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OZET

ALLIUM CEPA.. (AMARYLLIDACEAE) KOK UCU HUCRELERINDE
1,4 DIOKSAN TARAFINDAN TESVIK EDILEN
SITOTOKSISITENIN BELIRLENMESI
TEKER, Deniz
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Biyoloji Anabilim Dali, Yiksek Lisans Tezi
Dansman : Dog. Dr. Kiilgin CAVUSOGLU

AGUSTOS 2012, 29 sayfa

Bu calsmada gunlik ygamimizda sikga kullangimiz temizlik ve kozmetik
ardnlerinin yapisinda bulunan, 1,4 Dioksa®iium cepal. kdk ucu hicrelerinde
meydana getird fizyolojik ve sitogenetik etkiler agairiimistir. Test materyali
olarak A.cepatohumlari kullanilmgtir. Cimlenme ytzdesi, kok uzurgu ve &irhk
artisl fizyolojik parametreler olarak; kromozomal hdagr mikronukleus (MN)
sikligi ve mitotik indeks (MI) ise sitotoksisitenin inditorleri olarak kullanilny ve
bu veriler istatistiksel parametreler ileskilendirilmistir. A.cepatohumlari kontrol
ve 1,4 Dioksan uygulama gruplari olarak t¢ grubaldiyve 72 saat suresince 1,4
Dioksanin iki farkli dozu (50 ve 100 ppm) ile mudenedildi. Sonucta, 1,4
Dioksanin tim uygulama gruplarinda dozaslbalarak c¢imlenme yizdesi, kok
uzunlyu ve &irlik kazanimini azalt, kromozomal anormallikler ve MMranini
ise arttirdg! tespit edilmgtir. Sonug olarak, elde edilen veriler 1,4 DioksaAicepa
kok ucu hucreleri Uzerinde doza gha sitotoksik bir etkiye sahip oldiunu
gostermgtir.

Anahtar kelimeler: 1,4 Dioksan, sitotoksisite, kromozomal hasarlakromukleus,

tohum ¢imlenmesiAllium cepal.



ABSTRACT

DETERMINATION OF CYTOTOXICITY INDUCED
BY 1,4 DIOXANE IN ROOT TIP CELLS OF

ALLIUM CEPA L. (AMARYLLIDACEAE)

TEKER, Deniz
Giresun University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, Master Thesis
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Kigth CAVUSOGLU
August 2012, 29 pages

In this study physiological and cytogenetic eféect 1,4 Dioxane used in daily lives
frequently in the composition of cleaning and cosenproducts orAllium cepal.
root tip cells were investigated.cepaseeds was used as test mate€armination
percentage, root lenght and weight gain was usephgsiological indicators and
chromosomal damage, micronucleus (MMquency, mitotoc index (MI) was used
as cytotoxicity indicators and these datas wereetated with statisticgparameters.
The seeds ofA.cepawere divided into three groups: control, two 1,4oxXane
treatment groups, and they were treated with diffetwo doses ( 50 and 100 ppm)
of 1,4 Dioxane during 72 hours.

As a result, it was determined that Dioxane faidgcreased the germination
percentage, root length and weight gain dependmglase in seeds all treatment
groups, whereas chromosomal damage and ristll was increased. In conclusion,
datas obtained in this study indicated that 1,4xBx@ has cytotoxic effects a dose
depending on root tip cells éf.cepa

Key words: 1,4 Dioxane, cytotoxicity, chromosomal damage, micrdeus, seed

germination Allium cepal.
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GIRIS

Herhangi bir maddenin test edilen ortamaidigini gosteren ayiraca indikator
denir (1). Kimyasal maddelerin toksik etkilerinilibemede bircok farkli indikator
kullaniimaktadir. Biyolojik olarak en fazla tercddilen indikatérler ise fizyolojik ve

sitogenetik indikatorlerdir.

1.1. Fizyolojik indikatorler: Kimyasal maddenin etkisiyle, bitkilerde meydana
gelen fizyolojik dgisimlerin belirlenmesi amaciyla genellikle; ¢cimlenmiézdesi,

kok uzunlgu ve a&irlik artisi parametreleri indikator olarak kullaniimaktadir.
1.1.1. Cimlenme Yuzdesi

Tohumun ¢imlenmesi i¢csel ve gevresel birfator tarafindan etkilenmektedir.
Ancak bazi durumlarda c¢imlenme icin uygun cevrdssullar olussa bile tohum
cimlenmesi meydana gelmeyebilir. Boyle tohumlarndant olarak isimlendirilir ve
bu duruma da tohum dormansisi adi verilir (2). Dansi dsinda sicaklik, sik ve
kimyasal maddelerin vagh da c¢imlenmeyi etkileyen ger etmenlerdir. Ayrica
cinko, kadmiyum, bakir ve civa gibiga metallerin, tohumlarin c¢imlenmesi
esnasinda amilaz ve peroksidaz izoenzimlerinin ssayiarttirdg, tohumlarin

cimlenme yilizdesini ise azafitibelirlenmitir (3).

1.1.2. Kok Uzunlysu

Bitkilerde kimyasal ajanlar tarafindan giuulan hasari belirlemek icin
kullanilan fizyolojik indikatorlerden bir deri ise kok uzunlgudur. Bitkilerde
gelisme dollenmeden hemen sonraslba Zigotun ard arda boéliunmeleriyle ilk

yapraklar, cenekler, embriyonik kok ve embriyonidwde meydana gelir.

Embriyo cimleninceye kadar tohumun icirmesekilde kalir. Beslenmesi ise
endospermtarafindan gercekiérilir. Yiksek yapili bitki embriyolarinda ise gen

bitkinin fotosentezle kendine yeterli besin Uretmesyardimci olan ¢enekler vardir.



Tohum uygun bir nemlilik (su), sicaklik ve oksijagibi optimum kgullarin

varliginda gimlenmektedir.

Bdyle uygun bir ortamda, tohum ilk olarak su emetigkr. Bu sayede enzimler
daha aktif hale gecer. $dista gibi depo besinler yikilir. Hucresel solunum v
pesinden mitoz bélinme hizlanir. Boliunmelerin hizlasma ilk kok olgur. Sonra
sirasiyla ilk yapraklar ve gévde gglieye baglar. Ortamda yeterincelk mevcutsa
klorofil sentezi yapilir ve fotosentez dbar. Belirli bir siire gelien bitkide, en son
olarak cicek olgumu s&lanir. Bitkide gel§me tum bir ygam boyu devam eder.
Dokilen yapraklarin yerine yenileri glur. Meristem dokular hayat boyu korurgdu

icin, govde ve dallarin uzamasi sinirsizdir (4).

1.1.3. Agirlik Arti i

Bitkilerde kimyasallarin ojturdusu etkiyi belirlemek icin kullanilan fizyolojik
indikatorlerden biri ise@rlk artigidir. Agirlik artisi su ve mineral maddelerin tohum
yapisina alinmasiyla alan kitle ariyi olarak tanimlanabilir. Tohumun ¢imlenmesini
ve gelsimini etkileyen faktérler ayni zamandgidik kazanimini da etkilemektedir.
Bu faktorler: Su, sicakliksik, pH, tuz, mineral maddeler ve hormoniaklinde
siralanabilir (5).

1.2. Sitogenetik indikatorler : Bitkilerde kimyasal ajanlarin meydana getidi
toksisiteyi belirlemek icin kullanilan en 6nemli dikatorlerden bir dieri ise
sitogenetik indikatorlerdir. Bu indikatorler bitkmngenetik yapisinda meydana gelen
hasarlari ortaya koymaktadirlar. Bu amacla kulEmilen 6nemli testler ise

kromozomal anormallik ve mikronukleus (MN) testtgri

1.2.1. Kromozomal Anormallikler

Bitkinin genetik materyalindeki anormallikéér. Bu anormallikler kromozomda
meydana gelen yapisal ya da sayisgigidikleri yansitmaktadir. Genellikle mitoz
veya mayozu izleyen hiicre bolinmesi sirasinda nmeydgelen hatalardan
kaynaklanmaktadir. Bunlar kimyasal ajanlar taradmaneydana getirilebil@di gibi
radyasyon ve der bircok etken tarafindan da elurulabilmektedir.Bu etkiler
sonucunda meydana gelen hasarlar; kromatigiinodmayan dgilimi, kromozom

koprileri, yapgkanhk, geri kalmg kromozom ve kromozom kiriklaridir (6).



1.2.1.1. Kromatinin Esit Olmayan Dagilimi

Bolinme esnasinda kromozomlagekil, sayr ve yapi bakimindan sapma
gosterdgi cok kutuplu hicrelerin gozlengli bir anormallik taradar. Bu tar
anormalliklerin hticre polarizasyonunun ya da hiiskelet yapisinin etkilenmi
olmasindan veya ger kromozomal anormalliklerin bir uzantisi olaraKicte

dongusundn ilerleyen zamanlarinda meydana gethmin edilmektedir (7).

1.2.1.2. Kromozom Koprileri

Genellikle metafazda kromozomlarin yampasi veya kullanilan kimyasal
maddelerin klastojenik etkisi sonucu kromozomldmmlip sonra yeniden birnesi
sonucu meydana gelmektedir (8,9). Kromozom segm@mth dizensiz
translokasyon ve inversiyonlari da kromozom koprike neden olabilir (10).
Kromozom kopruleri metafazda kagdd&romatidlerin birlgimi sonucu olgan
kromatin fiberleri tarafindan meydana getirilirie® bu kromatidler ge¢ anafaz veya
telofaza kadar bir arada kalirlarg& bu bglantilar ¢ok gerilirse, kromatidler
anafazdaki birlgme noktalarindan veya bu noktalara yakin yerlerkierabilirler.
Bu kiriimalar kardg kromatidlerin her ikisinde de ayri noktada meydgakebilir ve

sonucta kromozom benzeri yapilar olan fragmentlelisumuna neden olur (11).

1.2.1.3. Yapskanlk

Kromozomlarda yagkanlik; ani reaksiyonlarla DNA’da inhibisyona ve BN
DNA veya DNA-protein capraz kmnmalarina neden olur (12). Yakan
kromozomlar bazi enzimler tarafindan kromozomlaksik replikasyonu sonucunda
olusmaktadirlar (13). Yapkanlik genellikle anafaz ve telofaz koprilerinin
olusumuma yol acarak hiicre bélinmesini engellemek{édirl5)

Patil ve Bhat (16), kromozom ysianlgini caunlukla  kromatin
materyalinin protein matriksini icine alarzyolojik bir adezyon tipi olarak
tanimlamgdir. Ayrica yapgkanlik DNA’daki fosfat gruplar ile komplekslerin
formasyonu uzerine kimyasal maddelerin etkisi dlada kabul edilebilir (17)Liu
ve ark. (18), ise kromozom yaganligini geri dongimsuz hicre 6limine neden

olan bir anormallik tipi olarak ifade etgherdir.



1.2.1.4. Kalgin Kromozom

Hucrenin farkh kutuplarina hareket etneekje¢ kalan kromozomlardan
kaynaklanmaktadir. Patil ve Bhat (16), bu tip krammlarin g ipliklerinin
organizasyonunda veya fonksiyonlarindaki bir bdazktian olwabileceklerini ileri

surmilerdir.

1.2.2. Mikronukleus (MN)

Mikronukleuslar (MN); hicrede mitoz bitie sirasinda ortaya cikan, ana
cekirde&ze dahil olmayan, tam bir kromozom veya asentrik Bhomozom
parcasindan koken alan elumlardir. Ayrica multipolar anafaz ve telofaz da MN
olusumuna sebep olmaktadir. MN sayisindaki sargesitli ajanlarin hicrelerde
olusturdusu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinifaglo gostergesi olarak
deserlendirilmektedir (19-22).

Gunumuzde, sanayiteeye bglh olarak cevresel kirligin giderek artmasi
canlilarin daha fazla fiziksel ve kimyasal ajanlararuz kalmalarina sebep olgtwr.
Bu kapsamda toksik, mutajenik, karsinojenik ve ttgemik faktorlerin olumsuz
etkilerini tespit etme ve 6nleme ihtiyaci kaginitmalmustur. Bu nedenle, MN testi
sitogenetik hasarin tespitinde, kromozom analiaegore; kolay uygulanabilmesi,
daha fazla hiicre sayilabilmesi ve istatistiksedagi daha anlamli sonuclar elde
edilmesi bakimindan daha yaygin kullanim alanimgpsiair teknik olmugtur (23-32).
MN testi ilk kez 1950’lerde bitki hiicrelerinde kroaom hasarlarinin tespitinde,
1970’lerde hayvan hicrelerinde (33,34) ve daha asokiiltire edilmj insan
lenfositlerinde kimyasal karsinojenlerin etkilerimelirlemek amaciyla kullaniimaya
baslanmstir (35). Lenfosit kiltirlerindeki ¢caimalara paralel olarak ise 1982 yilinda
ilk defa Stich ve ark. (36) tarafindan eksfolydtiicrelere uygulanmgtir. Bu teknik
sayesinde @z, burun, brog ve Urotelyal eksfolyatif hiicrelerde kimyasallana

enfeksiyonlarin neden olgu etkileri dgerlendirmek mimkun olmstur (37,38).



1.3. Dioksan

1,4 Dioksan “polietilen”, “polietilenglikdl ve  “polioksietilen” ticari
isimleriyle de bilinen (39), organik formuld 4850, olan halkal bir bilgiktir (40).
Ucucu ve renksiz bir sividir (41,42). Etilen glikaldergik salftrik asit veya degik
fosforik asitle 1sitiimasi sonucunda elde ediliB)AMolekil agirligl 88.1, kaynama
noktasi 101°C, erime noktasi 12°C, 25°C’deki bulbasinci 37 mmHg ve
20°C’deki ygzunlugu ise 1.033 g/mL olan kimyasal bir maddedir (44inGmuzde
organik urunler, cilalar, boyalar, vernikler, lakdlriinler, boya ve y&i boya
sokuctuler, recineler, gtar, mumlar, boya, cimento, dezenfektanlar, fumitzan
emdulsiyonlar ve parlatma kompozisyonlarinin ¢ozucimarak kullaniimaktadir
(41,45,46). Ayrica boya, yaprici ve muirekkeplerin formilasyonunda ve
insektisitler, herbisitler, plastik§@riciler ve monomerlerin ise imalatinda
kullaniimaktadir (47). Bununla birlikte bircok cagmadetejani da 1,4 Dioksan
icermektedir. 1,4 Dioksanin gerek bitkilerde gerekse insanlareghep oldgu
toksisite ile ilgili veriler ¢ok sinirlidir. Fakat,4 Dioksanin emilimi, dalimi ve
metabolizmasi deney hayvanlarinda oldukca fazlailpalstir. 1,4 Dioksan 6zellikle
ratlarda fazla miktarda emilim gostermektedir (48% Dioksan kozmetik Urlnlerde
kansere yol acan maddelerinstvala yer almaktadir. Deney hayvanlarinda pankreas,
akciger, bobrek ve mesanede kanserlerinirswiouna neden olgw kanitlanmgtir
(49). 1,4 Dioksan, ABD Cevre Koruma Ajansi taraAndnsanlarda kansere sebep
olabilen maddeler listesinde bulunmaktadir. Aysolunum, deri ve oral yolla alimi
sonucunda g6z ve mukozadasika, deride tahsi ve merkezi sinir sisteminde
depresyon gorilebilmektedir. Bu kimyasala maruzmkal dozu arttikca kan,
karacger, kronik maruziyet durumunda ise kagmei ve bobreklerde tahribata ve
kan dokuda ise hasara neden olmaktadir (50).

Bu cagmanin amaci gunlik yamimizda kullangamiz pek c¢ok urdndn
yapisinda bulunan 1,4 Dioksanin toksik etkilerficepatest materyalini kullanarak
gozler 6niine sermektir. Bu amacla bu gah kapsaminda 1,4 Dioksan uygulagmi
A.cepa tohumlarinda kok uzunfu, &sirhk kazanimi ve c¢imlenme yiuzdesi

parametreleri ile kromozom anormallikleri ve MN Isgk incelenmstir.



2.MATERYAL VE METOT

2.1. Kok Uclarinin Hazirlanmasi

Bu cayma 1,4 Dioksanin 50 ve 100 ppm’'lik  dozlan kullanak
gerceklatirilmistir. Arastirma materyali olarak gbkli ve aagl yukarn ait
blyuklukteki A. cepa tohumlari secilngtir. Tohumlar 8%100 capinda plastik
beherlere vyerkgiriimis ve oda sicak@inda 72 saat boyunca cimlenmeye
birakilmstir. Stre zarfinda kontrol grubundaki tohumlasme suyu, uygulama
grubundaki tohumlar ise 1,4 Dioksanin 50 ve 100 ‘pkndozlariyla muamele
edilmistir. Sdre sonunda kok uclari distile su ile yilkaginve standart ezme
preparasyon teknikleri kullanilarak sitogenetik laher icin hazir hale getirilntir
(51).

2.2 Kok Uzunlugu, Agirlik Kazanimi ve Cimlenme Yuzdesinin Belirlenmesi

Uygulama periyodu sonunda ¢imlenen tohudalar kok ucu uzunluklari
radikula olyumu temel alinarak milimetrik cetvel yardimiylgirhk kazanimlari ise
hassas terazi yardimiyla Olgulgtir. Agirhk kazanimlari uygulama oncesi ve
sonrasinda elde edilen tohungirdk farklari dikkate alinarak belirlensgtir.

Tohumlarin ¢imlenme yiuzdeleri iseagidaki esitlik kullanilarak tespit edilmitir

(52).

Cimlenen tohum sayisi

Cimlenme Yuzdesi (%) = x 100

Toplanhton sayisi



2.3. Kromozomal Anormallikler ve Mikronukleus (MN) Analizi

0.5 cm uzunfiunda kesilen kok uclar iki saat “Clarke” fiksdidcerisinde
(3:glasial asetik asit / l:distile su) fiske eddmil5 dakika %96’likk etanolde
yikanmg ve +4 °C 'de %70'lik etanolde saklagtm Sonraki gamada, kok
uclari 60 °C’'de 17 dakika 1N HCI igerisinde hidedi edilmg, sire sonunda 30
dakika %45'lik asetik asit icerisinde bekletigni. Sonraki gamada kok uclari 24
saat Asetokarmin ile boyangnve %45’lik asetik asitte ezilerek binokilegik
mikroskobu (Japan, Nicon Elipse E600) altindagatflanmstir (51,53).

Mikronukleus (MN) sikfiini belirlemek igin, her bir uygulama grubu igin
hazirlanan preparatlardan toplamda 1000 hucrensgywie MN’li hiicrelerin varlg
binokuler sik mikroskobu altinda tespit edilerek fg@taflandiriimstir. MN sikliginin
belirlenmesinde Fenench ve ark. (54) tarafindanirléeén kriterler dikkate
alinmstir. Bu kriterlere gore:

() MNcap1 ana nukleusun 1/10 olmal,

(i) MNile huicrenin temel cekirggnin kenarlari birbirlerine temas edebilgce
gibi etmeyebilirde, fakat temas @itidurumlarda bu aradaki sinirin belirgin bir
sekilde ayirt edilmesi gerekmektedir,

(i) MN boyandginda temel cekirdgn aldigi renge yakin bir renk almalidir.



3. ARV IRMA BULGULARI

1,4 DioksaninA. cepda kok uzunlgu, &irlik artisi, cimlenme yuzdesi
Uzerine etkileri ve kdk ucu hicrelerindgvik ettigi kromozomal anormalliklegekil
3.1, 3.2 ve Tablo 3.1, 3.6’da gosterigtm.

Sekil 3.11,4 Dioksan uygulamasinin kdk uzuglutizerine etkileri (a: kontrol grubu,
b: 50ppm 1,4 Dioksan, c: 100ppm 1,4 Dioksan)



Sekil 3.2 1,4 Dioksan tarafindan ¢ek edilen kromozomal anormalikler (m
mikronukleus [a-b-fi k: kdprl [c-g] yk: yapgkan kromozom [a] ked: kromatinin
esit olmayan dgilimi [e-f ] gk: geri kalmg kromozom[ h] )



Tablo 3.11,4 Dioksan uygulamasinin ¢cimlenme yiuzdesi Uzezthisi

Gruplar Cimlendirilen  Cimlenen Cimlenmeyen  Cimlenme

tohum sayisi  tohum sayisi  tohum sayisi yuzdesi %

Grup | 50 50 0 100
Grup Il 50 39 11 78
Grup Il 50 24 26 48

Grup I: kontrol, Grup II: 50 ppm 1,4 Dioksan, Grlil 100 ppm 1,4 Dioksan

1,4 Dioksanin ¢imlenme yizdesi Uzerine etkisi Taklbde verilmgtir. Tablodaki
sonuclardan da goérulgi gibi en yiksek ¢cimlenme yiuzdesi kontrol grubunela,
disik cimlenme yuzdesi ise 1,4 Dioksan ile muameldeadiGrup lI'de tespit
edilmistir. Kontrol grubunda %100 oraninda ¢imlenme yuzdedirlenirken, Grup
I de %48 oraninda cimlenme yuzdesi belirlegtini Sonug olarak 1,4 Dioksan
uygulamasinin A.cepacimlenme yuzdesinde dnemli derecede bir azalmapes

oldugu gorulmitar.

Tablo 3.21,4 Dioksan uygulamasinin kok uzugu(cm) tzerine etkisi

Gruplar Minimum Maksimum Ortalama
Grup | 7 10 8.75+1.37
Grup Il 1 35 1.97+085
Grup Il 0.1 0.7 0.35+0.17

Grup I: kontrol, Grup II: 50 ppm 1,4 Dioksan, Grlilb 100 ppm 1,4 Dioksan

*Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak e@dkti (n = 10). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel énem “Duncan” testini b@a “one-way” varyans analizi
kullanilarak belirlendi. Ayni sttin icerisinde farkarfler ile gosterilen ortalamalar

istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0.05).

1,4 Dioksan uygulamasini.cepa kok uzunlgu tzerine etkispekil 3.1 ve

Tablo 3.2’de verilmgtir. Sonuglardan da goruldt gibi en fazla kok uzunfu
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kontrol grubunda, en az kok uzupluise 1,4 Dioksanin 100 ppm dozuyla muamele
edilen Grup llI'de tespit edilngtir. Kontrol grubunda ortalama 8.7 cm kok uziguu
Olculurken, Grup I’ de  ortalama 1.97 cm, Grlip de ise ortalama 0.35 cm
kok uzunlgu tespit edilmitir. Ayrica gruplar arasindaki bu kok ucu uzunérkl
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli giduda belirlenmgtir  (P<0.05).
Dioksanin artan dozuyla kok uzuglu arasinda ters bir orantinin offuda tespit

edilmigtir.

Tablo 3.31,4 Dioksan uygulamasinigidik artisi (g) Uzerine etkisi

Gruplar Balangi¢ Son Airhik Artigl
Grup | 10.54+2.29 15.67+2.90 +5.13
Grup Il 8.15+1.58 9.93+1.39 +1.78
Grup IlI 6.82+1.07 7.78+1.0%¢ +0.96

Grup I: kontrol, Grup II: 50 ppm 1,4 Dioksan, Grlip 100 ppm 1,4 Dioksan

*Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak e@dkti (n = 10). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel énem “Duncan” testini b@a “one-way” varyans analizi
kullanilarak belirlendi. Ayni satir icerisinde farkarfler ile gosterilen ortalamalar

istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0.05).

1,4 Dioksan uygulamasinin giik artisi  Uzerine etkisi Tablo 3.3'de
gosterilmitir. Tablodaki sonucglardan da gorufdiigibi balangic &irliklari dikkate
alindginda 72. saatin sonunda en fazlgirle&k artisi kontrol grubunda, en diik
agirhk artigi ise 100 ppm dozunda 1,4 Dioksan ile muamele erdilGrup lil'de
Olcilmistar.  Kontrol grubunda ortalama 5.13 girbk artisi, Grup II' de
ortalama 1.78 g, Grup III' de ise ortalama 0.9&a@girlik artisi belirlenmitir. Bu
gruplar  arasindaki gahk  artsinin  istatistiksel agcidan 6nemli oklu da
gozlenmgtir (P<0.05). Dioksan doz atiile tohum &irlik artigi arasinda ters bir

orantinin oldgu da tespit edilngtir.
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Tablo 3.4 1,4 Dioksan uygulamasinin kok ucu hucrelerinderamikleus (MN)

sikligi Gzerine etkileri

Gruplar Hesap edilen Minimum Maksimum Ortalama (MN)
hiicre sayisi

Grup | 1000 0 2 0.70+0.82

Grup I 1000 1 36 22.40+8 .44

Grup I 1000 25 63 46.70+11.91

Grup I: kontrol, Grup II: 50 ppm 1,4 Dioksan, Grlil 100 ppm 1,4 Dioksan

*Veriler ortalama * standart sapma (SD) olarak golsi (n = 10). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel 6nem “Duncan” testini b@a “one-way” varyans analizi
kullanilarak belirlendi. Ayni sutun igerisinde karharfler ile gosterilen ortalamalar

istatistiksel agidan énemlidir (P<0.05).

A. cep&ok ucu hicrelerinde 1,4 Dioksan tarafindamikeedilen MN varlgi

ve siklgl Sekil 3.2 ile Tablo 3.4'de gosterilgtir. Sonuclardan da goéralda gibi;
kontrol grubunda hemen hemen hic MN salmuna rastlanmazken, Dioksan ile
muamele edilen gruplarda ise Dioksan dozurih ledarak MN siklginda 6nemli bir
artis gézlenmgtir. Grup II'de 22.40 oraninda, Grup llI'de ise 48.oraninda MN
tespit edilmgtir. S6z konusu gruplarda belirlenen MN  sayilarin istatistiksel
acidan 6nemli oldiu da belirlenmgtir (P<0.05). Sonugcta, Dioksanin artan dozu ile
MN sikligl arasinda dgru bir orantinin varfii gozlenmgtir.
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Tablo 3.51,4 Dioksan tarafindangék edilen kromozomal hasarlar

Gruplar Kok Mitotik YK KED KK GK
Uclarinin  Hucrelerin

Sayisl Sayisl

Grup| 10 500 0.30+0.48  0.00+0.06  0.00+0.06  0.00+0.06
Grup Il 10 500 23.80+4.78 17.30+5.38 12.30+2.87 5.40+2.37
Gruplll 10 500 30.70+4.69 23.70+4.92 19.50+3.66  10.90+2.96

Grup I: kontrol, Grup II: 50 ppm 1,4 Dioksan, Grlip 100 ppm 1,4 Dioksan

*Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gikli (n = 10). YK: yapgkan
kromozom, KED: kromatinin g olmayan dgilimi, KK kromozom koprusu, GK
geri kalmg kromozom. Kromozomal hasarlar igin, her bir grpther bir kok
ucunda 500 hucre, toplamda ise 5000 hicre analldi.e@rtalamalar arasindaki
istatistiksel 6nem “Duncan” testini takiben “oneyWavaryans analizi kullanilarak
arastinldi. Ayni sutan icerisinde farkh harfler iledgterilen ortalamalar istatistiksel

acidan 6nemlidir (P<0.05).

1,4 Dioksanii\. cepa kdk ucu hicrelerinde geik ettigi kromozomal hasarlar
ile ilgili veriler Sekil 3.2 ve Tablo 3.5'de g0sterilgiir. Yapilan mikroskobik
inceleme sonucunda 1,4 Dioksan tarafindavike edilen kromozomal hasarlar
sirasiyla yagkan kromozom, kromatininsg olmayan dailimi, kromozom
koprustu ve geri kalngl kromozom seklinde belirlenmgtir. 1,4  Dioksanin
kromozomlar Uzerine en buylk etkisi ydgan kromozom olgumu seklindedir.
Kontrol grubunda birka¢ yagkan kromozom dinda , herhangi bir hasara
rastlanilmazken 1,4 Dioksan uygulanan gmga ise bu dort tip kromozomal
hasarin timine rastlanignr. Dioksan uygulanan gruplarda, Dioksaniramrt
dozu ile birlikte kromozomal hasar sayilarinda dasameydana geldi ve bu

artglarin ise istatistiksel olarak 6nemli olglubelirlenmgtir (P<0.05).
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Tablo 3.6 1,4 Dioksan uygulamasinin mitotik indeks (Ml) Gneretkileri

Gruplar Minimum Maksimum Ortalama (M) / (%)
Grup | 859 936 901+24.9%0.01)
Grup Il 687 756 724+24.987.24)
Grup I 453 524 486+23.514.86)

Grup I: kontrol, Grup II: 50 ppm 1,4 Dioksan, Grlip 100 ppm 1,4 Dioksan

*Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gdkti (n = 10). MI her bir kok
ucu icin 1000 hicre toplamda 10000 hicre sayilarakde olarak hesaplandi.
Ortalamalar arasindaki istatistiksel dnem “Duncawestini takiben “one-way”
varyans analizi kullanilarak agtarildi. Ayni satin icerisinde farkh harfler ile

gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan 6nem(ié<0.05).

Bolinen hicrelerin  sayisini  gostenamitotik indeks ( MI) ile ilgili
veriler Tablo 3.6’da verilmtir. En yiuksek MI ylzdesi kontrol grubundspit
edilmistir. Dioksan uygulanan gruplarda ise MI yluzdedsi 6nemli derecede
azalma oldgu gordlmigtir. S6z konusu gruplarda sirasiyla 9014 v@ 486
oraninda Ml'e rastlanilrgy bu gruplarin MI sayilari arasindaki  farktarse
istatistiksel olarak dnemli olgu tespit edilmgtir (P<0.05). Ayrica Dioksanin artan

dozu ile Ml ylizdesi arasinda ters bir orantinidigada belirlenmytir.
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4. TARIMA VE SONUC

Bu cakmada 1.4 Dioksanin doza ghaolarak A.cepakdk ucu hucrelerinde
meydana getir@ fizyolojik ve sitogenetik etkiler incelenstir. Dioksan dozundaki
artis ile cimlenme yuzdesi arasinda ters bir oranti gldbelirlenmgtir. En yiksek
cimlenme yuzdesi kontrol grubunda, en az ise 100 glozunda 1,4 Dioksanla
muamele edilen grupta tespit edigtii. Daha Once c¢imlenme ylzdesi Uzerine
dioksanin etkilerini ardiran benzer tarzda bir ¢gina olmamasi nedeniyle, bizim
bulgularimiz dger kimyasal maddeler vega metal iyonlarinin kullanilg
calismalarin bulgulari kullanilarak tagtimistir. DUsik konsantrasyonda Fenol ve
Naftanol uygulamalarinimA.cepa tohum gimlenmesini azalgh ve bu kimyasallarin
engelleyici etkilerinin ise mitoz bdolinmenin metafare anafaz safhalarinda
mutasyona sebep olmalarindan kaynaklg@ndelirtiimistir (55). Muscolo ve ark.
(56) iseFagus sylvaticalL. ve Pinus laricio P."da Fenolik bilgiklerin tohum
¢cimlenmesi sirasinda solunum enzimlerini etkilersaketiyle tohum g¢imlenmesini
engelledgini gostermglerdir. Benzer bir cajmada ise Weinberger ve Vladut (57)
bazi Fenol bilgiklerinin Pinus banksianaLamb. andBetula papyriferaMarch.
turlerinde ¢cimlenme ytizdesini azgidrapor etmjlerdir. Yine Verma ve Dubey (58)
yuksek konsantrasyonlarda Kuna (Pb) maruz kalan piring tohumlarinda
cimlenmede iki kat diiis oldugunu belirlemglerdir.

1,4 Dioksan dozundaki gta kdk uzunlgunun azaldil tespit edilmgtir. En
fazla kok uzunlgu kontrol grubunda, en az ise 100 ppm dozunda loks@nla
muamele edilen grupta Olculgtir. 1,4 Dioksanin k6k uzunfiu Uzerine etkileri
daha once callmams olmasina rgmen, &ir metal iyonlar ve der kimyasal
ajanlarin  kék uzunigu Gzerine etkileri konusunda pek cok gala
gerceklatirilmistir. Ornesin Aliiminyum (Al) elementinin kok hiicre boliinmesini
Cinko (Zn), Bakir (Cu) ve Kyun (Pb) elementlerinin ise kok hiicre uzamasini
engellemek suretiyle kbk uzamasini inhibe getbelirlenmitir. Ayrica A.cepata
yapilan calmalarla Al'nin nikleik asitlere Rganarak kok ucu hicrelerinde
sitokinezi engellegi gdsterilmitir. Benzer bir caimada ise Al'nin bir bgday
varyetesinin kdk hucrelerinde DNA replikasyonu veete bolinmesini azalgh ve

kok buyumesini engellegii rapor edilmstir (59-63). Kugunun (Pb) bazi bitkilerde
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ornesin  Brassica junced..’da 10* M ve 10° M gibi disiik konsantrasyonlarinin
kok buyumesini tgvik ettigi, ancak ayni konsantrasyonlarirzea maysL. ve
A.cepada kok gekimini engelledgi tespit edilmgtir (64,65). Farooqi ve ark. (66)
tarafindan Kadminyumun (CdAlbizia lebbeck.. fidelerinin buyimesi icin oldukca
toksik oldwgunu rapor etmsierdir. Benzer tarzda Kgun (Pb) ve Civa (Hg)'nin
Cicer arietinumL.’de toksik etkilerini belirlemek amaciyla yapilarr lgalsmada
metal iyonlarinin konsantrasyonu artttkca kok bug8min engellengi
belirlenmgtir (67). Yine grelti tart olan Salvinia molestaD. Mitch. ile
gerceklatirilen bir calsmada2.5 ppm Fenol konsantrasyonunun kloroplast hasarina
sebep oldpu gosterilmgtir. Benzer bir caimada ise, yabani bir ot tlrl olaemna
minor L."de 1.0 ppm Fenotozunun klorofil kaybina yol agn belirlenmitir (68).
Carlson ve Donald (69) tarafindan Glifosfat@asium arvensé.. bitkisinde yapilan
bir calsmada Glifosfat miktari arttikga toplam kok sayisindzalma meydana

geldigi belirlenmistir.

1,4 Dioksan uygulamasinfcepatohumlarinin girlik artigi tzerine de etkisi
negatif yonde olmgtur. 72. saatin sonunda en fazlgirisk artisi kontrol grubunda
gozlenirken, en djilk agirlik artisi ise 100 ppm dozunda 1,4 Dioksan ile muamele
edilen grupta olculmgitir. Kontrol grubunda ortalama 5.13 g’lik bk artist,
100 ppm dozunda 1,4 Dioksanla muamele edilen grigate0.96 g’lik bir girhk
artigl tespit edilmgtir. Dioksan ile olmasada ga metaller ve dier kimyasal
maddelerin A. cepave dger test materyallerindegalik artisi tGzerine etkileri
konusunda pek ¢ok caitna yapilmgtir. Ornesin 4000ug Cu L-1 uygulanan iki yillik
Pinus resinosaAit. bitkisinde solgunluk ve koklerinde kahverelegine oldgu,
lateral kdk gekiminin engellendii ve kontrollere gore kuru garliklarinin %30
azaldgl rapor edilmgtir (70). Kusun (Pb) uygulamasi ileens culinarisMedik. ve
Phaseolus mungb. tirlerinin taze ve kurugrliklari oraninda dsiis oldugu oldusu
belirlenmgtir (71,72). Cavsoglu ve ark. (73) tarafindan gerceydieilen bir
calsmada, Cinko (Zn) ve Kadmiyum (Cd) metallerininPhaseolus vulgaris
L.bitkisinde &irik kazanimini baskilagh ve azalttg tespit edilmgtir. Benzer
tarzdaki bir bgka calgmada iseVicia fabal. kdk ucu hicreleri tGzerine Fenol'iin
farkli konsantrasyonlarinin  sitotoksik etkileri sgtralmis, sonucta @rhk

kazaniminin uygulama periyodu suresince maruz &alikenol dozlarina Ba
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olarak azaldii rapor edilmgtir. Fenolin &rhk kazanimi Gzerine toksik
mekanizmasi hentiz tam olarak agiklanamamasigmena bunun Fenolin hicre
bilesenleri ile etkilgime girerek bloklayici bir ajan gibi si gérmesinden
kaynaklanmy olabilecei dusunulmdstir (74). Ugrekhelidze ve ark. (75) tarafindan
gerceklgtirilen bir calsmada, Fenol'iin yapisinda yer alan hidroksil grulou(@H),
¢esitli molekdllerin fonksiyonel gruplarn ile @anma yetengine sahip oldgu
gosterilmi, bu ba&lanmaninda bitki dokularina besin maddelerininsgig engel
oldugu tespit edilmgtir. Benzer tarzdaki bir B&a calsmada ise Wallstedt ve ark.
(76) yuksek yapil bitkilerde Fenol'in glamdan veya dolaylh olarak besin alimini
azalttgini rapor etmylerdir. Agirhik kaybi icin dger bir dnemli sebep ise terleme
oranindaki aryy olarak dgunulmdstir Zira Mcfarlane ve ark. (77) soya bitkilerinde
bir Fenol tlrevi olan Nitrobenzen aliminin, terleoranini arttirarak @rlik kaybina
neden oldgunu bildirmglerdir. Bu ¢algsmada kullandiimiz 1,4 Dioksanin da benzer
tarzda bir etkiye sahip olgu distinilmektedir.

Bu cakmada 1,4 DioksaninA.cepakok ucu hicrelerinde geik ettigi MN
sikhgi da aratirilmistir. Sonugta Dioksan dozlarindaki aldi birlikte MN sikliginin
da arttgl belirlenmgtir. Diger bir ifadeyle, Dioksan dozlarindaki al& MN
sayisindaki ar§l arasinda dgru bir oranti tespit edilmgiir. 1,4 Dioksanin  MN
olusumunu tgvik ettigine dair daha 6nce gerceftielmis bir calsma olmamasina
ragmen, dger kimyasal ajanlarin MN silgh Gzerine etkileri ayrintili olarak
calisiimistir. Ornesin zeytinyas Uretim tesisinden elde edilen atik suyun farkies
ve konsantrasyonlardBriticum aestivumL. (bugday)'da cimlenmeyi negatif yonde
etkiledigi, nikleus parcalanmasina, mitotik anormallikldteymozomlarda yapisal
ve saylisal mutasyonlara neden olarak MNswhounu tgvik ettigi rapor edilmgtir
(78). Marine-Morales ve ark. (79) ticari Triflurain (445g/L saflikta) 0.42ppm,
0.84ppm, 1.67ppm ve 3.74ppm’lik dozlarink,cepata MN sikligini arttirdgini
tespit etmglerdir. Bir bgka calsmada ise sivi gubre ve bitki buyime dizenleyicisi
olarak kullanilan Shaffer A'nin Vicia fabdda MN olusumuna neden oldw
belirlenmgtir (80). Benzer tarzda bir der calgmada ise 6zellikle elmada verim
artirici olarak kullanilan Daminozitin hidrolizi socu olgan (1-1 dimetil hidrazid)
UDMH'nin DNA’y1 metilledigi (81,82) ve ayrica MN okwmuna neden olgu
bildirilmi stir (83).
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Dioksan tarafindan siek edilen kromozomal anormallik incelergthde ise,
1,4 Dioksan uygulamasinin yakan kromozom, kromatininsgg olmayan dailimi ,
kromozom koprisi ve geri  kalgnikromozom olgumuna neden olgw
belirlenmgtir. 1,4 Dioksanin kromozomlar Uzerine en buyigkisi, yapskan
kromozom olgumu seklinde olmytur. Dioksan uygulanan gruplarda, dioksanin
artan dozu ile birlikte 4 tip kromozomal hasariryisenda ary tespit edilmgtir.
Dioksanin bitkilerde tgvik ettigi kromozomal hasarlar ile ilgili daha ©6nce
gerceklatirilmi s herhangi bir cajma bulunmamasina gmen, Dioksanin hayvansal
organizmalarda twik ettigi kromozomal hasarlar ve gbr kimyasal maddelerin bitki
kok ucu hicrelerinde geik ettigi kromozomal anormalliklerle ilgili bazi ¢amalar
bulunmaktadir. Ornin; Roy ve ark. (84) tarafindan fareler tizerindecgklestirilen
bir calsmada, 1,4 Dioksanin farelerin kemik gili ve karacger hucrelerinde
genotoksik etkilere neden olglw, kromozomal kiriklara yol agcarak MN elumunu
tesvik ettigi ve ayrica karager ve kemik ilgi hucrelerinin ¢galmasini engelledi
rapor edilmgtir. Bir baska calsmada akuatik bir cevre kirleticisi olan Genisteidid
uM esik degerde, Chinese hamster V79 hicrelerinde herhangitkirgostermezken,
yuksek konsantrasyonlarda (50-1pM, 3 saat) ise MN okumunu arttirdil ve
kromozom Kkiriklarina neden olgu belirlenmitir (85). Inceer ve ark. (86)
tarafindan gerceksérilen bir bgka calsmada, Bakir Klorir'tnHelianthusannuus
L. bitkisinin kok ucu hicrelerinde kromozom ygipalarina ve kirllmalarina neden
oldugu tespit edilmgtir. Benzer tarzdaki bir ger calsmada ise Kumar ve ark. (87)
Uc busday (Triticum aestivumrl.) varyetesi (HUW 234, HUW 468 ve HUW 533)
uzerine 2,4-Diklorofenoksi Asetik Asit igoproturon herbisitinin etkisi ag@ariimis,
sonugta s6z konusu kimyasallarin kromozomlarda syago! ve kopria gibi
kromozomal bozulmalara yol agini rapor etmglerdir. Bir diger ¢calsmada ise, @r
metal olan Kugun Nitratin arpa kok ucu hucrelerinde meydana djgiiretkiler
arastinimig, sonucta Kusun Nitratin yapgkanlhk, koprd, geri kalmgitkromozom ve
heterojen kromatin dalimi  seklinde kromozomal hasarlar stk ettigi
belirlenmgtir (88). Yine cival bilgiklerin tohumlarda DNA replikasyonunu
engelleyebilecg (89), kromlu bilgiklerin ise kromatid kirilmalarina yol agabilege

gosterilmitir (90).
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Bu cakmada son olarak 1,4 Dioksanfcepakodk ucu htcrelerinin mitotik
indeksi (MI) Gzerine etkileri agairilmis, sonugta en fazla MI kontrol grubu
tohumlarinin kdk uclarinda, en az ise 1,4 Dioksabt®® ppm dozuyla muamele
edilen gruptaki tohumlarin kok uclarinda saygmm Diger bir ifadeyle Dioksanin
artan dozlari ile Ml sayilari arasinda ters birnbman varlgl tespit edilmgtir. 1,4
Dioksanin Ml Uzerine etkilerini inceleyen bir gaha bulunmamasina gamen, dger
kimyasallarin Ml Uzerine etkilerini agaran kapsamli pek cok cstna
bulunmaktadir. Orngn, Gramoxone, Afalon ve Korthion pestisitlerimincepakok

ucu hucrelerinde MI'i doz ve slreyedbaolarak azalttg rapor edilmgtir (91). Bir

baska calsmada, 2.5ug mI_1 Kursun (Pb)’ a maruz birakilaA.cepa’da kdk gelimi
ve mitotik aktivitenin, Pb uygulama suresinegloaolarak azaldii tespit edilmgtir
(92). Benzer tarzdaki bir Bla calsmada ise, farkli konsantrasyonlarda Pb Qgﬁ]n

A.cepa(93), Z. mays (94), Brassica pekinensiRupr. (95) ve Brassica junced..
(96) bitkilerinde bélinen hicre sayisini olumsubnge etkileyerek MI azalgi
belirlenmitir. Rencuzgullan ve ark. (97) tarafindan gercegtiglen bir diger
calismada ise Sodyum Metabisulfit'iA.cepada mitotik anormallikleri arttirdii ve

MI azalttigi rapor edilmgtir.

Sonug olarak gunlik ggmimizda sikca kullangimiz Grdnlerin yapisinda yer
alan 1,4 Dioksanin belli bir konsantrasyona sufanda toksik etkilere neden
olabilecegi, A.cepatest materyali kullanilarak gozler 6ntine serilmepdsiimistir.
Bu nedenle stz konusu kimyasalin kullaniimasinimelde oldugu Urlnlerde,
kullaniimadan 6nce mutlaka uygun doz seviyesi leglineli ve toksik etkiler sebep

olabilecek doz seviyelerinden kaginiimalidir.
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