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OZET

BAKIR (Cu) UYGULANMIS MISIR (Zea mays L.) FIDELERINDEKI
ANTIOKSIDAN AKTIiVITELERIN FiZYOLOJiK ve ANATOMIiK YONDEN
iINCELENMESi

Bakir (Cu), bitkilerin normal biiylime ve gelismesi icin gerekli olan bir mikroelementtir,
ancak yiiksek konsantrasyonlarda, bitki hiicrelerinin fizyolojik, biyokimyasal ve yapisal
islevlerindeki potansiyel inhibe edici etkilerine bagl olarak baslica bir toksik bilesik
olarak da kabul edilmektedir. Bu calismada, misir (Zea mays L., cv., Rx770) bitkisinin
farkli kisimlarindaki bakir birikimi ve bunun antioksidan yanitlar ile morfolojik
anatomik degisimlere olan cesitli etkileri incelenmistir. Tohumlar kontrolde ve artan Cu
konsantrasyonu (50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuS0,.5H,0) ¢ozeltilerinde 25 °C
da hem karanlik hem de 1sikta ¢imlendirilmistir. 50 ve 100 uM Cu uygulamalarinin
tohum ¢imlenmesi lizerinde onemli etkilere sahip olmazken; 250 pM ve daha yiiksek
konsantrasyonlarin ¢imlenme oranlarinda indirgenmeye neden oldugu kaydedilmistir.
Diger deneyler perlit iceren plastik kaplarda 25 °C sicaklik, 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik fotoperiyotta yetistirilen fidelerde siirdiiriilmiistiir. Bu kontrollii cevresel
kosullar altinda biiyiitiilen 8 giinliik fidelerden iyi gelismis olanlar se¢ilerek hidroponik
kiiltiire aktarilmis ve 7 giin boyunca ayni Cu serilerine maruz birakilmistir. Uciincii
yapragin agilma evresinde, 15 giinliik bitkiler, hasat edilerek fizyolojik ve anatomik
analizleri yapilmistir. Besi ¢ozeltisindeki artan Cu konsantrasyonlart ile birlikte misir
fidelerinin koklerinde oldugu gibi govde ve yapraklarinda artan diizeylerde Cu icerigi
saptanmistir. Ancak, Cu iyonlarinin koklerde govde ve yapraklardan daha fazla birikim
gosterdigi ve Onemli bazi metabolik islevleri engelleyerek bitkilerin biiyiime ve
gelismesini yavaslattigi belirlenmistir. Kok ve govde uzunlugu, taze ve kuru agirlik,
total ¢oziinebilir protein miktar ile oransal su icerigi azalirken; lipit peroksidasyonu ile
iyon sizmasina yol acan membran permeabilitesinin arttigi gosterilmistir. Toksik Cu
konsantrasyonlarinda; gerilemis fide biiyiimesi, yapraklarda klorosis, nekrosis ve
senesens ile koklerde kirmizi-kahverengi renk olusumlar1 gibi gozle goriiliir belirtiler
gbdzlemlenmistir. Cu toksisitesine karst hiicrelerin osmotik uyumunu saglamak iizere
prolin gibi koruyucu organik bilesiklerin birikiminin indiiklendigi de tayin edilmistir.
Misirin - yapraklarinda Cu’a  bagli olarak klorofil yikimimin tesvik edildigi;
karotinoidlerin ise diisiik Cu konsantrasyonlarinda bir miktar arttig1 fakat toksik Cu
diizeylerinde azaldig1 tespit edilmistir. Bunun aksine, fidelerin herbir kismindaki
antosiyanin, total fenolik igerikleri ve fenilalanin amonyak liyaz (PAL) aktivitelerinde
belirgin yiikselisler kaydedilmistir. Bu calismada esas olarak, antosiyanin, total
fenolikler ve bunlarin biyosentezinde yer alan ilgili PAL enziminin antioksidan ve
kelatlayic1 6zellikleri tartisilmis ve sonuclardan elde edilen veriler; bu fenolik bilesik ve
enzimlerin artisinin asirt bakirin indiikledigi hiicresel zararlara karsi koruyucu yanit
oldugu agikca ortaya konularak, bunlarin misir bitkisindeki Cu’in detoksifikasyonunda
onemli roller aldiklart ileri siiriilmiistiir.

XV



Bitkiler Cu’in tesvik ettigi oksidan strese karsi enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan sistemlerini diizenleyerek yanit vermektedir. Cu’a bagh fitotoksisitenin
oksidan stresten kaynaklandigini gosterir sekilde, bakirin toksik dozlarina maruz
birakilmis fidelerin yiiksek diizeylerde reaktif oksijen tiirlerini (ROS) iirettigi ve ilgili
antioksidan bilesik ve enzimlerinin aktivitelerinin degistigi ortaya konmustur. Bu
kosullar altinda, kontrol ile karsilastirildiginda, kok ve govdelerde yapraklara gore daha
belirgin olmak iizere, rediiklenmis askorbat (AsA) ve total askorbat (AsA+DHA)
azalirken; dehidroaskorbat (DHA) iceriginde bir miktar artis belirlenmistir. Benzer
sekilde, Cu wuygulamalart boyunca, biitiin bitki kisimlarinda diisiik diizeylerde
rediiklenmis glutatyon (GSH) ve total glutatyon (GSH+GSSG) saptanirken; okside
olmus glutatyon (GSSG) ilerleyen bir yiikselme gostermistir. Toksik Cu
konsantrasyonlarinin oksidan strese neden oldugu, musir fidelerinin kok, govde ve
yapraklarindaki artan hidrojen peroksit (H,O,) ve malondialdehit (MDA) olusumlarn ile
kanmitlandig1 gibi; yiiksek derecede tesvik edilmis guaiakol peroksidaz (GuPX) aktivitesi
ile artan diizeylerdeki MDA ve H;0O, arasinda da paralel bir iliski oldugu
gbzlemlenmistir. Diger yandan, misir fidelerinin biitiin kisimlarindaki katalaz (CAT) ve
askorbat peroksidaz (APX) aktivitelerinin azaldigi ve artan MDA ve H,0, birikimlerine
eslik etmedigi tespit edilmistir. Bu yanitlara ek olarak, superoksit dismutaz (SOD)
aktivitesi kok ve govdede etkili bir sekilde artarken; bunun tersine, yapraklarda
indirgenmistir. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi ise Ozellikle kok ve yapraklarda
azalirken; govdede bir miktar yiikselmistir. Deneylerden elde edilen sonuglar, bu kiiltiir
bitkisinde, asir1 bakir toksisitesi altinda SOD, CAT ve APX yetersiz hale geldiginde,
GuPX aktivitesinin ROS’in temizlenmesinde anahtar rol oynadigin1 géstermektedir.

Morfolojik ve anatomik diizeyde ise, S0 uM Cu uygulamasi hiicrelerde 6nemli yapisal
degisimler ortaya koymazken; 1500 pM Cu’ya kadar olan toksik konsantrasyonlarda,
membranlarin zarar goérmesi, plazma membraninin hiicre c¢eperinden ayrilmasi,
hiicrelerde vakuollesme, Cu iyonlarinin ve fenolik bilesiklerin vaskular sistemin ya da
korteks parenkimasi hiicrelerinin vakuol ve hiicre ¢eperlerinde artan miktarlardaki
birikimi ile birlikte misir fidelerinin kok organelleri ve yaprak kloroplastlarinda belirgin
bozulmalar gozlemlenmistir. Bunun yan1 sira, transmisyon elektron mikroskopu (TEM)
analizleri toksik Cu konsantrasyonlarina maruz kalmis misir bitkisinde koklerin, gévde
ve yapraklardan daha ¢ok hasara ugradigini ve hiicre ceperlerinde diger kisimlara gore
cok daha fazla Cu yerlesimi oldugunu dogrulamaktadir. Bitkilerde, hiicre ¢eperi ve
vakuoliin metal toleransinda rol oynadig1 bilinmektedir ve bu kisimlardaki Cu birikimi
fenolik asitlerle isbirligi icinde birlikte yer alarak, esas olarak muisir bitkisinin
hiicrelerindeki asir1 Cu’in detoksifikasyon mekanizmasi seklinde agiklanabilmektedir.
Bu ¢alismaya dayanarak, misir bitkisinin yiiksek diizeylerde Cu biriktirebildigi ve Cu’a
bagh oksidan strese karsi etkili bir antioksidan savunma sistemi kullanarak direng
gosterebildigi sonucuna varilabilir.

Sonug olarak, bu arastirmanin amaci artan konsantrasyonlarda bakira maruz birakilmig
bitkilerdeki antioksidan yanitlarin daha iyi anlagilmasina katki saglamaktir. Bunun igin,
misir fidelerinin cesitli kisimlarindaki bakir birikimi toksisitesi, oksidan stres ve
antioksidan metabolizmanin degisik yanitlar1 {izerinde durularak incelenmistir.
Dolayisiyla, bu calisma misirin bakira olduk¢a dayanikli oldugunu ve bakir stresinin
zararlarim1 hafifletmek iizere antioksidan aktivitelerini tesvik ettigini gostermekte ve
bdylece bu bitkinin fitoremediyasyon calismalari icin kullanilabilecegi onerilmektedir.
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SUMMARY

PHYSIOLOGICAL AND ANATOMICAL INVESTIGATION
OF ANTIOXIDANT ACTIVITIES IN COPPER (Cu) TREATED MAIZE
(Zea mays L.) SEEDLINGS

Copper (Cu) is an essential microelement for the normal growth and development of
plants, however, at high concentrations, it is also regarded as a major toxicant to plant
cells due to its potential inhibitory effects against many physiological, biochemical and
structural processes. In the current study, accumulation of copper and its various effects
on antioxidative responses and morpho-anatomical changes were investigated in
different parts of maize (Zea mays L., cv., Rx770) plants. Seeds were germinated in
control and in increasing concentrations of Cu (50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM
CuS0,4.5H,0) solutions at 25 °C in both dark and light. It was recorded that 50 and 100
pM Cu treatments had no marked effect on seed germination while 250 pM and higher
concentrations caused reduction of germination rates. The other experiments were
conducted in seedlings that were grown in plastic pots containing perlite, at 25 °C
temperature and 16 h light 8 h dark photoperiod. The well developed 8 days old
seedlings that were grown under these controlled environmental conditions were
selected, transferred to hydroponic culture and subjected to the same Cu series, for 7
days. At the stage of third leaf opening, 15 days old plants, were harvested and their
physiological and anatomical analysis were done. High levels Cu contents were
determined in roots as well as in shoots and leaves of maize seedlings with increasing
Cu concentrations in the nutrient solution. However, Cu ions were found accumulated
higher in roots than shoots or leaves and retarded the growth and development of plants
by interfering with certain important metabolic processes. It was presented that root and
shoot elongation, fresh and dry weight, total soluble protein and relative water contents
were decreased, whereas lipid peroxidation and membrane permeability of cells leading
to the leakage of ions were increased. Visible symptoms such as stunded seedling
growth; chlorosis, necrosis and senescence in leaves and red-brownish discoloration in
roots were detected at toxic Cu concentrations. Induced accumulation of protective
organic solutes, such as proline was also determined providing osmotic adjustment of
cells against Cu toxicity. Cu-induced chlorophyll degradation was observed in the
leaves of maize while, carotenoids were slightly increased at lower Cu concentrations
but decreased at toxic Cu levels. In contrast, significant enhancement of anthocyanin,
total phenolic contents and phenylalanine ammonia lyase (PAL) activities were
recorded in all parts of the seedlings. Mainly, antioxidative and chelating properties of
anthocyanin, total phenolics and their biosynthesis-related PAL enzyme was discussed
in this study and data obtained from the results suggested that the increase in these
phenolic compounds and enzymes clearly reflected the protective response to cellular
damage induced by excess copper and they might play important roles in detoxification
of Cu in maize.
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Plants responded to Cu-induced oxidative stress by modulating their enzymatic and
non-enzymatic antioxidative systems. Seedlings exposed to toxic doses of copper
produced high levels of reactive oxygen species and the activities of related antioxidant
compounds and enzymes were altered, indicating that Cu-induced phytotoxicity is
mediated by oxidative stress. Under these conditions, decrease in reduced ascorbate
(AsA) and total ascorbate (AsA+DHA), while slightly increase in dehydroascorbate
(DHA) contents, more pronounced in roots and stems than in leaves, was observed, as
compared to controls. Similarly, decreased levels of reduced glutathione (GSH) and
total glutathione (GSH+GSSG) was detected in all parts of seedlings, while oxidized
glutathione (GSSG) showed a progressive increase during the time Cu treatments. Toxic
concentrations of Cu caused oxidative stress as evidenced by the increased hydrogen
peroxide (H,O,) and malondialdehyde (MDA) formations in the roots, shoots and
leaves of maize seedlings. A parallel relation was observed between the drastically
enhanced activity of guaiacol peroxidase (GuPX) and increased levels of MDA and
H,0;. On the other hand, catalase (CAT) and askorbate peroxidase (APX) activities
were not correlated with enhanced accumulations of MDA and H,O, contents, in
contrast, increased production of MDA and H,O, was accompanied with decreased
activities of CAT ant APX, in all parts of the maize seedlings. In addition to these
responses, the activities of superoxide dismutase (SOD) increased pronouncedly in roots
and shoots, in contrast, decreased in leaves. Glutathione reductase (GR) activities in
roots and leaves decreased notably in roots and leaves, while increased slightly in
shoots. The results obtained from the experiments suggest that GuPX activity appears to
play a key role in scavenging reactive oxygen species in this cultivar, when SOD, CAT
and APX become inadequent under excess copper toxicity.

At morphological and anatomical level, 50 uM Cu treatment did not exhibit significant
structural changes in cells, however, at toxic concentrations up to 1500 puM Cu,
pronounced damage was observed in the root organelles and leaf chloroplasts of maize
seedlings, with disruption of membranes, withdrawall of plasma membrane from cell
walls, cell vacuolation, increasing compartmentation of Cu ions and phenolic
substances in vacuoles and cell walls of vascular system or cortical parenchyma cells;
indicating that the structural alternation and metal accumulation in the cells was
dependent on the concentration of the metal. Furthermore, transmission electron
microscope (TEM) analysis confirmed that roots exhibited more injuries than shoots
and leaves and much more Cu localized in cell walls of maize roots than the other parts
when the maize plant was exposed to toxic Cu levels. In plants, cell wall and vacuole
were said to be play a role in metal tolerance and copper localization in these parts
associated with co-existance of phenolic acids, could mainly account for the
detoxification mechanism of Cu in maize cells. Based on the present study, it can be
concluded that maize plant is able to accumulate high concentrations of Cu and can
resist Cu-induced oxidative stress using an effective antioxidantive defence system.

Conclusively, purpose of the present study was to contribute to a better understanding
of the antioxidative responses of plants subjected to increasing concentrations of
copper. Therefore, the toxicity of copper accumulation on various parts of maize
seedlings was investigated, focusing on the different display of oxidative stress and
antioxidative metabolism. Consequently, this study demonstrated that maize is quite
tolerant to copper and stimulates antioxidant activities in order to mitigate copper-stress
damage and thus, it can be recommended for being used in phytoremediation studies.
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1. GIRiS

Agir metal kirliligi, bitki verimini kisitlayan ve insan sagligimi olumsuz etkileyen
onemli cevresel sorunlardan birisidir. Endiistriyel etkinlikler, motorlu tagitlarin egsoz
gazlari, maden yataklart ve isletmeleri, volkanik faaliyetler, tarimda giibreleme ve
ilaglama gibi pek cok etken agir metal kirliliginin nedenleri arasinda yer almaktadir.
Bunlardan bir tanesi olan bakir (Cu) 6zellikle pestisitler ve giibrelerden tarimsal alanlara
gecmektedir. Bakir gibi agir metallerin normal konsantrasyonlar1 bitkilerin biiylime ve
gelismesinde 6nemli rol oynayan bazi protein ve enzimlerin yapisi i¢in gerekli kofaktor
olarak gorev almaktadir. Bitki biiytimesinde ve cesitli biyokimyasal islevlerde yer
almasina ragmen yiiksek konsantrasyonlardaki bakir giiglii fitotoksik etkiler gdsteren bir
elementtir ve bitki dokularinda asir1 biriktigi zaman ¢imlenmenin gerilemesi; azot ve
protein metabolizmasinin olumsuz etkilenmesi; klorofilin yikimina bagli olarak
fotosentetik fonksiyonlarin yavaglamasi; solunumun inhibe olmasi gibi canlilikla ilgili

cesitli fizyolojik islevlerin degismesine sebep olmaktadir.

Bakir bircok serbest oksijen tiiriiniin olusumu igin de etkili bir katalizordiir. Ozellikle
Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 sonucu olusan peroksi ve alkoksi radikallerinin
artan konsantrasyonlar1 da hiicrelerde oksidan strese yol agmaktadir. Bakir toksisitesinin
organizmadaki primer etki alani hiicre membranlaridir. Bu metal iyonlar1 proteinlerdeki
siilfidril gruplarina baglanarak ve lipit peroksidasyonunu tesvik ederek hiicrelerin yapi
ve islevlerinin zarar gormesine neden olmaktadir. Serbest oksijen radikallerinin bu
zararhl etkileri enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarla yok edilebilmektedir.
Superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), guaiakol
peroksidaz (GuPX), glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimler ile askorbik
asit, glutatyon, a-tokoferol ve antosiyanin gibi antioksidan bilesikler bu reaktif oksijen
tiirlerinin hiicresel diizeyini kontrol etmekte anahtar rol oynamaktadir. Antosiyaninler;
flavonoidler alt grubuna dahil olan fenolik bilesiklerdendir. Yiiksek bitkilerin cesitli
kisimlarinin 6zellikle kirmizi, mor ve mavi renklerinden sorumlu olan bu pigmentler;

kok, govde, yaprak, cicek ve meyve gibi biitiin bitki organlarinda bulunabilmektedir.



Gozalici renkleriyle boceklerin ¢cekimlenmesini saglayarak tozlasma olay1 ve tohumlarin
dagiliminda 6nemli ekolojik rolleri olan antosiyaninler, son yillarda 6zellikle cevresel
stres kosullarina karsi bitkilerin korunumundaki rolleri, antioksidan ozellikleri ve
antikanser potansiyelleri ile de arastiricilarin ilgisini cekmektedir. Uzerinde calisildikca
yeni Ozellikleri kesfedilen antosiyaninlerin bilinen antioksidanlardan birisi olan

askorbattan (C vitamini) bir¢ok kez daha aktif oldugu da belirtilmektedir.

Bu arastirmada; 6nemli bir tarim bitkisi olan musirin bakir stresine karsi gelistirdigi
antioksidan yanitlar fizyolojik ve anatomik yoOnden incelenmistir. BOylece misirin
bakira toleransli bir bitki olup olmadiginin yam sira antioksidan zellikleri, pigment
icerigi ve anatomik yapisindaki degisimler tespit edilmeye calisilmistir. Bunlardan
ozellikle antosiyaninlerin bakir uygulamalari sonucu bitkinin neresinde ve ne kadar
birikim gosterdigi saptanarak bu bilesiklerin antioksidan etkilerinin yani sira bakir
iyonunu kelatlama 0Ozelligi iizerinde durulmustur. Buradan elde edilen verilerin
giiniimiizde antosiyanin pigmentinin tizerinde c¢alisilan bircok 6zelligine (antioksidan,
antikanser, vb.) farkli bir bakis acis1 getirmesi ve boylece ileriki calismalara bir temel
teskil etmesi iimit edilmektedir. Daha genel ve uzun vadede ise bu arastirmadan elde
edilen sonuglarin, iilkemizin agir metal kirliligi gosteren bolgelerindeki tarimsal
alanlarinin temizlenmesi ile ilgili mevcut bilgilere yeni yaklasimlar saglamasi ve
yapilacak diger ¢alismalara katkida bulunmasi hedeflenmistir. Ulkemizde ve diinyada
bilyiik miktarlarda tiretimi yapilan 6nemli bir tarim bitkisi olan musir, bakir stresine
kars1 olusan fizyolojik, biyokimyasal ve anatomik degisimlerin en iyi gbzlenebilecegi
bir bitki materyali olarak diisiiniilmiistiir. Misirda cesitli stres kosullar1 altinda dokuya
0zgll antosiyanin sentezini tesvik eden genlerin varligi da bu bitkinin se¢ilmesinde etken
olmustur. Bakir uygulamalari sonucu musir bitkisinin ¢imlenme ve biiylimesinde
goriilen cesitli degisimlerin yan1 sira; protein, prolin, klorofil ve antosiyanin igerikleri;
antioksidan bilesikler (askorbat, glutatyon) ile antosiyanin biyosentezinde rol alan
fenilalanin amonyak liyaz (PAL) enziminin ve SOD, CAT, APX, GuPX, GR gibi bazi
antioksidan enzimlerin miktar ve aktiviteleri ile lipit peroksidasyonu sonucu membran
yapisinda goriilen degisimler incelenmistir. Cesitli bitki kisimlarindan alinan enine
kesitlerin 151k mikroskopu ve elektron mikroskopu analizlerinde ise bakirin antosiyanin
ve diger fenolik bilesikler iizerindeki etkileri saptanmaya calisilarak bunun morfolojik,

anatomik ve antioksidan 6zellikleri nasil etkiledigi arastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BITKILERDE AGIR METAL TOKSISITESI

Giiniimiizde agir metallerin yol agtig1 cevre kirliligi tiim diinyanin dikkatini ceken bir
konu olmustur (Agrawal ve Agrawal, 1999; Prasad, 2004; Lerche ve Glaesser, 20006).
Son yillarda niifustaki hizli artis, enerji ve besin yetersizligi, diizensiz kentlesme,
insanlarin asin tiikketim istegi ve bas dondiiriicii bir hizla gelisen teknolojik ilerlemeler
cevre kirliligi sorununun Onemini iyice hissettirir hale getirmistir (Hill, 1997; Ware,
2000). Cevresel kirlenmeyi ortamlarina goére hava, su ve toprak kirliligi olmak iizere ii¢
grup altinda incelemek miimkiindiir (Nriagu ve Pacyna, 1988). Hava kirliliginin baslica
kaynaklan endiistrilesme, asir1 kentlesme ve motorlu tasitlardir (Bell ve Treshow, 2002;
Skelly, 2003; Lerche ve Glaesser, 2006). Su kirliligi; evsel ve endiistriyel atiklarin
aritilmaksizin su ortamina bosaltilmalari, tarimda iiretimi arttirma ve koruma amaciyla
kullanilan giibre ve ilaglarin sucul ortama taginmalar1 sonucunda meydana gelmektedir
(Farmer, 1997). Toprak kirliliginin baslica kaynaklarini ise endiistriyel atiklar, tarimsal
ilaglar, tarim alanlarinin hatali sulanmasi, erozyon, hatali giibreleme ve kentsel atiklar
olusturmaktadir (Ross, 1994; Hayat ve dig., 2005). Cevre kirliligine neden olan
kirleticiler arasinda siiphesiz ki agir metaller énemli bir yer teskil etmektedir (Hill,
1997; Agrawal ve Agrawal, 1999; Ware, 2000) ve bunlarin cevrede yaygin bir sekilde
birikmesi; basta bitki, hayvan ve insanlar olmak iizere hemen her cesit organizma
tizerinde boyutlar1 giderek artan bir tehlike arz etmektedir (Bell ve Treshow, 2002;
Skelly, 2003; Hayat ve dig., 2005; Lerche ve Glaesser, 2006; Ahsan ve dig., 2007).

Agir metaller; bakir, kobalt, civa, kursun, kadmiyum, demir, nikel, ¢inko, aliiminyum
gibi fizyolojik acindan tehlikeli 6zellikleri bulunan ve asir1 miktarlan cevre kirliligine
sebep olan element ya da bilesikler olarak tamimlanabilir (Ross, 1994; Hill, 1997;
Agrawal ve Agrawal, 1999; Kiran ve Munzuroglu, 2004). Agir metaller kayaclarin ve
dolayisiyla topraklarin dogal bilesenleridir ve topraklar bilesimlerine bagh olarak farkli

oranlarda ve formlarda agir metal icerirler (Ware, 2000; Lerche ve Glaesser, 2006).



Agir metallerin ¢evredeki jeolojik nedenlerle olusan dogal dagilim deseni son yillarda
antropojen (insan kaynakli) etki ile 6nemli Ol¢iide degismeye baslamistir (Lerche ve
Glaesser, 2006). Topraklardaki agir metal kirliligi, endiistrinin ve madencilik
etkinliklerinin gelismesiyle, atik suyla yapilan sulamalarin ve aritma camuru
uygulamalarinin yayginlasmasiyla kiiresel bir problem halini almaktadir (Farmer, 1997;
Hill, 1997; Ware, 2000; Hayat ve dig., 2005). Bu nedenle toprakta meydana gelen agir
metal kirliligi yalniz verim ve iiriin kalitesi iizerinde degil aym1 zamanda atmosferik ve
sucul cevre kalitesi hatta besin zinciri yoluyla insan ve hayvan saglig iizerinde de ¢ok
onemli etkiler yaratmaktadir (Hill, 1997; Ware, 2000; Lerche ve Glaesser, 2006).
Organizmalarda birikmek ve gida zinciri dongiisiinde yer almakla uzun siireli sorunlara
neden olan agir metaller, ekosistemlerde yiiksek konsantrasyonlar1 ile zararlarini
yillarca siirdiirebilmektedir (Hill, 1997; Ware, 2000). Agir metallerin ¢evreyi kirleten
etmenlerin basinda gelmesi ve bu kirliligin tehlikeli boyutlara ulagsmasi ¢alismalar1 bu
yone kaydirmis ve ¢ok sayida arastirmaya konu olmustur (Zenk, 1996; Hill, 1997;
Agrawal ve Agrawal, 1999; Ware, 2000; Kiran ve Munzuroglu, 2004).

Toprak, su ve havada degisik oranlarda bulunabilen agir metallerden bazilan bitkiler
icin gerekli mikro besinler olmasina ragmen, belirli konsantrasyonlardan sonra toksik
etkilere sahiptir ve ¢evre kirliligine yol agmaktadir (Ross, 1994; Hill, 1997; Ware, 2000;
Hayat ve dig., 2005). Yiiksek konsantrasyonlardaki agir metaller bitki biiyiimesini
onemli derecede inhibe etmekte (Ouzounidou ve dig., 1995; Mocquot ve dig., 1996;
Chen ve dig., 2000; Munzuroglu ve Geggil, 2002), bitkilerin fizyolojik 6zelliklerine ve
metabolizmasina ciddi bir sekilde zarar vermekte (Munzuroglu ve Geggil, 2002; Lin ve
dig., 2003; Ahsan ve dig., 2007) ve tarimsal {iretimi belirgin bir sekilde

sinirlandirmaktadir (Mocquot ve dig., 1996; Pandit ve Prasannakumar, 1999).

Bitkilerde 6liime sebep olmaksizin metabolik aktiviteyi onemli derecede inhibe eden
agir metal konsantrasyonlari icin ‘toksik konsantrasyon’ deyimi kullanilmaktadir (Ross,
1994; Zenk, 1996). Bitkilerin ¢evrelerine adaptasyon yetenekleri toksik maddelere kars1
olan toleranslan ile iligkilidir ve agir metal konsantrasyonlarina maruz kalan bitkiler
stresten korunmak amaciyla cesitli mekanizmalar olusturarak onlar1 etkisiz hale
getirmeye calismaktadir (Verkleij ve Schat, 1990; Zenk, 1996, Kiipper ve dig., 1999;
Shao ve dig., 2005; Kvesitadze, 2006; Marchiol ve dig., 2007; Tanyolag ve dig., 2007).



Agir metal kirliliginin oldugu yerlerde bazi bitkiler buna kars1 hizli bir sekilde tolerans
gelistirebilmekte iken bazilari oldukca duyarli olup herhangi bir savunma sistemine
sahip degildir (Baker ve Walker, 1990; Verkleij ve Schat, 1990). Agir metallere direncli
bitki tiirleri iyonlar1 aldiktan sonra onlar1 belli kisimlarinda tutmakta (immobilize
etmekte), bu yolla metalleri kendi kokleri ve govdelerinde yogunlastirmaktadirlar
(Reeves ve Baker, 2000; Lin ve dig., 2003; Liu ve dig., 2004). Bitkinin yapisinda
biriktirilen bu toksik metaller, bunun dogal bir sonucu olarak besin zinciri yoluyla insan
saglhigin1 tehdit eder hale gelmektedir (Uriu-Adams ve Keen, 2005). Diger yandan
metale direngli bu tiirlerin ¢ok kirli alanlarda metalin ortamdan kaldirilmast
(fitoremediyasyon) amaciyla kullanildigi da bilinmektedir (Mulligan ve dig., 2001;
Kocaer ve Bagkaya, 2003; Peer ve dig., 2005; Calzoni ve dig., 2007).

Giintimiizde yiiksek etkinlik ve diisitk maliyetlere sahip olan biyolojik iyilestirme
(remediyasyon) stratejileri ile ilgili caligmalar metalle kirlenmis alanlarin aritiminda
cazip bir alternatif olmaktadir (Salt ve dig., 1995; Kvesitadze, 2006; Komarek ve dig.,
2007; Gupta ve Sinha, 2007). Dolayisiyla topraktaki agir metal kirliligi ile ilgili
calismalar agir metallerin kaynaklar1 ve davramislari, halk saglhigi ve cevre iizerindeki
etkileri, kirlenmis bolgelerin arastirllmasi ve analizlenmesi, remediyasyon yontemi ve
risk degerlendirilmesi ile remediyasyon teknikleri iizerinde yogunlagmistir (Kocaer ve
Baskaya, 2003; Peer ve dig., 2005; Eapen ve dig., 2007; Marchiol ve dig., 2007). Bilim
adamlan bu arastirmalan sirasinda, agir metallerin ¢cevreye yayildigi cesitli kaynaklari;
havada, suda ve toprakta hangi oranda bulunduklarini; bitkiler, hayvanlar ve insanlarda
ne gibi zararlara neden olduklarim ve toksik etkilere sahip olduklar konsantrasyonlar
anlamaya calismislardir (Lefebvre ve Vernet, 1990; Ware, 2000; Lerche ve Glaesser,
2006). Bu konuda yapilacak diger arastirmalar sonucunda agir metal direncinin
molekiiler temellerinin daha iyi bilinmesiyle, tarim bitkilerinin agir metallere dayanikli

cesitlerinin (varyetelerinin) secilmesi miimkiin olabilecektir.

Bu tez calismasinda agir metallerden bir tanesi olan bakirin (Cu) misir fidelerindeki
antioksidan aktiviteleri nasil etkiledigi fizyolojik ve anatomik yonden incelenmis ve
deney materyali olarak secilen misirin diger biyolojik Ozelliklerinin yam sira yiiksek
konsantrasyonlardaki bakira karsi olduk¢a direncli bir kiiltiir bitkisi oldugu ve

fitoremediyasyon ¢alismalari i¢in uygun nitelikler tagidig saptanmastir.



2.2. BITKILERDE BAKIR STRESI

Bitkiler yasamlan siiresince bir¢ok stres etmenine maruz kalmaktadir. Dogadaki cesitli
biyotik (yaralanma, patojen hiicumu, enfeksiyon, diger organizmalarla yarigma, vb.) ve
abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, yiiksek sicaklik, agir metal toksisitesi, vb.) stres
kosullar1 ekonomik ©Onemi olan tahillar dahil olmak iizere tiim bitkilerin normal
fizyolojik islevlerinde degisikliklere yol acabilmekte (Mckersie ve Leshem, 1994;
Kabata-Pendias, 1995; Benbelkacem, 1996), stresin siddeti ve siiresi uzadiginda ise
bitkilerde onemli derecede zarar meydana gelebilmektedir (Otte, 2001; Schiitzendiibel
ve Polle, 2002; Reddy ve dig., 2003; Shao ve dig., 2005).

Cevresel ve biyolojik etmenlerin ayri ayr1 ya da birlikte canlinin fizyolojik olaylarinda
belirgin degisimler meydana getirmesi olarak tanimlanan stres; bitkilerin fizyolojisini
etkilemekte (Benbelkacem, 1996; Otte, 2001), biyosentetik kapasitelerini azaltmakta
(Schiitzendiibel ve Polle, 2002; Reddy ve dig., 2003), genetik potansiyellerini
degistirmekte (Shao ve dig., 2005), verimliliklerini kisitlayarak biiyiik oranlarda {iriin
kayiplart meydana getirmekte (He ve dig., 2005) ve normal fonksiyonlarim degistirerek
bitkinin Olimiine yol acabilecek zararlara neden olabilmektedir (Schiitzendiibel ve
Polle, 2002; Kalefetoglu ve Ekmekci, 2005; Shao ve dig., 2005). Stres etmenlerinin
olusturdugu zarar bitkinin ¢evreye yonelik adaptasyon derecesine bagh olarak
degismekle beraber (Shao ve dig., 2005; Mittler, 2006) bir metabolizma bozuklugu
sonucunda meydana geldiginden bitkinin bilyiimesi ve veriminde Onemli azalmalara
neden olabilmektedir (Ouzounidou ve dig., 1995; Benbelkacem, 1996; Schiitzendiibel
ve Polle, 2002; Shao ve dig., 2005; Tanyola¢ ve dig., 2007). Elde edilen bu bilgilerin
15181nda; bitki gelisimini, dolayisiyla da besin zinciri yolu ile hayvan ve insan sagligini
olumsuz yonde etkileyen agir metal toksisitesinin bitki metabolizmasina etkilerinin

incelenmesinin giderek artan bir dneme sahip oldugu agikca goriilmektedir.

Bu tez calismasinda musir fidelerine cesitli konsantrasyonlarda uygulanan bakir (Cu),
sahip oldugu kimyasal ve biyolojik 6zellikleri ile bitkilerdeki agir metal stresinin baglica
kaynaklarindandir (Yruela, 2005) ve bitkilerde onemli fizyolojik, biyokimyasal ve
anatomik degisimlere neden olmaktadir (Ouzounidou ve dig., 1995; Wisniewski ve

Dickinson, 2003; Xiong ve dig., 2006; Zhang ve dig., 2007; Tanyolac ve dig., 2007).



2.2.1. Bakirm Kimyasal ve Biyolojik Ozellikleri

Atmosfer kosullarinda metalik gri tonda bulunmayan iki metalden birisi olan kirmizimsi
renkteki bakir, M.O. 5000 yilindan beri taninmaktadir ve adim ilk bulundugu yer olan
Kibris’in Latincesinden (aes cyprium = Kibris cevheri, cyprium ve daha sonra cuprum)
almistir. Atomik numarast 29, molekiiler agirligr 63.546 g.mol'1 olan bakir, periyodik
tablonun IB serisinde yer alan bir gecis (transisyon) elementidir. Dogal ortamda
kayalarda, toprakta, suda ve havada bulunmaktadir. Toprakta en fazla Cu (I) ve Cu (II)
olmak iizere iki formu bulunan bakirin kirlenmemis topraklardaki konsantrasyonu
yaklagik 10°-107 M diizeylerindedir (Nriagu ve Pacyna, 1988; Kabata-Pendias, 1995).
Bakirin topraktan alinip bitki ve diger canlilar tarafindan kullamlabilirligi, yiiksek
baglanma afinitesi gosterdigi etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), sitrik asit ve fenolik
asitler gibi organik ligantlara baglanarak ¢oziiniirliigiinii arttirmasina baglidir (Hunter ve
Welkie, 1977; Cotton ve Wilkinson, 1988; Gekeler ve dig., 1988; Di Palma ve Mecozzi,
2007; Ke ve dig., 2007).

Bakirin biyolojik fonksiyonlar1 ise bir gecis elementi olmasiyla iliskilidir. Gegis
elementleri olusturduklart bilesiklerin ¢ogunda yar1 dolu d orbitallerine sahiptir ve bu
durum onlarin degerlik degisim mekanizmalariyla elektron transferi yapabilmelerini
saglamaktadir (Cotton ve Wilkinson, 1988). Bu ozelliklerinden otiirii gecis elementleri
birden fazla degerlige sahiptir (Cu*, Cu*?, Cu™). Bakirin canlilar iizerindeki etkileri,
elementin kimyasal formuna ve canlinin biiyiikliigiine gore degismektedir (Lamb ve
Tollefson, 1973; Beinert, 1991). Bakar kiiciik ve basit yapili canlilar icin zehir 6zelligi
gosterirken (Lamb ve Tollefson, 1973); biiyiik ve daha gelismis canlilar i¢in temel yap1
bileseni olarak gorev yapmaktadir (Beinert, 1991). Bu nedenle bakir ve bilesikleri
fungusit, biyosit, antibakteriyel madde ve bocek zehiri olarak tarim zararlilarina ve

yumusakcalara kars1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Lee ve Johnston, 2007).

Bitkiler i¢in ise gerekli bir iz element olan bakir, pek ¢ok metabolik yoldaki protein ve
enzimin yapisal ve katalitik bileseni olarak belirli konsantrasyonlarda biiyiime ve
gelismeyi tesvik etmekte (Eyiiboglu ve dig., 1998; Munzuroglu ve Geggil, 2002;
Yruela, 2005; Pilon ve dig., 2006) ancak yiiksek konsantrasyonlarda giiclii fitotoksik
etkiler gostermektedir (Lombardi ve Sebastiani, 2005; Ahsan ve dig., 2007).



2.2.2. Bitkilerde Asir1 Bakira Karsi Gelistirilen Cesitli Savunma Stratejileri

Bitkiler bakir topraktan kokleri araciligiyla dogrudan alirlar (Baker ve Walker, 1990;
Tani ve Barrington, 2005; Yruela, 2005). Topraktan bakirin alinmasi; topraktaki bakir
miktarina ve bitkinin kok-toprak iligkisine bagli olarak koklerin metal iyonlar ile
etkilesimi, metal iyonlarmin kitle akimi ve difiizyonla koklerden iceriye alinmasi ve
metal iyonlarmin koklerden govdeye translokasyonu seklinde gerceklesmektedir (Tani
ve Barrington, 2005; Sahi ve dig., 2007; Ke ve dig., 2007). Bakirin topraktan alinma
hizi bitkinin transpirasyonu ve koklerden alinan su miktariyla dogru orantilidir

(Nellessen ve Fletcher, 1993; Lidon ve Henriques, 1993a; Tani ve Barrington, 2005).

Yiiksek bitkilerde bakirin hiicreye girisi ve govde dokularindaki translokasyonu, Cu*?
seklindeki iyonlarin koklerdeki katyon degisim bolgelerinden membran transport
proteinlerine baglanmasiyla (Lidon ve Henriques, 1993a; Lidon ve Henriques, 1994;
Ducié ve Polle, 2005) ve hiicre i¢cinde Cu™a rediiklenerek suda ¢oziiniir proteinler olan
metallosaperonlara transfer olmasiyla gerceklesmektedir (Nellessen ve Fletcher, 1993).
Bakirin bitkilerde ksilem 6zsuyunda, serbest metal iyonu seklinden ziyade kompleks
anyonik formlarda, transpirasyon akimina bagl olarak tasindig: belirlenmis (Loneragan,
1981); yash yapraklardan gen¢ yapraklara taginma kabiliyeti iyi olmadigindan eksiklik
belirtilerinin 6ncelikle gen¢ yapraklarda goriildiigii saptanmistir (Xiong ve dig., 2006).

Bitkiler uzun siire kursun, krom, aliiminyum, kadmiyum ya da bakir gibi mobil
metallere maruz kaldiginda genellikle kok biiyiimesindeki azalma siirgiin biiylimesinden
daha fazla olmakta ve kok govde orami azalmaktadir (Ouzounidou ve dig., 1995;
Mocquot ve dig., 1996; Munzuroglu ve Gecgil, 2002; An ve dig., 2004). Bununla
birlikte metal alimi ve kok biiylimesinin engellenmesi, bitki tiirlerine ve biiyiime
kosullarina gore degismektedir (An ve dig., 2004). Bakirin topraktan alinma yiizdesi ve
bitkideki metal konsantrasyonu cevresel, fizyolojik ve biyokimyasal faktorlere
dayanmakta (Song ve dig., 2004); toprak ozellikleri ve pH, agir metallerin bitkiler
tizerindeki toksik etkilerinin olugmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Gupta ve dig.,
1996). Bakirin ¢oziiniir protein ve amino asitlere baglanma kapasitesinin ise bitkinin
tiiriine, fiziksel degisimlere ve metallerin bitkideki birikimi gibi 6zelliklerine bagl

olarak degistigi bildirilmistir (Himelblau ve Amasino, 2000; Sharma ve Dietz, 2006).



Bitkiler metal konsantrasyonu artisina karsi cesitli savunma stratejileri gelistirmistir
(Sekil 2.1) ve asirt bakir alimmmi ¢esitli fizyolojik mekanizmalarla engellenmektedir
(Verkleij ve Schat, 1990; Ouzounidou ve dig., 1994; Zenk, 1996; Boojar ve Goodarzi,
2007). Koklerden metal iyonlarinin igeri alinmasinin engellenmesi ya da kisitlanmasi
bunlardan birisidir (Ke ve dig., 2007) ancak buna ragmen baz1 bitkiler topraktan belirli
miktarlarda bakir1 almakta ve cesitli dokularinda depolayabilmektedir (Kiipper ve dig.,
1999; Lou ve dig., 2004; Johansson ve dig., 2005; Ke ve dig., 2007) (Sekil 2.1).

Kokler topraktaki bakirla ilk temas eden yapilar olduklarindan genellikle govdeden daha
fazla metal icermekte (Paivoke, 1983; Nishizono, 1987; Tukendorf, 1987; Lin ve dig.,
2003) ve bakir iyonlan kok dokularinda tutularak goévde boyunca ilerlemeleri cesitli
yollarla engellenmeye calisilmaktadir (Nishizono, 1987; Lin ve dig., 2003; Panou-
Filotheou ve Bosabalidis, 2004). Bundan dolay1r kokler agir metalleri depolama ve
inaktive etme yerleri olarak gorev yapmaktadir (Tukendorf, 1987; Lin ve dig., 2003;
Panou-Filotheou ve Bosabalidis, 2004; Lou ve dig., 2004). Agir metallerin
fitokelatinlere (PCs) baglanmasi (Leopold ve dig., 1999; Cobbett, 2000; Srivastava ve
dig., 2006) ve toksik metal iyonlarinin bazi organ, doku ya da organellerde birikim
gostererek diger kisimlardan ayri tutulmasi ise bu stratejilerden diger birka¢ tanesidir

(Reeves ve Baker, 2000; McGrath ve dig., 2001; Sahi ve dig., 2007) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Bitkilerde agir metallere karst gelistirilen cesitli savunma stratejileri (1) Metalin hiicre
ceperine baglanmasi (2) Plazma membranindan metallerin gegisinin sinirlandirilmast (3)
Metalin aktif transportla disar1 atilmasi (4) Fazla metalin vakuolde birikimi (5) Metallerin hiicre
ceperi ile plazma membrani arasindaki bolgede kelatlanmasi (6) Metallerin sitoplazmada
kelatlanmasi (Tomsett ve Thurman’dan (1988) modifiye edilmistir)
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Metallerin, metallotiyoninler (MTs) gibi proteinler ile kelatlanmasi ilk olarak gelisen
yanitlardan birisidir (Steffens, 1990; Morelli ve Scarano, 2004; Ogra ve dig., 2006).
Dogal kelatlayici bilesikler olan amino asitler ve tiirevleri, sitrik asit, malik asit gibi
organik asitler ile fenolikler ve fitokelatinlerin metallerin kelatlanmasinda ve
toksisitelerinin azaltilmasinda onemli rolleri oldugu bilinmektedir (Howe ve Merchant,
1992; Le Faucheur ve dig., 2006; Di Palma ve Mecozzi, 2007). Toksik metal iyonlarinin
bitkilerin bazi kistmlarinda 6zel olarak yerlesim gosterdikleri (Kiipper ve dig., 1999;
Liu ve Kottke, 2004) ve hiicre i¢i diizeyde 6zellikle merkezi vakuolde depo edildikleri
de belirlenmistir (Lidon ve Henriques, 1998; Sahi ve dig., 2007). Kok dokularinda agir
metallerin Ozellikle hiicre c¢eperlerinde ya da hiicre icerisinde vakuolde birikim
gosterdigi de saptanmistir (Nishizono, 1987; Lidon ve Henriques, 1998; Lin ve dig.,
2003; Liu ve Kottke, 2004; Panou-Filotheou ve Bosabalidis, 2004) (Sekil 2.1).

2.2.3. Bakirin Bitkilerdeki Fizyolojik ve Anatomik Etkileri

Biyolojik sistemlerde yapisal bir bilesen ve bazi katalitik enzimlerin kofaktorii olarak
gorev yapan bakir, bitki biiylimesinde ve cesitli biyokimyasal islevlerde onemli rol
oynamasina ragmen yiiksek konsantrasyonlarda giiclii fitotoksik etkiler gosteren bir
elementtir (Phalson, 1989; Dreosti, 1991; Devi ve Prasad, 1998; Chen ve dig., 2000;
Erdei ve dig., 2002). Normal biiyiime ve gelisme icin gerekli olan bakirin
konsantrasyonu bitkinin tiirline, gelisim evresine ve bitkinin kullandig1 azot kaynagina

gore degisim gostermektedir (Xiong ve dig., 2006; Ahsan ve dig., 2007).

Bakar, bitki dokularinda asir1 biriktigi zaman c¢imlenmenin (Munzuroglu ve Geggil,
2002; Ahsan ve dig., 2007) ve kok, govde biiyiimesinin gerilemesi (Kiran ve
Munzuroglu, 2004; Johansson ve dig., 2005; Ke ve dig., 2007), azot ve protein
metabolizmasinin olumsuz etkilenmesi (Cuypers ve dig., 2005; Xiong ve dig., 2006),
klorofilin yikimina bagh olarak fotosentetik fonksiyonlarin yavaglamasi (Mocquot ve
dig., 1996; Frankart ve dig., 2002), solunumun inhibe olmasi (Lombardi ve Sebastiani,
2005), transpirasyonun yavaslamasit (Perales-Vela ve dig., 2007), serbest prolin
birikiminin artmast (Alia ve Saradhi, 1991; Backor ve dig., 2004), membran
biitiinliigiiniin ortadan kalkmasi (Morelli ve Scarano, 2004; Sgherri ve dig., 2007) ve
hormonal dengenin bozulmas: (Hunter ve Welkie, 1977) gibi canlilikla ilgili c¢esitli

fizyolojik ve biyokimyasal islevlerin degismesine sebep olmaktadir.
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Bakir, indirgenme yiikseltgenme (redoks) olaylarinda aktif bir gecis elementi olarak
bircok reaktif oksijen tiiriiniin (reactive oxygen species = ROS) olusumu icin de etkili
bir katalizordiir (Aust ve dig., 1985; Maksymiec, 1997; Chen ve dig., 2000; Guo ve dig.,
2007). Zararl1 serbest radikallerin iiretimini katalize eden en onemli agir metallerden
birisi olan bakir (Palma ve dig., 1987; Mazhoudi ve dig., 1997) bir gecis elementi
olmasi nedeniyle bitkilerde oksidan strese sebep olan etmenlerin basinda yer almaktadir
(Aust ve dig., 1985, Elstner ve dig., 1988; Dat ve dig., 2000; Azevedo ve dig., 2007).
Asirt bakir uygulamalart bu toksik oksijen tiirlerinin miktarinda artisa yol agarak
hiicrelerin yap1 ve islevlerinde ciddi zararlar meydana getirebilmekte (Pompella, 1997;
Demirevska-Kepova ve dig., 2004; Sgherri ve dig., 2007), biiyiimenin gerilemesinden
organizmanin Olimiine kadar varabilen pek cok degisime neden olabilmektedir (Chen

ve dig., 2000; Gechev ve dig., 2006; Azevedo ve dig., 2007).

Oksidan stresin derecesine bagl olarak bakirin protein yapisinin bozulmasina ve enzim
aktivitesinin inhibisyonuna yol agarak (Van Assche ve Clijsters, 1990; Demirevska-
Kepova, 2004), protein fonksiyonu ve enzim aktivitesinde degisikliklere neden oldugu
(Cuypers ve dig., 2005; Tanyolag ve dig., 2007) (Tablo 2.1) kaydedilmistir. Bakirin bir
cok enzimin aktivitesini tesvik ettigi ya da baskiladigi (Srivastava ve dig., 2006) ve
ayrica proteinlerdeki siilfidril (-SH) gruplarina baglanarak hiicre yapisinda bozulmalar
(Tukendorf, 1987) ve kromozom lezyonlar1 meydana getirdigi de (Palma ve dig., 2002;
Ahsan ve dig., 2007; Zhang ve dig., 2007) saptanmustir.

Bakar iyonlar hiicre ve organellerin membran yapisinda da 6nemli degisimlere neden
olmakta, lipitlerin oksidasyonuna neden olarak membran yapis1 ve oOzelliklerini
degistirmektedir (De Filippis, 1979; Palma ve dig., 1987; De Vos ve dig., 1989; Baryla
ve dig., 2000) (Tablo 2.1). Koklerden ya da metal stresine maruz kalan diger hiicre
kisimlarindan  digsartya metal iyonu sizmasimnin  membranin permeabilitesindeki
degisimlerden kaynaklandigi (Ouzounidou ve dig., 1995; Pandit ve Prasannakumar,
1999; Berglund ve dig., 2002) belirlenmistir. Benzer sekilde asir1 miktardaki bakirin
membran lipitlerinin peroksidasyonuna bagli yikimina (Dhindza ve dig., 1981;
Berglund ve dig., 2002) ve toplam pigment iceriginde azalmalara (Chettri ve dig., 1998;
Tanyola¢ ve dig., 2007) yol agarak yapraklarda klorosise neden oldugu (Mocquot ve
dig., 1996; Kupper ve dig., 1996; Perales-Vela ve dig., 2007) gozlemlenmistir.
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Bakirin, fotosentez ve elektron transportunun primer reaksiyonlarinda toksik etkilere
sahip oldugu (Baszynski ve dig., 1988; Chettri ve dig., 1998; Frankart ve dig., 2002)
(Tablo 2.1), klorofildeki magnezyum (Mg*?) iyonunun yerini alarak fotosentezin
inhibisyonuna ve klorofil yitkimina neden oldugu (Clijsters ve Van Assche, 1985; Vinit-
Dunand ve dig., 2002) bdylece klorofilin yap1 ve islevlerine zarar verdigi de (Baszynski,
1988; Garnczarska ve Ratajczak, 2000; Perales-Vela ve dig., 2007) bildirilmistir. Bakir
toksisitesinin demir eksikligi (Vinit-Dunand ve dig., 2002), lipit peroksidasyonundan
kaynaklanan klorosis (Gallego ve dig., 1996; Chettri ve dig., 1998), sekonder kok ve
kok tiiylerinin say1 ve uzunluklarinda azalma gibi belirtileri vardir (Ouzounidou ve dig.,

1995; Wisniewski ve Dickinson, 2003; Sgherri ve dig., 2007).

Hiicresel diizeyde transkripsiyon sinyalinin iletiminde (Guo ve dig, 2007; Ke ve dig.,
2007), protein sentezinin diizenlenmesinde (Howe ve Merchant, 1992; Weckx ve
Clijsters, 1996; Ahsan ve dig., 2007), oksidatif fosforilasyonda (Wohlrab ve Jacobs,
1967) ve demir dagiliminin (mobilizasyonunun) saglanmasinda (Di Palma ve Mecozzi,
2007) onemli rolleri olan bakir; sitokrom oksidaz gibi metalloenzimlerin de aktif
merkezinde yer almaktadir (Maksymiec, 1997; Pilon ve dig., 2006) (Tablo 2.1).
Bitkilerde bakir iceren enzimlerden bazilar1 superoksit dismutaz (SOD), askorbat
oksidaz (AQ), polifenol oksidaz (PPO) ve lakkaz (LA) gibi oksidorediiktazlardir
(Messerschmidt, 1997) (Tablo 2.1). Bakir iceren enzimatik olmayan bilesikler ise; bazi
amino asitler, kisa peptitler ve diger baz1 metabolitlerdir (Steffens, 1990; Howe ve
Merchant, 1992; Rauser, 1999; Morelli ve Scarano, 2004; Le Faucheur ve dig., 2006;
Sharma ve Dietz, 2006; Srivastava ve dig., 2006).

Bakirin hiicre ¢eperinin kimyasal yapist ve sentezi lizerinde de belirgin etkilere sahip
oldugu (Panou-Filotheou ve Bosabalidis, 2004; Ali ve dig., 2006), 6zellikle koklerdeki
primer hiicre ceperi ve orta lamellere baglanma egilimi gosterdigi (Nishizono, 1987;
Tukendorf, 1987; Ali ve dig., 2006) bilinmektedir (Tablo 2.1). Yiiksek bitkilerde bakir
eksikligi hiicre ¢eperindeki lignifikasyonun bozulmasina yol agarak genc yapraklarin
biikiilip kivrilmasi, gévdenin egilmesi, zayif ve ince siirgiinlerin olugmasi gibi tipik
morfolojik ve anatomik degisimlere neden olmaktadir (Chen ve dig., 2002; Jouili ve El

Ferjani, 2003; Chaoui ve El Ferjani, 2005; Ali ve dig., 2006).
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Biitiin bu veriler, bitkilerin normal biilyiime ve gelismesi icin gerekli bir mikroelement
olan bakirin, asir1 miktarlarda oksidan strese neden olarak hiicrelerin biiyiime ve
gelisme periyotlari bozdugunu ve onlar1 genetik potansiyellerinden alikoyarak 6nemli

miktarda iiriin kaybina yol actigin1 géstermektedir.

Tablo 2.1: Bitkilerde bakirin dagilimi ve islevleri

Adi Bulundugu Yer Islevi

Plastosiyanin Kloroplastlar Elektron transferi

Superoksit dismutaz Mitokondri, Glioksizomlar, Superoksit radikalinin detoksifikasyonu

(Cu-Zn SOD) Kloroplast Lipit peroksidasyonu

Sitokrom oksidaz Mitokondri Elektron  transport  zincirinin  terminal
oksidasyonu

Askorbat oksidaz Hiicre ¢eperi Askorbik asitin oksidasyonu / rediiksiyonu

Hiicre bitytimesi ve bitki savunmasi

Diamin oksidaz Epidermis ve ksilem Poliamin yikimi
dokusunun apoplazmasi Lignifikasyon-Suberizasyon
Fenol oksidaz Hiicre ¢eperi Lignin ve alkaloid biyosentezi
Kloroplastlar Plastosiyanin

Bakirin mikroelement olarak bitkilerdeki islevleri ve dagilimi ¢ok calisilmis bir konu
olmasina ragmen bakir konsantrasyonu ve antioksidan aktivite arasindaki iliski heniiz
tam olarak acikliga kavusmamistir. Bu calismanin amaci bakirin toksik etkileri ile
bitkilerin savunma mekanizmasinda yer alan antioksidan enzim aktivitelerindeki

degisimler arasindaki iligkileri incelemektir.
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2.3. BITKILERDE OKSIiDAN STRES VE SERBEST OKSIJEN TURLERI

Atmosferde en bol bulunan elementlerden birisi olan oksijen, aerobik canlilar igin
vazgecilmez bir element olup; hidrojen, karbon, azot ve kiikiirt ile birlikte organik
molekiillerin temel yapisal atomlarinmi olusturmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1984;
Sies, 1991; Lane, 2003). Bunun yaninda, aerobik canlilarin enerji metabolizmasindaki
rolii nedeniyle, oksijen hayati bir Oneme sahiptir. Oksijenin canlilardaki toksik
etkilerinin ‘oksijen radikalleri’ olarak adlandirilan ve oksijenin viicuttaki metabolizmasi
sirasinda olusan reaktif tiirlerden kaynaklandigi bilinmektedir (Smirnoff, 2005) (Sekil
2.2). Biyokimyasal tepkimeler daima atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar
seviyesinde gerceklesmektedir. Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda
eslesmemis bir veya daha fazla tek elektron tasiyan molekiillere verilen isimdir (Foote,
1995). Baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine giren bu molekiillere
‘oksidan molekiiller’ ya da ‘reaktif oksijen tiirleri’ (ROS) de denmektedir. Serbest
radikaller, hiicrelerde endojen ve eksojen kaynakli etmenlere bagh olarak olusan bir ya
da daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirlig: diisiik

ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanirlar (Elstner, 1982; Baskin ve Salem, 1997).

KLOROPLAST \ PEROKSIZOM

MITOKONDRI e ROS

"\

PLAZMA MEMBRANI

ENDOPLAZM iK RETIKULUM

Sekil 2.2: Bitkilerde serbest oksijen radikallerinin (ROS) ¢esitli metabolik kaynaklari

Dis orbitallerde paylagilmamig elektron bulunmasi s6z konusu kimyasal bilesigin
reaktivitesini olaganiistii arttirdig1 i¢in, serbest radikaller tepkime etkinligi ¢cok yiiksek

olan aktif oksijen tiirlerdir (Mittler, 2002; Mercan, 2004; Mittler, 2006) (Sekil 2.3).
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Oksijen bulunan bir ortamda serbest radikaller; cesitli fiziksel ve kimyasal etkenlerle
kovalent baglarin homolitik kirilmasi, normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ve
normal bir molekiile elektron transferi olmak iizere baslica 3 temel mekanizma ile

olusurlar (Mittler, 2002; Halliwell, 2006; Mittler, 2006) (Sekil 2.3).

Sekil 2.3: Serbest oksijen radikalleri (ROS) ile antioksidanlarin molekiiler yapisi ve aralarindaki
elektron alisverisi

Oksijen radikallerinin fazla yapimimin neden oldugu etkilerin toplami ‘oksidan stres’
diye adlandirilir (Akkus, 1995; Foote, 1995; Van Montague ve Inze, 2002; Halliwell,
2006; Mittler, 2006). Oksidan stres ayrica antioksidan savunma sistemi ile serbest

radikal iiretimi arasindaki dengesizlik olarak da tanimlanabilmektedir (Mittler, 2002).

Tablo 2.2: Baslica reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Radikaller Radikal olmayanlar
Superoksit radikali (O,7) Hidrojen peroksit (H,O,)
Hidroksil radikali (OH") Lipit hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikali (RO,) Hipoklorik asit (HOC1)
Alkoksil radikali (RO") Ozon (0O5)

Hidroperoksil radikali (HO;) Singlet oksijen 0,

Peroksinitrit radikali (ONOO)

Canlilarda olusabilen serbest oksijen bilesiklerinin sayisi yiizlerce farkli tiir seklinde
ifade edilebilirse de, bunlarin arasinda siiperoksit (O,"), hidrojen peroksit (H,O,),
hidroksil radikalleri (OH") ile singlet oksijenin (021) ozel yerleri vardir (Roberfroid,
1995; Alscher ve dig., 1997; Colton, 1999; Halliwell, 2006) (Tablo 2.2) (Sekil 2.4).
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2.3.1. Superoksit Radikali (0,")

Molekiiler oksijen (O,) bir elektron alarak kararsiz bir yapi olan superoksit (O;")

radikaline doniismektedir (Sekil 2.4).
Oy+e-— 0Oy (2.1)

Hiicresel metabolik etkinlikler sonucunda iiretilen superoksit radikalinin olusumu pek
cok abiyotik ve biyotik stres faktorleri altinda indiiklenmektedir (Bowler ve dig., 1992;
Baskin ve Salem, 1997). Anyonik yapidaki bu radikaller, tasidiklar yiikten dolayi hiicre
ve organellerin membranlarindan gecemezler ve dolayisiyla etkilerini genellikle
tiretildikleri yerde gosterirler. Superoksit bilesikleri; fosfolipitlerin varligi nedeniyle
asidik yapidaki membran yiizeylerinin hidrofobik ortamlarinda daha uzun 6miirliidiir ve
¢Oziiniirliikleri daha fazladir (Afanas’ev, 1989; Fridovich, 1983; 1993). Diisiikk pH’da
aktivitesi artan superoksit anyonu buradan kolayca bir proton alarak kendisinden daha
kuvvetli bir oksidan olan perhidroksil radikalini (HOy) olusturmaktadir (Fridovich,
1983). Superoksite gore cok daha reaktif olan bu radikal, membranlarda lipit
peroksidasyonunu baglatabilmekte ve bazi antioksidan bilesikleri oksitleyebilmektedir

(Asada, 1984; Fridovich, 1993; Akkus, 1995; Alscher ve dig., 1997; Asada, 2006).

Giiclu oksitleyici bilesikler olan superoksit radikalleri ayrica agir metalleri indirgeyerek
bagli bulundugu proteinlerden salinimina neden olmakta, kofaktorlerin oksidasyon
diizeylerini bozmakta ve bazi metal iyonlarimin katildigi hidroksil radikali yapim
tepkimelerini (Fenton ve Haber-Weiss) hizlandirmaktadir (Aust ve dig., 1985; Bowler
ve dig., 1992; Roberfroid, 1995; Baccouch ve dig., 1998; Baryla ve dig., 2000).

Superoksit; hem H,0O;’in onciilii hem de metalleri indirgeyici bir tiir olarak proteinlere
baglh metallerin indirgenip serbest kalmasina neden olabildiginden, biyolojik kosullarda
superoksit olusumunun arttig1 ortamda "OH {iretimi kaginilmazdir (Del Maestro, 1979;
Afanas’ev, 1989; Burkitt ve Gilbert, 1990). Yiiklii bir molekiil olan superoksit anyonu;
biyolojik membranlardan gecememekte (Colton, 1999; Berglund ve dig., 2002),
dolayisiyla bu radikaller tiretildikleri hiicre kisminda etkisiz hale getirilmek iizere
superoksit dismutaz (SOD) enziminin yiiksek katalitik aktiviteleri ile daha az zararh
olan H;0O,’e doniistiiriilerek hiicrelerde birikimine izin verilmemektedir (Lidon ve

Henriques, 1993b; Van Montague ve Inze, 2002; Halliwell, 2006).
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2.3.2. Hidrojen Peroksit (H,0)

Yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal 6zelligi tagimayan hidrojen
peroksit HyO,; reaktif bir tiir degildir (Cakmak ve dig., 1993) ancak ‘reaktif oksijen
tiirleri’ ya da ‘serbest oksijen tiirleri” H,O, gibi serbest radikal olmayan tiirler i¢in de
ortak olarak kullanilan bir terimdir (Blokhina ve dig., 2003; Halliwell, 2006). H,O,,
superoksit (O,”) radikaline bir elektronun eklenmesi (superoksit dismutasyonu) ya da
0O,’in dogrudan indirgenmesiyle olusmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Hegedus
ve dig., 2001; Mittler, 2002; 2006; Halliwell, 2006). Dismutasyon kendiliginden ya da

superoksit dismutaz (SOD) enzimi araciliyla katalize edilmektedir (Sekil 2.4).

2H"
0, + 2¢ — 0, — H,O, (22)
SOD
20,7 +2 H — 0, + H,O, (23)

Olusan H,0,, superoksitin aksine membranlardan kolaylikla gecebilmektedir (Dat ve
dig., 2000). Reaktif oksijen tiirleri icerisinde digerlerine gore daha uzun Omiirlii olan
H,0,; iiretildigi yerden uzak kisimlara difiizyon yoluyla dagilmakta ve cesitli
organellerin membran yapilarina girerek sinyal molekiilii olarak da rol alabilmektedir

(Klapheck ve dig., 1990; Dat ve dig., 2000; Liochev ve Fridovich, 2007).

Aktif oksijen tiirleri arasinda digerlerine gore nispeten daha diisiik toksisiteye sahip olan
H,0,’in oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni; ozellikle bakir ve demir gibi
gecis metallerinin varliginda, hidroksil radikalinin (OH") onciilii olarak davranmasidir
(Aust ve dig., 1985; Halliwell, 2006). H,0O,, 6zellikle proteinlerde bulunan bakir ya da
demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki aktif metal formlarini
olusturmaktadir (Sigel ve Sigel, 1999). Cok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olan bu
metaller; Fenton ya da Haber-Weiss reaksiyonlar ile biyolojik sistemlerde en toksik ve
en reaktif radikaller olarak bilinen OH" bilesiklerini iireterek (Elstner, 1982; Baskin ve
Salem, 1997; Kehrer, 2000) (Sekil 2.4), hiicre membranlarinda lipit peroksidasyonu gibi
radikal tepkimelerini baglatabilmektedir (Sigel ve Sigel, 1999; Li ve dig., 2006).



18

0,

Fotosentezin elektron transport sisteminden ya da diger kaynaklardan (lipoksigenazlar, vb.) gelen elektronlarla oksijenin yiikseltgenmesi
€ H 2 0] 2+ . 02
4!’ Kendiliginden

Oz' " Superoksit dismutazyonu 02‘ = “1‘02' - +2H+

SOD
H,0,+3%0,
[F—
2H*
Y
Hg 02 Hidrejen peroksitin yikini:Sitoplazmada ve peroksizomlarda;
CAT
HzOz + H202 ——}21120-‘1-02
Sitoplazmada ve kloroplastlarda;
- POD
¢ — H,0,+RH; ——2H,;0+R
H+
"‘H;O

|
OH " Hidroksil radikalinin elusumu: Haber-Weiss reaksiyonu ile;

0, ~+H,0,+H* "% 0H-+H,0+0,

Fenton reaksiyonu ile;

¢ - Cu?*+H,0,-Cu®*+0H ' +0H

Sekil 2.4: Aktif oksijen tiirlerinin olusumu ve yikimi (Fedtke, 1982; Salin, 1988)

Bitki hiicrelerinde oksidan zararin 6nlenmesi i¢in H,O,’in temizlenmesi biiyiik 6nem
tasimaktadir ve oksitleyici ozellikleri nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O;’in
derhal ortamdan uzaklastirnlmasi gerekmektedir (Smirnoff, 2005; Mittler, 2006).
H,0,’in yikimi bitkilerde o©ncelikle askorbat-glutatyon dongiisii (Sekil 2.11) ile
(Hausladen ve Alscher, 1993), hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan katalaz ve
peroksidaz enzimleri tarafindan gerceklestirilmektedir (Chance ve Maehly, 1955; Fang
ve Kao, 2000; Hegedus ve dig., 2001; Blokhina ve dig., 2003; Lepedus ve dig., 2004).
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2.3.3. Hidroksil Radikali (OH™)

Biyolojik sistemlerde iiretilen hidroksil radikalinin (OH) onemli bir kismi canlilarda
hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile ger¢eklesmektedir (Sigel ve Sigel, 1999). Bu
tir indirgenme Fe ve Cu gibi gecis elementlerinin varlifinda Fenton reaksiyonu ile

katalizlenmektedir (Burkitt ve Gilbert, 1990; Kehrer, 2000) (Sekil 2.4).

Fenton reaksiyonu sonucunda oksitlenen metal iyonlar1 olan Cu**/ Fe*; askorbik asit
ya da superoksit (O,") gibi indirgeyici bilesiklerin de bulundugu ortamlarda yeniden
rediiklenmekte (Haber-Weiss reaksiyonu) ve boylece H,O,’den "OH yapim1 dongiisel

bir bigimde siirekli duruma gelerek tekrarlanmaktadir.

Cu*/Fe** + H,0, — Cu**/Fe™ + OH + OH (2.4)
Fe, Cu

H,0, + Askorbat — 'OH + semidehidroaskorbat (2.5)
Fe, Cu

H,O, + Oy + H" — 'OH + 0, + H,O (2.6)

Haber-Weiss reaksiyonu olarak adlandirilan bu tepkime ile olusan "OH miktar1; hiicrede
tiretilen H,O, derisimi ve serbest metal iyonlarinin varligina baghdir (Burkitt ve Gilbert,
1990; Kehrer, 2000). Biyolojik sistemlerde bilinen en reaktif tiir olan ‘OH, su dahil
ortamda rastladig1 her biyomolekiille etkilesime girebilmektedir (Sigel ve Sigel, 1999).
Biitiin hiicresel yapilar ‘'OH’in bir hedefi ise de dzellikle protein, lipit ve nukleik asitler
gibi elektronca zengin bilesikler tercihli hedeflerdir (Pryor, 1982; Genestra, 2007) ve bu
kisimlarda baglatilan radikal tepkimelerinde binlerce farkli ara iiriin olusabilmektedir
(Genestra, 2007). Proteinlerin serbest radikallerce oksidasyonu yapi degisimlerine yol
acabilmekte ve hiicreleri proteolitik yikima gotiirebilmektedir (Stadtman ve Oliver,
1991). OH' radikalinin sebep oldugu biyolojik zararlardan en iyi tanimlanmis olani, lipit
peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur (Girotti, 1985;
Maillard ve dig., 2007). Lipitlerin peroksidasyonu; membranin yapisini, biitiinliigiinii ve
secici gecirgenligini bozarak hiicre Oliimiine kadar varabilen olaylara neden
olabilmektedir (De Vos ve dig., 1989; Cakmak ve dig., 1991; 1993). ‘OH’in nukleik

asitler ile tepkimeleri sonucunda ise baz modifikasyonlari, baz delesyonlar1 ve zincir
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kirilmalan gergeklesebilmektedir (Getoff, 2007; Lin ve dig., 2007). DNA yapisinda
meydana gelen ileri derecedeki bozukluklar onarilamadigindan serbest radikaller;
mutasyon, yaglanma ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilmektedir (Valko ve dig., 2006).
OH' yapimim katalizlemelerindeki etkileri nedeniyle, canlilarda metal iyonlar serbest
radikallerin zararlarindan birinci derecede sorumludurlar (Del Maestro, 1979) ve bu
etkiye sahip olamadiklar1 formda (proteine bagl) tutulmalan gerekmektedir (Tukendorf,
1987; Steffens, 1990; Leopold ve dig., 1999; Rauser, 1999; Cobbett, 2000). Bircok canl
organizmada bu gorev transferrin, ferritin ve iirik asit gibi bilesiklerce yapilirken,
bitkilerde metallotiyoninler, glutatyon, fitokelatinler ve fenolik bilesikler toksik metal
iyonlarini bagli formda tutarak zararlh etkilerini azaltmakta ya da ortadan kaldirmaktadir

(Meister, 1981; Cobbett, 2000; Le Faucheur ve dig., 2006).

2.3.4. Singlet Oksijen (0,))

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi nedeniyle serbest radikal olmadig1 halde
yiiksek enerjili elektronlarinin varlig: ile reaktif oksijen tiirleri arasinda yer alan singlet
oksijen (0,"), serbest radikal zincir reaksiyonlarinin baslamasina neden olmasi
acisindan onem tagimaktadir (Shih ve Hu, 1999; Das ve Das, 2000). Oksijenin enerjetik
olarak uyarilan bu formunda reaktivite cok yiiksektir (Colton, 1999; Das ve Das, 2000).
Pigmentlerin flavin igeren nukleotidlerinin oksijenli ortamda 15181 absorblamasiyla
molekiiler oksijenin (O,*") elektronlarindan birinin disaridan aldig1 enerji sonucunda
kendi doniis yoniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi ile olusan
bu bilesikler (Nobel, 1974), aym zamanda hidroperoksitlerin ge¢is metallerinin
varhigindaki yikim tepkimelerinde (Aust ve dig., 1985) ve superoksit radikalinin
kendiliginden dismutasyonu sirasinda da (Nobel, 1974; Quintanilha, 1988; Baskin ve
Salem, 1997; Van Montague ve Inze, 2002) (Sekil 2.4) iiretilebilmektedir.

Aldig1 enerjiyi cevreye yayarak yeniden oksijene doniisebilen O,'; diger molekiillerle
etkilesime girdiginde ise sahip oldugu bu enerjiyi diger molekiillere transfer ederek
cesitli kovalent tepkimelere girmektedir (Foote, 1995; Lane, 2003). Ozellikle doymamis
yag asitlerindeki karbon-karbon cift baglar ile dogrudan etkilesime girerek peroksil
radikallerinin olusumuna neden olan O,'; OH' bilesigi kadar etkin bir sekilde lipit
peroksidasyonunu baslatabilmektedir (Nobel, 1974; Girotti, 1985; Smirnoff ve Cumbes,
1989; Hodges ve dig., 1999; Shih ve Hu, 1999; Das ve Das, 2000; Apel, 2004).
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2.4. BITKILERDE LiPIT PEROKSIDASYONU

Hiicrelerin metabolik aktiviteleri ve cesitli ¢evresel stres etmenleri sonucunda olusan
serbest oksijen tiirleri (ROS); yag asitleri basta olmak iizere karbonhidrat, protein ve
nukleik asitler gibi cesitli molekiillerden bir proton ¢ikararak karbon merkezli organik
alkil radikallerinin (R’), (RCOO’), (RO;") ve (RO’) olusmasina ve lipit peroksidasyonu
zincir tepkimelerinin baglamasina neden olarak yapisal ve fizyolojik bazi degisimlere

yol agmaktadir (Blokhina ve dig., 2003; Halliwell, 2006; Mittler, 2006).

Karbon merkezli bu radikaller hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek cesitli alkil
radikallerini olusturmaktadir. Bunlardan 6zellikle peroksil radikali (ROO'), lipit
peroksidasyonunu baslatan radikal olup ¢ok uzun 6mirliidiir (Cakmak ve Horst, 1991).
Hiicre membrani ve hiicre i¢i bilesenler (mitokondri, kloroplast, endoplazmik retikulum,
vs.), Ozellikle membran fosfolipitlerindeki doymamis yag asitlerinin varligi nedeniyle

oksidan saldirilara duyarlidir (Pompella, 1997; Ishikawa ve Wagatsuma, 1998).

Biyomolekiillerin serbest oksijen tiirlerince bu sekilde oksidasyonu sonucunda hiicre
yap1 ve islevlerinde ¢esitli bozukluklar meydana gelirken aym1 zamanda lipit radikalleri
(L") ve lipit peroksitler (LOOH) de olugsmaktadir (Yan ve dig., 1996; Yamamoto ve dig.,
1997) ve bu toksik iiriinler yeni bir tepkimeyi baslatabilmektedir (Zhang ve dig., 2007).

“Serbest Radikal Otooksidasyonu” olarak isimlendirilen bu tip tepkimelerin en iyi
bilineni ‘lipit peroksidasyonu’ olarak adlandirilan ¢oklu doymamis (poliansatiire) yag
asitlerinin (PUFA) zincirleme radikal reaksiyonudur ve bunun basglatilmasi i¢in bir
tetikleyici (baglatict) etmen gereklidir. S6zii edilen bu etmenin ¢ogunlukla OH™ radikali
oldugu kabul edilmektedir (Girotti, 1985; Halliwell ve Gutteridge, 1984; 1998; 1999).
Lipit peroksidasyonu; baslama, ilerleme, yikim ve sonlanma olmak iizere dort asamada

olusmaktadir (Sekil 2.5, Sekil 2.6).

2.4.1. Lipit Peroksidasyonu Baslama Evresi

OH" radikalinin, yag asitinin (LH) metilen kismindan bir hidrojen atomunu (H")

koparmasiyla bir lipit radikali (L' ) meydana gelmektedir (Sekil 2.5).

OH" +LH — H,O0+ L 2.7
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2.4.2. Lipit Peroksidasyonu ilerleme Evresi

Zincirleme reaksiyon olusan lipit radikaline (L), O, ilavesi ile devam etmekte ve

sonugcta lipit peroksil radikali (LOO") ile lipit peroksit (LOOH) olugsmaktadir (Sekil 2.5).
L'+ O,— LOO (2.8)
LOO +LH — LOOH + L~ (2.9

2.4.3. Lipit Peroksidasyonu Yikim Evresi ve Olusan Cesitli Organik Radikaller
Tek elektron {izerinden yeniden yapilanma lipitin parcalanmasi ile sonuglanarak cesitli
organik alkil radikalleri meydana gelmektedir (Sekil 2.5).

2.4.3.1. Organik Peroksit Radikali (RCOO)

Organik peroksit radikalleri, lipitlerin yikiminda ortaya ¢ikan toksik tiriinlerden biridir.

2.4.3.2. Peroksil Radikali (ROO")
Peroksil radikali, yeni bir lipit peroksidasyonunu tetikleyerek zincirleme tepkimelerin
baslamasina neden olan oldukga toksik 6zelliklere sahip bir lipitlerin yikim {iiriiniidiir.
2.4.3.3. Alkoksil Radikali (RO")
Alkoksil radikalleri, peroksil radikalinden bir oksijen atomunun ¢ikmasi sonucunda
olusmaktadir. Lipit peroksidasyonu sonucunda ayrica jasmonik asitler, alkoller, etan,
etilen ve aldehitler gibi cesitli sekonder ara iiriinler olugsmaktadir. Bunlardan 6zellikle
malondialdehit (MDA), ¢esitli mutajenik ve genotoksik etkileri ile en zehirli iiriinlerden
birisidir (Heath ve Packer, 1968; Girotti, 1985)
2.4.4. Lipit Peroksidasyonu Sonlanma Evresi
Zincir reaksiyonu, askorbat (C vitamini) ve a-tokoferol (E vitamini) gibi antioksidanlar
tarafindan sonlandirilabilmektedir (Sekil 2.6).

LOO +L +2H"— LOOH + LH (2.10)

L' +VitE — LH+ VitE (2.11)

VitE +L — LH+ VitE (2.12)
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PUFA —f N/ \—

Baslama

Molekiiler yeniden
diizenlenme

Oksitlenme | O,

Lipit peroksil radikali vz'\___/\:.'/\

0‘ y

Membran lipitinden
H+ iyonu ¢ikmasi

Lipit hidroperoksitV\:/\:/\ / Sekonder peroksidasyon iriinleri
MDA

Sekil 2.5: Lipit peroksidasyonunun baslama, ilerleme ve yikim evreleri (Halliwell ve
Gutteridge’den, 1999)

Lipit peroksidasyonu kendisini tetikleyerek yeniden lipit radikalleri ve peroksitleri
olusturabilmektedir. Hidroperoksitlerin ve sekonder peroksidasyon iiriinlerinin
konsantrasyonlar1 arttikca (Sekil 2.5); membranlarin akigkanliklar1 azalmakta, hiicre
disindaki ¢esitli iyon ve maddelerin hiicre i¢ine gecisi kolaylasarak sonucta hiicrenin
yapisinda ve iglevlerinde cesitli bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir (Kindl, 1993; Kwon ve
dig., 2003; Li ve dig., 2006) (Sekil 2.6, Sekil 2.7).
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Sekil 2.6: Lipit peroksidasyonunun sonlanma evresi: (a) X radikali lipit peroksidasyonunu

baslatmakta, (b) Membran oksitlenerek peroksil radikali (ROO’) olusmakta, (c) Peroksil radikali
a-tokoferoliin de yer aldig1 membranin lipofilik kismina baglanmakta (d) Peroksil radikali a-
tokoferol tarafindan rediiklenerek hidroperoksite (ROOH) doniisiirken; tokoferoksil radikali

meydana gelmekte (e) Tokoferoksil radikali askorbat (AscH) ile indirgenirken meydana gelen

askorbat radikali (Asc”) ilgili enzimlerce askorbata doniistiiriilmektedir (Buettner’den, 1993).

Lipit peroksidasyonu; cok tehlikeli bir zincir reaksiyonu olarak dogrudan membran
yapisina, dolayl olarak da reaktif aldehitler iiretmek suretiyle diger hiicre bilesenlerine
zarar vermektedir (Luna ve dig., 1994) (Sekil 2.7). Peroksidasyonla olusan ve
mutajenik, genotoksik, karsinojenik etkileri ortaya cikarilan malondialdehit (MDA);
membran kisimlarinin ¢apraz baglanmasina ve polimerizasyonuna yol a¢cmaktadir
(Mercan, 2004, Li ve dig., 2006). Bu durum, membranin yapisinda deformasyona neden
olarak iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi

onemli hiicresel oOzelliklerin degisimine neden olmaktadir (Luna ve dig., 1994;

Smirnoff, 2005; Li ve dig., 2006; Zhang ve dig., 2007) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: Lipit peroksidasyonu sonucunda hiicre membrani bilesenlerinin oksidasyonu ve cesitli
kisimlarin ¢apraz baglanmalari ile meydana gelen degisimler (Halliwell ve Gutteridge, 1999)

Sonugta, membranlarin bu sekildeki oksidatif yikimi; dokularda ciddi bozukluklarin
ortaya ¢ikmasina sebep olmakta hatta stresin derecesine bagl olarak yaslanma ve hiicre
oliimii gibi olaylar meydana gelmektedir (Girotti, 1985; Lin ve dig., 1988; Stadtman,
1992; Berglund ve dig., 2002; Li ve dig., 2006; Ahsan ve dig., 2007) (Sekil 2.7).

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan bilesikler, serbest oksijen tiirlerinin tesvik
ettigi oksidasyona bagli hiicre ve doku zararlarinin Onlenmesinde biiyiik Onem
tasimaktadir (Dalton ve dig., 1986; Baccouch ve dig., 1998; Rice-Evans, 2001; Mittler,
2006; Srivastava ve dig., 2006; Azevedo ve dig., 2007) (Tablo 2.3, Sekil 2.8).
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Tablo 2.3: Baglica antioksidan maddeler ve islevleri

Antioksidanlar islevleri

Enzimatik antioksidanlar

Superoksit dizmutaz Superoksitin hidrojen peroksite doniistiirtilmesi
Katalaz Hidrojen peroksitin suya yikimi

Glutatyon peroksidaz Hidrojen peroksitin indirgenerek detoksifiye edilmesi
Askorbat peroksidaz Hidrojen peroksitin indirgenerek detoksifiye edilmesi

Enzimatik olmayan antioksidanlar

Urik asit Bakir ve demirin baglanmasi
Glutatyon Okside olmus E vitamininin rediiklenmesi (rejenerasyonu)
Transferrin, ferritin Okside olmus reaktif formdaki bakir ve demirin baglanmasi

Besin degeri olan antioksidanlar

a-Tokoferol (E vitamini) Membranlardaki radikallerin temizlenerek etkisizlestirilmesi
Karotinoidler (B-karoten, A vitamini) Membranlardaki radikallerin etkisizlestirilmesi
Askorbik asit (C vitamini) E vitamininin, glutatyonun ve flavonoidlerin rejenerasyonu

Flavonoidler (Antosiyaninler, vs.) Radikallerin temizlenmesi ve metal iyonlarinin kelatlanmasi

Bu tablo Barry Halliwell ve John M.C. Gutteridge’den (1999) modifiye edilmistir.

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) belirtilen toksik etkilerinin yani sira; biyolojik
islevlerin diizenlenmesi ve kontroliinde olumlu rolleri oldugu da bilinmektedir (Mittler,
2002; Gapper ve Dolan, 2006; Halliwell, 2006; Mittler, 2006). Bunlardan birisi olan
H,0,’in; bir sinyal molekiilii olarak gorev yaptigi ve bitkilerde ozellikle lignifikasyon
ve suberinizasyonu tesvik ederek hiicre c¢eperinin yapisinin sekillenmesinde, mekanik
destegin saglanmasinda ve boylece hiicrelerin infeksiyon ve yaralanmalara karsi
korunmasinda yer aldigi saptanmistir (De Vos ve Schat, 1991; Chen ve dig., 2000;
Apel, 2004; Shao ve dig., 2005; Gechev ve dig., 2006).

Belirli miktarlardaki ROS’in; ¢imlenme (Bailly, 2004), biiyiime (Hunter ve Welkie,
1977, Mocquot ve dig., 1996; Gapper ve Dolan, 2006; Perales-Vela ve dig., 2007),
gravitropizma (Elstner ve dig., 1988), stomanin agilip kapanmasi (Mittler, 2002; 2006),
programlanmis hiicre o6liimii (Hernandez-Jimenez ve dig., 2002; Kwon ve dig., 2003;
Gechev ve dig., 2006), yaralanma ve patojenlere karsi yanitlarin olusumu (Dixon ve
Paiva, 1995; Mittler, 2006) gibi biiyiime, gelisme ve savunma gibi c¢esitli biyolojik
olaylarda aktif rol aldig1 da kaydedilmistir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: Cevresel stres etmenleri ve hiicresel savunma sistemlerinin uyarilmast (1), (2) ve
(3)’te belirtilen kisimlar stres etmenleri sonucunda olusan serbest oksijen tiirleri (prooksidanlar)
tarafindan aktive edilerek hiicrelerin savunma, onarim ve adaptasyon genlerinin ekspresyonunu

tesvik etmektedir (Hoshi ve Heinemann’dan, 2001)

Bitkilerdeki antioksidan savunma sistemi olduk¢a karmasiktir ve aktif oksijen tiirlerinin
detoksifikasyon mekanizmalar1 enzimatik aktivasyon (superoksit dizmutaz, katalaz,
askorbat peroksidaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz) ve enzimatik olmayan
(askorbat, glutatyon, tokoferol, karotinoid ve flavonoid, fenolik bilesikler ve
antosiyaninler gibi) antioksidanlardan ibarettir (Hernandez-Jimenez ve dig., 2002;

Mittler, 2002; Kwon ve dig., 2003; Mittler, 2006) (Tablo 2.3), (Sekil 2.8), (Sekil 2.9).

mMaPK kinazlar |
Ca", hormaonlar

m.m-:-h,.o;--i'-?&-u‘q, Asa
A Gsm x AADEAR, F e
. oS an GSSG Drea = MDA HO

Sekil 2.9: Bitki hiicrelerinde antioksidan savunma sistemleri (Gechev ve dig., 2006)
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2.5. BITKILERDE ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Bitkilerde metabolik aktiviteler sonucunda olusan serbest oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimi; agir metaller de dahil olmak tizere ¢esitli cevresel stres etmenlerince tegvik
edilmektedir (Aust ve dig., 1985; Beinert, 1991; Akkus, 1995) (Sekil 2.8, Sekil 2.9).
Hiicrelerde asirm miktarda biriken ROS; giiclii oksidan etkileri ile biyolojik
makromolekiiller ve membranlara saldirarak islevlerini bozan 0&zelliklere sahiptir
(Roberfroid, 1995; Colton, 1999; Dat ve dig., 2000; Blokhina ve dig., 2003; Ahsan ve
dig., 2007). Abiyotik ve biyotik stres kosullarinda etkinligi artan ROS, antioksidan
genlerin ekspresyonunu aktive ederek hiicresel savunma sistemini uyarmaktadir (Dixon

ve Paiva, 1995; Grene, 2002; Mittler, 2006) (Sekil 2.8, Sekil 2.9, Sekil 2.10).

Patojenler Yaralanma UvV-B

Kurakh
Tuzlululk Nukleus
Agur i — = Gen Ekspresyonu
Metaller
ROS

Herbisitler
Asiri 1sik
Diisiik sicakhik

Sekil 2.10: Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) abiyotik ve biyotik stres kosullarinda gesitli hiicre
kisimlarindaki antioksidan genleri aktivasyonu (Grene’den, 2002).

Normal kosullar altinda hiicreler reaktif oksijen tiirlerini sahip olduklar1 antioksidan
sistem tarafindan etkin bir sekilde uzaklastirabilmektedir. Ancak, agir metal (bakir)
toksisitesi gibi cesitli gcevresel stres kosullarinda, ROS iiretimi antioksidan sistemin
kapasitesini agmakta ve protein oksidasyonu, lipit peroksidasyonu ile nukleik asit baz
modifikasyonlar1 gibi sitotoksik degisimlere neden olmaktadir (De Vos ve dig., 1989).
Bitkiler serbest oksijen radikallerinin zararl etkilerinden korunmak igin; superoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat, guaiakol ve glutatyon peroksidaz (APX,
GuPX, GPX), glutatyon rediiktaz (GR), fenilalanin amonyak liyaz (PAL) gibi enzimler
ile diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlardan (askorbat, glutatyon, a-tokoferol,
karotinoidler, flavonoidler, fenolik bilesikler ve antosiyaninler) olusan gelismis bir

antioksidan sisteme sahiptirler (Grene, 2002; Halliwell, 2006) (Tablo 2.3) (Sekil 2.8).
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2.5.1. Superoksit Dismutaz (SOD)

Superoksit dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1) enzimi, Mc Cord ve Fridovich tarafindan
1968’de kesfedilmistir. Superoksit dismutazin aktif metal iyonu merkezine, amino asit
yapisina, alt iinitelerinin sayisina, kofaktorlerine ve diger ozelliklerine bagli olarak
farkli izoenzimleri bulunmaktadir. Bunlardan Mn-SOD mitokondri ve peroksizomlarda;
Cu-Zn SOD sitosolde, kloroplastlarda ve hiicre ceperi ile membran arasindaki
(ekstraselliiler) alanlarda; Fe-SOD ise kloroplastlarda yerlesim gostermektedir (Liochev
ve Fridovich, 2007). Ayrica bazi1 bakterilerde de Fe-SOD oldugu saptanmistir
(Giannopolitis ve Ries; 1977; Afanas’ev, 1989) (Sekil 2.11).

Sitosol TN e

Cu-Zn SOD

Kloroplast

e ve Cu-Zn SOD
e _

Sekil 2.11: Superoksit dismutaz (SOD) izoenzimlerinin hiicrelerde bulundugu kisimlar ve
bunlarin antioksidan genler tarafindan uyarilmasi (Grene’den, 2002).

Aerobik canlilarda katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek bir metalloenzim olan SOD,
superoksit radikalinin (O, ), serbest oksijen (O,) ve daha az reaktif bir bilesik olan
hidrojen peroksite (H,O,) dismutasyonunu katalizlemektedir (Mc Cord ve Fridovich,

1968; 1969; Beauchamp ve Fridovich, 1971; Halliwell ve Gutteridge, 1998; 1999).

SOD

O+ Oy + 2H" — 0, + H,0O, (213)

Bu reaksiyon oksidan strese karsi ilk savunma olarak da adlandinlabilir, ¢iinkii,
superoksit zincirleme radikal tepkimelerinin giiclii bir baglaticisidir. Bu sistem

araciligiyla hiicresel O,™ diizeyleri kontrol altinda tutulmaktadir (Afanas’ev, 1989).
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2.5.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT) (EC 1.11.1.6) enzimi, Summer ve Dounce tarafindan 1937’de kristalize
halde saflastirilmistir. Bu enzim, her biri yapisinda Fe* bulunduran 4 tane hem
grubundan olusmus bir hemoproteindir. Ozellikle peroksizomlarda yer alan katalaz,

hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizlemektedir.

CAT
2H202 — 2H20 + 02 (214)

Katalaz enzimi hiicrelerin metabolik etkinlikleri sonucunda olusan ve cevresel stres
kosullarinda miktar1 artan H,O, bilesiklerini tamamen su ve molekiiler oksijene
indirgeyerek enzimatik detoksifikasyonda cok onemli rol almaktadir (Beers ve Sizer,

1952; Dhindsa ve dig., 1981; Scandalios, 1994; Willekens ve dig., 1997).

2.5.3. Peroksidaz (POD)

Peroksidazlar (POD) (EC 1.11.1.7), aktif merkezlerinde demir ya da selenosistein iceren
4 alt birimden olusan tetramerik yapida izoenzimlerdir. Hidrojen peroksit ve biiyiik
molekiilli lipit hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludurlar (Chimi ve dig.,
1991; Chen ve dig., 2002). Peroksidazlarin bitkilerde lignifikasyon, oksin
katabolizmasi, patojenlere ve ¢esitli cevresel stres kosullarina kars1 savunma gibi ¢esitli
metabolik ve antioksidan rolleri vardir (Miller ve Schreier, 1985; Bunkelmann ve
Trelease, 1996; Laloue ve dig., 1997; Morales ve Barcelo, 1997; Bishop, 2002; Dehon
ve dig., 2002; Erdei ve dig., 2002). Bitkilerde peroksidazlar; kloroplast, sitosol ya da
peroksizomlarda yerlesim gosteren ve elektron vericisi olarak tercihen askorbati
kullanan askorbat peroksidaz (APX) ile sitosol ya da vakuolde yer alan ve elektron
vericisi olarak glutatyon (GPX) ya da guaiakol ve diger fenolik bilesikleri kullanan

guaiakol peroksidaz (GuPX) izoenzimleri olmak iizere baglica ii¢ gruba ayrilmaktadir.

2.5.3.1. Askorbat Peroksidaz (APX)

Bu gruptaki peroksidaz izoenzimleri (APX) (EC 1.11.1.11), 6zellikle kloroplastlarda
(Asada, 1984), sitosolde (Asada, 2006) ve peroksizomlarda (Yamaguchi ve dig., 1995)
yerlesim gostermekte ve organellerde olusan H,O,’i temizleyici islevleri bulunmaktadir

(Klapheck ve dig., 1990; Mehlhorn ve dig., 1996; Noctor ve Foyer, 1998).
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Hiicre ¢eperi ve plazma membramn arasinda (apoplastik alanda) yer alan APX enzimleri,
lignin biyosentezinde ve bunlarin sekonder hiicre ceperlerinde birikiminde rol alirken
(Sato ve dig., 1993; Morales ve Barcelo, 1997; Yamasaki ve dig., 1997; Yamasaki ve
Grace, 1998); apoplazma ve vakuolde bulunan peroksidazlarin her ikisi de bitkilerin
yaralanma ve infeksiyon durumlarinda suberin ve kahverengi maddelerin olusumunu
tesvik ederek (Dixon ve Paiva, 1995; Lavid ve dig., 2001; Takahama, 2004) ayrica
cesitli stres kosullarinda aktivitelerini arttirarak (Gara ve dig., 2000; Otte, 2001;
Schiitzendiibel ve Polle, 2002) bitkiyi koruyucu 6zellikleri bulunmaktadir.

2.5.3.2. Guaiakol Peroksidaz (GuPX)

Bu gruptaki peroksidaz izoenzimleri (GuPX) (EC 1.11.1.7), vakuolde olusan ya da
hiicrenin diger kisimlarindan difiizyonla vakuole taginan H,O,’in yikiminda gorev
almaktadir (Morales ve Barcelo, 1997; Lepedus ve dig., 2004). Fenolik bilesikleri
elektron vericisi olarak tercih eden guaiakol peroksidaz izoenzimlerinin ¢ok daha cesitli
islevleri bulunmaktadir (Yamasaki ve dig., 1997; Takahama ve Oniki, 1992; 2000;
Takahama, 2004). Yamasaki ve Grace (1998), vakuoliin énemli miktarlarda fenolik
bilesik, GuPX ve askorbat icerdigine ve bunlarin ¢esitli stres kosullarinda bitki
hiicrelerinin diger kisimlarinda olugsan H,0O,’i yok etmek {izere bir ¢esit detoksifikasyon

mekanizmasi olarak is gordiiklerine dikkat cekmektedir.

Takahama ve Oniki (1992) tarafindan ileri siiriilen askorbat-fenolik bilesik-peroksidaz
sistemi hipotezine gore ise; vakuol ve tonoplastlarda olusan ya da hiicrenin diger
kisimlarindan difiizyonla vakuole tasinan H,O,’in indirgenmesi, burada bulunan fenolik
bilesiklerin elektron vericisi olarak kullanildigi peroksidazlar tarafindan katalizlenmekte
ve bu islem sonunda okside olan fenoliklerin (fenoksil radikallerinin) rediiksiyonlar
baska bir antioksidan bilesik olan askorbat tarafindan gerceklesmektedir. Oksitlenen
askorbat ise Halliwell-Asada metabolik yolundaki (Sekil 2.10) cesitli enzimler aracilig
ile tekrar eski haline doniistiiriilmektedir (Noctor ve Foyer, 1998). Toksik iiriinler olan
fenoksil radikallerinin, bitkilerin ¢esitli cevresel stres kosullarina karsi dayanikliliginda
onemli bir tesvik etmeni olarak gorev yaptigi da ileri siiriilmektedir (Takahama ve
Oniki, 1992; Sakihama ve dig., 2002; Takahama, 2004). Peroksidazlarin agir metallerle
iligkileri ile ilgili cok az bilgi mevcuttur. Bitkilerde agir metaller de dahil olmak iizere

pek cok atik ve toksik bilesigin hiicre i¢cinde birikim gosterdigi kisimlar olan vakuoller;
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ayn1 zamanda antosiyaninler, flavonoidler ve hidroksisinnamik asit esterleri gibi cesitli
fenolik bilesikler ile organik asitlerin depo edildigi organellerdir (Hutzler ve dig., 1998).
Vakuollerin igeriginde bulunan ve H,O,’in GuPX enzimi ile yikimi sirasinda oksitlenen
fenolik bilesiklerin, agir metal iyonlar ile etkilesime girerek daha kararl (stabilize)
olduklart ve yar1 Omiirlerinin arttig ileri siiriilmektedir (Takahama, 2004). Meydana
gelen bu fenoksil radikallerinin oldukga toksik etkilere sahip olduklari, canli hiicrelerde
serbest radikal zincir reaksiyonlarini baglattiklar1 (Synge, 1975; Stochs ve Bagchi, 1995;
Sakihama ve dig., 2000; 2002; Son ve Lewis, 2002), 6rnegin; kok hiicre ¢eperlerindeki
agir metal toksisitesinin bu sekilde ortaya ciktigi kaydedilmistir (Pourcel ve dig., 2007).

2.5.3.3. Glutatyon Peroksidaz (GPX)

Bu gruptaki peroksidaz izoenzimleri (GPX) (EC 1.11.1.7), elektron kaynagi ya da
substrat olarak tercihen glutatyonu kullanarak; sitosolde ya da hiicrenin diger
kisimlarinda olusan hidrojen peroksit (H,O,) ve diger lipit peroksitlerin (ROOH) yikimi1
sirasinda rediiklenmis glutatyonun (GSH), okside olmus glutatyona (GSSQG)
doniisiimiinii katalizlemektedir. GPX, bu islem sirasinda glutatyonu (GSH) glutatyon
distilfide (GSSH) yiikseltgerken; H,O’i de suya doniistiirerek detoksifiye etmekte ve

bdylece membran lipidlerini oksidan strese karsi korumaktadir (Rennenberg, 1982).

GPX
2GSH + H,0, — GSSH + 2H,0 (2.15)
GPX
2GSH + ROOH — GSSH + ROH + H,0 (2.16)

Organizmalarin glutatyon depolari sinirli oldugu icin olusan bu okside formun (GSSH),

ileride kullanilmak iizere tekrar rediikte forma (GSH) doniistiiriilmesi gerekmektedir.

2.5.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz enzimi (GR) (EC 1.6.4.2), NADPH varliginda glutatyon disiilfiti
(GSSG) tekrar rediikte glutatyona (GSH) cevirmektedir (Foyer ve Halliwell, 1976).

GR

GSSG + NADPH +H"* — 2 GSH + NADP* (2.17)
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2.5.5. Fenilalanin Amonyak Liyaz (PAL)

Fenilalanin amonyak liyaz (PAL; EC 4.3.1.5), fenilpropanoid metabolik yolunda yer
alan Kkilit enzimlerden en Onemlisidir ve fenolik bilesiklerin hiicrelerdeki yapisal ve
savunmaya bagh islevlerinden sorumludur (Dixon ve Paiva, 1995; El Shora, 2002).
PAL enzimi, L-fenilalanin amino asidinin deaminasyonu ile trans-sinnamik asidin
olusumunu katalize etmektedir. Cesitli cevresel stres kosullarinda PAL aktivitesinin
artmasi bu enzimin bitkilerin savunma mekanizmasindaki énemini ortaya koymaktadir
(Santiago ve dig., 2000). Abiyotik ve biyotik cevresel stres etmenlerinde peroksidaz ve
fenilalanin amonyak liyaz enzimlerinin aktivitelerindeki artis da bitkilerdeki savunma
sisteminin 6nemli gostergelerinden biri olarak kabul edilmektedir (Dixon ve Paiva,

1995; Santiago ve dig., 2000; El Shora, 2002; Mittler, 2002).

Bitkilerde agir metal stresine karst antioksidan savunma bu sekilde enzimatik
mekanizma ile saglanmakta ve olusan serbest oksijen tiirlerinin zararli etkileri
azaltilmaktadir. Hiicrelerdeki enzimatik olmayan belli bagh antioksidan etkinlikler ise;
askorbat, glutatyon, a-tokoferol ile karotinoid ve flavonoidler (fenolik bilesikler,
antosiyaninler) gibi belli bash antioksidan bilesiklerce metal iyonlarinin serbest radikal

tepkimelerine girmelerinin 6nlenmesi ile ger¢eklesmektedir (Mittler, 2006).

2.5.6. Askorbat (C Vitamini)

Askorbik asit; sulu ortamlarda serbest radikallerle tepkimeye girebilme yeteneginde
olan suda ¢Oziintir bir vitamin ve giiclii bir antioksidandir. Askorbat, hiicrelerdeki
H,0,’i yok etmek iizere askorbat peroksidaz (APX) enzimine elektron vericisi olarak
bitki antioksidan sisteminin 6nemli bir bilesigidir (Burkitt ve Gilbert, 1990; Klapheck
ve dig., 1990; Cakmak ve Horst, 1991; Bunkelmann ve Trelease, 1996; Mehlhorn ve
dig., 1996; Laloue ve dig., 1997; Asada, 2006).

Giiclu bir indirgeyici ajan olan askorbat; superoksit (O,”), hidrojen peroksit (H,0,),
hidroksit radikali (OH) ve singlet oksijen ('O») ile kolayca reaksiyona girerek bunlart
temizleme ve ortamdan uzaklastirma Ozelliklerine sahiptir (Bodannes ve Chan, 1979;

Olmos ve dig., 1997; Sarma ve dig., 1997; Noctor ve Foyer, 1998; Gara ve dig., 2000).
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Askorbat; ROS iizerinde dogrudan etkili olabildigi gibi okside olmus glutatyon (GSSG),
tokoferoksil ya da fenoksil radikallerinin, Halliwell Asada (askorbat-glutatyon) dongiisii
ile rediiklenmesinde yer alarak dolayl yoldan da antioksidan 6zellikler gostermektedir
(Noctor ve Foyer, 1998). Bu sirada kendisi de dehidroaskorbata (DHA) okside olan
askorbatin tekrar rediiklenmesi i¢in glutatyon (GSH) devreye girmekte ve boylece
hiicrelerdeki serbest oksijen radikalleri ile okside olmus antioksidan bilesikler, askorbat-
glutatyon dongiisii ile yeniden indirgenerek antioksidan savunmada islev gdrmektedir.

(Nakano ve Asada, 1981; Mehlhorn ve dig., 1996) (Sekil 2.12, Sekil 2.13).

GSSG NADPH
H.,0,
w9 ASKORBAT
/ \ NADP
superoksit monodehidro : lutaty
dismutaz ask;](r!ldat askorbat delikino Eel:li?ki::
pero {:33 velalitaz askorbat
. rediiktaz
MDHA,./ NADPH /\
5 DHA 2 GSH NADP
: H,0

Sekil 2.12: Halliwell-Asada yolu (Askorbat-Glutatyon Dongiisii) AsA, askorbat; APX, askorbat
peroksidaz; MDHA, monodehidroaskorbat; MDHAR, monodehidroksiaskorbat rediiktaz; DHA,
dehidroaskorbat; DHAR, dehidroaskorbat rediiktaz; GSH, rediiklenmis glutatyon; GSSG,
oksitlenmis glutatyon; GR, glutatyon rediiktaz (Cakmak, 1994; Alscher ve dig., 1997; May ve
dig., 1998a; Noctor ve Foyer, 1998; Asada, 2006; Halliwell, 2006)

Askorbik asit; ayrica Cu**/Fe* iyonlarim1 Cu*/Fe**ye indirgeyen ve proteinlere bagh
durumda bulunan demir ya da bakirin serbest hale gecmesini saglayan, siiperoksit
disindaki tek hiicresel bir ajan olmasi nedeniyle; antioksidan 6zelliklerinin yaninda pro-
oksidan etkilere de sahiptir. Boylece, askorbat bilesikleri metal iyonlan ile tepkimeye
girdiklerinde prooksidanlara doniisebilmekte ve bu sekilde hiicrelerdeki bakir ya da
demiri Fenton reaksiyonuna uygun hale getirerek (Kehrer, 2000), serbest radikal zincir

reaksiyonlarinin olusumunu tesvik etmektedir (Caillet ve dig., 2007).

Askorbat + Cu**-Protein — DHA + Cu® + Protein (2.18)
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2.5.7. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH), serbest radikalleri indirgeyici dzelliklere sahip 6nemli bir antioksidan
bilesigidir. Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden meydana gelmis bir
tripeptid olan GSH’a; antioksidan 6zelligini sistein amino asidinde bulunan reaktif tiyol
grubu kazandirmaktadir. GSH’1n, hiicrelerin oksidan strese karsi korunmasinda ve
ozellikle OH™ ve O,' gibi serbest oksijen tiirlerinin temizlenmesinde (Foyer ve
Halliwell, 1976; Meister, 1981; Rennenberg ve Lamoureux, 1990; Hausladen ve
Alscher, 1993; Noctor ve Foyer, 1998; Morelli ve Scarano, 2004) 6nemli rolleri vardir.

Giicli bir antioksidan bilesigi olan GSH; aym zamanda bircok enzimin prostetik
grubudur ve yapisinda bulunan tiyollerin ROS ile kurduklart baglar ile dogrudan ya da
antioksidan enzimlerin kofaktorii ya da koenzimi olarak dolayli yollardan
detoksifikasyon tepkimelerinde yer almaktadir (Rennenberg, 1982; Rennenberg ve

Lamoureux, 1990; Hausladen ve Alscher, 1993; Morelli ve Scarano, 2004).

Askorbat-glutatyon dongiisiinde bulunan enzimlerden glutatyon rediiktazin (GR)
koenzimi olan GSH; oksitlenmis askorbatin tekrar indirgenmesinde (Noctor ve Foyer,
1998) ve boylece lipit peroksidasyonunun Onlenmesinde (Rennenberg, 1982) gorev
yaparak Onemli antioksidan ozellikler gostermektedir (Hausladen ve Alscher, 1993;

Morelli ve Scarano, 2004) (Sekil 2.12, Sekil 2.13) (Denklem 2.17).

GSH, baz1 molekiillerin hiicre i¢i tasinmasinda aracilik ederek de bir¢ok toksik bilesigin
detoksifikasyonunda rol oynamaktadir. Bunlardan en 6nemlisi olan fitokelatinler (PCs),
enzimatik olarak GSH’dan sentez edilen ve y-glutamil-sistein iinitelerinden meydana
gelen kisa peptitlerdir. PCs, bakir da dahil olmak iizere toksik metal iyonlariyla
kompleks yapilar olusturarak, agir metallerin vakuole tasinmasini ve bdylece hiicrenin

diger kisimlarindan ayrilmasini saglayan bilesiklerdir (Chen ve Goldsbrough, 1994).

Bir fitokelatin onciilii olan GSH; demir ve bakirin bagli formda kalmasini ve
proteinlerdeki -SH  gruplarmin  indirgenmis halde tutulmasim1  saglayarak
biyomolekiillerin oksidasyonunu onlemekte (Rennenberg ve Lamoureux, 1990) ve

protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engellemektedir (Hausladen ve Alscher, 1993).
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Etkili bir indirgenme yiikseltgenme (redoks) tamponu olan glutatyon; hiicre igerisinde
rediiklenmis formda (GSH) bulunmaktadir ve endojen olarak iiretilen peroksitleri,

glutatyon peroksidaz (GPX) enzimi araciligiyla indirgemektedir (Denklem 2.15, 2.16).

Okside olmus glutatyonun (GSSH) hiicrede birikimi ve GSH/GSSH orani
organizmalardaki oksidan stresin 6nemli bir ol¢iitiidiir (Noctor ve Foyer, 1998). Okside
glutatyonun konsantrasyonunun asir1 derecede artisi bircok enzime zarar vermekte;
proteinlerdeki siilfidril gruplart ile etkilesime girerek protein-glutatyon disiilfidril

yapilarimi meydana getirmektedir (Hausladen ve Alscher, 1993).

GSH + R — GS — RH (2.19)
GS + GSY — GSSH (2.20)
GSSH + protein-SH « protein-SSG +GSH (2.21)
PUFA
l OH’ {‘_E : .I.-'l\_\ "",,_; 4 ] .-"II\ - /.--. C Ilr"._“.-
{1 { ‘.‘f J ".”_ '.I‘_I S "'. \
N *\%” ™ Clutatyon
Lipizh_ '—HA 1§ 1 1
E::?:;;: Q ‘| \‘-,'.\"“., - ;“'\\“\"- Monodehid ;{\h\ "/a'i
[ I ) Tokoferoksi ] N} Monodehidro | LW Glutatyo
1;‘.“ i \}’; Ir:dii‘kral:\ I 't./}' \',." askorbat :-/ I% \L’r dil;liiltﬁt“ o
- 1
Lipit hidroperoksit e \\

Dehidroaskorbat

Lipit peroksidasyonu iiriinleri
(jasmonik asit, aldehitler, alkoller, vs.)

Tokoferol kinonu
ve epoksitleri

Sekil 2.13: Hidroksil radikalinin (OH") baslattig1 lipit peroksidasyonunun engellenmesinde o-
tokoferol, askorbat ve glutatyon bilesiklerinin rolleri (May ve dig., 1998a)

Glutatyonun etkin olarak hiicreleri koruyabilmesi i¢in biiyiik bir kisminin rediikte halde
tutulmas1 gerekmektedir ve NADPH’a bagli olan bu tepkimeyi glutatyon rediiktaz (GR)

enzimi katalizlemektedir (Foyer ve Halliwell, 1976; Morelli ve Scarano, 2004)

(Denklem 2.17) (Sekil 2.13, Sekil 2.14).
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SOD, APX ve CAT aktiviteleri arasindaki denge; hiicrelerdeki O,” ve H,0O,’i belli
diizeylerde tutmak ve ayrica metal iyonlarina bagli olarak Haber-Weiss tepkimeleri
sonucunda iiretilen asir1 derecede toksik ‘OH olusumunu 6nlemek {izere biiyiik 6nem

tasimaktadir (Rennenberg, 1982; Rennenberg ve Lamoureux, 1990; Mittler, 2006).

GSH; GPX ve GR gibi pek ¢ok enzimin calismasinda oldugu kadar, OH' radikali ile
singlet oksijenin temizlenmesi, hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerin detoksifikasyonu
ile askorbat ve a-tokoferoliin tekrar aktif formlarima doniisiimiinde de rol alan
(Rennenberg ve Lamoureux, 1990) (Sekil 2.13, 2.14) ¢ok islevli bir antioksidan bilesigi

olarak oksidan stresin zararlarinin 6nlenmesinde biiyiik onem tagimaktadir.

2.5.8. a-Tokoferol (E Vitamini)

E vitamini tokoferol yapisinda olup a, B, v ve & seklindeki dort tipin karigimidir. En
aktif formu olan oa-tokoferol, dogal dagilimi en genis ve biyolojik aktivitesi en fazla
olamidir. Yagda c¢oziiniir bir vitamin ve gii¢lii bir antioksidan olan a-tokoferol, yapisinda
bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka vitaminin kimyasal olarak aktif kismim
olusturmakta ve antioksidan ozelligi bu gruptan kaynaklanmaktadir. Ozellikle
membranlara bagl antioksidan bilesik olarak hiicrenin ve diger hiicresel bilesenlerin

membranlarinda ve lipoproteinlerde bulunmaktadir (Munné-Bosch, 2007).

Membranlardaki oksijen radikallerinin ana temizleyicisi olan o-tokoferoller, lipit
peroksil radikallerini yikarak lipit peroksidasyonun zincir reaksiyonlarini sonlandirdigi
icin zincir kiric1 bir antioksidan olarak da bilinmektedir (Halliwell, 2006) (Sekil 2.12).
a-tokoferollerin yapilarinda, membranlarin hidrofobik kismina kolayca hidrojen iyonu
verebilen —OH grubu baghdir ve bu sekilde lipit peroksidasyonu sirasinda olusan
peroksil ve alkoksil radikalleri yag asidi yerine a-tokoferolle birleserek reaksiyon zinciri

kirilmis olmaktadir (Mittler, 2002, Halliwell, 2006; Munné-Bosch, 2007).
LOO + o-tokoferol-OH — LOOH + a-tokoferol-O (2.22)

Boylece, a-tokoferol yeni bir radikal olan a-tokoferol-O’e doniistiiriilmiis olur. Olusan
tokoferoksil radikali stabildir, baska bir yag asidiyle birlesebilme aktivitesi diisiiktiir ve
dolayistyla kendi kendine yeni bir lipit peroksidasyonunu baslatmak icin yeterince etkin

degildir. o-tokoferol ile askorbatin dongiisel bir sekilde birlikte is gordiikleri ve
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tokoferoksil radikalinin askorbik asit ya da glutatyon aracilifiyla tekrar indirgendigi
bilinmektedir (Mittler, 2002, Halliwell, 2006) (Sekil 2.12, Sekil 2.13). Sonugta lipit
peroksidasyonunun zincir reaksiyonu durdurulmakta ve olusan bu tokoferoksil radikali
membran yiizeyindeki askorbat (ASC) ya da glutatyonla (GSH) tepkimeye girerek
tekrar a-tokoferole doniismektedir (Noctor ve Foyer, 1998) (Sekil 2.14).

Membranimn

lipit fazi
SVITE (O VI E (07
LU an e L TICTT OOH I O -
1 H O
2GSH GSSG
Stroma

Sekil 2.14: Aktif oksijen tiirlerinin (ROS); kloroplastlarin stroma ve membran kisimlarindaki
askorbat-glutatyon dongiisii, a-tokoferol ve ilgili antioksidan enzimler aracilifi ile temizlenme
mekanizmasi. (1) Monodihidroksiaskorbatin (MDA) enzimatik olmayan yolla (kendiliginden)

askorbat (ASC) ve dehidroksiaskorbata (DHA) doniismesi (Mullineaux ve dig., 2000)

a-tokoferol-O" + askorbat — a-tokoferol-OH + DHA (2.23)

2 a-tokoferol-O" + 2GSH — 2 a-tokoferol-OH + GSSG (2.24)

iki degerlik elektrona sahip olan Cu** gibi bazi metaller linoleik ve linolenik asitin
oksidasyonunu katalize etmektedir. Metal iyonlarinin ve o-tokoferoliin lipit

peroksidasyonundaki rolleri asagidaki gibidir.
0-tocOH + Cu®* - a-tocO" + H" + Cu’ (2.25)

o-tocO" + LH — o-tocOH + L~ (2.26)
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2.5.9. Karotinoidler (p-Karotin, A Vitamini)

Bitkilerdeki baslica fotosentetik pigmentlerden birisi olan karotinoidler; 15181n
absorblanmasinda yardimel pigment olmalarinin yam sira yikici fotooksidan zararlara

kars1 klorofillerin korunmasinda da gorev almaktadir (Sekil 2.15, Sekil 2.16).
Car-OOH + Chl a° — Car-OO" + Chl a (2.27)

Kromoplastlarda genellikle kristal ya da ¢oziinmiis halde bulunan ve her biri 3 tane cift
bag tasiyan 8 tane izopiren iinitesinden olusan 40 karbonlu terpenoid ya da izopirenoid
yapisindaki karotinoidler; bitkilerin kirmizi (likopin-domateste); turuncu (o- ve B-
karotin-havu¢ kokiinde) ve sar1 (ksantofil-baz1 ¢igeklerin petallerinde) renklerinden

sorumludur (Yentiir, 2003) (Sekil 2.15, Sekil 2.16, Sekil 2.17).

H,0
h-v 3 0,,H,ATP

PSII~--»[Chl]

Hidroksilasyonlar

’ 102 IIIIIIlIIIIIIIIIII!IIIIIII]IIIIIEI» B- karotin, o:-tokoferol, GSH, askorbat
i &
PQ = .
‘ = Fotooksidasyonlar
t’ ATP £ (6rn.,klorofil ve linolenik asitin oksidasyonu)
Cyt.f :
Pey é

PSI4||“l”I!I|||IT1IIll||IllIIIi!IIlII'IIIllll”l ||f||ll'||'l”|||u /
|
2™ Na

| '3,

D% Fotooksidasyonlar
i PL
j' 0,+HO,
: )|
NADP Peroksidaz, askorbat, GSH ile yikim

uwinp- Koruyucu savunma sistemleri
—pp Y1kim olaylari, oksidasyonlar

Sekil 2.15: Kloroplastlardaki elektron transpotu sirasinda olusan serbest oksijen tiirleri ve cesitli
antioksidan savunma sistemleri (Fedtke’den, 1982)



40

A vitamininin 6nciil maddesi de olan B-karotin, son derece giiclii bir singlet oksijen
(0,") temizleyicisi olup ayrica hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleri ile de dogrudan
tepkimeye girerek lipit peroksidasyonu zincirini kirict 6zelliklere sahiptir (Young ve

Britton, 1993; Hirayama ve ve dig., 1994; Edge ve dig., 1997) (Sekil 2.16, Sekil 2.17).

| Fotosentez elektron transportu —I

=

Oksidasyonlar

Singlet oksijen 'O,

o, = karotin

Radikal olusumu D<]

Isik

hv

Radikal zincir reaksiyonlar

Floresans (Lipit peroksidasyonu)
h-v

Sekil 2.16: Fotosentez olayinda klorofilin eksitasyonu ile olusan singlet oksijenin (O,"), p-
karotin tarafindan indirgenmesi (Fedtke’den, 1982)

Car-OOH + R' — Car-OO" + RH (2.28)

Car-00 * + 0, — Car-OOH + O, (2.29)

Karotinoidin eksitasyonu f’ Car* £
2
Oksidan metabolizma (o2 H; 05 +05

(oksidazlar, dehidrogenazlar, vs.) / \
Lipit peroksidasyonu

Q2
1O@t‘inoidler

e 2 Sa

O2

Klorofilin eksitasyonu

Sekil 2.17: Klorofilin eksitasyonu ve oksidan metabolizma sonucunda olusan serbest oksijen
tiirlerinin ve lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonlarinin 6nlenmesinde karotinoidlerin rolleri
(Fedtke’den, 1982)

Antioksidan etkileri genellikle yapilarindaki konjuge c¢ift baglardan kaynaklanan
karotinoidler; peroksil, hidroksil ve superoksit radikalleri ile singlet oksijenin
uzaklastirrlmasinda ve lipitlerin peroksidatif yikimdan korunmasinda rol almaktadir

(Young ve Britton, 1993; Hirayama ve ve dig., 1994; Edge ve dig., 1997) (Sekil 2.17).
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2.5.10. Fenolik bilesikler (Flavonoidler, Antosiyaninler)

Bitkiler yasamlarimi siirdiirebilmek; biiylime, gelisme ve diger metabolik olaylarim
diizenleyebilmek ayrica cevresel stres etmenlerinden korunabilmek iizere cesitli
savunma mekanizmalar gelistirmislerdir (Mckersie ve Leshem, 1994; Dixon-Paiva,
1995; Chalker-Scott, 1999; Mittler 2002; 2006). Bunun i¢in sentezledikleri kimyasal
bilesikler ‘sekonder metabolitler’ olarak adlandirilmaktadir. Geg¢miste sekonder
metabolitler yalmzca bitki hiicrelerinin artik iriinleri olarak kabul edilmekte iken,
giiniimiizde bu bilesiklerin biiyiime ve gelisme, tireme, sinyal iletimi, savunma gibi
fizyolojik olaylarda cok onemli rolleri oldugu kanitlanmistir (Winkel-Shirley, 2001,
2002; Williams ve dig., 2004; Winkel-Shirley, 2006). Insanlar yiizlerce yildan beri
bunlan ilag, tatlandirici, renklendirici gibi amaglarla da kullanmaktadir (Harborne ve
Williams, 2000). Basit fenoller, fenilpropanoidler, flavonoidler, taninler ve ligninler
bitkilerde bulunan bazi 6nemli sekonder bilesiklerdir (Hradzina, 1982; Iwashina, 2000;
Winkel-Shirley, 2001; Williams ve dig., 2004; Winkel-Shirley, 2006).

Bitkilerde sekonder metabolitler, primer metabolizmanin karbonhidrat, protein ve lipit
yikim iiriinlerinden sentez edilmektedir (Harborne ve Williams, 2000). Hidrofilik
olanlar genellikle vakuolde depo edilirken lipofilik olanlar recine kanali, latisifer,
trikom ve kutikulada birikim gosterebilmektedir (Harborne ve Williams, 2000).
Polifenoller igerdikleri 8000’den fazla sayida fenolik bilesik ile sekonder bitki
metabolizmasinin en genis dagilim gosteren yapilaridir. Dogal polifenoller; fenolik
asitler, fenilpropanoidler ve flavonoidler gibi basit molekiiller ile lignin ve taninler gibi
yiiksek derecede polimerize olmus bilesiklere kadar ¢esitlilik gostermektedir (Hradzina,
1982; Harborne ve Williams, 2000). Flavonoidler bunlarin icinde flavonol, flavanol ve

antosiyanidinleri de igeren en genis gruptur (Schwinn ve Davies, 2004).

Fenilpropanoid ya da sikimat biyosentez yolu sonunda sentezlenen (Sekil 2.18) ve bir
ya da daha fazla sayida hidroksil, metil, glikozil gruplar tasiyan aromatik bilesikler
olarak tanimlanan fenoliklerin (Soobrattee ve dig., 2005); halka seklindeki temel
yapilarinda meydana gelen oksidasyon, hidroksilasyon, glikosilasyon ve metilasyon gibi
modifikasyonlar bu molekiillerin ¢ok cesitli biyolojik fonksiyonlara sahip olmalarini
saglamaktadir (Loomis ve Battaile, 1966; Spencer ve dig., 2003; Williams ve dig.,
2004; Es Safi ve dig., 2007; Pourcel ve dig., 2007; Prakash ve dig., 2007).
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Fenolikler; serbest radikal temizleyici ve antioksidan kapasiteleri (Chimi ve dig., 1991;
Ferreira ve dig., 2007), metal iyonu kelatlayic1 6zellikleri (Lavid ve dig., 2001; Son ve
Lewis, 2002; Esparza ve dig., 2004, 2005; Maillard ve dig., 2007), gen ekspresyonunu
diizenleyici etkileri (Mol ve dig., 1998) ve hiicre sinyal iletimindeki rolleri (Mol ve dig.,
1996; Williams ve dig., 2004) ile pek ¢ok biyolojik ve tibbi nitelikler tasimaktadir.

Fenolik bilesiklerin antioksidan ve metal kelatlayici aktiviteleri; molekiiliin halka
seklindeki yapisina ve bu yapidaki ortama H' iyonu ve elektron veren fonksiyonel
gruplarin (-OH) sayisina bagli olarak, bunlarin indirgenme yiikseltgenme (redoks)
etkinliklerine dayanmaktadir (Rice-Evans, 1995; Bors ve dig., 2001). Serbest 3-OH
gruplariin varligi, sayisi ve bunlarin birbirine gore yerlesimleri fenoliklerin antioksidan
aktivitesinde onemli rollere sahiptir (Es Safi ve dig., 2007; Pourcel ve dig., 2007).
Ayrica, aromatik yapida bulunan konjuge cift baglar molekiillerdeki elektronlarin yer
degisimini (delokalizasyonunu) saglayarak fenoksil radikallerinin stabilizasyonuna
neden olmaktadir (Rice-Evans, 1995; Rice-Evans ve dig., 1996; Sakihama ve dig.,
2000, Bors ve dig., 2001; Rice-Evans, 2001; Sakihama ve dig., 2002).

Polifenolik bilesikler; serbest radikal zincirlerini sonlandiran ve redoks aktif metal
iyonlarini kelatlayarak lipit peroksidasyonunu 6nleyen bilesiklerdir (Rice-Evans, 1995).
Baz1 arastirmacilar flavonoidlerin tasidiklarn yapisal ve elektrokimyasal bu o6zellikleri
ile lipit peroksidasyonunu baskiladigin1 (Tsuda ve dig., 1996; Da Silva ve dig., 1998;
Hodges ve dig., 1999), lipit oksidasyonunu indirgeyerek membran yapisimi koruyan
antioksidan etkinlikler tagidigim1 (Rice-Evans ve dig., 1996; Yamamoto ve dig., 1999;
Rice-Evans, 2001; Brown ve Kelly, 2007) ileri siirmektedir.

FlavOH + R’ — FlavO’ + RH (2.30)
ROO +PhOH — ROOH + PhO' 2.31)

Fitofenolikler, oksidan metabolizma sonucunda olusan H,0O;’i yok etmek iizere
guaiakol peroksidazlara (GuPX) elektron vererek antioksidan bilesikler olarak rol
almaktadir. Bu islem sonucunda meydana gelen fenoksil radikalleri ise (PhO") askorbat
bilesigi tarafindan indirgenmektedir (Nakano ve Asada, 1981; Takahama ve Oniki,
1997; Noctor ve Foyer, 1998; Zancani ve Nagy, 2000; Asada, 2006) (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18: Bitkilerde H,O,’in detoksifikasyonunda vakuoldeki peroksidaz /fenolikler /askorbat
sistemi ile sitosol ve kloroplastlardaki askorbat-glutatyon dongiisiiniin birlikte calisma
mekanizmalar1 (Takahama ve Oniki, 1997; Zancani ve Nagy, 2000; Sakihama ve dig., 2002;
Sgherri ve dig., 2007) POX, peroksidazlar; PhOH, fenolik bilesikler; PhO, fenoksil radikalleri;
AsA, askorbat; APX, askorbat peroksidaz; GuPX, guaiakol peroksidaz; MDA,
monodehidroaskorbat; MDAR, monodehidroaskorbat rediiktaz; DHA, dehidroaskorbat; DHAR,
dehidroaskorbat rediiktaz; GSH, rediiklenmis glutatyon; GSSG, oksitlenmis glutatyon; GR,
glutatyon rediiktaz; PCs, fitokelatinler

Yamasaki ve dig. (1997), bitki hiicrelerinin 6zellikle vakuollerinde gerceklesen
flavonoid-GPX tepkimesinin, H,O, temizleyici 6zelliginin yani sira bitki hiicrelerinin

detoksifikasyonunda da énemli rolleri oldugunu belitmektedir.
2 FlavOH + H,0, — 2 FlavO" + 2 H,0O (2.32)

Meydana gelen flavonoid radikali (FlavO’) askorbik asitle tepkimeye girerek
monodehidroksiaskorbik asit radikali (MDA") olusmaktadir.

FlavO" + 2 AsA — 2 FlavOH + 2 MDA’ (2.33)
2 MDA' — AsA + DHA (2.34)

MDA ise kendiliginden AsA (askorbat) ve dehidroksiaskorbata (DHA) doniisiirken;
olusan DHA, Halliwell-Asada (askorbat glutatyon) dongiisiinde yer alan enzimlerden
birisi olan dehidroksiaskorbat rediiktaz (DHAR) enzimi ile tekrar AsA’ya
indirgenmektedir (Foyer ve Halliwell, 1976; Nakano ve Asada, 1981; Alscher ve dig.,
1997; Takahama ve Oniki, 1997; Noctor ve Foyer, 1998; Noctor ve Foyer, 1998,
Zancani ve Nagy, 2000; Halliwell, 2006) (Sekil 2.12, Sekil 2.13, Sekil 2.18).
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Giiclu antioksidan bilesikler olarak da tanimlanan fenoliklerin; bitkilerde enfeksiyon,
yaralanma, herbivorlar, ultraviole radyasyonu, asirn1 1sik siddeti gibi cesitli stres
kosullarinda aktivitelerinin artarak birikimlerinin tesvik edildigi hakkinda pek cok
calisma olmasina ragmen (Mckersie ve Leshem, 1994; Dixon ve Paiva, 1995; Mittler,
2002; Winkel-Shirley, 2002, 2006), agir metal stresindeki rolleri ile ilgili bilgiler
oldukga sinirhdir (Krupa ve dig., 1996; Ferreira ve dig., 2007; Sgherri ve dig., 2007).

Agir metallerin kimyasal yonden diger abiyotik etmenlerden daha iyi tanimlanmis bir
stres faktorii olarak fenilpropanoidlerin biyosentezini aktive ettigine dair son yillarda
cesitli aragtirmalar yapilmis (Krupa ve dig., 1996; Grace ve Logan, 2000; Santiago ve
dig., 2000; Ito ve dig., 2005; Ferreira ve dig., 2007), ancak bu konu heniiz tam olarak

acikliga kavugsmamustir.

Bu tez calismasinda antioksidan fenolik bilesiklerden birisi olan antosiyaninlerin bakir
stresindeki antioksidan rolleri, ¢esitli konsantrasyonlarda CuSQO4.5H,0 uygulanan 15
giinliik misir fidelerinin kok, gévde ve yapraklarinda fizyolojik ve anatomik yonden

uygun metotlar kullanilarak incelenmistir.

2.6. ANTOSIYANINLERIN BAKIR STRESINDEKi ANTIOKSIDAN ROLLERI

Antosiyaninler; sekonder bitki metabolitlerinden flavonoidler alt grubuna dahil olan
fenolik bilesiklerdendir (Hradzina, 1982; Iwashina, 2000). Yiiksek bitkilerin cesitli
kisimlarinin 6zellikle kirmizi, mor ve mavi renklerinden sorumlu olan bu pigmentler;
kok, govde, yaprak, c¢icek, meyve ve tohum gibi biitiin bitki organlarinda
bulunabilmektedir (Mol ve dig., 1998; Sullivan, 1998). Bir ya da birka¢ seker grubunun
antosiyanidin (aglikon) denilen molekiile baglanmasindan meydana gelen antosiyaninler
A ve B diye adlandirilan ¢ift bag tasiyan iki karbon halkasi ve ortada oksijen bulunan
bir merkezi halka yapisindadir (Sekil 2.19.b, Sekil 2.21.a, Sekil 2.21.b). Cicek ve
meyvelerin renklerinin bu pigmentler araciligi ile sahip oldugu zengin cesitlilik; B
halkasina baglanan sekerler, aromatik asitler, hidroksil ve metoksil gruplarinin (R)
sayist ile diger antosiyanin molekiilleri ya da baska pigment ve iyonlarla olusturduklari
kompleks yapilar (ko-pigmentler) gibi kiigiik etkilesimleri icermektedir (Yamasaki,
1997; Mol ve dig., 1998) (Sekil 2.19.b, Sekil 2.21.a, Sekil 2.21.b).
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Bitki hiicrelerinin sitoplazmasinda flavonoid biyosentez yolu sonunda sentezlenen
antosiyaninler (Sekil 2.19.a, Sekil 2.20), aktif transportla vakuole tasinarak burada
ergastik depo maddesi olarak yerlesim gosteren glikozidik yapilardir (Hradzina, 1982;
Stintzing ve dig., 2002; Schwinn ve Davies, 2004). Glutatyon-S-transferazlar (GST), bu
bilesiklerin taninmasinda ve vakuole taginmasinda rol almaktadir (Marrs ve dig., 1995).
Bunlar suda ¢oziintir bilesiklerdir ve bitkilerde epidermis hiicrelerinin vakuoliinde
¢Oziinmiis halde bulunurlar (Iwashina, 2000). Vakuoldeki ya da bir ¢ozeltideki
antosiyaninin rengi ve kararlilifi biiylik Olciide onun asiditesine dayanmaktadir.
Ortamin asit oldugu durumlarda kirmizi, nétr iken mor, bazik kosullarda ise mavi renk
alan antosiyaninlerin (Mol ve dig., 1998; Grotewold, 2006), flavilyum katyonu
seklindeki yapist asidik kosullarda genellikle stabildir ancak noétr ve alkali ortamlarda

bozulmaktadir (Hradzina, 1982; Mol ve dig., 1998; Sullivan, 1998; Iwashina, 2000).
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Sekil 2.19: (a) Fenilpropanoid biyosentez yolu ile sentezlenen ¢esitli flavonoid bilesikleri
(antosiyaninler, flavonoller, flavanlar, filobafenler, proantosiyanidinler, kahverengi maddeler)
(b) Antosiyanin ve flavonollerin genel yapis1 (Williams ve dig., 2004; Pourcel ve dig., 2007)
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Antosiyaninler; fotosentez sonucu olusan asetik asit (2 karbonlu) iinitesi ile basglayan iki

farkli metabolik yol iizerinden sentezlenirler (Winkel-Shirley, 2001, 2002, 2006).

Birincisi asetik asitten fenilalanin amino asidi onciiliiniin olusumuna kadar olan sikimik

asit yolu digeri ise malonil CoA (3 karbonlu) iinitesini veren asetik asit yoludur.

Antosiyaninlerin biyosentezinde baslica fenilalanin amonyak liyaz (PAL) ve kalkon

sentaz (CHS) enzimleri is gormektedir. Fenil alanin amino asidi PAL enzimi

araciligiyla sinnamik asitlere; sinnamik asitler ise ilgili enzimler {izerinden p-kumarik

asit CoA’ya doniismektedir. Fenilpropanoid yolu diye de adlandirilan bu biyosentez

yolu CHS enzimi araciligiyla malonil CoA ile biraraya gelerek CHI (kalkon izomeraz)

enziminin etkinligiyle naringenin bilesigine izomerize olmaktadir. Naringenin ise

oksitlenerek antosiyaninleri meydana getirmektedir (Sullivan, 1998) (Sekil 2.20).
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Sekil 2.20: Antosiyaninlerin biyosentezi (Sullivan’dan, 1998)
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Antosiyaninler; ¢icek, meyve ve tohum gibi generatif organlarin bu pigmentler araciligi
ile sahip olduklan gozalict renkleriyle bocek ve kus gibi polinatorlerin ¢ekimlenmesini
saglayarak tozlasma olayr ve tohumlarin dagiliminda onemli ekolojik rollere sahiptir
(Harborne ve Williams, 2000; Williams ve dig., 2004). Bu pigmentlerin vegetatif
organlardaki sentezi ve dagilimi ise daima iizerinde tartigilan bir konu olmustur
(Chalker-Scott, 1999; Steyn ve dig., 2002). Antosiyaninlerin kok, gévde, yaprak gibi
vegetatif dokulardaki birikimi; cesitli stres etmenlerinin bir gostergesi olarak ifade
edilmekte (Winkel-Shirley, 2006) ve bir sinyal iletimi seklinde genetiksel diizenleyici
genlerin ekspresyonunu tesvik ederek (Mol ve dig., 1996; Winkel-Shirley, 2002),
bitkinin gelisimsel ve cevresel etkenlere yaniti ile ilgili olan yapisal genlerini kontrol
ettigi (Mol ve dig., 1996) ileri siiriilmektedir. Ornegin; misir bitkisinde antosiyanin
biyosentezinin dokuya 6zgii oldugu ve alevron tabakasindaki en az 10 genin antosiyanin
biyosentezinde rol aldigi belirtilmistir (Reddy ve dig., 2003). Sahip olduklar bu
ozellikleri ile antosiyaninlerin; kuraklik, sicaklik, 1s1k, tuzluluk ve su stresi ile
herbisitler, patojen mikroorganizmalar, herbivorlar gibi cesitli abiyotik ve biyotik
cevresel stres kosullarinda bitkileri koruduklan bilinmektedir (Coley ve Kusar, 1996;

Chalker-Scott, 1999; Steyn ve dig., 2002; Winkel-Shirley, 2002, Winkel-Shirley, 2006).

[Ik gelisim evrelerindeki gen¢ yapraklarin ve siirgiin uclarinin ayrica sonbaharda
senesense ugrayan bazi bitkilerin yapraklarinin sahip olduklani kirmizi rengin ise
fotooksidan zararlara karsi sentezlenen antosiyanin pigmentlerinden kaynaklandigi
kaydedilmistir (Gould ve dig., 2000, 2002; Neill ve Gould, 2003). Bu arastirmacilara
gore antosiyaninler; fotoinhibisyon ve ultraviole radyasyonuna karsi cesitli bitki
kisimlarinin korunmasim saglamak iizere klorofil molekiilleri tarafindan yakalanan
15181 siddeti ve dalga boyu gibi kantitatif ve kalitatif 6zelliklerini modifiye ederek
molekiillerin uyarilma (eksitasyon) basincini indirgemekte ve bdylece basta klorofiller
olmak iizere yasamsal 6nem tasiyan biyomolekiillerin oksidan stresten zarar gérmesini
engelleyen koruyucu antioksidan 6zellikler tagimaktadir (Gould ve dig., 2000, 2002;
Steyn ve dig., 2002; Neill ve Gould, 2003). Cevresel stres kosullarina karsi bitkilerin
korunumunda rolii olan antosiyaninler, antioksidan oOzellikleri ve antikanser
potansiyelleri ile de arastiricilarin ilgisini cekmektedir (Rice-Evans, 1995; Gasiorowski
ve dig., 1997; Jovanovic ve dig., 1997; Rice-Evans ve dig., 1997; Rice-Evans; 2001;
Kihkonen ve Heinonen, 2003; Kim ve dig., 2003; Soobratte ve dig., 2005).
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Ekolojik ve fizyolojik rollerinin yani sira aktif oksijen tiirlerinin (ROS) ortamdan
uzaklastirlip temizlenmesi ve boylece hiicrelerin zarar gormesinin Onlenmesi gibi
antioksidan ozellikleri (Yamasaki, 1997; Yamasaki ve dig., 1997) ile de dikkat ¢eken
antosiyaninlerin, bitkilerdeki baz1 spesifik direnc etkilesimleri ile iligkili olduklar1 da
gozlemlenmistir (Klaper ve dig., 1996, Steyn ve dig., 2002). Antosiyaninlerin
antioksidan aktivitelerinin; antosiyanidin yapisinin glikosilasyonu ve hidroksilasyonunu
ile tesvik edildigi (Wang ve dig., 1997) ve hiicrelerdeki aktif oksijen ya da hidroperoksit
radikallerini uzaklagtirmak {izere bu toksik bilesiklerle etkilesime girdiklerinde
yapilarinda kirilmalarin meydana geldigi saptanmis (Rice-Evans, 1995), bu tepkime
sonucunda olugan {iriinlerin ise radikalleri yok ederek antioksidan aktivite gosterdigi
0zel bazi yontemlerle tespit edilmistir (Pourcel ve dig., 2007). Son yillarda
antosiyaninlerin metal stresi de dahil olmak iizere ¢esitli cevresel stres etmenlerine yanit
olarak sentezlendigine dair cesitli yayinlar mevcuttur (Chalker-Scott, 1999; Hale ve
dig., 2001; Kéhkonen ve Heinonen, 2003; Kim ve dig., 2003) ancak bakir uygulamalar1
sonucunda antosiyaninlerin birikimi ile ilgili bilgiler olduk¢a kisitlhh olup bu

pigmentlerin agir metal stresindeki rollerini kanitlamakta yetersiz kalmaktadir.

Cesitli abiyotik ve biyotik stres kosullarina karsi bitkileri koruyucu rolleri olan
(Chalker-Scott, 1999; Treutter, 2006; Winkel-Shirley, 2006) ve son yillarda antioksidan
etkileri iizerinde de (Wang ve dig., 1997; Pourcel ve dig., 2007) cesitli calismalarin
yapildig1 antosiyaninlerin demir ve bakir gibi bazi agir metalleri kelatlama 6zellikleri
hakkinda oldukc¢a sinirl sayida kaynaga rastlanmistir (Krupa ve dig., 1996; Santiago ve
dig., 2000; Ito ve dig., 2005; Ferreira ve dig., 2007). Buna gore antosiyaninler bir metal-
antosiyanin kompleksi olusturarak hiicrelerdeki diger onemli antioksidan bilesiklerden
birisi olan askorbik asitin oksitlenmesine engel olmaktadir (Sarma ve dig., 1997; Sarma
ve Sharma, 1997). Yapilan bazi arastirmalarda, antosiyaninlerin yapisal 6zelliklerinden
dolay1 (A va B halkasindaki —OH gruplar) bazi metaller ile kompleks olusturabildigi
(Sekil 2.21.b) ve boylece hiicrenin protein, membran, DNA gibi énemli bilesenlerini
oksidatif toksisiteye karsi koruduklari ileri siiriilmektedir (Rice-Evans, 1995; Rice-
Evans ve dig., 1996; Wang ve dig., 1997; Soobrattee ve dig., 2005; Treutter, 2006;
Pourcel ve dig., 2007). Bakir gibi agir metallerin antosiyaninler tarafindan baglanarak
(kelatlanarak) toksisitesinin azaltilmasi ya da yok edilmesi oldukga ilgi cekici bir

konudur ve bu olaym mekanizmasi heniiz tam olarak agiga kavusmus degildir.
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Sekil 2.21: (a) Antosiyaninlerin genel yapisi (b) Antosiyaninlerin ve flavonollerin antioksidan
etkinliklerinde ve agir metallerin kelatlanmasinda rol alan ¢esitli kisimlar ile yan gruplari
(renkli olarak gosterilmistir) (Sullivan, 1998; Spencer ve dig., 2003; Williams ve dig., 2004)

Antosiyaninlerin diger bir 6nemli antioksidan 6zelligi demir ve bakir gibi gecis metal
iyonlan ile cesitli baglar kurup karmasik (kompleks) yapilar olusturarak, bu metal
iyonlarinin serbest radikal iiretimini engellemektir (Rice-Evans, 1995). Yiiksek
derecede indiikleyici etkiye sahip olan antosiyaninlerin antioksidan mekanizmalar;
ortama hidrojen ve elektron verme, metalleri kelatlama ve proteinlere baglanma
seklinde islemektedir (Rice-Evans, 1995) ve yapisal 6zellikleri ile halkaya baglanan yan
gruplarin sayisi ve yerlesimi (Sekil 2.21.b) bu bilesiklerin antioksidan giiciinii ortaya
koymaktadir. Ornegin; antosiyanin ve taninlerin orfo-pozisyonunda yer alan 3 -OH-4 -
OH gruplarinin, Cu*? ve Zn** iyonlan ile giiclii baglar kurduklari (Esparza ve dig.,
2005) ve bir bakir-fenolik asit kompleksi olusturarak metal iyonu kelatlayicisi olarak rol
aldiklan ¢esitli ileri analiz yontemleri ile saptanmistir (Esperza ve dig., 2005; Maillard
ve dig., 2007). Antosiyaninlerin; bakir iyonlarin1 kelatlayarak Cu** dan hizla Cu* ya
indirgedikleri ve bdylece lipid peroksidayonunu inhibe ettikleri de ileri siiriilmektedir

(Tsuda ve dig., 1996; Ito ve dig., 2004; Adhikari ve dig., 2005; Brown ve Kelly, 2007).

In vitro deneylerde fenoksil radikallerinin canli organizmalar i¢in prooksidan etkilere
sahip olduklar1 ve bu prooksidan bilesiklerin de metallerin rediiklenmesi ve
kelatlanmasinda cesitli aktivitelere sahip olduklar1 belirlenmistir (Grace ve Logan,
2000). Baz1 bitkilerde birikim gosteren metallerin, fenoliklerin sitotoksik ozelliklerini
tamamlayici etki gostererek herbivor ve patojenlere kargi savunmada rol aldiklar1 da
belirtilmektedir (Coley ve Kusar, 1996; Sakihama ve dig., 2000, 2002). Fenoksil
radikallerinin metal iyonlar1 tarafindan spin stabilizasyonlar1 sonucunda Alzheimer ve
Parkinson hastaliklarina da zemin hazirladiklari, bu hastaliklarin ayn1 zamanda hiicre ve
dokularda anormal metal birikiminden kaynaklandigi belirtilmektedir (Spencer ve dig.,

2003; Williams ve dig., 2004; Soobrattee ve dig., 2005; Uriu-Adams ve Keen, 2005).
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Bu tez calismasinin amaci, iilkemizde ve diinyada biiyiik miktarlarda iiretimi yapilan
onemli bir tarim bitkisi olan misirin, bakir stresine kars1 gelistirdigi antioksidan yanitlar
fizyolojik ve anatomik yonden incelemektir. Bunun icin, kontrol, 50, 100, 250, 500,
1000 ve 1500 pM konsantrasyonlarinda CuSO4.5H,O uygulanan misir tohumlariin
cimlenmesi, fidelerin biiyiimesi ve gelismesi; klorofil, karotinoid, antosiyanin
pigmentleri ile prolin ve protein icerigi; cesitli antioksidan bilesiklerin (askorbat,
glutatyon) miktari; antosiyanin biyosentezinde rol alan fenilalanin amonyak liyaz (PAL)
enziminin yanm sira superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz
(APX), guaiakol peroksidaz (GuPX), glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan
enzimlerin aktiviteleri ile lipit peroksidasyonu sonucu membran yapisinda goriilen
degisimler uygun metotlar kullamlarak tayin edilmistir. Cesitli bitki kisimlarindan
alman anatomik kesitlerde ise bakirin neden oldugu bazi yapisal degisimler ile fenolik

bilesiklerin hiicrelerdeki birikim yerleri saptanmaya calisilmstir.

Agir metal toksisitesinin bitkilerde yol ac¢tigi fizyolojik, biyokimyasal, morfolojik ve
anatomik degisimler ile sekonder metabolitler ve bunlarin antioksidan o6zelliklerinin
incelendigi bu tez calismasinda, misir bitkisinin hangi konsantrasyonlarda bakira direcli
oldugu tespit edilmis ve elde edilen sonuglarin fitoremediyasyon calismalart i¢in de
faydali olmasi amaglanmistir. Bakira direngli oldugu saptanan musir bitkisinin;
tilkemizin agir metal kirliligi gosteren bolgelerindeki tarimsal alanlarin kullanimi
konusundaki mevcut bilgilere yeni yaklasimlar saglamasi ve yapilacak diger caligmalara

katkida bulunmasi hedeflenmistir.

Misirda 6zellikle stres kosullar1 altinda dokuya 6zgii antosiyanin sentezini tesvik eden
genlerin varligi, bu bitkinin deney materyali olarak secilmesinde Onemli bir etken
olmustur. Uzerinde ¢alisildikga yeni 6zellikleri kesfedilen antosiyaninlerin; cesitli metal
iyonlarini kelatlayarak bitkilerin agir metal direncinin saglanmasinda onemli gorevleri
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, bakir uygulamalari sonucunda antosiyaninlerin
bitkinin neresinde ve ne kadar birikim gosterdigi saptanarak bu bilesiklerin antioksidan
islevlerinin yan1 sira agir metalleri kelatlama 6zellikleri iizerinde durulmustur. Boylece,
giiniimiizde flavonoid bilesiklerinin tizerinde calisilan cesitli etkinliklerine farkli bir
bakis agis1 getirilmesi ve buradan elde edilen verilerin ileride yapilacak olan caligmalara

bir temel teskil ederek literatiirdeki bu agigin kapatilmasi timit edilmektedir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKi MATERYALI VE OZELLIiKLERIi

Bu tez caligmasinda Bursa MAY Tohumculuktan temin edilen misir (Zea mays L.)
bitkisine ait RX770 varyetesi kullanildi. Bakir uygulamalar1 sonucunda meydana gelen
fizyolojik ve anatomik degisimlerin kolayca izlenebilmesi ve ayrica dokuya 6zgii
antosiyanin biyosentezinin goriilmesi nedeniyle (Reddy ve dig., 2003) musir bitkisi

deney materyali olarak se¢ildi.

3.1.1. Misir Bitkisinin Genel Ozellikleri

Insanoglunun kiiltiire aldig1 en eski tarla bitkilerinden biri olan Misir (Zea mays L.),
diinyada yaygin olarak yetistirilen Poaceae (Gramineae) familyasindan 6nemli bir tahil
bitkisidir. [liman ve tropik bolgelerde tarim1 yapilan bir bitki olan misirin kdkeni ve gen
merkezi Amerika kitasi olarak kabul edilmektedir. Hindistan ve Misir iizerinden
tilkemize getirildiginden, dilimizde bu bitkiye musir adi verildigi sanilmaktadir.
Monokotillerden, bir yillik, dayanikli tahil ve kiiltiir bitkisi olan misirin radikuladan
gelisen ana kok ve cok sayidaki yan koklerden olusan iyi gelismis, kalin ve bol sacakli,
ags1 yapida bir kok sistemi vardir. Bu sekilde toprakta derinlere kadar inebilen misirin
govdeden gelisen ve ‘ayak kok’ ismi verilen adventif kokleri ise topraga daha siki bir
sekilde tutunmasin saglamaktadir. Misir bitkisinin 2-3 m boya ve 4 cm capa ulasabilen
govdesi dik ve bogumludur. Govde iizerinde almasik dizili uzun yapraklar serit
biciminde, paralel damarli ve uglart sivridir. Aym bitki tizerinde ayrn kesimlerde yer
alan ciceklerden erkek olanlari, govdenin ucunda basaklar halinde; disi olanlart ise
yaprak koltuklarinda koganlar halinde goriiliir. Disi ciceklerin olgunlasmasiyla meydana
gelen misir tohumlari, tek ve kalin bir sap olan kogan iizerinde diizgiin siralar halinde
dizilmis iri taneler seklindedir. Disi ciceklerin olgunlasip tane bicimine gelmeden &nce
koganin ucunda olusturduklar1 10-30 cm. uzunluktaki ipliksi uzantilardan meydana

gelen ve adina musir piiskiilii denilen yap1 ise stigmalardir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Misir bitkisinin genel goriiniimii ve baslica kisimlar1 (Thomé’den, 1885)

Tahil bitkileri icerisinde bugday ve arpadan sonra en genis ekim alani ve iiretime sahip
olan misir, (585 bin ha ekim alani, 2.5 milyon ton iiretim ve 425 kg/da tane verimi),
Tiirkiye tariminda 6nemli bir yere sahiptir ve oOzellikle Marmara ve Karadeniz
Bolgeleri’nde yaygin olarak yetistirilmektedir (Siizer, 2004). Giiniimiizde ¢ok sayida
kullanim alanmi olan ve onemi giderek artan misir, yiiksek verim alinabilen bir tarla
bitkisi olarak digerlerinden farklilik gostermektedir. Misir sahip oldugu zengin besin
maddeleri nedeniyle hem insan, hem de hayvan beslenmesi bakimindan cok degerli ve
kullanim cesitliligi olan bir iirtindiir. Gerek diinyada ve gerekse Tiirkiye'de bitkisel
kokenli proteinlerin yeterli ve ekonomik tiiretimi icin bilyiik 6nem tasiyan misirin
tanesinden elde edilen nisasta, glukoz ve misirozii yagi da ekonomide hammadde olarak
kullanilmaktadir (Siizer, 2004). Misir tarimi i¢in en uygun toprak tipi; su tutma ve besin
maddesi depolama kapasitesi iyi olan, kolay islenir, iyi drenaj ve havalanma 6zelligi
dolayistyla milli-killi topraklardir (Siizer, 2004). Misir, fenolik asitler, fitodstrojenler ve

flavonoidler acisindan da zengin bir bitkidir (Zielinski ve Koslowska, 2000).
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3.2. FIDELERIN YETISTIiRILMESI

Misir tohumlar1 akar musluk suyu altinda iyice yikanip, 24 saat distile suda 1slatildiktan
sonra %20 sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dakika bekletildi ve tekrar distile su ile
iyice yikanarak yiizey sterilizasyonu yapildi. Esit biiyiikliikte secgilen tohumlar 14 cm
capindaki petri kaplarinda cift kat filtre kagidi iizerine ekildi ve diizenli araliklarla esit
miktarda (5 ml) su ve bakir ¢ozeltileri ile sulandi. Petriler iki gruba ayrilarak bir kismi
2542 °C etiivde tutulurken; bir kismu da 6000 luks 151k siddeti altinda, 2542 °C sicaklik
ve 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyotta calisan biiylime odasinda ¢imlenmeye
terkedildi. Petrilerdeki tohumlar her giin gozlemlenerek ve c¢imlenme yiizdeleri
kaydedildi. Yaklagik 4. giinden itibaren ¢cimlenmelerini tamamlayan fidelerin karanlik
ve 1siktaki morfolojik 6zellikleri incelenerek bakir uygulamalarindan ne sekilde
etkilendikleri saptandi. Misir bitkisinin karanlik ve aydinlikta yetismesine gore bazi
morfolojik degisimler gosterdigi belirlendi. Karanlikta ¢imlendirilen fidelerde kok ve
govde arasindaki gecis yeri olarak kabul edilen ve ‘mezokotil’ diye isimlendirilen bolge
iyl gelisim gosterirken; 151kta cimlendirilen tohumlarda bu kismin olduk¢a gerilemis

oldugu fark edildi.

Deneyin ¢imlenme kism1 bu sekilde yapilirken; diger fizyolojik degisimleri incelemek
tizere bitkiler hidroponik kiiltiirde yetistirildi. Bunun igin belirtilen sekilde yiizey
sterilizasyonu tohumlar perlit iceren plastik kaplara ekildi ve diizenli olarak distile su ile
sulandi. 8. giinden itibaren (2 yaprakhi evrede) fideler perlitten dikkatli bir sekilde
cikarilip kokleri iyice temizlendikten sonra hazirlanan bakir serilerine transfer edildi. 7
giin boyunca bakir serilerine maruz birakilan fideler 15 giinliik iken (3 yaprakli evrede)
kok ve gdovde uzunluklan tespit edildikten sonra cesitli fizyolojik ve anatomik analizleri

yapilmak {izere hasat edildi.

3.3. BITKiLERE BAKIR UYGULANMASI

Kontrol olarak Y4 oraninda seyreltilen Hoagland ¢6zeltisinin (Hoagland ve Arnon, 1950)
kullanildigr deneylerde, bakir uygulamalan igin ise Y4 Hoagland ¢ozeltisi igerisinde
¢Oziindiirillerek hazirlanan 50, 100, 250, 500, 1000 ve 1500 puM CuSO4.5H,0
konsantrasyonlarindaki seriler kullanildi. Bitkiler kontrol ve bakir ¢ozeltilerini iceren

500 ml’lik kahverengi siselerde yetistirildi.



54

Tablo 3.1: Hoagland ¢ozeltisi: Tabloda goriilen mineral tuzlarin distile su ile hazirlanan stok
cozeltilerinden asagida belirtilen miktarlarda alinarak son hacim distile su ile 1000 ml’ye

tamamland1
Mineral tuzlar Konsantrasyon (M) 1 litre i¢in alinacak miktar (ml)
Ca(NO;), 1 5
KNO; 1 5
MgSO, 1 2
KH,PO, 1 1
FeEDTA" 0.1 1
Mikro elementler Bakiniz © 1

) FeEDTA (etilen diamin tetra asetik asitin Fe kompleksi) stok ¢ozeltide 5 mg/ml Fe

icerecek sekilde hazirlandi.

9 Mikro elementleri iceren stok ¢ozeltinin 1 litresinde bulunan mineral tuzlarinin
miktarlari: 2.86 g H;BO3, 1.81 g MnCl,.4H,0, 1.1 g ZnCl,, 0.05 g CuCl,, 0.025 g
Na;MoO,.

Kontrol i¢in secilen Hoagland ¢ozeltisi bitkilerde bakirin etkilerinin daha kolay ortaya

cikabilmesi i¢in % oraninda seyreltilerek kullanildi.

Tablo 3.2: Bakir konsantrasyon serileri

Bikdlere uygulanan bakann pi Konsantrasyonu (uM) T Titre igin alnacak miktar (g)
Kontrol N

30 0.012484

CuS0..5H,0 100 0.024968

250 0.062420

500 0.124840

1000 0.249680

1500 0.374520

Bakir serileri tabloda belirtilen miktarlarda CuSO4.5H,O tartilarak % oraninda

seyreltilmis Hoagland ¢ozeltileri igcinde ¢oziilmesiyle hazirlandi.
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3.4. BAKIR ANALIiZi

Biiyiime odasinda hidroponik ortamda kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM
CuS04.5H,0 uygulanarak yetistirilen 15 giinlikk misir fidelerinin kok, govde ve
yapraklarindaki bakir miktar1 yas yakma metoduna (wet-ashing) gore belirlendi. Bunun
icin 100 er mg tartilan ornekler deiyonize su ile iyice yikandiktan sonra 80 OC etiivde
agirlik sabit kalincaya kadar 4-5 giin bekletildi. Kurutulan 6rnekler Kjeldahl tiiplerine
alindi ve iizerlerine HNO3:HCIOy ilave edilerek 80 °C lik su banyosunda tutuldu. Daha
sonra tiiplere 1 er ml daha asit eklendi ve tiipler 300 °C ta yiizeysel 1sitic1 iizerinde
yaklasik 3-4 giin boyunca yanmaya birakildi. Islem sonucunda bitki ornekleri seffaf
acik sari-beyaz ¢ozeltilere doniistii. Cozeltilerdeki olas1 ¢6ziinmemis silikat parcaciklari
filtre kagidindan siiziilerek arindirildi. Berrak ve tortusuz siiziintiiler distile su ile 10 ml
ye tamamlanarak atomik absorbsiyon (AAS) icin hazir hale getirildi. Deney
materyallerindeki bakir miktarlarinin 6lgiimleri belli standart cozeltilerle ayarlanan
atomik absorbsiyon cihazinda yapilarak (ug Cu g'1 K.A) seklinde ifade edildi
(Baumhardt ve Welch, 1972; Baycu, 1995).

3.5. CIMLENME YUZDESININ OLCULMESI

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO4.5H,0 iceren bakir c¢ozeltileri ile
sulanan petrilerdeki tohumlar iki gruba ayrildi; bir kismi karanlik 25 °C etiivde, bir
kismi ise 25 °C sicaklik, 6000 luks 1sik siddeti ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
fotoperiyotta caligsan biiyiime odasinda ¢cimlenmeye birakildi. Tohumlarin ¢imlenmeleri

sabit kalana dek giinliik olarak izlendi ve sayilan yiizde olarak ifade edildi.

3.6. KOK VE GOVDE UZUNLUGUNUN OLCULMESIi

Biiyiime odasinda hidroponik ortamda kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM
CuS0O4.5H,0 uygulanarak yetistirilen 15 giinliik musir fidelerinin kok ve govde

uzunluklar1 milimetrik taksimatli cetvel kullanilarak ol¢iildii.
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3.7. TAZE VE KURU AGIRLIK MiKTARININ OLCULMESI

Kontrol ve bakir serilerindeki 15 giinliik fideler daras1 6nceden belirlenmis aliiminyum
folyo ile tartilarak taze agirhklart alindiktan sonra 80 °C etiivde agirlik sabit kalincaya

kadar (3-4) giin bekletilerek kuru agirliklar tespit edildi (Okatan ve dig., 1981).

3.8. ORANSAL SU iCERIGININ OLCULMESI

Oransal su igerigi Barr ve Weatherley (1962) metoduna gore tayin edildi. Bunun igin
belirtilen bakir konsantrasyonlarinda yetistirilen misir fidelerinin yaprak orneklerinden
diskler ¢ikarilip taze agirliklar1 alinarak (T.A.), distile su bulunan petri kaplarinda 4 saat
bekletildi. Distile su icinde turgorlu (TR.A.) hale gelen orneklerin agirliklart alindi.
Daha sonra orneklerin kuru agirliklar (K.A.) sabit kalincaya kadar, 5 giin boyunca 89
°C lik etiivde bekletilerek tayin edildi. Elde edilen agirliklar asagidaki formiilde (3.1)

yerine konularak oransal su icerigi yiizde cinsinden hesaplandi.

Oransal Su Icerigi (%) = [(T.A. - K.A.) / (TR.A.- K.A.)] x 100 3.1)

3.9. MEMBRAN PERMEABILITESINDEKi DEGiSiKLIKLERIN OLCULMESI

Belirtilen bakir konsantrasyonlarinda yetistirilen misir fidelerinin koklerindeki
membran permeabilitesindeki degisikliklerin Ol¢iilmesi i¢cin Poovaiah ve Leopold
(1976) tarafindan gelistirilen yontem kullanildi. Kontrol ve bakir serilerindeki fidelerin
kok ucundan itibaren 5 cm olacak sekilde alinan kisimlar, her bir seriden 10 ar tane
olmak lizere 15 ml distile su iceren, 9 cm capindaki petrilere yerlestirildi. 25 °C lik
etiivde 24 saat inkiibe edilen koklerin hiicre icinden dis ortama sizan madde miktarlar

spektrofotometrede 280 nm dalga boyunda 6lgiildii ve yiizde cinsinden hesap edildi.

3.10. PROLIN MiKTARININ OLCULMESI

Kok, govde ve yapraklardaki prolin igerigi Bates ve dig. (1973) metoduna gore tayin
edildi. Bunun i¢in 200 mg taze agirliklar1 alinan 6rnekler 1.2 ml %3 sulfosalisilik asit
icinde homojenize edildi. Ornekler vorteksle karistirildiktan sonra 12000 rpm de 7
dakika santrifiij edildi. Supernatantlar yeni mikrotiiplere alinarak 500 ul ekstrakt, distile

su ile 1 ml’ye tamamlandi ve sonra 1 ml glasiyal asetik asit ve 1 ml ninhidrin ile
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reaksiyona sokularak 1 saat 98 °C lik su banyosunda tutuldu. Reaksiyon buz
banyosunda sonlandirildi ve karistmin iizerine 2 ml toluen ilave edilerek karstirildi.
Ustteki faz cam kiivete alinarak 518 nm de &l¢iildii. Prolin miktarlar1 L-prolin standart

egrisi iizerinden hesaplanarak (umol prolin g ' T.A.) olarak ifade edildi.

3.11. HIDROJEN PEROKSIT (H,0,) MIKTARININ OLCULMESI

Hidrojen peroksit (H,O,) miktar1, Velikova ve dig. (2000) metoduna gore ol¢iildii. 500
mg kok, govde ve yaprak dokulart1 5 ml %3 (w/v) trikloroasetik asit iceren soguk
tamponda ve buz banyosu icinde homojenize edildi. Homojenat 12000 rpm de 15
dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen supernatanttan 0.5 ml alinarak {izerine 0.5
ml 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) ve 1 ml 1 M potasyum iyodiir (KI) ilave
edildi. Karigimin absorbanst 390 nm de oOlg¢iiliirken, hidrojen peroksit miktar1 standart

egri cizilerek (umol H,O, g 'T.A.) cinsinden hesaplandi.

3.12. LiPiT PEROKSIDASYONUNUN OLCULMESI

Lipit peroksidasyonu sonucunda olusan malondialdehid (MDA) gibi iiriinlerin 6l¢iimii
Heath ve Packer (1968) yontemine gore yapildi. Kok, govde ve yaprak kisimlarinin taze
agirliklan yaklasik 100 mg olacak sekilde alindiktan sonra 2 ml %S5 trikloroasetik asit
(TCA) iceren soguk havanda homojenize edildi. Ekstraktlar 10000 rpm de 15 dakika
oda sicakliginda santrifiij edildi. Esit hacimlerde alinan 1 er ml supernatant iizerine 4 ml
% 0.5 tiyobarbitiirik asit (TBA) igeren %20 TCA eklendi ve karisim 96 °C da 30 dakika
inkiibe edildikten sonra ¢cok hizli bir sekilde buz banyosunda sogutuldu ve 10000 rpm
de 10 dakika santrifiij edildi. Supernatantlarin absorbans1 532 nm de okundu. Herhangi
bir bulanikliktan kaynaklanan 6lciim degerlerinin elimine edilmesi amaciyla 600 nm
deki absorbans alinarak onceki absorbanstan ¢ikarildi. (%0.5 TBA igeren %20 TCA
cozeltisi kor olarak kullanildi. Lipit peroksidasyon {iriinleri ile oksidanlar tarafindan
modifiye olmus bitki proteinleri bu sekilde MDA yo6ntemiyle 6l¢iildii ve sonuglar (nmol

MDA g’1 taze agirlik) olarak ifade edildi.

(As3-Aeo) / (155 mM ™ em™)
MDA (nmol MDA g' T.A.) = X 10° (3.2)

Taze yaprak agirligi (mg)
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3.13. ASKORBAT iCERIGININ OLCULMESI

Askorbat (AsA), dehidroksiaskorbat (DHA) ve total askorbat (AsA+DHA) icerikleri
Gossett ve dig. (1994) metoduna gore tayin edildi. Bunun i¢in 500 mg taze yaprak
ornekleri 5 ml % 5 m-fosforik asit iceren soguk tamponda ekstre edildikten sonra 12000
g de 15 dakika santrifiij edildi. Total askorbat miktarinin 6l¢iimil i¢in supernatantan 200
pl alinarak iizerine 5 mM EDTA igeren 500 pl 150 mM KH,PO, tamponu (pH 7.4)
eklendi. AsA igerigini belirlemek iizere ayni reaksiyon ortamina DHA nin AsA ya
rediiklenmesini saglayan 100 pl ditiotretitol (DTT) ilave edildi ve karisim 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra iizerine 100 pl % 0.5 (w/v) N-etilmaleimid
eklenerek asir1 DTT uzaklastirildi. Hazirlanan her iki reaksiyon ortamina da 400 pl %
10 trikloroasetik asit, 400 pl % 44 o-fosforik asit, 400 pul % 70 etanolde hazirlanmis a,
a’—dipiridril ve 200 pl 30 g/litre FeCls ilave edildi. Olusan renkli karigimlar 40 °C da1l
saat inkiibe edildikten sonra icerigindeki total askorbat ve askorbat bilesikleri
spektrofotometrik olarak 525 nm de ol¢iildii. AsA ve AsA+DHA miktarlart m-fosforik
asit i¢inde L-askorbat standartlari (0.01-0.5 mM/ml) hazirlanarak elde edilen egriye
gore hesaplandi. Her bir ornekteki DHA icerigi ise AsA+DHA miktarindan AsA’in
¢ikarilmast ile belirlendi ve (umol g ™' T.A.) olarak ifade edildi.

3.14. GLUTATYON iCERiGINiN OLCULMESI

Rediiklenmis glutatyon (GSH), okside olmus glutatyon (GSSG) ve total glutatyon
(GSSG + GSH) miktarlart Gossett ve dig. (1994) metoduna gore tayin edildi. 500 mg
taze agirliklart alinan yaprak dokular1 1 mM EDTA iceren 5 ml % 6 soguk m-fosforik
asit (pH 2.8) icinde homojenize edildikten sonra 12000 g de 15 dakika santrifiijlendi ve
elde edilen supernatant 0.45 pum lik filtre kagidindan siiziildiikten sonra iki grup halinde
cozeltiler hazirlandi. Birinci gruptaki ¢ozelti (soliisyon A); 8 ml 110 mM Na,PO,.7 H,O
ve 8 ml 40 mM NaH,PO,. H,O tamponu icinde 18 ml 5 mM EDTA, 38 ml 0.3 mM
5,5’ ditio-bis-(2-nitro benzoik asit) (DTNB) ve 10 ml 0.4 ml/litre bis (trimetilsilil)
asetamit (BSA) olacak sekilde hazirlandi. Ikinci gruptaki ¢ozelti (soliisyon B) ise ayni
tampon i¢inde 1 ml 1 mM EDTA, 5 ml 50 mM imidazol, 5 ml 0.2 ml/litre BSA ve 5 ml
1.5 tinite glutatyon rediiktaz (GR) enzimi eklenerek hazirlandi. Total glutatyon igerigi;
400 pl soliisyon A, 320 pl soliisyon B, % 5 Na,PO4 (pH 7.5) tamponunda 1:50 oraninda
seyreltilmis 400 pl supernatant ve 80 pl 0.15 mM NADPH iceren reaksiyon karistminda
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spektrofotometrik olarak 412 nm de 10 dakika ol¢iilerek tayin edildi. Karisimdaki
GSSH miktari ise ayni reaksiyon ortamina 1 ml 1:50 oraninda seyreltilen supernatant ve
40 pl 2-vinilpiridin eklenerek 25 °C da 1 saat inkiibe edildikten sonra 412 nm de
olctildii. 1 mM EDTA igeren % 6 m-fosforik asit (pH 2.8) tamponunda ¢6ziindiiriilen ve
% 5 NapPO,4 tamponu ile 1:2000 oraninda seyreltilerek hazirlanan glutatyon standartlari
(0.002-0.0001 g/ml GSH), orneklerdekine benzer sekilde reaksiyon ortamina eklenerek
412 nm deki dl¢iimleri yapild: ve bu sekilde elde edilen standart egri ile total glutatyon
ve okside olmus glutatyon igerikleri hesaplandi. Rediiklenmis glutatyon miktar ise total
glutatyondan okside olmus glutatyonun cikarilmas ile saptandi ve elde edilen degerler

(nmol g ! T.A.) cinsinden ifade edildi.

3.15. KLOROFIL VE KAROTINOID iCERiIGININ OLCULMESI

Belirtilen konsantrasyonlarda yetistirilen misir fidelerinin ilk yapraklarindaki klorofil ve
karotinoid igerikleri Arnon (1949) metoduna gore ekstre edildi. Bunun icin taze
agirliklar1 alinan 6rnekler bir miktar CaCO; tozu igeren havanda %90 aseton iginde
homojenize edildi. Ekstreler 24 saat boyunca +4 °C de bekletildikten sonra 3000 g de 10
dakika santrifiij edildi. Daha sonra iist sivinin (supernatant) absorbsiyon degerleri
spektrofotometrede 480, 630, 645, 665 ve 750 nm dalga boylarinda Lichtenthaler
(1987) metoduna gore Olciilerek herbir 6rnegin klorofil a, b ve karotinoid igerikleri (mg

g T.A.) cinsinden tayin edildi (Parsons ve Strickland, 1963).

3.16. ANTOSIYANIN iCERIGININ OLCULMESI

Belirtilen konsantrasyonlarda yetistirilen misir fidelerinin kok, yaprak kini ve ilk
yapraklarindaki antosiyanin icerigi Mancinelli (1990) metoduna gore tayin edildi. Taze
agirliklar1 alinan bitki kisimlart %1 oraninda asitlendirilmis 6 ml metanolde ekstre
edildi ve ara sira calkalanarak 2 giin boyunca +4 °C de bekletildikten sonra 5000 g de
santrifiij edildi. Supernatantdaki antosiyanin icerigi spektrofotometrede 530 ve 657 nm
dalgaboylarinda ol¢iildii ve (As3g — 0.33 Agsy) formiiliinde yerine konularak drneklerin

birim taze agirligindaki antosiyanin icerigi optik yogunluk olarak ifade tayin edildi.
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3.17. TOTAL FENOLIK BIiLESIKLERIN iCERiGININ OLCULMESI

Total fenolik bilesik icerigi McCue ve dig. (2000) metoduna gore olgiildii. Kok, yaprak
kim ve ilk yapraklardan aliman 50 mg taze doku 6rnekleri 2.5 ml %95 etanole konularak
72 saat boyunca -20 °C da bekletildi. Bu sekilde dondurulan doku 6rnekleri homojenize
edildikten sonra 10000 g de 10 dakika santrifiij edildi. Supernatanttan 1 ml alinarak
tizerine 1 ml %95 etanol, 5 ml distile su ve 0.5 ml %50 Folin-Ciocalteu fenol reaktifi
eklendi. Karisim 5 dakika inkiibe edildikten sonra iizerine 1 ml %5 (w/v) sodyum
karbonat eklendi ve vortekslendi. Elde edilen reaksiyon karigimi tekrar karanlikta 1 saat
inkiibe edildi ve hafifce vortekslendikten sonra 4000 g de 5 dakika santrifiij edilerek
supernatantin 725 nm deki absorbansi dl¢iildii. Total fenolik bilesik igerigi %95 etanol
icerisinde ferulik asit kullanilarak cizilen standart egriye gore hesaplandi ve (mg fenolik

bilesik g T.A.) cinsinden ifade edildi.

3.18. FENILALANIN AMONYAK LiYAZ (PAL) ENZIMININ TAYINi

Kok, yaprak kimi ve ilk yapraklarindaki fenilalanin amonyak liyaz (PAL) (E.C. 4.3.1.5)
enziminin ekstraksiyonu Saunders ve McClure (1975) metoduna gore yapildi. Yaklagik
500 mg olacak sekilde agirliklar1 alinan bitki kisimlar1 0.05 g polivinilprolidin (PVP) ve
50 mM B-merkaptoetanol iceren 5 ml 0.1 M sodyum borat (H;BO3;-NaOH) tamponunda
(pH 8.8) homojenize edildi. Homojenat 13000 rpm de 4 °C da 30 dakika santrifiij
edildikten sonra elde edilen supernatantlar PAL enzimi aktivitesinin tayininde
kullanildi. 2 ml sodyum borat tamponu icinde (pH 8.8); 0.5 ml supernatant, 0.5 ml 3
mM L-fenilalanin iceren reaksiyon karisimi 30 °C da 1 saat inkiibe edildikten sonra 290
nm deki spektrofotometrik Ol¢limii yapildi ve trans-sinnamik asitin olusumuna bagl
olarak absorbansindaki artis 1 dakika boyunca 10 saniye araliklarla kaydedildi. Kor
(blank) olarak fenilalanin icermeyen karigim kullamildi. 1 dakikada 1 pumol substratin
iirtine doniisiimii olarak ifade edilen enzim aktivitesi (AAsqy dak. . g 1 T.A.) cinsinden

gosterildi.
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3.19. ANTIOKSIDAN ENZIMLERIN EKSTRAKSIYONU

0.5 g olacak sekilde taze agirliklart alinan ve -20 °C da dondurulan kok, govde ve
yaprak kisimlari, 1 mM fenil metil sulfonil florid (PMSF), 0.1 mM etilen diamin tetra
asetik asit (EDTA), %1 polivinil poliprolidon (PVPP) ve yalnizca askorbat peroksidaz
(APX) enzimi icin sodyum askorbat iceren 5 ml 50 mM potasyum fosfat
(K,PO4/KH,PO,) tamponunda (pH 7.0) soguk havanlarda ekstre edildi. Homojenatlar 2
defa 4 °C da 12000 rpm de 30 dakika santrifiij edildi. Supernatlardaki total protein

miktari ve antioksidan enzim aktiviteleri 25 °C da tayin edildi.

3.20. TOTAL COZUNEBILIR PROTEIN MiKTARININ TAYiNi

Protein miktarinin belirlenmesi Bradford (1976) yontemi kullanilarak yapildi.
Coomassie Brillant Blue (CBB) G-250 ile hazirlanan Bio-Rad c¢ozeltisi Y
sulandirilarak, 5 ml tampon igerisine 0.1 ml protein iceren supernatant konuldu. Blank
(kor) i¢in ise 5 ml tampona 0.1 ml distile su eklendi. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler
karanlikta 20 dakika bekletildikten sonra 595 nm dalga boyundaki 6l¢iimleri yapildi. Bu
yontemde bovin serum albuminin (BSA) farkli konsantrasyonlarinin 595 nm dalga
boyundaki absorbsiyon degerleri Olgiilerek standart protein egrisi ¢izildi ve total

¢oziinebilir protein miktarlar1 belirlenerek (mg protein g ' T.A.) cinsinden ifade edildi.

3.21. ANTIOKSIDAN ENZIiM AKTIiVITELERININ OLCUMU

3.21.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzimi (E.C. 1.15.1.1) Aktivitesinin Ol¢iimii

Superoksit dismutaz aktivitesi spektrofotometrik olarak Beyer ve Fridovich (1987)
metoduna gore tayin edildi. 50 mM KPOs tamponu (pH 7.8) igerisinde 13 mM
metiyonin, 75 pM nitro blue tetrazolium (NBT), 2 uM riboflavin, 0.1 M EDTA, %0.025
Triton X-100 ve 75 pl enzim ekstrakti iceren 2 ml reaksiyon karisimi cam test tiiplerine
almarak 25 °C da yiiksek 151k difiizyonu kosullarinda floresan lambalar altinda 1 saat
1siklandirildi. NBT nin fotoindirgenmesiyle olusan mor renkli karigimin absorbansi 560
nm de spektrofotometrik olarak kaydedildi. Karanlikta bekletilen ornekler ise kor
(blank) olarak kullanildi. Bir iinite SOD aktivitesi deneysel kosullar alinda NBT
indirgenmesinin %350 inhibisyonuna neden olan enzim miktar1 olarak (U g'1 T.A)

cinsinden ifade edildi.
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3.21.2. Katalaz (CAT) Enzimi (E.C. 1.11.1.6) Aktivitesinin (")lgiimii

Chance ve Maehly (1955) metoduna gore tayin edilen katalaz aktivitesi Ol¢iimiinde
toplam hacim 2 ml olacak sekilde, 10 mM H,0,, 0.1 mM EDTA igeren 25 mM K,P0O4
tamponuna (pH 6.8), 50 ul enzim ekstraktinin eklenmesiyle reaksiyon baglatildi ve 240
nm de H,O, in yikimina bagh olarak absorbanstaki azalma 2 dakika boyunca 30 saniye
araliklarla kaydedildi. Elde edilen degerler hazirlanan H,0O, standart grafiginde yerine
konularak CAT aktivitesi (U g'1 T.A.) olarak ifade edildi.

3.21.3. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzimi (E.C. 1.11.1.11) Aktivitesinin Olgﬁmﬁ

Askorbat peroksidaz aktivitesi Nakano ve Asada (1981) metoduna gore tayin edildi.
Toplam hacim 2 ml olacak sekilde 50 mM NaPQO,4 tamponu (pH 7.0) igerisinde 0.5 mM
L-askorbat, 1.0 mM H,0, 0.1 mM EDTA ve 50 ul enzim ekstraktini igeren reaksiyon
karistmindaki enzim aktivitesi askorbatin okside olmasina dayali olarak 290 nm deki
absorbans azalis1 spektrofotometrede 2 dakika boyunca 20 saniye araliklarla izlenerek

kaydedildi ve (U g T.A.) olarak ifade edildi.

3.21.4. Guaiakol Peroksidaz (GuPX) Enzimi (E.C. 1.11.1.7) Aktivitesinin Olgﬁmﬁ

Glutatyon peroksidaz aktivitesinin Ol¢iimii Cakmak (1994) metoduna gore yapildi. 25
mM KPO, tamponunda (pH 7.0), 10 mM H,0, 9 mM guaiakol ve 50 pl enzim
ekstraktin1 iceren reaksiyon karisimindaki enzim aktivitesi 470 nm deki absorbans
artistna bagl olarak spektrofotometrede 2 dakika boyunca 10 saniye araliklarla

izlenerek kaydedildi. Elde edilen degerler (U g T.A.) olarak ifade edildi.

3.21.5. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzimi (E.C. 1.6.4.2) Aktivitesinin (")lgiimii

Glutatyon rediiktaz aktivitesi Foyer ve Halliwell (1976) metoduna gore 6l¢iildii. Toplam
hacim 2 ml olacak sekilde, 25 mM NaPO, tamponu (pH 7.5) icerisinde 0.2 mM
Na,EDTA, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM GSSG, 50 mM NADPH ve 50 ul enzim ekstrakti
iceren reaksiyon karisimindaki enzim aktivitesi 340 nm de NADPH konsantrasyonunun
azalisina bagh olarak 3 dakika boyunca 30 saniye araliklarla kaydedildi. NADPH’1n
enzimatik olmayan oksidasyonunun diizeltilmesi i¢in reaksiyon karisimina bu kez
GSSG eklenmeyerek 340 nm deki azalis tekrar kaydedildi. Enzim aktivitesi
hesaplanirken bu deger ilk kaydedilen aktiviteden ¢ikartilarak (U g’1 T.A.) olarak ifade
edildi.
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3.22. ANATOMIK ANALIZLER

3.22.1. Isik Mikroskopu Analizleri

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM Cu uygulanan musir fidelerinin kok,
gdvde ve yapraklarindan jilet yardimi ile elde alinan enine kesitleri su ve %10 HCl
iceren floroglusin uygulanarak LEICA BM E 151k mikroskopunda X10 ve X40
biiylitmelerde incelendi ve ilgili kisimlarin fotograflar1 Kodak EasyShare CX7525

dijital fotograf makinesi ile cekildi.

3.22.2. Elektron Mikroskopu Analizleri

Alman bitki doku parcalart PH 7.4 olan fosfat tamponlu %?2.5 gluteraldehit soliisyonu
ile birinci fiksasyonu takiben %1 osmium tetraoksit soliisyonunda ikincil olarak fikse
edildi. Artan alkol serilerinden (%30-50-70-90-100-100) gecirilen parcalar propilen
oksit ara gecisi kullanilarak kademeli olarak epon gdmme ortamma alindi. Plastik
bloklardan 0.5 mikrometre kalinlikta alinmis olan yan ince kesitler metilen mavisi ile
boyanarak 1s1k mikroskobunda degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda secilen
bolgelerden aliman yaklagik 60 nm’lik ince kesitler uranil asetat ve Reynauld’s
soliisyonlar ile ikili boyamayi takiben elektron mikroskobunda (Jeol JEM 1011) yap1
yoniinden incelendi ve elektron mikro fotograflar elde edildi (Bancroft ve Stevens,

1990; Hayat, 2000).

3.23. ISTATISTIKSEL HESAPLAMALAR

Arastirmada deneyler en az {i¢ tekrar seklinde yapilmis olup, standart hatalar1 asagidaki

formiiller kullanilarak hesaplanmistir.

X:YXi/N

X: Aritmetik ortalama

> Xi: Degerlerin toplami (birinciden N’inciye kadar degiskenin biitiin degerlerinin
toplami)

N: Tekrarlanan deney sayis1

S=VYXi/N

S: Standart sapma

Standart Hata: S/ VN



64

4. BULGULAR

4.1. BAKIRIN MISIR FiDELERINDEKI GENEL FiZYOLOJiK ETKILERI

Petri kaplarina ekilen ve esit miktarlarda kontrol, 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM
CuS04.5H;0 cozeltileri uygulanan misir tohumlarinin bir kismi karanlikta diger kismi
da uygun fotoperiyotta calisan biiylime odasinda ¢imlenmeye birakildi. Bakirin misir
fidelerinin kok, govde ve yaprak gibi cesitli kistmlarindaki morfolojik ve fizyolojik
etkilerinin, Cu konsantrasyonu ve uygulama siiresinin yam sira Ozellikle bitkinin
gelisim evresine gore de 6nemli degisimler gosterdigi gozlemlendi. Cimlenmelerinden
itibaren cesitli Cu konsantrasyonlarina maruz birakilan 4 giinliik fidelerde bakira bagl
toksik etkilerin daha hizli ve oldukca belirgin olarak ortaya ¢iktigi; bunlardan 6zellikle
koklerin en fazla zararin meydana geldigi kisimlar oldugu belirlendi. Kok uzunlugunda
ve yan kok olusumunda gerilemeler, kok uclarinda kahverengi olusumlar gézlenirken;

koleoptillerin bundan fazla etkilenmedigi saptandi (Sekil 4.1.a).

4. giiniin sonunda ¢imlenmelerini tamamlayan tohumlarin biiyiime ve gelisiminde bakir
toksisitesinin karanlik ya da 1s18a gore fazla bir degisim gostermedigi ve belirtilerinin
her iki kosulda da benzer sonuclar ortaya koydugu kaydedildi (Sekil 4.1.b), ancak
karanlikta ¢imlendirilen misir tohumlarindan gelisen fidelerde 1s1ikta gelisenlere gore
bazi morfolojik farkliliklar belirlendi. Poaceae familyasina 6zgii olan ve kok ile gdvde
arasinda bir gecis yeri olarak kabul edilen mezokotil denilen kismin karanliktaki
fidelerde iyi bir gelisim gosterirken; 1sikta bu bolgenin ¢ok gerilemis oldugu goriildii

(Sekil 4.1.b, Sekil 4.1.c).

Karanlikta yetistirilen ve 4. giiniin sonunda gelismelerini 1gikta siirdiiren 7 giinliik
fidelerin bakir artisina bagli olarak kok, govde ve yapraklarinda belirgin gerilemeler
meydana geldigi, belli bir konsantrasyondan itibaren kok biiylimesinin inhibe oldugu,
yapraklarin koleoptilden ¢ikamayarak kivrik halde kaldigi ve 6zellikle kok, mezokotil

ve govdede gozle goriiliir bir antosiyanin birikimi oldugu da gozlemlendi (Sekil 4.1.c).
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Sekil 4.1: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOj, ¢ozeltileri uygulanmis (a)
karanlikta, (b) 1s1kta yetistirilmis 4 giinliitk misir fideleri ile (c) karanliktan alinarak gelisimini
1s1kta siirdiirmiis 7 glinliik misir fidelerinde meydana gelen cesitli degisimler
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Bakirin erken gelisim evrelerindeki fidelerde oldukga toksik 6zelliklere sahip olmasi,
kok gelisimini inhibe etmesinin yan sira yaprak olusumunu durdurmasi nedeniyle kok,
govde ve yapraklardaki analizlerin yapilabilmesi amaciyla misir tohumlar1 6nce perlit
iceren kaplarda biiytime odasinda uygun kosullar altinda bir siire yetistirildikten sonra
bakir uygulamalarina maruz birakildi. Bunun i¢in fideler 8 giinliik iken perlitten dikkatli
bir sekilde cikarilarak kokleri iyice yikandi ve kontrol, 50, 100, 250, 500, 1000, 1500
uM CuSO4.5H,0 cozeltileri iceren hidroponik kiiltiire transfer edildi. 7 giin boyunca
belirtilen konsantrasyonlardaki Cu serilerinde tutulan fideler 15 giinliik iken (Sekil 4.2)

hasat edilerek ilgili fizyolojik ve anatomik incelemeler yapildi.

Kyltrol 50 100 250 500 1000 1500

il

Sekil 4.2: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO; ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinlitk misir bitkisinin kok, gévde ve yapraklarinda meydana gelen cesitli degisimler

Belli bir gelisim evresinden sonra bakira maruz birakilan misir fidelerinin agir metal
uygulamalarina daha dayanikli oldugu; toksik belirtilerin daha gec ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda ortaya ciktigr gozlemlendi. Koklerde 50 pM Cu’da kontrole gore
onemli bir degisim olusmazken; 100 ve iizerindeki Cu serilerinde kok uzunlugu ve yan
kok olusumunda gerilemeler meydana geldi. 500, 1000 ve 1500 pM Cu’da ise bunlara
ek olarak koklerde ozellikle uglardan baglayan kahverengilesme goriildii (Sekil 4.2).
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Govdede bakir uygulamalar1 50, 100 ve 250 pM Cu’da 6nemli etkilere yol agmazken;
500 ve iizerindeki serilerde turgor kaybina ve ozellikle enine biiylimedeki azalmaya
bagh olarak govde capinda incelmelere neden oldu. Yapraklarda ise 50 ve 100 uM
Cu’da uclardan baglayan sararma; 250 uM Cu’dan itibaren o6zellikle yash yapraklarda
nekrotik lezyonlar ile birlikte 500, 1000 ve 1500 pM’da asir1 su kaybina bagli solma,
yanma ve kuruma gibi belirtiler ortaya ¢ikt1 (Sekil 4.2).

4.2. BAKIR iCERiGi

Perlitte yetistilen musir fideleri 8 giinliilk iken hidroponik kiiltiire alindi ve 7 giin
boyunca Y% Hoagland ¢o6zeltileri icinde hazirlanan 50, 100, 250, 500, 1000 ve 1500 uM
CuS04.5H;0 igeren bakir serileri uygulandi. 15. giiniin sonunda hasat edilen bitkilerin

kok, govde ve yapraklarindaki bakir icerigi Tablo 4.1 ve Sekil 4.3 de gosterildi.

Tablo 4.1: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy, c¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, gévde ve yapraklarindaki bakir igerikleri

Bakir konsantrasyonu (uM) Cu Igerigi (ug g kuru agirlik)
Kok Govde Yaprak

Kontrol 92.60 + 15.20 45.80 + 12.08 56.40 + 14.33
50 274.20 + 14.20 68.60 + 13.02 72.80 £ 16.61
100 373.90 + 22.60 92.80 £+ 16.24 159.30 £ 29.20
250 569.00 + 26.40 119.4 £ 25.50 326.50 + 32.40
500 933.80 + 52.20 154.6 +27.30 354.20 + 47.80
1000 1416.7 £ 126.5 263.8 + 36.60 496.60 + 84.70
1500 1746.8 £ 133.4 479.6 £ 42.80 528.4 +92.60

Tablo 4.1, Sekil 4.3 deki verilere gore bakirin en ¢ok koklerde birikim gosterdigi ve
iceriginin kontrolde gdvdeden yaklasik 2 kat, yapraklardan ise 1.6 kat fazla oldugu
saptandi. Her bir bitki kisminda konsantrasyona bagh olarak artan bakir iceriginin en
fazla 1746.8 ng g'1 kuru agirlik olmak iizere 1500 uM Cu uygulanan 15 giinliik misir
fidelerinin koklerinde bulundugu belirlendi. Bakirin 1500 uM Cu’da kontrole gore
sirastyla koklerde 18.8 kat, govdede 10.4 kat, yapraklarda ise 9.3 kat artisa neden
oldugu kaydedildi (Tablo 4.1, Sekil 4.3).



68

2000 -
O Kok O Govde B Yaprak
1800 - -1[

1600 +

1400 ~ ‘J-I;

1200
1000 +

800 4

ng‘ug'lK.A.

600 -

400 -
200 -
o | Fl=mm Ei
50 100 250

Kontrol

500 1000 1500

Cu Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.3: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, uygulanmis 15 giinliik misir
bitkisinin kok, govde ve yapraklarindaki bakir icerikleri

4.3. CIMLENME YUZDESI

Petri kaplarina esit sayida ekilen ve esit miktarlarda kontrol, 50, 100, 250, 500, 1000 ve
1500 pM CuSOy serileri uygulanan musir tohumlarinin 25 °C karanlik etiivdeki
cimlenme yiizdeleri Tablo 4.2 ve Sekil 4.4 de gosterildi. Isikta cimlendirilen ve ayni
bakir serilerine maruz birakilan deney grubundaki tohumlardan da benzer sonuclar elde

edildigi icin tablo ve grafik olarak ifade edilmesine gerek goriilmedi.

Tablo 4.2: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy ¢ozeltileri uygulanan misir
tohumlarinin ¢imlenme yiizdeleri

Bakir konsantrasyonu (uM) Cimlenen Tohum Yiizdesi (%)
1. Giin 2. Giin 3. Giin 4. Giin
Kontrol 0 89.7+3.6 98.6 £0.5 100.0 = 0.0
50 0 88.6 £2.7 96.7+4.5 98.6 £2.2
100 0 79.3+£22 88.5+£2.7 96.7 £3.1
250 0 64.6 £3.0 79.8+5.8 88.5+£54
500 0 56.8+4.4 74.6 £9.8 829+6.9
1000 0 49.2+3.6 66.4+3.4 75.6 £4.0
1500 0 42.6 +£2.8 50.2+4.6 58.8+£3.2
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Kontrol ve deney grubundaki tohumlarin 2. giinden itibaren radikulanin c¢ikmasiyla
birlikte ¢cimlenmeye bagladig1 goriildii. 4. giiniin sonunda biitiin serilerdeki tohumlarin
cimlenmesini tamamladigi, bu arada radikulanin uzarken mezokotil ve koleoptillerin de
gelistigi belirlendi. Kontrolde %100 ¢imlenme olurken; 50 ve 100 pM Cu serilerinde
sirasiyla %98.6 ve %96.7 olmak lizere kontrole yakin degerler elde edildi. 250 uM Cu
dan itibaren ¢imlenmede kontrole gore % 11.5 lik bir azalma meydana gelirken, bu
diisiisiin konsantrasyona bagli olarak giderek arttigi; 1500 uM Cu’da ise % 41.2 lik bir
gerilemeye kadar gittigi tespit edildi (Tablo 4.2, Sekil 4.4).

—— 1.Gln —8—2.Gln 3.Gin 4.Gin
100 7 3¢ T T
o T
90 - vy
80 -
70 -
g
= 60 -
[}
'g 50 -
O 40
@ 30 4
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Kontrol 50 100 250 500 1000 1500
Cu Konsantrasyonu (pM)

Sekil 4.4: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, ¢ozeltileri uygulanan misir
tohumlarinin ¢imlenme yiizdeleri

Bakir igerigindeki artisin ozellikle radikula gelisimini inhibe ederken koleoptillerde
belirgin degisimlere yol agmadig1 (Sekil 4.1.a, Sekil 4.1.b), ancak 250 uM ve iizerindeki
toksik konsantrasyonlarda radikula ile birlikte koleoptillerde de 6nemli indirgenmeler

oldugu saptandi (Sekil 4.1.a, Sekil 4.1.b).
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4.4. KOK VE GOVDE UZUNLUGU

Kontrol, 50, 100, 250, 500, 1000 ve 1500 pM CuSO4 ¢ozeltileri olarak uygulanan
bakirin 15 giinlitk misir fidelerinin bilytimesi iizerindeki etkileri kok ve gdovde uzunluk
Olctimleri yapilarak tespit edildi; ilgili degerler Tablo 4.3 ile Sekil 4.5 de gosterildi. Kok
uzunlugu dl¢iimiinde primer kokler kullanilirken; govde uzunlugu kokiin bittigi yer ile

en uzun yapragin ucuna kadar olan kisim olarak ifade edildi.

Tablo 4.3: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok ve govde uzunluklar

Bakir konsantrasyonu (uM) Kok Uzunlugu (mm) Govde Uzunlugu (mm)

Kontrol 386.6 £ 21.71 358.4 £23.22
50 298.2 +£19.35 336.3 £22.54
100 204.4 £ 12.24 305.6 £ 11.78
250 172.8 £ 10.64 276.6 +£20.84
500 129.40 + 16.33 183.2 +18.12
1000 108.50 + 14.86 135.8 £ 16.44
1500 87.40 = 13.56 108.6 + 14.22

Misir fidelerinin kok ve govde uzunluklarimin bakir uygulamalarina baglh olarak
azaldigi, en belirgin gerilemenin konsantrasyon artisina paralel olarak koklerde

meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.3, Sekil 4.5, Sekil 4.6).

Kontrolde kok ve gévde uzunlugunun yaklasik olarak birbirine yakin oldugu, 50 uM
Cu’daki fidelerin biiylime oraninda kontrole gore belirgin bir degisim olmadigi, 100 uM
Cu’da ise kontrol ile kiyaslandiginda koklerde %47.1, govdede %14.7 lik bir azalmanin
gerceklestigi kaydedildi. 250 uM Cu’dan itibaren ise 6zellikle koklerde olmak iizere her
iki bitki kisminda da belirgin disiisler oldugu saptandi (Sekil 4.6). En yiiksek
konsantrasyon olan 1500 puM Cu serisindeki fidelerin koklerinde kontrole gore %77.4,

govdelerinde ise %69.7 oraninda gerilemeler tespit edildi (Tablo 4.3, Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOj ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok ve govde uzunluklari

Sekil 4.6: Kontrol ve 250 pM CuSOy ¢ozeltisi uygulanmug 15 giinliik misir fidelerinin kok,
govde ve yapraklarinin genel goriintimleri
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4.5. TAZE VE KURU AGIRLIK MiKTARI

7 giin boyunca kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOQy serilerine maruz
birakilan 15 giinliik misir fidelerinin kok, gévde ve yapraklarinin taze-kuru agirliklar

Olciilerek elde edilen sonuclar Tablo 4.4, Sekil 4.7.a ve Sekil 4.7.b de gosterildi.

Tablo 4.4: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, gévde ve yapraklarinin taze ve kuru agirliklari

Bakir Taze Agirlik (g)
konsantrasyonu (M)
Kok Govde Yaprak
Kontrol 0.518 +£0.052 0.928 + 0.068 1.388 + 0.046
50 0.529 + 0.024 0.792 + 0.045 1.099 + 0.062
100 0.426 + 0.036 0.606 + 0.042 0.968 + 0.059
250 0.305 + 0.056 0.538 = 0.024 0.596 + 0.034
500 0.276 £ 0.024 0.392 +0.032 0.481 +0.042
1000 0.194 £ 0.026 0.205 £ 0.014 0.278 +£0.048
1500 0.092 £0.018 0.192 + 0.026 0.236 + 0.032
Kuru Agirlik (g)
Kok Govde Yaprak
Kontrol 0.108 £ 0.034 0.113 £0.015 0.146 £ 0.014
50 0.112 £0.045 0.094 £0.012 0.122 £0.023
100 0.098 £0.023 0.086 +0.021 0.108 +0.018
250 0.066 +0.016 0.058 £0.011 0.076 £0.021
500 0.045 £ 0.025 0.040 £0.014 0.052 £0.014
1000 0.030 +0.030 0.022 + 0.008 0.038 £ 0.009
1500 0.026 £ 0.012 0.019 £ 0.006 0.032 +£0.001

Kok ve govdelerdeki taze agirlik miktarlar1 50 uM Cu’da kontrole yakin degerler
verirken, govdede %14.6, yapraklarda ise %20.8 azalma gosterdi. 100 pM Cu’dan
itibaren her {i¢ bitki kismindaki taze agirlik azalisi konsantrasyon artigina bagl olarak
hizla devam etti. 1500 pM Cu’daki fidelerin ¢esitli kistmlarinin taze agirliklarindaki
diisiisler kontrole gore sirasiyla koklerde %82.2, govdede %79.3 yapraklarda ise %82.9
olarak tespit edildi (Tablo 4.4, Sekil 4.7.a, Sekil 4.7.b).
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Kuru agirlik miktarlarinda ise kontrole gére 50 uM Cu uygulanan koklerde %3.7 lik bir
artis meydana gelirken; gévde ve yapraklarda sirasiyla %16.8 ve %16.4 olmak iizere bir
miktar azalma kaydedildi. 100 pM Cu’dan itibaren kuru agirliktaki diisiisiin kontrole
gore onemli farkliliklar ortaya koydugu belirlendi. 1500 pM Cu serisindeki fidelerin
koklerindeki indirgenme kontrol ile karsilastirildiginda %75.9 iken, bu oran govdede
%83.1, yapraklarda ise %78.0 olarak saptandi. (Tablo 4.4, Sekil 4.7.a, Sekil 4.7.b).
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Sekil 4.7: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, uygulanmis 15 giinliik misir
bitkisinin kok, govde ve yapraklarinin taze (a) ve kuru (b) agirlik miktarlar
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4.6. ORANSAL SU iCERIGI

Kontrol, 50, 100, 250, 500, 1000 ve 1500 pM CuSO4 ¢ozeltileri olarak uygulanan
bakirin 15 giinliik misir fidelerinin yapraklarindaki oransal su igerigine etkileri yiizde
cinsinden tespit edildi ve ilgili degerler Tablo 4.5 ve Sekil 4.8 de gosterildi.

Tablo 4.5: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik misir bitkisinin yapraklarindaki oransal su icerigi

Bakir konsantrasyonu (M) Oransal Su Icerigi (%)
Kontrol 96.8 +3.3
50 92.6 £2.8
100 86.4+3.5
250 642 +22
500 504 £3.6
1000 452+£2.8
1500 37.4£2.1

50 ve 100 pM Cu uygulanan fidelerin yapraklarindaki oransal su igeriginde kontrole
gore sirastyla %4.2 ve %12.4 oraninda; 250, 500, 1000 ve 1500 uM’da ise %32.6,
%46.4, %51.6 ve %59.4 civarinda azalmalar oldugu saptandi (Tablo 4.5, Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO; ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinlitk misir bitkisinin yapraklarindaki oransal su icerigi
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4.7. MEMBRAN PERMEABILITESINDE MEYDANA GELEN DEGiSIMLER

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSOy, serilerine maruz birakilan 15
giinlik musir fidelerindeki hiicrelerin membran permeabilitesinde meydana gelen
degisimler; kok ve yapraklardaki elektrolit sizma miktarlar1 Olciilerek yiizde cinsinden

ifade edildi. Elde edilen degerler Tablo 4.6 ile Sekil 4.9 da gosterildi.

Tablo 4.6: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy, ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik misir bitkisinin kok ve yapraklarindaki elektrolit sizma yiizdesi

Bakir konsantrasyonu (uM) Elektrolit Sizma Yiizdesi (%)
Kok Yaprak
Kontrol 18.8 £4.2 10.8 £2.7
50 22.6+2.8 12.7+4.5
100 36.4+3.3 16.5+2.2
250 442422 25.6+4.38
500 58.4+3.6 27.8+5.1
1000 64.2+23 456 +2.8
1500 76.4+2.6 57.6+3.6

Tablo 4.6 ve Sekil 4.9 da goriildiigii gibi, koklerdeki elektrolit s1izma yiizdeleri kontrole
gore 50 pM’da %3.8 fazla iken; 100, 250, 500, 1000 ve1500 pM’da sirastyla %17.6,
%25.4, %39.6, %45.4 ve %57.6 oranlarinda artis saptandi. Yapraklarda ise kontrol ile
karsilastirildiginda deney gruplarinda sirasiyla %1.9, %5.7, %14.8, %17.0, %34.8 ve
%46.8 olmak iizere hiicrelerden elektrolit kaybinin arttig1 kaydedildi.

Elde edilen bulgulara gore, bakir uygulamalarina paralel olarak kok ve yaprak
hiicrelerinden dis ortama sizan elektrolit ylizdelerinde 6nemli artislar meydana gelirken;
bu oranlarin Cu konsantrasyonlarina bagli olarak koklerde yapraklara gore daha fazla

oldugu tespit edildi (Tablo 4.6, Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO; ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik misir bitkisinin kok ve yapraklarindaki elektrolit sizma yiizdesi

4.8. PROLIN iCERIGi

7 giin boyunca kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOQy serilerine maruz
birakilan 15 giinliik misir fidelerinin kdk ve yapraklarindaki prolin igerikleri Tablo 4.7
ve Sekil 4.10 da gosterildi.

Tablo 4.7: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok ve yapraklarindaki prolin igerigi

Bakir konsantrasyonu (uM) Prolin Icerigi (umol g" T.A.)
Kok Yaprak

Kontrol 1.07 £ 0.09 1.95+0.16

50 1.02 £ 0.08 2.20+£0.28

100 1.06 £ 0.02 2.21£0.22

250 1.59 £ 0.07 2.78 £0.21

500 2.34+£0.12 3.87 £0.24

1000 3.30+0.44 4.85+0.49

1500 4.24 + 0.66 5.86 £0.58
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Tablo 4.7 ve Sekil 4.10 da goriildiigii gibi, bakir konsantrasyonu artis1 50 ve 100 uM Cu
uygulanan fidelerin kok ve yapraklarindaki prolin iceriginde kontrole gére onemli bir
degisime neden olmazken; 250 pM dan itibaren her iki bitki kisminda da belirgin
miktarlarda prolin birikiminin meydana geldigi belirlendi. 1500 uM da koklerdeki
prolin icerigi kontroliin yaklasik 4 kat1 iken; yapraklarda 3 katina kadar ¢iktig1 saptandi.
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Sekil 4.10: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok ve yapraklarindaki prolin igerigi

4.9. TOTAL COZUNEBILIR PROTEIN iCERIGi

Cesitli konsantrasyonlardaki bakir uygulamalarmin 15 giinliik misir fidelerinin kok,
gdvde ve yapraklarindaki total ¢oziinebilir protein igerikleri lizerindeki etkileri tayin

edilerek elde edilen degerler Tablo 4.8 ve Sekil 4.11 da gosterildi.

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSOy, serilerine maruz birakilan 15
giinlik musir fidelerinin kok, gévde ve yapraklarindaki total protein iceriklerinin bu
konsantrasyonlardaki bakir uygulamalarindan farkli sekillerde etkilendigi tespit edildi.
50 uM Cu her ii¢ bitki kisminda da kontrole gore sirasiyla koklerde %4.76, govdede
%6.28 ve yapraklarda %2.76 lik artisina neden olurken; 100 pM Cu dan itibaren protein
miktarlarinda diisiisler goriilmeye bagland1 (Tablo 4.8, Sekil 4.11).
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Tablo 4.8: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik muisir bitkisinin kok, gévde ve yapraklarindaki total protein igerigi

Bakur Total protein icerigi (mg g TTA.)
konsantrasyonu (uM)
Kok Govde Yaprak

Kontrol 5.67+0.34 3.98 £0.27 6.88 £ 0.35

50 5.94 £0.48 4.23 +£0.18 7.07 £0.44

100 4.38 £0.33 3.72 £0.24 5.95+0.40
250 3.73£0.29 2.79 £0.35 4.56 £0.48

500 2.67+0.36 2.18£0.26 3.45+0.24
1000 2.02+£0.23 1.93+£0.12 299 +0.17
1500 1.94 £0.25 1.06 £ 0.24 2.16 £0.29

Bakir konsantrasyonu artisinin ozellikle 250 pM dan itibaren protein yikimini
hizlandirdigi saptandi. 1500 uM Cu serisindeki fidelerin total protein miktarlarinda
koklerde kontrole gore %67.5, govdede %73.3, yapraklarda ise %68.6 ya kadar varan
gerilemeler meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.8, Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSOy ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, gévde ve yapraklarindaki total protein icerigi



79

4.10. HIDROJEN PEROKSIT iCERIGi

Tablo 4.9 ile Sekil 4.12 de gosterilen verilere gore bakir konsantrasyonu artisinin basta

kokler olmak iizere govde ve yapraklardaki H,O, olusumunu tesvik ettigi tespit edildi.

Tablo 4.9: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, govde ve yapraklarindaki hidrojen peroksit (H,O,) icerigi

Bakir
konsantrasyonu (uM)

H,0; icerigi (umol g ' T.A.)

Kok
Kontrol 37.80+ 3.7
50 49.60 5.8
100 56.40 £6.3
250 7420+£9.2
500 92.40 + 8.6
1000 109.2+£7.3
1500 116.4 £9.6

Govde
28.30+2.6
30.60 + 4.7
4580 +2.9
68.60 £ 5.7
77.30 £ 9.5
96.40 + 8.2
108.3 £9.1

Yaprak
26.80 £7.7
29.70 £ 4.5
34.50 £ 6.7
55.00 6.8
86.60 £9.8
98.70 £ 6.6
115.6 £9.4

500 pM ve iizerindeki Cu uygulamalarina maruz kalan her ii¢ bitki kisminda da
kontroliin oldukga iizerinde degerlerin ortaya ¢iktigi saptandi. 1500 pM Cu ¢ozeltisinde

yetistirilen misir fidelerindeki H,O, birikiminin koklerde kontrole gore yaklasik 3.0 kat,

govdede 3.8 kat, yapraklarda ise 4.3 kat arttig1 belirlendi (Tablo 4.9, Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSOy ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik muisir bitkisinin kok, gévde ve yapraklarindaki hidrojen peroksit (H,O,) igerigi
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4.11. MALONDIALDEHIT iCERiGi

Bakir uygulamalarimin 15 giinlik misir fidelerinin ¢esitli  kisimlarindaki lipit
peroksidasyonu iizerindeki etkileri yikim iiriinlerinden birisi olan malondialdehit
(MDA) miktarinin Olgiilmesi ile tespit edildi. Kok, govde ve yapraklardaki MDA
iceriginin bakir konsantrasyonu artigina paralel olarak tesvik edildigi; 50, 100 ve 250
puM Cu da kontrole yakin degerler verirken; 500 uM ve iizerindeki serilerde kontroliin

oldukga iizerine ¢iktig1 saptandi (Tablo 4.10, Sekil 4.13).

Tablo 4.10: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy, ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, govde ve yapraklarindaki malondialdehit (MDA) igerigi

Bakur MDA icerigi (nmol g ' T.A.)
konsantrasyonu (uM)
Kok Govde Yaprak
Kontrol 199+14 477+1.2 10.8 £4.5
50 25.6+28 5.86+25 6.70+3.4
100 36.4£3.0 622+38 8.50£2.7
250 542 +£2.6 839+£35 15.6 £4.8
500 76.6 £3.9 192+2.6 384+24
1000 89.2+6.3 38.3+42 762 +4.5
1500 97.4£5.6 59.6+24 85.8£5.9

1500 pM da MDA miktarinin koklerde kontrole gore yaklasik 5 kat, govdede 12 kat,
yapraklarda ise 8 kat fazla birikim gosterdigi saptandi (Tablo 4.10, Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSO, ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, govde ve yapraklarindaki malondialdehit (MDA) igerigi
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4.12. ASKORBAT ICERIGi

Tablo 4.11 ve Sekil 4.14’e gore, 50, 100 ve 250 uM Cu serilerindeki fidelerin kok ve
govdelerindeki AsA ve total AsA iceriginde kontrole gore artis kaydedilirken; 500 pM

ve iizerindeki konsantrasyonlarda tekrar azalmaya basladigi belirlendi.

Tablo 4.11: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO; ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, govde ve yapraklarindaki rediiklenmis askorbat (AsA),
dehidroaskorbat (DHA) ve total askorbat (AsA+DHA) icerigi

Yapraklarda ise AsA ve total AsA birikimi bakir uygulamalarina bagl olarak kontrole
gore azalirken; DHA iceriginin bir miktar yiikseldigi saptandi (Tablo 4.11, Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, gévde ve yapraklarindaki (a) rediiklenmis askorbat (AsA), (b)
dehidroaskorbat (DHA) ve (c) total askorbat (AsA+DHA) igerigi




4.13. GLUTATYON ICERIGI

Tablo 4.12 ve Sekil 4.15 den izlendigi gibi 50, 100 ve 250 uM daki fidelerin kok, govde
ve yapraklarindaki GSH ve total GSH igerikleri kontrole gore artarken; 500, 1000 ve
1500 uM da bir miktar azalma goriilmekle birlikte kontrole yakin degerler elde edildi.

Tablo 4.12: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO; ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin yapraklarindaki rediiklenmis glutatyon (GSH), oksitlenmis glutatyon
(GSSQG) ve total glutatyon (GSH+GSSG) igerigi

GSSG birikiminde ise bakir konsantrasyonu artigina paralel olarak her ii¢ bitki kisminda
da 6nemli yiikselmeler oldugu kaydedildi (Tablo 4.12 ve Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSOy ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, gévde ve yapraklarindaki (a) rediiklenmis glutatyon (GSH), (b)
oksitlenmis glutatyon (GSSG) ve (c) total glutatyon (GSH+GSSG) igerigi
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4.14. KLOROFIL VE KAROTINOID iCERIGi

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOQy serileri uygulanan 15 giinlitk misir
fidelerinin ikinci yapraklarindaki klorofil a, klorofil b, total klorofil ve total karotinoid

miktarlar Tablo 4.13, Sekil 4.16.a ve Sekil 4.16.b de gosterildi.

Tablo 4.13: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, uygulanmis 15 giinliik misir
bitkisinin yapraklarindaki klorofil a, klorofil b, total klorofil ve total karotinoid icerigi

Klorofil a, Klorofil b, Total Klorofil ve Total Karotinoid Icerigi (mg g TTA.)

Bakir
Konsantrasyonu
(uM) Klorofil a Klorofil b Total Klorofil Total Karotinoid
Kontrol 3.79£0.15 0.93 £ 0.07 472 £0.22 0.529 + 0.034
50 3.14£0.18 0.76 £ 0.09 3.90 £ 0.28 0.564 £ 0.042
100 2.66 £0.26 0.58 £0.06 324 +0.16 0.512 £ 0.045
250 2.03 £0.22 0.44 £ 0.05 247 +£0.22 0.498 + 0.036
500 1.35 £0.07 0.29 £ 0.04 1.64 £0.12 0.313 £ 0.041
1000 0.98 £ 0.08 0.22 £0.09 1.20 £ 0.07 0.226 + 0.035
1500 0.65 £0.09 0.19 £ 0.08 0.84 £0.12 0.206 = 0.022

Tablo 4.13 ve Sekil 4.14.a dan elde edilen bulgulardan da anlasilacagi gibi bakir
konsantrasyonu artisinin pigment icerigi tizerinde 6nemli etkileri oldugu gozlendi. 50
pM Cu serisindeki fidelerin yapraklarindaki klorofil a degerleri kontrole yakin
bulunurken; klorofil b ve total klorofil iceriginde %18.27 ve %17.37 lik azalmalar
kaydedildi. 100 uM ve iizerindeki bakir uygulamalarinda ise kontrole gore belirgin
disiislerin meydana geldigi saptandi. 1500 pM da klorofil a, klorofil b ve total klorofil
iceriginde kontrol ile karsilastirldiginda sirasiyla %82.8, %79.5 ve %82.2 olmak iizere
onemli indirgenmelerin oldugu belirlendi (Tablo 4.13, Sekil 4.16.a).

Total karotinoid miktarinda ise 50 uM Cu serisindeki fidelerin yapraklarinda %6.6 lik
bir artis saptanirken; 100 uM da %3.2 lik bir azalma goriildii. 250 uM dan itibaren ise
pigment igerigindeki diisiisiin kontrole gore daha belirgin oldugu, 1500 uM da total
karotinoidlerin %61 lik indirgenme gosterdigi tespit edildi (Tablo 4.13, Sekil 4.16.b).
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Sekil 4.16: (a) Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin yapraklarindaki klorofil a, klorofil b ve total klorofil igerigi; (b) total
karotinoid igerigi
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4.15. ANTOSIYANIN ICERIGI

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOQy serileri uygulanan 15 giinlitk misir
fidelerinin kok, yaprak kim1 ve ilk yapraklarindaki antosiyanin igerikleri Tablo 4.14,
Sekil 4.17.a, Sekil 4.17.b ve Sekil 4.17.c de gosterildi.

Tablo 4.14: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy, ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, yaprak kini ve ilk yapraklarindaki antosiyanin igerigi

Bakir Antosiyanin Icerigi (Asz-0.33 Ass7) g TTA.
konsantrasyonu (M)
Kok Yaprak Kim Ik Yapraklar
Kontrol 0.036 + 0.037 0.426 £ 0.037 0.108 = 0.020
50 0.047 + 0.048 0.507 £ 0.048 0.166 + 0.015
100 0.086 + 0.065 0.684 £ 0.065 0.198 £ 0.024
250 0.095 + 0.046 1.245 + 0.146 0.202 £ 0.036
500 0.104 + 0.033 2.164 £ 0.162 0.456 + 0.044
1000 0.072 £ 0.022 2.476 £0.122 0.504 £ 0.039
1500 0.054 £ 0.028 2.803 £0.143 0.612 £ 0.052

Tablo 4.14, Sekil 4.17.a, Sekil 4.17.b ve Sekil 4.17.c den izlendigi gibi ¢esitli bakir
serileri uygulanan misir fidelerinin kok, yaprak kimi ve ilk yapraklarindaki antosiyanin
iceriklerinin konsantrasyon artigina paralel olarak tesvik edildigi, koklerde 500 uM Cu
dan itibaren diisiis gostermeye baslasa bile 6zellikle yaprak kimi ve ilk yapraklardaki

pigment miktarinin kontroliin oldukga iizerinde degerlere sahip oldugu saptandi.

Kontrolde yaprak kinindaki antosiyanin igeriginin koklerden yaklagik 11.8 kat, ilk
yapraklardan ise 3.9 kat fazla oldugu belirlendi. 1500 pM Cu serisindeki fidelerin
antosiyanin birikiminin kontrol ile kiyaslandiginda yaklasik olarak koklerde 1.5 kat,
yaprak kininda 6.5 kat ve ilk yapraklarda 5.6 kat artis gosterdigi kaydedildi (Tablo 4.14
ve Sekil 4.17.a, Sekil 4.17.b, Sekil 4.17.c).
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Sekil 4.17: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSO, ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin (a) kok, (b) yaprak kinindaki antosiyanin igerigi
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Sekil 4.17: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSOy ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin (c) ilk yapraklarindaki antosiyanin igerigi

4.16. TOTAL FENOLIK BiLESIKLERIN iCERIGi

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOs serileri uygulanan 15 giinliik misir
fidelerinin kok, yaprak kini ve ilk yapraklarindaki total fenolik bilesiklerin igerikleri
Tablo 4.15, Sekil 4.18.a, Sekil 4.18.b ve Sekil 4.18.c de gosterildi. Elde edilen verilere
gore bakir konsantrasyonu artigina bagh olarak 15 giinliik misir fidelerinin kok, yaprak

ki ve ilk yapraklarindaki total fenoliklerin sentezinin tesvik edildigi tespit edildi.

Kontrolde yaprak kini ve ilk yapraklar koklere gore sirasiyla yaklasik 21.4 ve 34.2 kat
fazla sekonder metabolit birikimine sahiptir ve bakir uygulamalarn sonucunda her ii¢
bitki kismindaki total fenolik bilesiklerin miktar1 kontroliin oldukca {izerinde degerler

ortaya koymaktadir (Tablo 4.15, Sekil 4.18.a, Sekil 4.18.b, Sekil 4.18.c).
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Tablo 4.15: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, uygulanmis 15 giinliik misir
bitkisinin kok, yaprak kini ve ilk yapraklarindaki total fenolik bilesiklerin icerigi

Bakir Total Fenolik Bilesiklerin Igerigi (mg g T.A.)
konsantrasyonu (uM)
Kok Yaprak Kini Ilk Yapraklar

Kontrol 0.096 + 0.021 2.056 £0.122 3.288 £ 0.350
50 0.168 = 0.032 2.168 +0.134 3.707 £ 0.242
100 0.205 £ 0.044 2.395 +£0.202 3.865 £ 0.204
250 0.264 = 0.056 3.486 + 0.146 4.546 = 0.306
500 0.392 + 0.060 3.504 £0.155 4.802 £ 0.225
1000 0.747 £ 0.058 3.722 £ 0.149 5.063 £ 0.298
1500 0.803 £ 0.067 4.009 £ 0.308 5.690 £ 0.317

50 ve 100 uM Cu serisindeki fidelerin kok, yaprak kimi ve ilk yapraklarindaki total
fenolik bilesiklerin sentezindeki artisa ragmen elde edilen degerlerin kontrole yakin
oldugu; 250 ve {iizerindeki serilerde ise bunlara gore belirgin yiikselmeler meydana
geldigi saptandi. 1500 pM Cu uygulanan misir bitkisinin fenolik bilesik birikiminde
kontrole gore koklerinde yaklasik 8.3 kat, yaprak kininda 1.9 kat, ilk yapraklarda ise 1.7
kat artig oldugu kaydedildi (Tablo 4.15, Sekil 4.18.a, Sekil 4.18.b, Sekil 4.18.c).
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Sekil 4.18: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSO,4 uygulannmis 15 giinliik misir
bitkisinin (a) koklerindeki total fenolik bilesiklerin icerigi
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Bu sonuglara gore kontrol serilerindeki fidelerin yaprak kim ve ilk yapraklarindaki total
fenolik icerikleri koklere gore belirgin bir sekilde fazla olmasina ragmen bakir
uygulamalarina bagh olarak en fazla artisin koklerde meydana geldigi tespit edildi

(Tablo 4.15, Sekil 4.18.a, Sekil 4.18.b, Sekil 4.18.c).
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Sekil 4.18: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSO,4 uygulanmis 15 giinliik misir
bitkisinin (b) yaprak kin1 ve (c) ilk yapraklarindaki total fenolik bilesiklerin icerigi



92

4.17. FENILALANIN AMONYAK LiYAZ (PAL) ENZiMi AKTiViTESi

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSOy serilerine 7 giin boyunca maruz
birakilan 15 giinliik musir fidelerinin kok, yaprak kini ve ilk yapraklarindaki PAL
enzimi aktiviteleri ile ilgili veriler Tablo 4.16 ve Sekil 4.19 da verildi.

Tablo 4.16: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, uygulanmis 15 giinliik misir
bitkisinin kok, yaprak kini ve ilk yapraklarindaki fenilalanin amonyak liyaz (PAL) aktivitesi

Bakir PAL aktivitesi (AAjy dak. " g ' T.A.)
konsantrasyonu (uM)
Kok Yaprak Kim IIk Yapraklar
Kontrol 0.402 +0.021 1.242 £ 0.140 1.605 £0.124
50 0.686 = 0.044 1.564 £0.192 1.746 £ 0.109
100 0.702 + 0.020 1.660 + 0.220 1.985 +0.206
250 0.855 £ 0.036 1.782 £ 0.362 2.122 £0.300
500 1.064 + 0.082 1.855 +£0.306 3.060 £ 0.355
1000 1.222 +£0.095 2.016 £ 0.504 3.576 £0.616
1500 1.306 £ 0.104 2.098 +0.441 3.604 £ 0.595

Tablo 4.16 ve Sekil 4.19 da goriildiigii gibi bakir konsantrasyonu artiginin kok, yaprak
kimi ve ilk yapraklardaki PAL enzimi aktivitesini tesvik ettigi; ozellikle 500 pM’in
izerindeki Cu serilerindeki fidelerin her li¢ kismindaki enzim aktivitelerinde kontrole
gore Onemli artislara neden oldugu kaydedildi. 1500 uM Cu ¢6zeltisine maruz birakilan
musir fidelerinin kok, yaprak kimi ve ilk yapraklarinda kontrole gore sirasiyla yaklasik

%224, %69 ve %124 oranlarinda yiikselme meydana geldigi saptandi.

Elde edilen bu bulgulara gore baslangicta koklerle karsilastirildiginda yaprak kininda 3
kat ilk yapraklarda ise yaklasik 4 kat fazla PAL etkinligi olmasina ragmen, koklerdeki
enzim aktivitesinin diger kisimlardakine gore daha hizhi tesvik edilerek (% 224) artis
gosterdigi belirlendi (Tablo 4.16, Sekil 4.19).
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PAL Aktivitesi (A290 dak." g "' T.A.)

O Kok O Yaprak Kin1
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Cu Konsantrasyonu (pM)

Sekil 4.19: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSO,4 uygulanmis 15 giinliik misir
bitkisinin kok, yaprak kini ve ilk yapraklarindaki fenilalanin amonyak liyaz (PAL) aktiviteleri

4.18. SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD) ENZiMI AKTiVITESI

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy serileri uygulanan 15 giinliik misir

fidelerinin kok, govde ve yapraklarindaki superoksit dismutaz (SOD) enzimi aktiviteleri

ile ilgili veriler Tablo 4.17 ve Sekil 4.20 de gosterildi.

Tablo 4.17: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, uygulanmis 15 giinliik misir

bitkisinin kok, govde ve yapraklarindaki superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

Bakir SOD aktivitesi (U g'1 T.A.)
konsantrasyonu (uM)
Kok Govde Yaprak

Kontrol 48.85 £ 16.1 19.66 + 6.44 90.85+12.9
50 77.61 £14.4 28.33 +£10.2 103.7 £ 16.6
100 96.49 £ 10.5 40.25 +8.22 1145+12.8
250 164.2 £ 15.6 98.96 + 13.6 145.6 £ 18.4
500 180.4 +18.2 108.0 £ 17.5 55.20 £8.82
1000 119.2+19.5 212.6 £15.0 41.72 £ 8.55
1500 107.8 £11.4 204.3 +14.7 35.63+£6.42
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Tablo 4.17 ve Sekil 4.20 den de anlasilacag: gibi farkli bakir serilerindeki fidelerin kok,
govde ve yapraklarindaki SOD aktivitelerinde kontrole gore 6nemli artislarin meydana
geldigi ancak belli bir konsantrasyondan sonra ilgili bitki kismina gore bazi

degisikliklerin ortaya ¢iktig1 saptandi.

Koklerde 50, 100, 250 ve 500 uM Cu serilerine kadar SOD aktivitesinin indiiklendigi,
en yiiksek aktivitenin kontrole gore %269 artisla 500 pM Cu konsantrasyonunda
meydana geldigi, bundan sonra bir miktar diisiis gdstermesine ragmen 1000 ve 1500 pM
daki degerlerin, sirasiyla %144 ve %120 artisla, kontroliin iizerinde oldugu belirlendi
(Tablo 4.17, Sekil 4.20). Gévdede bakir artisina paralel olarak SOD aktivitesinin tegvik
edildigi, 250 pM dan itibaren etkinliginin daha da yiikseldigi, 1500 uM Cu daki
degerlerin kontroliin yaklasik 10 katina ciktigr kaydedildi (Tablo 4.17, Sekil 4.20).
Yapraklarda 250 uM a kadar SOD aktivitesinde onemli yiikselmeler oldugu, en fazla
etkinligin %60 artisla 250 uM Cu da gerceklestigi, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise
500 uM da %39, 1000 uM da %54 ve 1500 pM da %60 olmak tizere kontrole gore
belirgin diisiislerin meydana geldigi saptandi (Tablo 4.17, Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSO, uygulanmis 15 giinliik misir
bitkisinin kok, govde ve yapraklarindaki superoksit dismutaz (SOD) enzimi aktivitesi
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4.19. KATALAZ (CAT) ENZiMi AKTIVITESI

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOQy serileri uygulanan 15 giinlitk misir
fidelerinin kok, govde ve yapraklarindaki CAT enzimi aktiviteleri ile ilgili degerler

Tablo 4.18 ve Sekil 4.21 de verildi.

Tablo 4.18: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, uygulanmis 15 giinliik misir
bitkisinin kok, govde ve yapraklarindaki katalaz (CAT) enzimi aktivitesi

Bakar CAT aktivitesi (U g” T.A.)
konsantrasyonu (uM)
Kok Govde Yaprak

Kontrol 30.5 £ 1.21 193+ 1.44 25.5+£2.79
50 25.6 £0.94 17.8 £1.02 21.7+£2.96
100 174 £1.55 10.6 £2.22 17.1 £2.80
250 9.42 +£2.60 7.64 £1.60 12.6 £3.40
500 8.44£2.12 6.83 £1.75 11.2+£2.28
1000 7.92 £0.95 3.44 £1.59 104 £1.95
1500 574 £1.24 3.37+£1.47 9.66 £2.42

Tablo 4.18 ve Sekil 4.21°e gore ¢ozeltilerdeki bakir miktar1 artisinin kok, govde ve
yapraklardaki CAT aktivitesinin azalmasina neden oldugu goriildii.
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Sekil 4.21: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSO, uygulanmis 15 giinliik misir
bitkisinin kok, govde ve yapraklarindaki katalaz (CAT) enzimi aktivitesi
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Tablo 4.18 ve Sekil 4.21 dan elde edilen bulgulara goére, 50 ve 100 pM Cu da her ii¢
bitki kismindaki enzim etkinliginin azalmasina ragmen kontrole yakin sonuclar verdigi
ancak 250 pM ve tizerindeki Cu uygulamalarinda enzim degerlerinin kontroliin oldukca
altina indigi kaydedildi. En toksik konsantrasyon olan 1500 uM Cu serisindeki fidelerin
CAT aktivitelerinin ise kontrole gore sirasiyla koklerde %81, govdede %S82.5,
yapraklarda ise %62 oraninda diisiisler gosterdigi saptandi (Tablo 4.18, Sekil 4.21).

4.20. ASKORBAT PEROKSIDAZ (APX) ENZiMi AKTIiVIiTESI

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSOy ¢ozeltileri uygulanan 15 giinliik
misir fidelerinin kok, govde ve yapraklarindaki askorbat peroksidaz (APX) enzimi
aktiviteleri ile ilgili veriler Tablo 4.19 ve Sekil 4.22 de gosterildi.

Tablo 4.19: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, uygulanmis 15 giinliik misir
bitkisinin kok, govde ve yapraklarindaki askorbat peroksidaz (APX) enzimi aktivitesi

Bakir APX aktivitesi (U g'1 T.A))
konsantrasyonu (uM)
Kok Govde Yaprak

Kontrol 105.8 £3.5 65.34 +£3.0 99.59 £3.7
50 97.50+2.8 78.32+£3.2 90.77 £4.5
100 76.05+3.3 86.67 £ 1.7 65.00 £ 6.7
250 64.22+£2.6 71.30+2.8 46.66 5.8
500 40.04+1.9 68.91 £3.1 3420 +2.6
1000 2926 £2.0 33.39+£2.7 2591 £2.8
1500 1741 £2.6 28.36 £3.6 20.56 £2.5

Tablo 4.19 ve Sekil 4.22 den elde edilen bulgulara gore kontrolde en yiiksek enzim
etkinliginin koklerde meydana gelirken bunu yapraklarin takip ettigi, en diisiik
aktivitenin ise govdede oldugu goriilmektedir. Farkli konsantrasyonlarda bakir
uygulamalarina maruz birakilan fidelerin cesitli kisimlar1 incelendiginde ise koklerde
cozeltilerdeki Cu igerigi artistnin APX aktivitesini indirgedigi; 50 ve 100 pM da
kontrole yakin degerler verirken, asir1 Cu iceren toksik konsantrasyonlardaki diisiisiin
daha belirgin olarak ortaya c¢iktigi saptandi. 1500 uM Cu serisindeki fidelerin
koklerindeki APX aktivitesinin kontrole gore %83.5 lik bir azalma gosterdigi belirlendi
(Tablo 4.19, Sekil 4.22).



97

Govdede, 50 ve 100 uM Cu daki APX etkinliklerinde bazi yiikselmeler oldugu
kaydedilirken; en yiiksek aktivitenin % 32.6 lik artisla 100 uM da meydana geldigi, 250
ve 500 uM da ise bir miktar diisiis olmasina ragmen, elde edilen degerlerin kontrole
yakin oldugu goézlendi. 1000 ve 1500 pM da ise APX enziminin kontroliin yaklagik
yaris1 kadar indirgenme gosterdigi tespit edildi (Tablo 4.19, Sekil 4.22).

Yapraklarda bakir konsantrasyonu artisinin biitiin serilerdeki APX aktivitesinde
azalmalara neden oldugu; 50 pM da kontrole yakin sonuclar ortaya g¢ikarken daha
istiindeki degerlerde ©nemli diisiisler meydana geldigi belirlendi. 1500 pM da
yapraklardaki APX enziminin kontrol ile kiyaslandiginda %79.3 oraninda indirgendigi
saptandi (Tablo 4.19, Sekil 4.22).
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Sekil 4.22: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO,4 uygulanmis 15 giinliik misir
bitkisinin kok, govde ve yapraklarindaki askorbat peroksidaz (APX) enzimi aktivitesi

4.21. GUAIAKOL PEROKSIDAZ (GuPX) ENZIMi AKTiVITESI

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, konsantrasyonlar1 uygulanan 15
giinliik musir fidelerinin kok, govde ve yapraklarindaki guaiakol peroksidaz (GuPX)
enzimi aktiviteleri ile ilgili bulgular Tablo 4.20 ve Sekil 4.23 de gosterildi.
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Tablo 4.20 ve Sekil 4.23 deki verilere gore 7 giin boyunca farkli miktarlardaki bakir
uygulamalarina maruz birakilan 15 giinliik fidelerin cesitli kisimlart incelendiginde
artan Cu konsantrasyonlarinin kok, govde ve yapraklardaki GuPX aktivitelerini belirgin

bir sekilde indiikledigi goriilmektedir.

Tablo 4.20: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy, ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, govde ve yapraklarindaki guaiakol peroksidaz (GuPX) aktivitesi

Bakir GuPX aktivitesi (U g'1 T.A.)
konsantrasyonu (uM)
Kok Govde Yaprak

Kontrol 45.46 £ 6.77 28.32 £3.02 68.38 £ 5.66
50 57.50£5.85 30.17 £5.12 73.07 £4.52
100 86.84 £9.35 43.10 £ 4.76 98.52 £6.70
250 96.12 + 8.22 78.39 £5.07 125.6 £6.88
500 111.8£12.6 96.72 £9.48 129.9 £7.08
1000 128.2+10.3 106.5 £ 13.0 135.0+12.3
1500 139.6 £ 12.0 118.2+10.4 144.6 £ 16.0

50, 100, 250, 500, 1000 ve 1500 uM Cu iceren besi c¢ozeltilerinde yetistirilen misir
bitkisinin koklerindeki GuPX aktivitelerinin kontrole gore sirasiyla %26, %91, %111,
%146, %181 ve %207 diizeylerinde artis gosterdigi saptanirken; ilgili fidelerin govde
kisimlarindaki enzim aktivitelerinde sirasiyla %6.5, %52, %176, %241, %276 ve %317
lik yiikselmelerin meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.20, Sekil 4.23). Yapraklarda ise
artan Cu konsantrasyonlarina bagli olarak GuPX aktivitelerinin kontrol ile
karsilastirildiginda sirasiyla %7.7, %44, %83, %90, %97 ve %111 oranlarinda tesvik
edildigi aciga cikarildi (Tablo 4.20, Sekil 4.23).

Elde edilen bu verilere gore incelenen bitki kisimlar1 arasinda kontrolde en yiiksek
GuPX aktivitesinin yapraklarda bulunmasina karsin; bakir uygulamalarn sonucunda en
fazla enzim etkinliginin 1500 uM Cu daki degerlere gore %317 lik artisla govdede
meydana geldigi ve bunu %207 ile koklerin, %111 lik yiikselme ile de yapraklarin
izledigi tespit edildi (Tablo 4.20, Sekil 4.23).
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Sekil 4.23: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSOy ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, gévde ve yapraklarindaki guaiakol peroksidaz (GuPX) aktivitesi

4.22. GLUTATYON REDUKTAZ (GR) ENZiMi AKTiVIiTESi

7 giin boyunca kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy serilerine maruz
birakilan 15 giinliik misir fidelerinin kok, govde ve yapraklarindaki glutatyon rediiktaz
(GR) enzimi aktiviteleri ile ilgili veriler Tablo 4.21 ve Sekil 4.24 de gosterildi.

Tablo 4.21: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy, ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, gévde ve yapraklarindaki glutatyon rediiktaz (GR) aktiviteleri

Bakar GR aktivitesi (U g” T.A.)
konsantrasyonu (uM)
Kok Govde Yaprak
Kontrol 39.08 £3.33 1043 £2.12 28.86 +3.09
50 27.62 £2.87 18.06 = 3.00 23.04 £2.15
100 19.44 +£3.08 21.13+£2.76 24.58 £3.75
250 16.25 £2.20 28.33 £3.82 15.16 £2.86
500 10.07 £2.00 25.79 £2.27 10.62 +3.00
1000 9.28 £2.56 20.55 +3.80 9.98 £ 1.67

1500 7.46 £ 2.64 17.90 +3.56 8.90 £ 2.58
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Tablo 4.21 ve Sekil 4.24 deki bulgulara gore cesitli bakir ¢ozeltilerine maruz birakilan
musir fidelerindeki GR aktivitelerinin degisiklikler gosterdigi ve uygulanan Cu serilerine

bagh olarak ilgili bitki kisimlarinin farkl sekillerde etkilendigi ortaya konuldu.
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Sekil 4.24: Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, ¢ozeltileri uygulanmis 15
giinliik musir bitkisinin kok, gévde ve yapraklarindaki glutatyon rediiktaz (GR) aktiviteleri

Tablo 4.21 ve Sekil 4.24 de goriildiigii gibi artan Cu iceriginin kok ve yapraklardaki GR
aktivitelerinde belirgin diisiislere yol acarken; bunun aksine govdede kontrole gore
onemli yiikselmelere neden oldugu kaydedildi. Uygulanan en toksik konsantrasyon olan
1500 uM daki fidelerin GR aktivitelerinde kontrol ile kiyaslandiginda koklerde %80
azalma goriiliirken; govdede %71 lik artis; yapraklarda ise %69 oraninda diisiis

meydana geldigi saptandi1 (Tablo 4.21, Sekil 4.24).
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4.23. MORFOLOJIiK VE ANATOMIK BULGULAR

4.23.1. Morfolojik Bulgular

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, konsantrasyonlarindaki bakir
uygulamalar1 sonucunda misir bitkisinin basta kok, govde, yaprak ve yaprak kim1 olmak
tizere cesitli kisimlarinda ortaya ¢ikan bazi fizyolojik ve biyokimyasal degisimler
yapilan ilgili deneylerle gosterildi. Bakir toksisitesinin anatomik yapilara olan etkileri
ise bu kisimlardan alinan enine kesitlerin 151k ve elektron mikroskopu analizleri ile ifade
edilmeye calisildi. Bunun i¢in 6ncelikle kontrol ve deney gruplarindaki fidelerin cesitli
gelisim evrelerindeki morfolojik goriiniimleri ortaya konularak bunlardan anatomik

incelemeleri yapilacak olan bolgeler secilerek tespit edildi (Sekil 4.25.a, Sekil 4.25.b).
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Sekil 4.25: Kontrol ¢ozeltisinde yetistirilen (a) erken gelisim evresindeki 4 giinliik misir
fidesinin, (b) ileri gelisim evresindeki 15 giinliik misir fidesinin genel goriintimleri
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Asirt bakir uygulamalarimin  kokler {izerindeki etkileri bitkilerin erken gelisim

evrelerinden itibaren gézlemlendi (Sekil 4.26, Sekil 4.27).

/

Sekil 4.26: Asir1 bakir uygulamalarina maruz kalmis 4 giinliik misir bitkisinin kok uglarinda
meydana gelen kahverengi olusumlar

Sekil 4.26 da 1500 pM bakir uygulanmis 4 giinliik fidelerin kok uglarindaki kahverengi

birikimler dikkat cekmektedir.

Sekil 4.27: Asir1 bakir uygulamalarina maruz birakilmis 7 giinliik musir bitkisinin kok, gévde ve
yapraklarinda meydana gelen bazi degisimler

Erken gelisim evrelerinden itibaren toksik konsantrasyonlarda bakir uygulanan fidelerin
kok uclarindaki kahverengi olusumlara ilaveten; kok, yan kok, adventif kok, mezokotil,
koleoptil ve yaprak kiminda kirmizi renkli antosiyanin sentezlendigi, yapraklarin
koleoptillerden tam olarak ¢ikamayarak kivrik halde kaldigi hatta uclarinda solma,

yanma ve kurumalarin meydana geldigi izlendi (Sekil 4.27).
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Sekil 4.28: 500, 1000 ve 1500 pM CuSO, konsantrasyonlarindaki asir1 bakir uygulamalarina
maruz birakilan 7 giinliik misir fidelerinin genel goriiniimleri (y) yaprak; (ko) koleoptil; (a)
adventif kok; (m) mezokotil; (t) tohum; (k) kok; (yk) yan kok

Asint bakir uygulamalarinin kok ve yapraklarda oldukca belirgin gerilemelere neden
oldugu; biiyiimedeki indirgenmenin yam sira yan kok olusumunu inhibe ettigi ve kok

uclarinda kahverengi madde birikimini tesvik ettigi saptand1 (Sekil 4.28, Sekil 4.29).

Sekil 4.29: 500, 1000 ve 1500 pM CuSO, konsantrasyonlarindaki asir1 bakir uygulamalarina
maruz birakilan 15 giinliikk musir fidelerinin genel goriiniimleri
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fleri evrelerden itibaren bakir uygulamalarina maruz birakilan koklerin ise artan Cu
konsantrasyonlarina daha dayanikli oldugu; govde ve yaprak gibi kisimlarindaki toksik
etkilerin bakir icerigi ve bitkinin agir metal direncine bagh olarak daha ge¢ ortaya

ciktigr tespit edildi (Sekil 4.29, Sekil 4.30).

7Pntrol 50 100 . 250 500 1000 1500

Sekil 4.30: 50, 100, 250, 500, 1000 ve 1500 uM CuSO, konsantrasyonlarindaki bakir
uygulamalarina maruz birakilan 15 giinliik misir fidelerinin koklerinin genel goriiniimii

Sekil 4.30 da, 7 giin boyunca ilgili konsantrasyonlardaki Cu serilerinde yetistirilen 15
giinliik misir fidelerinin koklerindeki degisimler izlenmektedir. Buna gére 50 pM Cu
iceriginin koklerde kontrole gore belirgin etkilere neden olmazken 100 ve iizerindeki

degerlerin kok uzunlugu ve yan kok olusumunda azalmalara neden oldugu saptanmistir.

500, 1000 ve 1500 uM gibi asir1 Cu miktarlarinda ise biiyiimedeki indirgenmenin yani
sira koklerin renklerinde koyulagsma ve kahverengiye doniisiim gibi belirtiler de
goriilmektedir. Tlgili sekil iizerinde ayrica bakir artisina bagh olarak gévde kalinligimin

kontrole gore azalarak capinin inceldigi de gozlemlenebilmektedir (Sekil 4.30).
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4.23.2. Anatomik Bulgular (Isik Mikroskopu Analizleri)

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO, cozeltileri uygulanan misir
fidelerinin kok, govde ve yaprak gibi ¢esitli kistmlarindan jilet yardimu ile elde alinan
enine kesitler su ya da %10 HCl iceren floroglusin ile muamele edilerek LEICA BM E
151k mikroskopunda X10 ve X40 biiyiitmelerde incelendi ve ilgili kisimlarin fotograflar

Kodak EasyShare CX7525 dijital fotograf makinesi ile ¢ekildi.

Asirt bakir uygulanmis 7 giinlitk misir fidelerinin koklerinden alinan enine kesitlerde
periskildan olusan yan koklerin tam olarak gelisemedigi ve kaliptralarinda kahverengi
birikimlerin meydana geldigi goriiliirken; epidermal kok tiiylerinin siklign da dikkat

cekmektedir (Sekil 4.31).

Sekil 4.31: Asir1 bakir uygulannus 7 giinliik misir fidelerinin koklerinden alinan enine kesitlerde
yan kok gelisimi ve epidermal kok tiiylerinin goriiniimii
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Artan konsantrasyonlarda bakir uygulanmis 15 giinliik misir fidelerinin koklerinden
alinan enine kesitlerde ise basta vaskular silindir ve 6z tabakasindaki hiicreler olmak
iizere korteks parenkimasi hiicrelerinde yogun miktarda kirmizi-kahverengi birikimler
oldugu saptanirken (Sekil 4.32.a, Sekil 4.32.c); asi1 bakir igeriginin korteks
parenkimasi tabakasinda yirtilmalara neden oldugu da tespit edildi (Sekil 4.32.b).

Sekil 4.32: Asir1 bakir uygulanmig 15 giinliik misir fidelerinin koklerinden alinan enine
kesitlerde (a) korteks tabakasindaki parenkimatik hiicrelerde meydana gelen bozulmalar, (b)
korteks parenkimasi, iletim sistemi ve 0z tabakasi hiicrelerindeki kahverengi madde birikimi
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Kontrol ve bakir uygulanmis 4, 7 ve 15 giinliik misir fidelerinin kék, mezokotil, yaprak
ki ve ilk yapraklarinda antosiyanin pigmentinin bulundugu kisimlar Sekil 4.33.a, Sekil

4.33.b, Sekil 4.33.c ve Sekil 4.33.d de goriilmektedir.

RN il
o~ '

Sekil 4.33: Kontrol (K) ve bakir uygulanmig (+Cu) 4 giinliik (a), (b); 7 giinliik (c) ve 15 giinliik
(d) musir fidelerinin kok, mezokotil, koleoptil, yaprak kimi ve ilk yapraklarindaki antosiyanin
birikiminin genel goriiniimii
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Sekil 4.34: Kontrol (K) ve bakir uygulanmis (+Cu) 7 ginliik musir fidelerinin kok (a), (b);

mezokotil (c), (d); yaprak kini (e), (f) ve ilk yapraklarindaki (g), (h) antosiyanin birikimi

(Anatomik kesitler 151k mikroskopunda x10 ve x40 biiyiitmelerde incelenmis ve resimleri
cekilmistir)

Sekil 4.34 de, asir1 bakira maruz birakilmig 7 giinliik misir fidelerinin kok (a), (b);
mezokotil (c), (d); yaprak kim (e), (f) ve ilk yapraklarinda (g), (h) 6zellikle epidermal ve

subepidermal hiicrelerin vakuollerinde antosiyanin birikimi oldugu izlenmektedir.
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4.23.3. Anatomik Bulgular (Elektron Mikroskopu Analizleri)

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSO4 c¢ozeltileri uygulanan misir
fidelerinin kok, gdvde ve yaprak gibi ¢esitli kisimlarindan alinan bitki doku pargalart
PH 7.4 olan fosfat tamponlu %?2.5 gluteraldehit soliisyonu ile birinci fiksasyonu takiben
%1 osmium tetraoksit solisyonunda ikincil olarak fikse edildi. Artan alkol serilerinden
(%30-50-70-90-100-100) gecirilen parcalar propilen oksit ara gecisi kullanilarak
kademeli olarak epon gomme ortamina alindi. Plastik bloklardan 0.5 mikrometre
kalinlikta alinmis olan yarn ince kesitler metilen mavisi ile boyanarak 1s1k
mikroskobunda degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda secilen bolgelerden alinan
yaklagik 60 nm’lik ince kesitler uranil asetat ve Reynauld’s soliisyonlan ile ikili
boyamayi takiben elektron mikroskobunda (Jeol JEM 1011) yap1 yoniinden incelendi ve
transmisyon elektron mikroskopu (TEM) mikrofotograflar elde edildi.

Ceper ve membrandaki
bozukluklar

) Plazmoliz
M M I

|

(x10000)

(x5000)

Sekil 4.35: 50 uM (diisiik miktarda) bakira maruz birakilmig 15 gtinliik misir bitkisinin
koklerinden alinan enine kesitlerin TEM mikrofotograflari (V, vakuol; N, nukleus; M,
mitokondri)

Sekil 4.35 de hiicre ¢eperlerindeki koyu renkli birikimler (bakir) dikkat cekerken (a);
mitokondriyum sayisiin arttigi (b), ceper ile membranin zarar gordigi (b),

sitoplazmanin hiicrenin ortasinda toplandig1 (plazmoliz) (b) goriilmektedir.
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Plazmoliz

Ceperde bakir
birikimi

Kalilasmis
ceper
Ceperde bakir
birikimi (x5000)

. Vakuolde antosiyaniﬁ
ve fenolik bilesiklerin
birikimi

Z:kuolde i
ant@siyanin ve

fenolik lgilesik;ﬂérin
birikimi -

Sekil 4.36: 50 uM bakira maruz birakilmis 7 glinliik musir bitkisinin mezokotilinden alinan
enine kesitlerin TEM mikrofotograflar1 (V, vakuol; N, nukleus; M, mitokondri)

Sekil 4.36 da, 50 pM bakir uygulanmis hiicrelerdeki sekli bozulmus ve uzamis
mitokondri (a), (b); kalinlasmis hiicre ¢eperi (c); ceperde bakir birikimi (d) ve vakuolde

antosiyanin ile diger fenolik bilegiklerin birikimi (e), (f) izlenmektedir.
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Kalilagmis
Hiicre Ceperi |

Plazmoliz

B
Plazmoliz

x ?

| (x5000)

‘ Plazmoliz Plazmoliz
Ceperde bakir 2

birikimi

Plazmoliz

M

\ P
(x12000) _. - “(x5000)

Sekil 4.37: 50 uM bakir uygulanmis 7 ve 15 giinlitk misir bitkisinin kok ve mezokotilinden
alinan enine kesitlerin TEM mikrofotograflar1 (V, vakuol; N, nukleus; M, mitokondri)

Sekil 4.37 de, plazmoliz (d), (e), (f); ¢ceper kalinlagsmasi (a), ¢ceperlerde bakir birikimi (e)
ve mitokondrideki sekil degisimleri (b) goriilmektedir.
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rde bakir birikimi Kalinl hiicr i
Ceperde bakir birikimi alinlagmis hiicre ¢eperi (x7500)

Primer ¢eper -

¥
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Orta lamel

Sekonder ¢ceper

(x10000)

Sekonder ¢eper

Orta lamel

Primer ceper

(x10000)

Sekil 4.38: 50 pM bakira maruz birakilmis 7 ve 15 giinliik musir bitkisinin kok ve
mezokotilinden alinan enine kesitlerde hiicre ¢eperinin TEM mikrofotograflari (V, vakuol; N,
nukleus, ER, endozplazmik retikulum)

Sekil 4.38 de, 50 uM bakir uygulamalar1 sonucunda asir1 miktarda lignin biriktirerek
kalinlagmis hiicre ceperinin orta lamel, primer ceper ve sekonder ceperden olusan

ayrintili goriiniimleri (a), (b), (c) izlenmektedir.
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Kalinlagsmis hiicre ¢eperi

(x10000)

Ceperde birikmis
bakir

(x10000)

Sekil 4.39: 50 uM bakira maruz birakilmis 15 giinliik misir bitkisinin kok ve mezokotilinden
alinan enine kesitlerde hiicre ¢eperi ve diger kistmlarin ayrintih goriiniimleri

Sekil 4.39 da yukarida belirtilen hiicre kisimlarinin ayrintili goriiniimleri izlenmektedir.
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Bakirin
¢eperde birikimi

(x5000)

Bakirin
ceperde birikimi

(x7500)

Sekil 4.40: 50 uM bakira maruz birakilmis 15 giinlitk misir bitkisinin kok ve mezokotilinden
alinan enine kesitlerde hiicre ceperi ve diger kisimlarin ayrintili gériiniimleri

Sekil 4.40 dan da benzer veriler elde edilirken; ¢eperlerdeki bakir birikimi daha

ayrintili olarak izlenmektedir.
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Sekil 4.41: Asir1 (1500 uM) bakira maruz birakilmis 7 ve 15 giinliik misir bitkisinin kok ve
mezokotilinden alinan enine kesitlerin TEM mikrofotograflar1 (V, vakuol; N, nukleus; S,
sitoplazma)

Sekil 4.41 de asir1 bakir uygulanmis misir fidelerinin kok ve mezokotillerinden alinan
enine kesitlerde plazmoliz (a), (e), (f); hiicre seklindeki bozulmalar (¢eperin zig zag

seklinde katlanmasi) (d) ve yogunlagmis sitoplazma (d) dikkat cekmektedir.
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Plazmoliz

(x5000)

Katlanmuis hiicre ¢eperi

Y|

(x15000); ' (x15000)

Sekil 4.42: Asir1 bakira maruz birakilmis 15 giinliik misir bitkisinin gévdesinden alinan enine
kesitlerin TEM mikrofotograflar1 (V, vakuol; N, nukleus; M, mitokondri; S, sitoplazma)

Sekil 4.42 de asirt bakira maruz birakilmig 15 giinlitk misir bitkisinin gévdesinden
alman kesitlerde yine plazmoliz (a); yogunlasmis sitoplazma (a), (b); katlanmis ceper

(¢) ve sekli bozulmus hiicreler (a), (b), (¢) izlenmektedir.
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Plazma niembraninda |
" meydana gelen zararlar -

Ceperde fenolik madde %
birikimleri

e

(x15000)

Sekil 4.43: Asir1 bakira maruz birakilmis 15 giinliik misir bitkisinin govdesinden alinan enine
kesitlerde hiicre ceperi ve diger kisimlarin ayrintili goriiniimleri (V, vakuol; N, nukleus; M,
mitokondri; S, sitoplazma)

Asirt bakir uygulanmis 15 giinlik musir bitkisinin govdesinden alinan kesitlerde hiicre
membraninda meydana gelmis bozukluklar (a); plazmoliz (b); yogunlagsmis sitoplazma
(c); kalinlagmis ¢eper (d) ve ¢eperde bakir ile birlikte fenolik madde birikimleri (c), (d)
izlenmektedir (Sekil 4.43).
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Sekil 4.44: Asir1 bakira maruz birakilmis 15 giinliik misir bitkisinin gévdesinden alinan enine
kesitlerde hiicrelerdeki bazi yapisal degisimlerin goriiniimii (V, vakuol; S, sitoplazma)

Sekil 4.44 de plazmoliz (a), (b), (e); vakuollesme (a), (d), plazma membraninda
bozukluklar (e) ve hiicre ¢eperlerindeki bakir birikimleri dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.45: 50 uM bakira maruz birakilmis 15 giinliik misir bitkisinin yapraklarindan alinan
enine kesitlerin TEM mikrograflarinda kloroplastlarin gortintimii

Sekil 4.45 de 50 pM bakir uygulanmig 15 giinliik misir bitkisinin yapraklarindan alinan
enine kesitlerin TEM mikrograflart incelendiginde; c¢ok sayida kloroplast ve
kloroplastlarda da bol miktarda nisasta tanecigi goriilmektedir (a), (b), (c), (d).
Kloroplastin ince yapisinda herhangi bir bozulmanin olmadigi; grana, stroma ve tilakoid

membranlarin zarar gormedigi (e) izlenmektedir (Sekil 4.45).
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Nisasta taneler1

< (x7500),

Sekil 4.46: Asir1 bakira (1500 pM) maruz birakilmis 15 giinliik misir bitkisinin yapraklarindan
alinan enine kesitlerin TEM mikrograflarinda hiicre ve kloroplastlarin goriintimii

Sekil 4.46 da, asir1 bakir uygulanmis 15 giinliik misir bitkisinin yapraklarinda kloroplast
yapisinin degistigi; sayisinin indirgendigi, nisasta tanelerinin azaldigi (a), (b), (c), (d),

(e) izlenirken; tilakoid yapilarinda bozulmalar meydana geldigi de (d) goriilmektedir.
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Sekil 4.47: Asir1 bakira maruz birakilmig 15 giinliik misir bitkisinin yapraklarindan alinan enine
kesitlerin TEM mikrograflarinda hiicre ve kloroplastlarda meydana gelen baz1 degisimler (V,
vakuol; N, nukleus; S, sitoplazma)

Sekil 4.47 de, boyut olarak kiiciilmiis ve sayilar1 azalmig kloroplastlar (c), tilakoid
yapisinda degisimler (a) ve tilakoid membranlar iizerinde birikmis yapilar (d); stroma
ve granalarda plastoglobulinlarin artist (e), (f); yogunlagmig sitoplazma (c); zarar

gbrmiis plazma membramn (b) ve vakuolde fenolik madde birikimi (b) izlenmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Misir bitkisinde kok, govde ve yapraklardaki bakir birikimi ve bunun biiytime, gelisme,
pigment igerigi ve antioksidan yanitlar iizerindeki etkileri fizyolojik ve anatomik
yonden incelenmistir. Bakir gibi agir metallerin normal konsantrasyonlar1 bitkilerin
biiylimesi ve gelismesi icin gerekli bir mikroelement olmasina karsin yiiksek
konsantrasyonlarda biiylimenin gerilemesi, gen¢ yapraklarda klorosis, pigment
iceriginde azalma, membran yapisinda ve enzim aktivitelerinde degisimler gibi c¢esitli
fitotoksik etkiler gostermektedir (Stiborovd ve dig., 1986; Srivastava ve dig., 2006;
Zhang ve dig., 2007). Bitkiler icin gerekli olsun ya da olmasin agir metallerin doku ve
organlardaki asir1 birikimi toksik etki yapmakta ve sonunda bitkiyi 6liime gotiirmektedir

(Munzuroglu ve Geggil, 2002; Xiong ve dig., 2006; Sahi ve dig., 2007).

Bu caligmada cesitli konsantrasyonlardaki bakir uygulamalarinin kok, govde ve
yapraklarda bu iyonlarin artigini tegvik ettigi saptanmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.3). Metal
birikiminin daha ¢ok koklerde meydana geldigi, bdylece asir1 miktardaki bakirin gévde
ve yapraklara gecisinin engellendigi belirlenmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.3). Misir bitkisi
50 uM da koklerde 274.2 pg Cu biriktirmis ancak kok ve govde biiyiimesi bundan fazla
etkilenmemigtir. 100 uM dan itibaren koklerdeki bakir birikimi artis gosterirken kok
biiylimesi ve yan kok olusumu da indirgenmeye baslamistir. Tablo 4.1, Sekil 4.3 deki
verilere gore bakirin en ¢ok koklerde depo edildigi ve miktarinin kontrolde gévdeden
yaklasik 2 kat, yapraklardan ise 1.6 kat fazla oldugu saptanmistir. Her bir bitki kisminda
konsantrasyona bagl olarak artan bakir iceriginin en fazla 1746.8 pg g kuru agirlik
olmak iizere 1500 uM Cu uygulanan 15 giinliik misir fidelerinin koklerinde bulundugu
belirlenmistir. Bakirn 1500 pM Cu’da kontrole gore sirasiyla koklerde 18.8 kat,
govdede 10.4 kat, yapraklarda ise 9.3 kat artisa neden oldugu kaydedilmistir (Tablo 4.1,
Sekil 4.3). Erdei ve dig.’in (2002) agir metallerin bitkilerin fizyolojik degisimleri
izerine yaptig1 bir calisma da bu bulgulan desteklemektedir. Lin ve dig.’in (2003)
Helianthus annuus L. bitkisinin kok, hipokotil, kotiledon ve yapraklarindaki bakir

birikimi ile ilgili yaptiklar1 arastirmadan da benzer veriler elde edilmistir.
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Bakirin koklerden govdeye gecisinin keskin bir diisiis gostermesi; bunlarn biiyiik bir
kisminin kokler tarafindan baglandigim1 géstermekle beraber ve Cu iyonlarinin ksilemle
tasinma kapasitesinin de olduk¢a diisiik oldugunu ortaya koymaktadir (Loneragan,
1981; Nellessen ve Fletcher, 1993; Himelblau ve Amasino, 2000). Baz1 calismalarda
bakirin ksilemlerdeki konsantrasyonunun gévdede birikmis olan bakirdan daha fazla
oldugu hatta floemle tekrar koklere tagindigir da bildirilmektedir (Loneragan, 1981;
Nellessen ve Fletcher, 1993; Himelblau ve Amasino, 2000; Pilon ve dig., 2006). Bu
durumda 50, 100 ve 250 pM Cu uygulamalarinda govde ve yapraklardaki bakir
iceriginin diger kisimlardan daha az olmasi bakirin ksilem ile taginmasinin oldukga
yavas oldugunu gostermektedir. Yapraklarda toksik belirtilerin hemen ortaya ¢ikmayist
misirin antioksidan savunma sistemi ilgili konsantrasyonlardaki bakira bagl zararlar
onleyebildigini kanitlamaktadir. 500 uM ve iizerindeki uygulamalarda yapraklardaki
bakir miktarinin kontroliin oldukga iizerinde artis gostermesi ise bu elementin kismen de
olsa koklerden yapraklara kadar taginabildigini (Tablo 4.1, Sekil 4.3) ve ayrica toksik
konsantrasyonun {izerindeki degerlerde artan oksidan strese bagli olarak hiicresel
savunma sisteminin yetersiz kaldigim1 ortaya koymaktadir. Munzuroglu ve Geggil’in
(2002) bazi metallerin Triticum aestivum ve Cucumis sativus bitkilerinde tohum
cimlenmesi, kok uzamasi ile koleoptil ve hipokotil biiyiimesi iizerindeki etkileri ile ilgili

arastirmasinin bu bulgular destekler nitelikte oldugu belirlenmistir.

Bitkilerin agir metal stresini hafifletmek igin cesitli savunma stratejileri gelistirdigi,
bunlardan bir tanesinin metalin koklerde tutularak gdvdeye dagiliminin engellenmesi
oldugu rapor edilmistir (Fernandes ve Henriques, 2001). Bakir iyonlarinin bu kisimlarda
biriktirilmesinin koklerin morfolojik, fizyolojik ve anatomik yonden diger organlara
gore daha fazla etkilenmesi sonucunu beraberinde getirdigi (Sekil 4.1.a, Sekil 4.1.b,
Sekil 4.1.c., Sekil 4.2, Sekil 4.5, Sekil 4.27, Sekil 4.29, Sekil 4.30) saptanmigtir. Agir
metal iyonlar1 bitkilerde hiicre c¢eperinde tutulma, vakuol gibi belli kisimlarda
biriktirilme, metallotiyonin ve fitokelatinlere baglanma ve salgilanan bazi metabolitlerle
hiicre disina atilma gibi ¢esitli yontemlerle detoksifiye edilmektedir (Zenk, 1996;
Rauser, 1999; Ogra ve dig., 2006; Sahi ve dig., 2007), bu durum bitkinin tiiriine ve
maruz kalinan metalin toksisite derecesine gore degisim gostermektedir (Salt ve dig.,

1995; Reeves ve Baker, 2000; Skelly, 2003; Peer ve dig., 2005; Gupta ve Sinha, 2007).
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Kok dokularindaki metal birikiminin hiicre ceperinde ya da vakuolde meydana
gelmesinin 6zellikle elementin tipine baglhh olarak gerceklestigi belirtilmektedir
(Nishizono, 1987; Verkleij ve Schat, 1990; Nishikawa ve dig., 2003; Sahi ve dig., 2007).
Misir bitkisinde de bakir birikiminin 6zellikle kok hiicrelerinin ¢eperlerinde ve
vakuollerinde meydana geldigi saptanmistir (Sekil 4.36, Sekil 4.37, Sekil 4.38). Brooks
ve dig. (1991), kadmiyum ve kursunun oOzellikle c¢eperlerde tutulurken bakir ve
kursunun vakuolde depo edildigini ileri siirmektedir. Souza ve Rauser (2003) ise misir
bitkisinin asir1 kadmiyum ve ¢inko iyonlarim cesitli yollarla degisik hiicre kisimlarinda

tutarak diger 6nemli yerlerden ayr1 tutulmasini sagladigini bildirmektedir.

Elde edilen bu sonuglarin 1s18inda, misir bitkisinin 50, 100 ve 250 uM Cu serilerinde
fazla bakini koklerinde tutarak gdvde ve yapraklara gegisini engellemek iizere bazi
stratejiler gelistirdigi; ancak 500, 1000 ve 1500 pM gibi toksik konsantrasyonun
tizerindeki uygulamalarda Cu iyonlarinin govde ve yapraklara gecisindeki belirgin bir
artisa paralel olarak bunlarin baz1 bilesiklere baglanarak 6zellikle merkezi vakuolde
depo edildigi ve boylece cesitli bitki kisimlarindaki fizyolojik, morfolojik ve anatomik

belirtilerinin daha belirgin olarak ortaya ¢iktigi ileri siiriilebilir.

Bakar toksisitesinin misir bitkisinin 6zellikle erken gelisim evrelerinde etkili oldugu
(Sekil 4.1.a, Sekil 4.1.b, Sekil 4.1.c) belirlenmistir. Kontrolde %100 ¢cimlenme olurken;
50 ve 100 pM Cu serilerinde sirasiyla %98.6 ve %96.7 olmak iizere kontrole yakin
degerler elde edilmistir. Bu sonuglar, misirda tohum ¢imlenmesinin 50 ve 100 uM bakir
uygulamalarindan fazla etkilenmezken; belirli bir konsantrasyondan sonra 250 uM Cu
dan itibaren cimlenmede kontrole goére % 11.5 lik bir azalmanin meydana geldigini
ortaya koymaktadir. Bu diisiisiin konsantrasyona bagli olarak giderek arttigi; 1500 uM
Cu’da ise % 41.2 lik bir gerilemeye kadar gittigi kaydedilmistir (Tablo 4.2, Sekil 4.4).
Bakir icerigindeki artisin tohum cimlenmesini gerileterek radikulanin biiylimesini
engelledigi ancak koleoptillerde belirgin degisimlere yol agmadigi (Sekil 4.1.a, Sekil
4.1.b) saptanmustir. 250 uM ve {lizerindeki toksik konsantrasyonlarda ise radikula
gelisimi inhibe olurken; koleoptillerde de onemli indirgenmelerin meydana geldigi
tespit edilmistir (Sekil 4.1.a, Sekil 4.1.b). Guo ve dig. (2007), aliiminyum, bakir ve
kadmiyum birarada uygulandigi arpa bitkisindeki agir metal toksisitesinin fidelerin

fizyolojik degisimlerine etkileri ile ilgili calismasinda benzer sonuglara ulagmistir.
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Cimlenmenin azalmasi, sitotoksik oOzelliklere sahip olan asirn bakirin kromozomal
bozukluklarin artmasimi tesvik ederek hiicre boliinmesinin inhibisyonuna neden
olmasiyla acgiklanmaktadir (Ahsan ve dig., 2007; Glinska ve dig., 2007). Bakir
uygulamalarinin tohum ¢imlenmesinde nisastanin glukoza yikimimini saglayan a-amilaz
enziminin aktivitesini azalttig1 ve embriyonun biiyiiyiip gelisimesini gerilettigi de ileri
siiriilmektedir (Puntarulo ve dig., 1991; Ahsan ve dig., 2007). Asir1 bakirin bitkilerde,
mitozun bozulmasi, kok epidermal hiicrelerinin ve kok hiicre membranlarinin zarar
gormesi ve kok uzamasinin inhibe olmasi gibi cesitli sitotoksik etkilerinin de mevcut
oldugu (Ouzounidou ve dig., 1995; Jiang ve dig., 2000) bildirilmektedir. Glifiska ve
dig., (2007), agir metallerin; hiicre dongiisiiniin bozulmasi, mitotik indeksin azalmasi,
boliinen hiicre sayisinin indirgenmesi, c-mitoz, kromozomlarda yapisma ve kromozom
kopriileri gibi sitotoksik etkileri ile dzellikle kok biiyiimesini gerilettigini belirtmektedir.
Baz1 arastirmacilar kursun ve kadmiyumun kromatin iplik¢iklerinde yogunlagsmaya
neden oldugunu ve kok meristemlerinde sitokinezin inhibisyonuna bagli iki nukleuslu
hiicrelere rastlandigim da bildirmektedir (Wierzbicka, 1999; Glinska ve dig., 2007).
Agir metallerin DNA ve RNA sentezinde de hatalara yol agarak kok hiicrelerinin ince

yapisindaki degisimleri tesvik ettikleri de bilinmektedir (Wierzbicka, 1999).

Tohum c¢imlenmesinde aktif oksijen tiirlerinin ve antioksidanlarin da onemli rolleri
oldugu bildirilmistir (Bailly, 2004). Cakmak ve dig. (1993), hidrojen peroksitin
yikiminda rol alan enzimlerin bugday tohumlarinin ¢imlenmesindeki etkilerini
aragtirmistir. Benzer sekilde, Puntarulo ve dig. (1991), superoksit anyonu ve hidrojen
peroksitin soya fasulyesinin ¢imlenmesi sirasindaki embriyonik gelisimde etkili
oldugunu ileri siirmektedir. Gara ve dig. (2000), yiiksek iiretkenlige sahip bir misir
hibritinin ¢imlenmesinde ROS bilesiklerine karsi gelistirilen detoksifikasyon
mekanizmalarinda ve zellikle hidrojen peroksitin yikiminda askorbatin roliine dikkat
cekmektedir. Glinska ve dig., (2007) ise kirmizi lahanadan elde edilen antosiyanin
ekstraktlarinin agir metal uygulanmis sogan kokiiniin meristematik hiicrelerindeki
cesitli sitotoksik ve genotoksik etkileri azalttigin1 belirtmektedir. Bitkilerde ¢imlenme
ve bilylimenin gerilemesi; turgorun inhibisyonu, total protein igeriginde azalmalar,
lipoperoksidasyon ve serbest radikallerin olusumu gibi birbiri ile baglantili pek c¢ok
nedene dayandirilmaktadir (Fernandes ve Henriques, 1991; De Gara ve dig., 2000;
Gapper ve Dolan, 2006; Ahsan ve dig., 2007; Guo ve dig., 2007; Ke ve dig., 2007).
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Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan bakir serilerine maruz birakilan misirin morfolojik
ve fizyolojik yanitlar1 7 giin boyunca incelenmis her bir bitki kisminin biiyiime ve
gelismesindeki gerilemeler uygulamalarin 4. giiniinden itibaren belirgin sekilde
goriilmeye baglanmistir (Sekil 4.1.a, Sekil 4.1.b, Sekil 4.1.c). Daha sonraki giinlerde ise
ozellikle 500, 1000 ve 1500 uM Cu daki fidelerin solma ve kuruma gibi belirtilerle
canliliklarim yitirmeye basladigi izlenmektedir (Sekil 4.2). Erken gelisim evrelerindeki
misir fidelerinde bakir toksisitesinin bilyiimede benzer gerilemelere yol agtigi Mocquot
ve dig. (1996) ile Tanyola¢ ve dig. (2007) tarafindan da belirtilmektedir. 7. giiniin
sonunda hasat edilen 15 giinliik misir fidelerinin kok ve govde uzunluklar
karsilastirildiginda kontrolde yaklasik olarak birbirine yakin olduklari; 50 uM daki
fidelerin Cu uygulamasindan fazla etkilenmedigi ve biiyime oranlarinda kontrole gore
belirgin degisimlerin ortaya c¢ikmadigi belirlenmistir (Tablo 4.3, Sekil 4.5). Bu
sonuclarin aksine Mazhoudi ve dig. (1997), asir1 bakira maruz birakilan domates bitkisi
ile yaptig1 calismasinda 50 pM Cu iceriginin fidelerin biiyiime ve gelismesini inhibe
ettigini rapor etmektedir. Misir bitkisinin ise bu konsantrasyonun oldukg¢a iistiindeki
degerlerde bile gelisimini siirdiirdiigii kaydedilmistir. 100 uM Cu’da koklerde %47.1,
govdede ise %14.7 lik bir azalma goriiliirken (Tablo 4.3, Sekil 4.5); 250 uM Cu’dan
itibaren basta kokler olmak iizere her iki bitki kisminda da belirgin diisiislerin meydana
geldigi (Sekil 4.6) saptanmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 1500 pM Cu’da fidelerin
koklerindeki gerilemenin kontrole gore %77.4’e kadar vardigi, govdelerinde ise bu
oranin %69.7°de kaldig1 tespit edilmistir (Tablo 4.3, Sekil 4.5). Bu bulgular, Kiran ve
Munzuroglu’nun (2004), kursunun mercimek tohumlarinin ¢imlenmesi ve fide

bilytimesi tizerindeki etkileri ile ilgili caligmasindaki veriler ile de desteklemektedir.

Kok ve govdelerdeki taze agirlik miktarlar1 50 uM Cu’da kontrole yakin degerler
verirken, govdede %14.6, yapraklarda ise %20.8 azalma gostermistir. 100 uM Cu’dan
itibaren her ii¢ bitki kismindaki taze agirliklarin indirgenmesi konsantrasyon artisina
bagh olarak hizla devam etmistir. 1500 pM Cu’daki fidelerin ¢esitli kisimlarinin taze
agirliklarindaki diistisler kontrole gore sirasiyla koklerde %82.2, govdede %79.3
yapraklarda ise %82.9 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.4, Sekil 4.7.a, Sekil 4.7.b). Taze
agirlik miktarlarinda goriilen bu azalisin yiiksek bakir konsantrasyonlardaki su kaybinin
yani sira protein yikiminin tesvik edilmesinden kaynaklandigi da ileri siiriilmektedir

(Luna ve dig., 2004; Cuypers ve dig., 2005; Perales-Vela ve dig., 2007).
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Kuru agirlik oranlarinda ise 50 uM Cu uygulanan koklerde kontrole gore %3.7 lik bir
artis meydana gelirken; govde ve yapraklarda sirasiyla %16.8 ve %16.4 olmak iizere
azalmalar kaydedilmistir (Tablo 4.4, Sekil 4.7.a, Sekil 4.7.b). 100 pM Cu’dan itibaren
kuru agirlik miktarlarinda kontrole gore belirgin diisiislerin  meydana geldigi
belirlenmistir. 1500 pM Cu serisindeki fidelerin kuru agirliklart kontrol ile
karsilastirildiginda koklerde %75.9, govdede %83.1, yapraklarda ise %78.0 oraninda
indirgenmelerin oldugu saptanmistir (Tablo 4.4, Sekil 4.7.a, Sekil 4.7.b). Bu sonuclar,
Kirbag-Zengin ve Munzuroglu’'nun (2004), kursun ve bakir uygulanmis fasulye
fidelerindeki kok, gévde ve yaprak biiylimesi ile yaptiklar1 ¢alismadan elde ettikleri
veriler ile paralellik gostermektedir. Pandit ve Prasannakumar’in (1999), agir metallerin
Sorghum bicolar bitkisindeki ¢cimlenme, fide biiyiimesi ve minerallerin absorbsiyonu ile

ilgili arastirmasinda da benzer bulgulara rastlanmustir.

Farkli miktarlarda bakir iceren serilerde yetistirilen 15 giinliik misir bitkisinin
yapraklarindaki oransal su iceriginin ¢6zeltinin konsantrasyonu ve uygulama siiresine
bagh olarak azaldigi gézlemlenmistir (Tablo 4.5, Sekil 4.8). Buna gore, 50 ve 100 uM
Cu’da kontrole gore sirasiyla %4.2 ve %12.4 oraninda; 250, 500, 1000 ve 1500 pM’da
ise %32.6, %46.4, %51.6 ve %59.4 olmak iizere azalmalar oldugu saptanmistir (Tablo
4.5, Sekil 4.8). Asir1 bakira maruz kalan bitkilerin yapraklarindaki oransal su iceriginde
goriilen azalmanin bu iyonlarin koklerden govde ve yapraklara gecisini onlemek iizere
bir adaptasyon mekanizmasi oldugu da ileri siiriilmektedir (Barcel6 ve Poschenrieder,
1990; Song ve dig., 2004). Bakir toksisitesinin oransal su igerigindeki degisimlere bagl
olarak bitki i¢cin gerekli bazi iz elementlerin alimindaki aksakliklardan kaynaklandigi
kaydedilmistir (Van Assche ve Clijsters, 1990). Bakir uygulamalarinin bitkilerde gerekli
mineral maddelerin aliminda ve bitkinin ¢esitli kistmlarina dagiliminda dengesizliklere
yol acarak biiyiimenin gerilemesine, turgorun azalmasina ve fotosentezin inhibe
olmasina neden oldugu saptanmistir (Burzynski, 1987; Nellessen ve Fletcher, 1993).
Agir metallerin koklerdeki birikimi ile Ca, K, Mg, Fe, P ve Zn gibi elementlerin hiicre
membranlarindan gegis yerlerinin bloke edildigi ve bu iyonlarin tasiyici yapilara
baglanmalarinin engellendigi bilinmektedir (Tani ve Barrington, 2005). Buna gore, asirt
bakira maruz kalmis bitki kisimlarindaki biiylimenin azalmasi, topraktan bitkinin
gereksinim duydugu minerallerin aliminin indirgenerek bitkide besin eksikligine yol

acmasina dayandirilmaktadir (Duci¢ ve Polle, 2005; Grotz ve Guerinot, 2006).
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Farkli konsantrasyonlardaki Cu serilerinde yetistirilen 15 giinlik misir fidelerinin
koklerindeki degisimler Sekil 4.30 da izlenmektedir. Buna gore 50 pM Cu iceriginin
koklerde kontrole gore belirgin etkilere neden olmazken; 100 puM ve iizerindeki
degerlerin kok uzunlugu ve yan kok olusumunda azalmalara neden oldugu saptanmistir.
500, 1000 ve 1500 puM gibi asir1 bakir uygulamalarinin ise musir bitkisinin kok ve
yapraklarinda oldukga belirgin gerilemelere neden oldugu; biiyiimedeki indirgenmenin
yant sira yan kok olusumunu inhibe ettigi ve kok uglarinda kahverengi madde birikimini
tesvik ettigi saptanmistir (Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.29). Ilgili sekil iizerinde bakir
artisina bagl olarak gdvde kalinhiinin kontrole gore azaldigr ve ¢apinmin inceldigi de
gozlemlenebilmektedir (Sekil 4.30). Wisniewski ve Dickinson (2003), bakir agisindan
zengin topraktan alinan mese o6rnekleri ile yaptiklart bir calismada litresinde 0.5 mg Cu
iceren sollisyonlarda yetistirilen bitkilerin toplam kok uzunlugunun %21 azaldigini,
lateral kok biiytimesinin geriledigini; 1.0 mg Cu iceren besi ortaminda yetistirilen
bitkilerin ise koklerinin tamamen inhibe oldugunu ve yeni kdk olusumunun durdugunu
saptamiglardir. Aymi ¢aligmada koklerde kahverengilesme, kalinlasma ve ligninlesmenin
artigr tespit edilirken; yapraklarda ise kiiciilme ve sararmalarin meydana geldigi
kaydedilmistir (Wisniewski ve Dickinson., 2003). Bu bulgular pek ¢ok arastirmacinin
benzer ¢alismalardan elde ettikleri verileri destekler niteliktedir (De Vos ve dig., 1989;
Luna ve dig., 1994; Weckx ve Clijsters, 1996; Lin ve dig., 2003). Bakir toksisitesinin,
biiylimenin gerilemesi, hiicrelerin su ve besin dengesinin bozulmasi, klorosis ve

koklerde kahverengi olusumlarin artmasi gibi ¢esitli belirtileri vardir.

Metallerin farkli mekanizmalarla kok, govde ve yaprak biiyiimesine engel oldugu, bu
durumun bitkinin tiirline ve gelisme kosullarina gore degisim gosterdigi bilinmektedir
(Kirbag-Zengin ve Munzuroglu, 2004). Bu calismada, misir bitkisinin 50, 100 ve 250
pM konsantrasyonlarindaki bakir uygulamalarina 7 giin boyunca direng gosterdigi;
diger kiiltiir bitkileri ile karsilastirldiginda onemli miktarlardaki metal iyonlarini
ozellikle koklerinde olmak iizere cesitli kisimlarinda biriktirebildigi; daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise c¢esitli toksik belirtilerle birlikte bazi morfolojik ve anatomik
degisimlerin meydana geldigi saptanmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.30, Sekil 4.31,
Sekil 4.32, Sekil 4.35, Sekil 4.36, Sekil 4.37, Sekil 4.39, Sekil 4.40, Sekil 4.41).
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Artan konsantrasyonlarda bakir uygulanmis 15 giinliik misir fidelerinin koklerinden
alman enine kesitler incelendiginde; kahverengi birikimlerin goriildiigii korteks
parenkimasi hiicrelerinde bazi parcalanma ve yirtilmalarin da meydana geldigi tespit
edilmistir (Sekil 4.32.a). Koklerde cesitli maddelerin gecisini engelleyen bir bariyer
olarak gorev yapan endodermisin varligindan dolayi, metal birikiminin merkezdeki
hiicrelere gore korteks tabakasinda daha fazla oldugu ve buradaki parenkimatik
hiicrelerin 6z ve iletim sistemindeki hiicrelerden daha erken zarar gordiigii bildirilmistir
(Barcelo ve Poschenrieder, 1990). Zea mays bitkisinde yapilan bir bagka calismada ise
aliminyumun kok kaliptrasindaki polisakkarit metabolizmasi ve golgi aktivitesi
tizerindeki etkileri ile hiicre boliinmesini engelledigi (Bennet ve dig., 1985)
saptanmistir. Bu veriler asir1 bakir igeriginin parenkimatik hiicrelerin membran ve
ceperlerindeki bozulma ve parcalanmalarin (Sekil 4.32.a) nedenini agiklar niteliktedir.
Krom ve aliiminyuma maruz birakilan bitkilerin koklerinde ise korteks parenkimasi ve
epidermal hiicrelerde plazmoliz gozlenirken; kok uzamasinin korteks hiicre gelisimi ile
sinirlanmadig belirtilmistir (Vazquez ve dig., 1987). Asirt bakir uygulanmis maisir
fidelerinin enine kesitlerinin elektron mikroskopu incelemelerinde de kok hiicrelerinin
plazmolize ugradig belirgin bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.35, Sekil 4.36, Sekil
4.37, Sekil 4.41). Maksymiec (1997), yiiksek bitkilerde bakirin hiicresel yap1 ve islevler
tizerindeki etkilerini inceledigi ¢alismasinda benzer verilere ulagmistir. Elde edilen bu
sonuclar, agir metallerin diger zararh etkilerinin yani sira hiicrelerin osmotik dengesini

bozarak su kaybinin artmasina neden oldugunu anatomik yonden kanitlamaktadir.

Asirt bakira maruz birakilmis misir fidelerinin koklerinde tespit edilen kirmizi-
kahverengi birikimlerin (Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.29), alinan enine kesitlerde
korteks parenkimasi ve 6zellikle vaskular silindir ile 6z kisminda yogunlagsma gosterdigi
(Sekil 4.32.a, Sekil 4.32.b) saptanmistir. Barcelo ve Poschenrieder (1990), agir
metallerin etkisiyle koklerde goriilen kahverengilesmenin suberin miktarinin artmasiyla
olustugunu ve bu durumun su alimini sinirladigini ileri siirmektedir. Souza ve Rauser,
(2003) ise musir bitkisinin asir1 miktardaki kadmiyum ve ¢inko metallerinin toksik
etkilerini farkli sekillerde detoksifiye ettigini ve bu metal iyonlarina karsi farkli
savunma sistemleri gelistirdigini belirtmektedir. Benzer sekilde, Baycu (1995),
kadmiyum uygulanmis Ailanthus altissima bitkisinin koklerindeki kahverengi

birikimlerin agir metal stresine karsi sentezlenen fitokelatinler oldugunu savunmaktadir.
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Kok biiyiimesinin azalmasi bakir toksisitesinin énemli morfolojik belirtilerinden birisi
olarak kabul edilirken (Kukkola ve dig., 2000); lateral kok gelisimi ve uzamasinin bakir
toksisitesine karst kok inisiyasyonundan daha duyarli oldugu belirtilmektedir
(Fernandes ve Henriques, 1991). Bu durum, asir1 bakir uygulanmig 7 giinlik misir
fidelerinin koklerinden alinan enine kesitlerde de tespit edilmistir (Sekil 4.31). Ilgili
sekiller incelendiginde; periskildan yan koklerin olugsmaya basladigi ancak biiyiime ve
uzamasina devam edemedi8i icin epidermisten disar1 ¢ikamadi@ (Sekil 4.31)
goriilmektedir. Aymi kesitte epidermal kok tiiylerinin sikligi ve kaliptralardaki
kahverengi birikimler de dikkat cekmektedir (Sekil 4.31). Panou-Filotheou ve
Bosabalidis (2004), bakir toksisitesinin Origanum vulgare subsp. hirtum bitkisinde
koklerin yapisal Ozelliklerinde onemli degisimlerin meydana geldigini saptamistir.
Vazquez ve dig. (1987), krom metallerinin Phaseolus vulgaris L. bitkisindeki yapisal
degisimleri indiikledigini bildirmektedir. Bu bulgular Ouzounidou ve dig.’in (1995),
misir bitkisinde bakir stresinin bilyiime, mineral icerigi ve koklerin ince yapisi ile ilgili
verilerle de desteklenmektedir. Pek ¢ok kiiltiir bitkisinin bu kosullarda ancak 50 pM
bakira tolerans gelistirdigi bilinmektedir (Luna ve dig., 1994; Mazhoudi ve dig., 1997,
Blokhina ve dig., 2003; Demirevska-Kepova ve dig., 2004). Buna gore misirin bakira
kars1 oldukca dayanikli bir kiiltiir bitkisi oldugu ve fitoremediyasyon ¢alismalar i¢in de

uygun nitelikler tagidigi ileri siiriilebilir.

Agir metal kirliligi gosteren bolgelerde yetisen bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal
ozelliklerinin tespit edilerek; bunlarin topragin temizlenmesinde kullanimi oldukca ilgi
ceken bir calisma alamdir ve fitoremediyasyon denilen bu yontemin tercih edilmesi
ucuz ve ekolojik olarak uyumlu oldugu icin ilgili diger teknolojilere bir alternatif
olusturmaktadir (Salt ve dig., 1995; Peer ve dig., 2005; Eapen ve dig., 2007). Bu
konuda, Baker ve Walker (1990), bitkilerde agir metal toleransmnin evrimsel
gelisimlerini tespit etmis ve bakira direngli bitkilerdeki metal aliminin ekofizyolojisi
tizerinde arastirmalar yapmistir. Jie ve dig. (2004) ile Ke ve dig. (2007), yaptiklan iki
farkli calismada metal kirliligi gosteren ve gostermeyen bolgelerden toplanan Rumex
bitkilerinin her iki populasyonundaki bakir birikimini ve ekofizyolojik etkilerini tespit
etmislerdir. Johansson ve dig. (2005) ise Kibris’taki bir bakir madeninde yetisen

bitkilerin biiyiimesini ve ¢esitli kistmlardaki Cu birikimini saptamistir.
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Boojar ve Goodarzi (2007), bakir madeninde yetisen ii¢ tane bitki tiiriiniin agir metal
toleransinda antioksidan enzimlerin rollerini arastirmistir. Marchiol ve dig.’in (2007)
yaptiklar1 bir calismada endiistriyel atiklarla kirlenmis topraklardaki agir metallerin
uzaklagtirilarak ilgili bolgenin temizlenmesinde Sorghum bicolar ve Helianthus annuus
bitkilerinin kullanildig1 ve etkilerinin yapilan tarla deneyleri ile kanitlandig
belirtilmektedir. Calzoni ve dig. (2007), Rosa rugosa bitkisinin topraklardaki agir metal
kirliliginin temizlenmesi icin uygun ozellikler tasidigini; Komdrek ve dig. (2007) ise
misir  bitkisinin kursun kirliligi gOsteren tarim topraklarindaki agir metallerin
kelatlanarak fitoekstraksiyonunda kullanildigimi kaydetmistir. Bu ve diger calismalardan
yola ¢ikarak, bir kiiltiir bitkisi olmasina ragmen sahip oldugu yiiksek bakir toleransi ile
dikkat ¢eken misir bitkisinin metal iyonu alimi, govde ve diger kisimlara taginimi ve
cesitli yerlerdeki birikimi {izerinde fizyolojik, biyokimyasal, anatomik ve genetiksel
yeni arastirmalarin yapilarak bu konuda daha fazla bilgi sahibi olunmasi ve ilgili
bitkinin agir metal kirliligi goOsteren tarla kosullarinda yetistirilerek topragin

temizlenmesinde faydali olmasi1 timit edilmektedir.

Kiiltiir bitkilerinde yetistirme ortaminin fazla miktarlarda bakir icermesinin; su ve besin
alimindaki dengesizlige bagli olarak ortaya ¢ikan osmotik uyumsuzluk, genel gelisim
yetersizligi, oksidan stresin tesviki, karbonhidrat, protein, lipit ve nukleik asitler gibi
makromolekiillerin yikimi, enzim aktivasyonunun bozulmasi, membran biitiinliigiiniin
ortadan kalkmasi, fotosentez, solunum ve diger genel metabolik siireclerde aksamalar ve
stresin derecesine gore mutasyon, senesens, yaslanma ve Oliime kadar varan bir¢ok
olumsuz etkiyi de beraberinde getirdigi bilinmektedir (Fernandes ve Henriques, 1991;

Kwon ve dig., 2003; Shao ve dig., 2005; Smirnoff, 2005; ; Mittler, 2006; Getoff, 2007).

Bakirin mikroelement olarak bitkilerdeki etkinlikleri ve dagilimi ¢ok ¢alisilmig bir konu
olmasina karsin bakir igerigi ve antioksidan aktivite arasindaki iliski heniiz tam olarak
acikliga kavusmamistir. Asirt miktardaki bakir iyonlarinin hiicrelerde zararli serbest
radikaller ile reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve peroksit bilesiklerinin olusumunu
tesvik ettigi, bunlarin hiicrelere saldirarak tahrip ettigi ve yeni radikaller olusturarak
kontrol edilemeyen zincirleme tepkimelerin baslamasina neden oldugu pek cok
arastiric1 tarafindan rapor edilmistir (Elstner ve dig., 1988; Sies, 1991; Erdei ve dig.,
2002; Grene, 2002; Schiitzendiibel ve Polle, 2002; Mercan, 2004; Halliwell, 2006).
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Elektron transferi, enerji iiretimi ve diger pek ¢cok metabolik olaylarda yer alan serbest
radikaller aynm1 zamanda yasam i¢in gerekli olan molekiillerdir (Gapper ve Dolan, 2006).
Diisiik diizeylerdeki ROS; mitoz, farklilasma, apoptosis ve senesens gibi olaylarda
fizyolojik rol almakta (Grene, 2002; Mittler, 2002; Halliwell, 2006), ancak hiicrelerdeki
konsantrasyonlar1 cesitli nedenlerle arttiginda sahip olduklar1 yiiksek tepkime
ozelliklerinden dolay1 kontrolsiiz davraniglar gostermekte ve cesitli yapisal ve islevsel
bozukluklarin olusumuna sebep olmaktadir. Bu asamada koruyucu bilesikler olarak
devreye giren antioksidanlar, serbest radikaller icin kolay bir elektron hedefi

olusturmakta ve onlar1 nétralize ederek zararl etkilerini hafifletmektedir.

Bitki hiicreleri de serbest radikalleri taniyan ve etkisiz hale getiren gelismis antioksidan
sisteme sahiptir (Smirnoff, 2005). Enzimatik ve enzimatik olmayan yapidaki bu
antioksidan bilesikler, asir1 bakir uygulamalarina bagli olarak miktar1 artan serbest
oksijen tiirlerinin zararl etkilerini azaltan; mutasyon, senesens, yaslanma ve dejeneratif
hastaliklara neden olabilecek zincir reaksiyonlarini engelleyen molekiillerdir (Mittler,
2002; Shao ve dig. 2005; Gechev ve dig., 2006; Mittler, 2006; Genestra, 2007). Reaktif
oksijen tiirlerinin; o©zellikle lipit molekiilerini degisime ugratarak membranin
biitiinligiinii ve islevlerini bozdugu, yapisal bilesenlerin parcalanip dagilmasina sebep
oldugu, hiicre ici bilesiklerin disariya sizmasi ile etrafdaki dokulara da zarar verdigi
rapor edilmistir (Lidon ve Henriques, 1993a; Pompella, 1997; Richard ve dig., 1998;
Weckx ve Clijsters, 1996; Berglund ve dig., 2002; Grene, 2002). Misir fidelerinde bakir
uygulamalarina paralel olarak kok ve yaprak hiicrelerinden dis ortama sizan elektrolit
yiizdelerinde 6nemli artiglar meydana gelirken; bu oranlarin Cu konsantrasyonlarina
bagh olarak koklerde yapraklara gore daha fazla oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.7,
Sekil 4.9). Koklerdeki elektrolit sizma yiizdelerinin kontrole goére 50, 100, 250, 500,
1000 ve 1500 pM’da swasiyla %3.8, %17.6, %25.4, %39.6, %454 ve %57.6
oranlarinda artis gosterdigi saptanmustir. Yapraklarda ise kontrol ile karsilastirildiginda
deney gruplarinda sirasiyla %1.9, %5.7, %14.8, %17.0, %34.8 ve %46.8 olmak iizere
hiicrelerden elektrolit kaybinin arttig1 kaydedilmistir (Tablo 4.6, Sekil 4.9). Bu sonuclar,
De Vos ve dig.”in (1989, 1991), bakir iyonlarinin plazma membraninin permeabilitesini
arttirarak potasyum iyonu ve diger elektrolitlerin hiicre disina sizmasina neden

oldugunu tespit ettigi arastirmalarindan elde edilen bulgularla paralellik gostermektedir.
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Bir¢ok arastirmaci, membran permeabilitesinin; bakir stresi sonucunda indiiklenen
hidroksil, peroksil, alkoksil radikalleri ile lipit yikim {iriinleri olan organik
hidroperoksitlerin baglattig1 lipit peroksidasyonunun derecesine bagli oldugunu ileri
sirmektedir (De Filippis, 1979; Halliwell, 1987; Pompella, 1997; Ishikawa ve
Wagatsuma, 1998). Bunun aksine, Weckx ve Clijsters (1996), toksik miktarlarda bakira
maruz birakilmis fasulye bitkisinin yapraklarindaki membran lipit peroksidasyonu ile
K" iyonu sizmasinin dogrudan baglantili olmadigini rapor etmistir. Baz1 aragtirmacilar
ise, membran permeabilitesindeki degisimlerin senesens olayinda ya da cesitli stres
kosullarinda miktar1 artan serbest radikallerin lipit peroksidasyonunu tesvik etmesinden
kaynaklandigimm bildirmektedir (Leshem, 1988; Lin ve dig., 1988; Li ve dig., 2000).
Berglund ve dig. (2002), bakir stresinin bugday bitkisinin kok hiicre membranlarinin
lipit icerigi ve fizikokimyasal ozelliklerinde O©Onemli degisimlere yol actigini
belirtmektedir. Mckersie ve Leshem (1994) de kiiltiir bitkilerinde stres ve buna bagl
etkileri inceledigi caligmasinda benzer konulara vurgu yapmistir. Dhindsa ve dig.
(1981), yaprak senesensinin membran permeabilitesinin ve lipit peroksidasyonunun
artist ile SOD ve CAT enzimlerinin diizeylerindeki azalisa bagl oldugunu 6ne siirerken;
Prochazkova ve dig. (2001), misir bitkisinin yapraklarindaki senesensin oksidan stres ve
antioksidan aktivite ile yakindan ilgili oldugunu belirtmektedir. Backor ve dig., (2004)
ise metal toksisitesine bagli olarak permebilitedeki degisimlerin su stresine benzer

sekilde prolin diizeylerinin artmasina neden oldugunu kaydetmistir.

Bitkilerde prolin birikiminin cesitli stres etmenlerine karsi bitkinin adaptasyon
mekanizmasi olarak is gordiigii bilinmektedir (Alia ve Saradhi, 1991; Ali ve dig., 1998).
Son yillarda bitki stres fizyolojisinde iizerinde en ¢ok c¢alisilan bilesiklerden birisi olan
prolin iceriginin; ozellikle kuraklik ve tuzluluk gibi hiicrelerin osmotik degerlerinin
degismesine sebep olan durumlarda, onemli oranlarda yiikselerek hiicrelerin savunma
sistemini harekete gecirdigi ve bitkinin olumsuz cevre kosullarina karst koyma
mekanizmasim destekledigi ileri siiriilmektedir (Alia ve Saradhi, 1991; Ali ve dig.,
1998). Cevresel stres kosullarinda 6nemli rollere sahip olan bitki fenoliklerinin de
proline bagli pentoz fosfat metabolik yolundan sentezlendigi bildirilmistir (Shetty,
2004). Prolin miktarlarindaki diisiisiin ise membran gecirgenligindeki azalma ve oransal
su icerigindeki artisla dogru orantili oldugu savunulmaktadir (Alia ve Saradhi, 1991; Ali
ve dig., 1998; Wu ve dig., 1998; Backor ve dig., 2004).
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Artan konsantrasyonlarda bakir iceren cozeltilerde yetistirilen msir bitkisinde ise 50 ve
100 pM Cu uygulamalarinin fidelerin kok ve yapraklarindaki prolin iceriginde kontrole
gore 6nemli bir degisime neden olmazken; 250 uM dan itibaren her iki bitki kisminda
da belirgin miktarlarda prolin birikiminin meydana geldigi belirlenmistir (Tablo 4.7,
Sekil 4.10). 1500 uM da koklerdeki prolin miktarinin kontroliin yaklasik 4 kati iken;
yapraklarda 3 katina kadar ¢iktign saptanmistir (Tablo 4.7, Sekil 4.10). Asir1 bakirin
koklerde lipit peroksidasyonunu ve prolin birikimini indiikledigi; yapraklardaki lipit
peroksidasyonunda ise azalmaya neden oldugu bildirilmektedir (Li ve dig., 2006; Peng
ve dig., 2006). Bu ¢alismada da bakir toksisitesinin 6zellikle 250 uM Cu’dan itibaren
kok ve yaprak hiicrelerinde su kaybina, osmotik degerlerinde degisimlere ve prolin
miktarlarinda artisa yol actigi kaydedilmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10). Elde
edilen bulgular, Bassi ve Sharma (1993a) nin cinko ve bakir toksisitesine maruz kalan
Lemna minor bitkisinde yaptig1 calismay1 destekler niteliktedir. Alia ve Saradhi (1991),
agir metal stresinin prolin birikimini tesvik ettigini; Backor ve dig. (2004) ise likenlerde

bakir toleransinin serbest prolin icerigi ile dogrudan iligkili oldugunu belirtmektedir.

Bu calismadan elde edilen ilging sonuglardan birisi de 500, 1000 ve 1500 pM gibi
toksik konsantrasyonun iistiindeki degerlerde Cu iceren serilerde yetistirilen fidelerin
antioksidan sistemlerinde meydana gelen onemli diisiigler ile fizyolojik ve anatomik
yonden meydana gelen belirgin gerilemelere karsin bitkilerin en az diizeyde de olsa
yasamlarin1 siirdiirmesidir. Bu durum Cu toksisitesine yanit olarak hiicrelerde
antioksidan sistemin diginda gelistirilen diger bazi koruyucu bilesiklerin sentezini akla
getirmektedir. Bunlardan birisi olan prolinin; sitoplazmadaki agir metalleri kelatladig,
hidroksil radikallerini uzaklastirdigi, su dengesini sagladigi ve fazla metal alimim
engelledigi (Alia ve Saradhi, 1991; Bassi ve Sharma, 1993a; Ali ve dig., 1998; Backor
ve dig., 2004) bildirilmistir. Wu ve dig. (1998), prolinin Cu ile baz1 etkilesimlere
girerek bu iyonlarin hiicrelere girisinin dnlenmesinin; metale bagli bazi toksisiteleri ve
lipit peroksidasyonunu azaltarak plazma membranimi stabilize ettigini ve boylece
hiicrelerden asirt K™ iyonu kaybinin da oniine gecildigini belirtmektedir. Bitkilerde
prolin birikiminin ancak stres diizeylerinin belli bir sinir1 astiginda indiiklendigi de
belirtilmektedir. Bu sonuglar, bakirin belli bir diizeyden itibaren toksik konsantrasyon

sinirini da agtigini ve antioksidan savunma sistemini de inhibe ettigini gostermektedir.
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Elde edilen bu verilerin 1siginda, prolin birikimindeki artisin bitkilerde osmotik
diizenleyici olarak bakir stresinin neden oldugu oransal su igerindeki azalmaya karsi
koruyucu gorev aldig ileri siiriilebilir. Prolin sentezinin; bakir stresine bagh enzim
inaktivasyonunu ve protein denatiirasyonunu gibi oksidan zararlarin énlenmesinde de

onemli rolleri oldugu saptanmistir (Wu ve dig., 1998; Backor ve dig., 2004 ).

Bitkilerde ¢6ziinebilir protein igeriginin dl¢iilmesi, agir metal toksisitesi gibi cesitli stres
kosullarinda hiicrelerin fizyolojik durumlarinin belirlenmesi icin 6nemli bir belirteg
olarak kabul edilmektedir (Davies, 1987; Fernandes ve dig., 1990; Palma ve dig., 2002;
Cuypers ve dig., 2005). Kontrol olarak alinan % Hoagland ¢6zeltisi i¢inde 50, 100, 250,
500, 1000 ve 1500 pM CuSOy olmak iizere artan miktarlarda bakir serilerine maruz
birakilmig 15 giinliik misir bitkisinin kok, gévde ve yapraklarindaki total ¢oziinebilir
protein iceriklerinin bu konsantrasyonlardaki agir metal uygulamalarindan farkli
sekillerde etkilendigi tespit edilmistir (Tablo 4.8, Sekil 4.11). Besi ¢ozeltisindeki 50 pM
Cu igeriginin, kontrole gore sirasiyla koklerde %4.76, govdede %6.28 ve yapraklarda
%?2.76 oranlarinda protein artisina neden oldugu kaydedilirken; 100 pM Cu daki
fidelerin her ii¢ kismindaki protein miktarlarinda Onemli diisiisler goriilmeye
baslanmistir (Tablo 4.8, Sekil 4.11). 250 uM Cu dan itibaren ise protein yikiminin
hizlandig1 saptanmistir. En toksik konsantrasyon olan 1500 pM Cu serisindeki fidelerin
total protein iceriginde koklerde kontrole gore %67.5, govdede %73.3, yapraklarda ise
%68.6 oraninda gerilemeler meydana geldigi belirlenmistir (Tablo 4.8, Sekil 4.11).

Elde edilen bulgulara gore, 50 uM Cu serisinde kok, govde ve yapraklardaki total
protein sentezi tesvik edilirken; daha yiiksek konsantrasyonlarda yikim olaylarinin
artt1g1 ve kontrole gore belirgin bir azalisin basladigi kaydedilmistir (Tablo 4.8, Sekil
4.11). Bu degerler, Jouili ve El Ferjani’'nin (2003), asir1 miktarda bakir uygulanan
aycicegi bitkisi ile yaptiklar1 deneyle benzerlikler gostermektedir. Cuypers ve dig.
(2005), Phaseolus vulgaris L. bitkisinin protein iceriginin bakir stresine bagl olarak
etkilendigini belirtmektedir. Bakirin ¢ok gii¢lii bir inhibitér oldugu (Davies, 1987;
Palma ve dig., 2002; Cuypers ve dig., 2005) ve yiiksek konsantrasyonlardaki Cu
iyonlarinin protein yap1 ve islevlerine zarar vererek bunlarin yikimina neden olan toksik

oksijen tiirlerinin iiretilmesinde etkin rol aldiklar1 bilinmektedir (Palma ve dig., 2002).
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Serbest radikallerin 6zellikle de hidroksil iyonunun biyomolekiillerin kendine 6zgii
yapisal sekillerinde degisimlere neden oldugu, proteinleri bu sekilde modifiye ederek
proteolitik saldirilara duyarh hale getirdigi kaydedilmistir (Davies, 1987). Zarar goren
proteinlerin ise endopeptidazlar ile yikima ugradig: hatta bazi yikim iiriinlerinin tilakoid
membranina baglandigr da ileri siiriilmektedir (Casano ve dig., 1994). Kok, govde ve
yapraklardaki protein miktarindaki azalmanmin bakira bagl oksidan stresin katabolik
islemleri arttirmasi ve protein sentezinin azalmasindan kaynaklandigr ileri siiriilmektedir
(Palma ve dig., 2002; Cuypers ve dig., 2005). Bu calismada da asir1 bakir stresi altinda
protein yikiminda artis saptanmis olup (Tablo 4.8, Sekil 4.11); bu durum etkinligi ve
miktar1 artan serbest radikallerin proteolitik olaylar tesvik ederek hizlandirmasi ile
aciklanmaktadir (Davies, 1987). Vassilev (1998), Cd uygulanmis H. vulgare L. ile
yaptig1 bir calismada, proteinlerin amino asitlere yikiminin hiicrelerin 6zellikle
karbonhidrat eksikligine kars1 gelistirdigi bir adaptasyon mekanizmasi oldugunu ifade
etmektedir. Sharma ve Dietz (2006) ise agir metal stresinde miktarlar artan amino asit
ve amino asitlerden tiirevlenen molekiillerin, hiicrelerin bu kosullara uyumunda 6nemli
etkilere sahip oldugunu ileri siirmektedir. Bunun aksine, katabolik aktivitelerin
artmasinin metal fitotoksisitesinin bir yaniti olarak membran sistemlerinde ciddi

bozulmalara neden oldugu bilinmektedir (Jouili ve El Ferjani, 2003).

Protein miktarindaki indirgenmenin Cu iyonunun pek cok enzimin tiyol gruplarina
baglanmasiyla protein metabolizmasinin zarar goérmesinden kaynaklandigi da ileri
siiriilmektedir (Fernandes ve dig., 1990). Metallotiyoninler (MTs) gibi kelatlayici
proteinlerin asirt Cu uygulamalarina maruz kalan bitkilerde bir savunma bilesigi oldugu
bilinmektedir (Cuypers ve dig., 2005). Tukendorf (1987) ise koklerdeki sitosol
proteinlerinin in vitroda bakir iyonlarin1 bagladigimi tespit etmistir. Asirt bakirin
metalloproteinlerin yapisinda bulunan diger metal elementlerinin yerini aldig1 ya da
proteinlerdeki siilfidril (-SH) gruplarina dogrudan baglandigt da kaydedilmistir
(Cuypers ve dig., 2005). Bakirin protein sentezinin azalmasina ya da inhibe olmasina
yol acarak enzim aktivitelerinde degisime yol actigr (Palma ve dig., 2002) ve senesens
olaymin yapraklarda ozellikle protein ve klorofil yikimiin artmasi ile karakterize
edildigi (Lin ve dig., 1988; Prochazkova ve dig., 2001) bilinmektedir. MDA miktarinin
ve lipit peroksidasyonunun artmasinin da senesensi tegvik ettigi saptanmistir (Dhindsa

ve dig., 1981; Lehsem, 1988; Lin ve dig., 1988; Zhang ve dig., 2007).
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Cesitli bitki tiirleri ile yapilan calismalarda bakirin oksidan strese neden oldugu ve buna
bagh olarak hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini tesvik ettigi kanitlanmistir
(Luna ve dig., 1994; Gupta ve dig., 1996; Cuypers ve dig., 2005). Bunlardan birisi olan
hidrojen peroksit (H»O;); bitkilerde o0zellikle peroksizom, mitokondri ve
kloroplastlardaki metabolik etkinlikler sonucunda olusan bir oksidan iiriiniidiir. H>O,,
bitkilerin abiyotik ve biyotik stres etmenleri ile hormon ve yercekimi gibi uyaricilara
kars1 yanit olarak sentezlenen bir sinyal molekiilii olarak da bilinmektedir (Dat ve dig.,
2000; Grene, 2002; Apel ve Hirt, 2004; Shao ve dig., 2005; Gechev ve dig., 2006;
Mitler, 2006). Normal konsantrasyonlarda toksisitesi diger oksijen bilesiklerine gore
daha az olan H,O,, ortamda Fe ve Cu gibi gecis metallerinin varlifinda superoksit (O2”)
ile tepkimeye girerek biyolojik sistemlerdeki en tehlikeli serbest radikal olan hidroksilin
(OH’) olusumuna neden olmaktadir (Liochev ve Fridovich, 2007). Bunlarin hiicrelerdeki
birikiminin membran lipitlerinin peroksidasyonu ve enzim aktivitelerinin inaktivasyonu
gibi pek cok yapisal ve fizyolojik zarara yol agtigi bilinmektedir (Gutteridge, 1995;
Halliwell ve Gutteridge, 1998; Chen ve dig., 2000; Hegedus ve dig., 2001).

Bu calismadan elde edilen sonuglara gore bakir konsantrasyonu artisinin basta kokler
olmak iizere gbvde ve yapraklardaki H,O, olusumunu tesvik ettigi tespit edilmistir. 500
UM ve tizerindeki Cu uygulamalarina maruz kalan her ii¢ bitki kisminda da kontroliin
olduk¢a tizerinde degerlerin ortaya c¢iktigi saptanmis; 1500 pM Cu ¢ozeltisinde
yetistirilen musir fidelerindeki H,O; birikiminin koklerde kontrole gore yaklasik 3.0 kat,
govdede 3.8 kat, yapraklarda ise 4.3 kat arttig1 belirlenmistir (Tablo 4.9, Sekil 4.12).
Benzer sekilde, Chen ve dig. (2000), piring bitkisinde bakir toksisitesinin hiicrelerdeki
antioksidan enzim aktivitelerini, H,O, diizeyini arttirdigina dikkat cekmektedir. Fang ve
Kao (2000) ise pirin¢ bitkisinin yapraklarindaki asir1 demir, bakir ve ¢inko
uygulamalarina bagli olarak H,O, miktarinin ve peroksidaz aktivitesinin arttigini
saptamistir. Fielding ve Hall (1978), peroksidaz aktivitesinin Pisum sativum
koklerindeki biyokimyasal ve sitolojik etkilerini inceledigi ¢alismasinda H,O,’in 6nemli
rolleri oldugunu ifade etmektedir. Bu bulgular Gallego ve dig.’in (1996) asir1 agir
metale maruz kalan aycicegi bitkisi ile yaptig1 calismadaki oksidan stresin etkileri ile
benzerlik gostermektedir. Mittler (2002) ise yiiksek konsantrasyonlardaki H,O,’in;
Haber-Weiss tepkimesi sonucunda OH' olusumuna yol agarak lipit peroksidasyonu ve

dolayistyla membran yapisinin bozulmasina neden oldugunu ileri stirmektedir.
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Buna gore, ortamda bulunan demir ve bakir iyonlarinin lipit peroksidasyonunu
hizlandirdign ve olusan lipit radikallerinin yiiksek derecede sitotoksik iiriinlere
dontistigii bilinmektedir (Girotti, 1985). Bunlar arasinda en cok bilinen iriin aldehit

grubundan malondialdehit (MDA) tir.

Agir metale maruz kalmig bitkilerde MDA igeriginin Ol¢iilmesi, lipit peroksidasyonun
ve oksidan zararlarin tespitinde bir indikatér olarak cok yaygin bir bicimde
kullanilmaktadir (Weckx ve Clijsters, 1996; Mazhoudi ve dig., 1997). Cakmak ve dig.
(1991), bakirm lipit peroksidasyonunu tesvik ederek membran yapisinin kararliligini
bozdugunu ileri siirmekte; benzer sonuclar Luna ve dig.’in (1994), arpa bitkisi ile

yaptiklar ¢alismada da ileri siiriilmektedir.

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM Cu serilerinde yetistirilen 15 giinliik misir
fidelerinin cesitli kisimlarinda ilgili bakir uygulamalarinin lipit peroksidasyonu
tizerindeki etkileri; yikim {iriinlerinden birisi olan MDA miktarinin 6l¢iilmesi ile tespit
edilmistir. Buna gore; kok, govde ve yapraklardaki MDA iceriginin bakir
konsantrasyonu artisina paralel olarak tesvik edildigi belirlenirken; 50, 100 ve 250 uM
Cu da kontrole yakin degerler elde edilmistir. 500 pM ve iizerindeki serilerde ise MDA
miktarindaki artisin kontroliin oldukga iizerine ¢iktigi saptanmistir (Tablo 4.10, Sekil
4.13). 1500 pM Cu uygulamis fidelerindeki MDA miktarinin koklerde kontrole gore
yaklagik 5 kat, govdede 12 kat, yapraklarda ise 8 kat fazla birikim gosterdigi
kaydedilmistir (Tablo 4.10, Sekil 4.13). Bitkilerde hiicre membraninin yapisal
biitiinliigii ile baz1 kiiltiir bitkilerinin strese duyarh ya da direngli olup olmadigini test
etmek tizere siklikla kullanilan bir yontem olan MDA iceriginin dl¢iimiinden elde edilen
bu sonuglara gore; artan bakir konsantrasyonlarinin MDA miktarinda belirgin artiglara
neden oldugu ve bu toksik bilesiklerin basta kokler olmak {izere cesitli bitki
kisimlarindaki  birikiminin yiikseldigi belirlenmistir (Tablo 4.10, Sekil 4.13).
Biyomembranlardaki doymamis ¢oklu yag asitlerinin yikim iirtinii olan MDA’in, diger
stres etmenlerinde oldugu gibi bakir uygulanan misir bitkisinin kok, gévde ve
yapraklarinda da yiiksek birikim gosterdigi kamtlanmistir. Bu durumlarda yiiksek
membran kararliligi bitkinin abiyotik stres toleransindaki bir Ol¢iit olarak kabul
edilmektedir (Gutteridge, 1995; Ishikawa ve Wagatsuma, 1998; Berglund ve dig., 2002;
Mittler, 2000; Shao ve dig., 2005; Mittler, 2006).
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Elde edilen bu verilerin 1s18inda, misirin yiiksek bakir kosullarinda bile hiicrelerin
membran biitiinliigiiniin korunmasini saglayan geligsmis bir savunma sistemine sahip;
agir metallere direncli bir kiiltiir bitkisi oldugu ileri siiriilebilir. Yapilan baz
caligmalarda, ayciceginin de cesitli kisimlarinda yiiksek miktarlarda agir metal
biriktirebilme yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu 6zellikleri ile asir1 bakira
dayanikli nadir kiiltiir bitkilerinden birisi olan aycicegi, misir bitkisi ile benzerlikler
gostermekte ve fitoremediyasyon ¢alismalarinda tercih edilmektedir (Marchiol ve dig.,
2007). Bu bulgular baz1 arastirmacilarin asir1 bakira maruz birakilmis aygiceginin
(Helianthus annuus L.) cesitli kistmlarinda tespit ettikleri yiiksek MDA igerigi ve
antioksidan aktiviteler ile 1ilgili c¢alismalarindan elde edilen sonuglarla da

desteklenmektedir (Gallego ve dig., 1996; Jouili ve El Ferjani, 2003; Lin ve dig., 2003).

Lipit peroksidasyonu ve MDA miktarindaki artis; bitkilerde cevresel stres etmenlerince
tesvik edilen aktif oksijen bilesiklerine bagli olarak meydana gelen cesitli zararlarin
biyokimyasal belirteci olarak da kabul gormektedir (Girotti, 1985). Asirt bakir
uygulamalarinin da bitkilerde Haber-Weiss ve Fenton tepkimeleri sonucunda, OH" gibi
serbest radikal bilesiklerinin olusumuna neden olarak lipoperoksidasyonu baslattigi ve
zincir reaksiyonlar1 sonucunda olusan peroksil radikallerinin membran yapisin1 bozarak
iyon transportunda degisimlere neden oldugu bilinmektedir (Baryla ve dig., 2000).
Bakira stresine maruz kalmis bitkilerdeki hiicre membranlarinin bu sekilde zarar
gbrmesi; turgorun ve hiicre bilylimesinin olumsuz etkilenmesi ile oransal su igerigindeki
indirgenmenin de nedeni olarak gosterilmektedir (Jouili ve El Ferjani, 2003). Membran
permeabilitesindeki artigin indiiklenmis lipit peroksidasyonuna bagl olarak artan MDA
iceriginden kaynaklandigi da ileri siiriilmektedir (Dhindsa ve dig., 1981; Halliwell,
1987; De Vos ve dig., 1989; Zhang ve dig., 2007). Buna gore, ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu sonucunda lipit peroksidasyon iiriinleri olusmakta ve hiicre
membran akiskanliginda azalmalar, permeabilitede ve membrana bagli enzimlerin
aktivitelerinde degisiklikler meydana gelmektedir (Girotti, 1985; Gutteridge, 1995;
Pompella, 1997; Li ve dig., 2006; Zhang ve dig., 2007). Yapraklarda meydana gelen
klorofil igerindeki azalma ve klorosis gibi toksisite belirtilerinin ise, yiiksek bakir
icerigine bagh olarak kloroplast membranlarinin lipit bilesenlerinin peroksidasyonundan
kaynaklanan yapisal bozulmalardan ileri geldigi belirtilmektedir (Cakmak, 1994;
Mocquot ve dig., 1996; Weckx ve Clijstres, 1996; Tanyolag ve dig., 2007).
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Bu hipotez yapraklarda saptanan yiiksek MDA icerigi ile de desteklenmektedir
(Dhindsa, ve dig., 1981; Lin ve dig., 1988; Luna ve dig., 1994). Mazhoudi ve dig.
(1997), bakir uygulanan bitkilerde lipit peroksidasyonunun arttifina dair benzer
sonuclar elde etmislerdir. De Vos ve dig. (1991) ise agir metallerin serbest oksijen
radikallerini temizlemek iizere bazi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan

sistemleri tegvik ederek aktivitesini arttirdigini ileri siirmektedir.

Bunlardan enzimatik olmayan antioksidan bilesiklerden birisi olan askorbatin; serbest
oksijen radikallerini temizledigi ve membranlarda strese bagli olarak olusan lipit
peroksidasyonu sonucunda artan elektrolit sizmasini1 6nledigi bildirilmistir (Mckersie ve
Leshem, 1994). Cesitli stres etmenlerinde artan MDA birikimindeki artisin eksojen
olarak bitkinin yetisme ortamma eklenen askorbat ile indirgendigi ancak bu

mekanizmanin heniiz agcikliga kavusmadigi belirtilmektedir (Zhang ve dig., 2007).

Askorbat (AsA) (C vitamini), 6zellikle meyve ve yapraklarda olmak iizere biitiin bitki
kisimlarinda bulunan 6nemli bir antioksidan bilesiktir. Cevresel stres kosullarinda artan
H,0, ve diger aktif oksijen tiirlerinin temizlenmesinde ¢ok onemli rolleri olan askorbat
bilesigi, kloroplast ve sitoplazmada lokalize olan askorbat peroksidaz (APX) enziminin
elektron vericisi ve substrati olarak diger antioksidanlarla birlikte is gormektedir
(Mehlhorn ve dig., 1996). Bitkilerdeki reaktif oksijen tiirlerinin detoksifiye edilmesinde
Halliwell-Asada yolu da denilen askorbat-glutatyon ¢cemberi anahtar rol oynamaktadir
(Noctor ve Foyer, 1998). Askorbat, cesitli antioksidan bilesik ve enzimlerin gorev aldigi
bu dongiiniin 6nemli bir bileseni olarak serbest radikallerin temizlenmesinde dogrudan
rol almakta; ayrica okside olmus o-tokoferolii indirgeyerek membranlarin zarar
gormesinin onlenmesinde dolayli olarak islev gérmektedir (Bodannes ve Chan, 1979;
Dalton ve dig., 1986; Cakmak, 1994; Alscher ve dig., 1997; Gara ve dig., 2000; Asada,
2006). Askorbat, giiclii antioksidan 6zelliklerinin yanisira; biiyiime, hiicre béliinmesinin
uyarilmasi, hiicre ceperi bilesenlerinin capraz baglanmasi, gecis metallerinin kofaktor
olarak yer aldig1 baz1 oksidaz enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, fotosentez, elektron
transportu ve fotooksidan etkilerden korunum gibi bitkilerdeki cesitli biyokimyasal ve
savunma yanitlarinin olusmasinda da etkin roller almaktadir (Noctor ve Foyer, 1998).
Askorbat, H,O, varliginda demir ya da bakir iyonlariyla birlikte tepkimeye girerek
prooksidan 6zellik de gosterebilmektedir (Aust ve dig., 1985; Baskin ve Salem, 1997).
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Artan konsantrasyonlarda bakir serilerinde yetistirilmis 15 giinliikk misirda incelenen
rediiklenmis askorbat (AsA), dehidroaskorbat (DHA) ve total askorbat (AsA+DHA)
miktarlarinin bitkinin cesitli kisimlarinda farkli degerler verdigi gozlemlenmistir. 50,
100 ve 250 pM Cu serilerindeki fidelerin kok ve govdelerindeki AsA ve total AsA
iceriginde kontrole gore artis kaydedilirken; 500 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarda
tekrar azalmaya basladigi belirlenmistir. Yapraklarda AsA ve total AsA birikiminin
bakir uygulamalarina bagl olarak kontrole gore azaldigi; DHA iceriginin ise bir miktar
yiikseldigi saptanmistir (Tablo 4.11, Sekil 4.14). Nagalakshimi ve Prasad (1998), bitki
hiicrelerindeki H,0O,’in 0zellikle askorbat-glutatyon dongiisii ve ilgili enzimler
tarafindan detoksifiye edildigini; AsA ve total AsA miktarlarinda diisiisler meydana
gelirken; DHA iceriginin arttigim1 rapor etmistir. Cuypers ve dig. (2000), bakir
uygulanmis  Phaseolus vulgaris bitkisi ile yaptiklarn bir ¢aligmada metal
asimilasyonunun erken evrelerindeki primer yapraklarin askorbat sentezinde benzer
verilere rastlamiglardir. Arrigoni (1994), glutatyon ve askorbatin 6zellikle yapraklardaki
baslica antioksidan bilesikler oldugunu bildirirken; De Gara ve dig. (1997) ile Apel ve
Hirt (2004), giiclii bir antiradikal olan askorbatin aym1 zamanda askorbat peroksidaz

enziminin substrati olarak da gorev yaptigini ifade etmektedir.

Bunun aksine, Burkitt ve Gilbert (1990), demir ve bakir gibi gec¢is metallerinin katalize
ettigi Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonunlarim inceledigi model calismalarin
sonucunda askorbatin oksitlenerek prooksidan yapilara doniistigiinii ve serbest
radikaller gibi etkilere de sahip olabildigini gostermistir. Caillet ve dig. (2007) de dogal
antioksidanlarin agir metallerin indiikledigi bu tepkimelerdeki rollerini arastirmis ve
benzer bulgulara ulasmistir. Dolayisiyla antioksidan savunma islevleri sirasinda
oksitlenen askorbatin tekrar rediiklenerek eski haline doniisiimii biiyiilk ©nem
tagimaktadir. Bunun i¢in, askorbat-glutatyon dongiisiindeki diger bir antioksidan bilesik
olan glutatyon devreye girmekte ve dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) enzimi
araciligiyla oksitlenmis askorbatin indirgenerek rejenere olmasim saglamaktadir (De
Gara ve dig., 1996, 1997; Nagalakshimi ve Prasad, 1998; Gupta ve dig., 1999; Cuypers
ve dig., 2000; De Gara ve dig., 2000; Cuypers ve dig., 2001). Elde edilen bu bulgular,
basta H,O, olmak iizere diger reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesinde askorbat ve
glutatyon bilesiklerinin dogrudan ya da dolayli olarak onemli roller iistlendiklerini

gostermektedir.
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Glutatyon (GSH), protein yapida olmayan bir tiyol bilesigi, bir indirgenme
yiikseltgenme tamponu ve askorbat-glutatyon ¢emberinde askorbatin rediiklenmesi igin
gerekli olan bir substrat olarak hiicrelerde yasamsal 6nem tasiyan cok etkili bir
antioksidan bilesiktir (Rennenberg, 1982; Rennenberg ve Lamoureux,1990; Noctor ve
Foyer, 1998; Morelli ve Scarano, 2004). GSH’un, singlet oksijen (021) ve hidroksil
radikalleri (OH’) ile de tepkimeye girerek enzimlerin tiyol gruplarini korudugu ileri
siiriilmektedir (Hausladen ve Alscher, 1993). Cesitli stres kosullar1 altinda bitkilerdeki
GSH iiretiminin kontrolii dnemli bir savunma yanitidir (May ve dig., 1998a). Agir
metallerin detoksifikasyonunda ve serbest oksijen tiirlerinin temizlenmesinde gorev alan

GSH; ayn1 zamanda fitokelatinlerin de 6nciil maddesidir (Meister, 1981, Grene, 2002).

Artan konsantrasyonlarda bakir uygulanmis musir bitkisindeki rediiklenmis glutatyon
(GSH), oksitlenmis glutatyon (glutatyon disiilfit, GSSG) ve total glutatyon
(GSH+GSSQG) igerikleri incelenmigtir. Buna gore; 50, 100 ve 250 uM Cu serilerindeki
fidelerin kok, govde, yapraklarindaki GSH ve total GSH miktarlarinin kontrole gore
arttigr; 500, 1000 ve 1500 pM da bir miktar azalma goriilmekle birlikte kontrole yakin
degerlerin ortaya ¢iktigi saptanmistir (Tablo 4.12 ve Sekil 4.15). GSSG birikiminde ise
bakir konsantrasyonu artigina paralel olarak her ii¢ bitki kisminda da Onemli
yiikselmeler oldugu kaydedilmistir (Tablo 4.12 ve Sekil 4.15). Cuypers ve dig. (2000),
Phaseolus vulgaris bitkisinde bakirin etkilerini arastirdiklar bir calismalarinda, 50 pM
Cu igeriginin yapraklardaki indirgenmis GSH diizeylerinde 6nemli diisiislere yol
acarken; GSSG oraninin yiikseldigini belirtmektedir. Benzer sekilde, Wang ve dig.
(2004), bakirin Brassica bitkisinin koklerindeki GSH miktarinda azalmalara neden
olurken GSSG miktarinin arttigin1 rapor etmistir. Bakir birikiminin GSH iceriginde
diisiislere neden oldugu Gupta ve dig., (1999) tarafindan da desteklenmektedir. Cinko
uygulanmis Phaseolus vulgaris bitkisinin kok ve yapraklarindaki GSH ve GSSG
oranlarinda da benzer sonuclara ulasilmistir (Cuypers ve dig., 2001). Yapraklardaki
GSH miktarindaki azalisin bu bilesiklerin, asir1 bakirin birikim gosterdigi koklere
tasinmasindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (Demirevska-Kepova ve dig.,
2004). Elde edilen bu bulgular, bakirin glutatyonu okside ettigini ve serbest oksijen

tiirlerinin toksik diizeylere ulagtigim1 gostermektedir.
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Bunun aksine, bakirin tiyol igeren bilesiklerin sentezini tesvik ettigi de kaydedilmistir
(Morelli ve Scarano, 2004). Domates bitkisinin hiicrelerinde saptanan yiiksek GSH
diizeylerinin agir metal tolerans1 ile ilgili oldugu bildirilmektedir (Chen ve
Goldsbrough, 1994). Soya bitkisinin kok nodiillerinde artan askorbat ve glutatyonun
peroksidasyona bagh zararlar1 engelledigi de tespit edilmistir (Dalton ve dig., 1986). Bu
sonuclar, hiicrelerde GSH gibi tiyol iceren bilesiklerin yiiksek miktarlarda depo
edildigini ve stres kosullarinda bitkiyi korumak {izere kullanilarak GSSG’ye
doniistiigiinii; ancak bu durumun savunma sisteminin bir yikimi olarak ifade
edilemeyecegini gostermektedir. GSH’un, cevresel stres kosullarinda bitkilerde bir
savunma yanit1 olarak sentezlendigi ve cesitli antioksidan genlerin transkripsiyonunu

regiile ettigi bilinmektedir (Rennenberg, 1982; Rennenberg ve Lamoureux, 1990).

Hiicrelerde AsA ve GSH depolarinda meydana gelen azalmalar strese bagh ortaya cikan
metabolik belirtilerden bazilaridir ve oksitlenmis olan bu bilesiklerin ilgili enzimlerce
rediiklenerek tekrar {iretilmesi bitkinin saglikli bir sekilde canliligimm siirdiirmesi
acisindan biiyiik ©Onem tasimaktadir (Meister, 1981; Hausladen ve Alscher, 1993).
Askorbat-glutatyon dongiisii olarak adlandirilan metabolik yolda gerceklesen olaylar
sonucunda oksitlenen glutatyonun (GSSG) rejenerasyonu; O©nemli antioksidan
enzimlerden bir digeri olan NADPH’a bagh glutatyon rediiktaz (GR) enzimi tarafindan
gerceklesmektedir (Foyer ve Halliwell, 1976). Bu verilerin 15181nda, AsA ve GSH’un
hiicrelerin indirgenme yiikseltgenme olaylarin1 diizenleyen antioksidan bilesikler olarak

organizmalarin oksidan strese kars1 savunmasinda dnemli rol oynadiklar1 kanitlanmastir.

Cevresel stres etmenlerinin bitkiler iizerindeki etkilerini anlamak icin sik¢a basvurulan
yontemlerden biri de klorofil igeriginin belirlenmesidir (Kupper ve dig., 1996; Bogoeva,
1998; Garnczarska ve Ratajczak, 2000; Dai ve dig., 2006). Agir metaller gibi ¢esitli
cevresel kirleticilerin bitkiler tizerindeki etkileri; klorofil yikimi ve membran yapisinin
bozulmasi gibi toksik ozellikleri dikkate alinarak incelenmektedir (Chettri ve dig., 1998;
Frankart ve dig., 2002). Baz1 arastiricilar metal kirliligine bagl olarak degisik bitki
tiirlerinde klorofil miktarinin azaldigim rapor etmistir (Mocquot ve dig., 1996; Kirbag-
Zengin ve Munzuroglu, 2005). Fotosentez asir1 bakira olduk¢a duyarli bir metabolik
olaydir ve kloroplastlarin membranlar ile pigment ve protein yapilar bakirin etki ettigi

baslica hedeflerdir (Stiborova ve dig., 1986; Vinit-Dunand ve dig., 2002).
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Bu caligmada, kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSOy serileri uygulanan
15 giinliik musir fidelerinin ikinci yapraklarindaki klorofil a, klorofil b, total klorofil ve
total karotinoid miktarlar incelenmis ve bakir konsantrasyonu artisinin pigment icerigi
tizerinde 6nemli etkileri oldugu gozlemlenmistir (Tablo 4.13, Sekil 4.16.a, Sekil 4.16.b).
50 uM Cu serisindeki fidelerin yapraklarindaki klorofil a degerleri kontrole yakin
bulunurken; klorofil b ve total klorofil iceriginde %18.27 ve %17.37 lik azalmalar
oldugu kaydedilmistir. Klorofil sentezindeki bu diisiis 100 uM Cu serisindeki fidelerden
itibaren gozle goriilebilir diizeyde olup; 6zellikle ilk yapraklarda 6nce sararma sonra da
yaprak uclarindan baglayan kararma, yanma ve kuruma seklinde ortaya cikmistir (Sekil
4.2). 1500 puM da klorofil a, klorofil b ve total klorofil iceriginde kontrol ile
karsilastirlldiginda  sirasiyla  %82.8, %79.5 ve %82.2 olmak iizere Onemli
indirgenmelerin meydana geldigi belirlenmistir (Tablo 4.13, Sekil 4.16.a). Agir metal
uygulamalarina maruz kalan bitkilerin klorofil icerigindeki azalmalar diger
arastiricilarin da dikkatini ¢eken 6nemli bir konudur (Stiborova ve dig., 1986; Vassilev,

1997; Chettri ve dig., 1998; Devi ve Prasad, 1998; Perales-Vela ve dig., 2007).

Cu-Ni igeren topraklarda yetisen Empetrum nigrum’un klorofil miktarinin kontrol
bitkilerine gore azalma gosterdigi kaydedilmistir (Monni ve dig., 2001). Cladonia
convoluta ve Cladonia rangiformis likenlerine bakir, ¢inko ve kursun uygulandiginda
klorofil a ve b’nin miktarinda bir azalmanin oldugu, stroma ve grana lamellerinde
yapisal bozukluklarin olustugu ve bunun sonucunda yapraklarda nekrosiz ve klorosizin
meydana geldigi bildirilmistir (Chettri ve dig., 1998). Tanyola¢ ve dig. (2007), bakir
uygulanan musir bitkilerinin yapraklarindaki klorofil a ve b miktarlarinda belirgin
azaliglar oldugunu rapor etmistir. Chettri ve dig. (1998) ise, bakir tarafindan indiiklenen
degisimlere bagli olarak klorofil yikimmin arttifini belirtmektedir. Agir metallerin
topraktan ozellikle Fe* ve Mg+2 alimim indirgeyerek klorofil sentezini engelledikleri
tespit edilmistir (Lidon ve Henriques, 1993a; Bogoeva, 1998; Guo ve dig., 2007).
Bitkilerdeki asir1 Cu* iyonlarinin, anten kompleksleri ve reaksiyon merkezlerindeki
klorofil molekiillerinin yapisindaki Mg+2 iyonunun yerini aldigi ve bdylece klorofilin
yapt ve islevlerine zarar verdigi saptanmistir (Kupper ve dig., 1996). Bakirin
hiicrelerdeki demirin dagilim ve dolasgimimi da etkiledigi (Grotz ve Guerinot, 2006);
misir bitkisinin yapraklarinda Fe:Cu oranindaki degisimin, Fe eksikligine bagl olarak

klorofil yikimim tesvik ettigi de ileri siiriilmektedir (Mocquot ve dig., 1996).
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Van Assche ve Clijsters (1990) ise, klorofil yikimini metal iyonlarinin pigment yapisi
ve islevleri iizerindeki toksik etkilerine dayandirmaktadir. Buna gore, klorofil iceriginde
goriilen azalmanin; 6-aminolevunilik asit dehidrataz ve protoklorofillid rediiktaz gibi
klorofil biyosentezinde is goren dnemli enzimlerin tiyol gruplarma Cu*™® iyonunun
baglanmasiyla aktivitelerinin inhibe olmasindan kaynaklandigi da ileri siiriilmektedir
(Prasad ve Prasad, 1987). Kadmiyum uygulanan arpa bitkisinde de benzer sonuclar elde
edilmistir (Hegedus ve dig., 2001; Guo ve dig., 2007). Kirbag-Zengin ve
Munzuroglu’nun (2005), bakir stresinde klorofil yikimimin arttifina dair yaptiklar

calismalar da bu sonuglar destekler niteliktedir.

Bakirin pigment icerigi tizerinde de oldukca etkili oldugu (Bogoeva, 1998; Backor ve
Vaczi, 2001); ksantofil ve karotinoidlerin klorofil molekiillerini fotooksidan zararlardan
korudugu bilinmektedir (Nobel, 1974; Young ve Britton, 1993; Niyogi, 1999). Bu tez
calismasinda misir bitkisinin total karotinoid miktarlart Ol¢iilmiis ve 50 puM Cu
serisindeki fidelerin yapraklarinda %6.6 artis meydana gelirken; 100 pM da %3.2
azalma kaydedilmistir. 250 uM dan itibaren pigment icerigindeki diisiisiin kontrole goére
daha belirgin oldugu; 1500 uM da total karotinoidlerin %61 oraninda indirgendigi tespit
edilmistir (Tablo 4.13, Sekil 4.16.b). Van Assche ve Clijsters (1990), asir1 bakira maruz
kalmig bitkilerde klorofil a, klorofil b ve yardimci fotosentetik pigmentler olan
karotinoidlerin de indirgendigini belirtmektedir. 50 uM Cu daki fidelerin yapraklarinda
goriilen karotinoid igerigindeki artis bu molekiiliin stres kosullarinin yikici etkilerine
kars1 daha direncli ve koruyucu ozellikler tasiyan kararli bir pigment oldugunu

gostermektedir.

Agir metal diizeyindeki artisa bagl olarak klorofil ve karotinoid miktarlarinda meydana
gelen bu degisimler; Bogoeva nin (1998) bakirla kirlenmis topraklarda yetistirilen tahil
bitkilerindeki pigment icerigini inceledigi bir ¢calisma ile de desteklenmektedir. Vinit-
Dunand ve dig. (2002), bakirin salatalik bitkisinin biiyiime ve fotosentetik
etkinliklerinde benzer etkilere sahip oldugunu belirtmektedir. Elde edilen bu veriler,
klorofil ve karotinoid biyosentezinin bakirin miktar1 ve uygulama siiresi ile yakindan
iliskili oldugunu ve yiiksek konsantrasyonlarda oldukca toksik 6zelliklere sahip olan bu
metal iyonlarimin klorofil ve karotinoid yikimimi arttirarak pigmentlerin yapisini

bozdugunu ve islevlerinde aksakliklara neden oldugunu ortaya koymaktadir.
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Cesitli stres etmenlerinde oldugu gibi, asir1 bakira maruz kalmis bitki hiicrelerinde de
miktar1 artan serbest oksijen tiirleri fotosentezin elektron transport zincirinde hatalara
neden olarak tilakoid membranin zarar gormesine yol acmaktadir (Heath ve Packer,
1968; Asada, 1984; Halliwell ve Gutteridge, 1984; Clijsters ve Van Assche, 1985;
Baszynski ve dig., 1988; Maksymiec, 1997; Frankart ve dig., 2002; Asada, 2006;
Halliwell, 2006). Bu durumda, klorofil icerindeki azalmanin; lipit peroksidasyonu ve
hiicrelerden digar1 elektrolit sizmasinin artmasi ile hiicre ve dokularin gordiigii
zararlardan kaynaklandig ileri siiriilmektedir (Dhindsa ve dig., 1981; Halliwell, 1987;
Lin ve dig., 1988). Casano ve dig. (1994), yulaf bitkisinin kloroplastlarinda asir1 151k
siddeti ve oksijenin tesvik ettigi protein oksidasyonunda hidroksil radikallerinin ve
tilakoide bagli endopeptidazlarin rol aldiklarimi belirtmektedir. Elde edilen bu verilere
gore, agir metallerin indiikledigi serbest radikallerin tilakoid membranlarinin protein ve
lipitlerinin oksidatif yikimina sebep olarak, klorofil miktarinda indirgenmelere neden

oldugu anlasilmistir (Halliwell, 1987; Halliwell ve Gutteridge, 1998; Halliwell, 2006).

Klorofil ve karotinoid igerindeki azalmanin olumsuz cevre kosullarinda oksidan strese
baghh senesens ve doku yaslanmasinin da bir belirteci oldugu ifade edilmektedir
(Dhindsa ve dig., 1981; Leshem, 1988; Prochazkova ve dig., 2001; Getoff, 2007).
Yapraklardaki klorofil yikimi ile lipit peroksidasyonundan kaynaklanan hiicre ve
dokularin zarar gormesinin; bitkilerde biiyiime ve gelismenin indirgenerek senesense
neden oldugu bilinmektedir (Stiborova ve dig., 1986; Vassilev, 1997; Vinit-Dunand ve
dig., 2002; Xiong ve dig., 2006). Elde edilen sonuclar, bu calismada misir bitikisinin
ozellikle ilk yapraklarinda goriillen ve uygulanan bakir konsantrasyonuna gore artis
gosteren klorosis, nekrosis ve kuruma gibi belirtilerin (Sekil 4.2) nedenini aciklar
niteliktedir. Benzer sekilde, Prochazkova ve dig. (2001), yaptiklart bir calismada
oksidan stresin musir bitkisinin dzellikle ilk yapraklarindaki klorofil, protein ve lipitlerin
yikimini hizlandirarak senesensi tesvik ettigini; buna karst bitkideki cesitli koruyucu
enzim ve bilesiklerin etkinliginin arttigin1 bildirmektedir. Hernandez-Jimenez ve dig.
(2002) de, senesens olayinda ortaya c¢ikan zararlarin engellenmesinde antioksidan
savunma sisteminin 6nemine dikkat cekmektedir. Cesitli stres etmenlerinin karotinoid
birikimine neden oldugu, bu pigmentlerin 6zellikle oksidan zararlara kars1 klorofillerin
parcalanmasimi engelleyerek koruyucu ve tamir edici Ozelliklere sahip oldugu rapor

edilmistir (Lichtenthaler, 1987; Hirayama ve dig., 1994; Sies ve Stahl, 1995).
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Sies ve Stahl, (1995) ile Edge ve dig., (1997) ise, karotinoidlerin antioksidan islevleri
izerinde incelemeler yapmistir. Hirayama ve dig. (1994), dogal karotinoid bilesiklerinin
singlet oksijen bilesiklerini soniimleme ozelliklerine sahip olduklarimi belirtmektedir.
Elde edilen verilere gore, karotinoidlerin artis1 bu pigmentlerin serbest oksijen tiirlerinin
uzaklastirrlmasindaki rollerini kanitlamaktadir. Bitkilerde koruyucu etkileri ve
antioksidan 6zellikleri ile dikkat ¢eken bir diger 6nemli pigment grubu ise sekonder

metabolitlerden birisi olan antosiyaninlerdir.

Bitkilerde primer metabolitler genellikle biiyiime ve gelismede rol alirken; sekonder
metabolitler bitkilerin ¢evreleri ile olan iligkilerinin diizenlenmesi ve uyumunu
saglamaktadir (Iwashina, 2000; Harborne ve Williams, 2000; Williams ve dig., 2004).
Antosiyaninler yiliksek derecede indiikleyici giice sahip olan flavonoid bilesikleridir
(Wang ve dig., 1997; Rice-Evans, 2001). Williams ve dig. (2004), flavonoidlerin
antioksidan ozelliklerine ilaveten sinyal molekiilleri olarak da gorev aldiklarina dikkat
cekmektedir. Antosiyaninlerin metal stresi de dahil olmak iizere c¢esitli stres
kosullarinda miktarinin artarak cesitli bitki kisimlarindaki birikiminin tesvik edildigi

bilinmektedir (Chalker-Scott, 1999; Hale ve dig., 2001).

Hidroponik kiiltiirde yetistirilen 15 giinliikk misir fidelerinin kok, yaprak kimi ve ilk
yapraklarinda incelenen antosiyanin iceriginin artan bakir serilerine paralel olarak tegvik
edildigi; belli bir toksik konsantrasyonun iizerinde koklerdeki antosiyanin sentezinde
diisiis goriilmeye baglansa bile basta yaprak kimi ve ilk yapraklar olmak iizere biitiin
bitki kisimlarindaki pigment miktarinin kontroliin oldukga iizerinde degerlere sahip
oldugu saptanmistir (Tablo 4.14, Sekil 4.17). Yaprak kini incelenen bitki dokular
arasinda en yiiksek antosiyanin igerigine sahip olan kisimlardir ve kontrol serisindeki
fidelerin yaprak kinindaki antosiyanin iceriginin koklerden yaklasik 11.8 kat, ilk
yapraklardan ise 3.9 kat fazla oldugu belirlenmistir. En toksik konsantrasyon olan 1500
UM Cu serisindeki fidelerin antosiyanin birikiminin kontrol ile kiyaslandiginda yaklasik
olarak koklerde 1.5 kat, yaprak kininda 6.5 kat ve ilk yapraklarda 5.6 kat artis gosterdigi
kaydedilmistir (Tablo 4.14 ve Sekil 4.17). Halbwirth ve dig. (2003), Zea mays
bitkisinde antosiyaninlerin biyokimyasal olusumunu incelemis ve bu bilesiklerin

ozellikle kok, mezokotil, koleoptil ve yaprak kininda birikim gosterdigini saptamistir.
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Bu sonuglar, antosiyaninlerin bakir uygulamalariyla tesvik edildigini ve bakirin neden
oldugu zararhh etkilerin detoksifiye edilmesinde Onemli rolleri oldugunu ortaya
koymaktadir (Krupa, ve dig., 1996; Kukkola ve dig., 2000; Esparza ve dig., 2005).
Bogoeva (1998), bakir kirliligi gosteren topraklarda yetisen tahil bitkilerinin pigment
icerigini inceledigi calismasinda da benzer bulgulara ulagmistir. Douglis ve dig. (1997),
misir  bitkisinin farkli kisimlarinda antioksidan bilesiklerin birikim gosterdigini
belirtmektedir. Bakirin 6zellikle kok, mezokotil, koleoptil, yaprak kin1 ve ilk
yapraklardaki antosiyanin birikimini arttirdigi morfolojik ve anatomik olarak da tespit
edilmistir (Sekil 4.33. a, b, c, d, Sekil 4.34. a, b, c, d, e, f, g, h). Elde edilen sonuclar Dai
ve dig.’in (2006), kadmiyum uygulanmis Azolla imbricata bitkisinde yaptiklart ¢caligma
ile de benzerlikler gostermektedir. Krupa ve dig. (1996), yiiksek bitkilerde
antosiyaninlerin bir agir metal indikatorii olabilecegini ileri siirmektedir. Benzer sekilde,
Kukkola ve dig. (2000), antosiyanin ve diger fenolik bilesiklerin bakir ve nikele maruz
kalmis bitkilerdeki stres gostergesi oldugunu belirtmektedir. Singh ve dig. (1999) ile
Steyn ve dig. (2002), misirin vejetatif dokularindaki antosiyanin pigmentasyonunun 1s1k
basta olmak iizere ¢esitli cevresel etkenlerle indiiklendigini belirtmektedir. Stapleton ve
Walbot (1994), flavonoidlerin musir bitkisinin DNA’sin1 ultraviole radyasyonunun
indiikledigi zararl1 etkilerden korudugunu ileri siirmektedir. Stinzing ve dig. (2002) ise,
antosiyanin pigmentlerinin renkleri ile antioksidan ozellikleri iizerinde durmaktadir.
Antosiyaninlerin bitki hiicrelerindeki reaktif oksijen radikallerinin toksik etkilerini
azaltarak antioksidan bilesikler olarak da gorev aldiklar1 bilinmektedir (Wang ve dig.,
1997; Gabrielska ve dig., 1999). Flavonoidler ve antosiyaninlerin yapisal 6zelliklerinin
antioksidan aktivitede onemli rolleri oldugu kamtlanmistir (Rice-Evans ve dig., 1996;
Rice-Evans ve dig., 1997; Rice-Evans, 2001). Antosiyaninlerin antioksidan islevlerinin,
pigmentin yapisinda bulunan B halkasindaki hidroksil gruplarinin sayisina ve bunlarin
halka tizerindeki bulundugu yere bagli oldugu bildirilmistir (Rice-Evans ve dig., 1996;
Sarma ve Sharma, 1997; Esperza ve dig., 2004). Giil¢in ve dig. (2005), Perilla
pankinensis bitkisinden elde edilen total antosiyaninlerin; a-tokoferol ve askorbat gibi
standart antioksidan bilesiklerle karsilastirnlldiginda ¢ok daha giiclii rediikleyici etkileri,
serbest radikal temizleyici Ozellikleri ve metal kelatlama aktiviteleri oldugunu ileri
siirmektedir. Antosiyaninlerin askorbik asit bilesiklerini oksidasyondan korurken;
olusan antosiyanin-DNA kopigmentasyonunun oksidan zararlarin engellenmesinde

onemli rolleri oldugu rapor edilmistir (Sarma ve dig., 1997; Sarma ve Sharma, 1997).
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Antosiyaninler ve taninlerin agir metaller ile etkilesime girdigi (Esparza ve dig., 2005)
ve bitkilerin kendine 6zgii renklerinin olusumunda 6zellikle Cu*?, Fe**, Zn*>, Al ve
Mg*? gibi metal iyonlan: ile giiclii baglar kurarak gelismis yapilar olusturdugu uzun
zamandir bilinmesine karsin (Rice-Evans ve dig., 1996; Elhabiri ve dig., 1997; Sarma
ve Sharma, 1997; Esperza ve dig., 2004, 2005); bu pigmentlerin bitkilerin metal
birikimi ve toleransindaki rolleri hakkindaki bilgiler olduk¢a kisithdir (Krupa ve dig.,
1996; Kukkola ve dig., 2000; Hale ve dig., 2001). Salvia ciceklerindeki mavi rengin
antosiyaninlerin magnezyum iyonlariyla olusturduklar1 yapiya baglh olarak elde
edildigi; bakir uygulamalar1 sonucunda ise Mg+2 nin yerini Cu*? iyonunun aldig
belirlenmistir (Takeda ve dig., 1994). Elhabiri ve dig. (1997) ise sulu cozeltilerde
antosiyanin-aliiminyum-gallik asit olusumunu tespit etmislerdir. Antosiyanin icermeyen
mutant Brassica rapa bitkileri ile yapilan bir calismada molibden (Mo) uygulamalarinin
mutant bitkilerde herhangi bir renk degisikligine neden olmazken; yabani tip bitkilerin
ozellikle hipokotillerinin mavi renge doniistiigii saptanmistir (Hale ve dig., 2001).
Alinan enine kesitlerde Mo-antosiyanin etkilesimine bagh renk degisiminin 6zellikle
epidermis ve hipodermiste meydana geldigi belirlenerek antosiyaninlerin bu
kisimlardaki hiicrelerin vakuollerinde ¢6ziiniir halde bulunduklar1 gézlemlenmistir. Hale
ve dig. (2001), Mo-antosiyanin bilesiminin; bu iyonun vakuolde tutulmasim saglayarak
bitki hiicrelerinin biyokimyasal islevler acisindan Onemli olan diger kisimlarindan
ayirdigini; bu islemin hiicrelerdeki metal toksisitesini azalttigin1 ve bitkinin biiylime
gelismesini kolaylastirdigini ileri siirmektedir. Bu calismada, asir1 bakir uygulamalarina
maruz birakilmis musir bitkisinin ¢esitli kisimlarindan alinan enine kesitlerde de
antosiyaninlerin daha c¢ok epidermal ve subepidermal hiicrelerin vakuollerinde
¢Oziinmiis halde birikim gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.34.a, b, c, d, e, f, g, h). Elde
edilen bulgular pek c¢ok arastirmacinin bu konudaki verileri ile benzerlik
gostermektedir. Lidon ve Henriques (1998), bakir toksisitesinin azaltilmasinda piring
bitkisinin gévdesindeki vakuollerin rollerine dikkat cekmektedir. Heath ve dig. (1997),
Thlaspi montanum bitkisinde nikel elementinin 6zellikle yapraklarin epidermisinde
birikim gosterdigini belirtmekte; Kiipper ve dig. (1999) ise, bir hiperakiimiilator olan
Thalaspi caerulescens bitkisinin yapraklarinda cinko elementinin 6zellikle epidermal
hiicrelerin vakuollerinde yerlesim gosterdigini bildirmektedir. Nymphaeae bitkisindeki
kadmiyum birikiminin ise polimerize olmus fenolik bilesiklerin kadmiyuma

baglanmasiyla meydana geldigi kanitlanmistir (Lavid ve dig., 2001).
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Antosiyaninlerin metal iyonlan ile etkilesime girerek karmasik yapilar olusturdugu ve
boylece bu iyonlar kelatlayarak zararli etkilerini ortadan kaldirdig: bildirilmistir (Sarma
ve dig., 1997). In vitro yapilan deneyde meydana gelen metal-antosiyanin kompleksi
izerine askorbat eklendiginde ise bu bilesigin de yapiya katildigi gozlemlenmistir.
Burada askorbatin bir tiir ko-pigment olarak gdrev yaptigi ve metalle kelatlanmis
antosiyanin bilesigi ile dogrudan etkilesime girdigi saptanmistir (Sarma ve dig., 1997;
Sarma ve Sharma, 1997). Sonug olarak antosiyaninlerin yapisal 6zelliklerinden dolay1
kolaylikla ortamdaki hidroksil iyonlarin1 bagladig1r ve bdylece askorbatin metale bagl
oksidasyonunu oOnledigi de ileri siiriilmiistiir (Sarma ve dig., 1997). Bu calisma
antosiyaninlerin antioksidan ve agir metal kelatlayici1 dzelliklerinin bir arada gosterildigi
oldukga ilging sonuclara sahiptir ve misir bitkisinde bakir artigina paralel olarak birikimi

tesvik edilen antosiyanin biyosentezini agiklar niteliktedir.

Flavonoidler; Fe, Cu ve Mo gibi metallerle gii¢lii baglar olusturarak bu toksik maddeleri
hiicrenin diger kisimlarindan izole etmekte ve bdylece protein, lipit ve nukleik asitler
gibi metabolik yonden aktif olan biyomolekiillerinin oksidasyonunu engellemektedir
(Rice-Evans ve dig., 1997; Hale ve dig., 2001). Lazzé ve dig. (2003), bir antosiyanidin
bilesigi olan delfinidinin; tert-biitil-hidroperoksitin indiikledigi lipit peroksidasyonu ve
DNA sarmal yapisinin bozulmasini etkili bir sekilde 6nledigini saptamistir. Delfinidin
ve siyanidin bilesiklerinin askorbat ve a-tokoferolden dort kat daha aktif olduklarn da
belirtilmektedir (Rice-Evans ve dig., 1997). Serbest radikal temizleyici, hidrojen verici
ve agir metal kelatlayic1 6zelliklerinin yani sira antosiyaninler; antimutajenik 6zellikleri
ile bitkilerde oldugu kadar insan sagligi icin de biiyiik 6nem tasimaktadir (Gasiorowski
ve dig., 1997). Abies koreana bitkisinin antosiyanince zengin kozalaklarindan elde
edilen ekstraktlarin; E  vitamini eksik diyetle beslenen farelerdeki lipit
peroksidasyonunun Onlenmesi ve zarar gormiis DNA’nin onarimindaki koruyucu
ozellikleri saptanmigtir (Ramirez-Tortosa ve dig., 2001). Aronia melanocarpa bitkisinin
meyvelerinden izole edilen antosiyaninlerin ise in vitroda benzoaminopiren uygulanmis
insan lenfosit kiiltiiriindeki hiicrelerde goriilen kromatit bozukluklarinin meydana gelme
sikligini azalttig1 da belirtilmektedir (Gasiorowski ve dig., 1997). Wang ve dig. (1997),
antosiyaninlerin oksijen radikallerini absorbe etme ozellikleri oldugunu da ileri
sirmektedir. Jovanovic ve dig. (1997) ile Kéhkonen ve Heinonen (2003) ise,

flavonoidlerin indirgeyici etkileri ve antioksidan ozelliklerine dikkat cekmektedir.
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Tsuda ve dig. (1996), Phaseolus vulgaris L. bitkisinden izole edilen antosiyanin
pigmentlerinin aktif oksijen radikallerini temizleyici etkilerinin yam sira lipit
peroksidasyonunu inhibe ettiklerini ileri siirmektedir. Nagata ve dig. (2003),
Arabidopsis bitkisinde aktif oksijen tiirlerinin diizeylerinin askorbik asit ve antosiyanin
bilesiklerince kontrol altinda tutuldugunu; Brown ve Kelly (2007) ise, antosiyaninler ve
bunlarin fenolik yikim iiriinlerinin bitkilerdeki lipit peroksidasyonunu inhibe edici
ozelliklere sahip olduklarim ileri siirmektedir. Bu bilesiklerin aktif oksijen tiirlerini ya
da lipit hidroperoksit radikallerini uzaklastirma aktiviteleri in vitroda yapilan deneyler
ile de kanitlanmistir (Gabrielska ve dig., 1999; Bors ve dig., 2001; Kim ve dig., 2003).
Hodges ve dig. (1999), antosiyanin iceren bitki dokularinda lipit peroksidasyonunu
tayin ettigi calismasindan elde ettigi bulgalar bu verilerle paralellik gostermektedir.
Gould ve dig. (2002), kirmiz1 ve yesil pigment iceren bitkilerle yaptiklar karsilagtirmali
bir calismada; asirt miktarda olusmus H,O, bilesiginin, antosiyanin iceren hiicreler
tarafindan uzaklastirilirken; ayn1 bitkinin yesil pigment iceren hiicrelerinde bunun yeteri
kadar gerceklestirilemedigini goézlemlemislerdir. Buna gore, yapraklarin kirmizi renkli
bolgelerinden elde edilen ekstraktlar incelendiginde bu kisimlarin antosiyaninler,
flavonoller, dihidroflavonoller ve hidrosinnamik asitlerce oldukca zengin oldugu
saptanmis; ekstreler saflastirildiginda ise bunlardan yalmizca antosiyaninlerin ortamdaki
H,0,’in uzaklastirilmasinda etkin rol aldigi tespit edilmistir. Edreva ve dig. (2002) ile
Yagmur ve dig. (2003) ise pamuk bitkisinin yapraklarindaki kirmizi renk olusumunu
‘antioksidan bilesik-ROS temizlenmesi’ hipotezi ile aciklamislardir. Edreva (2005),
yapraklardaki kirmizi rengin bitkide sodyum iyonunun agir1 birikimi sonucunda iiretilen
yilksek konsantrasyonlardaki OH' radikalinin; antosiyaninlerin B halkasinin
hidroksilasyonuna neden olmasindan kaynaklandigini ileri stirmektedir. O," radikalinin
ise antosiyanin iceren yabani tipteki A. thaliana bitkisinin hiicrelerindeki indirgenme
diizeyinin; antosiyanin icermeyen mutant tip 13 ve ttgl A. thaliana bitkisinden oldukga
yiikksek oldugu ortaya konmustur (Nagata ve dig., 2003). Benzer sonuglar Lactuca
sativa ile yapilan bir bagka calisma ile de desteklenmistir (Neill ve Gould, 2003).
Yapilart ve bulunduklar1 bitki kisimlar1 antosiyaninlerden farkli olan ancak
Centrospermeae familyasina ait Beta vulgaris L. (kirmizi pancar) gibi bitkilerin kirmizi
renklerinden sorumlu olan betasiyaninlerin de antioksidan o6zelliklerinin oldugu ve
zengin bir elektron vericisi olarak serbest oksijen tiirlerinin temizlenmesinde etkin rol

aldiklan tespit edilmistir (Escribano ve dig. (1998).
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Sarma ve dig. (1997), antosiyaninlerin metal iyonlarim1 kelatlamasinin yam sira
askorbat-metal-antosiyanin yapilart olusturarak hidroperoksil ve diger oksijen
radikallerinin uzaklastirilmasinda etkin rol aldiklarini bildirmektedir. Bu durumda
antosiyaninlerin; ROS bilesiklerinin temizlenmesininde ve metal iyonlarinin
kelatlanmasinda diger antioksidan bilesiklerle birlikte gorev yaparak etkili bir
mekanizma olusturduklan ileri siiriilebilir. Bu verilerin 1s18inda, toksik metallerin
zararll etkilerinin azaltilmasinda daha ¢ok bazi kisa peptidler ile organik asitlerin rol
aldig1 bilinmesine karsin; antosiyanin ve diger fenolik bilesiklerin de bu amacla
metallerin vakuol gibi bazi 6zel hiicre kisimlarinda tutulmasi ve kelatlanmasindaki
gorevleri nedeniyle bitkilerin agir metal direncinde is gordiigii ileri siiriilebilir. Ancak
bu konu heniiz tam olarak agiga kavusmus degildir ve ilgili alanda daha pek ¢ok

aragtirmaya gereksinim duyulmaktadir.

Fenoliklerin diger bir antioksidan bilesik olan askorbat ile birlikte H>O,’in yikiminda
rol aldiklan1 (Yamasaki ve Grace, 1998; Sakihama ve dig., 2000, 2002) ve boylece
bitkiyi oksidan stresten koruduklari bildirilmistir (Buettner, 1993; Cakmak, 1994).
Yamamato ve dig. (1998), fenoliklerin kiiltiire alinmis tiitiin hiicrelerini aliminyum
toksisitesinden koruduklarimi ileri stirmektedir. Phyllanthus tenellus bitkisinin
yapraklarina sprey seklinde bakir siilfat ¢ozeltisi uygulandiginda, siinger tabakasindaki
vakuollerde yiiksek konsantrasyonlarda antimikrobiyal fenolik birikimi saptandigi,
bunun patojen infeksiyonu sonucunda indiiklenen yanit ile benzer oldugu
bildirilmektedir (Santiago ve dig., 2000). Agir metal kirliligi bulunan ortamda
yetistirilen Nymphaea bitkisinin epidermal salgi hiicrelerinde metallerle birlikte
antibakteriyel 6zellikteki polifenolleri de biriktirdigi ve ayn1 zamanda yiiksek diizeyde

peroksidaz aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Lavid ve dig., 2001).

Hidroponik kiiltiirde yetistirilen 15 giinliik misir fidelerinin kok, yaprak kimi ve ilk
yapraklarindaki total fenolik igerikleri spektrofotometrik olarak Folin-Ciocalteu ayiraci
yontemiyle belirlenmis ve artan bakir konsantrasyonlarina paralel olarak sentezinin
tesvik edildigi tespit edilmistir. Kontrolde yaprak kini ve ilk yapraklar koklere gore
sirasiyla yaklasik 21.4 ve 34.2 kat fazla sekonder metabolit birikimine sahipken; bakir
uygulamalar1 sonucunda her ii¢ bitki kismindaki total fenolik miktarlarinin kontroliin

oldukga iizerinde degerler ortaya koydugu saptanmistir (Tablo 4.15, Sekil 4.18).
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50 ve 100 pM Cu serisindeki fidelerin kok, yaprak kimi ve ilk yapraklarindaki total
fenolik bilesiklerin sentezindeki artisa ragmen elde edilen degerlerin kontrole yakin
oldugu; 250 ve tiizerindeki serilerde ise bunlara gore belirgin yiikselmeler meydana
geldigi belirlenmistir. 1500 pM Cu uygulanan misir bitkisinin fenolik bilesik
birikiminde kontrol ile karsilastirildiginda koklerinde yaklasik 8.3 kat, yaprak kininda
1.9 kat, ilk yapraklarda ise 1.7 kat artis oldugu kaydedilmistir (Tablo 4.15, Sekil 4.18).
Bu sonuglara gore kontrol serilerindeki fidelerin yaprak kim ve ilk yapraklarindaki total
fenolik icerikleri koklere gore belirgin bir sekilde fazla olmasina ragmen bakir
uygulamalarina bagl olarak en fazla artisin koklerde meydana geldigi tespit edilmistir

(Tablo 4.15, Sekil 4.18).

Yapilan histokimyasal deneylerde, fenolik bilesiklerin yapraklarin 6zellikle siinger
parenkimasi hiicrelerinde birikim gosterdigi belirlenmistir. Tanin ve flavonoidlerin
bitkilerde en yaygin bulunan fenolik bilesikler oldugu ve bunlarin abiyotik stres
kosullarinda bitkinin savunma sistemi olarak gorev yaptigi bilinmektedir (Dixon ve
Paiva, 1995; Chalker-Scott, 1999; Winkel-Shirley, 2002). Buna karsin, bu fenolik
bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlarinin toksik ve hatta oldiiriicii 6zelliklere sahip
oldugu ve bunun bitki dokularinda mikrolezyonlar seklinde ortaya ciktigi ileri
siriilmektedir (Dixon ve Paiva, 1995). Bu calismada da asir1 bakir uygulanmis misir
fidelerinin koklerinden alinan enine kesitlerde 6z tabakasi, iletim sistemi ve korteks
parenkimasi hiicrelerinde birikim gosteren kahverengi bilesiklerin (Sekil 4.30.a, b, c),
oksitlenmis fenolikler olabilecegi diisiiniilebilir. Bakir uygulanmis bitkilerin koklerinde
ksilem ve floemin hiicre ceperlerinde bakirin kahverengi birikim halinde goriildiigii ileri
siiriilmektedir (Peng ve dig., 2005). Nishizono (1987), kok hiicre ¢eperinin Athyrium
yokoscence bitkisindeki agir metal toleransinda oldukca dnemli rollere sahip oldugunu
bildirmistir. Paivoke (1983) de bezelye fidelerinin koklerinde kursun ve arsenat
iyonlarinin neden oldugu anatomik degisimleri inceledigi ¢alismasinda benzer bulgular
elde etmistir. Liu ve Kottke’nin (2004), Allium sativum bitkisinin kok hiicrelerindeki
bakir birikiminin oldugu kisimlart inceledigi 6zel spektroskopik yontemlerden elde
ettigi veriler bu bulgular1 desteklemektedir. Dehon ve dig., (2002), Juglans nigra
bitkisinin odun kalbinde olusan kahverengilesme olayinda fenolik bilesiklerle birlikte
peroksidaz izoenzimlerinin rol aldiklarimi belirtmektedir. Nishikawa ve dig. (2003), agir

metallerin Chlamydomonas alginde yapisal degisimleri indiikledigini ileri siirmektedir.
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Bu sonuglar, Hutzler ve dig.’in (1998), lazer tarayict mikroskopta inceledigi bitki
dokularindaki fenolik bilesiklerin  birikim gosterdigi  kisimlar  tespit  ettigi
calismasindaki bilgiler ile benzerlikler gostermektedir. Matsumoto ve dig. (1976),
bezelye bitkisinin kokleri tarafindan absorbe edilen aliiminyumun hiicredeki birikim
yerini tespit ettigi calismasinda bunlarin nukleik asitlere baglandigini belirlemistir.
Sgherri ve dig. (2007), asir1 bakir uygulanmis bugday bitkisinin kok hiicrelerindeki aktif
oksijen tiirlerin normalden daha erken ve fazla miktarda iiretildigini bildirmektedir.
Wang ve dig. (2004), Brassica juncea L. bitkisinin koklerinde bakirin indiikledigi stres
ve antioksidan yanitlar ile ilgili arastirmasinda benzer sonuglar1 elde etmistir. Zhang ve
dig. (2001), meyve perikarplarinda oksidasyona bagli olarak meydana gelen kahverengi
olusumlarda antosiyanin yikimimin etkili oldugunu belirtmektedir. Jiang (2000),
antosiyaninlerin meyve perikarpinin kahverengilesmesinde polifenol oksidazlar ve
fenoller ile birlikte rol aldiklarimi bildirmektedir. Nishizono (1987), direngli bitkilerin
agir metalleri hiicre c¢eperlerinde immobilize ederek membrandan iceriye girisinin
onledigini belirtmektedir. Sekonder ¢eperlerdeki lignifikasyonun artist metal iyonlarinin
baglanarak tutulmasini saglayan bir savunma yontemi olarak bunu destekler niteliktedir.
Fernandez ve dig. (2002), yaptiklar1 elektrosprey iyonizasyonu kiitle spektrokopisi
(ESI-MS) c¢alismasinda demir ve bakirin flavonoidler tarafindan baglandigin
belirlemislerdir. Agir metallerin kelatlanmas1 radikal {iiretiminin engellenmesi ve
dolayisiyla bunlarin hedefi olan biyomolekiillerin korunmasi agisindan biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Bu ¢alismalarda flavonoidlerin 6zellikle 4-okso grubu ile B halkasindaki
5-hidroksil gruplarinin bakirin baglanmasinda etkin oldugu saptanmis ve bu dogal
fenolik bilesiklerin kullaniminin toksik o©zellikler de tasiyabilen diger sentetik

kelatlayicilardan daha etkin ve yararli oldugu da bildirilmistir (Fernandez ve dig., 2002).

Metal iyonlarinin varliginda, fenolik bilesiklerin dogal yapisinin bundan etkilendigi ve
strese bagli olusan serbest radikaller tarafindan oksitlenerek fenoksil radikallerinin
meydana geldigi bildirilmistir (Takahama ve Oniki, 1992; Yamasaki ve Grace, 1998).
Bu durumda dogal antioksidan bilesikler olan fenolikler, asiri metale maruz kalan
bitkilerde prooksidan yapilara da doniisebilmekte ve toksik oOzelliklere sahip
olabilmektedir (Sakihama ve dig., 2000, 2002; Takahama, 2004). Pourcel ve dig.
(2007), bitkilerde flavonoidlerin oksidasyonunun biyokimyasal 6zellikleri ile fizyolojik

etkinliklerini saptadiklarn ¢alismalarinda benzer verileri ileri siirmektedir.
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Winkel-Shirley (1998) ise, fenilpropanoidlerin tohum ve tahillardaki fizyolojik
ozellikleri ile tarimsal Oonemi iizerinde durarak fenolik bilesiklerin biyosentezlerinin
genetiksel olarak incelenmesi gerektigini ifade etmektedir. Son yillarda flavonoidlerin
antioksidan ozellikleri ve bakir gibi gecis elementlerinin bu bilesikler tarafindan
kelatlanma mekanzimalar1 olduk¢a dikkat ceken konular olarak bu konuda daha fazla

arastirmaya gereksinim duyulmaktadir.

Fenolik bilesikler bitkilerde serbest radikallerin olusumunun engellenmesi ve bdylece
hiicrelerin zarar gdrmesinin Onlenmesinde rol alan maddeler olarak kabul edilirler
(Zielinski ve Kozlowska, 2000; Shetty, 2004; Soobrattee ve dig., 2005; Treutter, 2006).
Bors ve dig. (2001), flavonoidlerin ve diger polifenollerin yapisal 6zelliklerine dayanan
giiclii antioksidan etkilere sahip olduklarini ileri siirmektedir. Fenoliklerin, serbest
radikallerin detoksifikasyonu ve metal iyonlarinin kelatlanmasindaki rolleri nedeniyle
insan sagligi icin de koruyucu islevlere sahip olduklar bildirilmistir (Bors ve dig., 1990;
Jovanovic ve dig., 1997; Yamamoto ve dig., 1999; Takahama ve Oniki, 2000; Williams
ve dig., 2004). Polifenolik bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin; giiclii birer hidrojen ya
da elektron vericisi olmalari, serbest oksijen tiirlerinin yapisinda yer alan eslesmemis
elektronlarin yerlerini degistirme yetenekleri, radikal zincir tepkimelerini sonlandirici
ozellikleri ile gecis metal iyonlarim1 kelatlayici etkilerinden kaynaklandigi
bildirilmektedir (Rice-Evans, 1995; Rice-Evans ve dig., 1996, 1997; Rice-Evans, 2001).
Chimi ve dig. (1991), baz1 dogal fenolik antioksidanlarin hidroksil ve peroksil
radikallerini uzaklastirici ve zararhi etkilerini Onleyici Ozelliklere sahip olduklarim
belirtmektedir. Prakash ve dig. (2007), Allium cepa bitkisindeki fenolik bilesiklerin
antioksidan ve serbest radikal temizleyici 6zelliklerine dikkat cekmektedir. Ito ve dig.
(2005) ise, fenolik bilesiklerin antioksidan etkilerinin yani sira metal iyonlarinin neden
oldugu lipit peroksidasyonunun engellenmesinde de rol aldiklarini rapor etmistir. Bagka
bir arastirmada ise fenoliklerin antioksidan yetenekleri ile lipit peroksidasyonu
kinetigini degistirdikleri ve membran akigkanligimi azalttiklar1 saptanmistir (Buettner,
1993; Tsuda ve dig., 1996; Da Silva ve dig., 1998; Hodges ve dig., 1999; Ramirez-
Tortosa ve dig., 2001; Ito ve dig., 2005). Terao ve Piskula (1997), flavonoidlerin lipit
peroksidasyonunu baskiladigim ileri siirmektedir. Treutter (2006) ise, flavonoidlerin

bitkilerin gelisim ve cesitli savunma etkinliklerindeki 6nemine dikkat cekmektedir.
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Flavonoidlerin tahillarin ¢imlenme, biiyiime, gelisim ve cesitli savunma yanitlarinin
olusumunda 6nemli rolleri oldugu; misirda C/ lokusundaki genlerin alevron tabakasinin
ve embriyonun antosiyanin biyosentezinden sorumlu oldugu ve ayni zamanda dormansi,
absisik asit ve protein sentezini diizenledikleri bildirilmistir (Winkel-Shirley, 1998).
Misirda  3-hidroksiantosiyaninlerin biitiin dokularda bulanabildigi ve fitoaleksinler
olarak tamimlanan bu bilesiklerin bitkinin patojen organizmalara karsi savunmasinda
gorev aldig1 kaydedilmistir (Halbwirth ve dig., 2003). Hartling ve Schultz (1998) ise,
fenolik bilesiklerin ¢evresel kirlenmenin erken tanisinda kullanilan bir biyokimyasal

belirte¢ olarak da gorev aldiklarini bildirmektedir.

Agir metal uygulamalarinin cesitli bitki tiirlerinde fenolik bilesiklerin birikiminde artisi
tesvik ettigi bilinmesine karsin (Santiago ve dig., 2000; Fernandez ve dig., 2002; Ali ve
dig., 2006; Dai ve dig., 2006; Ferreira ve dig., 2007); bunlarin fenolik metabolizma
tizerindeki etkileri heniiz agiga kavusmamistir (Diaz ve dig., 2001). Eugenol ve
izoeugenol gibi fenolik bilesiklerin iki degerlikli bakiri (Cu*®) bir degerlikli bakira
(Cu*') indirgedigi ve boylece ortamdaki Cu** konsantrasyonunu azaltarak diisiik
yogunluklu lipidlerin (LDL) oksitlenmesini 6nledigi de bildirilmektedir (Ito ve dig.,
2005). Son ve Lewis (2002) ise bir bagka fenolik bilesik olan kafeik asitlerin serbest
radikallerin temizlenmesi ve antioksidan aktivitede yapisal 6zelliklerine bagl olarak
oldukga etkin olduklarini ileri siirmektedir. Benbelkacem (1996), tahil bitkilerinin asirt
olumsuz kosullara sahip agroekolojik ¢evrelerdeki adaptasyonunu incelemistir. Peng ve
dig. (2006), bakir toksisitesinin dnlenmesinde antioksidan enzim sisteminin etkinliginin
artigina dikkat cekmektedir. Bunlardan birisi olan fenilalanin amonyak liyaz (PAL)

enzimi fenolik metabolizmada anahtar rol oynamaktadir (Dixon-Paiva, 1995).

Basit fenoller, antosiyaninler, flavonoidler ve ligninler gibi ¢esitli fenilpropanoid
iriinlerinin biyosentezini katalizlemesinin yani sira; bitkilerin savunma sisteminde
onemli roller alan PAL enziminin (Dixon-Paiva, 1995; El-Shora ve dig., 2002);
tuzluluk, kuraklik, asir1 sicaklik, radyasyon ve agir metaller gibi cesitli cevresel stres
kosullarinda aktivitesinin arttigi kaydedilmistir (Saunders ve McClure, 1975; Dixon-
Paiva, 1995; Dai ve dig., 2006; Peng ve dig., 2006). Asir1 bakir uygulamalarinda da
antosiyanin ve total fenolik bilesiklerin artisina paralel olarak PAL aktivitesinin de

tesvik edildigi bildirilmektedir (Santiago ve dig., 2000; Grene, 2002; Ito ve dig., 2005).
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Bu tez ¢alismasinda, kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy serilerine 7
giin boyunca maruz birakilan 15 giinliik misir fidelerinin PAL enzimi aktiviteleri tespit
edilmis ve bakir konsantrasyonu artisinin kok, yaprak kim ve ilk yapraklarindaki enzim
aktivitelerini tegvik ettigi ortaya konmustur (Tablo 4.16, Sekil 4.19). 500 uM’in
izerindeki Cu serilerindeki fidelerin her ii¢ kismindaki PAL aktivitelerinin kontrole
gore 6nemli artislar gosterdigi kaydedilirken; 1500 pM Cu ¢o6zeltisine maruz birakilan
musir fidelerinin kok, yaprak kini ve ilk yapraklarinda sirasiyla yaklasik %224, %69 ve
%124 oranlarinda yiikselmelerin meydana geldigi saptanmistir. Bu bulgulara gére,
baslangigta koklerle karsilastirildiginda yaprak kininda 3 kat ilk yapraklarda ise yaklasik
4 kat fazla PAL etkinligi olmasina ragmen, bakir uygulamalarma paralel olarak,
koklerdeki enzim aktivitesinin diger kisimlardakine gore daha hizhi tegvik edildigi ve
kontrole gore % 224 artis gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4.16, Sekil 4.19). Elde edilen
sonuclar, asir1 bakirin antosiyanin ve total fenolik bilesiklerin icerigine paralel olarak
PAL aktivitesini de belirgin bir sekilde tesvik ettigini gostermektedir (Sekil 4.17, Sekil
4.18, Sekil 4.19). El-Shora (2002), kabak bitkisinin kotiledonlarinda PAL enziminin
ozelliklerini incelemis ve benzer verilere ulagsmistir. Santiago ve dig. (2000),
Phyllanthus tenellus Roxb. bitkisinde agir metallerin abiyotik uyaricilar olarak
fenilpropanoid metabolizmasinda yer alan PAL gibi ¢esitli enzimleri aktive ettiklerini
ve fenolik bilesiklerin sentezini indiiklerini saptamiglardir. Dai ve dig. (2006) ise
kadmiyum uygulanmis Azolla imbricata bitkisinde antosiyanin ve fenolik bilesiklerin
artmasina karsin PAL enziminde azalma kaydetmislerdir. Bu durum, belli bir
konsantrasyonun iizerindeki agir metal uygulamalarinin hiicreler icin toksik ve letal
degerlere ulasarak PAL ve diger enzim aktivitelerinde inhibisyona neden oldugunu
ortaya koymaktadir. Basak ve dig. (2001) ise bakir, civa ve nikele maruz birakilan
Camellia sinensis bitkisinin yapraklarindaki PAL aktivitesinin arttigim1 bildirmektedir.
PAL aktivitesine paralel olarak antosiyanin ve total fenolik diizeylerindeki artig ¢ilek
kiiltiirleri ile yapilan diger bir calisma ile de desteklenmistir (Jiang ve Joyce, 2003). Dai
ve dig. (2006) ise Azolla imbricata bitkisinin yiiksek Cd uygulamalar1 sonucunda bazi
kisimlarinin  kirmizi renge doniistiigiini ve bu durumun klorofil ve karotinoid
icerigindeki azalmanin yani sira antosiyanin igerigindeki artistan kaynaklandigini
belirtmektedir. Sonug olarak, Cu toksisitesinde, total fenolikler, antosiyaninler ve PAL
enziminin hiicre i¢i detoksifikasyon mekanizmalarinda 6nemli roller aldiklarini ileri

siiriilmektedir (Santiago ve dig., 2000; Basak ve dig., 2001; Dai ve dig., 2006).
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Fenolik bilesikler ayrica, lignan ve ligninlerin polimerizasyonunda ve hiicrelerin
bilytimesi sirasinda ¢eper yapisinin sertlesmesinde rol almaktadir (Sato ve dig., 1993;
Chen ve dig., 2002; Ali ve dig., 2006). Metale bagli olarak artan lignifikasyon
mekanizmasinda; antioksidan etkinligin azaldigi, bunun sonucunda igsel H,O,
birikiminin tesvik edildigi ve miktar1 artan bu sinyal molekiiliiniin lignin sentezinin
artmasina baglh olarak hiicre ceperlerinde mekaniksel olarak sertlesmeye neden oldugu
bildirilmektedir (Chen ve dig., 2000; Santiago ve dig., 2000; Shao ve dig., 2005; Dai ve
dig., 2006; Gechev ve dig., 2006). Milosevic ve Slusarenko (1996) ise, fasulyede aktif
oksijen metabolizmasinin lignifikasyonu tesvik ettigini tespit etmistir. Bitki fenolleri
daha ¢ok vakuollerde ve hiicre ¢eperinde yerlesim gostermektedir ve lignin biyosentezi
sirasinda olusan fenoksil radikallerinin tekrar indirgenmesi diger bir antioksidan bilesik
olan askorbat tarafindan saglanmaktadir (Sakihama ve dig., 2000). Bakira bagl oksidan
stresin neden oldugu zararlarin 6nlenmesi igin bitkiler gelismis antioksidan savunma

sistemine sahiptir (Mocquot ve dig., 1996; Mazhoudi ve dig., 1997).

Baslica antioksidan enzimlerden olan SOD, CAT, APX, GuPX ve GR aktivitelerinin
birbirlerine gore dengede bulunmasi; hiicrelerdeki O,” ve H,0,’in kararli diizeylerde
tutularak zararh etkilerinin 6nlenmesi acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Mitler, 2002;
Halliwell, 2006). Metal iyonlarinin hiicrenin vakuol gibi belli kisimlarinda tutulmasi ve
dolayisiyla Haber-Weiss ya da Fenton tepkimeleri ile biyolojik sistemlerdeki bilinen en
toksik radikal olan OH"in olusumunun engellenmesi de bitkiler icin yasamsal bir degere
sahiptir (Halliwell, 2006). ROS temizleyici enzimlerin ¢esitli abiyotik ve biyotik stres
kosullarinda tesvik edildigi ve oksidan zararlarin Onlenmesinde gorev aldigi

bilinmektedir (Halliwell, 2006; Mitler, 2006).

SOD, oksidan strese karst gelistirilen antioksidan savunma yanitlarindan ilki olmasi
nedeniyle, bu enzimin aktivitesindeki degisimler hiicrelerdeki serbest oksijen tiirlerinin
diizeyi hakkinda bilgi saglamaktadir (Bowler ve dig., 1992; Fridovich, 1993). SOD
aktivitesinin indiiklenmesi, hiicrede O,” radikalinin biriktiginin bir gostergesi olmakla
birlikte, bir bagka oksijen bilesigi olan H,O, miktarinin da arttiginin bir kaniti
sayilmaktadir (Liochev ve Fridovich, 2007). Bu durum SOD enziminin agir1 miktardaki
O," radikalini uzaklastirarak bakir stresi altinda bitkinin direncini arttirdigini ortaya

koymaktadir (Lombardi ve Sebastiani, 1995; Li ve dig., 2006; Tanyolag¢ ve dig., 2007).
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Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOQy serileri uygulanan 15 giinlitk misir
fidelerinin ¢esitli kisimlarindaki SOD aktiviteleri tayin edilmis ve farkli bakir
serilerindeki fidelerin kok, govde ve yapraklarindaki enzim aktivitelerinde kontrole gore
onemli artiglarin meydana geldigi; ancak belli bir konsantrasyondan sonra ilgili bitki
kismima gore baz1 degisikliklerin ortaya ¢iktigi saptanmistir (Tablo 4.17, Sekil 4.20).
Koklerde 50, 100, 250 ve 500 uM Cu serilerine kadar SOD aktivitesinin indiiklendigi,
en yiiksek etkinligin kontrole gore %269 artisla 500 pM Cu serisinde meydana geldigi,
bundan sonra bir miktar diisiis gdstermesine ragmen 1000 ve 1500 pM daki degerlerin,
sirasiyla %144 ve %120 artigla, kontroliin iizerinde oldugu belirlenmistir (Tablo 4.17,
Sekil 4.20). Govdede bakir artigina paralel olarak SOD aktivitesinin tesvik edildigi, 250
UM dan itibaren etkinliginin daha da yiikseldigi, 1500 uM Cu daki degerlerin kontroliin
yaklagik 10 katina ¢iktigr kaydedilmistir (Tablo 4.17, Sekil 4.20). Yapraklardaki SOD
aktivitelerinde de onemli yiikselmeler oldugu, en fazla etkinligin %60 artisla 250 pM
Cu da gergeklestigi, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise 500 uM da %39, 1000 uM da
%54 ve 1500 uM da %60 olmak iizere kontrole gore belirgin diisiislerin meydana
geldigi saptanmistir (Tablo 4.17, Sekil 4.20). Elde edilen bu bulgular, Peng ve dig.’in
(2006), benzer bir calismada ileri siirdiikleri veriler ile paralellik gostermektedir. Bowler
ve dig. (1992), bitkilerin stres etmenlerine karsi savunmasinda SOD enziminin 6énemli
rolleri oldugunu bildirmektedir. Luna ve dig. (1994), bakir uygulanmis Avena sativa
bitkisinde SOD aktivitesinin artarken; APX aktivitesinin azaldigim saptamistir. Arsenik
uygulanan erken gelisim evrelerindeki misir fidelerinde de CAT ve SOD aktivitelerinin
belirgin olarak arttig1 kaydedilmistir (Mylona ve dig., 1998). Bu sonuglara gore, SOD
aktivitesindeki artis bakir stresi sonucunda olusan serbest radikal iiretiminin bir kaniti
sayilabilir (Fridovich, 1993). Bunun aksine, Chen ve dig., (2000), SOD aktivitesinin
bakir uygulamalarindan etkilenmedigini ileri siirmektedir. Mazhoudi ve dig. (1997) ise,
50 uM Cu c¢ozeltisinde yetistirilmis domates bitkisinde SOD aktivitesinin azalirken;
APX aktivitesinin tesvik edildigini bildirmektedir. Asir1 bakirin SOD aktivitesinin
inhibe olmasina yol actig1 da saptanmistir (Fernandes ve Henriques, 1991). Weckx ve
Clijsters (1996) ise benzer etkilerin fazla bakira maruz birakilmis fasulye bitkisinin
MnSOD aktivitesinde ortaya ¢iktigini belirtmektedir. Bu sonuglara gore CAT ve APX
bakira bagli oksidan stres kosullarinda koruyucu rol alirken, SOD bu durumdan fazla bir
sekilde etkilenmemektedir. Wecks ve Clijsters (1996) ile Palma ve dig.’in (2002) farkli

calismalardan elde ettigi degerler de bu sonuclar destekler niteliktedir.
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Bakirin SOD, CAT, APX, GuPX ve GR enzimlerinin aktivitelerini farkli sekillerde
etkiledigine dair calismalar mevcuttur (Mocquot ve dig., 1996; Weckx ve Clijsters,
1996; Devi ve Prasad, 1998; Li ve dig., 2006; Tanyola¢ ve dig., 2007). Antioksidan
enzimlerin bakir stresine karsi olusturduklar1 yanitlarin bu sekilde ¢ok cesitli olmasi
bitki tiirlerinin serbest radikal {iretiminin ve buna kars1 gelistirdikleri savunma
sisteminin farkliligina dayandirilmaktadir (Lombardi ve Sebastiani, 1995; Peng ve dig.,
2006). Metale bagl oksidan stres sonucunda miktar1 artan aktif oksijen tiirlerinden
H,0,’in yikimini katalize ederek detoksifiye olmasinda gorev alan CAT; antioksidan
metabolizmanin baglica enzimlerden birisidir. Willekens ve dig. (1997), bitkilerde CAT
enziminin H,O,’in yikiminin yani sira stres savunma sisteminin onemli bir bileseni

oldugunu da ifade etmektedir.

Bu caligmada, kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSOy serileri uygulanan
15 giinlik misir fidelerinin kok, govde ve yapraklarindaki CAT enzimi aktivitelerinin
cozeltilerdeki bakir miktar1 artisina gore azalma gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 4.18,
Sekil 4.21). 50 ve 100 pM Cu da her ii¢ bitki kismindaki enzim aktivitesinin azalmasina
ragmen kontrole yakin sonuglar verdigi; 250 uM ve iizerindeki Cu uygulamalarinda ise,
enzim degerlerinin kontroliin oldukca altina indigi kaydedilmistir. En toksik
konsantrasyon olan 1500 pM Cu serisindeki fidelerin CAT aktivitelerinin ise kontrole
gore sirasiyla koklerde %81, govdede %82.5, yapraklarda ise %62 oraninda diisiisler
gosterdigi  saptanmistir (Tablo 4.18, Sekil 4.21). Peng ve dig. (2006), farkli
konsantrasyonlarda Cu uygulanmis Elsholtzia splendens bitkisinin yapraklarindaki CAT
aktivitesinin 50 ve 100 uM Cu da diisiis gosterirken; 500 pM da kontrole gore yaklasik
6 kat artig oldugunu rapor etmistir. Benzer sekilde, De Vos ve dig. (1989 ) ile Weckx ve
Clijsters (1996) toksik konsantrasyonlarda Cu uygulanan koklerdeki CAT aktivitesinde
belirgin artiglar kaydetmislerdir. Mazhoudi ve dig. (1997), bakirin CAT ve APX
aktivitelerinde bir degisime yol agmadigini ileri siirmektedir. Weckx ve Clijsters (1996)
ise, artan CAT aktivitesinin hiicrelerde H,O, miktarinin azaldiginin belirtisi oldugunu
ve bu enzimin fasulye bitkisinde bakira bagli oksidan strese kars1 6nemli bir savunma
gorevi gordigiinii bildirmektedir. Buna karsin, Wang ve dig. (2004), Brassica juncea
bitkisinin koklerinde bakir konsantrasyonu arttikca CAT aktivitesinde diisiisler

meydana geldigini saptamistir.
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Benzer sekilde, Scandalios (1994), endojen katalazin 6zellikle mitokondriyal bilesenleri
oksidan zararlardan korurken hiicrenin diger kisimlarindaki H,O,’in yikiminda yetersiz
kaldigim kaydetmistir. CAT aktivitesindeki azalisin ayrica protein sentezinin inhibe
olmasindan kaynaklandig1 da belirlenmistir. Bu aragtirmacilar, bakir stresi altinda CAT
aktivitesinde goriilen belirgin diisiislerin; H,O, miktarindaki artisa karsilik bitkinin
bunlarin yikiminda yetersiz kaldiginin bir gostergesi oldugunu ve bu durumda diger
onemli antioksidan izoenzimleri olan APX ve GuPX ile giiclii indirgeyici bilesikler olan

askorbat ve glutatyonun H,O,’in yikiminda gorev aldigini belirtmektedir.

Cesitli cevresel stres kosullarinda aktiviteleri artan ve bitki hiicrelerinde etkili birer
savunma sistemi seklinde gorev yapan peroksidazlar (POD); genellikle stres enzimleri
olarak da kabul edilmektedir (Fang ve Kao, 2000). Bunlardan, askorbat peroksidazlar
(APX); glutatyon peroksidaz enzimi (GPX) ile birlikte askorbat-glutatyon ¢emberinde
yer almakta ve basta kloroplastlar olmak iizere diger organellerde bulunan H,0,’in
temizlenmesinde is gormektedir (Klapheck ve dig., 1990; Cakmak ve dig., 1993;
Cakmak, 1994; De Gara ve dig., 1996; Laloue ve dig., 1997). Sitosol, hiicre ceperi ve
vakuolde bulunan guaiakol peroksidazlar (GuPX) ise; bu kisimlardaki H,0;’in
uzaklastinlmasinda fenolik bilesikler ile birlikte rol almaktadir (Sanchez ve dig., 1995;
Morales ve Barcelo, 1997; Chen ve dig., 2000; Bishop, 2002; Chen ve dig., 2002;
Lepedus ve dig., 2004). APX ve GuPX aktivitelerindeki degisimler; bakirin indiikledigi
oksidan stres sonucunda olusan H,O,’in detoksifikasyonunda onemli Olciitlerden biri

olarak kabul edilmektedir (Cakmak, 1994; Diaz ve dig., 2001; Chen ve dig., 2002).

Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 uM CuSOy ¢ozeltileri uygulanan 15 giinliik
misir fidelerinin kok, gdvde ve yapraklarindaki APX enzim aktivitelerinin bakir
konsantrasyonu ve incelenen bitki kismina gore degisimler goOsterdigi saptanmigtir
(Tablo 4.19, Sekil 4.22). Elde edilen bulgulara gore, kontrolde en yiiksek enzim
etkinliginin koklerde meydana gelirken; bunu yapraklarn takip ettigi, en diisiik
aktivitenin ise govdede oldugu ortaya konmustur. Koklerde, Cu konsantrasyonu
aristnin APX  aktivitesini indirgedigi; 50 ve 100 pM da kontrole yakin degerler
verirken; toksik konsantrasyonlarda diisiisiin hizlandigi ve 1500 uM Cu serisindeki
fidelerin koklerindeki APX aktivitesinin kontrole gore %83.5 lik bir azalma gosterdigi
belirlenmistir (Tablo 4.19, Sekil 4.22).
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Govdede, 50 ve 100 pM Cu daki APX diizeylerinde bazi yiikselmelerin oldugu
kaydedilirken; en yiiksek aktivitenin % 32.6 lik artigla 100 uM da meydana geldigi
saptanmistir. 250 ve 500 pM da bir miktar diisiis olmasina ragmen, elde edilen
degerlerin kontrole yakin oldugu goézlenmistir. 1000 ve 1500 pM da ise APX
aktivitesinin kontroliin yaklasik yaris1 kadar indirgenme gosterdigi tespit edilmistir
(Tablo 4.19, Sekil 4.22). Yapraklarda bakir konsantrasyonu artisinin biitiin serilerdeki
APX aktivitesinde azalmalara neden oldugu; 50 uM da kontrole yakin sonuclar ortaya
cikarken daha tiistiindeki degerlerde onemli diisiislerin meydana geldigi belirlenmistir.
1500 uM da yapraklardaki APX enzimi aktivitesinin kontrol ile kiyaslandiginda %79.3
oraninda geriledigi saptanmigtir (Tablo 4.19, Sekil 4.22). Buna goére, 50 ve 100 uM Cu
uygulamalar1 APX aktivitelerinde, koklerde kontrole yakin degerler verirken; govdede
bir miktar yiikselmelere yol agcmis; yapraklarda ise 6nemli bir diisiise neden olmamistir
(Tablo 4.19, Sekil 4.22). Toksik konsantrasyonlarda ise her ii¢ bitki kisminda da APX
aktivitelerinin belirgin indirgenmeler gosterdigi izlenmektedir (Tablo 4.19, Sekil 4.22).
Bu sonuclar pek cok aragtirmacinin yaptigi benzer ¢alismalar ile de desteklenmektedir
(Luna ve dig., 1994; Mocquot ve dig., 1996; Mazhoudi ve dig., 1997). Bakir
uygulanmis Avena sativa bitkisinde APX aktivitesinin azaldigi rapor edilmistir (Luna ve
dig., 1994). Mazhoudi ve dig. (1997) ise, 50 pM Cu uygulanmis domates bitkisinde
APX aktivitesinin tesvik edildigini bildirmektedir. Cakmak ve Horst (1991),
aliminyumun soya fasulyesinin kok uclarindaki lipit peroksidasyonu ve POD
aktiviteleri tizerindeki etkilerini tespit etmis ve benzer bulgulara ulagmislardir. Bunun
aksine, Wang ve dig. (2004), Cu uygulamalarinin APX aktivitesinde belirgin artislara
neden oldugunu bildirmektedir. Peng ve dig. (2006) ise, 500 uM Cu da APX ve GuPX
aktivitelerinin kontrole gore sirasiyla %300 ve %170 arttigin1 saptamistir. Van Assche
ve Clijsters (1990), peroksidaz aktivitesindeki artisin agir metal toksisitesine karsi
gelistirilen hiicresel savunma sistemininde anahtar rol oynadigini ileri siirmektedir.
Peroksidaz aktivitesinin pek c¢ok bitki tiiriindeki bakir (Mocquot ve dig., 1996;
Mazhoudi ve dig., 1997) ve cinko (Weckx ve Clijsters, 1997) diizeylerindeki artis ile
paralellik gosterdigi kanitlanmistir. Sonu¢ olarak; askorbat-glutatyon dongiisiiniin
onemli enzimleri olan APX, GPX ve GuPX (Noctor ve Foyer, 1998), bitkilerin strese
direncinde kilit rollere sahiptir ve bakir uygulamalarina bagli olarak cesitli degisimler
gostermektedir. Bunlardan bir digeri olan GuPX enziminin de bitkilerin agir metallere

kars1 savunmasinda 6nemli fizyolojik ve antioksidan islevleri bulunmaktadir.



163

GuPX aktivitesinin indiiksiyonu yiiksek bitkilerde asin1 metal miktarlarina karsi
gelistirilen 6nemli yanitlardan birisidir (Diaz ve dig., 2001; Chen ve dig., 2002) ve APX
enzimi ile birlikte hiicrelerdeki H,O,’in temizlenmesinde rol aldiklari bilinmektedir
(Cakmak ve dig., 1994; Lepedus ve dig., 2004). Bakira direngli bitki tiirlerinde GuPX
aktivitesinin bitkinin kendini oksidan stresten korumasini saglayacak olciide arttigi
(Yamasaki ve dig., 1997; Bishop, 2002), buna karsin agir metallere duyarh bitkilerde bu

yiiksek aktivitenin goriilmedigi (Weckx ve Clijsters, 1996) ileri siiriilmektedir.

Farkli miktarlardaki bakir uygulamalarina maruz birakilan 15 giinlilk misir bitkisinin
cesitli kisimlart incelendiginde; artan Cu konsantrasyonlarinin kok, govde ve
yapraklardaki GuPX aktivitelerini belirgin bir sekilde indiikledigi goriilmektedir (Tablo
4.20, Sekil 4.23). 50, 100, 250, 500, 1000 ve 1500 uM Cu igeren besi cozeltilerinde
yetistirilen fidelerin koklerindeki GuPX aktivitelerinin kontrole gore sirasiyla %26,
%91, %111, %146, %181 ve %207 diizeylerinde artis gosterdigi saptanirken; govde
kisimlarindaki enzim aktivitelerinde sirasiyla %6.5, %52, %176, %241, %276 ve %317
lik yiikselmelerin meydana geldigi belirlenmistir (Tablo 4.20, Sekil 4.23). Yapraklarda
ise artan Cu konsantrasyonlarina bagli olarak GuPX aktivitelerinin kontrol ile
karsilastirlldiginda sirasiyla %7.7, %44, %83, %90, %97 ve %111 oranlarinda tegvik
edildigi ag1ga cikarilmustir (Tablo 4.20, Sekil 4.23). incelenen bitki kisimlar1 arasinda
kontrolde en yiikksek GuPX aktivitesinin yapraklarda bulunmasina karsin; bakir
uygulamalar sonucunda en fazla enzim etkinliginin, %317 lik artigla govdede meydana
geldigi ve bunu %207 ile koklerin, %111 lik yiikselme ile de yapraklarin izledigi tespit
edilmistir (Tablo 4.20, Sekil 4.23). Bu bulgular, basta agir metaller olmak iizere cesitli
stres etmenlerine maruz kalmis diger bitkilerle yapilan caligmalarla da
desteklenmektedir. Jouili ve El Ferjani (2003), bakira maruz kalan ay¢iceginin
koklerinde GuPX aktivitelerinin tesvik edildigini saptamislardir. Benzer sonuglar,
Mazhoudi ve dig. (1997) ile Chen ve dig. (2002) tarafindan da gosterilmistir. Bishop
(2002), bugday yaprak kininda strese bagl vakuolar peroksidaz gen ekspresyonunun
artigin1  belirtmektedir. Chen ve dig. (2002), Raphanus sativus bitkisinde bakirin
peroksidaz aktivitesini tesvik ederek lignin iceriginde 6nemli artislara neden oldugunu
kaydetmistir. Sanchez ve dig. (1995) ise, hipokotil bilyiimesinde hiicre ¢eperine bagl

peroksidaz aktivitesindeki degisimlerin artti§ini rapor etmistir.
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Peroksidaz aktivitesinin uyarilmasi ile agir metallerin hiicre ceperi ya da vakuoldeki
birikiminin tesvik edildigi, ancak bu durumun biiyiimenin inhibisyonu gibi bazi
sekonder etkilere de sebep olabildigi belirtilmektedir (Sato ve dig., 1993; Olmos ve dig.,
1997; Diaz ve dig., 2001). POD izoenzimlerinin; lignifikasyon, hiicre ceperi
polisakkaritlerinin ¢apraz baglanmasi, indol-3-asetik asitin ve fenollerin oksidasyonu ile
hiicre uzamasinin diizenlenmesi gibi biiylimenin indirgenmesi ile ilgili pek ¢ok olayda
fizyolojik rollere sahip olduklar1 bilinmektedir (Fielding ve Hall, 1978; Bunkelmann ve
Trelease, 1996; De Gara ve dig., 1996; Laloue ve dig., 1997; Morales ve Barcelo, 1997;
Fang ve Kao, 2000; Chen ve dig., 2002). POD enziminin hiicre ¢eperindeki
lignifikasyonu tesvik etmesinin; kok ve govde biiylimesindeki diisiis ile ilgili oldugu
disiiniilmektedir (Diaz ve dig., 2001; Dehon ve dig., 2002). Buna gore, GuPX
aktivitesindeki artisin kok ve govde uzamasi ve taze kuru agirlik gibi biiylime
olaylarinda gerilemeye neden oldugu ileri siiriilmektedir (Lepedus ve dig., 2004). Sonug
olarak, APX ve GuPX enzimlerinin lignin sentezini arttirarak ¢eperin plastisitesini
azalttiklart ve bdylece hiicre uzamasimi yavaglatarak stres kosullarinda bitkiye

mekaniksel destek sagladiklar ileri siiriilmektedir (Sanchez ve dig., 1995).

Elde edilen bu verilerin 15181nda; toksik konsantrasyonlardaki bakir serilerine maruz
birakilmis musir fidelerinin kék ve govde uzunlugundaki azalisin; artan GuPX
aktivitesine bagli olarak oOzellikle kok hiicre ceperlerindeki lignin birikiminden
kaynaklandig ileri siiriilebilir. Bu sonuclar ilgili kisimlardan alinan enine kesitlerin
elektron mikroskopu fotograflart ile de desteklenmektedir (Sekil 4.36). Bu sekiller
incelendiginde o6zellikle kok hiicre ceperlerinin olduk¢a kalinlasmis oldugu ve bol
miktarda lignin igerdigi goriilmektedir. Bakir stresine bagli olarak artis gosteren H,O»
ve diger oksijen tiirlerinin diizeyleri de bu hipotezi kanitlar niteliktedir. Buna gore, OH
gibi serbest radikal bilesiklerinin giiclii oksidan etkileri ile polisakkarit yikimini tesvik
ettigi; boylece hiicre ceperinin gevsemesini sagladigi; H.O,’e baglhh peroksidaz
aktivitesinin artmasinin ise c¢eperin yapisinda yer alan hemiseluloz, pektinler ve
monolignoller ile yapisal proteinler olan ekstensinler arasindaki kovalent capraz
baglarin olusumunu destekledigi kaydedilmistir (Nishizono, 1987; Morales ve Barcelo,
1997; Chen ve dig., 2000). Ayrica, OH"in; Ca*? kanallarimin hiperpolarizasyonunu
aktive ettigi ve boOylece kok tiiyii olusumu sirasinda hiicre bilyiimesinden sorumlu

oldugu ileri siiriilmektedir (Peng ve dig., 2006; Sgherri ve dig., 2007).
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H,0,’in hiicrelerde bir sinyal molekiilii olarak da is gordiigii (Chen ve dig., 2000, 2002;
Shao ve dig., 2005) ve ceperlerde sekonder kalinlasmanin artmasi ile lignin birikiminin
tesvikinde peroksidaz izoenzimleri ile birlikte rol aldiklan (Sato ve dig., 1993; Diaz ve
dig., 2001; Dehon ve dig., 2002) ileri siiriilmektedir. Diaz ve dig. (2001), biber
bitkisinde bakir stresinin lignifikasyonu tesvik ederek sikimat dehidrogenaz ve
peroksidaz enzimlerinin aktivitesini arttirdigini saptamistir. Giilen ve Eris (2004) ise,
GuPX aktivitesindeki degisimlerin bitkilerde serbest oksijen radikallerine karsi

gelistirilen 6nemli bir antioksidan yanit oldugunu ileri stirmektedir.

Oksidan stres sonucunda, GuPX aktivitesinin indiiklenmesi bitkilerde goriilen tipik bir
antioksidan tepkimedir (Diaz ve dig., 2001; Lepedus ve dig., 2004). Vakuolde depo
edilen fenolik bilesikler; burada bulunan ya da stres kosullarinda miktar1 artarak
hiicrenin diger kisimlarindan difiizyonla vakuole tasinan H,O,’in detoksifikasyonunda
elektron vericileri olarak GuPX enzimi ile birlikte gorev yapmaktadirlar (Yamasaki ve
dig., 1997; Takahama ve Oniki, 2000; Takahama, 2004). GuPX enziminin elektron
vericisi olarak fenolik bilesikleri askorbata tercih ettigi de bildirilmistir (Yamasaki ve

dig., 1997; Takahama ve Oniki, 2000; Takahama, 2004).

GuPX aktivitesindeki artig, cesitli stres etmenlerine karsi ilk olarak gelisen bir yanit
olmasinin yan1 sira; kok, govde ve yapraklardaki fenolik bilesiklerin sentezini de tegvik
etmektedir (Takahama ve Oniki, 1992; Takahama, 1994; Yamasaki ve dig., 1997; Ali
ve dig., 2006; Brown ve Kelly, 2007). Bu duruma gore, GuPX enzimi ve
antosiyaninlerin strese bagli zararlarin 6nlenmesinde birlikte calistigi ileri siiriilebilir
(Yamasaki ve dig., 1997; Chalker-Scott, 1999; Winkel-Shirley, 2002; Wang ve dig.,
2004; Brown ve Kelly, 2007). GuPX aktivitesindeki artig, antosiyaninler ve fenolik
maddelerin birikimi ile paralellik gostermektedir (Wang ve dig., 2004). Bu calismada da
artan konsantrasyonlardaki bakir uygulamalarinin; musir bitkisinin kok, govde ve
yapraklarinda asir1 miktarlarda H,O, iiretimine neden oldugu (Tablo 4.9, Sekil 4.12)
saptanmustir. ilgili bitkinin kok, yaprak kim ve ilk yapraklarndaki antosiyanin (Tablo
4.14, Sekil 4.17) ve total fenolik bilesiklerin igeriklerinde (Tablo 4.15, Sekil 4.18)
artislar meydana gelirken; kok, govde ve yapraklardaki GuPX enzimi aktivitelerinin de

(Tablo 4.20, Sekil 4.23) tesvik edildigi belirlenmistir.
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Elde edilen bu sonuglar, cesitli stres kosullarinda miktar artan H,O,’in uzaklastirilmasi
icin CAT, APX ve mevcut diger antioksidan sistemin yetersiz kaldigi durumlarda,
peroksidazlarin glutatyon ya da fenolik bilesikleri de substrat olarak kullanabilecegini
gostermektedir. Bakir konsantarasyonu ve uygulama siiresi arttikca yiiksek diizeylerde
tiretilen H,0»; diftizyonla basta hiicre ceperleri ve vakuol olmak iizere hiicrenin diger
kisimlarina taginmaktadir. Vakuolde lokalize olan fenolik bilesiklerin burada bulunan
GuPX enziminin elektron vericisi olarak rol aldiklart ve H,O;’in detoksifikasyonunda
birlikte calistiklar ileri siiriilmektedir (Yamasaki ve dig., 1997). Misirda flavonoidlerin
vakuole tasinmasimi saglayan genin eksik oldugu bronze-2 mutantlart kullanilarak;
flavonoidlerin asin1 H,O,’1 detoksifiye etmek iizere peroksidazlarla birlikte ¢alisma
mekanizmasinin agikliga kavusturulabilecegi ileri siiriilmektedir (Winkel-Shirley,
1998). Olmos ve dig. (1997) de yaptiklar ¢alismada peroksidaz izoenzimlerinin hiicre
ici yerlesimlerinin oksidan stresin 6nlenmesindeki rollerini ortaya koymustur. Mahonia
repens bitkisinde de asir1 15181in neden oldugu fotoinhibisyonun engellenmesinde ise
fenolik bilesiklerden birisi olan klorogenik asitin; hidrojen verici 6zellikleri ile ROS’in
temizlenmesi ve oksidan stresin etkilerinin azaltilmasinda, GuPX icin en uygun substrat

oldugu saptanmistir (Grace ve Logan, 2000).

Bitkilerde asir1 bakirin neden oldugu fizyolojik, biyokimyasal ve yapisal etkiler ile ilgili
bu bulgular Fernandes ve Henriques’in (1991) arastirmalarindan elde edilen veriler ile
benzer yonler tasimaktadir. Elde edilen bu sonuglar, serbest radikallerin zararl
etkilerinden korunmasini saglamak iizere bitkilerdeki antioksidan savunma sisteminin
aktivitesini arttirarak bakira karsi direnci arttirdigini ortaya koymaktadir. Antioksidan

aktivitede rol alan bir diger 6nemli enzim ise glutatyon rediiktaz (GR) duir.

GR; basta H,O, olmak iizere aktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda diger
antioksidan bilesik ve enzimlerle birlikte gorev almaktadir. Bu iglemler sirasinda okside
olan glutatyonun (GSSG), rediiklenmis glutatyona (GSH) indirgenmesini NADPH’a
baghh olarak katalize eden GR enzimi; askorbat-glutatyon cemberinin 6nemli bir
bilesenidir. Bu sekilde GR; GSH/GSSG oraninin yiiksek tutulmasini saglayarak basta
kloroplastlar olmak iizere hiicre ve organellerin oksidan stresin zararhi etkilerinden
korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Foyer ve Halliwell, 1976; Noctor ve Foyer,

1998; Asada, 2006; Halliwell, 2006).
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Kontrol ve 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pM CuSOy, serilerine maruz birakilan 15
giinlik misir fidelerinin kok, govde ve yapraklarindaki GR enzimi aktiviteleri tayin
edilmis ve artan Cu miktarlarina bagli olarak ilgili bitki kisimlarindaki GR

aktivitelerinin farkl sekillerde etkilendigi ortaya konulmustur (Tablo 4.21, Sekil 4.24).

Buna gore, Cu uygulamalarmin kok ve yapraklardaki GR aktivitelerinde belirgin
diisiislere yol acarken; bunun aksine gévdede kontrole gore 6nemli yiikselmelere neden
oldugu kaydedilmistir. En toksik konsantrasyon olan 1500 uM daki fidelerin GR
aktivitelerinde kontrol ile kiyaslandiginda koklerde %80 azalma goriiliirken; govdede
%71 lik artis; yapraklarda ise %69 oraninda diisiis meydana geldigi saptanmistir (Tablo
4.21, Sekil 4.24). Bu bulgular, Zhang ve dig.’in (2007) yaptig1 benzer bir ¢alismadan
elde edilen verilerle desteklenmekte olup; GR aktivitesinde tespit edilen bu
indirgenmeler kok ve yapraklarin bakir toksisitesine bagli oksidan stres sonucunda

gordiikleri zararin bir kaniti olmaktadir.

Baz1 arastirmacilar ise, bakir uygulanan fidelerin kok, govde ve yapraklarindaki GR
aktivitesinin belirgin bir sekilde arttigin1 bildirmektedir (Peng ve dig., 2006; Tanyolag
ve dig., 2007). Bu sonuglar Baccouch ve dig.’in (1998), nikel uygulanmis misir fideleri
ile yaptiklar1 ¢alisma ile de benzerlikler gostermektedir. Buna gore, artan GR aktivitesi
hiicre i¢i H,O,’in kontroliinde ©nemli rol oynamaktadir ve bitkinin antioksidan
etkinliginin bir gostergesi olarak ifade edilmektedir. Peng ve dig. (2006), 50 uM Cu
daki bitkilerin yapraklarindaki yiiksek GSH icerigine paralel olarak GR aktivitesinin de
artigina dikkat cekmektedir. Gallego ve dig. (1996) ise, kadmiyuma maruz birakilmis
aycicegi fidelerinde hem GSH hem de GR aktivitesinin diisiis gosterdigini tespit
etmistir. Bu bulgular, cesitli bakir serilerinde yetistirilmis misir bitkisi ile yapilan bu

calismadaki verileri desteklemektedir.

Bu tez calismasindan elde edilen bulgularin, misirin bakir stresi altindaki ¢imlenme,
biiylime, oransal su igerigi ve elektrolit sizmasi gibi fizyolojik yanitlarimin yani sira;
lipit peroksidasyonu, H,O, icerigi, prolin, protein, askorbat ve glutatyon sentezi,
pigment birikimi ile cesitli antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki biyokimyasal
degisimlerin tespit edilmesine ve bunlarin birbirleri ile olan iligkilerinin saptanmasina

katki saglamasi amaclanmistir.



168

Artan konsantrasyonlarda bakira maruz birakilan misir bitkisinin ¢imlenme ve biiyiime
gibi fizyolojik aktivitelerinde 50 ve 100 pM Cu uygulamalarinin 6nemli gerilemelere
neden olmadig1 saptanmustir. flgili konsantrasyonlarin pek ¢ok Kkiiltiir bitkisi icin toksik
hatta letal etkilere sahip oldugu diisiiniildiigiinde; misirin bakira direngli bir bitki oldugu
ileri stiriilmiiy ve giinimiizde c¢evrenin temizlenmesinde oldukga ilgi goéren

fitoremediyasyon ¢aligmalarinda kullanilmasi hedeflenmistir.

Yapilan biyokimyasal deneyler sonucunda artan bakir uygulamalarimin misirin ¢esitli
kisimlarindaki enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan aktivitelerinde artisa neden
oldugu saptanmistir. Elde edilen bulgular bu bitkinin oldukc¢a yiiksek antioksidan
ozelliklere sahip oldugunu kanitlamaktadir. Bu verilerin 1s18inda misirdaki antioksidan
metabolizmanin daha ileri analizler kullanilarak tespit edilmesi; boylece literatiirde bu
konu ile ilgili agigin kapatilmasi ve yapilacak olan diger aragtirmalar i¢in bu ¢alismanin

bir temel olusturmasi amaglanmistir.

Misirda bakir stresi sonucunda indiiklenen sekonder metabolizma bu tez ¢alismasinin en
Ozgiin kismimi olusturmaktadir. Antosiyaninler ve fenolik bilesiklerin antioksidan ve
antiradikal etkilerinin yam sira agir metalleri kelatlayic1 6zellikleri misir bitkisinde ilk
defa incelenmistir. Bu konudaki mevcut arastirmalarin azlign da dikkate alindiginda;
ilgili verilerin bu alandaki bilgilere katki saglamasi ve yeni incelemelerin yapilmasina

yon vermesi iimit edilmektedir.

Elde edilen anatomik bulgularda ise, asirt bakirin misir bitkisinin cesitli kisimlarinda
neden oldugu yapisal degisimler ve oksidan stresin neden oldugu kahverengi madde

birikimi ile lignin sentezinin artig1 gibi bazi olusumlar 6zellikle dikkat cekmektedir.

Bu sonuglar, musir bitkisinin yiiksek miktarlardaki bakir iyonlarim biriktirme
ozelliginde olup; bitkide strese bagl olarak olusan fizyolojik, biyokimyasal ve yapisal
zararlar1 sahip oldugu giiclii antioksidan sistem tarafindan etkisiz hale getirebilme

yeteneginde oldugunu ortaya koymaktadir.
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OZGECMIS

1977 yilinda Tokat’ta dogdum. ilk ve orta 6grenimimi 1988 yilinda Tokat Cumhuriyet
flkokulu, 1995 yilinda Istanbul Kartal Burak Bora Anadolu Lisesi’nde tamamladim.
1995-1996 ogretim yilinda basladigim Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii’'ndeki lisans egitiminden 1999 yilinda mezun oldum. 2000 yilinda 1.U. Fen
Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali Bitki Fizyolojisi Programinda, Prof.Dr.
Semahat Yentiir damsmanhginda “Yiiksek Bitkilerde Tuz Stresi ile Antosiyan Icerigi
Arasmdaki Iliskiler” konulu yiiksek lisans tezime bagladim ve 2003 yilinda
tamamladim. Ayni yil 1.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali, Bitki
Fizyolojisi Programinda doktora egitimime basladim ve 2005 yilinda girdigim doktora
yeterlilik sinavinda basarili olup, Prof.Dr. Semahat Yentiir danismanliginda “Bakir (Cu)
Uygulanmis Misir (Zea mays L.) Fidelerindeki Antioksidan Aktivitelerin Fizyolojik ve
Anatomik Yonden Incelenmesi” konulu doktora tezime basladim.

1999 yilinda 1.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Botanik Anabilim Dali’na Arastirma
Gorevlisi olarak atandim ve halen gérevime devam etmekteyim.

1999 yilindan itibaren Lisans diizeyinde “Genel Biyoloji I ve II”, “Genel Botanik”,
“Bitki Morfolojisi ve Sistematigi”, “Bitki Embriyolojisi”, “Bitki Anatomisi”, “Bitki
Fizyolojisi”, “Bitki Hormonlar” ve Genetik I Laboratuvarlarinin uygulamalarinda
gorev almaktayim.

Federation of European Societies of Plant Physiology (FESPP) iiyesiyim. 2005 yilinda
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi "Basarili Arastiric1 Belgesi" o6diilii aldim.
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