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Ozet

Nonilfenoller insan ve hayvanlarda salgilanan baz1 hormonlarin taklitcisi olarak is géren kimyasal maddelerden biridir.
Nonilfenoller giinliik hayatta camasir, bulagik deterjani, antioksidan, ¢6ziindiiriicii, boya, bocek 6ldiiriicii, kisisel bakim
tirtinleri, baz1 bebek bezlerinde, plastik iiretiminde yogun olarak kullanilmaktadir. Bu maddenin insan ve hayvanlardaki
etkileri ile ilgili ¢ok sayida caligma yapilmis fakat bitkiler {izerindeki sitogenetik etkileri ile ilgili yeterli ¢calismaya
rastlanmamistir. Bu ¢alismada nonilfenoliin bakla (Vicia faba L.) tohumlarinin ¢gimlenmesi sirasinda ger¢eklesen mitoz
boliinmesi iizerindeki etkileri ilk kez incelenmistir. Kontrol, 25, 50 ve 100 ppm nonilfenol i¢ceren ¢ozeltilerle sulanan tiim
bakla tohumlar1 ¢imlenmis fakat 200, 400, 800 ve 1000 ppm ¢ozelti ile sulanan tohumlar ¢imlenmemistir. Artan nonilfenol
konsantrasyonu mitoz bdliinmeyi olumsuz etkilemistir. Nonilfenol, ¢imlenen tohumlarin kromozom ve ¢ekirdeklerinde
de anormallikler meydana getirmistir. En ¢ok gdzlenen anormallik bir, iki ya da ii¢ mikro ¢ekirdek olusumudur. Ayrica
diizensiz kromozom dagilmasi, kromozom yapismasi, kromozom biizlilmesi, koprii kromozom gibi kromozom
anormallikleri de bu ¢alismada gézlenmistir. En ¢ok anormallik ¢esidi 50 ppm nonilfenol ¢zeltisi uygulanan tohumlarda,
en az anormallik ¢esidi ise 100 ppm nonilfenol ¢ozeltisi uygulanan tohumlarda gézlenmistir. Bu sonuglar nonilfenoliin
sadece insan ve hayvanlarda degil bitkilerin mitoz boliinmesini de etkiledigi ve kromozom anormallikleri yaptigini net
olarak gostermistir.
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The Cytogenetic Effects of Nonylyphenol on Root Tip Cells of Vicia faba L.

Abstract

Nonylphenols are one of the chemical substances that work as a mimic of some hormones secreted in humans and animals.
Nonylphenols are extensively used in daily life in laundry, dishwashing detergent, antioxidant, solubilizer, paint,
insecticide, personal care products, some baby diapers and plastic production. Numerous studies have been conducted on
the effects of this substance on humans and animals, but not enough studies have been found on its cytogenetic effects on
plants. In this study, the effects of nonylphenol on mitotic division during germination of broad bean (Vicia faba L.) seeds
were investigated for the first time. All pod seeds irrigated with solutions containing control, 25, 50 and 100 ppm
nonylphenol germinated, but seeds irrigated with 200, 400, 800 and 1000 ppm solutions did not germinate. Increasing
nonylphenol concentration negatively affected mitosis. Nonylphenol also caused abnormalities in the chromosomes and
nuclei of germinated seeds. The most observed abnormality is the formation of one, two or three micronuclei. In addition,
chromosomal abnormalities such as irregular chromosomal distribution, chromosomal adhesion, chromosomal shrinkage,
and bridge chromosomes were also observed in this study. The most abnormality type was observed in the seeds applied
50 ppm nonylphenol solution, the least abnormality type was observed in the seeds applied 100 ppm nonylphenol solution.
These results clearly showed that nonylphenol not only affects humans and animals, but also affects mitosis of plants and
causes chromosomal abnormalities.
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1. Giris

Insan yasamini kolaylastiran ilag, plastik, deterjan, pestisit, herbisit, gida koruyucular1 gibi iiriinler
cevre kirliligine neden olur. Bu iirlinler ¢evrede biriktik¢e bitki, hayvan ve insan sagligin1 olumsuz
etkiler. Nonilfenol bilesigi Ostrojen gibi davranan bir bilesiktir ve deterjan, bocek ilact ve bazi
endiistriyel triinlerde kullanilir [1], [2]. Nonilfenol benzeri maddelerin mutasyona ve toksik
ozelliklere sahip olma ihtimalleri vardir. Bu maddeler doku ve organlarda birikebilir [3]. Bu nedenle,
sik kullanilan ve biyolojik etkileri bilinmeyen kimyasal maddelerin test edilmeleri 6nemlidir [4].

Nonilfenoller sanayide, temizlik, tarim, giizellik iiriinleri gibi bir¢ok yerde yaygin olarak kullanilan
toksik maddelerdir. Ayrica nonilfenollere tliketilen bircok yiyecekte ve igme sularinda da
rastlanmaktadir.[5]. Bitki, hayvan ve insanlar siirekli bu maddeye maruz kalmaktadir [6].
Nonilfenoller sular temizlense de diisiik miktarlarda igme sularinda bulunur [7]. Insanda kanda yar1
omrii 2-3 saattir [8].

Tablo 1- Nonilfenoliin kimyasal 6zellikleri [9].

Molekiiler formiil CsHayO
Molekiiler agirhg 220,34 g/mol
25°C deka yogunlugu 0,952 g,-‘v.:m-~
Sudaki ¢hziinirlGgi 4.9 mg/l
Bilim katsayis: (log K,.) 4 48

25%C dela buhar basine 2,07-107 Pa

Nonilfenoller, Avrupa Birligi Su Cevre Yonetmeligi’nde yer alan insan sagligini tehdit eden maddeler
arasinda yer alir [10]. Nonilfenoller yag dokularinda birikirler [11]. Nonilfenol disi baliklarda
tiremeyi azaltir [12] ve programli hiicre 6liimiine (apoptosiz) neden olur[13].

Nonilfenoliin sicanlarda yeni dogan agirligini, viicut agirhigini, hareketli sperm yiizdesini ve sag
epididimis agirhigini azalttigi [14] ve hiperadrenalizme neden oldugu tespit edilmistir [15].
Nonilfenoller erkek ratlarda disilesmeye neden olur[16], ayrica ratlarda liiteinlestirici hormon (LTH)
ve folikiil stimiile edici hormonlarinin (FSH) seviyelerinin arttirip programlanmis hiicre 6liimiinii
tetikler[17]. Ratlarin beyninde endokrin fonksiyonlarin1 bozan bu maddeler [18], bobreklerde
hasarlara yol agarken [19], testis anormallikleri ve anormal sperm olusumuna neden oldugu [20],
plazma glikoz seviyesini azaltip, insiilin seviyesini arttirip, pankreas ve karacigeri etkiledigi [21],
dogumdan sonra kolesterol ve leptin seviyelerini yiikselttigi [22] tespit edilmistir. Sicanlarda
nonilfenol ve C vitamini uygulamalan ile ilgili tez ¢alismalar1 yapilmistir [23]. Nonilfenoller
sigirlarda, baliklarda, tavuk embriyolarinda, koglarda ve Crassostrea gigas (pasifik istiridyesi)
taksonunda sperm motilitesini azalttig1 ve akrozom reaksiyonunu tetikledigi tespit edilmistir [24],
[25], [26], [27], [28]. Nonilfenol sulardan planktonlara ve diger canlilara geger [29].

Deniz lirlinii ¢ok tiiketen annelerin siitiinde nonilfenol miktar1 artmaktadir [30]. Danimarka Giivenlik
ve Toksikoloji Enstitiisii, maksimum giinliik nonilfenol miktariin Spug/kg viicut kiitle, tolere edilen
glinlik alim miktarinin ise 3,94 pg/kg/giin oldugu rapor etmistir [31]. Su ve besin, hava ve hatta ev
tozuyla nonilfenol insana gegebilir [32].

Oksidatif stres, oksijen ve oksijenden tiireyen serbest radikaller olusturur ve hiicrelerde hasarlara
neden olur. Reaktif oksijen tiirleri protein, lipit ve DNA metabolizmasini1 bozar, serbest radikallerin
olusumuna neden olur ve bunlarda hiicrede toksik etki yapar [33]. Nonilfenoller ayrica oksidatif strese
benzer etkiler yapmaktadir. Zebra baligi embriyosunda antioksidan cevap olusumunu engeller [34].



Salmonella thyphimirium ile yapilan ¢aligmada nonilfenoliin toksik oldugu ama mutajenik etkisi
olmadigi belirtilmistir [35].

Apoptozis veya programli hiicre 6liimii organizmanin gelisimi boyunca, saglikli organizmalarda
goriilen normal hiicresel bir siirectir. Yetersiz apoptozis kanser ve otoimmiin hastaliklara, artan
apoptosiz ise bircok hastaliga yol agabilmektedir [36]. Nonilfenoliin sigir sperm hiicrelerinde DNA
kirilmalarmma neden oldugu, bu nedenle de apoptozise yol agabilecegi bildirilmistir[37].
Nonilfenollerin baliklardaki zararli etkilerini azaltmada Salvia officinalis yaprak ekstratlarinin
olumlu etkileri gozlenmistir [38].

Nonilfenoller bitkiler iizerinde de toksik etkilere sahiptir. Artan nonilfenol konsantrasyonlari
domateslerde birikmekte, biiylimeyi yavaslatmakta, klorofil miktarini azaltmaktadir [39]. Bu toksik
etkilerin domateslerde giderilmesiyle ilgili bir ¢alismada ise solucanlar ve onlarin olusturdugu
giibreler kullanilmistir. Nonilfenoliin yaratti§i DNA hasarlart solucanlarin giibreleri ile tersine
cevrildigi bildirilmistir[40]. Nonilfenoller ve kadmiyum uygulanmasinin Hydrocharis dubia (BI.)
Backer taksonunda biiytimeyi engelledigi, klorofil miktarin1 azalttigi, katalaz gibi enzimlerin
isleyisini bozdugu tespit edilmistir [41]. Atik sularla sulanan kereviz bitkilerinde nonilfenoliin birikim
seviyeleri incelendigi bir ¢alismada kanser yapici oranlarin daha altinda degerler tespit edilmistir. Bu
durumda atik sularimn bu tiir bitkilerin sulamasinda kullanilabilecegi gosterilmistir [42].

Literatiirde nonilfenollerin bitkiler {izerindeki kromozom anormallikleri ile ilgili sinirli ¢alisma
mevcuttur. Bu calismada literatiirdeki bu eksikligin giderilmesi amaglanmistir. Nonilfenol 4
etoksilatin bitkilerin ¢imlenmesini nasil etkiledigi, hiicre boliinmesi lizerindeki etkileri, bitkilerdeki
sitotoksik etkisi, olasi mutasyona yol agma ihtimalleri arastirilmast hedeflenmistir.

2. Materyal Metot

Calismada bakla (Vicia faba L.) tohumlar1 kullanildi. Esit biiyiiklikte ve dolgun yapili tohumlar
secildi ve su ile yikandi. Kiligkaya Kimyevi Madde Sanayii Ticaret Limited Sirketinden temin edilen
ticari nonilfenol 4 etoksilat kullanilarak kontrol, 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 200 ppm, 400 ppm, 800
ppm ve 1000 ppm ¢ozeltiler hazirlandi. Nonilfenollerin sudaki ¢oziiniirliikleri diigiik olmasina ragmen
cozeltiler su ile hazirlandi. Dogada da benzeri bir durum oldugu igin 6zel ¢oziiciiler kullanilmadi.8
petri kabina esit sayida (10’ ar tane) bakla tohumu konuldu ve her petri kab1 hazirlanan ¢ozeltiler ile
sulanarak tohumlarin ¢imlendirilmesine baslandi. Cimlenen tohumlarin kok uclari sabah erken
saatlerde (saat 7 de) alinarak 3 birim % 70 lik etil alkol ve 1 birim asetik asitten olusan fiksatife
konuldu ve incelemelerden once 24 saat bu ¢ozeltide tutuldu. Daha sonra bu kok uglar1 Feulgen
metodu ile boyandi [43]. Bunun i¢in 6ncelikle kok uglari 1 N HCl i¢inde 60 °C lik etiivde 10 dakika
boyunca hidroliz edildi. Sonra ¢ikarilan kok uglar1 feulgen boyasi ve aseto-orcein boyalar: bulunan
bir kapta en az 1 saat tutuldu. Boyadan ¢ikarilan kok uglari bir damla aseto-orcein boyasi iginde ezme
preperat yontemi ile ezildi. Bunun i¢in 6nce kok uglarmin bdliinme olan en ug kisimlari segildi. Jilet
yardimu ile elle alina kesitler ile parcalanan kok uglarinin iizerine lamel kapatildi ve bir kalemin arka
ucu ile hafif hafif vuruldu. Hazirlanan preperatlar Leica DM 3000 motorize mikroskop ile incelendi
ve fotograflar ¢ekildi. Elde edilen veriler degerlendirildi. Tablolar olusturuldu.

3. Bulgular

Sekiz petri kabina 10° ar tane es biiylikliikte, dolgun bakla tohumlar1 konuldu. Kaplara sirasiyla
kontrol, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1000 ppm nonilfenol igeren ¢ozeltilerden ilave edildi. Cimlenme
3. Giinden itibaren kontrol, 50, 100 ppm ¢o6zelti ile sulanan tohumlarda dncelikle bagladi. 7. gilinlin
sonunda kontrol, 25, 50, 100 ppm ¢ozelti ile sulanan tohumlarin tamami ¢imlendi ve kok uglari
alinarak 3 birim % 70 lik etil alkol ve 1 birim asetik asitten olusan fiksatife konuldu. Diger petri
kaplarindaki tohumlarda (200, 400, 800, 1000 ppm) ise ¢cimlenme gozlenmedi.



Tablo 3. Farkli konsantrasyonlarda nonilfenol uygulanan kok uglarinda incelenen hiicre sayist ve gézlenen

anormalliklerin say1 ve yiizdesi

25 ppm 50 ppm 100 ppm
Toplam | Yiizde % | Toplam | Yiizde % | Toplam | Yiizde %

Incelenen hiicre sayisi 185 610 726
Tek mikro ¢ekirdekli hiicreler 56 30,27 190 31,15 246 33,88
2 mikro ¢ekirdekli hiicreler 34 18,38 48 7,87 77 10,61
3 mikro ¢ekirdekli hiicreler 0 0,00 1 0,16 15 2,07
Diizensiz kromozom dagilmasi 6 3,24 12 1,97 0 0,00
Kromozom yapigmast 2 1,08 7 1,15 0 0,00
Kromozom biiziilmesi 0 0,00 1 0,16 0 0,00
Koprii kromozom 0 0,00 3 0,49 0 0,00

Cimlenen bakla tohumlarindan alinan kok uglart laboratuvarda Feulgen metodu ile boyand: ve ezme

preperatlar hazirlanarak mikroskopta incelendi. Elde edilen sonuglar Tablo 3 listelendi.

25 ppm nonilfenol uygulanan tiim tohumlar c¢imlendi. Ayrica diizensiz kromozom dagilmasi,
anafazda kromozom yapigmasi gibi kromozom anormalliklerinin yani sira ¢ok sayida ¢ekirdek iginde

bir ya da birden mikro ¢ekirdek yapilar tespit edildi (Tablo 3, Sekil 1).
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Sekil 1. 25 ppm nonilfenol uygulanan bakla tohumlarinda gézlenen kromozom anormallikleri.
A, B, C- Diizensiz kromozom dagilmasi; D, E- Kromozom yapismasi; F - Tek veya ¢ok mikro
¢ekirdek olusumu

50 ppm nonilfenol uygulanan tiim tohumlar ¢imlendi. Kromozom anormalligi olarak ise diizensiz
kromozom dagilmasi, kromozom yapismasi, koprii kromozom olusumu, kromozom biiziilmesi ve cok
sayida cekirdek i¢inde bir ya da birden mikro ¢ekirdek tespit edilmistir (Tablo 3, Sekil 2).
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Sekil 2. 50 ppm nonilfenol uygulanan bakla tohumlarinda gézlenen kromozom
anormallikleri A, B - Koprii kromozom, kromozom biiziilmesi; C, D, E, F-Diizensiz
kromozom dagilmasi, Kromozom yapigmasi, mikro ¢ekirdekli hiicreler

100 ppm nonilfenol uygulanan tohumlarin tamami ¢imlendi. Kromozom anormalligi olarak net bir
sonug¢ alinamamis fakat ¢ekirdek i¢inde bir ya da birden ¢ok mikro ¢ekirdek tespit edilmistir (Tablo
3, Sekil 3).
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Sekil 3. 100 ppm nonilfenol uygulanan bakla tohumlarinda gézlenen kromozom
anormallikleri A, B, C, D- Bir, iki, U¢ mikro c¢ekirdekli hiicreler



Diger konsantrasyonlarda nonilfenol uygulanan bakla tohumlarinda ¢imlenme olmamustir.

4. Sonug¢ ve Tartisma

Gilinliik hayatta yogun kullanimi olan bir¢ok kimyasal maddenin bitkilerin mitoz bdliinmesini
etkiledigi ve hatta kromozomlarinda anormallikler yaptigi ile ilgili bircok yayin literatiirde
bulunmaktadir. Fig bitkisine (Vicia hirsuta (L.) Gray uygulanan bakir kloriir kromozom yapigmasi ve
koprii kromozom gibi kromozom anormalliklerine neden olmustur [44]. Mercimek bitkisine (Lens
culinaris Medik) uygulanan farkli konsantrasyonlarda kursun ¢6zeltisi ¢ mitoz, kromozom gecikmesi,
cok kutuplu anafaz ve koprii kromozom gibi kromozom anormallikleri yapmis hatta artan kursun
konsantrasyonlar1 bu bitkide mitoz bdliinmeyi yavaslattigi tespit edilmistir [45]. Bagka bir ¢calismada
uranyum atiklarina maruz birakilan bakla (V. faba) tohumlarinin ¢imlenmesi incelenmis, diisiik
konsantrasyonlardaki uranyum uygulamasimin bakla tohumlarmin ¢imlenmesini ve biiylimesini
olumlu etkilendigi, yiiksek konsantrasyonlarin ise ¢cimlenme ve biiyiimeyi azalttig1 gdzlenmistir [46].
Benzer bir calismada artan uranyum konsantrasyonlarina maruz kalan bakla tohumlarinin
¢imlenmeleri sirasinda kromozom anormallikleri tespit edilmistir[47]. Kadmiyum kloriir uygulanan
bakla (V. faba ) tohumlarinda poliploidi, cok kutupluluk, koprii kromozom, kromozom gecikmesi ve
mikro ¢ekirdek olusumu gibi anormallikler gdzlenmis, artan kadmiyum konsantrasyonunun boliinme
hizin1 azalttigi tespit edilmistir[48]. Teknesyum (99Tc) uygulanan bakla (V. faba) tohumlarinda balik
kilgig1 kromozom yapigmasi, diizensiz kromozom dagilimlari, kromozom yapigmasi, koprii
kromozom, kromozom kirilmasi, kromozom biiziilmesi ve halka kromozom gibi anormallikler tespit
edilmistir [49]. Titanyum uygulanan mercimek tohumlarinda kromozom kirilmalari, diizensiz
kromozom dagilimi, koprii kromozom, kromozom yapismasi, halka kromozom gibi bazi
anormallikler gozlenmistir [50]. Ksilen uygulanan bakla tohumlarinda da kromozom kirilmas,
diizensiz kromozom dagilimi, kdprii kromozomu, kromozom yapismasi, halka kromozomu gibi
anormallikler gézlenmistir [51]. Ayrica bu ¢alismada ksilenin 2 ¢ekirdekli hiicre olusumuna neden
oldugu belirtilmistir.

Yukaridaki ¢aligmalarin bircogunda gdzlenen anormallikler bu calismada nonilfenoliin yol actigi
koprii kromozom, kromozom yapismast, diizensiz kromozom dagilmasi ve kromozom biiziilmesi gibi
anormalliklerle uyumludur. Ayrica bu ¢alismada gozlenen iki, li¢ ¢ekirdekli yapilar kadmiyum kloriir
uygulanan bakla tohumlarinda [48] ve 25 ppm nonilfenol igeren musluk suyu verilen siganlarin
karacigerinde de gozlenmistir. Hatta bu sicanlarda iki c¢ekirdekli karaciger gbzesi yiizdelerinin
artisina bagh olarak apoptotik etki gdozlenmistir [52].

Literatiirde nonilfenollerin bitkiler lizerindeki sitotoksik etkileri ile ilgili yeterli ¢alisma yoktur. Bu
caligma ile literatiirdeki bu boslugun doldurulmasi amaglanmaistir. Tek mikro ¢ekirdekli hiicre oranlar
her 3 konsantrasyonda da % 30’ un iizerindedir ve en yaygin goriilen anormallik ¢esididir. Bu
anormallik 25 ppmde %30,27, 50 ppmde %31,15 ve 100 ppmde %33,88 olarak tespit edilmistir. Iki
mikro ¢ekirdekli hiicre orani ise 50 ppmde %7,87, 100 ppmde %10,61 ve 25 ppm de 18,38 olarak
hesaplanmistir. Yani diisiik nonilfenol konsantrasyonlar1 iki mikro g¢ekirdekli hiicre olusumunu
arttirmaktadir. Ug mikro cekirdekli hiicre olusumu ise artan nonilfenol konsantrasyonuna bagli olarak
artmaktadir ama diger iki anormal ¢ekirdek olusumuna gore oranlari ¢ok diisiiktiir. Diizensiz
kromozom dagilmasi ise artan nonilfenol konsantrasyonuyla birlikte ortaya ¢ikma yiizdesi
azalmaktadir. Bu anormallik 25 ppmde % 3,24 oraninda, 50 ppmde % 1,97 oraninda g6zlenirken 100
ppmde ise hi¢ gdzlenmemistir. Kromozom yapigsmasi kromozom anormalligi 25 ve 50 ppmde
yaklasik esit oranlarda (sirasiyla %1,08 ve %1,15) gozlenmis iken 100 ppm uygulamasinda
gozlenmemistir. Kromozom biiziilmesi ve koprii kromozom anormallikleri ise sadece 50 ppm
uygulamasinda goézlenmis diger uygulamalarda tespit edilememistir. Nonilfenollerin artan
konsantrasyonlar1 ayn1 zamanda mitoz boliinmeyi de durdurmaktadir.
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