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OZET: Bu caligmada, farkhh dozlarda Krom agir metalinin (K,Cr,0;) Allium cepa L.’de fizyolojik,
sitogenetik ve anatomik etkileri arastirilmistir. Fizyolojik parametre olarak ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu
ve agirlik artigi; sitogenetik parametre olarak mikronukleus (MN) sikligi, kromozomal aberasyonlar ve mitotik
indeks (MI) ele alinmigtir. K,Cr,O; uygulamasi ile ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu, agirlik artisi ve Ml
oranlarinin azaldigi, MN siklig1 ve kromozomal hasarlarin ise arttig1 belirlenmistir. En belirgin toksik etki ise
12.5 mg/L K,Cr,0; uygulanan grupta gozlenmistir. Mikroskobik incelemeler neticesinde K,Cr,O7 nin tegvik
ettigi kromozomal hasarlar; kromatinin esit olmayan dagilimi, fragment, yapiskan kromozom, kromozom
kopriisii, c-mitoz, ters kutuplagsma olarak belirlenmistir. K,Cr,O; uygulamasmin kromozomal hasarlar
icerisinde en biiylik etkinin fragment olusumu {izerine oldugu tespit edilirken, en az oranda goézlenen
kromozom hasarmin ise ters kutuplagsma oldugu belirlenmistir. Ayrica K,Cr,0; uygulamasi kdk ucu
meristematik hiicrelerinde yassilasmis hiicre ¢ekirdegi, korteks hiicre ¢eperinde kalinlagma, hiicre
deformasyonu ve nekroz seklinde anatomik hasarlara neden olmustur. Sonug olarak, K,Cr,0;’nin A. cepa’da
fizyolojik, sitogenetik ve anatomik agidan ciddi toksik etkilere neden oldugu, bu etkinin de doza bagimli
olarak gerceklestigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler — Allium cepa L., K,Cr,0;, kromozomal hasar, mikroniikleus, mitotik indeks

Investigation of Toxic Effects of Chromium (K,Cr,0O-) in Allium Cepa L

ABSTRACT: In this study, physiological, cytogenetic and anatomic effects of Chromium heavy metal
(K5Cr,07) with different doses were investigated in Allium cepa L. Germination percentage, root length and
weight gain were investigated as physiological parameters; micronucleus (MN) frequency, chromosomal
aberrations and mitotic index (MI) were investigated as cytogenetic parameters. It was determined that
germination percentage, root length, weight gain and MI decreased, MN 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,0O; treatment. Unequal distribution of chromatin, fragment, sticky chromosome,
chromosome bridge, c-mitosis and reverse polarization were observed as chromosomal aberrations induced by
K,Cr,0,. 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,0O; 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,O; has serious physiological, cytogenetic and
anatomic toxic effects in A. cepa and it has been determined that this effect is dose dependent.

Keywords — Allium cepa L., K,Cr,0, chromosomal aberrations, micronucleus, mitotic index
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1. Giris

Gelisen teknoloji ve hizla artan endiistrilesme, diinya niifusundaki artigla beraber c¢evre
kirliligi sorununu da ortaya cikarmistir. Cevre kirliligi ise canlilarin olumsuz yonde
etkilenmesine, hastaliklarin artmasina ve biyolojik ¢esitliligin azalmasina neden olmustur.
Canlilar1 olumsuz yonde etkileyen ¢evre kirliliginin baslica unsurunu agw metaller
olusturmaktadir.

Agir metaller, atom numaras1 20’den fazla ve 6zgiil agirhklar 5 gr/em®den biiyiik olan
elementlerdir. Yeryiiziinde dogal olarak bulunan, bozulmayan ya da yok edilemeyen
bilesiklerdir. Agir metal kirliliginin ve kontaminasyonun en Onemli kaynagi endiistriyel
kullanimlardir. Endiistrilerde ¢esitli amaclarla kullanilan metallerin, kullanim sonrasinda
alic1 ortama desarj1 ¢evreyi ve tiim canlilar1 biiyiik bir riske sokmaktadir. Agir metaller
dogal yollarla ya da gesitli endiistriyel faaliyetler sonucu sularda da 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, pestisit ve yapay giibre kullanimi, boya sanayisi ve araba
egzoz gazlarinin salinimi yoluyla meydana gelmektedir (Duffus ve Worth, 1996; Baldwin
ve Marshall, 1999; Kafadar ve Saygideger, 2010; Giir ve ark. 2004).

Agir metallerle, her tiirlii kontaminasyon, canlilarda cesitli toksik etkiler meydana
getirmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarina maruziyet hiicre membranina zarar verebilir,
enzim spesifitesini degistirebilir, hiicresel fonksiyonlari durdurabilir ve DNA’nin yapisini
bozabilir. Agir metalin toksik etkisi metalin tiirline, konsantrasyonuna, ortam pH’ma ya da
metal iyonlarinin ¢oziintirligiine gore farklilik gostermektedir (Volesky, 1990).

Agir metaller arasinda yer alan Krom (Cr) ise periyodik cetvelin VI B grubunda yer alan bir
gecis metalidir. Diinyada en fazla bulunan elementler arasinda 7. sirada bulunmakta ve
diinyada yilda yaklasik 107 ton civarinda Cr iiretimi gerceklestirilmektedir (Han ve ark.
2004). Deri isleme, paslanmaz celik {iretimi, boya pigmenti ve kromik asit {iretimi gibi pek
cok endiistriyel alanda kullanilan Cr, genis kullanim alanlari nedeniyle ciddi
kontaminasyonlara da yol agmaktadir (Shanker ve ark. 2005; Cervantes ve ark. 2001).
Yiiksek toksik ozellik sergileyen Cr, canli organizmalarda hiicre membran yapisina zarar
vermekte, mutasyona, organel fonksiyonunda bozulmalara ve metabolik yollarda da
inhibisyona neden olmaktadir (Kimbrough ve ark. 1999). Cr maruziyeti sonucunda
bitkilerde serbest radikaller olusmakta ve bu radikaller hiicrelerde makro molekiillerde
oksidatif hasara neden olmaktadir (Vajpayee ve ark. 2001; Zayed ve Terry, 2003).

Bu ¢alismada, K,Cr,07 kullanilarak Cr’nin muhtemel toksik etkileri fizyolojik, anatomik ve
sitogenetik parametreler kullanilarak, A. cepa test materyali yardimiyla arastirilmistir.
Fizyolojik etkilerin belirlenmesinde; c¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve agirlik artisi,
sitogenetik parametrelerin belirlenmesinde; mitotik indeks (MI), kromozomal anormallik ve
mikronukleus (MN) olusumu indikatér olarak kullanmilmistir. Ayrica KyCr,07
uygulamasinin A. cepa kok ucu meristematik hiicrelerinde olusturdugu anatomik hasarlarda
incelenmistir.
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2. Materyal ve Yontem
2.1. K,Cr,07 Uygulamasi

Kok ucu preparatlarinin hazirlanmasinda esit biiytikliikkte A. cepa tohumlart kullanilmaistir.
Tohumlar 1 kontrol ve 3 uygulama grubu olmak iizere toplam 4 gruba ayrilmis, seyreltik
sodyum hipoklorit ile dezenfekte edilmistir. Her bir gruba ait 6rnekler 85x100 ¢apindaki
steril beherler icerisinde ve oda sicakliginda 72 saat siiresince ¢imlenmeye birakilmustir.
Kontrol gurubu (Grup I) tohumlar ¢esme suyu ile Grup II: 2.4 mg/L K,Cr,07 ile Grup IlI:
8.0 mg/L K,Cr,07 ile Grup IV ise 12.5 mg/L K,Cr,0y ile ¢imlendirilmistir. Tohumlarin
¢imlenme siiresince kurumalarint 6nlemek i¢in gruplarin kimyasal ¢ozelti ve su miktarlari
kontrol edilmistir. Uygulama periyodu sonrasinda, ¢imlenmis kok uclari distile sudan
gecirilmisg, ardindan standart preparat hazirlama metotlariyla sitogenetik analizler i¢in hazir
hale getirilmistir (Wei, 2004).

2.2. Cimlenme Yiizdesi, Kok Uzunlugu ve Agirhk Kazanimm Tespiti

Cimlenmis tohumlarin kok ucu uzunluklar1 radikula olusumu esas alinip milimetrik cetvelle
Olciilmiistiir. Agirlik kazanimlar1 da uygulama periyodu dncesinde ve sonrasinda hassas
terazi ile Olgililen tohum agirliklart arasindaki farkliliklar g6z Oniinde bulundurularak
belirlenmistir (Atik ve ark. 2007).

Uygulama periyodunun diger bir parametresi olan tohum ¢imlenme yiizdesi ise asagidaki
esitlik kullanilarak tespit edilmistir.

Cimlenen Tolum Sayia
Toplam Tohum Sawvis:

= 100

Cimlenme Yiizdesi (%) =

2.3.  Kromozomal Anormallik, Mikronukleus (MN) ve Mitotik indeks (MI) Tespiti

Kromozomal hasarlarin belirlemek amaciyla her bir gruba ait tohum kok uglarindan
yaklagik olarak 1 cm uzunlugunda kesitler alinip 2 saat boyunca “Clarke” fiksatorii icinde
(3 Etanol/1:Glasial Asetik Asit) fiksasyona tabii tutulmustur. Fiksasyon sonrasinda 15
dakika siireyle %96’lik etanol ile yikanmis ve +4°C’de %70’lik etanole birakilmustir.
60°C’de 17 dakika siireyle 1 N HCI igerisinde hidroliz edilen kok uglar1 ve 30 dakika
stireyle %45°lik asetik asitte bekletilmistir. Son olarak, kok uclar1 24 saat boyunca
asetokarmin boyasiyla boyanmis, %45°lik asetik asitte ezme preparati yapilarak binokiiler
arastirma mikroskobu yardimiyla fotograflandirilmistir (Staykova ve ark. 2005).

MN sikligimi tespit etmek i¢in, uygulama gruplarmin her birinden toplam olarak 1.000

hiicre sayilmis ve hiicrelerde MN tespiti Fenench ve ark. (2003)’nin olgiitleri dikkate

aliarak gerceklestirilmistir. Kisaca bir yapinin MN sayilabilmesi igin;

e MN parcalar sekil olarak yuvarlak veya oval olmalidr.

o MN hiicre cekirdeginden tam olarak aywt edilebilir olmali ya da mikronukleer sinir
nukleer sinirdan ayirt edilebilmelidir.

o MN parc¢alari, ana nukleus ile ayni renge boyanmalidur.

K>Cr,0;’1n A. cepa kok ucu hiicrelerinde mitoz boliinme tizerine etkilerini belirlemek igin
her bir gruba ait MI oranlar1 belirlenmistir. Bu amagla, kok ucu preparatlarindan her grup
icin 10.000 hiicre sayilmis ve asagidaki esitlik kullanilarak MI orani belirlenmistir.
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Mitotik Indeks % = Mitoza Girmis Hiicre/Toplam Hiicre Say1six100
2.4.  Anatomik Hasar Tespiti

Anatomik hasar tespiti amaciyla 72 saat boyunca K,;Cr,O7’in farkli dozlari ile muamele
edilen A. cepa tohumlarina ait kok ucu hiicreleri distile suyla yikanmis ve kok uglarindan
enine kesitler alinmigtir. Kesitler metilen mavisiyle boyanmis ve entellen vasitast ile siirekli
preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar mikroskopta biiyiitiilerek incelenmis ve
fotograflandirilmistir (Makbul ve ark. 2008).

2.5. Iistatiksel Analiz

Istatistiksel verilerin analizi icin 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 gerceklestirilmistir.
Veriler ortalama + SD degerleri olarak verilmis ve P degeri 0.05’den kiiciik oldugunda
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1.  Cimlenme Yiizdesi, Agirhk Kazanim ve Kok Ucu Uzunlugu

K2Cr07’nin tohum ¢imlenmesi {izerine etkisi Cizelge 1’de gosterilmistir. En yiiksek
¢imlenme yiizdesi Kontrol Grubunda, en disik ise KyCr,O7;’ninl2.5 mg/L dozuyla
muamele edilen Grup IV’de tespit edilmistir. Kontrol Grubuna gore; ¢imlenme yiizdesinin
2.4 mg/L K,Cr,07 ile muamele edilen grupta 1.20, 8.0 mg/L K;Cr,O7 ile muamele edilen
grupta 1.56 ve 12.5 mg/L K,Cr,O7 ile muamele edilen grupta ise 2.35 kat azaldig1 tespit
edilmistir.

K2Cr,07’nin kok uzunluguna etkisi Sekil 1 ve Cizelge 2’de gosterilmistir. En fazla kok
uzunlugu Kontrol Grubunda, en az ise 12.5 mg/L dozunda K,Cr,O; ile muamele edilen
Grup IV’de olcililmiistiir. K,Cr,0O; uygulamasi, Kontrol Grubuna gore kok uzunlugunu Grup
[’de 1.57, Grup II’de 2.52 ve Grup IV’de ise 7.27 kat azaltmis, bu azalislarinda
istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) belirlenmistir.

Cizelge 1. Allium cepa’da tohum ¢imlenmesi tizerine K,Cr,0O7’nin etkisi
Table 1. Effect of K,Cr,O7 on seed germination in Allium cepa

Gruplar Cimlendirilen Cimlenen Cimlenmeyen Cimlenme
tohum sayisi tohum sayisi tohum sayisi yiizdesi (%)
Grup | 50 47 3 9
Grup Il 50 39 11 78
Grup I 50 30 20 60
Grup IV 50 20 30 40

*Grup I: Kontrol, Grup 1I: 2.4 mg/L K,Cr,07, Grup IlI: 8.0 mg/L K,Cr,07, Grup 1V: 12.5
mg/L K,Cr,05.
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Cizelge 2. Allium cepa’da kok uzunlugu (cm) tizerine K;Cr,O7 nin etkisi
Table 2. Effect of K,Cr,0O7 on root length (cm) in Allium cepa

Gruplar Minimum Maksimum Ortalama
kok uzunlugu kok uzunlugu kok uzunlugu
Grup | 10.60 17.40 14.61+2.22°
Grup Il 6.40 12.20 9.28+1.71°
Grup I 4.10 8.40 5.79+1.53°
Grup IV 1.10 4.80 2.01+1.19°

*Grup I: Kontrol, Grup 1I: 2.4 mg/L K,Cr,07, Grup IlI: 8.0 mg/L K;Cr,07, Grup 1V: 12.5
mg/L K,Cr,O7. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterilmistir (n=10).
Ortalamalar arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “One-Way” ANOVA
varyans analizi kullanilarak belirlenmistir. Ayni siitiin i¢erisinde farkli harfler ile gosterilen
ortalamalar istatistiksel agidan énemlidir (P<0.05).

Cizelge 3. Allium cepa’da tohum agirligi (g) tizerine K;Cr,O7 nin etkisi
Table 3. Effect of K,Cr,O7 on seed weight (g) in Allium cepa

Gruplar Baslangi¢ Son Agirhik Artist
Grup | 8.81+1.37° 17.30+1.61° +8,49
Grup Il 8.88+1.34¢ 14.50+2.43" +5,62
Grup I 8.99+0.58" 12.04+2.33° +3,05
Grup IV 8.92+0.97¢ 9.93+1.87¢ +1,01

*Grup I: Kontrol, Grup 1I: 2.4 mg/L K,Cr,07, Grup I1I: 8.0 mg/L K,Cr,07, Grup 1V: 12.5
mg/L K,Cr,O7. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterilmistir (n=10).
Ortalamalar arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “One-Way” ANOVA
varyans analizi kullanilarak belirlenmistir. Ayni siitlin i¢erisinde farkli harfler ile gosterilen
ortalamalar istatistiksel agcidan 6nemlidir (P<0.05).

K>Cr,07’nin tohumlardaki agirlik artisi tizerine etkisi Cizelge 3°de gosterilmistir. En fazla
agirlik artis1 8.49 gramla Kontrol Grubu tohumlarda, en az ise 1.01 gramla K,;Cr,O7’nin
12.5 mg/L dozuyla muamele edilen Grup IV’de gozlenmistir. Kontrol Grubu ile
karsilastirildiginda, agirlik kazanimi KyCr,O7 ile muamele edilen Grup II, III ve IV’de
sirastyla 1.51, 2.78 ve 8.41 kat azalmis, bu azalislarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu
(p<0.05) tespit edilmistir.

3.2. Kromozomal Anormallik, Mikronukleus ve Mitotik Indeks

K2Cr,07’nin kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi MN olusumu Sekil 2 ve Cizelge 4’de
gosterilmistir. Kontrol Grubu kok ucu hiicrelerinde ortalama 0.10 oraninda MN olusumu
belirlenirken, K,Cr,0O; uygulanan kdk ucu hiicrelerinde ise uygulanan K;Cr,O; dozuna
bagli olarak MN sayisinda artis gézlenmistir. 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
sayllmistir. Kontrol Grubuna gore; MN sayisinda gozlenen bu artislarin istatistiksel olarak
anlamli oldugu (p<0.05) da tespit edilmistir.
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Sekil 1. Kok uzunlugu iizerine K,Cr,07’nin etkisi (a: Grup I: Kontrol, b: Grup II: 2.4 mg/L
K2Cr,07, ¢: Grup I11: 8.0 mg/L K;Cr,07, d: Grup 1V: 12.5 mg/L K,Cr,05

Figure 1. Effect of K,Cr,0O7 on root length (a: Group I: Control, b: Group Il: 2.4 mg/L
K2Cr,0y7, ¢: Group I11: 8.0 mg/L K,Cr,07, d: Group 1V: 12.5 mg/L K;Cr,07

Kok ugtaki meristematik bolge aktif olarak biiyliyen bolgedir ve bu nedenle MI yiiksektir.
Bu nedenle her bir gruba ait A. cepa kok ucu hiicrelerinden hazirlanan preparatlarda MI
oranlar1 belirlenmistir. K,Cr,O7’nin hiicre boliinmesi ve sitotoksisitenin indikatorii olarak
kullanilan MI degeri {iizerine etkisi Cizelge 5.’de gosterilmistir. Mikroskobik sayimlar
sonucunda, en fazla MI ylizdesi Kontrol Grubu tohumlarin kék ucu hiicrelerinde, en diistik
ise KoCryO7’nin 12.5 mg/L dozuyla muamele edilen Grup IV’deki kok ucu hiicrelerinde
tespit edilmistir. K,Cr,0O; doz artisi ile birlikte kok uglarinda boliinme oranlarinin azaldig:
da belirlenmistir. Kontrol Grubu ile karsilastirildiginda, K,Cr,O7 uygulamasi MI yiizdesini
Grup II’de 1.11, Grup III’de 1.41 ve Grup IV’de ise 1.88 kat azaltmis, bu azalislarinda
istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) gbzlenmistir.

Cizelge 4. Allium cepa’da K;Cr,O7’nin tesvik ettigi MN siklig1
Table 4. MN frequency induced by K,Cr,O7 in Allium cepa

Gruplar Hesaplanan Minimum Maksimum Ortalama
hiicre sayis1 (MN) (MN) (MN)
Grup | 10.000 0 1 0.10+0.32°
Grup 1l 10.000 13 28 18.60+4.58°
Grup I 10.000 40 60 48.70+6.13"
Grup IV 10.000 52 70 60.10+5.84°

*Grup I: Kontrol, Grup 1I: 2.4 mg/L K,Cr;07, Grup IlI: 8.0 mg/L K;Cr,07, Grup 1V: 12.5
mg/L K,Cr,O7; Veriler ortalama =+ standart sapma (SD) olarak gosterilmistir (n=10).
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Ortalamalar arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “One-ay” ANOVA
varyans analizi kullanilarak belirlenmistir. Ayni siitiin i¢erisinde farkli harfler ile gosterilen
ortalamalar istatistiksel agidan énemlidir (P<0.05).

Cizelge 5. Allium cepa’da MI degeri iizerine K,Cr,O7’nin etkisi
Table 5. Effect of K2Cr207 on Ml value in Allium cepa

Gruplar Analiz edilen Mitotik Indeks Yiizde
hiicre sayisi (M1) (%0)
Grup | 10.000 870.60+34,93° 8.70
Grup Il 10.000 783.30+32,02° 7.83
Grup Il 10.000 617.10+67,71° 6.17
Grup IV 10.000 462.90+50,68° 4,62

*Grup I: Kontrol, Grup 1I: 2.4 mg/L K,Cr,O7, Grup I1I: 8.0 mg/L K;Cr,07, Grup 1V: 12.5
mg/L K,Cr,O7. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterilmistir (n=10).
Ortalamalar arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “One-ay” ANOVA
varyans analizi kullanilarak belirlenmistir.

A. cepa kok ucu hiicrelerinde K,Cr,0O5 tarafindan tesvik edilen kromozomal hasarlar Sekil 2
ve Cizelge 6’da gosterilmistir. Mikroskobik incelemeler sonucunda, Kontrol Grubu
tohumlarin kok ucu hiicrelerinde birkac yapiskan kromozom ve koprii disinda her hangi bir
hasar gézlenmemistir. Kontrol grubunda gozlenen bu hasarlarin da oldukega diistik diizeyde
oldugu belirlenmistir. K,Cr,O; uygulanan gruplarda ise farkli tiirde ve farkli oranlarda
kromozom hasarlari tespit edilmistir. Gruplarda en fazla fragment olusumuna rastlarken, en
diisiik diizeyde ise ters kutuplasma gdzlemistir. Kromozom hasarlarinin goriilme sikligi
fragment>yapiskan  kromozom>kdprii>kromatinin esit olmayan dagilimi>c-mitoz>ters
kutuplasma seklinde siralanmaktadir. Bununla birlikte K;Cr,O; dozunun artmast ile birlikte
tim hasarlarin goriilme sikligi da artmistir. Go6zlenen hasar sayilarindaki bu artisin,
istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) da belirlenmistir.

Cizelge 6. Allium cepa’da K,Cr,07’nin tesvik ettigi kromozomal hasarlar
Table 6. Chromosomal damage induced by K,Cr,O7 in Allium cepa

Hasarlar Grup | Grup 11 Grup 111 Grup IV

FRG 0.00-£0.00° 25.10+4.82° 54.20+6.97" 70.40+6.11%
YK 0.20+0.42° 19.60+4.33¢ 40.80+4.98° 53.30+5.64°
K 0.10+0.32¢° 15.80+4.32° 23.50+2.92° 41.90+6.38°
KED 0.00+0.00° 11.90+2.73¢ 18.00+4.37° 32.80+4.66°
CM 0.00+0.00° 8.00+2.36° 14.70+3.80° 24.80+5.98°
TK 0.00+0.00¢ 4.60+2.07° 7.90+2.92° 14.10+3.572

*Grup I: Kontrol, Grup 1I: 2.4 mg/L K,Cr,07, Grup IllI: 8.0 mg/L K,Cr,0O7, Grup IV: 12.5
mg/L K,Cr,O;. Veriler ortalama =+ standart sapma (SD) olarak gosterilmistir (n=10).
Kromozomal hasarlar i¢in, her bir gruptaki her bir kok ucundan 100 hiicre, toplamda ise
1.000 hiicre analiz edilmistir. Ortalamalar arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini
takiben “One-ay” ANOVA varyans analizi kullanilarak belirlenmistir. Ayni siitlin igerisinde
farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan o6nemlidir (P<0.05). (FRG:
fragment, YK: yapigkan kromozom, K: koprii, KED: kromatinin esit olmayan dagilimi,
CM: C-mitoz, TK: ters kutuplasma).
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Sekil 2. K;Cr,0; tarafindan tesvik edilen kromozomal hasarlar (a: MN, b: fragment, c:
yapiskan kromozom, d: koprii, e: kromatinin esit olmayan dagilimi, f: C-mitoz, g: ters
kutuplasma)
Figure 2. Chromosomal damage induced by K2Cr207 (a: MN, b: fragment, c: sticky
chromosome, d: bridge, e: unequal distribution of chromatin, f: C-mitosis, g: reverse
polarization)
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3.3. Anatomik Hasarlar

K,Cr,0y tarafindan tesvik edilen anatomik hasarlar Sekil 3’de gosterilmistir. Kontrol Grubu
tohumlarm kok ucu meristematik hiicrelerinde her hangi bir hasar gozlenmezken, Cr
uygulanan gruplardaki tohumlarin kdk ucu hiicrelerinde ise yassilagmis hiicre ¢ekirdegi,
korteks hiicre ¢eperinde kalinlasma, hiicre deformasyonu ve nekroz seklinde anatomik
hasarlar gézlenmistir.

Sekil 3. K,Cr,0y tarafindan tesvik edilen anatomik hasarlar (a: hiicre ¢ekirdeginin olagan
goriinlimii, b: korteks hiicrelerinin olagan goriinlimii, c: epidermis hiicrelerinin olagan
gorlinlimii, d: yassilasmis hiicre ¢ekirdegi, e: korteks hiicre ceperinde kalinlagsma, f:
epidermis hiicre deformasyonu ve nekroz)

Figure 3. Anatomical damage induced by K,Cr,0; (a: normal appearance of cell nucleus,
b: normal appearance of cortex cells, c: usual appearance of epidermis cells, d: flattened
cell nucleus, e: thickening of the cortex cell wall, f: epidermis cell deformation and
Necrosis)

Krom (Cr); canli organizmalara kontamine oldugunda mutasyona sebep olan yiiksek toksik
ozellikte bir agir metal iyonudur. Kromik asit iiretiminde, paslanmaz ¢elik iiretiminde, deri
isleme ve boya pigmenti lretimi gibi pek ¢ok alanda kullanilmakta ve kontaminasyon
sonucunda topragi, suyu ve havayi ciddi bicimde kirletmektedir.

Bu calismada, Cr agir metalinin muhtemel toksik etkileri A. cepa’da fizyolojik, anatomik ve
sitogenetik parametreler kullanilarak arastirilmistir. Fizyolojik etkilerin belirlenmesinde
cimlenme ylizdesi, kok uzunlugu ve agirhik artisi, sitogenetik parametrelerden MI,
kromozomal anormallik ve MN olusumu arastirilmigtir. Ayrica K,Cr,0O7 uygulamasinin A.
cepa dokularinda olusturdugu anatomik hasarlarda kok wucundan alinan kesitlerle
incelenmistir.

Fizyolojik parametrelerden ¢imlenme yiizdesi, agirlik artist ve kok uzunlugundaki
degisimler aragtirllmis ve her bir parametrede K,Cr,O; doz artisina bagl olarak dnemli
degisimler oldugu belirlenmistir. Cimlenme yiizdesinin Kontrol Grubu ve K,Cr,O7
uygulanan Grup II, III ve IV’de sirastyla %94, %78, %60 ve %40 oldugu belirlenmistir.
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Kisaca K,Cr,07 uygulamasinin A. cepa tohumlarinda ¢imlenme yiizdesini azalttig
gorilmiistiir. Literatiirde de benzer seklide Cr uygulamasinin bitkilerde ¢imlenme oranini
azalttig1 rapor edilmektedir. Ornegin Panda ve ark. (2002) Cr uygulanan Vigna radiata (L.)
Wilczek 'da ¢imlenme oraninin azaldigini rapor etmisler, bu azalmayi ise Cr’nin bitkilerde
amilaz enzimlerinin aktivitesini inhibe ederek ya da azaltarak embriyo gelisimi i¢in gerekli
olan glikoz kullanimini sinirlamasi ve tohum ¢imlenmesini azaltmasi olarak agiklamiglardir.
Peralta ve ark. (2001) ise ¢imlenme olayimnin bir tohumun gelisimindeki ilk siire¢ olmasi
nedeniyle, bitkilerin Cr tolerans c¢alismalarinda bir indikator olarak kullanilabilecegini
belirtmiglerdir.

Tohumlarda agirlik artis1 incelenen diger bir fizyolojik parametredir ve tohumlarda agirlik
artis1 Kontrol Grubu ve K;Cr,0; uygulanan Grup II, III ve IV’de sirasiyla 8.49 g, 5.62 g,
3.05 g ve 1.01 g olarak belirlenmistir. En diisiik agirlik artisi K;Cr,O7’nin en yiiksek
dozunda (12.5 mg/L) gozlenmistir. Gupta ve ark. (2009) Cr (V1) uygulanan Brassica juncea
L.’da taze agirlik oraninin 6nemli diizeyde azaldigini rapor etmislerdir. Bitkisel dokularda
yas ya da taze agirlik kadar kuru agirlik da Cr toksisitesinden etkilenmektedir. Zurayk ve ark.
(2001) Portulaca oleracea L. bitkisinde Cr (V1) birikiminin kuru agirlikta azalmaya neden
oldugunu bildirmisledir. Cr’nin agirhk artigi lizerine bu azaltici etkisi, kloroplast ve
mitokondride yapisal hasarlarin olugmasi buna bagli olarak islevlerinin inhibe olmasi ve
agirlik artisinin dolayli olarak etkilenmesi ile agiklanabilir. Bununla birlikte, bitkilerde Cr
maruziyeti klorofil, karotenoid, karbon bilesiklerinin sentez mekanizmalarini inhibe ederek de
agirhik artisin1 azaltabilmektedir (Dixit ve ark. 2002; Subrahmanyam, 2008).

Bir bitkinin topraga tutunmasi ve beslenmesi i¢in koklerin saglikli bir gelisim gdstermesi
gerekmektedir. K,Cr,O;’nin A. cepa’da kok gelisimine etkisi radikula ol¢imii yapilarak
arastirilmis ve sonugta Kontrol Grubuna gore kok uzunlugunun Grup II’de 1.57, Grup I1I’de
2.52 ve Grup IV’de ise 7.27 kat azaldig1 belirlenmistir. Shanker ve ark. (2005) Cr’nin agir
metaller arasinda kok uzunlugu iizerinde yiliksek toksik etkiye sebep oldugunu
vurgulamigtir. Pandey ve ark. (2009) bezelye bitkilerinde 200 uM Cr(VI) uygulamasinin
kok uzunlugunda %18 azalmaya neden oldugunu rapor etmistir. Rout ve ark. (1997) ise 100
pM Cr(VI) Cr stresi altindaki piring fidelerinin kdk uzunlugunun, kontrol grubuna kiyasla
onemli derecede azaldigini tespit etmiglerdir. Cr uygulamasi ile kdk uzamasinda gozlenen
azalma kok hiicrelerinin bdliinmesi ve uzamasindaki inhibisyonu veya hiicre dongiisiiniin
bozulmasi ile iliskilendirilebilir (Shanker ve ark. 2005). Ayrica Cr uygulamasi, su dengesini
bozarak kok hiicrelerinde plazmolize, kok yiizeyinin zarar gérmesine, kok tiiylerinin ve
epidermal hiicrelerin deformasyonuna neden olarak kok uzamasini ve buna bagl olarak bitki
biiyiimesini de engellemektedir (Mcgrath, 1995; Castro ve ark. 2007).

K2Cr,07’nin A. cepa kok ucu hiicrelerinde genotoksik etkisi kromozomal hasar boyutunda
incelenmistir. Gruplara uygulanan K,Cr,O; farkli tiirde kromozomal hasar olusumuna
neden olmus, ozellikle fragment, yapiskan kromozom, koprii, kromatinin esit olmayan
dagilimi, c-mitoz ve ters kutuplagsma hasarlaria rastlanmistir. KoCr,O7 dozunun artmasi ile
birlikte tiim hasarlarin goriilme siklig1 da artmistir. Benzer sekilde, Gupta ve ark. (2012) A.
cepa’da 48 ve 168 saat siire ile Cr uygulamasinin yiiksek siklikta fragment ile kromozom
kiriklarina ve daha diisiik diizeyde ise diger kromozomal hasarlara neden oldugunu rapor
etmislerdir. Fang ve ark. (2014) 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 (Arakawa ve ark. 2006; O’Brien ve ark. 2005;
Xu ve ark. 1994). Hiicrelerde nukleusa ulasan Cr, DNA-fosfat omurgasi ile elektrostatik
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etkilesime girmekte, fosfat gruplari ile kovalent bag olusturmakta, kirilmalara ve DNA
degredasyonuna neden olmaktadir (Zhitkovich ve ark. 2000; Vijayalakshmi ve ark. 2002).
Cr’nin bu etkileri DNA iizerindeki direkt etkileridir. Bunun disinda Cr, DNA {izerinde
dolayl etkilere de sahiptir. Cr stresine maruz kalan bitkilerde, serbest radikaller olusmakta,
ozellikle olusan singlet oksijen, siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali DNA yapisinda ve
DNA ile iliskili proteinlerde oksidatif hasara neden olmaktadir (Vajpayee ve ark. 2001).
Cr’nin DNA iizerindeki hem direkt hem de dolayl etkileri sayisal ve yapisal mutasyonlara
ve kromozomal anormalliklere sebep olmaktadir. Bu g¢alismada, K;Cr,O; uygulamasi
sonrasinda A. cepa kok ucu hiicrelerinde gozlenen kromozomal anormallikler Cr’nin bu
etkileri ile acgiklanabilir.

Sentromer boliinme hatalari, ig iplik¢igi bozukluklart ve kromozom kiriklarindan koken
alan MN olusumlari, sitotoksisitenin 6nemli bir indikat6éridir (Von Ledebur ve Schmid,
1973; Hogstedt ve Karlsson, 1985). K,Cr,O7’nin kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi MN
sikliginin uygulama dozuna bagli olarak degistigi, en yiiksek MN ise Grup IV’de ortalama
60.10 oraninda belirlenmistir. Benzer sekilde, Gupta ve ark. (2012), A. 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 hasari
sonucunda kromozomal yapilar serbest kalmakta ve bir niikleoplasma ile sarilarak ana
nukleusa yakin MN meydana gelmektedir. Bu tiir MN olusumlar1 kromozomal yapidan
olustugu i¢in 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 kiigiik capa sahiptir. Hem kiiclik hem biiyiik yapidaki MN’ler hiicrede
toksisitenin varligina isaret etmektedir (Fenech ve Crott, 2002; Fenech, 2010; Thomas ve
ark. 2009; Wu ve ark. 2009; Fenech, 2000). Bu ¢alismada, A. cepa kok ucu hiicrelerinde
gozlenen MN olusumu K,Cr,07 uygulamasinin kromozom kirigi, ig ipligi hasar1 ve mitotik
anormalliklere sebep olabilecegine isaret etmektedir.

MI, bir hiicrenin proliferasyon durumunun bir gostergesidir ve dzellikle kok dokusuna ait
meristematik bolgede MI oldukea yiiksektir. Bu c¢alisma kapsaminda da A. cepa kdk ucu
hiicrelerinden hazirlanan preparatlarda MI oranlari 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,07 doz artisi ile azaldigr tespit edilmistir. Gupta ve ark. (2012) 4.0 mg/L
Cr uygulamasinin A. cepa’da MI'i  %79.71 oraninda azalttigini rapor etmislerdir. Cr
uygulamas1 sonrasinda MI de gozlenen azalmalar, Cr’nin olusturdugu stresin kok
hiicrelerinin bdliinmesini inhibe etmesi ve hiicre dongii siiresini uzatmasi ile agiklanabilir.
Hiicre siklusunun uzamasi hiicre proliferasyonunu ve MI oranini azaltmaktadir (Shanker ve
ark. 2005).

K,Cr,07 uygulamast A. cepa kok ucu hiicrelerinde yassilagsmis hiicre g¢ekirdegi, korteks
hiicre ¢eperinde kalinlasma, hiicre deformasyonu ve nekroz seklinde anatomik hasarlara
sebep olmustur. Bu anatomik degisimlerden bazilar1 hiicre tolerans mekanizmasi ile
iliskiliyken, bazi anatomik degisimler ise toksisiteden ileri gelmektedir. Bitkiler metallerin
toksik etkisini tolere edebilmek i¢in dokularda biriktirme, detoksifikasyon sistemini aktive
etme, atilimimi arttirma, diger dokulara gegisi azaltmak icin korteks hiicrelerinin
kalinlagmasi, hiicre duvarinda suberin akiimiilasyonu gibi baz1 mekanizmalar gelistirmistir
(Paschke ve ark. 2005; Baker, 1981). Bu tolerans mekanizmalari, 6zellikle diistik
konsantrasyonlarda maruziyette gergeklesirken, anatomik degisime neden olmaktadir. Daha
yiiksek konsantrasyonda ise tolerans mekanizmalar1 da toksisiteye engel olamamakta ve
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anatomik hasar olusmaktadir. Bu ¢alismada, 6zellikle gbzlenen hiicre ¢eperinde kalinlasma
anatomik degisime isaret etmektedir ve A. cepa K,Cr,O; toksisitesine karsi tolerans
gelistirmektedir. Ozellikle yiiksek konsantrasyonda K,Cr,O7 uygulamasinda gdzlenen hiicre
deformasyonu ve nekroz ise anatomik hasar1 gostermektedir.

4. Sonug¢

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
endiistriyel kullanim sonucu ve besin zinciri yoluyla tiim canlilara kontamine olan Cr agir
metalinin ciddi toksik etkilere sebep oldugu A. cepa test materyali kullanilarak
belirlenmistir. A. cepa testinin diger dkaryotik testlerle uyumlu oldugu diisiiniildiiglinde bu
toksik etkilerin tiim Okaryotik canlilarda olusabilecegi muhtemeldir. Bu nedenle, soz
konusu maddelerin bilingli kullanimi, kontaminasyonu minimuma indirmek ve toksik
etkileri azaltabilmek i¢in gerekli 6nlemlerin alinmasi, saglik agisindan tavsiye edilmektedir.
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