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Ozet: Bu calismada, Vicia faba L. kok wucu hiicrelerine fenol’iin farkh
konsantrasyonlarinin sitotoksik etkileri arastirildi. Test materyali olarak bakla tohumlari
kullanildi. Cimlenme yiizdesi, kdk uzunlugu ve mikronukleus (MN) siklig
sitotoksisitenin indikatorleri olarak kullanildi ve bu veriler istatistiksel parametreler ile
iligkilendirildi. Sitogenetik analizlere ilaveten, fenol ile muamele edilen bakla
tohumlarinin kok ucu meristemlerinde DNA analizleri gergeklestirildi. Tohumlar
kontrol ve fenol uygulama gruplar1 olarak iki gruba ayrildi ve 7 giin siiresince fenol’iin
ti¢ farkli dozu (25, 50 ve 75 ppm) ile muamele edildi. Sonugta, fenol’lin tiim uygulama
grubu tohumlarda doza bagli olarak ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve agirlik
kazaniminmi azalttigi, MN oranini ise attirdigi tespit edildi. Ayrica, fenol ile muamele
edilen tohumlarda DNA {iriinii kontrol grubundakilerden daha diigiiktii. Bu nedenle,
fenole maruz kalan DNA iiriinleri agaroz jelde kontrol grubuna gore daha ileride bantlar
verdi. Sonug¢ olarak, elde edilen veriler fenol’iin bakla kok ucu hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkiye sahip oldugunu gosterdi.

Anahtar Kkelimeler: Fenol sitotoksisite, mikronukleus testi, tohum ¢imlenmesi, Vicia
faba L.

DETECTION OF CYTOTOXICITY INDUCED BY PHENOL IN ROOT TIP
CELLS OF VICIA FABA L. (FABACEAE)

Abstract: In this study, cytotoxic effects of different concentrations of phenol on Vicia
faba L. root tips were investigated. The test material was used the seeds of broad bean.
It was used germination percentage, root lenght, weight gain and micronucleus (MN)
frequency as indicators of cytotoxicity, and correlate these data with statistical
parameters. Additionally to the cytogenetic analysis, DNA analyses were performed
from root tip meristem of broad bean treated with phenol. The seeds were divided into
two groups: control, phenol treatment groups, and they were treated with different three
doses (25, 50 and 75 ppm) of phenol during 7 days. As s result, it was determined that
phenol fairly decreased the germination percentage, root length and weight gain
depending on dose in seeds all treatment groups, whereas MN rate was increased.
Besides, it was observed that the yield of DNA in seeds treated with phenol were lower
than recorded in the control. Hence, DNA yields exposed to phenol was run ahead on
agarose gel according to control group. In conclusion, obtained date indicated that
phenol had cytotoxic effects on broad bean root tip cells.

Key words: Phenol toxicity, micronucleus test, seed cytogenetic, Vicia faba L.
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GIRIS

Fenol kimyasal formiilii CcHsO ve molekiiler agirligi 94.11 olan aromatik bir alkoldiir.
Benzen fenol, benzenol karbolik asit, hidrobenzen, mono-hidrobenzen, mono-fenol,
fenol alkol, fenil-hidroksit ve fenilik asit gibi yaygin kullanilan formlar1 bulunmaktadir
(ENVIRIONMENT CANADA 1998).

Fenol, hayvansal atiklarin ve bitkilerin ¢iirlimeleri yani ayrismalari sirasinda toprak ve
su igerisinde dogal olarak meydana geldigi gibi, odun, kagit, recine, kaucuk, ilag ve
boya iiretim sektorlerinden, mineral, ¢elik ve metal isleme tesisleri ile petrol rafineleri
gibi ¢esitli endiistri kollarindan da bol miktarda ¢evreye yayilabilmektedir (DOBBINS
vd. 1987). Cevredeki fenol kirliliginin en biylik sebeplerinden birisi ise, tarim
zararlilarma karst kullanilan herbisit, insektisit ve fungusit gibi peptisitlerdir. Bu
kimyasal maddeler yapilarinda bol miktarlarda fenol icerdiklerinden, yagmur sular1 ve
diger etmenler sebebiyle topraga ulastiklarinda topragin fenol miktarinin artmasina ve
sonugta bu topraklarda yetisen vejetasyonun olumsuz yonde etkilenmesine sebep
olmaktadirlar (CANADIAN ENVIRONMENTAL 2000).

Fenoller protoplazmik zehirler olduklarindan tiim canli hiicre tiirlerine zarar
verebilmektedirler. Insanlarda, fenol igeren su ve gidalarin viicuda alinmasi siddetli
bobrek bozukluklarina, gérme kaybina, agir sarsintilara ve hatta Sliimlere bile neden
olabilmektedir (YENER & AKSU 1999).

Simdiye kadar fenoliin toksik etkileri iizerine 6zellikle hayvansal organizmalarda ve
insanlarda gerek in-vivo gerekse de in-vitro kosullarda pek c¢ok calisma yapilmasina
ragmen, fenol’lin bitkilerdeki toksik etkileri lizerine yapilan ¢aligmalarin sayis1 oldukca
yetersizdir. Bu ¢alismada, V. faba kok ucu hiicrelerinde fenol tarafindan tesvik edilen
toksisitenin boyutlar1 belirlenmeye calisilmistir.

MATERYAL VE METOT

Kok Uclarimin Hazirlanmasi

Bu calisma 25, 50 ve 75 ppm’lik fenol (BDH-England) dozlar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Fenol solusyonlart distile su (pH 6.7) igerisinde giinliik olarak
hazirlanmis ve arastirma materyali olarak saglikli ve asagi yukari esit biiyiikliikteki
bakla tohumlar1 se¢ilmigtir. Tohumlar 24 saat siiresince ultra-distile suda yikanmus,
kontrol ve uygulama grubundaki tohumlar igerisinde filtre kagitlari (Whatman No. 1)
bulunan 11 cm capindaki petri kutularina yerlestirilmis ve 23°C’lik etlivde 7 giin
siiresince ¢imlenmeye birakilmistir. Bu silire zarfinda kontrol grubundaki tohumlar
¢esme suyu, uygulama grubundaki tohumlar ise 25, 50 ve 75 ppm’lik fenol solusyonlari
ile muamele edilmistir. Tiim petri kaplar1 giinliik olarak kontrol edilmis ve tohumlarin
kurumasina izin verilmeden 24 saatlik periyotlar ile ¢esme suyu ve farkh
konsantrasyonlarda fenol ilavesi yapilmistir. Kokler 1.0-1.5 cm uzunluguna ulastiginda,
distile su ile yikanmis ve standart ezme preparasyon teknikleri kullanilarak sitogenetik
analizler i¢in hazir hale getirilmistir (WEI 2004).
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Kok Uzunlugu, Agirhk Kazanimi ve Cimlenme Yiizdesinin Belirlenmesi

Cimlenen tohumlardaki kok ucu uzunluklart milimetrik cetvel yardimiyla 6l¢iilmiistiir.
Fenoliin farkli dozlarina maruz kalan ve kalmayan tohumlardaki kok ucu uzunluklari
radikula olusumu esas almarak belirlenmigtir. Tohumlarin agirlik kazanimlari,
uygulama oOncesi ve sonrasinda hassas terazi ile Olglilen agirlik farklarindan
yararlanilarak tespit edilmistir. Cimlenme yiizdesi ise “Cimlenme (%) = ¢imlenen
tohumlar/toplam tohum sayis1 x 100” formiilii dikkate almarak hesaplanmistir (ATIK
vd. 2007).

MN Analizi

Kok uglart alti saat “Clarke” fiksatorii (3:glasial asetik asit / 1:distile su) ile fikse
edilmig, 15 dakika %96’lik etanolde yikanmis ve +4 °C ’de %70’lik etanolde
saklanmistir. Sonraki asamada, kok ucglart 60 °C’de 17 dakika 1N HCI igerisinde
hidrolize edilmis, siire sonunda 30 dakika %45°lik asetik asit igerisinde bekletilmistir.
Mikroskobik gozlemler i¢in, kdk uclar1 24 saat asetokarmin ile boyanmis, boyama
isleminden sonra kok meristemleri ayrilmis ve %45°lik asetik asit’de ezilmistir
(STAYKOVA vd. 2005, WEI 2004).

MN sikligin1 belirlemek igin, her preparatta 1000 hiicre sayilmistir. Mikronukleuslu
hiicrelerin varlig1 binokiiler 1s1k mikroskobu (Japan, Nicon Elipse E600) altinda tespit
edilmis ve X500 biyiitmede fotograflanmistir. MN sayimi FENECH vd. (2003)
tarafindan belirlenen kriterler dikkate alinarak gerceklestirilmistir: Bu kriterlere gore: (i)
MN c¢ap1 ana nukleusun 1/10 olmali, (i1) MN ile hiicrenin temel ¢ekirdeginin kenarlar
birbirlerine temas edebilecegi gibi etmeyebilirde, fakat temas ettigi durumlarda bu
aradaki sinirin belirgin bir sekilde ayirt edilmesi gerekmektedir, (iii) MN boyandiginda
temel ¢ekirdegin aldig1 renge yakin bir renk almalidir.

DNA izolasyon Protokolii

DNA izolasyonu SHARMA vd. (2002) tarafindan kullanilan protokole bagli kalarak
gergeklestirilmistir. Izolasyon igin, kok uglar1 (2 g taze doku) sivi nitrojen igerisinde
ezilmis, ezilen kok uglar1 1M Tris-HCI, 0.5M EDTA, 5M NaCl, 1M B- merkaptoetanol
ve dH,O igeren soliisyon igerisine transfer edilmistir. Daha sonra 65 °C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir. Siire sonunda 15 dakika 6800 rpm’de santrifiij edilmis, supernatant
dikkatli bir sekilde yeni bir polipropilen tiipe aktarilmis ve lizerine 5 M potasyum asetat
ilave edilmistir. Bu soliisyon buz banyosunda 2 dakika inkiibe edilmis ve 15000 rpm’de
15 dakika oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatant {izerine
kloroform-izoamilalkol (24:1) ilave edilmis, 1 dakika siiresince ¢alkalanmis ve 15000
rpm’de santrifiij edilmistir. Sonraki asamada yeni bir polipropilen tiipe aktarilarak,
lizerine etanol-sodyum asetat (2:1) karisimi ilave edilmis ve karisim —20 °C’de 40
dakika siire ile inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 15000 rpm’de santrifiij edilmis,
pellet %80’lik etanol ile yikanmis, 30 dakika havada kurutulmus ve 0.5 mL TE
tamponunda ¢6ziinmiistiir. Son asamada ise % 0.8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek DNA
bantlar1 elde edilmistir.

Istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki farklar Windows 10.0 versiyondaki SPSS programi yardimiyla,
Varyans analizi (ANOVA) ve Duncan testleri gerceklestirilerek belirlenmistir. Elde
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edilen veriler + standart sapma (SD) olarak gosterilmis ve P degeri 0.05’den kiiciik
oldugunda istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir.

BULGULAR
Kontrol ve fenol uygulama grubu tohumlarda ¢imlenme yiizdesi, kok ucu uzunlugu,
agirlik kazanimi ve MN siklig ile ilgili elde edilen veriler Tablo 1-5 ve Sekil 1-2°de

gosterilmistir.

Tablo 1. V.faba tohumlarinin ¢imlenme yiizdesi iizerine fenol’iin etkileri

Uygulama Dozlar Toplam  Cimlenen Cimlenmeyen  Cimlenme
siiresi Gruplar tohum  tohumlarin tohumlarin yiizdesi
(giin) (ppm) sayisi sayisi sayisi (%)

7 Grup I — 30 29 1 97
7 Grup II 25 30 25 5 83
7 Grup III 50 30 21 9 70
7 Grup IV 75 30 14 16 47

*Grup I (kontrol grubu)’deki tohumlar ¢esme suyu ile, Grup II’deki tohumlar 25 ppm fenol ile, Grup
III’deki tohumlar 50 ppm fenol ile, Grup IV’deki tohumlar 75 ppm fenol ile muamele edilmistir.

Tablo 1’den de goriildiigii gibi, fenol ile muamele edilen tohumlarin ¢imlenme
ylizdeleri, kontrol grubu tohumlardan oldukc¢a farklidir. En yiiksek ¢imlenme yiizdesi
kontrol grubu tohumlarda gozlenirken (%97 oraninda), fenol ile muamele ¢imlenme
ylizdesinde bir azalmaya sebep olmustur. Fenoliin 25, 50 ve 75 ppm’lik dozlarinda
¢imlenme yiizdesi sirastyla %17, %30 ve %53 oraninda azalmistir. Bu sonuglar,
¢imlenme ylizdesi lizerine fenol’iin etkilerinin doza baglh oldugunu gostermistir.

Tablo 2. Kok uzunlugu {izerine fenol’lin etkileri

Uygulama .. . Ortalama
siiresi (giin) Gruplar Minimum Maksimum +SD
7 Grup I 5.50 6.00 5.88+0.12
7 Grup II 4.75 5.00 4.87+0.08
7 Grup III 3.75 4.00 3.88+0.08
7 Grup IV 2.50 2.75 2.64+0.08

Tablo 3. Yedinci giiniin sonunda tohumlarin ortalama agirlik kazanimlar:

Uygulama Dozlar Toplam Tohumlarm Tohumlarin A8k
siiresi Gruplar tohum baslangic  son agirhg kazamm
(giin) (ppm) sayis1  agirhg (g) ) (®

7 Grup 1 50 1.43+0.05  5.66+0.08 4.23
7 Grup II 50 1.42+0.05 4.33+0.14 291
7 Grup 1T 50 1.43+0.05 3.40+0.08 1.97
7 Group IV 50 1.43£0.06 2.62+0.02 1.19
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Agirlik kazanimi ve kok uzunlugu ile ilgili Tablo 2 ve 3°deki sonuglardan ise, fenol
uygulamasinin tohumlarin agirlik kazanimi ve kok uzunluklarini 6nemli oranda
engelledigi goriilebilmektedir. Uygulanan fenol dozlari ile kdk uzunlugu ve agirlik
kazanimlari arasinda ters bir orantinin oldugu tespit edilmistir. En yiiksek kok uzunlugu
ve agirlik kazanimi kontrol grubu tohumlarda, en diisiik kok uzunlugu ve agirlik
kazanimi ise 75 ppm’lik fenol dozunda gozlenmistir. Kontrol grubu tohumlarin
agirliklar1 baslangic agirliklarina gore 4.23 g artarken, fenol’iin 75 ppm dozuna maruz
kalan tohumlarda ise agirlik baslangica gore sadece 1.19 g artmustir. Ayrica agirlik
kazanimi ve kok uzunlugu bakimindan kontrol ve fenol uygulama gruplar arasinda
gbzlenen farklarin istatistiksel agidan Oonemli oldugu da tespit edilmistir (Tablo 5,
P<0.05).

Tablo 4. Fenoliin MN siklig1 lizerine etkileri

Sayilan

I..Jygl.llal{la Gruplar hiicrelerin Minimum Maksimum Ortalama
siiresi (giin) +SD
sayisl
7 Grup I 1000 0 0 00.00+0.00
7 Grup II 1000 9 15 12.2742.07
7 Grup 111 1000 20 25 22.67+1.67
7 Grup IV 1000 38 45 42.37+£2.04

Tablo 5. Yedinci giinlin sonunda uygulama grubu tohumlardan elde edilen kok
uzunlugu, agirlik kazanimi ve MN siklig1 verilerinin istatistiksel karsilagtiriimasi

Grup I Grup 11 Grup I1I Grup IV
K‘lk 5.88+0.12° 4.87+0.08° 3.88+0.08° 2.64+0.08¢
uzunlugu(cm)
Agirhik 5.66+0.08° 4.33+0.14° 3.40+0.08° 2.62+0.02¢
kazanimi(g)
MN sikhg1 00.00-£0.00¢ 12.27+2.07° 22.67£1.67°  42.37+2.04°

*Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verilmistir. Ayni satir igerisinde farkli semboller ile
gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak dnemlidir (P<0.05).

V. faba kok ucu meristem hiicrelerinin mikroskobik aragtirmalari sonucunda, kontrol
grubu tohumlarda herhangi bir MN olusumuna rastlanilmamigtir. Fakat fenol ile
muamele edilen tiim tohumlarda degisik sayida MN olusumu gézlenmistir (Sekil 1). MN
sikligr fenol dozlarindaki artisi ile birlikte artmistir. Kisacasi, MN sikligr ve fenol
arasinda belirgin bir doz-etki iliskisi vardir. MN sikligr ile ilgili veriler Tablo IV’de
gosterilmistir. En yiiksek MN sikligina 75 ppm fenol dozunda, en diisiik MN sikligina
ise 25 ppm fenol dozunda rastlanilmistir. Ayrica, MN siklig1 bakimindan kontrol ve
uygulama gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklar tespit edilmistir (P<0.05).
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Sekil 1. Fenol ile muamele edilen V. faba kdk ucu hiicrelerinde MN’nin goriinimii (X
500)

DNA konsantrasyonu iizerine MN olusumunun etkilerini belirlemek i¢in ise, kontrol ve
uygulama grubu tohumlarin kok uglarindan DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Calisma sonucunda, fenol ile muamele edilen 6rneklerde, kontrol grubuna gore daha
diisiik DNA {irlinli gézlenmistir. Diger bir ifadeyle, fenol ile muamele edilen gruplarin
DNA konsantrasyonlarmin daha diisiik oldugu ve agaroz jelde yiiriitiilme islemleri
sirasinda kontrol grubuna gore daha ileride bantlar verdikleri goriilmiistiir (Sekil 2).

Sekil 2. V. faba kok ucu meristem hiicrelerinden elde edilen DNA’nin agaroz jel
elektroforezi. a: kontrol grubu, b: 25 ppm fenol uygulama grubu, c: 50 ppm fenol
uygulama grubu, 75 ppm fenol uygulama grubu
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TARTISMA VE SONUC

MN testi, kimyasal ajanla tarafindan tesvik edilen sitotoksik etkilerin degerlendirilmesi
icin kullanilan oldukca giivenilir bir tekniktir (MOZDARANI & KAMALI 1998). Bu
calismada MN testi ¢imlenme yiizdesi, kok ucu uzunlugu ve agirlik artist gibi
parametreler ile birlikte bir indikatdr gibi kullanilarak V. faba kok ucu hiicrelerinde
fenol tarafindan tesvik edilen sitotoksisitenin boyutlar1 belirlenmeye ¢alisiimistir.

Sonucta, fenol dozlar1 ile ¢imlenme yiizdesi arasinda negatif bir iliskinin oldugu
belirlenmistir. Kontrol grubu tohumlar ile karsilastirildigi zaman, 25 ppm fenol dozunda
¢imlenme yiizdesi onemli oranda azalmis ve fenol dozlarindaki artis ile birlikte
azalmaya devam etmistir. En diisiik ¢imlenme yiizdesi 75 ppm’lik fenol dozunda
gbzlenmistir. Bu sonuglar, ¢cimlenme yiizdesinin fenol toksisitesinin belirlenmesinde
hassas bir indikator olabilecegini gostermistir. Bu bulgu simdiye kadar gerceklestirilen
mevcut sitotoksik ¢aligmalar ile de paralellik gdstermektedir. Ornegin MUSCOLO vd.
(2001) Fagus sylvatica L. and Pinus laricio’da fenolik bilesiklerin tohum ¢imlenmesi
sirasinda solunum enzimlerini etkilemek suretiyle tohum ¢imlenmesini engelledigini
gostermislerdir. Benzer bir calismada ise WEINBERGER & VLADUT (1981) bazi
fenol bilesiklerinin Pinus banksiana Lamb. and Betula papyrifera March. tiirlerinde
¢imlenme ylizdesini azaldig1 rapor etmislerdir.

Kimyasal toksikitenin en Onemli belirtilerinden biri ise, kok biiyiimesi ve tohum
agirhginin  engellenmesidir  (BURTON 1984). Bu calismada, fenol uygulanan
tohumlarin kok uzunlugu ve agirlik kazanimlarindaki degisimlerde belirlenmeye
calisilmistir. Sonugta 25, 50 ve 75 ppm’lik fenol dozlarinin kok biiylimesini biiyiik
olgiide engelledigi belirlenmistir. Ornegin, 25 ppm fenol dozunda k&k biiyiimesi,
kontrol grubuna gore yaklasik 1.21 kez daha diismiis ve bu diisiis fenol dozlarmizdaki
artis ile birlikte daha da belirgin hale gelmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda,
25, 50 ve 75 ppm’lik fenol dozlarinda kok biiyiimesi sirasiyla %17, %34 ve %55
azalmistir. Tiim bu sonuglara bakildiginda fenol’lin ¢imlenme yiizdesi ve kok uzunlugu
tizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu goriilebilmektedir. Bu olumsuz etkinin, fenol’lin
yapisinda bulunan hidroksil (OH) iyonlarin solunum sistemi enzimleri ile etkilesime
girerek onlar1 bloke etmesi veya engelmesi, klorofil miktarin1 azaltmasi ve kloroplast
hasarina sebep olmasindan kaynaklanabilecegi diigiiniilmiistiir. Zira fenol’iin ¢imlenme
ve kok gelisimi lizerinde bu tarz etkilerinin oldugunu gosteren pek c¢ok calisma
mevcuttur. Ornegin egrelti tiirii olan Salvinia molesta ile gergeklestirdigi bir calismada
2.5 ppm fenol konsantrasyonunun kloroplast hasarina sebep oldugu gosterilmistir.
Benzer bir calismada ise, yabani bir ot tiirii olan Lemna minor’de 1.0 ppm fenol
dozunun klorofil kaybina yol actig1 belirlenmistir (OZYIGIT vd. 2007).

Tohumlardaki agirlik kazanimi ile bulgular ise, uygulama periyodu siliresince maruz
kalinan fenol dozlarma bagl olarak agirlik kazanimimin olumsuz yonde etkilendigini
gostermistir. Ornegin, yedinci giiniin sonunda kontrol grubu tohumlarin agirliklarinda
baslangica gore %296’lik bir artig gozlenirken, 25, 50 ve 75 ppm fenol dozlar ile
muamele edilen tohumlarda ise baslangica gore sirasiyla %205, %138 ve %83’lik bir
artts gozlenmistir. Yani fenol tohumlarin agirlik kazanimimin baskilanmasina ve
azaltilmasina neden olmustur. Agirlik kazanimi {izerine fenoliin toksik etkisinin
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mekanizmas1 heniiz tam olarak ag¢iklanamamasia ragmen, bunun fenoliin hiicre
bilesenleri ile etkilesime girerek bloklayict bir ajan gibi is gérmesinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ornegin, UGREKHELIDZE vd. (1999) fenol’iin yapisinda bulunan
hidroksil grubunun (OH) g¢esitli molekiillerin fonksiyonel gruplar1 ile baglanma
yetenegine sahip oldugunu gostermislerdir. Bu baglanma besin maddelerinin bitki
dokularina girisini blok edebilecektir. Ornegin WALLSTEDT vd. (2001) yiiksek yapili
bitkilerde fenol’iin dogrudan veya dolayli olarak besin alimini azalttigini rapor
etmiglerdir. Tohumlardaki agirlik kaybi i¢in diger bir 6nemli sebep ise terleme oranin
artis1 olarak diistinlilmiistiir. Zira MCFARLANE vd.(1987) soya bitkilerinde bir fenol
tirevi olan nitrobenzen alimmnin terleme oranini artirdigini bildirmislerdir. Belirtilen
tiim bu kosullar, dokularin besin iceriklerinde 6nemli degismelere sebep olacagindan,
agirlik kazanimi 6nemli dlgtide etkileyebilecektir. Agirlik kazanimi iizerine fenoliin etki
mekanizmas1 tam olarak ortaya konulmasa bile, genel anlamda agir metallerin etki
mekanizmasi ile benzerlik gosterdigi sdylenebilir. Zira SHARMA & DUBEY (2005)
agir metal iyonlarinda i¢inde bulundugu c¢esitli kimyasal ajanlarin bitki dokular
icerisine anyon ve katyonlarin girigini bloke ettigini, dokularin su igerigini ve terleme
oranini azalttigini belirtmislerdir. Yine benzer tarzdaki caligmalarda, Al bilesiklerinin
bitkilerde ¢esitli iz besinlerin alimini, taginimini ve metabolizmasini engelledigi, suyun
alimini azalttigl, plasma membranlarinin fonksiyonunu ve yapisini degistirdigi, hiicre
duvarinda yer alan polisakkaritlerin depolanmasini azalttigi ve koklerdeki terlemeyi
onledigi rapor edilmistir (PIETRASZEWSKA 2001). Bir diger calismada ise, bitkilerde
5 mM Co varliginda makro ve mikro iz elementlerin alimmin engellendigi ve canli
agirhginin azaldig tespit edilmistir (LIU vd. 2000).

Bu calismada, ayrica fenol’iin MN siklig1 {izerine etkileri de arastirilmistir. Sonugcta,
fenol ile muamele edilen tohumlarda, MN sikliginda fenol dozuyla iliskili bir artis
belirlenmistir. Diger bir ifadeyle, fenol dozundaki artis ile birlikte MN siklig1 da dogru
orantili bir sekilde artmistir. En yliksek MN siklig1 75 ppm fenol dozunda, en diigiik
MN sikligi ise 25 ppm fenol dozunda gozlenmistir (Tablo V). Tiim bu bulgular fenoliin
V. faba kok uglarinda MN olusumunu tesvik eden toksik aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Fenol ile ilgili bu gozlemler, diger arastiricilar tarafindan simdiye kadar
calisilan farkli kimyasal maddelere ait sitotoksik veriler ile de benzerlik gostermektedir.
Bir¢ok c¢alismada, farkli kimyasal ajanlarin ig iplikleri, kromozom ve mitotik aygit
lizerinde hasarlara sebep olarak MN olusumunu tetikledigi rapor edilmistir (INCEER
vd. 2003). Ozellikle, ig ipliklerinin olusumunun engellenmesinin kromozomlarda
yapiskanlik, esit olmayan kromatin dagilimi, ¢ok kutuplu anafaz, kromozom kopriileri
ve mitozda geri kalma gibi ¢esitli anormalliklere yol agtig1 belirlenmistir (KARK 1979).

Bu calismada kullanilan fenol’iinde yukarida belirtilen tarzda 1§ iplikleri ve
kromozomlar iizerinde etkili olarak, MN olusumunu tetikledigi diistiniilmiistiir. Yani
fenol’lin direk niikleik asitler, ya da onlarin yapisinda yer alan baglar veya piiriin ve
plirimidin gibi bazlar ile etkilesime girerek veya protein yapisindaki ig ipliklerinin
konformasyonunu degistirmek (denaturasyon) suretiyle kromozomlarin mitozda
gecikmelerine neden olabilir ve MN olusumuna tetikleyebilirdi. Bu bulgu diger
arastirmacilar  tarafindan  gerceklestirilen benzer c¢alismalar tarafindan da
desteklenmektedir. Ornegin, STAYKOVA vd. (2005) Allium cepa kok uglarinda
sentromersiz kromozom pargalari ve mitoz bdliinmede tim bir kromozomun geri
kalmasindan kaynaklanan MN olusumu rapor edilmistir. Benzer bir ¢alismada ise, V.
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faba kok ucu hiicrelerinde CrO3 konsantrasyonundaki artig ile birlikte kromozomal
anormalliklerin ve MN sikliginin dogru orantili olarak arttig1 gosterilmigtir (WEI 2004).
Ayrica, bizim bu calismamizda MN olusumu ve DNA konsantrasyonu arasindaki
iligkide arastirilmistir. Bu amacla, V. faba kok ucu hiicrelerinde DNA eldesi
gergeklestirilmis ve DNA konsantrasyonlarini 6lgmek DNA elektroforez teknigini
kullanmistir. Sonugta, DNA konsantrasyonunun fenoliin 75 ppm’lik dozu i¢in oldukga
duyarli oldugu tespit edilmistir (Sekil 2). DNA bantlarinin uzunlugu farkli fenol
konsantrasyonlart ile muamele edilen tohumlarda, kontrol grubuna goére daha uzun
oldugu belirlenmistir. Diger bir ifade ile kontrol grubu tohumlardan elde edilen
DNA’nin {riinii fenol ile muamele edilen tohumlardan daha yiiksekti ve bu nedenlede
elektroforez islemi sirasinda fenol ile muamele edilen tohumlardan elde edilen DNA’ya
gore daha geride bant olusumu gosterdi. Sonu¢ olarak, DNA {iriiniiniin kontrol > 25
ppm fenol > 50 ppm fenol > 75 ppm fenol seklinde siralandig1 gozlendi. Bu siralama
genetik materyalin kaybi ile aciklanabilir. Soyleki, MN olusumu tim bir kromozom
veya kromozom parc¢asindan kaynaklanan ve nukleus i¢indeki genetik materyalin kaybi
ile ortaya g¢ikan bir durumdur. Bizim bu goézlemimiz MN olusumunun DNA ile
dogrudan iligkili oldugunu gostermektedir. Ayrica, bu bulgu simdiye kadar diger
aragtiricilar tarafindan detayli bir sekilde rapor edilmedigi gibi, kimyasal sitotoksisitenin
mekanizmalarini anlamak i¢in arastiricilar i¢in yeni bir kaynakta teskil edebilecektir.

Tiim bu sonuglardan, fenol’iin V. faba kok ucu hiicrelerinde ¢esitli sitotoksik etkilere
sahip oldugu, ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu, agirlik kazanimi ve MN siklig1 gibi
parametrelerin ise bu etkilerin izlenmesi i¢in uygun indikatorler olarak kullanilabilecegi
sOylenebilir.
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