir. Oksijen radikallerinden farkli olarak ise, hiicre membranini gegerek
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olustugu bolgeden daha uzak hiicrelerde de hasar olusturmaktadir (Huang ve ark.,

1983).

Ayrica SOD, metalloproteinler, fruktoz bifosfataz, fosforibulokinaz gibi Calvin
dongiisti enzimleri de hidrojen peroksit varliginda inhibe olmaktadir (Puppo ve
Halliwell, 1988). Bu hasar1 6nlemek i¢in hidrojen peroksitin hizla etkisiz hale
gelmesi gerekmektedir. CAT hidrojen peroksiti iki molekiil suya ve bir oksijen

molekiiliine indirgeyerek oksidatif hasar1 6nlemektedir (Sekil 2.4).

2 H,0,—» 2 H,0 + O,

Sekil 2.4. CAT tarafindan katalizlenen reaksiyon

Bitkilerde CAT’in ¢oklu izoenzimleri mevcuttur. CAT izoenzimleri saptanan
bitkilerden bazilart 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
farkli gelisimsel siiregleri ve farkli ortamlarda yetismesi, ¢coklu CAT izoenzim

gerekliligini aciklamaktadir.

Bitkisel dokularda ve organellerde CAT, hidrojen peroksidin nétrallestirilmesinde
ana unsurdur. Bitkilerde oksijen ile ilgili 6nemli metabolik yollardan olan fotosentez
ve solunum, kloroplast ve mitokondrilerde yogun oksidan molekiillerin olusumuna
neden olmakta, bu oksidan molekiillerin difiizyonla diger organellere ve sitozole
ulasmast durumunda ise oksidatif hasar kacinilmaz olmaktadir. Diflizyon 6zelligi
diger radikallere gore yiiksek olan hidrojen peroksitin hiicre igerisine yayilmasi ciddi
hasarlar olusturmakta, hidrojen peroksit olusumuna neden olan stres faktorleri CAT
diizeyinde onemli degisimlere neden olmaktadir. Fakat bu degisim bitkiye, stres
tiirtine, bitkisel dokuya ve stres konsantrasyonuna gore farklilik gostermektedir.
Kadmiyum (Cd) stresine kars1 bezelye bitkisi kok ve yapraklarinda CAT aktivitesi
artis gosterirken (Dixit ve ark., 2001), daha yiiksek konsantrasyonlarda Cd stresinin
CAT aktivitesini azalttig1 rapor edilmistir (Sandalio ve ark., 2001). Civa, kadmiyum,

kursun ve krom (VI) streslerine maruz kalan Allium cepa L.’da CAT aktivitesi
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uygulama dozuna bagl olarak 6nce artis gosterirken, sonrasinda artan dozla birlikte

CAT aktivitesinin azaldigi rapor edilmistir (Fatima ve Ahmad, 2005).

Bu c¢alismada, Benzil benzoat’in A/lium cepa L. kok ucu hiicrelerinde fizyolojik,
sitogenetik ve anatomik etkilerinin yani sira SOD, CAT enzim aktiviteleri ile MDA
duzeyleri tizerine etkileri de incelenmis ve Benzil benzoat stresinin antioksidan ve

oksidan sistemler tizerine etkisi de aydinlatilmistir.
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirma Materyali ve Uygulama Gruplarinin Hazirlanmasi

Bu calisma, Benzil benzoat’in 10.000 mg/L, 25.000 mg/L ve 50.000 mg/L dozlar
kullanilarak gerceklestirilmistir. Arastirma materyali olarak hemen hemen esit
biiytikliikte ve saglikli Allium cepa L. bulblar1 kullanilmistir. Bulblar bir (1) kontrol,
tic (3) uygulama grubu olmak tiizere toplam dort gruba ayrilmis ve 85x100 mm
capinda cam beherlere yerlestirilerek, oda sicakliginda 72 saat siiresince ¢imlenmeye
birakilmigtir. Uygulama periyodu siiresince; kontrol grubundaki bulblara ¢esme
suyu, uygulama grubundaki bulblara ise 10.000 mg/L, 25.000 mg/L ve 50.000 mg/L
dozlarinda Benzil benzoat ile muamele edilmistir. Siire sonunda kok uclar1 distile su
ile yikanmis ve standart ezme preparasyon teknikleri kullanilarak sitogenetik

analizler i¢in hazir hale getirilmistir (Qian, 2004).

3.2. Fizyolojik Parametrelerin Ol¢iimii

Uygulama periyodu sonunda kok uzunluklari ¢imlenen bulblarin radikula olusumlari
temel alinarak milimetrik cetvel yardimiyla, agirlik kazanimlari uygulama oncesi ve
sonrasinda elde edilen agirlik farklar1 dikkate alinarak hassas terazi yardimiyla
belirlenmistir. Cimlenme yiizdeleri ise esitlik 3.1 kullanilarak tespit edilmistir (Atik
ve ark., 2007).

Cimlenme Yiizdesi = Cimlenen Bulb Sayist x 100 (3.1
Toplam Bulb Sayis1
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3.3. Kromozomal Anormallikler, Mikroniikleus (MN) Testi ve Mitotik Indeks
(MI) Tayini

Yaklasik 0,5 cm uzunlugunda kesilen kok uglart iki saat “Clarke” fiksatoriinde
(3:glasial asetik asit/1:distile su) fiske edilmis, 15 dakika %96’lik etanolde yikanmig
ve +4 °C’de %70’lik etanolde saklanmistir. Sonraki agsamada kok uglari, 60 °C’de 17
dakika IN HCI igerisinde hidrolize edilmis, 30 dakika %45°lik asetik asit igerisinde
bekletilmis ve 24 saat Asetokarmin ile boyanip, %45°lik asetik asitte ezilerek
binokiiler arastirma mikroskobunda X500 biiyiitmede fotograflanmistir (Qian, 2004;
Staykova ve ark, 2005). MN varliginin tespitinde Fenech ve ark. (2003; 2010)

tarafindan belirlenen kriterler dikkate alinmistir.

Hazirlanan preparatlar Mitotik Indeks (MI) oranin1 belirmek i¢in binokiiler arastirma

mikroskobunda incelenmis ve MI ylizdesi esitlik 3.2 kullanilarak belirlenmistir.

Mitotik indeks (%) = DO gy 100 (3-2)
HOHE S L) A naliz Edilen Toplam Hilcre Sayist - |

3.4. Anatomik inceleme

Kok ucu meristematik hiicrelerinde meydana gelen anatomik hasarlar1 belirlemek
amaciyla Allium cepa L. kok uglan distile su ile yikanarak enine kesitler alinmis ve
Metilen Mavisi ile boyanarak binokiiler arastirma mikroskobunda X500 biiyiitmede

fotograflanmistir.

3.5. Biyokimyasal Analizler

3.5.1. Lipid Peroksidasyon Tayini

Lipid peroksidasyonu, Unyayar ve ark. (2006) tarafindan belirtilen metoda gore
malondialdehit (MDA) miktar1 6l¢iilerek belirlenmistir. Kontrol ve uygulama grubu
kok uglarindan alinan yaklasik 0,5 g doku 6rnegi, kiiciik parcalar halinde kesilmis ve

%51k trikloroasetik asit (TCA) ilave edilerek homojenize edilmistir. Homojenatlar
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yeni tiiplere aktarilarak oda sicakliginda 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilip,
%20’lik TCA soliisyonunda %5’lik tiyobarbitiirik asit ve stipernatan esit hacimlerde
yeni bir tiipe aktarilarak 96 °C’de 25 dakika kaynatilmistir. Sonrasinda ise tiipler buz
banyosuna aktarilarak 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatan’in
absorbanst 532 nm’de Ol¢tlmiis ve MDA igerigi 155/mM/cm ekstinksiyon
(soniimleme) katsayis1 kullanilarak hesaplanmistir. MDA igeriginin degerleri tig¢
bagimsiz orneklemenin oOlglimlerinden alinarak ortalama =+ standart sapma (SD)

umol/g taze agirlik (T.A.) olarak belirtilmistir.

3.5.2. Antioksidan Enzim Analizi

Kontrol ve uygulama grubu kok uclarindan alinan yaklasik 0,5 g doku ornegi,
deiyonize su ile yikanarak kiiciik parcalar halinde kesilmis ve 5 mL sogutulmus
sodyum fosfat tamponu (50 mM, pH 7,8) ile ezilerek homojenize edilmistir.
Homojenatlar yeni tiiplere aktarilarak oda sicakliginda 10,500 rpm’de 20 dakika
santrifiij edilmis ve siipernatan antioksidan enzim analizleri i¢in +4 °C’de

saklanmistir.

3.5.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini

Stiperoksit Dismutaz (SOD) aktivitesi Beauchamp ve Fridovich’in (1971)
yonteminde bazi degisiklikler yapilarak tayin edilmistir. Reaksiyon karisimi 1,5 mL
0,05 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,8), 0,3 mL 130 mM metiyonin, 0,3 mL 750
UM nitroblue tetrazolium kloriir (NBT), 0,3 mL 0,1 mM EDTA-Na,, 0,3 mL 20 uM
riboflavin, 0,01 mL enzim ekstresi, 0,01 mL %4 (agirlik/hacim) ¢oziinmeyen
polivinilpirolidon ve 0,28 mL deiyonize su igermektedir. Reaksiyon, 10 dakika
boyunca iki adet 15 W floresan lambanin altina tiiplerin yerlestirilmesiyle baslatilmis
ve tiipler karanlikta 10 dakika tutularak sonlandirilmistir. Absorbans 560 nm’de
Olgiilmiis, bir birim SOD enzim aktivitesi, uygulama kosullar1 altinda NBT
indirgemesinin %350 inhibisyonu i¢in gerekli SOD enziminin miktar1 olarak

belirlenmistir. SOD igeriginin degerleri {ic bagimsiz orneklemenin 6l¢iimlerinden
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alinarak ortalama =+ standart sapma (SD) U/mg taze agirlik (T.A.) olarak
belirtilmistir.

3.5.2.2. Katalaz (CAT) Tayini

Katalaz aktivitesi (CAT), Beers ve Sizer (1952) tarafindan belirlenen yonteme gore
tayin edilmistir. CAT aktivitesi, 1,5 mL 200 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7,8),
1,0 mL deiyonize su ve kullanmadan hemen 6nce hazirlanan 0,3 mL 0,1 M H,0,
iceren 2,8 mL reaksiyon karisiminda 25°C’de UV-VIS spektrofotometre ile
belirlenmistir. Reaksiyon, 0,2 mL enzim ekstresi eklenerek baslatilmistir. CAT
aktivitesi H,O, tiiketiminin bir sonucu olarak 240 nm’de absorbanstaki azalmanin
izlenmesi ile oOl¢iilmiistiir. CAT aktivite birimi, 240 nm absorbansta 0,1 birim
degisiklik olarak tanimlanmistir. CAT igeriginin degerleri ti¢c bagimsiz 6rneklemenin
6lciimlerinden alinarak ortalama + standart sapma (SD) ODy40 nm/dk. g taze agirlik

(T.A.) olarak belirtilmistir.

3.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel verilerin analizi i¢in SPSS Statistics V 23.0 (IBM Corp, USA, 2015)
paket programi kullanilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel farkliliklarin
degerlendirilmesi  One-way ANOVA ve Duncan testleri  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Veriler ortalama + SD degerleri olarak verilmis ve P degeri

0,05’den kii¢iik oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

Benzil benzoat’in ¢imlenme {izerine etkisi Tablo 4.1°de gosterilmistir. Kontrol grubu
olan Grup I’de ¢imlenme %100 oraninda gerceklesirken, kontrol grubuna goére
cimlenmenin Grup II’de %17, Grup 1II’de %37 ve Grup IV’de ise %53 oraninda
daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Uygulama gruplarinda, en fazla ¢imlenme
yiizdesi Benzil benzoat’in 10.000 mg/L dozuyla muamele edilen Grup II’de, en az
ise Benzil benzoat’in 50.000 mg/L dozu ile muamele edilen Grup IV’de tespit
edilmistir. Uygulanan Benzil benzoat dozundaki artis ile birlikte ¢imlenme
yuzdesinin azaldigi, diger bir ifadeyle artan Benzil benzoat dozu ile ¢imlenme

yiizdesi arasinda ters bir orant1 oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.1. Benzil benzoat’in ¢imlenme {izerine etkisi

Gruplar Cimlendirilen Cimlenen Cimlenmeyen C.z:mlen'me
bulb sayisi bulb sayisi bulb sayisi yiizdesi %
Grup I 30 30 0 100
Grup II 30 25 5 83
Grup I 30 19 11 63
Grup IV 30 14 16 47

*QGrup 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’in kok uzunlugu tizerine etkisi Tablo 4.2°de gosterilmistir. 72 saatlik
uygulama periyodu sonunda, kontrol grubunda (Grup I) ortalama 8,25 cm kok
uzunlugu ol¢tiliirken, kontrol grubuna gore kok uzunluklarinin 10.000 mg/L dozunda
Benzil benzoat uygulanan Grup II’de ortalama 2,67 cm azaldigi, 25.000 mg/L Benzil
benzoat uygulanan Grup III’de ortalama 5,12 cm azaldigr ve 50.000 mg/L Benzil
benzoat uygulanan Grup IV’de ise ortalama 6,95 cm azaldig tespit edilmistir. Artan
Benzil benzoat dozu ile birlikte kok uzunlugunda meydana gelen artisin azaldig,
uygulanan Benzil benzoat dozu ile kok uzunlugunda meydana gelen artisin ters
orantt gosterdigi belirlenmistir. Gruplarda meydana gelen farkli kok uzunlugu

artiglarinin ise istatistiksel olarak anlamli (P<0.05) oldugu gozlenmistir.
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Tablo 4.2. Benzil benzoat’in kok uzunlugu (cm) tizerine etkisi

Gruplar minimum maksimum Ortalama
Grup I 7,30 9,50 8,25+0,81°
Grup 11 4,50 6,50 5,58+0,75°
Grup 111 2,30 4,20 3,13+0,60°
Grup IV 0,80 2,00 1,30+0,37¢

*Grup [: 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 gosterildi.
Ortalamalar arasindaki istatistiksel 6nem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak belirlendi. Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan
6nemlidir (P<0,05).

Benzil benzoat’in agirlik artis1 tizerine etkisi Tablo 4.3’de verilmistir. Tablodaki
veriler incelendiginde, uygulama periyodu sonunda kontrol grubundaki bulblarda
ortalama 7,71 g agirlik artis1 meydana gelirken, kontrol grubuna gore Grup II’de
ortalama 2,83 g, Grup III’de ortalama 4,75 g ve Grup IV’de 7,27 g daha az agirlik
artis1 meydana geldigi belirlenmistir. Uygulama gruplarinda en fazla agirlik artist
Grup II’de olciiliirken, en az agirlik artis1 ise Benzil benzoat’in en yiiksek dozu ile
muamele edilen Grup IV’de gozlenmistir. Uygulanan Benzil benzoat dozu ile bulb
agirlik artisinin ters orantili oldugu, agirlik artisindaki farklarin ise istatistiksel olarak

anlamli (P<0,05) oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.3. Benzil benzoat’in agirlik artisi (g) tizerine etkisi

Gruplar Baslangi¢ agirhig Son agwrlik Agirlik artist
Grup [ 6,38+0,36° 14,09+0,78" +7,71
Grup II 6,29+0,48¢ 11,17+1,66" +4,88
Grup 111 6,32+0,86" 9,28+1,42° +2,96
Grup IV 6,200,584 6,64+1,07 +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 gosterildi.
Ortalamalar arasindaki istatistiksel 6nem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak belirlendi. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan
6nemlidir (P<0,05).
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Benzil benzoat’in A. cepa kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi MN varlig1 ve siklig
Sekil 4.1 ile Tablo 4.4’de gosterilmistir. Tablodaki verilerden de anlasildig: {izere,
kontrol grubu olan Grup I’de ortalama 0,30 oraninda MN olusumu tespit edilmistir.
Uygulama gruplart kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Grup II’de bu oranin
ortalama 39,33 kat arttig1, Grup III’de ortalama 82,33 kat arttig1 ve Grup IV’de ise
ortalama 158,67 kat artis gosterdigi belirlenmistir. Artan Benzil benzoat dozuyla
birlikte MN olusumunun arttig1, diger bir ifadeyle MN olusumundaki artis ile
uygulanan Benzil benzoat dozu arasinda dogru orant1 oldugu gozlenmistir. Ayrica
gruplar arasinda belirlenen MN sayilarindaki farklarin ise istatistiksel acidan onemli

oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

Tablo 4.4. Benzil benzoat’in kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi mikroniikleus (MN) sikligi

Gruplar Hesaplanan Minimum Maksimum Ortalama
p hiicre sayisi (MN) (MN) (MN)
Grup I 1000 0 1 0,300,487
Grup 11 1000 7 16 11,80+2,74°
Grup III 1000 19 30 24,70+3,34°
Grup IV 1000 40 55 47,60+5,34°

*Grup [: 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 gosterildi (n = 10).
Ortalamalar arasindaki istatistiksel 6nem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans
analizi kullanilarak belirlendi. Ayni siitin igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,05).

A. cepa kok ucu hiicrelerinde Benzil benzoat’in farkli dozlari tarafindan tesvik edilen
kromozomal hasarlar Tablo 4.5 ve Sekil 4.1°de gosterilmistir. Yapilan mikroskobik
inceleme sonucunda meydana gelen kromozomal hasar sikliginin sirasiyla
fragment>yapiskan kromozom>kromozom kopriisii> kromatinin esit olmayan
dagilimi>c-mitoz seklinde oldugu belirlenmistir. Benzil benzoat’in kromozomlar
tizerinde en biiyiik etkisi ise fragment olusumu seklinde olmustur. Kontrol grubunda
bir ka¢ yapiskan kromozom, kromozom kopriisii, c-mitoz disinda herhangi bir
kromozomal hasara rastlanilmazken, uygulama gruplarinda olusan tiim kromozomal
hasarlar uygulama dozuna bagl olarak artis gostermistir. Uygulanan Benzil benzoat
dozundaki artig ile birlikte olusan kromozomal hasar sayilarinin arttigi ve bu

artislarin ise istatistiksel olarak 6nemli oldugu (P<0,05) belirlenmistir.
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Tablo 4.5. Benzil benzoat’in sebep oldugu kromozomal hasarlar

Kok Mitotik
Gruplar ucu hiicre FRG YK KK KED CM
sayist sayist
Grup | 10 100 0,00+0,00°  0,30+0,48"  0,20+0,42°  0,00+0,00°  0,10+0,32¢
Grup 11 10 100 17,1043,81°  13,4042,91° 10,80+2,53°  82042,20°  3,60+1,07°
Grup 111 10 100 33,1044,77°  27,60+4,48°  20,90+5,15° 14,80+4,08°  9,50+2,07°
GruplV 10 100 65,20+7,36"  46,7048,10°  39,90+8,12° 30,20+6,70° 23,40+5,62°

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 gosterildi (n = 10).
Kromozomal hasarlar i¢in, her bir gruptaki her bir kok ucunda 100 hiicre, toplamda ise 1000 hiicre
analiz edildi. Ortalamalar arasindaki istatistiksel 6nem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA
varyans analizi kullanilarak aragtirildi. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel a¢idan onemlidir (P<0,05). (FRG: fragment, YK: yapiskan kromozom, KK: kromozom
kopriisti, KED: kromatinin esit olmayan dagilimi, CM: c-mitoz).
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Sekil 4.1. Benzil benzoat tarafindan tesvik edilen kromozomal hasarlar (a: fragment, b: yapiskan
kromozom, ¢: kromozom kopriisii, d: kromatinin esit olmayan dagilimi, e: c-mitoz, f: MN).
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Benzil benzoat uygulamasinin A. cepa kok ucu hiicrelerinde Mitotik Indeks (MI)
tizerine etkisi Tablo 4.6’da gosterilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde en
yiiksek MI kontrol grubu olan Grup I’de %9,02 olarak tespit edilmistir. Kontrol
grubuna goére MI oranmin, 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 oranlarinda daha diisiik
oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen bulgular incelendiginde artan Benzil benzoat
dozuyla birlikte MI’in azaldigi, diger bir ifadeyle MI ile Benzil benzoat uygulama
dozunun ters oranti gosterdigi belirlenmistir. Ayrica gruplar arasinda belirlenen MI

farklariin ise istatistiksel acidan 6nemli oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

Tablo 4.6. Benzil benzoat’in Mitotik Indeks (MI) iizerine etkisi

Gruplar Kok Uglar1 Sayisi (n) Mitotik Indeks (MI) Yiizde (%)
Grup I 10 901,50+32.35* 9,02
Grup 11 10 808,40+30.84° 8,08
Grup 111 10 699,50+32.86° 7,00
Grup IV 10 534,70+16.67 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 gosterildi (n = 10).
MI hasarlar ig¢in, her bir gruptaki her bir kok ucunda 1.000 hiicre, toplamda ise 10.000 hiicre analiz
edildi. Ortalamalar arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans
analizi kullanilarak belirlendi. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,05).

Mikroskobik gézlemler sonucunda Benzil benzoat uygulamasinin 4. cepa kok ucu
hiicrelerinde belirgin anatomik hasarlara neden oldugu goézlenmistir. Bu hasarlar
nekroz, hiicre deformasyonu, yassilasmis hiicre c¢ekirdegi, korteks hiicre
deformasyonu, korteks hiicrelerinde bazi maddelerin birikimi, korteks hiicre ceper
kalinlagsmas1 ve belirgin olmayan iletim doku seklindedir (Sekil 4.2). Yapilan
incelemeler sonucunda kontrol grubu kok ucu hiicre ve dokularinda herhangi bir
anatomik degisime rastlanilmazken (Sekil 4.3), uygulama gruplarinda Benzil benzoat
uygulama dozundaki artisa bagli olarak olusan anatomik hasarlarin oraninda artis

meydana geldigi belirlenmistir.
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Sekil 4.2. A. cepa kok ucu meristematik hiicrelerinde Benzil benzoat uygulamasinin neden oldugu
anatomik degisimler (a: nekroz, b: hiicre deformasyonu, c: yassilagsmis hiicre ¢ekirdegi, d: korteks
hiicre deformasyonu, e: korteks hiicrelerinde bazi maddelerin birikimi, f: korteks hiicre ¢eper
kalinlagsmasi, g: belirgin olmayan iletim doku).




Sekil 4.3. Kontrol gbu kok ucu meristematik hiicrelerinin gortintimleri (a: korteks hiicrelerinin
olagan goriiniimii, b: hiicre ¢ekirdeginin olagan sekli, ¢: iletim dokunun olagan goriiniimii, d: epitel
hiicrelerinin olagan goriintimii).

Benzil benzoat uygulamasinin 4. cepa kok ucu hiicrelerinde MDA diizeyleri tizerine
etkisi Tablo 4.7°de gosterilmistir. Tablodaki veriler incelendiginde en diisiik MDA
dizeyi kontrol grubu olan Grup I’de ortalama 10,00+1,89 pumol/g T.A. olarak
Ol¢tilmiistiir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda MDA diizeyinin 10.000 mg/L
dozunda Benzil benzoat uygulanan Grup II’de 1,45 katina, 25.000 mg/L Benzil
benzoat uygulanan Grup III’de 1,83 katina ve 50.000 mg/L Benzil benzoat
uygulanan Grup IV’de ise 2,21 katina yiikseldigi tespit edilmistir. Tabloda sunulan
veriler incelendiginde artan Benzil benzoat dozuyla birlikte MDA diizeyinin arttigi,
diger bir ifadeyle MDA diizeyi ile Benzil benzoat uygulama dozu arasinda dogru
orantt oldugu belirlenmistir. Ayrica gruplar arasinda belirlenen MDA diizey

farklarinin ise istatistiksel agidan 6nemli oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

33



Tablo 4.7. Benzil benzoat’in kék ucu hiicrelerinde Malondialdehit (MDA) [umol/g T.A.] diizeyleri
tizerine etkisi

Gruplar Minimum Maksimum Ortalama
MDA MDA MDA
Grup I 8 13 10,00+1,89¢
Grup 11 12 17 14,50+1,72°
Grup 111 15 22 18,30+2,54°
Grup IV 18 27 22,10+3,18°

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 gosterildi (n = 10).
Ortalamalar arasindaki istatistiksel 6nem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans
analizi kullanilarak belirlendi. Aym siitiin icerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,05).

Benzil benzoat uygulamasinin 4. cepa kok ucu hiicrelerinde, SOD diizeyleri iizerine
etkisi Tablo 4.8’de gosterilmistir. SOD diizeyleri incelendiginde, en diisiik SOD
dizeyi kontrol grubunda ortalama 75,00+£8,20 umol/g T.A. olarak o6l¢iilmiis, SOD
diizeylerinin kontrol grubuna goére Grup II’de ortalama 1,25 katina, Grup III’de
ortalama 2,09 katina ve Grup IV’de ise ortalama 2,41 katina yiikseldigi tespit
edilmistir. Benzil benzoat dozundaki artisla birlikte SOD diizeyinin arttig1, diger bir
ifadeyle SOD diizeyi ile Benzil benzoat uygulama dozu arasinda dogru bir oranti
oldugu belirlenmistir. Ayrica gruplar arasinda belirlenen SOD diizeyi farklarinin ise

istatistiksel agidan 6nemli oldugu gézlenmistir (P<0,05).

Tablo 4.8. Benzil benzoat’in kok ucu hiicrelerinde Siiperoksit Dismutaz (SOD) [U/mg T.A.] diizeyleri
tizerine etkisi

Gruplar Minimum Maksimum Ortalama
SOD SOD SOD
Grup [ 60 85 75,00+8,20¢
Grup 11 80 110 94,0049,47°
Grup III 140 175 157,00+12,43°
Grup IV 160 200 180,70+13,60°

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 gosterildi (n = 10).
Ortalamalar arasindaki istatistiksel onem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans
analizi kullanilarak belirlendi. Ayni siitin igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,05).
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Benzil benzoat uygulamasinin 4. cepa kok ucu hiicrelerinde CAT diizeyleri tizerine
etkisi Tablo 4.9°da gosterilmistir. En diisik CAT diizeyi kontrol grubunda ortalama
1,17£0,25 pmol/g T.A. olarak o6lgiiliirken, CAT diizeyinin kontrol grubuna gore Grup
II’de ortalama 1,21 katina, Grup III’de ortalama 1,55 katina ve Grup IV’de ise
ortalama 1,91 katina yiikseldigi tespit edilmistir. Artan Benzil benzoat dozuyla
birlikte CAT diizeyinin arttigi, diger bir ifadeyle CAT diizeyi ile Benzil benzoat
uygulama dozu arasinda dogru orant1 oldugu belirlenmistir. Ayrica gruplar arasinda
belirlenen CAT diizeyi farklarinin ise istatistiksel agidan onemli oldugu tespit

edilmistir (P<0,05).

Tablo 4.9. Benzil benzoat’in kok ucu hiicrelerinde Katalaz (CAT) [ODyonm/dk g T.A.] diizeyleri
tizerine etkisi

Gruplar Minimum Maksimum Ortalama
CAT CAT CAT
Grup I 0,75 1,45 1,17+0,25¢
Grup II 1,21 1,55 1,42+0,12°
Grup 111 1,65 1,95 1,81+0,11°
Grup IV 1,96 2,45 2,24+0,18°

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 ggsterildi (n = 10).
Ortalamalar arasindaki istatistiksel 6nem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans
analizi kullanilarak belirlendi. Ayni siitin igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,05).
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, Benzil benzoat’in 10.000 mg/L, 25.000 mg/L ve 50.000 mg/L
dozlarmin A. cepa kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi fizyolojik, sitogenetik, anatomik
ve biyokimyasal degisimler incelenmistir. Fizyolojik degisimler; kok uzunlugu,
agirhk artist ve ¢imlenme yiizdesinin belirlenmesi ile, sitogenetik degisimler;
kromozomal anormallikler, mikroniikleus (MN) siklig1 ve mitotik indeks (MI)’in
belirlenmesi ile, anatomik degisimler; kok ucu hiicrelerinde meydana gelen anatomik
degisimlerin belirlenmesi ile, biyokimyasal degisimler ise lipid peroksidasyonu
tayini ve antioksidan enzim analizleri ile tespit edilmistir. Lipid peroksidasyonu
MDA diizeyinin, antioksidan enzim analizleri ise SOD ve CAT diizeylerinin
Olciilmesiyle tespit edilmistir. Benzil benzoat’in toksik etkileri iizerine
gerceklestirilen yeterli ve kapsamli ¢alismalarin bulunmamasi ise gergeklestirilen bu

calismanin 6nemini bir kat daha arttirmaktadir.

A. cepa test materyaline Benzil benzoat’in farkli dozlartyla muamele edilmesi,
cimlenmeyi inhibe edici etki gostermistir. Kontrol grubunda %100, Grup II’de %83,
Grup III’de %63 ve Grup IV’de ise %47 oraninda ¢imlenme yiizdesi tespit edilmistir.
Uygulanan Benzil benzoat dozundaki artis ile birlikte ¢cimlenme yiizdesinin azaldig,
diger bir ifadeyle artan Benzil benzoat dozu ile ¢imlenme yiizdesinin ters oranti
gosterdigi tespit edilmistir. Literatiirde Benzil benzoat’in kok uzunlugu iizerine
etkilerini arastiran kapsamli bir ¢alisma bulunmamakla birlikte, elde edilen sonuclari
destekleyen, diger gida katki maddeleri ve kimyasal maddeler ile gergeklestirilmis
benzer ¢aligmalar bulunmaktadir. Ornegin Singh (2017) tarafindan gergeklestirilen
bir calismada gida, ilag ve kozmetik alanlarinda renklendirici katki maddesi olarak
kullanilan tartrazin, Vigna radiata (L.) R. Wilczek tohumlarina 0,05 ppm ve 0,1 ppm
dozlarinda uygulanmis, sonug¢ olarak 0,05 ppm tartrazin uygulanan grupta %90

oraninda ¢imlenme meydana geldigi, 0,1 ppm tartrazin uygulanan grupta ise
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cimlenme olmadig1 ve uygulama dozuna baglh olarak ¢imlenme yiizdesinin azaldig:
rapor edilmigstir. Pereira ve ark. (2010) tarafindan gergeklestirilen bir baska
calismada ise bitlenme ve uyuz hastaligi tedavisinde kullanilan bir insektisit olan ve
benzen molekiillerinin klorlanmasi ile iiretilen heksaklorosikloheksanin 300, 600,
1250, 2500, 5000, 7500, 10000 ve 12500 mg/kg dozlar1, 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
uygulamis, sonug olarak Trifolium repens L.’in ¢imlenmedigi, Trifolium pratense
L.’nin ¢imlenme oraninin diistik oldugu, Triticum aestivum L., Pisum sativum L. ve
Solanum nigrum L.’de uygulama konsantrasyonunun artmasiyla birlikte ¢imlenme
oranlarinda kademeli bir azalma meydana geldigi ve ¢imlenme oraninin %50’nin
altina dustiigii, Triticum aestivum L. ¢imlenmesinin 5000 mg/kg ve iizeri dozlarda
onemli oranda etkilendigi, Avena sativa L., Hordeum vulgare L., Brassica sp. ve
Phaseolus vulgaris L. bitkilerinde ise ¢imlenme oranindaki azalmalarin yiiksek
konsantrasyonlarda meydana geldigi belirlenmistir. Bidlan ve ark. (2004) tarafindan
gerceklestirilen bir diger c¢alismada ise farkli heksaklorosikloheksan’in farkli
dozlarinin turp ve mas fasulyesinde ¢imlenme tizerine etkileri arastirilmis, sonug
olarak her iki tiir icin de ¢imlenme yiizdesinin uygulama dozuna bagl olarak azaldig1

bildirilmistir.

Benzil benzoat diger fizyolojik parametre olan kok uzunlugu tizerinde de inhibe edici
etki gostermistir. Benzil benzoat’in uygulama dozundaki artis ile birlikte, kok
uzunlugunun azaldig1 tespit edilmistir. Kontrol grubunda ortalama 8,25+0,81 cm kok
uzunlugu olgiiliirken, 10.000 mg/LL 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 kok uzunlugu 6lctilmistiir. En fazla kok uzunlugu kontrol grubunda,
en diisiik kok uzunlugu ise Benzil benzoat’in 50.000 mg/L. dozuyla muamele edilen
Grup IV’de belirlenmistir. Caligmada elde ettigimiz bulgular1 destekleyen, diger
aragtirmacilar tarafindan farkli gida katki maddeleri ve koruyuculart ile
gerceklestirilmis benzer calismalar da bulunmaktadir. Ornegin Onyemaobi ve ark.

(2012) tarafindan gergeklestirilen bir ¢calismada 4. cepa test materyaline, sodyum
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metabistilfit (E-223) ve sodyum benzoat (E-211)’in 0,25M, 0,10M, 0,05M ve
0,025M dozlaryla 3, 6, 9 ve 24 saat siiresince muamele edilmis, sonugta yiiksek
konsantrasyonlara ve daha uzun muamele siiresine maruz kalan 4. cepa dokularinda,
her iki koruyucu katki maddesinin de kék uzunlugu artisinda azalmaya neden oldugu
rapor edilmistir. Adeyemo ve Farinmade (2013) tarafindan gerceklestirilen bir baska
calismada ise gidalarda lezzet arttirici katki maddesi olarak kullanilan monosodyum
glutamat (MSG), A. cepa test materyaline 1,0 g/L, 3,0 g/L, 5,0 g/L ve 7,0 g/L
dozlarinda uygulanarak, bes giin siiresince kok uzunlugunda meydana gelen
degisimler 6l¢iilmiis, sonugta MSG uygulamasinin tiim test konsantrasyonlarinda kok
biiytimesini inhibe ettigi ve bunun yiiksek dozlarda istatistiksel olarak daha 6nemli
oldugu bildirilmistir. Ko¢ ve Pandir (2018) tarafindan gergeklestirilen bir diger
calismada ise A. cepa test materyaline gida maddelerinde renklendirici olarak
kullanilan glinbatimi saris1 (E-110) ve brilliant blue (E-133) katki maddelerinin farkli
dozlariyla muamele edilmis, sonucta kok uzunlugunda meydana gelen artigin, artan

uygulama dozuna bagl olarak azalis gosterdigi tespit edilmistir.

Gergeklestirilen g¢aligmada Benzil benzoat uygulamasinin bir diger fizyolojik
parametre olan agirlik artigi izerinde de inhibe edici bir etki gosterdigi belirlenmistir.
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’lik bir agirhik artis1 olgtilmiistir.
Uygulanan Benzil benzoat dozu ile agirlik artis1 arasinda ters bir orant1 oldugu tespit
edilmistir. Literatiirde Benzil benzoat’in agirlik artis1 iizerine etkilerini arastiran
kapsamli bir calisma bulunmamasina ragmen, bazi hastaliklarin tedavisinde ve
insektlerle miicadelede kullanilan kimyasal maddelerle gergeklestirilmis benzer
calismalar bulunmaktadir. Ornegin Kumar ve Singhal (2009) tarafindan
gerceklestirilen bir ¢alismada, Vigna radiata (L.) R. Wilczek tohumlarma 0,1
mg/mL, 1,0 mg/mL ve 2,5 mg/mL dozlarinda lateks ekstresi, 0,05 mg/mL ve 0,5
mg/mL dozunda genital lezyonlarin tedavisi i¢in topikal olarak kullanilan bir bitki
toksini olan podofilotoksin, 1,0 mg/mL ve 10,0 mg/ mL dozunda DNA alkilleyici bir

ilag 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 ila¢ olan aspirin uygulanmis ve radikula uzunluklari 1,0
ille 1,5 cm arast uzunluga ulastifinda yapilan agirhik o6l¢timleri sonucunda,
siproheptadin disindaki tiim gruplarda, uygulanan kimyasal maddelerin dozuna bagli
olarak agirlik artisinda azalmaya sebep oldugu bildirilmistir. Arslanoglu (2011)
tarafindan gergeklestirilen bir bagka ¢alismada ise 4. cepa test materyaline 600, 1200
ve 1800 ppm dozlarinda Basudin 60 EM insektisiti uygulanmis, sonugta artan doza
bagli olarak agirlik kazaniminda azalma meydana geldigi rapor edilmistir. Cavusoglu
ve ark. (2012b) tarafindan gerceklestirilen bir diger ¢alismada ise 100 mg/kg, 250
mg/kg ve 500 mg/kg dozlarinda tiyametoksam insektisiti 4. cepa test materyaline
uygulanmig, sonug¢ olarak artan uygulama dozunun agirlik kazaniminda azalmaya

neden oldugu belirlenmistir.

Gergeklestirdigimiz calismada Benzil benzoat uygulamasinin sitogenetik etkilert MN
ile kromozomal hasar olusumu ve MI oraninin belirlenmesiyle arastirilmistir. Benzil
benzoat’in A. cepa kok ucu hiicrelerinde, uygulama dozuna bagli olarak MN
olusumunu tesvik ettigi belirlenmistir. Mikroskobik incelemeler sonucunda, kontrol
grubunda ortalama 0,3040,48 oraninda MN olusumuna rastlanirken, 10.000 mg/L
dozunda Benzil benzoat uygulanan Grup II’de ortalama 11,80+2,74 oraninda, 25.000
mg/L Benzil benzoat uygulanan Grup III’de ortalama 24,70+3,34 oraninda ve 50.000
mg/L Benzil benzoat uygulanan Grup IV’de ise ortalama 47,60+5,34 oraninda MN
olusumu tespit edilmistir. Uygulama sonucunda Benzil benzoat dozundaki artisla
dogru orantili olarak, MN sikliginin da arttig1 tespit edilmistir. Elde ettigimiz
bulgular1 destekleyen, diger gida katki maddeleri ve kimyasal maddeler ile
gerceklestirilmis benzer calismalar bulunmaktadir. Ornegin Dénbak ve ark. (2002)
tarafindan gerceklestirilen bir calismada, gidalarda koruyucu katki maddesi olarak
kullanilan borik asitin 4. cepa test materyali iizerine sitogenetik etkileri arastirilmas,
sonucta borik asitin MN olusumuna neden oldugu rapor edilmistir. Gomes ve ark.
(2013) tarafindan gergeklestirilen bir baska ¢alismada ise A. cepa kok ucu meristem
hiicrelerine gidalarda renklendirici katki1 maddeleri olarak kullanilan giinbatimi saris1
(E-110), bordeaux kirmizis1 (E-123) ve tartrazin saris1 (E-102) uygulanmis, sonugta

katk1 maddesi uygulamasinin MN olusumuna neden oldugu rapor edilmistir. Soykan
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ve Koca (2014) tarafindan gerceklestirilen bir diger c¢alismada ise diklorvos
insektisitinin 2 ml/L, 4 ml/L, 6 ml/L’lik dozlar1 12, 24 ve 48 saat siiresince A. cepa
test materyaline uygulanmis, sonugta diklorvos uygulamasinin MN olusumunu tesvik

ettigi rapor edilmistir.

Mikroskobik gozlemler sonucunda, Benzil benzoat uygulamasimin tesvik ettigi
kromozomal hasar sikliginin sirasityla fragment>yapigkan kromozom>kromozom
kopriisii> kromatinin esit olmayan dagilimi>c-mitoz seklinde oldugu belirlenmistir.
Kontrol grubunda bir ka¢ yapiskan kromozom, kromozom ko6priisii, c-mitoz disinda
herhangi bir kromozom hasarina rastlanilmazken, uygulama gruplarinda kromozomal
hasarlarin uygulama dozuna bagli olarak artis gosterdigi tespit edilmistir.
Bulgularimizi  destekleyen, diger gida katki maddeleri ve insektisitler ile
gerceklestirilmis benzer c¢alismalar da mevcuttur. Ornegin Tiirkoglu (2007)
tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, gidalarda koruyucu katki maddesi olarak
kullanilan sodyum benzoat, borik asit, sitrik asit ve potasyum sitrat A. cepa
bulblarina 20, 40, 60, 80 ve 100 ppm dozlarinda uygulanmis, sonucta anafaz
kopriisti, c-mitoz, geri kalmig kromozom ve yapigkan kromozom seklinde
kromozomal hasarlar meydana geldigi, meydana gelen toplam kromozomal hasar
miktarmin uygulama dozuna ve siiresine bagli olarak artig gosterdigi rapor edilmistir.
Yilmaz ve ark. (2008) tarafindan gidalarda katki maddesi olarak kullanilan sitrik asit
(E-330) ve benzoik asit (E-210)’in Allium sativum L. kok ucu hiicreleri iizerine
sitogenetik etkileri arastirilmig, sitrik asit ve benzoik asit uygulamasinin yapiskan
kromozom, c-mitoz, geri kalmis kromozom, fragment ve koprii seklinde kromozomal
hasar olusumuna neden oldugu bildirilmistir. Singh ve ark. (2007) tarafindan
gergeklestirilen bir ¢alismada ise Hordeum vulgare L. tohumlarina %0,05, %0,1 ve
%0,5 konsantrasyonlarinda profenofos insektisiti ve mankozeb fungusiti ile muamele
edilmis, sonugta uygulama dozuna bagli olarak kromozomal anormallik olusumunda
artis meydana geldigi, olusan kromozomal hasarlarin diizensiz metafaz, kromozom
kopriileri, geri kalmis kromozom, kromozomal kiriklar ve diyagonal anafaz seklinde

oldugu rapor edilmistir.
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Bu ¢alismada, Benzil benzoat’in 4. cepa kok ucu hiicrelerinde Mitotik Indeks (MI)
tizerinde de etki gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek 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 II’de %7,00 ve 50.000 mg/L Benzil benzoat
uygulanan Grup IV’de ise 9%5,35 olarak tespit edilmistir. Elde edilen veriler
incelendiginde, artan Benzil benzoat dozuyla birlikte MI’in azaldigi, diger bir
ifadeyle MI ile Benzil benzoat uygulama dozunun ters orantt gosterdigi
belirlenmistir. Diger gida katki maddeleri ve insektisitler ile gerceklestirilmis ve
bulgularimizi destekleyen benzer ¢alismalar da bulunmaktadir. Ornegin Njagi ve
Gopalan (1982) tarafindan Vicia faba L. kok ucu hiicrelerine gidalarda koruyucu
katki maddesi olarak kullanilan sodyum benzoat ve sodyum siilfitin farkli dozlar
uygulanmis, sonucta MI’de uygulama dozuna bagl olarak azalma meydana geldigi
bildirilmistir. Renctizogullar1 ve ark. (2001) tarafindan gerceklestirilen bir baska
calismada ise gidalarda renklendirici katki maddesi olarak kullanilan sodyum
metabistlfitin 7,5 mg/L, 15 mg/L ve 30 mg/L dozlar1 10 ve 20 saat siiresince A. cepa
test materyaline uygulanmis, her iki uygulama siiresince de MI'nin uygulama dozuna
bagli olarak azalma gosterdigi belirlenmistir. Sinha ve ark. (1989) tarafindan
gerceklestirilen bir diger calismada ise %0,25, %0,50, %0,75 ve %1,0 dozlarinda
fosalon insektisitinin 4. cepa test materyaline uygulanmasi sonucunda, kok meristem

hiicrelerinde MI’in uygulama dozu ve siiresine bagl olarak azaldig: tespit edilmistir.

Yapilan mikroskobik gézlemler neticesinde, Benzil benzoat uygulamasinin A. cepa
kok ucu meristematik hiicrelerinde ciddi hasarlara neden oldugu belirlenmistir.
Meydana gelen hasarlar nekroz, hiicre deformasyonu, yassilasmis hiicre ¢ekirdegi,
korteks hiicre deformasyonu, korteks hiicrelerinde baz1 maddelerin birikimi, korteks
hiicre ¢eper kalinlasmasi ve belirgin olmayan iletim doku seklindedir. Yapilan
calisma sonucunda kontrol grubu kok ucu hiicrelerinde herhangi bir anatomik hasara
rastlanilmazken, uygulama gruplarinda Benzil benzoat dozundaki artisa bagl olarak,
olusan anatomik hasarlarin oraninda artis meydana geldigi gézlenmistir. Literatiirde
Benzil benzoat’1n bitki kok ucu hiicrelerinde sebep oldugu anatomik hasarlar ile ilgili
gergeklestirilmis kapsamli bir ¢alisma bulunmadigindan, elde edilen sonuglar diger

kimyasal ajanlarla gergeklestirilen calismalarm verileri ile tartisilmistir. Ornegin
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Bigakct ve ark. (2017) tarafindan gergeklestirilen bir calismada, diazinon
uygulamasinin 4. cepa kok ucu hiicrelerinde yassilasmis hiicre c¢ekirdegi, belirgin
olmayan iletim doku, hiicre deformasyonu, korteks hiicre ¢eperlerinde kalinlagsma,
nekroz ve iletim dokuda bazi maddelerin birikimi seklinde anatomik hasarlara neden
oldugu, bu hasarlarin sikliginin ise uygulama dozundaki artisla birlikte arttig1
bildirilmistir. Kaya ve Cal1 (2015) tarafindan gergeklestirilen bir bagka ¢alismada ise
spiromesifen insektisitinin Cucumis sativus L. bitkisi lizerine anatomik etkileri
arastirllmis, sonugta bitkinin yapraklarinda; anormal stoma yapisi gelisimi, toplam
palizat ile stinger alanlar1 ile toplam yaprak kalinligi degerlerinde ve palizat ile
stinger parankimalarinin en ile boy degerlerinde azalma, bitki govdesinde; epidermis
ile trake en ve boy degerlerinde kontrol grubuna gére azalma ve meyve enine
kesitlerinde dis tabakaya yakin parankimatik hiicrelerde sekil degisiklikleri meydana
geldigi tespit edilmistir. Cavusoglu ve ark. (2011) tarafindan gerceklestirilen bir
diger calismada ise glifosat uygulamasinin 4. cepa kok ucu hiicrelerinde belirgin
olmayan vaskiiler doku, hiicre deformasyonu, belirgin olmayan epidermis tabakasi,
biniikleer hiicre ve anormal hiicre niikleusu seklinde anatomik degisimlere neden

oldugu gozlenmistir.

Gergeklestirdigimiz ¢alismada, Benzil benzoat’in 4. cepa kok ucu hiicrelerinde lipid
peroksidasyonu tizerine etkileri de arastirilmistir. Lipid peroksidasyonu, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) ve lipidlerin oksidatif bozulmasina, 6zellikle de ¢oklu
doymamis yag asitleri ve MDA tretiminin artmasina neden olan metabolik bir
islemdir (Odjegba ve Adeniran, 2015). MDA membran lipidlerinin oksitlenmis bir
drtinii olmakla birlikte oksidatif stres seviyesini gosteren bir biyolojik belirtectir
(Janero, 1990). ROS iretilmesi, bitkilerde normal aerobik metabolizmanin
kac¢inilmaz bir siireci olarak tanimlanmaktadir. Dort ana ROS tiirii tekli oksijen ('0y),
stiperoksit (O;"), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH")’dir. ROS;
DNA, RNA, protein ve lipid de dahil olmak {iizere biyolojik molekiillerin
peroksidasyonuna yol acarak zarar verebilmektedir (Shah ve ark., 2001; Dinakar ve
ark., 2010). Serbest oksijen gruplart DNA {izerinde etki gostererek niikleik asitlerin
yapisal degisikliklerine ve sonugta kromozomlarda degisiklikler ile beraber

mutasyonlara da neden olabilmektedir (Yarsan, 2014). Benzil benzoat uygulamasi
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neticesinde en diisitk MDA diizeyi kontrol grubunda ortalama 10,00=1,89 pmol/g
T.A. olarak belirlenirken, 10.000 mg/L. dozunda Benzil benzoat uygulanan Grup
II’de ortalama 14,50+1,72 pmol/g T.A., 25.000 mg/L Benzil benzoat uygulanan
Grup III’de ortalama 18,30+2,54 pmol/g T.A. ve 50.000 mg/L Benzil benzoat
uygulanan Grup IV’de ise ortalama 22,10+3,18 pmol/g T.A. olarak tespit edilmistir.
Artan Benzil benzoat dozuyla MDA diizeyinin arttig1, diger bir ifadeyle MDA diizeyi
ile Benzil benzoat uygulama dozunun dogru oranti gosterdigi belirlenmistir.
Literatiirde Benzil benzoat’in bitki test materyallerinde lipid peroksidasyonu iizerine
etkisini arastiran kapsamli bir ¢alisma bulunmamasi sebebiyle, bulgularimiz diger
kimyasal maddelerin bitkilerde lipid peroksidasyonu {izerine etkilerini inceleyen
benzer ¢alismalarm bulgular1 1s18inda tartisilmistir. Ornegin Patnaik ve ark. (2013)
tarafindan gercgeklestirilen bir ¢alismada krom (VI) uygulamasinin 4. cepa kok ucu
dokularinda MDA diizeyinde artisa neden oldugu, Liu ve ark. (2009) tarafindan
gerceklestirilen bir baska calismada ise yiiksek dozda kursun (Pb) uygulamasinin
Allium sativum L. kok ucu dokularinda MDA diizeyinde artisa neden oldugu, Wang
ve ark. (2008) tarafindan gerceklestirilen bir diger calismada ise bentazon

herbisitinin piring MDA diizeyinde artisa neden oldugu bildirilmistir.

Bu calismada ayrica Benzil benzoat’in 4. cepa kok ucu hiicrelerinde antioksidan
enzim aktivitesi tizerine etkileri de arastirilmistir. Antioksidan enzim aktivitesi SOD
ve CAT diizeylerinin 6lgiilmesiyle tespit edilmistir. Serbest radikallere kars1 aerobik
organizmalar tarafindan cesitli savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Koruyucu
antioksidanlar ad1 verilen enzimlerden biri olan CAT hidroperoksitleri veya hidrojen
peroksiti ayristirarak, SOD ise aktif oksijeni sondiirerek ve degistirerek serbest
radikallerin ve aktif oksijenin olusumunu azaltmaktadir (Comporti, 1993). SOD
diizeyinin Benzil benzoat maruziyeti ile stiperoksit radikali seklinde ROS
olusumunun bir sonucu olarak artmis olabilecegi diistiniilmektedir. Stiperoksit, SOD
dahil antioksidan enzimlerden sorumlu genleri tetikleyen sinyal transdiiksiyonunun
merkezi bileseni olarak kabul edilmektedir (Alavarez ve Lamb, 1997).
Gergeklestirilen ¢alisma sonucunda elde edilen SOD aktiviteleri incelendiginde en
diisik SOD diizeyi kontrol grubunda ortalama 75,00+8,20 pumol g' T.A. olarak
olgtilirken, 10.000 mg/L dozunda Benzil benzoat uygulanan Grup II’de ortalama
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94,00+9,47 pmol/g T.A., 25.000 mg/L Benzil benzoat uygulanan Grup III’de
ortalama 157,00+12,43 umol/g T.A. ve 50.000 mg/L Benzil benzoat uygulanan Grup
IV’°de ise ortalama 180,70+£13,60 umol/g T.A. olarak ol¢tilmiistiir. CAT aktiviteleri
incelendiginde ise en diisiik CAT diizeyi kontrol grubunda ortalama 1,17+0,25
umol/g T.A. olarak tespit edilirken, 10.000 mg/L dozunda Benzil benzoat uygulanan
Grup II’de ortalama 1,42+0,12 pumol/g T.A., 25.000 mg/L Benzil benzoat uygulanan
Grup III’de ortalama 1,8140,11 pmol g’ T.A. ve 50.000 mg/L Benzil benzoat
uygulanan Grup IV’de ise ortalama 2,24+0,18 pmol/g T.A. olarak tespit edilmistir.
Artan Benzil benzoat dozuyla birlikte SOD ve CAT diizeylerinin arttigi, diger bir
ifadeyle SOD ve CAT diizeyleri ile Benzil benzoat uygulama dozu arasinda dogru
orant1 oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde pek ¢ok calismada, kimyasal maddeler
tarafindan olusturulan strese bagli olarak Al/lium tirlerinde antioksidan enzim
aktivitelerinin yiikseldigi rapor edilmistir. Ornegin Fatma ve ark. (2018) tarafindan
gergeklestirilen bir c¢alismada, farkli dozlarda klorpirifos ve mankozeb
insektisitlerinin A. cepa yapraklarindaki CAT ve SOD diizeylerine etkisi arastirilmas,
sonucta her iki insektisitin de artan dozlarmin CAT ve SOD diizeylerinde artisa
sebep oldugu rapor edilmistir. Cavusoglu ve ark. (2012a) tarafindan gerceklestirilen
bir baska calismada ise sipermetrin insektisitinin A. cepa kok uglarinda antioksidan
enzim diizeyleri tizerine etkileri arastirilmig, sonugta uygulama doz ve siiresine bagl
olarak SOD ve CAT diizeylerinde artis meydana geldigi bildirilmistir. Zhang ve ark.
(2005) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ise kadmiyum uygulamasinin Al//ium
sativum L. yapraklarinda SOD ve CAT diizeylerini baslangicta inhibe ettigi, ancak
uygulama devam ettiginde ise siireye bagli olarak SOD ve CAT diizeylerinde artis
meydana geldigi tespit edilmistir.

Gergeklestirilen calismada elde edilen tiim veriler incelendiginde; Benzil benzoat
uygulamasi, 4. cepa test materyalinde arastirilan fizyolojik parametreler {izerinde
inhibe edici etki gostermistir. Bu durumun, Benzil benzoat’in hiicre dongiisii
tizerinde inhibitor bir etki gostermis olmasi nedeniyle meydana gelmis olabilecegi
disiiniilmektedir. Fizyolojik parametrelerde meydana gelen inhibasyon, benzoat
toksisitenin bir belirteci olarak degerlendirilmektedir. Benzil benzoat’in MN sikligi

ile kromozomal hasar olusumunda artisa, MI oraninda ise azalisa sebep olmasinin,
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hiicresel savunma mekanizmalar1 tarafindan detoksifiye edilebilenden daha fazla
ROS iretmesinden ve bununda tolere edilemeyerek DNA’da hasar meydana
getirmesinden kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir. MDA, SOD ve CAT
diizeylerinde meydana gelen artislar da bu durumu desteklemektedir. Ayrica Benzil
benzoat uygulamasina bagl olarak iletim doku ve kok ucu hiicrelerinde meydana
gelen anatomik degisimler, bitkinin hiicresel diizeyde Benzil benzoat alinimim
engellemeye yonelik gelistirdigi savunma mekanizmalarinin oldugu, fakat bu
mekanizmalara ragmen uygulanan yiiksek Benzil benzoat dozlar1 sebebiyle kimyasal
maddenin bitkiye niifuz etmesi sonucunda meydana gelmis olabilecegi seklinde

yorumlanmaktadir.

Sonug olarak; gida, saglik, kozmetik ve tarimsal {iretim gibi bir¢ok farkli alanda
kullanilan Benzil benzoat’1n, belirli konsantrasyonlara ulagmasi halinde toksik etkiler
gosterebilecegi A. cepa test materyali kullanilarak tespit edilmistir. Bu nedenle
Benzil benzoat maruziyetinin, canlilarda sebep olacagi zararlar dikkate alinarak
kullanimindan vazgegilmeli, kullaniminin zaruri oldugu hastalik tedavileri gibi
durumlarda ise mutlaka uygun doz araligi belirlenmeli ve kullanim alanlari

sinirlandirilmalidir.

Ayrica A. cepa test materyali kullanilarak gergeklestirilen bu ¢alismada, ¢imlenme
yuizdesi, kok uzunlugu ve agirlik artisi gibi fizyolojik parametrelerin toksisitenin hizli
bir sekilde tespitinde 6nemli 6n belirtegler oldugu, kromozomal anormallikler, MN
olusumu ve MI oran1 gibi sitogenetik parametrelerin ise toksisitenin biyolojik olarak
izlenmesinde hassas biyobelirtecler oldugu anlasilmistir. Bunun yani sira MDA,
SOD ve CAT diizeylerinin belirlenmesinin ise meydana gelen toksisitenin sebep ve
etki mekanizmalarinin agiklanmasina ve kok ucu meristematik hiicrelerinde meydana
gelen anatomik degisimlerin ise kimyasal ajanin bitki blinyesine alinmasi sirasinda

bitkinin verdigi hiicresel tepkilerin anlagilmasina katki sagladigi belirlenmistir.
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