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Zencefilin (Zingiber officinale Roscoe) Diazinon Toksisitesine Karsi Koruyucu Rolinln Allium
cepa L. Meristem Hucrelerinde Arastirilmasi
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Oz: Yaygin olarak kullanilan bir pestisit olan diazinon hedef olmayan canlilar iizerinde toksik etkilere sahiptir. Bu ¢alisma,
diazinonun meristem hicrelerinde tesvik ettigi toksisiteye karsi zencefilin koruyucu ve iyilestirici etkisini fizyolojik,
genotoksik ve biyokimyasal parametrelerle arastirmayi hedeflemistir. Ayrica kok meristem hiicrelerinde meydana gelen
hasarlar incelenmistir. Bu amagla A. cepa soganlari 6 gruba ayrildi (kontrol, 240 mg/L zencefil, 480 mg/L zencefil, 500 mg/L
diazinon, 500 mg/L diazinon + 240 mg/L zencefil ve 500 mg/L diazinon + 480 mg/L zencefil). Diazinon sliperoksit dismutaz
aktivitesi, katalaz aktivitesi, malondialdehit seviyesi, mikronikleus sikhg, kromozomal anormallik yogunlugu ve
meristematik hiicre hasarlarini arttirmig; ancak mitotik indeksi, cimlenme yuzdesi, kék uzunlugu, agirlik artisi azaltmistir.
Zencefil, diazinon ile birlikte uygulandiginda doza bagl olarak tiim bu toksisite gostergelerini diistirmustir. Bu ¢alisma, A.
cepa modeli kullanilarak diazinonun hedef olmayan organizmalar tzerindeki toksik etkilerine karsi zencefilin koruyucu bir
rollinli agtkga gostermistir.

Anahtar kelimeler: antioksidant, fonksiyonel gida, genotoksisite, mikronikleus

Investigation of the Protective Role of Ginger (Zingiber officinale Roscoe) Against Diazinone Toxicity in Allium cepa L. Meristem Cells

Abstract: Diazinon, a widely used pesticide, has toxic effects on non-target organisms. This study aimed to investigate the protective and
healing effect of ginger against the toxicity promoted by diazinon in meristem cells with physiological, genotoxic and biochemical
parameters. In addition, root meristem cell damages were examined. For this purpose, A. cepa bulbs were divided into 6 groups (control,
240 mg/L ginger, 480 mg/L ginger, 500 mg/L diazinone, 500 mg/L diazinone + 240 mg/L ginger and 500 mg/L diazinone + 480 mg/L ginger).
Diazinon increased superoxide dismutase activity, catalase activity, malondialdehyde level, micronucleus frequency, chromosomal
abnormality density and meristematic cell damage; but reduced the mitotic index, germination percentage, root length, weight gain. Ginger
reduced all these toxicity indicators depending on the dose when administered with diazinon. This study clearly demonstrated the protective
role of ginger against the toxic effects of diazinon on non-target organisms using the A. cepa model.

Keywords: antioxidant, functional food, genotoxicity, micronucleus

GiRiS

Glnumizde pestisitlerin tarimsal faaliyetlerde yaygin ve
buyik olgctide kullaniimasindan (Saeidi ve ark., 2016) dolay!
toprak, gida ve yizey-yeralti su kaynaklarinin pestisitlerle
kirlenmesi, en onemli ¢evre sorunlarindan biri
gelmistir (Dehghani ve ark., 2019). Organofosfath bilesikler
asetilkolin esteraz enzimini inhibe ederler (Galloway ve
Handy, 2003). Son yillarda dinya ¢apinda en gok kullanilan
organofosfatl insektisitlerden biri olan diazinon (O, O-dietil-
O- [2-izopropil-6-metil-4-pirimidinil] fosforotioat) insanlar
dahil hedef olmayan tirlerde gesitli olumsuz etkilere sebep
olmaktadir (Shah ve Igbal, 2010). Deri, sindirim ve soluma
ile viicuda alinan diazinon geri dénusimsiiz kolinesteraz
inhibisyonuna sebep olarak hayvan olimine yol agabilir
(Davies ve Holub, 1980). Orta derecede kalici olan
diazinonun kalintilari pek ¢ok tarimsal Uriinde bulunmakta
ve Ozellikle sucul ve insan ortamlarinda bulunan pek ¢ok
hedef olmayan canliyi etkilemektedir (Hajirezaee ve ark.,
2016). Sitotoksik, genotoksik ve mutajen 6zellikleri bilinen
diazinon Diinya Saglk Orgiiti (WHO) tarafindan, "orta
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derecede tehlikeli" sinif Il bilesik olarak siniflandirmistir
(Tabasideh ve ark., 2017).

Zencefil (Zingiber officinale Roscoe), uzun siredir baharat
ve bitkisel ilag olarak yaygin olarak tiketilmektedir (Han ve
ark., 2013). Fenolik ve terpen bilesikleri gibi bircok biyoaktif
madde igeren zencefil kéki; bas agrisi, soguk alginhgi, mide
bulantisi ve kusma gibi yaygin hastaliklari tedavi etmek igin
uzun vyillardir
shogaoller ve paradoller (Stoner, 2013) olan pek ¢ok fenolik
bilesigin; antioksidan, antiinflamatuar,
antimikrobiyal ve antikanser kabiliyetler kazandirdig
bilinmektedir (Mao ve ark., 2019).

Allium cepa L. (Sogan), blyuk ve az sayidaki kromozomlari
ve proliferasyonun hizi nedeniyle mutajenik kimyasallarin
varligini gostermede etkili bir test organizmasidir. Duyarli
olmasi test sistemleri ile iyi korelasyon
gbstermesi A. cepa’nin rutin olarak kullanilmasinin diger

kullanilmaktadir. Baslicalari zencefiloller,
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sebepleridir (Khanna ve Sharma, 2013). A cepa pestisitler
icin hedef disi bir organizma olmasinin yani sira, gevresel
toksisite c¢alismalari igin, Birlesmis Milletler Uluslararasi
Kimyasal Guvenlik Programi (WHO,1985) ve Amerika
Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi tarafindan taninan
bir biyoindikatordiir (USEPA, 1996). Genotoksik aktiviteye
sahip kimyasallarin DNA ve hiicre dongisi
Uzerindeki etkileri akis ve A. cepa'daki
kromozomal aberasyon testi ile tespit edilebilir (Fioresi ve
ark., 2020). A. cepa testi
kromozomal sapmalari kaydetmek igin kullanilan basit ve
glvenilir bir tahlildir. Test, hem sitotoksisiteyi hem de
genotoksisiteyi 6lgmek icin kullanilabilir; kok blylime hizi
mitotik indeks ile iliskilendirilebilir (Pandir, 2018).

Bu ¢alismada, diazinonun sebep oldugu toksik etkiler ve
zencefilin bu toksisiteye karsi koruyucu roli A. cepa
kullanilarak fizyolojik, sitogenetik, biyokimyasal ve anatomik
parametrelerle degerlendirilmistir.  Fizyolojik
degerlendirilmesi igin, A. cepa soganlarinin ¢imlenme
yuzdesi, kok uzamasi ve agirlik kazanimi belirlenmistir. Buna
ek olarak, diazinon ve zencefilin kok uglari Gzerindeki
sitogenetik etkilerini arastirmak icin mitotik indeks (Mi),
mikronikleus (MN) ve kromozomal anormalliklerden (KA)
incelenmistir. A. cepa soganlarindaki
taramak igin malondialdehit (MDA) seviyeleri ile siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) enzimlerinin aktiviteleri
kullaniimistir.  Ayrica uygulanan A. cepa
koklerindeki meristematik butinlik kok ucu kesitlerinin
mikroskobik incelenmesi ile degerlendirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Calismada Giresun’dan ticari olarak satin alinan A. cepa
soganlari kullamlmistir. Tiir teshisi Giresun Universitesi,
Fen-Edebiyat Fakultesi, Biyoloji
Turkmen tarafindan yapilmigtir. Laboratuvara getirilerek
renkli dis yapraklarindan ve kok kalintilarindan temizlenen
soganlar hassas terazi kullanilarak tartilmigtir. 8.25-8.30 g
buytkliukte soganlardan altt  grup  (n=50)
olusturulmugtur. Birinci grup kontrol grubu olarak kabul
edilmis ve deney boyunca c¢esme suyuna maruz
birakilmistir. Sonraki bes grup sirasiyla 240 mg/L zencefil,
480 mg/L zencefil, 500 mg/L diazinon, 500 mg/L diazinon +
240 mg/L zencefil ve 500 mg/L diazinon + 480 mg/L zencefil
¢ozeltileri ile muamele edilmistir (Cizelge 1). Soganlar steril
cam tlplere tabla goévdeleri ¢ozeltiye degecek sekilde
yerlestirilmis ve 72 saatlik deneme siiresi boyunca azalan
tiplerdeki ¢ozelti miktarlari sabit tutulmustur. Uygulamalar
oda sicakliginda ve karanlk kosullarda gergeklestirilmistir.
Diazinon ve zencefil g¢ozeltilerinin hazirlanmasi igin ticari
olarak edinilen stoklar kullanilmistir. Diazinon dozunun
belirlenmesinde Bigakgl ve ark. (2017)'in ¢alismasi dikkate

alinmustir.
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Cizelge 1. Deney diizenegi igin hazirlanan gruplar ve ¢ozeltiler

Gruplar Uygulamalar

Grup | (Kontrol) Cesme suyu

Grup I 240 mg/L zencefil

Grup Il 480 mg/L zencefil

Grup IV 500 mg/L diazinon

Grup V 500 mg/L diazinon + 240 mg/L zencefil
Grup VI 500 mg/L diazinon + 480 mg/L zencefil

arada ve tek tek
parametrelere

Diazinonun ve zencefilin  bir
uygulandiklarinda  fizyolojik
belirlemek igin ¢cimlenme yiizdesi (%), kok uzamasi (cm) ve

etkisini

toplam agirlik artisi (g) incelenmistir. Cimlenme yizdesi igin
her grupta 50, agirhk artisi icin ise her grupta 10 sogan
dikkate alinmistir. Tabla govdesinden ek kokler beliren
soganlar “cimlenmis” olarak kabul edilmistir. Cimlenme
ylzdesinin belirlenmesinde Atik ve ark. (2007)'in yéntemi
kullanilmistir (Esitlik 1).

Cimlenme Ylzdesi (%) = (Cimlenmis soganlarin Sayisi /
Toplam Sogan Sayisi) x 100 (Esitlik 1).

Deneme siresinin bitiminde soganlar yeniden tartilmis ve
toplam agirlik artisinin belirlenmesi icin soganlarin bu son
agirhgr ile ilk agirhg arasindaki fark hesaplanmistir.
Gruplarin ortalama kok uzunlugunu arastirmak Uzere her
gruptan rastgele segilen 10 adet sogandan toplamda 100
adet kokin uzunlugu bir cetvel ile 6lgllmustir.

Diazinonun ve zencefilin sogan meristematik hiicrelerindeki
genotoksik etkilerini arastirmak amaciyla hiicrelerdeki Mi,
MN ve KA sikliklari analiz edilmistir. Analizler igin soganlarin
kok ucundan kesilen 1 cm uzunlugundaki parcalar
kullanilmistir.  Kokler fiksasyon islemi igin 120 dakika
boyunca Clarke ¢ozeltisi (3:1 / glasiyel asetik asit:etil alkol)
icinde bekletilmistir. Fiksasyonun ardindan %96’lik etil alkol
ile muamele edilen kék numuneleri distile su altinda
yikandiktan sonra %70’lik etil alkole alinarak buzdolabinda
saklanmistir. Slaytlari hazirlanacak olan kokler 1 N HCI
¢Ozeltisine alinarak su banyosunda (60 °C) 14 dakika
tutulmustur. Bu hidroliz islemini takiben koklerin 1 cm’lik ug
kisimlari aseto-karmin (%1) boyasi
bekletilerek boyanmistir. Kok uglarindan alinan 2 mm’lik
pargalar lama alinmis ve (izerlerine damlatilan %45’lik asetik
asit altinda ezilmistir. Slaytlar binokdler 151k mikroskobunda
X500 buyutme altinda incelenmistir (Staykova ve ark.,
2005).

KA ve MN; her grup igin ayri ayri hazirlanan 10 slayttan
1000 hiicrenin, Mi ise her grup icin ayri ayri hazirlanan 10
slayttan 10000 hiicrenin dikkate alinmasi ile analiz
edilmistir. Bir grup iginde irdelenen 10000 hiicre iginden
mitoz béliinme gdsteren hiicreler o grubun Mi degerini
vermistir. MN olarak degerlendirilen niikleus igi yapilarin
karakterizasyonunda Fenech ve ark. (2003)in kurallan
gecerli sayilmistir.

icerisinde 1 gln



A. cepa kok meristematik hiicrelerinde diazinon ve zencefil
uygulamalarina  karst uyarilan oksidatif stresin ve
antioksidan cevabin belirlenmesi igcin SOD ve KAT
enzimlerinin toplam aktiviteleri olglilmis ve membran
hasarinin tespiti icin ise MDA miktari analiz edilmistir.
Analizler tiim gruplarda 3 defa tekrarlanmistir.

SOD ve KAT aktivitelerinin tayini icin gerekli ekstraksiyon
Zou ve ark. (2012)'in yontemine gore yapilmistir. Deney
suresinin bitiminde kok materyalleri kesilmis ve distile su ile
iyice yikanmistir. 0.5 g’lik kok, bir havan yardimi ile doku
Uzerine sivi azot eklenerek ezilmistir. Homojenizasyon
islemi toz haline getirilmis olan koklerin 5 ml, 50 mM
konsantrasyonda ve 7.8 pH’da hazirlanmis olan sodyum
fosfat  tamponuna tamamlanmistir.
Homojenatlar hizlica santrifije alinmistir. +4 °C'de, 20
dakika siuresince 14000 rpm’de gergeklestirilen santrifQj
isleminden sonra enzim ekstraktlarini igeren sipernatan
kismi ayri tuplere alinmigtir. Toplam SOD [EC 1.15.1.1]
aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1971)’in; toplam KAT [EC
1.11.1.6] aktivitesi ise Beers ve Sizer (1952)'in yontemine
gore belirlenmistir. Toplam SOD aktivitesi icin 0.01 ml enzim
ekstrakti; toplam KAT aktivitesini belirlemek igin ise 0.2 ml
enzim ekstrakti kullanilmistir. Enzim ekstraktinin eklendigi
reaksiyon ortami SOD enzimi igin 7.8 pH’taki 0.05 M’lik 1.5
ml sodyum fosfat tamponu, 0.3 ml 130 mM’lik metionin, 0.3
ml 20 uM’lik riboflavin, 0.3 ml 0.1 mM’hk EDTA-Na,, 0.3 ml
750 uM’lik nitroblue tetrazolium klorir, 0.01 ml %4’lik
polivinilpirolidon ve 0.28 ml icermektedir.
Reaksiyon karigimini iceren spektrofotometre kiveti 375
pmol m?s™ floresan 1518In karsisinda 15 dakika bekletilerek
tepkimenin gerceklesmesi saglanmistir. Bu slirenin sonunda
orneklerin absorbansi 560 nm’de spektrofotometrik olarak
okunmustur. Toplam SOD aktivitesi Unite mg'1 taze agirhik
(U mg'1 FW) olarak verilmistir. KAT aktivitesinin 6l¢imu igin
enzim ekstrakti 7.8 pH’taki 0.2 M’lik 1.5 ml sodyum fosfat
tamponu, 0.3 ml 0.1 M’lik hidrojen peroksit ve distile su
iceren tepkime ortamina eklenmistir. Ekstraktin eklenmesi
ile hidrojen peroksitin enzimatik olarak azaltimasi 240
nm’de spektrofotometrik olarak takip edilmistir. KAT
aktivitesi OD240 nm min g'l taze agirlik (ODyag nm Min g'1
FW) olarak verilmistir.

alinmasi ile

distile su

CAVUSOGLU K, MACAR O, KALEFETOGLU MACAR T, YALGIN E
Diazinon ve zencefilin hiicre zarlarinin bitinlagu Gzerindeki

etkilerini incelemek igin MDA tayini yapilmistir. 0.5 g kok
kok materyali %5’lik trikloroasetik asit (TCA) icinde havanda
ezilmistir. Oda sicakliginda gergeklesen homojenizasyon
isleminden sonra homojenat yine oda sicakliginda 12000
rom’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Sipernatan kendisi ile
esit hacimde %20’lik TCA ve %0.5’lik tiobarbtirik asit (TBA)
karisima eklenmistir. Yeni karisim su banyosunda 30 dakika
+96 °C’de tutularak tepkimenin gerceklesmesi saglanmistir.
Sure bitiminde reaksiyonun sonlandiriimasi igin tiipler buz
banyosuna tasinmistir. Oda sicakliginda 10000 rpm’de 5
dakika santrifijlenen orneklerden silipernatan kisimlari
ayrilmigtir. Slipernatanin absorbansi 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak okunmus ve uM g’1 taze agirlik
(M g'1 FW) olarak hesaplanmigtir (Ekstinksiyon katsayisi;
155 M™ cm™) (Unyayar ve ark., 2006).

Diazinon ve zencefilin meristematik bdtinlige etkisini
incelemek igin kokler deney siresinin bitiminde hasat
edilerek distile su ile iyice yikanmigtir. Keskin bir jilet ile
kokiin meristem kismindan enine kesit alinmistir. Kesitler
bir lam Uzerine alinarak bir damla %5’lik metilen mavisi ile
boyanmistir. Slaytlar binokiler 1sik mikroskobunda X500
blyltmede incelenmistir. Calisma veriler ortalama * SD
olarak  gosterilmistir,  Ortalama arasindaki
istatistiksel farklar (p<0.05) SPSS 23.0 programinda one-way
ANOVA ve Duncan testleri ile degerlendirilmistir.
BULGULAR VE TARTISMA

Diazinon ve zencefil uygulamasinin ¢imlenme yiizdesi (%)

verileri

kok uzunlugu (cm), ve agirhk kazanimi (g) Gzerindeki etkileri
Cizelge 2’'de gosterilmistir. Zencefil uygulanan Grup Il ve
Grup Il ile kontrol grubu ile karsilastirildiginda ¢imlenme
ylzdesi, kok uzunlugu ve agirlik kazaniminda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Zencefil
uygulamasi A. cepa koklerinin blylme fizyolojisinde
olumsuz bir etkiye neden olmamistir. Elde edilen bu sonuca
benzer bir sekilde literatiirde zencefilin bitki veya hayvan
fizyolojisinde negatif bir etkisine rastlanilmamistir. Ote
yandan diazinon uygulanan Grup IV’'in ¢imlenme yiizdesi
%66 (%33), kok uzunlugu ylzde %80 (2.50+1.14 cm), agirlik
kazanimi ise ylizde %89 (1.50 g) azalmistir (p<0.05).
Diazinon uygulamasi A. cepa soganlarinin ¢imlenmesi ve

Cizelge 2. Diazinon ve zencefil uygulamasinin segilen fizyolojik parametreler tzerine etkisi

Gruplar Cimlenme yiizdesi (%) (n=50) K6k uzunlugu (cm) (n=10) Agirhik azanimi (g) (n=10)
Grup | 99 12.50 + 3.60° +13.00°
Grup Il 98 12.80 £3.76° +13.50°
Grup Il 100 13.10 +3.94° +13.94°
Grup IV 33 2.50+1.14° +1.50°
Grup V 45 4.60 +1.45° +4.00°
Grup VI 60 7.20+1.96" +6.84°

*Grup |: Kontrol, Grup 1l: 240 mg/L zencefil, Grup Ill: 480 mg/L zencefil, Grup IV: 500 mg/L diazinon, Grup V: 500 mg/L diazinon + 240 mg/L
p p g g p g g g

zencefil, Grup VI: 500 mg/L diazinon + 480 mg/L zencefil. Ayni siitiin icerisinde farkli harfler'

onemlidir.

=9 jle gosterilen ortalamalar p<0.05’de
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gelismesini olumsuz yonde etkilemistir. Bigakgl ve ark.
(2017) diazinon uygulamasinin doza bagl olarak bu (g
parametreyi olumsuz etkiledigini belirtmistir. Ek olarak
Grup IV ile karsilastirildiklarinda, dizazinona ile birlikte
zencefil verilen Grup V ve Grup VI'nin gimlenme yizdesi,
kok uzunlugu ve agirhk kazaniminda istatistiksel olarak
onemli bir iyilesme gorilmdistir (p<0.05). Cimlenme yilzdesi
(%60), kok uzunlugu (7.20£1.96 cm) ve agirhik kazanimindaki
(6.84 g) en fazla iyilesme Grup VI’'da belirlenmistir (p<0.05).
Zencefilin dianizonun etkilerini azalmasina dair daha 6nce
yapilmis bir ¢alisma bulunmamistir. Abdelkhalek ve ark.
(2017) Spirulina platensis Geitler alginin yiksek antioksidan
glcu sayesinde diazinonun nil giklet baligi (Oreochromis
niloticus L.) lzeinde olusturdugu oksidatif hasara karsi
iyilestirici glici oldugunu belirtmislerdir. Ayni sekilde ¢ok
glclu bir antioksidan olan (Mao ve ark., 2019) zencefilin,
diazinondan kaynaklanan oksidatif baskiyi hafifleterek kok
gelisimindeki duslsl diizelmesi en olasi agiklamadir.
Dianizon ve zencefil uygulamalarinin Ml ve MN frekanslari
Uzerindeki sitogenetik etkisi Cizelge 3'te sunulmustur.
Zencefil uygulamasi, Grup 1l (862.00 + 23.21) ve Grup III'lin
(884.00 * 24.55) MI degerlerinde Grup | ile (875.00+24.18)
gore anlamh bir farka (p>0.05) neden olmamistir. Buna
karsik, dianizon uygulamasi, Grup IV'in Mi'sinde
(485.00+09.16) keskin bir distse neden olmustur (p<0.05).
Ote yandan, dianizon ile hazirlanan c¢ozeltiye zencefil
eklenen Grup V (552.00+10.48) ve Grup VIln
(636.00+11.35) MI degerleri artan dozla birlikte bir iyilesme
gorilmistir (p<0.05). Tek basina zencefil uygulamasi A.
cepa
etkilemezken zencefilin diazinon ile birlikte verilmesi
diazinonun olusturdugu mitotik boélinmedeki yavashg
hafifletebilmektedir. MI sonuglarinin hiicre bolinme hizinin
bir gostergesi oldugu gbz oOniine alindiginda, diazinonun
uygulamasinin Ml degerlerini baskilamasi kék uzunlugu ve
agirhk artisi gibi biylime parametrelerindeki geri kalmayi
aciklamaktadir. Diazinonun Ml Uzerindeki olumsuz etkisi
daha once bir genotoksisite unsuru olarak belirtilmistir
(Bigakgi ve ark., 2017; Pandir, 2018).

meristem  hicrelerin  bolinme  kapasitesini

Gozlenmesi en kolay genetik hasarlardan biri olan MN
olusumu ve diazinonun genotoksik etkilerini
belirlemek igin incelenmistir. Grup | (0.24+0.36) , Grup |l
(0.1620.24) ve Grup IIin (0.10+0.12) MN frekanslari
arasinda istatistiksel fark bulunmamistir (Cizelge 3). Ancak,
diazinona maruz kalan Grup IV'Un (50.00£7.65) MN
frekansinda Grup I'e gore keskin bir sekilde artis
gozlenmistir (p<0.05). Grup V (40.60+6.61) ve Grup VI
(24.70+4.85) degerleri artan zencefil miktarina paralel
olarak kademeli olarak azalmistir. Bigakgi ve ark. (2017) ve
Pandir (2018) diazinon uygulamasinin A. cepa’da MN
frekansini 6nemli bir sekilde arttirdigini belirtmiglerdir.
Benzer sekilde diazinonun fare ve insan hiicrelerinde de MN
artisina yol acgtigl bilinmektedir (Sh ve ark., 2020; Karamian
ve ark., 2016). MN sonuglari diazinonun genotoksik etkiye
sahip oldugunu ve zencefilin bu olumsuz etkiyi hafiflettigini
aclkga gostermistir. Fenech (1993) MN olusumunun
oksidatif kaynakl DNA
kaynaklanabildigini soylemistir. Bu bakis agisindan yiksek
antioksidan glicii sayesinde zencefil A. cepa meristem
kaynakli MN ve genotoksisite
olusumuna karsi korumaktadir. Zencefil uygulanan Grup I
ve Grup llI'te kromozomal anormallik gorilmemesi bu
Almostady ve (2015)
zencefilin herhangi bir genotoksik etkiye sahip olmadigini
belirmistir. Dianizon uygulanan Grup IV’de MN haricinde
gorilen diger kromozomal anormallikler ¢oktan aza gore
sirasiyla fragment, yapiskan kromozom, kopri, kromatinin

zencefil

stresten kiriklarindan

hlcrelerini  diazinon

sonucu desteklemektedir. ark.

esit olmayan dagilimi ve vakuolli niikleusdur (Sekil 1).
Pandir (2018) diazinonun A. cepa’da yogun kromozomal
anormallikler yaptigini belirtmistir. Calismamiza benzer
sekilde Bigakgl ve ark. (2017) diazinon uygulanan A.
cepa’nin fragment, yapiskan
kromozom, kromozom koprisi ve kromatinin esit olmayan
dagiimi dagilimi gérildiigiinden bahsetmistir. Mi’nin tersi
bir sekilde diazinon ile birlikte zencefil uygulanan Grup V ve
Grup VI'da tim kromozomal anormallikler doza bagl bir
sekilde azalmistir (p<0.05). Hem MN hem de kromozomal
anormallikler  klastojenitenin ~ 6ncl  belirtilerindendir
(Kalefetoglu Macar ve ark., 2020). Dianizonun sebep oldugu

meristem hiicrelerinde

Cizelge 3. Diazinon uygulamasinin tesvik ettigi genotoksisiteye karsi zencefilin koruyucu roli

Gruplar M MN FRG YK K KED VN
Grup | 875.00+24.18° 0.24+0.36°  0.00t0.00°  0.20:0.18°  0.00:0.00°  0.20%0.24° 00+0.00°
Grup I 862.00£23.21° 0.16£0.24°  0.00+0.00°  0.100.11°  0.00:+0.00°  0.10£0.14°  0.00+0.00°
Grup Il 884.00£24.55° 0.10£0.12°  0.00:0.00°  0.00+0.00°  0.00:0.00°  0.10:0.12°  0.00%0.00°
Grup IV  485.00:09.16° 50.00+7.65° 58.60+5.12°  40.10+4.63°  29.30+3.88°  22.10#3.24°  12.60+2.10°
GrupV  552.00+10.48° 40.60:6.61° 48.80+4.96°  31.40+4.22° 21.60+3.54° 11.60+2.16°  7.90+1.38°
Grup VI 636.00+11.35° 24.70+4.85° 32.50+4.16°  22.90+3.73°  13.70%2.42° 6.30%1.15° 2.70+1.12°

*Grup I: Kontrol, Grup 1I: 240 mg/L zencefil, Grup Ill: 480 mg/L zencefil, Grup IV: 500 mg/L diazinon, Grup V: 500 mg/L diazinon + 240 mg/L

zencefil, Grup VI: 500 mg/L diazinon + 480 mg/L zencefil. Ayni sutiin icerisinde farkli harfler'

= e gosterilen ortalamalar p<0.05’de

dnemlidir. MN: mikroniikleus, Mi: mitotik indeks, FRG: fragment, YK: yapigkan kromozom, K: képrii, KED: kromatinin esit olmayan dagilimi,

VN: vakuollii nlikleus.
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Sekil 1. Diazinon uygulamasinin tesvik ettigi kromozomal hasar. (a:
MN, b: fragment, c: yapiskan kromozom, d: kdprd, e: kromatinin
esit olmayan dagilimi, f: vakuollii niikleus)

genotoksisiteyi hafifleten zencefil, kanser gibi genetik

hasardan kaynaklanan hastaliklara kargi  etkili  bir
fonksiyonel gida olma potansiyeline sahiptir.

Diazinon ve zencefil uygulamalarinin  biyokimyasal
parametreler {izerine etkisi Cizelge 4’te verilmistir.

Hicrelerdeki oksidatif dengenin korunmasinda antioksidan
enzimlerin 6nemi blyiktir (Hao ve Liu, 2019). SOD ve KAT
enzimlerinin aktivitesi hicrelerde olusan serbest radikal
kaynakli oksidatif strese karsi canlilarin sahip oldugu en
mekanizmalarindandir. SOD enzimi
hicrede olusan siperoksit radikallerinin ylksiz hidrojen
peroksit molekdllerine déntstirilmesinde basrol oynarken;
KAT enzimi, enzimatik ya da enzimatik olmayan yollarla
olusan, bu hidrojen peroksit molekdllerinin suya ve oksijene
mekanizmalardan birini

onemli savunma

donustiirilmesinde kilit
olusturmaktadir. Hicre icinde bu enzimlerin de katkisi ile
korunan oksidatif dengenin bozulmasi halinde yogunluklari
giderek artan serbest radikaller makromolekdillere ve hiicre
membranlarina agir hasarlar vermektedir. MDA molekdli
oksidatif stresin hem sonucu hem de habercisi olarak
olusan bir madde olup; hiicre membranlarinda gergeklesen
lipid peroksidasyonunun son urtinadir (Zulaikhah, 2018).
Bu durumda; MDA artisinin membran hasarinin énemli bir
gostergesi oldugu soylenebilir. Mevcut ¢alismada tek basina
uygulanan zencefil dozlarinin (Grup Il ve 1) kontrol grubu

CAVUSOGLU K, MACAR O, KALEFETOGLU MACAR T, YALGIN E
ile kiyaslandiginda SOD ve KAT aktiviteleri ile MDA olusumu

bakimindan istatistiksel olarak dnemli bir fark yaratmadig
acitkga gorulmektedir (p>0.05).
oksidatif strese ya da membranlarda hasara yol agmadigini
net bicimde goéstermistir. Bu durumun aksine; Grup IV’te
hem SOD ve KAT hem de MDA kontrol grubuna gore
oldukga ciddi bir artis sergilemistir. Grup IV’'teki SOD
aktivitesi kontrol grubunun yaklasik olarak 2.8 kati iken; KAT
aktivitesi ise kontrollin yaklasik 2.6 katidir. Grup IV'4n MDA
miktarinda goriilen kontroliin 3 kati olan artis miktari; SOD
ve KAT aktivitelerinde gorilen biiyiik artisa ragmen diazinon
uygulamasinin membranlarda 6nemli hasara yol actigini
acitkga gostermistir. Calismamizla uyumlu bir sekilde;
diazinonun ciddi bir sekilde oksidatif strese sebep oldugunu
gosteren c¢alismalar mevcuttur (Shah ve Igbal, 2010; El-
Shenawy ve ark., 2010; Abdel-Daim ve ark.; 2018). Mevcut
hayvan denemelerine karsin; bitki hiicrelerinde diazinon
kaynakli oksidatif stresin gosterildigi baska bir galismaya
literatiirde rastlanilmamistir. Calismamizda diazinon ile
birlikte verilen iki farkh dozdaki zencefil (Grup V ve VI)
biyokimyasal parametrelerde doza bagl etki gostermistir.
Diazinon ile birlikte uygulanan 240 mg/L zencefil, Grup
V’teki SOD aktivitesinin sadece diazinon uygulanan Grup
IV'e gore %16 azalma gosterirken; diazinon ile birlikte
uygulanan 480 mg/L zencefil Grup VI'daki SOD aktivitesi
sadece diazinon uygulanan Grup IV’e gore %40 azalmistir.
Ote yandan KAT aktivitesi Grup V’te Grup IV'e gére %10
Grup VI'da Grup IV'e gore %26 azalma
gbstermistir. Bu durum; ortama eklenen ve enzimatik
olmayan bir antioksidan olan antioksidan
savunmaya katkisi sonucu enzim aktivitelerinin hafifleme
gostermesi seklinde yorumlanabilir. Bu durumu dogrular
sekilde disik dozda uygulanan zencefil Grup V'teki MDA
aktivitesini Grup IV'e gore %23, yiksek dozda uygulanan
zencefil Grup VI'daki MDA aktivitesini Grup IV'e gore %47
azaltmistir. Sadece diazinon uygulamasi ile kiyaslandiginda;
diazinon ile beraber hem dusik hem de yiksek dozda
uygulanan zencefil membran hasarini kademeli olarak
azaltmigtir.  Zencefilin  dogrudan olusan ve diazinon
uygulamasi gibi dolayh olarak tesvik edilen oksidatif strese
karsi koruyucu etkisi son yillarda dikkat gekmekte ve gesitli

Bu durum, zencefilin

azalirken;

zencefilin

Cizelge 4. Diazinon ve zencefil uygulamasinin segilen biyokimyasal parametreler tzerine etkisi

Gruplar MDA (uM g~ FW) SOD (U mg™ FW) KAT (0D 540y Min g™ FW)
Grup| 9.20+1.74° 75.00+5.84° 1.12+0.21°
Grup I 9.00+1.68" 77.60+5.92° 1.10+0.19°
Grup Il 9.10+1.60° 74.0045.36° 0.98+0.16°
Grup IV 36.8045.12° 210.6049.62° 2.92+0.36"
GrupV 28.404.61° 176.50+7.15° 2.6110.32°
Grup VI 19.60+3.77° 125.00+6.89° 2.15%0.24°

ru : Kontrol, Gru : m zencertil, Gru : m zencertil, Gru : m lazinon, Gru : m
*Grup I: K |, Grup II: 240 mg/L fil, Grup Il 480 mg/L fil, Grup IV: 500 mg/L Diazinon, Grup V: 500 mg/L

Diazinon + 240 mg/L zencefil, Grup VI: 500 mg/L Diazinon + 480 mg/L zencefil. stitiin igerisinde farkl harfler

ortalamalar p<0.05’de 6nemlidir.

(a-d)

ile gosterilen
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organizmalarda  degisik  stres  kaynaklarina  kars
calisiimaktadir (Al Hroob ve ark., 2018; Zargar ve ark.,
2020). Zencefilin egsiz antioksidan kapasitesi; iceriginde
bulunan 6-sogaol ve zingeron gibi biyoaktif bilesenlerden ve
bu bilesiklerin  tirevlerinden kaynaklanmakta olup;
icerikteki bu polifenoller sayesinde zencefil ile hazirlanan
ektraktlar antioksidan, anti-enflamatuar ve antibakteriyel
Ozellikler gbstermektedir (Trimedona ve ark., 2020).

Cizelge 5 ve Sekil 2; diazinon ve zencefil uygulamalarinin
meristematik hicrelerdeki yapisal butiinlige etkisini
gostermektedir. Sadece zencefil uygulanan gruplardaki
meristematik hicrelerde (Grup Il ve Ill) kontrole gore (Grup

epidermis hilicre hasari, korteks hiicre geperinde kalinlasma,
korteks htcrelerinde madde birikimi,
yassilasmis hiicre gekirdegi ve belirgin olmayan iletim doku
seklinde siralanmistir. Meristematik hiicrelerde gorilen
hasarlar seviyelerine goére; siddetli hasarlar (+++), orta
siddetli hasarlar (++), az hasarlar (+) olarak siralanmistir. Bu
skalaya gore; epidermis hiicre hasari,
ceperinde kalinlasma, yassilasmis hicre c¢ekirdegi ve
belirgin olmayan iletim doku Grup IV'te goézlenen siddetli
hasarlar iken; korteks hiicrelerinde madde birikimi ve
binuklear hiicre Grup IV'te belirlenen orta hasarlardir (Sekil
2). Diazinon ile birlikte zencefil uygulanan Grup V ve Grup

bintklear hucre,

korteks hiicre

I)  herhangi bir meristematik hasar  bulgusuna
rastlanmamistir.  Buna kargin; Grup IV'te diazinon
uygulamasi tarafindan tesvik edilen meristematik hasarlar;

VI'daki meristematik hasarlar; verilen zencefil dozuna gore
azalma gostermis ve hatta diazinon ile beraber 480 mg/L

Cizelge 5. Diazinon tegsvik ettigi meristematik hiicre hasarlarina karsi zencefilin koruyucu rolu

Hasarlar EHH KHK KHMB BH YHC BiD
Grup | - - - - - -
Grup ll - - - - - -
Grup Il - - - - - -
Grup IV +++ +++ ++ ++ +++ +++
Grup V ++ ++ + + ++ ++
Grup Vi + + - - + +

*Grup I: Kontrol, Grup II: 240 mg/L zencefil, Grup lIl: 480 mg/L zencefil, Grup IV: 500 mg/L Diazinon, Grup V: 500 mg/L Diazinon + 240 mg/L
zencefil, Grup VI: 500 mg/L Diazinon + 480 mg/L zencefil. EHH: epidermis hiicre hasari, KHK: korteks hiicre ¢eperinde kalinlasma, KHMB:
korteks hiicrelerinde madde birikimi, BH: binuklear hiicre, YHGC: yassilasmis hiicre cekirdegi, BID: belirgin olmayan iletim doku. (-): hasar
yok, (+): az hasar, (++): orta hasar, (+++): siddetli hasar.

Sekil 2. Diazinon uygulamasinin sebep oldugu meristematik hiicre hasari

[a: epidermis hicrelerinin normal goriinimd, b: korteks hiicrelerinin normal gériiniimd, c: hiicre niikleusunun normal goérinima (oval), d:
iletim dokunun normal gériiniim, e: epidermis hticre hasari, f: korteks hticre ¢eperinde kalinlasma (beyaz ok) ve korteks hiicrelerinde bazi
maddelerin birikimi (siyah ok), g: bintklear hiicre (beyaz ok) ve yassilagmis hticre gekirdegi (siyah ok), h: iletim dokunun belirgin olmayan
gorinimd].
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zencefil uygulanan Grup VI'daki korteks hucrelerinde
madde birikimi ve bintklear hiicre, kontrol grubunda
oldugu gibi, tamamen kaybolmustur.

bintklear hlcre ve yassilasmis hiicre c¢ekirdegi ayni

Bu hasarlardan

zamanda diazinondan kaynaklanan genetik hasarin
habercileridir. Ote vyandan; korteks hiicrelerindeki
kalinlasma bitkinin asiri  diazinon alimina karsi bir

adaptasyonunu dislindirmistir (Macar ve ark., 2020).
iletim dokunun belirgin olmayan gériinimi ve epidermis
hicre hasari diazinonun kdk dokusunda enine tasinidigini ve
en distan en ice kadar her dokuda gorilebilen etkileri
tetikledigini acik sekilde gostermektedir. Bu hasarlar MDA
sonuglarimiz ile dogrulanan hiicresel membran hasarlarinin
gorinen sonuglari olarak da yorumlanabilir. Diazinon ya da
zencefil  uygulamalarinin  meristematik  hiicrelerdeki
etkilerini gosteren baska bir ¢aligmaya rastlaniimamistir.

SONUC

Bu ¢alismanin sonuglari; diazinon ve zencefilin A. cepa kok

ucu hicrelerindeki toksik etkilerini kapsamli bir sekilde

gostermektedir. Tehlikeli  bir
maruziyetinin, hedef olmayan canllardaki olumsuz etkileri
bilindigi halde; zencefilin bu risklere karsi koruyucu ve
iyilestirici etkileri in vivo ortamda ve ¢ok yonli bir calisma
ile ilk kez gosterilmistir. Artan dozlardaki zencefil
uygulamasi; diazinonun genotoksik ve sitotoksik etkilerini
incelenen tim parametrelerde hafifletmis ve bu iyilestirici
bagh olarak artig
sergilemistir. Biyokimyasal parametrelerden elde edilen
sonuglar;  zencefilin  koruyucu etkisinin,  zencefilin
olaganisty antioksidan kapasitesi ile dogrudan iligkili
oldugunu gostermistir. Tek basina uygulanan zencefil
bakimindan kontrol
grubuna gore higbir olumsuz etkiye yol agmamasi, zencefilin
yan etkisi olmayan, koruyucu bir fonksiyonel gida olarak
kullanilmasi konusundaki potansiyelini ortaya koymaktadir.
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