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UTICAJ RAZLICITIH KONCENTRACIJA OLOVA, ZELJEZA 1
BAKRA NA MITOTICKU AKTIVNOST I HROMOZOMSKO
PONASANJE MERISTEMA ALLIUM CEPA

Adin Mehié', Amela Hercegovac', Snjezana Hodzié¢', Edina Hajdarevi¢', Darja
Husejnagi¢', Mirela Habibovié'

Izvod: Cilj istrazivanja je ispitivanje ucinka razli¢itih koncentracija Pb(NO3), FeSO4
i CuSQy, radi utvrdivanja one koncentracije koja dovodi do inhibicije ¢elijske diobe, i
abnormalnosti u ponasanju hromosoma, odnosno koja je toksi¢na za biljni organizam.
Svi testirani rastvori metala imaju negativan ucinak na rast korjenci¢a Allium cepa,
mitotsku aktivnost i pojavljivanje hromozomskih aberacija, u odnosu na kontrolni
rastvor. Povecanje koncentracije metala obrnuto je proporcionalno mitotskom indeksu
meristemskih ¢elija, a proporcionalno broju hromozomskih aberacija.

Kljuéne reci: Pb(NOs),, FeSO,, CuSO,, mitoza, Allium cepa

Uvod

Genotoksi¢ni uticaj podrazumijeva negativno djelovanje odredenog agensa na
nasljedni materijal, na nivou nukleotida (mikrolezije) ili vidljivih promjena koje se
mogu detektovati citoloSkom analizom hromozoma (makrolezije) (Brusnic, 1987.).
Pojedini metali su neophodni za odrZavanje normalnog metabolizma zivih organizama,
ali ako se njihove koncentracije nalaze iznad gornje ili ispod donje granice dopustivosti,
bilo po kolicini, duzini ili po intenzitetu djelovanja, mogu izazvati nezeljene efekte
(Babic, 2008). Ispitivanje genotoksi¢nosti bilo koje hemijske supstance podrazumijeva
primjenu brojnih testova kojima se procjenjuje njena sposobnost destruktivnog
djelovanja na éelije, odnosno sposobnost da uzrokuje poremecaje odvijanja celijskog
ciklusa, kao i sposobnost uzrokovanja oSteéenja na hromozomima. Kao pogodan
indikatorski organizam za utvrdivanje toksicnog i genotoksi¢nog efekta odredenih
agenasa, primjenjuje se sjemenski crni luk, Allium cepa, pri ¢emu se za test
citotoksi¢nosti prati rast korijena u duzinu, a za test genotoksi¢nosti se registruju
vrijednosti mitotickog indeksa i sve promjene vezane za hromozome i diobeno vreteno
tokom mitoticke diobe (Tedesco i Laughinghouse IV, 2012.). Allium test je jednostavan
za izvodenje, a obezbjeduje visok kvalitet citoloSkih preparata, kao i visok stepen
podudarnosti rezultata sa rezultatima dobijenim ispitivanjima genotoksi¢nosti odredene
supstance na celijama drugih bioloskih sistema (npr. na bakterijskim celijama ili
humanim limfocitima). Pored toga, veoma dobro razjaSnjene citogeneticke osobine
luka, te mali broj hromozoma u diploidnoj hromozomskoj garnituri (2n = 16) su jo$
neke osobine koje u¢vrséuju poziciju ovog testa na vrh ljestvice testova genotoksi¢nosti
(Gorsuch, 1993.). Mitotski indeks koji se mjeri ovim ovim testom, koristi se kao
indikator ¢elijske proliferacije (Gadano i sar., 2002.).
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Materijal i metode rada

U istrazivanju je koriSten sjemenski crveni luk (A/lium cepa L.) i rastvori tri
razli¢ita reagensa i to u razli¢itim koncentracijama (tabela 1).
Tabela 1. Prikaz rastvora testiranih metala u razli¢itim koncentracijama

Table 1: The solutions at different concentration of tested metals

Rastvori metala
Metal solutions

Koncentracija 1
Concentration 1

Koncentracija 2
Concentration 2

Koncentracija 3
Concentration 3

CuSOy, 5 mg/m’ 50 mg/m’ 100 mg/m®
FeSO, 100 mg/m’ 500 mg/m’ 1000 mg/m*
Pb(NO3), 0,01 mg/m’ 2 mg/m’ 5 mg/m’

Pedeset i pet zdravih sjemenskih lukovica Allium cepa su postavljene u epruvete do
vrha napunjene vodom i ostavljene na sobnoj temperaturi tokom 24 sata. Nakon toga
voda u epruvetama je zamijenjena rastvorima pomenutih koncentracija testiranih
supstanci. Za izradu preparata i determinaciju mikroskopskih parametara koristeno je po
5 lukovica iz svake grupe. U ovom istrazivanju ¢esmenska voda je koriStena kao
negativna kontrola, dok je pozitivna kontrola sadrzavala 8 mM etilen di aminotetra
sir¢etnu kiselinu (EDTA). Za svaku grupu uzoraka je pregledano najmanje 2000 c¢elija
kroz 2 tretmana pripreme mikroskopskih preparata, medu kojima je utvrden mitoticki
indeks i frekvencija uocenih hromosomskih aberacija. Analizom preparata biljezen je
broj i prisustvo promjena u obliku i polozaju hromozoma: anafazni i telofazni mostiéi,
hromozomski lomovi i zaostajanje hromozoma. Testiranje statisticki signifikantnih
razlika izmedu aritmetickih sredina mitotickih indeksa izvrSeno je t-testom.

Rezultati istrazivanja i diskusija

Lukovice uzgojene u ¢esmenskoj vodi (negativna kontrola) imale su najveci
prosjecan porast korjenci¢a, dok za korjenéi¢e lukovica uzgajanih u rastvoru EDTA
(pozitivna kontrola) porast nije evidentiran. Najve¢i prosjeCan porast korjencica
zabiljezen je kod onih lukovica koje su uzgojene u rastvoru Pb(NOs), koncentracije
0,01 mg/m’, a najmanji porast kod lukovica uzgojenih u rastvoru FeSO, koncentracije
1000 mg/m’. Porast korjendi¢a obrnuto je proporcionalan koncentraciji metala, tj. sa
povecanjem koncentracije metala u rastvoru opada prosjecan porast korjenci¢a lukovica
Allium cepa. Nakon rasta korjencic¢a lukovica Allium cepa, vrhovi (meristemske celije)
su odsjeceni i fiksirani. IzvrSena je mikroskopska analiza preparata pripremljenih iz
fiksiranih korjenc¢i¢a kako bi se ispitalo djelovanje testiranih supstanci na mitoticku
aktivnost (mitoti¢ki indeks) meristemskih ¢éelija lukovica Allium cepa, kao i prisustvo
odredenih aberentnih faza mitoze. Frekvencije pojedinih faza mitoze za svaku od
koncentracija testiranih rastvora metala, kao i ¢esmenske vode prikazane su u tabelama
2,314.
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Tabela 2. Ucestalost pojedinih faza ¢elijskog ciklusa u kontrolnim meristemskim
¢elijama lukovica Allium cepa i meristemskim ¢elijama nakon tretmana serijom rastvora
CuSO, koncentracija 5, 50 i 100 mg/m’
Table 2. The frequency of individual phases of the cell cycle in the meristem control
cells of the bulb Allium cepa and meristem cells after treatment with a series of
solutions of CuSO, concentration 5, 50 i 100 mg/m’

CuSOy4 CuSO, CuSO, Kontrola
5 mg/m’ 50 mg/m’ 100 mg/m’ Control
Tretman Tretman Tretman Tretman
Treatment Treatment Treatment Treatment
1 1I 1 1I I 1T 1 1T
Interfaza 964 | 969 | 974 | 969 | 978 | 978 | 915 | 909
Interphase
Xav 966,5 971,5 978 912
St.dev 3,53 3,53 0 42
Broj ¢elija u diobi
The number of mitotic cells 36 31 26 31 22 22 85 91
Xav 33,5 28,5 22 88
St.dev 3,53 3,53 0 472
Mitoticki indeks
Mitotic index 3,6 3,1 2,6 3,1 2,2 2,2 8,5 9,1
Xav 3,35 2,85 2,2 8,8
St.dev 0,35 0,35 0 0,42

Tabela 3. Ucestalost pojedinih faza ¢elijskog ciklusa u kontrolnim ¢elijama lukovica
Allium cepa 1 meristemskim ¢elijama nakon tretmana serijom rastvora FeSO,
koncentracija 100, 500 i 1000 mg/m’
Table 3. The frequency of individual phases of the cell cycle in the meristem control
cells of the bulb Allium cepa and meristem cells after treatment with a series of
solutions of FeSO, concentration 100, 500 i 1000 mg/m’

FeSO, FeSO, FeSO, Kontrola
100 mg/m®* | 500 mg/m® | 1000 mg/m® | Control
Tretman Tretman Tretman Tretman
Treatment Treatment Treatment Treatment
1 11 1 11 1 11 1 11
Interfaza 969 | 970 | 972 | 970 | 983 | 986 | 915 | 909
Interphase
Xav 969,5 971 984,5 912
St.dev 0,7 1,41 2,12 42
Broj ¢elija u diobi
The number of mitotic cells 31 30 28 30 17 14 85 91
Xav 30,5 29 15,5 88
St.dev 0,7 1,41 2,12 4,2
Mitoticki indeks 30030 | 28 |30 | 17| 1.4 | 85|91
Mitotic index
Xav 3,05 2,9 1,55 8,8
St.dev 0,07 0,14 0,21 0,42
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Tabela 4. Ucestalost pojedinih faza ¢elijskog ciklusa u kontrolnim ¢elijama lukovica
Allium cepa 1 meristemskim ¢elijama nakon tretmana serijom rastvora Pb(NO;),

koncentracija 0.01, 2 i 5 mg/m’

Table 4. The frequency of individual phases of the cell cycle in the meristem control
cells of the bulb Allium cepa and meristem cells after treatment with a series of

solutions of Pb(NOj3), concentration 0.01, 2 i 5 mg/m’

Pb(NO3), Pb(NO;3), Pb(NO;3), Kontrola
0.01 mg/m’ 2 mg/m’ 5 mg/m’ Control
Tretman Tretman Tretman Tretman
Treatment Treatment Treatment Treatment
1 11 1 11 1 11 1 11
Interfaza 963 | 960 | 972 | 971 | 974 | 976 | 915 | 909
Interphase
Xav 961,5 971,5 975 912
St.dev 2,12 0,7 1,41 1,41

Broj ¢elija u diobi
The number of mitotic cells 37 40 28 29 26 24 85 91

Xav 38,5 28,5 25 88
St.dev 2,12 0,7 1,41 42
Mitoticki indeks
Mitotic index 3,7 4,0 2,8 2,9 2,6 2,4 8,5 9,1
Xav 3,85 2,85 2,5 8,8
St.dev 0,21 0,07 0,14 0,42

T-testom je utvrdeno da se aritmeticka sredina mitotskog indeksa kontrolne skupine
statisticki znacajno razlikuje u odnosu na: rastvor CuSO, koncentracije 50 mg/m’
(P = 0,005 < 0,05); rastvor FeSO, koncentracije 500 mg/m’ (P = 0,02 < 0,05); rastvor
FeSO, koncentracije 1000 mg/m’® (P = 0,04 < 0,05); rastvor Pb(NO;), koncentracija
0,01 mg/m® (P = 0,02 < 0,05); rastvor Pb(NOs), koncentracije 2 mg/m’ (P = 0,03 <
0,05); rastvor Pb(NOs), koncentracije 5 mg/m’ (P = 0,04 < 0,05). Analizom
hromozomskih aberacija tretiranih i kontrolnih ¢elija, uoceno je postojanje Celija sa
anafaznim mosti¢ima, hromozomskim zaostajanjima i sa lomovima hromozoma.
Analizom preparata kontrolne skupine nije uoceno prisustvo hromozomskih aberacija,
medutim, povecavanjem koncentracije metala povecava se i ucestalost hromozomskih
aberacija §to je zabiljeZeno kod svih pet rastvora. Anafazni mostici se najcesce javljaju
u tretiranim grupama, zatim slijede hromozomski lomovi, zaostajanja hromozoma, a
najmanju ucestalost imaju telofazni mostic¢i, od kojih je zabiljezen samo jedan.

Najveca ucestalost aberantnih hromozomskih stanja uocena je kod rastvora FeSO,
koncentracije 1000 mg/m’ i to 0,5%, a najmanja kod CuSO, koncentracije 5 mg/m’,
0,15%.
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Zakljucak

Sumiraju¢i rezultate o razlikama u vrijednostima mitoti¢kih indeksa tretiranih i ne
tretiranih Celija, te broju hromozomskih aberacija koje se javljaju u svim ¢elijama
tretiranim rastvorima testiranih metala, mozemo uociti da svi testirani rastvori, u svim
koncentracijama, imaju negativan ucinak na rast korjen¢ic¢a, mitoticku aktivnost i
pojavljivanje hromozomskih aberacija, u odnosu na kontrolnu grupu céelija.
Posmatraju¢i samo rastvore testiranih metala, najveéi prosjeCan rast korjencica je
zabiljezen kod rastvora Pb(NOs), koncentracije 0,01 mg/m’, a najmanji porast kod
lukovica uzgojenih u rastvoru FeSO, koncentracije 1000 mg/m’. Povecanjem
koncentracije metala u rastvoru opada prosjecan rast korjencic¢a lukovica Allium cepa.
Povecanje koncentracije metala obrnuto je proporcionalno mitotickom indeksu
meristemskih ¢éelija, a proporcionalno broju hromozomskih aberacija.
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EFFECTS OF DIFFERENT CONCENTRATIONS OF LEAD, IRON AND
COPPER TO MITOTIC ACTIVITY AND CHROMOSOMES IN
MERISTEM CELLS ALLIUM CEPA

Adin Mehié', Amela Hercegovac', Snjezana Hodzié¢', Edina Hajdarevi¢', Darja
Husejnagi¢', Mirela Habibovié'

Abstract

The aim of this study was to examine the effect of MnSO,, Pb (NOs),, CdCl,,
CuSO, and FeSO, on cell division Allium cepa roots, and to determine whether they
have applied chemicals cytotoxic effect and encourage chromosome abnormalities. All
tested solutions of metal, in all concentrations, have a significant negative effect on the
growth of roots, mitotic activity and the occurrence of chromosomal aberrations,
compared to a negative control group of cells. Increasing concentrations of metals,
reduces the growth of roots, reduces the mitotic index of meristematic cells, and
increases the number of chromosomal aberrations.
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