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Brassica oleraf'ea L var. acephala ve Silene vulgaris (Moench) Garcke var. vulgaris
BITKILERINE BAKIR VE KADMIYUMUN ETKILERI
oz

Bu calismada, Brassica oleracea var. acephala ve Silene vulgaris var. vulgaris
bakir ve kadmiyumun farkli derisimlerinin (100, 200 ve 400 pg gr'') etkisinde 15 giin
stireyle birakilmistir. Uygulama sonunda bakir (Cu) ve kadmiyumun(Cd) yapraklardaki
pigment ve protein igerigine, lipit peroksidasyonuna, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidantlara etkisi arastirilmis ve ayrica kok ve yapraklardaki Cu ve Cd igerikleri
belirlenmistir.

Cu ve Cd uygulamalar1 pigment ve karotenoid iceriginde degisiklige neden
olmamistir. Her iki bitkide de kok ve yapraklardaki Cu igerigi artmis, bu artisin
koklerde daha fazla oldugu goriilmiistiir. Brassica oleracea var. acephala’da Cd igerigi
koklerde yapraklara gore daha yiiksektir. Bununla birlikte, Silene vulgaris var.
vulgaris‘de kok ve yapraklardaki Cd igerigi birbirine yakin bulunmustur.

Tiim uygulamalar yapraklarda lipit peroksidasyon iirliniiniin (malondialdehit)
artmasma neden olmustur. Her iki bitkide de 400 pg gr' Cu ve Cd derisiminde
malondialdehit seviyesi 6nemli dl¢iide artmustir.

Brassica oleracea var. acephala’da prolin igerigi Cu ve Cd uygulamasinda
azalirken, Silene vulgaris var. vulgaris‘de 100 pg gr' Cu ve 200 pg gr' Cd’de artis
gozlenmistir. Protein olmayan —SH gruplarmin igerigi yalnizca Cd uygulamasi
sonucunda Brassica oleracea var. acephala’da artmistir. Toplam askorbat igerigi,
Brassica oleracea var. acephala’da Cd uygulamasi sonucu artarken, 100 ve 200 pg g’
Cu derisimlerinde 6nemli derecede azalmustir. Silene vulgaris var. vulgaris‘de en
6nemli artis 400 pug g Cd ve Cu derisimlerinde goriilmiistiir.

Cu ve Cd stresi antioksidant enzimlerin aktivitelerinde degisikliklere neden
olmustur. Tim bu uygulamalar derisime bagl olarak siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesinde azalma, guaiacol peroksidaz (GPOX) aktivitesinde artisa neden olmustur.
Bununla birlikte, katalaz (CAT) aktivitesinde bir degisiklik goriilmemistir. Askorbat
peroksidaz (APX) aktivitesi Silene vulgaris var. vulgaris‘e Cu ve Cd uygulamasinda
artmistir.

Anahtar kelimeler: Brassica oleracea L. var. acephala, Silene vulgaris (Moench)

Garcke var. vulgaris, bakir, kadmiyum.



THE COPPER AND CADMIiUM EFFECTS ON Brassica oleracea L. var. acephala
AND Silene vulgaris (Moench) Garcke var. vulgaris PLANTS

ABSTRACT

In this study, Brassica oleracea L. var. acephala and Silene vulgaris (Moench)
Garcke var. vulgaris were treated with different cadmium (Cd) and copper (Cu)
concentrations (100, 200 ve 400 ug gr') for 15 days. At the end of the treatment, the
effects of Cu and Cd pigment and protein content, lipid peroxidation, enzymatic and
nonenzymatic antioxidants were investigated in leaves and also determined Cu and Cd
contents in theirs leaves and roots.

The pigment and carotenoid contents did not vary in Cu and Cd treatments. The
Cu content increased in the roots and leaves in both plants and a marked increased in
roots was seen. The Cd content in roots in Brassica oleracea var. acephala was higher
compared with leaves. However, Cd content in roots and leaves in Silene vulgaris var.
vulgaris were found similar.

All treatments caused an increase in the lipid peroxidation product
(malondialdehyde) in leaves. In both plants, malondialdehyde content increased
significantly at 400 pg gr’' Cu and Cd treatments.

While proline content was decreasing in Cu and Cd treatments in Brassica
oleracea var. acephala, increased at 100 pg gr”' Cu ve 200 pg gr' Cd in Silene vulgaris
var. vulgaris. Non-protein —SH groups content only enhanced in Cd treatment in
Brassica oleracea var. acephala. Total ascorbate content was increasing as a result of
Cd treatment, it decreased significantly at 100 and 200 pg g’ Cu concentrations in
Brassica oleracea var. acephala. The most significant increase 400 pg g’ Cd ve Cu
treatments was seen in Silene vulgaris var. vulgaris.

Cu and Cd stress caused changes in antioxidant enzymes activities. All these
treatments depend on concentration caused decrease in superoxide dismutase (SOD)
activity, increase in guaiacol peroxidase(GPOX) activity. However, there was no
significant change in catalase (CAT) activity. Ascorbate peroxidase (APX) activity
increased in Cu and Cd treatments in Silene vulgaris var. vulgaris.

Key words: Brassica oleracea L. var. acephala, Silene vulgaris (Moench) Garcke var.

vulgaris, copper, cadmium.
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SiIMGE VE KISALTMALAR LISTESI

: Glimiis

: Arsenik

: Bor

: Kalsiyum

: Kadmiyum

: Kobalt

: Krom

: Bakir

: Demir

: Gram

: Hidrojen peroksit
: Civa

: Potasyum

: Lityum

: Mililitre

: Mangan

: Molibden

: Milivolt

: Nikel

: Molekiiler oksijen
: Stiperoksit

: Singlet oksijen

: Hidroksil radikali
: Kursun

: Lipit alkil radikali
: Alkoksil radikali

: Lipit peroksil radikali
: Peroksit dimeri

: Uranyum



AY/ s Volt

Zn : Cinko

ug : Mikrogram

uM : Mikromolar

us : Mikrosaniye

Kisaltmalar

A : Absorbans

AA : Askorbik asit

APX : Askorbat peroksidaz

AsA : Askorbat

CAT : Katalaz

Cys : Sistein

D : Dalga boyu

dak : Dakika

DHA : Dehidroaskorbat

DHAR : Dehidroaskorbat rediiktaz
DNA : Deoksiriboniikleotit asit
DTNB : 5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit)
DTT : Ditiyotreitol

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit
FS : Fitoselatin

Glu : Glutamin

Gly : Glisin

GPOX : Guaiacol peroksidaz

GR : Glutatyon rediiktaz

GSH : Glutatyon

K.A. : Kuru agirlik

kDA : Kilodalton

MDA : Malondialdehit

MDHA : Monodehidroaskorbat
MDHAR : Monodehidroaskorbat rediiktaz

MT : Metalotiyonein



NADH
NADPH
NBT
NEM
MDA
PAGE
ppm
PSI
PSII
PUFA
PVPP

ROT
-SH
SOD
T.A.
TEMED

Tyr

: Nikotinamid adenin diniikleotid

: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
: Nitro blue tetrazolyum klortir

: N-Etilmalaimid

: Malondialdehit

: Poliakrilamid jel elektroforezi

: Milyonda bir kisim ¢ozelti (Part per million)
: Fotosistem |

: Fotosistem II

: Coklu doymamis yag asiti

: Polivinilpolipirolidon

: Riboniikleotit asit

: Reaktif oksijen tiirleri

: Stlfidril grubu

: Stiperoksit dismutaz

: Taze agirhik

: Tetra metil etilen diamin

: Tirozin
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1. GIRIS

Giliniimiizde diinya, ¢ok 6nemli problemlerden biri olan c¢evresel kirlilikle yiiz
yiizedir. Diinyanin bir¢ok yerinde tarimsal topraklar Cd, Cu, Zn, Ni, Co, Cr, Pb ve As
gibi agir metaller yoluyla yavas yavas kirlenmektedir (Yadav, 2010). Endiistrilesme ile
birlikte insan kaynakli aktiviteler sonucu olusan agir metal ve pestisit gibi toksik
maddeler, dogrudan dogruya deniz, nehir ve topraga karisarak ¢evre kirlenmesine sebep
olmaktadir (Buendia-Gonzalez ve ark., 2010).

Agir metal toksisitesi bitki gelisimini etkileyen onemli problemlerden biridir.
Dogal flora agir metal tolerans kapasitesi bakimindan farkliliklar gostermektedir. Bazi
bitki tiirleri diger bitkiler i¢cin toksik olan yiiksek derigimli metal igeren topraklarda
biiyliyiip yasamlarini siirdiirebilirken bazilar1 biiyliyemez (Yadav, 2010).

Bitkiler bulunduklar1 ¢gevreye bagimli organizmalardir. Bu nedenle degisen cevre
kosullarina uyum saglamak ve ayrica stresten kacimmak i¢in sinirli mekanizmalara
sahiptirler. Bir bitkinin korunma sinirmi 6grenip gelistirmemiz icin stres toleransina
katkida bulunan mekanizmalar1 anlamamiz olduk¢a dnemlidir (Schiitzendiibel ve Polle,
2002).

Bitkilerdeki metal toksisitesi ve toleransi son 30 yilda genis 6l¢iide arastirilan bir
konu haline gelmistir (Benavides ve ark., 2005). Bu ¢alismalarda agir metalin ¢evredeki
ve bitkideki birikim orani ve bitkinin tiirii 6nemlidir. Bitkilerin ortamdaki elementlere
secici davrandigl, agir metal esik doz degerinin bitki tiiriine ve agir metal ¢esidine gore
degistigi iyi bilinmektedir. Ozellikle bitkilerin ¢evresel stres faktdrlerine farkl
mekanizmalar gelistirmesi bu tip calismalarin ¢ok sayida farkl tiir lizerinde yapilmasini
gerekli kilmaktadir (Kiran ve Sahin, 2005).

Son on yilda yapilan caligmalar, agir metallerin organizmalar ve hiicresel
sistemlerde 6zellikle, fotosentez, transpirasyon, su alimi, klorofil sentezi gibi metabolik
faaliyetleri yavaslattigi, lipit peroksidasyonu ve oksidatif stresi arttirdigi ortaya
konmustur (Zengin ve Munzuroglu, 2004; Cargnelutti ve ark., 2006). Bitkiler iizerinde
agir metallerin en olumsuz etkileri 6zellikle kloroplast pigmentlerine, membranlara ve
niikleik asitlere zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumundaki artistir
(Maksymiec ve ark., 2007; Yadav, 2010).

Kadmiyum (Cd) toksik metallerden biridir. Esansiyel olmayan bu element ¢esitli

tarimsal, madencilik, endiistriyel aktivitelerden ve ayrica otomobillerden salinan egzos



gazlar1 sonucu metal kirliligine neden olmaktadir. Kadmiyum sudaki yiiksek
cOziinlirliigiinden ve yiiksek toksisitesinden dolay1 olduk¢a onemli bir kirletici olarak
bilinir. Kadmiyum bitkiler tarafindan yiliksek seviyelerde biriktirilebilmektedir. Bu
metal siilfidril gruplarma 6zel bir egilim gosterir ve ayrica azot iceren bilesikler ve
hidroksil gruplariyla tepkimeye girerler.

Kadmiyuma maruz birakilan bitkilerde fotosentez, solunum ve transpirasyonu
kapsayan bir¢ok fizyolojik siire¢ inhibe olmaktadir. Ayrica, kadmiyum uygulanan
bitkiler yaprak epinastisi, klorozis, bodur biliyiime gibi ¢esitli semptomlar
gostermektedir (Verma ve ark., 2008). Kadmiyum hiicresel seviyede membran hasari,
elektron tasimasinin aksamasi, enzimlerin inhibisyonu ya da aktivasyonu ve niikleik
asitlerle etkilesimi gibi olaylar1 etkilemektedir. Ozet olarak, kadmiyumun yiiksek
konsantrasyonlar1 hiicresel (membran hasari, elektron tasimasmin bozulmasi gibi) ve
fizyolojik (biiylime, fotosentez gbi) siirecgleri oksidatif stresi indiikleyerek ciddi sekilde
hasara ugratmaktadir (Smeets ve ark., 2005).

Bitkiler i¢in esansiyel bir element olan bakir (Cu) elektron taginmasi ve redoks
reaksiyonlarindaki enzim ve proteinlerle iliskilidir. Asir1 miktarda bakir bitkiler i¢in
toksiktir ve fotosentez, pigment sentezi, azot ve protein metabolizmasi, DNA ve
membran gecirgenligi ve mineral alimi gibi genis oranda biyokimyasal ve fizyolojik
siirecleri etkilemektedir (Lombardi ve Sebastiani, 2005; Srivastava ve ark., 2006).

Bakir toksisitesi reaktif oksijen tiirleri tarafindan meydana getirilen oksidatif
stresi uyarmaktadir. Redoks aktif metal olan Cu’ siiperoksit anyon olusumunu
katalizleyebilir ve sonradan Fenton tipi reaksiyonlar yoluyla hidrojen peroksit ve
hidroksil radikali iiretimine neden olabilir. Bu reaktif oksijen tiirleri lipitler, proteinler,
pigmentler ve niikleik asitlerle tepkimeye girerler ve bu da lipit peroksidasyonuna,
membran hasar1 ve enzimlerin inaktivasyonuna neden olur. Sonug olarak, asir1 miktarda
bakir lipit peroksidasyonunu ve ROT birikimini arttirir (Zhang ve ark., 2008).

Kadmiyum ve bakira maruz birakilan bitkilerde genellikle biiylimede azalma
gozlenmistir. Bu toksik kirleticiler bitki hiicrelerinde birgok degisiklige neden
olabilirler. Ancak, stresin fizyolojisi hakkinda genel bir mekanizma ¢izmek zordur.
Clinkii, metal toksisitesi birka¢ metabolik yolla metal iyonlarmin kompleks etkilesimi
sonucu olmaktadir. Bununla birlikte, bitkilerin bakir ve kadmiyuma maruz
birakilmasmin ardindan doku hasarinin nedenlerinden biri oksidatif stresle iliskili

reaktif oksijen tiirlerinin artan birikimidir (Chaoui ve El Ferjani, 2005).



Bitkilerde agir metaller yoluyla uyarilan oksidatif stres, siiperoksit radikalleri
(0y), molekiiler oksijen (O,), hidrojen peroksit (H,O;) ve hidroksil radikalleri (OH")
gibi reaktif oksijen tiirlerinin olugmasi yoluyla meydana gelmektedir. Bu oksijen tiirleri
lipit peroksidasyonu, enzim inaktivasyonu/aktivasyonu ve DNA hasarina sebep olurken,
bliylime ve verimin dramatik bir sekilde diismesine sonugta bitkinin 6limiine yol
acmaktadir (Sun ve ark., 2007; Guo ve ark., 2007).

Reaktif oksijen tiirlerinin zararl etkilerini azaltmak ve elimine etmek i¢in
bitkiler enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalarla donatilmistir. Antioksidant
sistem, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), guaiacol peroksidaz (GPOX) ve
askorbat peroksidaz (APX) gibi enzimlerden olusmaktadir. Olusan siiperoksit radikalleri
SOD tarafindan H,0O,’ye doniistiiriilmektedir ve H»O,’nin birikimi APX, CAT ve
GPOX enzimlerinin aktiviteleri yoluyla engellenmektedir. Bu yiizden, ROT olusumu ve
onlarin yok edilmesi arasindaki denge sistemin hayatta kalmasini belirler (Khatun ve
ark., 2008).

Oksidatif strese karsi antioksidatif yanitlar ve tolerans bitki tiirlerine ve ¢evresel
kosullara gore degismektedir. Son yillarda, agir metallerin bitkiler iizerindeki toksik
etkileri yaninda 6zellikle, indikator ve biriktirme yetenegine sahip toleranslh bitkilerin
kirlenmeyi dogal olarak giderilmesine yonelik ¢alismalar da hizla artmaktadir (Uysal,
2007).

Bu calismada, Brassica oleracea L. var. acephala ve Silene vulgaris (Moench)
Garcke var. vulgaris bitkilerine bakir (Cu) ve kadmiyum (Cd) metallerinin fizyolojik
etkilerinin yan1 sira, bu metallerin meydana getirecegi oksidatif stresin giderilmesinde
ya da azaltilmasinda gorev alan antioksidatif savunma mekanizmasindaki degisiklikler
tanimlanarak, bu bitkilerin bakir ve kadmiyuma karsi toleransli olup olmadigi

belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Agir Metaller

Agir metaller yogunlugu 5 g cm™’iin iizerinde olan ve nispi atom agirliklari
40’ Tlzerindeki elementlerdir ve nispeten genis bir grup olustururlar (Seregin ve
Ivanov, 2001). Dogal olarak meydana gelen 90 tane elementin 53’1 agir metaldir, ancak
hepsinin biyolojik 6nemi yoktur. Metallerin fizyolojik kosullardaki ¢oziinebilirligi temel
alinarak, bunlardan 17 tanesinin canli hiicreler, organizma ve ekosistemler i¢in 6nemli
oldugu belirlenmistir. Bu metaller arasinda Mn, Cu, Zn, Mo ve Ni yiiksek yapili bitkiler
icin gerekli ve faydali mikro besinlerdir. As, Hg, Ag, Sb, Cd, Pb ve U’nun besin
elementi olarak fonksiyonlar1 bilinmemektedir (Schiitzendiibel ve Polle, 2002).

Karasal ekosistemlerde, agir metallerin ana materyal ve atmosfer olmak iizere iki
ana kaynagi vardirr (Schiitzendiibel ve Polle, 2002). Dogal kayalardan olusan agir
metaller toprak, nehir, gol, deniz ve deniz dibindeki sedimentlerde ¢oziinmiis formda ya
da partikiil halinde meydana gelerek genis bir ¢evreye yayilirlar. Bunlara ek olarak, agir
metallerin ¢evreye yayilmasina neden olan etmenlerin arasinda endiistriyel faaliyetler,
motorlu tasitlarin egzoz atiklari, maden yataklar1 ve isletmeleri, volkanik faaliyetler,
tarimda kullanilan giibre ve ilaclar ile kentsel atiklar gelmektedir (Stresty ve Madhava

Rao, 1999; Babula ve ark, 2008).

2.2. Agir Metal Toksisitesi

Bitkilerdeki metal toksisitesi, metalin bitki kokleriyle topraktan alinarak bitkinin
diger kisimlarmma taginmasi ve depo edilmesi sonucunda meydana gelir (Sekil 2.1)
(Verma ve Dubey, 2003; Dubey, 2011). Bu metallerin bitkiler tarafindan alinmasi
sonucunda dokularda ¢esitli belirtiler meydana gelir. Bu belirtiler klorozis, nekrozis,
yaprak kivrilmasi, kok biiylimesinin inhibisyonu, bitki biiylimesinde gerileme, membran
fonksiyonlarinda degisiklikler, su potansiyelinin azalmasi ve gesitli anahtar enzimlerin

aktivitelerinde degisiklikleri kapsamaktadir(Sharma ve Dubey, 2007).
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Sekil 2.1. Metallerin kaynaklari. Cesitli antropojenik aktiviteler metallerin birikmesine
neden olur. Bunlarin topraktan kokler yoluyla alinmasi sonucunda bitki dokularinda
metal toksisite semptomlar1 ve oksidatif stres gézlenir (Dubey, 2011)

Agir metal toksisitesinin nedenini anlamak i¢in, metallerin kimyasal 6zelliklerini
g0z Oniinde bulundurmak gerekir. Agir metallerin ¢ogu fizyolojik kosullar altinda
tamamiyla dolu olmayan o-orbitallerine sahip katyonlar olarak mevcut olan gecis
metalleridir. Hiicrelerdeki redoks oran1 -420 mV ile +800 mV arasinda genis bir alana
yayilir. Bu ylizden, biyolojik 6nemi olan agir metaller, redoks aktif (Fe, Cu, Cr, Co) ve
redoks aktif olmayan metaller (Cd, Pb, Zn, Ni, Al) olarak iki gruba ayrilabilir. Biyolojik
molekiillerden daha diisiik redoks potansiyelli metaller biyolojik olarak redoks
reaksiyonlarinda yer almayabilirler (Schiitzendiibel ve Polle, 2002). Redoks aktif
metaller (6rnegin Fe™" ve Cu’), redoks aktif olmayan metallerden farkli olarak Haber
Weiss ve Fenton- reaksiyonlari yoluyla hiicrede direk olarak H,O, den OH
olustururlar. Fenton ve otooksidasyon yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) tiretimi
tipik olarak Fe ve Cu gibi gecis metalleri i¢indir. Bu nedenle, gec¢is metalleri bitki

dokularinda direk olarak oksidatif strese neden olurken, redoks aktif olmayan metaller



ise lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu gibi reaksiyonlar yoluyla dolayli olarak
oksidatif hasara neden olurlar (Sharma ve Dietz, 2008).

Agir metal toksisitesinin diger dnemli bir mekanizmasi metallerin oksijen, azot
ve silfiir atomlarma giiclii bir sekilde baglanabilme kabiliyetidir (Schiitzendiibel ve
Polle, 2002).

Metallerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore, metal toksisitesi ti¢ farkl
molekiiler mekanizma ile ayirt edilebilir (Sekil 2.2):

1) Metallerin —tiyol, -histidil ve —karboksil gruplarina baglanma egilimleri nedeniyle
proteinlerle direk olarak etkileserek hiicrenin yapisini, katalitik ve tasima bdlgesinin
degismesine neden olmasi.

i1) Otooksidasyon ve Fenton reaksiyonlar1 yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
olusumu.

1i1) Biyomolekiillerdeki esas katyonlarin yerlerini alarak fonksiyonlarmin bozulmasma

neden olmas1. Ornegin, fotosistem II reaksiyon merkezinde, Cd"™" Ca""

nin yerini alir ve
PSII fotoaktivasyonunun inhibisyonuna neden olur.

Bununla birlikte, metallerin kimyasal 6zellikleri ve biyolojik sistemlerdeki farkli
davraniglar1  karsisinda, yalnizca bu {ic mekanizma toksisitenin nedenlerini

aciklamayabilir (Sharma ve Dietz, 2008).



Agir Metal Tyonlar

— h
= e
F &S
- S

Redoks aktif olmayan

Cd, Ni, As

— Hiicresel kacinma

y
W
[
v
—

~—— Belli bilgelerde tutma )

Proteinlere ve
=SH, -CO0, imidazol gibi diger
hedeflere baglanmasi

Py, . Dengelemek
//;_" / .- \:" e &
> ’

A4 b

-"' Redoks dengesinin IMetabolik dengenin fvonik Sinyal

bozulmas bozulmast | hasar

N
K 224 |

Sekil 2.2. Agir metale bagli olarak meydana gelen baslica mekanizmalar (Sharma ve
Dietz, 2008).




2.3. Agir Metallerin Bitkiler Tarafindan Alinmasi

Bitkilerin metallerden biyolojik olarak faydalanabilmeleri i¢in bu metallerin
toprak ya da suda bulunmalari, toprak ya da suyun pH’s1, oksijen igerigi, organik ve
inorganik bilesiklerin varlig1 ya da yoklugu 6nemli faktorlerdir. Bazi agir metallerin
toprak partikiillerine tutunmasi ve c¢oziinememesi bitkiler tarafindan alinimini
zorlastirr. Bununla birlikte, metallerin toprak ve suda bulunan bilesiklerle kompleks
olusturma yetenegi, bunlarin bitkiler tarafindan alinmasini ve kullanilmasini arttrmada
onemli rol oynamaktadir (Shenker ve ark., 2001).

Genel olarak, bitkiler tarafindan metallerin alinmasi bitki tiirline bagl olarak
degismekle beraber, en onemli toprak faktorleri olan pH, su rejimi, organik madde
icerigi, katyon degisim kapasitesi, besin dengesi ve diger elementlerin derigimi bu alimi
etkilemektedir.

Bitkilerde agir metal alinim biyolojisi li¢ ana bdliime ayrilabilir:

1. Koklerle alinim 2. Agir metallerin taginmasi 3. Agir metale dayaniklilik

2.3.1. Koklerle Alinim

Metallerin kokler tarafindan alimimi hem pasif hem de aktif olabilir. Pasif
almim, iyonlarm difiizyon ile distaki ¢ozeltiden kok endodermisine alinmasidir. Aktif
almim enerji gerektirir ve bir kimyasal gradiyente karsi meydana gelir. Almimimn
mekanizmas1 verilen metale bagl olarak farkliliklar gosterebilir. Pb ve Ni genellikle
pasif olarak alinirken, Cu, Mo ve Zn aktif olarak almir. Kok hiicrelerinin biyolojik ve
yapisal oOzellikleri degistiginde ancak tiim metaller pasif bir sekilde alinir (Kabata-
Pendias ve Pendias, 2001).

Bitkilerin topraktaki metalleri alabilmeleri i¢in onlar1 hareketli forma gegirmeleri
gerekir. Kokler tarafindan metallerin alinmasinda birkag yol vardir:

1. Selatlama ajanlar1 ya da diger tasiyicilar tarafindan hiicre icerisine tagmmasi
2. Rizosfer etkileri
3. Kokler tarafindan katyon degisikligi
Ik olarak, metal selatlandirict molekiiller (fitosideroforez) topraga bagl olan

metalleri topraktan ¢dzmek igin rizosfere salinir. Ornegin, mugineik asit ve avenik asit



Graminae tiirlerinin fitosideroforezi olarak gorev yaparlar Bu fitosideroforezler Fe ve
Zn eksikliginde serbest birakilirlar ve Cu, Zn ve Mn’in toprakta hareketini saglarlar.
Ikinci olarak, kokler spesifik plazma membranma bagh metal rediiktazlar ile metal
iyonlarmi azaltabilirler. Uciincii olarak da bitki kokleri saldiklar1 protonlar ile toprak
ortamint asitlestirerek agir metalleri c¢ozebilirler. Koklerin ¢evresindeki katyon
oksidasyon durumu bu siirecte olduk¢a 6nemlidir. Diisiik pH toprak i¢cindeki bagli metal
iyonlarinin serbest kalmasma neden olur. Kok icine intraseliiler veya ekstraseliiler
yollarla giren metal iyonlar1 spesifik veya genel iyon tasiyicilari vasitasiyla ya da
kanallarla bitki hiicrelerine girerler. Bitki icin gerekli olmayan agir metaller de ayni
transmembran tastyicilarini kullandiklarindan aralarinda rekabet ederler (Salt ve ark.,

1995).

2.3.2. Agir Metallerin Tasinin

Metal iyonlar1 koke girdiginde ya biriktirilirler ya da siirgilinlere taginirlar. Metal
iyonlarmin siirglinlere tasmmasi ksilemde olabildigi gibi floem yoluyla da
olabilmektedir. Metal iyonlarinin ksilem yoluyla tasmabilmesi i¢in kaspari seridini
gecmesi gerekmektedir. Kaspari seridi nedeniyle ekstraseliiler geg¢is bloke edildiginden
suyun hareketi engellenir ve metal iyonlar1 intraseliiler olarak hareket ederler (Salt ve
ark., 1995).

Bitkilerde metal tasinmasinin kontroliinde, selatlayic1 bilesiklerin yani sira pH,
oksidasyon-rediiksiyon durumu, hidroliz, polimerizasyon ve c¢Ozlinemeyen tuzlarin
olusumu (fosfat, okzalat gibi) ¢ok onemlidir. Genellikle, Ag, B, Li, Mo ve Se bitkinin
diger kisimlarma kolaylikla tasmirken, Mn, Ni, Cd ve Zn orta derecede taginirlar. Co,
Cu, Cr, Pb, Hg ve Fe kok hiicrelerine giiglii bir sekilde baglanarak ¢ok zor tasinirlar
(Kabata- Pendias ve Pendias, 2001).

2.3.3. Agir Metale Dayamkhhk

Agir metallere dayanikli olan bir bitki ya hiicreye giren agir metalleri detoksifiye

etmelidir ya da hiicreye alinimini sinirh tutmalidir. Agir metallerle kirlenmis
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topraklardaki baz1 endemik bitki ekotiplerinin hiicre duvarlar1 asit fosfatazlar gibi agir
metale direngli enzim igerdigi gorilmiistir. Agwr metaller hiicre i¢inde
biriktirildiklerinde detoksifiye edilmeleri gerekir. Bu da metale bagli olan selatlanma,
almimin sinirlanmasi ve ¢oktiirme seklinde olabilmektedir (Benavides ve ark., 2005).
Kursun etkisinde birakilan Brassica juncea’nin koklerinde de fitoselatinlerin iiretildigi
ve boylece fitoselatinlerin kursun detoksifikasyonuyla iligkisi oldugu ortaya

konulmustur (Salt ve ark., 1995).

2.4. Kadmiyum

Kadmiyum (yogunlugu 8.6 g cm™), dogada oldukea hareketli bir elementtir ve
bu nedenle diisiik konsantrasyonlarda bile bitkiyi etkileyebilmektedir. Kadmiyum isitma
sistemleri, trafik, gili¢c istasyonlari, metal isleyen endiistriler, ¢imento fabrikalar1 gibi
cesitli kaynaklardan ¢evreye salmirlar. Insan faaliyetlerinin az oldugu alanlardaki
kadmiyumun kaynaklarmi ise kayalarm mineralizasyonu meydana getirmektedir.
Wagner (1993)’in 6lciimlerine gore kirlenmemis topraklarin kadmiyum derigimi 0.04-
0.32 uM arasinda degismektedir. 0.32- 1.0 pM sahip topraklar ise orta derecede
kirlenmis sayilmaktadir (Sanita di toppi ve Gabrielli, 1999).

Bitkilerde metal iyonlarinin farkli tasimnimina ragmen, genellikle koklerde diger
organlara gore metal igerigi daha fazladir. Kadmiyum bitkiye ilk olarak kdklerden
girerek diger organlara da kolaylikla tasinabilmektedir. Apoplastik ve simplastik olarak
kok korteksi vasitasiyla merkezi silindire, buradan da ksilem araciligi ile siirgiinlere
tasinir (Pal ve ark., 2006).

Yiiksek yapili bitkiler kadmiyumu ortamdaki metalin derisimine bagli olarak
almaktadirlar. Metalin bitkiler tarafindan almimi ortamdaki diger elementlerin
derisimine, pH, redoks potansiyeli, sicaklik ve ortamdaki organik maddelere baghdir.
Genellikle kadmiyum, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn ve Ni gibi besin elementlerinin
kullandig1 trans-membran tasiyicilart i¢in bu elementler ile rekabet eder (Sandalio ve

ark., 2001).
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2.4.1 Bitkilerde Kadmiyum Toksisitesinin Etkileri

Kadmiyum bitki biiyiime ve gelisimini olumsuz ydnde etkiler. Suda
¢cOziinebilirligi ve yiiksek toksisitesinden dolay1 kadmiyum 6nemli bir ¢evre kirleticisi
olarak tanimlanir (Pinto ve ark., 2004).

Bir¢ok arastirici, kadmiyumun biyolojik sistemler lizerindeki toksik etkileri ile
ilgili bulgular elde etmis olmalarina ragmen kadmiyumun toksisite mekanizmasi heniiz
tam olarak anlasilamamistir (Benavides ve ark., 2005).

Bitkilerde kadmiyum toksisitesinin gozlenebilen belirtileri;  biiylimeyi
geciktirmesi, kok hasari, yapraklarda klorozis, yaprak kenarlarinda ya da damarlarinda
kirmizi-kahverengi renklenme sayilabilir. Klorozis, toksik metallerin etkilesimi ve Fe
eksikliginden dolay1 ortaya cikar. Arastirmacilar, kadmiyumun sebep oldugu klorozisin,
Fe: Zn oranindaki degisimden, fosfor eksikligi ya da mangan tasimmmasinda meydana
gelen problemlerden kaynaklandigini belirtmislerdir (Root ve ark.,1975; Goldbold ve
Hutterman, 1985).

Kadmiyumun hiicresel etkileri cesitli seviyelerde olabilmektedir. Ornegin, RNA
sentezini degistirebilir ve riboniikleaz aktivitesini inhibe edebilir (Shah ve Dubey,
1997). Kadmiyum ayrica siirgiinlerde nitrat rediiktaz aktivitesinin inhibisyonuna neden
olarak stirgiinlere azot taginmasini engeller (Hernandez ve ark., 1996). Buna ek olarak,
Fe(Ill) rediiktazin inhibisyonu sonucu Fe(Il) eksikligi ortaya ¢ikar ve sonug olarak bu
da fotosentezi olumsuz etkiler (Alcantara ve ark., 1994).

Kadmiyum toksisitesi bitki su kiitlesinin bozulmasina yol acar (Costa ve Morel,
1994). Genelde fotosistem I ve fotosistem II'nin fotosentetik birimlerine zarar verir

(Siedlecka ve Krupa, 1996).

Brassica napus bitkilerine kadmiyum uygulanmasi, toplam klorofil ve karoten

miktari azaltmistir (Larsson ve ark., 1998). Bundan bagka kadmiyum konsantrasyonunun

hiicresel diizeyde artmasi sonucu mitokondri i¢ zarlarmmm H'e gecirgenligi artar ve

oksidatif fosforilasyon inhibe olur (Kessler ve Brand, 1995).

Ayrica kadmiyum, stomanimn agilmasini engeller, ancak bunu nasil yaptig1 heniiz

tam olarak anlagilamamistir. Muhtemelen stoma hareketlerinin direk olarak kadmiyumdan

++

etkilenmedigi, fakat bek¢i hiicrelerindeki absisik asit, K", Ca

‘nin hareketleri ile

kadmiyumun olduke¢a giiclii bir iliskisi oldugu diisiiniilmektedir (Barcelo ve Poschenrieder,

1990).
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Kadmiyum, lipit kompozisyonunu ve H'-ATPaz gibi membranla iliskili
enzimatik aktiviteleri etkileyerek membran fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur.
(Sandalio ve ark., 2001). Kadmiyumun reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu uyararak ya
da lipoksigenaz aktivitesini uyararak farkli bitki tiirlerinde lipit peroksidasyonunu
arttirdig1r bulunmustur (Sandalio ve ark., 2001; Schiitzendiibel ve ark., 2001; Beckhaldi
ve ark., 2010). Kadmiyumun oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir. Redoks aktif
metallere (Cu, Fe gibi) benzemeyen kadmiyum Fenton benzeri bir reaksiyon yoluyla
reaktif oksijen tirlerinin {retimini indiikleyememektedir. Kadmiyum lipit
peroksidasyonunun indiiklenmesi, elektron tasima zincirinin aksamasi gibi dolayh

mekanizmalar yoluyla oksidatif strese neden olmaktadir (Smeets ve ark., 2005).

2.4.2. Hiicresel Diizeyde Kadmiyum Stresine Cevap Mekanizmalan

Bitki  hiicreleri kadmiyum  stresine cevapta (1) immobilizasyon
(duraganlastirma), (2) hiicre i¢ine almmama (3) fitoselatinlerin sentezi, (4) belli
bolgelerde tutma, (5) metalotiyoneinlerin sentezi, (6) stres proteinlerin sentezi ve (7)

etilenin iiretimi gibi ¢esitli savunma yollarma bagvurabilir.

2.4.2.1. immobilizasyon

Kok diizeyinde kadmiyum stresine karsi ilk engel hiicre duvarma baglanma
yoluyla kadmiyumun immobilizasyonu ve ekstraseliiler (hiicre dis1) karbohidratlar
(Verkleij ve Schat, 1990) olabilir. Kadmiyum iyonlar1 6rnegin cali fasulyesinin
(Phaseolus vulgaris) kok ve yapraklarinda ¢ogunlukla pektik yapilar ve hiicre duvarinin
histidil gruplar1 tarafindan baglanmistir (Leita ve ark., 1991). Bu mekanizma ortamdaki
kadmiyum derisimi ve bitki tiirline gore degisiklik gosterebilir. Silene cucubalus’da
hiicre duvarlarinda kadmiyum birikimi rapor edilmistir. Fakat tolerant ve tolerant
olmayan bitki tiirleri arasinda hiicre duvarina baglanma ile ilgili bir farklilik

gozlenmemistir (Verkleij ve ark., 1990).
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2.4.2.2. Hiicre icine alinmama

Plazma membranin etkisiyle kadmiyum iyonlarmin sitoplazmaya giriginin
engellenmesi teorik olarak en etkili savunma mekanizmasi olarak belirtilmektedir.
Raphanus sativus tohumlarinin ¢imlenmesinin erken donemlerinde Cd’nin plazma
zarindaki Ca kanallar1 boyunca hiicre icine girdigi rapor edilmistir (Rivetta ve ark.,

1997).

2.4.2.3. Fitoselatinler

Fitoselatinler spesifik bir -glutamil sistein dipeptidil transpeptidaz tarafindan
fitoselatin sentez yolu ile glutatyondan sentezlenirler. Kadmiyum uygulamasinin birkag
dakika sonrasinda inaktif olan fitoselatin sentaz aktive edilerek fitoselatin sentezlenir ve
ortamdaki serbest kadmiyum selatlanmaya baslar. Serbest kadmiyum orani azaldiginda
bu enzim inaktive edilir. Fitoselatin tretim kapasitesi yiiksek olan bitkilerde
kadmiyumun selatlanmasi1 detoksifikasyonun onemli bir mekanizmasidir. Kadmiyum
toksisitesine kars1 bitkilerin toleransinda biyo-indikator olarak fitoselatinlerin
kullanilmas1 Keltjens ve Van Beusichem (1998) tarafindan onerilmistir.

Genelde kadmiyum kiikiirt metabolizmasinin farkli basamaklarma kars1 yiiksek
egilim gosterir. Ilk etkilerini ATP-siilfiirilaz (De Knecht ve ark, 1995) ve adenozin 5-
fosfosiilfat siilfotransferaz iizerine gosterir (Nussbaum ve ark, 1988). Kadmiyum hiicre
sitoplazmasina girdiginde kiikiirt metabolizmasiyla iliskili bir mekanizma olan
fitoselatin sentezi Onemli oranda artmaktadir. Agir metaller arasinda oOzellikle
kadmiyumun fitoselatin (y-Glu—Cys)n—Gly (n=2-11) sentezini aktive ettigi kesin olarak
bilinmektedir. Béylece kadmiyumun sitoplazmada serbest olarak dolasimimi engelleyen
kompleksler (molekiiler agirligi 2500 ya da 3600 Dalton) olustururlar (Grill ve ark.,
1985).
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2.4.2.4. Belli Bolgelerde Tutma

Kadmiyum detoksifikasyonundaki 6nemli yollardan biri de metalin vakuolde
tutularak sitoplazmada serbest olarak dolasiminin engellenmesidir (Sekil 2.3).
Kadmiyum uygulamas: fitoselatin sentaz enzimini aktive etmekte ve diisiik molekiiler
agirlikl fitoselatin kompleksi kadmiyumu baglamaktadir (Vogeli-Lange ve Wagner,
1996). Serbest Cd iyonlar1 Cd"'/2H" antiport yoluyla da vakuol igine alinirlar. Vakuol
pH’s1 asidik oldugu icin yiiksek molekiiler agirlikli kompleksler parcalanir ve
kadmiyum vakuoler organik asitlerle (okzalat, malat ve sitrat) ve aminoasitlerle bilesik
olusturabilir. Apo-fitoselatinler vakuoler hidrolazlar tarafindan parcalanabilir ve/veya

stoplazmaya tekrar donebilirler (Sanita di Toppi ve Gabbrielli, 1999).

Plazma zan

Yakuol

Cd+0rg.as, <
DMA

FS +Cd
FﬁSemaz(

“BeH

Sitoplazma

Sekil 2.3. Kadmiyumun selatlanmasi ve vakuolde kompartmentalizasyonunun
mekanizmalar1 Sekilde FS fitoselatini, GSH rediikte gulutatyonu, DMA diistik
molekiiler agirlikli bilesigi, OMA orta molekiiler agirlikli bilesigi, YMA yiiksek
molekiiler agirlikli bilesigi ve Org. as. Organik asitleri ifade eder (Sanita di Toppi ve
Gabbrielli, 1999).
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2.4.2.5. Metalotiyoneinler

Hayvanlar, mavi-yesil algler ve mantarlarda da kadmiyum ve diger agir metalleri
sisteince zengin ve aromatik aminoasit igermeyen metalotiyoneinler yoluyla
komplekslestirilir ve detoksifiye edilebilirler (Kagi, 1991). Bitki metalotiyoneinlerinde
sistein kalintilar1 Cys-x-Cys, Cys-x-x-Cys (yapidaki x, sisteinden farkli bir aminoasittir)
ya da Cys-Cys seklinde bulunur. Ancak mevcut c¢alismalar 1s181nda yiiksek bitkilerde
kadmiyum tarafindan indiiklenmis metalotiyoneinlerin kesin kanitlarma ulasilamamaistir.
Bu nedenle metalotiyoneinlerin kadmiyum detoksifikasyonundaki rolleri fitoselatinler

ve stres proteinlerine kiyasla ikincildir ( Sanita di Toppi ve Gabbrielli, 1999).

2.4.2.6. Stres Proteinleri

Yiiksek sicaklik, agir metal, tuzluluk ve kuraklik gibi stres kosullar1 altinda bitki
hiicreleri farkli stres proteinleri sentezledikleri bilinmektedir ( Sanita di Toppi ve
Gabbrielli, 1999). Bitkilerde sicak sok proteinlerinin (SSP) bir¢ok tiirii bulunmustur.
Ornegin, Sabehat ve ark. (1998) yaptiklar: calismada domates bitkilerinde soguk stresi
nedeniyle meydana gelen yaralanmalara karsi sicak sok proteinlerin rolii oldugunu

bulmuslardir.

2.4.2.7. Etilen Sentezi

Yapilan bir calismada kadmiyum etkisinde birakilan P. vulgaris bitkilerinde
coziilebilir ve c¢oziilemez fenoliklerin birikmis oldugu belirlenmistir. Ayrica etilen
iretimi guajakol peroksidaz aktivitesini de artirmistir. Ay bitki tiirii ile yapilan diger
bir arastirmada Cd etkisindeki bitkinin koklerinde etilen tiretimi siirglinlerden daha fazla
oldugu bulunmustur. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarin azligi nedeniyle Cd stresi ve
etilen biyosentezi arasindaki iliskinin (molekiiler/hiicresel diizeyde) tam olarak

aciklanmasinin miimkiin olmadigi belirtilmistir (Sanita di Toppi ve Gabbrielli, 1999).
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2.5. Bakir

Bakir (Cu), bitkilerin biiylime ve gelismesi i¢in gerekli olan esansiyel bir
elementtir., Bakir, fizyolojik kosullar altinda hiicre icerisinde Cu"" ve Cu' olmak iizere
iki oksidasyon durumunda bulunabilir. Bu nedenle, bitkilerde bir¢ok fizyolojik siirecte
yer almaktadir. Cu™" ¢ogunlukla histidinin yan zincirlerindeki azota baglanirken, Cu"
sistein ya da methionindeki siilfiire baglanmay1 tercih etmektedir (Pilon ve ark., 2006).
Bitkiler tarafindan bakir biiyiik oranda Cu'" seklinde alinir (Maksymiec, 1997).

Bakir oldukga az tasinabilen bir metal olmasina ragmen, tiim toprak tiplerinde
serbest ve komplekslesmis iyon olarak bol bulunur. Topraktaki bakir konsantrasyonlari
genellikle 2-250 ppm arasinda degisir (Khatun ve ark., 2008).

Kokte, bakir tamamiyla bilesik formdadir. Bununla birlikte, kok hiicresine bakir
cogunlukla ayrigmis formda girer. Farkli arastirmalarin sonuglar1 karsilastirildiginda
koklerdeki bakir absorbsiyonunun fizyolojik konsantrasyon orani (0.01-20uM Cu) piko-
ile mikromol arasmda hr' g degismekle beraber esansiyel elementler arasmda en
diisiik oldugu sonucuna varilmistir (Kabata- Pendias ve Pendias, 2001).

Bitkilerde hiicre igerisine bakir alinimi ve tasinmasiyla iliskili olarak ¢ok az bilgi
vardir. Bununla birlikte, son zamanlarda yapilan ¢aligmalar sonucunda bakirin
tasinmasini1 saglayan birkac tastyici belirlenmistir. Bunlar, 1) P-tipi ATPaz Cu-
tastyicilar: 11) COPT bakir tasiyicilar: i1i1) Bakir saperonlaridir (Sekil 2.4) (Markossian
ve Kurganov, 2003).

L el \ 1
g \ \ )
_‘ = GSH \\ Vakuol //

Mitokondri MT =

Sitosol - /

Sekil 2.4. Bitki hiicrelerinde Cu i¢in tanimlanan tasmim yollari. Hiicre membrani
tastyicilar1 (COPT1, COPT3, COPTS5,COX17, PAA1, PAA2, RAN1), bakir saperonlar
(CCH, CCS, CpCCS) ve detoksifikasyon faktorleri (metalotiyoneinler (MT),
fitoselatinler (FS) ya da glutatyon (GSH) gdsterilmektedir.
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Bitki dokularindaki bakir tasmmimi, mevcut bakirin seviyesiyle ve azot (N)
tasimimuyla kuvvetli bir sekilde iliskilidir. Zea mays, Bromus inermis, Trifolium repens
ve Lolium perenne ile yapilan calismalar sonucu yapraklardaki bakir igerigi ile azot
arasinda 6nemli bir iliski oldugu ortaya konmustur (Fernandes ve Henriques, 1991).

Bitkiler icerisindeki bakmrin dagilimi olduk¢a degiskendir. Bakirin toprak
kolloidlerine ve diger organik maddelere gii¢lii bir sekilde baglanmasi nedeniyle
taginmasit biliylik oranda kisitlanir ve bitki i¢cin uygun olan bakir alimi bu nedenle
genellikle diisiik seviyededir. Bununla birlikte, bakir bitkideki diger elementlere gore
nispeten daha diisiik oranda tasinir. Bitkiler tarafindan absorbe edilen bakirin biiytiik bir
kismi kokte tasinmadan kalirken, yapraklarda yaslanana kadar kalir. Sadece kiiclik
miktarlarda bakir gen¢ organlara taginabilir. Bu nedenle, bakir eksikliginde gelisim
belirtilerinin gorildiigii ilk yerler genellikle gen¢ organlardir (Kabata- Pendias ve

Pendias, 2001).

2.5.1. Biyokimyasal Fonksiyonlari

Bir gecis metali olan bakir, mitokondri ve kloroplastlardaki redoks
reaksiyonlarini katalizleyen enzim ve proteinlerin fonksiyonel bir bilesenidir. Bakir,
diizenleyici proteinlerde yapisal bir element olarak gorev yaparken, oksidatif strese
cevap, mitokondriyal solunum, hiicre duvar1 metabolizmasini i¢ine alan bir¢ok olaya
katilmaktadir. Bakir iyonlar1 Cu/Zn siiperoksit diismutaz (SOD), sitokrom c¢ oksidaz,
amino oksidaz, lakkaz, plastosiyanin ve polifenol oksidaz gibi bircok enzimin
kofaktoriidiir. Hiicresel seviyede, bakir ayrica transkripsiyon, protein metabolizmasi,
oksidatif fosforilasyon ve demirin tasinmasinda onemli bir role sahiptir. Bu nedenle,
bitkiler normal biiyiime ve gelisimleri i¢in bir besin elementi olan bakira ihtiyag
duyarlar (Yruela, 2005). Ayrica bakir, hastaliklara karsi1 diren¢ mekanizmalarinda da
gorev alir. Bitkilerin fungal hastaliklara karsi direnci yeterli miktarda mevcut bulunan
bakirla yakindan iliskilidir (Kabata- Pendias ve Pendias, 2001).

Bakirin biyokimyasal fonksiyonlar1 Sekil 2.5” de gosterilmektedir.
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Sekil 2.5. Bitki hiicrelerinde bakirin iginde bulundugu biyokimyasal siiregler. PPO-
polifenol oksidaz, OAsc- askorbat peroksidaz, OA- amin oksidaz, SOD- siiperoksit
dismutaz Cu/Zn, OR- oksiderediiktaz NADH/AFR, Asc ve DHA, indirgenmis ve
yiikseltgenmis askorbat formlari, AFR- askorbat serbest radikal, PA- poliaminler, Viola-
violaksantin, Zea- zeaksantin, FNR- rediiktaz ferrodoksin/NADP (Maksymiec, 1997)

Bitkinin biiylimesi ve gelisimi i¢in bakirin mutlaka alinmasi, tasinmasi, bitki
icerisinde dagitilmasi ve farkli dokular igerisinde tutulmasi gerekmektedir. Hiicre ve
organellerdeki bakir igerigi dikkatli bir sekilde diizenlenmelidir. Bu amagla, bitkiler
esasi metal iyonlarinin uygun olan derisimlerini koruyabilmek i¢in homeostatik

mekanizmalara sahiptirler. Membran tagima sistemleri bu siire¢te merkezi bir rol oynar

(Yruela, 2005).
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2.5.2. Bitkilerde Bakir Eksikligi

Bakir bitkilerin biiylimesi ve gelismesi icin gerekli olan esasi bir besin
elementidir. Bitkiler normal biiyiime ve gelismeleri i¢in yaklasik olarak 5-30 ppm
bakira ihtiyag duyarlar (Zhang ve ark., 2008). Bakir eksikligi genellikle bakir
konsantrasyonu 2 ppm’den az oldugunda meydana gelir (Kabata- Pendias ve Pendias,
2001).

Bakir eksikligi bir¢ok fizyolojik siireci etkilemektedir. Bakir eksikliginin tipik
belirtileri ilk olarak gen¢ yapraklarin uclarinda ve sonra yaprak kenarlar1 boyunca
uzanir. Bununla birlikte, yapraklarin biikiiliip sekli bozulabilir ve hatta klorozis,
nekrozis goriilebilir.

Bakir plastosiyaninin bir bileseni olarak fotosistem II ve fotosistem I arasindaki
elektron tasinmasinda farkl bir diizenleyici role sahiptir. Plastokinon bdlgesindeki Cu
degerinin diismesi bunun sonucu olarak da plastosiyanin olusumunun azalmasi
nedeniyle fotosistem II ve I’deki elektron transferi inhibe olur (Shikanai ve ark., 2003).

Bakir eksikligi ayrica kloroplastlar1 da etkiler. Bakir-eksik bitkilerde tilakoid
membranlarin belirli a¢il lipitlerinin doymusluk derecesi degiserek membran yapisinin
bozulmasma neden olur. Ayrica, bu kosullarda plastokinon sentezinin ve pigment
iceriginin (klorofil ve karotenoid) azaldigi belirlenmistir (Baron ve ark., 1992). Bu
olaylar bitki tarafindan eksikligin algilanmasiyla baslayarak genlerin diizenlenmesini
saglayan bir seri molekiiler mekanizmalar1 kapsar. Bitki tarafindan algilanan sinyal,
bitki vaskiiler sistemi igerisinde transdiiksiyon yollar1 boyunca aktarilir. Sinyaller
bitkinin apikal meristemi kapsayan kisimlar1 ve kokler arasinda spesifik genlerin

ekspresyonunu etkileyerek transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna ya da
inaktivasyonuna neden olurlar. Bakir eksikligi bilinmesine ve yaygin olmasina ragmen,

eksikligin tanimlanmasi1 ve dogrulanmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir

(Yruela, 2005).
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2.5.3. Bakirin Bitkilere Toksik Etkileri

Bakir bitkilerde esasi bir element olmasina ragmen, asir1 miktar1 toksisiteye
neden olmaktadir. Asir1 miktarda bakir bitkilerde biiyiimeyi engellerken, fotosentez,
pigment sentezi, azot ve protein metabolizmasi, membran gecirgenligi ve mineral alimi
gibi biyokimyasal ve fizyolojik siirecleri genis oranda etkiler (Demirevska-Kepova ve
ark., 2004).

Bakir toksisitesi sonucu bitkilerde goriilen en yaygin belirtiler, biyokiitlede
azalma (genellikle kok biyokiitlesinde) ve klorozistir. Yapilan ¢alismalarda yapraklarda
daha az miktarda klorofil, tilakoid membranlarin lipit-protein kompozisyonunda ve
kloroplast yapisinda degisiklikler gozlenmistir (Maksymiec, 1997). Ozellikle, grana
yiginlarinin ve stroma lamellerinin bozulmasi, plastoglobulinin biiytikliigli ve sayisinda
artis ve intratilakoidal inkliizyonlarin belirmesi gibi degisikliklere neden olur (Yruela,
2005). Bu modifikasyonlarin bir sonucu olarak fotosistem II’nin membran
akiskanliginin degistigini gormiislerdir (Quartacci ve ark., 2000).

Bakir toksisitesinin elektron tagimasina etkisi ayrintili bir sekilde ¢alisilmistir.
Bu calismalar sonucunda fotosistem II’nin (PS II) fotosistem I’den (PS I) daha hassas
oldugu sonucuna varimistir (Sekil 2.6). PS II'nin hem akseptér hem de dondr
kisimlarinimn bakir toksisitesinin ana hedefleri oldugu ileri siiriilmiistiir. PS II indirgenme
bolgesinde Qg baglanma tarafi ve Pheo-Fe-Qa bolgesi bakir toksisitesi i¢in en hassas

bolge olarak rapor edilmistir (Yruela, 2005).
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Liunen

Sekil 2.6. Bitkilerde fotosistem II’de Cu toksisitesinin etkiledigi alanlar (Yruela, 2005).

Bazi arastirmacilar toksik seviyedeki bakirm Tyr, ‘den P680" ‘ne dogru olan
elektron akigini inhibe ettigini ortaya koymuslardir. Bakir toksisitesinin dondrdeki
etkilerine ek olarak, oksijen iceren komplekse ait proteinleri, Mn-kiimelerini, akseptor
bolgesini, hem grubu icermeyen Fe'yi ‘ve sitokrom bsse “yi etkiledigi rapor edilmistir

(Bernal ve ark., 2004).

Bakir iyonlar1 bitki hiicrelerinde dolayli yoldan bazi enzimatik yollari
etkileyebilir. Asir1 bakir uygulamasindan sonra etilen {iiretiminin artmasi biyilik
olasilikla fotosistemlerin bloke olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, lipoksigenaz
aktivitesinin artmasi lipitlerin yapisinin bozulmasina sonu¢ olarak da lipit
peroksidasyonunun artmasina neden olmaktadir (Maksymiec, 1997).

Bakir toksisitesi reaktif oksijen tiirlerinin tiretilmesi yoluyla oksidatif strese
neden olabilir. Redoks aktif metal olan bakir Fenton tipi reaksiyonlar yoluyla reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) etkili bir lireticisidir. Asir1 miktarda meydana getirilen ROT
metabolik yollarin bozulmasma ve makromolekiillerin hasar goérmesine neden

olmaktadir (Boojar ve Goodarzi, 2007).
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Asir1 miktarda alman Cu' ve Cu’ iyonlarmn bitkilere olan etkileri asagidaki

sekilde 6zetlenebilir:

1- Doku hasar1 ve kok hiicrelerinin uzamasi

2- Membran gegirgenliginin degismesi sonucunda kokten iyonlarm (K', PO4 ™)
sizmasi

3- Kloroplast membran lipitlerinin peroksidasyonu ve elektron tasinmasinin
inhibisyonu

4- Hiicre duvarlar1 ve vakuollerdeki bakirin immobilizasyonu ve diffiiz
edilemeyen bakir-protein bilesiklerinin olusumu

5- DNA hasar1 ve sonug¢ olarak fotosentetik siire¢lerin inhibisyonu (Kabata-

Pendias ve Pendias, 2001).

2.6. Oksijen ve Oksidatif Stres

Molekiiler oksijenle tanismamiz yaklasik 2.7 milyon yil once c¢evremizdeki
fotosentetik organizmalar aracilifiyla olmustur ve ROT’lar oksijenli yasamin davet
edilmeyen elemanlar1 olmuslardir. Oksijenin esas toksik etkisi reaktif tiirevlerini
kullanmasiyla olusmaktadir (Gill ve Tuteja, 2010).

Oksijen molekiilii eslesmemis iki elektrona sahiptir ve bu yiizden radikal olarak
nitelendirilir (Halliwell, 2006). Bu elektronlar spinleri ayn1 yonde ve farkli orbitallerde
iken minimum enerji seviyesindedirler. Radikal tanimina gore oksijen “diradikal”
yapiya sahip bir molekiildiir. Oysa oksijenin reaktivitesi beklenilenin aksine ¢ok
diistiktiir. Diradikal yapiya sahip olan oksijenin her hangi bir molekiille tepkimeye
girebilmesi i¢in girecegi molekiiliin de benzer yapiya (farkli orbitallerde spinleri ayni
yonde elektron igermesi) sahip olmasi gerekir. Oysa basta organik molekiiller olmak
iizere, atom ve molekiiller orbitallerinde elektronlar1 antiparalel ve eslesmis olarak icerir
veya paylasilmamis elektronlar kovalent baglara katilmiglardir. Bunun sonucunda
oksijenin diger molekiillerle olan reaktivitesi son derece kisitlanmistir. Bu kisitlama
“spin kisitlamas1” olarak bilinir Bunun i¢in molekiiler oksijen fiziksel ve kimyasal

olarak aktiflestirilmelidir (Perl-Treves ve Perl, 2002).
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Fiziksel aktiflesme, uyarilmis bir klorofil molekiilii gibi aktiflesmis bir
pigmentten uyarma enerjisinin molekiiler oksijene transferi ile meydana gelir ve yeterli
enerjiyi absorblayan oksijenin elektronlarindan birisinin donmesi tersine g¢evrilir. Bu
durumda iki elektron birbirine karsit ddnmelere sahip olur. ilk olusan etkili ve reaktif
bir tiir olan oksijenin singlet ('O, ) durumudur. O, oldukea yiiksek diizeyde dagilma
ozelligine sahiptir ve organik molekiillerle tepkimeye girebilir. Organik molekiillerde
eslesmis elektronlar yaygin oldugu i¢in '0, organik molekiillere kars1 triplet
durumundan daha fazla reaktiftir (Perl-Treves ve Perl, 2002).

Kimyasal aktiflesme, donme smnirlamasmnin olmadigr bir mekanizmadir.
Molekiiler oksijenin birer elektronlarmin indirgenmesi ile meydana gelir. Molekiiler
oksijenin tiimiiyle suya indirgenmesi i¢in 4 elektron (ve 4 proton) gereklidir. Tek
degerli indirgenmenin {i¢ ara tiriinii; sirastyla siiperoksit (O, ), hidrojen peroksit (H,0;)
ve hidroksil radikali (OH) dir. Bir organik molekiile carpan reaktif oksijen tiirleri, ondan
bir elektron ¢ikararak peroksil (ROO") ve alkoksil (RO") radikali gibi zincir reaksiyonlar
olusturabilen bir radikale geri verir (Perl-Treves ve Perl, 2002).

Farkli stres faktorleri bitki dokularinda reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesini
arttirarak oksidatif hasara neden olurlar. Reaktif oksijen tiirleri ayn1 zamanda bitki
hiicrelerinin kloroplast, mitokondri ve peroksizom gibi farkli hiicresel kisimlarinda
lokalize olmus solunum ve fotosentez gibi normal metabolik siire¢lerde de siirekli
olarak meydana getirilirler Bunlardan bazilarinin 6nemli sinyal molekiilleri olarak
fonksiyonu olmasina ragmen, tiim reaktif oksijen tiirleri yiiksek konsantrasyonlarda

organizmalar i¢in oldukga zararhdir (Gill ve Tuteja, 2010).

2.6.1. Serbest Radikaller

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest radikal, bir veya daha fazla eslesmemis elektron tasiyan bagimsiz
olarak bulunabilme yetenegine sahip atom veya molekiillerdir. Bu tanim, hidrojen
atomunu, pek cok gegis metalini ve oksijenin kendisini de i¢ine alir. Elektronlar, orbital
olarak bilinen potansiyel alanlar1 isgal eden negatif yliklii parcaciklardir. Her orbital,

maksimum iki elektron tasir Elektronlar orbitallerde c¢iftlestiklerinde daha kararhdirlar.
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Bu kararli yap1 eslesmemis elektron bulundugunda bozulur (Halliwell ve Gutteridge,
1984).

Radikaller, reaktif dogalar1 yiiziinden in vivo da kisa dmiirliidiir. Ciinkli olusur
olusmaz ¢evrelerindeki diger molekiillerle etkilesirler. Baska radikalleri olusturarak
zincir reaksiyonlarina neden olurlar. Yiiksek konsantrasyonda lipit peroksidasyonunu
indiikleyerek, proteinleri modifiye ederek ve DNA fragmantasyonuna neden olarak

biyolojik bilesikleri yikarlar (Halliwell, 2006).

2.6.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

ROT, bitkilerde olusan radikal tiirlerin en 6nemli siifini teskil eder. ROT’ lar
oksijen merkezli radikaller ve oksijen merkezli radikal olmayanlar olarak
smiflandirilabilir. Oksijen merkezli radikaller, siiperoksit (O,”), hidroksil radikali
(OH)), alkoksil radikali (RO ve peroksil radikali (ROO’) dir. Oksijen merkezli radikal
olmayanlar, hidrojen peroksit (H,O;) ve singlet oksijendir (Halliwell, 2006).

ROT’ lar molekiiler oksijenin ardisik olarak indirgenmesi sonucu olusan
kimyasal olarak reaktif olan molekiillerdir. Oksijenin bir elektronunun indirgenmesi ile
kararl ara iirlinler olusur. Oksijenin bir elektron indirgenme iirlinii olan siiperoksit
anyonu, pek cok ROT’un onciiliidiir ve oksidatif zincir reaksiyonlarinin bir aracisidir.
Stiperoksitin dismutasyonu ile hidrojen peroksit olusur. Hidrojen peroksit daha sonra
tamamen suya veya kismen hidroksil radikaline, hidroksil radikali ise tekrar siiperoksite

indirgenebilir (Sekil 2.7) (Apel ve Hirt, 2004).

Siiperolcsit Peroksit
Dioksijen radikal ivonu Iyomi

3 Oz e_. 02 L. 02 _. O O — O
l J |2 o |
'0, HO; H,0, H,0 H,0
Perludroksil Hidzojen gu Hldl oksil Su

Singlet

oksijen racikali peroksit radikali

Sekil 2.7. Farkli reaktif oksijen tiirlerinin enerji transferi yoluyla olusumu (Apel ve Hirt,
2004).
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Cizelge 2.1°de bitki dokularinda bulunan 6nemli reaktif oksijen tiirleri ve onlarin

temel 6zellikleri verilmektedir (Varnova ve ark., 2002).

Cizelge 2.1. Bitki dokularindaki 6nemli ROT molekiilleri ve temel 6zellikleri

ROT Yan omrii Go¢ kapasitesi Reaksiyona girdigi bilesikler

DNA Protein Lipit
Siiperoksit (O;") 1-4 us 30 nm _ Fe-S merkezi Nadiren
Hidrojen peroksit (H,O;) 1 ms I um _ Sistein Nadiren
Hidroksil radikali (OH’) I ps I nm Hizli sekilde Hizli sekilde Hizli sekilde

Trpa HiS, TYT, PUFA

. aq 1 i
Singlet oksijen (‘O) 1 us 30 nm Guanin Met,Cys

2.6.2.1. Siiperoksit Radikalleri (O;")

ROT’ lar O;‘nin kismen indirgenmesiyle ya da enerji transferi yoluyla
kloroplastlarda fotosentez siiresince siirekli olarak meydana getirilirler. O, iiretiminin
ana sahasi tilakoid membrana baglh PS I’in elektron akseptoriidiir. O," genellikle ilk
olusturulan reaktif oksijen tiiriidiir. Bitki dokularinda O, tiiketiminin yaklagik olarak
%1-2 ‘st O, olusumuna neden olur. O, kloroplastlarda dongiisel olmayan elektron
tasima sisteminde ve bitki hiicresinin diger boliimlerinde elektron tasinmasi sirasinda
O;’nin indirgenmesiyle iiretilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010).

Terminal oksidazlardan sitokrom oksidaz O, ile reaksiyona girer, dort elektron
tasiir ve su aciga c¢ikar Bununla birlikte, O, bazen elektron tasima sisteminin diger
bilesikleriyle de reaksiyona girebilir. Ancak, burada sadece bir elektron taginir ve sonug
olarak yar1 6mrii yaklasik olarak 2-4 us olan reaktif oksijen tiirii O,” meydana gelir
(Halliwell, 2006).

Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit meydana getirebilir.
Bu reaksiyonlar geri doniisiimliidiir. Bu ylizden, ge¢is metalleri iyonlarmin oksijenle

reaksiyonlar1 geri dontisiimlii redoks reaksiyonlar1 olarak diisiintilebilir (Akkus, 1995).



26

Fe? + O2 —— FeP 10,
Cu' + O2 — Cu, +0y”

O, ~ serbest bir radikal olmakla birlikte kendisi direk olarak zarar vermez. Asil
onemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve geg¢is metalleri iyonlarmi indirgeyici
olmasidir. Bununla beraber, protonlanmis, perhidroksil radikali (HO, ) (pKa = 4.8) daha
cok reaktiftir ve lipit peroksidasyonunu baslatabilir.

Stiperoksit ile perhidroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside
olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda oksijen ve hidrojen peroksit

meydana gelir.

HO,+0Oy ——— 02+ H202

2.6.2.2. Singlet Oksijen (‘Oy)

Singlet oksijen, molekiiler oksijenin yliksek enerji ile uyarilmis formudur.
Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunun reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Singlet
oksijen molekiil yapisinda iki adet ¢iftlenmemis elektron tasir. ihtiva ettigi yiiksek
enerjiyl cevreye dalga enerjisi seklinde vererek yeniden oksijene doniisebilir veya
kovalent tepkimelere girer (Halliwell, 2006).

Yiiksek enerji ve donme durumundan dolay1 'O,’nin organik molekiillere kars:
reaktifligi molekiiler oksijenden ¢ok daha fazladir. '0, niikleofiliktir ve siklikla diger
molekiilleri divalent olarak oksitler, hidroperoksit ve endoperoksit sekillerine ¢ift baglar
ekler, proteinleri oksitleyerek zarar verir. 'O, bir radikal olmadig1 igin bu reaksiyonlar
radikal tlretmez ve dogrudan zincir reaksiyonlar baglatmaz. Bununla beraber,
peroksitlerin indirgenmesi durumunda oldukga reaktif alkoksil radikaller meydana gelir.
Bunlardan 6zellikle ¢oklu doymamis yag asitlerinden meydana gelen peroksil radikali
yar1 Omrii uzun olan bir radikaldir.

Singlet oksijen sira dis1 bir reaktif oksijen tiirtidiir. Ciinkii O, ‘ye elektron
taginmastyla iligkili degildir. Fotesentez siiresince yetersiz enerji dagilimi klorofilin
triplet durumunun olusumuna neden olabilir. Triplet klorofil (Chl*) ile *O, reaksiyona

girer ve onu daha ¢ok reaktif olan 'O, ‘ye déniistiiriir. Bu durum fotosistem I ve II kadar
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fotosentetik aygita da giiclii bir sekilde zarar verir. En ¢ok etkili 'O, temizleyen molekiil
B-karotendir. B-karoten dogrudan 'O, ile tepkimeye girer ve 1s1 olarak uyarilma
enerjisini dagitir. Bunun yaninda triplet klorofil (CChl*) ile reaksiyona girer ve onu
'Chl’ye doniistiiriir. Boylece 'O, olusmasi dnlenmis olur. Tilakoit membranlarin ¢ift
lipit tabakalarinda bulunan a-tokoferol de 'O,’leri temizler. AA ve GSH da milimolar

diizeyde olduklarinda 'O, toplayabilirler (Gill ve Tuteja, 2010).

2.6.2.3. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit siiper oksitin bir elektron almasi sonucu olusur. H,O,
membranlardan kolayca gecebilen, diger reaktif oksijen tiirlerine gore uzun 6miirlii (1
ms) bir oksidanttir. Yapisinda eslenmemis elektron icermediginden radikal 6zellik
tasimaz (Gill ve Tuteja, 2010).

H,0, ‘nin biyolojik sistemlerdeki asil liretimi siiperoksitin dismutasyonu ile
olur. iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni
olustururlar. Bu dismutasyon reaksiyonu etkili bir sekilde siiperoksit dismutaz

tarafindan katalizlenir.

20," +2H  —— H,0,+ 0,

Hidrojen peroksit Cu ve Fe elementlerinin varliginda siiperoksit radikali ile
reaksiyona girebilir ve daha reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil

radikali (OH )olusturmak {izere kolaylikla yikilabilir.

H,O+ Oy "—» ‘OH+OH + 0O,

Bu reaksiyona “Haber- Weiss” reaksiyonu adi verilir. Haber-Weiss reaksiyonu
ya katalizor varliginda ya da katalizorsiiz gerceklesebilir. Fakat, katalizorsiiz reaksiyon
oldukca yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekli ise cok hizlidir. Bu reaksiyonda
once ferri demir (Fe™ ) siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe'" ) indirgenir. Sonra bu
ferro demir kullanilarak “Fenton reaksiyonu” ile hidrojen peroksitten OH ve OH"

iiretilir. Reaksiyon mekanizmasi asagidaki sekildedir (Akkus,1995).

O, +Fe™_, O,+Fe™

Fe'" + H,0,—» Fe” +OH+OH"
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H,0; bitkilerde cift role sahiptir: Diislik konsantrasyonlarda, ¢esitli abiyotik ve
biyotik stres karsisinda sinyalin baslamasini tetikleyen bir sinyal molekiilii gibi
davranirken, yiiksek konsantrasyonlarda programlanmis hiicre 6liimiine neden olur
(Quan ve ark., 2008). H,O,’nin ayrica senesens, fotorespirasyon ve fotosentez, hiicre
dongiisii, bliylime ve gelisim gibi bir¢ok fizyolojik siiregte diizenleyici anahtar bir rol
istlendigi ortaya konmustur. H,O; nispeten kii¢iik olmasi, membranlardan kolay bir
sekilde ge¢mesi ve uzun Omiirlii olmasindan dolay1 bir sinyal molekiilii olarak kabul

edilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010).

2.6.2.4. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitten bakir ve demir gibi geg¢is metallerinin
varliginda Haber- Weiss ya da Fenton reaksiyonlar1 yoluyla meydana gelirler. Hidroksil
radikali son derece reaktif olan bir oksidan radikalidir. Yarilanma 6mrii (1 ps) cok

kisadir. Olustugu yerde biiyiik hasara neden olur (Gill ve Tuteja, 2010).

H,O+ Oy ——» OH+0,+ OH

Yiiksek oksitleyici giiciinden dolayr HO* organik ve inorganik molekiillerle
hidrojen ¢ikarma veya elektron transferi yoluyla reaksiyona girer. Reaksiyon ayni
zamanda genellikle HO-’dan daha uzun 0miirlii ve daha az reaktif olan radikaller de
dretir. Boyle uzun Omiirlii radikaller O, ile tepkimeye girdiklerinde radikal zincir
reaksiyonlar1 olusturulur (Perl-Treves ve Perl, 2002).

HO- iretildigi yerin yakmindaki ¢ogu molekiillerle se¢ici davranmadan
tepkimeye girer. Boylece uzak mesafelere dagilamaz. Baska bir deyisle OH i¢in spesifik
tutucular yoktur. HO" toksisitesinden hiicrelerin etkili sekilde korunmasi ancak O;
H,0; ve gec¢is metal iyonlarinin diisiik diizeyde tutulmasiyla olur. Hiicrelerde meydana
geldigi anda HO- bir reaksiyon kiimesi ile temizlenirler. Her hiicre bdliimiinde bol
miktarda bulunan indirgenler olan askorbat ve glutatyon, OH- iiretildigi yerde
bulunduklarinda ilk savunanlar olarak hareket ederler. Su stresi sirasinda mannitol ve
trehaloz gibi bazi uygun bilesiklerin HO- temizledikleri ve stres toleransina katkida

bulunduklar1 isaret edilmistir (Smirnoff, 1993).
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2.6.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Uretimi

Bir¢ok hiicresel bilesen ROT’lar1 olusturma ve biriktirme potansiyelindedir.
(Sekil 2.8). Bununla birlikte, bitkilerde ROT’lar ¢cogunlukla kloroplast, mitokondri ve
peroksizomlarda iiretilmektedirler (Apel ve Hirt, 2004; Bhattacharjee, 2005). Isikta
kloroplastlar ve peroksizomlar ROT olusumunun ana kaynagidir. Karanlikta ise ana
ROT iireticileri mitokondrilerdir (Foyer ve Noctor, 2003). Kloroplastlarda fotosentezin
Z-semas! icerisinde hem O, ~ hem de 'O, iiretilirken, mitokondride elektron tasima

zincirinde kompleks I ve III’te O, ~{iretilir (Millar ve Leaver, 2000).

%
L
i

x.

] l' e HH\""\

w e : ’:*g?l ;
/T'L EA}; = 1

Sekil 2.8. Bitki hiicrelerinde ROT olusum alanlar1 ve kaynaklar1 (Bhattacharjee, 2005)

2.6.3.1. Kloroplastlarda Reaktif Oksijen Uretimi

Oksijen fotosentezde elektron tasimasi siiresince siirekli olarak tiretilmektedir.
Fotosistem I (PS I)’le iliskili olan elektron tasima bilesiklerinin indirgenmesi ve

Rubiskoyu’da i¢ine alan fotorespirasyonla iliskili reaksiyonlar O, ‘nin siiperoksit
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radikaline fotorediiksiyonuna neden olur. Bunun sonucunda da reaktif oksijen tiirleri
meydana gelir. Kloroplastlarda reaktif oksijen tiirlerinin iki olusum yeri bulunur.
Birincisi fotosistem I’in digeri fotosistem II'nin indirgen bolgesidir. Fotosistem I’in
ucundaki FeS merkezlerinin redoks potansiyeli oksijenden tek degerli O, radikali

iiretecek kadar distiktiir.

O2 + PS I (rediikte) — 02' +PSI (okside)

Bitkiler yiiksek yogunlukta 1s18a maruz kaldiklarinda, yiiksek oranda CO,
asimilasyonunun olmasi1 ve elektron tasima zincirinin indirgenmesi fotosistem II’nin
inaktivasyonuna ve fotosentezin inbisyonuna neden olur. Bitkiler fotosentetik aygiti
fotoinhibisyona kars1 korumak igin iki strateji kullanabilirler. ilk olarak, PS II ‘de asir1
uyarilma enerjisinin 1s1 olarak dagilimi (fotokimyasal olmayan yol) ve ikinci olarak,
cesitli akseptorlerden gelen elektronlarin PS II’ye tasinma kabiliyetidir (fotokimyasal yol)
(Sekil 2.9) (Apel ve Hirt, 2004).

Kloroplast QZ Peroksizom
HuBP‘%‘
t )™ P-Glikolat...}. Glikolat
. ~PgA
H2:0 5:052 é é NADPH 3}/02
s - & A
PS “l il ; Glioksﬂ‘e: KO,
Spege’ flag  NADP* T
/\ . OZY &
0. '0; e 0 /
u1] H20 02
MOHA AA 0,
'
Hzo‘Lf;/_'Woz

Sekil 2.9. Yiiksek 1sik yogunlugunda kloroplastlarda ve peroksizomlarda ROT’larin
iiretilmesine neden olan fotosentetik elektron taginmasinin baslica 6zellikleri. Koyu oklar
elektron taginmasinin ana rotasmi gostermektedir. Sekildeki anahtar enzimler daire igine
alimmus sayilarla gosterilmektedir: 1) stiperoksit dismutaz, 2) Rubisko, 3) glikolat oksidaz
4) katalaz ve 5) askorbat peroksidaz (Apel ve Hirt, 2004)

Asirt 151k, kuraklik, tuz stresi gibi cesitli abiyotik stres altinda kloroplastlarda
reaktif oksijen tiiretimi artar. Normalde, elektron akis1 fotosistem merkezlerinden

NADP"’ya dogrudur ve NADP" NADPH’ya indirgenir. Sonra Kalvin dongiisiine girer ve
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en son elektron alicist olan CO, ye gider (Gill ve Tuteja, 2010). Kalvin dongiisiiniin
aktivasyonunun diizenlenmesi ve fotosentezde Z-semasindaki elektron akiginin kontrolii
bitki hiicrelerinin redoks durumunun belirlenmesindeki onemli faktorlerdir. Hiicre
icerisinde tretilen siiperoksit radikallerinin (O,”) ¢ogunlugu ferrodoksinden O; ‘ye dogru
olan elektron sapmasi sonucu olustugu diisiiniilmektedir. PS I’ de Mehler reaksiyonu
yoluyla molekiiler oksijenin bir elektron almasiyla olusturulan siiperoksit radikalleri
kloroplastik Cu-Zn siiperoksit dismutaz tarafindan hizli bir sekilde hidrojen peroksite
dontstiiriiliir (Bhattajharjee, 2005). Yiiksek 1sik yogunlugunda Mehler askorbat
peroksidaz yolu ile O;’nin suya fotorediiksiyonunun toplam elektron tasmmasinin
%30’unu olusturdugu ileri siirtilmektedir (Apel ve Hirt, 2004).

Indirgenler ve uygun bir katalizor (gegis metal iyonlari, kinonlar ve Fd) (Jakob
ve Heber, 1996) saglandig1 zaman H,0O, oldukca toksik hidroksil radikal (OH") sekline

doniisiir.
HZO2 +AH — HO +OH +A (Haber-Weiss reaksiyonu)

AA, GSH ve O, ~ bu reaksiyonda indirgen olabilirler. Katalizér olarak PS I’in
reaksiyon merkez kompleksindeki FeS merkezleri (Sonoike, 1996) de OH- iiretebilir. Fe,
Cu ve Mn gecis metal iyonlar1 olarak etkili katalizorlerdir. OH- oldukg¢a yiiksek
oksitleyici giice sahiptir ve organik molekiilleri devamli olarak 10° M™ s de oksitler,
bundan dolay1 reaktif oksijen tiirleri arasinda en fazla toksik olan molekiildiir (Halliwell

ve Gutteridge, 1989).

2.6.3.2. Peroksizomlarda Reaktif Oksijen Uretimi

Peroksizomlar kiiciik ve tek bir lipit tabakasma bagli olan genellikle kiiresel
sekilli mikrocisimciklerdir. Bunlar subselliillar organeller olup hiicrelerarasi ROT
iretiminin ana merkezleridir. Peroksizomlarda kloroplast ve mitokondri gibi O,”
radikallerini normal metabolizmalarmmn bir sonucu olarak iretirler. Burada O,”
radikallerinin meydana geldigi iki alan vardir. Ilk olarak, organel matriksinde ksantin

oksidaz tarafindan katalizlenen ksantin ve hipoksantinin iireye oksidasyonunda, ikinci
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olarakta peroksizom membranlarinda bileseni NAD(P)H olan (molekiiler agirligi 32
kDa olan ferrisiyanit rediiktaz ve sitokrom b) kiigiik bir elektron tasima zincirinin
kullanilmas1 yoluyla tiretilmektedirler. Monodehidroaskorbat rediiktazda peroksizom
membranlarinda O, iiretimine katilmaktadir (Del Rio ve ark., 2002).

Reaktif oksijen tiirlerinin en biiylikk dretim reaksiyonlar1 yalnizca
kloroplastlardaki oksijenin oksijene univalent indirgenmesi degil ayni zamanda
kloroplast disindaki kisimlarda da O;’nin  H»O;’ye divalent indirgenmesi
reaksiyonlarinda da olusurlar. Peroksizomlar divalent reaksiyonlar i¢in oksidazlar
icerirler ve 151k ortamdaki solunum ve lipitlerin - oksidasyonu gibi oksidatif
metabolizma ile beraber H,O, iiretirler. C3 bitkilerindeki H>O,’nin 6nemli miktar1
peroksizomal glikolat oksidaz yoluyla fotorespirasyon sirasinda {iretilir (Perl-Treves ve

Perl, 2002).
O, + glikolat — H,0, + glioksilat

Peroksizomlarda O, ve H,0O, iliretiminin artmas1 oksidatif hasara ve muhtemelen
hiicre Olimiine neden olur, fakat diger taraftan kiiciik miktarlardaki O,” ve H,O,
bitkilerde patojenlerin uyardig1 programlanmis hiicre 6liimiinde sinyal molekiilleri olarak

gorev yaptiklar1 ortaya konmustur (Gill ve Tuteja, 2010).

2.6.3.3. Mitokondrilerde Reaktif Oksijen Uretimi

Mitokondriyal elektron tasima sistemi (kompleks I ve III) ROT’larin potansiyel
kaynaklaridir (Varnavo ve ark., 2002; Gill ve Tuteja, 2010). Bitki mitokondrileri
hayvanlardaki mitokondrilere karsilik elektron tasima zincirindeki belirli bilesikler ve
fotorespirasyon gibi siireclerdeki fonksiyonlar1 agisindan 6nemli derecede farklilik
gostermektedir. Fotesentez sonucu meydana gelen O, ve karbohidratlar nedeniyle bitki
mitokondrisinin hiicresel ¢evresi oldukga farkhidir (Gill ve Tuteja, 2010).

O,’nin direk olarak O, indirgenmesi solunum zincirinde NADH dehidrogenazin
flavoprotein bolgesinde meydana gelmektedir. Mitokondriyal elektron taginmasi boyunca
oksijen radikali ubikinondan sonra elektron akisini bloke eden antimisin A’nin varliginda

onemli bir sekilde artar (Maxwell ve ark., 2002).
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ROT olusumundaki nispi oranlar Sekil 2.10°da gosterilmektedir (Gupta, 2009).

KLOROPLAST PEROKSIZOM MIiTOKONDRI
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Sekil 2.10. Hiicrenin farkli bolimlerinde ROT olusum oranlar1 (Gupta, 2009)

2.6.3.4. Diger Reaktif Oksijen Uretim Kaynaklar

Bitkilerde ROT iiretiminin diger onemli kaynaklar1 endoplazmik retikulum ve
stoplazmada sitokrom P450 tarafindan katalizlenen detoksifikasyon reaksiyonlaridir.
ROT’lar genellikle plazma membraninda ya da ekstraselliilar olarak bitkilerin
apoplastinda olusturulur. pH-bagli hiicre duvar-peroksidazlari, oksalat oksidazlar ve
amino oksidazlar bitki hiicrelerinin apoplastinda H,O,’nin bir kaynagi olarak
saptanmistir. pH-bagli hiicre duvar-peroksidazlar1 indirgeyici bir iiretici olan H,O, nin
varliginda alkali pH tarafindan aktive edilmektedir. Bu yol biyotik stres siiresince ROT’
larin tiretilmesinde alternatif bir yoldur (Gill ve Tuteja, 2010).
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2.6.4. Oksidatif Stres ve Hiicre Biyokimyasi

Normal biiylime kosullarinda hiicrelerde ROT iiretim seviyesi diisiiktiir, fakat
stres kosullarinda hiicresel homeostasinin zarar goérmesi sonucu ROT seviyesi
artmaktadir. Cd, Pb, Fe, Ni, Cu, As ve Al gibi metal toksisitesi nedeniyle ROT
iiretiminin artig1 bir¢cok bitki tliriinde gozlenmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda ROT,
lipitleri, proteinleri ve niikleik asitleri igeren hiicresel yapilara zarar verebilirler (Verma
ve Dubey, 2003; Sharma ve Dubey, 2007; Sharma ve Dietz, 2008; Sandalio ve ark.,
2009).

Bitkilerde agir metaller yoluyla uyarilan oksidatif stres, siiperoksit radikalleri
(0;7), tek oksijen (O,), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikalleri (OH") gibi
reaktif oksijen tiirlerinin olugmasi sonucu meydana gelmektedir. Bu oksijen tiirleri lipit
peroksidasyonu, enzim inaktivasyonu/aktivasyonu ve DNA hasarina sebep olurken,
bliylime ve verimin dramatik bir sekilde diismesine sonugta bitkinin 6liimiine yol

acmaktadir (Guo ve ark., 2007; Sun ve ark., 2007).

2.6.4.1. Lipit Peroksidasyonu (LPO)

Lipit, hiicreleri ve hiicresel organelleri ¢evreleyen membranin 6nemli bir
bilesenidir. Oksidatif hasarin indikatorii olarak goriilen lipit peroksidasyonu hiicre
membranindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) serbest radikallerle etkileserek
bir seri reaksiyon sonucu bozulmalar1 ve lipit hidroperoksidlerin olugmasidir (Sharma ve
Dubey, 2005).

Peroksidasyon sonucunda lipit hidroperoksidler, lipit epoksidler, epoksi alkoller
ve malondialdehit (MDA), etan, pentan gibi kisa zincirli bilesikler ile 4-hidroksi-nonenal
(4-HNE) olusur. MDA ve 4-HNE gibi aldehitlerin biyolojik aktiviteleri DNA ve
proteinlerle capraz baglanarak molekiillerin islev/faaliyetini degistirmeleri seklindedir.
Biyolojik sistemlerde MDA iireten tek mekanizma lipit peroksidasyonudur.
Malondialdehit lipit perokidasyonunun ana iirlinii degildir, ancak tipik pargalanma
drliniidiir ve lipit peroksidasyonunun belirlenmesinde yaygin olarak kullamilir (Gill ve

Tuteja, 2010).
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Lipit peroksidasyonu baslama, ilerleme ve sonlanma basamaklar1 olmak {izere ii¢
asamada yiiriir (Sekil 2.11) (Sodergren, 2000).

1. Baslama: Baslama adimi 6zellikle Fe ve Cu gibi gecis metal bilesiklerini
gerektirmektedir. Baglangicta bu metaller Fenton reaksiyonlar1 yoluyla O-O baglarmni
yikarak H,O,’yi OH déniistiirtirler (Halliwell, 2006). Hidroksil radikalinin oksitleyici
bir radikal tiirtin coklu doymamis yag asitlerinden bir hidrojen atomu ayirmasi ile lipit
peroksidasyonu baglar. PUFA yag asitlerinden hidrojenin ayrilmasi ile lipit radikali (R’)
olusur.

RH + OH—R + H,0 (Baslama adimi)

(Lipit) (Lipit Alkil Radikali)

2. flerleme: Lipit radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipit peroksil radikali
(ROO) olusur. Lipit peroksil radikali baska bir lipit molekiilinden bir hidrojen
molekiiliinii ayirir. Boylece lipit hidroperoksit (ROOH) ve ikinci bir lipit radikali olusur.
Lipit peroksil radikali baska bir lipit molekiilinden bir hidrojen atomu ayirma
yetenegindedir. Bu lipit peroksidasyonunun zincirleme olarak ilerlemesine neden olur.
Olusan karbon radikali baska bir peroksil radikali olusturmak iizere ileri oksijen eklenme
reaksiyonu gecirebilir ve bodylece lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonlar1 seklinde

devam eder. Lipit peroksil radikali hidrojen atomu ile birleserek bir ROOH olusturur.

R +0,—ROO (Lipit Peroksil Radikali) (llerleme adim)
ROO+ RH—ROOH +R
ROOH—RO(Epoksitler, hidroperoksitler, glikol, aldehitler)

3. Sonlanma: Baska bir radikal, protein ya da serbest radikal yakalama
yetenegindeki bilesik ile reaksiyon sonucu sonlanma meydana gelir ve stabil son iirlin
olusur. Olusan hidroperoksit lipid peroksidasyon islemini bitirmek iizere farkl
reaksiyonlar gecirebilir. Bir hidroksi yag asidine indirgenebilir ya da siklik
endoperoksitleri olusturmak {iizere siklizasyon gecirebilir. Son iirlinlerin olusumu lipit
peroksidasyonunun sonlanma asamasini olusturur. Radikaller, aldehitler ve lipit
peroksidasyonunun diger irlinleri arasindaki kompleks reaksiyonlar membran

proteinlerinde 6nemli zararlara neden olabilir (Gill ve Tuteja, 2010).
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R +R'—R+R (Yag asit dimeri)
R+ROO—ROOR (Peroksit dimeri) (Sonlanma adimi)

ROO+ ROO—ROOR+O; (Peroksit dimeri)

Lipit peroksidasyonu, membran akigkanligini azaltir, iyonlarin spesifik olmayan

permeabilitesini artirir ve membrana bagli enzimleri inaktive eder (Halliwell, 2006).
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Sekil 2.11. Lipit peroksidasyonunun mekanizmasi (Sérengren, 2000)
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2.6.4.2. Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu ROT ya da oksitatif stres yoluyla uyarilan bir proteinin
ortak modifikasyonu olarak tanimlanir. Siilfiir igeren bazi aminoasitlerin oksidasyonu
geri doniisiimliiyken, bu oksidasyonlarin ¢ogu temelinde geri doniisiimsiizdiir. Protein
karbonilleme yaygin bir sekilde protein oksidasyonunun markiri olarak kullanilmaktadir.
Amino asitlerin bir proteinin oksidasyon sayis1 6zellikle Arjinin, Histidin, Lizin, Prolin,
Threonin ve Triptofan basta olmak iizere onlarin aktivitelerini degistiren ya da inhibe
edebilen karbonil gruplarma gore verilir. Protein karbonnilleme amino asit yan
zincirlerinin direk oksidasyonu sonucunda da meydana gelebilir (Sekil 2.12). Amino asit
yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz baglanmalar1 ve protein
fragmentasyonuna yol agan protein modifikasyonlari, hidroksil radikalleri tarafindan
baglatilir. ROT sentezi ve etki konumu ne olursa olsun siilfiir igeren aminoasitler ve tiyol

gruplart muhtemel hedefidir (Gill ve Tuteja, 2010).
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Sekil 2.12. Protein oksidasyonu (Gill ve Tuteja, 2010).

2.6.4.3. DNA Oksidasyonu

Bitki genomu ¢ok saglam olmasina ragmen biyotik ve abiyotik stres altinda
DNA’nin hasar gérmesine neden olabilir. ROT’ larin asir1 liretimi sonucu uyarilan
programlanmis hiicre Oliimii niikleik asitlere hasar veren oksidatif siirecten

kaynaklanmaktadir (Mittler, 2002). DNA hasar1 tiim organizmanin biiyiime ve gelisimini
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etkileyen fotosentetik proteinlerin hasari, hiicre membranmin yikimi, protein sentezinin

azalmasi gibi degisik fizyoljik etkilerle sonuclanir (Gill ve Tuteja, 2010).

2.6.5. Bitkilerde Antioksidant Savunma Sistemleri

Antioksidant savunma sistemleri asir1 ROT tiretiminin neden oldugu oksidatif
hasar1 onlemek i¢in, ROT’ larin olusumu ile uzaklastirilmasi arasindaki dengenin
siirdiirtilmesinde ve olusturulan ROT’ larin diisiik seviyede tutulmasinda ¢ok 6nemli bir
role sahiptir (Sharma ve Dubey, 2007). Bitkilerde antioksidant savunma sistemi enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidantlardan olugmaktadir (Sekil 2.13) . Enzimatik
antioksidantlar SOD, CAT, APX, MDHAR, DHAR ve GR (Cizelge 2.2), enzimatik
olmayan antioksidantlar glutatyon (GSH), askorbik asit (AA) (her ikisi de suda ¢6ziiniir),
karotenoitler ve tokoferoller (yagda ¢oziinenler) dir (Gill ve Tuteja, 2010).
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Sekil 2.13. ROT ve antioksidant savunma mekanizmas1 (Gill ve Tuteja, 2010).
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2.6.5.1. Enzimatik Antioksidantlar

Enzim yapisinda olan antioksidant savunma sistemleri oksijen ara {riinlerini ve
serbest radikalleri toplama, noétralize etme ve ortamdan uzaklastirabilme islevlerini
yaparlar. Enzim yapisinda olan antioksidant savunma sistemleri kloroplast ve
mitokondrilerdeki H,0;’1 siiplirdiigii kabul edilen askorbat peroksidaz (APX) ve
glutatyon rediiktaz (GR)’dr. H,O; yi etkili bir sekilde ortamdan uzaklastiran CAT ve
peroksidazlar, O, anyonunu siipiiren SOD’dir. CAT ve SOD en etkili antioksidant
enzimlerdir. Iki enzimin kombine ¢alismasi, potansiyel tehlike olan O, ve H,O’i suya
(H20) ve molekiiler oksijene (O,) indirgeyerek hiicresel hasar1 6nler (Halliwell, 2006).
ROT" lar1 siipiiren temel antioksidant ezimler ve katalizledigi reaksiyonlar Cizelgede 2.2’

de verilmektedir.

Cizelge 2.2. ROT lar1 siipiiren temel antioksidant enzimler (Gill ve Tuteja, 2010).

Enzimatik antioksidantlar Enzim kodu Katalizledigi reaksiyonlar
Siiperoksit dismutaz (SOD) EC.1.151.1 0,7+ 0, R2H" — 2H,0,+0,
Katalaz (CAT) E.C.1.11.1.6 H,0,—* H,0+1/20;
Askorbat peroksidaz (APX) E.C1.11.1.11 H,0,+ AA— H,O+-MDHA
. . Donér+H;0; — Okside edilmis
Guaiacol peroksidaz (GPOX) E.C1.11.1.7 donér+2H,0
. . MDHA+ NAD(P)H -

Moneodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) E.C. 1.6.5.4 AA+NAD(P)"
Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) E.C.1.8.5.1 DHA+ 2GSH —> AA+GSSG

. GSSG+ NAD(P)H > 2GSG+
Glutatyon rediiktaz (GR) E.C.1.64.2 NAD(P)

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

En etkili hiicreleraras1 enzimatik antioksidantlardan biri olan SOD
(E.C.1.15.1.1), tiim aerobik organizmalarda ve tiim subselliilar boliimlerde yaygin olarak
bulunmaktadir. SOD’un bitki stres toleransinda ¢ok oOnemli bir enzim oldugu
ongoriilmektedir. Artan ROT seviyesinin toksik etkilerine karsi organizmadaki ilk
savunma SOD enzimiyle gergeklesir. SOD, siiperoksitin H,O, ve O;’e dismutasyonunu
katalizler (Cizelge 2.) SOD’un iirtinii H,O, dir. H,O,, toksiktir ve hizli bir sekilde

uzaklastirilir. Siiperoksit radikalleri kendiliginden dismutasyona ugrayabilirler. SOD
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enzimi dismutasyon hizini 10 kat artirir. Boylece oksijenin baska substratlarla reaksiyona

girmesi ve daha toksik etkili hidroksil radikallerinin olusumu SOD tarafindan engellenir.

O,y + 0, + 2H+&> H,O,+ O,

SOD’un bilinen ti¢ formu vardir: bakir/¢inko (Cu/Zn-SOD), mangan (Mn-SOD)
ve demir (Fe-SOD) dur. Bunlarin siniflandirilmasi bu izoenzimlerin metal kofaktorlerine,
hiicresel lokalizasyonlarina ve KCN ve H,O;’e gore yapilmaktadir. Cu/Zn-SOD siyaniire
(KCN) ve HyOy’e ye duyarli iken Mn-SOD bu ajanlara karst direnclidir. Fe-SOD ise
KCN’e direngli iken, H>O;’e ye duyarlidir. Bu izoenzimlerin subselliilar dagilimi oldukga
ayirt edicidir. Mn-SOD Okaryotik hiicrelerin mitokondrilerinde ve peroksizomlarda
bulunmaktadir. Bazi Cu/Zn SOD izoenzimleri sitozolik kisimlarda ve ayrica yiiksek
bitkilerde kloroplastlarda bulunmaktadir. Bitkilerde yaygin olarak goriilmeyen Fe-SOD
izoenzimleri ise bulunduklarinda genellikle kloroplastin kisimlar1 ile yakimn iligkidedir
(Cizelge 2.3). Prokaryotik Mn-SOD ve Fe-SOD, 6karyotik Cu/Zn-SOD dimerdir, oysa
mitokondrideki Mn-SOD tetramer yapidadir (Gill ve Tuteja, 2010).

Cizelge 2.3. Farkli SOD izoenzimleri ve organellerdeki lokalizasyonu

SOD izoenzimleri Lokalizasyon Diren¢ Duyarhhk
Fe-SOD Kloroplast KCN H,0;
Mn-SOD Mitokondri ve KCN ve H,0, -

peroksizomlar
Cu/Zn-SOD Kloroplast ve sitosol - H,0;,ve KCN
Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) H,O,’in suya ve oksijene dismutasyonunu
katalizleyen tetramerik yapida hem-igerikli bir enzimdir. Stres kosullarinda ROT
detoksifikasyonu i¢in zorunlu bir enzimdir (Mittler, 2002). Bu enzim biitiin aerobik
okaryotlarda bulunur ve peroksizomlarda yag asitlerinin B- oksidasyonu, fotorespirasyon
siresince ve purin katabolizmas1 swrasinda meydana getirilen H;O, ‘nin
uzaklastirilmasimda 6nemlidir (Verma ve Dubey, 2003).

2H,0, AT, 2H,0 + 0,
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Askorbat Peroksidaz (APX)

Peroksidazlar, hem igerikli proteinler olup c¢esitli organik ve inorganik
substratlar1 kullanarak bitkilerde bulunan aktif oksijen tiirlerine karsi savunma
sisteminin ikinci smif enzimlerini olustururlar (Asada, 1992). Bitkilerde hidrojen
peroksitin detoksifikasyonu, hiicre korunmasi ve hiicre sinyali i¢cin 6nemlidir (Apel ve
Hirt, 2004). APX’ ler (EC 1.11.1.11) bitkilerin sitosol ve kloroplastlarinda, alg ve bazi
siyanobakterilerde askorbat-glutatyon ve su-su dongiileri yoluyla zararli H,O,’1 yikarlar.
APX, kloroplastlarda stroma (sAPX), tilakoid membrani (tAPX), mikrocisimciklerde
(mAPX) ve sitosolde (cAPX) olmak {izere en azindan hiicrenin dort farkli kismina
dagilmis durumdadir (Song ve ark., 2005). APX’in antioksidant ve patojen
savunmasinda Ozellesmis anahtar bir role sahip oldugunu ve farkli sekillerde
diizenlenmis izoformlari, transkripsiyonel ve translasyonel seviyede 1s1k, oksidatif stres
ve patojen saldirilarina cevap verebilmektedir.

Askorbat peroksidaz, H>O,.icin CAT ve POD’dan daha yiiksek bir affiniteye
sahiptir. Bu nedenle APX stres siiresince ROT’larin uzaklastirilmasinda ¢ok 6nemli bir
role sahiptir (Gill ve Tuteja, 2010).

Askorbat peroksidaz bitki hiicrelerinin hemen hemen tiim boélimlerinde
bulunmaktadir ve askorbat-glutatyon yoluna katilarak H,O;’in uzaklastirilmasinda
ozellikle fotosentetik dokularda oksidatif strese karsi korunmay1 birbirine bagli redoks
reaksiyonlar1 ile saglar. Bunun yaninda mitokondri ve peroksizomlarda da APX
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonunda bir elektron donorii olarak askorbati (AA)
kullanarak H,O;’1 yikar ve ardindan askorbat, MDHA’a oksitlenir (Jimenez ve ark.,

1997).

2 Askorbat + H,O, APX 2 Monodehidroaskorbat + 2 H,O

AA kloroplast membraninda Fd tarafindan yeniden MDHA’dan (Miyake ve
Asada, 1992) ya da NADPH harcanarak stromada monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR) ile yeniden olusturulur. MDHA ayni1 zamanda kendiliginden askorbata ve
dehidroaskorbata (DHA) ayrisir. DHA, dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) tarafindan
yeniden indirgenir. DHAR, elektron donorii olarak, GSH kullanir. Olusan okside
glutatyon (GSSG) NADPH tiiketen glutatyon rediiktaz (GR) ile yeniden kullanilacak
hale doniistiiriiliir (Sekil 2.14) (Hancock ve Viola, 2005).
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(850 NADPH
NADP

NADPH
H0 MDHA »DHA 2GSH NADP

Sekil 2. 14. Askorbat-glutatyon dongiisii. 1. Siiperoksit dismutaz 2. Askorbat peroksidaz
3. Monodehidroaskorbat rediiktaz 4. Dehidroaskorbat rediiktaz 5. Glutatyon rediiktaz
(Hancock ve Viola,2005)

Guaiacol Peroksidaz (GPOX)

Peroksidazlar(POX) (E.C.1.111.7.), aromatik bilesikleri substrat olarak
kullanarak metabolizma esnasinda ortaya ¢ikan H,O,’i etkisiz hale getirirler (Gill ve
Tuteja, 2010) ve genellikle hiicre duvarinda lokalize olmuglardir (Polle ve ark., 1994).
Guaiacol (o-metoksi fenol) GPOX aktivitesinin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilan bir substrattir. Guaiacoliin GPOX tarafindan oksidasyonu sonucu fenoksi
radikalleri olugsmaktadir (Hiraga ve ark., 2001). Bitkilerden izole edilen guaiacol
peroksidaz fizyolojik fonksiyonlar1 ve sekanslarindaki farkliliklar agisindan APX’ den
ayirt edilebilmektedir. GPOX indol-3-asetik asite pargalanir ve lignin biyosentezinde ve
abiyotik strese karst H,O,’nin yikilmasi yoluyla savunmada 6nemli bir role sahiptir
GPOX’ un aktivitesi bitki tiirline ve stres kosullarina bagl olarak olduk¢a degisken
olabilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010).

2.6.5.1. Enzimatik Olmayan Antioksidantlar

Askorbik Asit (Vitamin C)
Askorbik asit (AA) kuru tohumlar hari¢ hemen hemen tiim bitki dokularinda
meydana gelmektedir. AA koklerden cok yapraklarda birikme egilimindedir. Askorbik

asidin olgun yapraklarin gelismis kloroplastlarinda ve yiiksek oranda klorofillerde
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bulundugu kaydedilmistir. Askorbik asidin yapisi ve oksidasyon iirtinleri Sekil 2.15°de
gosterilmektedir (Davey ve ark., 2000).
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Sekil 2.15. Askorbik asidin yapisi ve oksidasyon tiriinleri (Davey ve ark., 2000).

Askorbik asit fizyolojik pH’da baskin bir sekilde askorbat anyonu olarak
bulunmaktadir. Bunun ardindan monodehidroaskorbat (MDHA) radikalini iiretmek i¢in
hizli bir sekilde enediol grubundan bir elektron kaybeder. Son olarak, oksidasyon
sonucunda dehidroaskorbik asit olarak ifade edilen yiiksiiz dehidroaskorbik asit (DHA)
meydana gelir. DHA kisa yar1 6mre sahiptir (Smirnoff, 2002). Dehidroaskorbik asit pH
7.0’1n tstlindeki diizeylerde sabit degildir. Dolayisiyla DHA lipid kayiplarini dnlemek
icin toplam askorbat havuzunu indirgenmis durumunda korumasi gerekir. Normal
kosullarda askorbat havuzunun % 90 kadar1 indirgenmis durumdadir (Foyer, 1993). Bu
duruma iki enzim araciligiyla ulasilir: (1) NAD(P)H’1 indirgeyici olarak kullanan
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDAR) ve (2) glutatyonu indirgeyici olarak kullanan
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) bitki hiicrelerinde askorbati diger bir ¢oziilebilen
antioksidant olan glutatyona baglar. Bu reaksiyonlar birlikte askorbat-glutatyon
dongiisiinii  olusturur  (Halliwell-Foyer-Asada) (Foyer, 1993). Askorbik asit
oksidasyonunu iki enzim katalizler. Bunlar askorbat oksidaz ve askorbat peroksidazdir

(Asada, 20006).
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Bitkilerde askorbik asit iiretiminin, GDP-mannoz ve L-galaktoz yoluyla

meydana geldigi saptanmistir (Smirnoff ve Wheeler, 2000; Ishikawa ve ark., 2006).

Askorbik asidin fonksiyonlar1 genel olarak dort kategoriye ayrilir:

1) Antioksidant: Askorbik asit, hizl1 bir sekilde siiperoksit, molekiiler oksijen,
ozon ve hidrojen peroksit ile reaksiyona girebilmektedir. Bu nedenle askorbik asit bazi
cevre kirleticilerine ve herbisitlere maruz kalma siiresince ve aerobik metabolizma
siirecinde olusturulan bu reaktif oksijen tiirlerinin tasinmasinda yer almaktadir. MDHA
ve DHA askorbat-glutatyon dongiisii yoluyla askorbata indirgenmektedir.

2)Enzim kofaktorii: Askorbik asit bir dizi hidroksilaz enzimi i¢in Ornegin
prolil ve lizin hidroksilazlar gibi hidroksiprolin (HP) ve hidroksilizin sentezlerinde
kullanilan enzimler i¢in kofaktdrdiir, Askorbik aside ayrica in vitroda etilen olusturan
enzim tarafindan da ihtiya¢ duyulmaktadir.

3)Fotosentez: Askorbik asit, hem fotosentetik hem de mitokondriyal elektron
tasinmasinda in vitroda elektron vericisi olarak gorev yapar. Son bulgular, MDHA nin
in vivo da PS II’den elektron alicisi olarak is yaptigini1 gostermektedir ve transmembran
elektron transportunda hem elektron alan hem de elektron veren olarak davranmaktadir.

4)Okzalat ve tartarat sentezi: Askorbik asit, okzalat ve tartarat biyosentezi

icin substrat olarak kullanilmaktadir (Smirnoff, 1996; Davey ve ark., 2000).

Karotenoitler

Bitkiler fotosentetik membranlardaki asir1 enerjinin dagitilmasini saglayan bazi
izoprenoit bilesiklerini kapsayan cesitli mekanizmalara sahiptirler. Tiim fotosentetik
organizmalarda karotenoitler (p-karoten ve zeaksantin) ve tokoferoller asiri enerjinin
dagitilmasi ya da ROT’ larn siipiiriilmesi ve lipit peroksidasyonunun bastirilmasi yoluyla
onemli 151k koruyucu role sahiptirler (Gill ve Tuteja, 2010).

Karotenoitler bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan pigmentlerdir. Dogada
600’in stiinde karotenoit meydana gelir. Karotenoitler yagda c¢o6zilinebilen
antioksidantlardir ve bitki metabolizmasinda oksidatif stres toleransinda Onemli

fonksiyonlara sahiptirler. Hem fotosentetik hem de fotosentetik olmayan dokularda
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bulunan karotenoitler kloroplastlarda 151k toplama 6zelligi olan yardimci pigment olarak
gorev yaparlar. Karotenoitler bitkilerde ii¢ ana fonksiyonu yerine getirirler. Ilk olarak,
400-550 nm dalga boyu arasindaki 15181 absorbe ederler ve klorofile aktarirlar. Uyarilmis
bir karoten molekiilii enerjiyi antenlerdeki diger pigmentlere ya transfer ederek ya da 1s1
olarak dagitarak tekrar temel durumuna donebilir (151k koruyucu rolii) (Collins, 2001).

Antioksidant Ozellikleriyle ilgili olarak karotenoitler dort yoldan birisiyle
fotosistemleri koruyabilirler. Lipit peroksidasyon {iriinleri ile tepkime vererek zincirleme
reaksiyonlar1 bitirirler. '0,’i toplar ve 1s1 olarak enerjiyi dagitir; *Chl* veya uyarilmis
klorofil molekiilleri ile tepkime verip, '0,’in olusmasimi onler ya da ksantofil ¢evrimi
sirasinda olusan fazla uyarma enerjisini dagitarak fotosistemleri korurlar (Gill ve Tuteja,
2010).

Fotosentetik dokularda B-karotenin asil koruyucu roli *Chl*’i dogrudan
temizlemesi ve bunun sonucu olarak 'O,’in olugmasmi dnlemesidir, boylece oksidatif
stresten tamamen sakimnilmis olunur. 1 ve 2 deki denklemlerdeki reaksiyonlarda ener;ji
klorofilden bir karotenoite aktarilir ve sonug olarak karotenoit enerjiyi 1s1 seklinde dagitir

(Mc Kersie ve Leshem, 1994).

3Chl* + 1B-car — 1Chl + 3B-car (1)

3B-car — 1B-car +1s1(2)

Prolin (Pro)

Bitkiler stres kosullarinda serbest amino asit toplaminin %5’inden daha azini
prolin tarafindan saglamaktadirlar. Prolin (L- pirolidin 2-karboksi asit, CsH9NO,, sekil
2.16) yiiksek oranda ¢Oziinebilen, toksik olmayan ve diisiik molekiiler agirlikli bir
aminoasittir. (Ashraf ve Foolad, 2007). Prolin cevresel strese yanit olarak bitkilerde
normal seviyesinden 100 kat daha fazla birikmektedir. Prolinin osmotik diizenlemedeki
roliine ilave olarak, NAD/NADH oranmin diizenlemesine, subselliilar yapilarm (protein
ve membranlar gibi) stabilize edilmesinde, serbest radikallerin siipiiriilmesinde ve
sitosolik pH’ nin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir (Matysik ve ark., 2002; Sharma

ve Dietz, 2006; Ashraf ve Foolad, 2007).
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Sekil 2.16. a) L-prolin ve b) hidroksiprolinin yapis1

Bitkilerde L-Prolin sentezi L-glutamik asitten D1-pirolin-5-karboksilat (P5C)
araciligiyla DI-pirolin-5-karboksilat sentetaz (P5CS) ve DI-pirolin-5-karboksilat
rediiktaz (PSCR) enzimlerininin aktiviteleriyle katalizlenmektedir. Diger taraftan,
mitokondriyal enzimler Pro dehidrogenaz (oksidaz) (ProDH) ve P5C dehidrogenaz
(PSCDH) enzimleri L-Glutamik asidi P5C araciligiyla L-Proline metabolize etmektedir
(Sekil 2.17 ) (Ashraf ve Foolad, 2007).

Glutamat—""~_ Glutamat semialdehit<;:;>Piro1in-5-karboksilat<£&I Prolin

Sekil 2.17. Bitkilerde prolinin biyosentetik yolu.

Kuraklik ve metal stresi prolin sentezinin artmasi ya da yikimmin azalmasi
yoluyla ¢arpici bir sekilde prolin birikimine neden oldugu yapilan arastirmalarda ortaya
konmustur. Sorbitol, mannitol, myo-inositol ve prolin i¢gin OH' siipiirme kapasitesi testi
yapilmistir. Bu test sonucunda en etkili OH siipiiriicii prolin bulunmustur (Sekil 2.18)

(Szabados ve Savoure, 2009; Gill ve Tuteja, 2010).
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Sekil 2.18. Bitkilerde prolinin farkli fonksiyonlari (Szabados ve Savoure, 2009)
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan Kimvasal Maddeler

Kimvasal Formiilii

Amonyum per siilfat

Aseton

Askorbik asit

Bakar Siilfat

2,2- Bipiridin

Borik asit

Dipotasyum Hidrojen Fosfat
5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit)
Ditiyotreitol

Demir -3- Kloriir

Etilendiamin Tetraasetik Asit

Folin Ayrraci

Kadmiyum Siilfat

Glasiyal asetik asit

Guaiacol
Hidrojen Peroksit

Meta-fosforik Asit

(NH4),S,05

CH;COCH?
C6H806

CUSO4.5H20

CioHgN»

H;BO;

K;HPO,

[-SCeH3(NO0,)CO-H]»

C4H1002S,

FCC13

CloHl 2N2Na208.2H20

3CdS0O48H,0

CH;COOH

C7H802

H,O,

HPO;3

Marka
Sigma

Merck
Sigma
Carlo Erba Reagents

Fluka
Sigma
Carlo Erba Reagents
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Carlo Erba Reagents

Carlo Erba Reagents

Sigma
J.T.Baker

Merck



Metiyonin

N-biitanol

N-Etilmalaimid

Ninhidrin

Nitroblue Tetrazolium Klorid
Nitrik asit

Orto-fosforik asit

Perklorik asit

Polivinil piridin

Potasyum Dihidrojen Fosfat

Riboflavin

Sigir Serum Albiimin (BSA)

Sodyum Dihidrojen Fosfat

Sodyum Hidroksit

Sodyum Karbonat

Potasyum Sodyum Tartarat
Stilfosalisilik Asit

Tetra metil etilen diamin
1,1,3,3 tetrametoksipropan
2-Tiyobarbitiirik Asit
Triklor asetik asit

Trizma
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C5H1 ]NOZS
C4H1 ()O
C6H7N02

CoHeH4

CaoH30N1006CL,
HNO;

H;POy4
HCIO4
CsHoNO
KH,POq4

C17H20N40¢

NaH2P042H20

NaOH

Na2C03

COOK(CHOH)2COON

a.4H20
C7HgO6S

CeHi6N2
C11H2404
C4H4N,O,S
CCl3;COOH

C4H11NOs

Sigma
Atabay Kimya
Fluka

Merck

Bend

Carlo Erba
Akkimya

Merck

Sigma

Carlo Erba Reagents

Acros Organics

Merck

Carlo Erba Reagents

Carlo Erba Reagents

Merck

Carlo Erba Reagents
Sigma
Sigma
Sigma
Merck

Merck

Sigma
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Hassas terazi
Derin dondurucu
Sogutmal1 Santrifiij
Spektrofotometre
Su Banyosu

Buz Makinesi
Distile Su Cihazi
Otomatik Pipetler
pH metre

. Buzdolab:

. Isiticili Manyetik Karistirict
. Vorteks

. Elektroforez

. Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi

Ohaus
Sanyo Ultra Low
Kubota
T70 UV_VIS 500
Elektro-mag
Scotsman AF-20
Autostill 8000X Jencons
Nichiryo
WTW pH315/SET
Arcelik
Stuart CB162
Niivemix
Thermo

UNICAM 929
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3.1.3. Bitkilerin Yetistirilmesi ve Agir Metal Uygulanmasi

Brassica oleracea var. acephala ve Silene vulgaris var. vulgaris bitkilerine ait
tohumlar toprak ile doldurulmus 6 cm derinligindeki 45°lik viyollere ekilerek sera
kosullarinda ¢imlenmeye birakilmistir. Bitkiler 2-3 yaprakli hale geldikten sonra
yeniden igerisinde toprak bulunan 9 cm derinligindeki 28°1ik viyollere aktarilmis ve giin
asir1 olmak iizere siirekli olarak saf su ile sulanmistir. Biitiin deney bitkilerinin
yetistirilmesinde ayni ticari ¢igek topragi kullanilmigtir.

Agir metal uygulanmasinda bitkilerdeki yaprak sayis1t gdz Oniinde
bulundurulmustur. Bitki 3-4 yaprakli asamaya ulastiginda agir metal uygulanmasina
baslanmistir. Agir metal olarak uygulanan Cu, CuSO4 5H,0 ve Cd ise 3CdS0O4.8H,0
olarak hazirlanmistir. Bakir ve kadmiyum ¢ozeltilerinin derisimleri 100, 200 ve 400 pg
gr'l kuru toprak olarak hazirlanmistir. Bu derisimlerin se¢ilmesine bu konu ile ilgili
yapilmis olan daha 6nceki ¢aligmalar ve 6n denemeler sonucunda karar verilmistir.

Bitkiler agir metal uygulamasindan 15 giin sonra hasat edilmis ve dikkatli bir
bicimde yiizeye tutunan agir metalleri uzaklastirmak i¢in distile su ile yikanmig ve bitki
kisimlar1 birbirinden ayrilmistir. Uygulama periyodu sonunda Cd ve Cu igeriginin
belirlenmesi i¢in kok ve yapraklar 80 °C’de iki giin siireyle kurutulmustur.

Agir metal uygulamasinin sonunda biyokimyasal analizler i¢in kullanilacak olan
yapraklar belirli agirliklarda tartilmis ve sivi azotta dondurularak —80 °C’de

saklanmstir.

3.2. Yontemler

Bu arastirmada, pigment ve metal igerikleri, lipit peroksidasyonu, enzimatik

ve enzimatik olmayan antioksidant aktivitelerindeki degisimler tayin edilmistir. Biitlin

analizler ii¢ bagimsiz deneyde tiger tekrar ile yapilmistir.
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3.2.1. Pigmentlerin Belirlenmesi

Fidelerin klorofil a, klorofil b ve karotenoid miktarlar1 Arnon (1949)’a gore
belirlenmistir. 0,1 g bitki 6rnegi aliarak 1-2 mL % 80’lik asetonda havanda ezilmistir.
Ekstrakt filtre kagidindan siiziilip son hacim %80’lik asetonla 10 mL’ye
tamamlanmistir. Daha sonra UV-VIS spektrofotometrede klorofil a i¢in 663 nm,
klorofil b i¢cin 645 nm ve karotenoid i¢cin 440 nm dalga boylarinda ayri1 ayri
absorbanslar1 kor ile karsilastirmali olarak (%80°lik aseton) okunmustur. Elde edilen
absorbans degerleri Witham ve ark. (1971)’na gore asagidaki formiiller kullanilarak

klorofil a, klorofil b ve karotenoid miktarlar1 belirlenmistir.

Klorofil a (mg/g) = [12,7 (D663) - 2,69 (D645)] x10/1000x g T.A.

Klorofil b (mg/g) = [22,9 (D645) - 4,68 (D663)] x10/1000x g T.A.

Karotenoid (mg/g) = [4,69 (D440) — (klorofil a + klorofil b) x 0,286] x 10/1000x g T.A.

3.2.2. Cd ve Cu iceriginin Belirlenmesi

Uygulama sonunda bitkilerden alinan kok ve yapraklardaki kadmiyum ve bakir
iceriginin belirlenmesi i¢in yas yakma metodu kullanilmistir. Kurutularak ogiitlilmiis
ornekler tartilarak 50 mL’lik erlenlere konulmustur. Bitki dokularmin agirliklarma
uygun olarak tlizerlerine HNO3; ve HCIO4 (5:1) ilave edilmistir. Isis1 ayarlanabilen hot
plate {iizerinde renkli buharlar kayboluncaya kadar isitilmistir. Orneklerin tiimii
buharlastiktan sonra erlenlerin iizeri saf su ile sulandirilmistir. Sulandirilan 6rnekler
atomik absorbsiyon spektrometresinde okunmustur (Demirevska-Kepova ve ark., 2004).

Dokulardaki element igerigini hesaplamak i¢in elementlerin standartlar1 ile

absorbanslar1 arasindaki dogrusal iliskiyi gosteren regresyon egrisi kullanilmigtir.
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3.2.3. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyon, membran lipitlerinin oksidasyon iriinii malondialdehit
seviyesi Olclilerek (Heath ve Packer, 1968) belirlenmistir. Deneyin prensibi ¢oklu
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusan son iirtinlerden biri olan MDA’ ’nin
sicak ortamda TBA ile olusturdugu bilesigin pembe-kirmiz1 renginin 532 nm dalga

boyunda spektrofotometrik olarak dl¢lilmesi esasina dayanmaktadir.

0,2 g yaprak sivi azotun iginde cam tozu ve %0,25 tiyobarbiitirik asit (TBA)
iceren 2 mL %10 triklor asetik asit (TCA) ¢oOzeltisinde homojenize edilmistir. Bu
karisim 30 dakika 95 °C‘de 1sitildiktan sonra buz banyosunda hizlica sogutulup ve 15
dakika 15000 g’de santrifiij edilmistir. Siipernatantin absorbansi 532 nm’de
okunmustur. Regresyon analizinde saptanan formiil kullanuilarak lipit peroksidasyon

iirtinleri nmol g'1 taze agirlik seklinde ifade edilmistir.

MDA Standardinin Hazirlanmasi ve Standart Grafiginin Cizilmesi

Standart olarak 1,1,3,3 tetrametoksipropan kullanilmistir. 400 nmol/mL stok
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok c¢ozeltiden 10, 20, 40, 60 ve 80 nmol/mL
derisimlerde seyreltmeler yapilmistir. Bunlar ¢alisma standartlarinin hazirlanmasinda
kullanilmistir. Standart grafik icin MDA miktarmin 6l¢iilmesinde uygulanan yontem
kullanilmistir. Her bir standart iki kez calisilarak, derisim-absorbans grafigi ¢izilmistir

(Sekil 3.1).

12 -
y=0,0132x + 0,0459
E 1 R2=0,9977
0,8 -
O
20,6
«
g 0.4 -
%02 -
0 T T T 1
0 20 40 60 80

MDA (nmol/mL)

Sekil 3.1. MDA standart grafigi
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3.2.4. Prolinin Belirlenmesi

0,2 g taze yaprak Ornegi cam tozu yardimiyla %3’liikk 4 mL siilfosalisilik asit
cozeltisi ile homojenize edilip iki tabaka cam pamugundan siiziilmiistiir. Filtratin 1
mL’si ImL asit-ninhidrin, 1 mL glasiyal asetik asitle test tiipiinde karigtirilmistir. Bu
karisim 100 °C’de 1 saat su banyosunda bekletilmistir. Bu siire sonunda tiipler alinarak
buz igerisine konulmus ve reaksiyon sonlandirilmistir. Orneklerin absorbansi 546 nm
dalga boyunda okunmustur. Bitki dokularmdaki prolin miktari pmol g' taze agirlik
seklinde hesaplanmistir (Claussen, 2005).

3.2.5. Protein Olmayan Tiyol (-SH) Gruplarinin Belirlenmesi

0,2 g taze yaprak ornegi cam tozu yardimiyla 2 mL %5’1ik meta-fosforik asit ile
homojenize edilip 10000 g’de 10 dakika santrifiije tabi tutulmustur. SH-grubu
konsantrasyonunu belirlemek i¢in siipernatanttan 140 pl alinmis, iizerine 5 mM Na-
EDTA igeren 700 pl 150 mM’lik fosfat tamponu (pH 7,4) ve son olarak yine fosfat
tamponu igerisinde hazirlanmig 140 ul DTNB (5-5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit) ilave
edilerek 20 dakika sonra 412 nm’ de absorbansi okunmustur (Cakmak ve Marschner,

1992).

3.2.6. Askorbik Asit Analizi

Askorbik asit tayini Cakmak ve Marschner (1992)’e gore yapilmustir. 0,2 g taze
yaprak ornegi cam tozu yardimiyla 2 mL %35°lik meta-fosforik asit ile ezildikten sonra
10000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatanttan 100 pl alinmis ve iizerine 250
ul fosfat tamponu (pH 7,4) eklenmistir. Bundan sonraki iglemler 2 bagimsiz deney ve 3
tekrarli olarak yiirtitiilmiistiir.

Toplam askorbat icin islemler asagidaki gibi vapilmistir:

-Hazirlanan 6rnegin tizerine 50 pul DTT eklenmis ve 10 dakika bekletilmistir.
-Bunun {tistiine 50 ul NEM eklenmistir.

-200 pl %10°Iuk TCA eklenmistir.
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-Uzerine 200 ul % 44’liik orto-fosforik asit eklenmistir.
-200 pl %4’liik 2,2 bipiridin eklenmistir.

-Son olarak 100 pl %3’lik FeCl;.6H,O eklenerek 40 dakika 40 °C ‘de

inkiibasyona birakilmistir.

Rediikte askorbat icin islemler asagidaki gibi vapilmistir:

- Hazirlanan 6rnegin iizerine 100 pl saf su eklenmistir.
-200 pl %10°Iuk TCA eklenmistir.

-Uzerine 200 ul % 44’liik orto-fosforik asit eklenmistir.
-200 pl %4°liik 2,2 bipiridin eklenmistir.

-Son olarak 100 pl %3’lik FeCl;.6H,O eklenerek 40 dakika 40 °C ‘de

inkiibasyona birakilmistir.

Sicak su banyosundan cikarilan ornekler karistirilarak absorbansit 525 nm’de

okunmustur. Standartlar L-askorbik asitle hazirlanmistir.

3.2.7. Enzim Aktiviteleri Icin Ekstraksiyon

0,2 g yaprak ornegi sivi azot ve cam tozu yardimiyla %0,1 (w/v) ¢oziinmez
polivinilpolipirolidon (PVPP) ve 1 mM etilendiamintetraasetik asit(EDTA) iceren 2 mL
50 mM fosfat tamponunda (pH 7,0) ezilmistir. Ekstrakt 20 dak. 15000 g ve +4 °C’de
santrifiij edilmis ve siipernatant -20 °C’de saklanarak enzim ve protein analizlerinde

kullanilmistir (Drazkiewicz ve ark., 2004).
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3.2.8. Protein Tayini

Total protein tayini, Lowry metoduna (Lowry ve ark., 1951) gore yapilmstir.
Alkali ortamda bakir iyonlar1 peptid baglar1 ile kompleks olusturur. Bakir-peptid
komplekslerinin Folin aywract ile olusturdugu mavi-mor renk 695 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Slciilmiistiir. Ornek {izerine 2,5 mL A ¢dzeltisi eklenmis ve
ardindan vortekslenmistir. 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra 250 uL B
¢Ozeltisi eklenerek iki kere vortekslenmistir. 45 dakika karanlikta bekletilmistir. 695 nm
dalga boyunda kore karsi absorbanslar1 okunmustur. Total protein miktari, olusan
irlinlin 695 nm dalga boyundaki molar absorbans degerleri kullanilarak standart

grafiginden hesaplanmistir.

A Cozeltisi;

e 1 mL %1’lik (w/v) CuSO4.5H,0
e 1 mL %2’lik (w/v) COOK(CHOH),COONa.4H,0
e 98 mL %2’lik (w/v) Na,COs

karistirild1 ve oda sicakliginda korundu.

B Cozeltisi;

e 2 N folin ayiract 1/1 (v/v) oraninda distile su ile sulandirilmistir. Deney 6ncesi

taze olarak hazirlanip, karanlikta saklanmastir.
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Kor Standart Ornek
Standart - I mL -
Ornek - - 50 uL
Distile su I mL - 950 uL
A Cozeltisi 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL
Vortekslendi, 10 dakika oda sicakhiginda bekletilmistir.
B Cozeltisi 250 pLL 250 pLL 250 pLL

2 kere vortekslendi, 45 dakika karanhkta bekletilmistir.

695 nm dalga boyunda absorbans okunmustur.

& 0,5

i y =0,0025x *
R?=0,9893
0 50 100 150 200 250 300
BSA (ng/mL)

Sekil 3.2. BSA standart grafigi.
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3.2.9. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.2.9.1. Katalaz Aktivite Tayini

Katalaz aktivitesi, (Aebi,1984). metoduna gore yapilmistir. Hidrojen
peroksidin CAT tarafindan pargalanmasi temeline dayali UV spektrofotometrik yontem
ile CAT aktivitesi tayini yapilmistir. CAT katalitik aktivitesiyle H,O,’1 yikarak su ve
oksijene doniistiirmektedir.

Katalaz (CAT, E.C. 1.11.1.6) aktivitesi %30 (m/v) H,O, iceren 50 mM K-
fosfat tamponun (pH 7,0)’dan olusan bir reaksiyon karisiminda spektrofotometrik
olarak 240 nm’de H»O;’nin bozulmasina bagli olarak okunmustur. Enzim spesifik

aktivitesi okside pmol H,O, dk™ mg™ protein olarak ifade edilmistir.

CAT Aktivitesinin Hesaplanmasi

AAx Vt x Sf

CAT Aktivitesi =

39,4x txVo

AA= Ornek AA-Blank AA= Zamana gdre absorbans degisimi
t= zaman (dakika)

Vt= Toplam reaksiyon hacmi

Vo= Reaksiyon i¢cindeki 6rnek hacmi

Sf= Sulandirma faktorii

39,4= H,0; i¢in ekstinksiyon katsayisi (M'lcm'])
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3.2.9.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini

Stiperoksit dismutaz aktivitesi, nitroblue tetrazolyum kloriir 151k altinda O,
tarafindan indirgenmesi yontemine gore ol¢iilmiistiir.

Stiperoksit dismutaz (SOD, E.C. 1.15.1.1) aktivitesi i¢in 0,1 mM EDTA, 13 mM
methionin, 2 uM riboflavin, 75 uM nitroblue tetrazolyum kloriir (NBT) ve enzim
ekstraktr iceren 50 mM K-fosfat tamponu (pH 7,8) kullanilmistir. Reaksiyon oda
sicakliginda 151k kaynaginin a¢ilmasiyla baglamis ve 15181 kapanmasiyla reaksiyon son
bulmustur. Cézeltinin absorbansi1 560 nm de 6l¢iilmiistiir. I[sik gérmeyen karisim kontrol
olarak kullanilmistir. Isikta riboflavin varliginda 560 nm’de azalan NBT’ nin %
50’sinin inhibisyonuna neden olan enzim miktar1t SOD {initesi olarak belirlenmistir

(Beauchamp ve Fridovich, 1971).

SOD Aktivitesinin Hesaplanmasi

Blank A-Ornek A

% Inhibisyon = %100

Blank A

% inhibisyon

Aktivite (U/mL) =

50%0,1

Blank A-Ornek A

Aktivite (U/mL) = x20

Blank A
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3.2.9.3. Guaiacol Peroksidaz Aktivite Tayini

Guaiacol peroksidaz (GPOX, E.C. 1.11.1.7) guaiacoliin oksidasyona bagli olarak
470 nm’de absorbsiyon degisimi takip edilerek belirlenmistir. Aktivite, 100 mM K-
fosfat tampon (pH 7,0), 20 mM guaiacol, 10 mM H;0O;, ve enzim ekstrakt1 igeren
reaksiyon ¢ozeltisinde analiz edilmistir. Enzim spesifik aktivitesi rediikte umol H,O,

dk™ mg'] protein olarak ifade edilmistir.

GPOX Aktivitesinin Hesaplanmasi

AAx Vt x ST

GPOX Aktivitesi =

25,5% txVo

AA= Ornek AA-Blank AA= Zamana gdre absorbans degisimi
t= zaman (dakika)

Vt= Toplam reaksiyon hacmi

Vo= Reaksiyon i¢cindeki 6rnek hacmi

Sf= Sulandirma faktorii

26,6= Guaiacol i¢in ekstinksiyon katsayist (M™'cm™)
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3.2.9.4. Askorbat Peroksidaz Aktivite Tayini

Askorbat peroksidaz (APX, E.C. 1.11.1.11) tayini baz1 kiiciik degisiklikler
yapilarak Nakona ve Asada (1991)’nin metoduna gore belirlenmistir. Aktiviteye
spektrofotometrik olarak 0,2 mM askorbik asit, 0,2 mM EDTA, 20 mM H,0, ve enzim
ekstrakti iceren 50 mM K-fosfat tampon (pH 7,0) reaksiyon karisiminda bakilmistir.
Askorbatin H,O, bagli oksidasyonundaki azalma 290 nm’ de Olgiilmiistiir. Enzimin

spesifik aktivitesi pmol okside askorbat mg™ protein olarak tanimlanmustir.

APX Aktivitesinin Hesaplanmasi

AAx Vt x ST

APX Aktivitesi =

2,8x txVo

AA= Ornek AA-Blank AA= Zamana gdre absorbans degisimi
t= zaman (dakika)

Vt= Toplam reaksiyon hacmi

Vo= Reaksiyon i¢indeki 6rnek hacmi

Sf = Sulandirma faktorti

2,8= Askorbat igin ekstinksiyon katsayis1 (M'cm™)
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3.2.10. Native Page Yontemi ile SOD izoenzimlerinin Belirlenmesi

Homojenize edilen her bir 6rnek (50 pl) 2x Ornek tamponu (Gliserol+
Bromfenol blue) ile 1:1 oraninda karistirilmistir. Native poliakrilamid jeller, %12’lik
ayirma jeli ve %5’lik yiikleme jeli olarak hazirlanmistir (Ardi¢ ve ark., 2009). Elektrot
tampon ¢ozeltisi 0,025 M tris, 0,192 M glisin (pH 8,3) olacak sekilde hazirlanmistir
(Laemmli, 1970). Jele her bir 6rnekten 20 pl yliklenmistir. Jele sabit 120 V/cm sabit
voltaj uygulanmistir. SOD aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1971) tarafindan
tanimlanan prosediire gore belirlenmistir. Jel ilk 6nce 2,5 mM NBT i¢eren 50 mM Na-
fosfat tamponunda (pH 7,8) 30 dakika inkiibe edilmistir. Bunun ardindan icerisinde
2,8x10° M riboflavin, 0,028 M N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) igeren 50
mM Na-fosfat tamponu (pH 7,8) igerisinde 30 dk. siiresince karanlikta bekletilmistir.
SOD izoenzimlerinin secici inhibisyonu 3mM KCN ya da 5 mM H,O, ¢ozeltilerinin

kullanilmasi yoluyla saglanmistir

3.2.11. istatistiksel Analizler

Calismada elde edilen tiim verilerin istatistiksel analizleri SPSS 15.00 paket
programi kullanilarak yapilmistir. Verilen bakir ve kadmiyuma baglh olarak, bitki
tiirlerinin yapraklarindaki pigment icerigi, kok ve yapraklardaki Cu ve Cd igerigi,
protein ve lipit icerigi, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidant aktivitelerindeki
degisimlerin degerlendirilmesinde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilmastir.
Uygulanan derisimler arasinda farkliligin sebeplerini tespit etmek i¢in Tukey Honestly
Significant Differently (HSD) testi uygulanmistir. Ortalamalar %5 Onem seviyesinde
karsilagtirilmistir. Cizelgelerde ayni harf ile gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak

ayn1 grup icerisindedir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, Brassica oleracea var. acephala ve Silene vulgaris var. vulgaris’e
100, 200 ve 400 pg gr' derisimlerinde bakir ve kadmiyum c¢ozeltileri uygulanmustir.
Uygulama sonucunda yapraklarda yapilan fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerdeki
degisimin sonuglar1 asagida verilmistir. Bitkinin kok kisimlar1 sadece metal birikiminin
belirlenmesinde kullanilmistir. Deneyler sonucunda ortaya ¢ikan degerlerin istatistiksel

analizleri yapilarak p<0,05’e gore 6nem dereceleri belirlenmistir.

4.1. Brassica oleracea var. acephala

4.1.1. Kadmiyumun Etkileri

4.1.1.1. Pigment Icerigi

Brassica oleracea var. acephala bitkisine kadmiyum uygulanmasi sonucunda
elde edilen klorofil a, klorofil b, klorofil a/b ve karotenoid sonuglar1 Cizelge 4.1 Sekil
4.1’°de verilmistir.

Cizelge 4.1’de goriildiigli gibi kadmiyum uygulanan deney grubunda
derisimdeki artisa bagh olarak kl-a, kl-b ve kl a/b miktarinda bir azalma goriiliirken,
karotenoid miktarinda ise bir artis goriilmiistiir. Ancak uygulanan derisimlerdeki
kadmiyumun klorofil a, klorofil b, klorofil a/b ve karotenoid miktar1 iizerindeki

etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda klorofil-a, klorofil-b, kla/klb ve karotenoid igerigi

Klorofil (mg g T.A.)
Derisim (ngg”) ), Kl-b Kla/b Karotenoid
Kontrol 0.86+0.22 a 0.35+0.07 a 0.44+0.10 a 2.45+0.33 a
100 0.75+0.14 a 0.35+0.12 a 0.36+0.05 a 2.38+0.39 a
200 0.72+0.10 a 0.25+0.03 a 0.39+0.04 a 2.91+0.05 a
400 0.71+0.09 a 0.25+0.03 a 0.38+0.07 a 2.79+0.06 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.1. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda klorofil-a, klorofil-b ve karotenoid igerigi
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4.1.1.2. Cd Icerigi

Brassica oleracea var. acephala bitkisine kadmiyum uygulanmasi sonucunda
elde edilen kok ve yapraklardaki Cd igerigi Cizelge 4.2 Sekil 4.2°de verilmistir.

Kontrol grubu ile kadmiyum uygulanan gruplar karsilastirildiginda 400 pg g™
Cd uygulanan gruptaki bitkilerin koklerinde 72.51 pg g’ Cd birikirken yapraklara
koklerdekinin 1/8°1 kadar Cd tagindig1 gorilmiistiir.

Cizelge 4.2. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala’nm kok ve yapraklarindaki Cd icerigi

Cd (ngg'K.A)
Derisim (ug g") Kok Yaprak
Kontrol 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
100 14.1845.48 a 6.36:2.79 a
200 26.00+18.07 a 6.74+4.45 a
400 72.51£5.37 b 9.73£1.30 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.2. Cd’nin farkli derigimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala’nim kok ve yapraklarindaki Cd igerigi
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4.1.1.3. Lipit Peroksidasyonu

Yapraklarda meydana gelen lipit peroksidasyonunun derecesinin belirlenmesi
icin peroksidasyonun son iiriinii olan malondialdehitin seviyesi 6l¢tilmiistiir.

Brassica oleracea var. acephala bitkisine kadmiyum uygulanmasi sonucunda elde
edilen lipit peroksidasyon sonuglar1 Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3’de verilmistir.

Kadmiyumun farkli derisimlerinin etkisindeki lipit peroksidasyon miktar1
kontrol grubuna gore belirgin derecede artmustir. Ozellikle 400 pg g Cd uygulanan
gruptaki bitkilerin yapraklarinda lipit peroksidasyonunun kontrole gore 2 kat arttigi

belirlenmis olup bu artis istatistiki olarak onemlidir.

Cizelge 4.3. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda lipit peroksidasyonu

Derisim MDA

(ngg") (nmol g T.A.)

Kontrol 170.45+£37.58 a
100 195.12446.19 a
200 306.92+17.16 ab
400 376.55+18.30 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.3 Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda lipit peroksidasyonu
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4.1.1.4. Protein icerigi

Brassica oleracea var. acephala bitkisine uygulanan kadmiyum derigimleri ile
protein miktar1 arasindaki iligski Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4’de verilmistir.
Farkli derisimlerde uygulanan kadmiyumun protein igeriginde Onemli bir

degisiklige neden olmadigi belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda protein igerigi

Derisim Protein

(ngg") (mg mL™)

Kontrol 2.94+0.27 a
100 2.93+0.18 a
200 2.91£0.41 a
400 2.73+£0.12 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.4. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda protein igerigi
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4.1.1.5. Prolin icerigi

Brassica oleracea var. acephala bitkisine kadmiyum uygulanmasi sonucunda
elde edilen prolin miktar1 Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5°de verilmistir.

Brassica oleracea var. acephala bitkisine uygulanan kadmiyum derigimleri ile
prolin miktar1 arasindaki farkin istatistiki agidan Onemli oldugu bulunmustur.
Kadmiyum uygulamas: sonucunda, gruplar arasmda 100 ve 400 pg g' Cd

derisimlerinde prolin miktarinin kontrole gore 6nemli oranda azaldig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.5 Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleraceae var.
acephala yapraklarinda prolin igerigi

Derisim Prolin
(ngg) (nmol g T.A.)
Kontrol 38.09+0.59 a
100 29.19+0.87 b
200 38.93+1.76 a
400 27.01+0.95 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.5. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleraceae var.
acephala yapraklarinda prolin igerigi
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4.1.1.6. Protein Olmayan —SH Gruplan

Kadmiyumun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala’nin —SH grup miktar1 ve istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4.6 ve Sekil
4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6’da gorildigli gibi kadmiyumun farkli derigimlerinin etkisiyle
yapraklardaki —SH miktarimin 6nemli oranda arttig1 ve bu artigin istatisitiki olarak

onemli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Cd ‘nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda protein olmayan —SH gruplari

Derisim -SH grup miktan
(nggh (umol g T.A.)
Kontrol 0.05+0.00 b
100 0.06+0.00 a
200 0.06+0.00 a
400 0.07+0.00 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.6. Cd ‘nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda protein olmayan -SH gruplari
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4.1.1.7. Askorbat

Brassica oleracea var. acephala bitkisine kadmiyum uygulanmasi sonucunda
elde edilen dehidroaskorbat (DAsA), askorbat (AsA) ve toplam askorbat (AsA+DAsA)
icerikleri Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7°de verilmistir.

Kadmiyum uygulamasi sonucunda dehidroaskorbat miktarinda belirgin bir
degisiklik olmamasima ragmen, askorbat ve toplam askorbat miktarinda ise belirgin bir

artig goriilmiistiir ve bu degerler istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.7. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarimda dehidroaskorbat (DAsA), askorbat (AsA) ve toplam askorbat
(AsA+DAsA) icerikleri

Derisim ASKORBAT
(ng g (mgg' T.A)

DAsSA ASA ASA+DASA
Kontrol 0.52+0.03 a 0.24+0.02 a 0.76+£0.02 a
100 0.41+0.04 a 0.46+0.01 b 0.87+0.02 ab
200 0.55+£0.01 a 0.45+0.00 b 1.00+0.02 bc
400 0.51+0.06 a 0.61+£0.01 ¢ 1.13£0.05 ¢

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.7. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda dehidroaskorbat (DAsA), askorbat (AsA) ve toplam askorbat
(AsA+DAsA) icerikleri
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4.1.1.8. Antioksidant Enzim Aktivitesi

Katalaz Aktivitesi

Kadmiyumun farkli derigimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleraceae var.
acephala yapraklarinda CAT aktivitesindeki degisimler Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8°de
verilmistir.

Brassica oleracea var. acephala yapraklarinda 400 pg g™ Cd uygulamasi sonucu

CAT aktivitesi bir miktar artmakla birlikte bu artis istatistiki olarak 6nemli degildir.

Cizelge 4.8. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleraceae var.
acephala yapraklarinda CAT aktivitesi

Derisim CAT
(nggh (mikromol dak'mg”'protein)
Kontrol 3.07£0.37 a

100 3.62+0.89 a

200 2.45+1.18 a

400 4.30+0.53 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.8. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda CAT aktivitesi
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Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Kadmiyumun farkli derisimlerine maruz birakilan Brassica oleraceae var.
acephala yapraklarimda 200 ve 400 pg g Cd derisimlerinde SOD aktivitesinin kontrole
gore 1/6 oraninda azaldig1 gdzlenmistir (Cizelge 4.9, Sekil 4.9).

Cizelge 4.9. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda SOD aktivitesi

Derisim SOD

(ng g (U/mg protein)

Kontrol 12.86+£0.92 a
100 11.47+2.06 a
200 2.65+0.64 b
400 2.80+1.61b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.9. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda SOD aktivitesi
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Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

Kadmiyumun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda APX aktivitesi degisimleri ve istatistiksel degerlendirmeler
Cizelge 4.10 ve Sekil 4.10’da verilmistir.

Brassica oleracea var. acephala yapraklarinda farkli derisimlerdeki Cd
uygulamalarma bagli olarak APX aktivitesindeki en 6nemli artigm 200 pg g Cd

derisiminde meydana geldigi goriilmektedir.

Cizelge 4.10. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda APX aktivitesi

Derisim APX
(nggh (mikromol dak'mg”'protein)
Kontrol 0.020+0.003 a

100 0.028+0.005 ab

200 0.048+0.006 b

400 0.024+0.002 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda

ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.10. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda APX aktivitesi
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Guaiacol Peroksidaz Aktivitesi

Brassica oleracea var. acephala vyapraklarinda, 100, 200 ve 400 pg g’
kadmiyum uygulamasi sonucunda GPOX aktivitesinde belirgin bir artis oldugu,
kadmiyum wuygulanan gruplar ve kontrol grubu karsilastirildiginda GPOX
aktivitesindeki en 6nemli artisin 400 pg g Cd derisiminde gerceklestigi goriilmiistiir
(Cizelge 4.11, Sekil 4.11).

Cizelge 4.11. Cd’nin farkl derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda GPOX aktivitesi

Derisim GPOX
(nggh (mikromol dak'mg”'protein)
Kontrol 0.067+0.013 a

100 0.096+£0.016 a

200 0.117 £0.005 ab

400 0.161 £0.005 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.11. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleraceae var.
acephala yapraklarinda GPOX aktivitesi
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4.1.2. Bakirin Etkileri

4.1.2.1. Pigment Icerigi

Brassica oleracea var. acephala bitkisine bakir uygulanmasi sonucunda elde
edilen klorofil a, klorofil b, klorofil a/b ve karotenoid sonuglar1 Cizelge 4.12 Sekil
4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12°de gorildigi gibi kadmiyum uygulanan deney grubunda
derisimdeki artisma bagh olarak kl-a, kl-b,kl a/b ve karotenoid miktarinda bir azalma
goriilmiistiir. Ancak bakirin klorofil a, klorofil b, klorofil a/b ve karotenoid miktari

iizerindeki etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.12. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda klorofil-a, klorofil-b, kla/klb ve karotenoid icerigi

Cu Klorofil (mg g'T.A.)

Derisim(ng g') Kl-a Kl-b Kla/b Karotenoid
Kontrol 0.86£0.22 a 0.35+0.07 a 2.45+0.33 a 0.44£0.10 a
100 0.47£0.03 a 0.19+0.01 a 2.42+0.09 a 0.29+0.01 a
200 0.82+0.06 a 0.31+0.04 a 2.68+0.22 a 0.45+0.04 a
400 0.71£0.12 a 0.32+0.14 a 2.83+0.76 a 0.33+0.05 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.12. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda klorofil-a, klorofil-b, kla/klb ve karotenoid icerigi
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4.1.2.2. Cu Icerigi

Brassica oleracea var. acephala bitkisine uygulanan bakir derisimindeki artisa
bagl olarak kokte ve yaprakta biriken bakir miktar1 artmis olup bu artis istatistiki agidan
onemlidir. 400 pg g Cu uygulamasi sonucu kokte 752.64 pg g Cu biriktigi yapraklara
ise 375.25 ug g Cu tasindig: goriilmiistiir (Cizelge 4.13, Sekil 4.13).

Cizelge 4.13. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala kok ve yapraklardaki Cu icerigi

Cu (ngg'K.A)

Derisim

(ng g™ Kok Yaprak
Kontrol 89.284+4.01 a 53.63£10.32 a
100 272.06+27.29 ab 86.88+5.33 a
200 409.02+34.53 ab 83.88+7.68 a
400 752.64+269.44 b 375.25+88.30 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.13. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala kok ve yapraklardaki Cu icerigi
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4.1.2.3. Lipit Peroksidasyonu

Brassica oleracea var. acephala bitkisine bakir uygulanmasi sonucunda elde
edilen lipit peroksidasyon sonuclar1 ve istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4.14 ve
Sekil 4.14°de verilmistir.

Bakmrin farkli derisimlerinin etkisindeki lipit peroksidasyon miktar1 kontrol
grubuna gore belirgin derecede artmistir ve bu artis istatistiki olarak Onemli

bulunmustur.

Cizelge 4.14. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda lipit peroksidasyonu

Derisim MDA

(ng g (nmol g T.A.)

Kontrol 170.45+£37.58 a
100 213.52+16.66 ab
200 271.38+17.11 ab
400 281.99+10.01 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.14. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda lipit peroksidasyon
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4.1.2.4. Protein icerigi

Brassica oleracea var. acephala bitkisine uygulanan bakir derisimleri ile protein
miktarinda bir azalma goriilmiistiir, ancak arasindaki farkin istatistiki agidan 6nemsiz

oldugu bulunmustur (Cizelge 4.15, Sekil 4.15).

Cizelge 4.15. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda protein igerigi

Derisim Protein

(ngg") (mg mL™)

Kontrol 2.94+0.27 a
100 3.25¢0.25 a
200 2.41£0.21 a
400 2.39+0.28 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.15. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda protein igerigi
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4.1.2.5. Prolin icerigi

Brassica oleracea var. acephala bitkisine uygulanan bakirin derigimindeki artiga

bagl olarak prolin miktarinin azaldigi ve bu azalmanin 6nemli oldugu goézlenmistir

(Cizelge 4.16, Sekil 4.16).

Cizelge 4.16. Cu’'nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda prolin igerigi

Derisim Prolin
(ngg) (nmol g T.A.)
Kontrol 38.09+0.59 a
100 28.96+1.53 b
200 22.26+0.97 ¢
400 26.86+0.43 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.16. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda prolin igerigi
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4.1.2.6. Protein Olmayan —SH Gruplan

Bakirin farkli derisimlerine maruz birakilan Brassica oleracea var. acephala

yapraklarinda —SH grup miktar1 ve istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4.17 ve Sekil

4.17°de verilmistir.
Brassica oleracea var. acephala bitkisine uygulanan bakir derisimindeki artisa

bagli olarak —SH miktarinin 6nemli 6l¢iide degismedigi belirlenmistir.

Cizelge 4.17. Cu ‘nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda protein olmayan —SH gruplar1

Derisim -SH grup miktan
(ng g™ (umol g ' T.A.)
Kontrol 0.05+0.00 a
100 0.04+0.00 a
200 0.04+0.00 a
400 0.06+0.01 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.17. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleraceae var.
acephala yapraklarinda protein olmayan —SH gruplar1
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4.1.2.7. Askorbat

Brassica oleracea var. acephala bitkisine bakir uygulanmasi sonucunda elde
edilen dehidroaskorbat (DAsA), askorbat (AsA) ve toplam askorbat (AsA+DAsA)
miktarlar1 Cizelge 4.18 ve Sekil 4.18’de verilmistir.

Farkli derisimlerdeki bakir uygulamalarina baglh olarak dehidroaskorbat
(DAsA), askorbat (AsA) ve toplam askorbat (AsA+DAsA) miktarlarinda istatistiki
olarak ©Onemli farkliliklar oldugu belirlenmistir. Dehidroaskorbat miktarmin bakir
uygulanan gruplarda 6zellikle100 ve 200 pg g Cu derisimlerinde 6nemli derecede
azaldig1 belirlenmistir. Bununla birlikte, askorbat miktarindaki en fazla artsin 400 pg g'1
Cu derisiminde meydana geldigi goriilmiistiir. Toplam askorbat miktar1 ile bakir
uygulanan gruplar kendi igerisinde degerlendirildiginde, toplam askorbat miktarmin 100
ve 200 pg g Cu derisimlerinde kontrol ve 400 pg g’ Cu’ya gore dnemli derecede

azaldig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.18. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala’nm dehidroaskorbat (DAsA), indirgenmis (AsA) ve toplam askorbat
(AsA+DAsA) icerikleri

Derisim (ng g”) ASKORBAT (mg g T.A.)

DASA ASA ASA+DASA
Kontrol 0.52 £0.04 a 0.24+0.02 a 0.76+0.02 a
100 0.19 £0.02 b 0.16+0.02 a 0.35+0.02 b
200 0.14+0.01 b 0.24 £0.02 a 0.52+0.02 b
400 0.52 +0.06 a 0.54+0.04 b 1.01+0.13 ¢

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.18. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala’nm dehidroaskorbat (DAsA), indirgenmis (AsA) ve toplam askorbat
(AsA+DAsA) icerikleri
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4.1.2.8. Antioksidant Enzim AKktivitesi

Katalaz Aktivitesi

Artan derisimlerde bakira maruz birakilan Brassica oleracea var. acephala
yapraklarinda CAT aktivitesindeki degisimler Cizelge 4.19 ve Sekil 4.19°da verilmistir.
Brassica oleracea var. acephala yapraklarinda CAT aktivitesi ile Cu uygulamasi

arasindaki iliski istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.19. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda CAT aktivitesi

Derisim CAT
(nggh (mikromol dak'mg”'protein)
Kontrol 3.07+0.37 a

100 3.14+x1.21 a

200 2.79+0.91 a

400 3.62+1.06 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.19. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda CAT aktivitesi



84

Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Brassica oleraceae var. acephala bitkisine uygulanan bakir derisimlerine bagli
olarak SOD aktivitesinde meydana gelen degisikler Cizelge 4.20, Sekil 4.20° de
verilmistir. Bakir uygulamasina bagli olarak SOD aktivitesi bir miktar artmis, ancak bu

artigin istatistiki agidan 6nemsiz oldugu bulunmustur.

Cizelge 4.20. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda SOD aktivitesi

Derisim SOD

(ng g (U/mg protein)

Kontrol 12.86+0.92 a
100 16.72+0.76 a
200 14.89+1.72 a
400 14.35+1.10 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.20. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda SOD aktivitesi
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Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

Brassica oleraceae var. acephala bitkisine bakir uygulamasi ile APX aktivitesi
arasindaki farkin istatistiki agidan Onemli oldugu belirlenmistir. Bakir uygulanan
gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda APX aktivitesinin bakir uygulanan
gruplarda 6nemli oranda arttig1 belirlenmistir. En dnemli artis 100 pg g ve 200 pg g
Cu derisimlerinde goriilmiistiir (Cizelge 4.21, Sekil 4.21).

Cizelge 4.21. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda APX aktivitesi

Derisim APX
(nggh (mikromol dak ™ mg'protein)
Kontrol 0.020+0.003 a

100 0.047+0.001 ¢

200 0.039+0.004 be

400 0.034+0.003 ab

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.21. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda APX aktivitesi
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Guaiacol Peroksidaz Aktivitesi

Bakirin farkli derisimlerine maruz birakilan Brassica oleracea var. acephala
yapraklarinda GPOX aktivitesindeki degisimler Cizelge 4.22 ve Sekil 4.22°de
verilmistir.

GPOX aktivitesi, uygulanan bakir derisimine bagli olarak belirgin bir artis
gbstermis ve bu artis istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. 400 pg g’ Cu uygulanan
bitkilerin yapraklarinda GPOX aktivitesinin kontrole gbére 3 kattan daha fazla artis

gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.22. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda GPOX aktivitesi

Derisim GPOX
(nggh (mikromol dak'mg”'protein)
Kontrol 0.067+0.013 a

100 0.139+0.014 ab

200 0.080+0.010 a

400 0.213+0.036 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.22. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda GPOX aktivitesi
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4.1.3. Native Page Yontemiyle SOD izoenzimlerinin Belirlenmesi

Brassica oleracea var. acephala’ya kadmiyum va bakir uygulanmasi sonucunda
SOD izoenzimlerinin elektroforetik bant desenleri Sekil 4.23’de verilmistir. Her iki

uygulama sonucunda da yalnizca bir bant goriilmiistiir.

A)

— SOD

—» SOD

Sekil 4.23. A) Cd ve B) Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Brassica
oleracea var. acephala yapraklarinda SOD izoenzimleri (1) kontrol (2) 100 pg g” ( 3)
200pg g (4) 400 pg g
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4.2. Silene vulgaris var. vulgaris

4.2.1. Kadmiyumun Etkileri

4.2.1.1. Pigment Icerigi

Silene vulgaris var. vulgaris bitkisine kadmiyum uygulanmasi sonucunda elde
edilen klorofil a, klorofil b, klorofil a/b ve karotenoid sonuglar1 Cizelge 4.23 Sekil
4.24°de verilmistir.

Cizelge 4.23’de gorildigi gibi kadmiyum uygulanan deney grubunda Cd
derisimindeki artisa bagh olarak kl-a, kl-b ve kl a/b miktarinda bir azalma goriiliirken,
karotenoid miktarinda 6nemli bir degisiklik goriilmemistir. Kadmiyumun klorofil a,
klorofil b, klorofil a/b ve karotenoid miktar1 {izerindeki etkisinin istatistiksel olarak

onemli olmadig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.23. Cd’nin farkli derigimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda klorofil-a, klorofil-b, kla/klb ve karotenoid icerigi

Cd(ng g™ Klorofil (mg g'T.A.)

Derisim Kl-a Kl-b Kla/b Karotenoid
Kontrol 0.80+0.07 a 0.32+0.10 a 2.91+0.80 a 0.42+0.01 a
100 0.56+0.07 a 0.26+0.03 a 2.19+0.13 a 0.33+0.03 a
200 0.76+£0.10 a 0.33+£0.03 a 2.31+0.09 a 0.46+£0.02 a
400 0.67+0.08 a 0.28+0.02 a 2.40+£0.20 a 0.41+0.02 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.24. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda klorofil-a, klorofil-b ve karotenoid icerigi
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4.2.1.2. Cd Icerigi

Farkli derisimlerde Cd uygulanan Silene vulgaris var. vulgaris bitkisinin kok ve
yapraklarinda biriken Cd igerigi Cizelge 4.24 ve Sekil 4.25°de verilmistir.

Kontrol grubu ile kadmiyum uygulanan gruplar karsilastirildiginda kok ve
yapraklardaki Cd miktar1 kontrole gore belirgin bir artig gdstermistir ancak bu artis

istatistiki olarak dnemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.24. Cd’nin farkl konsantrasyonlarinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris kok ve yapraklarinda Cd igerigi

Cd (ngg'K.A)
Derisim Kok Yaprak
Kontrol 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
100 16.78+7.58 a 6.10£3.39 a
200 19.26+8.27 a 17.00+£10.33 a
400 19.95+6.26 a 20.07+£5.59 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.25. Cd’nin farklh konsantrasyonlarmin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris kok ve yapraklarinda Cd igerigi
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4.2.1.3. Lipit Peroksidasyonu

Silene vulgaris var. vulgaris bitkisine kadmiyum uygulanmasi sonucunda elde
edilen lipit peroksidasyon sonuglar1 Cizelge 4.25 ve Sekil 4.26° de verilmistir.

Kadmiyumun farkli derisimlerinin etkisinde lipit peroksidasyon miktarinda
kontrole gore belirgin bir artis gorilmiistir ve bu artis istatistiki olarak Onemli
bulunmustur. Buna gore, Silene vulgaris var. vulgaris yapraklarindaki lipit

peroksidasyon miktar1 200 ve 400 pg g” Cd derisimlerinde 6nemli derecede artmustir.

Cizelge 4.25. Cd’nin farkli derigimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda lipit peroksidasyonu

Derisim MDA

(ng g (nmol g T.A.)

Kontrol 156.32+10.74 b
100 310.65+76.95 ab
200 394.45+60.72 a
400 535.19+21.81 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.26. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda lipit peroksidasyonu
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4.2.1.4. Protein icerigi

Silene vulgaris var. vulgaris yapraklarinda kadmiyum uygulamasi sonucu
protein miktarinda kontrole gore bir azalma belirlenmistir. Ozellikle 400 pg g' Cd

derisiminde 6nemli bir azalma gorillmistiir (Cizelge 4.26, Sekil 4.27).

Cizelge 4.26. Cd’nin farkli derigimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda protein igerigi

Derisim Protein

(ngg™) (mg mL™)

Kontrol 3.01+0.19 a
100 2.93+0.14 ab
200 2.82+0.10 ab
400 2.27+0.24 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.27. Cd’nin farkli derigimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda protein igerigi
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4.2.1.5. Prolin Icerigi

Silene vulgaris var. vulgaris bitkisine farkli derisimlerde kadmiyum uygulamas1
sonucu prolin miktaridaki degisim Cizelge 4.27 ve Sekil 4.28’de goriilmektedir. 200 pg

g'] Cd derisiminde kontrole gore istatistiki agidan 6nemli bir artig goriilmiistiir.

Cizelge 4.27. Cd’nin farkli derigimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda prolin igerigi

Derisim Prolin
(ngg) (umol g T.A.)
Kontrol 18.64+0.15 be
100 19.76+0.19 b
200 24.87+0.28 a
400 17.13+£0.56 ¢

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.28. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarida prolin igerigi
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4.2.1.6. Protein Olmayan —SH Gruplan
Silene vulgaris var. vulgaris bitkisine uygulanan kadmiyumun —SH miktarinda
onemli bir degisiklige sebep olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.28, Sekil 4.29).

Cizelge 4.28. Cd’nin farkli derigimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda protein olmayan —SH gruplari

Derisim -SH grup miktan
(ngg" (umol g ' T.A.)
Kontrol 0.10+£0.01 a
100 0.13+0.00 a
200 0.11+0.01 a
400 0.12+0.01 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.29. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda protein olmayan —SH gruplar1
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4.2.1.7. Askorbat

Farkli Cd derisimlerine maruz birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarindaki dehidroaskorbat (DAsA), askorbat (AsA) ve toplam askorbat
(AsA+DAsA) miktarlar1 Cizelge 4.29 ve Sekil 4.30°da verilmistir.

Dehidroaskorbat miktar1 kadmiyum uygulanan gruplarda 400 pg g’ Cd
derisiminde, askorbat ise 200 ve 400 pg g Cd derisimlerinde dnemli oranda artmustir.
Bununla birlikte, toplam askorbat miktarinin kadmiyum derisime bagl olarak 6nemli

derecede arttig1, en fazla artsin 400 pg g Cd derisiminde meydana geldigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.29. Cd’nin farkli derigimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris dehidroaskorbat (DAsA), askorbat(AsA) ve toplam askorbat (AsA+DAsA)
icerikleri

Derisim (ng g”) ASKORBAT (mg g T.A.)

DAsA AsA ASA+DAsA
Kontrol 0.17+0.05 a 0.22+0.03 a 0.39+£0.03 a
100 0.32+0.03 a 0.24+0.03 a 0.56+0.00 ab
200 0.17+0.03 a 0.45+0.01 b 0.62+0.04 b
400 0.62+0.08 b 0.40 £0.01 b 1.02+0.09 ¢

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.30. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
dehidroaskorbat (DAsA), askorbat (AsA) ve toplam askorbat (AsA+DAsA) icerikleri
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4.2.1.8. Antioksidant Enzim Aktiviteleri

Katalaz Aktivitesi

Silene vulgaris var. vulgaris bitkisine uygulanan kadmiyuma bagl olarak CAT
aktivitesinde meydana gelen degisiklikler Cizelge 4.30 ve Sekil 4.31°da verilmistir.
Kadmiyum derisimindeki artigla orantili olarak CAT aktivitesi artmis ancak bu

artis istatisitiki olarak dnemli bulunmamastir.

Cizelge 4.30. Cd’nin farkli derigimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda CAT aktivitesi

Derisim CAT
(ng g™ (mikromol dak'mg”'protein)
Kontrol 2.06+0.35 a

100 2.42+0.78 a

200 2.92+0.80 a

400 5.03+£1.60 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.31. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda CAT aktivitesi
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Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Silene vulgaris var. vulgaris bitkisine farkli derisimlerde kadmiyum
uygulanmast sonucu SOD aktivitesindeki degisiklikler Cizelge 4.31 ve Sekil 4.32°de
verilmistir. Artan kadmiyum derisimine bagl olarak SOD aktivitesindeki en Onemli

azalma 400 pug g" Cd derisiminde goriilmiistiir.

Cizelge 4.31. Cd’nin farkli derigimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda SOD aktivitesi

Derisim SOD

(ng g (U/mg protein)

Kontrol 10.06£0.10 a
100 10.67+1.56 a
200 9.14+1.10 a
400 2.36+0.50 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.32. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda SOD aktivitesi
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Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

Silene vulgaris var. vulgaris bitkisine kadmiyum uygulamasi sonucunda APX
aktivitesinde 6nemli bir artis goriilmiistiir ve kontrole gére en dnemli artis 400 pg g Cd

derisiminde meydana gelmistir (Cizelge 4.32, Sekil 4.33).

Cizelge 4.32. Cd’nin farkli derigimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda APX aktivitesi

Derisim APX
(nggh (mikromol dak'mg”'protein)
Kontrol 0.046+0.006 a

100 0.078+0.034 a

200 0.100+0.006 ab

400 0.173+0.020 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.33. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda APX aktivitesi
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Guaiacol Peroksidaz Aktivitesi

Kadmiyumun farkli derisimlerine maruz birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda GPOX aktivitesindeki degisimler Cizelge 4.33 ve Sekil 4.34°de
verilmistir.

GPOX aktivitesi ile Cd uygulamas1 arasinda istatistiki olarak 6nemli bir artis
bulunmustur. Gruplar kendi icerisinde degerlendirildiginde en 6nemli artisin 400 pg g’

Cd derisiminde goriildiigi belirlenmistir.

Cizelge 4.33. Cd’nin farkli derigimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda GPOX aktivitesi

Derisim GPOX
(nggh (mikromol dak'mg”'protein)
Kontrol 0.054+0.022 a

100 0.134 £0.050 ab

200 0.149+0.026 ab

400 0.246 £0.040 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.34. Cd’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda GPOX aktivitesi
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4.2.2. Bakirin EtKieri

4.2.2.1. Pigment Icerigi

Silene vulgaris var. vulgaris bitkisine bakir uygulanmasi sonucunda elde edilen
klorofil a, klorofil b, klorofil a/b ve karotenoid sonuglar1 Cizelge 4.34 Sekil 4.35°de
verilmistir.

Cizelge 4.34°de goriildiigii gibi bakir uygulanan deney grubunda konsantrasyon
artisgina baglh olarak kl-a, kl-b ve kl a/b miktarinda bir azalma goriilmiistiir. Ancak
bakirin klorofil a, klorofil b, klorofil a/b ve karotenoid miktar: {izerindeki etkisinin
istatistiksel olarak dnemli olmadig: belirlenmistir.

Cizelge 4.34. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda klorofil-a, klorofil-b, kla/klb ve karotenoid icerigi

Cu(ng g”) Klorofil (mg g'T.A.)

Derisim Kl-a Kl-b Kla/b Karotenoid
Kontrol 0.80+£0.07 a 0.32+0.10 a 2.91+0.80 a 0.42+0.01 a
100 0.54+0.14 a 0.21+0.06 a 2.81+0.28 a 0.32+0.07 a
200 0.65+0.18 a 0.22+0.09 a 2.26+0.41 a 0.38+0.09 a
400 0.70+0.05 a 0.284+0.04 a 2.61+0.49 a 0.44+0.04 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).

Fotosentetik pigment (mg g
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Sekil 4.35. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris

yapraklarinda klorofil-a, klorofil-b ve karotenoid igerigi
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4.2.2.2. Cu Icerigi

Silene vulgaris var. vulgaris bitkisine farkli derisimlerde bakir uygulamasi
sonucu kok ve yaprakta 6nemli oranda bakir biriktigi belirlenmistir. Bakir uygulanan
gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda kokteki bakir miktarinin 6nemli oranda
arttig1 ve en dnemli artism 400 pg g” Cu derisiminde oldugu gériilmiistiir. Yapraklarda
ise 400 pg g’ Cu uygulamas: sonucu kontrol grubunun 4 kati kadar fazla bakir

birikmistir (Cizelge 4.35, Sekil 4.36).

Cizelge 4.35. Cu’nun farkli konsantrasyonlarinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris kok ve yapraklarinda Cu igerigi

Cu (ngg'K.A)

Derisim Kok Yaprak
Kontrol 75.76+5.98 a 47.85£3.40 a
100 148.11+1.79 ab 75.67+6.36 b
200 301.50+48.59 ab 55.61£7.28 ab
400 522.73£179.58 b 190.09+4.75 ¢

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.36. Cu’nun farkl konsantrasyonlarinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris kok ve yapraklarinda Cu igerigi
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4.2.2.3. Lipit Peroksidasyonu

Silene vulgaris var. vulgaris bitkisinde bakir derisiminin artisina bagl olarak
yapraklardaki lipit peroksidasyonunda 6nemli bir artis goriilmiistiir. En 6nemli artisin

400 pg g'] Cu derisiminde gergeklestigi belirlenmistir (Cizelge 4.36, Sekil 4.37).

Cizelge 4.36. Cu’'nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda lipit peroksidasyonu

Derisim MDA

(ng g (nmol g T.A.)

Kontrol 156.32+10.74 b
100 200.39+13.49 ab
200 233.79+5.77 ab
400 293.65+£53.18 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.37. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda lipit peroksidasyonu
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4.2.2.4. Protein icerigi

Silene vulgaris var. vulgaris yapraklarinda bakir uygulamasi protein igeriginde

istatistiki olarak 6nemli bir degisime neden olmamustir (Cizelge 4.37, Sekil 4.38).

Cizelge 4.37. Cu'nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda protein igerigi

Derisim Protein

(ngg?) (mg mL™")

Kontrol 3.01+0.19 a
100 3.64£0.45 a
200 2.81+0.52 a
400 2.72+0.28 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.38. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda protein igerigi
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4.2.2.5. Prolin Icerigi

Bakir uygulanan gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda prolin miktarmnin

100 pg g™ Cu derisiminde 6nemli bir artis gdsterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.38., Sekil

4.39).

Cizelge 4.38. Cu’'nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.

vulgaris yapraklarinda prolin igerigi

Derisim Prolin
(ngg) (umol g T.A.)
Kontrol 18.64+0.15 b
100 3991+1.72 a
200 19.88+0.81 b
400 23.14+1.82 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.39. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris

yapraklarinda prolin igerigi
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4.2.2.6. Protein Olmayan —SH Gruplan

Silene vulgaris var. vulgaris bitkisine uygulanan bakir derisimindeki artisa gore

—SH miktarinda 6nemli bir artis gézlenmemistir (Cizelge 4.39, Sekil 4.40).

Cizelge 4.39. Cu'nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda protein olmayan —SH gruplari

Derisim -SH grup miktan
(ngg" (umol g ' T.A.)
Kontrol 0.10+£0.01 a
100 0.10+0.01 a
200 0.11+0.01 a
400 0.12+0.00 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.40. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda protein olmayan —SH gruplar1
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4.2.2.7. Askorbat

Bakirin farkli derisimlerine maruz birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarindaki dehidroaskorbat (DAsA), askorbat(AsA) ve toplam askorbat
(AsA+DAsA) miktarlar1 Cizelge 4.40 ve Sekil 4.41°de verilmistir.

Dehidroaskorbat miktar1 bakir uygulanan gruplarda Onemli bir artis
gostermemistir. Bununla birlikte, askorbat ve toplam askorbat miktarinin bakir derisime
bagh olarak onemli dlgiide arttigi, en fazla artsin 400 pg g Cu derisiminde meydana

geldigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.40. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.

vulgaris dehidroaskorbat (DAsA), askorbat (AsA) ve toplam askorbat (AsA+DAsA)
icerikleri

Derisim (ng g”) ASKORBAT (mg g T.A.)

DAsA AsA AsA+DAsA
Kontrol 0.17+0.05 a 0.22+0.03 ab 0.39+0.02 a
100 0.27+0.08 a 0.124£0.00 b 0.39+0.08 a
200 0.13+£0.05 a 0.39+0.08 be 0.52+0.03 ab
400 0.21+0.02 a 0.51£0.01 ¢ 0.72+0.02 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.41. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
dehidroaskorbat (DAsA), askorbat(AsA) ve toplam askorbat (AsA+DAsA) icerikleri
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4.2.2.8. Antioksidant Enzim Aktiviteleri

Katalaz Aktivitesi

Bakir uygulanan Silene vulgaris var. vulgaris bitkisinde bakir derisimine bagl
olarak CAT aktivitesinde bir artis meydana gelmis ancak bu artis istatistiki acidan

onemsiz bulunmustur (Cizelge 4.41, Sekil 4.42).

Cizelge 4.41. Cu’'nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda CAT aktivitesi

Derisim CAT
(nggh (mikromol dak'mg”'protein)
Kontrol 2.06+0.35 a

100 4.33+1.63 a

200 5.36+£1.67 a

400 6.43+2.16 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.42. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda CAT aktivitesi
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Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Silene vulgaris var. vulgaris bitkisinde bakir derisiminin artisina bagli olarak
yapraklardaki SOD aktivitesinde dnemli bir azalma goriilmiistiir. Gruplar kontrole gore
degerlendirildiginde, en énemli azalmanin 400 pg g’ Cu derisiminde gerceklestigi

belirlenmistir (Cizelge 4.42, Sekil 4.43).

Cizelge 4.42. Cu'nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda SOD aktivitesi

Derisim SOD

(ng g (U/mg protein)

Kontrol 10.06+£0.10 ab
100 13.79+0.64 b
200 9.06+2.94 ab
400 4.13+1.90 a

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayni siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.43. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda SOD aktivitesi
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Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

Bakir uygulamasina bagli olarak APX aktivitesinde meydana gelen degisiklikler

6nemli bulunmustur. En 6nemli artis 400 pg g Cu derisiminde goriilmiistiir (Cizelge
4.43, Sekil 4.44).

Cizelge 4.43. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda APX aktivitesi

Derisim APX
(ng g™ (mikromol dak'mg”'protein)
Kontrol 0.046+0.006 ab

100 0.047+0.004 ab

200 0.035+£0.011 a

400 0.120+£0.034 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.44. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda APX aktivitesi
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Guaiacol Peroksidaz Aktivitesi

Bakirin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarinda GPOX aktivitesi degisimleri ve istatistiksel degerlendirmeler Cizelge
4.45 ve Sekil 4.46°de verilmistir.

GPOX aktivitesi, Cu derisimindeki artisa paralel olarak dnemli oranda artmustir.
Bakir uygulanan gruplar icerisinde en dnemli artis 400 pug g’ Cu uygulamasi sonucu

meydana gelmistir.

Cizelge 4.44. Cu’'nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var.
vulgaris yapraklarinda GPOX aktivitesi

Derisim GPOX
(nggh (mikromol dak'mg”'protein)
Kontrol 0.054+0.022 a

100 0.111+0.016 a

200 0.108+0.022 a

400 0.239+0.030 b

Degerler aritmetik ortalama ve + standart hata olarak verilmistir (n=3). Ayn1 siitunda
ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p<0.05).
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Sekil 4.45. Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris var. vulgaris
yapraklarimda GPOX aktivitesi
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4.2.3. Native Page Yontemiyle SOD izoenzimlerinin Belirlenmesi

Silene vulgaris var. vulgaris’e kadmiyum va bakir uygulanmasi sonucunda SOD

izoenzimlerinin elektroforetik bant desenleri Sekil 4.46°da verilmistir. Her iki uygulama

sonucunda da yalnizca bir bant gdzlenmistir.

SOD

B)

SOD

_ﬂ- : 5 !! ?J.:-ﬁll =

Sekil 4.46. A) Cd ve B)Cu’nun farkli derisimlerinin etkisinde birakilan Silene vulgaris
var. vulgaris yapraklarinda SOD izoenzimleri (1) kontrol (2) 100 pg g” (3) 200ug g’

(4) 400 pg g
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5. TARTISMA

Cevremizdeki baslica kirleticiler arasinda olan agwr metaller ciddi bir sekilde
bitkilerde biiylimeyi smirlamaktadir. Bugiinlerde, cevresel kirlilikle beraber agir
metallere maruz kalma diinyanin her tarafinda biiyliyen bir problem haline gelmektedir
(Ahsan ve ark., 2007). Asir1 miktarda metal iyonlarmin alinmasi bir¢cok bitki i¢in
toksiktir. Metal iyonlarinin hiicrelere olan biyokimyasal etkisi onlarin kimyasal yapisi
kadar metal ¢esidine de baglidir (Sharma ve Dietz, 2006).

Bitkiler iizerinde agwr metallerin olumsuz etkileri 06zellikle kloroplast
pigmentlerine, membranlara ve niikleik asitlere zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) olusumundaki artistir. Bu artis, dokulardaki biliyiimenin ve fotosentetik
aktivitenin azalmasina neden olarak bitki verimliliginini olumsuz yonde etkilemektedir
(Maksymiec ve ark., 2007)

Kadmiyum ve bakira maruz brrakilan bitkilerde genellikle biiylimede azalma
gozlenirken, bu toksik kirleticiler bitki hiicrelerinde bir¢ok degisiklige neden olabilir
(Chaoui ve El Ferjani, 2005).

Bu arastirmada Brassica oleracea var. acephala ve Silene vulgaris var.
vulgaris’in biiyiime ortamima verilen bakir ve kadmiyumun etkisinde birakilmasiyla
bitkiye olan etkisi yapraklardaki pigment ve protein icerigi, bitkiye verilen bakir ve
kadmiyumun kok ve yapraklardaki birikimi, lipit peroksidasyonu, enzimatik ve

enzimatik olmayan antioksidantlarla arastirilmistir.

5.1. Pigment icerigi

Klorofil ve karotenoidler hemen hemen tiim bitki sisteminin enerji merkezidir ve
iceriklerindeki onemli bir degisiklik bir bitkinin tiim metabolizmasinda belirgin bir
etkiye neden olabilir (Agrawal ve Mishra, 2009). Farkli metallere maruz birakilan
bitkilerde klorofillerin bozulmasi kaginilmazdir ve bu durum metal toksisistesine verilen

ilk tepkilerden biridir (Monteiro ve ark., 2009).
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Arastirmamizda Brassica oleracea var. acephala bitkisine bakir ve kadmiyum
uygulamasi yapraklardaki klorofil a, klorofil b ve karotenoid igeriklerinde belirgin bir
degisiklige neden olmamistir.

Ayni sekilde, bakir ve kadmiyum uygulamasi Silene vulgaris var. vulgaris’in
klorofil a, klorofil b ve karotenoid iceriginde 6nemli bir degisiklige neden olmamistir.
Xu ve ark. (2008) Allium sativum’a farkli derisimlerde kadmiyum uygulamislardir ve
kadmiyumun pigment i¢eriginde onemli bir etkiye neden olmadigini rapor etmislerdir.

Arastirmamiz sonucunda, uygulanan metallerin pigment igeriginde onemli bir
degisiklige neden olmadigi belirlenmistir. Kadmiyum ve bakir stresinin klorofil
biyosentezi ilizerinde herhangi bir toksik etkiye neden olmadigi ya da bu cevabin bitki
tiirtine ve metal ¢esidine ve derisimine bagl olarak degisebildigi sonucuna varilabilir.
Bununla birlikte, toleranslh bitkilerde klorofil iceriginin arttig1 ya da uygulanan metale

bagli olarak onemli sekilde degismedigi belirlenmistir (Borghi ve ark., 2008).

5.2. Cd ve Cu Icerigi

Bitki kisimlarinin metal iceriklerinin farkli olmasi bitkinin toksisiteden
kacinmak i¢in kullandig1 yaygin bir stratejidir. Kokler agir metallerin bitkinin {ist
kisimlara tasmmmasimi engelleyen bir bariyer gibi davranir (Tanyolag ve ark., 2007).
Kadmiyum stresine karsi ilk bariyer koklerde meydana gelir ve kadmiyum hiicre
duvarindaki bilesikler ve ekstraselliilar karbohidratlara baglandigi icin tasmamaz
(Sanita di Toppi ve Gabrielli, 1999).

Brassicaceae familyasi bir¢ok metali biriktirebilen tiirleri icermektedir. Brassica
juncea Cd, Cu, Ni, Zn, Pb ve Sn gibi metalleri yliksek oranda alip biriktirebilmektedir.
Ayrica, Brassica oleracea’da yiiksek oranda agir metal biriktirebilmektedir (Kabata-
Pendias, 2001; Gisbert ve ark., 2006). Kadmiyumun koklerle alinimi1 olduk¢a hizliyken,
siirgiinlere tasinmasi oldukca yavastir (Sanita di Toppi ve Gabrielli, 1999). Bu
arastirmada Brassica oleracea var. acephala’da kadmiyum koklerde yiiksek oranda
birikmistir. En fazla birikim 400 pg g’ Cd derisiminde goriilmiistiir. Bu bulgular
kadmiyumun biiyiik bir kismmin koklerde tasinmadan kaldigini ve kiigiik miktarlarda
siirgiin ve yapraklara tasindigin1 gostermektedir. Bunun sonucunda bu bitkinin

kadmiyuma kars1 toleransli oldugunu soyleyebiliriz.
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Lactuca sativa ile yapilan bir ¢alismada kadmiyum birikiminin koklerde daha
fazla oldugu ve bu birikimin 100 pM Cd derisiminde 980 pg g’ K.A. ulastig
goriilmiistiir (Costa ve Morel, 1994).

Silene vulgaris var. vulgaris bitkisinde kok ve yapraklardaki kadmiyum birikim
sonuclar1 birbirine ¢ok yakindir. Bununla birlikte, uygulanan derisimlere bagli olarak
kadmiyum birikiminde bir artis belirlenmistir.

Bitkiler icerisindeki bakirin dagilimi olduk¢a degiskendir. Bakirin toprak
kolloidlerine ve diger organik maddelere giiglii bir sekilde baglanmasi tasgimmmasmni
biiyiik oranda kisitlamaktadir. Bitkiler tarafindan absorbe edilen bakirin biiyiik bir kismi1
kokte tasinmadan kalirken, yapraklarda yaslanana kadar kalir (Kabata- Pendias ve
Pendias, 2001). Bulgularimiza gore, her iki bitki tiiriinde de koklerdeki bakir birikimi
yapraklara oranla fazladir. Kok ve yapraklardaki bakir birikimi uygulanan derigimlere
bagl olarak artig gdstermistir. Benzer sonuglar Brassica juncea (Singh ve ark., 2010),
Rumex dentatus (Lt ve ark., 2004) , Salix (Landberg ve Greger, 1996), Carthamus
tinctorius (Ahmed ve ark., 2010) bitkileri i¢in de elde edilmistir. Ayrica, Silene
vulgaris’in bakir tolerant bir bitki oldugu da kesin sekilde bilinmektedir (Song ve ark.,
2004).

Bu arastirmanin bir sonucu olarak, Brassica oleracea var. acephala ve Silene
vulgaris var. vulgaris’in de bakira karsi toleranshi oldugu one siiriilebilir. Bizim

arastirmamizin sonucu da literatiir bilgileri ile uyum igerisindedir.

5.3. Lipit Peroksidasyonu

MDA lipit peroksidasyonunun sitotoksik bir {iriiniidiir ve oksidatif stresin bir
sonucu olan lipit peroksidasyonunun Ol¢iilmesinde indikatér olarak kullanilmaktadir
(Monteiro ve ark., 2009).

Lipit peroksidasyonu ROT seviyesiyle iliskilidir. Redoks aktif olan bakir ve
redoks aktif olmayan kadmiyumun ROT olusumu yoluyla bitkilerde lipit
peroksidasyonunu arttirdigr belirlenmistir (Chaoui ve ark., 1997). Asir1 miktarda bakir
ve kadmiyumun lipit peroksidasyonu ve oksidatif hasara neden oldugu bilinmektedir

(Dixit ve ark., 2001).
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Bitki hiicre membranlar1 metal yaralanmalarinin baglica alanlaridir. Membran
hasar1 lipoksigenaz enzimiyle ya da reaktif oksijen tiirleri tarafindan baslatilan lipit
peroksidasyonu yoluyla basarilmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1984). Arastirma
bulgularimiza gore, bakir ve kadmiyuma maruz birakilan Brassica oleracea var.
acephala ve Silene vulgaris var. vulgaris bitkilerinde lipit peroksidasyonunda derisime
bagli olarak nemli bir artis meydana gelmistir. Bu artis 6zellikle 400 pg g Cd ve Cu
derisimlerinde goriilmiistiir.

Literatiirde kadmiyum uygulamasi sonucunda lipit peroksidasyon iirlinii olan
MDA seviyesindeki artis Phaseolus vulgaris (Chaoui ve ark., 1997; Smeets ve ark.,
2005), Lycopersicon esculentum (Dong ve ark., 2006) ), Bacopa monnieri (Singh ve
ark. 2006), Brassica juncea (Mobin ve ark., 2007; Verma ve ark., 2008) icin de elde
edilmistir.

Arastirma bulgularina benzer sonuglar Ceratophyllum demersum (Rama Devi ve
Prasad, 1998), Nymphoides peltatum (Wang ve ark. 2007), Brassica oleracea L. var.
rubrum (Posmyk ve ark., 2009), Pistia stratiotes (Upadhyay ve Panda, 2009), Spirodela
polyrhiza (Upadhyay ve Panda, 2010) bitkilerinin bakir stresine maruz birakilmasi

sonucu elde edilmistir.

5.4. Protein Icerigi

Bir organizmadaki protein ig¢erigi metabolizmadaki dontistimlii ve doniistimsiiz
degisikliklerin 6nemli bir indikatoriidiir ve proteinlerin ¢esitli stres faktorlerine karsi
verdikleri cevap olduk¢a degisken olabilmektedir (Panda ve Khan, 2003).

Kadmiyum ve bakir etkisinde birakilan Brassica oleracea var. acephala
yapraklarinda protein igeriginde bir azalma meydana gelmistir ancak bu azalma
Oonemsizdir.

Kadmiyuma maruz birakilan Silene vulgaris var. vulgaris yapraklarinin protein
iceriginde bir azalma belirlenmis ve en fazla azalma 400 pg g' Cd derisiminde
goriiliirken, ayni bitkiye bakir uygulamasi sonucu protein igeriginde meydana gelen

azalmanin 6nemsiz oldugu belirlenmistir.
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Bulgularimiza gore, uygulanan metaller protein sentezi iizerinde 6nemli bir
toksik etkiye neden olmadigi ve bu metallerin uygulanmasi sonucunda bitkilerin yeni

bir protein sentezlemedikleri 6ne siiriilebilir.

5.5. Prolin Icerigi

Prolin abiyotik strese karst bitki yanitinda yaygin sekilde calisilan bir
molekiildiir. Bir¢ok bitki bu bilesigi su eksikligi, agir metal, tuzluluk, yiliksek ve diisiik
sicaklik, patojen enfeksiyonlari, besin elementi eksiklikleri, atmosferik kirlilik ve UV
radyasyonlar1 gibi stres kosullarinda biriktirirler (Sharma ve Dietz, 2006). Bitkilerin
biiyiik bir cogunlugu bu streslerin etkisinde prolin igerigini normal seviyesinden 100 kat
arttirabilir (Matysik ve ark., 2002). Agir metal stresinde prolin iceriginde artiglarin
oldugunu gosteren bir¢ok arastirma yapilmistir. Schat ve ark. (1997) Silene vulgaris’in
metale toleransli ve toleransl olmayan ekotiplerini Cd, Cu ve Zn etkisinde birakmis ve
en yiiksek prolin birikiminin Cd stresinde olustugunu bulmuslardir. Bu bulgularin
aksine sucul makrofitlerden Lemna minor 0.5, 1, 5 ve 10 uM Cd etkisinde 96 saat
birakilmis ve prolin iceriginde kontrole gore swrasiyla % 0.7, % 1.3, % 2.0 ve % 3.9
oraninda azalmalar olmustur (Mohan ve Hosetti, 1997).

Arastirma bulgularimiza gore Cd ve Cu etkisinde birakilan Brassica oleracea
var. acephala yapraklarinda prolin iceriginde kontrole gore dnemli bir azalma meydana
gelmistir. Buna gore bu bitkide metal toksisitesine karsilik prolin biriktirilmedigi ve
uygulanan metallerin prolin sentezini uyarmak yerine inhibe ettigi seklinde bir agiklama
getirilebilir.

Bununla birlikte, Silene vulgaris var. vulgaris yapraklarmda kadmiyum
uygulamasi sonucunda prolin igeriginde artis meydana gelmis ve en 6nemli artig 200 pg
g" Cd derisiminde goriilmiistiir. Bakir uygulamasi sonucunda ise sadece 100 pg g Cu
derisiminde 6nemli bir artig gorilmiistiir.

Prolini uyarma yetenegi metallere gore degismektedir. Biiylime ortaminda esit
derisimlerde metal verildiginde prolin birikimini uyaran en etkili olan metal bakirdir ve
bunu kadmiyum ve c¢inko izlemektedir. Ancak, toksisiteye kars1 dayamklilik
karsilastirildiginda prolin birikimi Cd>Zn> Cu y0niinde azalmaktadir (Sharma ve Dietz,

2006).
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Prolinin metal toksisitesindeki rolii birgok arastirict tarafindan c¢alisilmistir.
Prolini biriktirme kapasitesi uygulanan metallere bagli olarak degismekle beraber,

bitkilerin stresten kendini korumasinda 6nemli bir yere sahiptir (Sun ve ark, 2007).

5.6. Protein Olmayan —SH Gruplan

Bitkiler agir metal stresi altinda cesitli detoksifikasyon mekanizmalari
gelistirmektedirler. Bunlardan biri siilfiir iceren savunma bilesiklerinin (glutatyon,
fitoselatin, metallotiyonein) sentezindeki artigtir. Bu bilesiklerin sentezi bitkilerin
hayatta kalmasinda ve metal toleransinda 6nemli bir yere sahiptir (Grill ve ark., 2006).

Arastirma bulgularimiza gore Brassica oleracea var. acephala yapraklarinda
kadmiyum uygulamasi sonucunda protein olmayan —SH gruplarmin miktar1 kontrole
gore Onemli derecede artmistir. Mishra ve ark. (2009) Ceratophyllum demersum
bitkisine kadmiyum uygulanmasi sonucunda protein olmayan —SH grup miktarinda
kontrole gore onemli bir artis bulmuslardir. Bitkilerde agir metaller (6zellikle Cd)
tarafindan indiiklenmis —SH artiglar1 baska arastiricilar tarafindan da belirlenmistir
(Sanita di Toppi ve Gabrielli, 1999). Bakir uygulamasi ise Brassica oleracea var.
acephala yapraklarinda protein olmayan —SH miktarinda 6nemli bir artisa neden
olmamustir.

Silene vulgaris var. vulgaris’e kadmiyum ve bakir uygulamasi kontrolle
karsilastirildiginda protein olmayan —SH grup miktarinda 6nemli bir degisiklige neden
olmamustir.

Bir¢ok bitkide protein olmayan —SH gruplarimin biiyiikk bir kismini (%95’den
fazlas1) glutatyon temsil etmektedir (Tiryakioglu ve ark., 2006). Bununla birlikte, bitki
hiicrelerinde fitoselatin, metallotiyonein, tiyoninler ve densinler gibi diisilk molekiiler
agirlikli bilesiklerde mevcut olabilir (Ozdener ve Aydm, 2010).

Protein olmayan —SH gruplarinin antioksidant 6zelligi tripeptitin —SH grubunun
distilfit formunun oksidasyonuna baghdir. Bitkiler kadmiyum uygulamasi siiresince
yiiksek miktarda protein olmayan —SH gruplarmi sentezlerler. Protein olmayan —SH
seviyesinin artmasi siilfat rediiksiyon yolunun uyarilmasi nedeniyle olabilir, azalmasi
ise glutatyon ve fitoselatin sentezi i¢in protein olmayan —SH gruplarmnin tiiketiminden

kaynaklanabilir (Noctor ve Foyer, 1998).
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Yaptigimiz arastirmanin sonuglarina gore, Brassica oleracea var. acephala’da
Cd toksisitesine dayali protein olmayan —SH grup miktarindaki artis glutatyondaki
artistan kaynaklanabilir. Ancak, bu bulgular bu konuda yapilacak olan daha detayh

calismalar ile desteklenmelidir.

5.7. Askorbat

Askorbatin serbest oksijen radikallerinin siipiiriilmesinde 6nemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Bitkilerde aktif olarak antioksidan fonksiyonu olan askorbattir (Song ve
ark., 2009).

Arastirmada kadmiyum uygulamasi sonucunda Brassica oleracea var. acephala
yapraklarinda askorbat (AsA) iceriginde calisilan tiim derisimlerde kontrole gore 6nemli
derecede bir artis meydana gelmistir. Bununla birlikte, aynm bitkiye bakir uygulamasi
sonucunda askorbat igerigindeki en onemli artis 400 pg g' Cu derisiminde
gerceklesmistir.

Toplam askorbat (AsA+DAsA) icerigi askorbat ve dehidroaskorbat igeriginin
toplamidir. Bulgularimiza gore, Brassica oleracea var. acephala’da Cd uygulamasi
sonucu toplam askorbat iceriginde kontrole gore onemli bir artis goriiliirken, bakir
uygulamasi sonucunda 100 ve 200 pg g” Cu derisimlerinde kontrole gére énemli bir
diisiis gorilmiistiir

Silene vulgaris var. vulgaris’e kadmiyum ve bakir uygulanmasi sonucunda
derisime bagl olarak askorbat iceriginde 6nemli bir artis meydana geldigi, ancak ayni
bitkiye kadmiyum uygulanmasi sonucunda ise dehidroaskorbat igeriginin yalnizca 400
ng g Cd derisiminde 6nemli oranda arttig1 gorilmiistiir.

Kadmiyum ve bakir etkisinde Silene vulgaris var. vulgaris yapraklarindaki
toplam askorbat icerigi kontrole gore onemli derecede artmistir. Her iki uygulama
sonucundaki en énemli artis 200 ve 400 pg g Cd ve Cu derisimlerinde goriilmiistiir.

Sonuglarimiza gore, yapraklardaki askorbat igeriginin stres faktorlerinin
etkisinde arttigi bulunmustur. Askorbatin bitki hiicrelerinde olusan oksidatif streste
enzimatik (H,O;’yi askorbat peroksidaz enzimi yardimiyla H,O’ya doniistiirmekte) ve
enzimatik olmayan (membran bagimli antioksidan olan o-tokoferoliin yeniden

olusturulmasinda, peroksil radikal ve singlet oksijenin temizlenmesinde) etkilerinin
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oldugu bilinmektedir (Smirnoff, 1996). Ancak bu biyolojik olaylarin isleyisinde bir¢ok
enzim (askorbat peroksidaz, monodehidroaskorbat rediiktaz ve dehidroaskorbat
rediiktaz) ve enzim olmayan molekiiller devreye girmektedir. Hangi neden ya da
nedenlerden dolay1 askorbat igerginde artislarin oldugu konusunda kesin bilgi vermek
miimkiin degildir. Ancak Cd ve Cu uygulamas1 sonucunda her iki bitkideki askorbat
iceriklerinde artiglarin olmasi, askorbatin bu stres veya streslere cevapta onemli bir

yerinin oldugunu gdésterebilir.

5.8. Antioksidant Enzim Aktiviteleri

Bitkiler agir metaller yoluyla uyarilan oksidatif hasardan korunmak ig¢in
enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalarla donatilmistir (Apel ve Hirt, 2004).
Antioksidant sistem, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), guaiacol peroksidaz
(GPOX) ve askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) gibi askorbat-
glutatyon dongiisliniin enzimleri ve askorbat, glutatyon gibi enzimatik olmayan
antioksidantlardan olugmaktadir. Olusan siliperoksit radikalleri SOD tarafindan H,O,’ye
doniistliriilmektedir ve H,O,’nin birikimi APX, CAT ve GPOX enzimlerinin aktiviteleri
yoluyla engellenmektedir (Khatun ve ark., 2008).

Antioksidant enzimler ve belirli metabolitler stres periyodu siiresince bitkilerin
adaptasyonunda ve canliliklarmi devam ettirebilmelerinde 6nemli bir yere sahiptir.
Antioksidant enzimlerin aktiviteleri oksidatif stres tarafindan uyarilmaktadir (Dinakar
ve ark, 2008). Agir metal stresine kars1 bazi bitkilerin toleransi antioksidant enzimlerin

yiiksek aktivite gostermesiyle iliskilendirilmektedir (Dixit, 2001; Singh ve ark., 2006).

Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi (1.15.1.1)

Oksidatif strese kars1 organizmadaki ilk savunma SOD enzimiyle gergeklesir.
SOD, siiperoksitin H,O, ve O,’e dismutasyonunu katalizlemektedir (Singh ve ark.,
2010). H,O, ayrica NADPH oksidaz, ksantin oksidaz amino oksidaz ve bir hiicre duvar
peroksidaz1 gibi spesifik enzimler tarafindan da olusturulabilmektedir (Wu ve ark.,

2009).
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Bulgulara gore, Brassica oleracea var. acephala’ya kadmiyum uygulamas1 SOD
aktivitesinde kontrole gore dnemli derecede bir azalmaya neden olmustur. Artan Cd
derisimine bagli olarak meydana gelen azalma &zellikle 200 ve 400 pg g’ Cd
derisimlerinde goriilmiistiir. Bakir uygulamasi ise SOD aktivitesinde Onemli bir

degisiklige neden olmamastir.

Kadmiyum uygulanmasit sonucu Silene vulgaris var. vulgaris’in SOD
aktivitesinde 6nemli bir azalma meydana gelmis ve en énemli azalma 400 pug g Cd
derisiminde gergeklesmistir. Bununla birlikte, ayni bitkiye bakir uygulanmasi
sonucunda SOD aktivitesinde 100 pg g”' Cu derisiminde bir artis olmus fakat derisim
arttikca aktivitede 6nemli derecede bir azalma meydana gelmistir.

Kadmiyum uygulamasi sonucunda SOD aktivitesindeki azalma, Helianthus
annuus (Gallego ve ark., 1996), Phaseolus vulgaris (Somashekaraiah ve ark., 1992) ve
Pisum sativum (Sandalio ve ark., 2001) bitkileriyle yapilan arastirmalarda da elde
edilmistir. Kadmiyum derisimindeki artisa bagli olarak SOD aktivitesindeki azalma
nedeninin enzimin H,0O, tarafindan inaktive edilmesi yoluyla olabilecegi
disiiniilmektedir (Mishra ve ark., 2006). Ayrica, benzer sonuglar, Withania
somnifera’ya bakir uygulamasi sonucunda da elde edilmistir (Khatun ve ark., 2008).

SOD aktivitesi genellikle yiiksek derisimli metaller tarafindan inhibe
edilmektedir. SOD aktivitesinin inhibisyonu daha fazla siiperoksit radikali olusumuna
sebep olacak ve siiperoksit radikali hiicrelerden siipiiriilemeyecektir. SOD tarafindan
siiperoksit radikal seviyesinin kontrol edilmesi oksidatif hasara karsi 6nemli bir
koruyucu mekanizmadir.

Bununla birlikte, her iki bitkide de SOD izoenzimlerinin native page
yontemiyle belirlenmesi sonucunda yalnizca bir bant elde edilmistir. Bir bant
goriilmesinin nedeni asir1 miktarda uygulanan bakir ve kadmiyumun SOD

izoenzimlerini inhibe etmesinden olabilir.

Katalaz Aktivitesi (1.11.1.6)

Katalaz bitki hiicrelerindeki reaktif oksijen tiirlerini siiplirmektedir ve hidrojen

peroksitin birikimine ve toksisitesine karsi baslica savunma sistemini olusturmaktadir.
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Ayrica, hiicrelerdeki hidrojen peroksit seviyesini kontrol etmede oOnemli bir rol
oynamaktadir (Upadhyay ve Panda, 2009).

Baz1 ¢alismalar yiiksek derisimli kadmiyumun antioksidant kapasitesinde
azalmaya neden oldugunu gostermistir (Sanita di Toppi ve Gabrielli, 1999).
Arastirmamizda Brassica oleracea var. acephala’ya kadmiyum ve bakir uygulamasi
CAT aktivitesinde kontrole gore dnemli bir degisiklige neden olmamustir.

Bununla birlikte, Silene vulgaris var. vulgaris’e kadmiyum ve bakir uygulamasi
sonucunda da CAT aktivitesinde kontrole gére 6nemli bir artis meydana gelmemistir.

Wu ve ark. (2009) Plagiomnium cuspidatum’a 5,10 ve 50 uM bakir
uygulamislardir ve bunun sonucunda katalaz aktivitesinde kontrole gore onemli bir

degisiklik meydana gelmedigini rapor etmislerdir.

Askorbat Peroksidaz Aktivitesi (1.11.1.11)

CAT ve peroksidazlar es zamanli fonksiyon gosterirler. Diisiikk CAT aktivitesini
daha yiiksek APX ve GPOX aktivitesi izlemektedir. Bu enzimler bitkilerin fakli
kisimlarinda birbirlerinden bagimsiz ¢alismaktadir (Ozdener ve Aydin, 2010). H,O,
CAT, APX ve GPOX enzimlerinin etkisiyle su ve molekiiler oksijene indirgenmektedir
(Mishra ve ark., 2006). APX, ROT’larmn siipiiriilmesinde énemli bir rol oynamaktadir
(Upadhyay ve Panda, 2010) ve genellikle kloroplastlarda ve sitosolde bulunmaktadir,
ayrica askorbat-glutatyon dongiisiiniin anahtar enzimidir. APX, H,0,’1 suya
indirgeyebilmek i¢in askorbati elektron vericisi olarak kullanmaktadir (Hegediis ve ark.,
2001).

Arastrmada kadmiyum uygulamasi sonucunda Brassica oleracea var.
acephala’da APX aktivitesinde kontrole goére Oonemli derecede bir artis meydana
gelmemistir. Bununla birlikte, aym1 bitkiye bakir uygulamasi sonucunda enzim
aktivitesinde bir artis meydana gelmistir, ancak en énemli artis 100 ve 200 pg g Cu
derisimlerinde goriilmiistiir.

Posmyk ve ark. (2009) Brassica oleracea var. rubrum bitkisine farkh
derisimlerde bakir uygulamiglardir ve bunun sonucunda APX aktivitesinin arttigini

belirtmislerdir.
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Silene vulgaris var. vulgaris’e kadmiyum ve bakir uygulamasi sonucunda APX
aktivitesinde kontrole gore onemli bir artiy meydana gelmistir ve her iki uygulama
sonucunda da bu artis 400 ug g” Cd ve Cu derisiminde goriilmiistiir.

Bitkilerdeki APX aktivitesi ile toplam askorbat sonuglarmi bir biitiin olarak
degerlendirmek gerekirse, askorbatin APX enzimi tarafindan H,O, nin siipiiriilmesinde
indirgeyici rol oynadigi ve bunun sonucu olarak dehidroaskorbat meydana geldigi
bilinmektedir. Elde edilen bulgular, kadmiyum ve bakir etkisinde Silene vulgaris var.
vulgaris’in APX aktivitesi ile AsA+DAsA igerigi sonuglarinin biribiri ile uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Guaiacol Peroksidaz Aktivitesi (1.11.1.7)

Guaiacol peroksidaz temel olarak hiicre duvarma bagh bir enzimdir ve
stoplazmada bulunmaktadir (Mishra ve ark., 2006). GPOX bitki tiirlerinde metal
toksisitesi i¢in potansiyel bir biyomarker olarak kullanilmaktadir (Dong ve ark., 2006).

Arastrmamizda Brassica oleracea var. acephala’ya kadmiyum ve bakir
uygulamasi GPOX aktivitesinde kontrole gore Onemli derecede bir artisa neden
olmustur. Her iki uygulama sonucunda da en 6nemli artis 400 pg g’ Cd ve Cu
derisiminde goriilmiistiir.

Kadmiyum ve bakir uygulanan Silene vulgaris var. vulgaris’’in GPOX
aktivitesinde Onemli bir artis meydana gelmistir. Metal uygulanan gruplar kontrol
grubuna gore degerlendirildiginde, aktivitenin derisime bagli olarak bir artis gosterdigi
belirlenmistir.

Guaiacol peroksidazin bir stres belirteci oldugu diistiniilmektedir ve bu enzimin
agrr metaller tarafindan yiiksek oranda uyarilmasi biriktirilen metalin miktar1 ile
iligkilendirilmektedir (Mishra ve ark., 2006). Bulgularimiza gére, GPOX aktivitesi her
iki metal uygulamasinda da artmistir. Bir¢ok bitkide Ni, Pb, Cd gibi agir metallerin asir1
miktarda alinmas1t GPOX aktivitesinde kuvvetli bir artisa neden oldugu belirlenmistir
(Posmyk ve ark., 2009). Yine Sun ve ark. (2007)tarafindan Solanum nigrum bitkisi ile
yaptiklar1 calismada yapraklardaki GPOX aktivitesinin kadmiyum derisimindeki artisa
bagl olarak arttig1 gdzlenmistir. Ayrica, bizim sonuglarimiza benzer olarak bakirin da
GPOX aktivitesini arttirdig1 bazi arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Weckx ve

Clijsters, 1996; Teisseire ve Guy, 2000 )
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Sonug olarak, farkli metaller ve bu metallerin uygulanan derisimleri CAT, SOD,
APX ve GPOX gibi antioksidant enzimlerin aktivitelerinde degisiklikler meydana
getirmektedir (Chaoui ve El Ferjani, 2005).

Kadmiyum tarafindan uyarilan oksidatif strese verilen cevaplar hem uygulanan
kadmiyum derisimine hem de her zaman mevcut bulunan tiyol gruplarmin icerigiyle
iliskilidir (Sanita di Toppi ve Gabrielli, 1999). Bununla birlikte, Cd iyonlar1 bazi
enzimlerin aktivitelerini inhibe ederken, bazi enzimleri de uyarabilir. Helianthus annus
yapraklarinda kadmiyum SOD, CAT, APX ve GR aktivitelerini azaltmistir (Gallego ve
ark., 1996). Shaw (1995) tarafindan yapilan calismada Phaseolus aureus’ta ise
kadmiyum iyonlar1 CAT aktivitesini azaltmig, GPOX ve APX aktivitelerini arttrmastir.

Daha oOnceki caligmalar asir1 miktarda mevcut olan bakirin Fenton tipi
reaksiyonlar youyla ROT’larin olusumunu uyararak antioksidant enzim aktivitelerinin
artmasma neden oldugunu belirtmislerdir (Lombardi ve Sebastiani, 2005). Bakira
antioksidant enzimlerin yanitlar1 genellikle tartisilmaktadir, ¢ilinkii bu yanitlar bitki
tiirleri ve bitki dokular1 arasinda degisebildigi gibi metal derisimine bagli olarak da
degisebilmektedir (Chaoui ve El Ferjani, 2005).

Bazi arastirmacilar bakirm CAT (Weckx ve Clijters, 1996), GPOX (Mazhoudi
ve ark., 1997) ve SOD (Luna ve ark., 1994) aktivitelerini arttirdigini, baz1 arastirmacilar
ise, bunun aksine, bu metalin CAT (Mazhoudi ve ark., 1997) ve SOD (Sgherri ve ark.,
2001) aktivitelerini inhibe ettigini belirtmiglerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Agir metal stresi bitkilerin {iretimini sinirlandiran 6nemli problemlerden biridir
ve ROT iiretimini arttirarak oksidatif stresin olugsmasina neden olurlar (Yadav, 2010).

Bu ¢alismada, Brassica oleracea var. acephala ve Silene vulgaris var. vulgaris’e
100, 200 ve 400 pg gr' derisimlerinde bakir ve kadmiyum ¢ozeltileri uygulanmustir.
Uygulama sonucunda yapraklardaki fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerdeki
degisiklikler arastirilmis ve bu iki stres faktorii altinda antioksidatif savunma
mekanizmalariin isleyisi ile ilgili sonuglar asagida 6zetlenmistir:

Bakir ve kadmiyumun farkli derisimleri Brassica oleracea var. acephala ve
Silene vulgaris var. vulgaris’in pigment iceriginde onemli bir degisiklie neden
olmamistir. Bununla birlikte, bitkilerde olusan oksidatif strese karsi bitki savunma
mekanizmasinda karotenoitlerin 6nemli bir rolii olmadig1 goriilmiistiir.

Kadmiyum uygulanmas1 sonucunda Brassica oleracea var. acephala’da
kadmiyum birikimi koklerde yapraklara gore oldukca fazladir. Bu bulgular
kadmiyumun biiyiik bir kismmin koklerde tasinmadan kaldigini ve kiigiik miktarlarda
siirgiin ve yapraklara tasindigini gostermektedir. Bunun sonucunda bu bitkinin
kadmiyuma kars1 toleransl oldugunu soyleyebiliriz.

Silene vulgaris var. vulgaris ‘in kok ve yapraklarindaki Cd birikim oram
birbirine ¢ok yakindir. Buna bagli olarak, bu bitkinin de kadmiyuma kars1 toleransl
oldugu One siiriilebilir.

Brassicaceae familyasi bir¢ok metali biriktirebilen tiirleri icermektedir. Brassica
juncea Cd, Cu, Ni, Zn, Pb ve Sn gibi metalleri yliksek oranda alip biriktirebilmektedir.
Ayrica, Brassica oleracea’da yiiksek oranda agir metal biriktirebilmektedir (Kabata-
Pendias, 2001; Gisbert ve ark., 2006).

Bakir uygulamast sonucunda Brassica oleracea var. acephala’nin kok ve
yapraklarindaki bakir birikimi karsilastirildiginda, her iki organdaki bakir birikiminde
derisime bagli olarak bir artis oldugu, ancak koklerdeki birikimin yapraklardakinden
belirgin derecede farkli oldugu belirlenmistir. Brassica oleracea var. acephala’nin

bakira toleransli oldugunu 6ne siirebiliriz.
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Silene vulgaris var. vulgaris ‘de de kok ve yapraklardaki bakir birikimi
uygulanan bakir derisimine bagli olarak onemli bir artis gostermis ve koklerdeki
birikimin yapraklardakinden belirgin sekilde farkli oldugu belirlenmistir. Metale
toleransli tiirler bakir1 alarak koklerinde biriktirirken, metale toleransli olmayanlar ise
kokleri zayif bir bariyer gibi davranarak metal iyonlarinin iist dokulara taginmasima izin
verirler (Baker, 1981). Ayrica, Silene vulgaris’in bakir tolerant bir bitki oldugu kesin
sekilde bilinmektedir (Song ve ark., 2004). Bu arastirmanimn bir sonucu olarak Silene
vulgaris var. vulgaris’in de bakira kars1 toleransli oldugunu soyleyebiliriz.

Membran hasarina neden olan lipit peroksidasyonunun iiriinii olan MDA miktar1
kontrolii izleyen derisimlerde 6nemli oranda artis gdstermistir. Her iki stres altinda
Brassica oleracea var. acephala’da ve Silene vulgaris var. vulgaris’de MDA degerinin
artmasi1 bu iki metalin de oksidatif strese neden oldugunu gostermektedir.

Brassica oleracea var. acephala ‘ya bakir ve kadmiyum uygulanmasi protein
iceriginde Oonemli bir degisiklige neden olmamistir. Bununla birlikte, Silene vulgaris
var. vulgaris ‘e kadmiyum uygulanmasi sonucunda protein igeriginde bir azalma
meydana gelirken, bakir uygulamasmmm o6nemli bir degisiklige neden olmadigi
belirlenmistir.

Strese toleransta etkili olan bir diger savunma mekanizmasi da enzimatik
olmayan antioksidanlardir. Her iki bitkinin de prolin, askorbat ve protein olmayan -SH
gruplar1 bakimindan degisimleri incelenmistir ve iki tiirde de bu anlamda farkliliklar
goriilmiistiir.

Kadmiyum ve bakir etkisinde birakilan Brassica oleracea var. acephala
yapraklarinda prolin iceriginde kontrole gore bir azalma meydana gelmistir.Fakat, bu
uygulamalar Silene vulgaris var. vulgaris’de prolin igerigini farkl sekilde etkilemistir.
Kadmiyum prolin iceriginde bir artisa neden olmus ve en fazla artis 200 pug g Cd
derisiminde goriilmiistiir. Bakir uygulamasi sonucunda ise sadece 100 pg g’ Cu
derisiminde bir artis gériilmiistiir.

Brassica oleracea var. acephala yapraklarinda bakir ve kadmiyum stresi
protein olmayan —SH gruplar1 iizerinde farkli etkiye neden olmustur. Kadmiyum
uygulamasi sonucunda protein olmayan —SH gruplarinin miktar1 kontrole gére 6nemli
derecede artarken, bakir uygulamasi onemli bir artisa neden olmamustir. Silene
vulgaris var. vulgaris’e kadmiyum ve bakir uygulamasi kontrolle karsilastirildiginda

protein olmayan —SH gruplarinin miktarinda 6nemli bir degisiklige neden olmamastir.
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Bakir ve kadmiyum stresi Brassica oleracea var. acephala yapraklarinda
askorbat iceriginde artisa neden olmustur. Kadmiyum uygulamasi sonucunda askorbat
iceriginde kontrole gore belirgin bir artis meydana gelirken, bakir uygulamasi
sonucunda en fazla artis 400 pg g Cu derisiminde gorillmiistiir. Silene vulgaris var.
vulgaris’e kadmiyum ve bakir uygulamasi askorbat iceriginde bir artisa neden olmustur,
ancak bu artig kontrole gore 6nemsizdir.

Toplam askorbat igerigi askorbat ve dehidroaskorbat igeriginin toplamidir.
Brassica oleracea var. acephala’da Cd uygulamasi sonucu toplam askorbat igeriginde
kontrole gore bir artis goriiliirken, bakir uygulamasi sonucunda 100 ve 200 pg g” Cu
derisimlerinde kontrole gore belirgin bir diisiis gorilmiistiir.

Her iki stres etkisinde de Silene vulgaris var. vulgaris’in toplam askorbat igerigi
artmistir. Bu artis uygulanan metallerin derisimi arttikca daha da 6nemli olmaktadir.

Brassica oleracea var. acephala ve Silene vulgaris var. vulgaris’e kadmiyum
ve bakir uygulamasi sonucunda meydana gelen reaktif oksijen tiirlerini ortamdan
uzaklastiran antioksidant enzimlerin (CAT, SOD, APX ve GPOX) aktivite
diizeylerinde degisiklikler belirlenmistir.

Brassica oleracea var. acephala ‘ya kadmiyum ve bakir uygulamast CAT
aktivitesi iizerinde belirgin bir degisiklige neden olmamustir. Aynmi sekilde Silene
vulgaris var. vulgaris’in CAT aktivitesi iizerinde bir degisiklik meydana
getirmemistir.

Brassica oleracea var. acephala ‘ya kadmiyum ve bakir uygulamast SOD
aktivitesi tizerinde farkli etkilere neden olmustur. SOD aktivitesi 200 ve 400 pg g Cd
derisimlerinin etkisinde azalirken, bakir uygulamasi sonucu SOD aktivitesinde bir
degisiklik meydana gelmemistir. Silene vulgaris var. vulgaris’in SOD aktivitesi 400
ug g Cd ve Cu derisiminin etkisinde azalma gostermistir.

APX aktivitesi Brassica oleracea var. acephala ‘ya kadmiyum uygulamasi
sonucunda belirgin bir degisiklife neden olmazken, bakir uygulamasi enzim
aktivitesinde artisa neden olmustur. 100 ve 200 pg g" Cu derisimlerinde belirgin bir
artig gostermistir.

Her iki stres faktori Silene vulgaris var. vulgaris’in APX aktivitesinde bir artisa
neden olmustur. Bu artis kadmiyum uygulamasi sonucunda 200 ve 400 pg g’ Cd

derisimlerinde, bakir uygulamasinda 400 pg g Cu derisiminin etkisinde goriilmiistiir.
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Brassica oleracea var. acephala ve Silene vulgaris var. vulgaris’’e kadmiyum
ve bakir uygulamast GPOX aktivitesinde onemli bir artisa neden olmustur. Her iki
uygulama sonucunda da bu artis 400 pg g Cd ve Cu derisimlerinde goriilmiistiir.

Sonug olarak, uygulanan bakir ve kadmiyumun yiiksek derigimleri Brassica
oleracea var. acephala ve Silene vulgaris var. vulgaris’de MDA seviyesinin artmasi
(lipit peroksidasyonunun indikatorii) ve H,O, liretimindeki artisa bagh olarak oksidatif
strese neden olmuslardir. Bununla birlikte, her iki stres faktorii altinda her iki bitki tiiri
de oksidatif stresin azaltilmasinda ya da onlenmesinde farkli savunma mekanizmalari
gelistirmiglerdir. Ayrica, diger enzimlerden farkli olarak guaiacol peroksidaz enziminin
her iki bitki tliriinde de antioksidant savunmasinda 6nemli bir rol oynadig1 goriilmiistiir.
GPOX aktivitesi agir metal toksisitesinde potansiyel bir biyomarker olarak
kullanilmaktadir. Metale toleransh bitki tiirlerinde GPOX aktivitesi olduk¢a yiiksek
bulunurken, metale toleransli olmayan bitki tiirlerinde ise oldukca diisiik oldugu
belirlenmistir (Tanyolag ve ark., 2007)

Yapilan caligmalar sonucunda, Brassica oleracea var. acephala ve Silene
vulgaris var. vulgaris bitkilerinin bu metallere karsi toleransli oldugu 6ne siirtilebilir.

Brassica tiirleri ile yapilan ¢aligsmalar bitki ve farkli ¢evre faktorleri arasindaki
iliskinin anlasilmas: acisindan olduk¢a Onemlidir (Jahangir, 2008). Metal kirliligi
cevresel ve insan sagligi acisindan Onemli bir problemdir. Halen metal kirliliginin
asilmasi ic¢in etkili ve giiclii yontemlere ihtiya¢ vardir (Buendia-Gonzalez ve ark.,
2010). Bu yontemlerden biri olan fitoremediasyon i¢in Brassicaceae (Brassica juncea
ve B. carinata) (Gisbert ve ark., 2006) ve Caryophyllaceae (Silene cucubalus, Silene
compacta) familyasindaki tiirlerin 6nemli oldugu ve bu familyadaki tiirlerin metale
toleransli ya da akiimiilator oldugu rapor edilmistir (Prasad ve Freitas, 2003).

Bu nedenle bu arastirmamizin ileride yapilacak olan farkli ¢aligmalara destek
olacagini ve yol gosterecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, bu bitkilerin diger agir metallere
kars1 tepkileri de arastirilabilir. Bu familyadaki farkh tiirlerle ilgili daha fazla ¢alisma

yapilmas1 gerektigi diistiniilmektedir.
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