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Oz: Bu calismada, test materyali olarak Allium cepa L. kullamlarak cesitli fizyolojik,
sitogenetik, anatomik ve biyokimyasal parametreler tizerine digsal 4-metil umbelliferonun (4-
MU) doza baglh etkileri arastirildi. Incelenen fizyolojik parametreler: ¢imlenme yiizdesi, kok
uzunlugu, kokeiik sayis1 ve taze agirlik; sitogenetik parametreler: mikroniikleus (MN) sikligi,
kromozom anormalligi (KA) ve mitotik indeks (MI); biyokimyasal parametreler: serbest prolin
icerigi, malondialdehit (MDA) diizeyi, katalaz (KAT) ve siliperoksit dismutaz (SOD)
aktiviteleridir. Sogan kok ucu hiicrelerinde meydana gelen yapisal degisimler anatomik kesitler
alinarak incelendi. Bu amaglar igin, soganlar bir kontrol ve {i¢ uygulama olmak tizere dort gruba
ayrildi. 7 glin siiresince kontrol grubundaki soganlar distile su ile muamele edilirken; uygulama
gruplarindaki soganlar 4-MU’nun 125 uM, 250 uM ve 500 uM dozlar ile muamele edildi. 4-
MU uygulamasi kontrol grubuyla kiyaslandiginda fizyolojik parametrelerde bir azalmaya neden
oldu. Bu uygulama, KA ve MN sikliginda bir artis ile Mi'de bir azalma meydana getirdi. Ayrica,
4-MU muamelesi kontrol grubuyla karsilagtirildiginda KAT ve SOD aktiviteleri ile MDA ve
serbest prolin igeriklerinde de doza bagli olarak bir artisa neden oldu. Ayrica, tim 4-MU
uygulamalar1 sonrasinda, epidermis hiicrelerinde MN olusumu, epidermis ile korteks hiicre
deformasyonlari, kortekste bazi kimyasal bilesiklerin birikmesi, belirgin olmayan iletim dokusu
ve nekroz gibi kok anatomik degisimleri tespit edildi ve bu anatomik degisimlerin 500 uM 4-
MU'da maksimum seviyelere ulastigi bulundu. Sonug olarak, 4-MU incelenen tiim parametreler
tizerinde olumsuz bir etki gosterdi ve bu etkilerin izlenmesi igin Allium test materyalinin yararlt
bir biyoindikator olabilecegi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Allium cepa L., Antioksidan enzimler, Cimlenme, Lipid peroksidasyonu, 4-
metil umbelliferon, Sitogenetik

Using The Allium Test of 4-Methyl Umbelliferone: Physiological, Cytogenetic,
Biochemical and Anatomical Evaluation

Abstract: In this study, the dose dependent effects of exogenous 4-methyl umbelliferone (4-
MU) on various physiological, cytogenetic, anatomical and biochemical parameters using
Allium cepa L. as test material were researched. The physiological parameters examinated were
germination percentage, root length, rootlet number and fresh weight; the cytogenetic
parameters were micronucleus (MN) frequency, chromosome aberration (CA) and mitotic index
(MI); the biochemical parameters were free proline content, malondialdehyde (MDA) level,
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) activities. And the structural changes in root
tip cells were investigated with anatomical sections. Structural changes in onion root tip cells
were examined by taking anatomical sections. For these purposes, bulbs were divided into four
groups as one control and three applications. The bulbs in the control group were treated with
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distilled water; the bulbs in the application groups were treated with 125 uM, 250 uM and 500
uM doses of 4-MU for 7 days. 4-MU application caused a decrease in the physiological
parameters compared to the control group. This treatment created an increase in the frequency
of MN and CA, and a reduce in the MI. In addition, 4-MU application induced an increase as
dose-dependent in CAT and SOD activities and MDA and free proline contents compared to the
control group. Moreover, after all 4-MU application, anatomical changes such as MN formation
in epidermis cells, epidermis and cortex cell deformations, accumulation of some chemical
compounds in cortex, unclear transmission tissue and necrose were identified and these root
anatomical changes were found to reach maximum levels at 500 uM 4-MU. As a result, 4-MU
had a negative effect on all the investigated parameters and it was determined that the Allium
test material could be a useful bioindicator for monitoring these effects.

Key words: Allium cepa L., Antioxidant enzymes, Germination, Lipid peroxidation, 4-methyl
umbelliferone, Cytogenetic

1. Giris

Fransizca bir terim olan ‘Coumarou’ olarak da bilinen kumarin ilk olarak 1820 yilinda
Dipteryx odorata Wild (tonka fasulyesi) agacinin tohumlarindan dogal bir iiriin olarak
elde edilmistir [1]. Bu tarihten itibaren zaman igerisinde ¢esitli bakteri, mantar ve bitki
tirlerinden de ¢ok sayida kumarin izole edilmis, kimyasal yapilari aydinlatilmis,
sentetik olarak degistirilmis ve ¢esitli biyolojik aktiviteleri i¢in yaygin bir sekilde
kullanilmiglardir [2-4]. Kumarinlerin temel yapisi (2H-1-benzopiran-2-on veya 1,2-
benzopiran), bir piron halkasi ile kaynasmis benzenden olusur ve benzopiron bilesikler
ailesine aittir [5]. Kumarin halkasi, bircok hedef bdlgeye baglanmayi kolaylastiran
yapisal ve fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir. Kumarinlerin bu ¢ok yonlii yapisi, cesitli
ikame gruplar1 ve konjugatlartyla kombinasyonlar saglayarak biyolojik aktivitelerini
etkiler. Kumarinlerin bu konjuge sistemi, elektronlar agisindan zengin olmasini saglar
ve iyi yiik tasima ozelliklerini olusturur [6]. Cok farkli ve ¢cok yonli yapisi, kumarin ve
tiirevlerinin tibbi kimya, organik kimya, malzeme ve ¢oklu molekiiler kimya alanlarinda
sayisiz uygulamalarda kullanimina olanak vermektedir. Ayrica parfiim, kozmetik, gida
katki maddeleri, optik parlaticilar [7] ve boya lazerleri [8] gibi alanlarda da genis
uygulamalar1 vardir [9]. Kumarinlerin yiiksek ¢oziniirliikleri, stabiliteleri, yliksek
biyoyararliliklari, terapotik ve farmakolojik aktiviteleri, diisiik toksisiteleri, en az
derecede yan etkileri gibi avantajli 6zellikleri sayesinde ila¢ kesfi ve gelistirmenin
cesitli asamalarinda incelenmelerine katki saglamaktadir [6, 10, 11]. Kumarinlerin en
yiiksek konsantrasyonu meyvelerde, ¢igeklerde ve tohumlarda bulunur, bunu yapraklar,
kokler ve govdeler takip eder [12, 13]. Ayrica lavanta yag1 ve tar¢in kabugu yag: gibi
ucucu yaglarda da kumarinlerin varligi tespit edilmistir [14-16].

4-metil umbelliferon (4-MU), kumarinler sinifina ait bir bilesik olup dikkat ¢ekici anti-
paraziter, anti-kanser ve anti-oksidan aktivitelere sahiptir. [13, 17, 18]. Kimyasal ismi 7-
hidroksi-4-metilkumarin veya hymekromon olan bu bilesik, anason, kimyon, maydanoz
ve dereotunu iceren umbellifeous bitkilerinden (Apiaceae) elde edilir [19]. 4-MU,
benzopiron heterosikl iskeletine sahiptir ve en ¢ok arastirilan kumarin ailesinin sentetik
tiyelerinden biridir. Binlerce sentetik kumarin arasinda ¢ok dikkat ¢cekmesinin nedeni
bilesigin c¢esitli kanser tiirlerinin fototerapi ve kemoterapisindeki potansiyelinden
kaynaklanmaktadir [20]. 4-MU ve tiirevleri ayrica anti-fungal [21], herbisit [22],
insektisit [23], akarisit [24], mollusit ve anti-helmintik [25] gibi potensiyel pestisidal
kullanimlar1 vardir [22]. Ayrica anti-psikotik [26], anti-depresan [27], anafilaksi [28]
hipoglisemik [29], anti-inflamatuar [30] ve anti-bakteriyel [31] gibi ¢esitli biyolojik
ozelliklerinin yaninda anti-anjiyogenik [19] bilesik gibi de davranirlar.
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Cogunlukla sogan olarak bilinen Allium cepa L. tiirli, son taksonomik diizenlemelere
gore Allioideae alt familyasi ile Amaryllidaceae familyasina aittir. Allium cinsi, yaklasik
850 tiir iceren en biiylik monokotil cinslerinden birisidir [32]. A. cepa L., ek ve lifli
koklere sahip, 3-8 adet dikey iki sira halinde diizenlenmis, mat yesil yaprakli olan iki
yillik bir bitkidir. Soganlari, konsantrik ve genisletilmis etli yaprak tabanlarindan
yapilmistir. D1s yaprak tabani kurur, incelir ve cesitli renklere biirlinerek koruyucu
tabakay1 olusturur, i¢ yaprak tabanlari ise sogan gelistikce kalinlagir. Olgun sogan,
kiiresel, oval veya uzun olabilir ve boyutu kiiltivarina baglh olarak degiskenlik gosterir
[33]. A. cepa L., diinya ¢capinda hem sebze hem de lezzet verici olarak kullanilan en eski
kiiltir bitkilerinden biridir [34].

Allium testi mutajenite ve toksisite olmak tizere iki hedefi birlestirir [35]. Toksisite, kok
biliylime inhibisyonu gozlemlenerek o6lgiiliir, mutajenite ise kromozom bozukluk orani
ile iliskilendirilir. Allium testinin duyarliligi, 6rnegin algler veya insan lenfositlerini
kullanan test sistemleriyle ayn1 diizeydedir. Cesitli organizmalar {izerinde yapilan bircok
test, Allium testinin sonuglar ile karsilastirildiginda benzer sonuglar vermistir ve bu da
Allium testini bir izlem testi olarak giivenilir bir test haline getirmektedir [36, 37].
Ayrica bu test hizli, ucuz ve hassas bir yontemdir. Birlesmis Milletler Cevre Programi
(UNEP), Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve ABD Cevre Koruma Ajanst (USEPA)
altindaki  uluslararas1 isbirlik¢i calismalarda ¢evresel Kkirleticilerin  genetik
izlemlenebilmesi igin etkili bir test olarak onaylanmistir [38].

Digsal 4-MU uygulamasiin ¢imlenme ve fide biiylimesi iizerindeki etkileri ile ilgili
siirl sayida ¢aligma bulunmasina ragmen, fidelerin kok ucu hiicrelerindeki antioksidan
enzim aktivitesi, lipid peroksidasyonu, serbest prolin igerigi, MI, KA ve MN siklig1 ve
anatomik degisimler {izerindeki rolii hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Ayrica,
bahsedilen parametreler tizerine 4-MU'nun etkileri soganda ilk kez rapor edilmistir. Bu
nedenle bu ¢alismanin amaci, A. cepa L. nin ¢esitli fizyolojik, sitogenetik, anatomik ve
biyokimyasal parametreleri iizerine 125 uM ila 500 uM arasinda degisen
konsantrasyonlardaki 4-MU'nun etkilerini belirlemektir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitki materyali ve kimyasal madde konsantrasyonu

Bu calismada Erdogan Ekinci Limited Sirketinden saglanan A. cepa L. arastirma
materyali olarak kullanildi. Deneylerde kullanilan 4-MU konsantrasyonlart 125 pM,
250 uM ve 500 puM’dir. 4-MU konsantrasyonlari, tespit edilen EC50 dozuna gore
belirlendi. EC50 dozunun 250 uM oldugu tespit edildi. EC50 dozunun iki kat1 olan 500
uM’lik bir doz ile en diisiik doz olan 125 puM’lik doz tercih edildi. 4-MU, Sigma-
Aldrich firmasindan satin alindi.

2.2. Fizyolojik degisimler ve uygulama prosediirii

Cimlenme deneyleri, bir inkiibatorde, karanlikta ve sabit bir sicaklikta (20°C)
gerceklestirildi. Saghikli ve yaklasik olarak esit biiyiikliikkteki soganlar secildi. Bu
soganlar, 10 dakika siireyle % 2.5 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile sterilize edildi ve 24
saat siireyle ultra-damitilmis suyla yikandi. Bu soganlar dort gruba ayrildi ve her bir
uygulama grubuna ait yirmi adet sogan, plastik kaplarin i¢ine yerlestirildi (Tablo 1).
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Tablo 1. Test gruplari ve ¢ozeltiler

Gruplar Cozeltiler
Grup I/Kontrol Distile su
Grup Il 125 uM 4-MU
Grup 11 250 uM 4-MU
Grup IV 500 uM 4-MU

Plastik kaplar, 7 giin boyunca soganlarin ¢imlendirilmesi amaciyla bir inkiibatore
konuldu. 10 mm kok uzunluguna ulasan soganlar ¢imlenmis kabul edildi. 7. giiniin
sonunda, ¢imlenme yiizdeleri ile kokgiik sayilart belirlendikten sonra fidelerin kok
uzunluklart mm cinsinden o6lglildii ayrica taze agirliklar1 g/fide cinsinden kaydedildi
[39]. Tiim deneyler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi.

2.3. Sitogenetik degisimlerin belirlenmesi

Birkag giin sonra ¢imlenmis A. cepa L. kok uglari, sitogenetik analizler i¢in 1-1.5 cm
uzunlugunda kesilerek alindi. Kesilen kok uglari, hiicre boliinmesi sirasinda boliinmeyi
kontrol edebilecek ilk islem ¢ozeltisi olan doymus para-diklorobenzen ile 4 saat 6n
islemden gegirildi, gece boyunca oda sicakliginda etanol-asetik asit (3:1) soliisyonunda
sabitlendi ve kullanilincaya kadar % 70 etanol i¢inde 4°C'de saklandi. Kok uglari 1 N
HCI igerisinde 60°C'de 15 dakika hidroliz edildi, 1-1.5 saat Feulgen ile boyandi, bir
damla % 45’lik asetik asitle parcalanarak ezildi [40]. 24 saatin sonunda, mikroskobik
preparatlar balzam i¢ine monte edilerek kalic1 hale getirildi. Mitotik fazlar ve mitotik
anormallikler, Olympus CX41 mikroskobu iizerine monte edilmis dijital kamera
(Olympus C-5060) ile fotograflandirildi (500x). Mitotik indeks, yani sayilan boliinen
hiicre yiizdesi, her bir uygulama grubu basina en az 30.000 hiicre (slayt basina yaklasik
10.000 hiicre) analiz edilerek degerlendirildi. Kromozomal anormallikler ise sayilan
2000 boliinen hiicre ylizdesi olarak her bir uygulama grubu igin hesaplandi.
Mikroniikleus (MN) siklik testi, Fenech [41]’in kriterleri baz alinarak gergeklestirildi.
Buna gore:

i- Mikroniikleus hiicre ¢ekirdeginin 1/3'i veya daha kii¢iik olmalidur.
Ii- Mikroniikleus yuvarlak veya oval olmalidir.
iii- Mikroniikleus membrani, hiicre ¢ekirdeginden agik¢a ayirt edilebilir olmalidir.

2.4. SOD ve KAT tayini

SOD ve KAT analizleri i¢in, 0.2 g taze kok materyali toplanmis ve 5 ml sogutulmus
sodyum fosfat tamponu (50 mM, pH 7.8) ile homojenlestirildi. Bu homojenatlar 10000
rpm'de 20 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kismi1 enzim analizleri i¢in kullanildi.
SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich [42] tarafindan Onerilen metoda gore
hesaplandi. 1.5 ml 0.05 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.8), 0.3 ml 130 mM metiyonin,
0.3 ml 750 uM nitroblue tetrazolyum klorid, 0.3 ml 0.1 mM EDTA-Naz, 0.3 ml 20 uM
riboflavin, 0.01 ml stipernatant, 0.01 ml % 4 polivinilpirolidon ve 0.28 ml deiyonize su
igeren bir reaksiyon karigimi hazirlandi. Bu reaksiyon, iki adet 15 W floresan lamba
altinda 10 dakika siireyle tiiplerin tutulmasiyla baslatilmis ve daha sonra tiipler
karanlikta 10 dk siireyle tutularak islem sonlandirilmig ve absorbans 560 nm'de
Olgtilmiistiir [43]. Spesifik SOD aktivitesi (U/mg FW), mg taze agirlik basina birim
olarak ifade edildi.
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KAT aktivitesi, Beers ve Sizer [44] tarafindan Onerilen protokole gore Olgiilmiistiir.
KAT aktivitesi, kullannmdan hemen oOnce hazirlanan 0.3 ml 0.1 M H202, 1.0 ml
deiyonize su ve 1.5 ml 200 mM sodyum fosfat tamponu igeren 2.8 ml'lik bir reaksiyon
karisiminda 25°C'de bir UV-Vis spektrofotometre ile dl¢iilmiistiir. Bu reaksiyon 0.2 ml
stipernatant ilave edilerek baslatildi. KAT aktivitesi, H2O- tiikketiminin bir sonucu olarak
absorbanstaki (240 nm) diislisiin Olgiilmesiyle belirlendi. Aktivite, taze agirlik grami
basina dakikada birim olarak ifade edildi; bir KAT aktivite birimi (OD2sonm/dk. g FW),
240 nm'lik absorbanstaki 0.1’lik bir degisiklik olarak belirlendi.

2.5. Lipid peroksidasyon tayini

Lipid peroksidasyonu, Unyayar vd. [45] tarafindan &nerilen protokole gore belirlendi.
Kok uglart (0.5 g), bir homojenlestirici (Ultraturrax, T25-B) yardimiyla % 5
trikloroasetik asit (TCA) i¢inde homojenlestirildi. Daha sonra bu homojenatlar 24°C'de
12000 rpm'de 15 dk santrifiij edildi. % 20'lik bir TCA soliisyonunda, % 0.5
tiyobarbitiirik asit ve slipernatant, esit hacimli yeni bir tiipe aktarilmis ve 96°C'de 25 dk
kaynatildi. Siire sonunda, tiipler buz banyosuna alinmis ve 5 dakika siireyle 10000
rpm'de santrifiij edildi. Absorbans 532 nm'de &lgiildii ve MDA igerigi 155 M cm™
tikenme katsayis1 kullanilarak hesaplandi ve MDA diizeyleri standart sapma (SS) ile
ortalama olarak ifade edildi.

2.6. Prolin tayini

Serbest prolin igerigi Bates vd. [46]’nin metoduna goére belirlendi. Dondurulmus koék
dokusu (0.5 g), 4°C'de 10 ml % 3 siilfosalisilik asit ile homojenlestirildi. Bu ekstrakt,
Whatman No. 2 filtre kagidi ile siizilmiistiir. Bir test tiipiiniin i¢inde, 2 ml siiziintii, 2 ml
asit-ninhidrin ve 2 ml glasiyal asetik asit karistirildi ve 100°C'de 1 saat siireyle inkiibe
edildi. Bu reaksiyon buz iizerinde sonlandirildi ve reaksiyon karisimi daha sonra 4 ml
toluen ile 6ztimlendirildi. Kromofor igeren toluen, hidrath fazdan ayrildi. 520 nm'de
absorbans, kor olarak toluen ile spektrofotometrik olarak belirlendi. Prolin
konsantrasyonu, standart bir egriye gére hesaplandi ve pmol prolin g/FW olarak ifade
edildi.

2.7. Anatomik degisimlerin belirlenmesi

Sogan koklerinin ylizeyindeki kalintilarin uzaklastirilmas1 amaciyla kok uglar distile su
ile yikandi. Daha sonra kok ucglarindan keskin bir jilet yardimiyla enine kesitler alindi

ve % 2’lik metilen mavisi ile boyandiktan sonra her bir grubun boyanan ornekleri
arastirma mikroskobu ile 500x biiylitmede incelendi [47, 48].

2.8. Istatistiksel analizler

Istatistiksel verilerin analizi i¢in SPSS istatistik V 23.0 (IBM Corp., ABD, 2015) paket
programi kullanildi. Tiim sonuglar, ortalama degerler + standart sapmalar olarak
sunuldu. Ortalama degerler arasindaki farkliliklarin istatistiksel 6nemi, Duncan Multiple
Range Test analizi ile degerlendirildi ve P <0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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3. Sonuglar ve tartisma
3.1. 4-MU'nun fizyolojik parametreler iizerindeki etkisi

A. cepa L.’nin fizyolojik parametreleri iizerine digsal 4-MU'nun etkileri Sekil 1'de
gosterildi. Inkiibasyonun 7. giiniinde kontrol grubunun (Grup I) ¢imlenme yiizdesi %
100+0.0 iken bu deger 125 uM, 250 uM ve 500 uM 4-MU diizeylerinde sirasiyla %
78+£2.8, % 44424 ve % 23+1.2 olmustur. Diger bir ifadeyle, 4-MU’nun artan
konsantrasyonlar1 ¢imlenme yiizdesini kontrolle kiyaslandiginda (Grup I) 125 uM’ da
% 22,250 uM’ da % 56 ve 500 uM konsantrasyonda % 77 azaltmigtir. Benzer sekilde,
sogan fidelerinin kok uzunluklari, kokglk sayilart ve taze agirliklar1 artan 4-MU
diizeyleri ile 6nemli Ol¢lide azalmigtir. Maksimum kdk uzunlugu kontrol grubunda
(Grup I) ortalama 63.24+2.1 mm ve minimum kok uzunlugu 500 uM 4-MU ile muamele
edilen Grup IV'te ortalama 16.7+0.6 mm olarak Ol¢lilmiistiir. Kok uzunlugu, kontrol
grubuna (Grup I) gore 4-MU ile muamele edilen Grup IlI'de 8.9 mm, Grup lll'te 31.4
mm ve Grup IV'de 46.5 mm azalmistir. Distile su ortaminda ¢imlendirilen Grup I
(kontrol) soganlarinin kokgiik sayist 47.6+1.4 iken bu deger 125 uM 4-MU
konsantrasyonunda 33.5+1.1, 250 uM 4-MU’da 26.9+0.7 ve 500 uM 4-MU’da
14.8+0.3 olmustur. 500 uM 4-MU koketik sayisini kontrol grubuna gore yaklasik 3.2
kat azaltmistir (Sekil 2). Gruplarin ortalama taze agirliklart Grup I'de 19.3+1.0 g, Grup
II'de 14.6+£0.8 g, Grup IllI'de 10.7+0.5 g ve Grup IV'te 7.1+0.2 g olarak belirlendi.
Maksimum taze agirlik, kontrol grubunda (Grup I) ve en diisiik taze agirlik ise 4-MU’un
500 uM'lik bir dozu ile muamele edilen Grup IV'te belirlendi. Bu diisiisler istatistiksel
olarak Onemlidir (p<0.05). Dissal 4-MU'nun tohum ¢imlenmesi ve fide biiylimesi
tizerindeki etkileri hakkinda az sayida calisma bulunmasina karsin, s6z konusu
kimyasalin sogan ¢imlenmesi ve biiyiimesi iizerindeki etkileri konusunda yapilmis bir
calisma bulunmamaktadir. Abenavoli vd. [49] ve Li vd. [50], 100 uM ve 125 uM 4-MU
uygulanmasinin Arabidopsis thaliana tohumlarinda birincil kok biiylimesini azaltarak
tohum c¢imlenmesini engelledigini ve ayrica kalin ve yuvarlak kok killarinin olusumuna
ve diizensiz ayrilmis kok gelisimine yol agtigini bildirmislerdir. Benzer sekilde
Bernhard [51], 10* M dissal 4-MU'ya maruz birakilan Raphanus sativus L.
tohumlarinda kayda deger bir ¢imlenme inhibisyonunun meydana geldigini tespit
etmistir ve s6z konusu arastirmacilarin bulgulariyla bu ¢alismanin sonuglar tutarlilik
gostermektedir. Harashima ve Schnittger [52], bitkilerin kok biiyiimesinin dogrudan
uzama seviyesine ve farklilasma asamasindaki hiicre sayisima bagh oldugunu
bildirmistir. Gii¢li bir kok biiyiimesi i¢in saglikli bir mitotik bolinme sarttir [53]. 4-
MU'un kok sayist ve kok uzamasi iizerindeki inhibe edici etkisi, hiicre boliinmesinin
azalmasindan kaynaklanabilir. Ciinkii bu ¢alismada 4-MU kok ucu meristem
hiicrelerinin mitotik aktivitesini azaltmistir (Sekil 3). Ayrica 4-MU ortaminda
soganlarin taze agirligi ve su igeriginin azaldigini gésteren sonuglar koklerin yeterli su
almamas1 ile agiklanabilir (Sekil 1). Diger yandan, s6z konusu uygulama hiicrelerde
lipid peroksidasyonunu artirarak (Sekil 6) membran hasarina neden oldugu i¢in sogan
¢imlenmesine miidahale etmis olabilir.
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Sekil 1. A. cepa L.'nin baz1 fizyolojik parametreleri iizerine 4-MU’ nun etkisi. Grup I (kontrol) distile su;
Grup II 125 pM 4-MU; Grup III 250 pM 4-MU; Grup 1V 500 pM 4-MU ile muamele edilmistir. Hata
cubuklar standart sapmay1 gostermektedir (+ SS)
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Sekil 2. A. cepa L. soganlarinin yedinci giin sonundaki ¢imlenme durumlari. Grup I (kontrol) distile su;
Grup 11 0.125 uM 4-MU; Grup 111 250 pM 4-MU; Grup 1V 500 uM 4-MU ile muamele edilmistir. Olgek
=1lcm

3.2. 4-MU'nun sitogenetik parametreler iizerindeki etkisi

Baz1 kimyasal ajanlar stressiz kosullarda bile mitotik diizensizliklere, hiicre
bozulmalarina ve kromozomal anormalliklerine neden olabilirler [54, 55]. Gozden
gecirilen literatiir incelemeleri sonucunda fidelerin kok ucu hiicrelerinde mitotik indeks
(MI), mikroniikleus (MN) sikligi ve kromozomal anormallikleri (KA'lar) gibi
sitogenetik parametreler lizerine digsal 4-MU'nun etkileri hakkinda herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, mevcut ¢alismanin sitogenetik sonuglar ilk kez
rapor edildiginden son derece Onemlidir. Konsantrasyon artisina paralel olarak, 4-
MU'nun MI, MN frekans: ve KA'ler iizerindeki toksik etkisi artmustir (Sekil 3). Bir test
bilesiginin sitotoksisite dilizeyi, c¢evresel biyoizlem c¢alismalarinda sitotoksisite
parametresi olarak kullanilabilen Mi'deki artis veya azalmaya bagli olarak belirlenebilir
[56]. Veriler incelendiginde MI kontrol grubunda (Grup I) % 10.4+0.9, Grup 1I' de %
7.7+0.7, Grup HI' de % 5.5+0.3 ve Grup IV'de ise % 3.140.1 olarak belirlendi. 4-MU"ya
maruziyetin bir sonucu olarak, bahsedilen gruplarda Mi, kontrole (Grup I) gére sirastyla
yaklasik % 2.7, % 4.9 ve % 7.3 oraninda azalmistir. Bu bulgulara bagl olarak, artan 4-
MU dozu ile MI'in azaldig1 gézlemlendi. Yani MI ve 4-MU uygulama dozlar1 ters orant
sergilemiglerdir. 4-MU'nun, uygulama dozuna bagli olarak A. cepa L. kdk ucu
hiicrelerinde MN olusumunu tesvik ettigi bulunmustur. Mikroskobik incelemeler
sonucunda, kontrol grubu olan Grup I'de MN olusumunun ¢ok az (% 0.3+0.4) oldugu
gozlendi. Ancak artan 4-MU dozlart ile uygulama gruplarindaki MN olusum orani
artmistir. MN sikligi Grup II' de % 12.1£0.6, Grup 111" de % 22.8+1.4 ve Grup 1V' de %
37.4+1.9 olarak belirlendi. Grup IV'te, MN sayis1 Grup I'e (kontrol) gore 37.1 kat
arttmistir.  Mevcut veriler, 4-MU uygulamasinin soganlarin kok ucu meristem
hiicrelerindeki KA sayisini  arttirdigini - gosterdi.  Ornegin, distile su ortaminda
cimlendirilen Grup I (kontrol) soganlarinin kok ucu meristemlerindeki KA'lerin sikligi
% 0.740.5 iken bu deger 125 uM 4-MU konsantrasyonunda % 14.9+0.9, 250 uM' da %
35.2£14 ve 500 pM’ da % 52.7£1.6 olmustur. 500 uM 4-MU uygulamas1 ile
anormalliklerin siklig1, kontrol grubuna (Grup I) gore 52 kat arttmistir. Her bir grup
diger gruplardan istatistiksel olarak farkli sonuglara sahip olmustur (p<0.05). MN ve
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KA'lerin sikligindaki dikkate deger artiglar, 4-MU'nun A. cepa L. icin genotoksik bir
ajan oldugunu agikca gostermistir.
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Sekil 3. A. cepa L.'nin baz1 sitogenetik parametreleri tizerine 4-MU nun etkisi. Grup I (kontrol) distile su;
Grup II 125 pM 4-MU; Grup III 250 pM 4-MU; Grup 1V 500 pM 4-MU ile muamele edilmistir. Hata
cubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir (+ SS)

Sekil 4’te, kok ucu meristem hiicrelerinin  mikroskobik incelemesi sirasinda
gozlemlenen normal mitotik evreleri ve Sekil 5’te anormal mitotik evreleri
gostermektedir. En belirgin anormallikler: niikleer tomurcuklu gekirdek (Sekil 5a),
mikroniikleus (Sekil 5b), kromozom yapisikligi (Sekil 5¢), diizensiz profaz (Sekil 5d),
vakuolasyon ¢ekirdekleri (Sekil 5e), diizensiz anafaz (Sekil 5f), anafazda kutup
diizlesmeleri (Sekil 5g), anafazda kalgin kromozomlar (Sekil 5h, 1, j), anafazda ¢oklu
koprii olusumu (Sekil 51), telofazda kalgin kromozom (Sekil 5k, ), anafaz/telofazda
kutup kaymalar1 (Sekil 5j, 1) olarak belirlendi. Bir niikleer deformasyon olan
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vakuolasyon ¢ekirdekleri, mitoz boliinmesinin S faz1 sirasinda DNA sentezi {izerindeki
bir niikleer 214 zehirinin baskilayic1 etkisinin bir gostergesidir [57]. Niikleer
tomurcuklu  ¢ekirdekler, c¢ekirdege katilmalar1 disinda  morfolojik  olarak
mikroniikleuslara benzerlik gostermektedir [58]. MN olusumu ve niikleer tomurcuk
olusumu, genetik materyallerin kayb1 ile sonug¢lanabilir [59]. Gézlemlenen MN, telofaz
evresi sirasinda her iki kardes c¢ekirdegin dahil edilememesinden ve telofazda geride
kalan kromozomlardan ve kromozom kirilmalardan kaynaklanir [60, 61]. Diizensiz
profaz, ig ipliklerinin baglanamamasindan veya esit olarak ayrilamamasindan dolay1
meydana gelir ve kromozom kaybina neden olabilir [62]. Diizensiz anafaz,
kromozomlarin hiicreye diizensiz bir sekilde yayilmasina izin veren eksen diizenegi
bozuklugundan kaynaklanabilir [63]. Anafazda koprii olusumu, biiyiikk bir olasilikla
kromozom yapisikligindan ve bozulmus kromozom ayrisimindan meydana gelmektedir.
Koprii olusumu, muhtemelen kromozom yapiskanligi nedeniyle veya esit olmayan
translokasyon sonucu ve kromozomda yapisal mutasyona neden olarak kromatidlerin
veya kromozomlarin birlesmesi ve kesintiye ugramasindan olusmaktadir [64]. Anafaz
ve telofazda kutup kaymalari, ig bozukluklarindan kaynaklanmaktadir [65]. Kalgin
kromozomlar ise esit olmayan kromozomlara sahip kardes hiicrelerdeki diizensiz sekilli
veya esit olmayan boyuttaki ¢ekirdeklerden tiiremislerdir [66].

10 pm 10 p m

Sekil 4. A. cepa L. k6k ucu meristem hiicrelerindeki normal mitoz evreleri; a- interfaz; b- profaz; c-
metafaz, 2n = 16 kromozom; d- anafaz; e- telofaz. Olgek= 10 um
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‘ 10 pm 10 pm 10 um

Sekil 5. Digsal 4-MU ile indiikklenen A. cepa L. kok ucu hiicrelerindeki kromozomal anormallikler; a-
niikleer tomurcuklu ¢ekirdek=0k; b- mikroniikleus=0k; c- kromozom yapisikligi; d- diizensiz profaz; e-
vakuolasyon g¢ekirdekleri; f- diizensiz anafaz; g- anafazda kutup diizlesmeleri=oklar; h- anafazda kalgin
kromozomlar=oklar; 1- anafazda ¢oklu koprii olusumu ve kalgin kromozom=ok; j- anafazda kutup
kaymasi (gri ok) ve kalgin kromozom (siyah ok); k- telofazda kalgin kromozom=ok; I- telofazda kutup
kaymasi (gri ok) ve kalgin kromozom (siyah ok) Olgek = 10 pum
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3.3. 4-MU'nun biyokimyasal parametreler iizerindeki etkisi

Normal kosullar altinda yetistirilen fidelerin koklerinde SOD ve KAT aktiviteleri, lipid
peroksidasyonu ve serbest prolin icerigi gibi biyokimyasal parametreler iizerine digsal
4-MU'nun etkileri ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu arastirmadan
elde edilen biyokimyasal bulgular son derece dnemlidir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tehlikeli sitotoksik molekiillerdir, ancak aynm1i zamanda antioksidan savunma
mekanizmalartyla iligkili genlerin ekspresyonunu diizenlemek igin ara sinyal
molekiilleri olarak da iglev goriirler. Bitkiler, ROS'un neden oldugu hasarla basa ¢ikmak
igin antioksidan sistemlere sahiptirler [67-69]. Antioksidan enzimler bu sistemlerin
Oonemli bir pargasint olustururlar. Antioksidan enzimler arasinda; siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve dioksijene orantisizligini katalizleyen SOD ile
H20:2'yi ortadan kaldiran KAT yer almaktadir. SOD, aktif bolge metal kofaktoriine (Mn,
Fe veya Cu, Zn) baglh olarak bilinen {i¢ siifi olan ve oksidatif strese karsi korumada
anahtar rol oynayan metalloenzimlerdir. KAT, niikleer genler tarafindan kodlanan ¢oklu
izozimler olarak var olan tetramerik homoproteinlerdir. Cogunlukla peroksizomlarda ve
glioksizomlarda bulunurlar [70]. Bu g¢alismada, 4-MU uygulamasmin neden oldugu
oksidatif stresi izlemek i¢in SOD, KAT, MDA ve prolin analizleri kullanildi. Sekil 6, 4-
MU tarafindan indiiklenen SOD, KAT MDA ve prolin seviyelerindeki degisiklikleri
gostermektedir. Artan 4-MU dozlari, A. cepa L. koklerinde SOD ve KAT aktivitelerinde
onemli bir artis1 tetikledi. 4-MU ile muamele edilen gruplarda artan KAT ve SOD
aktiviteleri, bu antioksidan sistemin oksidatif stres varliginda indiiklendigini
gostermektedir. SOD aktivitesi Grup I' de (kontrol) 36+1.7 U/mg FW, Grup II' de
67+2.9 U/mg FW, Grup III' te 93+3.1 U/mg FW ve Grupta [V’ de 118+3.6 U/mg FW
olarak dl¢tilmis iken Grup I, Grup II, Grup III ve Grup IV'in KAT seviyeleri sirastyla
0.6+0.2 OD24onm/dk. g FW, 1.5+0.2 OD24onm/dk. g FW, 2.4+0.6 OD24nm/dk. g FW ve
3.7+0.9 OD2sonm/dk. g FW olarak belirlendi. Bu iki enzimin yiiksek diizeyleri, 4-
MU'un A. cepa'da asirt ROS iiretimine neden oldugunu gostermektedir (Sekil 6).
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Sekil 6. A. cepa L.'nin baz1 biyokimyasal parametreleri tizerine 4-MU’nun etkisi. Grup I (kontrol) distile
su; Grup I 125 uM 4-MU; Grup IIT 250 uM 4-MU; Grup 1V 500 uM 4-MU ile muamele edilmistir. Hata
¢ubuklari standart sapmay1 géstermektedir (= SS)

Lipid peroksidasyonu, ROS ve lipidlerin, 6zellikle ¢coklu doymamis yag asitlerinin ve
MDA iiretiminin oksidatif yikimina neden olan metabolik bir siirectir [71]. Hiicre
membran hasari, MDA igeriginin artmasina neden olur [72]. MDA, membran
lipidlerinin oksidatif bir {irtiniidiir ve oksidatif stres diizeylerini gosteren biyolojik bir
belirtegtir [73]. ROS, lipidler, proteinler, RNA ve DNA dahil olmak {iizere biyolojik
molekiillerin peroksidasyonuna zarar verir [74, 75]. Serbest oksijen gruplari, DNA
tizerine etki ederek niikleik asitlerde mutasyonlara ve kromozomlarda degisikliklere
neden olabilirler [76]. MDA diizeyleri doza bagli olarak 4-MU uygulamasinin bir
sonucu olarak onemli 6lgiide yilikselmistir. Kontrol grubu (Grup 1) koklerinde MDA
igerigi ortalama 4.5+1.3 umol/g FW olarak 6l¢iiliirken, 4-MU dozlarindaki artisa paralel
olarak MDA igerigi artis gostermistir. Grup II, Grup III ve Grup IV'in MDA diizeyleri
sirastyla 8.4+1.8 umol/g FW, 15.942.9 umol/g FW ve 22.7+£3.5 umol/g FW olarak
belirlendi. 4-MU uygulamasi sonucunda MDA diizeylerinde gozlenen artislar,
antioksidan-oksidan dinamiklerinde bozulma oldugunu gostermektedir (Sekil 6).
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Prolin, ozmotik strese maruz kalan bitkilerde en yaygin iiretilen ozmolitlerden birisidir
[77]. Bir ozmolit olan prolin, ozmotik stres altinda ozmotik potansiyel ve turgorun
korunmasinda 6nemli bir rol oynayabilir [78, 79]. Aynm1 zamanda prolin, dehidrasyon
sirasinda proteinleri ve hiicresel membranlar1 stabilize ederek hiicreleri koruyan ana
bilesiktir [80-82]. Prolin bitkilerde glutamat ve ornitin yoluyla sentezlenir. Ozmotik
stres altinda, glutamat yolu, prolin {iretiminin ana kaynagidir. Prolin oksidaz,
ozmolitlerin birikmesinden sorumlu ana diizenleyici enzimdir, bu enzim prolini
glutamata dontistiirtir [83]. Bu arastirmada kontrol grubu (Grup I) koklerinin serbest
prolin igerigi 14.8+1.3 pmol/g FW olmustur. Bu deger Grup II' de 25.3+1.7 umol/g FW,
Grup HI' te 37.4+2.0 pumol/g FW ve Grup IV' te 46.9£3.5 umol/g FW olarak
Olclilmiistiir. Yani 4-MU uygulamas1 kontrole gore serbest prolin igerigini 125 uM' de
yaklasik 1.7 kat, 250 uM' de 2.5 kat ve 500 uM konsantrasyonda 3.1 Kat artirmistir
(Sekil 6). Bu artislar istatistiksel olarak oOnemlidir (p<0.05). Mevcut c¢alisma
bulgulartyla uyumlu olarak, MDA ve prolin birikimi arasinda pozitif bir iligki
kaydedildi [84], bu ozmolitin iiretilen ROS'u temizlemeye etkin bir sekilde katildigini
ve boylece hiicreleri oksidatif hasardan korudugunu diisiindiirmektedir [85].

3.4. 4-MU'nun anatomik parametreler iizerindeki etkisi

Sogan kok ucu meristem hiicrelerinde digsal 4-MU'nun neden oldugu anatomik
degisiklikler ve hasarlar Sekil 7'de gosterildi. Mikroskobik incelemeler sonucunda
kontrol grubunun (Grup I) kék ucu meristem hiicrelerinde hi¢bir anatomik hasar tespit
edilmedi. 4-MU uygulanan gruplarin kok ucu anatomik kesitlerinde ise MN olusumu,
belirgin olmayan iletim dokusu, nekroz, epidermis/korteks hiicre deformasyonlar1 ve
bazi kimyasal bilesiklerin kortekste birikmesi gibi anatomik hasarlar ve degisimler
gbzlendi. Epidermis hiicrelerindeki deformasyon (S$ekil 7g), hiicre zarinin karakteristik
yapisindaki bozulma ile agiklanabilir. 4-MU kok yapisina ilk olarak epidermis dokusu
yoluyla girdigi i¢in, etkiler burada baslamaktadir. 4-MU tarafindan indiiklenen bir lipid
peroksidasyonu (Sekil 6) epidermal membran yapisina zarar verebilir ve hiicre
deformasyonlarin1 meydana getirebilir. Kok dokusunda epidermis tabakasini gecebilen
kimyasal ajanlar kortekse ulasirlar. 4-MU uygulamasi sonrasinda korteks hiicrelerinde
madde birikimi (Sekil 7h) gibi anatomik degisimler toksisiteye karsi gelistirilen
tepkilerdir. Ancak bazi durumlarda yiiksek toksik etki anatomik degisikliklerden c¢ok
anatomik hasarlara neden olabilir. Bu c¢alismada gozlenen nekroz (Sekil 7f) ve
epidermis/korteks hiicrelerindeki deformasyonlarmin (Sekil 7g, 1) 500 uM 4-MU
uygulama grubunda baskin olmasi da bu hipotezi dogrulamaktadir. Yiiksek 4-MU
uygulamasinda daha baskin olarak goézlenen nekrozlar geri doniisiimsiizdiir. Bitkiler
veya bitki hiicre kiiltiirleri strese maruz kaldiklarinda nekrotik morfoloji ile hizli hiicre
Olimiini baslatirlar. Nekrotik alanlar kahverengi-siyah lekeler olarak goriiniirler. Bu
nedenle, 4-MU uygulamasindan sonra kortekste bazi kimyasal bilesiklerin birikimi
(Sekil 7h), hasardan ziyade kimyasala maruziyete kars1 anatomik bir adaptasyondur. Bu
verilerden, diisikk 4-MU uygulamalarinda daha fazla anatomik degisikligin g6zlendigi
ve yiikksek 4-MU uygulamasinda ise ciddi anatomik hasarlarin meydana geldigi
sonucuna varilmistir. Gortildiigu gibi literatiirde sogan bitkisinin kok anatomisi lizerine
4-MU etkisine dair herhangi bir veri rapor edilmemistir. Bu nedenle, 4-MU ile ilgili
mevcut ¢aligmanin anatomik sonuglari ilk kez rapor edildiginden son derece onemlidir.
Literatiirde cesitli toksik ajanlara karsi A. cepa kok anatomisinde belirgin olmayan
iletim dokusu, hiicre ¢ekirdeginde diizlesme, korteks hiicre duvarinda kalinlasma,
epitel/korteks hiicre deformasyonu gibi bir¢ok anatomik adaptasyon ve hasarin meydana
geldigi bildirilmistir [47, 48].
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Sekil 7. Digsal 4-MU ile indiiklenen A. cepa L. kék meristem hiicrelerindeki anatomik degisimler; a-
kontrol grubunda epidermis hiicrelerinin normal gériintimii; b- kontrol grubunda iletim dokusunun normal
goriiniimii; c- kontrol grubunda korteks hiicrelerinin normal goriiniimii; d- 4-MU ile muamele edilen
gruplarda epidermis hiicrelerinde MN olusumu=ok; e- 4-MU ile muamele edilen gruplarda belirgin
olmayan iletim dokusu; f- 4-MU ile muamele edilen gruplarda nekroz=ok; g- 4-MU ile muamele edilen
gruplarda epidermis hiicre deformasyonu=ok; h- 4-MU ile muamele edilen gruplarda korteks hiicrelerinde
madde birikimleri=oklar; 1- 4-MU ile muamele edilen gruplarda korteks hiicrelerinin deformasyonu=oklar

4. Sonug

Bu calisma, digsal 4-MU'un doza bagh c¢oklu etkilerini kapsamli bir sekilde
arastirmigtir.  Soganin burada incelenen fizyolojik, sitogenetik, biyokimyasal ve
anatomik parametreleri {lizerine digsal 4-MU uygulamasinin etkileri ile ilgili mevcut
literatiir verisi bulunmamaktadir. Bu nedenle, mevcut ¢calismanin sonuglari ilk kez rapor
edilmektedir. Bu sonuglar 4-MU'un, A. cepa L. kdk anatomik yapisini, ¢imlenme, kdk
uzunlugu, kokeiik sayis1 ve taze agirlik gibi fizyolojik parametrelerini, MI, MN siklig1
ve KA'lar gibi sitogenetik parametrelerini ve SOD, KAT, MDA ve prolin igerigi gibi
biyokimyasal parametrelerini etkileyen toksik bir bilesik olarak hareket ettigini
gostermektedir. Ayrica, bu calismanin tutarli sonuglari, A. cepa'nin c¢esitli kimyasal
ajanlarin aktivitelerini degerlendirmede faydali bir model oldugunu gostermistir.
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Arastirmacilarin Katki Oram Beyani

Dilek Cavusoglu: Arastirma, inceleme ve Diizenleme, Orijinal Taslak Yazim, Yazilim, Gorsellestirme.

Destek ve Tesekkiir Beyani

Bu ¢alismanin yazar1 olarak herhangi bir destek ve tesekkiir beyanimin bulunmadigini bildiririm.

Catisma Beyam

Bu calismanin yazar1 olarak herhangi bir ¢catisma beyanimin bulunmadigini bildiririm.

Etik Kurul Onay1 ve/veya Aydinlatilmis Onam Bilgileri

Bu ¢alismanin yazari olarak herhangi bir etik kurul onay1 ve/veya aydinlatilmis onam bilgileri beyanimin
bulunmadigini bildiririm.
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