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ALLIUM CEPA L. DA KROM (K,Cr,0,)’UN TOKSIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu c¢alismada farkli dozlarda Krom agir metalinin (K,Cr,07) Allium cepa L.’de
fizyolojik, sitogenetik ve anatomik etkileri arastirilmistir. Fizyolojik parametre
olarak cimlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve agirlik artist; sitogenetik parametre olarak
mikronukleus sikligi, kromozomal aberasyonlar ve mitotik indeks arastirilmistir.
K,Cr,07 uygulamasi ile ¢imlenme ylizdesi, kok uzunlugu, agirlik artis1 ve mitotik
indeks oranlarmin azaldigi, mikronukleus siklig1 ve kromozomal hasarlarin arttigi
belirlenmistir. En belirgin toksik etki ise 12.5 mg/L K,Cr,O; uygulanan grupta
gozlenmistir. Mikroskobik incelemeler neticesinde K,Cr,O;’nin tesvik ettigi
kromozomal hasarlar; kromatinin esit olmayan dagilimi, fragment, yapiskan
kromozom, kromozom kopriisii, c-mitoz, ters kutuplagsma olarak belirlenmistir.
K;,Cr,07 uygulamasinin kromozomal hasarlar ig¢erisinde en biiyiik etkinin fragment
olusumu tizerine oldugu tespit edilirken, en az oranda gozlenen kromozom hasarinin
ise ters kutuplasma oldugu belirlenmistir. Ayrica K,Cr,O; uygulamasi kok ucu
meristematik hiicrelerinde yassilagsmis hiicre ¢ekirdegi, korteks hiicre c¢eperinde
kalinlagsma, hiicre deformasyonu ve nekroz seklinde anatomik hasarlara neden
olmustur. Sonu¢ olarak K,Cr,O7’nin Allium cepa’da fizyolojik, sitogenetik ve
anatomik a¢idan ciddi toksik etkilere neden oldugu, bu etkinin de doza bagimli

olarak gerceklestigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Allium cepa, K;Cr,O;7, Kromozomal hasar, Mikroniikleus,

Mitotik indeks
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THE INVESTIGATION OF TOXIC EFFECTS OF CHROMIUM
(K,Cr,0,) IN ALLIUM CEPA L.

SUMMARY

In this study, physiological, cytogenetic and anatomic effects of Chromium heavy
metal (K;Cr,O7) with different doses were investigated in Allium cepa L.
Germination percentage, root length and weight gain were investigated as
physiological parameters; micronucleus frequency, chromosomal aberrations and
mitotic index were investigated as cytogenetic parameters. It was determined that
germination percentage, root length, weight gain and mitotic index decreased,
micronucleus frequency and chromosomal aberrations increased with K,Cr,O;
treatment. The most obvious toxic effect was observed in the group treated with 12.5
mg/L K,Cr,O; treatment. Unequal distribution of chromatin, fragment, sticky
chromosome, chromosome bridge, c-mitosis and reverse polarization were observed
as chromosomal aberrations induced by K,Cr,O;. It was determined that the
fragment formation was observed in a high rate while reverse polarization was
observed in least as chromosome damage after K,Cr,O; application. In addition,
K,Cr,07 treatment causes anatomical damages in the root tip meristematic cells as
flattened cell nuclei, thickening of the cortex cell wall, cell deformation and necrosis.
In conclusion, K,Cr,O7 has serious physiological, cytogenetic and anatomic toxic

effects in Allium cepa and it has been determined that this effect is dose dependent.

Keywords: Allium cepa, Chromosomal aberrations, K,Cr,O7, Micronucleus, Mitotic

index
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BOLUM 1. GiRiS

Gelisen teknoloji ve hizla artan endiistrilesme, diinya niifusundaki artisla beraber
cevre kirliligi sorununu da ortaya ¢ikarmistir. Cevre kirliligi ise canlilarin olumsuz
yonde etkilenmesine, hastaliklarin artmasina ve biyolojik cesitliligin azalmasina
neden olmustur. Canlilar1 olumsuz yonde etkileyen ¢evre kirliliginin baslica
unsurunu agir metaller olusturmaktadir. Agir metallerin ¢evreye kontaminasyonu
baslica madencilik, kentsel veya endiistriyel kati, gaz ve sivi atiklari, pestisit ve
yapay giibre kullanimi, boya sanayisi ve araba egzoz gazlarinin salinimi yoluyla

olusmaktadir [1-2].

Agir metaller arasinda yer alan Krom (Cr), diinyada en fazla bulunan elementler
arasinda yedinci sirada bulunmaktadir ve diinyada yilda yaklasik 107 ton civarinda
Cr tiretimi gerceklesmektedir. Deri isleme, paslanmaz gelik tiretimi, boya pigmenti ve
kromik asit tiretimi gibi pek ¢ok endiistriyel alanda kullanilan krom, genis kullanim
alanlar1 nedeniyle ciddi kontaminasyonlara da yol agmaktadir [3-4]. Yiiksek toksik
ozellik sergileyen Cr, canli organizmalarda hiicre membran yapisina zarar vermekte,
organel fonksiyonunda bozulmalara ve metabolik yollarda da inhibisyona neden
olmaktadir [5]. Cr maruziyeti sonucunda bitkilerde serbest radikaller olusmakta ve
bu radikaller hiicrelerde makro molekiillerde oksidatif hasara neden olmaktadir [6].
Cr gibi agir metallere maruz kalan bitkilerde hiicreye giris, transport, birikim,
detoksifikasyon mekanizmalari ile canlida olusan toksik etkilerin aydinlatilmasinin
onemi pek ¢ok kez vurgulanmistir [7]. Bu ¢alismada K,Cr,O5 kullanilarak Cr’nin
muhtemel toksik etkileri Allium cepa testi kullanilarak aragtirilmistr.

A. cepa testi mutajenlerin ve muhtemel kanserojen maddelerin hiicreler ve sistemler
tizerindeki etkilerinin belirlenmesine olanak saglayan in vivo test yontemlerinden
biridir. A. cepa test sisteminde koklerin test edilen madde ile dogrudan temas halinde
olmas1 hizli ve kolay bir sekilde sitotoksisite ile genotoksisitenin belirlenmesini
saglamakta ve konsantrasyona bagli olarak toksisitenin degerlendirilmesine de imkan

tanimaktadir. Ayrica bu test ile mutajenlerin mitoz boliinme, ig iplikleri ve hiicre



yapist tlizerine etkileri de degerlendirilebilmektedir [8]. A.cepa testi pek c¢ok
arastirmaci tarafindan cevre kirliliginin indikatorii olarak kullanilmaktadir [9,10].
Agir metallerin, pestisitlerin ve ¢ok ¢esitli kirleticilerin toksik etkileri 4.cepa testi
kullanilarak aydinlatilmistir. Bu ¢alismada da Cr metalinin muhtemel toksik etkileri
K,Cr,07 uygulanan A.cepa’da fizyolojik, anatomik ve sitogenetik parametreler
kullanilarak arastirilmistir. Fizyolojik etkilerin belirlenmesinde ¢imlenme yiizdesi,
kok uzunlugu ve agirlik artisi, sitogenetik parametrelerden mitotik indeks,
kromozomal anormallik ve mikronukleus olusumu arastirilmistir. Ayrica K,Cr,0;
uygulamasinin 4.cepa kok ucu meristematik hiicrelerinde olusturdugu anatomik

hasarlarda incelenmistir.

BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Agir Metaller

Agir metaller, atom numaras1 20°den fazla olan ve 6zgiil agirliklar: 5 gr/cm®’den
biiyiik olan elementlerdir. Yeryiiziinde dogal olarak bulunan, bozulmayan ya da yok
edilemeyen bilesiklerdir. Agir metal kirliliginin ve kontaminasyonun en Onemli
kaynag1 endistriyel kullanimlardir. Endiistrilerde ¢esitli amaglarla kullanilan
metallerin, kullanim sonrasinda alic1 ortama desarj1 ¢evreyi ve tiim canlilart biiyiik
bir riske sokmaktadir. Agir metaller dogal yollarla ya da c¢esitli endiistriyel faaliyetler
sonucu sularda kirlilik olusturmaktadir. Dogal yollarla kontaminasyon toprak
erozyonu, volkanik aktiviteler ve atmosferik partikiiller ile ortaya c¢ikarken,
endiistriyel kontaminasyon ise metal isleme, tekstil ve niikleer sektorlerin faaliyetleri
sonucu ortaya ¢ikmaktadir [11,12]. Her tiirli kontaminasyon sonucunda canlilarda
cesitli toksik etkiler meydana gelmektedir. Metaller yiiksek konsantrasyonlarda hiicre
membranina zarar verirler, enzim spesifitesini degistirirler, hiicresel fonksiyonlar
durdurabilirler ve DNA’nin yapisini bozabilirler. Agir metalin toksik etkisi metalin
tiirtine, konsantrasyonuna, ortam pH’ma ya da metal iyonlarinin ¢6ztiniirliigiine gore

farkl diizeylerde olugmaktadir [13].



2.2. Krom Kontaminasyonu

Cr, periyodik cetvelin VI B grubunda yer alan bir ge¢is metalidir. Diinyada Cr
tretimi yilda yaklasitk 107 ton civarindadir [14]. Cr bilesikleri kromik asit
iiretiminde, paslanmaz celik tiretiminde, deri isleme ve boya pigmenti iiretimi gibi
pek cok alanda kullanilmaktadir [3]. Bu alanlardaki yaygin kullanimi sonucu Cr
bilesikleri hizla ¢evreye kontamine olmaktadir ve 6zellikle toprak, yiiksek derecede
Cr tutabilme o6zelligi ile kirlenmektedir. Toprakta ve sucul ortamlarda oksidasyon-
rediiksiyon reaksiyonlar1 ile Cr bilesikleri farkli yapilara dontismektedir ve cesitli
yollarla canlilara kontaminasyon ger¢eklesmektedir [15]. Cr canli organizmalara
kontamine oldugunda mutasyona sebep olan yiiksek toksik o6zellikte bir metal
iyonudur. Hiicre zarini siilfat iyonu kanali ile gegerek ve hiicre icerisinde indirgenme
reaksiyonlarina katilarak, ¢esitli mekanizmalarla reaktif tirtinlerin olusumuna sebep
olmaktadir. Olusan bu reaktif bilesenler makro molekiillere yapisarak ¢esitli hiicresel
anormalliklere sebep olmaktadir [16]. Cr dogada farkli formlarda bulunmaktadir.
Fakat alti degerlikli Cr™® ve ii¢ degerlikli Cr™ tiirleri daha yaygndir. Crnin hem
trivalent hem de hekzavalent formlari fitotoksiktir [17]. Cr™ ¢oziniirligii oldukca
diistiktiir ve bu durum cevrede olusturabilecegi toksik etkiyi azaltmaktadir. Fakat yer
alt1 sularinda diisik miktarda ¢oziinmesi ve toprak tarafindan kuvvetli bir sekilde
tutulmasi toksik etki olusumuna neden olmaktadir. Giiglii bir oksitleyici ajan ve
yiiksek coziiniir dzellikte olan Cr'® ise organik madde iceren ortamlarda Cr™’e
indirgenmektedir. Asitli ortamlarda hizla indirgenen Cr'® canli hiicrelerde hiicre

zarindan da kolaylikla gecebilmektedir [18].

2.3. Bitkilerde Krom Alinimi, Tasinimi ve Birikimi

Bitkilerde metallerin alinimi, tasinmasi ve birikimi bitki tiirline ve metal ¢esidine
gore farkliliklar gostermektedir. Havada gaz halinde bulunan agir metaller bitkiler
tarafindan stomalar ile toprak icerisindeki agir metaller ise kokler araciligiyla

alinmaktadir [19,20]. Bitkiler tarafindan Cr alinimi i¢in spesifik bir mekanizma



gelistirilmemistir ve Cr diger metallerin hiicre igerisine gegisinde kullanilan
mekanizmalarla alinmaktadir. Cr’nin hiicre igerisine giriste metal iyonlarin tagiyan
zar kanallarina baglanmada diger metallerle rekabet ettigi bilinmektedir. Cr 6zellikle
kiikiirt, demir, fosfor tasiyicilarina baglanmada bu metallerle yarigmaktadir [21].
Bununla birlikte hiicre igerisine gegiste, Cr iyonlarinin farkli formda bulunmasi da
onemli bir etkendir. Cr" hiicre icerisine pasif tasima ile Cr'® ise siilfat
translokasyonunda gorevli plazma membran ATPaz (PM-ATPaz) ve diger metallerin
tasinmasinda gorevli transport proteinleriyle aktif bir tasimimla hiicre igerisine
tasinmaktadir. Bazi durumlarda Cr” apoplastta Cr®ya doniisip burada
kalmaktadir. Hiicre icerisine gecen Cr' vyiikseltgenme reaksiyonu ile vakuolde
Cr'®ya doniismektedir. Hiicre igerisine giren Cr iyonlari hiicrede serbest radikal
olusumuna ve c¢esitli hiicresel yapilarda hasara neden olmaktadir. Bu hasar
Stiperoksit Dismutaz (SOD) gibi ¢esitli antioksidan enzimleri vasitasiyla
giderilmekte ve bu etkisizlestirme Cr’a karsi tolerans mekanizmasinin olusumuna

katki saglamaktadir (Sekil 2.1) [22].
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Hiicre icerisine giren Cr’nin diger dokulara tasinmasi da yine Cr’nin iyonik
formundan etkilenmektedir. Bu durumu destekleyen bir c¢alismada, CrO4™ olarak
absorbe edilen Cr’nin bazi rediiktaz enzimleri ile bitki koklerinde Cr™ formuna
donustirtaldigi ve diger dokulara tasindigi rapor edilmistir [23]. Ayrica Howe ve
ark. [24], Cr’nin koklerden vaskiiler dokulara girebildigini, Cr™ ve Cr'™® olarak
yapraklara daha kolay tasindigini ifade etmislerdir. Cesitli yollarla bitkisel
dokulara kontamine olan Cr’nin birikimi bitki tiirtine, dokusuna, organa ve metalin
iyonik formuna bagh olarak degiskenlik gostermektedir. Bazi bitki tiirlerinde Cr'®
birikiminin Cr™’e kiyasla daha fazla oldugu [23], bitkilerin kok dokusunda govde
dokusuna gore daha yiiksek konsantrasyonlarda Cr'® birikimi oldugu saptanmustir
[25]. Benzer olarak, Brassica juncea L. Czern. ve Salsola kali Linn. Cr'¢
birikiminin koklerde govdeye kiyasla daha yiiksek oldugu bildirilmistir [26].
Golovatyj ve ark. [27], Cr’un kok dokusunda daha fazla, toprak {istii organlarda ise
daha diisiik konsantrasyonlarda biriktigini rapor etmislerdir. Phaseolus vulgaris L.
ile yapilan bir ¢aligmada ise Cr birikiminin tohumlarda %0.1 ve kok dokusunda ise

%98 oldugu belirlenmistir [28].

2.4. Krom Fitotoksisitesi

Cr, bitkisel metabolik yollarda herhangi bir role sahip degildir ve bu nedenle
kromun esansiyel 6zelligi bulunmamaktadir. Bitkisel dokulara ulasan Cr iyonlari
tohum c¢imlenmesi ve fide gelisimini inhibe etmekte, besin ve su dengesini
bozmakta, fotosentetik pigmentlerde bozulmalara ve antioksidan enzimlerin
aktivitesinde degisimlere neden olmaktadir [29-31]. Cr stresi, kok hiicrelerinde
plazmolize ve solmaya neden olarak bitki koklerini etkileyebilmektedir. Cr, amilaz
enzimi aktivitelerini inhibe ederek, embriyo ekseninin gelisimi i¢in gerekli olan
karbohidratlarin kullanimini engellemekte ve tohum ¢imlenmesini olumsuz yonde
etkilemektedir. Tohum ¢imlenmesi ilk fizyolojik basamaktir ve ilk basamaktan
gelisimin inhibe edilmesi Cr toksisitesini goz Oniine sermektedir [32]. Cr
hiicrelerde c¢esitli metallerle yarisarak baglanma bolgelerini inhibe etmektedir.
Hiicre geperi ve plazma membraninda biitiinliigii saglayan Ca™ gibi katyonlar

yerine Cr’nin baglanmasi hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara ve anomalilere



neden olmaktadir [33]. Hiicre dongiisii ve hiicre boliinmesi bu anormalliklerinden
biridir ve hiicre boliinmesindeki bir anormallik hiicrede pek ¢ok metabolik yolu
etkilemektedir. Tohum ¢imlenmesi, kok uzamasi, yaprak gelisimi, fide gelisimi de
olumsuz yonde etkilenmektedir. Cr maruziyeti tizerine yapilan bir ¢alismada, kok
bliytimesi ve kok uzamasinda inhibisyon oldugu belirlenmis ve bu inhibisyon
hiicre dongiisiiniin uzamasi ile agiklanmistir [3]. Baska bir calismada ise Cr etkisi
ile kok bliylimesinde gozlenen azalmalar kok hiicre yilizeylerinin, kok tiiylerinin ve
epidermal hiicrelerin zarar gormesi ile iliskilendirilmistir [34]. Cr’nin fitotoksik
etkisinde iyonik formlarmin etkisi de oldukca dnemlidir. Cr™® uygulanan bitkilerde
kokler ve govde dokularmim benzer oranda toksisiteden etkilendigi, Cr™’iin ise

belirgin sekilde kok dokusunda toksik oldugu rapor edilmektedir [35].

2.5. Krom Detoksifikasyonu

Bitkilerin agir metallere kars1 gelistirdigi pek cok tolerans mekanizmasi mevcuttur.
Gelistirilen mekanizmalar benzer olmakla birlikte, metalin ve bitkinin tiiriine gore de
spesifik mekanizmalar da mevcuttur [36-40]. Mikorizalar tarafindan koklere metal
gecisinin engellenmesi ya da azaltilmasi, hiicre ¢eperine ya da kok salgilarina
metalin baglanmasi, plazma membram tarafindan agir metal gegisinin azaltilmasi,
apoplastta agir metallerin tutulmasi, metalotiyonin (MT) gibi bilesiklerle agir
metallerin sitosolde tutunmasi, vakuollerde fitoselatin (PC) komplekslerinin olusumu
ve agir metallerin vakuollerde birikmesi bu tolerans mekanizmalarindan bazilaridir

(Sekil 2.2) [22].

Cr maruziyetine karst da bitkilerde benzer mekanizmalar devreye girmekte, bazi
tirlerde ise daha spesifik mekanizmalar gelistirilmektedir. Kok salgilarinin Cr ile
kompleks olusturarak toksik etkiyi azaltma yolu bazi bitkilerde rapor edilmistir [41].
Bitkilerde prolin birikiminin stres durumlarinda genellikle arttig1 bilinmektedir ve Cr

stresine maruz kalan Datura innoxia P. Miller kok ve yaprak dokusunda prolin



birikiminin Cr konsantrasyonuna bagl

mekanizmasinin gelistigi rapor edilmistir [25].
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Cr tarafindan indiiklenen toksisiteye karst MT-mRNA transkripsiyonunun arttigi [3],

metallotiyoninlerin ise Cr iyonlarina baglanip, toksik etkisiyi inhibe ederek

bitkilerdeki Cr detoksifikasyonunda énemli bir rol oynadigi bildirilmistir [29]. Dixit

ve ark. [17], Cr uygulamasinin antioksidan enzim diizeylerinde degisimlere neden

oldugunu, ozellikle 20 uM Cr(VI) uygulamasinin SOD aktivitesini arttirdigini, 200

mikroM Cr(VI) uygulamasimin ise SOD aktivitesinde 6énemli bir inhibisyona neden

oldugunu belirtmislerdir.

2.6. Allium cepa Testi

Amaryllidaceae familyasi i¢inde tanimlanan 4. cepa vaskiiler ve monokotiledon bir

bitkidir. Allium cepa, 2n=16 kromozom sayia sahiptir ve tiirler arasinda farklilik



gostermekle birlikte metafazda en fazla kromozomal uzunluk 43.4 pm ve en kisa
kromozomal uzunluk ise 27.9 pm olarak belirlenmistir [42]. Bununla birlikte A.
cepa’da poliploidi ile B kromozom tiirleri de rapor edilmektedir. Literatiirde 4. cepa
tirlerine ait karyotiplerde bazi farkliliklar gozlenmekte ve bu farkliliklarin
kromozom kol orani, sentromerik indeks, translokasyon, delesyon ve inversiyon gibi

kromozomal diizenlemelerden kaynaklandig1 diistiniilmektedir [43,44].

A. cepa kokleri govdeden tek tek ¢ikmakta ve nadiren dallanma gostermektedir.
Yogun bir kok kiitlesi olusturan 4. cepa’da koklerin %75°1 topragin 20-25 cm altinda
gelisme gostermektedir. Yogun kok kiitlesi ¢alismalarda fazla 6rnek bulma imkanini
saglamaktadir. Koklerin ¢iktig1 nokta ile yapraklarin ¢iktigr alan arasinda kalan bolge
A. cepa’nin gévde dokusunu olusturmaktadir. Govde 1-4 mm kalinliginda ve 6-12
mm genisliginde, rozet seklindedir ve govde lizerindeki siirgiin sayisi 1 ile 8 arasinda
degismektedir. Yapraklar govdeden, birbiri i¢ine girmis bir kin seklinde gelismekte
ve once distaki yapraklar daha sonra icteki yapraklar meydana gelmektedir. 20-30
cm’den baglayarak 50-60 cm’ye kadar boy alabilirler ve en gen¢ yaprak daima en
icte yer almaktadir. Yaprak yaslandik¢a besin maddeleri deposu haline gelmekte ve

etli bir yap1 kazanmaktadir [45].

A. cepa testi, pek cok calismada c¢evre kirliliginin bir biyoindikatorii olarak
kullanilmaktadir [9,10]. Bu testin c¢esitli kimyasallar tarafindan indiiklenen
kromozomal anormallikleri belirlemede duyarli bir model oldugu 6ne stiriilmektedir.
A. cepa testinde yogun kok dokusunun kimyasallarla direkt temasta olmasi fazla
ornek alma ve hizli sonu¢ verme imkani saglamaktadir. Bu hizli ve giivenilir sonug
hayvanlar1 ve bitkileri de kapsayan okaryotik hiicrelerde de kimyasallarin potansiyel
zararlar1 hakkinda 6n degerlendirme yapma imkéani tanimaktadir. Kimyasallarin
neden oldugu yapisal ve sayisal kromozom mutasyonlar da A. cepa testi ile
belirlenebilmektedir. 4. cepa’nin vaskiiler bir bitki olmasi bu testi, c¢evresel
kirleticilerinin nokta mutasyon dahil tim sitogenetik etkilerinin belirlenmesinde
kullanish bir genetik model haline getirmektedir [8]. Ilk olarak 1938’de Levan
tarafindan kullanilan 4. cepa testi ile mitoz boliinmedeki anormallikler belirlenmistir
[46]. 1985°de Fiskesjo ise polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 metabolize eden bir

oksidaz sistemine sahip olan A. cepa’nin genotoksisite calismalarinda oldukga



onemli oldugunu vurgulamistir [47]. Ik ¢alisma sonrasinda Fiskesjo ardisik pek cok
calisma ile 4. cepa testinin kimyasallar tarafindan indiiklenen kromozomal
hasarlarinin ve hiicre boliinmesindeki anormalliklerin belirlenmesinde oldukca
kullanishi oldugunu kanitlamigtir [48-51]. Genotoksisitenin belirlenmesinde diger
toksisite testleri de yiiksek hassasiyettedir. Fakat 4. cepa testi diger testlere kiyasla
daha hizli sonug veren, uygulamasi kolay ve maliyeti diisiik bir yontemdir. Ayrica bu
test ile elde edilen sonuclar diger toksisite testleri ile yliksek uyumluluk
sergilemektedir. Insan lenfosit hiicreleri ve alg hiicrelerine uygulanan sitotoksisite
testi sonuglar1 ile A. cepa test sonuglar1 karsilastirildiginda ayni duyarhilik elde
edilmistir [8]. Rank ve Nielsen [52] kemiricilerde uygulanan genotoksisite testi ile A.
cepa test sonuglarinin %82 oraninda benzerlik gosterdigini rapor etmislerdir.
Vincentini ve ark. [53] kimyasallarin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin
konsantrasyon ve maruziyet siiresine bagli olarak degerlendirilmesinde 4. cepa
testinin yiiksek derecede kabul edilebilirligine vurgu yapmislardir. Camparoto ve
arkadaglar1 [54] A. cepa testi ve Wistar sicanlarin kemik iliginde yapilan toksisite

test sonuglariin ayni oldugunu rapor etmislerdir.

A. cepa testinin sundugu en 6nemli avantaj ise hazirlanan preparatlar ile tek seferde
kromozom anormallikleri, mikronukleus (MN) ve mitotik indeks (MI) belirlenmesine
imkan sunmasidir. MI, hiicre proliferasyon durumunun degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir ve mitozdaki hiicre sayist ile toplam hiicre sayisi arasindaki orani
ifade etmektedir. Bu sayede mitotik bolgenin yogun oldugu dokularin belirlenmesine
imkan saglamaktadir. MI, kok ucundan artan mesafe ile azalmakta ve hiicre
boliinmesinden hiicre uzamasina kadar olan bolgede kademeli bir diisiis anlamina
gelmektedir. Kok uctaki meristematik bolge aktif olarak biiyliyen bolgedir ve bu
nedenle MI yiiksektir. A. cepa testi kullanilarak her bir dokudan hazirlanacak ayri
preparatlar ile MI’deki degisimler ve kimyasallarin etkisi  kolaylikla
incelenebilmektedir [55,56].

A. cepa testi ile kimyasallar tarafindan indiikklenen MN’ler de kolaylikla
belirlenebilmektedir. bir hiicrede MN olusumu toksik etkiye isaret etmektedir. BU
etki kromozom kiriklari, sentromer boliinme hatalar1 ya da ig ipligi deformasyonu ile

iliskilendirilmektedir. 4. cepa testinde hiicrelerdeki MN biiytlikliigi incelenerek



kimyasalin anojenik ya da klastojenik etkisi de belirlenebilmektedir. Anojenik etki
sentromer boliinme hatalar1 ve ig iplik¢igi bozukluklarina sebep olmaktayken,
klastojenler kromozom kiriklarina sebep olmaktadirlar. Kiiciik yapidaki MN’ler
anojenik etkiye, daha biiyiik oOlgtideki MN’ler ise klastojenik etkiye sebep
olmaktadirlar (Sekil 2.3)[57-60].

ANOJEN @ KLASTOIJEN

e
S Ui @ @
* ¢

KROMOZOM KAYBI ASENTRIK KROMOZOM
SNUCUNDA OLUSAN FRAGMENTI SONUCU
BUYUK MN OLUSAN KUCUK MN

Sekil 2.3. Klastojen ve anojenler tarafindan indiiklenen farkli biiyiikliikkte MN olusumu
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. K;Cr,07 Uygulamasi

Kok ucu preparatlarinin  hazirlanmasinda esit biiyiiklikte 4. cepa tohumlari
kullanilmistir. Tohumlar bir kontrol ve ti¢ uygulama grubu olmak tizere toplam dort
gruba ayrilmis, seyreltik sodyum hipoklorit ile dezenfekte edilmistir. Her bir gruba
ait ornekler 85x100 ¢apindaki steril beherler icerisinde ve oda sicakliginda 72 saat
stiresince ¢imlenmeye birakilmistir. Kontrol gurubu (Grup I) tohumlar ¢esme suyu
ile; Grup II, 2.4 mg/L K,Cr,07 ile; Grup III, 8.0 mg/L K,Cr,07 ile; Grup IV ise 12.5
mg/L K,Cr,07 ile ¢imlendirilmistir. Tohumlarin ¢imlenme siiresince kurumalarini
onlemek i¢in gruplarin kimyasal ¢ozelti ve su miktarlart kontrol edilmistir. Uygulama
periyodu sonrasinda ¢imlenmis kok uclari distile sudan gegirilmis, ardindan standart

preparat hazirlama metotlartyla sitogenetik analizler i¢in hazir hale getirilmistir [61].

3.2. Cimlenme Yiizdesi, Kok Uzunlugu ve Agirhk Kazanim Tespiti

Cimlenmis tohumlarin kok ucu uzunluklari radikula olusumu esas alinip milimetrik
cetvelle oOlgiilmiistiir. Agirlik kazanimlart da uygulama periyodu oncesinde ve
sonrasinda hassas terazi ile Olgiilen tohum agirliklar1 arasindaki farkliliklar goz

ontinde bulundurularak belirlenmistir [62].

Uygulama periyodunun diger bir parametresi olan tohum c¢imlenme yiizdeleri ise

asagidaki esitlik kullanilarak tespit edilmistir.

Cimlenen Tohum Sayisi

x 100

. 1 Y.. d : (y =
Cimlenme Yiizdesi (%) Toplam Tohum Sayis1

11



3.3. Kromozomal Anormallik, Mikronukleus ve Mitotik indeks Tespiti

Kromozomal hasarlarin belirlemek amaciyla her bir gruba ait tohum kok uglarindan
yaklasik olarak 1 cm uzunlugunda kesitler alinip 2 saat boyunca “Clarke” fiksatorii
icinde (3 Etanol/l:Glasial Asetik Asit) fiksasyona tabii tutulmustur. Fiksasyon
sonrasinda 15 dakika siireyle %96’lik etanol ile yikanmis ve +4°C’de %70’lik
etanole birakilmistir. 60°C’de 17 dakika siireyle 1 N HCI igerisinde hidroliz edilen
kok uglar1 ve 30 dakika siireyle %45°lik asetik asitte bekletilmistir. Son olarak, kok
uclar1 24 saat boyunca asetokarmin boyasiyla boyanmis, %45°1ik asetik asitte ezme

preparat1 yapilarak binokiiler arastirma mikroskobu yardimiyla fotograflandirilmistir

[63].

MN sikligim tespit etmek i¢in, uygulama gruplarinin her birinden toplam olarak
1000 hiicre sayilmis ve hiicrelerde MN tespiti Fenench ve ark.’nin olgiitleri dikkate

aliarak gerceklestirilmistir [64]. Kisaca bir yapinin MN sayilabilmesi i¢in;

1. MN pargalar sekil olarak yuvarlak veya oval olmalidir.
il. MN hiicre ¢ekirdeginden tam olarak ayirt edilebilir olmali ya da
mikronukleer sinir nukleer sinirdan ayirt edilebilmelidir.

1il. MN pargalari, ana nukleus ile ayni renge boyanmalidir.

KyCr,O7’mm 4. cepa kok ucu hiicrelerinde mitoz boliinme iizerine etkilerini
belirlemek i¢in her bir gruba ait MI oranlar1 belirlenmistir. Bu amacla kok ucu
preparatlarindan her grup i¢in 1.000 hiicre sayillmis ve asagidaki esitlik kullanilarak

MI orani belirlenmistir.

Mitotik Indeks % = Mitoza Girmis Hiicre/Toplam Hiicre Sayisix100
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3.4. Anatomik Hasar Tespiti

Anatomik hasar tespiti amaciyla 72 saat boyunca K,Cr,O;’in farkli dozlari ile
muamele edilen 4. cepa tohumlarina ait kok ucu hiicreleri distile suyla yikanmis ve
kok uglarindan enine kesitler alinmistir. Kesitler metilen mavisiyle boyanmis ve
entellen vasitasi ile siirekli preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar

mikroskopta biiytitiilerek incelenmis ve fotograflandirilmistir [65].

3.5. istatiksel Analiz

Istatistiksel verilerin analizi i¢in SPSS for Windows V 22.0 (SPSS Inc, Chicago, IL,
USA, 2013) paket programi kullanilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel farkliliklarin
degerlendirilmesi  One-way ANOVA ve Duncan testleri  kullanilarak
gergeklestirilmistir. Veriler ortalama + SD degerleri olarak verilmis ve P degeri

0.05’den kiiciik oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

Diinya niifusunun artmasi, gelisen teknoloji ve hizla artan endistrilesme
kimyasallarin kullanimini da arttirmis ve onlemez ¢evre kirliligine neden olmustur.
Canlilar1 olumsuz yonde etkileyen cevre kirliliginin baslica unsurunu, pek cok
sektorde ve endiistride yaygin bir sekilde kullanilan agir metaller olusturmaktadir. Cr
bilesikleri de yaygimn kullanim alanina sahiptir ve hizla ¢evreye yayilip, ozellikle
toprakta birikerek canlilara kontamine olmaktadir. Bu noktadan hareketle, bu
calismada  K,Cr,O7’nin muhtemel toksik etkileri 4. cepa testi  kullanilarak
belirlenmistir. Toksik etkiler fizyolojik, anatomik ve sitogenetik agidan arastirilmas,
fizyolojik etkilerin belirlenmesinde ¢imlenme ylizdesi, kok uzunlugu ve agirlik artisi,
sitogenetik parametrelerden MI, kromozomal anormallik ve MN olusumu
incelenmigtir. Ayrica Cr agir metalinin 4. cepa dokularinda olusturdugu hasarlarda

anatomik kesitler alinarak incelenmistir.

4.1. Cimlenme Yiizdesi, Agirhk Kazanimi ve K6k Ucu Uzunlugu

K;,Cr,07’nin tohum ¢imlenmesi tizerine etkisi Tablo 4.1°de gosterilmistir. En yiiksek
¢imlenme yiizdesi Kontrol Grubunda, en diisiik ise K,Cr,0O7’ninl2.5 mg/L dozuyla
muamele edilen Grup [V’de tespit edilmistir. Kontrol Grubuna gore; ¢imlenme
ytizdesinin 2.4 mg/L K,Cr,07 ile muamele edilen grupta 1.20, 8.0 mg/L K,Cr,0O7 ile
muamele edilen grupta 1.56 ve 12.5 mg/L K,Cr,O7 ile muamele edilen grupta ise

2.35 kat azaldigr tespit edilmistir.

K,Cr,07’nin kok uzunluguna etkisi Sekil 4.1 ve Tablo 4.2°de gosterilmistir. En fazla
kok uzunlugu Kontrol Grubunda, en az ise 12.5 mg/L dozunda K,Cr,07 ile muamele
edilen Grup IV’de olgtilmiistiir. K,Cr,O7 uygulamasi, Kontrol Grubuna gore kok
uzunlugunu Grup II’de 1.57, Grup III’de 2.52 ve Grup IV’de ise 7.27 kat azaltmus,

bu azaliglarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) belirlenmistir.
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Tablo 4.1. Allium cepa’da tohum ¢imlenmesi tizerine K,Cr,O; nin etkisi

Tablo 4. 2. Allium cepa’da kok uzunlugu (c¢m) tizerine K,Cr,O5 nin etkisi

14,61+2,22°

6,40 12,20 9,28+1,71°
4,10 8,40 5,79+1,53°
1,10 4,80 2,01+1,19¢

Tablo 4.3. Allium cepa’da tohum agirlig (g) tizerine K,Cr,O5 nin etkisi

8,81+1,37¢ 17,30+1.61° +8.,49

8,88+1,34¢ 14,50+2,43° +5,62
8,99+0,58¢ 12,04+2,33¢ +3,05
8,92+0,97¢ 9,93+1,87¢ +1,01

*Grup I: Kontrol, Grup II: 2.4 mg/L K,Cr,0;, Grup III: 8.0 mg/L K,Cr,07, Grup IV: 12.5 mg/L
K,Cr,0;. Veriler ortalama =+ standart sapma (SD) olarak gosterilmistir (n=10). Ortalamalar arasindaki
istatistiksel onem “Duncan” testini takiben “One-ay” ANOVA varyans analizi kullanilarak
belirlenmistir. Ayni siitiin icerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan

snemlidir (P<0.05).
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K,Cr;07’nin tohumlardaki agirlik artis1 izerine etkisi Tablo 4.3’de gosterilmistir. En
fazla agirlik artisi 8.49 gramla Kontrol Grubu tohumlarda, en az ise 1.01 gramla
K>Cr;07°nin 12.5 mg/L dozuyla muamele edilen Grup IV’de gézlenmistir. Kontrol
Grubu ile karsilastirildiginda, agirlik kazanimi K,Cr,07 ile muamele edilen Grup II,
I ve IV’de sirastyla 1.51, 2.78 ve 8.41 kat azalmis, bu azaliglarinda istatistiksel
olarak anlamli oldugu (p<0.05) tespit edilmistir.

Sekil 4.1. Kok uzunlugu tizerine K,Cr,O;’nin etkisi a: Grup I: Kontrol, b: Grup II: 2.4 mg/L K,Cr,0,
c: Grup III: 8.0 mg/L K,Cr,07, d: Grup IV: 12.5 mg/L K,Cr,04

4.2. Kromozomal Anormallik, Mikronukleus ve Mitotik indeks

K,Cr,O7’nin kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi MN olusumu Sekil 4.2 ve Tablo
4.4°de gosterilmistir. Kontrol Grubu kok ucu hiicrelerinde ortalama 0.10 oraninda
MN olusumu belirlenirken, K,Cr,O7 uygulanan kok ucu hiicrelerinde ise uygulanan
K;,Cr,07 dozuna bagli olarak MN sayisinda artis gozlenmistir. K,Cr,O7’nin 2.4 mg/L
dozuyla muamele edilen Grup II’de ortalama 18.60, 8.0 mg/L dozuyla muamele
edilen Grup III’de ortalama 48.70 ve 12.5 mg/L dozuyla muamele edilen Grup IV’de
ise ortalama 60.10 oraninda MN sayilmistir. Kontrol Grubuna goére; MN sayisinda

gozlenen bu artiglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) da tespit edilmistir.
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Kok ugtaki meristematik bolge aktif olarak biiyliyen bolgedir ve bu nedenle MI
yiiksektir. Bu nedenle her bir gruba ait 4. cepa kok ucu hiicrelerinden hazirlanan
preparatlarda MI oranlar1 belirlenmistir.  K;Cr,O7’nin  hiicre  boliinmesi  ve
sitotoksisitenin indikatorii olarak kullanilan MI degeri tizerine etkisi Tablo 4.5.’de
gosterilmistir. Mikroskobik sayimlar sonucunda, en fazla MI yiizdesi Kontrol Grubu
tohumlarin kok ucu hiicrelerinde, en disiik ise K,Cr,O7’nin 12.5 mg/L dozuyla
muamele edilen Grup IV’deki kok ucu hiicrelerinde tespit edilmistir. K,Cr,O; doz
artist ile birlikte kok uclarinda bolinme oranlarinin azaldigi da belirlenmistir.
Kontrol Grubu ile karsilastirildiginda, K,Cr,O7 uygulamasi1 MI yiizdesini Grup II’de
1.11, Grup III’de 1.41 ve Grup IV’de ise 1.88 kat azaltmis, bu azaliglarinda

istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) g6zlenmistir.

Tablo 4.4. Allium cepa’da K,Cr,O;’nin tesvik ettigi MN siklig1

Gruplar Hesaplanan Minimum Maksimum Ortalama
hiicre sayisi (MN) (MN) (MN)
Grup I 10,000 0 1 0,10+0,32¢
Grup II 10,000 13 28 18,60+4,58°
Grup III 10,000 40 60 48,70+6,13°
Grup IV 10,000 52 70 60,10+5,84"

Tablo 4.5. Allium cepa’da MI degeri tizerine K,Cr,O5’nin etkisi

Gruplar Analiz edilen Mitotik indeks Yiizde
hiicre sayis1 M) (%)
Grup I 10,000 870,60+34,93* 8,70
Grup II 10,000 783,30+32,02° 7,83
Grup I1I 10,000 617,10+£67,71° 6,17
Grup IV 10,000 462,90+50,68° 4,62

*Grup I Kontrol, Grup II: 2.4 mg/L K,Cr,O;, Grup III: 8.0 mg/L K,Cr,07, Grup IV: 12.5 mg/L
K,Cr,0; Veriler ortalama =+ standart sapma (SD) olarak gosterilmistir (n=10). Ortalamalar arasindaki
istatistiksel onem “Duncan” testini takiben “One-ay” ANOVA varyans analizi kullanilarak

belirlenmistir.
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A. cepa kok ucu hiicrelerinde K,Cr,07 tarafindan tesvik edilen kromozomal hasarlar
Sekil 4.2 ve Tablo 4.6’da gosterilmistir. Mikroskobik incelemeler sonucunda,
Kontrol Grubu tohumlarin kdk ucu hiicrelerinde birkag yapiskan kromozom ve koprii
disinda her hangi bir hasar gézlenmemistir. Kontrol grubunda gézlenen bu hasarlarin
da olduke¢a diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir. K,Cr,O7 uygulanan gruplarda ise
farkl tiirde ve farkli oranlarda kromozom hasarlar tespit edilmistir. Gruplarda en
fazla fragment olusumuna rastlarken, en diisik diizeyde ise ters kutuplagma
gozlemistir. Kromozom  hasarlarinin  goriilme  siklign  fragment>yapigskan
kromozom>koprii>kromatinin esit olmayan dagilimi>c-mitoz>ters kutuplasma
seklinde siralanmaktadir. Bununla birlikte K,Cr,O7; dozunun artmasi ile birlikte tiim
hasarlarin goriilme sikligt da artmistir. Gozlenen hasar sayilarindaki bu artisin,

istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) da belirlenmistir.

Tablo 4.6. Allium cepa’da K,Cr,07’nin tesvik ettigi kromozomal hasarlar

Grup I Grup II Grup III Grup IV
0.00+0.00¢ 25.10+4.82° 54.20+6.97° 70.40+6.11°
0.20+0.42¢ 19.60+4.33¢ 40.80+4.98° 53.30+5.64°
0.10+0.32¢ 15.80+4.32¢ 23.50+2.92° 41.90+6.38"
0.00+0.00¢ 11.90+2.73¢ 18.00+4.37° 32.80+4.66°
0.00+0.00¢ 8.00+2.36° 14.70+3.80° 24.80+5.98*
0.00+0.00¢ 4.60+2.07¢ 7.90+2.92° 14.10+£3.57"

Grup I: Kontrol, Grup II: 2.4 mg/L K,Cr,07, Grup III: 8.0 mg/L K,Cr,0;, Grup 1IV: 12.5 mg/L
K,Cr,0;. Kromozomal hasarlar i¢in, her bir gruptaki her bir kék ucundan 100 hiicre, toplamda ise
1.000 hiicre analiz edilmistir. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterilmistir (n=10).
Ortalamalar arasindaki istatistiksel 6nem “Duncan” testini takiben “One-ay” ANOVA varyans analizi
kullanilarak belirlenmistir. Ayni siitiin icerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel
acidan onemlidir (P<0.05). (P<0.05). (FRG: fragment, YK: yapigskan kromozom, K: képrt, KED:

kromatinin esit olmayan dagilimi, CM: C-mitoz, TK: ters kutuplasma).
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Sekil 4.2. K,Cr,0O; tarafindan tesvik edilen kromozomal hasarlar (a: MN, b: fragment, c: yapiskan

kromozom, d: koprt, e: kromatinin esit olmayan dagilimi, f: C-mitoz, g: ters kutuplasma)
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4.3. Anatomik Hasar

K,Cr,0; tarafindan tesvik edilen anatomik hasarlar Sekil 4.3’de gosterilmistir.
Kontrol Grubu tohumlarin kék ucu meristematik hiicrelerinde her hangi bir hasar
gozlenmezken, Cr uygulanan gruplardaki tohumlarin kok ucu hiicrelerinde ise
yassilasmis  hiicre cekirdegi, korteks hiicre ¢eperinde kalinlagsma, hiicre

deformasyonu ve nekroz seklinde anatomik hasarlar gozlenmistir.

Sekil 4.3. K,Cr,0; tarafindan tesvik edilen anatomik hasarlar (a: hiicre ¢ekirdeginin olagan goriiniimi,
b: korteks hiicrelerinin olagan gériiniimi, c: epidermis hiicrelerinin olagan goriintimii, d: yassilasmis

hiicre ¢ekirdegi, e: korteks hiicre ¢ceperinde kalinlagma, f: epidermis hiicre deformasyonu ve nekroz)
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Krom, canli organizmalara kontamine oldugunda mutasyona sebep olan yiiksek
toksik oOzellikte bir agir metal iyonudur. Kromik asit {iretiminde, paslanmaz ¢elik
tiretiminde, deri isleme ve boya pigmenti tiretimi gibi pek ¢ok alanda kullanilmakta
ve kontaminasyon sonucunda topragi, suyu ve havayi ciddi bicimde kirletmektedir.
Bu c¢alismada, Cr agir metalinin muhtemel toksik etkileri A4.cepa’da fizyolojik,
anatomik ve sitogenetik parametreler kullanilarak arastirilmistir. Fizyolojik etkilerin
belirlenmesinde ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve agirhik artisi, sitogenetik
parametrelerden MI, kromozomal anormallik ve MN olusumu arastirilmistir. Ayrica
K,Cr,07 uygulamasinin 4. cepa dokularinda olusturdugu anatomik hasarlarda kok

ucundan alinan kesitlerle incelenmistir.

Fizyolojik parametrelerden ¢imlenme yiizdesi, agirlik artist ve kok uzunlugundaki
degisimler arastirilmis ve her bir parametrede K,Cr,O; doz artisina bagl olarak
onemli degisimler oldugu belirlenmistir. Cimlenme yiizdesinin kontrol grubu ve
K,Cr,07 uygulanan Grup IL, III ve IV’de sirasiyla %94, %78, %60 ve %40 oldugu
belirlenmistir. Kisaca K,;Cr,O; uygulamasinin 4. cepa tohumlarinda ¢imlenme
yiizdesini azalttigi goriilmustiir. Literatiirde de benzer seklide Cr uygulamasinin
bitkilerde c¢imlenme oranini1 azalttigi rapor edilmektedir [30,31]. Panda ve
arkadaslar1 [66] Cr uygulanan Vigna radiata (L.) Wilczek 'da ¢imlenme oraninin
azaldigini rapor etmislerdir. Cimlenme oranindaki bu azalma Cr’nin bitkilerde amilaz
enzimlerinin aktivitesini inhibe ederek ya da azaltarak embriyo gelisimi i¢in gerekli
olan glikoz kullanimini sinirlamasi ve tohum ¢imlenmesini azaltmasi ile agiklanabilir
[66]. Peralta ve ark. [67] ¢cimlenme olaymin bir tohumun gelisimindeki ilk siirec¢
olmas1 nedeniyle bitkilerin Cr toleransi c¢alismalarinda bir indikatér olarak

kullanilabilecegini belirtmistir.
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Tohumlarda agirhik artist incelenen diger fizyolojik parametrelerdendir ve
tohumlarda agirlik artis1 kontrol grubu ve K,Cr,O7 uygulanan Grup II, III ve IV’de
sirastyla 8.49 g, 5.62 g, 3.05 g ve 1.01 g olarak belirlenmistir. En diisiik agirlik artist
en yiiksek K>Cr,O7 (12.5 mg/L) uygulanan grupta gozlenmistir. Gupta ve ark. [68]
Cr (VD) uygulanan Brassica juncea L.’da taze agirlik oranmin 6nemli diizeyde
azaldigini rapor etmislerdir. Bitkisel dokularda yas ya da taze agirlik kadar kuru agirlik
da Cr toksisitesinden etkilenmektedir. Zurayk ve ark [69] Portulaca oleracea L.
bitkisinde Cr (VI) birikiminin kuru agirlikta azalmaya neden oldugunu bildirmistir.
Cr’nin agirlik artis1 {izerine bu azaltic1 etkisi, kloroplast ve mitokondride yapisal
hasarlarin olugsmasi buna bagh olarak islevlerinin inhibe olmasi ve agirlik artisinin
dolayli olarak etkilenmesi ile aciklanabilir. Bununla birlikte, bitkilerde Cr maruziyeti
klorofil, karotenoid, karbon bilesiklerinin sentez mekanizmalarni inhibe ederek de

agirlik artisii azaltmaktadir [17,70].

Bir bitkinin topraga tutunmasi ve beslenmesi i¢in koklerin saglikli bir gelisim
gostermesi gerekmektedir. K,Cr,O7’nin 4. cepa’da kok gelisimine etkisi radikula
Olctimii yapilarak arastirilmis ve sonugta kontrol grubuna goére kok uzunlugunun
Grup II’de 1.57, Grup III’de 2.52 ve Grup IV’de ise 7.27 kat azaldig1 belirlenmistir.
Shanker ve ark. [3], Cr’nin agir metaller arasinda kok uzunlugu iizerinde yiiksek
toksik etkiye sebep oldugunu vurgulamistir. Pandey ve ark. [30], bezelye bitkilerinde
200 uM Cr(VI) uygulamasmin koék uzunlugunda %18 azalmaya neden oldugunu
rapor etmistir. Rout ve ark. [71] 100 uM Cr(VI) Cr stresi altindaki piring fidelerinin
kok uzunlugunun, kontrol grubuna kiyasla Onemli derecede azaldigini tespit
etmislerdir. Cr uygulamasi ile kok uzamasinda gozlenen azalma kok hiicrelerinin
boliinmesi ve uzamasindaki inhibisyonu veya hiicre dongiisiiniin bozulmasi ile
iligkilendirilebilir [3]. Ayrica Cr uygulamasi, su dengesini bozarak kok hiicrelerinde
plazmolize, kok ylizeyinin zarar gérmesine, kok tiiylerinin ve epidermal hiicrelerin
deformasyonuna neden olarak kok uzamasini ve buna bagl olarak bitki biiytimesini de

engellemektedir [32,34].
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KyCr,O7’nin 4. cepa kok ucu hiicrelerinde genotoksik etkisi kromozomal hasar
boyutunda incelenmistir. Gruplara uygulanan K,Cr,0O7 farkl tiirde kromozomal hasar
olusumuna neden olmus ve fragment, yapiskan kromozom, koprii, kromatinin esit
olmayan dagilimi, c-mitoz ve ters kutuplasma hasarlarina rastlanmistir. K,Cr,O;
dozunun artmasi ile birlikte tiim hasarlarin goriilme sikligi da artmistir. Benzer
sekilde, Gupta ve arkadaslar1 [72] A. cepa’da 48 ve 168 saat siire ile Cr
uygulamasmin yiiksek siklikta fragment ile kromozom kiriklarina ve daha diisiik
diizeyde ise diger kromozomal hasarlara neden oldugunu rapor etmislerdir. Fang ve
arkadaslar1 [73] trivalent ve hekzavalent Cr’nin maya hiicrelerinde ciddi
mutasyonlara neden oldugunu bildirmislerdir. Benzer ¢alismalarda da, Cr’a maruz
kalan hiicrelerde DNA-Cr komplekslerinin olustugu ve bu olusumun kromozomlarda
anormalliklere neden oldugu tespit edilmistir [74-76]. Hiicrelerde nukleusa ulasan
Cr, DNA-fosfat omurgasi ile elektrostatik etkilesime girmekte, fosfat gruplari ile
kovalent bag olusturmakta, kirilmalara ve DNA degredasyonuna neden olmaktadir
[77,78]. Cr’nin bu etkileri DNA iizerindeki direkt etkileridir. Bunun disinda Cr, DNA
tizerinde dolayli etkilere de sahiptir. Cr stresine maruz kalan bitkilerde, serbest
radikaller olusmakta, 6zellikle olusan singlet oksijen, siiperoksit anyonu ve hidroksil
radikali DNA yapisinda ve DNA ile iliskili proteinlerde oksidatif hasara neden
olmaktadir [6]. Cr’nin DNA iizerindeki hem direkt hem de dolayl etkileri sayisal ve
yapisal mutasyonlara ve kromozomal anormalliklere sebep olmaktadir. Bu
calismada, K,;Cr,0O7 uygulamasi sonrasinda A. cepa kok ucu hiicrelerinde gézlenen

kromozomal anormallikler Cr’nin bu etkileri ile agiklanabilir.

Sentromer boliinme hatalari, ig iplik¢igi bozukluklart ve kromozom kiriklarindan
koken alan MN olusumlari, sitotoksisitenin 6nemli bir indikatoradiir [59,60].
K,Cr,07’nin kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi MN sikliginin uygulama dozuna bagl
olarak degistigi, en ylksek MN ise Grup IV’de ortalama 60.10 oraninda
belirlenmistir. Benzer sekilde, Gupta ve arkadaslar1 [72], 4. cepa tohumlarinda 168
saat siire ile 4.0 mg/L Cr ¢ozeltisi uygulamasinin yiiksek oranda MN olusumuna
neden oldugunu tespit etmislerdir. MN olusumu hiicrelerde toksisitenin gostergesidir
ve DNA hasarindan kaynaklanmaktadir. Hiicre boliinmesi anormallikleri ya da ig

ipligi hasar1 sonucunda kromozomal yapilar serbest kalmakta ve bir niikleoplasma ile
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sarilarak ana nukleusa yakin MN meydana gelmektedir. Bu tir MN olusumlari
kromozomal yapidan olustugu icin biiyiik capa sahiptir. Bazi mutajenik ve
karsinojenik ajanlar kromozomlarda kiriklara sebep olmakta ve bu kiriklar MN
olusumuna yol agmaktadir. Bu yolla olusan MN’ler daha kii¢iik ¢apa sahiptir. Hem
kiiciik hem biiyiik yapidaki MN’ler hiicrede toksisitenin varligina isaret etmektedir
[79-83]. Bu calismada, 4. cepa kok ucu hiicrelerinde gozlenen MN olusumu
K,Cr,07 uygulamasinin kromozom kirigy, ig ipligi hasar1 ve mitotik anormalliklere

sebep olabilecegine isaret etmektedir.

MI, bir hiicrenin proliferasyon durumunun bir gostergesidir ve oOzellikle kok
dokusuna ait meristematik bolgede MI oldukga yiiksektir. Bu ¢alisma kapsaminda da
A. cepa kok ucu hiicrelerinden hazirlanan preparatlarda MI oranlar1 belirlenmistir.
Kontrol grubunda %8.7, Grup II’de % 7.83, Grup III’de %6.17 ve Grup IV’de %4.62
olarak bulunan MI yiizdelerinin K,Cr,O; doz artis1 ile azaldigi tespit edilmistir.
Gupta ve arkadaslar1 [72] 4.0 mg/LL Cr uygulamasinin 4. cepa’da MI'i  %79.71
oraninda azalttigin1 rapor etmislerdir. Cr uygulamasi sonrasinda MI de goézlenen
azalmalar, Cr’nin olusturdugu stresin kok hiicrelerinin boliinmesini inhibe etmesi ve
hiicre dongii sliresini uzatmasi ile agiklanabilir. Hiicre siklusunun uzamasi hiicre

proliferasyonunu ve MI oranini azaltmaktadir [3].

K,Cr,07 uygulamast 4. cepa kok ucu hiicrelerinde yassilasmis hiicre cekirdegi,
korteks hiicre ¢eperinde kalinlasma, hiicre deformasyonu ve nekroz seklinde
anatomik hasarlara sebep olmustur. Bu anatomik degisimlerden bazilar1 hiicre
tolerans mekanizmasi ile iligkiliyken, bazi anatomik degisimler ise toksisiteden ileri
gelmektedir. Bitkiler metallerin toksik etkisini tolere edebilmek i¢in dokularda
biriktirme, detoksifikasyon sistemini aktive etme, atilimini arttirma, diger dokulara
gecisi azaltmak icin korteks hiicrelerinin kalinlasmasi, hiicre duvarinda suberin
akiimiilasyonu gibi baz1 mekanizmalar gelistirmistir [84,85]. Bu tolerans
mekanizmalari, ozellikle diisiik konsantrasyonlarda maruziyette gergeklesirken,
anatomik degisime neden olmaktadir. Daha yiiksek konsantrasyonda ise tolerans
mekanizmalar1 da toksisiteye engel olamamakta ve anatomik hasar olusmaktadir. Bu

calismada, ozellikle gozlenen hiicre ¢eperinde kalinlasma anatomik degisime isaret
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etmektedir ve 4. cepa K,Cr,O toksisitesine kars1 tolerans gelistirmektedir. Ozellikle
yiiksek konsantrasyonda K,Cr,O7 uygulamasinda gozlenen hiicre deformasyonu ve

nekroz ise anatomik hasar1 gostermektedir.

Bu calismada, Cr agir metalinin A. cepa kok ucu hiicrelerinde fizyolojik, anatomik ve
sitogenetik etkileri K,Cr,O7 ¢ozeltisi uygulamasi ile incelenmistir. Sonug¢ olarak,
daha ¢ok endistriyel kullanim sonucu ve besin zinciri yoluyla tim canlilara
kontamine olan Cr agir metalinin ciddi toksik etkilere sebep oldugu A. cepa test
materyali kullanilarak belirlenmistir. A. cepa testinin diger 6karyotik testlerle uyumlu
oldugu distintildiigiinde bu toksik etkilerin tiim 6karyotik canlilarda olusabilecegi
muhtemeldir. Bu nedenle s6z konusu maddelerin bilingli kullanimi, kontaminasyonu
en aza indirmek ic¢in gerekli tedbirlerin alinmasi ve toksik etkilerin azaltilmasi i¢in

onlem alinmasi zaruridir.
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