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CESITLI AGIR METAL iYONLARININ ViCid FABA L.’DE
INDUKLEDIGi ANATOMIK DEGIiSIMLERIN VE
TOLERANS MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

OZET

Gelisen teknolojiyle birlikte agir metallerin dogada ki miktarlar1 giinden giine
artmakta olup canlilar i¢in biiylik bir tehdittir. Bitkiler gelisimlerine gére agir
metalleri eser miktarda biinyelerine alma 6zelligine sahiptirler. Gerektiginden
fazla agir metale maruz birakildiginda bitkiler kendilerini korumak igin gesitli
tolerans mekanizmalar1 gelistirirler.

Bu calismada nikel ve bakir metallerinin Vicia faba L. bitkisinde meydana
getirdigi anatomik hasarlar ve bitkinin olusturdugu tolerans mekanizmalari
arastirtlmigtir. Toksisitenin belirlenmesi amaciyla Vicia faba tohumlar ti¢ gruba
ayrilmistir. Birinci grup ¢esme suyunda muamele gérmiis olup, ikinci grup
CuSQ, ¢ozeltisinde 25 ppm, tgiinci gruptaki tohumlar NiCl, ¢ozeltisinde
25ppm dozlarla 72 saat siiresince ¢imlendirilmistir.

Deneysel islemler sonucunda c¢esme suyu ile muamele goren tohumlarda
anatomik hasar gozlemlenmezken, Cu ve Ni metal iyonlarna maruz birakilan
Vicia faba L. bitkilerinde farki oranlarda olmakla birlikte korteks hiicre
¢eperinde kalinlasma, belirgin olmayan iletim doku, korteks hiicrelerinde madde
birikimi, mikronukleus ve yassilasmis hiicre ¢ekirdegi seklinde anatomik
hasarlar olusmustur. Bu uygulama da Ni iyonlarina maruz birakilan {igiincii grup
tohumlarinda toksisite siddetinin, anatomik hasarlarin, Cu iyonlarina maruz
birakilan gruba kiyasla ¢ok daha fazla oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Agir metaller, Anatomik hasar, Bitki tolerans
mekanizmalari, Toksisite.
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INVESTIGATION OF ANATOMIC CHANGES AND
TOLERANCE MECHANISMS INDUCED BY VARIOUS
HEAVY METAL IONS IN VICIA FABA L.

SUMMARY

With the developing technology, the amount of heavy metals in nature is
increasing day by day and it is a great threat for living things. Plants have the
ability to absorb heavy metals in trace amounts according to their development.
When exposed to too much heavy metal, plants develop a variety of tolerance
mechanisms to protect themselves.

In this study, the anatomical damages caused by nickel and copper metals in
Vicia faba L. plant and the tolerance mechanisms in the plant were investigated.
Vicia faba seeds were divided into 3 groups to determine toxicity. The 1st group
was treated in tap water and the seeds of the 2nd group were germinated in 25
ppm CuSO4 solution and the 3rd group seeds germinated in the 25 ppm NiCl2
solution for 72 hours.

As a result of experimental processes, anatomical damage was not observed in
seeds treated with tap water, while Vicia faba L. plants exposed to Cu and Ni
metal ions had different rates of anatomical damages such as thickening of
cortex cell wall, non-obvious conduction tissue, substance accumulation in
cortex cells, micronucleus and flattened cell nucleus. It was observed that the
toxicity and the anatomical damages in seeds exposed to Ni ions were much

higher than the group exposed to Cu ions.

Keywords: Anatomical damag, Heavy metals, Plant tolerance mechanisms,

Toxicity.
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BOLUM 1. GIRIS

Metaller yer kabugunda dogal olarak bulunur ve ortamdaki icerikleri farkli bolgeler
arasinda degismektedir. Metallerin ¢evredeki dagilimi, metalin 6zelliklerine ve ¢evresel
faktorlerin etkilerine baglidir. Dogal olarak olusan 92 elementten yaklasik 30’u insanlar
icin potansiyel olarak toksiktir. Agir metaller, atom agirlig1 40.04'ten daha yiiksek olan
metalik elementler i¢in genel bir terimdir [1]. Agir metallerin tam ve agik tanimlamasi
olmamakla birlikte yogunluk, atomik say1 ya da atomik agirlik, kimyasal 6zellikler ya da
toksisite tizerine birgok tanimlama yapilmistir. Genel olarak yapilan tanimlamada fiziksel
yogunlugu 5 g/cm3 lin uistiinde olan metaller, agir metal olarak siniflandirilmaktadir [2].
Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni ve Zn gibi agir metaller organizmalar i¢in ¢ok kii¢iik miktarlarda
gereklidir. Bu elementlerin asir1 miktarlar1 organizmalar i¢in zararl hale gelebilir. Pb, Cd,
Hg ve As gibi agir metaller organizmalar {lizerinde herhangi bir yararli etkiye sahip
degildir ve ¢ok zararli olduklar1 i¢in de "ana tehdit” olarak kabul edilirler [3]. Agir
metaller ¢evreye dogal ve antropojenik yollarla girmektedir. Bu tiir kaynaklar yer
kabugunun dogal ayrismasi, madencilik, toprak erozyonu, endiistriyel desarj, kentsel
yiizey akisi, kanalizasyon atiklari, bitkilere uygulanan hasere veya hastalik kontrol
ajanlar1, hava kirliligini icermektedir [1,3]. Agir metaller ¢evreye kontamine oldugunda
canlilar iizerinde ciddi toksik etkilere neden olmaktadir. Ozellikle topraga kontamine
oldugu durumlarda bitkilere kadar ulagsmakta ve besin zinciri yoluyla da diger canlilara
kadar ulasmaktadir. Agir metaller bitkilerin farkli dokularda ¢esitli anormalliklere neden
olmaktadir. Ekolojik gida zincirinde metaller, birincil iiretici diizeyinde alim ve ardindan
tiiketici diizeyinde tiikketim yoluyla birikir ve bitki kokleri, agir metal iyonlari i¢in birincil
temas bolgesidir. Su sistemlerinde ise daha ¢ok bitki govdesi agir metale maruz kalmakta
ve yaprak yiizeylerinde biriken partikiiller nedeniyle agir metaller dogrudan yapraklara

ulagmaktadir.

Bu g¢alismada Cu ve Ni iyonlarinin Vicia faba kok ucu hiicrelerinde anatomik etkileri
arastirilmistir. Bu amagcla bir kontrol ve iki uygulama olmak iizere {i¢ grup olusturulmus

ve her bir grubun anatomik yapis1 151k mikroskobu ile incelenmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Agir Metaller ve Etkileri

Metaller fiziksel olarak parcalanamadigi ve dogada varligini uzun siire siirdiirebildigi i¢in
cevredeki en tehlikeli Kirleticilerdir [4]. Bazi agir metaller ve ekolojik siniflandirilmasi

Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Onemli agir metallerin ekolojik smiflamast [5]

Element Ozgiil agirhk Bitki ve hayvan Kirletici olup
icin gereklilik olmadigi
Glimiis 10.5 - K
Kadmiyum 8.5 - K
Krom 7.2 G K
Kobalt 8.9 G K
Bakir 8.9 G K
Demir 7.9 G K
Civa 13.6 - K
Mangan 7.4 G -
Kursun 11.3 - K
Molibden 10.2 G K
Nikel 8.9 G K
Platin 21.5 - -
Cinko 7.1 G K
Kalay 7.3 - K
Uranyum 19.1 G K

Agir metaller yapilar1 geregi dogada bakir siilfat (CuSO,), nikel klorid (NiCl;) kromik
asit (CrO3) gibi bilesikler halinde bulunurlar. Agir metallerin bazilar1 canli viicudu i¢in
degisken miktarda gereklidir. Ornegin ¢inko, canli viicudunda bagisiklik sisteminin
giiclenmesi, hiicre iiretiminin saglanmasi ve viicudun yenilenerek yaralarin iyilesmesinde
etkin rol oynadigindan viicudumuzda gereklidir [6]. Bakir (Cu) alyuvar hiicrelerinin
iiretim siirecine katilan bir metaldir ve insan ve hayvanlar besin yoluyla gerekli miktarda

bakiri alirlar [7]. Nikel (Ni), insan viicuduna eser miktarda alinmasi gereken bir element



olmasmna ragmen asir1 miktarlarda alindiginda toksik etki yapacagindan c¢esitli deri
hastaliklari, akciger, girtlak, prostat kanseri, solunum yetmezligi ve astim gibi ciddi
sorunlara neden olmaktadir [8]. Fakat metallerin fazlasi canli organizmaya zarar verebilir.
Agir metallerin bazilar1 canlinin yasamsal faaliyeti icin gerekli oldugu gibi bazi agir
metallerde toksik etki yaratmaktadir. Civa, kursun, pliitonyum gibi metallerin canli
tizerinde olumlu etkisi olmayan toksik metallerdir. Canlilar i¢in gerekli olmayan bu
metallerin eser miktar1 bile saglik problemlerine neden olabilir [9]. Agwr metaller
ekosistemde tamamen yok edilemedikleri i¢cin sistemde birikime neden olurlar. Canli
viicudunda da miktarca arttiginda toksik 6zellik gostermeye baslarlar. Bu da ekosisteme,
canli hayatina zarar verir. Belli bir konsantrasyondan sonra toksik 06zellik
gostermelerinden dolay1 canlilar i¢in zararhdirlar [10]. Onemli ¢evresel kirletici olan agir
metallerin diisiik konsantrasyonlar1 bile zehirlidir. Zehirli metallerle birlikte biyosferin
kirlenmesi endiistriyel gelisimin baslamasiyla ¢arpici bir sekilde hizlanmistir [11]. Agir
metallerin dogaya yaymimlar1 dikkate alindiginda cok ¢esitli sektorlerden farkli iglem
kademelerinden biyosfere agir metal atilimi gergeklestigi bilinmektedir. Bunlar agir metal
kullanan isletmeler, giibre sanayi, termik santraller, ¢cop ve atik ¢amur yakma tesisleri,
ulagim aracglari, demir-celik, ¢imento, cam lireten isletmeler ise iiretimleri sonucu ortaya
cikardiklar1 {iriinlin atiklarini, hava yoluyla bitkilere, hayvanlara ve insanlara
ulagtirmaktadir. Sonucta agir metal yaymimi farkli sektorlerden biyosfere asir1 bir sekilde

yayilmaktadir [12].

2.2. Agir Metallerin Bitkiler Uzerinde Etkisi

Biitiin bitkiler toprak ve sudan biiylime ve gelismeleri i¢in ihtiya¢ duyduklar1 miktar
kadar agir metalleri alma yetenegine sahiplerdir. Bu agir metaller Cu, Ni, Zn, Mg, Fe, Mn
ve Mo i¢ermektedirler [13]. Bitkinin tiiriine gore bu agir metallerin biriktirme ve tolere
etme miktarlar1 degiskenlik gosterebilir [14]. Agir metaller bitkilerde farkli derecelerde
toksik etki gostermektedir. Bu etkiler bitkinin dokusuna ve agir metalin tiirline gore
degismektedir. Tohum ¢imlenmesinde ve protein sentezinde azalma, enzim ve klorofil
miktarinda diisme, fotosentez inhibsiyonu, tilakoid yiizey alaninda azalma, membran
hasar1 bu toksik etkilerden bazilaridir. Baz1 agir metaller ve bitkiler {izerindeki toksik

etkileri Tablo 2.2.’de 6zetlenmistir.



Tablo 2.2. Agir metallerin bitkiler iizerindeki olumsuz etkileri [15]

Metal Etkileri

Nikel (Ni) Tohum ¢imlenmesini ve protein tiretimini azaltir, enzim ve klorofil miktarini
azaltir. Serbest aminoasiti artirir.

Bakir (Cu) Bitki gelisimini, fotosentezi ve lireme siirecini inhibe eder. Tilakoid yiizey
alanin1 azaltir

Kursun (Pb) Klorofil iiretimini ve bitki gelisimini azaltir.

Kadmiyum Tohum ¢imlenmesini, bitki gelisimini ve yag igerigini azaltir. Fitoselatin

(Cd) iiretimini uyarir.

Krom (Cr) Bitki biiylimesini ve enzim aktivitesini disiiriir. Kok ve membran

hasarlarina ve kloroz olusumuna neden olur.

Cinko (Zn) Nitoksisitesini ve tohum ¢imlenmesini azaltir.

Bitkiler biinyelerinde metal biriktirme oranlarma gore genel, metal almayan,
biyoindikatorler ve hiperakiimiilator bitkiler olmak tizere dort gruba ayrilmaktadir. Genel
bitkiler, ¢ok diisiik konsantrasyondaki metalleri biriktirebilirler. Fakat konsantrasyon
artiginda toksik etkiden dolay1 Oliirler. Metali biinyesine almayanlar bitkiler, genel
bitkilere gore agmr metal konsantrasyon sinir1 daha yiiksek olan dayanikli bitkilerdir.
Metallere kars1 direng gosteren regiilasyon sistemleri vardir. Ancak metal konsantrasyonu
biraz arttiginda kars1 koyamaz hale gelirler ve toksik etki sonucu oliirler. Biyoindikator
bitkiler diger bitkilere gore daha yiiksek konsantrasyondaki metalleri, toksik etki olmadan
biriktirebilirler. Yasam alanindaki metal miktarma gore biinyelerindeki birikim miktar1
dogru orantilidir. Metale kars1 direncinin yiliksek olmasimndan kaynakli metal belirleme
calismalarinda sik¢a kullanilan bitki tiirleridir. Hiperakiimiilator bitkiler ise diger i
gruptan daha fazla metale kars1 direng gdsteren bitkilerdir. Diger grup bitkilerinin
oldiiriicii metal seviyesi bu grup bitkilerin yasamasi i¢in alt limiti olusturmaktadir.

Yiiksek miktarda agir metalleri toksik olusturmadan biriktirir.

2.3. Bakar (Cu)

Periyodik tabloda 1B gec¢is grubunda yer alan bakir (Cu) elementinin atom numarasi
29°dur. Diinyanin hemen hemen her bolgesinde ¢ikarilir. Elektrik iletkenligi ve alagim
yapilma oOzelliginden dolayr genis bir kullanima sahiptir. Canlilarm yasamsal

faaliyetlerini siirdiirebilmesi icinde eser miktarda bakir metalinin besinler yoluyla



alinmas1 gerekir [16]. Bakir, Solunum ve fotosentez olaylarinda 6nemli rol oynar. Ayrica
demir metalinin fonksiyonlar1 i¢in aktivatordiir. Bu nedenle bakir eksikligi demirin
viicuttaki fonksiyonunu etkileyeceginden anemi hastaligina neden olur. Hayvanlarda ve
insanlarda bakir eksikligi durumunda deride pigmentasyon azalmasi, c¢esitli eklem
bozukluklari, Prematiirite, solunum rahatsizliklarmin ortaya ¢ikmaktadir [12]. Bakir
viicutta karaciger ve dalak tarafindan depolanir. Yetiskin bireylerde 80 mg bakir bulunur.
Bakir yogunluguna gore organlari1 siralayacak olursak en cok karaciger daha sonra
sirastyla beyin, kalp ve bobreklerde goriiliir. Fazla miktarda aliman bakir karacier ve
mide rahatsizliklarina yol agar. Yiiksek bakir konsantrasyonlari; talasemi, agir kronik
hastalik anemisi, wilson hastaliklari, karaciger sirozu gibi hastaliklarda bulunur [17].
Bakir (Cu) bitkiler tizerinde fotosentez faaliyetlerinde eser miktarda gereklidir.
Bitkilerdeki normal Cu seviyesi 5-20 mg/kg’dir. Bu miktarin tizerindeki degerler toksik
etki gosterir. Agir metallerden olan Bakir fazla alindiginda metabolizmada toksik etki
yapmaktadir. Yiiksek miktarda Bakir bitkide; protein sentezi, enzim islevleri, kromatin
yapist gibi 6nemli bir ¢ok asamada olumsuzluklara yol agar [18]. Bakir elementinin
kanser hastaliklar1 tizerindeki roliiyle ilgili yapilan caligmalara baktigimizda, kanser
hastalarinda bakir seviyesi yiiksek bulunmustur. Fakat bakir seviyesindeki artisin

etkisiyle kanser hiicrelerinin olusmasi tizerine etkisi tam olarak agiklanamamustir [19,20].

2.4. Nikel (Ni)

Nikel (Ni), proton sayisi 28 olan ve periyodik tabloda 8B grubunda yer alan metaldir.
Esansiyel bir elementtir, ortamda fazla bulunmasina bagl toksikolojik durumlar meydana
gelmektedir. Nikelin dogada bir¢ok formu (-1, +1, +2, +3, +4) vardir. Ancak en ¢ok
karsilasilan Ni*? formudur [8]. 1751 yilinda A.F. Cronstedt tarafindan bulunan nikel
alagim seklinde birgok alanda kullanilmistir [21]. Nikel yerkabugunda % 0,008 oraninda
bulunan en yaygin metallerdendir. Nikel dogada oksit, siilfit ve silikat formunda bulunur.
Yumusak bir yapida oldugu i¢in kolaylikla sekil wverilebilir. Yiiksek ve diislik
sicakliklarda kararliligmi korur. Kimyasal tepkimelerde katalizor olarak, hidrokarbon
diizenlenmesi, yaglarin hidrojenasyonu, giibre pestisit ve fungisit retiminde
kullanilmaktadir [22]. Nikel toprakta bulundugunda bitkiler tarafindan kolaylikla emilir
ve yiliksek konsantrasyonu toksik etki gosterir [23]. Bitkilerdeki normal Nikel
konsantrasyonu 0,5-5 mg/kg’dir. Bunun iizerindeki degerler bitki igin toksiktir [24].



Toprakta bitkiler i¢in toksik etkisi oldugu gibi sularda da nikel konsantrasyonunun artisi
su canlilarmin viicutlarinda toksik etki yapar. Sularda 6 mg/L Ni bulunmasi
mikrobiyolojik olaylar1 olumsuz etkilemektedir. Deniz suyunda NiS seklinde bulunan
Ni’nin baliklar i¢in toksisite sinir degeri 1-5 mg/L, diger kiiciik sucul canlilar i¢in 3-4
mg/L’dir [25]. Dogadaki Nikel kaynagmin nedeni metal isletmeleri ve foseptik atiklaridir
[26]. Tiim ekosistem i¢in toksik etkisi olan bu agir metal insan viicuduna besin zinciri ile
girer. N1 bakimmdan zengin topraklarda yetisen sebzeler, kat1 yaglar ve kakaolu besinler
Ni igermektedir [8]. Ni, IARC tarafindan 1. smif kanserojen maddeler smifina, EPA

tarafindan ise en zehirli 14 metal arasina almmistir [27].

2.5.Vicia faba L.

Alem : Plantae (Bitkiler)
Bolim : Magnoliophyta
Smf : Magnoliopsida
Takim : Fabales

Familya : Fabaceae

Cins : Vicia

Tiir : Vicia faba

Avrupa ve Asya kitalar1 ana vatan1 olan baklanin 5.000 yil kadar onceleri Cin'de
yetistirildigi eski kaynaklarda gosterilmistir. Ulkemizde de sikhikla yetistirilen ve
tiiketilen bakla, 60-100 cm boylanabilen bir yillik otsu bitkidir. Bakla tanelerinde
biiyiik oranda protein bulunmaktadir. Taze ve kuru olarak tiiketilebilen bir bitkidir.
Bakla yemeklik tane baklagiller i¢cinde mercimek, nohut ve kuru fasulyeden sonra
dordiincii swrada yer alir. Akdeniz'den Karadeniz'e kadar biitliin sahil kesiminde
yetisme 6zelligindedir [28]. Bakla ( Vicia faba L.) iilkemizde énemli bir besin olup,
gida ve konserve sanayinde de kullanilmaktadir. Vicia faba bitkisi yetistiriciligi
ekonomik olan bir bitki tiiriidiir. ilkbaharda erken iiriin verdiginden ekim ndbetinde
on bitki olarak kullanilir. Azot fiksasyonu yliksek olan baklanin yesil giibre olarak
toprak verimliliginin artirilmasinda biiyiik 6nemi vardir [29]. Bakla bitkisi 1liman
iklim bitkisi oldugu icin boriilce, bezelye ve fasiilyeye kiyasla soguklara daha

dayaniklidir [30].



Vicia faba’da kok sistemi kazik kok seklindedir ve kazik kok derinlere indiginde yan
kokler ¢ikmaya baslar. Yan kokler iizerinde sagak kokler olusur. Kazik kok 100- 150
cm derinlige inmekle beraber yan kdkler de toprak verimlilige bagh olarak kazik kok
kadar uzayabilir. Yan koklerin ¢evreye dagilmasi 40 — 50 cm’lik bir yaricap i¢inde
olur (Sekil 2.1). Kokler belirli olgunluga ulastigi zaman kok {izerinde nodozite
bakterilerinin sebep oldugu nodiiller meydana gelir. Baklanin gévdesi otsudur. Govde
1-2 cm kalimhginda dort koseli yapida olup i¢i bostur. Bakla ¢esidine gore govde
boyu 60- 80 cm’ den baslayip 1-2 metreye kadar ulasabilir. Iri tohumlu olanlar
genelde daha fazla boylanirlar. Baz1 cesitleri hafif tliylii olmasina ragmen genelde
govde diiz ve ¢iplaktir. Govde 28 cm’lik bogum aralarindan meydana gelir ve
bogumlardan yapraklar filizlenir. Sicakligin diisiik oldugu kosullarda gévdenin alt
yapraklarinin koltuklarmdan yan dallar olusur. Bu yan dallar 2-12 hatta daha fazla

meydana gelebilir. Bu olaya kardeslenme denir [31,32].

» .

Sekil 2. 1. Vicia faba’da ¢imlenme siireci [32]



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Test Materyali ve Kimyasah

Bu ¢alismada, test materyali olarak Vicia faba (n=12) tohumlar1 ve test kimyasali olarak
ise Sigma Aldrich {irlinii olan bakir siilfat (CuSO4) (CAS Number: 7758-98-7) ve Nikel
klorid (NiCl,) (CAS number 7718-54-4) kullanilmistr.

3.2. Deney Gruplariin Olusturulmasi ve Uygulama

Vicia faba tohumlar1 her grupta 20 tohum olacak sekilde {i¢ gruba ayrilmistir. Her bir

tohum denyesel islemler 6ncesinde sodyum hipoklorid ile steril edilmistir.
Grup 1: Kontrol

Grup 2: 25 ppm CuSO,

Grup 3: 25 ppm NiCl,

Kontrol grubu ¢esme suyu ve uygulama gruplar1 ise Cu ve Ni’nin 25 ppm’lik dozlari ile
72 saat siiresince ¢imlendirilmistir. Cimlenme siiresinin sonunda kok uclar1 distile su ile
yikanmis, enine kesitleri alinmis, %5’°lik Giemsa ile 5 dakika boyanmis ve IRMECO
model IM-450 Tl marka arastirma mikroskobunda incelenerek, anatomik hasarlar tespit

edilmistir [33].


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7446-20-0&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product

BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu ¢alismada Cu ve Ni metal iyonlarinin V. faba kok ucu meristematik hiicrelerinde
sebep oldugu anatomik degisimler arastirilmistir. Kontrol grubu koék uglarinin
meristematik hiicrelerinde mikroskobik seviyede herhangi bir hasar gézlenmezken (Sekil
4.1), Cu ve Ni metal iyonlar1 ile muamele edilen gruplarda siddeti degismekle birlikte
korteks hiicre ¢eperinde kalinlagsma, korteks hiicrelerinde madde birikimi, mikronukleus,
belirgin olmayan iletim doku ve yassilagsmis hiicre ¢ekirdegi seklinde anatomik hasarlar
gbzlenmistir. Gozlenen bu hasarlarin siddetinin Ni uygulanan grupta Cu uygulanan gruba
gore daha fazla oldugu da belirlenmistir. Literatiirde V. faba ile olmasa da, Allium cepa
kok ucu hiicrelerinin anatomisi tizerine farkl agir metal iyonlarinin etkisini arastiran bazi

calismalar mevcuttur.

[a: korteks hiicrelerinin normal goriiniimii, b: hiicre g¢ekirdeginin normal goriinimii

(oval), c: iletim dokunun normal goriiniimii]

4.1. Mikronukleus

Ni ve Cu uygulanan gruplarda kok ucu hiicrelerinde gozlenen anatomik hasarlardan biri
mikronukleus olusumudur (Sekil 4.2). Kontrol grubuna ait kok ucu hiicrelerinde MN

olusumu goézlenmemistir. Hem Ni hem de Cu uygulanan grupta MN olusumlari



gozlenmis, bu olusumlar toksisiteye isaret etmektedir. Nikel uygulanan grupta gozlenen
MN olusumunun Cu uygulanan gruba kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo
4.2).

Howell ve Jolly'nin kedilerden ve sicanlardan alinan kan hiicrelerinde kiiglik lekeler
saptamasiyla mikronukleus varligi ilk kez 19. yiizyilin sonunda rapor edilmistir. Howell-
Jolly cismi adi verilen bu kiigiik inkliizyonlar, siddetli anemi hastalarindan alinan
periferik kanin eritrositlerinde de gézlenmis ve mikronukleus ¢alismalar1 hiz kazanmistir
[34]. Evans ve arkadaslar1 gama ismlarinin barbunya fasulyesinin kok uglarinda
mikronukleus  olusturdugunu  bildirmisler =~ ve  kromozomal  aberasyonunun
degerlendirilmesinde mikronukleus sikligini kullanmislardir [35]. Boller ve Schmid ise
giiclii bir alkilleyici ajan olan trenimon ile tedavi edilen Cin Hamsterinin kemik iligi ve
periferik kan hiicrelerini kullanarak, hematopoez sirasinda kendi ¢ekirdeklerinden yoksun
normal eritrositler arasinda mikronukleuslu eritrositlerin sikligini degerlendirmek i¢in bir
test yontemi gelistirmis ve bu test Mikronukleus testi olarak literatiirde yerini almigtir
[36]. Fenech ve Moley tarafindan ileri yillarda sitokalasinin kullanildigi modifiye MN
testi gelistirilmis ve genotoksisite testlerinde MN testi yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir  [37]. MN’ler hiicre boliinmesi sirasinda anafazda geride kalan ve ana
nukleusta yer almayan kromozom fragmanlarindan veya tam kromozomlardan
kaynaklanmaktadir. Mitoz boliinmenin telofaz asamasinda, geciken kromozomlar ve
fragmanlar etrafinda bir niikleer zarf olusmakta, ana ¢ekirdege benzer fakat daha kiiciik
boyutlarda MN yapilar1 olusmaktadir. Bir hiicrede olusan MN, kromozomal
fragmanlardan, ¢ift sarmalli DNA kiriklarindan, tek sarmalli kiriklardan ya da DNA
sentezindeki inhibisyondan kaynaklanmaktadir. MN siklig1 hiicrelerin maruz kaldigi
kimyasallarin toksisitenin degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir. Bir kimyasal
hiicrede kromozomlara, ig iplikliklerine, sentromer ya da Kinetekor bolgelerine hasar
verdigi zaman mitotik dongiide bozulmalar olugmakta ve kromozom kiriklar1 yada
kutuplara g¢ekilmelerde anormallikler yaganmakta ve MN’ler ortaya ¢ikmaktadir. MN
sikliginin  artmasi toksisitenin artmas1 ile iliskilendirilebilmektedir [38,39,40].
Literatiirde de bitkilerde agir metallerin neden oldugu toksisite {izerine benzer ¢aligmalar
mevcuttur. Knasmiiller ve arkadaglar1 agir metallerin farkli bitkilerde neden oldugu
genotoksisiteyi MN testi ile degerlendirmis ve V. faba’da en toksik etkinin Pb agir
metalinden kaynaklandigini ve Pb’ye maruz kalan bitkide yogun MN olusumunu rapor

etmislerdir [41]. Benzer sekilde Macar ve arkadaslar1 yaptigi ¢alismada agir metale
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maruz kalan kok ucu hiicrelerinde MN olusumlarini rapor etmislerdir [42]. Vicia faba’da
fenol’in farkli konsantrasyonlarda sitotoksik etkilerinin arastirildigi baska ¢alismada
deney grubuna 25, 50 ve 75 ppm seklinde 3 farkli doz fenol 7 giin siireyle verilmistir.
Calismanm sonucunda Vicia faba kok ucu hiicrelerinde MN oraninda artis ve bir ¢ok
anormallik tespit edilmistir [43]. Bir baska calismada Dithane fungusitinin Sogan

bitkisine MN oraninda artisa neden oldugu belirtilmistir [44].

Sekil 4.2. Vicia faba kok uglarinda mikronukleus olusumu

4.2. Korteks hiicre ¢eperinde kalinlasma

Agir metal uygulamasinin kok anatomisinde olusturdugu degisikliklerden biri de korteks
dokusunda kalinlasmis hiicre duvarlaridir (Sekil 4.3). Bitkide korteks duvarmin
kalinlagmasi agir metallerin bitki korteks hiicrelerine girigini engellemekte ve bitkinin
diger kisimlarina tagmmasimi dnlemektedir. Bitki bu yolla agir metal toksisitesinden diger
dokular1 koruyarak ayakta kalmakta ve agir metale karsi tolerans gostermektedir [45].
Literatiirde de agr metal uygulamasi sonucunda farkli bitki tiirlerinde korteks
kalinlagmasi rapor edilmektedir. Ornegin; Cavusoglu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada
Civil dere suyunda bulunan agir metal iyonlarmm Allium cepa bitkisinde meydana
getirdigi anatomik hasarlar incelenmistir. Arastirmada kontrol grubuna ¢esme suyu ile
miidahale edilirken deney grubuna dere suyu verilmistir. Kontrol grubunda anatomik

olarak herhangi bir hasar gézlemlenmezken dere suyu kullanilan grupta kromozomal
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anormalliklerin oldugu hiicre ¢eperinin kalinlastigit mikronukleus sikliginda onemli
degismeler oldugu rapor edilmistir [46]. Bir baska caligmay1 ornek verecek olursak,
Brachiaria decumbens Stapf. bitkisi tizerinde yapilan ¢alismada Zn, Cd, Cu, Pb gibi agir
metallerin  neden oldugu anatomik degisiklikler incelenmis olup yiiksek
konsantrasyondaki metallere maruz birakilan grupta korteks hiicre duvarinda kalinlasma

ve ¢esitli anatomik hasarlar gozlemlenistir [47].

Sekil 4.3. Vicia faba kok uglarinda korteks hiicre ¢eperinde kalinlasma

4.3. Yassilasms hiicre ¢ekirdegi

Cu ve Ni uygulanmis Vicia faba kok wucu hiicrelerinde gozlenen anatomik
anormalliklerden biri olan yassilagsmis hiicre cekirdegi toksik etkilerin kiimiilatif bir
sonucu olarak ortaya cikabilmektedir. Ni ve Cu uygulamasmin V. faba kok ucu
hiicrelerinde yassilagmis hiicre cekirdegine sebep oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4).
Hiicre cekirdegi normal sartlarda kiiresel ya da elips seklindedir fakat stres kosullarinda,
fiziksel ve kimyasal degisimler varliginda oOzellikle hiicre i¢i basing degisimlerinde
morfolojik olarak farklilagabilmektedir. Nukleus seklindeki hacimsel ya da morfolojik
degisimler, niikleer protein konsantrasyonunda ya da DNA heliks hacmindeki
degisimlerle iliskilendirilebilmektedir [35,36]. Literatiirde de ¢esitli kimyasal maruziyeti
ya da stres kosullar1 altinda bitki kok ucu hiicrelerinde yassilagsmis hiicre ¢ekirdegi varligi

rapor edilmektedir. Literatiirdeki benzer ¢aligmalara 6rnek verecek olursak; Allium cepa
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bitkisinin Vanadyum (V) elementine maruz kalmasi sonucunda bitkilerin kék ucu
hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde yassilasma, nukleus hacminde artis ve g¢esitli hasarlar

gozlemlenmistir [48].

Sekil 4.4. Vicia faba kok uglarinda yassilagsmis hiicre ¢ekirdegi

4.4, Korteks hiicrelerinde madde birikimi

Vicia faba kok ucu hiicrelerinde Cu ve Ni uygulamasinin kortekste madde birikimine
neden oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.5). Bitkilerin agir metallere kars1 gosterdikleri
tolerans mekanizmalarindan biri de metabolik aktivitelerin yasanmadigi kisimlarda agir
metalleri biriktirmektir. Bu birikimin amac1 toksisiteyi 6nlemek, agir metalleri igeri
almamaktir. Bu birikim bolgelerden biri de korteks hiicre duvaridir. Korteks hiicreleri
katyon degisim bolgesi olup bir miktar agir metal biriktirebilirler ve farkli oranlarda
metalleri digar1 atabilirler [49-50]. Cogu bitkide Ni metali histidine baglanarak
vakuollerde depolanmakta ve toksik etkisi notralize edilmektedir. Bu sayede Ni agir
metalinin DNA, protein ve lipid gibi hiicresel molekiillere de zarar1 6nlenebilmektedir.
Bazi agir metaller korteks hiicrelerinde karbonat, malat, fitat ve oksalat gibi diisiik
molekiil agirlikli organik bilesiklere baglanmaktadir. Olusan bu kompleksler anatomik
incelemelerde madde birikimi olarak degerlendirilmektedir [37]. Pek ¢ok arastirma
bitkilerin yiiksek konsantrasyonlu agir metallere maruziyete direnerek korteks
hiicrelerinde madde biriktirdigini géstermektedir [51,52]. Literatiire baktigimizda benzer
bir caligmada Acar ve ark. civa agir metal iyonun Allium cepa L. bitkisinde kdk ucu

hiicrelerinde korteks hiicre duvarinda kalinlasma ve madde birikimi, hiicre ¢ekirdeginde
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yassilasma, kromozomal anormallikler gibi ¢esitli hasarlara neden oldugu rapor edilmistir
[53]. Bir baska arastirmada ise besin katki maddesi olan tartrazinin  Allium cepa
bitkisinde meydana getirdigi fizyolojik sitogenetik ve anatomik hasarlar incelenmistir.
Uygulama grubunda bitkiler farkli dozlarda 72 saat siire ile tartrazin maddesine maruz
birakilmistir. Calisma sonucunda bitki kdk ucu hiicre duvarinda kalinlagsma, madde

birikimi, ¢ekirdekte yassilagsma gibi anatomik hasarlar gézlemlenmistir [54].

Sekil 4.5. Vicia faba kok uglarinda korteks hiicrelerinde madde birikimi

4.5. Belirgin olmayan iletim doku

Bitkilerde iletim demeti suyun ve besinlerin iletimini saglamaktadir. Karasal bitkilerin
cogunda topraktan kokler araciligiyla alinan su ve mineraller ksilemden gegerek
yapraklara kadar tasmmakta; yapraklarda olusan besin maddeleri 6zellikle fotosentez
iirlinleri ise floem ile bitkinin diger organlarma iletilmektedir. Kisaca bitkinin hayatta
kalabilmesi igin iletim demeti saglikli olmalidir. Agir metale maruz kalan bitkilerde
iletim demeti yoluyla agir metal bitkinin diger kisimlarma da tagmabilir. Bu nedenle agir
metalin iletim demetine kadar ulagsmamasi icin bitki ¢esitli 6nlemler gelistirmektedir.
Vakuollerde hapsetme, hiicre ¢eperini kalinlastirma, atilimini artirma, alimini azaltama
gibi pek c¢ok mekanizma agir metalin iletim demetine ulagsmasini Onlemek i¢in
gelistirilmistir. Buna ragmen Ozellikle yiiksek dozda agmr metal maruziyeti iletim
dokunun da hasar gdrmesine neden olmaktadir. Ozellikle iletim demeti hiicrelerinde
gozlenen nekroz, ceperlerde ve sitoplazmada madde birikimi, ceperlerde hasar ve

par¢alanma gibi anormallikler iletim dokusunun belirgin ve diizenli yapisinda
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bozulmalara neden olabilmektedir [38,39]. Pek ¢ok kimyasal maddenin yiiksek dozda
iletim demetine kadar ulastigi ve iletim demetinde hasara neden oldugu benzer
calismalarda da gdzlenmistir. Ornegin; bir ¢alismada kimyasal uygulanan Vicia faba kok
ucu hiicrelerinde belirgin olmayan iletim doku, hiicre 6liimii ve gesitli anatomik hasarlar
gozlemlenmistir [55]. Baska bir ¢alisgmada ise kursunun Allium cepa bitkisinde sebep
oldugu fizyolojik, sitogenetik ve anatomik hasarlar arastirilmigtir. Deneyin sonucunda
bitki kok ucu hiicrelerinde belirgin olmayan iletim doku gibi anatomik hasarlar ve

kromozomal hasarlar gézlemlenmistir [56].

Sekil 4.6. Vicia faba kok uglarinda belirgin olmayan iletim doku

Bu calisma ile Cu ve Ni metallerinin V. faba kok ucu hiicrelerinde ciddi anatomik
degisimlere ve hasarlara neden oldugu saptanmistir. Ozellikle Ni uygulanan grupta hasar
oranlarmin daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu sonug¢ Ni metalinin Cu metaline kiyasla
daha toksik ve zararli oldugunu gostermektedir. Hasarlar diizeyinde bakildiginda ise
korteks hiicre g¢eperinde kalinlagsma, yassilasmis hiicre ¢ekirdegi ve belirgin olmayan
iletim doku hasarlarinin diger anormalliklere kiyasla daha yiiksek siklikla olustugu
belirlenmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Cu ve Ni metal iyonlarmin sebep oldugu meristematik hiicre hasarlar1

Hasarlar Grup 1 Grup 2 Grup 3
Korteks hiicre geperinde kahnlasma -+t 4+t
Korteks hiicrelerinde madde birikimi - + ++
Mikronukleus = 1 T+
Belirgin olmayan iletim doku - ++ T+
Yassilasmus hiicre cekirdegi - ++ T+

*Grup 1: kontrol, Grup 2: 25 ppm CuSQ,, Grup 3: 25 ppm NiCl,. (-): hasar yok, (+): az hasar, (++): orta

hasar, (+++): siddetli hasar
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BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Bitkiler agir metallerle kontamine oldugunda anatomik yapilarinda, fizyolojik ve
biyokimyasal aktivitelerinde degisiklikler meydana gelmekte ve gelismeleri
siirlanmaktadir.

Bitkiler ve agir metallerin etkilesiminin iki yonii bulunmaktadir. Agir metaller bitkiler
tizerinde olumsuz etkiler gosterebilmekte ve bitki tolerans mekanizmalari ile bu strese
ragmen yasamina devam edebilmektedir. Toksik etki ve tolerans mekanizmasinda agir
metalin konsantrasyonu da olduk¢a dnemlidir.

Bu c¢alismada Ni ve Cu metallerinin Vicia faba’da anatomik degisimlere ve anatomik
hasarlara neden oldugu belirlenmistir. Anatomik degisimler bitkinin agir metale direng
gostermesini saglamaktadir. Hiicre duvarinda kalinlasma bu anatomik degisimlerden
biridir. Anatomik hasarlar ise bitkide geri doniisiimsiiz bozulmalardir. Iletim demetinin
belirginsizlesmesi ve madde birikimi Ni ve Cu metallerinin neden oldugu anatomik
hasarlardandir. Hasar gormiis, agir metal birikmis dokulara sahip bitkilerin tiiketimi,
besin zinciri yoluyla agir metallerin diger organizmalara kontamine olmasmi da
saglamaktadir. Bu nedenle agir metallerin sinirli ve belirli doz araliginda kullanimi ve
bitkiler, hayvanlar gibi bir¢ok canli organizma iizerindeki etkilerinin arastirilmasi

oldukca 6nemlidir.
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