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Eruca sativa (Roka) FIDELERINDE FiZYOLOJIK VE BIYOKIMYASAL
OLAYLAR UZERINE KADMIYUMUN ETKIiLERI

oz
Bu calismada Eruca sativa fideleri farkli derisimlerde (75 pg.g™', 150 pg.g”, 300
ng.g’, 450 pg.g' ve 600 pg.g’') kadmiyum (Cd) ¢ozeltilerine maruz birakilmistir.
Uygulama sonucunda Cd’un yapraklardaki lipit peroksidasyonuna, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlara, bitki yas ve kuru agirligi ile su icerigine olan etkisi

belirlenmistir. Ayrica yaprak ve koklerdeki Cd igerikleri ve bazi mikrobesin elementi

igerikleri ve bu elementlerin aliminda Cd’un etkileri belirlenmistir.

Uygulamalar sonucunda kok ve yapraklarin yas, kuru agirlik ve su igeriklerinin

azaldig1 ortaya konmustur.

Yapraklara tasinan Fe miktar1 kadmiyum derisimindeki artis ile orantili olarak
artarken Cu tasinmasi 6nemli oranda azalmistir. En yiiksek ¢inko miktar1 600 pg.g” Cd
uygulamasinda olmustur. Koklerde ise bakir ve ¢inko birikiminde artig olurken demir
birikimi 6nemli oranda azalmustir. En yitksek ¢inko birikimi (1533.5 pg.g™) 300 pg.g”
Cd’da gozlenmistir.

Kadmiyum uygulamasi lipit peroksidasyonunu arttirirken protein olmayan tiyol
gruplarinda 450 pg.g’' Cd’ da yiikselme gdzlenmistir. AsA, DHA ve toplam AsA

iceriginde degismeye neden olmamustir.

Enzimatik antioksidatif aktivitelerde degisken durumlarin ortaya ¢iktig1
gozlenmistir. SOD aktivitesinde degisme olmazken, CAT, APX ve GPOX

aktivitelerinde azalma goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Eruca sativa, kadmiyum, oksidatif stres, antioksidanlar
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THE EFFECTS OF CADMIUM ON THE PHYSIOLOGICAL AND
BIOCHEMICAL ACTIVITIES IN THE SEEDLINGS OF Eruca sativa (Rocket)

ABSTRACT

In this study, Eruca sativa (Rocket) was treated with different cadmium (Cd)
concentrations (75, 150, 300, 450 and 600 pg.g™'). At the end of the treatment, the
effects of Cd on lipid peroxidation, enzymatic and non-enzymatic antioxidants, fresh
and dry masses, water content were determined in leaves. Cadmium and some
micronutrient contents of leaves and roots were analysed. Furthermore the effects of Cd

on the uptake of some micronutrients were determined.

As a result of treatments, fresh, dry mass and water content of leaves and roots

were decreased.

While Cd content of leaves increased proportionally with the increase in Cd
concentration, the Cu content decreased significantly. The highest zinc content was 600
ng. g'1 Cd treatment. The accumulation of copper and zinc increased. Iron accumulation
decreased in the roots significantly. The accumulation of highest levels of zinc (1533.5

ng.g') was observed in 300 pg.g”' Cd treatment.

Lipid peroxidation was increased by Cd treatments. Increased of non-protein
thiol groups was observed in 450 pg.g”" Cd treatment. Cd did not lead to change in
AsA, DHA and total AsA content.

While there was not change in the activity of SOD, and decreased activity of
CAT, APX, GPOX.

Key words: Eruca sativa, cadmium, oxidative stress, antioxidants
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1. GIRIS

Biyosferin insan aktiviteleri sonucu toksik metaller ile kirlenmesi hem insan
sagligi hem de ekosistem icin biiyiilk bir problem arz etmektedir. Toksik metaller
cevremizde dogal olarak bulunabilmektedir fakat fosil yakitlarin kullanilmasi,
madencilik, pestisitlerin kullanim1 gibi aktiviteler sonucunda tehlikeli seviyelere
ulasmaktadir (Leyval ve ark., 1997). insan aktiviteleri sonucu ortalama olarak bir yilda
7,6 ton Cd, 35 ton Cu, 38 ton Mn, 332 ton Pb, 19 ton As diinya iizerine salinmaktadir
(Nriagu, 2010). Besin zinciri yoluyla organizmalara dagilip olumsuz etkiler

gostermektedir.

Agir metaller bitkiler lizerinde de toksik etkiler gostermektedir. Bitkilerde
bliylimenin durmasina, tohum ¢imlenmesinin engellenmesine, yaprak kivrilmalarina,
klorozis, mineral alimmin engellenmesi, enzimlerin yapisinin bozulmasi gibi toksisite
belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olurlar. Bu metallerin bitkiler iizerindeki etkileri
tirlere gore degismektedir; baz tiirler toleransh olup agir metal birikimi gosterebilir.
Agir metallerden bazilar1 ise mikrobesin elementi olup bitki gelisimi i¢in mutlaka
gereklidirler (Rascioa ve Navari-Izzo, 2011). Mikrobesin elementi eksikliginde ya da bu
elementlerin yiikksek derisimlerine maruz kalinmasi durumunda bitkilerde toksik etkiler
gortliir. Cu, Fe, B, Cl, Ni, Zn, Mn, Mo mikrobesin elementleridir. Mikrobesin elementi
eksikliginde bazi morfolojik degisimler goriilebilir. Ornegin Fe ve Mn eksikliginde
ozellikle kokiin epidermal hiicrelerinde degisiklikler meydana gelir. Cinko eksikliginde
bitki biiylimesi i¢in yeterli oksin sentezlenemez, internod uzamasi durur. Cinko
bitkilerde dehidrogenaz, peroksidaz, oksidaz gibi bazi enzimlerin kofaktoriidiir. Ayrica
bitkilerde azot metabolizmasinin diizenlenmesinde, fotosentez ve oksin sentezinde

gorev yapmaktadir (Giehl ve ark., 2009; Colzi ve ark., 2011; Kadioglu, 2011).

Elektrik santralleri, 1sitma sistemleri, sehir trafigi, maden isletmeleri, fosfatl
giibreler tiim yeryiiziine Cd’un salinmasina neden olur. Ayrica kayaglarin
mineralizasyonu sonucunda dogal olarak g¢evreye saliabilir fakat insan kaynakli Cd
salmimima gore bu oran oldukca diisiiktiir. Yogunlugu 8,6 g cm™ olan bu element
neredeyse tiim organizmalar i¢in toksiktir. Kadmiyum bitkilerde klorozis goriilmesine,
su dengesinin bozulmasina, bazi minerallerin alimi ile baz1 enzimlerin aktivitelerinin

engellenmesine buna bagli olarak demir eksikligi goriilmesine neden olur. Ayrica Cd,



stomalarin agilmasini engeller ve plasma membranda H/K™ degisim oraninin

azalmasina sebep olur (Sanita di Toppi ve Gabbrielli, 1999).

Yeryliziiniin ~ birgok  bolgesindeki topraklarda orta dereceli Cd kirliligi
gorilmektedir. Piring gibi bazi1 yenilebilir bitkiler, cesitli organlarinda Cd birikimi
gostermektedir.  Bu bitkiler kokleri vasitasiyla topraktan Cd’u alirlar. Koklerde
selatlanan Cd ksileme yiiklenerek gévdeye tasinir, daha sonra floem araciligryla bitkide
tohumlara tasinir ya da yapraklarda yeniden dagilimi yapilarak bu organlarda depo
edilir (Clemens ve ark., 2002; Uraguchi ve ark., 2009). Bitkiler iireme ve gelisimleri
icin Cd’a ihtiyag duymazlar fakat Cd’un biyoakiimiilasyon indeksi iz elementler kadar
yiiksektir. Kadmiyum fitotoksisiteye neden olmasa dahi bitki dokularindaki derisimleri
insanlar ve hayvanlar i¢in tehlike olusturur. Bu nedenle besin zinciri géz Oniine

alindiginda Cd, en tehlikeli metallerden birisidir (Liu ve ark., 2007).

Eruca sativa (Brassicaceae), kokeni Akdeniz bolgesi olan ve tiim diinyada yayilim
gosteren tek yillik ya da iki yillik bir bitkidir. italya ve Tiirkiye basta olmak iizere
Avrupa iilkelerinde salata olarak yapraklari tiikketilmektedir (Villamil ve ark., 2002).
Birgok Brassicaceae tiirli agir metal depo etmektedir (Xiong, 1998; Gisbert ve ark.,
2004). Daha once yapilan arastirmada Eruca sativa tohumlarinin ¢imlenme asamasinda
Cd’a 6nemli 6lciide toleranslh oldugu belirlenmistir (Ozdener ve Kutbay, 2009). Fakat
fidelerin Cd’a maruz kalmas1 durumunda fizyolojik ve biyokimyasal tepkileri ile ilgili
arastirmalar yeterli degildir. Bu arastirma ile Cd’un bitki besin elementlerinin alimi, kok
ve yapraklarda birikme ve bu birikmenin biiylime ve metabolik seviyedeki etkileri agiga

¢ikarilmis olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Agir Metaller

Agir metal terimi i¢in genellikle elementlerin yogunlugu, atom agirliklari, atom
numarasi gibi c¢esitli kimyasal ozellikleri dikkate alinarak yapilmis bircok tanim

mevcuttur. Bu tamimlara gore yapilmis gruplandirma Cizelge 2.1.°de verilmistir
(Duftus, 2002).

Cizelge 2.1. Baz1 agir metal tanimlar1 (Duffus, 2002)

a) Yogunluga gore yapilan tammmlar

o 4'ten daha biiylik yogunluguna sahip metaller,

o Yiksek yogunluga sahip metaller, 6zellikle yogunlugu 5 ve iizerinde olan
metaller,
5'ten daha bliylik yogunluga sahip metaller,

Yogunlugu 6 g/cm™ten biiyiik metaller,

o O O

Yogunlugu 4,5 g/cm3'ten biiyiik metaller,
o Yogunlugu 3,5-5 g/cm’ "iin iizerinde olan metaller,

b) Atomik agirhiklarina (nispi atomik kiitle) gore yapilan tanimlar

o Yiksek atomik agirlikli metaller,

o Atomik agirligi sodyumdan yiiksek olan metaller,

o Dislik derisimlerde yasayan organizmalara zarar verebilen yliksek
atomik agirliga sahip metalik elementler,

o Kadmiyum, kursun, civa gibi nispeten yliksek atom agirligina sahip
metallerdir. Bu tanimlamada kimyasal Ozellikler tam olarak belirli
degildir,

¢) Atom numarasina gore yapilan tanimlar

o Atom numarasi 21 (scandium) ve 92 (uranyum) arasinda olan metaller,
o Atom numarasi kalsiyumun atom numarasindan biiyiik olan metaller,
o Toprak ¢ozeltisinde bulunan bazi toleransh tiirler ve ekotipler diginda
bitki biiylimesini engelleyen, yiiksek atom agirligina sahip metaller,
d) Diger kimyasal ozelliklerine gore yapilan tamimlar
o Nispeten yiiksek molekiiler agirliga sahip metaller,

o Dithizone (CsHsN) ile kolayca reaksiyona girebilen metaller. Ornegin;
¢inko, bakir, kursun,

o Yag asitleri ile reaksiyona girerek sabun olusturan metaller,

Bu tanimlara gore dogal olarak meydana gelen 90 elementten 53’1l agir metaldir;

fakat hepsi biyolojik olarak énemli degildir. Fizyolojik kosullar altinda ¢oziinebilirligi



g0z Oniline alindiginda, 17 agir metal canli hiicreler, organizmalar ve ekosistemler i¢in
Oonemlidir. Bu metaller arasinda yer alan; Fe, Mo ve Mn Onemli mikro besin
elementleridir. Zn, Ni, Cu, V, Co yiiksek ya da diisiik oneme sahip iz elementlerdir. As,
Hg, Ag, Sb, Cd, Pb ve U’un ise besin elementi olarak fonksiyonlar1 bilinmemektedir

(Schiitzendiibel ve Polle, 2002; Benavides ve ark., 2005) .

Karasal ekosistemlerde, agir metallerin ana materyal ve atmosfer olmak {izere
baslica iki kaynagi vardir. Dogal kaynaklar1 volkanlar ve kara pargalaridir. Madencilik,
fosil yakitlarin tliketilmesi, metal endiistrisi, fosfatl giibrelerin kullanilmas: gibi insan
kaynakli aktiviteler agir metal yayilimii ve ekosistemde bu bilesiklerin birikimini

arttirir (Schiitzendiibel ve Polle, 2002).

2.2. Agir Metal Toksisitesi

Yiiksek derisimlerde ya da uzun siire diisiik derisimlerde agir metallere maruz
kalan bitkilerin vejetatif organlarinin morfolojik ve fizyolojik olarak etkilendigi
bilinmektedir (Giir ve ark., 2004). Bakir, ¢inko gibi bazi agir metaller bir¢ok enzim ve
proteinin bileseni olup bitki biiyiime ve gelismesi i¢in gereklidir. Ancak bu elementler
de yiliksek derisimlerinde bir¢ok bitki tiirlinde biiylimeyi engeller ve toksisite
semptomlarinin goriilmesine neden olur (Hall, 2002). Agir metal toksisitesi li¢ ana

nedene dayanir:

1. Metallerin, -tiyol, -histidin ve —karboksil gruplarima baglanma egilimleri
nedeniyle proteinlerle direkt olarak etkilesime girerek hiicrenin yapisini,

katalitik ve tasima bolgesinin degismesine neden olmasi.

ii.  Oksidatif strese yol agabilen serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin

olusumunu arttirmasi (Sekil 2. 1).

iii.  Biyomolekiillerdeki esas katyonlarin yerini alarak fonksiyonlarinin bozulmasina

neden olmasi.



Metallerin farkli kimyasal Ozellikleri ve biyolojik sistemlerdeki farkli
davraniglart nedeniyle bu {ic mekanizma, toksisite nedenlerinin agiklanmasina

yetmeyebilir (Sharma ve Dietz, 2009).

Elektron
Tasima Haber-Weiss
= Dongusiu
Cd
Pb ** -
Hg 2+ @ ‘leu"‘
2
" HO
0 // cu”
S Fe Fenton
Oo SN Reaksiyonu
H202 Yo
& -+
A GPX 4,0 +MDHA
Hzo 'I"”202
H,0 +GSSG

Sekil 2.1. Agir metaller araciligryla ROT olusumu. Pinto ve ark.dan degistirilerek (2003)

2.3. Agir Metal Alimi ve Tasinmasi

Metaller toprakta kolloidlere tutunmus olarak ya da organik maddelere baglh
halde bulunur. Bitkiler ancak toprak c¢ozeltisi i¢indeki iyon halindeki metalleri
alabilirler (Kafadar ve Saygideger, 2010). Agir metal alinim, bitki tiiriine baglh olarak
degisiklik gostermektedir. Kok katyon degisim kapasitesi, kok ylizey alani, toprak
pH’s1, sicaklik, metal derisimi gibi 6zellikler agir metal alintmin etkilemektedir. Ayrica
bitkiler rizosfer pH’sin1 degistirerek, yani rizosfere malat, sitrat, musilaj gibi maddeler
(fitosiderefor) salgilayarak agir metal emilimini arttirmaktadir (Kranner ve Colville,

2011). Diisiik pH’da hidrojen iyonlari, metallerle kolloidlere tutunmak icin rekabete



girer. BOylece hidrojen iyonlart kolloide tutunur, metaller toprak suyunda kalir ve

bitkiler tarafindan alinabilir (Greger, 1999).

Bitkiler tarafindan metal alimi sirasinda ortamdaki iyonlarm karsilikli
etkilesimleri bilinmektedir. Bitkilerin asir1 Mn’a maruz kalmasi, Mg alimimi %50
azaltir. Mangan ve Mg absorbsiyon sirasinda kok hiicre zarindaki baglanma bolgeleri
icin rekabet ederler ve birbirlerinin alimlarini etkilerler. Ayni sekilde ortamda bulunan
Zn ve Cu iyonlar1 Mn alimimni azaltmaktadir (El-Jaoual ve Cox, 1998). Ayrica Se’un
bitkilerde Fe, Mg alimini1 azalttig1 (Khattab, 2004); Cd’un Fe, Mn, Cu, Zn, Ni gibi besin
elementleri ile baglanma bdlgeleri i¢in rekabete girdigi belirlenmistir (Benavides ve

ark., 2005; Kranner ve Colville, 2011).

EDTA, HEDTA gibi baz1 sentetik selatlayicilar metallerin topraktaki

¢Oziiniirliiglini ve bitki tarafindan alimin1 arttirir (Chaney ve ark., 1997).

Metaller ilk olarak kokteki hiicre duvarlarina baglanir. Metal iyonlari tasiyici
proteinler ve/veya kanal proteinleri gibi sekonder tasiyicilar tarafindan hiicre igine
almir. Zar potansiyeli plazma membrani igersinde negatiftir ve kok epidermal
hiicrelerinde -200 mV’tur. Bu durum sekonder tasiyicilar ile katyon alimi i¢in gii¢lii bir
stiriicii kuvvet saglar. Molekiiler teknikler kullanilarak Saccharomyces cerevisiae’de
baz1 katyon tasiyicilar belirlenmistir. Bunlar mikro besin elementi alimindan sorumlu
ZIP (ZRT, IRT- benzeri protein) ve Nramp (dogal diren¢li makrofaj protein) ailelerine
aittir (Clemens ve ark., 2002).

Kok hiicrelerine almman metal iyonlar1 burada selatlanarak ksileme yiiklenir
(Kranner ve Colville, 2011). Endodermal hiicre tabakasinin ¢eperleri, metal iyonlarinin
apoplastik yoldan ksileme hareketi sirasinda bir engel olusturur. Metal iyonlar1 bu
engeli asmak icin simplastik yolu kullanmak zorundadir. Katyonlar kok hiicrelerinden

ksileme tastyici proteinler vasitasiyla yiiklenirler (Clemens ve ark., 2002).

Agir metallerin ksilemde taginmasi bitki tiirii ve metal ¢esidine gore degisiklik
gostermektedir. Ornegin Ni, baz1 bitkilerin ksileminde Ni-peptit kompleksi seklinde
tagiirken (Cataldo ve ark., 1978), metal biriktirici bitkilerde histidin amino asiti ile

kompleks olusturarak tasinir (Kerkeb ve Kramer, 2003).



Agir metallerin bitki igerisinde dagilimi oncelikle ksilem ile gergeklesiyor
olmasina ragmen, bu elementlerin yaprak i¢inde ve bitkinin diger kisimlarinda dagilimi
floem araciligiyla gerceklesmektedir (Clemens ve ark., 2002; Riesena ve Fellera,

2005).

2.4. Kadmiyum Toksisitesi

Yiiksek yapili bitkiler tarafindan Cd alimi; bu elementin toprak ¢ozeltisindeki
derisimi, pH, redoks potansiyeli, sicaklik, organik madde miktarima baglidir.
Kadmiyum, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn gibi besin elementleri ile membran gecirgenligi
icin rekabete girer. Hiicre membrani, hiicre i¢ine metal girisini azaltarak ya da onleyerek

metal dengesinin korunmasinda rol oynar.

Kadmiyum, etkili bir sekilde tasinmasi ve diisiik derisimlerde dahi bitkilerde

etkilerini gdstermeye baglamasi ile en tehlikeli metallerden biridir.

Birgok cevresel sartta Cd ilk olarak koke girer ve ilk hasari burada olusturur.
Kadmiyum koke girer girmez apoplastik ya da simplastik yoldan; organik asit ve/veya
fitoselatin gibi bazi ligant kompleksleri seklinde ksileme ulasir. Normal sartlarda Cd
iyonlar1 koklerde tutulur, ¢ok az bir kismu gdvdeye ulasir. Genellikle bitkilerde Cd
igerigi tohum<meyve<yaprak<gdvde<kok seklindedir. Gelisen meyvelere Cd tasinmasi

floem ile olur.

Organik madde igerigi yliksek, asidik topraklarda Cd alimi disiiktiir (Benavides
ve ark., 2005) .

Kadmiyum toksisitesi kolayca ayirt edilebilir. Bitkilerde genellikle biiylimeyi
engeller ve klorozise neden olur. Klorozis Fe eksikligine baglh olarak meydana gelir.
Kadmiyum kaynakli klorozis ise bu elementin dogrudan ya da dolayli olarak yapraktaki
Fe ile etkilesime girmesinden kaynaklanir. Gelisen bitkilerde yiiksek Cd icerigi Fe
alinmasint engeller. Ayrica Cd toksisitesi, P eksikligi ya da Mn tasmmmasmin
engellenmesine neden olabilir. Cd toksisitesi tir ve cinse bagli olmakla birlikte
bitkilerdeki semptonlar1 genellikle; bazi1 elementlerin (Ca, Mg, P ve K gibi) ve su

alinmasinin, tasinmasinin ve kullanilmasinin engellenmesidir. Kadmiyum toksisitesi su



alinmasin1 engelleyerek bitkilerde kuraklik stresine benzer semptomlarin ortaya

¢ikmasina neden olur (Das ve ark., 1998).

Kadmiyum, koklerde Fe(Il) rediiktaz enziminin inhibisyonuna neden olur ve
demir eksikligini goriilmesine yol acar. Ayrica nitrat rediiktaz aktivitesini azaltarak
nitrat absorbsiyonunu ve koklerde nitrat tasinmasini1 engeller. Metal toksisitesi plazma
mebranin gecirgenligini etkileyerek su igeriginin azalmasina neden olabilir. Cd’un su
dengesi tizerindeki etkileri belirtilmistir. Ayrica Cd lipit peroksidasyonuna neden olarak
membranin islevselligini bozar, CO, fikse eden enzimlerin aktivitesini azaltir ve klorofil
sentezini engeller. Boylece kloroplast metabolizmasinin bozulmasina neden olur

(Benavides ve ark., 2005).

Kadmiyum enzimatik ya da enzimatik olmayan antioksidanlarin aktivitesini
azaltarak ya da serbest oksijen radikallerinin liretimini arttirarak oksidatif strese yol acar

(Cive ark., 2010).

Yaprak fotosentezi Cd stresine ¢ok duyarhdir. Kadmiyum, karboksilik
enzimlerin, fosfoenol piruvat karboksilaz, ribulaz, 1,5- bifosfat karboksilaz aktivitesini

azaltarak CO; asimilasyonunu azaltir (Ci ve ark., 2010).

Yiiksek Cd seviyesi RNAaz aktivitesini azaltarak bitkilerde RNA igeriginin
artmasma neden olur. Ayrica proteinler de kadmiyum hasarina ugrarlar. Sistein,

aspartat, glutamat ve histidin de Cd’a ¢ok duyarhidir (Deckert, 2005).

2.5. Kadmiyum Toksisitesine Hiicresel Diizeyde Tepkiler

Bitkiler, Cd stresine hiicresel diizeyde su mekanizmalar ile tepki gosterirler;
immobilizasyon (hareketsizlestirme), hiicre disinda tutma, fitoselatin sentezi, belirli
bolgelerde tutma, metalotiyonin sentezi, stres proteinleri sentezi, etilen sentezi (Sanita

di Toppi ve Gabbrielli, 1999).

Kadmiyum stresine karsi ilk tepki koklerde goriiliir; hiicre duvar1 ve kalloz,
miisilaj gibi hiicre dis1 karbonhidratlar tarafindan Cd hareketsiz hale getirilir (Shaw,

1989). Kadmiyum iyonlari, cali fasulyesinin koklerinde ve yapraklarinda hiicre



duvarinin hisditil gruplar1 ve pektik bolgeler tarafindan baglanir (Leita ve ark., 1991).
Fakat bu mekanizma ortamdaki Cd derisimi ya da tiire gore farklilik gosterebilir

(Verkleij ve ark., 1990).

Teorik olarak, plazma membrani vasitasiyla Cd iyonlariin hiicre i¢ine giriginin

engellenmesi en 1yi savunma stratejisidir (Rivetta ve ark., 1997).

Fitoselatinler (PC); glutatyondan sentezlenen, agir metalleri baglayan y-Glu-Cys
polimerleridir. Fitoselatinler, 2-11 adet tekrarlayan y-Glu-Cys birimleri igerir ve metal
selatlayici fonksiyonu ile agir metallerin vakuollerde depolanmasini kolaylastirir
(Vatamaniuk ve ark., 2000). Genelde Cd, kiikiirt metabolizmasinin farkli asamalarina
yiiksek ilgi gosterir. Ilk etkilerini ATP-siilfirilaz iizerinde yaparlar (de Knecht ve ark.,
1995). Kadmiyum hiicre i¢ine girdiginde hemen siilfiir metabolizmasi ile iliskili olan
fitoselatin sentezinde artis goriiliir. Fitoselatinler Cd ile gesitli kompleksler olusturur

(Sanita di Toppi ve Gabbrielli, 1999).

Kadmiyumun detoksifikasyon yollarindan biri de vakuolde hapsedilip Cd
iyonlarinin sitoplazmada serbest dolagiminin engellenmesidir. Kadmiyuma maruz
kalma fitoselatin sentezini uyarir ve hemen diisilk molekiiler agirlikli fitoselatin-Cd
kompleksi olusur (Vogeli-Lange ve Wagner, 1996). Serbest Cd*" iyonlari, Cd*"/2H"
antiport kanallarindan vakuole girebilirler. Vakuol pH’s1 asidik oldugu icin yiiksek
molekil agirlikli kompleksler ayrisir. Kadmiyum sitrat, oksalat, malat gibi vakuol
organik asitleriyle kompleks olusturur. Sekil 2.2.°de fitoselatinler tarafindan Cd’un
tutulmas1 ve vakuollerde hapsedilmesi gosterilmektedir (Sanita di Toppi ve Gabbrielli,

1999).
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Hucre duvarl
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Sekil 2.2 Kadmiyumun selatlanmasi ve vakuolde tutulmasi. (PC fitoselatini, GSH rediikte glutatyonu,
LMW diisiik molekiiler agirlikli bilesigi, MMW orta molekiiler agirlikl bilesigi, YMW yiiksek molekiiler
agirlikli bilesigi, Org. ac. organik asitleri ifade etmektedir.) (Sanita di Toppi ve Gabbrielli, 1999)

Hayvanlarda, mavi-yesil alglerde ve mantarlarda Cd ve agir metaller sisteince
zengin bilesikler olan metalotiyoninler tarafindan detoksifiye edilir. Yiiksek yapili
bitkilerde Cd uyartili metalotiyoninler hakkinda kesin kanitlar yoktur. Bu nedenle
metalotiyoninler Cd detoksifikasyonunda ikinci plandadir (Sanita di Toppi ve

Gabbrielli, 1999).

Tiim organizmalarda agir metal, sicaklik, tuzluluk gibi stres sartlarinda, sicaklik
sok proteinleri (SSP) ya da daha genel adiyla stres proteinlerinin sentezi goriiliir.
Onemli stres proteinleri SSP100, SSP90, SSP70, SSP60 ve kiigiik SSP (17-30 kDa)
olmak iizere bes sinifta toplanirlar (Waters ve ark., 1996). Bazi tiirlerde Cd’a maruz
kalinmasi sonucu 10000-70000 Da molekiiler agirligina sahip proteinlerin sentezi
goriliir. Phaseolus vulgaris koklerinde Cd stresi altinda 42000 Da agirliga sahip

proteinlerin sentezlendigi belirlenmistir (Leita ve ark., 1991).

Kadmiyumun Phaseolus vulgaris’de etilen biyosentezini, ¢éziiniir ve ¢oziinmez
fenolik madde birikimini arttirdig1 belirlenmistir. Etilen {iretimi guaiacol peroksidaz
aktivitesini arttirir. Kadmiyuma maruz kalmadan 10 - 15 saat sonra etilen sentezi doruk
noktasina ulasir ve daha sonra bir giin i¢inde yavas yavas eski seviyesine diiser.

Kadmiyumun selatlanmasi1 ve vakuollerde tutulmasina bagli olarak serbest Cd
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derisiminin diismesi ile birlikte etilen sentezi de azalir (Sanita di Toppi ve Gabbrielli,

1999).

2.6. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksidatif stres, canli organizmalarda ¢esitli ajanlarin faaliyeti sonucu
prooksidatif ve antioksidatif reaksiyonlar arasindaki dengede meydana gelen kayma
olarak tanimlanabilir. Sicaklik, agir metaller, patojen enfeksiyonu, kirlilik, 151k, asiri
tuzluluk, kuraklik, soguk gibi bazi ¢evresel ve biyolojik faktorler oksidatif strese neden

olabilir (Bartosz, 1997).

Bitkilerde, ROT aerobik metabolizmanin sekonder iiriinleri olarak kloroplast,
mitokondri ve peroksizomlarda siirekli iiretilmektedir. Fakat agir metaller ROT’ nin
olusumunu arttir (Benavides ve ark., 2005). ROT iiretimi ve yok edilmesi arasindaki
denge kesinlikle kontrol altinda tutulmalidir. Abiotik stres faktorleri, ROT yakalayicilar

ve iiretimi arasindaki dengeyi bozmaktadir (Sekil 2.3.)

Olzsidatif stres
Az ROT)

Antioksidanlar

Oksidanlar

Sekil 2.3. AOX ve ROT dengesi (Gill & Tuteja, 2010)
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ROT; lipit peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna neden olarak ve niikleik
asitlere zarar vererek bir¢ok hiicresel fonksiyonu etkiler. ROT hiicrelere zarar
verebilmenin yaninda yeni genlerin ekspresyonu gibi bazi tepkilere de yol acgabilir (Gill

ve Tuteja, 2010). Sekilde 2.4.’de ROT nin etkileri gosterilmektedir.

Agir Metaller Molekiiler Etkileri Hiicresel Etkiler
Lipit ve yag asitleri Membran Hasari
Amino asitler Organel fonksiyonlarinda bozulma -
iL Proteinier ———3~ Metabolik etkinlikte azaima ; Hicre
ROT % Pigmentler Karbon fiksasyonunda azalma Oliimi
Nikleik asitler Mutasyon

Sekil 2.4. ROT'nin sebep oldugu zararlar (Scandalios, 1993)

Solunuma imkan veren ve enerji liretim sistemlerinde son elektron yakalayicisi
olarak kullanilan atmosferik O,, hiicrelerde ROT’nin olusmasma neden olur.
Atmosferik O; nisbeten reaktif olmamasina ragmen 0, , H,0,, OH, '0, gibi ROT’nin
olusumuna yol agar (Sekil 2. 5). Bakir, ¢inko gibi metallerin varliginda Haber-Weiss
mekanizmasiyla ya da Fenton reaksiyonlar1 ile OH radikali olusur. OH, biyolojik

diinyanin en reaktif ve en tehlikeli kimyasal tiirtiidiir (Gill ve Tuteja, 2010).

Siiperoksit Peroksit
_ radikali _ ivonu
1 3 e - e 2-
0, « 0, » 0, ——» 0O
Singlet Dioksijen
oksijen H* 2H*
e2+
HO,’ H,0, » OH-
Fenton reaksivonu
Perhidroksil Hidrojen
radikali peroksit

Sekil 2.5. Enerji transferi ile ROT iiretimi (Gill & Tuteja, 2010)

2.6.1.Singlet Oksijen

Singlet oksijen, molekiiler oksijenin elektronlarinin yeniden diizenlenmesi yani

enerji aktarimi ile meydana gelen formudur. Singlet oksijende spin kisitlamasi kalktigi
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icin molekiiler oksijene gore daha reaktiftir ve protein, DNA ve lipitleri dogrudan
oksitleyebilir. Singlet oksijenin, sigma ve delta formu olmak iizere iki tipi vardir. Delta
singlet oksijende iki adet ¢iftlenmemis elektron bulunur ve bu uzun Omiirlii esas
formudur. Sigma singlet oksijende ¢iftlenmemis elektron bulunmaz, enerjisi fazla, kisa

Oomiirlidiir ve serbest radikal degildir (Halliwell, 2006).

Singlet oksijen fotosentez boyunca PSII’de siirekli iiretilmektedir. Reaksiyon
merkezi sitokrom bss9 ve DI, D2 proteinlerinin heterodimerleridir. Heterodimer,
reaksiyon merkezinin klorofil P680, feofitin, elektron yakalayicilart Q, ve Qg den

olusan fonksiyonel prostetik gruplarini baglar (Apel ve Hirt, 2004).

2.6.2.Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak indirgenmesi ya da siiperoksitlerin

dismutasyonu sonucunda olusur.

Demir, bakir gibi gecis metallerinin varliginda; hidrojen peroksit Haber-Weiss
Reaksiyonu ile hidroksil radikallerinin olusmasina oOnciilik eder. Paylasilmamis
elektron icermedigi i¢in kendisi reaktif olmayan hidrojen peroksit bu o6zelliginden

dolay1 oksitleyici olarak kabul edilir (Gill ve Tuteja, 2010).

Haber-Weiss reaksiyonu; 02‘ ve H,0O, etkilesimi ile yiiksek reaktif ozellik
gosteren hidroksil radikallerinin olustugu reaksiyonlardir. Bu reaksiyon sonucunda

enzimatik olarak, daha toksik radikaller olusur (Kehrer, 2000).

2.6.3.Siiper Oksit

Stiper oksit fotosentez sirasinda kloroplastlarda O, in kismi indirgenmesi ya da
elektron transferi ile olugur. Baglica liretim yeri PSI’in tilakoid membrana bagli elektron
yakalayicilaridir. Orta derecede reaktif olan siiper oksitin yarilanma omrii 2-4 ps’dir.

Stiper oksit olusumu daha reaktif bir ROT olan hidroksil radikalinin olusumunu tetikler.
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Stiper oksit Fe (II) ile reaksiyona girerek sonugta hidroksil radikalinin olugmasini

saglayacak olan Haber-Weiss reaksiyonlarini baglatir (Gill ve Tuteja, 2010).

2.6.4. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali biyolojik sistemlerde reaktif oksijen tiirleri i¢cinde en aktif
olanidir ve genellikle gecis metallerinin 6zellikle Fe(IT) ve Fe(Ill)’un katalizorliiglinde
gerceklesen Fenton Reaksiyonlari sonucu olusur (Sekil 2.6) (Gill ve Tuteja, 2010).

Fe*" Fe'!

H>0,+0* — OH + 07 + OH*

Sekil 2.6. Fenton reaksiyonu (Gill ve Tuteja, 2010)

Kisa yarilanma Omriine sahip ve son derece reaktif olan hidroksil radikalleri
karsilastiklar1 ilk molekiille reaksiyona girerler (Genestra, 2007). Bu radikal icin 6zel
bir siipiiriicii yoktur ve DNA, RNA, proteinler dahil olmak {izere tiim biyolojik
molekiillerle tepkimeye girebilir (Vranova ve ark., 2002).

2.7. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Uretimi

Fotosentez yapan bitkiler diger organizmalardan daha fazla oksidatif hasar riski
tasir. Kloroplastlar ve peroksizomlar ve mitokondriler ROT’nin baslica iiretim

bolgeleridir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Bitki hiicresinde ROT iiretimi (Bhattacharjee, 2005)

2.7.1.Mitokondride Reaktif Oksijen Tiirlerinin Uretimi

Bitki mitokondrisi ROT hedefi olmanin yaninda baslica ROT {iretim
bolgelerindendir. Bitki mitokondrileri elektron tagima sistemi (ETS) 6zel bilesenleri ve
fotorespirasyon gibi siire¢lerdeki fonksiyonlari ile hayvan mitokondrilerinden 6nemli
farkliliklar gosterir. Bitki mitokondrisinin ¢evresi fotosentez iirlinleri olan O, ve
karbonhidratlar yoniinden olduk¢a zengindir. Normal solunum sartlar1 altinda
mitokondrilerde ROT {iretimi gergeklesir fakat ¢esitli biyotik ve abiyotik stres sartlart

altinda bu {iretim orani artis gosterir (Gill ve Tuteja, 2010).

Solunum sirasinda, kompleks I ve kompleks II basta olmak {izere mitokondriyal

ETS’de elektron tutucu olarak O, kullanilir. Boylece siiper oksit iyonlar1 olusur. Mn-
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SOD siiper oksiti hidrojen peroksite doniistiiriir. Olusan H,O, Fe ve Cu ile reaksiyona

girerek fenton reaksiyonlart sonucu OH" olusturur (Navrot ve ark., 2007).

2.7.2.Kloroplastta Reaktif Oksijen Tiirlerinin Uretimi

Fotosentez ile kloroplastlarda firetilen O,, fotosistemde rastgele elektron
tutabilir; boylece O," olusur. Cesitli stres sartlarinda kloroplastlarda ROT iiretiminde
artts meydana gelir. Normal olarak elektron akisi, fotosistem merkezinden NADP ya
dogrudur. NADP" elektron almasiyla NADPH’a indirgenir ve Calvin dongiisiine girer
ve son elektron alicisi CO;’i indirger. ETS’nin asir1 yiiklenmesi durumunda
elektronlarmn bir kismi ferrodoksinden O,’ye sapar ve O, olusur (Wise ve Naylor,
1987). Oz', SOD’in katalizorligiinde H,O, ve Oz’e doniistiiriiliir. SOD tarafindan
tiretilen HO, APX katalizorliiglinde askorbat (AA) tarafindan suya indirgenir. Bu sirada
AA da monodehidroaskorbat (MDHA) radikaline oksitlenir. Ardindan MDHA,
kendiliginden ferrodoksin ile reaksiyona girerek AA’e indirgenir ya da MDHA rediiktaz
katalizorliigiinde NADPH ile reaksiyona girer ve AA’a indirgenir. Bu reaksiyon
sirasinda NADPH, NADP" ye vyiikseltgenir. MDHA kendiliginden ferrodoksin ile
reaksiyona girip askorbata indirgenemezse, AA ve dehidroaskorbata (DHA) doniisiir.
DHA, DHA rediiktaz tarafindan AA’a indirgenir. En sonunda ferrodoksin ve NADP",
AA iiretimi i¢in PS I’de indirgenir. Bu reaksiyonlarda PS II’de sudan elde edilen
elektronlar kullanilir (Asada, 2006).

2.7.3.Peroksizomda Reaktif Oksijen Tiirlerinin Uretimi

Peroksizomlar c¢ift katmanli lipit zarla c¢evrili kiiresel mikrocisimciklerdir.
Peroksizomlar hiicrede ROT nin iiretildigi baslica bolgelerden birisidir. Kloroplast ve
mitokondri gibi peroksizomlarda da normal metabolizmanin iiriinii olarak O, radikali
iiretilir. Peroksizomlarda O, iki bolgede iiretilir (del Rio ve ark., 2002). Bunlardan biri
ksantin ve hipoksantinin iirik aside oksidasyonunu katalizleyen ksantin oksidazin

bulundugu organel matriksidir (Corpas ve ark., 2001). Digeri ise bir flavoprotein
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NADH ve sitokrom b’den olusan kiigiik bir ETS barindiran peroksizom membranidir

(del Rio ve ark., 2002).

Peroksizomlarda H,O, ve O, iiretiminin artmasi hiicre éliimiine neden olabilecek
oksidatif hasara sebep olur. Fakat ayn1 zamanda peroksizomlarda iiretilen H,O, ve 0,
diisiik seviyelerinde, bitkilerde patojen uyartili programlanmis hiicre oliimleri igin

sinyal molekiilii olarak rol oynar (McDowell ve Dangl, 2000).

2.8. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu (LPO) tiim canlilar icin en zarar verici siiregtir. Cesitli
stres faktorleri altinda, lipit yikimini belirlemek i¢in membran hasari1 parametre olarak
kullanilir. Lipit peroksidasyonu sirasinda ketonlar, malondialdehit (MDA) ve kiigiik
hidrokarbon parcalar1 olusur (Garg ve Manchanda, 2009). Bu bilesenlerden bazilari
tiyobarbiturik asit ile reaksiyona girerek tiyobarbiturik asit reaktif maddeleri (TBARS)
adi verilen renkli {riinler olustururlar (Heath ve Packer, 1968). Reaktif oksijen tiirii
tiretimi belirli bir seviyeyi astiginda hiicre ve organel membranlarinda LPO meydana
gelir. Lipit peroksidasyonu oksidatif stres boyunca hiicrenin normal fonksiyonlarini
bozmakla kalmaz ayni zamanda lipit kaynakli radikallerin iiretimini de arttirir
(Montillet ve ark., 2005). Lipit peroksidasyonu ii¢ adimdan meydana gelir; baslangic
adimi, ilerleme adimi ve sonlanma adimi (Sekil 2.8). H,O, ve Oz‘reaksiyonlarl
baglatabilir ayrica OH da reaksiyonlar1 baslatacak kadar reaktiftir. Membranda
LPO’nun baslamasi i¢in doyamamis yag asitlerinin agil grubundan bir hidrojen

atomunun ayrilmasi gerekir (Davies, 2000) .
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Baslangic adinu

RH +OH* —R*+ H;0

(Lipit) (Lipit Alkil radikali)
Ilerleme adinm

R+ + 0 —+ROO*
(Lipit peroksi radikali)

ROO* + RH —ROOQOH + R*
ROOH — RO+ Hidroperoksitler, glikol, aldehitler

Sonlanma adimi

R*+R-—R +R
Yag asiti dimeri
R* + ROO*—ROOR
(Peroksit bagli dimerler)

ROO- + ROO+—ROOR + 0O,
(Peroksit bagli dimerler)

Sekil 2.8. Lipit peroksidasyon adimlari (Gill ve Tuteja, 2010)

Lipit peroksidasyonu membran akiskanligini azaltir ve sizdirmay1 arttirir. Ayrica
membran proteinlerinde hasara, iyon kanallarmin, reseptorlerin ve enzimlerin
inaktivasyonuna sebep olurlar. Lipit peroksidasyonu sonucunda 4-hidroksi -2-nonenal

(HNE), MDA gibi aldehitler yani sira keto yag asitleri de olusur (Meller ve ark., 2007).

Bitkiler abiyotik strese maruz kaldiginda, ROT {retiminin artmasi nedeniyle
LPO’nun ve farkl bitkilerde Cd stresi altinda lipit peroksidaz birikiminin 6nemli 6l¢iide

arttig1 gézlenmistir (Mobin ve Khan, 2007; Singh ve ark., 2008).

2.9. Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu oksidatif stresin yan {irlinleri ya da ROS tarafindan
indiiklenen proteinin kovalent modifikasyonu olarak tanimlanmistir. Pek ¢ok protein
oksidasyon tipi aslinda geri doniisiimsiizdiir. Ancak siilfiirlii amino asit i¢eren birkag

tanesinin oksidasyonu geri doniisiimliidiir. Protein karbonilasyonu genis ¢apta protein
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oksidasyon belirteci olarak kullanilir. Protein karbonilasyonu amino asitler arasindaki
baglarin dogrudan oksidasyonu yliziinden olusabilir. ROS sentez ve etki yeri neresi
olursa olsun , thiol gruplar1 ve siilfiirlii amino asit igeren proteinler muhtemel ROS
hedefleridir. Cys ve Met ozellikle 'O, ve OH ile oldukca reaktiftir (Gill ve Tuteja,
2010).

2.10. DNA Oksidasyonu

Bitki DNA’s1 ¢ok saglamdir fakat abiyotik ya da biyotik stres sonucu hasar
gorebilir (Tuteja ve ark., 2009). Yiksek ROT seviyesi hiicresel yapilara, niikleik
asitlere, lipit ve proteinlere zarar verebilir (Valko ve ark., 2006). OH’, DNA’nin
yapisinda yer alan piirin, pirimidin bazlari, DNA’nin deoksiriboz omurgasi gibi biitiin
molekiillerde hasara sebep olabilir. 'O, 6ncelikli olarak guanin ile reaksiyona girer;
H,0, ve O;" ise hi¢cbir DNA bileseni ile reaksiyona girmez (Wiseman ve Halliwel,
1996). Reaktif oksijen tiirleri DNA’da baz silinmeleri, oksidasyon ve alkilasyon gibi
baz modifikasyonlarina sebep olabilir (Tuteja ve ark., 2001). DNA’nin hasar gérmesi
organizmanin biiylime ve gelismesini etkileyen fotosentetik proteinlerin hasar
gormesine, hiicre membraninin yikimina, protein sentezinin azalmasi gibi fizyolojik

etkilere neden olur (Britt, 1999).

2.11. Antioksidan Savunma Sistemi

Bitkilerin yiiksek sicakliklar, agir metaller, kuraklik, asir1 su, hava kirliligi, besin
noksanlig1 ya da tuz stresi gibi elverissiz ¢evre sartlarina maruz kalmasi 102, Oz., H,0,
ve OH gibi reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini artirabilir. Bitkiler kendilerini bu toksik
oksijen ara firiinlerine karst korumak icin hiicrelerinde ve kloroplast, mitokondri,
peroksizom gibi organellerinde antioksidan savunma sistemlerini kullanirlar. Bir ¢ok
arastirma hiicresel antioksidan mekanizmasinin uyarilmasinin gesitli streslere karsi
koruma i¢in 6nemli oldugunu kanitlamistir. Antioksidant savunma sisteminin bilesenleri

enzimatik ya da enzimatik olmayan antioksidanlardir (Sekil 2.9.) (Gill ve Tuteja, 2010).
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Sekil 2.9. ROT ve Antioksidan Savunma Mekanizmasi (Gill ve Tuteja, 2010)

2.11.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD, E.C. 1.15.1.1)

SOD oksidatif stres goriilebilen tiim hiicre i¢i bolgelerde bulunur ve en etkili
enzimatik antioksidandir. Cesitli ¢evresel stresler ROT iiretiminde artmaya neden
olmaktadir. Artan ROT seviyesine kars1 ilk savunma hattin1 SOD olusturur. Bu nedenle
bitki stres toleransinda c¢ok onemlidir. Siiperoksit dismutaz, O, dismutasyonunu
katalizleyerek bir O, nin ~ H,0,’ye indirgenmesini digerinin ise O, ye oksitlenmesini
saglar. O, yi ortadan kaldirarak Haber-Weiss reaksiyonlari ile OH olusumunu 6nler. Bu
reaksiyon dogal dismutasyondan 10000 kat daha hizlidir. Siiperoksit dismutaz metal
kofaktorlerine gore li¢ sinif altinda toplanir, bu tipler farkli hiicresel bolgelerde bulunan
Cu/Zn -SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD’ dur (Gill ve Tuteja, 2010). Arabidopsis
thaliana’da ii¢ Fe-SOD geni (FSD1), ii¢ Cu/Zn-SOD geni (CSD1, CSD2, CSD3) ve bir
Mn-SOD geni (MSD1) bulunur (Kliebenstein ve ark., 1999). Baz1 SOD izoenzimleri
KCN ve H;0;’ye duyarlidir ve buna dayali ters boyama yontemi ile SOD

izoenzimlerinin aktivitesi belirlenebilir. Mn-SOD bu inhibitorlerin ikisine de
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direncliyken Fe-SOD KCN’ye direngli, H,O,’ye duyarlidir. Cu/Zn-SOD ise her iki
inhibitéore de duyarlidir.  Mn-SOD okaryotik hiicrelerin mitokondrilerinde ve
peroksizomlarda, Cu/Zn-SOD sitosolde ve yiiksek yapili bitkilerin kloroplastlarinda
bulunur. Bitkilerde Fe-SOD nadiren bulunur. Fe-SOD iceren bitkilerde bu enzim
kloroplastlarda bulunur (Cizelge 2.2) (Alscher ve ark., 2002; Ferreira ve ark., 2002; del
Rio ve ark., 2003) .

Cizelge 2.2. SOD izoenzimleri ve bulunduklari bolgeler

SOD
Lokalizasyon Direnc¢ Duyarhhk
izoenzimleri
Fe-SOD Kloroplast KCN H,0,
Mn-SOD Mitokondri ve peroksizomlar  H,O, ve KCN
Cu/Zn-SOD Kloroplast ve sitosol H,0, ve KCN

2.11.2. Askorbat Peroksidaz (APX, E.C. 1.11.1.11)

Askorbat peroksidaz yiiksek bitkilerde, alglerde ve diger organizmalarda
ROT’nin temizlenmesinde ve hiicrenin korunmasinda &nemli rol oynar. Askorbat
peroksidaz H,O,’1 iki adet suya parcalar ve askorbat-glutatyon dongiisiinde yer alir.
Askorbat peroksidazin 5 farkli izoenzimi vardir. Bunlar, tilakoid (tAPX) ve glioksizom
membran formlar1 (gmAPX) yani sira kloroplast stromal ¢6ziiniir form (sAPX), sitololik
form (cAPX)dir. Askorbat peroksidazin H,O,’ye CAT, POD’dan daha yiiksek ilgisi
vardir. Stres sirasinda ROT’nin temizlenmesinde kritik bir role sahiptir. Farkli stres
kosullar1 altinda APX ekspresyonu artar. Kadmiyum stresi altinda Ceratophyllum
demersum, B. juncea, T.aestivum ve V. mungo yapraklarinda APX aktivitesinin arttigi

saptanmistir (Gill ve Tuteja, 2010).

Askorbat peroksidaz H,O,’yi suya indirgerken elektron vericisi olarak askorbati
(AA) kullanir ve ardinda AA, monodehidroaskorbata (MDHA) oksitlenir.
Monodehidroaskorbat kendiliginde dehidroaskorbata (DHA) ya da AA’a indirgenebilir
veya yiikseltgenebilir. Ayrica MDHA, MDHA rediiktaz tarafindan dogrudan AA’a
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indirgenebilir. Bu islem sirasinda MDHA, NADPH’1 elektron vericisi olarak kullanir.
DHA rediiktaz, DHA’1 indirgerken glutatyonu (GSH) kullanir ve oksitlenmesine sebep
olur. Oksitlenen GSH, GSH rediiktaz tarafindan indirgenirken NADPH’da indirgenir.
Boylece askorbat-glutatyon dongiisii ile toksik seviyelerde H,O, birikimi engellenir

(Sekil 2.10.) (Shigeoka ve ark., 2002).

L-AA GSSG NADPH
H,0,
NADPH
2H,0 NADP
MDHA
DHA 2GSH NADP*

@ Askorbat percoksidaz
@ Monodehidroaskorbat reduktaz

@ Dehidroaskorbat reduktaz
@ Glutatyon reduktaz

Sekil 2.10. Askorbat-glutatyon dongiisii (Davey ve ark., 2000)

2.11.3. Katalaz (CAT, E.C. 1.11.1.6)

Tetramerik hem igeren CAT, H,0O,’i dogrudan H,O ve O;’e parcalayabilir.
Katalaz stres sartlar1 altinda ROT detoksifikasyonu i¢in mutlaka gereklidir. Ayrica CAT
tiim enzimler arasinda en yiiksek turnover oranina sahip olanidir, bir CAT molekiilii bir
dakikada 6 milyon H,0O, molekiilinii H,O ve O;’e doniistiirebilir. Katalaz
peroksizomlarda ortaya c¢ikan ROT’nin tutulmasi i¢in Onemlidir. Yiiksek yapih
bitkilerdeki CAT izoenzimleri hakkinda oldukc¢a c¢ok bilgi mevcuttur; 6rnegin H.
vulgare'de 2, Helianthus annuus kotiledonlarinda 4 izoformu mevcuttur (Gill ve Tuteja,
2010).

Metal stresi altinda CAT aktivitesi tiirlere gore degisiklik gosterir. Phragmites

australis (lannelli ve ark., 2002), Capsicum annuum (Leon ve ark., 2002) ve A. thaliana
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(Cho ve Seo, 2005) yapraklarinda Cd stresi altinda CAT aktivitesinin azaldig1; Oryza
sativa (Hsu ve Kao, 2004), Brassica juncea (Mobin ve Khan, 2007), Cicer arietinum
(Hasan ve ark., 2008) ve Vigna mungo (Molina ve ark., 2008) koklerinde ise arttigi

belirlenmistir.

2.11.4. Guaiacol Peroksidaz (GPOX, E.C. 1.11.1.7)

Guaiacol peroksidaz indol-3-asetik asite (IAA) parcalanir ve lignin
biyosentezinde rol oynar. Ayrica H,O,’1 pargalayarak biyotik strese karsi koruma gorevi
yapar. Guaiacol peroksidaz elektron vericisi olarak guaiacol gibi aromatik bilesikleri
kullanir. Guaiacol peroksidaz aktivitesi stres sartlar1 ve bitki tlirline gore degisiklik

gosterir (Gill ve Tuteja, 2010).

Kadmiyuma maruz kalan Phaseolus vulgaris’ de GPOX aktivitesinin arttig1
gbzlenmistir (Smeets ve ark., 2005). Guaiacol peroksidaz aktivitesi koklerde, govde ve

yapraklara oranla daha yiiksektir (Chaoui ve ark., 1997).

2.11.5. Prolin (Pro)

Prolin giiglii bir antioksidan ve programlanmis hiicre 6limii 6nleyicidir. Prolin
mikroorganizmalarda, bitkilerde ve hayvanlarda ROT’nin olumsuz etkilerini azaltir.
Prolin tuz, metal ve kuraklik stresi altindaki bitki ve alglerde ROT ni siipiirme yaninda
onemli bir redoks sinyal molekiiliidiir (Gill ve Tuteja, 2010). Ayrica patates gibi bazi
bitkilerde onemli bir osmotik diizenleyicidir. Domates gibi diger bitkilerde ise toplam

osmotik diizenleyicilerin ¢ok az bir kismi prolindir .

Prolin sentezinin ilk adimi glutamatin fosforilasyonudur. Bitkilerde pirolin-5-
karboksilat sentetaz glutamatin, glutamat-y-semialdehite doniismesini katalizler. GSA
kendiliginden pirolin-5-karboksilata (P5C) doniisiir. P5SC, P5C rediiktaz tarafindan
proline indirgenir (Sekil 2.11.) (Kishor ve ark., 2005).
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Prolin-5-karboksilat sentetaz Fmlinzeskarnkelatirottaz

_ Glutamat Z _ Prolin-5- o ;s
Glutamat conitaldahic Karbokellat | Prolin

Sekil 2.11. Prolin sentezi ve yikilmasi (Ashraf ve Foolad, 2007)

Bitkilerde Pro sadece glutamattan sentezlenmez, arginine, ornithin yoluyla da

sentezlenebilir (Kishor ve ark., 2005).

2.11.6. Askorbik Asit (Vitamin C)

Askorbik asit (AA), kuru tohumlar hari¢ nerdeyse biitiin bitki dokularinda
meydana gelir. Askorbik asit derisimi yapraklarda ve meristemde koklerden daha
yiiksektir. Ozellikle turunggillerin meyveleri olmak iizere bazi bitkilerin meyvelerinde
yiiksek AA derigimi goriiliir. Ancak her bitkide AA derisimi meyvelerde yapraklardan
daha yiiksek degildir. Askorbik asit hiicre duvar1 dahil tiim hiicre i¢i bolgelerde goriiliir
fakat vakuollerde diisiik derisimlerde bulunur (Smirnoff, 2005). Askorbik asit hiicrede
cesitli faaliyetleri gerceklestirirken indirgenir veya yiikseltgenir. Sekil 2.12.”de askorbik

asitin ve oksidasyon iirlinlerinin yapis1 verilmistir.
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Sekil 2.12. Askorbik asitin yapist ve oksidasyon iiriinleri (Smirnoff, 2005)

Askorbik asit (AA), ROT’nin sebep oldugu hasar1 azaltict ya da onleyici rol
oynayan, bol bulunan, suda ¢dziinebilen ve giiclii bir antioksidandir (Gill ve Tuteja,

2010).

Askorbik asit bitkilerde; enzim kofaktorii, antioksidan, oksalat ve tartarat

sentezinde rol oynamasinin yaninda fotosentezde de gorevlidir.

Askorbik asit 6nemli birgok enzimatik reaksiyonda enzim kofaktorii olarak yer alir.
Bu enzimler, aktif bolgelerinde demir ya da bakir bulunan mono- veya
dioksigenazlardir. Bu enzimler maksimum aktivite gdsterebilmeleri igin AA’e ihtiyag

duyarlar.

Askorbik asit singlet oksijen, hidrojen peroksit, stiperoksit, hidroksil radikali gibi
ROT ile hizlica reaksiyona girebilmektedir ve bunlarin detoksifiye edilmesinden

sorumludur.
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Askorbik asit plazma membran1 ve kloroplastlarda elektron tasinmasinda, elektron
alici/vericisidir. Askorbik asit kloroplastlarda APX’ler igin substrat teskil eder.

Tilakoidlerde meydana gelen peroksitlerin siipiiriilmesini saglar.
H,0, + 2L-AsA—2 H,0 +2MDHA

Kloroplastlarda APX aktivitesi sonucu AA indirgenir ve monodehidroaskorbat

(MDHA) olusur. Bu molekiil PS I’de elektron yakalayicisi olarak gorev yapmaktadir.

Ayrica AA tartarat ve oksalat biyosentezinde substrat olarak kullanilmaktadir

(Davey ve ark., 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler

1,1,3,3 tetrametoksipropan

2,2- Bipiridin

5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit)

Askorbik asit

Bakar Siilfat

Demir -3- Klortir
Dipotasyum Hidrojen Fosfat

Etilendiamin Tetraasetik Asit
Folin Ayiract

Glasiyal asetik asit
Guaiacol

Hidrojen Peroksit
Kadmiyum Kloriir
Meta-fosforik Asit
Metiyonin

N-Etilmalaimid

Ninhidrin

Nitrik asit

Nitroblue Tetrazolium Klorid
Orto-fosforik asit

Perklorik asit

Polivinil piridin

Potasyum Dihidrojen Fosfat
Potasyum Sodyum Tartarat

Riboflavin
Si1gir Serum Albiimin (BSA)
Sodyum Hidroksit

Siilfosalisilik Asit

C11H,404

C10H8N2
[-SCsH3(N0,)CO-H],
CcHgOg

CuS0,.5H,0

FeCl;

K,HPO,
CioH1,N,Na,04.2H,0

CH;COOH
C;H;0,

H,0,

CdC1,2,5H,0

HPO;

CsH;;NO,S

CH;NO,

CoHgH,

HNO;

C40H30N1906Cl,

H;PO,

HCIO,

CsHoNO

KH,PO,
COOK(CHOH)2COONa.4H,0
C17H20N,O¢

NaOH
C;H¢O4S

Sigma

Fluka

Sigma

Sigma

Carlo Erba Reagents
Sigma

Carlo Erba Reagents
Sigma

Sigma

Carlo Erba Reagents
Sigma
Sigma-Aldrich
Carlo Erba Reagents
Merck

Sigma

Fluka

Merck

Carlo Erba

Bend

Akkimya

Merck

Sigma

Sigma

Carlo Erba Reagents

Acros Organics
Merck
Carlo Erba Reagents

Sigma
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Tiyobarbitiirik asit C4H4N,O,S J. T.Baker

Triklor Asetik Asit C,HCL50, J.T.Baker
3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Hassas Terazi Ohaus

Derin Dondurucu Sanyo Ultra Low

Sogutmal1 Santrifiij Kubota

Spektrofotometre
Su Banyosu
Buz Makinesi

Distile Su Cihazi

T70 UV_VIS 500
Elektro-mag

Scotsman AF-20
Autostill 8000X Jencons

Otomatik Pipetler Nichiryo

pH Metre WTW pH3151/SET
Buzdolabi Argelik

Isiticili Manyetik Karistirict Stuart CB162
Vorteks Niivemix

Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi UNICAM 929
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3.1.3. Bitkilerin Yetistirilmesi

Eruca sativa bitkisine ait tohumlar 2:1 oraninda dere kumu-torf karisim ile
doldurulmusg viyollere ekildi. Kullanilan dere kumu % 0,2’lik HCI ¢ozeltisinde 1 saat
bekletilerek sterilizasyonu saglanmis ardindan once akar musluk suyu ile sonra distile
su ile yikanmis ve firinda kurutulmustur. Torf kullanilmadan 6nce 0,8 mm por ¢apina
sahip elekten gecirilmistir. Kum torf karisimi viyollere doldurulmadan o6nce oda

sicakliginda kurutulmustur.

Viyollerin iizeri aliiminyum folyo ile kapatilarak tohumlar 25 °C’de ¢imlenmeye
birakilip ¢imlenmenin ardindan viyollerin {izeri agilmistir. Bitkiler giin agir1 Hoagland
besin soliisyonu ile daha dnceden belirlenen tarla kapasitesinde sulanmistir. Bitkiler iki
yaprakli hale geldiklerinde her bir kapta 30 fide olacak sekilde saksilara aktarilmistir.
Bitkiler 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyotta 25 °C’de iklim odasinda

yetistirilmistir.

3.1.4. Agir Metal Uygulamasi

Bitkilere uygulanacak Cd miktar1 belirlenirken 6n g¢aligmalar ve daha once
yapilmis olan calismalar dikkate alimmustir. 75 pg.g™', 150 pg.g”, 300 pg.g”, 450 pg.g™,
ve 600 pg.g'1 biliylitme ortami olacak sekilde Cd iceren birer litrelik ¢ozeltiler
CdCl,.2,5H,0 tuzundan hazirlanmistir.

Bitkiler 4 yaprakli oldugunda metal ¢ozeltisi verilmeye baslanmistir. Bitkiler
giin asir1 tarla kapasitesinde sulanmaya devam edilmistir. Sulama islemlerinde metal
coOzeltisi ve besin soliisyonu degistirilerek kullanilmistir. Metal uygulanan bitkiler,
metal ¢ozeltisi ile sulandiginda kontrol grubu bitkilerine saf su verilmistir. Sekil 3.1.°de

metal uygulama siirecinde bitkilerin fotografi verilmistir.
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Sekil 3.1. Metal Uygulama Siirecinde Bitkiler

3.1.5.Bitkilerin Hasat Edilmesi

Bitkiler 1 L olarak hazirlanan metal ¢ozeltileri verildikten 2 giin sonra hasat
edilmistir. Hasat edilen bitkilerin kokleri akan su altinda yikanarak temizlenmistir. Bu
bitkilerin kokleri, kok yiizeyine tutunan metallerden arindirilmasi amaciyla 0,1 M
EDTA cozeltisinde 1 dakika bekletilmis ve 3 defa saf su ile yikanmistir. Temizlenen
kokler 60 °C’de etlivde kurutularak analizler i¢in saklanmistir. Bitkilerin en geng 3
yapragi analizlerde kullanilmak tizere 0,2 ve 0,5 g tartilarak tiiplere doldurulmus, sivi

azot ile dondurulduktan sonra -80 °C de muhafaza edilmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1.Yas ve Kuru Agirhiklarin Belirlenmesi

Bitkiler hasat edildikten sonra akar musluk suyu ile temizlemis ve kagit havlu ile
kurulandiktan sonra son ¢ikan 3 yapraginin agirhigr Olciilmiistir. Yas agirliklar
belirlenen yapraklar firnda 70 °C’de kurutulup hassas terazi ile kuru agirliklart

belirlenmistir.
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3.2.2.Su I¢eriginin Belirlenmesi

Yas ve kuru agirliklar belirlendikten sonra farklar1 alinarak bitkinin su igerigi g

bitki ' olarak belirlenmistir.

S.L.=Y.A. -KA.

S.I. : Su igerigi
Y.A.: Yas agirlik

K.A. : Kuru agirlik

3.2.3.Cd ve Baz1 Mikrobesin Elementi iceriginin belirlenmesi

Eruca sativa bitkisinin kurutulmus 6giitiilmiis yaprak ve kokleri 0,2 g tartilarak
5 mL nitrik asit ve 3 mL perklorik asit karistminda yas yakma yontemiyle yakilmis ve
saf su ile son hacimleri 55 mL’ye tamamlanmigtir. Daha sonra Cd, Cu, Zn ve Fe
icerikleri atomik absorbsiyon spektrofotometresi ile dl¢iilmiistiir (Demirevska-Kepova

ve ark., 2004)

Dokulardaki element igerigini belirlemek icin bu elementlerin standartlari ile
absorbanslar1 arasindaki dogrusal iliskiyi gosteren regresyon egrisi kullanilmistir. Sekil

3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve Sekil 3.5°de kullanilan bu grafikler verilmistir.



0,35 y=0,311x
RZ=0,998
0,3
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2
© 0,2 -
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Sekil 3.2. Cd kalibrasyon grafigi

0,25 - y=0,021x
R?=0,863
0,2 *
v
c 0,15 'S
2
2
=] -
= 01
0,05 -
*
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10
Fe (ppm)

Sekil 3.3. Fe kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.4. Cu kalibrasyon grafigi
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y=0,030x
R?=0,995

Zn (ppm)
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Sekil 3.5. Zn kalibrasyon grafigi
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3.2.3.1. Translokasyon Faktorii

Translokasyon faktorii (TF) yapraklardaki Cd miktarinin koklerdeki Cd
miktarina orani olarak tanimlanir (Tu ve Ma, 2002). Eruca sativa fidelerinde Cd igin

translokasyon faktorii asagidaki sekilde belirlenmistir.

TF =Yk ca

YCd = Yapraklardaki Cd miktar1

KCd = Koklerdeki Cd miktari

3.2.4. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, membran lipitlerinin oksidasyonu sonucu olusan
malondialdehit seviyesinin Olcililmesi ile belirlenir. Malondialdehit sicak ortamda
tiyobarblitarik asit (TBA) ile renkli bilesik olusturur. Bu bilesigin absorbansi

spektrofotometrik olarak Sl¢iilmesi lipit peroksidasyonu belirlenir.

0,2 g yaprak cam tozu ve sivi azot yardimi ile %0,25 TBA igeren 2 mL %10
triklor asetik asit (TCA) ile homojenize edildikten sonra 95 °C’de 30 dakika
inkiibasyona birakilmigtir. Bu siirenin ardindan tiipler 5 dakika buz igerisinde
bekletilerek reaksiyon sonlandirmis ve 15000 g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Elde
edilen siipernatantin absorbansi 532 nm dalga boyunda okunarak standart grafikten lipit

peroksidasyon iirlinlerinin miktar1 nmol g'1 olarak belirlenmistir ( Heath ve Packer,

1968).
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3.2.4.1. Standart Grafiginin Cizilmesi

Standart olarak 1,1,3,3 tetrametoksipropan kullanilmistir. 400 nmol/mL stok
cozeltiden seyreltme yapilarak elde edilen 10, 20, 40, 60, 80 nmol/mL derisimlerindeki
cozeltiler standart olarak kullanilmistir. MDA miktarinin o6lgiilmesinde kullanilan

yontem ile bunlarin absorbanslar1 belirlenmis ve derisim-absorbans grafigi ¢izilmistir

(Sekil 3.6).

1,2
y=0,013x+ 0,045
1 - R?=0,997
E
c 0,8 -
~
m
0
b 0,6
(1]
=
3 04 -
=]
<
0,2
0
0 20 40 60 &0
MDA {nmol.mL1)

Sekil 3.6. MDA standart grafigi

3.2.5.Prolinin Belirlenmesi

0,5 g taze yaprak cam tozu yardimiyla 5 mL %3’liik stilfosalisilik asit ile
homojenize edilmistir. Homojenat iki tabaka cam pamugundan siiziilmiis; filtrat
analizler i¢in kullanilmistir. Test tiiptinde 1mL filtrat, ImL glasiyal asetil asit, ImL asit-
ninhidrin ¢ozelitisi karistirilmis ve agzi kapali sekilde kaynar su banyosunda 1 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Tiipler oda sicakligindaki su banyosunda 5 dakika
bekletilerek reaksiyon sonlandirilmis ve 6rneklerin absorbansi 546 nm dalga boyunda
okunmustur. Standart egriden (Sekil 3.7) yararlamlarak prolin miktar1 pg.g™' taze agirlik
seklinde hesaplanmistir (Claussen, 2005).
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1,2
y=0,004x+ 0,449
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1 R?=0,996
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n
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Sekil 3.7. Prolin standart grafigi

3.2.6. Protein Olmayan Tiyol Gruplarinin Belirlenmesi

0,5 g taze yaprak cam tozu yardimi ile 5 mL %5’lik metafosforik asitte
homojenize edilip 10000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatantin
140 pL’si, 700 pL 5 mM EDTA igeren 150mM’lik fosfat tamponu (pH 7,4) ve fosfat
tamponunda hazirlanmigs 140 pL DTNB (5-5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit) ile
kanigtirllmis; oda sicakligindaki 20 dakikalik inkiibasyonun ardindan 412 nm’de

absorbanslar1 okunmustur (Cakmak ve Marschner, 1992).

3.2.7. Askorbik Asit Analizi

Askorbik asit analizi 3 bagimsiz deney ve 3 tekrarli olarak yapilmistir. 0,5 g taze
yaprak cam tozu yardimi ile 5 mL %5’lik metafosforik asitte homojenize edilip 10000
g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatanttan 100 pL alinmig ve 250
uL fosfat tamponu (pH 7,4) ile karistirilmistir.

Toplam askorbatin belirlenmesi igin;
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o Hazirlanan Orneklere 50 pL DTT eklenmis ve 10 dakika inkiibasyona

birakilmistir.

o Daha sonra 50 pL NEM,

o 200 puL %10’luk TCA,

o 200 pL %44’lik orto-fosforik asit,

o 200 pL %4’lik 2°2’ bipiridil,

o 100 pL %3’lik FeCls;.6H,O eklenmistir.

o 40 °C’de 40 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Rediikte askorbatin belirlenmesi i¢in;

o Hazirlanan 6rneklere 100 pL distile su,

o 50 uL NEM,

o 200 puL %10’luk TCA,

o 200 pL %44’lik orto-fosforik asit,

o 200 pL %4 lik 2°2’ bipiridil,

o 100 pL %3’lik FeCls.6H,0O eklenmistir.

o 40 °C’de 40 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siirecinin ardindan 525 nm’de Srneklerin absorbansi okunmustur (Cakmak

ve Marschner, 1992).

3.2.8. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

0,2 g taze yaprak cam tozu ve sivi azot yardimi ile Onceden sogutulmus

havanlarda 1 mM EDTA ve %0,1 PVPP igeren 2 mL 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0)
ile homojenize edilmistir. +4 °C ve 15000 g’de 20 dakika santrifiij ile elde edilen
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siipernatantlar enzim ve protein analizlerinde kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza

edilmistir (Drazkiewicz ve ark., 2004).

3.2.8.1. Siiper Oksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

0,1 mM EDTA, 13 mM methionin, 75 uM NBT, 0,2 uM riboflavin ve enzim
ekstrakti iceren 50 mM K-fosfat tamponu (pH 7,8) kullanilarak SOD aktivitesi
belirlenmistir. Cam tiipler igerindeki bu karistm 15 W floresan 151k kaynagina 20 cm
mesafeden 30 dk. siireyle maruz birakilmistir. Isi§in acgilmasiyla reaksiyonlar
baslamistir. Isik gérmeyen bir tiip igersindeki karisim ise kontrol olarak kullanilmaistir.
Cozeltilerin absorbanst 560 nm’de Ol¢lilmiistiir. Isik ve riboflavin varliginda NBT nin
% 50’sinin inhibisyonunu saglayan enzim miktar1 SOD {initesi olarak belirlenmistir

(Beauchamp ve Fridovich, 1971).

3.2.8.2. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Katalaz aktivitesi, % 30’luk H,O, iceren 50 mM K-fosfat tamponu kullanilarak
belirlenmistir. Bu karigtmin absorbansi 240 nm’de; 2 dk. boyunca 30 saniye araliklarla
Ol¢iilmiis ve absorbandaki azalma belirlenmistir. Bu azalmaya CAT varliginda H,O;’ nin
su ve oksijene parcalanmasi sebep olur. Enzim spesifik aktivitesi okside pmol H,O, dk™!

mg' protein olarak ifade edilir (Aebi, 1984).

3.2.8.3. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivite Tayini

0,2 mM askorbik asit, 0,1 mM EDTA, 20 uM H,0, ve enzim ekstrakti igeren
karisimin absorbanst 290 nm’de, 5 dk. siiresince 1 dk. araliklarla 6lciilerek, H,O;
kaynakli askorbat oksidasyonundaki azalma belirlenmistir. Enzim aktivitesi pmol

okside mg™ protein olarak ifade edilmistir (Nakano ve Asada, 1981).
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3.2.8.4. Guaiacol Peroksidaz (GPOX) Aktivite Tayini

Guaiacol peroksidaz aktivitesi guaiacolun oksidasyonuna bagl olarak 20 mM
guaiacol, 10 mM H,0; ve enzim ekstrakti iceren 100 mM K-Fostat tamponun (pH 7,0)
290 nm’deki absorbansinin Olclilmesiyle belirlenmistir. Enzimin spesifik aktivitesi

rediikte pmol H,O, dk™' mg™ protein olarak tammlanir (Polle ve ark., 1994).

3.2.9. istatistiksel Analizler

Bu c¢aligmada tiim verilerin istatiksel analizi i¢in SPSS 16.00 programi
kullanilmistir. Uygulanan Cd derisimine bagl olarak, Eruca sativa yapraklarindaki
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan aktivitelerindeki degisimlerin, yaprak ve
koklerdeki Cd ve Fe, Cu, Zn igeriklerinin, bitki yas ve kuru agirliginin
degerlendirilmesinde tek yonlii varyans analizi kullanilmustir. Istatistiksel olarak farkli
gruplart belirlemek icin Tukey testi kullanilmis ve ortalamalar 0,05 6nem seviyesinde
karsilastirilmistir. Cizelgelerde ayni harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel

olarak Oonemsizdir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, Eruca sativa fidelerine 75, 150, 300, 450 ve 600 pg.g’
derigimlerinde Cd ¢ozeltileri uygulanmistir. Uygulama sonucunda yapraklarda meydana
gelen fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerdeki degisimler belirlenmistir. Bitkinin
kok kisimlar1 sadece Cd ve bazi mikrobesin elementlerinin belirlenmesinde
sonucunda elde edilen wveriler istatistiksel olarak

kullanilmistir.  Deneyler

degerlendirilmis; p<0,05’e gore 6nem dereceleri belirlenmistir.

4.1. Su I¢erigi, Yas ve Kuru Agirhk

Cizelge 4.1.°de verilen derisimlerde Cd’a maruz birakilan Eruca sativa
fidelerinde yas ve kuru agirhiklar belirlenmistir. 150 pg.g”’ ve iizeri derisimlerde,
bitkilerin yas agirhginda; 450 pg.g”’ ve tizeri Cd’a maruz kalan bitkilerin kontrol
grubuna gore kuru agirhginda azalma meydana geldigi goriilmiistiir. 150 pg.g” ve iizeri
Cd uygulamasi fidelerde su igeriginin kontrol grubuna gore énemli dlgiide azalmasina
sebep olmustur. 600 pg.g” Cd uygulamasi sonucu ise su igerigi yaklasik %50 oraninda
azalmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Farkli derisimlerde Cd uygulanan Eruca sativa fidelerinde su igerigi, yas ve kuru agirliklar

0 2,32+0,24 a 0,13+0,010a 2,19+0,230 a
75 2,03+0,17 ab 0,12+0,010 ab 1,91 +£0,170 ab
150 1,64 +£ 0,47 bc 0,10 £ 0,006 ab 1,53 +0,110 bc
300 1,50 £ 0,42 bc 0,09 £ 0,007 ab 1,41 £ 0,100 bc
450 1,27+ 0,47 ¢ 0,09 £ 0,009 b 1,18 £ 0,100 ¢
600 1,25+ 0,50 ¢ 0,08 £ 0,007 b 1,17+£0,110 ¢

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir. Aynm1 harfi tasiyan

ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir. (P<0,05, N=16)
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Sekil 4.1. Farkli derisimlerde Cd uygulanan Eruca sativa fidelerinde su igerigi, yas ve kuru agirliklar.
Ayni harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir.

4.2. Mikrobesin Elementi ve Kadmiyum I¢erigi

Sekil 4.2, Cizelge 4.2°de Eruca sativa yapraklarindaki, Sekil 4.3, Cizelge 4.3’de

ise koklerindeki Cd ve bazi mikrobesin elementi miktarlar1 goriillmektedir.

E. sativa’ya uygulanan Cd miktarindaki artigla orantili olarak yapraklara taginan
Fe miktar1 artarken tasman Cu miktarinda Onemli oranda azalma goriilmistiir.
Yapraklara tasinan ¢inko 75, 150, 300 ve 450 pg.g”' Cd uygulamalarinda azalirken 600
ng.g”' Cd’da kontrol grubuna gore 6nemli oranda artmistir. Koklerde ise 600 pg.g™’da
bakir, 300 pg.g'’da ¢inko en yiiksek oranda birikmistir. Demir ise 300 pg.g” harig

diger Cd derisimlerinde 6nemli oranda azalmistir.

Bitkileri yetistirmekte kullanilan torfun baslangictaki Cd miktart 17,6 pg. g'1 dr.
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E. sativa’ya uygulanan biitiin Cd derisimlerinde kok ve yapraklarda biriktirilen

Cd miktarinin kontrol ile karsilastirildiginda 6nemli oranda arttig1 gézlenmistir.

Cizelge 4.2. Farkli derisimlerde Cd'a maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda bazi mikrobesin
elementi ve Cd miktarlar1

Derisim (ng.g") Cd (ngg’)  Fe (ngg’)  Cu (ngg’) Zn (ngg)
0 6,17+0,005 a 296,80 £ 0,002a 237,890+ 0,031a 358,71 £0,003 a
75 15,87 £0,008 b 24733 +0,011b  28195+0,017b 260,06 £0,011b
150 22,93 +£0,008 ¢ 766,73 £ 0,012 ¢ 176,20 + 0,007 ¢ 179,35 £ 0,005 ¢
300 36,17 +£0,005 d 432,83 £0,002d 157,71 +£0,002d 188,32 +0,006 d
450 63,51 +0,011d 531,77 £0,023 ¢ 70,48 + 0,028 e 278,00 £ 0,023 e
600 37,05+2,378 ¢ 469,93 +0,045f 176,22 +0,006f  429,55+0,017 f

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir. Aym1 harfi tagiyan
ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir. (P<0,05, N=3)

900 -+
800 ~ c
700 ~
600 ~
500 - d f
400 ~ a

300 - b b

Metal miktari (pg g?)

200

100 - q d o

0] 75 150 300 450 600

Cd(ugg?)

mCd Fe mCu MmZn

Sekil 4.2. Farkli derisimlerde Cd'a maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda bazi mikrobesin elementi
ve Cd miktarlari. Ayn1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir.
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Cizelge 4.3. Farkli derisimlerde Cd'a maruz birakilan Eruca sativa koklerinde bazi mikrobesin elementi

ve Cd miktarlar

Derisim (p,g.g'l)

Cd (pg.g’)

Fe (ng.g™)

Cu (pg.g")

Zn (nggh)

0
75
150
300
450
600

2,47 +0,006 a
3,57+ 0,008 b
12,10 + 0,006 ¢
13,75+ 0,046 d
28,31 +0,009 e
41,79 £ 0,049

17,32+ 0,002 a
13,75+ 0,028 b
14,89 + 0,020 ¢
17,83 + 0,022 d
11,51+ 0,016
8,210,016 f

52,86 + 0,000 a
70,48 = 0,002 b
26,43 + 0,001 ¢
70,48 + 0,002 b
26,43 + 0,001 ¢

211,46 0,001 d

340,74 £ 0,024 a
323,73 £0,001 b
385,61 £0,001 ¢
1533,50 +0,019d
672,60 £0,023 ¢
358,73 £0,026

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir. Aym1 harfi tagiyan

ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir. (P<0,05, N=3)
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Sekil 4.3. Farkli derisimlerde Cd'a maruz birakilan Eruca sativa koklerinde bazi mikrobesin elementi ve
Cd miktarlar1. Ayni harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir.
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4.2.1. Translokasyon Faktorii

Cizelgede 4.4.°de Eruca sativa fidelerindeki Cd translokasyon faktorleri
goriilmektedir. Translokasyon faktorleri 0,88-4,44 arasinda degisim gostermektedir.
4,44 ile en bityiik TF 75 pg.g™ Cd’da goriiliirken en diisiik TF 0,88 ile 600 pg.g”' Cd’da
gorilmiistiir.

Cizelge 4.4. Farkli derisimlerde Cd'a maruz birakilan Eruca sativa fidelerinde Cd i¢in translokasyon
faktorleri

Derisim (ug.g'l) TF

0 2,49
75 4,44
150 1,89
300 2,63
450 2,24
600 0,88

4.3. Lipit Peroksidasyonu

Eruca  sativa  yapraklarinda ~meydana gelen lipit peroksidasyonu,

malondialdehidin seviyesi dl¢iilerek belirlenmistir.

150 pg.g”’' ve tizeri derisimlerde Cd uygulanan bitkilerde lipit peroksidasyonu
artis gostermistir. 450 pg.g” Cd’un lipit peroksidasyonunda dikkat cekici bir artisa
sebep oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.4).
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Cizelge 4.5. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda MDA miktart

MDA

Derisim (18:87) (101 0.1 T.AL)
0 67,01 + 7,58 aa
75 68,26 + 6,04 aa

150 113,36 + 14,57 ab

300 105,67 £ 10,54 ab

450 132,11 £ 17,19 bb

600 105,96 + 13,38 ab

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (N=4) Ayni siitunda
ayni harfi tagiyan degerler arasindaki fark 6nemsizdir (P< 0,05).

160
b
140
ab
ab
120 ab
<
= 100
g d
©° 30 a
£
£
<L 60
=
40
20
0
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Cd(ugg?)

Sekil 4.4. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda MDA miktari. Ayni harfi
tastyan ortalamalar arasindaki fark onemsizdir.
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4.4. Prolin

E. sativa yapraklarindaki prolin miktar1 ug.g'1 T.A. olarak Cizelge 4.6. ve Sekil
4.5.’de verilmistir. Prolin miktarmin 450 ve 600 pg.g' Cd’da kontrol grubuna gére

onemli dlgiide arttig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.6. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda prolin miktari

Derisim (ug.g'l) (ugl.)gr_?l,lrlf A)
0 1165,62 + 380,79 a
75 1341,87 + 88,070 a
150 1310,62 £ 340,46 a
300 1496,25 + 57,090 a
450 1907,50 £234,97 b
600 2045,62 £276,00 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (N=4) Ayni siitunda
ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark dnemsizdir (P< 0,05).
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Sekil 4.5. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda prolin miktari. Aym harfi
tastyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir.
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4.5. Askorbat

Dehidroaskorbat (DHA), askorbat (AsA) ve toplam askorbat icerigi

(DHA+AsA) Cizelge 4.7 ve Sekil 4.6’da verilmistir. Kadmiyum uygulamasinin
dehidroaskorbat, askorbat ve toplam askorbat iceriginde dikkate deger degisiklige sebep
olmadig1 gozlenmistir.

Cizelge 4.7. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinin dehidroaskorbat (DHA),
askorbat (AsA) ve toplam askorbat (DHA+AsA) igerikleri

Derisim (ug-g'l) Toplam j&skorbat Askf)lrbat Dehidmﬁ&skorbat

(mg g T.A) (mgg T.A) (mgg T.A)

0 0,51 +0,07 a 0,30 +0,09 a 0,20 £0,04 a

75 0,75+0,09 a 0,38+0,12 a 0,37+0,09 a

150 0,58+ 0,09 a 0,27 £0,08 a 0,31 +£0,06 a

300 0,69 + 0,06 a 0,30 +0,07 a 0,38 £0,05a

450 0,54 +£0,07 a 0,28 £ 0,06 a 0,26 £0,04 a

600 0,57 +0,08 a 0,30+ 0,05 a 0,26 £0,07 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (N=9) Ayni siitunda
ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark 6nemsizdir (P< 0,05).

0,9
0,8
0,7 -
0,6 |
0,5
0,4 -

0,3 |

Askorbat (mgg* T.A.)

0,2 -

0,1 A

0 75 150 300 450 600
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W DHA AsA B DHA + AsA

Sekil 4.6. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarimin dehidroaskorbat (DHA),
askorbat (AsA) ve toplam askorbat (DHA+AsA) igerikleri. Ayni harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark
O6nemsizdir.
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4.6. Protein Olmayan Tiyol Gruplar

Protein olmayan -SH gruplarinin miktarlar1 Cizelge 4.8 ve Sekil 4.7’de
verilmistir. 450 pg.g' Cd uygulamasi sonucu protein olmayan —SH gruplarinin
miktarinda onemli Olglide artis gézlendigi halde diger uygulamalarda 6nemli bir fark

bulunmamaktadir.

Cizelge 4.8. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinin protein olmayan -SH
grubu icerikleri

Derisim (ng.g™) Protein olmayan —SH miktar
(mmol g-1T.A.)
0 0,02+ 0,003 a
75 0,01 +£0,002 a
150 0,02 + 0,005 ab
300 0,03 = 0,004 ab
450 0,04 + 0,006 b
600 0,02 +£ 0,005 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (N=9) Ayni siitunda
ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark 6nemsizdir (P< 0,05).

0,06
0,05 -
0,04 -

0,03 -

b
d d
0,02 -
d
o .
0 - T T T T T
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Protein olmayan -SH gruplan
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Sekil 4.7. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinin protein olmayan -SH grubu
icerikleri Ayni harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark dnemsizdir.
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4.7. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

SOD aktiviteleri asagida verilmistir (Cizelge 4.9, Sekil 4.8).

Sonuglara gére SOD aktivitesinde bazi degisiklikler goriilse de bu degisimlerin

istatistiksel olarak 6nemli olmadigi tesbit edilmistir.

Cizelge 4.9. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda SOD aktivitesi

Derisim ( pg.g") (U mg%OpDrotein)
0 174,78 2,57 a

75 132,56 £2,70 a

150 206,04 +2.47 a

300 190,00 + 2,48 a

450 151,16 + 3,03 a

600 2112742862

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (N=9) Ayni siitunda
ayni harfi tagiyan degerler arasindaki fark 6nemsizdir (P< 0,05).
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a d
200 - d
d
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2
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Sekil 4.8. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda SOD aktivitesi. Ayni harfi
tastyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir.
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4.8. Katalaz Aktivitesi

CAT aktivitesindeki degisiklikler Cizelge 4.10, Sekil 4.9’da goriilmektedir.

Sonuglara gore CAT aktivitesinde kontrol grubuna gére 6nemli 6l¢iide azalma

oldugu ortaya konmustur. 75 pg.g’' Cd, %55, 600 pg.g’ Cd ise % 67 oraninda

azalmaya neden olmustur.

Cizelge 4.10. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda CAT aktivitesi

Derisim (ng.g”) CAT .
(umol dk.-1 mg-1 protein)
0 2,56+0,01 a
75 1,19+0,11b
150 0,84+0,18b
300 0,90+ 0,03 b
450 0,93+0,11b
600 0,83+0,03b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (N=6) Ayni siitunda
ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark 6nemsizdir (P< 0,05).
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Sekil 4.9. Farkli Cd derigimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda CAT aktivitesi. Ayni harfi
tagtyan ortalamalar arasindaki fark onemsizdir.
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4.9. Askorbat Peroksidaz AKktivitesi

Cizelge 4.11, Sekil 4.10°da goriilen sonuglara gore, 75 ve 150 pg.g”' Cd, APX
aktivitesinde kontrol grubuna gore istatistiki olarak 6nemli oranda azalmasina neden
olmustur. Uygulanan biitiin Cd derisimlerinde APX aktivitesi kontrol grubundan daha
distiktiir.

Cizelge 4.11. Farkli1 Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda APX aktivitesi

Derisim (ng.g”) ‘? PX-1 .
(umol dk.” mg™ protein)

0 0,75+ 0,06 a

75 0,52 + 0,08 ab

150 0,38 £ 0,02 be

300 0,15+0,05¢

450 0,20+0,02 ¢

600 0,35+ 0,05 bc

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (N=6) Ayn1 siitunda
ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark dnemsizdir (P< 0,05).
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Sekil 4.10. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda APX aktivitesi. Ayni harfi
tagtyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir.
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4.10. Guaiacol Peroksidaz Aktivitesi

Farkli derisimlerde Cd uygulamasi sonucu Eruca sativa’nin yapraklarindaki

GPOX aktiviteleri asagida verilmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.11).

Biitiin uygulamalarda GPOX aktivitesinin kontrol grubuna gore azaldigi 75 ve
600 pg.g' Cd uygulamalarindaki azalmanin istatistiki olarak Gnemli oldugu

gorilmiistiir.

Cizelge 4.12. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda GPOX aktivitesi

Derisim (p,g.g'l) GPOX .
(umol dk.-1 mg-1 protein)

0 1,29+ 0,16 a

75 0,92 + 0,27 be

150 0,95+ 0,10 ab

300 0,99 £0,07 ab

450 0,93 £ 0,06 ab

600 0,94+ 0,01 ¢

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (N=6) Ayni siitunda
ayni1 harfi tasiyan degerler arasindaki fark 6nemsizdir (P< 0,05).
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Sekil 4.11. Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Eruca sativa yapraklarinda GPOX aktivitesi. Ayni
harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark dnemsizdir.
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5. TARTISMA

Kadmiyum toksisitesi bitkilerde biiyiime ve gelismeyi engeller, klorozise neden
olur. Esasi elementlerden bazilarinin alimimi etkiler (Das ve ark., 1998). Ayrica Cd
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan aktivitelerinde de degisikliklere sebep

olabilir (Ci ve ark., 2010).

Bu calismada, Cd’a maruz birakilan Eruca sativa fidelerinin yapraklarindaki
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar, lipid peroksidasyonu, yaprak ve

koklerdeki Cd ve bazi mikro besin elementi igerikleri arastirilmistir.

5.1. Su icerigi, Yas ve Kuru Agirhk

Bitkilerde su igerigi ili¢ faktore baghdir; su alimi, su iletimi ve su kaybi.
Kadmiyum plazma mebraninin su gegirgenligini azaltarak su alimimi engeller. Ayrica
stomalarin kapanmasina neden olarak su kaybinin oniine gecer. Bdylece su iletimini de
engelleyerek bitkinin su dengesinde bozulmaya yol agar. (Poschenrieder ve ark., 1989;
Barcelo ve Poschenrieder, 1990; Milone ve ark., 2003; Benavides ve ark., 2005; Hasan
ve ark., 2008). Das ve ark. (1998)’nin da belirttigi gibi kadmiyum toksisitesi su
alimmasin1 engelleyerek bitkilerde kuraklik stresine benzer semptomlarin ortaya
c¢ikmasina neden olur (Das ve ark., 1998). E. sativa’nin kadmiyuma maruz kalmasi
sonucu elde edilen veriler, bu verilerle uyumludur. Zira arastirmamizda da Cd

derisimindeki artisa bagl olarak Eruca sativa’nin su igerigi onemli oranda azalmistir.

Bitki biliylime ve gelismesi bir¢ok fizyolojik olayin koordineli bir sekilde
meydana gelmesini gerektiren karmasik bir siirectir. Cd stresi gibi stres sartlar altinda
bu koordinasyon bozulabilir ya da fotosentez gibi gerekli bazi fizyolojik olaylar
engellenebilir. Bu durum sonucunda biiylime ve gelisme durabilir (Vassilev ve ark.,
1998). Bitkilerin biiylime ve gelisme durumlarinin belirlenebilecegi en pratik parametre,
taze ve kuru agirlik Olgiimleridir. Aragtirmamizin sonucunda goriilmiistiir ki, artan
derisimlerde kadmiyum uygulamasi sonucu Eruca sativa’nin yas ve kuru agirhiginda

kontrol grubuna gore yaklagik iki kat oraninda azalmaya sebep olmustur.
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5.2. Kadmiyum ve Bazi1 Mikrobesin Elementi icerikleri ve Tasinmalar

Kadmiyum birikimi tiirler ve aym tirlin farkli organlarinda bile
degisebilmektedir. Ornegin ¢imlerde bitkide bulunan toplam Cd miktarinin %65 — 90’1
koklerde bulunurken, marulda bu oran sadece %50‘dir. Bitkiler Cd’u koklerde depo
etme egilimindedirler ve bdylece liretken organ ve dokulardaki Cd seviyesini diisiik
tutarlar. Bu, bitkilerin Cd stresine kars1 aldiklar1 ilk 6nlemdir (Wu ve ark., 2005). Buna
ragmen bazi bitkilerde toprak diistii kisimlara da tasinir. Kadmiyum yapraklarda,

kloroplastlarda birikmeyi tercih eder (Lagriffoul ve ark., 1998).

Metal biriktiren bitkilerde, metal alimina bagli olarak koklerden yapraklara
yiiksek metal taginimi goriiliir (Masarovicova ve ark., 2010). Koklerden yapraklara
metal tasinma oran1 TF ile belirlenir. Translokasyon faktorii 1°den biiyiik olan bitkiler

biriktirici olarak siniflandirilir (Wei ve Chen, 2006) .

Eruca sativa’da da Cd yapraklarda biriktirilme egilimi gOstermistir.
Translokasyon faktorii (TF), uygulanan biitin Cd derisimlerinde 0,8 ile 4,4 arasinda
degismektedir. Ozellikle 600 pg.g™’dan daha diisiik Cd uygulamalarinda TF’niin 1°den

biiyiik olmasina dayanarak E. sativa’y1 Cd biriktiricisi olarak aday gosterebiliriz.

Bitkilerde, Cd toksisitesi besin elementlerinin alimini, tasinmasini etkileyebilir.
Cd bu elementlerin alinmasini arttirabilir ya da azaltabilir. Kadmiyum, Zn ile hem
antogostik hem de sinerjik iliski gosterir. Kadmiyum Oryza sativa’da Zn ile sinerjik bir
iliski gosterirken Linum usitatissimum bitkisinde Zn ile antogonist bir iliski gosterir
(Yang ve ark., 1996). Bu veriler, Cd ve diger besin elementlerinin alimi arasindaki
etkilesimin bitki tlirtiyle de iliskili oldugunu gostermektedir. Arastirmamizdan elde
edilen bulgular da Eruca sativa’da kadmiyumun kokler tarafindan alimini ve yapraklara
tasinmasini arttirdigini  gostermistir. Kadmiyumun bitkilerde bakir alimi ve igerigi
tizerine etkileri Zn’da oldugu gibidir. Bazi bitkilerde Cu alimini arttirirken bazilarinda
azaltir (Yang ve ark., 1996). Kadmiyum uygulamasi, bakirin koklerde biriktirilip

yapraklara taginmasini azaltmistir.
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Demir en 6nemli besin elementlerinden biridir. Bitkiler demiri iki yolla alirlar.
Bunlardan ilki, Fe’" formunda kokler tarafindan almmadan once Fe®' ya
indirgenmesidir. Fe’" kok hiicre duvarinda bulunan demir rediiktazlar tarafindan
indirgenir. Ikinci yol ise Fe*" “in siderefor kompleksleri seklinde alinmasi ve kok icinde
Fe’"e indirgenmesidir. ikinci yol ilkine gore daha etkilidir ve bu yolla Fe alan bitkiler,
Fe eksikligine diger bitkilerden daha az duyarlidirlar (Siedlecka ve Krupa, 1999). Cd,
demir rediiktazlarin aktivitelerini engeller ve demir eksikligine neden olabilir (Sanita di
Toppi ve Gabbrielli, 1999). Bazi tiirlerde ise Fe miktarini arttirir. Kadmiyum
hiperakiimiilatorii olan Salsola kali bitkisinde Cd wuygulamasi, bu bitkinin
yapraklarindaki Fe miktarin1 6nemli Ol¢lide arttirmistir (Rosa ve ark., 2004). Bircok
tirii metal hiperakiimiilatorii olan Brassicaceae familyasinin bir tiirli olan Eruca
sativa’da Cd uygulamasi 150 pg.g’dan itibaren, yapraklardaki Fe icerigini yaklasik

olarak iki kat arttirirken, koklerde birikimin azalmasina sebep olmustur.

Bu calismada uygulanan kadmiyum ile ii¢c temel besin elementinin alimi
arasindaki etkilesime dayanilarak da Eruca sativa’nin aktif bir Cd biriktiricisi oldugunu

ifade edebiliriz.

5.3. Lipit Peroksidasyonu

Agir metaller birka¢ yolla ROT iiretimini arttirir. Bu yollardan en iyi bilineni
redoks aktif metallerin varliginda Haber-Weiss reaksiyonlar1 ile ROT iiretimidir. Cd
gibi redoks aktif olmayan metallerin varliginda da ROT seviyesi artar (Pinto ve ark.,
2003). Reaktif oksijen tiirlerinin hiicrelerdeki en zarar verici etkilerinden biri lipit
peroksidasyonudur (Chaoui ve ark., 1997). Lipit peroksidasyonu orneklerdeki MDA
miktar1 6l¢iilerek belirlenir (Halliwell ve Chirico, 1993).

150 pg.g' ve iizeri derisimlerde Cd’a maruz kalan Eruca sativa’da lipit
peroksidasyonunda artis gozlenmistir. 75 pg.g' Cd’a maruz kalan Eruca sativa
bitkisinin yapraklarinda meydana gelen lipit peroksidasyonu kontrol grubuna gore

onemli bir artis gdstermemistir.
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Kadmiyuma maruz kalan Lactuca sativa’da (Monteiro ve ark., 2009), Oryza
sativa’da (Shah ve ark., 2001) ve Pisum sativum’da (Sandalio ve ark., 2001) lipit

peroksidayununun arttig1 belirlenmistir.

5.4. Prolin

Uzun zamanlar boyunca, prolinin sadece hiicresel yapilar1 ve makro molekiilleri
osmotik stresin zarar verici etkilerinden koruyan bir osmolit oldugu diisiintilmiistiir.
Oysa son on yilda yapilan ¢alismalar, prolinin énemli antioksidan 6zellikleri oldugunu
ortaya ¢ikarmistir. Prolin, ROT ni temizleyen antioksidan olmasinin yani sira enzimatik
antioksidanlar1 dengede tutar ve alternatif detoksifikasyon mekanizmalarint uyarir.
Degisik agir metal uygulamalarinin sebep oldugu oksidatif stres altindaki bitkilerde de

prolin birikiminde artis gdzlenmistir (Szabados ve Savoure, 2009).

Bu aragtirmada kadmiyum stresi altinda Eruca sativa yapraklarinda prolin
birikimi oldugu belirlenmistir. 450 ve 600 pg.g” Cd uygulanan fidelerde prolin miktar:

kontrol grubuna gore dnemli dlglide artis gostermistir.

Yapilan baz1 ¢alismalarda, Cd uygulamasinin piring kdklerinde (Shah ve Dubey,
1997), Cd biriktiricisi olan Solanum nigrum’un kok ve yapraklarinda prolin miktarinda

artis goriilmektedir (Sun ve ark., 2007).

5.5. Askorbat Icerigi

Askorbat (AsA), bitki hiicrelerinde H,O, detoksifikasyonu i¢in en Onemli
indirgeyici substrattir. APX, H>O,’i suya indirgemek i¢in iki molekiil askorbat kullanir.
Bu reaksiyon sirasinda AsA, MDHA’a doniisiir. Monodehidroaskorbat kisa yarilanma
Oomriine sahip bir radikaldir. Monodehidro askorbat tilakoid zarda ya da plazmalemmada
dogrudan AsA’a indirgenebilir. Dehidroaskorbat ise yapraklarda veya diger dokularda
AsA’n oksitlenmesi sonucu olusur. DHA, DHA rediiktaz tarafindan AsA’a indirgenir.

DHA rediiktaz substrat olarak GSH kullanir ve glutatyon disiilfit (GSSG) olustur.
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GSSG glutatyon rediiktaz tarafindan katalizlenen reaksiyonla NADPH tarafindan
GSH’a indirgenir. Sonucta askorbat-glutatyon dongiisii olarak bilinen seri reaksiyonlar
sonucunda H,O, temizlenir. Bu dongii sayesinde NADPH’dan elde edilen elektron ile
H,0,, H,O ‘ya doniistiiriiliir ve hiicrede AsA ya da GSH tiikkenmez (Noctor ve Foyer,
1998).

Bu calismada Cd’ maruz birakilan Eruca sativa’nin AsA, DHA ve bunlarin
toplami1 olan toplam AsA seviyelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
bir atig goriilmemistir. AsA tarafindan, H,O,’ nin temizlenmesinde bazilar1 antioksidan
olan bir¢ok molekiil rol oynamaktadir. Bu nedenle Cd’a maruz kalan bitkilerdeki AsA

seviyesinin kontrol grubu ile ayn1 kalmasi hakkinda kesin bir yargida bulunmak zordur.

5.6. Protein Olmayan Tiyol Gruplan

Protein olmayan tiyol gruplar1 bir¢ok bitki, mikroorganizma ve memelide
bulunur. Protein olmayan —SH gruplart bitkilerde, glutatyon, homoglutatyon ve
polimerize peptitler, fitoselatinler ya da homofitoselatinler seklinde bulunur. Bu
molekiiller glutatyonun enzimatik polimerizasyonu ile sentezlenirler ve redoks

dengesinin korunmasinda kilit rol oynarlar (Ferrat ve ark., 2003).

Kadmiyum stresine maruz kalan bazi bitkilerde protein olmayan tiyol miktar
artis gostermistir (Mishra ve ark. 2006, Tiryakioglu ve ark. 2006) . Bu ¢alismada Cd’a
maruz birakilan Eruca sativa’da protein olmayan tiyol miktar1 450 pg.g' Cd
uygulamasi disindaki diger Cd uygulamalarinda kontrol grubundan 6nemli bir farklilik
gostermemistir. 450 pg.g” Cd ¢ozeltisi verilen Eruca sativa’min protein olmayan tiyol

grubu seviyesi istatistiki olarak 6énemli oranda artmustir.
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5.7. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Antioksidan savunma sistemi, detoksifikasyon fonksiyonlar1 yaninda Cd
toksisitesinin duyarli bir hedefidir. Cd toksisitesinde, antioksidan yanitlar bu
antioksidan enzimlerin Cd toksisitesine olan duyarliliklar ile ilgilidir (Iannelli ve ark.,

2002).

Redoks aktif olmayan Cd, gec¢is metalleri gibi Fenton reaksiyonlari ile ROT
olusumunu saglamaz. Cd, lipit peroksidasyonu, ROT olusumunu kontrol altinda tutan
enzimlerin inaktivasyonu gibi dolayli yollardan ROT {iretimini arttirir ve oksidatif
strese neden olur (Sandalio ve ark., 2001; Schiitzendiibel ve ark., 2001; Smeets ve ark.,

2005).

Cd, Phaseolus vulgaris, Phaseolus aureus ve Helianthus annuus’da lipit
peroksidoyunu arttirmis ve enzimatik antioksidan aktivitelerinde degisiklige sebep

olmustur (Somashekaraiah ve ark., 1992; Shaw, 1995; Gallego ve ark., 1996).

5.7.1.Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

SOD en etkili enzimatik antioksidanlardan birisidir ve O,'-‘in O, ve daha az
reaktif olan H,O,’e dismutasyonunu katalizler (Valko ve ark., 2006). SOD hiicrede
ROT’ne kars1 ilk savunma hattini olusturur (Alscher ve ark., 2002).

Farkli kadmiyum derisimlerine maruz kalan Eruca sativa’nmin  SOD

aktivitelerinde kontrol grubuna gore 6nemli bir degisiklik goriilmemistir.

SOD aktivitesindeki degisiklikler oksidatif stresi belirtir (Zbigniew ve Wojciech,
2000).

Kadmiyuma maruz kalan Cucumis sativus fidelerinde SOD aktivitesi artig

gosterirken Vigna mungo koklerinde azalmistir (Gongalves ve ark., 2007; Molina ve

ark., 2008).
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5.7.2.Katalaz Aktivitesi

Katalaz H;0;’i, H;O ve O,’e¢ pargalayarak hiicreyi bu radikalin zararh
etkilerinden korur (Gill ve Tuteja, 2010). Bu enzim mitokondri ve peroksizomlarda
bulunur ve O;’e duyarhidir. Cd stresinin, O,  iiretiminde artisa neden olmasi, CAT
inaktivasyonuna neden olabilir. Bacopa monnieri L’de Cd’a maruz kalma sonucunda

kok ve yapraklarda CAT aktivitesinde azalma gézlenmistir (Mishra ve ark., 2006).

Kadmiyuma maruz birakilan Eruca sativa’nin yapraklarinda CAT aktivitesinde
onemli Ol¢lide azalma goriilmiistir. CAT aktivitesindeki azalma, Cd stresi altinda
hiicrelerde O," derisiminin artmas1 fakat bu radikali siipiren SOD enziminin
aktivitesinde artis goriilmemesi sonucu kontrol digina ¢ikan O,  seviyesinin CAT

enzimini inhibe etmesine baglanabilir.

5.7.3. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

Askorbat peroksidaz H,O;’1 iki molekiill HO’e indirgeyerek detoksifikasyonu
saglar (Noctor ve Foyer, 1998). APX kloroplastlarda askorbat-glutatyon dongiisiinde

gorevlidir.

Kadmiyum stresi altinda Cucumis sativus fidelerinde APX aktivitesi onemli
Olclide azalmistir. 100 pmol L' Cd’a maruz birakilan fidelerde APX aktivitesinde %61,
400 pmol L' Cd’a maruz birakilan fidelerde APX aktivitesinde %85, 1000 pmol L™
Cd’a maruz birakilan fidelerde APX aktivitesinde %79 azalma goriilmiistiir (Gongalves

ve ark., 2007).

Aragtirmamizda ise kadmiyum stresi altinda Eruca sativa yapraklarinda APX
aktivitesinin azaldig1 belirlenmistir. 75 pg.g”, 150 pg.g”, 300 pg.g”, 450 pg.g™' ve 600
ng.g' Cd’a maruz birakilan Eruca sativa yapraklarindaki APX aktivitesi sirasiyla

%30,6, %49,3, %80, %73,3 ve %53,3 azalmistir.

Kadmiyum stresi altinda APX aktivitesindeki azalma GSH’un tiikenmesine baglh
olarak askorbat glutatyon dongiisiiniin detoksifikasyon kapasitesindeki diismeden

kaynaklaniyor olabilir. GSH kadmiyum iyonlar ile kompleks olusturarak onlar1 selatlar.
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Bitkide Cd iyon derisimi ile GSH tiiketimi dogru orantilidir (Gomes-Junior ve ark.,

2006).

5.7.4. Guaiacol Peroksidaz Aktivitesi

Guaiacol peroksidaz, cesitli stresler sartlar1 altinda detoksifikasyonda rol
oynamasinin yani sira etilen biyosentezi, meyve gelisimi gibi bazi biyokimyasal ve
fizyolojik stireglerde de rol oynar. Yaklasik olarak 50 kDa agirliga sahip bu enzimin
bitkilerde bir¢cok izoformu mevcuttur. Fakat bu izoenzimlerinin fonksiyonlar1 kesin

olarak bilinmemektedir (Jebara ve ark., 2005).

Kadmiyuma maruz birakilan Eruca sativa yapraklarindaki GPOX aktivitelerinde
azalma gozlenmistir. 75 ve 600 pg.g”' Cd’a maruz birakilan bitkilerde, GPOX aktivitesi
kontrol grubuna gére dnemli Slgiide azalmistir. 150, 300 ve 450 pg.g”' Cd’a maruz
birakilan bitkilerin GPOX aktiviteleri ile kontrol grubu ve 75 pg.g’ Cd uygulanan
bitkilerin GPOX aktiviteleri arasinda dnemli bir fark yoktur. Diger bazi arastirmacilarin
bulgular1 da arastirmamizdan elde ettigimiz bulgularla uyumludur. Ornegin, Pisum
sativum’da (Sandalio ve ark., 2001), Hirschfeldia incana’da (Aygiin ve ark. 2011),
Picea abies yapraklarinda (Radotic ve ark., 2000),kadmiyum stresi GPOX aktivitesinin
azalmaya sebep olmus ya da 6nemli degisiklik olmamistir. GPOX, hiicre duvarina bagl
bir enzimdir (Mishra ve ark., 2006). Eruca sativa yapraklarinda GPOX aktivitesindeki

azalma gorlilmesinin sebebi yapraklarda fazla miktarda Cd birikmesi olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kadmiyum lipit peroksidasyonu dolayli yollarla ROT iiretimini arttirir ve

oksidatif strese neden olur (Smeets ve ark., 2005).

Bu arastirmada Eruca sativa fideleri 75, 150, 300, 450 ve 600 pg.g”' Cd’a maruz
birakilmistir. Uygulama sonucunda Cd’un yapraklardaki baz1 fizyolojik ve

biyokimyasal olaylar iizerine etkileri incelenmistir.

Kadmiyum uygulamasi yapraklardaki AA, DHA ve toplam AA miktar1 ve SOD
aktivitesinde degisiklige neden olmamistir. CAT, APX, GPOX aktivitelerinde, bitki su
iceriginde, taze ve kuru agirliginda azalmaya neden olmustur. Prolin, protein olmayan

—SH gruplar1 miktar1 ve lipit peroksidasyonunda artisa neden olmustur.

Kadmiyum, yaprak kivrilmast disinda morfolojik bir toksisite belirtisi
gostermemistir. Yapraklarda biriken Cd miktari, kdklerde tespit edilen Cd miktarindan
daha fazladir. Kokler vasitasiyla alinan Cd yapraklara tasinmis ve bu organlarda
biriktirilmistir. TF’niin 600 pg.g" Cd haricindeki uygulamalarda 1°den biiyiik oldugu
belirlenmistir. TF goz oOntine alindiginda bu bitkinin Cd biriktiricisi oldugu iddia

edilebilir.

Son yillarda topraklarda agir metal kirliligi artis gostermistir. Fitoremediasyon
ile en tehlikeli agir metallerden biri olarak kabul edilen Cd’un topraklardan

temizlenmesinde Eruca sativa kullanilmasini onerebiliriz.

Ileride yapilacak galismalarda Cd’un yapraklara tasinma mekanizmasi, askorbat-
glutatyon dongiistiniin Cd detoksifikasyonundaki rolii ve Cd toksisitesine karsi bitkinin
tolerans mekanizmasinda rol oynamast muhtemel proteinlerin belirlenmesi yoniinde

arastirmalar devam etmelidir.
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