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OZET

Doktora Tezi

AGIR METAL STRESI KOSULLARINDA VERBASCUM OLYMPICUM BOISS.
TURUNUN ENZIMATIK AKTIVITESI UZERINDE ARASTIRMALAR

Aysegiil AKPINAR

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hiillya ARSLAN

Bu ¢alismada Uludag’in sub-alpin ve alpin kusagindaki bozulmus alanlarda egemen olan
ruderal bitki Verbascum olympicum Boiss. (Sigir kuyrugu)’a ait fideler laboratuvar
kosullarinda (gece/gilindiiz sicakligi 15°C/25°C, 16 saat 151k/8 saat karanlik periyot)
Hoagland besin ¢ozeltisinde yetistirilerek farkli konsantrasyon ve siirelerde kadmiyum
(Cd), krom (Cr), bakar (Cu), nikel (Ni) ve ¢inko (Zn) uygulamasina maruz birakilmstir.
Ornekleme donemlerinde hasat edilen, metal uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol
grubu) fidelerin kdk ve yapraklarinda biyokiitle (mg KA), su igerigi (%), eriyebilir
protein igerigi (mg g't), lipid peroksidasyonu (MDA igerigi, nmol/g YA), hiicre membran
zarar1 (%), iyon sizintis1 (%), azot metabolizmasi (Nitrat rediiktaz: NR, Glutamin
sentetaz: GS) ve antioksidatif savunma sistemi enzimlerinin (Siiperoksitdismutaz: SOD,
Askorbat peroksidaz: APX ve Katalaz: CAT) aktivitesi tayin edilmistir. Ayrica yaprak
kisimlarinda klorofil igerigi (klorofil a, b ve total klorofil; mg/g Y A) belirlenmistir. Elde
edilen veriler iki-Yonlii (Two-Way ANOVA) varyans testi ile analiz edilmistir (c:0,05).
Arastirilan metallerin ¢cogunlukla konsantrasyon ve uygulama siiresine bagli olarak
biyokiitle, su igerigi, eriyebilir protein ve klorofil iceriginde azalisga, MDA, hiicre
membran zarar1 ve iyon sizintisinda artisa neden oldugu tespit edilmistir. Nitrat rediiktaz
ve glutamin sentetazin metal uygulamalarindan genellikle olumsuz etkilendigi, buna
karsin antioksidatif savunma sistemi enzimlerinin (SOD, APX ve CAT) aktivitesinin
uygulama siiresi ve konsantrasyona bagli olarak artma egiliminde oldugu belirlenmistir.
Bu sonuglar V. olympicum’un agir metal stresinden bir dereceye kadar etkilenmesine
ragmen agir metaller ile basa ¢ikmak i¢in giiclii bir antioksidatif savunma sistemine sahip
oldugunu ve Uludag’da bozulmus alanlarda gelisip sekonder siiksesyon siirecindeki
roliinii ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Agir metal, ruderal, Uludag, Nitrat rediiktaz, Glutamin sentetaz,
Siiperoksit dismutaz, Katalaz, Askorbat peroksidaz, Verbascum olympicum.
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ABSTRACT

Doctorate Thesis

STUDIES ON THE ENZYMATIC ACTIVITIES OF VERBASCUM OLYMPICUM
BOISS. UNDER HEAVY METAL STRESS CONDITIONS

Aysegiill AKPINAR

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Hiilya ARSLAN

In this study, the seedlings of ruderal Verbascum olympicum Boiss. which is dominated
in areas of sub-alpine and alpine belts of Uludag Mountain were grown in Hoagland
nutrient solution with controlled conditions (day/night temperature 15°C/25°C, 16 h
light/8 h dark) and they were treated with different concentrations and durations of
cadmium (Cd), chromium (Cr), copper (Cu), nickel (Ni) and zinc (Zn). Biomass (mg
DW), water content (%), chlorophyll content (chlorophyll a, b and total chlorophyill;
mg/g FW), lipid peroxidation (MDA content, nmol/g FW), electrolyte leakage (%) and
cell membrane damage (%) with the changes in the enzyme activities of nitrogen
metabolism (Nitrate reductase: NR, Glutamine synthetase: GS) and antioxidative defence
system (Superoxidedismutase: SOD, Askorbate peroxidase: APX and Catalase: CAT) in
root and leaves of the metal treated and control plants. Chlorophyll content was also
determined in leaves. The differences among the means of values for examined
parameters according to different metal concentrations and exposure periods by a Two-
Way ANOVA (a:0,05). It was generally found that biomass, water content, chlorophyll
content and protein content was decreased, MDA, electrolyte leakage and cell membrane
damage were increased depending on concentration and duration in examined metals.
Nitrate reductase and glutamine synthetase activities were negatively affected by metal
treatments, whereas it was determined an increase tendency in antioxidative defence
system enzyme (SOD, CAT, APX) activities. It can be concluded that although V.
olympicum was affected to a certain extent from metal treatments, it has a powerful
antioxidative defence system to cope with heavy metal stress and it has an important role
in seconder succession on Uludag disturbed areas via this properties.

Key Words: Heavy metals, ruderal, Uludag, Nitrate reductase, Glutamine synthetase,
Superoxide dismutase, Catalase, Ascorbate peroxidase, Verbascum olympicum.

2017, XX + 271 pages.
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Simgeler Agciklama

uL Mikrolitre

TBA Tiyobarbiturik asit
Ort. Ortalama

Std. sapma Standart sapma

g Gram

cm Santimetre

cm?® Santimetre kiip

mg Miligram

kg Kilogram

% Yiizde

ug Mikrogram

L Litre

mmol Milimol

uM Mikromolar

mM Milimolar

NADH Nikotinamid adenin dinuklotid
uv Ultraviyole

DNA Deoksiriboniikleik asit
RNA Riboniikleik asit
kDa Kilodalton
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et Elektron

NR Nitrat rediiktaz

GS Glutamin sentetaz
SOD Stiperoksit dismutaz
CAT Katalaz

APX Askorbat peroksidaz
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1.GIRIS

Agir metaller ekosistemde giderek artma egiliminde olan giiniimiiziin 6nemli ¢evresel
kirleticilerindendir. Geleneksel olarak kimyasal bakis acis1 ile degerlendirildiginde “agir
metal” terimi bakir (Cu), ¢inko (Zn), demir (Fe), kadmiyum (Cd), mangan (Mn), nikel
(Ni), krom (Cr), kursun (Pb) ve arsenik (As) gibi atom numarasi 20 ve 6zgiil agirligi 5
g/cm®’in iizerinde olan gegis elementleri i¢in kullanilmaktadir (Adriano 2001, Singh ve
ark. 2011, Farnese ve ark. 2016). Agir metallerin ¢cevreye yayilimi dogal ve antropojenik
kaynaklar olmak iizere temelde iki kaynaktan saglanmaktadir. Minerallerin ayrigsmasi,
erozyon ve volkanik aktiviteler agir metallerin dogal kaynaklaridir. Madencilik, pestisid
kullanimi, diizensiz ve bilingsiz tarimsal faaliyetler, evsel ve endiistriyel atiklar, yogun
tagit kullanimi ise antropojenik kaynaklar arasinda sayilabilir (Garbisu ve Alkorta 2003,
Gonzales ve Gonzales-Chavez 2006, Fulekar ve ark. 2009, Rodriguez Martin ve ark.
2015). Agir metaller biyolojik olarak parcalanamadiklari icin toprak ve suda birikerek
insan ve cevre saglig1 agisindan tehlikeli olabilirler (Sekil 1.1.). Besin zincirinde diisiik
beslenme basamaklarindan yiiksek basamaklara gecebildikleri i¢in biyolojik birikime
sebep olarak tiim ekosistemi olumsuz etkileyebilirler. Ayrica, toprak organizmalarinin

say1 ve aktivitelerini degistirerek toprakta toksik etkilere yol acabilirler (Khan ve ark.

2010).
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Sekil 1.1. Agir metal kaynaklar1 ve ekosistemlerde agir metal dongiisii (Brady 1994)

Biyolojik siireclerde bazi agir metaller organizmalarin normal gelisim ve metabolizmalari
icin diisiik miktarlarda gereklidir (Gohre ve Paszkowski 2006, Nagajyoti ve ark. 2010).
Bu metaller literatiirde ‘iz elementler’ olarak anilir. Bakir (Cu), demir (Fe), mangan (Mn),

¢inko (Zn) ve nikel (Ni) bitkiler i¢in gerekli metallere 6rnek olarak verilebilir. Bu metaller



bitki biliylimesi i¢in mutlak gerekli olmasina ragmen, yliksek konsantrasyonlarda toksik
etki gostererek bitkilerdeki pek ¢cok metabolik siirece zarar verebilir. Bu metallerin her
birinin metabolik anlamda farkl1 bir fonksiyonu oldugu igin toksik etkileri de degisiklik
gostermektedir. Ornegin Ni, iireaz ve hidrogenaz gibi azot metabolizmasinda yer alan
enzimlerin yapisinda bulunmaktadir. Bu nedenle yiiksek konsantrasyonlarda nikelin azot
metabolizmasi ve biiyiime iizerinde olumsuz etkileri goriilebilir (Marschner 1995, Hiansch
ve Mendel 2009, Yusufve ark. 2011). Toksik diizeylerde Zn’nun ise fotosentez siirecinde,
elektron tasima zincirinde yer alan plastokinon diizeyini azalttigi bilinmektedir. Ayni1
zamanda klorofil biyosentezinde geriye doniisii olmayan hasarlara yol agmaktadir

(Tsonev ve Lidon 2005).

Kadmiyum (Cd), krom (Cr), kursun (Pb), arsenik (As) ve civa (Hg) gibi agir metallere ise
organizmalar canliliklarini siirdiirmek i¢in ihtiya¢ duymaz ve bunlar ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile zararli etkiye sebep olabilir (Ali ve ark. 2013). Ornegin
kadmiyum c¢esitli endiistriyel faaliyetler ile ¢evreye yayilarak bitkilerde diisiik
konsantrasyonlarda bile kalici hasarlara neden olabilir (Prasad 2004). Yiiksek
konsantrasyonlarda ise kloroplast yapisindaki Mg’un yerini alabilir, klorofil sentezini
olumsuz etkileyebilir. Kadmiyumun ayni zamanda fotosentez siirecinde gerekli olan
Fe’in alinimin1 engelleyerek dolayl etkilere de sahip oldugu bilinmektedir (Benavides ve
ark. 2005, Mishra ve ark. 2006, Nagajyoti ve ark. 2010). Kadmiyum gibi krom da zararh
cevresel kirleticilerden biridir ve 6zellikle endiistriyel faaliyetler sonucu ekosistemde
birikerek olumsuz etkilere neden olabilir. Bitkilerde, fotosentez siireglerinden azot ve
karbohidrat metabolizmasina kadar pek ¢ok metabolik siirece zarar verebilir (Prado ve
ark. 2010, Gill ve ark. 2015). Ayrica Fe, Mo, N, K gibi 6nemli bitki besin elementlerinin
alinimini engelleyerek bitki bliyiime ve gelisimini olumsuz yonde etkileyebilir (Shanker
ve ark. 2005).

Yiiksek konsantrasyonlarda agir metal(ler)e maruz kalan bitkilerde gozlenen en yaygin
durum biiyiimenin engellenmesidir (Prasad 2004). Gajewska ve Sklodowska (2010) agir
metallerle etkilesim i¢inde olan oncelikli bitki kisminin kokler oldugunu, bu nedenle
biiyiimede meydana gelen azalisin dallardan ziyade koklerde daha belirgin gozlendigini
ifade etmektedir. Agir metaller, kokte bitki besin elementlerinin alinim yollar1 {izerinden

hiicre i¢ine alinmaktadir ve bu nedenle bitki i¢in gerekli elementlerin aliniminda rekabet



olusturabilir. Bitki besin elementlerinin alinamamasi1 beraberinde hiicresel yapilarda,
temel metabolizma ve tasinim siireclerinde zararl etkilere neden olabilir (Lefebvre ve
Vernet 1990, Boojar ve Goodarzi 2007, Nedjimi ve Daoud 2009, Sharma ve Dietz 2009).
Nitekim ¢esitli arastirmalarda yetisme ortaminda artan agir metal igeriginin bitkilerin
gelisimi ve su igerigi, cesitli fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler siirecleri iizerinde
yarattig1 olumsuz etkilere deginilmistir (Malec ve ark. 2008, 2009, Maleva ve ark. 2009,
Wan ve ark. 2011, Gangwar ve ark. 2011, Yusuf ve ark. 2012, Kumar ve ark. 2012).

Agir metallerin bitkiler iizerindeki bu gibi olumsuz etkileri, zamanla agir metallerce
kirletilmis alanlarda dogal bitki Ortiisiiniin tamamen yok olmasina neden olabilir. Bu
durum toprak erozyonu basta olmak ilizere karasal ekosistem siireclerinde cesitli
degisimlere ve cevredeki diger alanlarda kirlenmeye yol acabilir (Xia 2004). Agir
metallerin ekolojik etkilerini minimum seviyeye indirgemek amaciyla simdiye kadar agir
metallerce kirlenmis alanlarda topragin yikanmasi, ¢ukur acarak atiklarin doldurulmast,
katilagtirma ve stabilizasyon gibi cesitli fiziksel ve kimyasal temizleme yOntemleri
gelistirilmistir (Sheoran ve ark. 2011, Wuana ve Okieimen 2011). Fakat bu yaklagimlarin
yiiksek maliyet ve is giicii, toprak ozelliklerinde geri doniisiimsiiz degisimler ve dogal
toprak mikro florasinda bozulmalara neden olmasi gibi kisitlamalarinin oldugu ifade
edilmektedir (de Souza Costa ve ark. 2012, Kumar ve ark. 2014). Kimyasal yontemler
ayrica ikincil kirlilik problemlerine de yol agabilir. Bu nedenle diisiik maliyetli, etkin ve
cevreyle uyumlu temizleme ve geri kazanim tekniklerinin gelistirilerek kullanilmasi

zorunlu hale gelmistir.

3

Agir metal kirliligi problemine kars1 “yesil ¢oziim” olarak da disiiniilen “bitkilerle
iyilestirme” (Phytoremediation) bu zorunlulugu karsilama potansiyeline sahip ve
diinyada uygulamalar1 gergeklestirilen nispeten yeni bir yaklasimdir (Swaileh ve ark.
2004, Zeidler 2005, Gonzalez ve Gonzalez-Chavez 2006, Ali ve ark. 2013). Bu
yaklasimda agir metallere toleransh bitkiler ve bunlarla iliskili olan toprak bakterileri
kullanilarak ¢evredeki kirleticilerin konsantrasyonlarmmin veya toksik etkilerinin
azaltilmasi amaglanmaktadir (Greipsson 2011, Rajkumar ve ark. 2013). Boylece topragin
yiizeyini etkilemeksizin yani topragin kullanilabilirligini ve verimliligini koruyarak,
organik madde girisi saglayarak Kkirleticiler zararsiz hale getirilir ve topragin geri

kazanimi saglanir. Kirlenmis alanlarda vejetasyonun gelisimi ise toprak erozyonunu ve



ekosistemden metal verilisini smirlandirarak ekosistemlerin  siirekliligine  katki
saglamaktadir (Chaudhry ve ark. 1998). Ayrica, estetik olarak memnuniyet verici ve
toplum destegi alan bir yaklagimdir. Agir metaller, radyoniikleidler ve organik kirleticiler
(poliniiklear aromatik hidrokarbonlar, polikloriirlii bifeniller, pestisidler) bu yontemle
uzaklastirilabilecek kirleticilerdir. Diger geri kazanim yontemlerinin uygulanamadigi ¢ok
biiylik alanlarda bu yontemin uygulanabilirligi mevcuttur. Bu yontemin uygun maliyetli,
etkin, ekolojik, dogal kosullarda uygulanabilir, giines 15181 ile yiiriitiilebilen stratejik bir
yaklasim oldugu cgesitli arastirmalarda ifade edilmistir (Clemens 2001, Van Aken 2009,
Sing ve Prasad 2011, Maestri ve ark. 2013).

Bilim insanlari, mithendisler, kamu ve 0zel sektordeki ¢evre uzmanlarmin giderek
dikkatini ¢eken bitkilerle iyilestirme teknigi fitoekstraksiyon (Kirleticinin kokler
tarafindan alimarak Oziimlenmesi), fitostabilizasyon (kirleticiyi etkisizlestirme),
fitovolatilizasyon (kirleticiyi yapraklardan buharlastirma), fitodegradasyon (doku ig¢inde
kirleticinin metabolizmaya ugramasi) gibi mekanizmalara dayanmaktadir (Fulekar ve
ark. 2009, Marques ve ark. 2009, Hamutoglu ve ark. 2012). Ornegin fitoekstraksiyonda,
kirleticilerin toprak veya su ortamindan kokler yoluyla alinip siirgiinlere ve/veya diger
hasat edilebilir bitki kisimlarina taginmasini iceren metabolik siireglere sahip bitkiler
kullanilmaktadir (Sas-Nowosielska ve ark. 2008). Bu acidan degerlendirilebilecek bitki
tiirlerinde hizli gelisme, yliksek biyokiitle iiretimi, kolay hasat ve daha da 6nemlisi fazla
sayida metali biriktirebilme gibi baz1 6zellikler aranmaktadir (Jabeen ve ark. 2009, Seth
ve ark. 2011).

Bitkilerin bitki besin elementleri de dahil olmak {izere metal alinimi igin gelistirdigi ¢esitli
mekanizmalar mevcuttur. Topragin asitlestirilmesi, organik selatorlerin salgilanmasi ve
yiiksek egilimli metal tasiyicilarin (transporter) olusumu bu mekanizmalar arasinda
sayilabilir (Rauser 1999). Ornegin; asidifikasyon ile Fe, Cu, Zn gibi katyonlarmn
rizosferdeki ¢oziiniirliikleri arttirilir (Palmer ve Guerinot 2009). Coziinen metaller hiicre
duvarinda absorbe edilebilir veya kok apoplastt yoluyla hareket edebilir. Koklerde
Kaspari seridinin varligina bagl olarak metallerin simplasta gegisi i¢in aktif alinima
gerek olup bu cesitli tasiyicilarla gergeklestirilir. Ornegin Arabidopsis thaliana tiiriinde
mangan kok tiiyii hiicrelerinin plazma membranlarinda bulunan NRAMP1 tasiyicist ile

taginir (Cailliatte ve ark. 2010). Ksileme verilen agir metallerin toprak {istii organlara



taginiminda ise selat olusumu 6nemlidir. Selat olusumu, metallerin ¢esitli amino asitler,

organik asitler ve metalotiyoninler ile kompleks olusturmasidir (DalCorso ve ark. 2014).

Bitkiler plazma membranindan metalin gegisini sinirlayarak membran gegirgenligini ve
metalin hiicre duvarina baglanabilme kapasitesini degistirerek, metal selatlastiric
maddelerin  eksiidasyonunu arttirarak sitoplazmada toksik iyon birikiminden
sakinabilirler (Yang ve ark. 2005). Sitoplazmaya giren metal iyonlar1 ise fitoselatlar,
metallotiyoninler, organik asitler, aminoasitler, hiicre duvari
proteinleri/pektinler/polifenoller gibi organik bilesiklerle selat olusturma yoluyla
zararsizlastirilabilir (Clemens 2001, Hall 2002, Sharma ve Dietz 2009). Selat olusumu ile
serbest metal iyon konsantrasyonu diisiiriilerek hiicrede agir metalce uyarilan toksik
etkiler azaltilir ve olusan metal-selat kompleksi tonoplast yoluyla sitoplazmadan
vakuollere tasinir (Thakur ve ark. 2016). Bu olusum, bitkilerin agir metal
konsantrasyonlarinin yiiksek oldugu dogal ortamlarda yasayabilmesi i¢in gelistirdigi agir
metal tolerans mekanizmalarindandir. Dolayisiyla agir metallerce kirletilmis alanlarin
geri kazanilmasinda bitkilerin kullanilmasina dayanan yontemin (bitkilerle iyilestirme,
phytoremediation) esasi bitkilerin agir metal toleransi ile ilgili olup yontemin basarili
olabilmesi i¢in bu kavram bir 6n kosul olarak diisiiniilebilir. Bitkiler hiicrelerindeki agir
metal konsantrasyonlarinit metal i¢in spesifik olan toksik esik degerinin altinda tutmaya
calisirlar (Sharma ve Dietz 2006). Sitoplazmada asir1 metal birikimini dnlemek i¢in ise
sakinma ve tolerans olmak {izere iki temel strateji gelistirmektedir (Thakur ve ark. 2016).
Sakinma, asir1 metal alinimini engelleme yetenegi olarak ifade edilebilirken (Verklei ve
Schat 1990), tolerans farkli mekanizmalar yoluyla biriktirilen metal iyonlar: ile basa
cikma yetenegi olarak ifade edilebilir (Thakur ve ark. 2016). S6z konusu metal/metallerin
ve bitkinin tiirii ve gelisim donemi gibi 6zellikleri bu mekanizmalari belirler (Navari-1zzo

ve Quartacci 2001).

Baker (1981) agir metal bakimindan zengin topraklarda gelisen bitkileri “Metal dislayict
(Excluder) bitkiler”, “Indikator bitkiler” ve “Akiimiilatdr bitkiler” olmak iizere ii¢
kategoriye aymrmustir. Metal diglayici bitkiler, metal iyonlarini sinirhi diizeyde alarak
toprak iistii kisimlarina iletmezler. Indikatdrler genellikle distaki metal yogunlugunu
kendi biinyelerinde dogrusal bir sekilde yansitirlar (McGrath ve ark. 2002).

Akiimiilatorler ise agir metalleri toprak tistii kistmlarinda yiiksek miktarlarda biriktirmeye



olanak saglayacak mekanizmalara sahip olup metallerin kok dokularina girmesine ve
tasinmasina izin vererek birikimi saglarlar. Bu bitkilerin ekstrem bir grubu olan
‘Hiperakiimiilator bitkiler’ ise ¢ogunlukla mineral topraklarin endemik tiirleri olup
(Raskin ve ark. 1997) toprak iistii organlarinda, akiimiilator olmayan bitkilerin metal
konsantrasyonundan ¢ok daha yiiksek oranlarda agir metalleri biriktirebilirler (Memon ve
Schroder 2009). Hiperakiimiilator kavrami ilk kez Brooks ve ark. (1977) tarafindan 1000
mg kg? kuru agirhk (% 0,1)’tan daha fazla Ni iceren bitkileri ifade etmek igin
kullanilmistir. Reeves (1992) ise dogal habitatinda canliligini siirdiiren ve toprak iistii
organlarinda minimum 1000 mg kg kuru agirlik Ni iceren bitkiyi Ni hiperakiimiilatorii
olarak ifade etmistir. Tanimdaki “dogal habitatinda canliligini siirdiiren” ifadesi
hiperakiimiilatorlerin kendi populasyon siirekliligini korumaya yetecek sekilde saglikli
kaldigin1 ve bunu yaparken de hiperakiimiilasyona ulagilmasi gerekliligini belirtir (Van
der Ent ve ark. 2013). Hiperakiimiilator bitkilerin normal bir bitkiden 50-500 kez daha
fazla metal absorblama yetenegine sahip olmalari nedeniyle bu tiirlerin tanimlanmasi
bitkilerle geri kazanim tekniginin gelismesine katki saglamaktadir (Lasat 2000). Bu
amagla cesitli familyalara ait yaklasik 500 bitki tiirii hiperakiimiilator tiir olarak
tanimlanmistir (Aksoy ve ark. 2015). Bu bitkilerin kirletilmis alanlarda yasamini devam
ettirmesini saglayan, metal biriktirme kapasitelerini belirleyen biyokimyasal ve
molekiiler 6zelliklerin ve siireclerin ortaya konmasi, bitkilerle geri kazanim tekniginin
gelistirilmesi agisindan dnemlidir (Yang ve ark. 2005, Bhargava ve ark. 2012). Ozellikle
Brassicaeae familyasina ait Alyssum ve Thlaspi cinslerine ait ¢esitli bitki tiirleri bu amagla

cesitli yonleriyle ele alinmaktadir (Reeves ve Baker 2000, Verbruggen ve ark. 2009 vd.).

DalCorso ve ark. (2013)'a gore agir metaller besin maddelerine benzerlikleri nedeniyle
kokte absorbsiyon igin rekabet ederek, siilfidril gruplar ile (-SH) reaksiyona girerek,
enzimler ve sinyal proteinleri i¢in gerekli iyonlarla yer degistirerek toksik etki
gosterebilir. Oregin; kromat (CrO22) ve selenat (SeO42) kimyasal olarak siilfat (SO42)
ile benzer oldugu i¢in kok hiicre membranlarindan siilfat tasiyicilar ile gegerek rekabete
girerler (Schiavon ve ark. 2012). Cd, Pb, Hg ve As gibi agir metaller proteinlerdeki
stlfidril gruplart ile kolayca reaksiyona girerler ve sistein kalintilar1 ile baglanarak
enzimler dahil ¢ok sayida proteinin yapt ve fonksiyonunu bozarlar (Quig 1998). Ayni
zamanda proteinlerdeki karboksil (-COOH) gruplar ile etkilesime girerek proteinlerin

yap1 ve fonksiyonlarini etkilerler (Sharma ve Dubey 2005). Buna ilaveten agir metaller



belirli molekiillerdeki iyonlarla yer degistirerek etki gdsterebilir. Ornegin; ¢inko
uygulanmig Phaseolus vulgaris bitkilerinde ¢inkonun Fotosistem II'deki magnezyum ile
yer degistirerek fotosentez lizerinde etkili oldugu ifade edilmistir (Van Assche ve

Clijsters 1986).

Bitkilerde agir metal toksisitesini olusturan en 6nemli mekanizmalardan birisi de reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunun uyarilmasidir. Ciinkii agir metaller bitkiler i¢in
hiicresel anlamda bir stres kaynagidir. Bu kavram literatiirde ‘Oksidatif stres’ olarak
tanmimlanir (Halliwell ve Gutteridge 1984, Shaw ve Rout 1998, Rodriquez-Serrano ve ark.
2006, Wang ve ark. 2010). Oksidatif stres, bitki hiicrelerinde aktif oksijen molekiillerinin
birikmesi sonucu meydana gelir ve bu molekiillere Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS;
Reactive Oxygen Species) denir. Singlet oksijen (10), siiperoksit radikali (O27), hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH") reaktif oksijen tiirlerinin Ornekleridir.
Bitkilerde ¢esitli ROS kaynaklari bulunur. Bunlardan bazilar1 fotosentez ve solunum gibi
normal metabolik siireclerde ger¢eklesen reaksiyonlardir. Bunlar acrobik metabolizmanin
kaginilmaz yan iiriinleri olarak diisiiniilebilen ROS kavrami ile uyumlu reaksiyonlardir.
NADPH oksidaz, amino oksidaz ve hiicre duvarina bagli peroksidazlar ise bitkilerde

tanimlanmis diger ROS kaynaklaridir.

Normal gelisme kosullarinda hiicrelerde ROS diretimi  diisiiktiir. Ornegin;
kloroplastlardaki H202'in kararli seviyesi 0,5 uM civarindadir (Cakmak ve Marschner
1992). Cesitli stres tipleri hiicresel homeostazisi ROS iretimi ile bozar ve
kloroplastlardaki H2O> seviyesini 5-15 uM seviyesine yiikseltir. Kuraklik ve tuz stresi,
yiiksek 151k, UV, mekanik stres, yaralanma, patojen saldirist ve agir metal stresi bunlar
arasindadir. Agir metallerce uyarilan stres varliginda ROS iiretimi kloroplast, mitokondri
ve peroksizomlarda gergeklesir (Sekil 1.2.). Peroksizomal ksantinoksidaz ve NADPH'e
bagimli oksidaz akitivitesi Oz~ iiretirken, glikolat oksidaz ve flavin oksidaz H20O> iiretir.
Diger taraftan plazma membranina bagli NADPH oksidaz metal stresi kosullarinda ROS

tiretimini gerceklestirir (Sharma ve Dietz 2009, Hossain ve ark. 2012).
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Sekil 1.2. Bitki hiicrelerinin farkli organellerinde agir metallerce uyarilan ROS olusumu
ve ROS tarafindan uyarilan sinyal mekanizmasi (Sharma ve Dietz 2009, Hossain ve ark.
2012)

Stres varliginda artan ROS {iretimi hiicreler i¢in bir tehdit olusturabilir. Buna kargin ROS
liretimi stres yanit ve savunma mekanizmalarinin uyarilmasi i¢in bir sinyal olarak is
goriir. Bu nedenle ROS hiicresel stres indikatorii ve stres yaniti/sinyal transdiiksiyon
yollarinda sekonder haberciler olarak kabul edilebilir. Asirt ROS birikimi ise membran
lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu, enzim inhibisyonu, DNA ve RNA hasar1 gibi
oksidatif siireler yolu ile hiicre 6liimiine neden olabilir (Navari-1zzo 1998, Dixit ve ark.
2001, Tripathi ve Gaur 2004, Gratao ve ark. 2008, Barconi ve ark. 2011, Azevedo ve ark.
2012, Gallego ve ark. 2012).

Membran lipidlerinin peroksidasyonu yiiksek konsantrasyonlarda reaktif oksijen
tiirlerinin neden oldugu toksik etkilerin basinda gelir (Van Assche ve Clijsters 1990,
Mazhoudi ve ark. 1997, Sandalio ve ark. 2001). Buna Fenton/Haber-Weiss reaksiyonlari
iizerinden meydana gelen hidroksil radikalleri (OH") de neden olabilir (Mittler 2002).
Redoks aktif metaller (Fe, Cu, Cr, Co ve V) aktif olmayan metallerin aksine (Cd*? ve
Zn*?) hiicrede redoks reaksiyonlarim geceklestirebilir (Ornegin; Fe™? <> Fe*> +¢’). Bunlar
Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlart ile OH™ olusumunu saglarlar (Cakmak 2000,
Michalak 2006, Broadley ve ark. 2012).
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Haber-Wiess reaksiyonlar1 (Michalak 2006)

Fe” +0,—— Fe”+0, (l. Reaksiyon)

Fe'” +H,0,——>Fe” +OH +OH" (ll. Reaksiyon)

Fenton Reaksiyonlar1 (Cakmak 2000)

Lipid peroksidasyonu ii¢ agsamadan olusan bir zincir reaksiyonu igerir (Sekil 1.3.) ve

lipoksigenaz (LOX) aktivitesinin agir metaller tarafindan uyarilisi ile iliskilidir.

LH + 'OH — L + H:0

LOO’
LO’
L
l
L'+ 0. — LOO® H 0 MDA
2
l<_.|__$_‘ LOO® H 0 MDA
LOOH c 2
1¥.L-; —— VDA
LOOH
|
L'+ L — LL

LOO’+ LOO*—L=0 + LOH + 02

LOO'+ L'—L=0 + LOH

Sekil 1.3. Lipid peroksidasyon basamaklar1 (Sytar ve ark. 2013). (LH: Doymamis yag
asitleri, L=0: alfa okso yag asiti, L": Alkan radikali, LO": alkoksi radikali, LOO": peroksi
radikali, LOOH: yag asit peroksit, LL: yag asidi dimeri; LOH: alfa hidroksi yag asidi,
MDA: malondialdehit, “OH: hidroksil radikali, TBA: tiobarbiturik asit)

Lipid peroksidasyonunda, bu radikaller plazma ve hiicrelerarasi membranlarda yer alan
lipidlere etki edip LOX enzimini uyararak doymamis yag asitlerindeki metilen (-CH>-)
gruplarindan bir hidrojen atomunun ayrilmasina neden olur. Bu durumda karbon atomu
cift bag olusturma egilimi gosterir. Boylece membran lipidleri ¢oklu doymamis yag asiti

zincirlerini meydana getirir. Sonug olarak lipid radikalleri ve reaktif aldehitler meydana

gelir ve membranlar yapisal olarak zarar goriir (Liu ve ark. 2004, Mishra ve ark. 2006,



Gajewska ve Sklodowska 2010). Lipid peroksidasyonu ile olusan membran hasar1 ise
olusan tiobarbiturik asit reaktif madde (TBARS) igerigi ya da malondialdehit (MDA)
igerigi ile tayin edilir (Sytar ve ark. 2013). Reaktif oksijen tiirlerinin membranlarda
meydana getirdigi bir diger hasar da membran iyon kanallarinda (K* ve Na*) olusan
degisimdir. Iyon kanallarinin her biri farkli bir gen tarafindan kontrol edilir (Demidchik
ve ark. 2014). Reaktif oksijen tiirleri bu kanallarin agik ya da kapali olma durumunu
etkileyerek hiicrede iyon kaybimin yasanmasina ve hiicre membran gegirgenliginin

artmasina neden olur.

Reaktif oksijen tiirlerinin hiicre i¢indeki zararlarinin ortadan kaldirilmasinda bitkiler,
‘antioksidatif ya da antioksidant sistem’ ad1 verilen etkili bir savunma sistemine sahiptir
(Shaw ve ark. 2004, Kim ve ark. 2008). Bu sistem enzimatik ve enzimatik olmayan iki
mekanizma ile diizenlenmektedir Enzimatik olmayan (non-enzimatik) antioksidatif
sistemde glutatyon, sistein, hidroksiquinon, askorbat (C vitamini), a-tokoferol,
karotenoid pigmentleri, alkoloidler gibi kiigiik molekiiler agirlikli antioksidanlar rol alir
(Larson 1988). Enzimatik sistemde ise, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR),
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) ve dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) gibi
reaktif oksijen tiirlerini zararsiz hale getiren enzimler (Sekil 1.4.) bulunmaktadir (Shaw
ve ark. 2004, Smith ve ark. 2010). Bu enzimler ve metabolitler agir metal stresi altinda

bitkinin hayatta kalmas1 ve ortama adaptasyonunda 6nemli rol oynamaktadir.

Enzimatik antioksidatif sistemde yer alan siiperoksit dismutaz (SOD; EC.1.15.1.1)
enzimi, siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit (H202) ve Oz’ye donistiiriilerek
bertaraf edilmesinde ilk basamagi olusturur (Sekil 1.4.). Bu enzim tiim aerobik
organizmalarda ve oksidatif stresin gergeklestigi tiim hiicresel kisimlarda bulunmaktadir.

Enzimin aktif bolgesinde Fe, Mn, Cu gibi metallerden en az bir tane bulunur.

10



+
- - IH
(A) 05+ 0, === H;0,+07 B) 0y

H202 AHE
A

H,0 H,0+0; H,0+0)

Sekil 1.4. Reaktif oksijen radikalinin SOD enzimi ile zararsiz hale getirilme asamasi (A)
SOD enziminin siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dontistiirmesi (B) Reaktif oksijen radikallerinin zarariz hale getirilmesinde enzimatik
antioksidatif mekanizmada yer alan enzimlerin roliinii gosteren sema (Smith ve ark. 2010)

SOD enziminin canli organizmaya ve hatta organizmanin sahip oldugu organellere gore
farkli izoformlar1 bulunmaktadir. Ornegin, Cu/Zn SOD bitki, hayvan ve mantarlarda
bulunur. MnSOD, &karyotlarda bulunan mitokondriyal bir enzimdir. FeSOD ise bazi
bitkilerin kloroplastlarinda ve prokaryotik organizmalarda bulunmaktadir. SOD enzimini
kodlayan genler gevresel strese oldukca duyarli olup stres kosullarindaki degisim SOD
aktivitesindeki azalis ya da artis ile gozlenebilir. Boylece SOD aktivitesi ile ortadan
kaldirilan siiperoksit radikalleri, yine bir toksik radikal olan H2O2 olusumuna neden
olmaktadir. Bu radikalin bertaraf edilmesinde ise CAT (EC.1.11.1.6) ve APX (EC
1.11.1.11) gibi peroksidazlar yer alir (Dixit ve ark. 2001). Asir1 miktarlarda biriken H202
radikalleri CAT ve APX tarafindan bertaraf edilmezse, SOD enzimini kodlayan genlerin
ifadesini engelleyip enzim aktivitesini de azaltabilecegi cesitli caligmalarda ifade
edilmektedir (Yang ve ark. 1996, Dixit ve ark. 2001, Wang ve ark. 2009). Nitekim
mitokondri ve Kkloroplastlar H2072’in ana kaynagidir ve bu toksik radikallerin
organellerden sitosole kontrolsiiz gegisinden dolay: bertaraf edilmesi mutlak gereklidir.
APX enzimi askorbat-glutatyon dongiisii iizerinden H2O>’ in suya (H20) doniismesini

saglamaktadir (Sekil 1.5.). Bu dongtide elektron verici olarak askorbat kullanilir.
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Sekil 1.5. Askorbat-glutatyon dongiisii ASA: Askorbat, MDA: Monodehidroaskorbat,
DASA: Dehidroaskorbat, GSH: Indirgenmis glutatyon, GSSG: Oksitlenmis glutatyon,
APX: Askorbat peroksidaz, MDAR: monodehidroaskorbat rediiktaz, DASAR:
Dehidroaskorbat rediiktaz, GR: glutatyon rediiktaz, GSTpx: Peroksimal glutatyon 5-
transferaz (Smith ve ark. 2010)

APX enzimi, kloroplastlardaki H20,’in ortadan kaldirilmasinda temel olup (Caverzan ve
ark. 2012), mitokondri ve peroksizomlarda ise CAT enzimi 6nemli rol oynamaktadir
(Gupta ve ark. 2009). Fakat APX enziminin kloroplast, mitokondri, peroksizom ve sitosol
gibi farkli hiicresel kisimlarda farkli izoformlarinin bulundugunu (Caverzan ve ark. 2012)

ve APX’un substrata olan egiliminin CAT’dan daha fazla oldugunu belirten ¢alismalar

da vardir (Siedlecka ve Krupa 2002).

Agir metallerin bitkilere etkisi sadece oksidatif stres ve bununla iligkili olan antioksidatif
enzimlerin etkenligi lizerindeki etkileri ile smrli degildir. Azot asimilasyonu gibi
bitkilerin temel metabolik siiregleri de bu siireglerde rol alan enzimlerin etkenliginin
degismesine bagli olarak agir metallerin artan diizeylerinden etkilenirler. Azot, bitkilerin
ithtiya¢ duydugu besin elementlerinin basinda gelir ve bitki kuru agirliginin %1,5-2sini
olusturur (Frink ve ark. 1999). Tarim topraklarinin ¢ogunda nitrat (NO3") bitkilerin temel
azot kaynagidir (Hirsch ve Sussman 1999). Azot bitkiler tarafindan genelde nitrat (NO3")
formunda alinmaktadir ve temel fonksiyonlarin yerine getirilmesi icin kokler ile alinan
nitratin Oncelikle nitrite, sonra da amonyaga indirgenmesi gerekmektedir. Nitratin
amonyaga indirgenmesinde sirasiyla Nitrat Rediiktaz (NR) ve Nitrit Rediiktaz (NiR) aktif
rol oynamaktadir. Bu nedenle NR ve NiR, azot metabolizmasinin énemli iki enzimidir
(Beevers ve Hageman 1983, Solomonson ve Barber 1990, Marschner 1995, Solanki ve
Dhankhar 2011).

NR, nitrat varligina oldukca duyarlidir. Bu nedenle NR aktivitesinin bitkinin bulundugu

habitatin nitrat igerigini yansittig1 6ne siiriilmektedir (Lee ve Stewart 1978, Giileryiiz ve
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Arslan 1999). Bu 6zelliginden dolay1 NR aktivitesi, ekolojik ¢calismalarda nitrat varliginin
bir indikatorii olarak kabul edilmektedir (Hogberg ve ark. 1986, Gebauer ve ark. 1988,
Lodhi ve Ruess 1988, Olsonn ve Falkengren-Grerup 2003, Arslan ve Giileryiiz 2005).
Agir metallerin etkisiyle nitrat aliniminda meydana gelen sorunlar NR aktivitesinin
azalmasina neden olmaktadir (Solanki ve Dhankhar 2011). NR, azot metabolizmasindaki
temel islevi nitratin nitrite indirgenmesini katalize etmektir ve bu islem sirasinda elektron

verici olarak NADH kullanilmaktadir (Sekil 1.6.).

Nitrat rediiktaz (Sitosol) Nitrat rediiktaz (Plastid)
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Sekil 1.6. Nitrat asimilasyonunda nitrat rediiktaz (NR)’in rolii ve yapis1 (Marschner 2012)

Agir metallerin etkisiyle yeterli miktarda metabolik enerji kaynaklarinin tiretilememesi
NR islevini de olumsuz etkiler. Ayrica NR yapisinda Mo, Fe, hem ve FAD bulunmakta
olup enzimin aktif bélgesinde -SH grubu yer almaktadir. Agir metallerin etkisi ile Mo, Fe
gibi iz elementlerin alinitminin engellenmesi bu enzimlerin yapisinin bozulmasina neden
olabilir. Ayrica agir metal stresi altinda bitkilerde -SH fonksiyonel gruplari arasinda
disiilfid kopriilerinin olusumundan dolayr NR’in yapis1 da bozulabilir (Dubey ve
Pessarakli 2002, Xiong ve ark. 2006, Gajewska ve Sklodowska 2009). NiR ise toksik
0zellige sahip olan nitritin amonyaga indirgenmesinden sorumludur. Bu indirgenme olay1
ferrodoksin bagimlidir. NiR yaprakta kloroplastlarda, koklerde ise plastidlerde
bulunmaktadir. 60-64 kDa agirliginda bir protein molekiiliinden olusur ve aktif
merkezinde 4Fe-4S igermektedir. Isik ve nitritin varligi NiR aktivitesini uyarirken,
karbonhidrat, amino asit, glutamat, glutamin ve asparginin varliginin NiR aktivitesini
engelledigi belirtilmektedir (Singh 1997).
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Bitkilerin azot beslenmesinde rol oynayan bir diger enzim de glutamin sentetaz (GS)’dir
(Zheng-Xun ve ark. 2007). Azot fiksasyonu sonucu meydana gelen amonyagin
asimilasyonunu gerceklestiren GS, glutamatin amonyak ile reaksiyonunu kataliz ederek
glutamin olusturur. Bu sirada da enerji kaynagi olarak ATP kullanir (Marquez ve ark.
2005). Olusan glutaminin tekrar glutamata doniismesinden ise glutamat sentaz (GOGAT)
sorumludur (Gajewska ve Sklodowska 2009). Sonug olarak GS/GOGAT dongiisii ortaya
¢ikmaktadir (Sekil 1.7.).

ICOOH
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Sekil 1.7. Glutamin sentetaz—Glutamat sentaz (GS/GOGAT) dongiisii {izerinden
amonyum asimilasyonunun semasi (Marschner 2012)

GS/GOGAT dongiisii, metabolik enerji kaynaklarinin kullanildigi bir dongiidiir. Bu
dongii ile bitkilerin ihtiya¢ duydugu azot kaynagi, glutamin ve glutamat seklinde saglanur.
Bu molekiillerden de diger amino asit ve protein yapili bilesikler meydana gelmektedir
(Zheng-Xun ve ark. 2007, Moschou ve ark. 2012). Agir metal stresi altinda bitkilerde
ATP ya da NAD(P)H gibi metabolik enerji kaynaklarinin yeterli diizeyde iiretilememesi,
GS ve GOGAT aktivitesini olumsuz yonde etkileyebilir (Gajewska ve Sklodowska 2009,
Gajewska ve ark. 2009). Ayrica bu gibi enzimlerin katalitik aktivitesi i¢in Cu gibi metal
iyonlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Agir metallerin etkisi ile Cu, Fe gibi iz elementlerin
alimiminin engellenmesi bu enzimlerin yapisinin bozulmasina neden olabilir. Bu nedenle
azot asimilasyonunun oOnemli bir asamasi olan GS/GOGAT dongiisiinde yer alan

enzimlerin aktivitesi etkilenmektedir. Ayni zamanda agir metallerin, amonyagin
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GS/GOGAT dongiisiine girmesine engel olarak gerekli yapisal bilesiklerin olusumunu
engelledigi bilinmektedir (Balestrasse ve ark. 2006, Li ve ark. 2007).

Ayrica azot metabolizmasinda yer alan bu enzimlerin zarar gormesi, bitkilerde amonyak
ya da nitrat birikimi gibi olumsuz etkilere neden olur. Ciinkii bu enzimler birikimi zararl
olabilecek bilesiklerden bitkiyi koruyarak biyolojik bir kontrol mekanizmasi olusturur
(Hageman ve Flesher 1960). Agir metallerle bitkiler arasindaki etkilesimler ¢ok cesitli
yonleriyle ele alinmis olmasina ragmen bu c¢alismalar ¢ogunlukla kiiltlir tiirleri ile
sinirlidir. Antropojenik etkenliklerle agir metal kirliliginin artma egiliminde oldugu
diisiildiiginde ozellikle dogal bitki tiirlerinin agir metallere verdigi yanitlarin ortaya
konarak metallere toleransl tiirlerin belirlenmesi hem bitki fizyolojisi agisindan agir
metallerle ilgili veri tabanin olusturulmasi hem de bitkilerle geri kazanim teknigi

acgisindan onemlidir.

Verbascum olympicum Uludag’in hem sub-alpin hem de alpin kusagindaki yol ve bina
yapimi, kayak pisti agilmasi, maden isletmeciligi (Etibank wolfram madeni) gibi
etkenlerle bozulan alanlarda gelisen ruderal bitki toplulugunun énemli tiirlerinden olup
onciil tiir (pioneer) olarak tanimlanmustir (Ellenberg 1988, Rehder ve ark. 1994). Bu tiirler
insan etkisinin yogun oldugu alanlara adapte olmustur ve bu alanlarda dogal bitki
oOrtlisiiniin tekrar gelismesi siirecinde oncii rol oynar (Ellenberg 1988). Ayrica diger
bitkilere gore daha yiiksek nitrat 6ziimleme kapasitesine sahiplerdir. Bu nedenle bu tiirler
“Nitrofilik tiirler” olarak da isimlendirilir (Marschner 1995). Bozulmus alanlarda,
topraktaki nitratin bitki blinyesine alinarak, ekosistemden bu azot kaybinin dnlenmesi
kararli bir ekosistemin olugmasi bakimindan 6nemlidir (Giileryliz ve ark. 2008). V.
olympicum’un nitrat 6ziimleme ve organik madde biriktirme kapasitesinin yiiksek oldugu
onceki ¢alismalarda tespit edilmistir (Glileryliz ve Arslan 1999, 2001). Ayrica agir metal
biriktirme 6zellikleri arazi kosullarinda arastirilmis olup Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn metalleri
i¢in biyoindikator olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Giileryiiz ve ark. 2006, Arslan
ve ark. 2009). V. olympicum’un hizh biiyiime, yiiksek azot 6ziimleme yetenegi ve agir
metalleri biriktirme o6zellikleri bu tiirlin bozulmus alanlarda agir metal kirliliginin
izlenmesi (biomonitoring) ve agir metalce kirletilmis alanlarin tekrar geri kazanilmasina

aday bir tiir olabilecegi fikrini ortaya koymaktadir.
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Bu nedenle ¢alismamizda V. olympicum’un agir metal toleranst ve bozulmus alanlarda
dominant tiir olma 6zelliginin azot metabolizmasi Ve antioksidatif savunma mekanizmasi
ile olan iliskisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amacla laboratuvar kosullarinda farkli
konsantrasyon ve stirelerle gergeklestirilen Cd, Cr, Cu, Ni ve Zn uygulamalarinin bu tiiriin
azot metabolizmasi ve antioksidatif savunma sistemi enzimlerinin aktivitesi (NR, GS,
SOD, AP ve CAT) tizerindeki etkileri belirlenmistir. Ayrica, metal uygulamalarina bagl
olarak biyokiitle, su ve klorofil igerigi, lipid peroksidasyonu, iyon sizintis1 ve hiicre
membran zararindaki degisimler tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar hem tiiriin artan
agir metal konsantrasyonuna bagli olarak verdigi temel fizyolojik yanitlarin hem de
Uludag’da bozulmus alanlarda sekonder siiksesyon siirecindeki roliiniin ortaya konmasi

acisindan temel veriler saglayacaktir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Agir metal kirliligi giiniimiizde yaygin gevresel problemlerden biridir. Insan kaynakli
faaliyetler nedeniyle toprakta giderek artan agir metal konsantrasyonlart hem bitkiler
tarafindan alinimi ve besin zincirine girmeleri hem de gesitli ekosistemlerde birikimi
nedeniyle biiyiik bir ¢evresel tehdit olusturmaktadir. Ozellikle Cd, Cu, Cr, Hg, Ni, Pb ve
Zn gibi agir metallerin insan kaynakli faaliyetler nedeniyle dogada asir1 miktarlarda
biriktigi ve bu birikimin bitkilerde strese neden oldugu vurgulanmaktadir. Bu agir
metallerin bitkiler tiizerindeki etkilerine yonelik calismalar giin gegtikge Onem

kazanmaktadir.

Fernandes ve Henriques (1991) tarafindan yapilan bir derleme ¢alismasina gore bitkiler
toksik (>20 mg/g Kuru Agirlik) Cu konsantrasyonlarina olduk¢a duyarlidir ve bu
konsantrasyonlar, biiylimenin engellenmesi basta olmak iizere hiicre membran
biitiinligliniin  bozulmasina, fotosentez, solunum gibi bitkinin temel metabolik
stireglerinde sorunlara neden olabilmektedir. Ayrica bu g¢alismada, alglerin ve sucul

bitkilerin Cu konsantrasyonlarindan daha kolay etkilendikleri ifade edilmistir.

Prasad (1995)’mn derleme ¢aligmasinda ise yaygin agir metallerden biri olan Cd’un
bitkinin ¢esitli metabolik fonksiyonlar1 {izerinde toksik etkiler meydana getirdigi, buna
bagli olarak diisiik konsantrasyonlarda bile fotosentez, stomalarin fonksiyonu, su dengesi,
karbonhidrat metabolizmas1 ve bu metabolik yollarda yer alan enzim aktivitelerinde

olumsuz etkilere neden oldugunu belirtilmistir.

Ye ve ark. (1997) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada ekstrem ¢evrelere adapte olmus
bir tiir olan Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steudel (Kamis) bitkisinin farkli
popiilasyonlara ait bireylerine Cd, Pb ve Zn uygulamalarinin (0,5 pg ml™* ve 1 pg ml*
Cd, 10 ug mI™* ve 25 pg ml™ Pb, 1 pg ml™ ve 4 ug mI™* Zn) yapildig: belirtilmistir. Buna
bagli olarak bitki biinyesindeki metal birikimi ve tolerans mekanizmasi incelenmis, metal
tolerans1 bakimindan populasyonlar arasinda bir fark olup olmadigi belirlenmeye
calisilmistir. Arastirma sonuglarina gore her ii¢ metal uygulamasinda da konsantrasyonlar
arttikca kok va dal uzunlugunda ve kuru agirlikta azalis meydana geldigi ifade edilmistir.
Cd uygulamasinin Phragmites australis’in tim populasyonlarinda koklerde daha fazla
biriktigi ve Cd’a verilen yanitlar bakimindan populasyonlar arasinda énemli bir fark

goriilmedigi belirtilmistir. Zn’nun da Cd uygulamasinda gézlenen yanitlara benzer olarak
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dallardan daha ziyade kok kisimlarinda biriktigi ve popiilasyonlar arasinda farklilik
gozlenmedigi agiklanmistir. Pb’nin ise diger metallerden farkli olarak dallarda biriktigi
vurgulanmis olup Pb’ ye verilen yanitlar bakimindan populasyonlar arasinda farkliliklar

gozlendigi ifade edilmistir.

Mazhoudi ve ark. (1997) tarafindan yapilan baska bir c¢aligmada ise Lycopersicon
esculentum Mill. (Domates) bitkisinin antioksidan enzim sisteminde 50 uM Cu
konsantrasyonunun etkileri arastirilmistir. Arastirma sonuglarina gore, Cu uygulamasina
bagli olarak biiylimenin azaldigi, Cu birikiminin koklerde daha fazla oldugu ve tiim bitki
kisimlarinda (kok, yaprak ve dallar) lipid peroksidasyonunun arttigi belirtilmistir.
Bununla birlikte antioksidatif savunma sistemi enzimlerinden CAT aktivitesinin koklerde
azaldigi, yaprak ve dallarda ise degisiklige ugramadigi ifade edilmistir. APX aktivitesinin
ise kok ve dallarda degismedigi, yapraklarda ise azaldig: ifade edilmistir. Ayrica GPX

aktivitesinin sadece kok ve dallarda arttig1, yapraklarda ise degismedigi belirtilmistir.

Kevresan ve ark. (1998) tarafindan Beta vulgaris L. (Seker pancari) bitkisinde yapilan bir
arastirmada, ayn1 kosullarda yetistirilen seker pancari fidelerine 12-16 giin boyunca 10,
102 ve 1 mM konsantrasyonlarinda ayr1 ayri Ni, Cd ve Mo uygulamasi yapilmistir.
Ardindan bitkinin yaprak kisimlarindaki nitrat igerigi, nitrat rediiktaz (NR) ve glutamin
sentetaz  (GS) aktiviteleri, eriyebilir protein igerigi ve ribuloz-1,5 bifosfat
karboksilaz/oksijenaz (RuBPCO)’1n miktarinda meydana gelen degisimler belirlenmistir.
Aragtirma sonuglarina gore, uygulanan tiim metallerin kuru agirhi§i azalttigi tespit
edilmistir. Ozellikle de en yiiksek konsantrasyondaki Mo uygulamasinda (1 mM) kuru
agirhikta yaklasik % 25 oraninda bir azalis meydana geldigi agiklanmistir. Ayrica Ni ve
Cd konsantrasyonlar1 arttikca nitrat igeriginin ve NR aktivitesinin azaldigi ifade
edilmistir. Mo uygulamasinda ise sadece en yiiksek konsantrasyonda (1 mM) bitkinin
yapraklarindaki nitrat iceriginin arttif1, diger konsantrasyonlarda ise nitrat iceriginin
kontrole gore diisiik oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, NR aktivitesinin Mo
konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak arttig1 gosterilmistir. Azot metabolizmasina ait
diger analizlerde ise Ni konsantrasyonlar1 artttkca GS aktivitesi ve protein iceriginin
azaldig belirtilmistir. Cd uygulamasinda da GS aktivitesi ve protein igerigi bakimindan
nikele benzer yanitlar elde edildigi ifade edilmistir. GS aktivitesi ve protein iceriginin
konsantrasyonlardaki artiga bagl olarak sadece Mo uygulamasinda arttig1 vurgulanmastir.

Buna gore, seker pancari yapraklarinda en zararh etkiyi Cd’un olusturdugu belirtilmistir.
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Gerendas ve ark. (1999) ise bitki biiylimesi ve metabolizmasinda nikelin Gnemini
vurgulamak amaciyla iki farkli azot kaynaginda (iire ve amonyum) yetistirilen Cucurbita
pepo L. (Sakiz kabagi) ve Glycine max L. (Soya fasulyesi) bitkilerinde Ni varlig1 ve
yoklugunun etkisini gézlemlemistir. Buna gore tek azot kaynagi olarak tireyi kullanan
kabak bitkisinde Ni eksikliginde iireaz aktivitesinin diistiigiinii ve tirede var olan azotun
bitki tarafindan etkin bir sekilde kullanilamadigi belirtilmistir. Bu durumun bitkide
fizyolojik N eksikligine yol actigi, sonug olarak da bitki biliylimesinin azaldig1 ifade
edilmistir. Ayrica Ni eksikligi nedeniyle iireaz enziminin inaktif olmasinin bitkilerde {ire
birikimine ve amino asit stoklarinin azalmasina neden oldugu, beraberinde arginaz ve GS
aktivitesinin de azaldigi belirtilmistir. Ayrica 0,05 uM Ni uygulamasinda bitkide N
eksikliginde gbzlenen semptomlara benzer belirtiler meydana geldigi, membran yapisi ve
fonksiyonunun zarar gordiigli ifade edilmistir. Bu nedenle bu grup bitkilerde optimum
biiylime i¢in gerekli Ni ihtiyacinin diger bitkilere gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir.
Azot beslenmesinde mineral N kullanan bitkilerde ise iirenin metabolik yikimi
gerceklesmedigi icin diisiik konsantrasyonlarda Ni varligiin yeterli oldugu ifade
edilmistir. Ayrica Mo’in, nikelin bitkilerin azot metabolizmasindaki fonksiyonuna benzer
bir role sahip oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte Ni igeriginin yiiksek oldugu
topraklarda ve serpentin topraklarda yetisen bitkilerde tespit edilen Ni iceriginin diger
bitkilere oranla yliksek oldugu ifade edilmistir. Ayrica Ni’in bitki hiicresine aliniminda
Cu'*2, Co* ve Zn*?ile antagonistik etkiye sahip oldugu, Ca*2 ve Mg*? un ise Ni aliiminda

herhangi bir rekabeti olmadig1 belirtilmistir.

Tan ve ark. (2000)’nin ¢alismasinda ise nitrat ya da iire olmak {izere iki farkli azot
kaynaginda yetistirilen Lycopersicon esculentum Mill. (Domates) bitkisine farkli
konsantrasyonlarda (0,01, 0,1 ve 1 mg/L) nikel uygulamasi yapilmis olup, bitkinin azot
metabolizmasi lizerinde nikelin etkisi arastirilmistir. Arastirma sonucglarinda, farkli
konsantrasyonlarda uygulanan Ni’in azot kaynagma bagli olmaksizin bitkideki nikel
igerigini arttirdig1 ifade edilmistir. Azot kaynagi olarak tireyi kullanan bitki 6rneklerinde
artan nikel konsantrasyonlari ile birlikte lirenin toksik etkisinin azaldig tespit edilmistir.
Azot kaynagi olarak nitrati kullanan bitki 6rneklerinde Ni’in kok ve dallarin kuru
agirliginda herhangi bir etkisi goriilmezken N kaynagi olarak iireyi kullanan bitki
orneklerinin kuru agirliginda sadece en yiiksek Ni konsantrasyonunda (1 mg/L) 6nemli

bir azalis oldugu ifade edilmistir. Yapraklardaki klorofil iceriginde ise, nitrat1 kullanan
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bitki drneklerinde Ni’in hicbir etkisinin goriilmedigi belirtilmistir. Ureyi kullanan bitki
orneklerinde, 0,1 mg/L konsantrasyonuna kadar klorofil igeriginde bir artis tespit edildigi,
en yiiksek Ni konsantrasyonunda ise klorofil i¢eriginin azaldig1 gosterilmistir. Ayrica
nitratt kullanan Orneklerde belirlenen total N, amonyum ve nitrat igeriginin Ni
konsantrasyonlarindan etkilenmedigi, tireyi kullanan 6rneklerde ise total N ve amonyum
iceriginin artan Ni konsantrasyonlariyla birlikte arttigi, iire iceriginin ise azaldigi

belirlenmistir. Nitrat igeriginde ise higbir degisiklik olmadigi ifade edilmistir.

Pankovi¢ ve ark. (2000)’nin c¢alismasinda, kontrolli kosullarda ve farkli azot
konsantrasyonlarinda (2, 7,5, 10 uM N) yetistirilen Helianthus annuus L. (Aygigegi)
bitkisine 17 giin boyunca 0,5, 2 ve 5 uM Cd uygulanmis, ardindan biiylime, fotosentez ve
protein igeriginde meydana gelen degisimler aciklanmistir. Buna gore farkli azot
konsantrasyonlarinda yetistirilen fidelerin yapraklarinda belirlenen fotosentez oraninin
0,5 ve 2 uM Cd uygulamasinda degismedigi belirtilmistir. 5 pM Cd uygulamasinda ise
her li¢ N konsantrasyonunda yetistirilen fidelerde de fotosentetik aktivitede kontrole gore
belirgin bir azalis oldugu ifade edilmistir. Bununla birlikte 7,5 uM azot i¢eriginin aygigegi
bitkisinin biiylimesinde optimum etki yarattig1 ve protein i¢eriginin bu konsantrasyondaki
N uygulamasinda maksimum degere ulastig1 vurgulanmistir. Sonug olarak optimum azot
beslenmesinin (7,5 uM N) Cd’ un olumsuz etkisini ortadan kaldirmada etkili oldugu ifade

edilmistir.

El-Shintinawy ve El-Ansary (2000) ise 10 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda (5, 50,
100 ve 200 uM) Cd ve Ni’in Glycine max L. (Soya fasulyesi) amino asit metabolizmasi
ile kuru ve yas agirlik {izerindeki etkisini incelemistir. Buna gore artan Cd ve Ni
konsantrasyonlarinin kok ve dallarin kuru ve yas agirhi@inda azalisa neden oldugu ifade
edilmistir. Uygulanan her iki metalde de koklerde taze agirligin azaldigi ve sonuglarin
birbirine benzer oldugu vurgulanmistir. Dallarda ise Ni uygulamalarinin taze agirligin
azaliginda daha etkili oldugu gosterilmistir. Kuru agirlikta ise hem kok hem de dallarda
Ni’in Cd’dan daha fazla azalisa neden oldugu vurgulanmistir. Eriyebilir ve total protein
igeriginde Cd ve Ni’ in 200 uM konsantrasyonunun benzer bir inhibisyona neden oldugu
gosterilmistir. NR aktivitesinde ise her iki metalin de kontrole gore bir azalisa neden
oldugu fakat Cd’ un bu azalista NR aktivitesi lizerinde daha etkili oldugu belirtilmistir.

Uygulanan konsantrasyonlar arasinda yalnizca 200 uM Cd’un amino asit igeriginde
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azalisa neden oldugu, ayni konsantrasyondaki Ni’ in ise amino asit i¢erigini arttirdigi

tespit edilmistir.

Cd’un nitrat asimilasyonunda gorev alan enzimler (NR ve NiR, GS ve GOGAT)
tizerindeki etkisini ortaya koymayi amaglayan Gouia ve ark. (2000), Phaseolus vulgaris
L. cv. Morgane (Fasulye) bitkisinde 50 ve 100 uM Cd’un kisa (24 saat) ve uzun (7 giin)
donemli etkisini arastirmistir. Buna gore bitkinin su, nitrat ve amonyum igerigini, NR ve
NiR, GS ve GOGAT aktivitesini ve solunum oranini belirlemistir. Arastirma sonuglarinda
her iki Cd konsantrasyonunun da bitkide solunum oranini, su i¢erigini ve nitrat alinimini
azalttigl, bu azalisin artan Cd konsantrasyonlari ile orantili oldugu belirtilmistir. NR
aktivitesinin artan Cd konsantrasyonlartyla birlikte kisa ve uzun dénemli uygulamalarin
her ikisinde de azaldigi, bu azalisin 6zellikle koklerde daha belirgin oldugu ifade
edilmistir. Amonyum igeriginin ise artan Cd konsantrasyonlariyla paralel olarak arttig1,
ozellikle de koklerde belirlenen amonyum igeriginin daha fazla oldugu vurgulanmistir.
GS ve GOGAT aktivitesinde artan Cd konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresinin artistyla

paralel bir azalis oldugu belirtilmistir.

Lorens ve ark. (2000) ise laboratuvar kosullarinda yetistirilen Vitis vinifera L. (Asma)
bitkisine iki ay boyunca 0,07, 1, 2 ve 5 pg/g konsantrasyonlarinda Cu uygulamasi
gerceklestirmis olup bitkinin azot metabolizmasi lizerindeki etkilerini aragtirmistir. Buna
gbre amonyum, nitrat, nitrit, amino asit ve protein igerikleri ile azot metabolizmasinda
yer alan NR, NiR, GS, glutamat sentaz ve glutamat dehidrojenaz gibi 6nemli enzimlerin
aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglarda uygulanan tiim Cu konsantrasyonlarinin
hem kok hem de yapraklarda nitrat, nitrit, aminoasit ve protein iceriginde, NR ve NiR
aktivitelerinde azalisa neden oldugu belirtilmistir. Ayrica yaprak kisimlarinda belirlenen
azot metabolizmasina ait parametrelerin kok kisimlarina gore Cu uygulamalarindan daha
fazla etkilendigi vurgulanmistir. Bununla birlikte kok kisimlarinda belirlenen glutamat
dehidrojenaz aktivitesinin, GS ve glutamat sentaz aktivitelerine gbére daha yiiksek
degerlerde tespit edilmesinden dolay1 koklerde glutamat dehidrogenaz enzimi iizerinden

azot asimilasyonunun gergeklestigi ifade edilmistir.

Monni ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada kontrolli kosullarda yetistirilen
Calluna vulgaris (L.) Hull. (Stipiirgeotu) bitkisine 1, 10, 22, 46 ve 100 mg/L Cu

konsantrasyonlar1 uygulanmis, buna gore bitkinin biiylimesinde (kuru agirlik, uzunluk)
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meydana gelen degisimler ve Cu birikimi arastirilmistir. Arastirma sonuglarinda,
uygulanan tiim Cu konsantrasyonlarin biiyiimeyi olumsuz etkiledigi, kuru agirhigin
artan Cu konsantrasyonlarina bagli olarak azaldigi, hatta 100 mg/L Cu konsantrasyonuna
maruz kalan Orneklerin yaridan fazlasinin canliliini yitirdigi belirtilmistir. Ayrica
uygulanan Cu konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak tiim bitki kisimlarinda (kok,
dal ve yapraklar) Cu birikiminin arttig1, 6zellikle de kok kisimlarinda bu birikimin daha

yiiksek oldugu vurgulanmustir.

Madhava ve Sresty (2000) ise kontrollii kosullarda laboratuvar ortaminda Cajanus cajan
(L.) Millspaugh (Gtivercin bezelyesi) bitkisinin iki farkli kiiltiiriinii (ICPL87 ve LRG30)
yetistirmistir. Her iki kiltiire ait fidelerden bir kismma 2,5, 5 ve 7,5 mM
konsantrasyonlarinda Zn ve diger bir kismina da 0,5, 1 ve 1,5 mM konsantrasyonlarinda
Ni uygulamistir. Buna gore her iki kiiltiire ait bitkilerin kok va dal kisimlarinda Ni ve Zn
stresine karsit meydana gelen degisimleri ortaya koymustur. Bitki kuru agirligi, metal
icerigi, lipid peroksidasyonu ve antioksidatif savunma sistemi enzimlerinden peroksidaz,
SOD, CAT aktivitesi ile askorbik asit ve total glutatyon igerigi belirlenmistir. Arastirma
sonuclarinda, Zn ve Ni uygulamalarinin kiiltiirlerin kok ve dallardaki metal birikimini
arttirdigi, kuru agirligr azalttigi belirtilmistir. Her iki kiiltiirde de Ni birikiminin koklerde
daha fazla oldugu vurgulanmistir. Her iki kiiltiirde de MDA igeriginin dallarda daha fazla
arttig1 ifade edilmistir. Zn’ye gore Ni uygulamalarmin her iki kiiltiirde de lipid
peroksidasyonunu daha fazla arttirdigr tespit edilmistir. Her iki kiiltiirde de kok ve
dallarda belirlenen SOD ve peroksidaz aktivitelerinin  hem Ni hem Zn
konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak arttig1, bu artisin 6zellikle LRG30 kiiltiiriinde
daha fazla oldugu belirtilmistir. CAT aktivitesi ile askorbik asit ve total glutatyon
igeriklerinde ise her iki metal uygulamasinda da konsantrasyonlar arttik¢a belirgin bir
azalis meydana geldigi vurgulanmistir. Bu azalisin ICPL87 kiiltiiriinde daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir.

Baccouch ve ark. (2001), Zea mays L. (Misir) bitkisinin koklerinde 5 giin boyunca
uygulanan 250 uM nikelin meydana getirdigi oksidatif zarar1 arastirmistir. Bunun igin
antioksidatif savunma sistemi enzimlerinden SOD, CAT, APX, GPX (guaiakol
peroksidaz), GR (glutatyon rediiktaz), DHAR (dehidroaskorbat rediiktaz), MDHAR

(monodihidroaskorbat peroksidaz) aktivitelerindeki degisimler ortaya konmustur. Ayrica
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kok biiylimesi ve lipid peroksidasyonu iizerinde nikelin etkileri de belirlenmistir.
Arastirma sonuglarina gore, misir bitkisinin koklerinde uygulama siiresine bagli olarak
Ni igeriginin arttig1 belirtilmistir. Kuru agirlikta 48 saatten sonra 6nemli bir azalis oldugu
vurgulanmistir. Arastirmacilar metal uygulandiktan 6 saat sonra membran lipid
peroksidasyonunun arttigini, SOD ve GPX aktivitelerinin Ni uygulamasindan
etkilenmedigini belirtmistir. Ancak CAT aktivitesinin, metal uygulamasindan 24 saat
sonra artmaya basladigi gosterilmistir. Bununla birlikte, GR ve DHAR aktivitesi sabit
kalirken APX ve MDHAR aktivitesinin uygulama siiresindeki artisa paralel olarak arttig1
belirtilmistir.

Dixit ve ark. (2001) ise, kontrollii kosullarda su kiiltiiriinde yetistirilen Pisum sativum L.
cv. Azad. (Bezelye) bitkisine 7 giin boyunca 4 ve 40 uM Cd uygulamistir. Uygulama
sonucu bitkilerin kok ve yaprak kisimlarindaki Cd birikimi, biyokiitledeki degisimi,
MDA ve H20: icerigiyle antioksidan savunma sistemine ait enzimlerdeki (SOD, CAT,
APX, GSH, GR) degisimler belirlenmistir. Arastirma sonucunda, 4 uM Cd
konsantrasyonunun biiylimede Onemli bir degisiklik yaratmadigi fakat 40 uM Cd
konsantrasyonunun belirgin bir azaliga neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica tiim Cd
konsantrasyonlarinda her iki bitki kisminda da Cd birikiminin meydana geldigi ve
koklerdeki Cd birikiminin daha fazla oldugu ifade edilmistir. Kok ve yapraklardaki MDA
ve H20: igeriginin, artan Cd konsantrasyonlariyla birlikte arttigi vurgulanmistir.
Yapraklarda belirlenen SOD aktivitesinin uygulamanin ilk giinlerinde arttigi, sonraki
giinlerde ise azaldigr belirtilmistir. Koklerde ise sadece uygulamanin 7. giiniinde SOD
aktivitesinde Onemli bir artis oldugu vurgulanmistir. CAT aktivitesinin artan Cd
konsantrasyonlarina bagli olarak azaldigi ve bu azalisin kok kisimlarinda daha ytiksek
oldugu ifade edilmistir. Bununla birlikte 4 uM Cd konsantrasyonunun hem kék hem de
yaprak kisimlarinda belirlenen APX aktivitesini arttirdigi, 40 pM Cd konsantrasyonunun
ise azalttigr belirtilmistir. APX aktivitesine ait bu degerlerim koklerde daha yiiksek
oldugu vurgulanmustir.

Pisum sativum L. (Bezelye) bitkisi ile yapilan baska bir ¢calismada Kevresan ve ark.
(2001) tarafindan ayn1 kosullarda yetistirilmis bitkilere 12-16 giin boyunca 107, 10° ve
10 mol dm™ konsantrasyonlarinda Mo, Ni, Cd, Pb uygulamas1 yapilmistir. Buna gére

bitkinin azot ve protein metabolizmasinin belirlenmesi amaciyla hem kok hem de toprak
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iistii kisimlarinda kuru agirlik, nitrat ve agir metal igerikleri, NR aktivitesi, RuBPCO ve
protein icerigi analiz edilmistir. Arastirma sonuglarinda Mo’in kuru agirlikta % 35-50
oraninda azalis meydana getirdigi belirtilmis olup Mo’in biliylimede en kuvvetli
inhibisyona neden oldugu, bunu Cd ve Pb nin takip ettigi ifade edilmistir. Uygulanan
metaller igerisinde bitkinin biiyiimesi lizerinde en az olumsuz etkiye sahip olan metalin
Ni oldugu vurgulanmistir. Hatta diisiik konsantrasyonlarda Ni’ in bitki iizerinde uyarici
etkisinin oldugu belirtilmistir. Tiim metal uygulamalarinda bitki kisimlarindaki metal
iceriginin arttig1, 6zellikle koklerde metal birikiminin daha fazla oldugu vurgulanmastir.
Bununla birlikte tiim metal uygulamalarinda toprak {istli kisimlarindaki nitrat igeriginin
azaldigi, kok kisimlarinda ise Pb uygulamasinin nitrat igerigini arttirdigi, Cd ve Mo’in
nitrat icerigini degistirmedigi ve Ni’in ise nitrat igerigini azalttig1 bildirilmistir. Ni, Cd ve
Pb uygulamalarinin tiim konsantrasyonlarda NR aktivitesini 6nemli derecede azalttig
belirtilmistir. Ancak Mo varliginda NR aktivitesinin arttig1 sonucuna vartlmigtir. GS
aktivitesinde ise uygulanan bu dort metalinde enzimi inhibe edici etkiye sahip olduklar
belirtilmistir. GS aktivitesi lizerinde azalisa neden olan metal uygulamalarinin siralamasi
sOyledir; Cd>Pb>Ni>Mo. Protein igerigindeki azalista da benzer bir siralama elde edildigi

vurgulanmistir.

Sucul bir bitki olan Fontinalis antipyretica L. ex Hedw. (So6giit yosunu) bitkisinde ise 5-
10 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda Cd, Pb ve Zn uygulamas1 yapilmis olup,
yosunun protein ve amino asit biyosentezi iizerindeki etkileri arastirilmistir (Sutter ve ark.
2002). Calismada protein ve amino asit icerigi N izotopu ile belirlenmistir. Buna gore
25, 50, 100 ve 400 uM konsantrasyonlarinda Cd, 100 ve 500 uM konsantrasyonlarinda
Pb ve Zn uygulandigi belirtilmistir. Arastirma sonuglarinda Cd, Pb ve Zn
konsantrasyonlarindaki artig ile birlikte amino asit ve protein iceriginin azaldig ifade
edilmistir. Fakat en fazla azalisin Cd uygulamasinda elde edildigi, bunu sirayla Pb ve

Zn’nun takip ettigi vurgulanmistir.

Boominathan ve Doran (2002)’in ¢alismasinda, Cd hiperakiimiilatorii olan Thlaspi
caerulescens J.Presl & C. Presl.’de bitkinin 20 ppm Cd’ a olan tolerans1 ve antioksidatif
savunma sistemi incelenmistir. Calismada ayrica, Cd hiperakiimiilatorii olmayan
Nicotiana tabacum L. (Tiitlin) bitkisiyle arasindaki farklar kiyaslanmistir. Buna gore, her

iki bitkide de 30 giin boyunca meydana gelen metal birikimi, biyokiitle, H2O2, MDA ve
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glutatyon icerigi, SOD, CAT, APX gibi baz1 6nemli antioksidatif enzimlerdeki degisimler
tespit edilmistir. Arastirma sonuglarinda Cd uygulamasinin 7. caerulescens’de
biyokiitleyi arttirdigi, N. tabacum’da ise biyokiitleyi azalttigi belirtilmistir. T.
caerulescens’nin koklerinde Cd birikiminin ilk 15 giinliik siirede daha fazla oldugu, daha
sonraki uygulama siiresinde birikimin sabit kaldig1 ifade edilmistir. Her iki bitki tiirlinde
de Cd uygulamasinin SOD aktivitesini azalttigi gosterilmistir. CAT aktivitesinin T.
caerulescens’de Cd uygulamasindan 3-5 gilin sonra artmaya basladig1 belirtilirken, N.
tabacum’da 3-5 giinden sonra azalmaya basladig1 belirtilmistir. T. caerulescens’ de Cd
uygulamalarinin APX aktivitesini arttirdig1 belirtilmistir. Ayrica her iki bitki tiirtinde de
MDA igeriginin Cd uygulamasi ile birlikte uygulama siiresindeki artisa paralel olarak

arttig1 gosterilmistir.

Shu ve ark. (2002) ise Paspalum distichum L. (Yalandarisi) ve Cynodon dactylon L. Pers
(Kopekdisi ayrigi) populasyonlar lizerinde 14 giin boyunca Pb (5, 10, 20 ve 40 mg/L),
Zn (2,5, 5, 10, 20 ve 30 mg/L) ve Cu (0,25, 0,50, 1 ve 2 mg/L)’n etkilerini incelemistir.
Maden yataklarindan ve kirlenmemis alanlardan alinan bitki 6rneklerine laboratuvar
kosullarinda farkli konsantrasyonlarda Pb, Zn ve Cu uygulandiktan sonra, bitkilerdeki
metal icerigi ve kok biiyiimesindeki degisimler belirlenmistir. Arastirma sonuglarina gore
tim metal uygulamalarinin her iki bitki tiirlinde de kok biiylimesini azaltti1
vurgulanmigtir. Paspalum distichum’un Pb ve Zn ye toleransinin daha yiiksek oldugu, C.

dactylonun ise Cu toleransli oldugu vurgulanmigtir.

Landberg ve Greger (2002) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Salix viminalis L. (Sepetgi
sogiidii) bitkisinin duyarl ve direngli klonlarina 20 giin boyunca 7 pmol/L Cd, 3 pmol/L
Cu ve 70 pmol/L Zn uygulamasi yapilmistir. Buna bagli olarak bitkide meydana gelen
oksidatif stres ve buna ait mekanizmalarin belirlenmesi amaciyla antioksidatif enzim
aktiviteleri (SOD, CAT, APX, GPX), lipid peroksidasyonu, glutatyon (GSH) ve salisilik
asit icerigi belirlenmistir. Arastirma sonuglarinda direngli ve duyarli klonlar arasinda
onemli farklar oldugu vurgulanmistir. Ayrica hem direcli hem de duyarli klonlarda
belirlenen antioksidatif savunma sistemine ait enzimlerin aktivitesinin en c¢ok Cu
uygulamasinda arttig1 gosterilmistir. Bununla birlikte her iki klonda da Cd ve Cu
iceriginin dallara gore kok kisimlarinda daha fazla oldugu gosterilmistir. Zn iceriginin ise

duyarh tiirlerde dallarda daha fazla oldugu, direncli tiirlerde ise kdk ve toprak iistii
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kisimlarinda yaklagik olarak birbirine yakin degerlerde oldugu belirtilmistir. Metal
uygulamalar: sonucu lipid peroksidasyonunun her iki klonda da arttigi1 fakat bu artigin

duyarl klonlarda ve Cu uygulamasinda daha yiiksek oldugu ifade edilmistir.

Tripathi ve Gaur (2004) tarafindan yapilan ¢alismada da bir yesil alg olan Scenedesmus
sp.” de 5, 10, 25, 50 ve 100 uM Zn uygulamasina bagl olarak meydana gelen oksidatif
stres diizeyi, prolin miktar1 ve lipid peroksidasyon diizeyi belirlenmistir. Arastirma
sonuglarinda, prolin igeriginin arttigi ve lipid peroksidasyonunun meydana geldigi ve
buna bagli olarak Zn uygulamalarinin Scenedesmus sp.’de oksidatif strese neden oldugu
ifade edilmistir. Oksidatif stresin, artan Zn konsantrasyonlarina bagli olarak arttigi
vurgulanmigtir. Zn konsantrasyonlarina bagli olarak artan lipid peroksidasyonu ile

birlikte membran gegirgenliginin azaldig1 tespit edilmistir.

Rai ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise Ocimum tenuiflorum L. (Feslegen)
bitkisinde Cr uygulamalarina bagl olarak fotosentetik pigment icerigi, biyokiitledeki
degisim, lipid peroksidasyonu, antioksidatif enzimlerin (SOD, CAT, APX, GPX)
yanitlar1 ve bitkinin azot metabolizmasina ait NR aktivitesi, nitrat ve protein i¢erigi ortaya
konmustur. Calismada 72 saat boyunca 10, 20, 50 ve 100 uM Cr uygulamalar1 yapilmis
olup bu konsantrasyonlarin biyokiitle, fotosentetik pigment ve protein i¢erigini dnemli
oranda azalttig1 belirtilmistir. Ayn1 zamanda Cr konsantrasyonlarindaki artisa bagl olarak
NR aktivitesinin azaldigi, nitrat igeriginin ise arttifi ortaya konmugstur. Lipid
peroksidasyonu ve antioksidatif enzimlerden CAT ve GPX aktivitesinin artan Cr
konsantrasyonlariyla birlikte arttigi, APX aktvitesinin ise azaldig1 vurgulanmistir. SOD
aktivitesinde 20 uM Cr uygulamasina kadar artis meydana geldigi, sonrasinda ise azaldigi
belirtilmistir. Buna bagli olarak 50 ve 100 uM Cr konsantrasyonlarinin Ocimum

tenuiflorum igin toksik oldugu ifade edilmistir.

Demirevska-Kepova ve ark. (2004)’nin Hordeum vulgare L. cv. ‘Obzor’ (Arpa) bitkisi
ile yaptig1 calismada ise 5 glin boyunca 1,5, 15, 150 ve 1500 uM konsantrasyonlarinda
Cu ve 18,3, 183, 1830 ve 18,300 uM Mn uygulamasinin, kuru agirlikta, fotosentez
stirecinde ve azot asimilasyonuna katilan GS, GOGAT enzimlerinde, protein igeriginde
ve antioksidatif savunma sistemine ait SOD, CAT, APX ve GPX enzimlerinde meydana
getirdigi degisiklikler belirlenmistir. Arastirma sonuglarinda yapraklardaki Cu ve Mn

birikiminin, artan metal konsantrasyonlarin bagh olarak attig1 ve kuru agirlikta herhangi
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bir azalig meydana gelmedigi belirtilmistir. Klorofil ve total protein i¢eriginin ise azaldig1
ifade edilmistir. SOD aktivitesinin 15 uM Cu konsantrasyonunda arttig1, 150 ve 1500
uM’da ise azaldig gosterilmisti. CAT ve APX aktivitesinin ise 15 pM Cu
konsantrasyonunda azaldigi, diger konsantrasyonlarda ise arttigi belirtilmistir. Mn
uygulamasinda ise 183 uM konsantrasyonunun SOD aktivitesinde herhangi bir
degisiklige neden olmadigi, diger konsantrasyonlarin ise SOD aktivitesini azalttig
vurgulanmistir. APX aktivitesinin artan Mn konsantrasyonlariyla ters orantili olarak

azaldigi, CAT aktivitesinin ise arttig1 ifade edilmistir.

Wang ve ark. (2004)’nin ¢aligmasinda ise yabani bir bitki tiirii olan Commelina communis
L. (Asya giingicegi) bitkisinin Cu hiperakiimiilatorii olan ve olmayan bireyleri
incelenmistir. Bu bireylere 8 giin boyunca 1, 10, 100, 1000 ve 10000 pM
konsantrasyonlarinda Cu uygulamistir. Ardindan Cu birikimi, MDA igerigi, ¢oziilebilir
protein igerigi ve antioksidatif enzimler (SOD, APX, GPX) belirlenmis ve bireyler
arasindaki farklar kiyaslanmigtir. Arastirma sonuglarina goére Cu birikiminin
hiperakiimiilator bireylerde daha yiiksek oldugu, bu birikimin 6. giinden sonra ve 100
uM’dan daha yiiksek konsantrasyonlardaki Cu uygulamalarinda kendini gosterdigi ifade
edilmistir. Bireylerin kisa siireli metale maruz kaldiginda MDA igeriginin arttigi,
uygulamanin 8.gliniinde ise konsantrasyonlardaki artisa ters orantili olarak azaldig tespit
edilmistir. Ayrica, MDA igerigindeki artisin bireyler arasinda fark yaratmadigi
belirtilmistir. Protein igeriginin her iki bireyde de konsantrasyonlardaki ve uygulama
stiresindeki artisa paralel olarak arttii, bu artisin hiperakiimiilatér olmayan bireylerde
daha fazla olugu vurgulanmistir. SOD aktivitesinin her iki bireyde de uygulamanin 4.
giiniine kadar konsantrasyondaki artis ile paralel olarak arttig1, uygulamanin 4.giiniinden
sonra ise azaldig1 belirtilmistir. APX ve GPX aktivitelerinin ise hiperakiimiilator olmayan
bireylerde daha yiiksek oldugu ve konsantrasyonlar arttikca azaldigi vurgulanmistir.
Hiperakiimiilator bireylerde ise konsantrasyonlarin arttirilmasinin APX aktivitesinde
degisiklige neden olmadigi, GPX aktivitesinde ise sadece en yilksek Cu

konsantrasyonunda artis oldugu belirtilmistir.

Broadhurst ve ark. (2004) ise bir Ni hiperakiimiilatorii olan Alyssum murale L.
(Kuduzotu) bitkisinin iki farkli kiilttiriine (Kotodesh ve AJ9) 5, 10, 20, 40 ve 80 mmol/kg

konsantrasyonlarinda Ni uygulamistir. Uygulama sonucunda bitkinin biiylime
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parametrelerindeki degisimi, morfolojik gézlemlerle de destekleyerek sunmustur. Buna
gore uygulanan Ni konsantrasyonlarinin 20 mmol/kg konsantrasyonuna kadar herhangi
bir toksik etki olusmadigi, 40 mmol/kg konsantrasyonunda ise yapraklarda %20 oraninda
klorozis ve bir takim morfolojik degisiklikler gozlendigi ifade edilmistir. 80 mmol/kg Ni
konsantrasyonun ise biyokiitleyi ilk basta % 60-70 oraninda azalttigi, klorozis
olusturdugu, sonrasinda ise bitkinin areal kisimlarinin Gliimiine neden oldugu

belirtilmistir.

Chaffei ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada da Lycopersicon esculentum L.
(Domates) bitkisinde 7 giin boyunca Cd uygulamasinin (0-50 uM) kuru ve yas agrilik,
total klorofil icerigi lizerinde ve azot metabolizmasina ait enzimler (NR, NiR ve GS) ile
amino asit i¢eriginde meydana getirdigi degisimler incelenmistir. Arastirma sonuglarina
gore, hem kok hem de yaprak kisimlarinda kuru ve yas agirligin azaldigi, bu azalisin
yaprak kisimlarinda daha fazla oldugu ifade edilmistir. Bununla birlikte yaprak ylizeyinin
de % 40 oraninda azaldig1 belirtilmistir. Ayrica uygulanan Cd konsantrasyonlarinin total
klorofil icerigini azalttig1 gosterilmistir. Bununla birlikte fotosentetik aktivite ve solunum
oraninda da azalig oldugu ifade edilmistir. Artan Cd konsantrasyonlarina bagli olarak hem
kok hem de yapraklarda nitrat iceriginin azaldig1 ve nitrat iceriginin koklerde daha fazla
oldugu belirtilmistir. Amonyum ve total amino asit i¢eriginin artan Cd konsantrasyonlari
ile birlikte yaprak ve koklerde arttig1 ortaya konmustur. Total protein iceriginin, her iki
bitki kisminda da azaldig1 ve bu azalisin yapraklarda daha fazla oldugu ifade edilmistir.
NR aktivitesinin artan Cd konsantrasyonlariyla birlikte azaldigi, bu azalisin dallarda %35,
koklerde ise %23 e kadar diistiigii belirtilmistir. NiR aktivitesinde de NR’ ye benzer bir
egilim oldugu, fakat NR den farkli olarak dallarda NiR aktivitesindeki azalisin daha fazla
oldugu belirtilmistir. GS aktivitesinde de Cd konsantrasyonlarindaki artis ile birlikte bir

azalis oldugu tespit edilmistir. Bu azalisin dallarda daha fazla oldugu gosterilmistir.

Zea mays L. (Misir) bitkisine kiikiirt (S) varliginda 5 giin boyunca 100 uM Cd uygulamasi
gerceklestiren Astolfi ve ark. (2004), bitkinin azot metabolizmasi iizerindeki etkilerini
ortaya koymustur. 12 giin boyunca biiyiitme ortamina kiikiirt takviyesi yapildiktan sonra
bitkinin taze ve kuru agirligi, klorofil ve ATP igerigi, GS, GDH ve NR aktivitesindeki
degisimler belirlenmistir. Kiikiirt eksikliginde biiyiitiilmiis ve Cd uygulanmis 6rneklerde
taze agirlikta maksimum diizeyde bir azalis meydana geldigi gosterilmistir. Kuru agirlikta

ise Cd uygulanmis orneklerde S varligina baglh olmaksizin benzer diizeyde bir azalis
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oldugu belirtilmistir. Sadece yeterli S varliginda yetistirilen 6rneklerin kuru ve taze
agirliginda meydana gelen azalisin minimum diizeyde oldugu vurgulanmistir. Klorofil
igeriginin tiim uygulamalarda 5 giin sonunda azaldigi, fakat en diistik klorofil igeriginin
Cd uygulanmis ve S eksikliginde biiyiitiilmiis 6rneklerde elde edildigi belirtilmistir. ATP
iceriginin de 5 giin sonunda tiim uygulamalarda azaldigi, fakat en diisiik ATP igeriginin
Cd uygulanmis ve yeterli S varliginda biiyiitiilmiis 6rneklerde elde edildigi gosterilmistir.
NR aktivitesinin S ekliginde biiyiitiilmiis 6rneklerde uygulama siiresine bagli olarak
azaldigi, Cd uygulamalarin da bu azalisin daha da arttig1 belirtilmistir. En diisiik NR
aktivitesinin, S varliginda Cd uygulanmis 6rneklerde elde edildigi vurgulanmistir. GS
aktivitesinde ise S eksikliginde yetistirilen 6rneklerde 5 giin sonunda artis oldugu ve GS

aktivitesinde Cd uygulamasinin énemli bir etkisinin goriilmedigi belirtilmistir.

Hordeum wvulgare L. cv. minorimugi (Arpa) bitkisinde 1, 10 ve 100 uM Ni
konsantrasyonlarinin etkisini belirlemeyi amaglayan Rahman ve ark. (2005) tarafindan
bitkinin biiytime parametreleri (kok ve dal kuru agirligy) ile klorofil indeksi ve Mn, Cu,
Zn, Fe gibi mikrobesin element igeriginde meydana gelen degisiklikler belirlenmistir.
Arastirma sonuglarinda, 100 uM Ni konsantrasyonunda bitki biiyiimesinde toksik
semptomlar gelistigi, genc yapraklarda klorozis, yasl yapraklarda ise nekroz olustugu
ifade edilmistir. Bununla birlikte ayn1 Ni konsantrasyonunun kuru agirlikta azaliga neden
oldugu, bu azalisin koklerde daha fazla oldugu belirtilmistir. Diger Ni
konsantrasyonlarinda herhangi bir toksik etki gézlenmedigi ifade edilmis olup 10 uM’da
bitkinin hem kok hem de dallarinda kuru agirhigin arttigi vurgulanmistir. Klorofil
indeksinde de sadece 100 uM Ni konsantrasyonunun azaliga neden oldugu belirtilmistir.
Mikro besin elementlerinden Mn ve Zn’nin Ni konsantrasyonlarindaki artis ile birlikte
hem kok hem de dallarda azaldigi, Cu ve Fe igeriginin ise Ni konsantrasyonlarindaki artis

ile birlikte koklerde arttig1, dallarda ise azaldig1 belirtilmistir.

Phaseolus vulgaris L. (Fasulye) bitkisi ile yapilan bir ¢calismada 72 saat boyunca 2 uM
Cd uygulamasinin bitkinin kok ve yaprak kisimlarinda meydana getirdigi oksidatif stres
ve buna kars1 bitkinin gelistirdigi antioksidatif mekanizmalar belirlenmistir (Smeets ve
ark. 2005). Arastirma sonuglarinda, 2 uM Cd uygulamasinin 24 saat sonra bitkinin
antioksidatif savunma mekanizmasini aktif hale getirdigi vurgulanmistir. Ayrica biiytime
parametrelerinin ilk 48 saatten sonra azalmaya bagladigi belirtilmistir. Bitki dokusundaki

Cd birikiminin zamana bagl olarak arttig1 ve 6zellikle primer yapraklarda gozlendigi
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ifade edilmistir. MDA igerigiyle belirlenen lipid peroksidasyonunun da ilk 48 saatten
sonra arttig1 ifade edilmistir. Klorofil a, b ve karotenoid igeriginde ise 6nemli bir farklilik
gozlenmedigi vurgulanmistir. Antioksidan enzimlerden syringaldezin peroksidaz
(SPOD) ve guaiakol peroksidaz (GPOD)’1n 24-48 saat arasinda zamana bagli olarak
arttigi gosterilmistir. Askorbat peroksidaz aktivitesinde (APX) ise uygulamadan 24
saatten sonra artis gdzlendigi belirtilmistir. Bununla birlikte total askorbat igerigindeki
artisin 24 saatten sonra basladig ifade edilmistir. Fasulye bitkisinin primer yapraklarinda
Cd uygulamasimin glutatyon birikimine neden oldugu ve uygulamadan 48 saat sonra

maksimum diizeye ulastig1 belirtilmistir.

Bir yosun tiirii olan Polytrichum commune (L.) ex Hedw. bitkisinde ise Panda ve
Choudhury (2005) tarafindan 24 ve 48 saat olmak tizere iki farkli uygulama siiresinde 1,
10 ve 100 mM konsantrasyonalrinda Cr, Cu ve Zn uygulanmistir. Buna baglh olarak
bitkide meydana gelen oksidatif stres, agirmetal birikimi ve NR aktivitesi belirlenmistir.
24 ve 48 saat boyunca uygulanan her ii¢ metalin de konsantrasyonlardaki artisa paralel
olarak NR aktivitesinde azalisa neden oldugu gosterilmistir. Fakat NR aktivitesindeki en
fazla inhibisyonun Cu uygulamalarinda elde edildigi belirtilmistir. Ayrica {i¢ metalin de
total klorofil icerigini azalttig1, yine en biiylik azalisin Cu uygulamasinda elde edildigi
ifade edilmistir. Her iki uygulama siiresinde de en fazla biriken metalin Cu oldugu
vurgulanmistir. Her tic metal uygulamasinda da metal konsantrasyonundaki artiga paralel
olarak MDA igeriginin arttigt ve en fazla artisin Cu uygulamasinda elde edildigi
belirtilmistir. Antioksidatif savunma sistemine ait enzimlerden CAT ve SOD
aktivitesinde konsantrasyonlardaki artiga paralel olarak tiim metal uygulamalarinda artig
belirlendigi gosterilmistir. 24 saat sonunda belirlenen en yiiksek CAT ve SOD
aktivitelerinin Cr uygulamasinda elde edildigi ifade edilmistir. 48 saat sonrasinda ise
SOD ve CAT aktivitelerindeki en yiiksek degerlerin Cu uygulamasma ait oldugu
belirtilmistir.

Shanker ve ark. (2005)’nin derleme ¢alismasinda Cr’un dogada Cr (I11) ve Cr (IV) olmak
tizere iki farkli formda bulundugu ve bunlardan Cr (IV)’ in bitkiler i¢in en toksik Cr
formu oldugu belirtilmistir. Bitkiler tarafindan Cr’un aliniminda sipesifik bir taginim
sistemine gerek olmadigi, bitki besin elementlerinin alimim yollar1 {izerinden Cr’un
hiicreye alindig1 ifade edilmistir. Bitkinin biiyiime ve gelisim basamaklarinda yer alan

stireglerde ciddi negatif etkilerinin bulundugu vurgulanmistir. Ayn1 zamanda oksidatif
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stres olusumuna neden olan reaktif oksijen radikallerinin birikimine neden olarak ¢esitli
enzim ve metabolitlere yapisal olarak zarar verdigi belirtilmistir. Ayrica Cr’un toksik
etkilerine tolerans gosteren bitki tiirleri ve bu tiirlerin bitkilerle iyilestirme yontemindeki

oneminden bahsedilmistir.

Yruela (2005) ise yaptigi derleme ¢alismasinda Cu’in bitkiler {izerindeki etkilerini ortaya
koymustur. Bakir, bitki besin elementlerinden biri oldugu i¢in diisiik konsantrasyonlarda
iliskili oldugu siireg¢lerde akasakliklara neden olacagi ifade edilmistir. Yiiksek
konsantrasyonlarda Cu’in bitkilerdeki antioksidatif savunma sisteminde degisiklige
neden oldugu belirtilmistir. Cu’in SOD gibi antioksidatif sistemde énemli rol oynayan
enzimlerin kofaktorii olmasi (Cu/Zn SOD) nedeniyle yapisal 6neme sahip oldugu
vurgulanmigtir. Ayn1 zamanda bazi bitkilerin Cu’a karsi tolerans gostererek toksik

etkilerini bertaraf etmede sahip oldugu mekanizmalarin oldugundan bahsedilmistir.

Devi ve Prasad (2005), kontrollii sartlarda yetistirdikleri 8 giinliik Brassica juncea L.
(Hardal) bitkisine 50, 100, 150 ve 200 uM Cu uygulamis, ardindan 48 saat boyunca
meydana gelen oksidatif zarar1 kok ve yaprak kisimlarinda ayri ayri belirlemistir.
Calismada Cu birikimi ile lipid peroksidasyonu, GSH igerigi ve antioksidan enzimlerin
(SOD, CAT, APX) aktivitelerindeki degisimler ortaya konmustur. Buna gore, 50-150 uM
arasindaki Cu konsantrasyonlarinda koklerde kontrole gore 4 kat fazla Cu birikiminin
oldugu, 200 uM’ lik Cu uygulamasinda ise digerlerinden farkli olarak yaklasik 5 kat bir
artis ile Cu birikiminin en yiiksek degere ulastifi tespit edilmistir. Yapraklardaki Cu
birikiminin ise artan Cu konsantrasyonlariyla paralel olarak arttig1 ifade edilmistir. Lipid
peroksidasyonunun da hem kdk hem de yapraklarda wuygulanan Cu
konsantrasyonlarindaki artis ile paralel olarak arttig1 belirtilmistir. Antioksidatif
enzimlerin (SOD, CAT, APX) aktivitelerinde ise konsantrasyonlardaki artisa paralel

olarak artis oldugu vurgulanmaistir.

Cardosa ve ark. (2005)’nin yaptiklar1 ¢alismada ise Crotalaria juncea L. (Hint keneviri)
bitkisinde 0,05 mmol/L ve 0,5 mmol/L Ni konsantrasyonlarinin 7 giin boyunca meydana
getirdigi degisiklikler incelenmistir. Buna gore kok ve dallardaki Ni birikimi, MDA
icerigi ve CAT ile GR aktiviteleri belirlenmistir. Arastirma sonuglarinda kok ve
dallardaki Ni birikiminin konsantrasyonlardaki artisa paralel olarak arttigi, fakat

koklerdeki Ni birikiminin dallara gore daha ytliksek oldugu tespit edilmistir. CAT ve GR

31



aktivitelerinin ise dallarda belirgin diizeyde arttig1, koklerde ise azaldig1 ifade edilmistir.
MDA igerigi ile belirlenen lipid peroksidasyonunun da uygulama siiresine bagli olarak

kok ve dal kisimlarinda arttigi gosterilmistir.

Ghanati ve Ishka (2006), Camellia sinensis L. x assamica x sinensis (Cay) bitkisine 24
saat boyunca 40 uM Ni uygulamasi yapmis ve antioksidan enzim aktivitelerini, lignin,
MDA ve metal igerigini belirlemistir. Elde edilen sonuglarda, 40 puM Ni
konsantrasyonunun koklerde nikel birikimini arttirdigi gosterilmistir. Ayrica SOD
aktivitesinin CAT ve APX aktivitesinde oldugu gibi uygulanan Ni konsantrasyonuna
bagli olarak arttig1 belirtilmistir. Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA
iceriginde de 40 uM Ni uygulamasiyla 6nemli bir artis oldugu vurgulanmistir. Ayrica
koklerde lignin igeriginin azaldigi tespit edilmis olup bu durum nikelin ¢ay bitkisinde
yarattig1 hiicresel hasar ile iliskilendirilmistir. Buna gére Camellia sinensis L. X assamica
x sinensis’ in Ni gibi diger bitkiler i¢in toksik olabilecek elementlere karsi toleransl

oldugunu ifade edilmistir.

Sucul bir bitki olan Salvinia natans L.’da Cd’un toksik etkilerini arastiran Mohan ve
Hosetti (2006), 5 farkli konsantrasyonun ( 0,5, 1, 5 ve 10 uM dm™) Cd birikimi, protein
icerigi, karbohidrat, prolin ve klorofil igerigi ile antioksidatif enzimlerin aktivitesinde
(CAT, SOD, POD) meydana getirdigi degisiklikleri belirlemistir. Arastirma sonuglarinda
Cd konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak Cd birkiminin ve prolin igeriginin arttigi,
protein, klorofil ve karbohidrat iceriginin azaldigi belirtilmistir. Ayrica, antioksidatif
enzimlerden POD ve SOD aktivitesinin Cd konsantrasyonlarindaki artis ile birlikte

arttigl, CAT aktivitesinin ise azaldig1 gosterilmistir.

Baska bir ¢alismada ise bir akvaryum bitkisi olan Bacopa monnieri L. bitkisinde 1, 5, 10,
25, 50 ve 100 uM Cd konsantrasyonlarinin kok, dal ve yaprak biyokiitlesi, fotosentetik
pigmentleri, protein diizeyi, lipid peroksidasyonu, Cd birikimi, antioksidan enzimleri
tizerindeki etkileri incelenmistir (Mishra ve ark. 2006). Arastirma sonuglarinda, tiim bitki
kisimlarinda Cd konsantrasyonu arttikca dokulardaki Cd birikiminin de arttii, kok
kisimlarinda bu artisin daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda biyokiitlede 10
uM Cd konsantrasyonuna kadar giderek artan degerlerin, 25 uM Cd uygulamasiyla
birlikte azalmaya basladig1 belirtilmistir. Tiim konsantrasyonlarda Cd uygulamalarinin

hem kok hem de yaprak kisimlarinda iyon sizintisin1 ve MDA igerigini arttirdigi, klorofil
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icerigini ise azalttig1 gosterilmistir. Ayrica 25 uM Cd uygulamasma kadar protein
iceriginde artis oldugu, daha yliksek konsantrasyonlarda ve uygulama siiresi arttik¢a
protein igeriginin de azladigi vurgulanmistir. CAT aktivitesi disinda diger antioksidan
enzimlerde (SOD, APX, GR) diisiik konsantrasyonlarda Cd uygulamalarinin uyarici
etkisinin oldugu, yiiksek Cd konsantrasyonlarinin ise enzim aktivitesini azalttig1 tespit
edilmistir. CAT aktivitesinde ise tiim bitki kisimlarinda ve konsantrasyonlarda uygulama
siiresi boyunca bir azalis meydana geldigi belirtilmistir. Ayrica artan Cd
konsantrasyonlariyla orantili olarak yapraklarda fitoselat igeriginin arttigi, koklerde ise
10 uM Cd konsantrasyonuna kadar arttig1, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise azaldigi

tespit edilmistir.

Pal ve ark. (2006)’nin yaptigi derleme ¢alismasinda ise Zea mays L. (Misir) bitkisinin
yiiksek Cd konsantrasyonlari ile baga ¢ikmada gelistirdigi mekanizmalara yer verilmistir.
Bu Cd ile basa ¢ikma mekanizmalar1 arasinda fitoselat olusumunun 6nemli bir rol
oynadig1 belirtilmistir. Fitoselat olusumu bitkinin verdigi ilk yanit olup bunun erken uyari
sistemi olarak degerlendirilebilecegi vurgulanmistir. Stres proteinleri, antioksidatif

enzimler, salisilik asit gibi diger eylemlerin ikincil yanit olugturdugu savunulmustur.

Liu ve ark. (2006)’ nin Zea mays L. (Misir) bitkisi ile yaptig1 ¢calismada, 10, 10°, 10
M Cd konsantrasyonlarinin ve bazi besin elementlerinin (Mn, Fe, Cu) alinim1 ve birikimi
arastirilmistir. Aragtirma sonuglarinda artan Cd konsantrasyonlariyla orantili olarak tiim
kiltiirlerde Cd birikiminin arttigini belirtmistir. Temel olarak kdklerde biriken Cd’un ¢ok
az bir kisminin dallara aktarildigi vurgulanmistir. Ayrica Mn alinimimin artan Cd
konsantrasyonlariyla azaldigi, 6zellikle de koklerde bu durumun daha belirgin oldugu
ifade edilmistir. Fe iyonlarmin genellikle bitkinin koklerinde biriktigi ve cok az bir
kismimin toprak {istii kisimlarma aktarildigt ve Cd’un Fe aliniminmi engelledigi
vurgulanmistir. Ayrica tiim kiiltiirlerde % 80’den daha fazla Cu’un koklerde biriktigi ve
dallardaki Cu igeriginin uygulanan Cd konsantrasyonlarindan etkilenmedigi

belirtilmistir.

Chatterjee ve ark. (2006)’nin Raphanus sativus L. (Turp) bitkisi ile yaptigi ¢alismada ise
24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda Cu uygulamasi yapilmis olup bitkinin
biyokiitlesindeki ve klorofil igerigindeki degisim ile antioksidatif savunma sistemine ait

enzimlerin (CAT ve POX) aktivitesindeki degisiklikler ortaya konmustur. Ayn1 zamanda
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bitki kisimlarindaki (yaprak ve kok) Cu birikimi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarda
Cu uygulamasinin klorofil igerigi ve fotosentez oraninda azalisa neden oldugu ve bu
durumun Cu ve Fe’in bitkilerdeki metabolik siireclerde birbirleriyle iligkili oldugu
gosterilmistir. En fazla Cu birikimi bitkinin kok kisimlarinda tespit edilmistir. Ayrica Cu

uygulamasina bagl olarak antioksidatif enzimlerde artis gézlendigi belirtilmistir.

Cu stresine maruz birakilan bitkilerde azot metabolizmasinin negatif yonde etkilendigine
dair yapilan ¢alismalarda literatiirde yer almaktadir. Orn; Xiong ve ark. (2006)’nin
Brassica pekinensis Rupr. (Cin lahanasi) bitkisi ile yaptiklar1 ¢alismada 0,3 ve 10,3
umol/L Cu konsantrasyonlarinin azot metabolizmasi ve bitki biiyiimesi iizerindeki
fitotoksik etkilerini incelemistir. Buna gore biyokiitle, klorofil, nitrat ve Cu igerigi ile NR
aktivitesinde ve serbest amino asit igerigindeki degisimleri belirlemislerdir. Elde edilen
sonuglarda Cu uygulamasiyla kok ve dallardaki biyokiitlenin belirgin bir sekilde azaldig:
ifade edilmistir. Kok ve yapraklarin nitrat igeriginin ise Cu uygulamasindan
etkilenmedigi belirtilmistir. Nitrat rediiktaz (NR) aktivitesinin Cu uygulamalariyla hem
kok hem de yapraklarda azaldigi vurgulanmistir. Ayrica yapraklardaki NR aktivitesinin
koklere gore daha yiiksek oldugu ifade edilmistir. Cu uygulamalarinin yapraklardaki
serbest amino asit igerigini arttirdigi belirtilmistir. Ayrica Cu uygulamalarinin

yapraklardaki klorofil igerigi icerigini azalttig1 ifade edilmistir.

Li ve ark. (2007), Elsholtzia haichowensis S. bitkisinin bakira toleransli ve toleransh
olmayan poptilasyonlarinda 50 uM Cu konsantrasyonunun azot metabolizmasi iizerindeki
etkilerini aragtirmistir. Calismada, NR ve GS aktiviteleri ile nitrat, amonyum ve amino
asit igerigi belirlenmistir. Aragtirma sonuglarinda bakira toleransl popiilasyonda hem kdk
hem de yapraklarda belirlenen NR aktivitesinde anlamli bir degisiklik olmadigi, GS
aktivitesinin ise her iki bitki kisminda (kok ve yaprak) da azaldig: belirtilmistir. Bununla
birlikte nitrat iceriginde onemli bir degisiklik olmadig1 fakat amonyum ve amino asit
iceriginin arttig1 ifade edilmistir. Bakira toleransli olmayan popiildsyonda ise NR ve GS
aktivitesinin, nitrat, amonyum ve a.asit icerigindeki azalis ile orantili olarak azaldigi
vurgulanmistir. Bununla birlikte her 1iki popiilasyonda da uygulanan Cu
konsantrasyonunun hem kok hem de yaprak kisimlarindaki Cu igerigini arttirdigi

belirtilmistir.
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Boojar ve Goodarzi (2007), bakir madeni yakinlarinda yetisen {i¢ bitki tiirtinde (Datura
stramonium, Malva sylvestris, Chenopodium ambrosioides) bakira tolerans stratejilerini
ve antioksidatif savunma sistemini arastirmistir. Bakir madenine yakinligi bakimindan 3
farkli lokasyon belirlenmis olup belirlenen bu alanlardan bitki tiirleri toplanarak
biyokiitle, klorofil igerigi, antioksidatif savunma sistemi enzimlerinin (SOD, CAT ve
GPX) aktivitesi analiz edilmistir. Buna gore Malva sylvestris ile Chenopodium
ambrosioides bitkilerinde Cu birikiminin koklerde, Datura stramonium bitkisinde ise
yapraklarda daha fazla oldugu tespit edilmistir. Klorofil igeriginin ve biyokiitlenin Malva
sylvestris ile Chenopodium ambrosioides bitkilerinde daha yiiksek oldugu belirtilmistir.
Her ti¢ bitkide de antioksidatif savunma sistemine ait enzimlerin (SOD, CAT ve GPX)
tiimii ve MDA igerigi bakir madenine en yakin alandan toplanan 6rneklerde en yiiksek

degerlerde oldugu gosterilmistir.

Ke ve ark. (2007)’nin ¢alismasinda ise bakir madeni ¢evresi ve kirlenmemis alanlardan
Rumex japonicus Houtt. (Kuzukulagi) tiiriine ait iki popiilasyonundan 6rnekler alinmis ve
laboratuvar kosullarinda hidrofonik ortamda 14 giin boyunca 25 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda Cu uygulamasina tabi tutulmustur. Ardindan her iki popiilasyona
ait bireylerde Cu uygulamalarinin mineral elementlerin alinimi (Ca, Fe, Mg), Cu birikimi
ve biliylime {izerindeki etkileri belirlenmistir. Buna gore kirlenmemis alandaki
popiilasyonun kontrollii kosullarda yapilan Cu uygulamalarindan olumsuz etkilendigi ve
bu alandan toplanan bireylerde biyokiitlenin % 17 oraninda azaldig: tespit edilmistir.
Kirlenmis alandaki popiilasyona ait bireylerde ise biyokiitledeki azalis sadece % 4’tiir.
Ayrica kok ve dallardaki Cu igeriginin kirlenmemis alandan alinan 6rneklerde daha
yiiksek oldugu ve Cu konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak Cu birikiminin de

arttig1 gosterilmistir.

Lemna minor L. (Su mercimegi) ile yapilan bir ¢calismada Razinger ve ark. (2007)
tarafindan kisa donemli (24 saat boyunca) Cu stresi (0, 25, 0,5, 1, 2, 5 ve 10 uM Cu)
uygulanmistir. Buna gore oOrneklerdeki total glutatyon icerigi (GSH, GSSG) ile
antioksidatif enzimlerdeki (POD, CAT) degisimler belirlenmistir. Arastirma sonuglarinda
total glutatyon igeriginin degismedigi fakat yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) igeriginin
azaldigi belirtilmistir. POD, GR ve CAT aktivitelerinin 2 pM’dan diistik

konsantrasyonlarda arttigi, >2 uM konsantrasyonlarda ise sabit kaldig1r gosterilmistir.
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Ayrica L. minor’da Cu birikiminin gerceklestidigi, fakat hiperakiimiilator tiir

denilebilecek diizeyde olmadigi (>1000 pg/g) belirtilmistir.

Remon ve ark. (2007) ise Plantago arenaria Waldst. & Kit. (Sinirotu) bitkisinin Cd, Cu,
Ni ve Zn’ ye olan toleransini, ayni bolgedeki iki oncii bitki (Coniza sumatrensis ve
Verbascum densiflorum) ile kiyaslayarak degerlendirmistir Plantago arenaria’ da en
fazla toksik etkinin Zn uygulamasinda elde edildigi ve en ¢ok da Cd’a toleransli oldugu
belirtilmistir. Her bir metal uygulamasi (Cd, Cu, Ni ve Zn) i¢in metal birikiminin
Plantago arenaria’ nin kok kisimlarinda daha fazla oldugu gosterilmistir. Cd toleransi
bakimindan bu tiirtin Coniza sumatrensis ve Verbascum densiflorum’a gére 2-4 kat daha

fazla dayanikli oldugu belirtilmistir.

Vigna radiata (L. Wilczek) (Mas fasiilyesi)’nin tolerant ve duyarli varyeteleri tizerinde
yapilan ¢aligmada ise (Wahid ve ark. 2007) Cd’un fizyolojik ve enzimatik zararlari ortaya
konmustur. Buna gore 12 mg/kg Cd uygulanmis 6rneklerde biiyiime, klorofil, karbon,
nitrat ve bitki su icerigi, gaz degisimi, NR aktivitesi belirlenmistir. Arastirma
sonuclarinda, hassas varyetelerde dallardaki kuru agirligin ve su iceriginin azaldig: ifade
edilmistir. Bununla birlikte yapraklarda kloroz olusumunun hassas varyetelerde daha
fazla olmasina ragmen tolerant varyetelerde de belirgin bir sekilde gozlendigi
vurgulanmustir. Her iki varyetede de NR aktivitesinin Cd uygulamasi ile azaldigi, fakat
bu azalisin hassas variyete de daha fazla oldugu ortaya konmustur. Bununla birlikte nitrat

birikiminin duyarli varyetelerde daha fazla oldugu belirtilmistir.

Semane ve ark. (2007) tarafindan da Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Farekulag teresi)
bitkisine 1 hafta boyunca 1 ve 10 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanmis, buna bagl
olarak glutatyon mekanizmasinda ve antioksidatif savunma sistemine ait bazi enzimlerde
(SOD, CAT) meydana gelen degisimler incelenmistir. Buna gore Cd birikiminin
konsantrasyonlardaki artisa paralel olarak arttigi, glutatyon igeriginin ise azaldigi ve
glutatyon sentezinden sorumlu genlerin ifadesinin ise arttig1 belirtilmistir. Bu durum bitki
blinyesine alinan Cd’un fitoselat olusturularak etkisiz hale getirildigi yoniinde
aciklanmigtir. Ayrica SOD ve CAT aktivitelerinde Cd uygulamalarinin belirgin bir artisa
neden oldugu, buna gore en yiikksek SOD aktivitesinin 10 uM Cd uygulamasinda, en
yiiksek CAT aktivitesinin ise 1 puM Cd konsantrasyonunda elde edildigi gosterilmistir.
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Nada ve ark. (2007) nin yaptig1 calismada Prunus dulcis L. (Badem) bitkisine ait fidelerin
25, 50, 100 ve 150 uM Cd konsantrasyonlarina verdigi yanitlar degerlendirilmistir. Buna
gore yaprak ve kok kuru agirliginin Cd konsantrasyonlarindaki artis ile birlikte azaldigi
belirtilmistir. Ayrica yapraklarda klorofil i¢eriginin azaldigi, karbohidrat iceriginin ise
arttig1 ifade edilmistir. Ozellikle de klorofil b igeriginin 25 uM Cd konsantrasyonunda
bile yar1 yartya azaldig: belirtilmistir. Ayrica konsantrasyonlardaki artisa paralel olarak
kok ve dal kisimlarinda Cd birikiminin arttig1 ve kok kisimlarinda bu artisin daha fazla
oldugu gosterilmistir. MDA igeriginin de hem kok hem de yaprak kisimlarinda arttigi,
fakat yapraklardaki artisin daha fazla oldugu belirtilmistir. Ca, Mg, K ve Fe gibi bitki
besin elementlerinin iceriginde Cd konsantrasyonlarindaki artigsa bagli olarak yapraklarda
belirgin bir azalis meydana geldigi, koklerde ise sadece 100 ve 150 pM Cd
konsantrasyonlarinda K ve Mg’un azaldigi, diger konsantrasyonlarda ise degismedigi

ifade edilmistir.

Yiiksek konsantrasyonlarda Zn’nun bitkilerde meydana getirdigi degisiklikler Broadley
ve ark. (2007)’nmn derleme c¢alismasinda agiklanmistir. Cinkonun topraktan Zn*? iyon
halinde ya da organik ligandlar ile kompleks olusturmus sekilde alindig1 ifade edilmistir.
Toprakta yiiksek konsantrasyonlarda Zn bulundugunda mikro besin elementlerinden Mn,
Mg ve P ile rekabet ederek alinimini engelledigi belirtilmistir. Zn’ nun bitki biinyesindeki
pek cok proteinin yapisinda yer aldigi, yiiksek konsantrasyonlarda bitkilerde Fe
eksikligine neden oldugu belirtilmistir. Ayrica Fe eksikligine bagl olarak bitkide klorozis
olustugu, klorofil sentezinin ve kloroplastlarin zarar gordiigii, buna bagli olarak bitki
bliylimesinin azaldigi vurgulanmistir. Ayn1 zamanda yiiksek konsantrasyonlarda Zn’nun
askorbat-glutatyon dongiisii tizerinden reaktif oksijen tiirlerini olusturarak oksidatif strese

neden oldugu belirtilmistir (Prasad ve ark. 1999).

Morina ve ark. (2008) tarafindan kirlenmis alanlarda dominant bir tiir olan Verbascum
thapsus L. (Adi sigirkuyrugu) bitkisinde yapilan bir ¢alismada 10 giin boyunca 1, 5 ve 10
mM konsantrasyonlarinda Zn uygulanmistir. Buna gore bitkideki Zn birikimi,
antioksidatif savunma sistemi enzimlerinden POD igerigi ve total fenolik bilesiklerin
igerigi Dbelirlenmistir. Arastirma sonuglarinda kirlenmis alanlarda dominant olan
Verbascum thapsus’un yapraklarinda Zn konsantrasyonlarindaki ve wuygulama

siiresindeki artisa paralel olarak Zn birikiminin ve total fenolik bilesik iceriginin arttig
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ifade edilmistir. POD aktivitesinde ise 6zellikle kok kisimlarinda uygulama siiresi ve Zn

konsantrasyonlarina bagli olarak azalis meydana geldigi ifade edilmistir.

Karuppanapandian ve Manoharan (2008) tarafindan Vigna mungo L. Hepper (Siyah
mercimek) bitkisine 5 giin boyunca Cr(IIl) ve Cr(VI) formlarinda 50, 75 ve 100 uM Cr
uygulamasi yapilmistir. Buna bagli olarak biyokiitlede, antioksidatif savunma sistemi
enzimlerinden SOD, CAT ve APX aktiviteleri ve MDA igeriginde meydana gelen
degisimler tespit edilmistir. Arastirma sonuclarinda Cr formuna bagli olmaksizin Cr
konsantrasyonlar1 arttikca biyokiitlenin azaldig1 ifade edilmistir. Ayn1 zamanda lipid
peroksidasyonunun da artan Cr konsantrasyonlariyla birlikte arttig1 fakat bu artisin Cr(VI)
formunda Cr uygulamasinda daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte SOD,
CAT ve APX aktivitesinde elde edilen sonuclarin uygulama siiresindeki artiga paralel
olarak artt1g1 ve kisa siireli Cr uygulamasinda SOD/CAT dongiisiiniin aktif rol oynadigi,
uzun siireli Cr uygulamasinda ise APX aktivitesinin daha yiiksek oldugu ortaya
konmustur. Ayn1 zamanda antioksidatif enzim aktivitelerindeki artisin Cr(VI) formunda

Cr uygulamasinda daha belirgin oldugu belirtilmistir.

Dazy ve ark. (2008) ise sucul bir bitki olan Fontinalis antipyretica Hedw. (S6giit yosunu)
bitkisinde 14 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda (6,25x1078, 6,25x107, 6,25x10°°,
6,25x10, 6,25x1073, 1,25x107?, 2,5x107, 5x102 M) ve farkli Cr formlarda (Cr(NO3)s3,
CrClz, KoCr207) Cr uygulamasi yapilmistir. Ardindan bitkinin antioksidatif yanitlart
(SOD, CAT ve APX) ve klorofil icerigindeki degisimler belirlenmistir. Arastirma
sonuglarmda klorofil igeriginin K2Cr,O7 formundaki Cr uygulamasinda 6,25x10° M Cr
uygulamasinda en yiliksek degere sahip oldugu ifade edilmistir. Yine ayn1 Cr formunda
ve 6,25x10° M Cr uygulamasindan itibaren azalis meydana geldigi ve diger
uygulamalarda bu degerin sabit kaldig1 belirtilmistir. Antioksidatif enzim aktivitesinde
ise uygulama siiresi arttik¢a tiim enzim aktivitelerinin azaldig1 gosterilmistir. Bu azalis,
enzimlerin yapisal olarak zarar gordiigii ifade edilerek agiklanmistir. Ayrica SOD ve CAT
aktivitesi arasinda bir korelasyon oldugu ve her {li¢ antioksidatif enzim aktivitesinde
(SOD, CAT ve APX) de Cr(NO3)3 formunda Cr uygulamasinda en yiiksek degerlerin elde
edildigi ifade edilmistir.

Bagka bir ¢alismada Liu ve ark. (2008) tarafindan tek yillik bir bitki olan Amaranthus
viridis L. (Yesil horozibigi) bitkisine farkli konsantrasyonlarda (10° M, 10° M, 10 M)
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Cr uygulamasi yapilmis ve bu uygulama sonucu bitkinin antioksidatif savunma sistemine
ait bazi enzim aktiviteleri (SOD, CAT, POD), lipid peroksidasyonu, bitki besin
elementlerinin alinim1 (Mn, Fe, Cu ve Zn), Cr birikimi ve fotosentez siireci lizerindeki
etkisi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore Cr konsantrasyonlarina bagl olarak Cr
birikiminin kok ve dallarda giderek arttig1 fakat kok kisimlarinda Cr birikiminin daha
yiiksek oldugu ifade edilmistir. Bununla birlikte Mn, Fe, Cu ve Zn gibi bitki besin
elementlerinde azalis meydana geldigi belirtilmistir. Artan MDA igerigine bagl olarak
lipid peroksidasyonunun arttig1 ve bitkide oksidatif stres meydana geldigi vurgulanmustir.
Buna bagli olarak antioksidatif savunma sisteminde yer alan enzimlerden SOD ve POD
aktivitesinde Cr konsantrasyonlarina bagli olarak artis gozlendigi belirtilmistir. CAT
aktivitesinde ise Cr konsantrasyonlarindaki artis negatif etki yaratmig olup enzim

aktivitesinin giderek azaldig1 gosterilmistir.

Gajewska ve Sklodowska (2008), Triticum aestivum L. (Bugday) bitkisine 6 giin boyunca
10, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda Ni uygulamasi gergeklestirmistir. Buna gore
bitkinin kok ve dallarinda Ni birikimi, su igerigi (RWC), prolin ve H20:
konsantrasyonlari ile antioksidatif savunma sistemine ait enzimlerde (SOD, CAT, APX,
POD ve GST) meydana gelen degisiklikler belirlenmistir. Arastirma sonuglarina gére; 10
uM Ni uygulamasi haricinde uygulanan diger tiim konsantrasyonlarda biiylimede bir
azalis oldugu gosterilmistir. Dallar ile karsilastirildiginda kok uzunlugunda meydana
gelen azaligin daha fazla oldugu belirtilmistir. Bu durumun bugday bitkisinin dokularinda
biriken Ni miktarindaki artis ile paralellik gosterdigi ifade edilmistir. Ayrica 10 pM Ni
uygulamasi haricinde uygulanan diger konsantrasyonlarda hem kok hem de dallarda
RWC’ nin azaldigi, prolin miktariin ise arttig1 belirtilmistir. Her iki bitki kisminda da
uygulanan Ni konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak H202 miktarinin arttigi ifade
edilmistir. Bununla birlikte CAT aktivitesinde dallarda % 30’a varan bir azalis meydana
geldigi, kok kisimlarinda ise aktivitede herhangi bir degisiklik gbézlenmedigi
belirtilmistir. SOD aktivitesinin ise bitkinin kok kisimlarinda azaldigi, dallarda ise
belirgin bir degisiklik meydana gelmedigi gosterilmistir. APX, POD ve GST
aktivitelerinin Ni uygulamalarindan sonra dallarda 7 kat arttig1, koklerde ise dnemli bir

degisiklik belirlenmedigi ifade edilmistir.
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Gratao ve ark. (2008), Nicotiana tabacum L. (Tiitlin) bitkisinin fizyolojik mekanizmalari
hakkinda bilgi edinmek amaciyla, 72 saat boyunca 0,1 ve 0,2 mM Cd, 0,075 ve 0,75 mM
Ni uygulayip protein ve metal igerigi, biiyiime, lipid peroksidasyonu ve enzimatik
antioksidatif sistem ile ilgili parametreleri analiz etmistir. Buna gore, Cd ve Ni’in benzer
yanitlar olusturarak bliyiimeyi inhibe ettigi, MDA diizeyini arttirdig1 ve oksidatif strese
neden oldugu gosterilmistir. Ayrica Cd ve Ni uygulamalarinin 24 saat boyunca CAT
aktivitesinde onemli bir degisiklik meydana getirmedigi, 48 saat sonrasinda ise her iki
metalin de benzer diizeyde CAT aktivitesini arttirdigi tespit edilmistir. Son 24 saatte ise
Cd uygulamasinin artan konsantrasyonlara paralel olarak CAT aktivitesinin arttirdigi, Ni
uygulamasinin ise azalttigi vurgulanmistir. Sonug olarak, tiitiin bitkisinin Cd ile basa

cikabilmede giiclii bir antioksidatif savunma sistemine sahip oldugu belirtilmistir.

Lycopersicon esculentum Mill. (Domates) bitkisi ile yapilan bir ¢alismada, 1, 10, 25 ve
50 uM Cd konsantrasyonlarina karst bitkinin kok ve dallarindan olusan antioksidatif
yanitlar belirlenmistir (Ammar ve ark. 2008). Buna gore dokulardaki Cd birikimi, lipid
peroksidasyonu, klorofil igerigi ve antioksidatif enzim (SOD, CAT, APX, GR)
aktiviteleri incelenmistir. Arastirma sonuglarinda domates bitkisinin koklerindeki Cd
birikiminin yapraklardan daha fazla oldugu, yapraklardaki klorofil i¢eriginin artan Cd
konsantrasyonlari ile azaldigi ve TBARS igerigiyle belirlenen lipid peroksidasyonunun
arttig1 ifade edilmistir. Antioksidatif enzimlerden GR, SOD, CAT ve APX aktivitelerinin,
artan Cd konsantrasyonlarina paralel olarak koklerde arttig1 belirtilmistir. Yapraklarda ise
sadece GR ve SOD aktivitelerinin Cd konsantrasyonlart ile iligkili olarak arttigi, diger

enzim aktivitelerinde ise belirgin bir degisiklik gézlenmedigi vurgulanmistir.

Solanum nigrum L. (Koépek tiziimii) bitkisi ile yapilan bir ¢alismada ise Wang ve ark.
(2008) tarafindan 6, 12, 24 ve 48 mg/kg konsantrasyonlarinda Cd uygulanmaistir. Buna
gore bitkinin tiim biiylime evrelerinde ve tiim bitki kisimlarinda (yaprak, dal ve kok)
bliylime, Cd birikimi, total N konsantrasyonlari, eriyebilir protein icerigi, nitrat ve
amonyum igerigi ile azot metabolizmasinda yer alan baz1 6nemli enzimlerin (NR, GS ve
GDH) aktivitesindeki degisimler belirlenmistir. Arastirma sonuglarinda artan Cd
konsantrasyonlarinin tiim bitki kisimlarinda (yaprak, kok ve dal) Cd birikimini arttirdigi,
fakat yaprak kisimlarinda Cd birikiminin en yiiksek diizeyde oldugu gosterilmistir. Fide

durumundaki 6rneklerin kok ve dallarinin kuru agirliginda sadece 24 ve 48 mg/kg Cd
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konsantrasyonlarinda azalis oldugu, olgunluk durumunda ise sadece en yiiksek Cd
konsantrasyonunda (48 mg/kg) azalis oldugu gosterilmistir. Eriyebilir protein igeriginde
fide ve ¢iceklenme doneminde 24 ve 48 mg/kg Cd konsantrasyonlarinda, olgun bireylerde
ise sadece en yiiksek Cd konsantrasyonunda azalis oldugu belirtilmistir. Nitrat iceriginin
artan Cd konsantrasyonlarindan etkilenerek azaldigi, amonyum iceriginin ise bitkinin tiim
bliyime evrelerinde arttigt  vurgulanmistir. NR  aktivitesinde artan Cd
konsantrasyonlarinin enzimin aktivitesini azalttig1 belirlenmistir. Buna gore fide ve
cigeklenme donemine ait drneklerde 24 ve 48 mg/kg Cd konsantrasyonlarinda, olgunluk
durumundaki 6rneklerde ise sadece en yliksek Cd konsantrasyonunda NR aktivitesinde
anlamli bir azalis oldugu gosterilmistir. GS aktivitesinde de NR’ye benzer bir egilim

goriildigi belirtilmistir.

Dinakar ve ark. (2009) tarafindan 10-25 giin boyunca 25, 50, 100 puM
konsantrasyonlarinda Cd’a maruz birakilan Arachis hypogaea L. (Yerfistig1) bitkisinin
kok ve dal kisimlarindaki prolin miktar1 ile antioksidan enzimlerden POD, CAT
aktiviteleri ve azot metabolizmasi enzimlerinden NR ve NiR aktivitelerindeki degisimler
incelenmistir. Ayrica bitkinin dal ve kok uzunlugundaki degisimler de belirlenmis olup,
artan Cd konsantrasyonlarina paralel olarak kok ve dal uzunlugunun azaldigi tespit
edilmistir. Benzer egilimin NR ve NiR aktivitelerinde de gozlendigi ve artan Cd
konsantrasyonlariyla birlikte aktivitelerinin azaldigi vurgulanmistir. Prolin igerigi ile
POD ve CAT aktivitelerinin 10. glinden itibaren artmaya basladig1 gdsterilmistir. Sonug
olarak belirlenen Cd konsantrasyonlarinin tiimiinde biiylimenin engellendigi ve Arachis

hypogaea L.’ in diisiik Cd konsantrasyonlarina bile hassas oldugu ifade edilmistir.

Hasan ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir derleme g¢alismasinda, Cd’un, koklerin
absorbsiyon alaninda yer alan bitki besin elementleri ile rekabet ettigi ve bu nedenle de
bitki biiyiimesinde sorun olusturdugu ifade edilmistir. Ozellikle nitrat gibi mineral
besinlerin alintminda ortamda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan Cd’un nitrat alinimini
onemli derecede etkiledigi vurgulanmistir. Cd birikiminin genelde bitki kok kisimlarinda
goriildiigli, Cd’un ¢ok az bir miktariin dallara tagindigi belirtilmistir. Bitkilerin Cd ile
basa ¢ikmada gelistirdigi mekanizmalar arasinda fitoselat olusumunun 6nemli bir yere
sahip oldugu vurgulanmistir. Bunun disinda bitkinin fotosentez ve azot metabolizmasi

gibi temel metabolik siireglerinde olumsuz etkilere neden oldugu ifade edilmistir.
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Antioksidatif enzimler iizerinde ise bitki tiirline gore degisen etkilerinin goriildigi, bu

etkinin bazen enzim aktivitesini uyarici bazen de engelleyici oldugu belirtilmistir.

Nedjimi ve Daoud (2009)’un Atriplex halimus subsp. schweinfurthii (Tuzgalis1) ile
yaptig1 calismada, biiylime, prolin igerigi ve besin elementlerinin aliniminda 50, 100, 200
ve 400 uM Cd konsantrasyonlarinin etkisi incelenmistir. Buna gore, 6zellikle de en
yiiksek Cd konsantrasyonunda bitkinin hem kok hem de dallarinin kuru ve yas agirliginda
onemli bir azalis go6zlendigi ifade edilmistir. Klorofil igeriginin de artan Cd
konsantrasyonlariyla paralel olarak azaldig1 tespit edilmistir. Prolin igeriginde dallarda 50
uM Cd’un 6nemli bir degisiklige neden olmadigi, diger konsantrasyonlarda ise
konsantrasyonlardaki artis ile birlikte prolin igeriginin de arttig1 ifade edilmistir. Koklerde
ise uygulanan tiim Cd konsantrasyonlarmin prolin igerigini orantili olarak arttirdigi
belirtilmistir. Ca ve K igeriginin ise Atriplex halimus subsp. schweinfurthii’un hem kok

hem de dallarinda artan Cd konsantrasyonlariyla birlikte azaldig1 gosterilmistir.

Chen ve ark. (2009)’na ait bir derleme ¢aligmasinda bitkiler i¢in gerekli Ni miktarinin
0,05-10 mg/kg kuru agirlik oldugu belirtilmistir. Nikelin kritik toksik diizeylerinin hassas
tiirler icin >10 mg/kg kuru agirlik, tolerant tiirler icin >50 mg/kg kuru agirlik ve nikel
hiperakiimiilator bitkiler icin >1000 mg/kg kuru agirlik oldugu vurgulanmistir. Ayrica
nikelin kokler ile alinnminda Cu ve Zn ile rekabet ettigi, ksilem iizerinden dal ve
yapraklara tasindig1 fakat bitkiler tarafindan absorbe edilen Ni’in % 50 sinden fazlasinin
koklerde bulundugu ifade edilmistir. Uriin kalitesi ve veriminin arttirilmasinda diisiik
dozlarda nikel bitkiler icin gerekli iken yiiksek Ni konsantrasyonlarinin bitkilerin
metabolik siire¢lerinde olumsuz etkilere neden oldugu, fotosentez, solunum, bitki-su
iliskisi gibi temel siireglerde Ozellikle de bitkinin azot metabolizmasinda sorun

olusturdugu ve oksidatif strese neden oldugu pek ¢ok calismada vurgulanmaktadir.

Gajewska ve ark. (2009)’nin Triticum aestivum L. (Bugday) ile yaptig1 ¢alismada 7 giin
boyunca 50 ve 100 uM Ni konsantrasyonlarinin kok kisimlarinin azot 6ziimlenmesinde
yer alan NR, NiR, GS ve GOGAT gibi 6nemli enzimlerin aktivitelerindeki degisimler
belirlenmistir. Ayrica taze agirlikta meydana gelen degisimler ve Ni icerigi de ortaya
konmustur. Arastirma sonuglarinda uygulamanin 1. giliniinde sadece 100 pM Ni
uygulamasinda, 4. ve 7. giinlerde ise uygulanan tiim Ni konsantrasyonlarinda taze

agirligin ve kok uzunlugunun azaldig: belirtilmistir. Ayrica tiim uygulama gilinlerinde Ni
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konsantrasyonu arttik¢ca Ni iceriginin de artti§i vurgulanmigtir. NR aktivitesinin sadece
100 uM Ni konsantrasyonunda tiim uygulama siirelerinde azaldig1 tespit edilmistir. GS

aktivitesinin ise uygulamanin 4. ve 7. glinlerinde azaldig1 tespit edilmistir.

Triticum aestivum L. (Bugday) bitkisi ile yapilan bir ¢alismada ise azot metabolizmasi
tizerinde 1, 4 ve 7 giin boyunca 50 ve 100 uM Ni konsantrasyonlarinin etkisi incelenmistir
(Gajewska ve Sklodowska 2009). Bugday bitkisinin dallarinda nitrat, amonyum,
glutamat, prolin ve Ni icerigi ile NR, NiR, GS, GOGAT, glutamat dehidrojenaz (GDH),
alanin aminotransferaz (AlaAT) ve aspartat aminotransferaz (AspAT) aktiviteleri
belirlenmistir. Buna gore, artan Ni konsantrasyonlarina paralel olarak dallardaki Ni
iceriginin de arttig1 belirtilmistir. Ayn1 zamanda dallarda nikel igeriginin artmasiyla
birlikte amonyum miktarinin da arttigi, nitrat igerigi ve taze agirligin ise azaldigi
gosterilmistir. Bununla birlikte dallardaki NR ve NiR aktivitesinin de 4. ve 7. giinlerde
artan nikel konsantrasyonlariyla birlikte azaldig tespit edilmistir. Glutamat iceriginin ise
artan nikel konsantrasyonlarina bagli olarak 1 ve 4. giinlerde azaldig1, 7. giinde ise 50 uM
Ni uygulamasinda en yiiksek degere ulastigi bildirilmistir. Bununla birlikte prolin
igeriginin de arttig1 ifade edilmistir. GS aktivitesinde 1. glinde herhangi bir degisiklik
gozlenmezken 4. ve 7. giinde kontrole gore uygulanan nikel konsantrasyonlarinin GS
aktivitesini azalttig1 bildirilmistir. Ayrica Fd-GOGAT aktivitesinin 1. ve 4. giinlerde artan
nikel konsantrasyonlarina bagl olarak azaldigi, 7. giinde ise 50 uM Ni uygulamasinda
artarken, 100 uM Ni’de yeniden azaldig1 tespit edilmistir. NADH-GOGAT aktivitesinin
ise tiim uygulama siirelerinde Ni konsantrasyonlarindaki artig ile paralel olarak arttig

ifade edilmistir.

Matricaria chamomilla L. (Papatya) bitkisinin farkli konsantrasyonlardaki (3, 60 ve 120
uM) Ni uygulamasina verdigi fizyolojik yanitlar1 inceleyen Kovacik ve ark. (2009a) ise,
bu caligmada biyokiitle, su igerigi, fotosentetik pigment, MDA, fenolik bilesikler, Ni
birikimi, prolin, protein ve lignin igerigindeki degisimleri belirlemistir. Arastirmacilar,
uygulanan en yiiksek Ni konsantrasyonunda bile Matricaria chamomilla’ nin su ve
pigment iceriginde, biiylimede ve MDA igeriginde herhangi bir degisiklik goriilmedigini
ifade etmistir. Ayrica yapraklarda belirlenen protein igeriginde de anlamli bir degisiklik
olmazken koklerde yiiksek Ni konsantrasyonlarinda % 48-70 arasinda bir artis gézlendigi

vurgulanmigtir. Bununla birlikte yapraklardaki prolin igeriginin artan Ni
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konsantrasyonlariyla paralel olarak arttigi, koklerde ise sadece en yliksek Ni
konsantrasyonunda bir artig oldugu vurgulanmistir. En yiiksek Ni konsantrasyonunun tiim
bitki kisimlarinda fenolik bilesiklerin birikimini uyardigr belirtilmistir. Kéklerde lignin
birikiminin, uygulanan Ni konsantrasyonlarindan etkilenmedigi ifade edilmistir. Ayrica,
Ni konsantrasyonlari arttikca hem kdk hem de yapraklarda Ni birikiminin de arttig1 ve bu

artisin koklerde daha fazla oldugu vurgulanmistir.

Nikelin antioksidatif savunma sistemi tiizerindeki etkisinin arastirildigi baska bir
calismada Oryza sativa L. (Piring) bitkisine 20 giin boyunca 200 ve 400 uM
konsantrasyonlarinda NiSOs uygulanmistir (Maheshwari ve Dubey 2009). Buna gore
nikelin alinimi ve tasinimu ile lipid peroksidasyonu ve antioksidatif enzimlerin (SOD,
CAT, APX) aktivitesindeki degisimler belirlenmistir. Arastirma sonuglarinda, uygulama
stiresine bagli olarak artan Ni konsantrasyonlarinin kok ve dal uzunlugunda ve her iki
bitki kisminin taze agirliklarinda azalisa neden oldugu ifade edilmistir. Ayrica kok ve
dallarda Ni birikiminin arttigt ve kok kisimlarinda bu birikimin daha fazla oldugu
belirtilmistir. Bununla birlikte lipid peroksidasyonunun Ni konsantrasyonlarindaki artig
ile paralel olarak arttig1, diisiik molekiiler agirlikli thiollerin seviyesinde ise bir azalis
meydana geldigi gosterilmistir. Ayrica askorbik asit (AsA) ve dehidroaskorbik asit
(DHA) diizeylerinin de arttig1 ve dallarda bu artisin daha fazla oldugu vurgulanmigtir.
Enzimatik antioksidanlardan SOD ve APX aktivitelerinde artan Ni konsantrasyonlari ile
birlikte bir artis oldugu ifade edilmistir. APX aktivitesinin 6zellikle koklerde daha ytiksek
oldugu vurgulanmistir. CAT aktivitesinin ise her iki bitki kisminda da degismedigi
belirtilmistir.

Zea mays L. (Maisir) bitkisi ile yapilan bir ¢aligmada ise Wang ve ark. (2009), 100 mg/kg
Ni’in yarattigi oksidatif stres ile fotosentez ve biiylime iizerindeki olumsuz etkiler
tizerinde piiskiirtme yoluyla salisilik asit (SA) uygulamasinin iyilestirici bir etkisi olup
olmadigini arastirmistir. Buna gore, Ni uygulanmig toprakta yetistirilen misir bitkilerinin
yarisina 1 mM SA uygulamasi yapilarak, +SA ve —SA olmak iizere iki seri hazirlandig1
ifade edilmistir. Buna gore, Ni stresinin misir bitkisinde biiyiimeyi énemli derecede
azalttig1 ifade edilmistir. SA uygulamasinin ise Ni stresi altindaki bitkilerin biiylimesinde
meydana gelen azalis1 engelledigi belirtilmistir. Ayrica Ni stresi ile fotosentetik pigment

igeriginde, net fotosentez oraninda 6nemli bir azalis gézlendigi, SA uygulamasinin ise bu
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parametrelerdeki diisiisii azalttigr vurgulanmistir. Bununla birlikte koklerde belirlenen
nikel igeriginin, dallardan daha fazla oldugu belirtilmistir. SA uygulamasinin Ni
lokalizasyonu ve kok ile dallar arasindaki dagilimi arasinda belirgin bir fark yaratmadigi
belirtilmistir. Ni uygulamasiyla kloroplastlara ait MDA diizeyinde onemli bir artis
olmasima ragmen SA’in MDA diizeyini azalttigi vurgulanmistir. Ayrica 100 mg/kg Ni
stresinin oksidatif strese neden oldugu, salisilik asit uygulamasinin ise ROS birikimini
tizerinde etkili olmadigi belirtilmistir. Bununla birlikte kloroplastlardaki SOD, APX ve
GR aktivitesinin Ni uygulamasiyla arttig1, SA nin ise bu artis1 azalttig ifade edilmistir.

Maleva ve ark. (2009) 5 giin boyunca farkli Ni konsantrasyonlarina (1, 10 ve 50 pM)
maruz biraktiklar1 sucul bir bitki tiirii olan Elodea canadensis Michx. bitkisinin
yapraklarinda Ni igerigi ile pigment ve protein igerigini, lipid peroksidasyonunu, gaz
degisim oranini, antioksidatif enzim aktivitelerini (SOD, CAT) ve tiyol igeren bilesiklerin
biyosentezinde nikel konsantrasyonlarinin etkisini belirlemistir. Buna gore artan Ni
konsantrasyonlari ile birlikte Ni birikiminin de arttig1 gosterilmistir. Ayrica en etkili Ni
almiminin 1 pM Ni konsantrasyonunda gerceklestigi gosterilmistir. Artan Ni icerigine
bagli olarak fotosentez oraninda bir diisiis oldugu bununla birlikte fotosentetik pigment
iceriginin de azaldig: ifade edilmistir. Bununla birlikte klorofil a’nin diger pigmentlere
gore Ni uygulamalarindan iki kat daha fazla etkilendigi vurgulanmistir. Net fotosentez ve
solunum oraninda ise sadece 50 uM Ni uygulamasinda 6nemli bir azalis oldugu
belirtilmistir. Ayrica Ni uygulamalartyla lipid peroksidasyonu ile SOD ve CAT
aktivitelerinin arttig1 ifade edilmistir. Ayrica glutatyon rediiktaz aktivitesinde ve tiyol

gruplarinin konsantrasyonunda artig belirlenmistir.

Santos ve ark. (2009)’nin bir ¢ali tiirii olan Cistus ladanifer L. ile yaptiklari ¢alismada
bakir madeni ¢evresinden ve kirlenmemis alanlardan alinan 6rneklerde As, Cu, Pb ve
Zn’ya tolerans diizeyleri ortaya konmustur. Buna gore bitkinin antioksidatif enzim
aktivitesi (SOD, POD ve CAT) ve besin elementlerinin igerigi (Organik C, total N, P, K,
Ca, Mg, K, Na) arastirilmistir. Ayrica bahar ve yaz aylarinda 6rnekleme yapildigi
belirtilmistir. Buna gore Pb, As ve Cu igeriginin bakir madeni ¢evresinden alinan
orneklerde daha yiiksek oldugu belirtilmistir. En yiiksek Pb igeriginin yaz ayinda
kirlenmemis alandan yapilan 6rneklerde, en diisiik Pb iceriginin ise bahar ayinda maden

cevresinden alinan 6rneklerde elde edildigi gosterilmistir. Zn iceriginin ise her iki alandan
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alinan 6rneklerde de ayni oldugu tespit edilmistir. As, Pb ve Cu igeriginin bakir madeni
cevresinde yiiksek olmasmin besin elementlerinin konsantrasyonunda bir degisiklik
yaratmadigl ifade edilmistir. Bununla birlikte en yiiksek CAT aktivitesinin maden
cevresinden alinan orneklerde elde edildigi, POD aktivitesinin ise baharda alinan tim
orneklerin yapraklarinda tespit edildigi belirtilmistir. SOD aktivitesinin ise her iki
mevsimde alinan tiim 6rneklerin yapraklarinda belirlendigi fakat en yliksek degerlerin

kirlenmemis alanlardan alinan 6rneklerde elde edildigi gosterilmistir.

Hénsch ve Mendel (2009)’nin derleme ¢alismasinda mikro besin elementlerinden biri
olan Cu’1n yarisindan fazlasinin kloroplastlarda bulundugu ve fotosentetik reaksiyonlarda
yer aldigi agiklanmistir. Bu nedenle Cu eksikliginde olusacak ilk degisikliklerin geng
yapraklarda gozlendigi vurgulanmistir. Ayrica bakirin metabolik siireclerde Fe ile iliskili
oldugu ifade edilmektedir. Orn: Fenton/Haber-Weiss reaksiyonlarinda ve Fotosistem I de

elektron taginiminda Cu ve Fe’in birlikte calistig1 belirtilmistir.

Kovacik ve ark. (2009), Silene vulgaris L. (Giviskanotu) ve Silene dioica L. Clairv.
(Pembe giviskanotu) bitkisinin Cu’a toleransini arastirmak amaciyla 7 giin boyunca 60
uM Cu uygulamasit yapmistir. Buna gore incelenen her iki tiirde de Cu uygulamasina
bagli olarak kok ve dallarda herhangi bir degisiklik olmadigi, ancak tiim 6rneklerin kok
ve dallarinda Cu birikiminin gerceklestigi belirtilmistir. Fenolik bilesik iceriginin tiim
popiilasyonlarda kontrole gore arttig1 fakat en yiiksek fenolik bilesik iceriginin S. dioica’
nin dallarinda elde edildigi belirtilmistir. Ayrica dallardaki H2O> igeriginin S. vulgaris’
de degisiklik gostermedigi, S. dioica’da ise azaldig1 ifade edilmistir. Koklerde ise H20>
igeriginin S. vulgaris’da degismedigi, diger tlirde ise arttig1 tespit edilmistir. Bunun ile
iligkili olarak siiperoksit igeriginin koklerde S. vulgaris’da degismedigi, S. dioica’ da ise
azaldig belirtilmistir. Dallara ait siiperoksit igeriginde ise higbir bireyde degisiklik
olmadigr vurgulanmistir. Coziilebilir protein iceriginin tiim popiilasyonlarda dal ve
koklerde azaldigi, MDA igeriginin ise her iki bitkinin koklerinde arttigi belirtilmistir.
Dallarda ise MDA igeriginin S. vulgaris’de azaldigi, S. dioica’da ise arttig1 ifade
edilmistir. Mineral besin elementlerinden ise sadece K’un Cu uygulamasi ile birlikte iki

tiirde de azaldig: tespit edilmistir.

Tiwari ve ark. (2009) tarafindan Pisum sativum L. (Bezelye) bitkisinde yapilan ¢alismada

0,05, 0,1, 0,2, 0,3 ve 0,4 mM Cr uygulamasi yapilmistir. Buna bagli olarak bitkinin
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biyokiitlesi, klorofil igerigi, su igerigi, protein ve seker icerigi ile antioksidatif savunma
sistemi enzimlerinden bazilarinin (CAT, POD) aktivitesinde meydana gelen degisimler
belirlenmistir. Arastirma sonuglarinda klorofil, su ve seker iceriginin % 60 oraninda
azaldig, protein icerigindeki azalisin ise % 80’1 gegtigi belirtilmistir. Bitki biyokiitlesinde
ise % 50°den daha fazla bir azalis oldugu tespit edilmistir. Antioksidatif savunma
sistemine ait enzimlerin aktivitesinde ise uygulanan Cr konsantrasyonlarindaki artisa

paralel olarak bir artig gézlenmistir.

Diwan ve ark. (2010) tarafindan 50, 100 ve 200 uM Cr uygulamalarinin Brassica juncea
(L.) Czern. (Hardalotu) ve Vigna radiata (L.) R.-Wilcz. (Mas fasulyesi) tiirlerinin biiyiime
performansi, bitki blinyesindeki Cr birikimi ve antioksidatif savunma sistemi enzimleri
(SOD, CAT ve APX) lizerindeki etkisi incelenmistir. Buna bagl olarak B. juncea’nin kok
ve dallarinda kontrole gore iki-iic kat daha fazla Cr birikiminin gerceklestigi ortaya
konmustur. V. radiata’nin ise meydana gelen toksik semptomlardan dolayr Cr’a daha
hassas oldugu ifade edilmistir. Uygulanan tiim Cr konsantrasyonlarinda her iki bitki
tiriinde de antioksidatif savunma sistemi enzimlerinin (SOD, CAT ve APX) arttig1

belirtilmistir.

Dominquez ve ark. (2010)’nin yabani bir ot tiirii olan Spartina densiflora L. ile yaptiklari
calismada, yaprak kisimlarinda 10, 100 ve 1000 uM Cd konsantrasyonlarinda meydana
gelen oksidatif stres ve bitkinin bu strese kars1 verdigi antioksidatif yanitlar belirlenmistir.
Buna gore, dogal habitatlarindan getirilen fidelere, laboratuvar ortaminda 28 giinliik bir
alisma donemi gegirdikten sonra Cd stresi uygulanarak Cd ve H»O; igerigi ile askorbik
asit (AA), dehidroaskorbik asit (DHA) igerigi, POD, SOD, APX ve CAT aktivitesindeki
degisimler belirlenmistir. Arastirma sonuglarinda dogal alanlarindan getirilen 6rneklerde
Cd birikiminin oldugu, fakat 28 giinliik alisma donemi sonunda bitki dokusunda biriken
Cd igeriginin azaldigr tespit edilmistir. Uygulama doneminde ise, Cd
konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak yapraklardaki Cd birikiminin arttig1
belirtilmistir. Ayrica klorofil i¢eriginin alisma doneminin sonunda arttig1, uygulamadan
sonra ise tekrar azaldig: ifade edilmistir. MDA igeriginde ise alisma periyodu boyunca
belirgin bir degisim goézlenmedidi, uygulama periyodunda ise 100 ve 1000 uM Cd
konsantrasyonlarinda arttig1 belirtilmistir. H2O> igeriginin alisma ve uygulama periyodu

boyunca giderek azaldig: tespit edilmistir. Ayrica dogal alandan toplanan orneklerde
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antioksidan enzim aktivitelerinin daha ytliksek oldugu, alisma periyodu boyunca bu enzim
aktivitelerinin azaldigi gosterilmistir. Uygulama periyodunda ise artan Cd

konsantrasyonlariyla birlikte bu enzim aktivitelerinin arttig1 belirtilmistir.

Zhao ve ark. (2010) hidrofonik ortamda yetistirdikleri Festuca arundinaceae L. ve
Lolium perenne L.nin koklerinde Cu stresi altinda (30, 60, 90 ve 120 mg/L
konsantrasyonlarinin) kok biiytimesi, lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzimlerinde
meydana gelen degisimleri tespit etmistir. Elde edilen sonuglarda, her iki bitki tiiriiniin de
uygulanan Cu konsantrasyonlarindan etkilendigi ve kok biiylimesi ile biyomasin azaldigi
belirtilmistir. Bununla birlikte, MDA igeriginin her iki bitki tiirlinde de artan Cu
konsantrasyonlarindaki artig ile birlikte arttigi ifade edilmistir. F. arundinaceae’nin
koklerinde SOD aktivitesinin artan Cu konsantrasyonlarina paralel olarak arttigi, L.
perenne’de ise 60 mg/L konsantrasyonuna kadar bir azalis meydana geldigi belirtilmistir.
90 ve 120 mg/L konsantrasyonlarinda ise SOD aktivitesinin tekrardan arttig1
vurgulanmigtir. POD aktivitesinde ise F. arundinaceae nin koklerinde 30 mg/L Cu
uygulamasinda artis oldugu ve konsantrasyonlardaki artis ile paralel olarak aktivitenin
azaldig1 gosterilmistir. L. perenne nin koklerinde belirlenen POD aktivitesinde ise
uygulanan Cu konsantrasyonlarinin herhangi bir degisiklik meydana getirmedigi

belirtilmistir.

Bagka bir caligmada 2 hafta boyunca 100 uM Cu konsantrasyonuna maruz birakilan
Carthamus tinctorius L. (Yalanci safran) bitkisinde antioksidan enzim aktivitelerindeki
(SOD, POD ve CAT) degisimler ile klorofil ve karotenoid igerigi, Cu birikimi ve lipid
peroksidasyonu belirlenmistir (Ahmed ve ark. 2010). Buna gore klorofil a, b ve total
klorofil igeriginde azalis oldugu, MDA igerigiyle belirlenen lipid peroksidasyonunun
koklerde belirgin diizeyde arttig1 gosterilmistir. Ayrica Cu birikiminin kok ve yapraklarda
gerceklestigi fakat koklerdeki birikimin daha fazla oldugu belirtilmistir. SOD, POD ve
CAT aktivitelerinin ise tiim bitki kisimlarinda arttig1 fakat bu artisin koklerde daha fazla

oldugu ifade edilmistir.

Lu ve ark. (2010) nin iki ¢6l bitkisi olan tek yillik Halogeton glomeratus (M. Bieb.) C.A.
Mey. ve ¢ok yillik Peganum harmala (Harmal) Vault. ile yaptiklar1 ¢caligmada 2 aylik
fidelere 10, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda Ni+Cu uygulamis ve agir metal
birikimini, antioksidatif enzim aktivitelerini (SOD, CAT, APX) ve MDA igerigini
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belirlemistir. Elde edilen sonuglarda, 10 ve 100 uM Ni+Cu konsantrasyonlarinin SOD
aktivitesini arttirdigi, 200 uM Ni+Cu 1n ise azalisa neden oldugu belirtilmistir. Ayrica H.
glomeratus bitkisinde SOD aktivitesinin daha yiiksek oldugu ifade edilmistir. CAT
aktivitesinin H. glomeratus bitkisinde sadece yiiksek konsantrasyonlarda arttigi, P.
harmala bitkisinde ise yiiksek konsantrasyonlarda azaldigi belirtilmistir. P. harmala nin
APX aktivitesinin 10 uM’ da en yiiksek degere ulastigi, H. glomeratus ’da ise 100 uM da
maximum diizeye ulastig1 vurgulanmistir. Ayrica H. glomeratus un biiytimesinde 200 uM
m hem kuru hem de taze agirlikta % 14-15 oraninda bir azalisa neden oldugu tespit
edilmistir. P. harmala’da ise tiim uygulamalarin biyokiitleyi azalttigi belirtilmistir.
Ayrica her iki bitki tiirinde de konsantrasyonlardaki artisa paralel olarak Ni ve Cu
birikiminin arttigi, bu artisgin H. glomeratus bitkisinde daha fazla oldugu ifade edilmistir.
Sonug olarak, tek yillik Halogeton glomeratus bitkisinin metal stresine karst Peganum

harmala’dan ¢ok daha giiclii oldugu vurgulanmistir.

Lamb ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Avustralya’ya ait dort yerli agag
tiiriinde Cd, Cu, Zn ve Pb’nin etkisi incelenmistir. Buna gore metaller arasinda toksik etki
diizeyine gore siralamanin Cd ~ Cu > Pb > Zn oldugu belirtilmistir. Buna gore Cd ve Cu
metal uygulamalariin bliyiime tiizerinde %350 oraninda azalisa neden oldugu
vurgulanmistir. Calismada incelenen tiirler arasinda Acacia cinsine ait tiirlerin incelenen
metallere kars1 daha toleransli oldugu, en hassas tiiriin ise Lactuca sativa oldugu ifade

edilmistir.

Kachout ve ark. (2010a)’nin ¢alismasinda Atriplex hortensis L. ve A. rosea L. tiirlerine
farkl1 konsantrasyonlarda (150, 400 ve 1000 uM/L) Pb, Cu, Ni, Zn ve Cd ayr ayri
uygulanmig, buna gore bitki tiirlerinin biiylimesi ve metal birikimi, taze agirlik ve boy
uzunlugu ile biyokonsantrasyon faktorii belirlenmistir. Arastirma sonuglarinda her iki
Atriplex tiriinde de metal birikiminin koklerde daha fazla oldugu ifade edilmistir.
Calismada uygulanan metal konsantrasyonlarina en direngli tliriin A. rosea oldugu ve
bitkinin tolerans durumunun da Cd > Pb > Cu > Zn > Ni seklinde oldugu belirtilmistir. A.
rosea nin dallarinda biriken Cd miktarimin diger tiire ve diger metallere gore daha yliksek
oldugu, taze agirlik ve boy uzunlugunda daha az bir diisiis oldugu ve biyokonsantrasyon

faktoriiniin Cd uygulamasinda daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
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Ayni arastirmacilar Atriplex hortensis L. ve A. Rosea L.’da Cu, Ni, Pb ve Zn’nin
antioksidatif savunma sistemi (SOD, CAT, APX) iizerindeki etkilerini de incelemistir
(Kachout ve ark. 2010b). Calismada kirlenmis alandan alinan 6rneklerin topraklarindaki
kirlilik diizeyleri belirlenmistir. Daha sonrada Ornekler 1 ay boyunca laboratuvar
kosullarinda farkli yiizdelerde kirlenmis (% 25, 50, 75 ve 100) topraklarda yetistirilmistir.
Buna gore A. hortensis’ in kok ve dal kuru agirligindaki azalisin 4. rosea’ya gore daha
fazla oldugu ve uygulanan kirlenmis toprak yilizdesi arttikga kuru agirligin da orantili
olarak azaldigi belirtilmistir. A. hortensis ve 4. rosea nin % 25 ve % 50 kirlilik diizeyine
sahip topraklarda yetistirilen orneklerinde CAT aktivitesinin arttigi, %75 ve % 100
kirlilik diizeyinde ise elde edilen degerlerin kontrol Ornekleri ile ayni oldugu
gosterilmistir. SOD aktivitesinde ise her iki tiirde de uygulama yapilmis 6rneklerde
kontrole gore SOD aktivitesinin azaldig: belirtilmistir. APX aktivitesinin ise SOD’un

aksine tiim uygulamalarda kontrole gore arttig1 ifade edilmistir.

Wang ve ark. (2010)’nin ¢alismasinda bir agag tiirii olan Paulownia fortunei L.’nin geng
fidelerine 20, 40, 80 ve 160 mg/L konsantrasyonlarinda Pb ve Zn; 10, 20, 40 ve 80 mg/L
konsantrasyonlarinda Cu ve 2,5, 5, 10 ve 20 mg/L konsantrasyonlarinda Cd’un verdigi
fizyolojik yanitlar ve antioksidatif enzim (SOD, POD, CAT, APX ve GPX) aktivitesinde
meydana getirdigi degisimler incelenmistir. Buna goére ROS iiretiminde Cd ve Pb
konsantrasyonlarinin bir artisa neden oldugu ve SOD, POD, CAT, APX ve GPX enzim
aktivitelerinin Cd ve Pb uygulamalarinda arttig1 belirtilmistir. Zn ve Cu uygulamalarinda
ise konsantrasyonlardaki artisin aksine antioksidatif enzim aktivitelerinde azalis meydana
gelmistir. Ayrica Cd, Zn, Cu ve Pb konsantrasyonlar arttik¢a pigment iceriginin azaldigi,
fakat Cu ve Zn uygulamalarinda bu azalisin daha fazla oldugu gosterilmistir. MDA
iceriginde Pb ve Cd konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak bir artis oldugu
belirtilmistir. Bununla birlikte uygulanan diger metallerin MDA igeriginde énemli bir

degisim yaratmadigi ifade edilmistir.

Gajewska ve Sklodowska (2010)’nin Triticum aestivum L. (Bugday) fideleri ile yaptig
calismada 7 giin boyunca 75 pM konsantrasyonunda Cd, Cu ve Ni uygulamasi yapilmis
ve biiyiime, metal birikimi, glutatyon igerigi, lipid peroksidasyonu ve membran zarari,
protein oksidasyonu, protecaz ve POD aktivitesinde meydana gelen degisimler

incelenmistir. Buna gore iic metalin de kok ve dal biiyiimesini azalttigi, fakat en biiyiik
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azalisin Cu uygulamasinda meydana geldigi belirtilmistir. Membranlardaki iyon kaybinin
kok kisimlarinda ii¢ metalde de benzer diizeyde arttigi, dallarda ise Cu uygulamasinda en
yiiksek degere ulastig1 gosterilmistir. Lipid peroksidasyonu iyon kaybina ait degerlere
benzerdir. Proteolitik aktivitede Cd ve Ni uygulamasinin 6nemli bir degisim yaratmadigi,
75 uM Cu’ 1n ise proteolitik aktiviteyi arttirdigi belirtilmistir. Cd ve Ni uygulamalariin
dallarda POD aktivitesini arttirdigi, koklerde ise POD aktivitesindeki artigin biiylikten
kiiciige Cu>Cd>Ni seklinde oldugu belirtilmistir.

Agir metale toleransli bitki tiirlerinin arastirilmasi, bu tiirlerin kirlenmis alanlarin
restorasyonunda kullamlma adina énemli bir yere sahiptir. Ornegin, Sharma ve ark.
(2010) Brassica juncea (L.) Czern. (Hardal) bitkisinin kiiltiirlerine (TM-4, TM-2, RH-30
ve T-59) 0,5, 1 ve 1,5 mM konsantrasyonlarinda Cd uygulamis, buna bagli olarak bitkinin
bliyime durumunu, antioksidatif enzimlerden SOD aktivitesi ve nitrat
asimilasyonununda yer alan NR ve NiR aktivitesindeki degisimi incelemistir. 0,5-1,5 mM
arasinda uygulanan Cd konsantrasyonlarinin ¢aligilan dort kiiltiirde de tohum ¢imlenmesi
ve fide biiylimesinde bir azalis meydana getirdigini géstermistir. Ayrica dort kiiltiirde de
Cd konsantrasyonundaki artisla birlikte NR aktivitesinin azaldigi, dokulardaki Cd ve
prolin birikimi ile SOD aktivitesinin arttig1 belirtilmistir. Fakat T-59 varyetesinin diger
kiiltiirlere gore biinyesinde daha fazla Cd biriktirdigi, peroksidaz aktivitesinin ve prolin
igeriginin artan Cd konsantrasyonlarina bagh olarak arttig1 ve Cd konsantrasyonu arttikca
NR aktivitesindeki diislisiin de azaldig1 ortaya konmustur. Buna gore T-59 varyetesinin
en toleransl variyete oldugu belirtilmistir. Bu nedenle T-59 varyetesinin bitkilerle geri
kazanimda (phytoremediation) kullanilabilecek en 1yi varyete oldugu sonucuna

varilmistir.

Khellaf ve Zerdaoui (2010), Lemna gibba L. (Su mercimegi) bitkisine 4 giin boyunca 0,1-
2 mg/L konsantrasyonlarinda Cu ve Ni uygulayarak bitkinin bu metallere olan tolerans
diizeyini ve metal birikimini belirlemeyi amacglamistir. Arastirma sonuglarinda Lemna
gibba'min 0,1-0,3 mg/L Cu ve 0,1-0,5 mg/L Ni konsantrasyonlarini tolere edebildigi,
fakat daha yiiksek konsantrasyonlarda biiyiimenin minimum % 50 azaldig: belirtilmistir.
Ayrica her iki metalin de bitki dokusunda biriktigi fakat en fazla birikimin Cu

uygulamasinda elde edildigi vurgulanmistir. Bu nedenle Cu ile kirlenmis sularda
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uygulanacak bitkilerle geri kazanim (phytoremediation) teknikleri i¢in Lemna gibba nin

uygun bir tiir olabilecegi ifade edilmistir.

Sun ve ark. (2010) bir yosun olan Hypnum plumaeforme Wilson’e Pb ve Ni’in farkli
konsantrasyonlarin1 kombine halde uygulamis olup antioksidatif yanitlarini incelemistir.
Buna gore, 0,01, 0,1, 1 ve 10 mM konsantrasyonlarinda Pb ve 0,001, 0,01, 0,1 ve 1 mM
konsantrasyonlarinda Ni’ in tek tek ve kombinasyonlarini igeren alt1 serilik (T1-T6) bir
uygulama yapilmistir. Elde edilen sonuglarin Pb ve Ni metallerinin kombine
uygulamalarinin doza bagli olarak H2O; birikimine neden oldugu, POD aktivitesinin
artmasina neden olurken APX aktivitesini azalttig1 ifade edilmistir. Ayrica Pb ve Ni’ in
kombine uygulamasinda askorbat (AsA) ve prolin igeriginin énemli derecede arttigi
belirtilmistir. Bununla birlikte Pb’nin tek basina uygulamasinda meydana gelen hiicre
zararinin  Ni  konsantrasyonlarinin neden oldugu =zarardan daha fazla oldugu

vurgulanmistir.

Bir sucul bitki olan Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb. te Cu’in neden oldugu
oksidatif stresi arastiran Xu ve ark. (2011), 0,05, 0,1, 0,2, 0,6, 0,8 ve 1 mM Cu
konsantrasyonlarinda MDA ve protein igerigi ile SOD, CAT, POD aktivitelerinde
meydana gelen degisimleri incelemistir. Arastirma sonuglarinda Cu birikiminin
konsantrasyonlardaki artis ile birlikte arttigi, SOD aktivitesinin ise >0,1 mM
konsantrasyonlarda arttig1 belirtilmistir. POD aktivitesinin tiim Cu konsantrasyonlarinda
azaldigi tespit edilmistir. CAT aktivitesinin 0,6 mM Cu konsantrasyonuna kadar
degismedigi, >0,6 mM konsantrasyonlarda ise azaldig1 gosterilmistir. MDA igeriginin ise

tim Cu konsantrasyonlarinda kontrole gore azaldig: belirtilmistir.

Delmail ve ark. (2011) ise sucul bir bitki olan Myriophyllum alterniflorum DC. da 100
pg/L Cu konsantrasyonunun bitkinin su igerigi, prolin, pigment ve MDA igerigindeki
etkisi ve bu konsantrasyondaki Cu birikimi arastirilmistir. Buna gore su igeriginin Cu
uygulanmis 6rneklerin geng ve yash yapraklarinda azaldigi, prolin igeriginin ise sadece
yasli yapraklarda arttigi belirtilmistir. Klorofil a ve b igeriginin geng¢ yapraklarda daha
belirgin diizeyde azaldigi hatta klorofil b igerigindeki azalisin daha fazla oldugu
gosterilmistir. MDA igeriginin sadece Cu stresine maruz birakilmis geng yapraklarda
arttig1 tespit edilmistir. Cu birikiminin ilk 24 saat boyunca arttig1, sonrasinda ise sabit

hale geldigi belirtilmistir.
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Medicago sativa L. (Yonca) bitkisi ile yapilmis bir ¢alismada 10, 30, 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda Cu stresine bagli olarak kdklerde meydana gelen oksidatif stres ve
antioksidatif yanitlar degerlendirilmistir (Wang ve ark. 2011). Buna gore uygulanan Cu
konsantrasyonlarinin koklerdeki MDA, glutatyon, protein igeriginde, ayrica membran
biitiinliigl ile antioksidatif enzim aktivitelerinde (SOD, POD, CAT ve APX) meydana
getirdigi degisimler belirlenmistir. Aragtirma sonuglarinda kok biiytimesinin azaldigi, Cu
igeriginin ise arttigr vurgulanmistir. Bununla birlikte MDA igeriginin 30-50 uM Cu
konsantrasyonlarinda yaklasik % 35 oraninda arttigi, fakat diger konsantrasyonlarda
onemli bir degisiklik olmadigi gosterilmistir. GSH igeriginin yine 30-50 pM Cu
konsantrasyonlarinda arttigi, 100 pM’da ise azaldigi belirtilmistir. SOD ve GR
aktivitesinin 50 ve100 uM Cu konsantrasyonlarinda azaldigi, POD aktivitesinin ise bu
konsantrasyonlarda arttig1 gosterilmistir. CAT aktivitesinin ise tiim konsantrasyonlarda

arttig1, APX aktivitesinin ise 30 pM Cu uygulamasinda arttig1 belirtilmistir.

Bir ¢al1 tiirli olan Atriplex halimus L. ile yapilan ¢alismada Brahim ve Mohamed (2011)
50, 500, 1000 ve 2000 puM Cu konsantrasyonlarinin klorofil ve protein igerigi ile
antioksidatif enzim aktivitelerinde (SOD, CAT, POX) meydana getirdigi degisiklikleri
belirlemistir. Buna gore klorofil a ve b igeriginin artan Cu konsantrasyonlarina paralel
olarak azaldig1 tespit edilmistir. Jel elektroforezi ile belirlenen antioksidatif enzim
aktivitelerinde ise SOD’ a ait 3 izoenzimden SOD1’in tim konsantrasyonlarda ayni
yogunlukta var oldugu, SOD2 izoenziminin 500 uM Cu konsantrasyonundan itibaren
goriiniir oldugu, SOD3 izoenziminin ise konsantrasyondaki artis ile azaldigi belirtilmistir.
CAT’a ait izoenzimlerden CAT1’in tiim uygulamalarda gozlendigi, CAT2 ve CAT3’ {in
ise kontrol 6rneklerinde olmayip 50 pM Cu uygulamasi ile birlikte goriildiigi ifade

edilmistir.

Lycopersicum esculentum Mill. (Domates) ve Cucumis sativus L. (Salatalik) bitkilerinde
Cu uygulamalarinin meydana getirdigi oksidatif zarar1 ve bitkilerin Cu stresine verdigi
antioksidatif yanitlar1 belirlemeyi amaglayan Iseri ve ark. (2011) ise bitkilere 7 giin
boyunca 0-500 ppm konsantrasyonlarinda Cu uygulamasi yapmistir. Arastirma
sonuglarinda Cu konsantrasyonlarindaki artiga paralel olarak her iki bitkinin de kdk
bliylimesinin azaldig1 ifade edilmistir. Bunun {izerine her iki bitki i¢in de etkili Cu

konsantrasyonlarinin (Domates i¢in 30 ppm, salatalik i¢in 5,5 ppm) belirlendigi ifade
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edilmistir. Ayrica her iki bitkide de MDA ve H20 iceriginin arttig1 gosterilmistir. Fakat
domates bitkisinde elde edilen bu degerlerin daha yiiksek oldugu ifade edilmistir.
Belirlenen Cu konsantrasyonlarin her iki bitki tiiriinde de CAT ve APX aktivitesini

arttirdig1 gosterilmistir. Bu artisin salatalik bitkisinde daha yiiksek oldugu belirtilmistir.

Rastgoo ve Alemzadeh (2011)’in ¢calismasinda farkli konsantrasyonlarda (50 uM ve 100
uM) Cd, Co, Pb ve Ag’iin Aeluropus littoralis (Gouan) Parl. (Sahilayrig1) bitkisinde
meydana getirdigi biyokimyasal yanitlar incelenmistir. Buna gore, klorofil igerigi, fenolik
bilesikler, prolin igerigi, eriyebilir protein ve enzimatik antioksidanlarin aktivitesindeki
(SOD, CAT, GPOx) degisimler tespit edilmistir. Arastirma sonuglarinda uygulanan dort
metalin de konsantrasyonlardaki artis ile paralel olarak klorofil icerigini azalttig1
belirtilmistir. Bununla birlikte tiim metallerin fenolik bilesik icerigini ve prolin miktarini
arttirdig, fakat en fazla artigin Cd ve Pb metallerinde elde edildigi ifade edilmistir. Protein
iceriginde ise Cd uygulamalarinin olumsuz bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Diger
metallerin ise protein igerigini arttirdigl vurgulanmistir. Antioksidatif enzimlerden biri
olan SOD aktivitesinin 50 uM Cd uygulamasinda arttig1, 100 uM Cd konsantrasyonunda
ise azaldig1 belirtilmistir. CAT aktivitesinin ise Cd konsantrasyonlarindaki artis ile paralel
olarak arttig1 ifade edilmistir. Co ve Pb metallerinin ise konsantrasyonlardaki artis ile
birlikte hem SOD hem de CAT aktivitesini arttirdig1 vurgulanmistir. Ag uygulamasinda
50 uM konsantrasyonunun SOD ve CAT aktivitesini arttirdigr, 100 pM

konsantrasyonunun ise her iki enzimin aktivitesinde azalisa neden oldugu belirtilmistir.

Israr ve ark.(2011) yabani bir bitki olan Sesbania drummondii (Rydb.) Cory fidelerinin
hem kok hem de toprak {istii kisimlarina 10 giin boyunca Pb, Cu, Ni ve Zn uygulamasi
(tekli, ikili ve dortlii kombinasyonlar1) yapmis olup bitkinin biiyiime, metal alinim1 ve
antioksidatif metabolizmas: tizerindeki etkilerini incelemistir. Buna gore, tiim metal
uygulamalarinda bitkinin koklerindeki metal igeriginin daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Bitki kisimlarindaki en yiiksek metal birikimi Pb uygulamasinda elde
edilmistir. Ayrica toprak {istli kisimlarinda Zn varliginda Pb ve Ni’ nin alintminin arttigi,
Pb varliginda ise Ni aliniminin azaldigi gosterilmistir. Bununla birlikte metalin tipine ve
kombinasyonuna gore biiylimenin engellendigi fakat gézle goriiliir herhangi bir toksik
semptom olusmadig ifade edilmistir. Biiyiimenin engellenmesinde en toksik metalin Cu

oldugu tespit edilmistir. Dortlii kombinasyonda Sesbania drummondii fidelerinin
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biliylimesinde maksimum inhibisyon olugsmustur. Fotosentetik aktivitede en ¢ok Ni’ in
azalisa neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica hem enzimatik (SOD, APX, GR) hem de
enzimatik olmayan antioksidanlarin (glutatyon vd.) tiim metal uygulamalarinda birbirine

benzer sekilde arttig1 belirtilmistir.

Marques ve Soares (2011) ise 45 ve 90 pmol/L konsantrasyonlarinda Cd’un Pfaffia
glomerata (Spreng) Pedersen (Ginseng) bitkisinin antioksidatif enzim sisteminde
meydana getirdigi degisiklikleri ortaya koymustur. Buna goére 1., 12. ve 20. giinlerde
ornekleme yapilmis olup SOD, CAT, APX ve GR aktiviteleri ile bitki 6rneklerinin kuru
agirligi, MDA ve Cd igerigi belirlenmistir. Cd birikiminin konsantrasyonlardaki artiga
paralel olarak kok ve dallarda arttigi, koklerdeki Cd igeriginin dallara gore daha yiiksek
oldugu gosterilmistir. Kuru agirlikta da tim bitki kisimlarinda artan Cd
konsantrasyonlarina ve uygulama siiresine bagli olarak artis oldugu tespit edilmistir.
Ayrica MDA igeriginin kok kisimlarinda 12. giinden sonra, yaprak kisimlarinda ise 20.
giinden sonra artt181 ifade edilmistir. Bununla birlikte SOD aktivitesinin 1. glinde 45 uM
Cd konsantrasyonunda yapraklarda arttig1, koklerde ise degismedigi belirtilmistir. 90 uM
Cd konsantrasyonunda ise 1. giinde yapraklardaki SOD aktivitesinin azaldigi, koklerde
ise arttigi vurgulanmistir. 12. giinde hem kok hem de yapraklarda tim Cd
konsantrasyonlarinin SOD aktivitesini azaltti1 belirtilmistir. CAT aktivitesinde ise 1.
giinde sadece 90 pM Cd konsantrasyonunun yapraklarda CAT aktivitesini arttirdigi,
koklerde ise azalttig1 ifade edilmistir. 12. giin yapilan 6rneklemelerde ise yapraklarda tiim
Cd konsantrasyonlarimin CAT aktivitesini arttirdigi, koklerde ise sadece 90 uM Cd
konsantrasyonunun CAT aktivitesinde artisa neden oldugu tespit edilmistir. 20. giinde ise
yalnizca 90 uM Cd konsantrasyonunun yapraklarda CAT aktivitesini arttirdigi, koklerde
ise azalttigr belirtilmistir. APX aktivitesinin kok kisimlarinda daha yiliksek oldugu
vurgulanmistir. Koklerde ise tim Cd konsantrasyonlari ve uygulama siiresinde APX

aktivitesinin azaldig1 tespit edilmistir.

Martins ve ark. (2011) Nicotiana tabacum L. (Tiitiin) bitkisinin farkli bitki kisimlarinda
(geng yaprak, yash yaprak, dallar ve kok) Cd’un neden oldugu oksidatif stresi,
antioksidatif yanitlar1 (SOD, APX) ve biiylime parametrelerini belirlemistir. Buna gore,
10, 25, 50 ve 100 uM Cd konsantrasyonlarinin biiyiimede 6nemli diizeyde bir degisiklige
neden olmadigi gosterilmistir. Yiiksek Cd konsantrasyonlarindan (100 pM) geng
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yapraklarin daha fazla etkilendigi ve klorofil iceriginde 6nemli bir azalis meydana geldigi
belirtilmistir. Dokulardaki Cd birikiminin artan konsantrasyonlar ile birlikte arttig1 ve bu
birikimin tiitliin bitkisinin koklerinde daha fazla oldugu gosterilmistir. MDA igerigiyle
belirlenen lipid peroksidasyonunun Cd konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak
arttig1, bu artisin en ¢ok yapraklarda gozlendigi vurgulanmistir. Bununla birlikte SOD
aktivitesinin Cd uygulamalariyla birlikte yash yapraklarda arttig1, gen¢ yapraklarda ise
bunun aksine Cd konsantrasyonlar1 arttik¢a azaldig: belirtilmistir. Ayrica tiitliniin yasli ve
geng yapraklarinda APX aktivitesinde herhangi bir degisiklik meydana gelmedigi

gosterilmistir.

Bao ve ark. (2011)’nin bir Cd hiperakiimiilatorii olan Solanum nigrum L. (Kopekiiziimii)
bitkisi ile yaptiklar ¢aligmada 0,01, 0,1 ve 1 mg/L konsantrasyonlarinda Cd’ un meydana
getirdigi oksidatif yanitlar ile bitki dokularinda prolin ve Cd birikimi incelenmistir.
Ayrica hiperakiimiilator bir tiir olmayan S. lycopersicum ile arasindaki farklari ortaya
konmustur. Buna gore, S. nigrum’ un yapraklarinda artan Cd birikimiyle orantili olarak
klorofil igeriginin azaldigi, fakat yine de S. lycopersicum tiiriine gore klorofil igeriginin
daha ytiksek oldugu belirtilmistir. Her iki tiirde de kok ve dal kisimlarina ait biyokiitlenin
artan Cd konsantrasyonlari ile birlikte azaldigi vurgulanmigtir. Ayrica S. nigrum’ un
dallarinda S. lycopersicum’ un ise kok kisimlarinda daha fazla Cd biriktigi belirtilmistir.
Her iki tiirde de artan Cd konsantrasyonlarinin MDA diizeyini arttirdigi, fakat bu artigin
S. lycopersicum tiiriinde daha fazla oldugu gosterilmistir. Yapraklarda belirlenen SOD
aktivitesinin S. nigrum’ da daha fazla oldugu ve artan Cd konsantrasyonlarina bagli olarak
SOD aktivitesinin her iki tiirde de azaldig ifade edilmistir. CAT aktivitesinin ise artan
Cd uygulamasina paralel olarak arttigi ve S. nigrum’da CAT aktivitesinin daha yiiksek
oldugu belirtilmistir. Son olarak belirlenen prolin i¢eriginin her iki tiirde de koklerde daha
fazla oldugu, ayn1 zamanda S. nigrum’da daha yiiksek degerlerin elde edildigi ifade

edilmistir.

Baska bir ¢alismada iki farkl fizikokimyasal 6zellige sahip toprakta yetisen Glycine max
L. (Soya fasulyesi)’1n biiylime ve antioksidan kapasitesinde 45 giin boyunca 2, 4, 6, 8, 10
mg/kg konsantrasyonlarinda Cd ve 15, 30, 45 ve 60 mg/ kg konsantrasyonlarinda Ba’un
etkisi incelenmistir (Melo Azevedo ve ark. 2011). Entisol (toprak tabakalarina sahip

olmayan mineral igerigi yiiksek geng topraklar) ve oksisol (toprak tabakalarmin oldugu,
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diisiik katyon degisim kapasitesine sahip tropikal yagmur ormanlarindaki toprak tipi)
topraklarda yetistirilen 6rneklerin kuru agirliginin oksisol topraklarda yetisen 6rneklerde
daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Ayrica uygulanan Cd konsantrasyonlarmin her iki
toprak tipinde yetisen Orneklerin kuru agirhiginda azalisa neden oldugu, bu azalisin
oksisol topraklardaki 6rneklerde daha fazla oldugu ifade edilmistir. Ba uygulamalarinda
ise her iki toprak tipinde de kuru agirligin Cd kadar azalmadigi gosterilmistir. Oksisol
topraklarda lipid peroksidasyonunun tiim Cd konsantrasyonlarinda ve ornekleme
giinlerinde arttig1, entisol topraklarda ise 45. giinde yapilan 6rneklemeler disinda diger
tim Ornekleme giinlerinde azaldigi tespit edilmistir. Her iki toprak tipinde de Cd
konsantrasyonlarinin SOD aktivitesini arttirdig1 gosterilmistir. Entisol topraklardaki
orneklerin yapraklarinda SOD enzimine ait 12 izoenzimin tespit edildigi, fakat Mn-SOD
izoenziminin her iki toprak tipindeki orneklerde de ayni diizeylerde var oldugu ifade
edilmistir. CAT aktivitesinin her iki toprak tipinde de artan Cd konsantrasyonlariyla
birlikte arttig1 ifade edilmistir.

Ulkemizde yapilan bir c¢alismada Ozdener ve Kutbay (2011), 0,01, 0,025 mM
konsantrasyonlarinda Cd stresi uyguladiklar1 Verbascum weidemannianum Fisch. &
Mey.” da meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal yanitlari incelemistir. Buna gore
uygulanan Cd konsantrasyonlarinda V. weidemannianum nin kok ve dal uzunluklarinda
belirgin bir azalis meydana geldigi ifade edilmistir. Ayrica MDA igerigiyle belirlenen
lipid peroksidasyonunun ve POD aktivitesinin Cd konsantrasyonlarindaki artis ile orantili
olarak arttig1 tespit edilmistir. Klorofil a ve b igeriginde ise artan Cd konsantrasyonlartyla
birlikte anlamli bir artis oldugu ifade edilmistir. Oksidatif stresin varligini gosteren prolin
igeriginde ise belirgin bir artis oldugu belirtilmistir. Sonug¢ olarak, uygulanan Cd

konsantrasyonlariim V. weidemannianum’ da strese neden oldugu vurgulanmistir.

Yilmaz ve Parlak (2011) ise 0,05, 0,5, 5, 10 ve 20 mg/L konsantrasyonlarinda Cd stresi
altinda sucul bir bitki tiirii olan Groenlandia densa (L.) Fourr.’da prolin birikimini ve
antioksidatif enzim aktivitelerindeki degisimleri incelemistir. Buna bagl olarak, tiim Cd
konsantrasyonlarinda bitki dokularinda Cd birikiminin gerceklestigi fakat en yiiksek
birikimin 0,5 mg/L Cd konsantrasyonunda elde edildigi ifade edilmistir. 0,5 mg/L’dan
daha yiliksek konsantrasyonlarda Cd birikiminin degismedigi gosterilmistir. Ayrica

klorofil igeriginin artan Cd konsantrasyonlariyla birlikte azaldigi belirtilmistir. Total
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protein iceriginin 0,05 ve 0,5 mg/L Cd konsantrasyonlarinda kontrole gore arttigi, diger
tim Cd konsantrasyonlarinda ise azaldigi vurgulanmigtir. Bununla birlikte MDA ve
prolin igeriginin uygulanan tim Cd konsantrasyonlarinda arttigi gosterilmistir. CAT
aktivitesinin 5 mg/L Cd konsantrasyonuna kadar arttig1 ve bu konsantrasyonda en yiiksek
degere ulastigi, 10 ve 20 mg/L Cd konsantrasyonlarinda ise konsantrasyonlardaki artis ile
paralel olarak azaldig: belirtilmistir. SOD aktivitesinin de CAT aktivitesiyle benzer bir
egilim gosterdigi vurgulanmistir. APX ve GR aktivitesinde ise en disik Cd
konsantrasyonunda artis oldugu, diger Cd konsantrasyonlarinda ise konsantrasyonlardaki

artis ile birlikte APX ve GR aktivitelerinin azaldig1 ifade edilmistir.

Soudek ve ark. (2011), kontrollii kosullarda yetistirdigi Allium sativum L. (Sarimsak)
bitkisine 48 saat boyunca 50 ve 250 uM konsantrasyonlarinda Cd, Co, Cu ve Ni
uygulamis ve buna gore her bir metalin klorofil ve karetonoid icerigi, agir metal birikimi,
kok uzunlugu ve amino asit igerigi lzerindeki etkilerini aragtirmigtir. Aragtirma
sonuclarina gore uygulanan tiim metallerin 12 saat i¢inde etki ettigi ve bitkinin kok
kisimlarinda biriktigi ifade edilmis olup Allium sativum’un Cd igin hiperakiimilator
oldugu belirtilmistir. Glu ve Cys gibi fitoselat olusumunda yer alan amino asit i¢eriginde
meydana gelen azalisin Cd uygulamasinda daha fazla oldugunu gosterilmistir. Bu durum
Allium sativum ’da Cd’un fitoselat olusturdugunun bir gostergesi olarak belirtilmistir. Co,
Cu ve Ni’in de biyiimeyi, klorofil, karetonoid ve amino asit igerigini azalttig1 fakat bu

etkilerin Cd’daki kadar yiiksek olmadigi ifade edilmistir.

El-Shora ve Ali (2011) ise Cucurbita pepo L. (Sakiz kabagi) bitkisine 10, 20, 30, 40 ve
50 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulamis ve bitkinin azot metabolizmas1 enzimleri
[glutamin sentetaz (GS), glutamat sentaz (GOGAT), nitrat rediiktaz (NR), nitrit rediiktaz
(NiR)] tizerindeki etkilerini arastirmistir. Arastirma sonuglarinda azot metabolizmasi
enzimleri ile Cd konsantrasyonlar1 arasinda negatif bir iliski oldugu ifade edilmistir. Buna
gore NR ve NiR aktiviteleri Cd konsantrasyonlarindaki artis ile birlikte hem kdk hem de
dallarda azalmigtir. GOGAT aktivitesinde ise 20 uM Cd konsantrasyonunda dallarda artig
oldugu gosterilmistir. GS aktivitesinde de hem kok hem de dallarda Cd
konsantrasyonlarindaki artigin azalisa neden oldugu belirtilmistir. Amonyum igeriginin
dallarda artt1i§1, koklerde ise 10 ve 20 uM Cd uygulamasinda artis oldugu, sonraki

konsantrasyonlarda degismedigi vurgulanmistir.
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Azmat ve Khan (2011)’nin Vigna radiata (L.) Wilczek (Mas fasiilyesi) ile yaptiklar
calismada 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 40 ppm Cu konsantrasyonlarinin azot metabolizmasi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Arastirma sonuclarinda 25 ppm’den sonraki Cu
konsantrasyonlarinda bitkinin zarar gordiigii, bu nedenle 5-25 ppm arasindaki degerlerin
dikkate alindig1 belirtilmistir. Buna gére Cu konsantrasyonlarindaki artisin, incelenen
bitkinin kuru ve yas agirliginda artisa neden oldugu vurgulanmistir. Ayrica bitki
kisimlarinda belirlenen su igeriginin Cu uygulamalar ile kok ve dallarda degismedigi,
fakat yapraklarda azalisa neden oldugu ifade edilmektedir. Bununla birlikte kok ve
dallarda belirlenen protein igeriginin sadece 25 ppm Cu konsantrasyonunda azaldigi
belirtilmistir. Proteaz aktivitesinde Cu konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak bir
artis gozlendigi ifade edilmistir. Ayrica artan Cu konsantrasyonlarina bagl olarak prolin
iceriginde bir azalig oldugu gosterilmistir. Total amino asit iceriginin ise kdklerde 20 ve
25 ppm Cu konsantrasyonunda, dallarda sadece 25 ppm Cu uygulamasinda azaldig: diger

konsantrasyonlarda anlamli bir degisiklik olmadig belirtilmistir.

Mishra ve Dubey (2011), Oryza sativa L. (Piring) bitkisinde azot metabolizmasina ait
enzimlerin (NR, GS, NADH-GDH, AlaAT ve AspAT) aktivitelerinde Ni ve Al’un 20 giin
boyunca meydana getirdigi toksik etkileri incelemistir. 200 ve 400 uM Ni ile 80 ve 160
uM konsantrasyonlarindaki Al’un ayri1 ayri uygulandigi calismada Ni ve Al’a duyarh
Malviya-36 ve Pant-12 kdltiirleri kullanilmistir. Buna gore Ni ve Al uygulamalarinin
piring bitkisinin her iki kiiltlirlinde de hem kdk hem de dallarda NR ve GS aktivitesini
azalttig1 tespit edilmistir. NADH-GDH aktivitesinde ise aliiminyum ve nikelin belirlenen
konsantrasyonlariin her iki kiiltiirde de artis meydana getirdigi vurgulanmistir. Ayrica
calismada belirlenen alanin aminotransferaz (AlaAT) ve aspartat aminotransferaz
(AspAT) aktivitelerinin her iki bitki kisminda da Ni ve Al uygulamalariyla arttig
belirtilmistir.

Thounaojam ve ark. (2012) ise Oryza sativa L. var. MSE-9 (Piring) bitkisine 5 giin
boyunca 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda Cu uygulamis ve bitkide meydana
getirdigi oksidatif stresi ve antioksidatif yanitlar1 arastirmistir. Antioksidatif enzimler
(SOD, CAT, APX, GR, GPX), biiyiime parametreleri, lipid peroksidasyonu, Cu birikimi,
hidrojen peroksit, glutatyon, askorbat ve prolin igerigi belirlenen parametrelerdir. Buna

gore uygulama siiresi ve Cu konsantrasyonlarindaki artis ile birlikte kok ve dallardaki

59



kuru ve taze agirligin azaldig: fakat bu azalisin kdklerde daha fazla oldugu belirtilmistir.
Ayrica Cu’ 1n kok kisimlarinda daha fazla biriktigi ve askorbat, glutatyon, prolin, MDA,
hidrojen peroksit i¢eriginin de uygulama siiresi ve konsantrasyonlardaki artis ile birlikte
artt1g1 ifade edilmistir. Antioksidatif enzimlerden SOD, APX, GR ve GPx aktivitelerinin
Cu uygulamalart ile birlikte kok ve dallarda arttigi, CAT aktivitesinin ise 10 ve 100 pM

Cu konsantrasyonunda arttig1, 50 uM’ da ise kontrole gore degismedigi belirtilmistir.

Li ve ark. (2012a) bir kiiltiir bitkisi olan Triticum aestivum L. (Bugday) bitkisinde 100,
300 ve 500 uM konsantrasyonlarinda Cu’in biiyiime, Cu birikimi ve klorofil igerigi
tizerindeki etkilerini incelemistir. Buna gore, uygulanan tiim Cu konsantrasyonlarinin kok
ve dal uzunlugunu azalttig1, konsantrasyonlardaki artis ile paralel olarak dokularda Cu
birikiminin arttig1 belirtilmistir. Klorofil a, b ve total klorofil igeriklerinin 100 pM Cu

uygulamasinda artt1g1, diger Cu konsantrasyonlarinda ise azaldig: ifade edilmigtir.

Cu’m incelendigi baska bir caligmada ise Saha ve ark. (2012), Camellia sinensis L. (O.)
Kuntze (Cay) bitkisinin iki farkli kiiltiirinde 10 giin boyunca 50-700 uM Cu
konsantrasyonlarinin biiylime, lipid peroksidasyonu, fenolik bilesik ve klorofil icerigi ile
antioksidatif enzim aktivitelerinde (SOD, CAT, APX ve POD) meydana getirdigi
degisiklikleri belirlemistir. Buna gore her iki kiiltiirde de konsantrasyondaki artisa ve
uygulama siiresine paralel olarak lipid peroksidasyonunun arttigi, total klorofil igeriginin
ise azaldig1 belirtilmistir. Fenolik bilesik ig¢eriginin ve SOD, APX ve POD aktivitelerinin
ise uygulama siiresine ve metal konsantrasyonlarina bagl olarak arttig1 ve bu artigin TS-
462 kiiltiiriinde fazla oldugu tespit edilmistir. CAT aktivitesinde ise kiiltiirler arasinda
degisiklik goriilmemistir, fakat enzim aktivitesinde 400 uM Cu konsantrasyonuna kadar

artis, sonraki konsantrasyonlarda ise azalis gozlenmistir.

Fernandez ve ark. (2012) tarafindan iki farkli Populus sp. (Kavak) tiirtine (1-214 ve
ERIDANO) 1 ve 5 mM Zn uygulamasi yapilan ¢alismada, Zn uygulamalarinin bitki
biiylime ve gelisimindeki etkileri (klorofil ve su igerigi, Zn birikimi, askorbat, glutatyon
ve total fenolik icerigi) incelenmistir. Arastirma sonuglarinda Zn konsantrasyonlarindaki
artisa bagl olarak her iki tiirde de biyokiitlesinin, yaprak alani ve kalinliginin azaldigi
tespit edilmigtir. Ayn1 zamanda iki tilirlin de fotosentez oraninda ve su igeriginde Zn
icerigindeki artisa bagl olarak azalis gozlendigi belirtilmistir. Fakat tiirlerden birinde bu

azalisin daha fazla oldugu ifade edilmistir. Ayn1 zamanda 5 mM Zn konsantrasyonu bu
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tiir icin geriye doniisii olmayan sonuclara neden oldugu vurgulanmistir. Zn birikiminin,

her iki tiirde de benzer oldugu ve kok kisimlarinda biriktigi ifade edilmistir.

Liuve ark. (2012), uzak dogu iilkelerinde genisge yayilis gosteren bir agag tiirli olan Ficus
microcarpa L. f’ nin koklerinde 25, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda Pb, Cd ve
Cu metallerinin olusturdugu reaktif oksijen radikallerinin birikim diizeyini belirlemistir.
Buna gore hiicrelerdeki agir metal iceriginin uygulanan konsantrasyonlardaki artisa
paralel olarak arttig1, koklerin hava ile iligkili kistmlarinin oksidatif zarara oldukga hassas
oldugu, bu kisimlarda biriken H,O, ve O;" radikallerinin metal konsantrasyonlarindaki
artis ile iliskili oldugu belirtilmistir. K6k hiicrelerine yapilan canlilik testinde metal
konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak 6nemli bir azalis oldugu gosterilmistir. Ficus

microcarpa nin koklerinde en fazla biriken metalin ise Cd oldugu belirtilmistir.

Gallego ve ark. (2012) tarafindan yapilan derleme c¢alismasinda, bitkilerin Cd ile basa
cikmada gelistirdigi mekanizmalar incelenmis ve toleranslh tlirlerde genellikle Cd’un
koklerin hiicre duvarinda depolandigi ve toprak istii kistmlara Cd aktariminin sinirh
oldugu vurgulanmistir. Ayrica Cd’un, Ca*?, Fe*2, Mg*?, Cu*?, Zn*? gibi mikro besin
elementlerinin alinim yollar1 iizerinden (membran proteinleri) kok hiicrelerine alindig1 ve
bu elementlerin aliniminda rekabet olusturdugu belirtilmistir. Dolayisiyla bu durumun
Cd’un bitki biiylimesi {izerinde yarattig1 inhibisyonu agiklayict bir veri oldugu ifade

edilmistir.

Janicka-Russak ve ark. (2012)’nin Cucumis sativus L. (Salatalik) bitkisi ile yaptigi
calismada 6 giin boyunca 10 uM Cd ve Cu’in hiicre membranlarindaki H*-ATPaz
aktivitesi tizerindeki etkisini incelemistir. Ayni1 zamanda bitkinin savunma sistemi ile
iligkisini ortaya koyabilmek amaciyla APX, CAT gibi antioksidatif enzim
aktivitelerindeki ve H>O; diizeyindeki degisim belirlenmistir. Elde edilen sonuglarda Cd
ve Cu’in H*-ATPaz aktivitesi tizerindeki etkisinin benzer oldugu ve her iki metalin de
H*-ATPaz aktivitesini arttirdigi  belirtilmisgtir. Bununla birlikte Cd ve Cu
uygulamalarindan sonra H20: diizeyinin ve APX, CAT aktivitelerinin de arttig1

saptanmustir.

Li ve ark. (2012b) su kiiltiiriinde yetistirdigi Artemisia annua L. (Pelinotu) bitkisine 336
saat boyunca 20, 60 ve 100 umol/L konsantrasyonlarinda Cd uygulamistir. Buna baglh
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olarak fotosentetik pigmentlerinde, lipid peroksidasyonunda ve antioksidanlarda
meydana gelen degisimleri belirlemistir. Buna gore, klorofil igeriginin artan Cd
konsantrasyonlarina bagli olarak azaldigi, klorofil b’nin klorofil a ve karotenoidlere gore
Cd uygulamasindan daha fazla etkilendigi ifade edilmistir. Ayrica iyon sizintisinin tim
Cd uygulamalarinda ilk 24 saatte arttig1, sonraki uygulama saatlerinde ise giderek azaldig1
belirtilmistir. Uygulanan Cd konsantrasyonlarinin MDA igeriginde herhangi bir
degisiklige neden olmadig1 ifade edilmistir. Ayrica askorbik asit (AsA) igeriginde Cd
uygulamalarinin ya da uygulama siiresinin herhangi bir degisime neden olmadigi, GSH
iceriginin ise artan Cd konsantrasyonlariyla birlikte uygulama siiresine gore arttig
vurgulanmigtir. Sekonder metabolitlerden biri olan artemisinin igeriginde ise tiim
uygulama siirelerinde artan Cd konsantrasyonlari ile artemisinin igeriginin arttiS1

belirtilmistir.

Stanisavljevi¢ ve ark. (2012) ise yabani bir tiir olan Alyssum markgrafii O.E. Schulz
bitkisine 1, 3, 5 ve 8 mM konsantrasyonlarinda Ni uygulamis olup bitkinin antioksidatif
savunma sistemi hakkinda bilgi edinmeyi amaglamistir. Buna gore dallarda Ni
uygulamasina bagli olarak biyokiitle, malondialdehit (MDA), pigment ve Ni icerigindeki
degisimler ortaya konmus, H>O> icerigi ve CAT, APX, POD aktivitesi belirlenmistir.
Arastirma sonuclarinda, tiim nikel konsantrasyonlarinda taze ve kuru agirligin azalmasina
ragmen bitkinin hayatta kaldig1 ifade edilmistir. Ayrica Ni konsantrasyonlar arttik¢a
dallardaki Ni birikiminin de arttigi, klorofil a, b ve total klorofil iceriginde azalis
meydana geldigi tespit edilmistir. Diger pigmentler i¢in klorofil @’ nin Ni’e daha duyarl
oldugu gosterilmistir. 1 ve 3 mM Ni konsantrasyonlarinin MDA igeriginde 6nemli bir
artisa neden olmadigi, en yiiksek MDA igeriginin 5 mM Ni uygulamasinda elde edildigi
belirtilmistir. En yiiksek Ni uygulamasinda ise (§ mM) azalan ROS diizeyleriyle iliskili
olarak MDA igeriginin diistiigii vurgulanmistir. APX ve CAT aktivitesinin artan Ni
konsantrasyonlarina bagli olarak azaldig: belirtilmistir. POD aktivitesinde ise 3 mM Ni

uygulamasina kadar bir artis oldugu sonrasinda ise aktivitenin diistiigli gosterilmistir.

Nadgorska-Socha ve ark. (2013) ise Cd, Cu, Ni, Pb ve Zn bakimindan kirlenmis
topraklarda yetisen Vicia faba L. (Bakla) bitkisinde agir metal birikimini ve antioksidatif
savunma sisteminde yer alan hem enzimatik hem de enzimatik olmayan sistemin verdigi

yanitlar1 incelemistir. Enzimatik sistemde CAT ve POD aktiviteleri belirlenirken,
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enzimatik olmayan sistemde glutatyon ve prolin icerigindeki degisimler ortaya
konmustur. Buna bagli olarak V. faba’da, Ni ve Zn birikiminin diger metallere gore daha
yiiksek oldugu ve bu birikimin en fazla kok kisimlarinda oldugu vurgulanmistir. Ayrica
Pb ve Zn kirliligine sahip topraklarda yetisen V. faba tiirlerinde glutatyon igeriginin
yiiksek oldugu belirtilmistir. Cu disindaki diger tiim metal uygulamalarinda CAT ve POD

aktivitelerinin arttig1 saptanmistir.

Yiiksek konsantrasyonlarda Cr’un fotosentezden bitki beslenmesine, antioksidatif
savunma sistemi enzimlerinden azot metabolizmasi enzimlerine kadar birbiriyle iligkili
pek cok fizyolojik siire¢ tizerinde olumsuz etkilere neden oldugu Singh ve ark.(2013)’nin
yapt181 derleme calismasinda belirtilmistir. Ornegin; Ali ve ark. (2013), Hordeum vulgare
L. (Arpa) bitkisiyle yaptiklar1 ¢aligmada, farkli azot formlarmin [iire, (NH4)2SO4 ve
Ca(NOs3).] ve Cr konsantrasyonlarinin (75 ve 100 uM) antioksidatif savunma sistemi, Cr
birikimi ve fotosentez lizerindeki etkilerini incelemistir. Buna gore klorofil i¢eriginin Cr
konsantrasyonlarindaki artiga bagli olarak her ii¢ N formunda da azaldig: ifade edilmistir.
Antioksidatif savunma enzimlerinden SOD, CAT ve APX’ un Cr konsantrasyonlarindaki
artisa bagli olarak her i¢ N formunda da arttigi vurgulanmistir. Ayrica Ca(NO3z)2
formunun en az diizeyde oksidatif strese neden oldugu ve antioksidatif enzim
aktivitesinde en yiiksek degerlerin elde edildigi belirtilmistir. Bitkideki Cr birikiminin de

Ca(NO3)2 formunda yetisen 6rneklerde en az diizeyde oldugu ifade edilmistir.

Mohanty ve Kumar Patra (2013) ise Vigna radiata L. Wilczek (Mas fasiilyesi) bitkisi
tizerinde 10 ve 100 puM Cr’un toksik etkilerini arastirmis olup biiylime
parametrelerindeki, prolin ve klorofil icerigindeki, ayrica antioksidatif enzimlerinden
CAT ve POX aktivitesindeki degisimi ortaya koymustur. Arastirma sonuclarinda
uygulanan Cr konsantrasyonlarinin biiyiime parametrelerinde negatif etkilere neden
oldugu belirtilmistir. Uygulanan Cr onsantrasyonlari arttikca kok ve dal uzunlugunun,
kuru agirligun azaldigr vurgulanmistir. Ayn1 zamanda prolin igeriginin ve CAT, POX
aktivitelerinin konsantrasyonlardaki artiga paralel olarak artttig1 ifade edilmistir.
Maksimum CAT aktivitesinin, Vigna radiata’'nin dallarinda daha yiiksek oldugu;
maksimum POX aktivitesinin ise koklerde daha yiiksek oldugu belirtilmistir.

Kumar ve ark. (2014) tarafindan yapilan g¢alismada ise, yar1 sucul bir bitki olan

Barringtonia acutangula Gaerth.”ya Cr(IV) formunda ve 1-5 mM konsantrasyonlarinda
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Cr uygulamasi yapilmistir. Buna gore bitki besin elementlerinden B, Cu, Fe, S, P, Mn ve
Zn alimiminda meydana gelen degisimler ve bitkideki Cr birikimi, yas ve kuru agirhig
belirlenmistir. Arastirma sonuglarinda uygulanan Cr konsantrasyonlari arttik¢a bitkinin
kok ve dal kuru agirliginin azaldigi, Cr birikiminin ise arttigi ifade edilmistir. Ayni
zamanda artan Cr konsantrasyonlarina bagli olarak B, Mn ve Zn igeriginin de arttig1, Cu
ve Fe iceriginin ise azaldigi tespit edilmistir. Calisma sonuglarinda, Cr’ un mikro besin
elementlerinin alimim yollar1 iizerinden bitki biinyesine alindigini, bu besin
elementlerinden 6zellikle de Fe, S ve P ile rekabet ettigini vurgulamistir. Cr’ un bitkiler
tizerindeki toksik etkilerinin ise sahip oldugu degerlige gore [Cr(IV) veya Cr(I1D)]
degisiklik gosterdigi belirtilmistir.

Arslan ve ark. (2014) tarafindan Uludag endemigi bir bitki tiirii olan Verbascum
olympicum Boiss. (Sigirkuyrugu) laboratuvar kosullarinda yetistirilerek hidroponik
kosullarda 7 giin boyunca 50, 100 ve 250 uM Cd uygulamasina tabi tutulmustur. Yapilan
uygulama sonucunda fidelerde antioksidatif savunma sistemi enzimlerinden SOD, CAT
ve APX’in aktivitelerindeki degisimler belirlenmis olup bununla birlikte lipid
peroksidasyon orani, biiyiime parametrelerindeki (su igerigi, biyokiitle ve klorofil igerigi)
degisimler, azot metabolizmasina ait enzimlerden NR ve GS aktivitesindeki degisimler
ve total protein igerigi belirlenmistir. Ayrica Cd birikimi ve bitki besin elementlerinden
Cu, Mo, Mn ve Zn’nin Cd stresin altinda V. olympicum fidelerindeki alinim durumlari
ortaya konmustur. Aragtirma sonuglarinda Cd uygulamalarinin V. olympicum’un 6zellikle
kok kisimlarinda biriktigi ve toprak iistii kisimlarma Cd’un taginiminin olmadigr tespit
edilmistir. Bu durumun bitkinin kendini agir metalin yikict etkisinden koruma stratejisi
oldugu vurgulanmistir. Bununla birlikte koklerde bitki besin elementlerinden Zn ve Cu
birikiminin arttigi, bunun yani sira Mo igeriginin azaldigi belirtilmistir. Azot
metabolizmasi enzimlerinin aktivitesinde ise Cd konsantrasyonlarindaki artiga bagli bir
azalis meydana geldigi vurgulanmistir. Ayrica lipid peroksidasyon oranimnin ve
antioksidatif enzim aktivitelerinin (SOD, CAT ve APX) Cd konsantrasyonlar1 ve

uygulama siiresine bagli olarak arttig1 ortaya konmustur.

Akpinar ve ark. (2015) tarafindan laboratuvar kosullarinda yetistirilen Verbascum
olympicum Boiss. (Sigirkuyrugu) fidelerine farkli konsantrasyon (50 ve 100 uM) ve
stirelerde (1, 3 ve 10 giin) Ni uygulamasi yapilmistir. Buna bagli olarak bitki
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kisimlarindaki (kok ve yaprak) Ni birikimi ile bazi bitki besin elementlerinin (B, Cu, Fe,
Mg, Mn, Mo ve Zn) igerigi ve biliylime parametrelerindeki (biyokiitle, su igerigi ve
klorofil igerigi) degisimler ortaya konmustur. Ayni zamanda Ni uygulamasina bagh
olarak azot metabolizmasi enzimlerinden NR ve GS aktivitesindeki degisimler ve lipid
peroksidasyonu ve antioksidatif enzimlerden SOD, CAT ve APX aktivitesindeki
degisimleri belirlenmigstir. Elde edilen sonuglarda, uygulanan Ni konsantrasyonlari
arttikca Ni birikiminin de artt1d1, incelenen bitki besin elementlerinin ise azaldig1 tespit
edilmistir. Ni birikiminin kok kisimlarinda daha fazla oldugu vurgulanmistir. Ayrica
biliylime parametrelerinin ve azot metabolizmasi enzimlerinin Ni konsantrasyonlar1 ve
uygulama siiresindeki artis ile iligkili olarak azaldig1 belirtilmistir. Lipid peroksidasyonu
ve antioksidatif enzim aktivitesinde ise uygulama siiresi ve konsantrasyonlarina baglh

olarak artig gozlendigi ortaya konmustur.

Gasecka ve ark. (2015) ise iki farkli mantar tiiriinde (Pleurotus ostreatus (Jacg.) P.
Kumm.ve Pleurotus eryngii (D.C.) Quel.) 1.5 mM konsantrasyonlarinda Se ve Zn’nun
beraber uygulamasiin, fenolik bilesikler ve antioksidanlarin iceriginde meydana
getirdigi degisimler belirlenmistir. Arastirma sonuglarinda Se+Zn uygulamasinin mantar
tiirlerinde bitki besin elementlerinin alinimin arttirdig: ifade edilmistir. Buna ek olarak
fenolik bilesikler ve antioksidan iceriginin de arttig1 vurgulanmistir. Fenolik bilesikler ve
antioksidan igerigindeki bu artisi, bitki besin elementlerinin aliniminin tetikledigi ifade

edilmistir.

Obermeier ve ark. (2015) ise hizli biiyliyen bir su bitkisi olan Lemna minor L.’da
laboratuvar kosullarinda 48, 96 ve 168 saat boyunca Cu’ 1n farkli konsantrasyonlarda (50
ve 100 pg/L) toksik etkilerini ve birikim durumunu incelemistir. Aragtirma sonuglarinda
uygulama siiresi ve konsantrasyonuna bagli olarak bitki biiyiimesinin azaldig1 ve ytliksek
oranda Cu birikiminin meydana geldigi ortaya konmustur. Ayn1 zamanda bitkinin
antioksidatif savunma sistemi enzimlerinin (POX ve GR) aktivitesinde artis meydana
geldigi belirtilmis olup Cu uygulamasina bagli olarak 6zellikle ilk 48 saatte oksidatif stres
olustugu vurgulanmigtir. Sonraki uygulama siirelerinde, bitkinin antioksidatif savunma
sisteminin etkili oldugu ve oksidatif stres diizeyinin azaldigi belirtilmistir. Bu nedenle
caligmada kullanilan bitkinin bitkiler ile geri kazanim tekniginde kullanilabilecegi ifade

edilmistir.
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Giileryiiz ve ark. (2015) ise laboratuvar kosullarinda yetistirilen Verbascum olympicum
Boiss. (Sigirkuyrugu) fidelerine 7 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda (50, 250 ve 500
uM) Cu uygulamasi1 yapmis olup, bitki biiylime parametreleri ile azot metabolizmasinda
yer alan enzimlerin (NR ve GS) aktivitesinde ve bitki besin elementlerinin aliniminda
meydana gelen degisimleri incelemistir. Arastirma sonuglarinda V. olympicum’da Cu
birikiminin yiiksek oldugu, bununla birlikte bitki besin elementlerinden Mn ve Li disinda
Fe, Mo, Ni ve Zn igeriginin Cu konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresindeki artisa baglh
olarak arttig1 vurgulanmistir. Azot metabolizmasi enzimleri ile klorofil igerigi ve
biyokiitlenin ise Cu konsantrasyonlari ve uygulama siiresindeki artiga bagli olarak

azaldig1 gosterilmistir.

Laboratuvar kosullarinda yetistirilen Verbascum olympicum Boiss. (Sigirkuyrugu)
fidelerine 7 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda (50, 250 ve 500 pM) Cu uygulamasi
yapilmis olup fidelerde meydana gelen oksidatif stres ve buna kars1 antioksidatif savunma
sistemi enzimlerinin (SOD, CAT ve APX) aktivitesindeki degisimler Akpinar ve ark.
(2016) tarafindan ortaya konmustur. Arastirma sonuglarinda Cu uygulamalarina bagh
olarak fidelerde lipid peroksidasyonunun arttigi ve oksidatif stres meydana geldigi
vurgulanmigtir.  Antioksidatif savunma sistemi enzimlerinde ise, 250 puM Cu
konsantrasyonuna kadar tiim enzim aktivitelerinde artis oldugu ifade edilmistir. 500 uM
Cu konsantrasyonunun ise V. olympicum fideleri i¢in toksik bir diizey oldugu ve

antioksidatif savunma sistemi enzimlerinin azalmasina neden oldugu belirtilmistir.

Morina ve ark. (2016)’nin Verbascum thapsus (Linn.) (Sigirkuyrugu) bitkisi ile yaptigi
bir ¢alismada Zn ve Cu metalleri bakimindan kirlenmis alanlardan alinan Verbascum
thapsus ornekleri ile kirlenmemis alandan alinan fideler kontrollii kosullarda laboratuvar
ortaminda 2 hafta yetistirilmistir. Ardindan farkli Cu (30 ve 100 uM) ve Zn (0,3 ve 1
mM) konsantrasyonlarina maruz birakilmis ve biiylime, fotosentez ve metal birikim
siirecleri incelenmistir. Arastirma sonuglarma gore kirlenmis alanlardan alinan
orneklerde metal birikiminin daha az oldugu belirtilmis ve bu alandan alinan 6rneklerin
Cu ve Zn uygulamalarina kars1 daha direngli oldugu vurgulanmistir. Bunun disinda Zn
birikiminin V. thapsus tiirlerinde dallarda daha fazla oldugu gosterilmistir. Biiylime ve

fotosentez siirecinde her iki metalde de artan metal konsantrasyonlarina bagli olarak
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olumsuz etkilerin arttig1 ve fidelerde Fe, Mn ve Ca eksikligine neden oldugu ifade

edilmistir.

Pan ve ark. (2016), yabani bir ot tiiri olan Spartina alterniflora Loisel. bitkisinde farkli
Zn konsantrasyonlarmin (100, 500 ve 1000 pg/g) etkisini incelemis olup buna gore
bitkinin biiylimesinde meydana gelen degisim ile Zn birikim orani ve birikim yeri
aragtirtlmistir. 100 ve 500 ug/g Zn konsantrasyonlarinda Spartina alterniflora’ nin kuru
agirliginin uygulanan Zn konsantrasyonlariyla orantili olarak arttig1 belirtilmistir. 1000
ng/g Zn konsantrasyonunda ise kuru agirligin belirgin bir sekilde azaldigi ifade edilmistir.
Bitki dokularinda Zn birikim oraninin ise artan Zn konsantrasyonlariyla orantili olarak
arttigi vurgulanmigtir. Bitki dokularinda en fazla kok kisimlarinda birikim oldugu

belirtilmis olup buna ait siralama kokler>yapraklar>dallar>rizomlar olarak verilmistir.

Marichali ve ark. (2016) tarafindan Nigella sativa L. (Cérekotu) bitkisine 0,1, 1 ve 2 mM
konsantrasyonlarinda Zn uygulamalar1 yapilmis ve bu uygulamalarin ¢imlenme, biiyiime
parametreleri (klorofil icerigi, kuru agirlik), total protein igerigi, MDA igerigi, total
fenolik bilesikler ve lipofilik antioksidanlar (B-karoten) iizerindeki etkisi ve bitki
kisimlarinda Zn birikimi incelenmistir. Elde edilen sonuglarda, uygulanan Zn
konsantrasyonlarinin  ¢imlenmeyi etkilemedigi fakat radikal uzamayr azalttig
belirtilmistir. Bliylime parametrelerinin (klorofil icerigi, kuru agirlik) de uygulanan Zn
konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak giderek azaldig1 ve hatta yapraklarda klorosis
gozlendigi ifade edilmistir. Total protein iceriginde ve MDA igeriginde de Zn
konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak belirgin bir azalis tespit edildigi
vurgulanmigtir. Ayrica kok kisimlarinda total fenolik bilesiklerin arttigi, [-karoten
iceriginin ise azaldigi belirtilmistir. Nigella sativa’da Zn birikiminin en ¢ok yaprak
kisimlarinda oldugu ve yapraklardaki bu birikimin uygulanan konsantrasyonlardaki artisa
paralel olarak arttig1 vurgulanmistir. Sonug olarak Nigella sativa’ nin bitkiler ile 1slah

caligmalarinda alternatif bir tiir olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Pinus sylvestris L. (Sarigam) bitkisinde yapilan bir ¢alismada ise Ivanov ve ark. (2016)
tarafindan 50, 150 ve 500 uM konsantrasyonlarinda Zn uygulamasinin biiyiime ve Mn ile
Fe bitki besin elementlerinin alinimi iizerindeki etkisi, bitki kistmlarindaki Zn birikim
durumu, lipid peroksidasyon diizeyi, fenolik antioksidan bilesikler (katesin,

proantosiyanidin) iizerindeki etkisi incelenmistir. Buna gore, sukiiltiiriinde yetistirilen 6
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haftalik Pinus sylvestris fidelerinin biiyiime parametrelerinin (kuru agirlik, uzunluk) ve
Mn aliniminin uygulanan Zn konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak azaldig
belirtilmistir. Fe almiminin ise kontrole gore arttigi fakat bu artisin uygulanan 3
konsantrasyonda da ayni oldugu vurgulanmistir. Zn birikiminin ise konsantrasyonlardaki
artisa paralel oldugu ve en ¢ok kok kisimlarinda birikim meydana geldigi belirtilmistir.
Lipid peroksidasyonunun uygulanan Zn konsantrasyonlarina bagli olarak arttigi, bu
artisin 500 uM Zn uygulamasinda kontrole gore % 44 oraninda oldugu ifade edilmistir.
Fenolik antioksidan bilesiklerde ise 150 puM Zn konsantrasyonlarina kadar artis
gozlendigi, 500 uM Zn uygulamasinda ise kontrole gore % 23,6 oraninda azalis meydana

geldigi belirtilmistir.

Glinska ve ark. (2016) su kiiltiiriinde yetistirdigi Triticum aestivum L. (Bugday) bitkisine
laboratuvar kosullarinda 7 giin boyunca 50 ve 300 mg/L Zn uygulamasi
gerceklestirmistir. Uygulama yapilan bitkilerde su igerigi, taze ve kuru agirlik, mitotik
indeks, Zn birikimi ve mikroelementlerin analizi ger¢eklestirilmistir. Buna gore 50 mg/L
Zn uygulamasinda istatistik olarak anlamli bir Zn birikimi tespit edildigi fakat morfolojik
veya sitolojik olarak herhangi bir degisiklige raslatlanmadigi belirtilmistir. 300 mg/L Zn
uygulamasinda ise uygulama siiresinin 1. gilinlinden itibaren Triticum aestivum’un
bliylimesinde azalis meydana geldigi, bu azalisin 7. giinde % 85 oraninda oldugu
belirtilmistir. Ayn1 Zn konsatrasyonunun uygulamanin 7.glinitinde Triticum aestivum’un
su igerigini %78 oraninda azalttig1r ifade edilmistir. Benzer sekilde 50 mg/L Zn
uygulamasinin mitotik indekste de herhangi bir degisiklik yaratmadigi, 300 mg/L Zn
uygulamasinin ise 1. giinde % 64 oraninda 7. giinde % 83 oraninda azalisa neden oldugu
vurgulanmistir. Ayrica bitkinin kok kisimlarinda Zn birikiminin daha fazla oldugu
belirtilmistir. Zn uygulamalarindaki artisa paralel olarak Cu ve Fe igeriginin artti§1, Mn
iceriginin ise azaldig ifade edilmistir. Elde edilen bu arastirma sonuglari dogrultusunda

Triticum aestivum 'un Zn stresine toleransh bir tiir oldugu vurgulanmustir.

Barrameda-Medina ve ark. (2016) ise Lactuca sativa L. (Marul) ve Brassica oleracea L.
(Lahana) bitkilerinde 0,5 mM konsantrasyonlarinda Zn’nun etkisini aragtirmistir. 35 giin
boyunca laboratuvar kosullarinda su kiiltiiriinde yetistirilen bitkilere Zn uygulamasi
yapildiktan sonra bu kiiltiir bitkilerinin fizyolojik durumunda meydana gelen degisimi

karboksilat metabolizmasini arastirarak ortaya koymustur. Buna gore her iki bitki tiiriinde
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de kuru agriligin Zn uygulamasina bagli olarak azaldigi ve her iki tiirde de kok
kisimlarinda Zn birikiminin fazla oldugu belirtilmistir. Lactuca sativa’da fumeraz ve
sitrat sentetaz aktivitesinin uygulama sonucunda azaldigi, malat dehidrojenaz ve
fosfoenolpriivat karboksilaz aktivitesinin arttig1 buna bagl olarak da oksalat ve sitrat
miktarinin arttig1, malat miktarinin ise azaldigi ifade edilmistir. B. oleracea’ da ise malat,
sitrat ve oksalat miktarmin arttigi buna bagl olarak da sitrat sentetaz aktivitesinin
degismedigi, fumeraz ve fosfoenolpriivat karboksilaz aktivitesinin arttigi, malat
dehidrojenaz aktivitesinin ise azaldig1 vurgulanmustir. Elde edilen sonuglarda B. oleracea

bitkisinin Zn’ ye daha toleransli oldugu ifade edilmistir.

Feigl ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada ise laboratuvar kosullarinda yetistirilen
Brassica juncea (L.) Czern. ve Brassica napus L. bitkilerine 14 giin boyunca 50, 150 ve
300 uM Zn uygulamasi gergeklestirilmistir. Buna bagli olarak bitkinin kuru agirligs,
element icerigi (Fe, Mn, B, Cu, Mo ve Ni), Zn birikim durumu, pigmet icerigi, lipid
peroksidasyonu ve antioksidatif enzim aktivitesindeki degisimler (SOD, APX)
incelenmistir. Arastirma sonuglarinda; her iki bitki tiirtinde de kuru agirligin uygulanan
Zn konsantrasyonlarina bagli olarak azaldigi ve Zn birikiminin kék kisimlarinda daha
fazla oldugu ifade edilmistir. Bitki besin element igeriginde, her iki tiirde de Zn
uygulamalarina bagl olarak Cu igeriginin arttig1 Mn igeriginin ise azaldig1 gosterilmistir.
Mo igeriginin ise her iki tlirde de dallarda arttigi kok kisimlarinda ise degismedigi
belirtilmistir. Ni konsantrasyonlarinin ise Zn konsantrasyonlarindan etkilenmedigi tespit
edilmistir. Her iki tiiriin dallarinda da Fe igeriginin azaldigi, B. juncea’nin kok
kisimlarinda Fe igeriginin arttigi, B. napus’un kok kisimlarinda ise Fe igeriginin
degismedigi ifade edilmistir. Incelenen tiirlerdeki pigment igeriginin, Fe icerigindeki
degisim ile orantili oldugu belirtilmistir. Her iki tiirlin de kok kisimlarinda SOD
aktivitesinin uygulanan Zn konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak arttig1, dallardaki
SOD aktivitesinin ise 150 uM Zn konsantrasyonunda maksimum diizeye ulastig1 ifade
edilmistir. APX aktivitesinin ise her iki tiirde de hem kok hem de dallarda kontrole gére
azaldig1 vurgulanmistir. Lipid peroksidasyonunda her iki tiirlin kok kisimlarinda
uygulanan tim Zn konsantrasyonlarinda kontrole gore artis gdzlendigi, dallarda ise
sadece 150 uM Zn konsantrasyonunda kontrol degerinin iizerine ¢iktii belirtilmistir.

Buna gore, B. juncea’nin diger tiire gére Zn’ ya daha toleransli oldugu ifade edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Uludag endemigi olan Verbascum olympicum Boiss. (Sigirkuyrugu) (Davis 1978)
tiirlinlin laboratuvarda kontrollii kosullarda yetistirilen fideleri ¢alismamizin materyalini
olusturmaktadir. Scrophulariaceae familyasina ait iki yillik bir bitki olan V. olympicum
¢ok dallanmis ve kalin govdeli, rozet yaprakli ve sar1 ¢igeklidir (Sekil 3.1.1). Cigeklenme
zaman1 Haziran-Agustos aylaridir. Uludag’in hem sub-alpin hem de alpin kusagindaki
yol ve bina kenarlari, terk edilmis maden igletmesi gevresi, hayvan barinagi ya da ¢cop
yigmi gibi bozulmus alanlara, bozulmadan sonra yerlesen ruderal bir bitki olarak
nitelendirilmektedir. Bu nedenle bozulmusg alanlarda sekonder siiksesyonu baslatan 6ncii

tiir olarak kabul edilir (Rehder ve ark. 1994).

Sekil 3.1.1. Verbascum olympicum Boiss.’in genel goriiniisii
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3.2. Bitki Yetistirme

Verbascum olympicum tohumlari, Uludag’in 1850-1900 m yiiksekliginden 14.09.2011

tarthinde toplanmistir. Denemelerde tek bir bireyden toplanan tohumlar kullanilmastir.

Sekil 3.2.1. Uludag’dan V. olympicum tohumlarinin toplanmasi

Tohumlar % 5°lik sodyum hipokloritte 3 dk bekletildikten sonra distile su ile yikanarak
yiizey sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Steril hale getirilen tohumlar, nemli filtre kagidi
iceren petrilere ekilerek 20°C ye ayarlanmis inkiibatorde karanlik kosullarda ¢imlenmeye

brrakilmigtir.

Sekil 3.2.2. Steril petrilere ekim yapilan V.olympicum tohumlari
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Cimlenen tohumlar 10. giinde iklimlendirme kabinine (Heraecus Vd&tsch HPS500)
alinmigtir. V. olympicum fidelerinin yetistirildigi ortamda gece/glindiiz sicakligi
15°C/25°C olup, 16 saat 151k/8 saat karanlik periyot uygulanmustir. iki kotiledonlu fideler
%10’luk Hoagland besin ¢ozeltisi (Hoagland ve Arnon 1950) igeren 25x35x5 cm
boyutlarindaki plastik kaplara aktarilmistir (Sekil 3.2.3.). Hoagland besin ¢ozeltisi giin
asirt degistirilerek soliisyonun iceriginde meydana gelebilecek degisimler minimize
edilmistir. Ayrica kok kisimlariin 151k gérmemesi igin kaplar dis yiizeyinden siyah boya

ile boyanmustir.

Sekil 3.2.3. %10’luk Hoagland besin ¢ozeltisine alinan iki kotiledonlu fideler

Kaplardaki Hoagland ¢6zeltisinin (pH:6.0) orani bir hafta arayla %10 arttirilarak 8 hafta

boyunca bir yetistirme ortam1 olusturulmustur.

Sekil 3.2.4. a; 8 haftalik fidelerin toprak tstii kisimlari, b; 8 haftalik fidelerin toprakalti
kisimlar1
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3.3. Agir Metal Uygulamalar

8 hafta sonunda benzer morfolojik yapiya sahip (8 yaprakli) fideler secilip % 80’lik
Hoagland besin ¢ozeltisinde Cd, Cr, Cu, Ni, Zn stresine maruz birakilmistir. Cizelge
3.3.1.”de agir metallerin uygulama formu, konsantrasyonu ve uygulama siiresi verilmis
olup secilen metal konsantrasyonlar1 ve siireleri yapilan 6n denemelerde bitkinin dayanim
durumuna gore belirlenmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan fideler ayni kosullarda
metal uygulamasi yapilmadan yetistirilmistir. Yetistirme kaplar1 dis yiizeylerinden koyu

renkli boya ile boyanarak 151k gecirgenligi engellenmistir.

Cizelge 3.3.1. V.olympicum fidelerine uygulanan metallerin (Cd, Cr, Cu, Ni, Zn)
uygulama sekli, konsantrasyonlari ve uygulama siireleri

Uygulanan metal Form Konsantrasyon Siire
Cd CdSOq4 50, 100 ve 250 uM 1,3 ve 7 giin
Cr Cr2(S0a4)3 50, 100 ve 200 uM 1,3 ve 10 giin
Cu CuSOq4 50, 250 ve 500 uM 1,3 ve 7 giin
Ni NiSO4 50 ve 100 uM 1,3 ve 10 giin
Zn ZnS0Oq4 50, 200 ve 500 uM 1,3 ve 10 giin

3.4. Bitkilerin Analiz icin Hazirlanmasi

Analizler i¢in 6ncelikle tiim bitki hasat edilmis, ardindan hasat edilen fideler 6nce musluk
suyu daha sonra de-iyonize su ile yikandiktan sonra kok ve yaprak kisimlarina ayrilmistir.
Kontrol ve metal uygulanmis fidelerin yaprak ve kok kisimlari tartilarak yas agirliklar
belirlenmistir. Biyokiitle, su igerigi, klorofil ve malondialdehit (MDA) igerigi, hiicre
membran zarari, iyon sizintis1 ve azot metabolizmasi enzimlerinden biri olan nitrat
rediiktaz (NR) aktivitesinin belirlenmesinde bu taze bitki materyalinin bir kismi
kullanilmistir. Kalan bitki materyali ise antioksidan enzim aktivitelerinin [siliperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX)], protein igeriginin ve azot
metabolizmasi enzimlerinden bir digeri olan glutamin sentetaz (GS) aktivitesinin
belirlenmesi i¢in s1v1 azot i¢erisinde dondurularak etiketlenmis kese kagitlari igerisinde -

70°C de muhafaza edilmistir.
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3.5. Biyokiitle ve Su I¢eriginin Belirlenmesi

Taze yaprak kisimlarindan 0,5 gr, kok kisimlarindan ise 0,1 gr yas drnek alinarak 80°C
de agirliklan sabitlesinceye kadar etlivde kurutulmus ve orneklerin kuru agirliklart (A)
tartilarak kaydedilmistir. Fidelerin yaprak ve kok kisimlarina ait ortalama toplam kuru

agirlig1 orant1 kurularak hesaplanmis olup mg KA olarak belirlenmistir.

Biyokiitle (mg KA): [(Toplam bitki yas agirligt x A)/B] x 1000

A: Orneklerin kuru agirliklart (gr)
B: Yas agirliklar (Yapraklar igin 0,5 gr, Kokler i¢in 0,1 gr)

Kontrol ve metal uygulanmis fidelerin yaprak ve kok kisimlarina ait su icerigi, yukarida

belirtilen degerler kullanilarak yiizde (%) olarak hesaplanmuistir.

Su icerigi(%): [(Toplam bitki yas agirligi-biyokiitle)*100]/Toplam bitki yas agirlig

3.6. Klorofil iceriginin Belirlenmesi

Spektrofotometrik olarak belirlenen bu yontemde Armon (1949)’un metodu
kullanilmistir. 0,05 gr taze yaprak 6rnegi alinarak % 80’lik 15 ml aseton ile homojen hale
getirilmistir. Elde edilen homojenat filtre kagidindan siiziilerek 645 nm ve 663 nm dalga
boylarindaki absorbans degerleri Ol¢iilmistir (Novaspec 1I, LKB Biochrom
Spectrophotometer).

Sekil 3.6.1. a; Uygulama yapilmamis fidelerin yapraklarindan elde edilen homojenat
b; Metal (Cd) uygulamasi yapilmis fidelerin yapraklarindan elde edilen homojenat
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Klorofil ekstraktinin iki farkli dalga boyunda yapilan optik yogunluk (D) 6l¢timlerinden
elde edilen degerlerin asagida verilen esitliklerde yerine konmasi ile bitki yaprak
dokusunun 0,05 gr’inda bulunan klorofil a, b ve total klorofil igerigi mg YA olarak
belirlenmistir (Witham ve ark. 1971).

Klorofil a: [12,7 (Des3)- 2,69 (Deas)] (V/1000W)

Klorofil b: [22,9 (Dess) — 4,68 (Dess) ] (V/1000W)

Total Klorofil: [20,2 (Dess) + 8,02 (Dess)] (V/1000W)

D: Klorofil ekstratinin belirtilen dalga boyundaki optik yogunlugu (Absorbans degeri)
V: % 80’ lik aseton hacmi (15 ml)
W: Ekstre edilen dokunun g olarak yas agirligi (0,05 gr)

3.7. Malondialdehit (MDA) iqeriginin Belirlenmesi

Heath ve Packer (1968)’in tanimladigi metoda gore Tiobarbiturik asitin (TBA)
reaksiyonu ile belirlenen malondialdehit (MDA) igerigi 2 asamada gergeklestirilmistir.
l.asamada; 0,1 g taze bitki materyali 5 ml (% 0,1 w/v) Trikloroasetik asit (TCA) ile
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat 15 000 g de 10 dk santrifiij edilmistir
2.asamada; 0,5 ml slipernatant, 1,5 ml karisim ¢ozeltisi (% 20 TCA igeren % 0,5 TBA
w/v) ile 95°C de 30 dk kaynatilarak inkiibasyona birakilmistir. Bu karisim 15 000 g de 5
dk 4 °C de tekrar santrifiij edilmistir 532 ve 600 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak (Novaspec 1, LKB Biochrom) absorbanslar1 okunmustur.

Iki farkl1 dalga boyunda yapilan optik yogunluk (D) él¢iimlerinden elde edilen degerlerin
asagida verilen esitliklerde yerine konmasi ile MDA igerigi (nmol/g YA) hesaplanmistir
(€; 155 mM cm™):

MDA (Absszs- Absgoo) x Ekstrakt hacmi (ml) / € x Ornek miktar

3.8. Hiicre Membran Zaran ve Iyon sizintisinin Belirlenmesi

Hiicre membran zarar1 ve iyon sizintisinin belirlenmesinde Masood ve ark. (2006)
tarafindan tanimlanan ve Sivritepe ve ark. (2009) tarafindan modifiye edilmis bir yontem

kullanilmisgtir. Bitki kisimlar1 (0,5 gr taze yaprak, 0,25 gr taze kok) 5 mm uzunlugunda
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parcalarma ayrilmistir. Her bir 6rnek 20 ml de-iyonize su igeren cam tiiplere
yerlestirilerek tiiplerin agz1 sikica kapatilmistir. Ornekler 2 saat boyunca su banyosunda
inkiibasyona (32°C) birakildiktan sonra elektriksel iletkenlik diizeyi (EC1) dl¢tilmiistiir
(Sekil 3.8.1.a). Daha sonra drnekler 120 °C de 20 dk otoklavlanmistir. Ornekler 25°C ye
kadar sogumaya birakilmistir. Son elektriksel iletkenlik diizeyleri (EC2) 6l¢iilmiistiir
(Sekil 3.8.1.b.).

H u k'.': ,. //
Sekil 3.8.1. a; 2 saat boyunca su banyosunda inkiibasyona birakilan 6rneklerde ECy
degerlerinin 6l¢iimii b; Otoklavlanan drneklerde EC2 degerlerinin dl¢iimil

Hiicre membranlarindaki iyon sizintist asagidaki formiile gore yiizde (%) olarak ifade

edilmistir;

Iyon s1izintis1 (%): (EC1/EC>) x 100

Hiicre membran zarar1 ise Shibli ve ark. (2007) tarafindan belirlenen asagidaki formiile

gore yiizde (%) olarak hesaplanmustir;

Hiicre membran zaran (%): 1-(1- EC1/EC,)/(1- EC1"/EC,")

E”, kontroliin elektriksel iletkenlik degerini igerir.
3.9. Azot Metabolizmasi1 Enzimlerinin Aktivitesinin Belirlenmesi
3.9.1. Nitrat Rediiktaz Aktivitesinin (NRA) Tayini

Nitrat rediiktaz aktivitesinin tayini i¢in kullanilan yontem Hageman ve Hucklesby (1971)
ve Jaworski (1971) tarafindan tanimlanan ve Gebauer ve ark. (1984) tarafindan modifiye

edilmis in-vivo bir yontemdir. Yontemin esasi inkiibasyon ortaminda nitratin
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indirgenmesiyle olusan nitritin spektrofotometre ile 6lglimiine dayanmaktadir. Nitrat
rediiktazin ¢cabuk bozulan bir enzim olmasi nedeniyle nitrat rediiktaz aktivite (NRA) testi
i¢in taze bitki materyali kullanilmistir. Yikanmis olan bitki materyalleri 8-10 mm lik
parcalara ayrilmistir (Sekil 3.9.1.1.a.). Elde edilen bitki parcalari, i¢erisinde 5 ml tampon
¢ozeltisi bulunan (tampon ¢ozelti: 0,08M KNOs3, 0,25M KH2PO4, % 1,5’ lik n-propanol,
pH: 7,5) ve inkiibasyon plagina monte edilmis kahverengi siseler icerisine konulmustur
(Sekil 3.9.1.1.b.). Oksijensiz bir ortam hazirlamak i¢in inkiibasyon plagina vakumlama
islemi uygulanmistir (6 mm Hg; 30 s). Daha sonra gaz halinde azot verilerek inkiibasyona
birakilmustir. Bu islem iki kez tekrarlanmstir. Inkiibasyon karanlik ve oksijensiz ortamda
30°C deki su banyosunda 2 saat siireyle yapilmustir. Bitki pargalar1 su banyosunda inkiibe
edilirken, deney tiiplerinin igerisine 0,4 ml saf su ve 0,6 ml siilfanilamid (% 5) ve a-
naftiletilendiamin (% 0,1) karisimi eklenmistir. inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra
su banyosundan c¢ikarilan siselerdeki soliisyondan 1 ml alinarak hazirlanan deney
tiiplerine siras1 bozulmayacak sekilde konmustur (Sekil 3.9.1.1.c.). Tiipler 20 dk karanlik
bir ortamda bekletildikten sonra 540 nm de spektrofotometrik olarak (Novaspec 11, LKB
Biochrom) absorbanslar 6l¢iilmiistiir. inkiibe edilen siselerde bulunan bitki parcalari ise
suyu siiziilerek petrilere alinmistir ve agirliklart sabitlesinceye kadar (105°C de 24 saat)
kurumaya birakilmistir (Sekil 3.9.1.1.d.). Kuruyan bitki parcalart tartilarak kuru
agirliklar (KA) kaydedilmistir.
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Sekil 3.9.1.1. Agir metal uygulanmus fidelerde NR aktivite tayini a; Pargalara ayrilmig
bitki kisimlar1 b; Inkiibasyon plag: c; inkiibasyon plagindan deney tiiplerine aktarilan
soliisyon d; inkiibasyon plagindan ¢ikarilip kurutulan bitki materyalleri

Cizelge 3.9.1.1. NRA Standartinin Hazirlanmasi

Standartlar 100 uM stok dH20 (mL) |Reaksiyon karisimi

NaNO:2 (uL) (mL)

Kor 0 1.4 0,6
0,5 nmol 5 1,395 0,6
1 nmol 10 1,39 0,6
2 nmol 20 1,38 0,6
5 nmol 50 1,35 0,6
10 nmol 100 1,3 0,6
20 nmol 200 1,2 0,6
30 nmol 300 1,1 0,6
40 nmol 400 1 0.6

Standart olarak sodyum nitrit (NaNO.) kullanilmistir. Cizelge 3.9.1.1.’de belirtildigi gibi
100 uM NaNO: stogundan 5, 10, 20, 50, 100, 200, 300 ve 400 pL alinarak bir standart
grafigi elde edilmistir. Grafikten elde edilen denklem (y = 0,0726x — 0,0892 R?= 0,99),

78



kuru agirlik ve absorbans degerleri kullanilarak NR aktivite (umol NOz; gKA™ saat™)
degerleri hesaplanmistir (Gebauer ve ark. 1984).

3.9.2. Glutamin Sentetaz Aktivitesinin (GS) Tayini

Bitki materyalinin ekstre edilmesinde Viégas ve Silveira (1999)' nin belirledigi yontem
kullanilmstir. 1 g s1vi azotta dondurulmus bitki materyali 6 mL 10 mM mercaptoethanol,
5 mM EDTA ve % 5 PVP igeren 250 mM Tris-HCI (pH: 7.6) tamponu igerisinde havanda
homojenize edilmistir. 20.000g de 30 dk 4°C de santrifiij edildikten sonra elde edilen
slipernatant temiz ependorf tiiplerine alinmistir. Enzim aktivitesi tayini i¢in 6rnekler

-80°C de saklanarak muhafaza edilmistir.

Glutamin sentetaz aktivitesinin tayini i¢in, Farnden ve Robertson (1980)’un belirledigi
yontem bazi modifikasyonlar yapilarak kullanilmistir. Hazirlanan test tiiplerine reaksiyon
karisimi (0,6 ml 25 mM Tris-HCI (pH:7.0), 0,2 ml 30 mM ATP, 0,2 ml 500 mM MgSQg,
0,2 ml 50 mM L-glutamate) konulduktan sonra 0,5 ml siipernatant eklenmistir. Ayni
tipler igerisine 1:1 oraninda 1M NH>OH.HCI ve 1M NaOH karisimindan 0,2 ml
eklenerek reaksiyon baslatilmistir. 30°C de 30 dk lik inkiibasyondan sonra 1:1:1 oraninda
% 10 FeCly, % 24 TCA ve % 50 HCI igeren karisimdan 0,5 ml eklenerek reaksiyon
durdurulmustur. Daha sonra tiipler 7.000 g de 10 dk santrifiij edilmistir. Orneklerin
absorbans degerleri 540 nm dalga boyunda (Novaspec 11, LKB Biochrom) okunarak elde

edilmistir.
3.10. Total Eriyebilir Protein I¢eriginin Belirlenmesi

Orneklerin protein konsantrasyonu Bradford (1976) tarafindan gelistirilen yonteme gore
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bu yontemin temeli Coomassie Brillant Blue
G250 (CBB) boyasmin protein molekiilii ile kompleks olusturmasina dayanmaktadir.
Ortamdaki protein miktar1 arttikga olusan renk acik maviden koyu maviye dogru
degismektedir. Analiz i¢in kullanilan stok boya ¢ozeltisi igin; 500 mg CBB 250 ml % 96
etanol icerisinde ¢oziilerek tizerine 500 ml % 85 fosforik asit (H3PO4) eklenmistir. Elde
edilen ¢ozeltiye son hacmi 1 litre olacak sekilde saf su ilave edilmistir. Bu ¢6zelti siyah
banth siizge¢ kagidindan siiziilerek koyu renkli sisede 4°C’ de saklanmigtir. Analiz igin

kullanilan ¢ozelti 1:5 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanilmigtir. Standart olarak
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bovine serum albumin (BSA) kullanilmistir. 1 mg/mL BSA stogundan 5, 10, 15, 20, 30
ve 35 pL alinarak son hacim 500 pL olacak sekilde distile su ile tamamlanmistir (Cizelge
3.10.1.). Bu karisgima son hacim 5 mL olacak sekilde Bradford ayiraci eklenmistir.
Absorbans degerleri 595 nm de belirlenmistir. Standartlara ait absorbans degerleri
kullanilarak bir grafik elde edilmistir. Grafikten elde edilen denklem (y = 0,0316x +
0,0516 R?=0,9998) yardimi ile protein konsantrasyonu bilinmeyen &rneklerin
konsantrasyonlar1 formiilden tespit edilmistir. Denklemde x egim, y ise Orneklerin
Bradford sonucu dl¢iilen absorbans degerlerini temsil etmektedir. Hesaplamaya diliisyon

faktorii olarak 100 katsayis1 da dahil edilmistir.

Cizelge 3.10.1. Bradford Standartinin Hazirlanmasi

Standartlar | 1 mg/mL stok BSA | dH20 (uL) | Bradford Ayiraci
(L) (mL)
Kor 0 500 5
0,2 mg/mL 5 495 5
0,4 mg/mL 10 490 5
0,6 mg/mL 15 485 5
0,8 mg/mL 20 480 5
0,12 mg/mL 30 470 5
0,14 mg/mL 35 465 5

3.11. Antioksidatif Enzim (SOD, CAT, APX) Aktivitesi Tayini
3.11.1. Bitki Materyalinin Ekstraksiyonu

Bitki materyalinin ekstraksiyonu, Ardi¢ ve ark. (2009) tarafindan uygulanmis yonteme
gore yapilmistir. 1 gram dondurulmus bitki dokusuna 3 mL tampon ¢o6zelti (Tampon
Cozelti: 1 mM EDTA ve % 2 PVP iceren 50 mM Na-fosfat tamponu (pH: 7,8) konularak
buzlu havanda homojenize edilmistir. 14.000g de 40 dk 4°C de santrifiij edildikten sonra
elde edilen siipernatant temiz ependorf tiiplerine alinmigtir. Hemen enzim aktivitesi
Olciilemeyen ornekler -70°C de saklanarak muhafaza edilmistir. Bu ekstraksiyon islemi

siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesinde
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kullanilmistir. Askorbat peroksidaz  (APX)  aktivitesinin tayininde ise bitkinin

ekstraksiyonunda kullanilan tampon ¢ozeltinin igerisine 2 mM askorbat ilave edilmistir.
3.11.2. Siiperoksitdismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini

Stiperoksit dismiitaz (SOD) aktivitesi tayininde Beuchamp ve Fridovich (1971)
tarafindan belirlenmis bir yontem kullanilmistir. 20 mM sodyum fosfat tamponu pH 7,5,
0,1 mM EDTA, 10 mM metionin, 0,1 mM p-Nitro Blue Tetrazolium (NBT), 5 uM

riboflavin den olusan reaksiyon karisimina 50 uM enzim ektrati eklenerek tiipler 15

21
dakika siire ile 300 pmol m S 1s18a maruz birakilmistir. Kontrol olarak enzim igermeyen
test tiipii kullanilmistir. Orneklerin absorbans degerleri 560 nm’ de spektrofotometrede
(Novaspec II LKB Biochrom) okunmustur ve % inhibisyon degerlerinin hesaplamasi i¢in

kaydedilmistir. Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir;

% inhibisyon=(Kontroliin Abs.-Ornegin Abs.) X 100/ Kontroliin Abs.

Orneklerdeki SOD  konsantrasyonlarmin  belirlenmesi igin  SOD  standartlari
hazirlanmistir. Standartlarin hazirlanmasinda sigir eritrositlerinden elde edilmis bir SOD
kiti (SOD S7446, Sigma-Aldrich, USA) kullanilmistir. Cizelge 3.11.2.1.’de belirtildigi
gibi 0.01 mg/mL stoktan 1, 2, 4, 6, 8, 10 ve 20 uL alinarak bir standart grafigi
olusturulmustur. Grafikten elde edilen formiil (y= 0,1962 + 9,1306 R?= 0,9746)
kullanilarak SOD konsantrasyonlar1 bilinmeyen uygulamalarin enzim konsantrasyonlari
belirlenmistir. Formiilde y degeri % inhibisyonu, x ise SOD konsantrasyonunu ng/mL
cinsinden belirtmektedir. Bir SOD f{initesi ise % 50 inhibisyon saglayan enzim miktari
olarak tanimlandig i¢in konsantrasyon degerleri iiniteye cevrilmistir. Elde edilen tinite
degerleri, total protein igerigine oranlanmis ve enzim aktivitesi U/mg protein olarak

belirlenmistir.
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Cizelge 3.11.2.1. SOD Standartinin Hazirlanmasi

Standartlar 10 mM sodyum 0.01 mg/mL Reaksiyon
fosfat (pH 7.5) (nL) SOD stogu (uL) karisimi(mL)

Kor 500 0 2,5
20 mg/mL 499 1 2,5
40 mg/mL 498 2 2,5
80 mg/mL 496 4 2,5
120 mg/mL 494 6 2,5
160 mg/mL 492 8 2,5
200 mg/mL 490 10 2,5
400 mg/mL 482 20 2,5

3.11.3. Katalaz (CAT) Aktivitesi Tayini

Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde Lester ve ark. (2004)’ na ait modifiye bir yontem
kullanilmistir. Bu yontem hidrojen peroksitin katalaz enziminin etkisi ile su ve oksijene
parcalanmas1 sonucu 240 nm dalga boyunda meydana gelen absorbans diisiisliniin
spektrofotometrede izlenmesi esasina dayanmaktadir. Aktivite tayin ortaminda 20 mM

sodyum fosfat tamponu (pH 6,8) ve 15 mM HZO2 (Fluka % 3’lik HZOZ) bulunmaktadir.

0,1 mL enzim ekstrakti konularak baslatilan enzim aktivitesi 6l¢limiinde 3 dk igerisinde
meydana gelen absorbans azaligi tespit edilmistir. Reaksiyon 240 nm dalga boyunda
(Shimadzu UV-2100) ol¢iilmiistiir. Reaksiyonun baslangi¢ ve bitis anindaki absorbans
degerleri kaydedilmistir. CAT enzim aktivitesi asagidaki formiile gore total protein
icerigine oranlanarak U/mg protein olarak belirlenmistir (Ekstriksiyon katsayisi, €, 40

mmol/L.cm).

CAT Aktivitesi: [(AAbS XVtopIam)/s X t X Venzim X |] /TP

€ : 40 mmol/L.cm
Vioplam: TOplam hacim (3ml)
Venzim: Reaksiyona konulan enzim hacmi (0,1 ml)

t: Reaksiyonun gergeklestigi siire (3 dk)
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I: Kiivete ait 151k yolu (1 cm)
TP: Total protein miktari (mg protein)

3.11.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi Tayini

Askorbat peroksidaz aktivitesinin tayininde Lester ve ark.(2004) tarafindan verilen
yontem kullanilmistir. Bu yontemde 50 mM potasyum fosfat (pH 6,6), 0,25 mM askorbat
ve 1 mM HZO2 (Fluka % 3’ lik Hzoz) dan olusan reaksiyon karisimi kullanilmistir. Bu

karistma 1 mL enzim ekstrakti eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Askorbat ve HZO2

1siktan etkilendikleri icin stok hazirlamakta amber siseler kullanilmistir. Enzim aktivite
Olgtimleri 3 dakika boyunca spektrofotometrede (Shimadzu UV-2100) 290 nm dalga
boyunda ger¢eklestirilmistir. Reaksiyonun baglangic ve bitis absorbans degerleri
kaydedilmistir. APX enzim aktivitesi asagidaki formiile gore total protein icerigine

oranlanarak U/mg protein olarak belirlenmistir (Ekstriksiyon katsayis1 of 2,8 mMZ*cm™).

APX Aktivitesi: [(AAbS XVtopIam)/g X t X Venzim X |] [ TP

€:2.8mM*cm?

Vioplam: TOplam hacim (3 mL)

Venzim: Reaksiyona konulan enzim hacmi (1 mL)
t: Reaksiyonun gerceklestigi siire (3 dk)

I: Kiivete ait 151k yolu (1 cm)

TP: Total protein miktar1 (mg protein)

3.12. Bulgularin Degerlendirilmesi ve istatistik Analizler

Her bir 6rnekleme doneminde kontrol grubu ve metal uygulanan serilere ait 5 birey
analizler i¢in kullanilmistir (n=5). Metal konsantrasyonlarina ve uygulama siiresine bagli
olarak ortalama biyokiitle, su igerigi, klorofil ve total eriyebilir protein igerigi, NR ve GS,
MDA, iyon sizintisi, hiicre membran zarari, SOD, CAT, APX aktivite degerleri
arasmdaki farkliliklar iki-Yonlii (Two-Way ANOVA) varyans ile sinanmistir. Istatistik
analizler Statistica 6.0 paket programi (StatSoft Inc, 1984-1995) ile a: 0,05 anlamlilik

diizeyinde gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Cd, Cu, Cr, Ni ve Zn uygulanan V. olympicum Boiss. fidelerinin biyokiitle (mg KA) ve
su (%), klorofil (klorofil a, b ve total klorofil; mg/g YA) ve protein igerigi (mg/g YA),
MDA (nmol/g YA), hiicre memban zarar1 (%) ve iyon sizintisi (%), nitrat 6ziimleme (NR;
umol NO, gKAlsaat™ ve GS; U/mg protein) ve antioksidatif enzim (SOD, CAT, APX;
U/mg protein) aktivitelerindeki konsantrasyona ve siireye bagl degisimler sekil ve

cizelgeler ile gdsterilmistir.
4.1. Kadmiyum (Cd)

4.1.1. Cd Uygulanmis Fidelerde Biiyiime Parametreleri (Biyokiitle, Su Icerigi ve
Klorofil Icerigi)

50, 100 ve 250 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanmis fideler ile kontrol grubu
fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen ortalama biyokiitle degerlerinin uygulama
stiresine gore degisimi Cizelge 4.1.1.1 ve Sekil 4.1.1.1° de verilmistir. Buna gére hem
kok hem de yapraklarda Cd konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagli olarak

biyokiitlede anlamli bir azalis oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

Cizelge 4.1.1.1. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama biyokiitle degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. £+ Std. sapma).

Biyokiitle (mg KA)
Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 660,5 + 18,3 703,0 £ 31,7 763,3+29,5
50 pM Cd 662,7 31,6 703,6 £32,0 684,6 +31,1

Yapraklar
100 pM Cd 643,77+ 17,7 625,5+ 20,5 602,7 + 38,3
250 uM Cd 633,0 + 31,3 603,6 £ 34,2 543,74+ 30,0
Kontrol 3559+245 373,0+ 17,3 413,8+25,0
50 pM Cd 378,8 +25,4 354,0 41,6 334,6 + 30,3

Kokler

100 pM Cd 333,5+£44.9 295,2+£23.2 273,7+ 38,9
250 pM Cd 304,7+35,9 275,4 £28,9 239,4 + 26,2
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Fidelerde belirlenen en diisiik biyokiitle degeri, hem kok hem de yapraklar igin 7. giinde
250 uM Cd uygulanmig 6rneklerde tespit edilmistir. Bu degerler sirastyla kokler igin
239,4 + 26,2 mg KA; yapraklar i¢in 543,7 + 30,0 mg KA’dir. En yliksek ortalama
biyokiitle degeri hem kok hem de yapraklar i¢in 7. giine ait kontrol 6rneklerinde elde
edilmistir. Bu degerler kokler icin 413,8 + 25,0 mg KA, yapraklar i¢in 763,3 + 29,5 mg
KA’ dir (Cizelge 4.1.1.1).

Biyokiitle
900 - Yapraklar m Kontrol
050uM cd
800 4
=100 uM Cd
700 A @250 uM Cd
— 600 -
<
=4
[=T:] -
g 500
£ 400
3
-
S 300 A
=
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100 -
0 -
1.gln 3.gln 7.gln
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O50uMcd
100 uM cd
400 -
m 250 uM Cd
T
= 300 4
(=T}
E
£
5
3 200 -
[=]
=
[==]
100 +
o -
1.gln 3.gln 7.gln

Sekil 4.1.1.1. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama biyokiitle degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanmis fidelerin kdk ve yaprak kisimlarinda belirlenen
ortalama su iceriginin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.1.1.2 ve Sekil 4.1.1.2°
de verilmistir. Uygulama siiresi ve Cd konsantrasyonlarina gore su igeriginde anlamli bir

azalig oldugu tespit edilmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.1.1.2. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama su igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. sapma).

Su icerigi (%)
Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 80,6 +5,8 84,0+4,0 88,0+2,6
50 uM Cd 80,0 £3,8 73,0+ 6,2 74,0+£3,2

Yapraklar
100 uM Cd 72,2+3,0 60,4+ 3,6 47,1+£3,2
250 uM Cd 60,0 +4,2 478+5,1 32,0+3,2
Kontrol 87,2+3,3 84,8 +1,9 81,8 +2,7
50 uM Cd 80,0+ 1,9 79,0 4,0 63,2 +6,7

Kokler

100 uM Cd 78,0 = 6,4 68,0 £3,2 43,8+2,9
250 uM Cd 68,4 + 6,1 56,0 2.5 27,8+3,1

Cizelge 4.1.1.2° ye gore yapraklarda belirlenen en yiiksek su igerigi 7. giindeki kontrol
orneklerinde tespit edilmistir (% 88,0 £ 2,6). Yapraklardaki en diisiik su icerigi ise, 7. giin
boyunca 250 uM Cd uygulanmis 6rneklerde elde edilmis olup % 32,0 + 3,2 olarak
belirlenmistir. Koklerdeki en yiiksek su icerigi 1. giindeki kontrol orneklerinde elde
edilmistir. Bu deger % 87,2 + 3,3 dir. Koklere ait en diisiik su icerigi ise, 7 glin boyunca
250 uM Cd uygulanmis orneklerde elde edilmistir (% 27,8 + 3,1). Bununla birlikte Cd
uygulanmis fidelerin kok kisimlarinda belirlenen su igerigindeki azaligin yapraklara gore

daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.1.1.2. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama su igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Cizelge 4.1.1.3 ve Sekil 4.1.1.3°de farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanmis fidelerin
yaprak kisimlarinda belirlenen ortalama klorofil a ve b igeriginin uygulama siiresine gore
degisimi yer almaktadir. Buna gore Cd konsantrasyonlarinin uygulama siiresine baglh
olarak klorofil a igeriginde anlamli bir azalis meydana getirdigi tespit edilmistir (P<0,05).
Fakat Cd konsantrasyonlarinin uygulama siiresine bagli olarak klorofil b igeriginde

meydana getirdigi azalisin anlamli olmadig1 belirlenmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.1.1.3. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama klorofil a ve b

iceriginin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. + Std. Sapma).

Klorofil a ve b icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 1,44 +£0,17 1,42 + 0,06 1,28 £0,11

Klorofil a 50 uM Cd 1,47 £0,23 1,27 +£0,12 1,02 + 0,08
100 pM Cd 1,00 £0,06 1,03 +0,11 0,77 £ 0,05

250 pM Cd 0,85+ 0,09 0,59+ 0,05 0,38 +£0,13

Kontrol 0,81 +0,06 0,87 +0,16 0,76 £ 0,06

Klorofil b 50 uM Cd 0,53+0,10 0,50+0,10 0,41 +0,03
100 pM Cd 0,39+ 0,05 0,33+ 0,07 0,29+ 0,04

250 uM Cd 0,25+ 0,07 0,23 + 0,07 0,18 £ 0,04

Cizelge 4.1.1.3¢ gore belirlenen en diisiik klorofil a ve b degeri 7 giin boyunca 250 uM
Cd’a maruz birakilmig oOrneklerde elde edilmistir. Bu uygulama siiresi ve
konsantrasyonda klorofil a igerigindeki azalis kontrole gore yaklasik olarak 3 kat iken
(0,38 £ 0,13 mg/g YA), ayn1 konsantrasyon ve uygulama siiresinde klorofil b i¢eriginde
meydana gelen azalis kontrole gore yaklasik olarak 4 kattir (0,18 + 0,04 mg/g YA).
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Sekil 4.1.1.3. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama klorofil a ve b igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanmis fidelerin yapraklarinda belirlenen ortalama
total klorofil i¢eriginin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.1.1.4 ve Sekil 4.1.1.4°
de gosterilmistir. Buna gore artan Cd konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagli olarak
ortalama total klorofil i¢eriginde anlamli bir azalis oldugu tespit edilmistir (P<0,05). Elde
edilen en diisiik total klorofil igerigi 7 giin boyunca 250 uM Cd uygulanmis 6rneklerde
elde edilmistir (0,56 £ 0,12 mg/g YA). Cizelge 4.1.1.4° de 50 uM Cd konsantrasyonunun
1. ve 3. giinlerde total klorofil iceriginde benzer bir etkiye neden oldugu goriilmektedir.
Ayni durum 100 uM Cd uygulamasinda da meydana gelmistir.

89



Cizelge 4.1.1.4. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama total klorofil i¢eriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. &= Std. Sapma).

Total Klorofil icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyon 1.giin 3.giin 7.giin
Kontrol 2,08 £0,15 2,30 £0,15 1,95+0,13
Total
50uMCd 2,00+0,23 2,04+ 0,17 1,43 +0,12
Klorofil
100pMCd 1,39+0,08 1,36 +£0,09 1,07 £ 0,05
250 pnM Cd 1,11 +0,08 0,82 +0,08 0,56 0,12

250 uM Cd konsantrasyonunda ise uygulama siiresine bagli olarak total klorofil igeriginin

tiim uygulama siirelerinde azaldig tespit edilmistir.
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3 -
= Kontrol

< 25 - 050 um Cd
%‘; 0100 puM Cd
E 24 ® 250 pM Cd
80
B1s -
E
2
c 11
<
205 -
'2 ’

0 -

1.giin 3.glin 7.glin

Sekil 4.1.1.4. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama total klorofil igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=15).

Farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
biiyiime parametrelerine ait (biyokiitle, su igerigi, klorofil a, b ve total klorofil igerigi)
ortalama degerlerin uygulama siiresine gore degisimi iki yonlii ANOVA testi ile analiz

edilmistir. Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.1.1.5” de yer almaktadir.

90



Cizelge 4.1.1.5. Biyokiitle, su ve klorofil degerleri i¢in iki yonlii ANOV A sonuglari [Tiim parametreler konsantrasyon

(Cd) x siire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir ].

Faktor Biyokiitle Su I¢erigi Klorofil a Klorofil b Total Klorofil
Icerigi Icerigi Icerigi

df F P F P F P F P F P

Kokler

Konsantrasyonlar 3 37,53 0,000 166,84 0,000

Uygulama siiresi 2 4,14 0,022 167,48 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 4,37 0,001 18,21 0,000

Hata 48

Yapraklar

Konsantrasyonlar 3 48,84 0,000 236,86 0,000 116,27 0,000 151,98 0,000 273,51 0,000

Uygulama siiresi 2 0,73 0,486 46,28 0,000 41,51 0,000 8,291 0,001 55,90 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 10,51 0,000 19,97 0,000 4,39 0,001 1,30 0,277 5,27 0,000

Hata 48
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4.1.2. Cd Uygulanms Fidelerde Azot Metabolizmas1 Enzimlerinin (NR ve GS)

Aktivitesi ve Eriyebilir Protein Icerigi

Farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
azot metabolizmasi enzimlerinden nitrat rediiktaz (NR) aktivitesinin uygulama siiresine
gore degisimi Cizelge 4.1.2.1 ve Sekil 4.1.2.1° de gosterilmistir. Buna gore hem kok hem
de yapraklarda ortalama NR aktivitesinin uygulama siiresine ve Cd konsantrasyonlarina
bagl olarak azaldig tespit edilmistir (P<0,05). Yapraklardaki en yiiksek NR aktivitesi 1.
giine ait kontrol 6rneklerinde (1,69 + 0,17 umol NO; gKA™.saat™) tespit edilmistir.
Yapraklardaki en diisiik NR aktivitesi ise 7 giin boyunca 250 uM Cd uygulanmis
orneklerde elde edilmis olup bu deger 0,04 + 0,01 umol NO, gKA™.saat? dir (Sekil
4.1.2.1).

Cizelge 4.1.2.1. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama NR aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma).

NR Aktivitesi (umol NO; gKA™.saat?)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 1,69 +0,17 1,05 +0,48 0,91 £0,08
50 uM Cd 1,09 £ 0,23 0,59 +0,08 0,50 £ 0,05

Yapraklar
100 uM Cd 0,73+0,14 0,51 +0,05 0,30 + 0,04
250 uM Cd 0,28 +0,04 0,15+0,02 0,04 £ 0,01
Kontrol 1,05 £0,14 141 +£0,36 125+0,48
50 pM Cd 0,95 +£0,05 0,66 £0,11 0,45+0,04

Kokler

100 pM Cd 0,51 +£0,03 0,41 £0,02 0,23 +0,03
250 uM Cd 0,19 +£0,02 0,08 +£0,03 0,02 £0,01

Koklerde de yapraklara benzer bir azalis goriilmektedir. Koklerde belirlenen en diisiik
NR aktivitesi 7. giinde 250 uM Cd uygulanmis 6rneklerde elde edilmistir (0,02 + 0,01
umol NO2 gKA™.saat?). Fakat koklerdeki en yiiksek NR aktivitesi 3. giine ait kontrol
orneklerinde tespit edilmistir (1,41 + 0,36 umol NO, gk AL.saat™?).
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Sekil 4.1.2.1. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama NR aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Azot metabolizmasina ait bir diger enzim olan glutamin sentetaz (GS) aktivitesinin farkl
konsantrasyonlarda Cd uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
ortalama degerlerinin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.1.2.2 ve Sekil 4.1.2.2°
de verilmistir. Buna gore hem kok hem de yaprak kisimlarinda belirlenen GS aktivitesine
ait degerlerde uygulama siiresi ve Cd konsantrasyonlarina bagli olarak anlamli fark

(P<0,05) bulunmustur.

93



Cizelge 4.1.2.2. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama GS aktivitesinin

konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma).

GS Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin
Kontrol 2,54 £0,16 2,68 +£0,18 2,67 +0,29
50 uM Cd 2,25+0,04 1,83 £0,07 1,49+0,11
Yapraklar
100 nM Cd 1,94 £0,07 1,35+0,07 0,85+ 0,06
250 uM Cd 1,60 £ 0,14 0,96 = 0,09 0,48 + 0,02
Kontrol 2,04 +0,03 2,07 +0,02 2,07 £ 0,04
Kokler 50 uM Cd 1,86 £ 0,07 1,40 + 0,05 1,08 £0,08
100 nM Cd 1,78 £0,03 1,20 + 0,07 0,95+ 0,04
250 uM Cd 1,52 +0,04 1,00 +£0,03 0,67 + 0,07

Cizelge 4.1.2.2° e gore GS aktivitesinin, tiim Cd konsantrasyonlarindan negatif yonde
etkilendigi goriilmektedir. Buna gore yapraklarda belirlenen en diigiik GS aktivitesi 7 glin
boyunca 250 uM Cd uygulanmis 6rneklerde belirlenmistir (0,48 = 0,02 U/mg protein).
Koklerde belirlenen GS aktivitesinde de yapraklardakine benzer bir azalis goriilmektedir.
Koklerde belirlenen en diisiik GS aktivitesi 7 glin boyunca 250 pM Cd uygulanmis
orneklerde tespit edilmistir. Bu deger 0,67 + 0,07 U/mg protein’ dir ve kontrole gore

yaklasik olarak % 60 oraninda bir azalis meydana geldigi goriilmektedir.
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Sekil 4.1.2.2. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama GS aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Sekil 4.1.2.3” de farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanmis fidelerin kok ve yapraklarinda
belirlenen ortalama eriyebilir protein (mg/g YA) igeriginin uygulama siiresine gore
degisimi yer almaktadir. Buna gére hem kok hem de yapraklarda belirlenen ortalama
eriyebilir protein igeriginde uygulama siiresi ve Cd konsantrasyonlar1 arasinda anlaml
bir fark bulunmustur (P<0,05). Buna gore fidelerin kdk ve yapraklarinda belirlenen
protein igeriginin farkli konsantrasyonlarda Cd uygulamasiyla birlikte uygulama siiresine

bagli olarak azaldig: tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1.2.3. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama eriyebilir protein

iceriginin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma).

Eriyebilir Protein icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 2,10 £0,12 2,14+0,19 2,14+0,16
50 pM Cd 1,74 £ 0,07 1,03 £0,07 0,74 £ 0,02

Yapraklar
100 pM Cd 1,71 £ 0,07 0,73 +0,03 0,48 £ 0,05
250 uM Cd 1,54 £ 0,06 0,44 + 0,07 0,29 £ 0,03
Kontrol 2,67 £0,15 2,46 0,07 2,68 £0,17
50 pM Cd 2,36 + 0,06 2,06 0,07 1,88 £ 0,04

Kokler

100 pM Cd 2,15+0,04 1,36 0,08 0,98 £ 0,06
250 pM Cd 1,75+0,08 1,01 + 0,04 0,68 + 0,05

Yapraklarda belirlenen en yiiksek ortalama eriyebilir protein igerigi kontrol 6rneklerinde
2,14 £ 0,16 mg/g YA olarak belirlenmistir. Yapraklarda belirlenen en diisiik eriyebilir
protein igerigi ise 7 giin boyunca 250 uM Cd konsantrasyonuna maruz birakilmis
orneklerde belirlenmistir (0,29 + 0,03 mg/g YA). Cd uygulanmis fidelerin koklerinde
belirlenen eriyebilir protein igeriginin de uygulama siiresine bagli olarak azaldig tespit
edilmistir. Fakat koklerin ortalama eriyebilir protein iceriginde belirlenen bu azalisin
yapraklardaki kadar olmadig1 goriilmektedir (Cizelge 4.1.2.3). Kdklerde belirlenen en
diisiik protein icerigi 7 giin boyunca 250 uM Cd uygulanmis 6rneklerde belirlenmistir ve
bu deger 0,68 + 0,05 mg/g YA olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.1.2.3. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama eriyebilir protein
iceriginin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
azot metabolizmasi enzimlerinden NR ve GS aktivitesinin ve eriyebilir protein igeriginin
uygulama siiresine gore degisimi iki yonlii ANOVA testi ile analiz edilmistir. Elde edilen

istatistiksel veriler Cizelge 4.1.2.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.1.2.4. Azot metabolizmasi enzimlerine ait (NR ve GS) ortalama aktivite
degerleri ve eriyebilir protein igerigi degerleri i¢in iki yonlii ANOVA sonuglar1 [Tiim
parametreler konsantrasyon (Cd) x siire i¢cin a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz
edilmistir].

Faktor NR Aktivitesi GS Aktivitesi Eriyebilir Protein
Icerigi

df F P F P FP

Kokler

Konsantrasyonlar 3 102,88 0,000 865,63 0,000 786,98 0,000

Uygulama siiresi 2 5,92 0,005 594,88 0,000 315,25 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 4,01 0,002 75,67 0,000 49,13 0,000

Hata 48

Yapraklar

Konsantrasyonlar 3 98,64 0,000 418,03 0,000 605,07 0,000

Uygulama siiresi 2 46,62 0,000 146,45 0,000 459,98 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 3,19 0,010 25,11 0,000 60,02 0,000

Hata 48

4.1.3. Cd Uygulanmus Fidelerde Iyon sizintisi, Hiicre Membran Zaran ve

Malondialdehit (MDA) icerigi

Farkl1 konsantrasyonlarda Cd uygulanmuis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
iyon sizintisina ait ortalama degerlerin (%) uygulama siiresine gore degisimi Cizelge
4.1.3.1 ve Sekil 4.1.3.1° de verilmistir. Buna gore, hem kok hem de yapraklarda belirlenen
iyon sizintisina ait ortalama degerlerde Cd konsantrasyonlari ve uygulama siiresine bagl
olarak anlamli bir fark bulunmustur (P<0,05). Uygulama siiresine bagli olarak Cd
konsantrasyonlar1 arttikga membranlardaki iyon sizintisinda artis oldugu belirlenmistir.
Koklerde elde edilen en yiiksek deger, 7 giin boyunca 250 uM Cd stresine maruz kalmis
orneklerde tespit edilmistir (% 96,6 + 1,7). Yapraklarda da koklerdekine benzer bir artig
goriilmektedir (Cizelge 4.1.3.1). Buna gore elde edilen yapraklarda belirlenen en yiiksek
deger 7 giin boyunca 250 uM Cd stresine maruz kalmis 6rneklerde belirlenmistir (% 96,0
+ 2,6).
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Cizelge 4.1.3.1. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama iyon sizintisi
degerlerinin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. sapma).

Iyon sizintisi (%)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 40,7+ 1,5 439+2,2 48,4+ 1,5
50 uM Cd 58,3+£2,6 69,1 £2,5 78,5+ 1,4

Yapraklar
100 uM Cd 62,9+2,0 72,7+1,3 84,6 + 1,2
250 uM Cd 66,1 £2,5 82,1£1,5 96,0 +2,6
Kontrol 274+20 32,5+2.3 36,6 +2,3
50 uM Cd 32,8+2,2 46,4+ 1,4 68,5+ 1,2

Kokler

100 pnM Cd 39,3+1,0 57,3+1,3 85,3+2,1
250 uM Cd 46,5+ 1,0 77,9 +29 96,6 + 1,7
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Sekil 4.1.3.1. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama iyon sizintis1 degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanmis fidelerin kok ve yapraklarinda belirlenen hiicre
membran zararina ait ortalama degerlerin uygulama siiresine gore degisimleri Cizelge
4.1.3.2 ve Sekil 4.1.3.2°de yer almaktadir. Buna gdre hiicre membran zararina ait
degerlerde uygulama siiresi ve Cd konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmustur (P<0,05). Iyon sizintis1 degerlerine paralel olarak hiicre membran zararinda
da hem kok hem de yapraklarda uygulama siiresi ve Cd konsantrasyonlarina bagl olarak
artis oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1.3.2.). Hiicre membran zararina ait elde edilen en
yiiksek deger hem kok hem de yaprak kisimlarinda 7 giin boyunca 250 uM Cd

uygulanmis orneklerde tespit edilmistir. Ayrica 1. giinde fidelerin yaprak kisimlarinda
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belirlenen hiicre membran zararinda 100 ve 250 uM Cd konsantrasyonlarinin benzer

etkiye neden oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1.3.2. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama hiicre membran
zararinin konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5; Ort. + Std. sapma).

Hiicre Membran Zarari (%)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin
Kontrol 0 0 0
50 pM Cd 52,0+1,4 64,4+1,5 72,4+29
Yapraklar
100 pM Cd 58,2+4,1 67,6 £2,5 77,2+ 4.6
250 uM Cd 58,8+3,1 74,2+2,0 92,2+3,0
Kontrol 0 0 0
50 pM Cd 25,0+1,4 434+24 61,0+2,0
Kokler
100 pM Cd 332+1,8 53,6 £ 1,8 79,0 £2,7
250 uM Cd 40,6 £ 1,7 73,0+2,0 92,2+2,8
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Sekil 4.1.3.2. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama hiicre membran zararinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Cizelge 4.1.3.3 ve Sekil 4.1.3.3” de farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanmis fidelerin
yaprak kisimlarinda belirlenen ortalama MDA igeriginin uygulama siiresine gore

degisimi yer almaktadir.
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Cizelge 4.1.3.3. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama MDA igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma)

MDA l¢erigi (nmol/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin
Kontrol 2,92 +1,40 471 + 1,27 6,98 + 1,57
50 uMCd 8,09+1,34 1443 £ 1,73 25,16 +£2,08
Yapraklar
100pM Cd  11,45+3,43 45,27 + 2,82 59,20 + 4,97
250pM Cd 17,70 £2,85 76,20 £ 0,03 110,24 + 15,03
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Sekil 4.1.3.3. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama MDA igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Sekil 4.1.3.3” e gére MDA igeriginde uygulama siiresi ve Cd konsantrasyonlarina bagl
olarak anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir (P<0,05). En yiiksek MDA igerigi 7 giin
boyunca 250 pM Cd uygulanmig Orneklerin yapraklarinda elde edilmistir. Bu deger
yaklasik olarak kontrolden 16 kat daha yiiksektir.

Farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanms fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
iyon s1zintis1 ve hiicre membran zarari ile yaprak kisimlarinda belirlenen MDA igeriginin
uygulama siiresine gore degisimi iki yonlii ANOVA testi ile analiz edilmistir. Elde edilen

istatistiksel veriler Cizelge 4.1.3.4° de yer almaktadir.
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Cizelge 4.1.3.4. Iyon s1zintisi, hiicre membran zarar1 ve yaprak kisimlarinda belirlenen
MDA degerleri i¢in iki yonliit ANOVA sonuglar1 [Tiim parametreler konsantrasyon (Cd)
x stire igin a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir].

Faktor Iyon s1zintisi Hiicre membran MDA Icerigi
zarari

df F P F P F P
Kokler
Konsantrasyonlar 3 1309,18 0,000 4399,66 0,000
Uygulama siiresi 2 1748,89 0,000 1858,79 0,000
Konsantrasyon x Siire 6 132,25 0,000 232,3 0,000
Hata 48
Yapraklar
Konsantrasyonlar 3 965,04 0,000 2703,15 0,000 470,97 0,000
Uygulama siiresi 2 496,69 0,000 248,78 0,000 334,49 0,000
Konsantrasyon x Siire 6 27,04 0,000 36,06 0,000 81,31 0,000
Hata 48

4.1.4. Cd Uygulanms Fidelerde Antioksidatif Enzim Aktivitesi (SOD, CAT, APX)

50, 100 ve 250 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanmis fideler ile kontrol grubu

fidelerin kok ve yapraklarinda belirlenen ortalama siiperoksit dismutaz (SOD)

aktivitesinin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.1.4.1 ve Sekil 4.1.4.1° de

verilmistir. Buna gore hem kok hem de yapraklarda belirlenen SOD aktivitesinde

uygulama siiresi ve Cd konsantrasyonlarina bagl olarak anlamli bir fark (P<0,05)

bulunmustur.
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Cizelge 4.1.4.1. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama SOD aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. &= Std. Sapma).

SOD Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 39,87 +2,72 40,38+ 2,91 42,30 + 3,16
50uM Cd 70,32+3,88 91,15+ 7,09 107,47+ 9,28

Yapraklar
100 uM Cd 78,94+ 5,09 130,99 + 5,22 148,47+ 3,13
250 yM Cd  101,72+11,37 157,13+ 10,11 169,71+ 3,05
Kontrol 25,43 + 1,19 23,53 +1,76 24,23+ 0,91
50uM Cd 32,87+2,43 42,81 +1,87 56,30 + 3,07
Kokler

100 pM Cd  41,31+1,73 64,91+ 1,03 74,96 + 3,13
250 pM Cd 52,72+ 1,16 68,96 + 2,27 87,68 +2,12

Cizelge 4.1.4.1° de belirtildigi gibi Cd konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak SOD
aktivitesinin tiim uygulama siirelerinde arttig1 tespit edilmistir. 7 giin boyunca 250 pM
Cd uygulanmis fidelerin yapraklarinda belirlenen SOD aktivitesi 169,7 + 3,5 U/mg
protein degerine ulagmakta olup bu deger yapraklarda elde edilen en yiiksek degerdir.

Yapraklarda oldugu gibi koklerde de SOD aktivitesinin artan Cd konsantrasyonlarina ve
uygulama siiresine bagl olarak arttig1 goriilmektedir. Koklerde elde edilen en yiiksek
SOD aktivitesi 7. giinde 250 uM Cd uygulamasinda belirlenmistir ve bu deger 87,68 +
2,12 U/mg protein’ dir. Fakat yapraklarda belirlenen SOD aktivitesindeki artigin koklere
gore daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1.4.1).
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Sekil 4.1.4.1. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama SOD aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5).

50, 100 ve 250 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanmis fideler ile kontrol grubu
fidelerin kok ve yapraklarinda belirlenen ortalama askorbat peroksidaz (APX)
aktivitesinin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.1.4.2 ve Sekil 4.1.4.2° de
verilmistir. Ortalama APX aktivitesi agisindan hem kok hem de yapraklarda Cd
konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagli olarak anlamli bir fark oldugu

belirlenmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.1.4.2. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama APX aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. = Std. Sapma).

APX Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 1,15 +0,03 1,16 £ 0,03 1,15+0,03
50uMCd 1,29 £0,03 1,65 +0,02 2,04 £0,03

Yapraklar
100 uM Cd  1,45+0,03 1,84 + 0,07 2,25+0,02
250 uM Cd 1,76 £0,04 2,46 + 0,03 3,07+0,04
Kontrol 0,49 + 0,03 0,46 + 0,05 0,49 £0,03
50uM Cd 0,53 £0,06 0,78 £ 0,03 1,03 £0,03

Kokler

100uM Cd 0,68 +0,04 1,06 £0,02 1,48 £0,02
250 uM Cd 0,91 £ 0,06 1,48 £ 0,07 1,95+ 0,09

Yapraklarda belirlenen en diisiik APX aktivitesi kontrol drneklerinde tespit edilmistir. En
yiksek APX aktivitesi ise 7 gin boyunca 250 uM Cd uygulanmis Orneklerde
belirlenmistir. Bu deger ise 3,07 + 0,04 U/mgprotein’ dir. Koklerde de Cd uygulamalarina
bagl olarak APX aktivitesinde meydana gelen degisikliklerin yapraklardakine benzer
oldugu tespit edilmistir. Buna gore koklerde belirlenen en yiiksek APX aktivitesi, 7 giin
boyunca 250 uM Cd konsantrasyonuna maruz birakilmis 6rneklerde belirlenmistir (1,95
+ 0,09 U/mg protein) ve bu deger kontrol 6rneklerine gore yaklasik 4 kat daha yiiksektir
(Sekil 4.1.4.2). Ayrica yapraklarda belirlenen APX aktivitesinin kdklerdekine gore daha
yiiksek oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.1.4.2. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama APX aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5).

Cizelge 4.1.4.3 ve Sekil 4.1.4.3> de 50, 100 ve 250 uM konsantrasyonlarinda Cd
uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin kok ve yapraklarinda belirlenen ortalama
CAT aktivitesinin uygulama siiresine gore degisimi yer almaktadir. Buna gore ortalama
CAT aktivitesinde hem kok hem de yapraklarda uygulama siiresi ve Cd konsantrasyonlari
arasinda anlamli bir fark bulunmustur (P<0,05). Tiim Cd konsantrasyonlarinda hem kok
hem de yapraklarda CAT aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.1.4.3). Fakat
koklerde belirlenen CAT aktivitesindeki artisin yapraklardakine gore daha fazla oldugu

belirlenmistir.

108



Cizelge 4.1.4.3. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama CAT aktivitesinin

konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. & Std. Sapma).

CAT Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 0,84 +0,04 0,79 £ 0,02 0,84 + 0,02
50uMCd 1,03 +0,05 1,37 + 0,06 1,99 £ 0,02

Yapraklar
100pM Cd 1,27+ 0,07 1,80 + 0,05 2,41 +£0,05
250 pM Cd 1,89+ 0,06 2,40 £ 0,05 3,23 £ 0,06
Kontrol 1,02 +0,03 0,99 £ 0,05 1,05 £ 0,02
50 M Cd 1,16+0,03 1,96 + 0,08 2,47 +0,06

Kokler

100pM Cd 1,51 +0,04 191 +0,04 2,80+ 0,03
250 uM Cd 1,72 +£0,04 2,60 £ 0,05 3,22+ 0,04

Yapraklarda belirlenen en yiliksek CAT aktivitesi, 7 giin boyunca 250 uM Cd uygulanmis
orneklerde elde edilmistir. Bu deger 3,23 + 0,06 U/mg protein’ dir. Kdklerde de
yapraklara benzer bir egilim sdz konusu olup en yiiksek CAT aktivitesi 7 giin boyunca
250 uM Cd uygulanmis orneklerde elde edilmistir ve bu deger 3,22 + 0,04 U/mg

protein’dir.
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Sekil 4.1.4.3. Cd uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama CAT aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
antioksidatif savunma sistemi enzimlerine (SOD, CAT, APX) ait ortalama aktivite
degerlerinin uygulama stiresine gore degisimi iki yonlii ANOVA testi ile analiz edilmistir.

Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.1.4.4° de yer almaktadir.
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Cizelge 4.1.4.4. Antioksidatif savunma sistemi enzimlerine (SOD, CAT, APX) ait
ortalama aktivite degerleri i¢in iki yonli ANOVA sonuglar1 [Tim parametreler
konsantrasyon (Cd) x stire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir ].

Faktor SOD Aktivitesi CAT Aktivitesi APX Aktivitesi
df F P F P F P

Kokler

Konsantrasyonlar 3 1453,99 0,000  2636,40 0,000  1100,34 0,000

Uygulama siiresi 2 629,89 0,000  2369,16 0,000 693,91 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 92,53 0,000 279,61 0,000 110,62 0,000

Hata 48

Yapraklar

Konsantrasyonlar 3 773,26 0,000 293496 0,000  3140,43 0,000

Uygulama siiresi 2 260,91 0,000  1497,60 0,000  1913,80 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 36,10 0,000 174,75 0,000 273,61 0,000

Hata 48
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4.2. Bakir (Cu)

4.2.1. Cu Uygulanmus Fidelerde Biiyiime Parametreleri (Biyokiitle, Su Icerigi ve
Klorofil i¢erigi)

Cizelge 4.2.1.1 ve Sekil 4.2.1.1° de 50, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinda Cu
uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin kdk ve yaprak kisimlarinda belirlenen
ortalama biyokiitle degerlerinin uygulama siiresine gére degisimi verilmistir. Hem kdk
hem de yapraklarda Cu konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresindeki artisa bagli olarak
biyokiitlede anlamli bir azalis oldugu tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica kok kisimlarinda
belirlenen biyokiitledeki azaligin yapraklara gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.2.1.1. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama biyokiitle degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. &+ Std. sapma).

Biyokiitle (mg KA)
Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 696,0 +41,3 721,6 = 30,1 764,5+29,3
50 uM Cu 689,9 + 35,5 663,3 + 33,0 641,9+37,9

Yapraklar
250 pM Cu 672,8 £ 24,5 548,6 £29.5 513,6 £24,5
500 pM Cu 679,8 £25,7 463,6 = 30,7 366,6 + 24,5
Kontrol 364,9 + 50,5 440,8 £ 24,7 449,8 + 26,7
50 uM Cu 382,6 + 25,3 347,77+ 32,9 294,7 + 28,1

Kokler

250 pM Cu 357,2+£26,6 280,6 £ 15,1 191,2 + 28,9
500 pM Cu 360,7 + 38,2 226,9+22,3 158,8 £ 9,1

Cizelge 4.2.1.1°e gore yapraklarda belirlenen en diisiik biyokiitle degerleri, 7 giin
boyunca 500 uM Cu uygulanmis 6rneklerde elde edilmistir. Koklerde belirlenen en diisiik
biyokiitle degerlerinin de yapraklardaki gibi 7 giin boyunca 500 uM Cu uygulanmis
orneklerde elde edildigi goriilmektedir (Cizelge 4.2.1.1). Bu degerler sirasiyla yapraklar
icin 366,6 + 24,5 mg KA, kokler i¢in 158,8 = 9,1 mg KA’ dir. En yiiksek biyokiitle
degerleri ise hem kok hem de yapraklar i¢cin 7. giine ait kontrol orneklerinde elde

edilmistir. Bu degerler kokler i¢in 449,8 + 26,7 mg KA, yapraklar i¢in 764,5 + 29,3 mg
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KA’dir. Ayrica Sekil 4.2.1.1.’de 50 uM Cu konsantrasyonunun 1. giinde koklerin

biyokiitlesinde artisa neden oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.2.1.1. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama biyokiitle degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

50, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinda Cu uygulanmig fideler ile kontrol grubu
fidelerin kok ve yapraklarinda belirlenen ortalama su igeriginin (%) uygulama siiresine
gore degisimi Cizelge 4.2.1.2 ve Sekil 4.2.1.2° de verilmistir. Buna gére uygulama
siiresindeki ve Cu konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak su igeriginde anlamli bir

azalis oldugu goriilmektedir (P<0,05).

113



Cizelge 4.2.1.2. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama su igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. &+ Std. sapma).

Su icerigi (%)
Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 88,6 +7,3 87,2 +£5,0 90,6 +5.,4
50 uM Cu 88,0 +4,8 71,8+3,3 64,6 +3.6

Yapraklar
250 uM Cu 78,2+ 3,0 57,6 +3,0 48.8+2,3
500 uM Cu 69,2 + 3,3 394+24 23,8+ 1,8
Kontrol 79,6 +£3,8 79,6 £3,6 81,6 £2,6
50 uM Cu 79,6 £6,0 73,0+£2,0 70,2+1,8

Kokler

250 uM Cu 78,8 +3,6 64,4 +3,4 47,8 +3,2
500 uM Cu 77,6 +3,8 50,4+2,6 28,4+27

Yapraklarda belirlenen en yiiksek su igerigi % 90,6 + 5,4 olarak belirlenmistir ve bu deger
Cu uygulamalarinin 7. giliniinde hasat edilen kontrol oOrneklerinde elde edilmistir.
Yapraklardaki en diisiik su igerigi ise 7. giin boyunca 500 uM Cu uygulanmis 6rneklerde
tespit edilmistir (% 23,8 + 1,8). Koklerde belirlenen su igerigindeki degisimler
yapraklardakine benzerdir (Cizelge 4.2.1.2). Koklerdeki en yiiksek su igerigi 7. giindeki
kontrol 6rneklerinde elde edilmis olup bu deger % 81,6 + 2,6 olarak belirlenmistir. En
diistik su icerigi ise 7 glin boyunca 500 uM Cu uygulanmis 6rneklerde elde edilmistir (%
28,4 +2]7).
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Sekil 4.2.1.2. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama su igerigi degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanmis fidelerin yapraklarinda belirlenen ortalama

klorofil a ve b igeriginin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.2.1.3 ve Sekil

4.2.1.3’de verilmistir. Buna gore artan Cu konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagh

olarak klorofil a ve b igeriginde anlamli bir azalis belirlenmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.2.1.3. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama klorofil a ve b
iceriginin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. + Std. Sapma).

Klorofil a ve b icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin
Kontrol 1,4 +£0,06 1,4 £0,06 1,4 £0,05
50 pM Cu 1,3+0,02 1,2+0,03 1,0+0,03
Klorofil a
250 pM Cu 1,2+0,03 1,0 £0,04 0,7+ 0,04
500 pM Cu 1,0 £ 0,05 0,7 +0,05 0,4 +0,05
Kontrol 0,9 £0,08 0,9 +£0,07 0,9 +0,08
Klorofil b 50 uM Cu 0,8 + 0,06 0,6 + 0,05 0,5+0,04
250 pM Cu 0,7+0,04 0,5+0,05 0,3+0,03
500 pM Cu 0,5+0,03 0,3+0,04 0,1+0,02

Cizelge 4.2.1.3’ de belirtildigi gibi en diisiik klorofil a igerigi 7 giin boyunca 500 uM Cu
uygulanmis 6rneklerde elde edilmistir (0,4 + 0,05 mg/g YA). Klorofil a i¢cerigindeki bu
azalis kontrole gore yaklagik 3,5 kat’ tir. Klorofil a igerigindeki en yiliksek deger ise
kontrol drneklerinde elde edilmis olup 1,4 + 0,05 mg/g YA’ dir. Klorofil b igeriginde ise
belirlenen en diisiik deger yine 7 giin boyunca 500 uM Cu uygulanmis 6rneklerde elde
edilmis olup (0,1 = 0,02 mg/g YA), bu azalis kontrole gore yaklasik 9 kattir. Klorofil b
icerigindeki en yiiksek deger ise kontrol drneklerinde elde edilmis olup 0,9 = 0,08 mg/g
YA’ dir.
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Sekil 4.2.1.3. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama klorofil a ve b igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanmis fidelerin yapraklarinda belirlenen ortalama
total klorofil igeriginin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.2.1.4 ve Sekil 4.2.1.4°
de verilmistir. Buna gore artan Cu konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagli olarak

total klorofil i¢eriginde anlamli bir fark tespit edilmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.2.1.4. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama total klorofil i¢eriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. &= Std. Sapma).

Total Klorofil icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin
Kontrol 2,2 £0,05 2,4 +£0,08 2,3+ 0,07
Total | 50 uM Cu 2,2+ 0,07 1,8+ 0,06 1.5+ 0,05
Klorofil
250 uM Cu 1,9+ 0,06 1,5+ 0,09 1,0 £ 0,05
500 uM Cu 1,5+ 0,05 0,9+ 0,05 0,5+0,04

Farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanmis fidelerin yapraklarinda belirlenen total klorofil
iceriginin uygulanan Cu konsantrasyonlarinin tiimiinden etkilenerek uygulama
stiresindeki artisa bagli olarak azaldig1 belirlenmistir. En diisiik total klorofil igerigi 7 giin
boyunca 500 pM Cu uygulanmis 6rneklerde 0,5 + 0,04 mg/g YA olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.2.1.4).

Total Klorofil icerigi
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Sekil 4.2.1.4. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama total klorofil igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
biiyiime parametrelerine ait (biyokiitle, su igerigi, klorofil a, b ve total klorofil igerigi)
ortalama degerlerin uygulama siiresine gore degisimi iki yonli ANOVA testi ile analiz

edilmistir. Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.2.1.5’de yer almaktadir.
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Cizelge 4.2.1.5. Biyokiitle, su ve klorofil degerleri i¢in iki yonlii ANOV A sonuglar1 [ Tiim parametreler konsantrasyon

(Cu) x siire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir ].

Faktor Biyokiitle Su Icerigi Klorofil a Klorofil b Total Klorofil
Icerigi Icerigi Icerigi

df F P F P F P F P F P

Kokler

Konsantrasyonlar 3 100,79 0,000 194,19 0,000

Uygulama siiresi 2 50,69 0,000 203,33 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 25,39 0,000 55,14 0,000

Hata 48

Yapraklar

Konsantrasyonlar 3 150,15 0,000 327,02 0,000 607,44 0,000 323,39 0,000 1113,5 0,000

Uygulama siiresi 2 72,09 0,000 183,69 0,000 264,63 0,000 119,18 0,000 448,10 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 35,70 0,000 29,54 0,000 41,52 0,000 18,06 0,000 66,68 0,000

Hata 48
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4.2.2. Cu Uygulanms Fidelerde Azot Metabolizmasi Enzimlerinin (NR ve GS)

Aktivitesi ve Protein Icerigi

Farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanmis fidelerin azot metabolizmasi enzimlerinden
nitrat rediiktaz (NR; umol NO; gKAZ.saat') aktivitesine ait ortalama degerlerin
uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.2.2.1 ve Sekil 4.2.2.1° de yer almaktadir. Hem
kok hem de yapraklarda ortalama NR aktivitesi a¢isindan uygulama siiresi ve Cu
konsantrasyonlari arasinda anlamli fark bulunmustur (P<0,05). K6k ve yapraklardaki en
yilksek NR aktivitesi kontrol oOrneklerinde elde edilmistir. Uygulanan Cu
konsantrasyonlarindaki artis ile birlikte her bir uygulama siiresinde ortalama NR
aktivitesinin azaldig1 gbzlenmistir.

Cizelge 4.2.2.1. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama NR aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma).

NR Aktivitesi (umol NO, gKA* saat™?)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 191 £0,12 1,85 +0,22 1,78 +£ 0,22
50 uM Cu 1,69 £0,19 1,64 £0,16 1,63 +£0,18

Yapraklar
250 uM Cu 1,29 £ 0,04 1,08 £ 0,06 0,63 + 0,08
500 pM Cu 1,07 £ 0,06 0,71 £0,04 0,42 +£0,07
Kontrol 1,26 +0,07 1,30 £0,10 1,24 +0,16
50 uM Cu 1,19 £ 0,03 1,27 £ 0,06 1,19+ 0,03

Kokler

250 pM Cu 0,98 £ 0,06 0,73 £0,06 0,58 £ 0,06
500 pM Cu 0,79 £ 0,06 0,49 £ 0,05 0,28 £ 0,05

En diisiik NR aktivitesi tiim bitki kisimlarinda 7 giin boyunca 500 uM Cu uygulanmis
orneklerde tespit edilmistir. Bu degerler kokler icin 0,28 + 0,05 umol NO2 g KAlsaat™?,
yapraklar igin 0,42 + 0,07 umol NO2 gKA™ saat''dir. Ayrica Cu uygulanmus fidelerin
yaprak kisimlarinda belirlenen NR aktivitesinin kok kisimlarindakine gore daha yiiksek

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.2.2.1. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama NR aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Azot metabolizmasin ait bir diger enzim olan GS aktivitesine ait farkl
konsantrasyonlarda Cu uygulanmig fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda elde edilen
ortalama degerlerin uygulama stiresine gore degisimi Cizelge 4.2.2.2 ve Sekil 4.2.2.2°de
verilmistir. Buna gére hem kok hem de yaprak kisimlarinda belirlenen GS aktivitesinde

uygulama siiresi ve konsantrasyonlara bagl olarak anlamli fark bulunmustur (P<0,05).
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Cizelge 4.2.2.2. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama GS aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. £ Std. Sapma).

GS Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin
Kontrol 2,58 +£0,10 2,80 £0,21 2,79+ 0,20
50 pM Cu 2,31 +0,06 2,20+ 0,03 1,90 + 0,06
Yapraklar
250 pM Cu 2,14 +£ 0,05 1,78 £ 0,05 1,55+0,05
500 pM Cu 1,79 £ 0,05 1,38 £ 0,06 0,98 + 0,05
Kontrol 2,08 +0,04 2,08 +0,04 2,09 £ 0,05
Kokler 50 pM Cu 1,96 = 0,07 1,76 £ 0,08 1,65+ 0,08
250 pM Cu 1,81 +£0,06 1,33 +£0,08 1,03 £ 0,07
500 pM Cu 1,49 + 0,03 0,95+ 0,05 0,44 + 0,06

Farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanmis fidelerin kok ve yapraklarinda belirlenen GS
aktivitesinin, kontrol ornekleriyle karsilastirildiginda tiim Cu konsantrasyonlarindan
negatif yonde etkilendigi goriilmektedir (Sekil 4.2.2.2). 7 giin boyunca 500 uM Cu
uygulanmis fidelerin yapraklarinda belirlenen GS aktivitesinin kontroliine gore yaklasik
3 kat azaldig1 belirlenmistir. Yapraklardaki bu egilim koklerde de goriilmesine ragmen
koklerde belirlenen GS aktivitesindeki azalisin yapraklardan daha yiliksek oldugu
goriilmektedir. Koklerde belirlenen en diisiik GS aktivitesinin yine 7 glin boyunca 500
uM Cu uygulanmis O6rneklerde tespit edilmistir ve bu azalisin kontrole gore yaklasik

olarak 5 kat oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2.2.2).
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Sekil 4.2.2.2. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama GS aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Cizelge 4.2.2.3 ve Sekil 4.2.2.3’de farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanmis fidelerin kok
ve yapraklarinda belirlenen ortalama eriyebilir protein iceriginin (mg/g YA) uygulama
stiresine gore degisimi yer almaktadir. Buna gére hem kok hem de yapraklarda belirlenen
ortalama eriyebilir protein igeriginde uygulama siiresi ve Cu konsantrasyonlari arasinda

anlamli bir fark bulunmustur (P<0,05).
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Cizelge 4.2.2.3. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama eriyebilir protein

iceriginin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma).

Eriyebilir Protein Icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyon 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 2,61 £0,09 2,60 + 0,07 2,62 +0,07
50 pM Cu 2,54+ 0,06 2,90 + 0,07 2,74 + 0,02

Yapraklar
250 pM Cu 2,62+0,10 2,41 +0,05 2,01 +£0,04
500 pM Cu 2,44+ 0,07 1,80 + 0,06 1,30+ 0,03
Kontrol 2,13 £0,03 2,34 £0,06 2,42 £ 0,05
50 uM Cu 2,20+0,04 2,24+0,03 2,52+0,07

Kokler

250 pM Cu 2,22 +0,05 2,10+ 0,03 1,42 +0,04
500 uM Cu 2,21 +0,02 1,75+0,08 1,01 +£0,04

Buna gore Cu uygulanmis fidelerin kok ve yapraklarinda belirlenen eriyebilir protein
iceriginin farkli konsantrasyonlarda Cu uygulamastyla birlikte uygulama siiresine bagl
olarak azaldigi tespit edilmistir. En yiiksek ortalama eriyebilir protein igerigi 3 giin
boyunca 50 uM Cu uygulanmis fidelerin yapraklarinda 2,90 + 0,07 mg/g YA olarak
belirlenmistir. Yapraklarda belirlenen en diisiik protein igerigi ise 7 giin boyunca 500 uM
Cu konsantrasyonuna maruz birakilmis fidelerde belirlenmistir (1,30 + 0,03 mg/g YA).
Koklerde 1. giinde tiim Cu uygulamalarinin kontrole gore eriyebilir protein igerigini
arttirdigr tespit edilmistir (Sekil 4.2.2.3). Diger giinlerde ise uygulanan tim Cu
konsantrasyonlarinda kontrole gore eriyebilir protein igeriginin azaldigi belirlenmistir.
Ayrica koklerde belirlenen en diisiik protein igerigi 7 giin boyunca 500 uM Cu
uygulanmis orneklerde belirlenmistir ve bu deger 1,0 + 0,04 mg/g YA olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 4.2.2.3. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama eriyebilir protein
igeriginin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkl1 konsantrasyonlarda Cu uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
azot metabolizmasi enzimlerine ait (NR ve GS) ortalama aktivite degerleri ve ortalama
eriyebilir protein igeriginin uygulama siiresine gore degisimi iki yonlit ANOVA testi ile

analiz edilmistir. Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.2.2.4.” de yer almaktadir.
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Cizelge 4.2.2.4. Azot metabolizmasi enzimlerine ait ortalama aktivite degerleri ve ortalama
eriyebilir protein icerigi degerleri i¢in iki yonlii ANOVA sonuglar1 [Tim parametreler
konsantrasyon (Cu) x siire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir].

Faktor NR Aktivitesi GS Aktivitesi Eriyek?ilir

Protein Icerigi
df F P F P F P

Kokler

Konsantrasyonlar 3 358,81 0,000 919,33 0,000 640,62 0,000

Uygulama siresi 2 49,79 0,000 375,59 0,000 269,91 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 16,88 0,000 73,28 0,000 328,31 0,000

Hata 48

Yapraklar

Konsantrasyonlar 3 217,70 0,000 468,33 0,000 499,92 0,000

Uygulama siiresi 2 36,46 0,000 79,51 0,000 166,58 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 7,37 0,000 2439 0,000 111,09 0,000

Hata 48

4.2.3. Cu Uygulanms Fidelerde Iyon Sizintisi, Hiicre Membran Zarar1 ve

Malondialdehit (MDA) Icerigi

50, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinda Cu uygulanmig fideler ile kontrol grubu
fidelerin kok ve yapraklarinda belirlenen iyon sizintisina ait ortalama degerlerin (%)
uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.2.3.1 ve Sekil 4.2.3.1° de verilmistir. Buna
gore, hem kok hem de yapraklarda belirlenen iyon sizintisina ait degerlerin Cu

konsantrasyonlari ve uygulama siiresi arasinda anlamli bir fark bulunmustur (P<0,05).
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Cizelge 4.2.3.1. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde belirlenen iyon sizintisina ait
ortalama degerlerin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. sapma).

Iyon sizintisi (%)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 442 +3,0 46,7 £3,1 43,6+24
50 uM Cu 66,8 +1,9 69,4+1,1 69,2+21

Yapraklar
250 uM Cu 69,6 + 1,4 74,6 +1,8 81,5+19
500 uM Cu 743+14 799+1,6 86,0+2,1
Kontrol 54,5 £3,2 544 +1,6 53,7+29
50 uM Cu 63,2+0,5 64,7+0,9 67,0+0,3

Kokler

250 uM Cu 66,8 = 0,5 709+1,1 74,6 +£0,8
500 uM Cu 69,5+0,8 76,6 +1,1 84,1+1,1

Farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanmis fidelerin kok ve yapraklarinda uygulama
stiresine bagli olarak Cu konsantrasyonlar: arttikga hiicre membranlarindaki iyon
sizintisinda artig oldugu belirlenmistir. Koklerde elde edilen en yiiksek deger, 7 giin
boyunca 500 uM Cu stresine maruz kalmis 6rneklerde tespit edilmistir (% 84,1 + 1,1).
Yapraklarda da koklerdekine benzer bir egilim oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.2.3.1).
Buna gore elde edilen en yiiksek deger yapraklarda da 7 giin boyunca 500 uM Cu
uygulanmis 6rneklerde belirlenmistir (% 86,0 = 2,1).
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Sekil 4.2.3.1. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde belirlenen iyon sizintisina ait
ortalama degerlerin konsantrasyon ve stireye bagli degisimi (n=5).

Cizelge 4.2.3.2 ve Sekil 4.2.3.2°de farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanmis fidelerin kok
ve yapraklarinda belirlenen hiicre membran zararina ait ortalama degerlerin (%)
uygulama siiresine gore degisimi bulunmaktadir. Buna gore hiicre membran zararina ait
degerlerde uygulama siiresi ve Cu konsantrasyonlarina bagli olarak anlamli bir fark

bulunmustur (P<0,05).

128



Cizelge 4.2.3.2. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde belirlenen hiicre membran
zararina ait ortalama degerlerin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. & Std.
sapma).

Hiicre Membran Zarari (%)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin
Kontrol 0 0 0
50 uM Cu 37,8+ 3,4 458 £2.0 45,5+3,7
Yapraklar
250 uM Cu 46,3 +2,4 55,0+3,1 67,3+3,3
500 pM Cu 54,6 +2,6 64,5+2,9 75,2+3,8
Kontrol 0 0 0
50 M Cu 19.2+1,0 225+1,9 27,6 +0.8
Kokler
250 uM Cu 273+1,0 36,2+2.4 443+ 1,8
500 uM Cu 332+1,9 48,7+2,3 652+24

Elektrolit sizintis1 degerleriyle paralel olarak hem kok hem de yapraklarda uygulama
siiresi ve Cu konsantrasyonlar1 arttikca hiicre membran zararinda da artis oldugu
belirlenmistir. Elde edilen en yiiksek deger hem kdk hem de yaprak kisimlarinda 7 giin
boyunca 500 uM Cu uygulanmis fidelerde tespit edilmistir. Bu degerler kokler i¢in %
65,2 + 2,4, yapraklar i¢in % 75,2 + 3,8’ dir.

129



Hiicre Membran Zarar (%)

Yapraklar B Kontrol
050 uM Cu
0250 uM Cu
E 500 uM Cu

x O
o O O O
1 1 1 1

s
=

o
1

Hiicre Membran Zarari (%)
g w g (9 (<] N

[T
o
L

o

1.gln 3.glin 7.gln

(o}
o

1 Kokler B Kontrol

050 uM Cu

0250 uM Cu
1.giin 3.glin 7.gln

2]
o O
1 1

E 500 uM Cu

o O
1 1

o
1

Hiicre Membran Zaran (%)
= N w L U (<] ~N
o )
1 1

o
1

o

Sekil 4.2.3.2. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde belirlenen hiicre membran zararina
ait ortalama degerlerin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Cizelge 4.2.3.3 ve Sekil 4.2.3.3’de farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanmis fidelerin
yapraklarinda belirlenen ortalama MDA igeriginin uygulama siiresine gore degisimi yer
almaktadir. Buna gore uygulama siiresi ve Cu konsantrasyonlar1 arasinda yapraklarda

belirlenen MDA igeriginde anlamli bir artis tespit edilmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.2.3.3. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde belirlenen ortalama MDA
iceriginin konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma)

MDA Icerigi (nmol/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin
Kontrol 2,42 +0,45 2,25+0,34 3,10+ 0,26
50 M Cu 3,21+0,41 3,60+ 0,30 3,56 £ 0,35

Yapraklar
250 yM Cu 6,70+ 0,76 16,25 +2,36 34,85+4,71

500 pM Cu 9,50+ 0,55 36,62 + 7,28 76,35+ 5,51

Cizelge 4.2.3.3’ e gore Cu uygulanmis fidelerde belirlenen en yliksek MDA igerigi 7 giin
boyunca 500 uM Cu uygulanmis 6rneklerin yapraklarinda elde edilmistir. Bu deger
yaklasik olarak kontrolden 25 kat daha yiiksektir.
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Sekil 4.2.3.3. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde belirlenen ortalama MDA
iceriginin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkl1 konsantrasyonlarda Cu uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
hiicre membran zarar1 ve iyon sizintisina ait ortalama degerler ile yapraklarda belirlenen
MDA igeriginin uygulama siiresine gore degisimi iki yonlii ANOVA testi ile analiz

edilmigtir. Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.2.3.4” de yer almaktadir.
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Cizelge 4.2.3.4. Iyon s1zintisi, hiicre membran zarar1 ve yaprak kisimlarinda belirlenen
MDA degerleri i¢in iki yonliit ANOVA sonuglar1 [Tiim parametreler konsantrasyon (Cu)
x slire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir ].

Faktor Iyon s1zintis1 Hiicre membran MDA icerigi
zarari

df F P F P F P
Kokler
Konsantrasyonlar 3 606,89 0,000 2592,07 0,000
Uygulama siiresi 2 87,46 0,000 406,28 0,000
Konsantrasyon X Siire 6 23,42 0,000 92,7 0,000
Hata 48
Yapraklar
Konsantrasyonlar 3 851,31 0,000 1735,23 0,000 512,33 0,000
Uygulama siiresi 2 55,70 0,000 106,82 0,000 312,38 0,000
Konsantrasyon X Siire 6 12,06 0,000 20,08 0,000 132,8 0,000
Hata 48

4.2.4. Cu Uygulanms Fidelerde Antioksidatif Enzim Aktivitesi (SOD, CAT, APX)

50, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinda Cu uygulanmis fideler ile kontrol grubu
fidelerin kok ve yapraklarinda belirlenen ortalama superoksit dismutaz (SOD)
aktivitesinin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.2.4.1 ve Sekil 4.2.4.1° de
verilmistir. SOD aktivitesi agisindan hem kok hem de yapraklarda uygulama siiresi ve Cu
konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir fark (P<0,05) bulunmustur. Buna gore Cu
konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak SOD aktivitesinin tiim uygulama siirelerinde
arttig: tespit edilmistir. 7 giin boyunca 500 uM Cu uygulanmis 6rneklerin yapraklarinda
belirlenen SOD aktivitesi kontrole gore 2,5 kat artmis olup bu deger yapraklarda elde
edilen en yiiksek degerdir. Yapraklarda oldugu gibi koklerde de SOD aktivitesinin artan

Cu konsantrasyonlarina ve uygulama siiresine bagl olarak arttig1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.2.4.1. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde belirlenen ortalama SOD

aktivitesinin konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n= 5, Ort. + Std. Sapma).

SOD Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 39,03 + 3,20 39,83+ 2,45 43,15 +£2.47
50 uM Cu 39,35+ 4,44 50,29 + 3,90 57,77+ 6,07

Yapraklar
250 uM Cu 48,60+ 2,99 62,93 +4,11 73,28+ 3,29
500 uM Cu 62,68 + 3,62 78,94+ 5,10 99,38+ 6,83
Kontrol 20,75+ 1,56 21,01 £0,85 19,82+ 1,59
50 uM Cu 27,68 £ 4,27 37,98+ 4,11 39,69 + 4,57

Kokler

250 uM Cu 41,38 £ 3,04 52,29+ 4,50 78,10+ 7,22
500 uM Cu 53,45+ 3,12 81,26 + 7,05 118,48 + 5,63

Koklerde elde edilen en yiliksek SOD aktivitesinin kontrole gore 5 kat arttig1 ve bu degerin
7. ginde 500 uM Cu uygulanmis 6rneklerde elde edildigi tespit edilmistir. Ayni zamanda
koklerde belirlenen SOD aktivitesindeki artisin yapraklara gdre daha fazla oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.2.4.1. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde belirlenen ortalama SOD
aktivitesinin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanmis fidelerin kok ve yapraklarinda belirlenen
ortalama APX aktivitesinin uygulama stiresine gore degisimi Cizelge 4.2.4.2 ve Sekil
4.2.4.2° de verilmistir. Ortalama APX aktivitesi agisindan hem kdk hem de yapraklarda
uygulama stiresi ve Cu konsantrasyonlarina gore anlamli bir fark oldugu belirlenmistir

(P<0,05).
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Cizelge 4.2.4.2. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde belirlenen ortalama APX

aktivitesinin konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n= 5, Ort. + Std. Sapma).

APX Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 1,19 +0,03 1,18 £ 0,04 1,20+ 0,05
50 M Cu 1,33£0,03 1,36 £ 0,03 1,51 £ 0,04

Yapraklar
250 uyM Cu 1,60 + 0,04 1,83 £ 0,05 2,11 +0,04
500 uyM Cu 1,77+ 0,04 2,11 +£0,04 2,52 +0,04
Kontrol 0,41 +0,03 0,41 +£0,04 0,41 +0,02
50 uM Cu 0,56 + 0,02 0,62 £0,03 0,78 +£0,03

Kokler

250 uyM Cu 0,70 £ 0,02 0,90 + 0,04 1,20 + 0,04
500 uM Cu 0,94 +0,04 1,27 £0,02 1,57 +0,04

Cizelge 4.2.4.2° e gore en diisiik APX aktivitesi kontrol 6rneklerinin kdklerinde tespit
edilmistir. Koklerde elde edilen en yliksek APX aktivitesi ise 7 giin boyunca 500 uM Cu
uygulanmig 6rneklerde belirlenmistir. Bu deger ise 1,57 + 0,04 U/mg protein’dir. Cu
uygulamasina bagl olarak yapraklarda APX aktivitesinde meydana gelen degisiklikler
koklerdekine benzer bir sekilde artmistir. 7 giin boyunca 500 uM Cu konsantrasyonuna
maruz birakilmis fidelerin yaprak kisimlarinda belirlenen APX aktivitesinin, kontrol
orneklerine gore yaklasik 2 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2.4.2).
Ayrica yapraklarda belirlenen APX aktivitesinin koklerdekine gore daha yiiksek oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.2.4.2. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde belirlenen ortalama APX
aktivitesinin konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5).

Cizelge 4.2.4.3 ve Sekil 4.2.4.3 de farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanmais fidelerin kok
ve yapraklarinda belirlenen ortalama CAT aktivitesinin uygulama siiresine gore degisimi
yer almaktadir. Buna gore ortalama CAT aktivitesinde hem kdk hem de yapraklarda

uygulama siiresi ve Cu konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir fark (P<0,05) bulunmustur.
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Cizelge 4.2.4.3. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde belirlenen ortalama CAT

aktivitesinin konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n= 5, Ort. + Std. Sapma).

CAT Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 7.giin

Kontrol 0,81 +0,02 0,79 + 0,02 0,83 + 0,02
50 uM Cu 1,01 £0,04 1,41 +0,04 1,90 + 0,07

Yapraklar
250 uM Cu 1,51 £ 0,06 1,90 £ 0,05 2,28 £ 0,09
500 uM Cu 1,26 +£ 0,05 1,40 £0,03 1,66 = 0,06
Kontrol 1,03 £0,04 1,01 £ 0,05 1,03 +£0,03
50 uM Cu 1,03 £0,04 1,22 £0,04 1,40 £ 0,03

Kokler

250 uM Cu 1,91 £0,04 2,31 +£0,04 2,80+ 0,04
500 uM Cu 1,13+0,03 1,50 = 0,05 2,01 £0,04

Cizelge 4.2.4.3° e gore tim Cu konsantrasyonlarinda bitkinin hem kok hem de yaprak
kisimlarinda CAT aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.2.4.3). Fakat koklerde
belirlenen CAT aktivitesindeki artisin yapraklardakine gore daha fazla oldugu
belirlenmigtir. Ayrica 250 pM Cu uygulamasinin hem kok hem de yaprak kisimlarinda
en yiiksek CAT aktivitesine neden oldugu goriilmektedir. Bu deger yapraklarda 2,28 +
0,09 U/mg protein, koklerde ise 2,80 + 0,04 U/ mg protein olarak belirlenmistir. 7 giin
boyunca 500 uM Cu uygulanmis 6rneklerin yapraklarinda belirlenen CAT aktivitesine
ait en yliksek deger ise 1,6 + 0,06 U/mg protein’ dir.
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Sekil 4.2.4.3. Cu uygulanan V. olympicum fidelerinde belirlenen ortalama CAT
aktivitesinin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanmais fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
antioksidatif savunma sistemi enzimlerine (SOD, CAT, APX) ait ortalama aktivite
degerlerinin uygulama siiresine gore degisimi iki yonlii ANOVA testi ile analiz edilmistir.

Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.2.4.4° de yer almaktadir.
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Cizelge 4.2.4.4. Antioksidatif savunma sistemi enzimlerine (SOD, CAT, APX) ait
ortalama aktivite degerleri i¢in iki yonli ANOVA sonuglar1 [Tim parametreler
konsantrasyon (Cu) x siire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir ].

Faktér SOD Aktivitesi CAT Aktivitesi APX Aktivitesi
df F P F P F P

Kokler

Konsantrasyonlar 3 594,48 0,000 2943,23 0,000 1767,20 0,000

Uygulama siiresi 2 204,57 0,000 829,50 0,000 516,54 0,000

Konsantrasyon x 6 56,52 0,000 137,60 0,000 89,95 0,000

Stire

Hata 48

Yapraklar

Konsantrasyonlar 3 246,71 0,000 1208,40 0,000 1707,99 0,000

Uygulama siiresi 2 121,93 0,000 544,20 0,000 409,64 0,000

Konsantrasyon x 6 13,13 0,000 76,13 0,000 91,73 0,000

Stire

Hata 48
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4.3. Krom (Cr)

4.3.1. Cr Uygulanmis Fidelerde Biiyiime Parametreleri (Biyokiitle, Su Icerigi ve
Klorofil i¢erigi)

50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda Cr uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin
kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen ortalama biyokiitle degerlerinin uygulama siiresine
gore degisimi Cizelge 4.3.1.1 ve Sekil 4.3.1.1° de verilmistir. Buna gére hem kok hem de
yapraklarda Cr konsantrasyonlar1 ve uygulama stiresine bagli olarak biyokiitlede anlamli

bir azalis oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

Cizelge 4.3.1.1. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde biyokiitle degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. = Std. sapma).

Biyokiitle (mg KA)
Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 720,8 £47,2 773,4+19,9 871,8 £49.0
50 uM Cr 706,9 + 40,4 684,8 + 34,5 734,3 + 84,5

Yapraklar
100 uM Cr 696,7 + 50,4 577,6 £49,1 512,6 £22,0
200 pM Cr 565,6 £22.7 478,5+ 13,7 370,8 43,9
Kontrol 354,4 +£40,0 4493 + 24,7 499,5+ 43,2
50 uM Cr 366,8 + 36,1 390,8 + 32,9 387,1 +£30,0

Kokler

100 uM Cr 361,3+ 33,8 304,5 + 30,4 230,1 +21,8
200 pM Cr 371,2+£50,9 236,5+ 19,6 167,3+19,9

Fidelerde belirlenen en diisiik biyokiitle degeri, hem kok hem de yapraklar igin 10 giin
boyunca 200 uM Cr uygulanmis drneklerde tespit edilmistir. Bu degerler sirasiyla kokler
icin 167,3 = 19,9 mg KA; yapraklar i¢in 370,8 + 43,9 mg KA’ dir. En yiiksek ortalama
biyokiitle degeri hem kok hem de yapraklar i¢in 10. giine ait kontrol 6rneklerinde elde
edilmistir. Bu degerler kokler i¢in 499,5 + 43,2 mg KA, yapraklar i¢in 871,8 £ 49,0 mg
KA’ dir (Cizelge 4.3.1.1).
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konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5).

Farkl1 konsantrasyonlarda Cr uygulanmis fidelerin kdk ve yaprak kisimlarinda belirlenen
ortalama su iceriginin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.3.1.2 ve Sekil 4.3.1.2°

de verilmistir. Uygulama siiresi ve Cr konsantrasyonlarina gore su iceriginde anlamli bir

azalig oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

141

B Kontrol

050 pM Cr
O 100 pM Cr
@ 200 pM Cr

N Kontrol

O50 pM Cr
O 100 pM Cr
@ 200 pM Cr

Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde biyokiitle degerlerinin



Cizelge 4.3.1.2. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde su igerigi degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. &+ Std. sapma).
Su icerigi (%)
Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 80,2+3,1 80,8+ 1,6 81,4+23
50 uM Cr 792+2,0 76,4 +2.7 70,0+ 2,8
Yapraklar
100 uM Cr 78,4+2,3 60,8 +4,1 49,0+ 1,8
200 pM Cr 76,6 + 2,8 56,4+29 36,4+ 3,4
Kontrol 87,6 +3,4 83,6 £3.4 85,2 + 3,7
50 uM Cr 752+4,0 71,0+4,0 64,2+ 2,2
Kokler
100 uM Cr 69,0 2,7 55,4+£2,7 42,0+1,3
200 uM Cr 63,6 £ 2,9 39,6 +3,4 25,6+ 2,7

Cizelge 4.3.1.2° ye gore yapraklarda belirlenen en yiiksek su igerigi 10. glindeki kontrol

orneklerinde tespit edilmistir (% 81,4 + 2,3). Yapraklardaki en diisiik su igerigi ise, 10.

giin boyunca 200 uM Cr uygulanmis 6rneklerde elde edilmis olup % 36,4 + 3,4 olarak

belirlenmistir. Koklerdeki en yiiksek su igerigi 1. giindeki kontrol &rneklerinde elde

edilmistir. Bu deger % 87,6 + 3,4 dir. Koklere ait en diisiik su icerigi ise, 10 giin boyunca
200 uM Cr uygulanmis 6rneklerde elde edilmistir (% 25,6 = 2,7). Bununla birlikte Cr

uygulanmis fidelerin kok kisimlarinda belirlenen su igerigindeki azalisin yapraklara gore

daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.3.1.2. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde su igerigi degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5).

Cizelge 4.3.1.3 ve Sekil 4.3.1.3’de 50, 100 ve 200 puM konsantrasyonlarinda Cr
uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin yaprak kisimlarinda belirlenen ortalama
klorofil a ve b igeriginin uygulama siiresine gore degisimi yer almaktadir. Buna gore Cr
konsantrasyonlarinin uygulama siiresine bagli olarak klorofil a ve b igeriginde anlamli bir

azalis meydana getirdigi tespit edilmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.3.1.3. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama klorofil a ve b igerigi

degerlerinin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. + Std. Sapma).

Klorofil a ve b icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 1,83 +£0,24 1,92+0,14 1,93 +£0,10
50 pM Cr 1,97 £ 0,08 1,51+0,14 1,12+ 0,08
Klorofil a
100 pM Cr 1,60+ 0,16 1,33+ 0,05 0,99 + 0,05
200 pM Cr 1,60 + 0,23 1,15+ 0,07 0,66 + 0,08
Kontrol 0,96 + 0,07 0,95 £ 0,07 0,86 £ 0,09
Klorofil b 50 pM Cr 0,88 + 0,05 0,83 +0,06 0,69 + 0,06
100 uM Cr 0,81 + 0,08 0,68 + 0,03 0,51 +0,05
200 pM Cr 0,79 + 0,03 0,59 + 0,05 0,34+ 0,04

Cizelge 4.3.1.3” e gore belirlenen en diisiik klorofil a ve b degeri 10 giin boyunca 200 uM
Cr’a maruz birakilmis 6rneklerde elde edilmistir. Bu uygulama siiresi ve konsantrasyonda
klorofil a igerigindeki azalig kontrole gore yaklasik olarak 3 kat iken (0,66 + 0,08 mg/g
YA), ayn1 konsantrasyon ve uygulama siiresinde klorofil b igeriginde meydana gelen

azalis kontrole gore yaklasik olarak 2.5 kattir (0,34 + 0,04 mg/g YA).
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Sekil 4.3.1.3. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde klorofil a ve b igerigi degerlerinin
konsantrasyon ve siireye baglt degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Cr uygulanmis fidelerin yapraklarinda belirlenen ortalama
total klorofil igeriginin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.3.1.4 ve Sekil 4.3.1.4°
de gosterilmistir. Buna gore artan Cr konsantrasyonlari ve uygulama siiresine bagli olarak

ortalama total klorofil i¢eriginde anlamli bir azalis oldugu tespit edilmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.3.1.4. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde total klorofil igerigi degerlerinin

konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. &= Std. Sapma).

Total Klorofil icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 2,79+ 0,28 2,87 +£0,08 2,79 +0,13
Total
50 uM Cr 2,86 + 0,08 2,34+0,12 1,81+0,10
Klorofil
100 uM Cr 2,41+0,16 2,01 £0,06 1,50 + 0,07
200 uM Cr 2,39 +0,25 1,74 + 0,06 1,00 +0,08

Elde edilen en diisiik total klorofil i¢erigi 10 giin boyunca 200 uM Cr uygulanmis
orneklerde elde edilmistir (1,00 = 0,08 mg/g YA).
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Sekil 4.3.1.4. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde total klorofil igerigi degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=15).

Farkl1 konsantrasyonlarda Cr uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
biiyiime parametrelerine ait (biyokiitle, su igerigi, klorofil a, b ve total klorofil igerigi)
ortalama degerlerin uygulama siiresine gore degisimi iki yonli ANOVA testi ile analiz

edilmistir. Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.3.1.5” de yer almaktadir.
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Cizelge 4.3.1.5. Biyokiitle, su ve klorofil degerleri i¢in iki yonliit ANOV A sonuglar1 [ Tiim parametreler konsantrasyon

(Cr) x siire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir].

Faktor Biyokiitle Su I¢erigi K.IoroT‘jI. a K-Ioro.fvil. b Totielﬂgirofil
Icerigi Icerigi

df F P F P F P F P F P
Kokler
Konsantrasyonlar 3 68,64 0,000 414,18 0,000
Uygulama siiresi 2 6,55 0,003 158,39 0,000
Konsantrasyon x Siire 6 22,75 0,000 27,05 0,000
Hata 48
Yapraklar
Konsantrasyonlar 3 118,94 0,000 197,47 0,000 71,33 0,000 79,06 0,000 138,36 0,000
Uygulama siiresi 2 6,22 0,004 198,84 0,000 72,58 0,000 78,40 0,000 139,83 0,000
Konsantrasyon x Siire 6 15,09 0,000 47,36 0,000 12,42 0,000 6,39 0,000 17,74 0,000
Hata 48

147



4.3.2. Cr Uygulanms Fidelerde Azot Metabolizmasi Enzimlerinin (NR ve GS)

Aktivitesi ve Eriyebilir Protein Icerigi

50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda Cr uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin
kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen azot metabolizmasi enzimlerinden NR aktivitesinin
uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.3.2.1 ve Sekil 4.3.2.1° de gosterilmistir. Buna
gore yapraklarda ortalama NR aktivitesinin uygulama stiresine ve Cr konsantrasyonlarina
bagl olarak azaldig: tespit edilmistir (P<0,05). Yapraklardaki en yiiksek NR aktivitesi
kontrol 6rneklerinde tespit edilmistir. Yapraklardaki en diisiik NR aktivitesi ise 10 giin
boyunca 200 uM Cr uygulanmis 6rneklerde elde edilmis olup bu deger 0,20 + 0,04 umol
NO; gKA.saat? dir (Cizelge 4.3.2.1).

Cizelge 4.3.2.1. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama NR aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. £ Std. Sapma).

NR Aktivitesi (umol NO, gKA™.saat?)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 3,09 +£1,37 6,15 £1,42 4,38+1,31
50 uM Cr 1,50 £ 0,24 1,41 +0,11 1,07 +£0,13
Yapraklar

100 uM Cr 1,32+ 0,09 0,84 + 0,08 0,47 +0,04

200 pM Cr 1,21+ 0,01 0,38 + 0,08 0,20+ 0,04

Kontrol 5,57 £2,14 3,19 £1,82 2,90+ 1,37

50 uM Cr 2,41 +£0,60 1,55+0,58 0,78 +0,11

Kokler

100 pM Cr 1,32+ 0,32 0,77+ 0,15 0,35+0,02

200 pM Cr 0,95+ 0,23 0,37+0,10 0,17+ 0,05

Koklerde de yapraklara benzer bir azalis goriilmektedir. Fakat koklerde ortalama NR
aktivitesinin uygulama siiresine ve Cr konsantrasyonlarina bagli olarak azalisi istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir (P<0,05). Koklerde belirlenen en diisiik NR aktivitesi 10.
giinde 200 uM Cr uygulanmis 6rneklerde elde edilmistir (0,17 + 0,05 umol NO2” gKA

! saat™).
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Sekil 4.3.2.1. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama NR aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

GS aktivitesinin farkli konsantrasyonlarda Cr uygulanmis fidelerin kok ve yaprak
kisimlarinda belirlenen ortalama degerlerinin uygulama siiresine gore degisimi ise
Cizelge 4.3.2.2 ve Sekil 4.3.2.2’de verilmistir. Buna gére hem kok hem de yaprak
kisimlarinda belirlenen GS aktivitesine ait degerlerde uygulama siiresi ve Cr

konsantrasyonlarina bagli olarak anlamli fark bulunmustur (P<0,05).
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Cizelge 4.3.2.2. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama GS aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma).

GS Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 2,67 +0,27 2,75 £0,07 2,72+0,21
50 uM Cr 2,76 £ 0,06 2,27+0,07 1,67 +£0,07

Yapraklar
100 pM Cr 2,37+0,07 1,96 + 0,08 1,39+ 0,06
200 uM Cr 1,96 + 0,09 1,35+ 0,05 0,71 +£0,07
Kontrol 2,08 +£0,07 2,08 +0,03 2,09 £ 0,04
50 uM Cr 1,96 + 0,08 1,76 £ 0,05 1,33+0,08

Kokler

100 pM Cr 1,74 £ 0,09 1,38 £ 0,04 0,83 +0,07
200 pM Cr 1,74 £ 0,12 1,09 + 0,05 0,48 +0,04

Cizelge 4.3.2.2° e gore GS aktivitesinin, tiim Cr konsantrasyonlarindan negatif yonde
etkilendigi goriilmektedir. Buna gore yapraklarda belirlenen en diisiik GS aktivitesi 10
glin boyunca 200 uM Cr uygulanmis 6rneklerde belirlenmistir (0,71 + 0,07 U/mg
protein). Koklerde belirlenen GS aktivitesinde de yapraklardakine benzer bir azalig
goriilmektedir. Koklerde belirlenen en diisiikk GS aktivitesi 10 giin boyunca 200 pM Cr
uygulanmis orneklerde tespit edilmistir. Bu deger 0,48 + 0,04 U/mg protein’ dir.
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Sekil 4.3.2.2. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama GS aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Sekil 4.3.2.3” de farkli konsantrasyonlarda Cr uygulanmis fidelerin kok ve yapraklarinda
belirlenen ortalama eriyebilir protein (mg/g YA) iceriginin uygulama siiresine gore
degisimi yer almaktadir. Buna gére hem kok hem de yapraklarda belirlenen ortalama
eriyebilir protein iceriginde uygulama siiresi ve Cr konsantrasyonlari arasinda anlamli bir

fark bulunmustur (P<0,05). Buna gore fidelerin kok ve yapraklarinda belirlenen protein
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iceriginin farkli konsantrasyonlarda Cr uygulamasiyla birlikte uygulama siiresine bagl

olarak azaldigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.3.2.3. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama eriyebilir protein
igeriginin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma).

Eriyebilir Protein Icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 2,67 £0,11 2,59+0,11 2,73+0,12
50 uM Cr 2,74 +£0,07 2,46 £ 0,07 2,33 +£0,08

Yapraklar
100 uM Cr 2,65+0,10 2,40+0,03 2,12+ 0,04
200 uM Cr 2,56 0,07 2,25+0,05 1,92+0,12
Kontrol 2,20 £0,04 2,33+ 0,04 2,22 +0,08
50 uM Cr 2,13+0,07 1,94 +0,08 1,74 + 0,05

Kokler

100 uM Cr 2,15+0,04 1,87 + 0,07 1,38+0,10
200 uM Cr 2,05+ 0,06 1,01 £0,04 0,77 +£0,07

Yapraklarda belirlenen en yiiksek ortalama eriyebilir protein igerigi kontrol drneklerinde
2,73 £ 0,12 mg/g YA olarak belirlenmistir. Yapraklarda belirlenen en diisiik eriyebilir
protein igerigi ise 10 giin boyunca 200 uM Cr konsantrasyonuna maruz birakilmig
orneklerde belirlenmistir (1,92 + 0,12 mg/g YA). Cr uygulanmis fidelerin koklerinde
belirlenen eriyebilir protein iceriginin de uygulama siiresine bagl olarak azaldig: tespit
edilmistir. Koklerde belirlenen en diisiikk protein igerigi 10 giin boyunca 200 uM Cr
uygulanmig 6rneklerde belirlenmistir ve bu deger 0,77 + 0,07 mg/g YA olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 4.3.2.3. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama eriyebilir protein
iceriginin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Cr uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
azot metabolizmasi1 enzimlerinden NR ve GS aktivitesinin ve eriyebilir protein i¢eriginin
uygulama siiresine gore degisimi iki yonlii ANOVA testi ile analiz edilmistir. Elde edilen

istatistiksel veriler Cizelge 4.3.2.4° de verilmistir.
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Cizelge 4.3.2.4. Azot metabolizmasi enzimlerine ait (NR ve GS) ortalama aktivite
degerleri ve eriyebilir protein igeriginin i¢in iki yonli ANOVA sonuglart [Tim
parametreler konsantrasyon (Cr) x siire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz
edilmistir].

NR Aktivitesi GS Aktivitesi Eriyebilir Protein

Faktor icerigi
df F P F P F P

Kokler

Konsantrasyonlar 3 31,58 0,000 484,85 0,000 478,68 0,000

Uygulama siiresi 2 10,86 0,000 427,34 0,000 361,23 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 1,16 0,344 63,83 0,000 93,52 0,000

Hata 48

Yapraklar

Konsantrasyonlar 3 84,26 0,000 292,95 0,000 53,51 0,000

Uygulama siiresi 2 3,77 0,030 198,42 0,000 82,17 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 6,79 0,000 25,90 0,000 14,40 0,000

Hata 48

4.3.3. Cr Uygulanmus Fidelerde Iyon sizintisi, Hiicre Membran Zarar ve

Malondialdehit (MDA) icerigi

50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda Cr uygulanmus fideler ile kontrol grubu fidelerin
kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen iyon sizintisina ait ortalama degerlerin (%)
uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.3.3.1 ve Sekil 4.3.3.1° de verilmistir. Buna
gore, hem kok hem de yapraklarda belirlenen iyon si1zintisina ait ortalama degerlerde Cr
konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagli olarak anlamli bir fark bulunmustur
(P<0,05). Uygulama siiresine bagli olarak Cr konsantrasyonlari arttikga membranlardaki
iyon sizintisinda artis oldugu belirlenmistir. Koklerde elde edilen en yiiksek deger, 10 giin
boyunca 200 uM Cr stresine maruz kalmig 6rneklerde tespit edilmistir (% 84,6 + 2,1).
Yapraklarda da koklerdekine benzer bir artig goriilmektedir (Cizelge 4.3.3.1). Buna gore
yapraklarda belirlenen en yiiksek deger 10 giin boyunca 200 uM Cr stresine maruz kalmis
orneklerde belirlenmistir (% 85,4 £+ 2,0).
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Cizelge 4.3.3.1. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama iyon sizintisi
degerlerinin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. £+ Std. sapma).

Iyon Sizintis1 (%)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 33,7+1,6 359+1,1 33,7+ 1,7
50 uM Cr 46,5+2,1 550+2,4 582+23

Yapraklar
100 uM Cr 54,4+23 64,4+1,7 754+1,9
200 uM Cr 60,5+ 1,9 76,5+ 1,0 85,4+2,0
Kontrol 19,3+20 18,7+2,1 222+14
50 uM Cr 25,8+2,4 28,8+0,8 36,2+2,3

Kokler

100 uM Cr 33,8+1,9 444 +3.,6 54,1 +1,1
200 uM Cr 47,1+2.8 64,6 +2,9 84,6 +2,1
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Sekil 4.3.3.1. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde iyon sizintisina ait ortalama
degerlerin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda Cr uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin
kok ve yapraklarinda belirlenen hiicre membran zararina ait ortalama degerlerin
uygulama siiresine gore degisimleri Cizelge 4.3.3.2 ve Sekil 4.3.3.2° de yer almaktadir.
Buna gore hiicre membran zararina ait degerlerde uygulama siiresi ve Cr

konsantrasyonlari arasinda anlamli bir fark bulunmustur (P<0,05).
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Cizelge 4.3.3.2. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde hiicre membran zararina ait
ortalama degerlerin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. sapma).

Hiicre Membran Zarari (%)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 0 0 0
50 uM Cr 39,0+1,5 454 +3.3 48,8+29
Yapraklar
100 uM Cr 459 +2,0 55,5+2,1 63,6 1,4
200 uM Cr 524+1,3 66,5+ 3,5 75,7+3,4
Kontrol 0 0 0
50 uM Cr 20,7+ 1,9 236+1,2 323+3,4
Kokler
100 uM Cr 289+2,4 38,8+3,8 47,5+0,9
200 uM Cr 41,5+29 54,5+2,9 71,6 3,0

Hiicre membran zararinda da hem kok hem de yapraklarda uygulama siiresi ve Cr
konsantrasyonlarina bagli olarak artig oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3.3.2.). Hiicre
membran zararina ait elde edilen en yiiksek deger hem kok hem de yaprak kisimlarinda
10 giin boyunca 200 uM Cr uygulanmis 6rneklerde tespit edilmistir. Bu degerler kokler
icin % 71,6 £ 3,0 yapraklar i¢in % 75,7 + 3,4’ dir.
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Sekil 4.3.3.2. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde hiicre membran zararina ait
ortalama degerlerin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Cizelge 4.3.3.3 ve Sekil 4.3.3.3” de farkli konsantrasyonlarda Cr uygulanmis fidelerin
yaprak kisimlarinda belirlenen ortalama MDA igeriginin uygulama siiresine gore

degisimi yer almaktadir.
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Cizelge 4.3.3.3. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama MDA igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma)

MDA Icerigi (nmol/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 2,78 +0,40 2,80 £ 0,36 3,76 £ 0,62
50 uM Cr 2,98 £0,49 5,74 £ 1,65 6,81 £0,95
Yapraklar
100 uM Cr 3,96 £ 0,25 10,09 £ 1,00 29,08 £2,53
200 pM Cr 7,86 + 0,68 26,44 £ 424 57,03 + 4,07
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Sekil 4.3.3.3. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama MDA igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Sekil 4.3.3.3” e gore MDA igeriginde uygulama siiresi ve Cr konsantrasyonlaria bagl
olarak anlaml bir artis oldugu tespit edilmistir (P<0,05). En yiiksek MDA igerigi 10 giin
boyunca 200 uM Cr uygulanmis 6rneklerin yapraklarinda elde edilmistir. Bu deger 57,03
+4,07 nmol/g YA’ dur.

Farkl1 konsantrasyonlarda Cr uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
iyon s1zintis1 ve hiicre membran zarari ile yaprak kisimlarinda belirlenen MDA igeriginin
uygulama siiresine gore degisimi iki yonliit ANOVA testi ile analiz edilmistir. Elde edilen

istatistiksel veriler Cizelge 4.3.3.4° de yer almaktadir.
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Cizelge 4.3.3.4. Iyon s1zintis1, hiicre membran zarar1 ve yaprak kisimlarida belirlenen
MDA degerleri i¢in iki yonli ANOVA sonuglart [Tiim parametreler konsantrasyon (Cr)
x siire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir].

Faktor Iyon sizintis1 Hiicre membran MDA I¢erigi
zararl

df F P F P F P
Kokler
Konsantrasyonlar 3 902,92 0,000 1240,55 0,000
Uygulama siiresi 2 248,77 0,000 170,92 0,000
Konsantrasyon x Siire 6 44,09 0,000 30,43 0,000
Hata 48
Yapraklar
Konsantrasyonlar 3 981,53 0,000 2027,77 0,000 474,69 0,000
Uygulama siiresi 2 239,73 0,000 133,94 0,000 411,70 0,000
Konsantrasyon x Siire 6 35,44 0,000 21,36 0,000 132,44 0,000
Hata 48

4.3.4. Cr Uygulanmus Fidelerde Antioksidatif Enzim Aktivitesi (SOD, CAT, APX)

50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda Cr uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin
kok ve yapraklarinda belirlenen ortalama siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin
uygulama stiresine gore degisimi Cizelge 4.3.4.1 ve Sekil 4.3.4.1° de verilmistir. Buna
gore hem kok hem de yapraklarda belirlenen SOD aktivitesinde uygulama stiresi ve Cr

konsantrasyonlarina bagli olarak anlamli bir fark bulunmustur (P<0,05).
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Cizelge 4.3.4.1. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama SOD aktivitesinin

konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. &= Std. Sapma).

SOD Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 35,12+ 4,27 37,88+ 4,01 37,73 £3,19
50 uM Cr 50,18 + 6,10 64,57 + 3,66 75,50+ 4,77

Yapraklar
100 uM Cr 68,89+ 3,80 82,89+ 3,18 109,01+ 4,50
200 pM Cr 90,02 + 4,92 107,14+ 3,67 139,57+ 6,65
Kontrol 19,69 + 2,22 21,46 +2,08 21,42+ 2,20
50 uM Cr 30,57 + 4,24 37,11 +4,87 49,98 + 5,01

Kokler

100 uM Cr 51,77+ 2,74 64,66+ 2,00 82,73+ 4,71
200 uM Cr 54,92+ 2,99 75,18 + 3,11 95,80 + 3,98

Cizelge 4.3.4.1° de belirtildigi gibi Cr konsantrasyonlari arttikga SOD aktivitesinde de
tim uygulama siirelerinde artis oldugu tespit edilmistir. 10 giin boyunca 200 uM Cr
uygulanmis fidelerin yapraklarinda belirlenen SOD aktivitesi 139,57 + 6,65 U/mg protein
degerine ulagsmakta olup bu deger yapraklarda elde edilen en yiiksek degerdir.

Yapraklarda oldugu gibi koklerde de SOD aktivitesinin artan Cr konsantrasyonlarina ve
uygulama stiresine bagl olarak arttig1 goriilmektedir. Koklerde elde edilen en yiiksek
SOD aktivitesi 10. giinde 200 uM Cr uygulamasinda belirlenmistir ve bu deger 95,80 +
3,98 U/mgprotein’ dir. Ayrica yapraklarda belirlenen SOD aktivitesindeki artigin koklere
gore daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3.4.1).
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Sekil 4.3.4.1. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama SOD aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda Cr uygulanmus fideler ile kontrol grubu fidelerin
kok ve yapraklarinda belirlenen ortalama APX aktivitesinin uygulama siiresine gore
degisimi Cizelge 4.3.4.2 ve Sekil 4.3.4.2° de verilmistir. Ortalama APX aktivitesi
acisindan hem kok hem de yapraklarda Cr konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagh

olarak anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.3.4.2. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama APX aktivitesinin

konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. &= Std. Sapma).

APX Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 1,02 +0,04 1,06 + 0,04 1,07 + 0,02
50 uMCr 1,29 +£0,04 1,57 £ 0,04 1,87 £ 0,05

Yapraklar
100 pM Cr 1,52 +0,03 1,78 + 0,04 2,12+0,05
200 uM Cr 1,71 £ 0,04 2,08 +0,05 2,83+0,08
Kontrol 0,43+0,03 0,39 +0,04 0,40 + 0,04
50 uMCr 0,55 £0,02 0,71 + 0,02 0,89 + 0,02

Kokler

100puM Cr 0,70 £ 0,04 1,01 £ 0,04 1,29 £ 0,04
200 pM Cr 0,82 + 0,05 1,21+ 0,04 1,77 £ 0,05

Yapraklarda belirlenen en diisitk APX aktivitesi kontrol 6rneklerinde tespit edilmesine
ragmen en yiiksek APX aktivitesi 10 giin boyunca 200 uM Cr uygulanmis drneklerde
belirlenmistir. Bu deger 2,83 + 0,08 U/mg protein olarak belirlenmistir. Kéklerde de APX
aktivitesinde meydana gelen degisikliklerin yapraklardakine benzer bir sekilde uygulama
stiresi ve Cr konsantrasyonlarina bagli olarak arttig1 tespit edilmistir. Buna gore koklerde
belirlenen en yiiksek APX aktivitesi, 10 giin boyunca 200 uM Cr konsantrasyonuna
maruz birakilmig Orneklerde belirlenmistir (1,77 + 0,05 U/mg protein). Ayrica

yapraklarda belirlenen APX aktivitesinin koklere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.3.4.2. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama APX aktivitesinin

Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi
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konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Cizelge 4.3.4.3 ve Sekil 4.3.4.3° de farkli konsantrasyonlarda Cr uygulanmis fidelerin
kok ve yapraklarinda belirlenen ortalama CAT aktivitesinin uygulama siiresine gore
degisimi yer almaktadir. Buna gore ortalama CAT aktivitesinde hem kok hem de
yapraklarda uygulama siiresi ve Cr konsantrasyonlart arasinda anlamli bir fark

bulunmustur (P<0,05). Tiim Cr konsantrasyonlarinda hem kok hem de yapraklarda CAT
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aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.3.4.3). Aynm1 zamanda koklerde belirlenen

CAT aktivitesindeki artigin yapraklardakine gore daha fazla oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.3.4.3. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama CAT aktivitesinin

konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. + Std. Sapma).

CAT Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 0,87 +£0,04 0,87+0,04 0,93 +0,03
50 uM Cr 1,09 £ 0,04 1,37 £ 0,05 1,81 £ 0,06

Yapraklar
100 pM Cr 1,29 + 0,04 1,71 £ 0,06 2,14+0,02
200 pM Cr 1,51+ 0,04 1,99 £ 0,06 2,90 £ 0,04
Kontrol 0,97 0,05 0,97 £0,02 0,99 £ 0,04
50 uM Cr 1,27 +0,03 1,84 +£0,03 1,46 0,02

Kokler

100 pM Cr 1,58 £0,02 2,08 + 0,03 2,18+0,04
200 pM Cr 1,80 + 0,05 2,29 +£0,04 3,09 £ 0,04

Yapraklarda belirlenen en yiiksek CAT aktivitesi, 10 giin boyunca 200 uM Cr uygulanmis
orneklerde elde edilmistir. Bu deger 2,90 + 0,04 U/mg protein’ dir. Kdklerde de
yapraklara benzer bir egilim s6z konusu olup en yiiksek CAT aktivitesi 10 giin boyunca
200 uM Cr uygulanmig orneklerde elde edilmistir ve bu deger 3,09 £ 0,04 U/mg

protein’dir.
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Sekil 4.3.4.3. Cr uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama CAT aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Cr uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
antioksidatif savunma sistemi enzimlerine (SOD, CAT, APX) ait ortalama aktivite
degerlerinin uygulama stiresine gore degisimi iki yonliit ANOVA testi ile analiz edilmistir.

Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.3.4.4° de yer almaktadir.
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Cizelge 4.3.4.4. Antioksidatif savunma sistemi enzimlerine (SOD, CAT, APX) ait
ortalama aktivite degerleri icin iki yonli ANOVA sonuglari [Tiim parametreler
konsantrasyon (Cr) x siire i¢in o; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir ].

Faktor SOD Aktivitesi CAT Aktivitesi APX Aktivitesi
df F P F P F P

Kokler

Konsantrasyonlar 3 592,70 0,000 3498,00 0,000 1154,05 0,000

Uygulama siiresi 2 186,35 0,000 854,72 0,000 595,77 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 24,57 0,000 249,05 0,000 120,98 0,000

Hata 48

Yapraklar

Konsantrasyonlar 3 611,54 0,000 1700,14 0,000 1373,48 0,000

Uygulama siiresi 2 171,53 0,000 1194,12 0,000 692,02 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 22,13 0,000 162,07 0,000 99,27 0,000

Hata 48
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4.4. Nikel (Ni)

4.4.1. Ni Uygulanmus Fidelerde Biiyiime Parametreleri (Biyokiitle, Su Icerigi ve
Klorofil Icerigi)

Cizelge 4.4.1.1 ve Sekil 4.4.1.1° de 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda Ni uygulanmis
fideler ile kontrol grubu fidelerin yaprak ve koklerinde belirlenen ortalama biyokiitle
degerleri (mg KA) verilmistir. Buna gére hem yaprak hem de koklerde belirlenen
ortalama biyokiitle degerlerinde uygulama siiresi ve Ni konsantrasyonlarina bagli olarak
anlamli fark bulunmustur (P<0,05).

Cizelge 4.4.1.1. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama biyokiitle degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. sapma).

Biyokiitle (mg KA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 2501,4 +66,3  2889,8+318,7 2689,7+ 187,5
Yapraklar 50 uM Ni  2571,5+ 83,6 2202,4+341,4  2516,8+218,3
100 uM Ni  2538,3 + 84,4 1961,1 £297,7  1208,5+ 65,4

Kontrol 487,4 +58,3 4849 + 44,1 474,2 £ 60,7
Kokler 50 uM Ni  608,1 £45,3 369,1 £19,8 325,0+£33,5
100 uM Ni 4845+ 52,6 284,9+ 27,2 182,3+2,9

Cizelge 4.4.1.1°e gore 50 uM Ni uygulamasinin 1. giinde koklerin biyokiitlesinde artiga
neden oldugu tespit edilmistir. Diger uygulama siirelerinde ise Ni konsantrasyonu arttik¢a
her iki bitki kisminda da biyokiitlenin kontrole gore azaldig: belirlenmistir. Yapraklarin
biyokiitlesinde ise 1. giinde uygulanan Ni konsantrasyonlarinin belirgin bir fark
olusturmadigi, fakat 3 ve 10. giinlerde uygulama siiresindeki artis ile birlikte
yapraklardaki biyokiitlenin azaldigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda biyokiitledeki en
biiyliik azalis hem kok hem de yaprak kisimlari icin 10 giin boyunca 100 uM Ni
uygulanmis orneklerde elde edilmistir (Sekil 4.4.1.1).
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konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

V. olympicum fidelerinin yaprak ve kok kisimlarinda belirlenen ortalama su igeriginde
uygulanan Ni konsantrasyonlarina ve uygulama siiresine bagli olarak meydana gelen
degisimler Cizelge 4.4.1.2 ve Sekil 4.4.1.2° de verilmistir. Buna gore uygulama siiresi ve

Ni konsantrasyonlari arasinda su igeriginde anlamli bir azalis oldugu goriilmektedir

(P<0,05).
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Cizelge 4.4.1.2. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama su igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. sapma).

Su icerigi (%)
Konsantrasyon 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 71,6 £2,6 82,0+1,1 88,1+1,2

Yapraklar 50 pnM Ni 80,2+1,7 754+1,6 76,0+ 14
100 nM Ni 71,0+1,0 584+10 451+1,0

Kontrol 89,3+1,0 87,0+0,7 89,0+24

Kokler 50 uM Ni 904 +1,7 85,0+1,0 76,1 +1,1
100 nM Ni 90,1 +1,1 74,1+14 474+1,0

1. glinde koklerin su igeriginde Ni konsantrasyonlarindaki artiga bagl olarak herhangi bir
degisim meydana gelmedigi, ancak 3 ve 10. giinlerde Ni konsantrasyonlarindaki artisin
koklerin su igeriginde azalisa neden oldugu tespit edilmistir. Buna gore koklerdeki en
diisiik su igerigi 10 giin boyunca 100 uM Ni uygulanmis 6rneklerde elde edilmistir (Sekil
4.4.1.2). Bu deger, % 47,4 £ 1,0 olarak belirlenmistir.

Yapraklarda ise uygulamanin ilk giiniinde 50 uM Ni konsantrasyonunun su icerigini
arttirdig1 tespit edilmistir. Diger uygulama siirelerinde ise koklerdekine benzer olarak
artan Ni konsantrasyonlarimin yapraklardaki su igerigini azalttigr belirlenmistir.
Yapraklardaki en diisiik su icerigi, yine 10. giin boyunca 100 pM Ni uygulanmis
orneklerde tespit edilmistir. Elde edilen bu deger % 45,1 + 1,0 dir.
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Sekil 4.4.1.2. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama su igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda Ni uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin
yapraklarinda belirlenen ortalama klorofil a ve b igeriginin uygulama siiresine gore
degisimi Cizelge 4.4.1.3 ve Sekil 4.4.1.3” de verilmistir. Buna gére ortalama klorofil a ve
b iceriginde uygulama siiresi ve Ni konsantrasyonlarina bagli olarak anlamli fark
bulunmustur (P<0,05). Buna gore V. olympicum fidelerinde belirlenen klorofil a ve b
iceriginin artan Ni konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagli olarak azaldigi tespit

edilmistir. Elde edilen en diisiik klorofil a ve b igerigi 10 giin boyunca 100 uM Ni stresine
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maruz birakilmis 6rneklerde belirlenmistir. Bu deger klorofil a igin 0,75 + 0,06 mg/g YA

ve klorofil b i¢in 0,41 £ 0,05 mg/g YA’ dir.

Cizelge 4.4.1.3. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama klorofil a ve b igeriginin

konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. = Std. Sapma).

Klorofil a ve b icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 1,44 +0,24 1,54 £0,13 1,20 £0,11
Klorofil a 50 nM Ni 1,50 + 0,32 1,35+ 0,20 0,85+ 0,03
100 pM Ni 1,00 £ 0,10 1,42+ 0,10 0,75 + 0,06
Kontrol 0,80 +0,05 0,68 +0,06 0,74 £ 0,06
Klorofil b 50 pM Ni 0,48 +0,12 0,62 + 0,05 0,45+ 0,03
100 pM Ni 0,32+ 0,07 0,51+0,11 0,41 + 0,05

Ayrica uygulamanin 3. giiniinde 100 pM Ni konsantrasyonunda belirlenen klorofil a
iceriginin ayn1 konsantrasyonda 1. giindeki klorofil a icerigine kiyasla daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4.1.3). Bu deger 1,42 + 0,10 mg/g YA olarak
belirlenmistir. Klorofil b igeriginde de buna benzer olarak uygulama siireleri arasinda 50
ve 100 uM Ni uygulamasinda 3. giinde klorofil b igeriginin arttig1 tespit edilmistir. Elde
edilen degerler 50 uM Ni i¢in 0,62 + 0,05 mg/g YA, 100 uM Ni i¢in 0,51 + 0,11 mg/g

YA’ dir.
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Sekil 4.4.1.3. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama klorofil a ve b igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n= 5, Ort. + Std. Sapma).

50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda Ni uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin
yapraklarinda belirlenen ortalama total klorofil igeriginin uygulama siiresine gore
degisimi Cizelge 4.4.1.4 ve Sekil 4.4.1.4° de verilmistir. Buna gore ortalama total klorofil
igerigi agisindan uygulama siiresi ve metal konsantrasyonlar1 arasinda anlamli fark

bulunmustur (P<0,05).
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Cizelge 4.4.1.4. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama total klorofil i¢eriginin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=15).

Total Klorofil icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Total Kontrol 2,23 +£0,23 2,23 £0,12 1,92+0,11
Klorofil 50 pM Ni 2,00 £ 0,27 2,00 £ 0,24 1,31 +0,04
100 M Ni 1,28 + 0,06 1,93 +0,18 1,16 + 0,03

Cizelge 4.4.1.4° e gore 50 uM Ni konsantrasyonunun 1. ve 3. gilinlerde total klorofil
iceriginde meydana getirdigi etkinin benzer oldugu tespit edilmistir. 10. giinde ise ayni1
Ni konsantrasyonunun total klorofil igeriginde kontrole gére daha biiyiik bir azalig
meydana getirdigi belirlenmistir. Ayrica uygulama siiresine bagli olarak 100 uM Ni

konsantrasyonu 3. giinde total klorofil i¢eriginde artisa neden olmustur (Cizelge 4.4.1.4.).
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Sekil 4.4.1.4. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama total klorofil i¢eriginin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n= 5, Ort. + Std. Sapma).

Farkli konsantrasyonlarda Ni uygulanmis fidelerin kdk ve yaprak kisimlarinda belirlenen
biiyiime parametrelerine ait (biyokiitle, su igerigi, klorofil a, b ve total klorofil igerigi)
ortalama degerlerin uygulama siiresine gore degisimi iki yonlii ANOVA testi ile analiz

edilmistir. Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.4.1.4° de yer almaktadir.
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Cizelge 4.4.1.5. Biyokiitle, su ve klorofil degerleri i¢in iki yonliit ANOVA sonuglari [Tiim parametreler konsantrasyon (Ni) x siire i¢in o,
0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir].

Faktor Biyokiitle Su Icerigi Klorofil a Klorofil b Total Klorofil
Icerigi Icerigi Icerigi

df F P F P F P F P F P

Kokler

Konsantrasyonlar 2 12,06 0,000 141,08 0,000

Uygulama siiresi 2 17,92 0,000 147,72 0,000

Konsantrasyon x Siire 4 4,13 0,007 67,33 0,000

Hata 36

Yapraklar

Konsantrasyonlar 2 10,62 0,000 195,60 0,000 5,14 0,002 6,67 0,000 8,20 0,000

Uygulama siiresi 2 2,61 0,088 6,94 0,003 15,62 0,000 76,12 0,000 59,58 0,000

Konsantrasyon x Siire 4 4,39 0,005 51,58 0,000 37,41 0,000 486 0,014 46,54 0,000

Hata 36
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4.4.2. Ni Uygulanmus Fidelerde Azot Metabolizmasi Enzimlerinin (NR ve GS)

Aktivitesi ve Eriyebilir Protein Icerigi

50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda Ni uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin kok
ve yaprak kisimlarinda belirlenen azot metabolizmasi enzimlerinden NR aktivitesine ait
ortalama degerlerin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.4.2.1 ve Sekil 4.4.2.1° de
verilmistir. Buna gore ortalama NR aktivitesi acisindan uygulama siiresi ve Ni
konsantrasyonlari arasinda hem yaprak hem de koklerde anlamli fark (P<0,05)

bulunmustur.

Cizelge 4.4.2.1. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama NR aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma).

NR Aktivitesi (umol NO; gKA.saat?)

Konsantrasyon 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 4,34 +0,73 2,63 +0,30 2,80+0,43
Yapraklar 50 nM Ni 6,65+ 1,30 1,31 +0,31 0,80 £0,11
100 pM Ni 2,80+ 0,54 0,93 +0,23 0,02 + 0,01
Kontrol 7,18 £1,10 2,90 +1,00 2,63 +0,83
Kokler 50 pM Ni 3,31+1,25 2,15+ 0,64 1,61 +0,50
100 pM Ni 1,83 +£0,70 1,30 £ 0,07 0,30 £ 0,07

Artan Ni konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresi her iki bitki kissmda da NR aktivitesinde
azalisa neden olmustur. Sadece 1. giinde 50 uM Ni uygulamasinin yaprak kisimlarina ait
NR aktivitesinde bir artisa neden oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4.2.1). En diisiik NR
aktivitesinin her iki bitki kisminda da 10 giin boyunca 100 uM Ni uygulanmis 6rneklerde
elde edilmistir. Bu degerler yapraklar i¢in 0,02 + 0,01 pmol NO2 gKA* saat™, kékler igin
0,30 + 0,07 umol NO2 gKA™* saat™’dir.
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Sekil 4.4.2.1. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama NR aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkl1 konsantrasyonlarda Ni uygulanmais fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
ortalama GS aktivitesinin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.4.2.2 ve Sekil
4.4.2.2° de verilmistir. Buna gore ortalama GS aktivitesinde uygulama siiresi ve Ni
konsantrasyonlar1 arasinda hem yaprak hem de koklerde anlamli fark bulunmustur

(P<0,05).
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Cizelge 4.4.2.2. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama GS aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma).

GS Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 2,46 +0,23 2,68 £0,18 2,10+ 0,07
Yapraklar 50 nM Ni 2,21 +0,06 1,81 +0,10 1,49 £ 0,20
100 pM Ni 1,86 £ 0,10 1,22 +£0,12 0,78 = 0,05
Kontrol 2,01 £0,02 2,06 +0,03 2,11 +£0,01
Kokler 50 nM Ni 1,92 +£0,04 1,60 + 0,02 1,22 +£0,02
100 pM Ni 1,80 £ 0,01 1,38 +0,03 1,11 +£0,02

50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda Ni uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin kok
ve yaprak kisimlarinda belirlenen GS aktivitesinin artan Ni konsantrasyonlar1 ve
uygulama stiresi ile birlikte azaldig1 tespit edilmistir. Buna gore 10 giin boyunca 100 uM
Ni uygulanmis fidelerin yapraklarinda belirlenen GS aktivitesinin kontrole gore % 62,8
oraninda azaldigi, koklerde belirlenen GS aktivitesinin ise % 47,4 oraninda azaldigi

belirlenmistir (Cizelge 4.4.2.2.).

Ayrica yaprak kisimlarina ait GS aktivitesinde meydana gelen azalisin koklere gore daha
fazla oldugu tespit edilmistir. En diisiik GS aktivitesi her iki bitki kisminda da 10 giin
boyunca 100 uM Ni uygulanmig 6rneklerde elde edilmistir. Bu degerler yapraklar i¢in
0,78 + 0,05 U/mg protein, kokler igin 1,11 + 0,02 U/mg protein’dir.
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Sekil 4.4.2.2. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama GS aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Cizelge 4.4.2.3 ve Sekil 4.4.2.3” de Ni uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarindan
elde edilen ortalama eriyebilir protein igeriginin uygulama siiresine gore degisimi yer
almaktadir. Buna gore ortalama eriyebilir protein icerigi agisindan uygulama siiresi ve Ni
konsantrasyonlari arasinda hem yaprak hem de koklerde anlamli fark (P<0,05)
bulunmustur. NR ve GS aktivitesindeki sonuglara paralel olarak artan Ni
konsantrasyonlarinin ve uygulama siiresinin eriyebilir protein igerigini azalttig1 tespit

edilmistir (Cizelge 4.4.2.3).
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Cizelge 4.4.2.3. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama eriyebilir protein

iceriginin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma).

Eriyebilir Protein Icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 2,17 £0,30 1,89 £ 0,55 1,93 £0,20
Yapraklar 50 uM Ni 1,32+0,10 1,00 £ 0,10 0,78 £ 0,07
100 nM Ni 1,07 £ 0,05 0,76 = 0,06 0,54 £ 0,05
Kontrol 2,78 +£0,22 2,45 +£0,07 2,76 £ 0,25
Kokler 50 uM Ni 2,35+0,07 2,07 +£0,07 1,88 + 0,07
100 uM Ni 1,95+ 0,06 140+0,17 1,04 +£0,09

Ayrica koklerde belirlenen eriyebilir protein i¢eriginin yapraklara gore daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Ornegin; koklerde 2,78 + 0,22 mg/g YA olarak belirlenen protein icerigi
yapraklarda 2,17 + 0,30 mg/g YA’dir. Bununla birlikte kok kisimlarinin protein
icerigindeki azalisin yapraklardaki kadar olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.4.2.3). Hem
kok hem de yaprak kisimlarinda belirlenen en diisiik protein igerigi 10 giin boyunca 100
uM Ni uygulanmis orneklere aittir. Bu degerler yapraklar igin 0,54 = 0,05 mg/g YA,
kokler i¢in 1,04 + 0,09 mg/g Y A olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.4.2.3. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama eriyebilir protein
iceriginin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkl1 konsantrasyonlarda Ni uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
azot metabolizmasi enzimlerine ait (NR ve GS) ortalama aktivite degerlerinin ve
eriyebilir protein igeriginin uygulama siiresine gore degisimi iki yonlii ANOVA testi ile

analiz edilmistir. Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.4.2.4° de verilmistir.
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Cizelge 4.4.2.4. Azot metabolizmasi enzimlerine ait (NR ve GS) ortalama aktivite
degerleri ve eriyebilir protein igeriginin i¢in iki yonli ANOVA sonuglart [Tim
parametreler konsantrasyon (Ni) x siire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz
edilmistir].

Faktor NR Aktivitesi GS Aktivitesi Eriyebilir
Protein Icerigi

df F P F P F P

Kokler

Konsantrasyonlar 2 58,42 0,000 2229,53 0,000 281,39 0,000

Uygulama siiresi 2 44,31 0,000 947,28 0,000 48,56 0,000

Konsantrasyon x Siire 4 9,41 0,000 357,21 0,000 14,49 0,000

Hata 36

Yapraklar

Konsantrasyonlar 2 52,68 0,000 246,76 0,000 120,60 0,000

Uygulama siiresi 2 154,93 0,000 107,36 0,000 14,90 0,000

Konsantrasyon x Siire 4 23,98 0,000 14,87 0,000 0,84 0,511

Hata 36
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4.43. Ni Uygulanms Fidelerde Iyon sizintisi, Hiicre Membran Zaran ve

Malondialdehit (MDA) icerigi

50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda Ni uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin kok
ve yaprak kisimlarinda belirlenen iyon sizintisina ait ortalama degerlerin (%) uygulama
siiresine gore degisimi Cizelge 4.4.3.1 ve Sekil 4.4.3.1° de yer almaktadir. Buna gore Ni
konsantrasyonlari ve uygulama siiresine bagli olarak iyon sizintisina ait % degerlerinde

anlaml1 bir artis oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

Cizelge 4.4.3.1. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama iyon sizintisi
degerlerinin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. sapma).

Iyon sizintis1 (%)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 419 £1,3 41,6 £1,7 42,1+1,0

Yapraklar 50 uM Ni 68,1 +1,8 79,5+1,1 82,2+14
100 pM Ni 79,4+ 1,3 81,7+ 1,5 85,1+1,5

Kontrol 48,4 +2.3 47,7 £1,9 48,6 4,0

Kokler 50 uM Ni 59,5+ 1,0 70,3+ 1,0 79,7+2,0
100 pM Ni 63,8+ 1,4 75,9+ 1,5 87,7+2,4

Cizelge 4.4.3.1 de artan Ni konsantrasyonlarmmin kok ve yaprak hiicrelerindeki
membranlarda meydana gelen iyon sizintisin1 uygulama siiresine bagli olarak arttirdig:
goriilmektedir. Elde edilen en yiiksek deger tiim bitki kisimlari i¢in 10 giin boyunca 100
uM Ni uygulanmis orneklerde belirlenmistir. Bu degerler kok igin % 87,7 + 2,4 yaprak
icin % 85,1 £ 1,5 dir.
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Sekil 4.4.3.1. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama iyon sizintis1 degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Cizelge 4.4.3.2 ve Sekil 4.4.3.2°de 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda Ni uygulanmig
fideler ile kontrol grubu fidelerin kdk ve yapraklarinda belirlenen hiicre membran
zararina ait ortalama degerlerin uygulama siiresine gore degisimi yer almaktadir. Buna
gore hiicre membran zarar1 agisindan uygulama siiresi ve Ni konsantrasyonlar1 arasinda
hem kok hem de yapraklarda anlamli bir fark bulunmustur (P<0,05). Ni
konsantrasyonlarinda ve uygulama siiresindeki artis ile birlikte hiicre membran zararinin

arttig1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.4.3.2. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama hiicre membran
zararinin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. sapma).

Hiicre Membran Zarari (%)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 0 0 0
Yapraklar 50 uM Ni 452431 64,8+2,0 69,4+2.4
100 M Ni 64,6 +2.3 68,6 +2,6 74,4+ 2,6
Kontrol 0 0 0
Kokler 50 pM Ni 26,6 £ 1,7 46,2 £ 1,8 63,2+ 3,6
100 nM Ni 344+2,6 56,4 +27 77,8 +4,3

Cizelge 4.4.3.2° ye gore hiicre membran zararina ait elde edilen en yiiksek degerler 10
giin boyunca 100 uM Ni stresine maruz birakilmis fidelerin kok ve yapraklarinda elde
edilmistir. Bu degerler yapraklar i¢in % 74,4 + 2,6 kokler icin % 77,8 + 4,3’ dir. Ayrica
iki farkli konsantrasyondaki Ni uygulamasinda 1. giinde yaprak kisimlarma ait hiicre
membranlarinda meydana gelen zararin koklere gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. 10. giinde ise 50 uM Ni uygulamasinda yapraklarda ve 100 pM Ni
uygulamasinda ise kok kisimlarinda belirlenen hiicre membran zararinin daha fazla

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4.3.2. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama hiicre membran zararinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Cizelge 4.4.3.3 ve Sekil 4.4.3.3’de farkli konsantrasyonlarda Ni uygulanmis fidelerin
yaprak kisimlarinda belirlenen ortalama MDA igeriginin (nmol/g YA) uygulama siiresine
gore degisimi yer almaktadir. Uygulama siiresi ve Ni konsantrasyonlarina bagli olarak Ni
uygulanmis fidelerin yapraklarda belirlenen MDA igeriginde anlamli bir artis oldugu
tespit edilmistir (P<0,05). En yliksek MDA igeriginin 100 pM Ni uygulamasinda ve 3.
giinde oldugu goriilmektedir. Bu deger; 57,30 = 10,14 nmol/g YA dur.
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Cizelge 4.4.3.3. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama MDA igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma)

MDA Icerigi (nmol/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 3,92 £2,23 6,91 + 1,47 8,66 +1,19
Yapraklar 50 uM Ni 12,50+ 1,61 16,36 +2,76 20,36 + 6,41

100 pM Ni 27,46 + 3,85 57,30+ 10,14 31,18 £ 2,61
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Sekil 4.4.3.3. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama MDA igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).
Farkl1 konsantrasyonlarda Ni uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
iyon si1zintist ve hiicre membran zararina ait ortalama degerler ile yaprak kisimlarinda
belirlenen ortalama MDA igerigine ait degerlerin uygulama siiresine gore degisimi iki
yonlii ANOVA testi ile analiz edilmistir. Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.4.3.4°

de yer almaktadir.
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Cizelge 4.4.3.4. Iyon s1zintis1, hiicre membran zarar1 ve yaprak kisimlarinda belirlenen
MDA degerleri igin iki yonliit ANOVA sonuglar1 [Tiim parametreler konsantrasyon (Ni)
x slire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir].

Faktor Iyon sizintis1 Hiicre membran MDA Icerigi
zarar

df F P F P F P
Kokler
Konsantrasyonlar 2 1309,18 0,000 4399,66 0,000
Uygulama siiresi 2 1748,89 0,000 1858,79 0,000
Konsantrasyon x Siire 4 132,25 0,000 232,3 0,000
Hata 36
Yapraklar
Konsantrasyonlar 2 965,04 0,000 2703,15 0,000 470,97 0,000
Uygulama siiresi 2 496,69 0,000 248,78 0,000 334,49 0,000
Konsantrasyon x Siire 4 27,04 0,000 36,06 0,000 81,31 0,000
Hata 36
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4.4.4. Ni Uygulanmus Fidelerde Antioksidatif Enzim Aktivitesi (SOD, CAT, APX)

50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda Ni uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin kok
ve yaprak kisimlarindan elde edilen antioksidatif savunma sistemi enzimlerinden SOD
aktivitesine ait degerlerin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.4.4.1 ve Sekil
4.4.4.1° de verilmistir. Buna gore ortalama SOD aktivitesi a¢isindan uygulama siiresi ve
Ni konsantrasyonlar1 arasinda hem yaprak hem de kdklerde anlamli fark (P<0,05)

bulunmustur.

Cizelge 4.4.4.1. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama SOD aktivitesinin

konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. = Std. Sapma)

SOD Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 43,31 +4,81 43,58 +4,90 46,47 £ 7,87
Yapraklar 50 uM Ni 66,65 + 7,35 91,15+ 12,46 102,87 + 7,47
100 nM Ni 76,94 + 6,61 116,62 + 7,47 131,67 8,30
Kontrol 2420 +1,95 34,53 +3,48 25,18+ 2,70
Kokler 50 pM Ni 32,87 +£2,45 38,63 £ 1,76 58,08 + 7,65
100 pM Ni 43,88 + 4,23 62,47 £ 1,37 69,96 + 2,00

Cizelge 4.4.4.1° de hem kok hem de yaprak kisimlarinda uygulama siiresi ve artan Ni
konsantrasyonlariyla beraber SOD aktivitesinde bir artis meydana geldigi gosterilmistir.
Ornegin; en yiiksek SOD aktivitesi 10 giin boyunca 100 uM Ni uygulanmis fidelerin
yaprak ve kok kisimlarinda belirlenmistir. Ayrica bitkinin yaprak kisimlarina ait SOD
degerlerinin kok kisimlariyla karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ornegin; yapraklarda kontrole gére SOD degeri 100 uM Ni konsantrasyonunda 10. giinde
131,7 + 8,3 U/mg protein degerlerine ulagirken koklerde ayn1 konsantrasyon ve uygulama

stiresinde bu degerin 69,9 + 2,0 U/mg protein oldugu goriilmektedir.
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konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Antioksidatif savunma sistemine ait diger enzimlerden biri de CAT’ dir. Cizelge 4.4.4.2
ve Sekil 4.4.4.2° de 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda Ni uygulanmus fideler ile kontrol
grubu fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen ortalama CAT aktivitesinin
uygulama siiresine gore degisimine yer verilmistir. SOD aktivitesinde oldugu gibi CAT
aktivitesinde de uygulama siiresi ve Ni konsantrasyonlarina bagli olarak hem yaprak hem
de koklerde anlamli bir fark (P<0,05) bulunmustur. Buna gore CAT aktivitesinin

uygulama siiresi ve Ni konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak arttig1 tespit
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edilmistir. Ayrica en yiiksek CAT aktivitesi, 10 giin boyunca 100 uM Ni uygulanmis
fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda tespit edilmistir. Yapraklarda bu deger yaklasik 2,48
+ 0,06 U /mg protein iken koklerde bu degerin 2,81 + 0,04 U/mg protein olarak tespit

edilmistir.

Cizelge 4.4.4.2. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama CAT aktivitesinin

konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5).

CAT Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 0,92 +£0,05 0,77 £ 0,43 1,00 £ 0,02
Yapraklar 50 M Ni 1,14+0,04 1,53+0,12 2,02 +£0,02
100 pM Ni  1,45+0,06 1,88 £ 0,07 2,48 + 0,06
Kontrol 1,11 +0,08 1,11 £0,07 1,50 +£ 0,07
Kokler 50 M Ni 1,24+0,05 1,95+ 0,02 2,57+ 0,02
100 kM Ni 1,62 £ 0,06 2,18+ 0,17 2,81 +0,04
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Sekil 4.4.4.2. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama CAT aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda Ni uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin kok
ve yaprak kisimlarindan elde edilen APX aktivitesine ait ortalama degerlerin uygulama
siiresine gore degisimi Cizelge 4.4.4.3 ve Sekil 4.4.4.3° de verilmistir. Buna gore
uygulama siiresi ve Ni konsantrasyonlarina bagli olarak APX aktivitesinde hem yaprak

hem de koklerde anlamli fark bulunmustur (P<0,05).
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Cizelge 4.4.4.3. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama APX aktivitesinin

konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5, Ort. & Std. Sapma).

APX Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 1,25 +0,05 1,27 £ 0,08 1,35+0,03
Yapraklar 50 uMNi 1,61 +£0,08 1,93 £ 0,05 2,27 + 0,06
100 pM Ni 1,82 + 0,07 2,16 +£0,03 2,79 +£ 0,07
Kontrol 0,49 +0,02 0,52 +0,02 0,54 +0,02
Kokler 50 uM Ni 0,62 +0,03 0,83 + 0,06 1,04 + 0,03
100 pM Ni 0,79+ 0,03 1,30 £ 0,05 1,53 +0,06

Cizelge 4.4.4.3’ de artan Ni konsantrasyonlartyla birlikte uygulama siiresi arttikga hem
kok hem de yaprak kisimlarinda APX aktivitesinde bir artis oldugu goézlenmistir.
Ornegin: yapraklardaki en yiiksek APX aktivitesi 100 pM Ni uygulamasinda 10. giinde
tespit edilmis olup bu deger 2,79 + 0,07 U/mg protein olarak belirlenmistir. Koklerde de
APX aktivitesinde ulasilan en yiiksek deger yine ayni Ni konsantrasyonunda ve 10.
giindedir (1,53 + 0,06 U/mg protein). Ayrica Ni uygulamasina bagli olarak yapraklarda
belirlenen APX aktivitesinin koklere gore daha yliksek oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.4.4.3. Ni uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama APX aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=15).

Farkli konsantrasyonlarda Ni uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
antioksidatif savunma sistemi enzimlerine (SOD, CAT, APX) ait ortalama aktivite
degerlerinin uygulama siiresine gore degisimi iki yonliit ANOVA testi ile analiz edilmistir.

Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.4.4.4’de yer almaktadir.
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Cizelge 4.4.4.4. Antioksidatif savunma sistemi enzimlerine (SOD, CAT, APX) ait
ortalama aktivite degerleri i¢in iki yonli ANOVA sonuglar1 [Tim parametreler
konsantrasyon (Ni) x siire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir].

Faktér SOD Aktivitesi CAT Aktivitesi APX Aktivitesi
df F P F P F P

Kokler

Konsantrasyonlar 2 278,96 0,000 578,35 0,000 1061,72 0,000

Uygulama siiresi 2 92,45 0,000 561,51 0,000 372,47 0,000

Konsantrasyon x Siire 4 29,68 0,000 54,74 0,000 93,95 0,000

Hata 36

Yapraklar

Konsantrasyonlar 2 263,30 0,000 169,49 0,000 949,99 0,000

Uygulama siiresi 2 63,94 0,000 70,04 0,000 331,02 0,000

Konsantrasyon x Siire 4 15,43 0,000 13,52 0,000 66,90 0,000

Hata 36
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4.5. Cinko (Zn)
4.5.1. Zn Uygulanmis Fidelerde Biiyiime Parametreleri (Biyokiitle, Su Icerigi ve
Klorofil i¢erigi)

Cizelge 4.5.1.1 ve Sekil 4.5.1.1° de 50, 200 ve 500 puM konsantrasyonlarinda Zn
uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin yaprak ve koklerinde belirlenen ortalama
biyokiitle degerleri (mg KA) verilmistir. Buna gére hem yaprak hem de koklerde
belirlenen ortalama biyokiitle degerlerinde uygulama siiresi ve Zn konsantrasyonlarina

bagl olarak anlamli fark bulunmustur (P<0,05).

Cizelge 4.5.1.1. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama biyokiitle degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. sapma).

Biyokiitle (mg KA)
Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 875,7+ 64,7 1012,0£111,7 1178,6 + 58,9
50 uM Zn 859,4 + 76,9 921,4 + 69,8 793,4 + 43,2

Yapraklar
200 pM Zn 931,7+127,4 735,2 + 87,8 590,4 + 87,6
500 uM Zn 1002,6 + 96,5 733,9 + 59,6 434,7+71,1
Kontrol 516,8 + 54,6 562,9 + 52,5 695,9 + 40,7
50 uM Zn 485,9 + 49,5 550,8 + 40,7 551,2 + 67,8

Kokler

200 puM Zn 470,8 + 76,8 382,3+73,1 345,3 + 38,6
500 uM Zn 530,6 £ 55,9 293,4 +45,3 228,3 + 30,5

Cizelge 4.5.1.1’ e gore Zn uygulamalar1 1. giinde yaprak biyokiitlesinde artiga neden
olmustur. 3. giinde 200 ve 500 uM Zn konsantrasyonlarinin yaprak biyokiitlesinde
meydana getirdigi azalisin benzer oldugu tespit edilmistir. 10. giinde ise Zn
konsantrasyonu arttikga yaprak biyokiitlenin kontrole gore azaldigr belirlenmistir.
Koklerin biyokiitlesinde ise tiim uygulama siirelerinde Zn konsantrasyonlar1 arttikca
biyokiitlenin azaldig: tespit edilmistir. Ayn1 zamanda biyokiitledeki en biiylik azalig hem
kok hem de yaprak kisimlari icin 10 giin boyunca 500 uM Zn uygulanmis 6rneklerde elde
edilmistir (Sekil 4.5.1.1). Bu degerler sirasiyla 228,3 + 30,5 mg KA ve 434,7 + 71,1 mg
KA’ dir.
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Sekil 4.5.1.1. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama biyokiitle degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagh degisimi (n=15).

Cizelge 4.5.1.2 ve Sekil 4.5.1.2° de V. olympicum fidelerinin yaprak ve kok kisimlarinda
belirlenen ortalama su iceriginde uygulanan Zn konsantrasyonlarina ve uygulama
stiresine bagli olarak meydana gelen degisimler yer almaktadir. Buna gore uygulama
stiresi ve Zn konsantrasyonlari arasinda su igeriginde anlamli bir azalis oldugu

goriilmektedir (P<0,05).

197



Cizelge 4.5.1.2. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama su igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. sapma).

Su icerigi (%)
Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 85,0 £4,6 84,8+29 86,6 + 3,7
50 uM Zn 84,4+41 79,0+2,3 72,2+8,3

Yapraklar
200 pM Zn 80,2 £5,2 70,8 +4,1 65,2 +4,5
500 pM Zn 61,0+£2,4 45,6 +2,9 294 +17
Kontrol 88,6 £2,1 88,2+2,6 85,6+5,1
50 uM Zn 88,0+4,4 80,2+3,1 67,6 +7,1

Kokler

200 pM Zn 82,4+75 66,0 = 4,2 44,0+6,8
500 pM Zn 77,6 +3,4 51,0+£24 30,0+ 3,2

Yaprak ve koklerdeki en diisiik su icerigi 10 giin boyunca 500 uM Zn uygulanmis
orneklerde elde edilmistir (Sekil 4.5.1.2). Bu deger, yapraklar i¢in % 29,4 + 1,7 kokler
i¢cin % 30,0 £ 3,2 olarak belirlenmistir.

198



Su igerigi
90 - 050 puM Zn
80 - 0200 utM Zn

70 - @ 500 uM Zn

60 -
50 -
40 -+
30 -
20 +
10 -

Su icerigi (%)

1.gln 3.giin 10.giin

100 - kokler m Kontrol

050 puM Zn
0200 pM Zn
m 500 uM Zn

1.giin 3.glin 10.giin

Su icerigi (%)
= N W bHh U1 O N 00 O
© 0650 o o 6 o
| I N D D D D N E—

o
[

Sekil 4.5.1.2. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama su igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

50, 200 ve 500 uM konsantrasyonlarinda Zn uygulanmis fideler ile kontrol grubu
fidelerin yapraklarinda belirlenen ortalama klorofil a ve b igeriginin uygulama siiresine
gore degisimi Cizelge 4.5.1.3 ve Sekil 4.5.1.3” de verilmistir. Buna gore ortalama klorofil
a ve b igeriginde uygulama siiresi ve Zn konsantrasyonlarina bagl olarak anlamli fark
bulunmustur (P<0,05). Buna gore V. olympicum fidelerinde belirlenen klorofil a ve b
igeriginin artan Zn konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagli olarak azaldig: tespit

edilmistir. Elde edilen en diisiik klorofil a ve b igerigi 10 giin boyunca 500 uM Zn stresine
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maruz birakilmis 6rneklerde belirlenmistir. Bu deger klorofil a i¢in 0,51 + 0,03 mg/g YA

ve klorofil b i¢in 0,18 £ 0,02 mg/g YA’ dir.

Cizelge 4.5.1.3. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama klorofil a ve b

igeriginin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. + Std. Sapma).

Klorofil a ve b icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 1,33 +£0,05 1,33 £0,04 1,37 +£0,04
50 uM Zn 1,35 +0,05 1,39 £ 0,02 1,50+ 0,03
Klorofil a
200 uM Zn 1,28+ 0,03 1,16 £ 0,04 0,89 £ 0,06
500 uM Zn 1,09 + 0,06 0,81 +£0,04 0,51+0,03
Kontrol 0,96 +0,08 0,95 +£0,06 0,94 £ 0,07
50 uM Zn 0,92 + 0,06 0,66 + 0,06 0,49 £ 0,03
Klorofil b
200 uM Zn 0,73 +£ 0,04 0,57 £ 0,04 0,30 £ 0,04
500 uM Zn 0,60 + 0,02 0,37 £ 0,07 0,18 +0,02

Cizelge 4.5.1.3° e gore V. olympicum fidelerinde 50 uM Zn uygulamasinin 10. giinde
Klorofil a igerigini arttirdigi tespit edilmistir. Bu deger 1,50 = 0,03 mg/g YA olarak
belirlenmistir. Klorofil b igeriginde ise 50 uM Zn uygulamasi 10. giinde azalisa neden

olmustur.
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Sekil 4.5.1.3. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama klorofil a ve b igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. + Std. Sapma).

50, 200 ve 500 puM konsantrasyonlarinda Zn uygulanmig fideler ile kontrol grubu
fidelerin yapraklarinda belirlenen ortalama total klorofil igeriginin uygulama siiresine
gore degisimi Cizelge 4.5.1.4 ve Sekil 4.5.1.4 de verilmistir. Buna gore ortalama total
klorofil icerigi agisindan uygulama siiresi ve metal konsantrasyonlar1 arasinda anlamli

fark bulunmustur (P<0,05).
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Cizelge 4.5.1.4. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama total klorofil igeriginin

konsantrasyon ve siireye bagh degisimi (n=15).

Total Klorofil icerigi (mg/g YA)

3.giin 10.giin

Konsantrasyonlar 1.giin
Kontrol 2,29 £0,12
Total
50 uM Zn 2,27 +0,08
Klorofil

200 uM Zn 2,01 £0,06
500 pnM Zn 1,70 £ 0,07

2,28 +0,08 2,31 +£0,09
2,05+ 0,07 1,99 +£0,01
1,73 £0,01 1,19+ 0,09
1,19+0,11 0,69 +0,05

Cizelge 4.5.1.4° ¢ gore V. olympicum fidelerinin total klorofil igerigi Zn konsantrasyonlari

ve uygulama siiresi arttikca azalmistir. 50 uM Zn konsantrasyonunun 3. ve 10. giinlerde

total klorofil igeriginde meydana getirdigi etkinin benzer oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.5.1.4. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama total klorofil igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. £ Std. Sapma).

Farkli konsantrasyonlarda Zn uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen

biiyiime parametrelerine ait (biyokiitle, su igerigi, klorofil a, b ve total klorofil igerigi)

ortalama degerlerin uygulama siiresine gore degisimi iki yonlii ANOVA testi ile analiz

edilmistir. Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.5.1.4° de yer almaktadir.
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Cizelge 4.5.1.5. Biyokiitle, su ve klorofil degerleri i¢in iki yonli ANOVA sonuglari [Tiim parametreler konsantrasyon
(Zn) x siire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir].

Faktor Biyokiitle Su i¢erigi Klorofil a Klorofil b Tote.ll Klorofil
Icerigi Icerigi Iserigi

df F P F P F P F P F P

Kokler

Konsantrasyonlar 3 5155 0,000 127,77 0,000

Uygulama siiresi 2 462 0,015 135,82 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 16,56 0,000 18,12 0,000

Hata 48

Yapraklar

Konsantrasyonlar 3 31,89 0,000 203,36 0,000 592,14 0,000 286,81 0,000 590,79 0,000

Uygulama siiresi 2 16,71 0,000 45,05 0,000 103,31 0,000 174,81 0,000 223,29 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 21,09 0,000 10,32 0,000 82,49 0,000 18,27 0,000 48,60 0,000

Hata 48
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4.5.2. Zn Uygulanmis Fidelerde Azot Metabolizmasi Enzimlerinin (NR ve GS)

Aktivitesi ve Eriyebilir Protein Icerigi

50, 200 ve 500 uM konsantrasyonlarinda Zn uygulanmis fideler ile kontrol grubu
fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen azot metabolizmas1 enzimlerinden nitrat
rediiktaz (NR) aktivitesine ait ortalama degerlerin uygulama siiresine gore degisimi
Cizelge 4.5.2.1 ve Sekil 4.5.2.1° de verilmistir. Buna gore ortalama NR aktivitesi
acisindan uygulama siiresi ve Zn konsantrasyonlar1 arasinda hem yaprak hem de koklerde

anlaml fark (P<0,05) bulunmustur.

Cizelge 4.5.2.1. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama NR aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. £ Std. Sapma).

NR Aktivitesi (umol NO; gKA*.saat?)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 3,47 £1,39 7,71 £2,97 10,13 +0,71
50 pM Zn 1,34 £ 0,20 2,46 +£ 0,86 1,75 +0,42
Yapraklar
200 pM Zn 0,70 £ 0,19 0,46 £ 0,09 0,49 £ 0,28
500 pM Zn 0,38 + 0,07 0,40 + 0,09 0,07+ 0,04
Kontrol 1,69 £0,24 2,01 £0,84 1,19+ 0,59
50 uM Zn 5,75+ 1,24 5,92+0,71 1,65+ 0,49
Kokler
200 pM Zn 1,25+ 0,33 14,81 £5,08 7,77 £ 1,53
500 pM Zn 0,52+0,18 1,62 £0,72 2,63 +1,10
V. olympicum fidelerinin yaprak kisimlarinda belirlenen NR aktivitesi

konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresi arttik¢a azaldigi tespit edilmistir (Cizelge 4.5.2.1).
Koklerde ise 50 uM Zn konsantrasyonunun tiim uygulama stirelerinde kontrole gére NR
aktivitesini arttirdigr belirlenmistir. Fakat 50 uM Zn konsantrasyonunun 10. giinde V.
olympicum fidelerinde meydana getirdigi artis minimum diizeydedir. 200 uM Zn
konsantrasyonunda ise 1. giinde bir azalis meydana gelirken 3 ve 10. Giinlerde kontrole
gore NR aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. 500 uM Zn konsantrasyonunda koklerde

uygulama siiresi arttikga NR aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.5.2.1. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama NR aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

50, 200 ve 500 puM konsantrasyonlarinda Zn uygulanmig fideler ile kontrol grubu
fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen ortalama GS aktivitesinin uygulama
stiresine gore degisimi Cizelge 4.5.2.2 ve Sekil 4.5.2.2° de verilmistir. Buna gére ortalama
GS aktivitesinde uygulama siiresi ve Zn konsantrasyonlari arasinda hem yaprak hem de

koklerde anlamli fark bulunmustur (P<0,05).
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Cizelge 4.5.2.2. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama GS aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. £ Std. Sapma).

GS Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 2,36 £0,07 2,33 +£0,11 236+0,14
50 uM Zn 2,11 +£0,05 1,85+0,05 1,49 £ 0,10

Yapraklar
200 pM Zn 1,78 0,11 1,47 + 0,09 1,08 £ 0,06
500 pM Zn 1,37+0,08 1,08 £ 0,04 0,66 £+ 0,08
Kontrol 2,07 £0,04 2,06 +£0,04 2,08 0,05
50 uM Zn 2,21 +0,06 2,24 +0,07 1,89 +£0,11

Kokler

200 pM Zn 2,53+0,19 2,20 + 0,07 1,58 +0,11
500 pM Zn 1,87 +0,08 1,19+ 0,05 0,75+ 0,09

Farkli konsantrasyonlarda Zn uygulanmis fidelerin yaprak kisimlarinda belirlenen GS
aktivitesinin Zn konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresindeki artis ile birlikte azaldig tespit
edilmigstir (Cizelge 4.5.2.2.). Buna gore en diisiik GS aktivitesi 10 giin boyunca 500 uM
Zn uygulanmis fidelerin yapraklarinda belirlenmistir. Bu deger 0,66 + 0,08 U/mg protein’
dir. Kok kisimlarinda ise 50 pM Zn konsantrasyonunun 1. ve 3. giinlerde GS aktivitesinde
meydana getirdigi degisimin birbirine benzer oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.5.2.2.).
200 uM Zn konsantrasyonunda ise uygulama siiresindeki artisa bagli olarak kok
kisimlarinda belirlenen GS aktivitesinin azaldigi tespit edilmistir. Bu konsantrasyonda
koklerde belirlenen en diisiik GS aktivitesi 10. giine ait 6rneklerde belirlenmistir (1,58 +
0,11 U/mg protein). 500 uM Zn konsantrasyonunda GS aktivitesinde belirlenen degisimin
de 200 uM’ a benzer oldugu gézlenmistir. Buna gore koklerde belirlenen en diisiik GS
aktivitesinin 10 giin boyunca 500 uM Zn uygulanmis 6rneklerde elde edildigi tespit
edilmistir. Bu deger 0,75 + 0,09 U/mg protein olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5.2.2. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama GS aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5).

Cizelge 4.5.2.3 ve Sekil 4.5.2.3” de Zn uygulanms fidelerin kok ve yaprak kisimlarindan
elde edilen ortalama eriyebilir protein igeriginin uygulama siiresine gore degisimi yer
almaktadir. Buna gore ortalama eriyebilir protein igerigi agisindan uygulama siiresi ve Zn
konsantrasyonlari arasinda hem yaprak hem de koklerde anlamli fark (P<0,05)
bulunmustur. NR ve GS aktivitesindeki sonuglara paralel olarak artan Zn
konsantrasyonlarinin ve uygulama siiresinin hem kok hem de yaprak kisimlarinda

eriyebilir protein icerigini azalttig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.5.2.3).
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Cizelge 4.5.2.3. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama eriyebilir protein

iceriginin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. Sapma).

Eriyebilir Protein icerigi (mg/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 2,43 £0,28 2,33+0,08 2,33+0,11
50 uM Zn 2,11+0,13 2,06 +0,08 1,80 + 0,06

Yapraklar
200 uM Zn 2,11+0,11 1,39+0,11 0,88 £ 0,05
500 uM Zn 2,03 +0,09 1,09 + 0,09 0,78 £0,04
Kontrol 2,19 £0,05 2,30+£0,13 2,25+0,09
50 uM Zn 2,31+0,05 2,53 +0,08 2,80+ 0,05

Kokler

200 pM Zn 2,48 £ 0,06 2,75 +£0,17 3,02 +0,07
500 pM Zn 2,28 +0,05 2,04+ 0,06 0,90+ 0,10

Cizelge 4.5.2.3.° e gore 50 ve 200 uM Zn konsantrasyonlarinin 1. giinde yaprak
kisimlarinin protein iceriginde meydana getirdigi azalisin benzer oldugu goriilmektedir.
Yaprak kisimlarinda belirlenen en diistik eriyebilir protein icerigi 10. glinde 500 uM Zn
uygulamasinda elde edilmistir. Bu deger 0,78 + 0,04 mg/g Y A olarak belirlenmistir. Kok
kisimlarinda ise 50 ve 200 uM Zn konsantrasyonlar1 uygulama siiresindeki artisa paralel
olarak eriyebilir protein icerigini de arttirmistir (Cizelge 4.5.2.3.). 500 pM Zn
konsantrasyonunda ise uygulama siiresindeki artisa bagli olarak eriyebilir protein
iceriginin azaldig1 goriilmektedir. Kok kisimlarinda belirlenen en diisiik protein igerigi
yine 10. giinde 500 uM Zn uygulamasinda elde edilmistir. Bu deger 0,90 = 0,10 mg/g
YA’ dir.
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Sekil 4.5.2.3. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama eriyebilir protein
iceriginin konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Zn uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
azot metabolizmasi enzimlerine ait (NR ve GS) ortalama aktivite degerlerinin ve
eriyebilir protein iceriginin uygulama siiresine gore degisimi iki yonliit ANOVA testi ile

analiz edilmistir. Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.5.2.4° de verilmistir.
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Cizelge 4.5.2.4. Azot metabolizmasi enzimlerine ait (NR ve GS) ortalama aktivite
degerleri ve eriyebilir protein igeriginin i¢in iki yonli ANOVA sonuglari [Tim
parametreler konsantrasyon (Zn) x siire ig¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz
edilmistir].

Faktor NR Aktivitesi GS Aktivitesi Eriyebilir
Protein Ic¢erigi

df F P F P F P

Kokler

Konsantrasyonlar 3 39,021 0,000 261,507 0,000 290,908 0,000

Uygulama siiresi 2 22,13 0,000 182,285 0,000 13,805 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 18,089 0,000 39,522 0,000 109,48 0,000

Hata 48

Yapraklar

Konsantrasyonlar 3 117,563 0,000 502,369 0,000 204,087 0,000

Uygulama siiresi 2 11,535 0,000 138,180 0,000 150,568 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 11,343 0,000 16,306 0,000 28,667 0,000

Hata 48
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453. Zn Uygulanmus Fidelerde Iyon sizintisi, Hiicre Membran Zaran ve

Malondialdehit (MDA) icerigi

50, 200 ve 500 uM konsantrasyonlarinda Zn uygulanmis fideler ile kontrol grubu
fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen iyon sizintisina ait ortalama degerlerin
(%) uygulama siiresine gore degisimi Cizelge 4.5.3.1 ve Sekil 4.5.3.1° de yer almaktadir.
Buna gore Zn konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagli olarak iyon sizintisina ait %

degerlerinde anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

Cizelge 4.5.3.1. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama iyon sizintis
degerlerinin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. £+ Std. sapma).

Iyon s1zintis1 (%)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 33,6+1,38 333+2,44 33,4+1,03
50 pM Zn 42,3+ 1,36 43,6 + 1,30 62,5+ 0,87

Yapraklar
200 pM Zn 52,4+ 1,37 55,7+ 1,53 70,6 + 1,02
500 pM Zn 76,9 + 1,85 87,6 3,86 91,8 +2,57
Kontrol 53,5+1,65 53,4+2,15 53,5+2,16
50 uM Zn 63,5 +0,46 68,1 £0,72 70,6 + 1,12

Kokler

200 uM Zn 71,1 £1,67 76,6 + 2,66 81,9 +0,70
500 pM Zn 74,7+ 2,30 86,1 £1,51 94,1 +£ 1,65

Cizelge 4.5.3.1 de artan Zn konsantrasyonlarinin kok ve yaprak hiicrelerindeki
membranlarda meydana gelen iyon sizintisini uygulama siiresine baglh olarak arttirdig:
goriilmektedir. Elde edilen en yiiksek deger tiim bitki kisimlari i¢in 10 giin boyunca 500
UM Zn uygulanmis 6rneklerde belirlenmistir. Bu degerler kok i¢in % 94,1 + 1,65 yaprak
icin % 91,8 £2,57’ dir.
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Sekil 4.5.3.1. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama iyon sizintis1 degerlerinin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5).

Cizelge 4.5.3.2 ve Sekil 4.5.3.2° de Zn uygulanmis fidelerin kok ve yapraklarinda
belirlenen hiicre membran zararina ait ortalama degerlerin uygulama siiresine gore
degisimi yer almaktadir. Buna gore hiicre membran zarar1 agisindan uygulama siiresi ve
Zn konsantrasyonlar1 arasinda hem kok hem de yapraklarda anlamli bir fark bulunmustur
(P<0,05). Zn konsantrasyonlarinda ve uygulama siiresindeki artis ile birlikte hiicre

membran zararinin arttig1 goriilmektedir.

212



Cizelge 4.5.3.2. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama hiicre membran

zararinin konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. + Std. sapma).

Hiicre Membran Zarari (%)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 0 0 0
50 pM Zn 13,2+2,05 15,2+ 1,96 17,5+2,99
Yapraklar
200 uM Zn 28,5+2,06 33,4+2,30 40,3 +£2,29
500 uM Zn 652+278 81,4+5,81 92,7+3,94
Kontrol 0 0 0
50 pM Zn 21,5+0,99 31,4+ 1,54 61,7+2,41
Kokler
200 pM Zn 37,9 +£3,59 49,6 £5,72 74,2 £1,51
500 pM Zn 45,7 £ 4,94 70,2 £ 3,24 87,3 +3,55

Cizelge 4.5.3.2° ye gore hiicre membran zararina ait elde edilen en yiiksek degerler 10

giin boyunca 500 pM Zn stresine maruz birakilmis fidelerin kok ve yapraklarinda elde

edilmistir. Bu degerler yapraklar i¢in % 92,7 + 3,94 kokler i¢in % 87,3 + 3,55’ dir.
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Sekil 4.5.3.2. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama hiicre membran zararinin
Konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Cizelge 4.5.3.3 ve Sekil 4.5.3.3° de 50, 200 ve 500 uM konsantrasyonlarinda Zn
uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin yaprak kisimlarinda belirlenen ortalama
MDA igeriginin (nmol/g Y A) uygulama siiresine gore degisimi yer almaktadir. Uygulama
sliresi ve Zn konsantrasyonlarmna bagli olarak Zn uygulanmis fidelerin yapraklarda
belirlenen MDA igeriginde anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir (P<0,05). En yiiksek
MDA igeriginin 500 uM Zn uygulamasinda ve 10. giinde oldugu goriilmektedir. Bu deger
34,02 £ 1,78 nmol/g YA’ dir.
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Cizelge 4.5.3.3. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama MDA igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5; Ort. £+ Std. Sapma)

MDA l¢erigi (nmol/g YA)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin
Kontrol 2,29+0,78 2,72+£0,78 1,99 +0,81
50 uM Zn 4,40 £ 1,04 12,32+ 0,96 15,89 £2,55
Yapraklar
200 pM Zn 8,98 +2,42 9,78 + 1,90 30,49 + 1,56
500 pM Zn 14,10 + 2,28 20,22 + 3,33 34,02+ 1,78
Malondialdehit (MDA)icerigi
40 - H Kontrol
35 - 050 pM Zn
g 0200 uM Zn
20 30 + B 500 pM Zn
o
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iy
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Sekil 4.5.3.3. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama MDA igeriginin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5).

Zn uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
iyon sizintis1 ve hiicre membran zararina ait ortalama degerler ile yaprak kisimlarinda
belirlenen ortalama MDA igerigine ait degerlerin uygulama siiresine gére degisimi iKi
yonlii ANOVA testi ile analiz edilmistir. Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.5.3.4°

de yer almaktadir.
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Cizelge 4.5.3.4. Iyon s1zintisi, hiicre membran zarar1 ve yaprak kisimlarinda belirlenen
MDA degerleri igin iki yonliit ANOVA sonuglari [Tiim parametreler konsantrasyon (Zn)
x siire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir].

Faktor Iyon sizintiss ~ Hiicre membran MDA icerigi
zarari

df F P F P F P
Kokler
Konsantrasyonlar 3 757,478 0,000 1159,94 0,000
Uygulama siiresi 2 121,382 0,000 185,97 0,000
Konsantrasyon x Siire 6 22,809 0,000 35,02 0,000
Hata 48
Yapraklar
Konsantrasyonlar 3 1569,04 0,000 1949,64 0,000 262,26 0,000
Uygulama siiresi 2 205,84 0,000 64,84 0,000 193,71 0,000
Konsantrasyon x Siire 6 34,33 0,000 20,24 0,000 28,907 0,000
Hata 48
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4.5.4. Zn Uygulanms Fidelerde Antioksidatif Enzim Aktivitesi (SOD, CAT, APX)

50, 200 ve 500 pM konsantrasyonlarinda Zn uygulanmig fideler ile kontrol grubu
fidelerin kok ve yaprak kisimlarindan elde edilen antioksidatif savunma sistemi
enzimlerinden SOD aktivitesine ait degerlerin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge
4.5.4.1 ve Sekil 4.5.4.1° de verilmistir. Buna gore ortalama SOD aktivitesi agisindan
uygulama siiresi ve Zn konsantrasyonlari1 arasinda hem yaprak hem de koklerde anlamli

fark (P<0,05) bulunmustur.

Cizelge 4.5.4.1. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama SOD aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. = Std. Sapma).

SOD Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 34,52 +£3,53 34,56 +£2,19 34,81 £2,71
50 uM Zn 37,85+ 3,57 47,74 + 3,53 52,55+ 3,02

Yapraklar
200 pM Zn 66,83 +2,81 59,94 +2,48 70,82 + 1,52
500 pM Zn 49,62 + 4,86 40,61 + 3,99 39,05 +2,15
Kontrol 18,89 + 1,83 19,26 +0,82 18,85+ 1,43
50 uM Zn 25,50+ 1,21 29,59 + 2,54 40,55 + 1,74

Kokler

200 pM Zn 3591+1,81 45,54 + 3,74 59,94 +£2,27
500 pM Zn 13,25+ 3,04 27,12 +2,44 14,67 + 2,29

Cizelge 4.5.4.1° de belirtildigi gibi, hem kok hem de yaprak kisimlarindaki en yiiksek
SOD aktivitesi 200 uM Zn konsantrasyonunda ve 10. giinde elde edilmistir. Bu degerler
yapraklar i¢in 70,82 £+ 1,52 U/mg protein, kokler i¢in 59,94 + 2,27 U/mg protein’ dir. 500
uM Zn konsantrasyonunda ise yapraklarda tiim uygulama siirelerinde kontrole gore bir
artis meydana gelmis olmasina ragmen elde edilen degerler 200 uM Zn konsantrasyonuna
gore disiiktiir. Ayn1 zamanda 500 uM Zn konsantrasyonunda koklerde meydana gelen

degisim de yapraklardakine benzerdir.
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Sekil 4.5.4.1. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama SOD aktivitesinin
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Konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Cizelge 4.5.4.2 ve Sekil 4.5.4.2° de 50, 200 ve 500 uM konsantrasyonlarinda Zn
uygulanmis fideler ile kontrol grubu fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
ortalama CAT aktivitesinin uygulama siiresine gore degisimine yer verilmistir. CAT
aktivitesinde de uygulama siiresi ve Zn konsantrasyonlarina bagli olarak hem yaprak hem
de koklerde anlamli bir fark (P<0,05) bulunmustur. En yiiksek CAT aktivitesi, 10 giin
boyunca 200 uM Zn uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda tespit edilmistir.
Yapraklarda bu deger yaklasik 3,23 + 0,05 U /mg protein iken koklerde bu degerin 3,01
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+ 0,18 U/mg protein olarak tespit edilmistir. 10 giin boyunca 500 uM Zn uygulanmis

fidelerin yaprak ve kok kisimlarinda elde edilen degerlerin ise kontrol 6rneklerinde edilen

degerlerden daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.5.4.2. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama CAT aktivitesinin

konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. = Std. Sapma).

CAT Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 0,87 +0,03 0,86 +0,03 0,88+0,04
50 uM Zn 1,13+0,03 1,30+ 0,04 1,82 + 0,04

Yapraklar
200 pM Zn 1,62 + 0,04 2,37+0,05 3,23 +£0,05
500 pM Zn 1,21 +£0,02 1,02 +£0,04 0,65 + 0,05
Kontrol 1,00 + 0,03 0,99 + 0,06 1,01 £0,03
50 uM Zn 1,20+ 0,04 1,40 +0,05 1,94 + 0,06

Kokler

200 pM Zn 1,98 £ 0,04 2,61 +0,05 3,01 £0,18
500 pM Zn 1,38+0,03 1,21+0,04 0,81 +0,03
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Sekil 4.5.4.2. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama CAT aktivitesinin
konsantrasyon ve siireye bagl degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Zn uygulanmis fidelerin kok ve yaprak kisimlarindan elde
edilen APX aktivitesine ait ortalama degerlerin uygulama siiresine gore degisimi Cizelge
4543 ve Sekil 4.54.3° de verilmistir. Buna goére uygulama siiresi ve Zn
konsantrasyonlarina bagli olarak APX aktivitesinde hem yaprak hem de kdklerde anlaml

fark bulunmustur (P<0,05).
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Cizelge 4.5.4.3. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama APX aktivitesinin

konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n= 5, Ort. = Std. Sapma).

APX Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyonlar 1.giin 3.giin 10.giin

Kontrol 1,22 £0,03 1,18+ 0,04 1,19+ 0,04
50 uM Zn 1,72 £ 0,08 1,96 = 0,08 2,19+0,03

Yapraklar
200 pM Zn 2,35+0,08 3,13+0,09 3,28 £ 0,05
500 uM Zn 1,41 £ 0,07 1,17 £0,03 0,78 + 0,05
Kontrol 0,49 £ 0,05 0,49 +0,03 0,50 + 0,04
50 uM Zn 0,71 £0,06 0,99 £ 0,05 1,29 £0,04

Kokler

200 pM Zn 0,98 += 0,07 1,43 £ 0,05 1,93 +£ 0,06
500 pM Zn 0,78 = 0,04 0,68 £ 0,05 0,91+ 0,07

Cizelge 4.2.4.3’ de belirtildigi gibi, en yliksek APX aktivitesi hem kok hem de yaprak
kisimlarinda 10 giin boyunca 200 uM Zn konsantrasyonu uygulanmis 6rneklerde elde
edilmistir. Bu degerler yapraklar icin 3,28 + 0,05 U/mg protein, koékler i¢cin 1,93 + 0,06
U/mg protein’ dir. 500 uM Zn konsantrasyonunda yapraklarda uygulama siiresi arttik¢a
APX aktivitesinin azaldig1 tespit edilmistir. 500 uM Zn konsantrasyonunda kok
kisimlarinda ise kontrole gore artis meydana gelmesine ragmen bu artigin 6zelikle 3. ve
10. giinlerde 50 pM Zn uygulamasinda elde edilen degerlerden diisiik oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.5.4.3. Zn uygulanan V. olympicum fidelerinde ortalama APX aktivitesinin
Konsantrasyon ve siireye bagli degisimi (n=5).

Farkli konsantrasyonlarda Zn uygulanmais fidelerin kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen
antioksidatif savunma sistemi enzimlerine (SOD, CAT, APX) ait ortalama aktivite
degerlerinin uygulama stiresine gore degisimi iki yonlii ANOVA testi ile analiz edilmistir.

Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 4.5.4.4° de yer almaktadir.
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Cizelge 4.5.4.4. Antioksidatif savunma sistemi enzimlerine (SOD, CAT, APX) ait
ortalama aktivite degerleri icin iki yonli ANOVA sonuglari [Tiim parametreler
konsantrasyon (Zn) x siire i¢in a; 0,05 anlamlilik diizeyinde analiz edilmistir].

Faktir SOD Aktivitesi CAT Aktivitesi APX Aktivitesi
df F P F P F P

Kokler

Konsantrasyonlar 3 440,986 0,000 1286,70 0,000 683,104 0,000

Uygulama siiresi 2 85,90 0,000 82,12 0,000 251,097 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 42,16 0,000 121,14 0,000 68,275 0,000

Hata 48

Yapraklar

Konsantrasyonlar 3 210,68 0,000 3672,81 0,000 2359,03 0,000

Uygulama siiresi 2 5,235 0,009 475,53 0,000 48,98 0,000

Konsantrasyon x Siire 6 14,203 0,000 550,42 0,000 134,80 0,000

Hata 48
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5. TARTISMA VE SONUC

Arastirmamizda laboratuvar kosullarinda Hoagland ¢ozeltisinde yetistirilen ve Cd, Cr,
Cu, Ni, Zn uygulamalarina maruz birakilan Verbascum olympicum Boiss. fidelerinin
kok ve yaprak kisimlarina ait biiylime parametreleri (biyokiitle, su ve klorofil igerigi),
nitrat 6ziimleme (NRA ve GS) ve antioksidatif savunma sistemine ait bazi enzimlerin
(SOD, CAT ve APX) aktivitelerindeki degisiklikler ile lipid peroksidasyon diizeyi ve

hiicre membran zarar1 belirlenmistir.
5.1. Kadmiyum (Cd)

Calisma sonuglarimiz Cd uygulamalariin V. olympicum fidelerinin kék ve yaprak
kisimlarindaki su igerigi ve biyokiitle iiretimini olumsuz etkiledigini gdostermektedir
(Cizelge 4.1.1.1. ve Cizelge 4.1.1.2.). Su igerigindeki diislis agir metallerin kok tiiyii
olusumu (P4l ve ark. 2006), membran gegirgenligi ve iletim demetlerinin ¢ap1 ve sayisi
tizerindeki negatif etkisi (Barcelé ve Poschenrieder 1990, Vaculik ve ark. 2012) ile
iligkilendirilebilir. Ayn1 zamanda Cd’un stomalarin hareketinde 6nemli bir yere sahip

+25

olan K* ve Ca**’un alinimini engellemesi, su igeriginin azalmasinin nedenlerinden biri
olabilir (Poschenrieder ve ark. 1989). Pal ve ark. (2006) Zea mays L. bitkisinin kok
biliylimesindeki azalisin, yiiksek konsantrasyonlarda Cd’un bitki su igerigi ile besin
elementlerinin alinimini azaltmasindan kaynaklandigini ileri siirmektedir. Nitekim Cd’un
kok ve yaprak gelisimini olumsuz etkileyerek bitki biyokiitlesi ile su ve bitki besin
elementlerinin alinimim azalttigi farkli bitki tiirleriyle yapilan ¢aligmalarda da ifade
edilmistir (El-Shintinawy ve EI-Ansary 2000, Hasan ve ark. 2009, Gajewska ve
Sklodowska 2010, Sharma ve ark. 2010, Gallego ve ark. 2012). V. olympicum fidelerinin
kok ve yaprak kisimlarinda da Cd uygulamasina bagli olarak bitki besin elementlerinin
(Cu, Mn, Mo ve Zn) alinim durumu ve Cd igerigi ICP-MS (Inductively coupled plasma-
MS) ile belirlenmis olup (Arslan ve ark. 2014), Cd dozu ve uygulamasina bagl olarak
Cd, Mn, Cu ve Zn miktarlarmin artti§i, yaprak Mo iceriginin ise azaldigi ortaya
konmustur. Buna ilaveten, V. olympicum’un kdk ve yapraklarindaki Cd igeriginin doza
ve siireye bagli olarak bitkiler igin belirlenen normal Cd konsantrasyonunun (0,03-0,5
mg/kg KA) (Maestri ve ark. 2013) ¢ok daha iizerinde oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar

V. olympicum fidelerinin mineral beslenmesinde Cd’un etkisinin elemente gore
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degistigini, Zn ve Cu beslenmesini olumsuz yonde etkilemedigini gostermistir. (Arslan

ve ark. 2014).

V. olympicum fidelerinin biyokiitlesinde Cd uygulamalarina bagli olarak meydana gelen
azalig, fotosentez siirecinin olumsuz yonde etkilenmesi ile iligkilendirilebilir (Sekil
4.1.1.3 ve Sekil 4.1.1.4). Klorofil a, klorofil b ve total klorofil i¢eriginde belirlenen diisiis
klorofil igeriginin Cd’a olduk¢a duyarli oldugunu (Meller ve ark. 2007) ve fotokimyasal
aygitin oksidasyonundan dolay1 fotosentetik pigment igeriginin azaldigini ortaya koyan
caligmalar1 (Somashekaraiah ve ark. 1992) desteklemektedir. Azalan pigment igerigi
beraberinde fotosentez oranimi da diistirmektedir (Rastgoo ve Alemzadeh 2011). Cd
fotosentezin karanlik evresinde karbondioksit fiksasyonu asamasinda gorevli enzimlerin
(RuBisCo) aktivitesini smirlandirarak da fotosentetik verimi diistirebilir (Benavides ve
ark. 2005, Dinakar ve ark. 2009). Cd’un ayrica kloroplastlardaki Mg’ un yerini alarak
klorofil yapisinin bozulmasina neden oldugu 6ne siiriilmektedir (Kupper ve ark. 2001,
Nedjimi ve Daoud 2009, Yilmaz ve Parlak 2011). Benavides ve ark. (2005)’e gore
kadmiyumun Fe ile antagonistik bir iligkiye sahip olmas1 ve agir1 Cd aliniminin bitkide
Fe eksikligine yol agmasi nedeniyle bitkilerde klorozis meydana gelmektedir. Yiiksek
konsantrasyonlarda Cd varliginda olusan Fe ve P eksikligi, Mg ve Mn tasiniminda
meydana gelen sorunlar ve kloroplast yogunlugu ve biiyiikliigiindeki degisiklikler de
pigment miktarindaki ve biyokiitledeki azalig ile iligkilendirilebilir (Benavides ve ark.
2000, Baryla ve ark. 2001). Yiiksek Cd konsantrasyonlarinin klorofil i¢erigini azalttig1 ve
fotosentez siirecini negatif yonde etkiledigi Atriplex halimus subsp. schweinfurthii
(Nedjimi ve Daoud 2009), Groenlandia densa (Demirezen Y1lmaz ve Urug Parlak 2011)
gibi farkli bitki tiirlerinde de ortaya konmustur.

Yetisme ortaminda yiiksek Cd varligi bitkilerin azot metabolizmasini da olumsuz
etkilemektedir (Chaffei ve ark. 2004). Solanki ve Dhankar (2011)’a gore bitki
beslenmesinin en 6nemli bileseni olan nitratin alinimi Cd tarafindan engellendiginde,
nitrat varliginda aktif hale gelen NR aktivitesi de engellenmektedir. Bu durum bitkilerin
temel fizyolojik siireclerinden biri olan nitrat 6ziimlemesinin olumsuz etkilenmesine
neden olur. Kadmiyumun bitkilerin nitrat alinimini sinirlayarak NR aktivitesinde diigiise
neden oldugunu rapor eden bir takim ¢aligmalar (Gouia ve ark. 2000, Sharma ve Dubey

2006) bu ifadeleri destekler niteliktedir. Bizim ¢alismamizda da Cd uygulanan V.
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olympicum fidelerinde NR aktivitesi doza ve uygulama siiresine bagli olarak azalmistir
(Cizelge 4.1.2.1., Sekil 4.1.2.1.). Hem kok hem de yaprak kisimlarinda belirlenen NR
aktivitesindeki bu diisiis kadmiyumun bitkilerde nitrat 6ziimlemesini sinirladigini ifade
eden ¢alismalarla uyumludur (Wahid ve ark. 2007, Dinakar ve ark. 2009, Sharma ve ark.
2010). Kofaktor olarak molibdene (Mo) ihtiya¢ duyan nitrat rediiktazin (Solomonson ve
Barber 1990) aktivitesi ekolojik kosullarda nitrat varliginin bir gostergesi olarak kabul
edilir (Gebauer ve ark.1988, Olsson ve Falkengren-Grerup 2003, Arslan ve Giileryiiz
2005). Dolayisiyla bitkideki Mo alinimi enzimin aktivitesini ortaya koyan temel
Ozelliklerden biridir. V. olympicum fidelerinde kadmiyum uygulamasi ile NR
aktivitesinde meydana gelen azalis, enzimin kofaktorii olan bitki besin elementlerinden
molibdenin eksikligine baglanabilir. Ciinkii Cd uygulanmis V. olympicum fidelerinde Mo
iceriginin azaldig1 daha dnce tarafimizdan yapilan ¢alismada tespit edilmistir (Arslan ve

ark. 2014).

Bitkilerde nitrat beslenmesinin ilk agamasini karakterize eden anahtar niteligindeki NR’mn
aktivitesindeki degisim azot metabolizmasinin sonraki basamaklarini ve bu basamaklarda
yer alan enzimlerin islevini de belirlemektedir. Nitekim azot metabolizmasina ait
enzimlerden bir digeri olan glutamin sentetaz (GS) aktivitesinde bu durum gézlenmistir.
Calismamizda V. olympicum fidelerinin kok ve yapraklarinda GS aktivitesi Cd
uygulamalarina bagl olarak azalmistir (Cizelge 4.1.2.2., Sekil 4.1.2.2.). Bu durum GS’1n
ATP ve NAD(P)H’a olan ihtiyaci ile agiklanabilir. Prasad (2004)’a gore Cd, fotosentetik
elektron tasima zincirine (ETS) zarar vererek metabolik enerji kaynaklarinin [ATP,
NAD(P)H] olusumunu engellemektedir. Masclaux-Daubresse ve ark. (2010), fotosentez,
solunum ve fotosolunum yollarinin tirtinleri olan ATP, Ferrodoxin (Fdx) ve NAD(P)H’n
azot asimilasyonu icin gerekli olduguna isaret etmektedir. Chaffei ve ark. (2004)’da
domates bitkisinde GS gibi azot metabolizmasi enzimlerinin ihtiyag duydugu enerji
kaynaklarinin (NAD(P)H) Cd uygulamalar ile azaldigini saptamistir. GS aktivitesi ve
amino asit biyosentezinde Cd’un neden oldugu olumsuz etkiler ¢esitli caligsmalarla ortaya
konmustur (Gouia ve ark. 2000, Kevresan ve ark. 2001, Chaffei ve ark. 2004, Wang ve
ark. 2008, Gajewska ve ark. 2009, Mishra ve Dubey 2011).

Glutamin sentetaz aktivitesi ayn1 zamanda protein miktari ile birebir iliskilidir (Zheng-

Xun ve ark. 2007, Wang ve ark. 2004). Nitrat indirgenmesi ile olusan amonyum, glutamin
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sentetaz tarafindan 6zellikle GS/GOGAT dongiisii ile plastid/kloroplastlarda metabolize
edilir (Masclaux-Daubresse ve ark. 2010). GS, glutamin olusturmak ig¢in amonyumu
glutamat molekiiliine fiske ederek protein ve diger azotlu bilesiklerin sentezini baslatir.
NR ve GS aktivitesinin olumsuz etkilendigi durumlarda, gerekli azotun
saglanamamasindan dolay1 protein sentezi de bu durumdan olumsuz etkilenir (Solanki ve
Dhankhar 2011). Ayni1 zamanda Cd varliginda bitkide artan reaktif oksijen radikallerinin
(ROS) amino asitlerin yan zincirlerinde oksidasyona neden oldugu ve bodylece protein
fonksiyonunun bozuldugu belirtilmektedir (Solanki ve Dhankhar 2011). Cd’un protein
iceriginde azalisa neden oldugu farkl bitkilerle yapilan ¢alismalarda da ortaya konmustur
(El-Shintinawy ve EIl-Ansary 2000, Kevresan ve ark. 2001, Mishra ve ark. 2006, Hasan
ve ark. 2009, Sharma ve ark. 2010). Calismamizda da farkli konsantrasyonlarda Cd
uygulanmis V. olympicum fidelerinde azot metabolizmasina ait enzim aktivitelerindeki
azalisla birlikte protein igerigi de azalmistir (Cizelge 4.1.2.3., Sekil 4.1.2.3.). Bu durum
azot asimilasyonunun uygulanan Cd konsantrasyonlarindan olumsuz etkilendigini
gostermekte olup, V. olympicum fidelerinin biyokiitlesinde meydana gelen azaligla da
birebir iligkilidir.

Biyokiitlenin azalmasina neden olan mekanizmalardan bir digeri de hiicresel anlamda Cd
konsantrasyonlarina bagli olarak membranlarda meydana gelen degisikliklerdir (Chaoui
ve El Ferjani 2004). Cd’un hiicre membranlarinda yer alan ATPaz gibi enzimleri yapisal
olarak bozulmasi (Vajpayee ve ark. 2002, Prasad 2004) lipid peroksidasyonu dedigimiz
metabolik yikima neden olur. Lipid peroksidasyonunda, hiicre membranlarindaki
doymamis yag asitlerinden hidrojenin ayrilmasi sonucu lipid radikalleri olusmaktadir ve
bu yikim Malondialdehit (MDA) olusumu ile son bulur (Mishra ve ark. 2006). Bu durum
beraberinde membran gegirgenligi ve stabilitesinin bozulmasiyla sonuglanir.
Calismamizda Cd uygulamasi V. olympicum fidelerinde konsantrasyonuna ve uygulama
stiresine bagli olarak MDA igerigini arttirmistir (Cizelge 4.1.3.3., Sekil 4.1.3.3.). Bununla
birlikte hiicre membran zararina ve iyon sizintisina ait elde ettigimiz degerlerin de arttig1
goriilmektedir (Sekil 4.1.3.1., Sekil 4.1.3.2.). MDA igeriginin ve hiicre membran
zararinin Cd uygulamalarina bagl olarak arttigini ve bu durumun bitkide oksidatif strese
neden oldugunu gosteren farkli bitki tiirlerinde yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (Dixit
ve ark. 2001, Schitzendiibel ve Polle 2002, Guo ve ark. 2004, Rai ve ark. 2004, Smeets

ve ark. 2005, Shanker ve ark. 2005, Dazy ve ark. 2008, Diwan ve ark. 2010, Dominquez
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ve ark. 2010, Martins ve ark. 2011, Gallego ve ark. 2012, Li ve ark. 2012b). Bu
calismalarda Cd’un reaktif oksijen radikalleri (ROS) meydana getirerek bitkilerde
oksidatif stres olusturdugu ve bu radikallerin 6ncelikli etki alaninin hiicre membranlari
olup (Gallego ve ark. 1996, Andrade ve ark. 2009) lipid peroksidasyonunu tetikledigi
belirtilmektedir.

Serbest radikallerin (ROS) hiicrede birikimi, lipitlerden, proteinlere, hatta DNA ve RNA
ya kadar pek ¢ok metabolik yapiya zarar verebilir. Bitkiler antioksidatif savunma sistemi
ile bu zararin olusumunu engellemektedir (Devi ve Prasad 1998 Lombardi ve Sebastiani
2005, Boojar ve Goodarzi 2007). Antioksidatif savunma sisteminde ilk basamakta yer
alan siiperoksit dismutaz (SOD), serbest radikalleri hidrojen peroksit ve oksijen
molekiillerine dontistiiriilerek etkisiz hale getirir. Calismamizda V. olympicum fidelerinin
kok ve yaprak kisimlarinda belirlenen SOD aktivitesi Cd konsantrasyonlar1 ve uygulama
stiresindeki ylikselis ile iliskili olarak artmistir (Cizelge 4.1.4.1., Sekil 4.1.4.1.). Sharma
ve ark. (2010) nin Cd toksitesine karsi tolerant oldugunu belirttikleri Brassica juncea T-
59 varyetesi ile yaptig1 calismada da benzer sekilde kok ve yapraklardaki SOD aktivitesi
Cd stresine bagli olarak artmistir. Wang ve ark. (2010)’ nin Paulownia fortunei’ nin geng
fideleri ile yaptig1 calismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Semane ve ark. (2007)
tarafindan Arabidopsis thaliana’da, Schickler ve Caspi (1999) tarafindan Alyssum
tiirlerinde, Ammar ve ark. (2008) tarafindan domates bitkisinde de Cd uygulamasina baglh

olarak SOD aktivitesinin artt1g1 ifade edilmistir.

ROS’ larin olusturdugu oksidatif strese karsi antioksidan enzimlerin biri ya da bir kag1
ayni anda aktif olabilir (Xu ve ark. 2010). Zira Wang ve ark. (2010) tarafindan Paulownia
fortunei tiirine uygulanan kisa siireli Cd stresinde bitkinin savunma mekanizmalarinin
SOD/CAT dongiisti iizerinden etkili bir sekilde calistigi belirtilmigtir. CAT enzimi,
SOD’un olusturdugu H202‘in su ve oksijene doniistiiriilerek bertaraf edilmesinde gorev
almaktadir (Upadhyay ve Panda 2009). V. olympicum fidelerinde de SOD aktivitesindeki
artisa paralel olarak uygulama siiresi ve Cd konsantrasyonlar1 arttikca hem kok hem de
yaprak kisimlarinda CAT aktivitesi de artmistir (Cizelge 4.1.4.3., Sekil 4.1.4.3.). Yiksek
konsantrasyonlarda Cd’ un SOD ve CAT aktivitesini arttirdigi Hordeum vulgare L.
(Tiryakioglu 2002), Arachis hypogaea L. (Dinakar ve ark. 2009), Spartina densiflora

(Dominguez ve ark. 2010) gibi bitki tlirlerinde de gosterilmistir. Bunun yani sira
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literatiirde Cd uygulamalarina bagli olarak bitkide SOD aktivitesinin arttigi, CAT
aktivitesinin azaldig1 caligmalar da mevcuttur (Fornazier ve ark. 2002, Sobkowiak ve

ark.2004, Azpilicueta ve ark. 2007).

H202’in bertaraf edilmesinde yer alan bir diger enzim de APX enzimidir ve mitokondri,
kloroplast, sitosol ve peroksizom gibi H202 radikallerinin iiretildigi organellerde etkin rol
oynar (Dixit ve ark. 2001, Michalak 2006). Caligmamizda 50, 100 ve 250 uM Cd
konsantrasyonlar1 7 giin boyunca V. olympicum’da APX aktivitesini arttirmistir (Cizelge
4.1.4.2., Sekil 4.1.4.2.). Cd stresine bagl olarak bitkilerin verdigi antioksidatif yanitlarda
APX aktivitesinin arttig1 farkli bitki tiirleri ile yapilan caligmalarda da ifade edilmistir
(Shaw 1995, John ve ark. 2008). Hatta Smeets ve ark. (2005) Cd uygulamasina bagli
olarak Phaseolus vulgaris’de APX aktivitesinin arttigini ve Cd’un neden oldugu oksidatif
streste askorbat-glutatyon dongiisiiniin 6nemli bir role sahip oldugunu belirtmistir. Bunun
yan1 sira Helianthus annus gibi bazi bitkilerde Cd uygulamalariyla birlikte APX
aktivitesinin azaldig1 ifade edilmektedir (Gallego ve ark. 1996). 7 giin boyunca 4 ve 40
uM Cd uygulamasi yapilan bezelye bitkisinde (Pisum sativum L. cv. Azad) ise 4 uM Cd
uygulamasinin APX aktivitesinin arttigi, 40 uM Cd uygulamasinin ise azalttif
belirlenmistir (Dixit ve ark. 2001). Bu durum yiiksek Cd konsantrasyonlarinin APX

enzimine yapisal olarak zarar vermesiyle iliskilendirilebilir.
5.2. Krom (Cr)

Dogal kosullarda ¢evrede var olan krom bitkiler de toksik etki olusturacak diizeyde
degildir. Fakat madencilik gibi gesitli faaliyetler sonucunda krom igeriginin arttigi
alanlarda zararli etkilere sahip olabilir (Kabata-Pendias 2011, Kovacik ve ark. 2013).
Ozellikle Cr(VI) formunda kromun, diisiik konsantrasyonlarda bile bitkilerde énemli
hasarlara sebep oldugu belirtilmektedir (Shanker ve ark. 2005, Prado ve ark. 2010,
Ozdener ve ark. 2011, Gill ve ark. 2015). Ancak Helianthus annuus (Davies ve ark. 2002)
ve Allium cepa (Liu ve ark. 1992) gibi bitki tiirlerinde Cr(III) formunda kromun biiyiimeyi
azalttig1 da ifade edilmektedir. Biiylimede meydana gelen bu azalisin ana sebebi, mitotik
indekste meydana gelen azalistir ve bu durum Cr’un her iki formu i¢in de gecerlidir
(Singh ve ark. 2013). Calismamizda Crz(SOs)s formunda kromun V. olympicum
fidelerinin kok ve yaprak kisimlarina ait biiyiime parametrelerini olumsuz etkiledigi tespit

edilmis olup artan Cr konsantrasyonunun uygulama siiresine bagli olarak bitki
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kisimlarinin su igerigini ve biyokiitlesini azalttigi belirlenmistir (Cizelge 4.2.1.1., Cizelge
4.2.1.2.). Ayn1 sekilde yapraklardaki klorofil (klorofil a, b ve toplam klorofil) igerigi de
dismistiir (Cizelge 4.2.1.3., Cizelge 4.2.1.4.). Bu durum V. olympicum fidelerinin
biyokiitlesinde meydana gelen azalisin, bitki su igerigindeki azalma ve besin
elementlerinin alinimimin kisitlanmasi ile de iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Shanker ve ark. (2005)’a gore krom besin elementlerinin alinim yollari iizerinden bitki
blinyesine alinarak oOzellikle Fe, S ve P ile rekabet etmektedir. Dolayisiyla krom
varhiginda olusan Fe eksikligi fotosentez siirecinde aksakliklara neden olurken, S
eksikligi azot metabolizmasinda yer alan enzimlere yapisal olarak énemli hasarlara yol
acmaktadir. Calvin dongiisiinde ve klorofil biyosentezinde yer alan enzimlerde meydana
gelen yapisal bozulmalar ve elektron tagima sisteminin inhibisyonu, Fe eksikligine bagli
olarak fotosentez siirecinde goriilen temel sorunlardir. Cr stresine bagli olarak karbon
fiksasyonunda yer alan RuBisCo enziminin aktivitesinin azaldigi dolayisiyla da
fotosentez siirecinin olumsuz etkilendigi Cyamopsis tetragonoloba, Pisum sativum ve
Salvinia natans tiirlerinde de ortaya konmustur (Joshi ve ark. 2007, Dhir ve ark. 2009,
Rodriguez-Serrano ve ark. 2006). Yiiksek Cr konsantrasyonlarmin klorofil igerigi ve
fotosentez siirecini negatif yonde etkileyerek biyokiitlede azalisa neden oldugu farkli bitki
tiirlerinde de ortaya konmustur (Monnet ve ark. 2001, Rai ve ark. 2004, Scoccianti ve ark.
2006, Dazy ve ark. 2008). Ornegin Rai ve ark. (2004) Ocimum tenuiflorum bitkisinde
Klorofil a, b ve total klorofilin sirasiyla % 69, 73 ve 70 oraninda azaldigini ve bu durumun

biyokiitledeki azalis ile paralel oldugunu belirtmistir.

Yiiksek Cr konsantrasyonlarinin bitki besin elementlerinden S’iin alinimini engellemesi
sonucu bitkilerin 6zellikle amino asit biyosentezinde sorunlar ortaya c¢ikmaktadir
(Vajpayee ve ark. 2000, Rai ve ark. 2004). Yiiksek konsantrasyonlarda Cr’un bitkilerde
S eksikligine neden oldugu Schiavon ve ark. (2008, 2012) tarafindan da belirtilmektedir.
Benzer sekilde nitrat alintminin da Cr uygulamalarina bagli olarak engellendigi Singh ve
ark. (2013) tarafindan yapilan derleme c¢alismasinda ifade edilmistir. Azot
metabolizmasmin olumsuz etkilenmesinin nedeni sadece nitrat gibi bitki besin
maddelerinin alimamamas1 degil ayn1 zamanda Cr’un bu siiregte yer alan enzimler
tizerindeki engelleyici etkisidir (Gangwar ve Singh 2011). V. olympicum fidelerinde artan
Cr konsantrasyonunun (50, 100 ve 200 uM Cr) zamana bagli olarak azot metabolizmasi

enzimlerinin (NR ve GS) aktivitesini (Cizelge 4.2.2.1., Cizelge 4.2.2.2.) ve ayn1 zamanda
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protein icerigini azalttigi goriilmektedir (Cizelge 4.2.2.3., Sekil 4.2.2.3.). Benzer
sonuglara 1-200 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde Cr
uygulamasi yapilmis Nelumbo nucifera ve Nymphaea alba bitkilerinde de rastlanmis olup
NR aktivitesinin énemli dlgiide azaldig gozlenmistir (Vajpayee ve ark. 1999, 2000).
Panda ve Patra (2000) ise >2 uM Cr konsantrasyonlarmin Triticum aestivum’un NR
aktivitesinde azalisa neden oldugunu ifade etmistir. NR aktivitesindeki degisimler azot
metabolizmasinin bir diger enzimi olan GS i¢in gerekli amonyum konsantrasyonlarinin
degisimine neden olur. GS, ATP ve NAD(P)H gibi enerji kaynaklar1 ile amonyumu
kullanarak GS/GOGAT dongiisii lizerinden amino asitleri meydana getirmektedir. Cr
varliginda fotosentez siirecinde yasanan sorunlar nedeniyle gerekli enerji kaynaklarinin
saglanamamasi GS aktivitesinin olumsuz etkilenmesine neden olur (Vajpayee ve ark.
2000). Cr varliginda NR ve GS aktivitesindeki diisiis dolayli olarak protein sentezini de
olumsuz etkilemektedir (Solanki ve Dhankhar 2011, Tripathi ve ark. 2012). Protein
icerigindeki azalig beraberinde bitki biyokiitlesi lizerinde de negatif etkilere yol
acmaktadir. Ayn1 zamanda Cr varlifinda bitkide artan reaktif oksijen radikallerinin
(ROS) amino asitlerin yan zincirlerinde oksidasyona neden olmasi protein icerigindeki

azalis ile birebir iliskilendirilebilir. (Tiwari ve ark. 2009).

Cr’un bitkilerde oksidatif strese neden oldugu, Pisum sativum (Dixit ve ark. 2002),
Helianthus annuus L. (Gallego ve ark. 2002), Matricaria chamomilla L. (Kovacik ve ark.
2013) gibi farkli bitki tiirlerinde yapilan caligmalarla da desteklenmektedir. Cr stresine
kars1 olusan bu radikallerin sadece reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olmay1ip ayni zamanda
reaktif nitrojen radikallerini (RNS) de igerdigi Kovacik ve ark. (2013) tarafindan
vurgulanmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin birikimi Cr konsantrasyonlarindan bagimsiz
olup basta membran lipidleri olmak iizere pek ¢ok yapiya zarar verirken, RNS’ler Cr
konsantrasyonlarina bagli olarak birikir ve Cr’un toksik etkilerinde diizenleyici rol oynar.
Lipid peroksidasyonu, oksidatif stresin en belirgin gostergesi olup Cr’un hiicre
membranlari iizerinde neden oldugu bu etki Brassica juncea (Pandey ve ark. 2005),
Sorghum bicolor L. (Malmir 2011) gibi pek ¢ok bitki tiirlinde de gosterilmistir.
Calismamizda da V. olympicum fidelerinde lipid peroksidasyonu MDA igerigiyle
belirlenmis olup, uygulanan Cr konsantrasyonlar1 ve siiredeki artisa bagl olarak MDA
icerigi artmustir (Cizelge 4.2.3.3, Sekil 4.2.3.3.). Ayn1 zamanda hiicre membran zarar1 ve

iyon sizintis1 degerleri de Cr uygulamasina bagli olarak artmustir (Cizelge 4.2.3.1 ve
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Cizelge 4.2.3.2.). Bu durum, Cr uygulamalarinin V. olympicum fidelerinde ROS

birikimini arttirarak oksidatif strese neden oldugunun en belirgin gostergesidir.

Reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkisinin bertaraf edilmesinde yer alan bir diger
mekanizma antioksidatif savunma sistemidir. Enzimatik antioksidatif savunma
sisteminde yer alan SOD, CAT ve APX enzimlerinin aktivitesindeki degisimler bitkinin
Cr stresine verdigi yanitlar hakkinda bilgi verir. V. olympicum fidelerinin kok ve yaprak
kisimlarinda Cr konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagli olarak SOD aktivitesinin
artigim1  gérmekteyiz (Cizelge 4.2.4.1., Sekil 4.2.4.1.). Bu durum V. olympicum
fidelerinde Cr stresi ile basa ¢ikmada SOD’un bitkinin savunma sisteminin bir bileseni
olabileceginin gosterir. Benzer bir sonu¢ Rai ve ark. (2004) tarafindan Ocimum
tenuiflorum’da gosterilmistir. Literatiirde ¢esitli bitki tiirlerinde buna benzer sonuglar
ortaya konmustur (Labra ve ark. 2006, Zhang ve ark. 2005, 2007). Diwan ve ark. (2010)’
da Brassica juncea ve Vigna radiata’ da 50, 100, 200 uM Cr uygulamalarinin SOD
aktivitesinde konsantrasyona bagli bir artis meydana getirdigini belirtmistir. Fakat Vigna
radiata’ da meydana gelen artigin, olusan serbest radikallerin tamamini yok edecek kadar
yiiksek olmadig1 da vurgulanmistir. Antioksidatif savunma sisteminde yer alan diger iki
enzim olan CAT ve APX ise H20:‘i su ve oksijene doniistiirerek ROS’larin bertaraf
edilmesinde gorev alir. Fakat bu iki enzimin hiicredeki lokasyonu birbirinden farkli olup
kloroplastlarda APX enzimi, sitosolde CAT enzimi aktiftir. Rai ve ark. (2004) tarafindan
Ocimum tenuiflorum ile yapilan ¢aligmada antioksidatif enzimlerden APX aktivitesinin
azaldigi, CAT aktivitesinin ise arttig1 belirtilmistir. Bu nedenle Ocimum tenuiflorum da
antioksidatif savunma sisteminin SOD/CAT yoniinde etkili oldugu vurgulanmistir. V.
olympicum fidelerinde ise hem CAT hem de APX aktivitesinin uygulama siiresi ve Cr
konsantrasyonlarina bagli olarak arttig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.2.4.2., Cizelge
4.2.4.3). SOD, CAT ve APX aktivitelerindeki artis, oksidatif strese neden olan
radikallerin (ROS) bertaraf edilmesinde V. olympicum fidelerinin uygulanan Cr
konsantrasyonlarina ve uygulama siliresine karst giiglii bir antioksidatif savunma
sistemine sahip oldugu ve bozulmus alanlarda gelisebilen bir tiir olmasinda bu

antioksidatif savunma sisteminin 6nemli katkilar sagladigi sdylenebilir.
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5.3. Bakir (Cu)

Yaygin gevresel kirleticilerden olan krom ve kadmiyumun yani sira ¢alismamizda V.
olympicum fidelerinin bitki biliyime ve gelisimi igin gerekli olan bitki besin
elementlerinden bakir, nikel ve ¢inkonun artan konsantrasyonlarina verdigi yanitlar da
ortaya konmustur. Cu uygulamasi varliginda V. olympicum fidelerinin kok ve yaprak
kisimlarindaki biyokiitle ve su igeriginde azalis meydana gelmistir (Cizelge 4.3.1.1.,
Cizelge 4.3.1.2.). Benzer sonuglar Monni ve ark. (2000)’nin Calluna vulgaris (L.) Hull.,
Chigbo ve ark. (2013)’nin Brassica juncea ile Chatterjee ve ark. (2006)’nin ise Raphanus
sativus ile yaptiklari c¢aligmalarda da goriilmektedir. Bu durum bitki besin
elementlerinden biri olan Cu’in yiiksek konsantrasyonlarda toksik etkilere neden
oldugunun bir gostergesidir ve bakirin cesitli metabolik yollarda yer alan enzim ve
proteinlere yapisal ve fonksiyonel olarak zarar vermesiyle yakindan iligkilidir (Teisseire

ve Guy 2000).

Bitkilerdeki bakirin yarisindan fazlasinin plastosiyanin gibi fotosentetik aygitlarda ve
fotosentez siirecinde yer almasindan dolayr (Hansch ve Mendel 2009) Cu’in toksik
etkilere neden oldugu metabolik yollarin basinda fotosentez gelmektedir (Prasad 2004).
Yruela (2005) ise Cu’in fotosentetik elekron tasima zincirine zarar verdigini, bir protein
kompleksi olan PS II’'nin yapisini bozdugunu belirtmektedir. Bitkinin diger metabolik
yollar i¢in gerekli enerji kaynaklarinin fotosentez siirecinde iiretilememesi, bitkinin
biiylime parametrelerinde gozlenen azalisi destekleyici niteliktedir (Devi ve Prasad 1998,
Prasad ve ark. 2001, Chatterjee ve ark. 2006, Boojar ve Goodarzi 2007). Nitekim V.
olympicum fidelerinde biyokiitle ve su igerigindeki azalisa ek olarak klorofil igerigi de
uygulama siiresi ve Cu konsantrasyonlarina bagl olarak azalmistir (Cizelge 4.3.1.3.,
Cizelge 4.3.1.4.). Ozellikle de klorofil b igeriginin uygulanan Cu konsantrasyonlarindan
daha fazla etkilendigi goriilmektedir. Klorofil b ile ilgili benzer sonuglara sucul bir bitki
olan Myriophyllum alterniflorum DC. da da rastlanmaktadir (Delmail ve ark. (2011).
Nichols ve ark. (2000) tarafindan da Salvinia minima’da yiiksek Cu konsantrasyonlarinin

fotosentetik pigmentleri ve beraberinde biyokiitleyi azalttig1 ortaya konmustur.

Ayn1 zamanda Fenton/Haber-Weiss reaksiyonlar1 ve Fotosistem I’de elektron taginimi
gibi fotosentezde yer alan 6nemli metabolik siirecler, Cu ve Fe’in varliginda koordineli

olarak gerceklesir (Hénsch ve Mendel 2009). Cu toksitesine bagli olarak Fe aliniminin
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engellenmesi bu iliskisinin bozulmasina neden olmaktadir. Cu’in Fe, Mo, Mn gibi
mikrobesin elementlerinin alinimin1 engelledigi pek ¢ok c¢alismada belirtilmistir
(Chatterjee ve ark. 2006, Hansch ve Mendel 2009). V. olympicum fidelerinde de Cu
uygulamasina bagli olarak Fe igeriginin azaldigi Erdemir ve ark. (2014) tarafindan

gosterilmistir.

Yiiksek konsantrasyonlarda Cu’in mikro besin elementlerinin alinimini engellemesi ile
birlikte nitrat alinimini da engelledigi belirtilmektedir. Kovacik ve ark.(2009) tarafindan
bakirin azot metabolizmas tizerindeki etkisinin nitrat alinimi ve indirgenmesi siirecinde
yasandig1, bu durumun protein sentezini de engelledigi belirtilmektedir. Cu stresine bagl
olarak nitrat aliniminda meydana gelen azalis, NR aktivitesindeki degisimin temel
kaynagidir (Llorens ve ark. 2000, Xiong ve ark. 2006, Li ve ark. 2007). Bunun disinda,
nitratin indirgenmesinde 6nemli rol oynayan NR enziminin igerdigi SH gruplarina reaktif
Cu iyonlarmin baglanma egiliminden dolayr da NR aktivitesinde azalis meydana
gelebilir. Bu durum NR’m yapisal olarak bozulmasina neden olarak geriye doniisii
olmayan sonuglar1 dogurur. Yiiksek Cu konsantrasyonlarina bagli olarak mikrobesin
elementlerinden Mo’in yeterli diizeyde alinamamasi sonucunda da NR enzimi yapisal
olarak bozulabilir. Nitekim Mo, NR’in yapisinda kofaktor olarak bulunur ve yeterli
diizeyde alinamamast NR aktivitesini diistiriir. V. olympicum fidelerinde de NR
aktivitesinin uygulanan Cu konsantrasyonlarina bagli olarak azaldigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.3.2.1., Sekil 4.3.2.1.). Bu durum Cu uygulamasina bagli olarak Mo
eksikliginden kaynaklanmis olabilir. Nitekim Erdemir ve ark. (2014) tarafindan V.
olympicum fidelerinde Cu uygulamasina bagli olarak Mo igeriginin azaldig1
gosterilmistir. ~ Ayrica V. olympicum fidelerinin GS aktivitesinde de artan Cu
konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagli olarak azalis meydana gelmistir (Cizelge
4.3.2.2., Sekil 4.3.2.2.). GS, azot 6ziimlenmesi sonucu olusan amonyumu amino asitlerin
olusumunda kullanir ve bu basamakta fotosentetik ve mitokondriyal enerji kaynaklarina
thtiya¢c duymaktadir. Cu’ 1n bu metabolik enerji kaynaklarinin olusumunda meydana
getirdigi sorunlardan dolay1r GS aktivitesinin azaldig1 diislinilmektedir (Xiong ve ark.
2006, Li ve ark. 2007). Bu durum beraberinde protein sentezini de etkilemektedir.
Nitekim V. olympicum’ da NR ve GS aktivitelerindeki azalisa paralel olarak eriyebilir
protein iceriginin de azaldigi gorilmektedir (Cizelge 4.3.2.3., Sekil 4.3.2.3). Basta

nitratin sonrasinda ise amonyumun fikse edilememesi amino asitlerin ve proteinlerin
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olusumunu engellemektedir. Protein icerigindeki azalisin bir nedeni de yiiksek
konsantrasyonlarda Cu’in SH grubuna sahip sistein gibi amino asitleri veya bu gibi amino
asitleri igeren proteinleri yapisal olarak bozmasidir. Nitekim reaktif Cu iyonlari, SH
gruplarina  baglanma egilimi gostererek fitoselat olusumunu tetiklemektedir

(Demirevska-Kepova ve ark. 2004).

Cu’in ¢esitli metabolik siireclerde meydana getirdigi olumsuz etkiler, reaktif oksijen
radikallerinin (ROS) olusumuna neden olarak membran lipidleri {izerinde peroksidatif
zincir reaksiyonunu baglatir (Fernandes ve Henriques 1991). Bu reaksiyon,
malondialdehit (MDA) olusumuyla sonlanir. Bu nedenle MDA igerigi, bitkide meydana
gelen oksidatif stresin belirleyicisi niteligindedir. Calismamizda da V. olympicum
fidelerinde Cu uygulamalarinin, konsantrasyon ve siiredeki artisa paralel olarak MDA
igerigini arttirdidi gozlenmistir (Cizelge 4.3.3.3. ve Sekil 4.3.3.3.). Bu durum Cu
uygulamalarina bagli olarak oksidatif stres olusumunun bir gostergesidir. Thounaojam ve
ark. (2012) da 10, 50, 100 uM Cu konsantrasyonlarmin 5 giin boyunca Oryza sativa L.
bitkisinde MDA igerigini arttirdigini tespit etmistir. Mazhoudi ve ark. (1997) ise
Lycopersicon esculentum’ da Cu uygulamasina bagli olarak MDA igeriginin arttigini
gostermistir. Buna benzer sonuglar Wang ve ark. (2004) tarafindan Cu hiperakiimiilatorii
olan Commelina communis tiiriinde, Saha ve ark. (2012) tarafindan Camellia sinensis
bitkisinde, Hartley-Whitaker ve ark. (2001) tarafindan Holcus lanatus’ da ve Xiong ve
ark. (2008) tarafindan Kummerowia stipulacea bitkisinde de elde edilmistir. Ayrica
yiiksek konsantrasyonlarda Cu iyonlarinin membranlardaki ATPaz enzimlerinin yapisin
degistirdigi ve hiicre membranlarinin stabilitesini bozdugu Prasad (2004) tarafindan
belirtilmistir. Bizim sonuglarimizda da V. olympicum’un kok ve yaprak kisimlarinda
hiicre membran zarar1 ve iyon sizintis1 degerleri artmistir (Cizelge 4.3.3.1 ve Cizelge
433.2).

V. olympicum fidelerinde Cu uygulamalarina bagli olarak antioksidatif savunma sistemi
enzimlerinin aktivitesinde de uygulama siiresine bagli olarak artig gozlenmistir. Bu
durum meydana gelen oksidatif stres ile basa ¢ikabilecek bir mekanizmanin varligini
gostermektedir. Nitekim Cu, SOD gibi antioksidatif sistemde 6nemli rol oynayan
enzimlerin kofaktorii olmasi (Cu/Zn SOD) nedeniyle yapisal bir 6neme sahiptir. Brahim

ve Mohamed (2011) tarafindan Atriplex halimus’ da Cu stresine bagli olarak SOD
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aktivitesinin arttigi vurgulanmigtir. SOD enziminin farkli organellerde MnSOD,
Cu/ZnSOD gibi farkli izoformlar1 bulundugu i¢in tiim hiicreyi ve organellerini oksidatif
zarardan korumaktadir (Alscher ve ark. 2002). Farkli Cu konsantrasyonlarinin uygulama
stiresine bagli olarak SOD aktivitesini arttirdigi Camellia sinensis’de (Saha ve ark. 2012),
Daucus carota L.’da (Ke ve ark. 2007), Holcus lanatus ’da (Hartley-Whitaker ve ark.
2001) ve bir Cu hiperakiimiilatorii olan Commelina communis (Wang ve ark. 2004)
bitkisinde de tespit edilmistir. Calismamizda da V. olympicum fidelerinin hem kok hem
de yaprak kisimlarinda Cu konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresi arttikga SOD

aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.3.4.1).

SOD’ un meydana getirdigi H2O» radikallerinin bertaraf edilmesinde yer alan CAT ve
APX enzimlerinin (Michalak 2006) aktivitesindeki degisimler bitki kismina gore
degisiklik gosterebilir. Nitekim V. olympicum fidelerinde elde edilen APX verileri
incelendiginde yaprak kisimlarinda CAT aktivitesinin aksine APX aktivitesinde artis
meydana gelmesi, askorbat-glutatyon dongiisiiniin bu asamada etkin rol aldigini
kanitlamaktadir (Cizelge 4.3.4.2., Sekil 4.3.4.2.). APX enzimi, daha ¢ok fotosentetik
organellerde bulunur (Thounaojam ve ark. 2012). Bu durum yiiksek Cu
konsantrasyonlarinin fotosentez siireci ve kloroplastlarda neden oldugu oksidatif stres ile
de birebir iligkilidir. Tewari ve ark. (2006) farkli Cu konsantrasyonlarina maruz birakilan
karadut bitkisinin antioksidatif savunma mekanizmasinda da askorbat-glutatyon
dongiisiiniin 6nemli rol oynadigini1 belirtmistir. Benzer sonuglar Drazkiewicz ve ark.
(2003) tarafindan Arabidopsis thaliana’ da da elde edilmistir. CAT aktivitesinde ise Cu
uygulamalarina bagli olarak V. olympicum fidelerinin kok kisimlarinda daha yiiksek
degerler elde edilmistir (Cizelge 4.3.4.3, Sekil 4.3.4.3.). Fakat 500 uM Cu
konsantrasyonu hem kok hem de yapraklarda CAT aktivitesini azaltmis ama yine de
kontrol 6rneklerinde belirlenen degerin altina diismemistir. Camellia sinensis bitkisiyle
yapilan ¢alisma bizim sonuglarimizi destekler niteliktedir; Saha ve ark.(2012) 200 uM
Cu konsantrasyonuna kadar CAT aktivitesinin arttigini, daha yiikksek Cu
konsantrasyonunda ise CAT aktivitesinin azaldigin1 belirtmistir. V. olympicum
fidelerinde en yiiksek CAT aktivitesi 250 pM Cu uygulamasinda tespit edilmis olup daha
yiiksek Cu konsantrasyonlar1 aktivitede azalmaya neden olmustur. Bu durum yine de V.

olympicum’ da giiclii bir antioksidatif savunma sisteminin varligin1 desteklemektedir.
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5. 4. Nikel (Ni)

Nikel bitkiler i¢in diisiik konsantrasyonlarda gerekli olmasina ragmen (Atta-Aly 1999;
Gerendas ve ark. 1999; Gajewska ve Sklodowska, 2009) yiiksek konsantrasyonlarda basta
azot metabolizmas1 olmak iizere fotosentez, solunum bitki-su iliskisi gibi temel
siireglerde olumsuz etkiye yol agar ve oksidatif strese neden olur (Seregin ve
Kozhevnikova 2006). Nitekim 10 giin boyunca 50 ve 100 uM Ni uygulamalar1 kontrollii
kosullarda yetistirilen V. olympicum fidelerinin biiyiime parametrelerinde (biyokiitle, su
ve klorofil icerigi) azalisa neden olmustur (Cizelge 4.4.1.1., Cizelge 4.4.1.2., Cizelge
4.4.1.3. ve Cizelge 4.4.1.4.). Stanisavljevic ve ark. (2012) ise Alyssum markgrafii’ nin
bliylime parametrelerinin Ni konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak azaldigini
gostermistir. Ayni zamanda kuru agirlikta meydana gelen %50’ye varan azaliga ragmen
bitkinin hayatta kaldigi vurgulanmistir. Bu durum bitki metabolizmasinin nikel ile
miicadele ettiginin bir gostergesi olarak diisiiniilebilir. Buna benzer sonuglar Broadhurst
ve ark. (2004) tarafindan bir Ni hiperakiimiilatorii olan Alyssum murale’de elde edilmis
olup 5, 10, 20, 40 ve 80 mmol /kg Ni konsantrasyonlarinin biiyimeyi % 70 oraninda
azalttigr belirtilmistir. Hordeum vulgare L.cv. Minorimugi’de ise 100 uM Ni
konsantrasyonunun bitki biiyiimesi ve klorofil indeksinde benzer oranlarda azalisa neden
oldugu belirtilmistir (Rahman ve ark. 2005). Yiiksek nikel konsantrasyonlari ayni
zamanda Mg, Mo, Mn, Fe gibi bitki besin elementlerinin aliniminda sorunlar olusturabilir
(Asemaneh ve ark. 2007). Mg ve Fe gibi bitki besin elementlerinin aliniminda meydana
gelen aksakliklar nikelin kloroplast yapist ve klorofil igerigini olumsuz etkilemesinin
temel nedeni olarak diisiiniilebilir (Chen ve ark. 2009). Yiiksek konsantrasyonlarda Ni’in
klorofil iceriginde ve fotosentez siirecinde azalisa neden oldugu pek ¢ok calismada
belirtilmistir. Ornegin, Stanisavljevic ve ark. (2012) Alyssum markgrafii’ da
konsantrasyonlar arttik¢a klorofil igeriginin azaldigini tespit etmistir ve dzellikle klorofil
a’ nin N1’ e duyarli oldugunu belirtmistir. 5 giin boyunca 1, 10 ve 50 uM Ni
konsantrasyonlarina maruz birakilan Elodea canadensis bitkisinde de klorofil a’ nin diger
pigmentlere gore Ni uygulamalarindan iki kat daha fazla etkilendigi vurgulanmistir
(Maleva ve ark. 2009). Bizim ¢alismamizda da V. olympicum fidelerinin klorofil a
iceriginin uygulanan Ni konsantrasyonlarindan daha fazla etkilendigi goriilmektedir

(Cizelge 4.4.1.3. ve Sekil 4.4.1.3.).
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Yiiksek konsantrasyonlarda Ni ayn1 zamanda, hiicre zarmin gegirgenligini etkileyerek
bitkinin su ve nitrat alinimini da engellemektedir (Yusuf ve ark. 2011). Bu durum azot
metabolizmasinin olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir (Gerendas ve ark. 1999, Tan
ve ark. 2000). Nitrat, azot metabolizmasi enzimlerinden biri olan nitrat rediiktaz (NR)
enziminin substratidir ve nitrat igerigindeki azalis NR aktivitesini direkt olarak etkiler.
Yiiksek Ni konsantrasyonlarinin bitkinin su ve nitrat i¢eriginde azalisa neden oldugunu
ve azot metabolizmasini olumsuz etkiledigini gésteren ¢alismalar bugday, soya fasiilyesi,
seker pancar1, bezelye, domates gibi ¢esitli kiiltiir bitkileri ile stnirlidir (EI-Shintinawy ve
El-Ansary 2000, Tan ve ark. 2000, Kevresan ve ark. 2001, Gajewska ve Sklodowska
2008, 2009, Matraszek 2008). Ni uygulamasina bagl olarak NR aktivitesinde meydana
gelen azalisa; NR enziminin yapisinda yer alan SH gruplarinin Ni ile reaksiyona girerek
degisiklige ugramasi da neden olmus olabilir. Fakat Seregin ve Kozhevnikova (2006)
nikelin NR’daki SH gruplarina olan egiliminin diisikk oldugunu belirtmektedir. NR
enziminin yapisinda Ni’in neden olabilecegi bir diger olumsuz etki, Mo iceriginde
meydana gelecek olan azalistir. Zira, NR enziminin yapisinda Mo bulundugundan dolay1
NR aktivitesi ve dolayisiyla bitkinin azot metabolizmast da bundan olumsuz
etkilenecektir (Kevresan ve ark. 2001). Gajewska ve Sklodowska (2009) tarafindan da 7
giin boyunca uygulanan 50 ve 100 uM Ni konsantrasyonlarmin Triticum aestivum L.
(Bugday) bitkisinin NR aktivitesinde meydana getirdigi diisiis, Mo igeriginin azalisiyla
iliskilendirilmistir. Calismamizda incelenen Verbascum olympicum fidelerinin kok ve
yaprak kisimlarinda da Ni uygulamasina bagli olarak NR aktivitesi azalmistir (Cizelge
4.4.2.1. ve Sekil 4.4.2.1.). Bu durumun Mo igerigindeki azalis ile orantili oldugu Akpiar
ve ark. (2015) tarafindan ortaya konmustur.

NR aktivitesindeki azalis, azot metabolizmasinin devaminda yer alan GS aktivitesi i¢in
gerekli amonyagin olusumunu engellemektedir. Zira GS, amonyak ve ATP varliginda
glutamin olusumunu saglayarak bitkinin azot beslenmesine katki saglamaktadir (Zheng-
Xun ve ark. 2007). Ancak metabolik enerji kaynaklarinin kullanildigi GS/GOGAT
dongiisiine yeterli diizeyde ATP, NAD(P)H saglanamamasi V. olympicum fidelerinin GS
aktivitesinin diismesi ile iliskilendirilebilir. Bu durum fotosentez siirecinin olumsuz
etkilenmesinden kaynaklanmaktadir. (Gajewska ve Sklodowska 2009). V. olympicum
fidelerinde de Ni uygulamasina bagl olarak GS aktivitesi ve protein igerigi azalmistir

(Cizelge 4.4.2.2. ve Cizelge 4.4.2.3.). Sonug olarak, azot 6ziimleme kapasitesi yiiksek
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olan V. olympicum’un azot metabolizmasi, uygulanan Ni konsantrasyonlarindan olumsuz
etkilenmistir. Azot metabolizmasinda yer alan enzimlerin aktivitesinde ya da yapisinda
meydana gelen sorunlar beraberinde fidelerin biiyiime ve gelisimini saglayacak olan
amino asit ve proteinlerin olusumunu da engellemistir. Halbuki V. olympicum ise
Uludag’in alpin bolgesinde bozulmus alanlarda yayilis gosteren dominant tiir olup V.
olympicum toplulugunun bulundugu toprak yiiksek nitrifikasyon orani ile karakterize
edilmektedir (Giileryiiz ve ark. 2008). Tiriin bu alana yerlesmesi etkili bir nitrat
Ozlimleme kapasitesine sahip olmasiyla miimkiindiir ki bu kapasite Giileryiiz ve Arslan
(1999) tarafindan ortaya konmustur. Bu nedenle dogal sartlarda yliksek nitrat 6ziimleme
kapasitesine sahip ve bozulmus alanlarda dominant olan V. olympicum’ un azot
metabolizmasinin Ni uygulamalarina verdigi yanitlar tiirlin dayanim mekanizmasini
belirlemek adina 6nem tagimaktadir. Ayni zamanda Ni’in V. olympicum fidelerinde
meydana getirdigi oksidatif stresin diizeyi ve bu stres ile basa ¢ikmasinda enzimatik
antioksidatif sistemin roliiniin belirlenmesinin tiiriin dogal ortamdaki davranigini

anlamada katki saglayacag diisiiniilmuistiir.

Calismamizda V. olympicum fidelerinde oksidatif stresin en temel gostergesi olan MDA
icerigi, artan Ni konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagli olarak artmistir (Cizelge
4.4.3.3. ve Sekil 4.4.3.3.). Ayni zamanda V. olympicum fidelerinde Ni uygulamasina bagl
olarak meydana gelen membran biitiinligiinii ve iyon kaybin1 gormek adina belirlenen
hiicre membran zarar1 ve iyon s1zintis1 degerleri de uygulama siiresi ve konsantrasyonlara
bagli olarak artmistir (Cizelge 4.4.3.1., Cizelge 4.4.3.2.). Bu durumun serbest radikallerin
membran lipidlerine zarar vermesinin yani sira membranlarda yer alan enzimlerin SH
gruplarmma Ni gibi iki esdegerlige sahip iyonlarin baglanmasindan kaynaklandig:
diisiiniilebilir. Bu durumda K*, Ca*2 gibi iyonlarin membran disina ¢ikist sz konusudur.
Yiiksek konsantrasyonlarda nikelin lipid peroksidasyonuna neden olarak membran zarari
olusturdugu bazi ¢aligsmalarda yer almaktadir (Liu ve ark. 2004, Gajewska ve Skladowska
2010, Gajewska ve ark. 2012). Ornegin; Matricaria chamomilla bitkisinde 3, 60 ve 120
uM Ni konsantrasyonlarinda (Kovacik ve ark. 2009), Nicotiana tabacum L. (Tiitiin)
bitkisinde 0,075 ve 0,75 mM Ni konsantrasyonlarinda (Gratao ve ark. 2008) MDA

iceriginin konsantrasyonlardaki artisa paralel olarak arttig1 belirtilmistir.
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Calismamizda V. olympicum fidelerinin kok ve yapraklarinda antioksidatif savunma
sistemine ait SOD, CAT ve APX enzimlerinin de arttig1 goriilmektedir (Cizelge 4.4.4.1.,
Cizelge 4.4.4.2. ve Cizelge 4.4.4.3.). Buna bagli olarak V. olympicum fidelerinin
uygulanan Ni konsantrasyonlarna kars1 da giiclii bir antioksidatif enzim sisteminin
oldugu sdylenebilir. Ni stresinin SOD aktivitesinde meydana getirdigi artis
hiperakiimiilator bir tiir olan Alyssum maritimum (Schickler ve Caspi 1999), Zea mays
(Baccouch ve ark. 2001) ve Cajanus cajan (Rao ve Sresty 2000)’da elde edilen
sonuglarda da goriilmektedir. Bir nikel hiperakiimiilatorii olan Alyssum argenteum’ da ise
100 uM Ni konsantrasyonunun SOD aktivitesini azalttig1 ifade edilmistir (Schickler ve
Caspi 1999). Benzer bir egilim diger bir hiperkiimiilator tir olan Alyssum bertolonii da
tespit edilmis olup bu c¢alismada 25 ppm Ni konsantrasyonunda SOD aktivitesinin
azalttig1 tespit edilmistir (Boominathan ve Doran 2002). Bu durum oksidatif stres sonucu
olusan serbest radikallerin ya da metal iyonlarinin SOD enzimini inaktif hale getirdigi
yoniinde agiklanmaktadir (Dietz ve ark. 1999, Dat ve ark. 2000, Stanisavljevic ve ark.

2012). V. olympicum’ da elde edilen sonuglarin bu yonde olmadigi gériilmektedir.

Calismamizda ayni zamanda V. olympicum fidelerinin SOD ve APX aktivitesindeki
artisin yaprak kisimlarinda, CAT aktivitesindeki artisin ise kok kisimlarinda daha fazla
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.4.4.2. ve Sekil 4.4.4.3.). Bu durum antioksidatif savunma
sisteminin ilk basamaginda yer alan SOD’un meydana getirdigi H2O, radikallerinin
bertaraf edilmesinde koklerde CAT’1n, yapraklarda ise APX’ un etkili oldugu goriisiinii
desteklemektedir. Caverzan ve ark. (2012) APX enziminin kloroplastlardaki H2O;’ in
ortadan kaldirilmasinda temel enzim oldugunu belirtmektedir. Siedlecka ve Krupa (2002)
1se APX’un substrata olan egiliminin CAT’ dan daha fazla oldugunu belirtmektedir. Fakat
literatiirde N1 konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak yapraklarda CAT aktivitesinin

daha yiiksek oldugu sonuglar da yer almaktadir (Gajewska ve Sklodowska 2007).

5. 5. Cinko (Zn)

Mikrobesin elementlerinden biri olan Zn, yliksek konsantrasyonlarda bitki tiiriine gore

degisen toksik etkilere neden olmaktadir. Calismamizda da Zn uygulamasi V. olympicum

fidelerinin biliylime parametrelerinde degisiklige neden olmustur. Bu degisiklik,

uygulamanin 1.giinlinde biyokiitlede artig, diger uygulama siirelerinde ise biyokiitlede

anlaml bir azalis seklindedir (Cizelge 4.5.1.1. ve Sekil 4.5.1.1.). Ayrica uygulama siiresi
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ve Zn konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak klorofil ve su igerigi azalmistir (Cizelge
4.5.1.2., Cizelge 4.5.1.3. ve Cizelge 4.5.1.4.). Bu durum yiiksek Zn konsantrasyonlarinin
bitkide Fe eksikligine yol actig1, fotosentez siirecine ve kloroplastlara zarar vermesiyle
iliskili olabilir (Prasad ve ark. 1999, Tsonev ve Lidon 2005, Broadley ve ark. 2007, Cherif
ve ark. 2010, Samreen ve ark. 2013). Cinkonun, fotosentetik aygitlarda yer alan Mn, Mg
ve Fe gibi elementler ile benzer iyon yiikiine sahip oldugu icin besin elementlerinin
alimiminda ve fotosentez siirecinde sorunlara neden oldugu diisiiniilebilir (Monnet ve ark.
2001). Zn’nin 6zellikle PSII’den elektron aktarimini engelledigi bilinmektedir. Jin ve ark.
(2008) tarafindan Sedum alfredii iizerinde yapilan c¢alismada da yiiksek Zn
konsantrasyonlarinin kloroplast yapisina zarar verdigi belirtilmistir. Cherif ve ark. (2010)
ise Lycopersicon esculentum’da 10, 50, 100 ve 150 uM Zn konsantrasyonlarinin klorofil
icerigini diislirdliglinii gostermistir. Bu durum yiiksek Zn konsantrasyonlarina bagh
olarak CO- fiksasyonunda meydana gelen sorunlarla da yakin iligkilidir. Tsonev ve Lidon
(2012) yiikksek Zn konsantrasyonlarinin fotosentez siirecindeki olumsuz etkisinin
karbonik anhidraz (CA) enzimindeki degisiklikler ile iligkili olabilecegini
vurgulamaktadir. Nitekim, stomalarin agilmasinda Zn’nun diizenleyici rolii vardir ve CO2

fiksasyonunda olusabilecek sorunlar fotosenteze direk olarak yansimaktadir.

Protein, niikleik asit, DNA ve RNA sentezine katildig1 bilinen (Hansch ve Mendel 2009)
¢inko, yiiksek konsantrasyonlarda azot metabolizmasi iizerinde ciddi zararlara neden
olabilir. Literatiirde genellikle Zn eksikliginde bitkilerde meydana gelen degisikliklere
yonelik c¢alismalar mevcuttur. Yiiksek Zn konsantrasyonlarinin 6zellikle azot
metabolizmasi tizerindeki etkilerini inceleyen ¢alismalar az sayida olup kiiltiir bitkileriyle
sinirlidir (Smirnoff ve Stewart 1987, Gadallah 2000, Lea ve ark. 2007). Calismamizda
yiksek konsantrasyonlarda Zn uygulamalarinin, wuygulama siiresi ve Zn
konsantrasyonlarindaki artisa bagh olarak V. olympicum fidelerinin yaprak kisimlarinda
belirlenen NR aktivitesini olumsuz etkiledigi gozlenmistir (Cizelge 4.5.2.1. ve Sekil
4.5.2.1.). V. olympicum fidelerinin koklerde belirlenen NR aktivitesinde ise yapraklardaki
gibi Zn konsantrasyonuna ve uygulama siiresine bagl olarak bir azalis gdzlenmemistir.
Bunun nedeni olarak, 24 saat gibi kisa siireli Zn uygulamalarinda nitrat formunda azot
aliniminin azaldigi, bunun yerine amonyum formunda azot 6zliimlemesinin gerceklestigi
diisiiniilebilir. Yiiksek konsantrasyonlarda Zn uygulamasina bagl olarak su igeriginde

meydana gelen azalis, beraberinde sitosolik nitrat i¢erigini de etkilemesi nedeniyle yaprak
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kisimlarinda NR aktivitesi diismiis olabilir (Cizelge 4.5.2.1.). Benzer bir durum Gadallah
(2000) tarafindan soya fasiilyesi ile yapilan bir ¢alismada da elde edilmistir. Ayrica
yiiksek Zn konsantrasyonlarinin NR’mn SH gruplarina baglanma egiliminden dolay1 da

NR enzimi yapisal olarak zarara ugramis olabilir.

Calismamizda V.olympicum fidelerinin yapraklarinda NR aktivitesindeki sonuglara
paralel olarak GS aktivitesinin de azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.5.2.2.). Yiiksek Zn
konsantrasyonlarindan dolay1 fotosentez siirecinde yeterli metabolik enerji kaynaginin
iiretilememesi GS aktivitesinde azalisa neden olmaktadir. Cherif ve ark. (2010)’1na gore
yiikksek konsantrasyonlarda Zn, stomalarin agilip kapanma mekanizmasimi olumsuz
etkileyerek CO. alinimini engeller ve fotosentez siirecinde elektron alici olarak rol alan
NADP*’nin smnirl diizeyde olusumuna neden olur. Boylece GS aktivasyonu igin gerekli
enerji kaynagi saglanmamis olacaktir. GS aktivitesinde meydana gelen azalis da
beraberinde protein igeriginin azalmasina neden olmaktadir. Protein igerigindeki bu
azalig, yiiksek Zn konsantrasyonlarinda proteaz gibi hidrolitik enzimlerin aktivitesinde
meydana gelen artistan kaynaklaniyor olabilir (Andrade ve ark. 2009). Calismamizda V.
olympicum fidelerinin protein igeriginde, 200 uM Zn konsantrasyonuna kadar protein
iceriginin arttig1, 500 uM Zn konsantrasyonunda ise uygulama siiresine bagli olarak
azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.5.2.3.). 500 pM gibi yiiksek Zn konsantrasyonlari
Fenton/Haber-Weiss reaksiyonlar1 ve ETS {izerinden reaktif oksijen radikalleri meydana
getirerek proteinlerde agregasyon, protein-protein ya da protein-lipid ¢apraz baglarinin

olusmasi gibi yapisal bozulmalara neden olmus olabilir (Davies ve ark. 1987).

Zn uygulamasina bagli olarak bitkilerde oksidatif stres olustugu ve bitkilerde hiicre
membran biitlinliigiiniin bozuldugu pek ¢ok arastirmaci tarafindan belirtilmistir (Cakmak
2000, Madhava Rao ve Sresty 2000, Lopez-Millan ve ark. 2005, Tsonev ve Lidon 2012).
Yiiksek konsantrasyonlarda Zn uygulamasiin hiicre membran biitiinliiglinii bozdugu
Andrade ve ark. (2009) tarafindan Canavalia ensiformis tiiriinde tespit edilmistir. Buna
benzer yanitlar Chaoui ve ark. (1997) tarafindan Phaseolus vulgaris tiiriinde de
belirlenmistir. Calismamizda da V. olympicum fidelerinde Zn uygulamalarina bagli olarak
MDA igeriginin arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.5.3.3.). Ayrica hiicre membran zarar1 ve iyon
sizintis1 degerleri de Zn konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresine bagl olarak artmistir

(Cizelge 4.5.3.1. ve Cizelge 4.5.3.2.).
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Zn uygulamasina bagl olarak V.olympicum fidelerinin antioksidatif enzim aktivitesinde
elde ettigimiz sonuglarda ise, fidelerin hem kok hem yaprak kisimlarinda belirlenen SOD
aktivitesinin 200 uM Zn uygulamasina kadar arttigi, 500 uM Zn uygulamasinda ise
azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.5.4.1.). Bu durum V. olympicum fidelerinin 200 uM Zn
konsantrasyonlarina dayanabilen gii¢lii bir savunma sistemine sahip oldugunu fakat 500
UM Zn uygulamasmin antioksidatif savunma sistemini inhibe ettigini gostermektedir.
Cinkii SOD aktivitesindeki azalis, enzimin yapisal olarak bozuldugunun bir
gostergesidir. SOD’un bitkilerde en fazla bulunan izoformu Cu/ZnSOD’dur. Bu nedenle
Zn konsantrasyonlarinda meydana gelecek artis ya da azalis, bitkinin SOD aktivitesi
tizerinde direk olarak etkilidir (Cakmak 2000). Prasad ve ark. (1999) tarafindan Brassica
juncea da, Luo ve ark. (2010) tarafindan Jatropha curcas da Zn uygulamasina bagl
olarak SOD aktivitesinin arttig1 gésterilmistir. V. olympicum fidelerinin CAT ve APX
aktivitelerinde elde edilen sonuglar da SOD aktivitesine benzerdir. Her iki enzim
aktivitesi de 500 uM Zn konsantrasyonunda uygulama siiresine bagli olarak azalmigtir
(Cizelge 4.5.4.2. ve Cizelge 4.5.4.3.). Luo ve ark. (2010) Jatropha curcas fideleri ile
yaptig1 ¢alismada 0,25, 0,5, 1, 2 ve 3 mM Zn konsantrasyonlarinin etkisini incelemis olup
CAT aktivitesinde 2 mM Zn konsantrasyonuna kadar artis oldugunu belirtmistir. Buna
benzer calismalar Prasad ve ark. (1999), McGeer ve ark. (2000) tarafindan da ifade

edilmistir.

Elde ettigimiz bulgulara gore yetisme ortaminda Cd, Cr, Cu, Ni ve Zn
konsantrasyonlarinin artis1 V. olympicum’un azot metabolizmasi ve antioksidatif
savunma sisteminde degisimlere yol a¢maktadir. Arastirilan metallerin  yetisme
ortamindaki artis1 ¢ogunlukla tiirlin kok ve yapraklarindaki NR ve GS aktivitelerini
diisiirerek azot metabolizmasini olumsuz yonde etkilemektedir. Agir metal uygulamalar
azot metabolizmasi enzimlerinin aktivitesini bir dereceye kadar diisiirmesine ragmen
SOD, CAT ve APX aktivitesini arttirarak antioksidatif savunma mekanizmasini
uyarmaktadir. Antioksidatif sistemde gozlenen bu degisimler tiiriin agir metallerle basa
cikabilme yeteneginin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir. Bundan sonra yapilacak
calismalarda tiirtin fitoremediasyon potansiyelinin ortaya konmasi adina metal baglayici

ligand komplekslerinin arastirilmasi 6nerilmektedir.
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