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1.UVOD



1.1 Bisfenol A

Bisfenoli su skupina fenolnih organskih spojeva u koju spadaju: bisfenol A (BPA), bisfenol
B, bisfenol C, bisfenol S, bisfenol F i bisfenol AF. BPA prvi je sintetizirao ruski kemicar
Aleksandr Pavlovi¢ Dianin 1891. godine u reakciji acetona i fenola uz prisutnost kiselog
katalizatora. BPA ili 2,2-bis (4-hidroksifenil) bijela je organska krutina kemijske formule
C1sH1602 koja se sastoji od dvije fenolne funkcionalne skupine (Kim i sur., 2019; Rogers, 2021)
(Slika 1).

U pedesetim godinama 20. stoljeca otkriveno je da BPA u reakciji s fosgenom kao rezultat
daje, danas vrlo poznate, polikarbonate koji se od tada koriste u izradi plastike (Rogers, 2021).
U danasnje doba BPA se Koristi u proizvodnji plastike, polikarbonata, epoksi smola, termalnog
papira, kuhinjskog pribora, igrataka i mnogih drugih materijala koji su dio svakodnevne
upotrebe (Kim i sur., 2019).

HO OH

Slika 1. Strukturna formula BPA.

Razlog njegove Siroke uporabe u industriji polikarbonata i epoksi smola njegove su
karakteristike koje u kombinaciji s ostalim sastavnicama daju dobra svojstva materijalu,
poput adhezivnosti, sto omoguéava spajanje raznih materijala poput drva, metala, stakla i
keramike (Rudawska, 2021). Polikarbonatna plastika izradena od BPA vrlo je visoke
¢vrstoce 1 tako pruza zastitu predmetu od razbijanja pri padu ili udaru te mu daje stabilnost
pri visokim temperaturama c¢ime se omogucava zagrijavanje i u mikrovalnoj. Zbog
navedenih svojstava, pogotovo ¢vrstoce 1 otpornosti pri jakom udaru, koristi se pri izradi
motociklistickih kaciga, zastitnih naocala i Stitnika za lice te prozora otpornih na metke
(Rogers, 2021). Ljudi su najvise u doticaju s BPA preko ambalaze za hranu i pice s kojom

se svakodnevno susre¢u. Dokazano je da BPA moZe, pod utjecajem visSih temperatura,



prijec¢i iz ambalaze u hranu ili pi¢e i tako ,,u¢i“ u ljudski organizam i nastetiti ljudskom

zdravlju (Kuci¢ Grgic i sur., 2019).

Pocetkom 21. stolje¢a proizvodnja BPA bila je masovna. Godisnje se proizvelo 2,7
milijardi kilograma BPA, a za c¢ak trecinu te proizvodnje bile su odgovorne Sjedinjene
Americke Drzave (SAD). S obzirom da su i ljudi u doticaju s BPA, razina BPA u ljudi krece
se ispod 50 pg/kg dnevno, Sto je zapravo i maksimalna dozvoljena koli¢ina BPA prema
ameri¢koj Agenciji za zaStitu okoliSa (EPA, engl. Environmental Protection Agency)
(Rogers, 2021).

1.1.1 BPA u okoliSu

Zbog uporabe BPA u predmetima Siroke potroSnje, BPA je sveprisutan u okolisu te se
unjemu i nakuplja. Pokazano je da se ipak male koncentracije BPA mogu ukloniti iz okolisa
fotorazgradnjom zbog njegove fotonestabilnosti te mikroorganizmima. Njegovo prisustvo
utvrdeno je u morima, rijekama 1 tlu gdje dospijeva prilikom transporta, kemijske
proizvodnje, spaljivanjem otpada kao i1 nepravilnim odlaganjem plasticnih boca.
Koncentracije BPA u vodama variraju, no u veéini povrsinskih voda koncentracija mu je
manja od 1 mg/L (Kuc¢i¢ Grgi¢ i sur., 2019). Njegova koncentracija u atmosferi varira
0visno o podru¢ju na kojem je mjerena. Prema nekim mjerenjima u Njemackoj je izmjerena
koncentracija BPA od 5 do 15 pg/m?® zraka, na podruéju iznad Japana 10 do 1920 pg/m?,
dok je najvisa koncentracija BPA izmjerena na podruéju Indije te je iznosila 4,55 ng/m?®
zraka. Zbog izlozenosti zivotinja i biljaka, akumulaciji u okolisu i prelaskom iz ambalaze,
BPA je prisutan i u hrani. Tako su u mesnim proizvodima izmjerene koncentracije BPA od
0,49-56 g/kg, ribi od 7,1-102,7 g/kg, voéu i povréu od 11,0-95,3 g/kg te u zitaricama od
1,0-3,8 g/kg (Michatlowicz, 2014).

1.1.2 Mehanizam djelovanja BPA na Zivotinje i ljude

BPA mozZe u¢i u Zivotinjski ili ljudski organizam preko probavnog sustava, inhalacijom
ili se moze apsorbirati preko koze, a najvise se apsorbira u probavnom sustavu (Zhang i
sur., 2019). Nakon ulaska u organizam, BPA moze razli¢itim mehanizmima ispoljavati svoj

toksicni ucinak. Jedan od utvrdenih mehanizama je taj da BPA uzrokuje povecano Stvaranje



reaktivnih kisikovih spojeva (ROS, engl. reactive oxygen species), odnosno uzrokuje
oksidativni stres koji moze dovesti do oSteCenja lipida, proteina i molekule DNA te
posljedi¢no do stani¢ne smrti (Kim i sur., 2019). Pokazano je da BPA dovodi do dishalansa
antioksidativnog sustava odnosno inhibira aktivnost antioksidativnih enzima kao Sto je
glutation-peroksidaza, te na razini genoma dovodi do smanjenja ekspresije gena za
antioksidanse (Zhang i sur., 2019). Takoder, BPA uzrokuje disfunkciju mitohondrija kao i
generiranje upalnog odgovora svojim sudjelovanjem u brojnim signalnim putevima stanica
imunosnog sustava sto rezultira povecanjem broja upalnih citokina kao $to su interleukin 6
i faktora tumorske nekroze alfa, a smanjenjem broja protuupalnih citokina (Kim i sur., 2019;
Michatowicz, 2014). Jedan od njegovih najvaznijih mehanizama djelovanja je vezanje na
receptore hormona poput androgena, estrogena, progesterona i receptora hormona stitnjace
¢ime uzrokuje hormonalni disbalans. BPA zapravo djeluje kao prirodni 17 estradiol.
Posljedi¢no BPA uzrokuje promjenu aktivnosti tih hormonskih receptora sto dovodi do
brojnih poremecaja reproduktivnog, endokrinog, respiratornog i Ziv€anog sustava. Njegovi
metaboliti imaju puno vecu estrogenu aktivnost Sto moze rezultirati preuranjenim
pubertetom, nemoguénoscu oplodnje, disfunkcijom jajnika, nizom porodajnom masom i
preuranjenim rodenjem djeteta. Povecanom izloZzeno$¢u BPA povecava se rizik pretilosti,
jetrene disfunkcije, kardiovaskularnih bolesti te reproduktivni poremecaji (Kim i sur.,
2019). Pokazan je negativan utjecaja BPA na fetus zbog moguceg prelaska BPA kroz
posteljicu do ploda, $sto moze dovesti do pobacaja ili genetskog poremecaja djeteta (Kucic
Grgic i sur., 2019). Takoder izloZzenost BPA povezuje se s razvojem diabetes mellitusa zbog

utjecaja BPA na aktivnost inzulina (Kim i sur., 2019).

1.1.3 Zakoni u EU koji uklju¢uju BPA

Uporaba BPA se zbog njegove toksi¢nosti i navedenih rizika za ljudsko zdravlje u
Europskoj Uniji (EU, engl. European Union) ograni¢ila. REACH (engl. Registration,
Evaluation, Authorization, and Restriction of Chemicals) je regulativa EU koja se bavi
zabranom uporabe odredenih kemijskih supstanci u proizvodima namijenjenim potrosacima
u svrhu ocuvanja zdravlja i okolisa. 2017. godine BPA svrstan je na popis posebno
zabrinjavajucih tvari (SVHC, engl. Substances of very high concern) u kategoriju 1B zbog
rizika reprotoksi¢nosti i poremecaja endokrinog sustava. Tom kategorizacijom, BPA

podlijeze zakonu koji nalaze da njegova koli¢ina ne smije biti veca od 0,1% ukupne tezine



proizvoda. Direktivom o sigurnosti djec¢jih igracaka (engl. Toy safety directive) u EU
(Appendix C prema Annex Il), uvedena je odredba koja nalaze da za sve djecje igracke
namijenjene za stavljanje u usta ili namijenjene za djecu mladu od 3 godine, otpustanje BPA
ne smije biti vece od 0,04 mg/L. Dana 1. svibnja 2011., prema Annexu | Uredbe Komisije
(EU) No 10/2011, zabranila se uporaba BPA u proizvodnji plasti¢énih bocica za
novorodencad, a od 1. lipnja 2011. zabranila se uporaba BPA u proizvodnji plasti¢nih boca
za novorodencad i djecu mladu od 3 godine. Odredbom od 2.sije¢nja 2020. Europske
kemijske agencije (ECHA, engl. European Chemicals Agency) i REACH-a, zabranjuje se
koncentracija BPA veca ili jednaka od 0,02% u termalnom papiru. EU pod Uredbom
Europske Unije 10/2011/EU (engl. Regulation) dozvoljava uporabu BPA u materijalima
koji dolaze u doticaj s hranom, no koli¢ina ne smije biti ve¢a od 0,05 mg/kg. Prema
dostupnim informacijama EFSA (engl. The European Food Safety Authority) razmatra
uvodenje novih restrikcija od 2022. godine koje obuhvacaju nove smjernice za proizvodnju

spremnika za hranu i pi¢e (https://echa.europa.eu/hr/home).

1.2  Allium test

Allium test jedan je od najpouzdanijih bioloskih testova te se Kkoristi za pracenje
zagadenja okoliSa i procjene genotoksi¢nosti razli¢itih spojeva koji se mogu naéi kao
onecis¢ivaci u okolisu (Tedesco i Laughinghouse, 2012). Pomoc¢u Allium testa mogucée je
pratiti promjene makroskopskih (oblik, boja, duZina) i mikroskopskih (o$tec¢enja molekule
DNA, kromosomske aberacije, poremecaji u mitotskom ciklusu) parametara korjencica
luka (Leme i Marin-Morales, 2009). Testovi koji ukljucuju biljke prikladni su za
istrazivanja zbog lakog rukovanja i povoljne cijene, a s etiCkog stajaliSta puno je
prihvatljivije u odnosu na animalni model. Pored toga Allium cepa test izvrstan je model za
in vivo ispitivanja posto korjenciéi rastu u izravnom kontaktu s ispitivanim spojem (Tedesco
i Laughinghouse, 2012). Takoder, rezultati dobiveni Allium testom mogu se ekstrapolirati
na ostale vrste biljaka kao i Zivotinja. Naime, pokazano je da rezultati dobiveni Allium
testom vrlo dobro koreliraju s rezultatima testiranja na animalnim modelima, primjerice
animalnim stanicama V79 (stani¢na linija pluénih fibroblasta hréka) (Fiskesjo, 1985). U
Allium testu, korjen¢i¢i su uronjeni u otopinu spoja ¢ije se citogenotoksi¢no djelovanje
ispituje te su meristemske stanice vrska korijena luka u direktnom kontaktu s ispitivanim

spojem (Slika 2). Stoga je moguce utvrditi direktno mutageno ili karcinogeno djelovanje



ispitivanog spoja pracenjem kromosomskih oste¢enja u meristemskim stanicama koje se

nalaze u vrsku korjencic¢a luka (Tedesco i Laughinghouse, 2012).

Slika 2. Polozaj meristemskih stanica vrska korjenéica lukovice luka.

1.3 Kromosomska ostecenja

U molekuli DNA pohranjene su informacije za kontrolu svih procesa unutar stanice te
je za normalno funkcioniranje stanice vazno da je integritet molekule DNA nepromijenjen
(Pavlica, 2021). Oste¢enje molekule DNA direktno se povezuje s nastankom tumora
(Mitchell i sur., 1995). Genotoksi¢nost podrazumijeva sposobnost nekog spoja da uzrokuje
ostecenje molekule DNA §to moze dovesti do razvoja tumora ukoliko ne dode do popravka
molekule DNA. Mutageneza podrazumijeva mutacije, odnosno promjene genetske
informacije (Theodorakis, 2008). Iz toga proizlazi ¢injenica da je svaki mutageni Spoj
genotoksican, upravo zbog sposobnosti uzrokovanja mutacija genetskog materijala stanice.
No nije i svaki genotoksi¢ni Spoj mutagen jer moze imati i druge mehanizme toksic¢nosti
(npr. ometanje segregacije DNA molekula) kojima izaziva promjene genoma, a ne samo

sposobnosti stvaranja mutacija (Theodorakis, 2008).



Za vrijeme interfaze molekula DNA je tanka i slabo vidljiva te je tesko pratiti oSte¢enja
genoma. Kromosomi predstavljaju pakirane molekule DNA te su vidljivi za vrijeme mitoze
(Alberts, 2015; Pavlica, 2021). Stoga citogeneticka istrazivanja prate oSteCenja Kromosoma

za vrijeme mitoze koje je moguce vidjeti svjetlosnim mikroskopom.

Kromosomska o$teé¢enja, odnosno kromosomske aberacije obuhvacaju: a) strukturne
promjene kromosoma (primjerice lomovi kromosoma) i b) promjene u broju kromosoma
(aneuploidija — promjena broja pojedina¢nih kromosoma, odnosno viSak ili manjak
jednog/dva kromosoma; poliploidija — povecan broj cijelog seta kromosoma). Do takvih
oSte¢enja moze doci spontano ili pod utjecajem kemijskih ili fizikalnih spojeva (Leme i
Marin-Morales, 2009; Pavlica, 2021). Kromosomska oste¢enja mogu se javiti u bilo kojoj
fazi stani¢nog ciklusa (interfaza, profaza, metafaza, anafaza, telofaza) te su pokazatelj

genotoksi¢nosti ispitivanog spoja.

Za spoj koji dovodi do promjene broja kromosoma (aneuploidije ili poliploidije)
govorimo da ima aneugeno djelovanje. U vecini slucajeva taj spoj djeluje tako da dovodi
do osteCenja i gubitka funkcionalnosti diobenog vretena $to rezultira abnormalnom
segregacijom kromosoma za vrijeme mitoze. Klastogeno djelovanje nekog spoja direktno
je djelovanje tog spoja na kromosome koje uzrokuje pucanje kromosoma $to rezultira

kromosomskim lomovima i stvaranjem mostova (Leme i Marin-Morales, 2009).

Mikronukleus je acentri¢ni kromosomski fragment ili cijeli kromosom koji je zaostao
nakon mitoze te se vidi u citoplazmi stanice kéeri pod svjetlosnim mikroskopom tijekom
interfaze kao mala dodatna jezgra (Fenech 2000; Leme i Marin-Morales, 2009;
Kwasniewska i Bara, 2022). Mikronukleus ukazuje na aneugeni ili klastogeni u¢inak nekog
spoja (Kwasniewska i Bara, 2022). S obzirom da vrsta Allium cepa ima simetri¢ni kariotip,
analizom veli¢ine mikronukleusa moze se odrediti mehanizam djelovanja kemikalije.
Nastajanje ve¢eg mikronukleusa u stanicama ukazivalo bi na aneugeno djelovanje spoja
kao posljedica gubitka kromosoma, a u sluc¢aju kada bi nastali mikronukleus bio manje
veli¢ine, ukazivao bi na klastogeno djelovanje spoja zbog kromosomskog loma (Leme i
Marin-Morales, 2009). Stanica obi¢nog luka u normalnim uvjetima ima 16 kromosoma
(2n=16), koji su relativno veliki, stoga je to prednost obi¢nog luka zbog lakSeg pracenja

potencijalnih ostec¢enja, genotoksi¢nih i mutagenih ucinaka (Firbas i Amon, 2014).



2.0BRAZLOZENJE TEME



U danasnje vrijeme, uz brzorastu¢u tehnologiju i industriju, covjek je svakodnevno
izlozen raznim agensima iz zraka, okolisa, hrane i pi¢a. Jedan od tih mnogobrojnih agenasa je
I BPA. BPA se koristi u proizvodnji plastike i epoksi smola, a njegovo prisustvo utvrdeno je u
zraku, tlu, morima i rijekama. Ljudi najvise dolaze u doticaj s BPA kroz plasti¢ne spremnike i
boce koje se koriste za pohranjivanje hrane i pica. Iz plasti¢nih pakiranja BPA migrira u hranu
i pi¢e za konzumaciju ¢ime ljudi direktno unose BPA u organizam (Janda i sur., 2021; Kuci¢
Grgic¢isur., 2019; Kim i sur., 2019). Pokazano je da BPA svojim djelovanjem oponasa estrogen
te se veze za njegove receptore i dovodi do promjene u sekreciji hormona §to za posljedicu
moze imati brojne zdravstvene probleme u ljudi. Zbog prisustva BPA u morima i rijekama BPA
moze uzrokovati promjene reproduktivnog sustava u zivotinja, a prisustvo BPA u tlu djeluje
negativno na rast i razvoj biljaka (Kim i sur., 2019; Kuci¢ Grgic i sur., 2019).

Zadnjih par godina provode se brojna ispitivanja toksi¢nosti BPA i mehanizama
njegovog toksi¢nog djelovanje na ljude, Zivotinje i biljke, no i dalje mehanizam njegovog
djelovanja nije u potpunosti razjasnjen. Stoga je cilj ovog diplomskog rada bio ispitati
djelovanje BPA na obi¢nom luku (Allium cepa L.). Kao modelni organizam odabran je luk zbog
jednostavnosti provedbe pokusa, ali i ¢injenice da se dobiveni rezultati na luku mogu
ekstrapolirati na Covjeka (Tedesco i Laughinghouse, 2012). Kao parametri fitotoksi¢nog u¢inka
BPA praceni su duljina i izgled korjenci¢a. Genotoksi¢an u¢inak BPA pracen je u meristemskim
stanicama vrska korjenc¢i¢a luka odredivanjem kromosomskih ostecenja za vrijeme mitoze i
prac¢enjem ucestalosti pojave mikronukleusa u stanicama u interfazi.

Istrazivanje je provedeno tako §to su se korjenci¢i luka izlozili tri dana ili otopinama
BPA u koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L ili destiliranoj vodi (kontrola) te su se
usporedivale duljina i izgled korjenci¢a luka koji su rasli u destiliranoj vodi (kontrola) i duljina
i izgled korjencica luka nakon izlozenosti BPA. Genotoksi¢an ué¢inak BPA pratio se biljezenjem
kromosomskih ostec¢enja i prisustvom mikronukleusa na mikroskopskim preparatima
meristemskih stanica vr§ka korjencica luka izlozenih destiliranoj vodi (kontrola) i izlozenih

otopinama BPA u koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L.
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3.1 Materijali
3.1.1 Kemikalije

U ovom istrazivanju koriStene su kemikalije:

- bisfenol A, BPA, Sigma-Aldrich, SAD
- 96% ethanol, Lach-Ner, Ceska

- ledena octena kiselina, J. T. Baker, SAD
- orcein, Sigma-Aldrich, SAD.

Sve kemikalije koriStene u ovom istrazivanju bile su p.a. Cistoce.

3.1.2 Oprema

U ovom istrazivanju koriStena je oprema:

- magnetska mijesalica s grijanjem, MSH, Witeg, Njemacka
- analiticka vaga, PB303, Mettler Toledo, Svicarska

- termoblok, MPS-1, Biosan, Latvija

- svjetlosni mikroskop, CX 23, Olympus, Japan.

3.1.3 Modelni organizam - obi¢ni luk

Obi¢ni luk (Allium cepa L.) dvogodi$nja je zeljasta biljka koja pripada porodici
Lilliaceae. Porijeklom dolazi iz Azije i spada u najstarije kultivirano povrée. Danas se
uzgaja u cijelom svijetu, pogotovo na mjestima s umjerenom klimom (Marefati i sur., 2021).
Cepa vrste razlikuju se medusobno po boji, koja moze biti bijela, crvena ili Zuta, i okusu
(Alok Sagar i sur., 2022). Luk, zbog svog sastava bogatog flavonoidima, fenolnim
komponentama i tiosulfinatima nudi brojne farmakoloSke prednosti poput antimikrobnog,
antioksidativnog i protuupalnog djelovanja (Alok Sagar i sur., 2022; Lanzotti, 2006). U
prehrani se koristi u svjezem obliku, preradenom obliku, u obliku ulja i zacina te svojim
djelovanjem pospjesuje izlu¢ivanje probavnih sokova i poboljsava apetit (Marefati i sur.,

2021).
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Zbog dobrih karakteristika obi¢nog luka kao $to su veliki kromosomi kod kojih su onda
kromosomska oSteCenja vidljivija, lakog rukovanja samom biljkom i postavljanja
eksperimenta, dobre korelacije izmedu nastalih kromosomskih oste¢enja i mutagenosti te
moguce ekstrapolacije dobivenih rezultata na ljude, upravo je on i izabran kao modelni
organizam za ovo istrazivanje (Fiskesjo, 1985; Tedesco i Laughinghouse, 2012; Firbas i
Amon, 2014).

Lukovice obi¢nog luka koriStene u ovom istrazivanju Kupljene su u sjemenari u

Zagrebu.

3.2 Metode
3.2.1 Bioloski pokus
3.2.1.1 Priprema otopina BPA

Za provodenje pokusa prvo je bilo potrebno pripremiti ,,Stok“ otopinu BPA. Ona se
pripremila tako $to je na analitickoj vagi izvagano 2 g BPA Koji se prebacio u odmjernu
tikvicu od 10 mL. S obzirom da BPA nije topljiv u vodi, otopljen je u etanolu, a otapanje je
potpomognuto grijanjem na grija¢oj ploc¢i. Potom je odmjerna tikvica nadopunjena do

oznake. Tako je pripremljena otopina BPA koncentracije 200 g/L odnosno 2x10° mg/L.

Iz ,,$tok* otopine BPA koncentracije 2x10° mg/L pripremljene su radne otopine BPA
zeljenih koncentracija (1, 5, 10, 25 1 50 mg/L) u destiliranoj vodi. Za izracun koriStena je

formula:
cl XV1 =c2 xV2

Tako je primjerice za pripremu 250 mL (V2) otopine BPA koncentracije 25 mg/L (c2)
uzet volumen (V1) od 0,03125 mL (ili 31,25 pL) ,,5tok* otopine BPA koncentracije 2x10°
mg/L (c1). Volumeni “stok™ otopine BPA potrebni za izradu 250 mL (V2) radnih otopina
BPA ostalih koncentracija prikazani su Tablicom 1.
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Tablica 1. Priprema radnih otopina BPA iz ,.stok* otopine koncentracije 2x10° mg/L

Koncentracija otopina BPA (mg/L) 1 5 10 25 50
V ,,5tok* otopine BPA kocentracije 1,25 | 6,25 | 125 | 31,25 | 62,5
200 g/L (pL)

3.2.1.2 Postupak provodenja bioloskog pokusa

Bazu lukovica prvo je bilo potrebno ocistiti te zatim postaviti na vrh staklene posude,
odnosno epruvete, tako da su bazom uronjene u destiliranu vodu. Lukovice su ostavljene na

naklijavanju u destiliranoj vodi 48 sati (dva dana).

Na Slici 3. prikazane su lukovice luka s korjen¢i¢ima nakon dvodnevnog naklijavanja.
Nakon dvodnevnog naklijavanja odabrane su one lukovice koje su proklijale i imale
pravilne korjenci¢e. One su podijeljene u 6 skupina od po 10 lukovica (n=10). Jedna skupina
od po 10 lukovica bila je negativna kontrola. Te lukovice prebacene su u epruvete s
destiliranom vodom. Ostalih 5 skupina od po 10 lukovica prebaceno je u epruvete s
otopinama BPA koncentracija: 1 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 25 mg/L i 50 mg/L. Lukovice su

izlozene ili destiliranoj vodi (kontrola) ili otopinama BPA jos tri dana (72 sata).

Slika 3. Korjenc¢iéi lukovica luka nakon dvodnevnog naklijavanja u destiliranoj vodi.
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Slika 4. Korjencic¢i lukovica luka nakon tri dana izlozenosti destiliranoj vodi nakon

prethodnog naklijavanja (kontrola).

3.2.2 Makroskopska analiza korjenci¢a

Nakon trodnevnog izlaganja ili destiliranoj vodi (kontrola) (Slika 4) ili otopinama BPA
u koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L, korjenci¢i su pregledani. Potom su se lukovice
jedna po jedna izvadile iz epruvete, korjenc¢ici obrisali papirnatim ruénikom od otopine te
se promotrila morfologija korjenci¢a (boja i oblik). Nakon toga ravnalom se izmjerila
duljina dva najduza korjenci¢a od jedne lukovica, a izmjerene duljine korjenci¢a su

zapisane. Postupak se ponovio za svaku od 10 lukovica po tretmanu.

3.2.3 Mikroskopska analiza korjenci¢a
3.2.3.1 Priprema otopina za mikroskopsku analizu

Otopina fiksativa

Otopina fiksativa pripremila se mijeSanjem 96%-tnog etanola i ledene octene kiseline u
omjeru 3:1. Uloga fiksativa je da zaustavi diobu stanica. U fiksativu korjenci¢i moraju ostati
barem pola sata prije bojenja i pripreme mikroskopskog preparata. Menzurom je uzeto 10
mL 96%-tnog etanola i prebaceno u ¢asu. Potom je menzurom uzeto 30 mL ledene octene
kiseline te je dodano u ¢asu u kojoj se nalazio 96 %-tni etanol. Tako pripremljeni fiksativ

¢uva se u boci s cepom.
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Otopina orceina

Kako bi se lakse i jasnije vidjele meristemske stanice, potrebno ih je obojiti. U ovom
istrazivanju koristila se aceto-boja orcein odnosno 1% otopina orceina pripremljena u 45%-
tnoj ledenoj octenoj kiselini. Prvo je napravljena 45%-tna ledena octena kiselina tako da je
menzurom uzeto 45 mL ledene octene kiseline i prebaceno u ¢asu te je potom menzurom
uzeto 55 mL destilirane vode i dodano ledenoj octenoj kiselini u ¢asi. Nakon toga izvagano
je 0,1 g orceina te se izvagani orcein prebacio u odmjernu tikvicu od 10 mL na $to je do
oznake dodana 45%-tna ledena octena kiselina. Pripremljena boja ¢uva se u tamnoj boci s

¢epom.

3.2.3.2 Priprema mikroskopskog preparata

Nakon trodnevnog izlaganja ili destiliranoj vodi ili otopinama BPA u koncentracijskom
rasponu od 1-50 mg/L, vr$ni dijelovi korjen¢i¢a (po tri korjenc¢i¢a) od 5 lukovica po
tretmanu stavljeni su u otopinu fiksativa. Nakon $to su korjenc¢ici bili u fiksativu, pripremili
su se mikroskopski preparati. Korjenci¢ se izvadio iz fiksativa, malo obrisao te se stavio u
epruvetu s bojom (1% otopina orceina). Epruveta se zagrijavala u termobloku 15-20 minuta
kako bi se korjenci¢ luka $to bolje obojio (boja ,,usla“ u stanice korjenc¢i¢a luka). Nakon
toga korjenci¢ se izvadio iz epruvete s otopinom boje, stavio na predmetno stakalce te se
odrezao gornji vrsak korjencica koji se potom vr§kom iglice macerirao. Potom se vrsak
korjencica preklopio predmetnim stakalcem te pritisnuo palcem (tehnika ,,gnje¢enja*) kako
bi se stanice jednoslojno rasporedile radi bolje vidljivosti. Tako pripremljeni mikroskopski
preparat se promatrao pod mikroskopom te su se uocavale vrste i uéestalost kromosomskih
oStecenja i abnormalnosti i prisustvo mikronukleusa. Vrsta i broj kormosomskih oste¢enja

i mikronukleusa biljezila se u za to pripremljenu tablicu.
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3.3 Statisticka obrada rezultata

Rezultati duljine korjenci¢a prikazani su kao srednje vrijednosti 10 lukovica *
standardna devijacija. Oste¢enja kromosoma pra¢ena su na minimalno 500 stanica u diobi,
a ucestalost mikronukleusa na minimalno 500 stanica u interfazi po mikroskopskom
preparatu (Sto znaci da je po tretmanu pregledano po 2500 stanica) te su rezultati prikazani
samo brojc¢ano. Za statisticku obradu podataka koristen je Excel program (MS Office).

StatistiCcki znaCajna razlika izmedu kontrole i izlozenosti BPA odredila se pomocu

studentovog t-testa, a znacajnost je postavljena na p < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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U ovom istrazivanju ispitan je fitotoksi¢ni i genotoksi¢ni u¢inak BPA pomocu Allium testa.
Allium test je pouzdan i brzi test, ¢iji rezultati su relevantni i usporedivi s drugim testovima.
Stoga se smatra prikladnim pokazateljem toksi¢nog ucinka ispitivanih spojeva (Fiskesjo, 1985).
Istrazivanje je provedeno na nacin da su se korjenci¢i lukovica obi¢nog luka (n = 10) nakon
dvodnevnog naklijavanja izlozili tri dana otopinama BPA u koncentracijskom rasponu 1-50
mg/L ili destiliranoj vodi (kontrola). Nakon trodnevne izlozenosti ili otopinama BPA ili
destiliranoj vodi, pregledana je morfologija korjencica te im je izmjerena duljina kako bi se
utvrdio fitotoksi¢ni u¢inak BPA. Iz meristemskih stanica vrsaka korjencica luka pripremljeni
su mikroskopski preparati koji su pregledani pod mikroskopom kako bi se utvrdilo prisustvo
kromosomskih ostec¢enja (koja su vidljiva za vrijeme mitoze) i pojava mikronukleusa (koja je
vidljiva za vrijeme interfaze), a koji su pokazatelji genotoksi¢nog ucinka, ali i mogucéeg

posljedi¢nog mutagenog ucinka BPA.

4.1 Duljina korjenci¢a luka

Jedan od glavnih makroskopskih parametara procjene toksi¢nosti nekoga spoja Allium
testom upravo je duljina korjencica (Fiskesjo, 1985). Stoga je, kako bi se ustvrdio toksi¢ni
ucinak BPA na rast korjenci¢a, u ovome istrazivanju izmjerena duljina korjenc¢ica luka. Na slici
5 prikazani su dobiveni rezultati utjecaja BPA na duljinu korjenci¢a luka. Duljine korjencic¢a
luka koji su bili tri dana izlozeni BPA usporedene su s duljinom korjencica luka koji su tri dana
bili izlozeni destiliranoj vodi (kontrola) sto predstavlja normalne fizioloske okolisne uvjete
(Fiskesjo, 1985). 1z rezultata prikazanih na Slici 5 je vidljivo kako se s porastom koncentracije
BPA, smanjuje duljina korjencic¢a $to pokazuje da BPA zaustavlja produzni rast korjenc¢i¢a. Vec
se kod izlozenosti BPA u koncentraciji od 1 mg/L uocava statisticki znacajna razlika u
produznom rastu u usporedbi s kontrolom (4,07 + 0,33 cm vs. 4,61 + 0,38 cm; p < 0,05).
Daljnjim povecanjem koncentracije BPA zabiljeZena je jo§ manja duljina korjenéica koja je
bila znacajno niza od duljine korjenci¢a kontrola. Najkraci korjenci¢i izmjereni su nakon
trodnevne izloZenosti BPA u koncentraciji od 50 mg/L (1,87 £ 0,18 cm; p < 0,05) sto dokazuje

fitotoksi¢ni utjecaj BPA na korjencice luka.

18



DULJINA KORJENCICA

*
*
*
*
I *

kontrola 1 mg/L 5 mg/L 10 mg/L 25 mg/L 50 mg/L

duljina korjencica (cm)
- N w D (9] (o))

o

Slika 5. Duljina korjencica luka nakon trodnevnog tretmana s BPA u koncentracijskom
rasponu 1-50 mg/L i kontrola (tretman s destiliranom vodom); * znacajno razli¢ito od
kontrole ( p < 0,05)

Fitotoksi¢ni u¢inak BPA na rast korjencica zabiljezili su i drugi istrazivaci. U istraZivanju
koje je pratilo utjecaj BPA u koncentraciji od 0-10 mg/L tokom 14 dana na rast korijenja
talijinog uro¢njaka (Arabidopsis thaliana), BPA je inhibirao rast i razvoj biljke kao i rast samih
korjencica inhibirajuci dijeljenje stanica i produljenje korjenci¢a (Bahmani i sur., 2019). Utjecaj
BPA ispitivan je i na soji (Glycine max) (Li i sur., 2018). I u tom je istrazivanju zabiljeZzeno
smanjenje povrsine i duljine korjenci¢a soje nakon 7-dnevne izlozenosti BPA u koncentraciji
od 0,8 do 17,2 mg/L. Rezultati navedenih istrazivanja u sukladnosti su s rezultatima dobivenim

u ovom istraZivanju.

4.2 lzgled korjencic¢a luka

Uz duljinu korjencica luka, kao jednim od najvaznijih parametara procjene toksi¢nosti spoja
(u ovom slucaju BPA), takoder je vrlo bitan i sam izgled korjenci¢a. Allium test omogucuje
prac¢enje dva makroskopska parametra: turgescenciju i promjenu boje korjencica. Turgescencija
se procjenjuje prema tvrdoc¢i vrha korijena §to onda ukazuje na stupanj toksi¢nosti koji odredeni
Spoj uzrokuje te se moze koristiti kao parametar u preliminarnom ispitivanju kako bi se ustvrdile
optimalne grani¢ne koncentracije spoja u eksperimentu. Takoder moze do¢i i do promjene boje
korjencica uslijed tretiranja biljke sa soli ili do nastanka smeckaste boje koja je pokazatelj

stani¢ne smrti uzrokovane toksi¢nim efektom spoja (Fiskesjo, 1985).
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Nakon trodnevnog tretmana s BPA (koncentracijski raspon 1-50 mg/mL) ili destiliranom
vodom (kontrola) osim duljine korjenci¢a promatran je i izgled korjenci¢a. Rezultati su
prikazani na Slici 6. Kod kontrole (korjenciéi izlozeni destiliranoj vodi), korjenciéi su bili bijele
boje, ¢vrsti i ravni (Slika 6A). Nakon izlozenosti BPA u koncentraciji od 1 mg/L nije uo¢ena
razlika u izgledu korjené¢i¢a u odnosu na kontrolu (Slika 6B). No, nakon tretmana s visim
koncentracijama BPA (5-50 mg/L) bila je vidljiva razlika u tvrdo¢i, boji i obliku korjenci¢a u
usporedbi s kontrolom. Povec¢anjem koncentracije BPA, korjenci¢i su postajali sve meksi,

nepravilniji, uvinuti te su bili blago smede boje (Slika 6C-F).

Slika 6. Izgled korjenci¢a luka nakon trodnevnog tretmana s BPA u koncentracijskom

rasponu 1-50 mg/L i kontrola (tretman s destiliranom vodom): A) kontrola, BPA u koncentraciji
B) 1 mg/L, C) 5 mg/L, D) 10 mg/L, E) 25 mg/L i F) 50 mg/L.
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4.3 Kromosomska oSte¢enja u meristemskim stanica luka

Kromosomska i mitoticka oSte¢enja promatraju se kroz odstupanja od pravilnih struktura
kromosoma kao S$to su anafazni mostovi, lomovi kromosoma, sljepljivanje, zaostajanje
kromosoma, pojava anafaze s multipolarnim vretenom i gubitak kromosoma (Leme i Marin-
Morales, 2009). Kromosomska oStecenja kao $to su kromosomski mostovi i lomovi govore da
ispitivani spoj ima klastogeni ucinak, a gubitak kromosoma i njegov zaostatak govori o

aneugenom ucinku spoja.

Nakon trodnevne izlozenosti BPA (u koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L) ili destiliranoj
vodi (kontrola) pripremljeni su mikroskopski preparati meristemskih stanica luka kako bi se
mogao pratiti genotoksic¢ni utjecaj BPA. Prouc¢avanjem mikroskopskih preparata utvrdeno je da
BPA uzrokuje razli¢ite kromosomske aberacije ovisno o koncentraciji otopine BPA, a oste¢enja
kromosoma su zabiljezena u razli¢itim fazama mitotskog ciklusa (profaza, metafaza, anafaza,
telofaza). Primije¢ene kromosomske aberacije bile su: gubitak kromosoma (Slika 7), lomovi

kromosoma (Slika 8) i anafazni mostovi.

Prema dobivenim rezultatima, vidljivo je proporcionalno povecanje broja kromosomskih
aberacija s povecanjem koncentracije BPA. Vrste i broj kromosomskih o$tecenja u
meristemskim stanicama obi¢nog luka nakon trodnevnog tretmana s BPA ili s destiliranom
vodom (kontrola) prikazane su u Tablici 2. S obzirom da su uoceni i zaostali kromosomi,

mostovi kao 1 lomovi kromosoma moze se re¢i da BPA ima i klastogeni i aneugeni ucinak.

Tablica 2. Vrste i broj kromosomskih oStecenja u meristemskim stanicama obi¢nog luka
nakon trodnevnog tretmana s BPA u koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L i kontrola (tretman

s destiliranom vodom)

Tretman Zaostali Anafazni Lomovi
kromosom | mostovi | kromosoma

Kontrola - - -

1 mg/L BPA 1 - -

5 mg/L BPA 1 - -

10 mg/L BPA 2 - -

25 mg/L BPA 1 1 1

50 mg/L BPA 4 - 2
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Slika 7. Mikroskopska slika gubitka kromosoma u meristemskim stanicama obi¢nog luka
nakon trodnevnog tretmana s BPA u koncentraciji: A) 5 mg/L i B) 50 mg/L; (A-povecanje
1000x; B-povecanje 400x)

Slika 8. Mikroskopska slika kromosomskog loma u meristemskoj stanici obi¢nog luka

nakon trodnevnog tretmana s BPA koncentracije 50 mg/L; (povecanje 400x).
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4.4 Mikronukleus u meristemskim stanicama luka

Mikronukleus je mala, ovalna formacija koja je jasno odvojena od glavne jezgre i
promjera je 1/16 do 1/3 promjera glavne jezgre. Slicnog je uzorka i obojenja kao 1 glavna
jezgra stanice (Fenech, 2009; Leme i Marin-Morales, 2009). Mikronukleus je rezultat loma
ili dijela kromosoma ili kromatida (klastogeni uc¢inak) te takvi acentri¢ni fragmenti nisu
povuceni unutar genoma u glavnu jezgru te zaostaju u interfaznoj citoplazmi. Mikronukleus
moze nastati 1 zbog izloZenosti aneugenima. Zbog nemoguénosti vezanja na diobeno
vreteno, Citav kromosom nije povucen unutar genoma glavne jezgre. Stoga je mikronukleus

posljedica kromosomskih ostecenja.

Osim mikronukleusa, moguée je uociti i tzv. jezgrine pupove (engl. nuclear bud).
Jezgrini pupovi slicni su mikronukleusu, ali su povezani s glavnom jezgrom. Jezgrini
pupovi posljedica su prekomjernog umnazanja molekule DNA koja se u S fazi pozicionira
uz rub jezgre te se iz nje izbacuje procesom pupanja. Kada bi se pupanje nastavilo,
prekomjerno umnozena DNA odvojila bi se od glavne jezgre te bi tako nastao mikronukleus

(Fenech, 2007).

Analizom mikroskopskih preparata meristemskih stanica vr$aka korjenc¢ica luka nakon
trodnevne izlozenosti BPA u koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L ili destiliranoj vodi
(kontrola) utvrdeno je prisustvo mikronukleusa i jezgrinih pupova nastalih djelovanjem
BPA. Pojava mikronukleusa zabiljezena je 2 puta pri koncentraciji BPA od 25 mg/L te
jedanput pri koncentraciji BPA od 50 mg/L (Tablica 3). Mikronukleus je prikazan na Slici
10. Takoder zabiljezena je pojava i jezgrinih pupova i to ve¢ kod koncentracije BPA od 10
mg/L (Tablica 3; Slika 9). Iz tih rezultata moze se zakljuciti da BPA ima genotoksi¢no
djelovanje iz razloga $to je upravo nastanak mikronukleusa jedan od jednostavnijih i

uc¢inkovitih pokazatelja genotoksi¢nosti nekog spoja (Leme i Marin-Morales, 2009).
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Tablica 3. Broj jezgrinih pupova i mikronukleusa u meristemskim stanicama obi¢nog luka
nakon trodnevnog tretmana s BPA u koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L i kontrola

(tretman s destiliranom vodom).

Tretman Jezgrini pupovi Mikronukleusi

Kontrola 1 -
1 mg/L BPA - -
5 mg/L BPA - -
10 mg/L BPA 1
25 mg/L BPA 7 2
50 mg/L BPA 3

Slika 9. Jezgrin pup u meristemskoj stanici obi¢nog luka nakon trodnevnog tretmana s BPA
u koncentraciji: A) 25 mg/L i B) 50 mg/L; (povecanje 1000x%).
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Slika 10. Mikronukleus u meristemskoj stanici obi¢nog luka nakon trodnevnog tretmana s

BPA u koncentraciji 50 mg/L; (povecanje 1000x).

Iz dobivenih rezultata istrazivanja toksicnog ucinka BPA na morfologiju i kromosomska
oSte¢enja obi¢nog luka moze se zakljuciti da BPA djeluje toksi¢no na korjenéice luka. To je
vidljivo iz smanjenja duljine korjencica luka s porastom koncentracije BPA. Osim djelovanja
na produzni rast korjenci¢a, BPA je promijenio i izgled korjenci¢a uslijed kojeg su poprimili
smeckastu boju te porastom koncentracije BPA postajali sve meksi i nepravilniji. Drugi dio
ovoga istrazivanja ukljucivao je mikroskopsku analizu meristemskih stanica vrska korjencica
luka kako bi se utvrdilo nastajanje kromosomskih oste¢enja i mikronukleusa uslijed izloZenosti
BPA. Mikroskopskom analizom utvrdena je pojava kromosomskih oStecenja kao $to su: lomovi
i zaostajanje kromosoma te pojava anafaznih mostova §to pokazuje genotoksi¢no djelovanje
BPA. Takoder zabiljezeni su jezgrini pupovi, a mikronukleusi su zabiljeZzeni pri vi$im
koncentracijama BPA, koji su pokazatelj genotksi¢nog ucinka ispitivane supstance koja za
posljedicu moze imati i mutageni u¢inak. U ovom istrazivanju ispitivane su koncentracije BPA
koje su vece od onih koje su zabiljezene u okolisu stoga §to su korjencici luka bili izlozeni BPA
tri dana. Naime, treba uzeti u obzir da su biljke, Zivotinje i ljudi svakodnevno izlozeni BPA te
da dugoroénom izlozenos$¢u dolazi do akumulacije BPA u organizmu. Stoga postoji opasnost

od BPA kako za okoli$, tako i za ljudsko zdravlje.
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5. ZAKLJUCCI
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Iz dobivenih rezultata ispitivanja u¢inka BPA na morfologiju i kromosomska oSte¢enja
korjencica luka nakon trodnevnog tretmana s BPA u koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L

moze se zakljuditi:

1. BPA je fitotoksican za korjenci¢e luka jer je inhibirao produzni rast korjencica luka
i to ve¢ u koncentraciji od 1 mg/L.

2. Fitotoksi¢ni u¢inak BPA je potvrden i morfoloSkom analizom izgleda korjencic¢a
luka koji su porastom koncentracije BPA postajali sve meksi, nepravilniji i blago
smede boje.

3. BPA je imao genotoksi¢ni u¢inak na meristemske stanice korjencica luka jer je za
vrijeme mitoze stanica zabiljeZena pojava kromosomskih osteéenja kao Sto su
lomovi i zaostajanje kromosoma te pojava anafaznih mostova.

4. Genotoksi¢nost BPA potvrdena je nalazom mikronukleusa i jezgrinih pupova u
meristemskim stanicama korjenci¢a luka, a koji se Kkoriste kao biomarkeri

genotoksi¢nosti pojedine supstance.
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6.POPIS KRATICA, OZNAKA |
SIMBOLA

28



BPA-bisfenol A

DNA-deoksiribonukleinska kiselina

ECHA-Europska kemijska agencija (engl. European Chemicals Agency)
EFSA-Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority)
EPA-Agencija za zastitu okolisa (engl. Environmental Protection Agency)

REACH-uredba koja se odnosi na registraciju, evaluaciju, autorizaciju i restrikciju
kemikalija (engl. Registration, Evaluation, Authorization, and Restriction of

Chemicals)
ROS-reaktivni Kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species)
SVHC-popis posebno zabrinjavajucih tvari (engl. Substances of very high concern)

TNF-a-faktor tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor alpha)
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8.SAZETAK/SUMMARY
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Bisfenol A (BPA) je organski spoj koji se Kkoristi u proizvodnji epoksidnih smola i
polikarbonata koji su glavne komponente predmeta u svakodnevnoj upotrebi. Dosadasnja
istrazivanja su dokazala njegov toksi¢ni u¢inak na okoli$ i ljudsko zdravlje pa je glavni cilj
ovog istrazivanja bio ispitati fitotoksi¢ni i genotoksi¢ni u¢inak BPA na meristemske stanice
korjencica luka (Allium cepa L). Allium test ima niz prednosti u istraZivanju kao $§to su
jednostavnost rukovanja, veli¢ina i broj kromosoma koji su prakticni za analizu
kromosomskih aberacija te povoljna cijena. Nakon naklijavanja (dva dana) korjenci¢i luka
(n = 10) bili su izlozeni ili BPA (u koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L) ili destiliranoj
vodi (kontrola) kroz tri dana. Nakon tri dana, pregledana je morfologija korjencica,
izmjerena duljina korjencica te su pripremljeni mikroskopski preparati meristemskih stanica
korjencic¢a luka u kojima je pra¢ena pojava kromosomskih ostecenja i mikronukleusa.
Dobiveni rezultati statisti¢ki su obradeni t-testom (Excel, MS Office), a razina znacajnosti

postavljena je na p < 0,05.

Trodnevni tretman s BPA doveo je do smanjenja produznog rasta korjencic¢a te je veé
nakon tretmana s najnizom ispitivanom koncentracijom (1 mg/L) zabiljeZzena znacajno
manja duljina korjenci¢a u odnosu na kontrolu (4,07 = 0,33 cm vs. 4,61 + 0,38 cm; p <
0,05). Takoder, trodnevni tretman s BPA utjecao je i na izgled korjenciéa te su s porastom
koncentracije BPA korjenci¢i postali meksi, nepravilni 1 uvinuti u odnosu na kontrolu.
Mikroskopska analiza meristemskih stanica korjenci¢a luka pokazala je da je trodnevni
tretman s BPA doveo do pojave kromosomski oSte¢enja. S porastom koncentracije BPA
povecala se ucestalost pojave kromosomskih oStecenja kao §to su gubitak kromosoma,
lomovi kromosoma i anafazni mostovi. U interfaznim jezgrama meristemskih stanica luka
nakon trodnevnog tretmana s BPA zabiljezena je pojava mikronukleusa i jezgrinih pupova
te je njihova ucestalost rasla s povecanjem koncentracije BPA. Rezultati ovog istrazivanja
pokazuju da BPA ima fitotoksi¢ni i genotoksi¢ni, ali i potencijalno mutageni ucinak na

korjencice luka.
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Bisphenol A (BPA) is an organic compound used for production of epoxy resins and
polycarbonates that are main components of items used in everyday life. Investigations
conducted by now demonstrated its toxicity. Therefore, the aim of this study was to test
phytotoxicity and genotoxicity of BPA on meristem cells of onion (Allium cepa L.) roots.
The Allium test has number of advantages such as simple handling, size and number of
chromosomes which make analysis of chromosome aberrations easy, as well as affordable
price. After two-day germination, roots of onion bulbs (n = 10) were exposed to either BPA
(in the concentration range of 1-50 mg/L) or distilled water (control) for three days. After
three days, the morphology of the roots was examined, and the length of the roots was
measured. Additionally, microscopic slides of meristem cells of the onion roots were
prepared, in which chromosome aberrations and micronucleus were monitored. The
obtained results were statistically analyzed by a t-test (Excel, MS Office), and the level of

significance is set to p < 0.05.

Three-day treatment with BPA reduced root length and the lowest BPA concentration
(2 mg/L) significantly reduced root length compared to the control (4.07 £ 0.33 cm vs. 4.61
+ 0.38 cm; p < 0.05). Additionally, a three-day treatment with BPA had effect on the roots’
appearance; with an increase in the concentration of BPA the roots became softer, irregular,
and twisted in comparison to the control. Analysis of onion roots meristem cells revealed
that a three-day treatment with BPA led to the chromosome aberrations. The frequency of
chromosome damage such as loss of chromosome, chromosome-breaks and anaphase
bridges increased with the increase of BPA concentration. In meristem cells in the
interphase treatment with BPA induce formation of micronucleus and nuclear buds, and
their frequency increased with an increase in BPA concentration. The results of this study
demonstrate that BPA has phytotoxic and genotoxic, but also potentially mutagenic effect

on onion roots cells.
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