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BEYAN

“Kursun ve Bakir Uygulamasinin Cucurbita moschata Duch.’nin Bazi Ekofizyolojik
Parametreleri ve Antioksidan Savunma Sistemi Uzerine Etkileri’’ adli yiiksek lisans
tezimin proje hazirlik ve yazimi sirasinda bilimsel arastirma ve etik kurallarina uydugumu,
bagkalarinin eserlerinden yararlandigim boliimlerde bilimsel kurallara uygun olarak atifta
bulundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, tezin herhangi bir
kisminin Bilecik Seyh Edebali Universitesi veya baska bir iiniversitede baska bir tez
caligmast olarak sunulmadigini, aksinin tespit edilecegi muhtemel durumlarda dogabilecek
her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu

beyan ederim.
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OZET

KURSUN VE BAKIR UYGULAMASININ Cucurbita moschata Duch.’NIN BAZI
EKOFIZYOLOJIK PARAMETRELERI VE ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMI
UZERINE ETKILERI
Jeolojik etmenler, antropojenik faaliyetler, madencilik ve tarimsal uygulamalar tiim diinyada
onemli bir ekolojik bir sorun haline gelen agir metal kirliligine sebep olmaktadir. Sesil
dogalar1 geregi bu abiyotik stresten en fazla bitkiler etkilenmektedir. Agir metal stresine
maruz kalan bitkilerin tiriinlerinde kalite kayb1 ve verimliliklerinde azalma goriilmektedir. Bu
nedenle bitkiler, agir metallerle kontamine olmus topraklarda yasayabilmek icin ekolojik,
fizyolojik ve molekiiler diizeyde ¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu ¢alismada, iki
farkli konsantrasyonda kursun (25 mM ve 50 mM) ve bakir (50 mM ve 100 mM)
uygulamalarinin bal kabag: bitkisi tizerindeki etkileri arastirilmistir. Kursun ve bakira maruz
birakilan bal kabagi 6rneklerinde kok ve gévde uzunlugu, kok ve govde yas-kuru agirligi, kok
ve gbvde biyokiitlesi, kursun ve bakir tolerans indeksi, klorofil a, b ve toplam klorofil miktari,
lipid peroksidasyonu, toplam protein miktar, SOD, CAT, APX enzim aktiviteleri ve bu
enzimlerin gen ekspresyon seviyelerindeki degisimler belirlenmistir. Sonug olarak, kursun ve
bakir stresinin bal kabaginda govdeye ait ekolojik parametreleri olumlu, koke ait ekolojik
parametreleri ise negatif sekilde etkiledigi belirlenmistir. Her iki metal uygulamasinin da
klorofil a, b ve toplam klorofil miktarlarini artirdigi ancak sadece yiiksek konsantrasyonlarda
metal uygulamalarinin (50 mM Pb ve 100 mM Cu) MDA igerigini artirdig1 tespit edilmistir.
Kursun ve bakir uygulanan tiim deney gruplarinda SOD ve CAT enzimlerinin aktivitelerinin
ve gen ifadelerinin artig gosterdigi, APX aktivitesinin ve gen ifadesinin ise 50 mM Pb ve 100
mM Cu konsantrasyonlarinda arttig1 tespit edilmistir. Elde edilen ekolojik, fizyolojik ve
molekiiler parametreler incelendiginde bal kabag bitkisinin yiliksek bir antioksidan savunma
giicline sahip oldugu, uygulanan kursun ve bakir konsantrasyonlarina ise oldukea yiiksek bir

tolerans gosterdigi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Agir Metal Stresi, Cucurbita moschata Duch., Ekolojik Parametreler,

Antioksidan Enzim, Gen Ekspresyonu



ABSTRACT

EFFECTS OF LEAD AND COPPER APPLICATION ON SOME
ECOPHYSIOLOGICAL PARAMETERS AND ANTIOXIDANT DEFENSE SYSTEM
OF Cucurbita moschata Duch.

Geological factors, anthropogenic activities, mining and agricultural practices cause heavy
metal pollution, which has become an important ecological problem all over the world. Due to
their sessile nature, plants are the most affected by this abiotic stress. Plants exposed to heavy
metal stress suffer from loss of quality in products and decrease in productivity. For this
reason, plants have developed various mechanisms at the ecological, physiological and
molecular level to survive in soils contaminated with heavy metals. In this study, the effects
of two different concentrations of lead (25 mM and 50 mM) and copper (50 mM and
100 mM) on pumpkin plants were investigated. Root and stem length, root and stem fresh-dry
weight, root and stem biomass, lead and copper tolerance index, chlorophyll a, b and total
chlorophyll amount, lipid peroxidation, total protein amount, SOD, CAT, APX enzyme
activities and changes in gene expression levels of these enzymes were determined in
pumpkin samples exposed to lead and copper. As a result, it was found out that lead and
copper stress had a positive effect on the ecological parameters of the stem in pumpkin, and
negatively affected the ecological parameters of the root. It was observed that both metal
applications increased chlorophyll a, b and total chlorophyll amounts, but only high
concentrations of metal applications (50 mM Pb and 100 mM Cu) increased the MDA
content. It was determined that the activities and gene expressions of SOD and CAT enzymes
increased in all experimental groups treated with lead and copper, while APX activity and
gene expression increased at 50 mM Pb and 100 mM Cu concentrations. According to the
obtained ecological, physiological and molecular parameters, it has been revealed that the
pumpkin plant has a high antioxidant defense capacity and shows a very high tolerance to the

applied lead and copper concentrations.

Keywords: Heavy Metal Stress, Cucurbita moschata Duch., Ecological Parameters,

Antioxidant Enzyme, Gene Expression
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1. GIRIS
1.1. Bal Kabag Bitkisinin Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Bal kabagi (Cucurbita moschata Duch.), Cucurbitaceae (Kabakgiller) familyasinin
Cucurbita cinsine ait tek yillik otsu bir bitkidir (Ezin vd., 2022: 3661). Bal kabaginin
(Cucurbita moschata Duch.) anavataninin Kuzey Amerika oldugu diisiiniilmektedir ve ilk kez
Meksika ile Giiney Amerika’nin kuzeyinde kiiltiire alindig1 iddia edilmektedir (Ulrich vd.,
2022: 9).

Kokleri 1-1,5 metre derine kadar inebilen bal kabag1 kazik kok yapisina sahiptir. Ana
kokiiniin etrafinda ikincil yan kokler olusmakta ve zamanla bu yan kokler biiyiiyerek
sacaklanmig bir goriinlim olusturmaktadir. Erkek ve disi ¢icek olmak iizere iki ¢esit ¢icege
sahip olan bal kabagmin ¢igekleri ayni bitki iizerinde fakat farkli yerlerde bulunmaktadir. ilk
olarak cicek tozunu tastyan erkek cicek agmakta ve sonra meyve olusturan disi ¢igek agip
beraber biiylimektedirler. Tohumlar1 beyaz veya kursuni, yapraklar yesil, ¢igegi sar1 renk
olan bal kabagimin genis ve genellikle dikenli olan yapraklarinda beyaz lekeler

goriilebilmektedir. Meyvesinin ise kabugu kalin olup rengi turuncudur (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Bal kabagi yapragi, ¢igegi ve meyvesi
Kaynak: (NC State Extension Plant Toolbox, 2020)



Iik ve sicak iklim bitkisi olan bal kabagi bol giines 15181 alan, toprak pH’1 6-7
civarinda olan ve orta derecede nemli topraklarda yetistirilmektedir. Fazla agir ve kumlu
topraklar haricinde her tiirlii toprak iizerinde yetisebilmektedir. 10-12 °C toprak sicaklig
tohumlarin optimum ¢imlenme gostermesi ic¢in gereklidir. 4-8 giin arasinda ¢imlenen
tohumlar, 5-10 yila kadar normal kosullarda ¢imlenme 6zelligini koruyabilmektedir (MEGEP,
2009: 5-10; NC State Extension Plant Toolbox, 2020: 1).

Diinya genelinde hem sebze hem de ilag olarak kullanilan bal kabagi, yiiksek miktarda
vitamin A (4 £ 20 mg/g) ve askorbik asit (22,9 mg/100 g) icermektedir. Diisiik kalorili bir
sebze olan bal kabaginin etli kism1 ve ¢ekirdegi ayr1 bir 6nem arz etmektedir. Bal kabaginin
etli kism1 polisakkarit, pektin, karotenoid ve y-aminobiitirik asidin iyi bir kaynagi olup kanser,
katarakt, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini azaltmaktadir. Bal kabagi ¢ekirdegi ise
protein, ¢oklu doymamis yag asidi, karotenoid, tokoferol, fitosterol ve K, P, Fe ve Zn
elementleri agisindan zengindir ve mesane tasi hastaligi, hipertansiyon, hiperkolesterolemi,
diyabet ve kanser ile miicadeleye katki saglamaktadir (Qin vd., 2012: 1049; Ezin vd., 2022:
3662).

2021 yili diinya kabak tiiretiminde ilk sirada yer alan Cin’i siras1 ile Ukrayna, Rusya,
ABD ve Ispanya takip etmektedir. Tiirkiye ise kabak iiretiminde diinyada 6. sirada yer
almaktadir (FAO, 2021). 2021 yili Tiirkiye’de kiglik kabak (bal kabagi ve kestane kabagi)
iiretiminin en fazla yapildigi yildir. 2022 TUIK verilerine gore Tiirkiye’de kishk kabak
tiretimi en fazla Dogu Marmara bolgesinde yapilirken bu siray1 Ege ve Bat1 Anadolu bolgeleri
izlemektedir (TUIK, 2022).

1.2. Bitkilerde Abiyotik Stres

Bitkiler, yasamlar1 boyunca bir¢ok ¢evresel etmene maruz kalmaktadir. Bu etmenlerde
meydana gelen degisiklikler bitkilerin bliylimesini ve gelisimini negatif yonde etkileyip verim
kaybina neden olarak bitkilerde strese neden olmaktadir. Bitkilerde stres, biyotik ve abiyotik
stres olmak tizere iki grupta siniflandirilmaktadir (Tablo 1.1). Virisler, bakteriler, mantarlar,
nematodlar, bocekler ve yabani otlar gibi canli organizmalarin bitkilerde neden oldugu
stresler biyotik stres olarak adlandirilirken kuraklik, tuzluluk, agir metaller, asir1 sicak ve
soguklar, asir1 sulama ve radyasyon gibi canli olmayan fiziksel veya kimyasal faktorlerin

bitkilerde olusturdugu stresler ise abiyotik stres olarak tanimlanmaktadir (Gull vd., 2019: 2).



Tablo 1.1. Biyotik ve abiyotik stres faktorleri

Viriisler Kuraklik
Bakteriler Tuzluluk
Mantarlar Agir metaller
Nematodlar Asirt sicak ve soguklar
Bocekler Radyasyon
Yabani otlar Su baskini
Herbivorlar Mekanik yaralanmalar

Kaynak: (Gull vd., 2019: 1-2)

Bitkiler, stres faktorleri ile miicadele edebilmek icin fizyolojilerini, metabolik
mekanizmalarini, gen ekspresyonlarini ve gelisimsel aktivitelerini degistirmektedir (Redondo-
Goémez, 2013: 1). Stres faktorlerini algilamak, bunlardan ka¢inmak ve hatta bu simirlayict
cevresel kosullara karsi tolerans olusturmak igin cesitli mekanizmalar gelistiren bitkilerin
streslere cevabi, stresin siddetine ve siiresine gore degismektedir. Stres tarafindan uyarilan
bitkilerde; alarm, direng, tiikkenme ve rejenerasyon asamasi olmak tizere dort asamali cevap
olugmaktadir (Sekil 1.2). Stresin baslangict olan alarm asamasinda fotosentez, iyon alinimi
gibi fizyolojik fonksiyonlarin birkagi azalmaktadir. Metabolik aktivitelerdeki bu degisiklik
bitkinin optimum yasam standartindan sapmasina neden olmaktadir. Stresin devam etmesi
durumunda goriilen direng asamasinda, bitkiler stresle basa ¢ikabilmek icin adaptasyon ve
tamir siireclerini aktive etmektedir. Diisiik stres tolerans mekanizmasina sahip olan veya
herhangi bir stres tolerans mekanizmasina sahip olmayan bitkiler ise hasar gérmekte ve
senesense girmektedir. Uzun doénemli stresin etkili oldugu tilkenme asamasinda, bitkiler
canliligin1 yitirmeye baslamakta ve sonunda hiicre 6limii ger¢eklesmektedir. Rejenerasyon
yani onarim agsamasi ise bitkide senesens siireci baskin hale gegmeden 6nce stres faktoriiniin
ortadan kaldirilmasiyla bitkinin yeniden canlanmasi ve fizyolojik fonksiyonlarin kismen veya
tamamen yenilenmesini ifade etmektedir (Lichtenthaler, 1998: 191-192; Paes de Melo vd.,
2022: 1).
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Sekil 1.2. Abiyotik strese maruz kalan bitkilerde stres cevabi

Kaynak: (Lichtenthaler, 1998: 191)

Abiyotik strese maruz kalan bitkilerin ¢imlenmeleri kisitlanip, gelisimleri ve
verimlilikleri azalmaktadir. Bitkilerde bir takim fizyolojik farklilasmalara sebep olan abiyotik
stres, bitkilerin fotosentez, su alimi ve nitrojen asimilasyonunu kisitlayip transpirasyon
oraninda ve respirasyonda degisikliklere neden olmaktadir. Bitkilerde gelisimsel ve fizyolojik
degisikliklere yol agan abiyotik stres, bunun yaninda molekiiler agidan farkliliklar olugsmasina
da sebep olmaktadir. Abiyotik stres, makromolekiillerin yikimia, membran sisteminde
diizensizlige, gen ekspresyonunda degisikliklere, dnemli enzimlerin aktivitesinin ve protein

sentezinin azalmasina sebep olmaktadir (Vijayalakshmi, 2018: 379).

Bitkilerde birincil stres olan abiyotik stres faktorleri, hiicresel hasara sebep olmanin
yani sira 0zmotik ve oksidatif stres gibi ikincil streslerin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir.
Abiyotik stresin neden oldugu redoks dengesizligi ya da sitozolde kalsiyum iyonunun
birikmesi gibi stres sinyalleri, membran reseptorleri tarafindan algilanmakta ve sinyal akis
asag1 iletilmektedir. Kinaz kaskadlar1 ve diger fosforilasyon/defosforilasyon kaskadlarini
aktiflestiren sinyal, transkripsiyonu tetikleyerek stres yanit mekanizmalarinin aktive
edilmesine ve homeostazin yeniden kurulmasina olanak saglamaktadir (Sekil 1.3). Eger bu
yanit mekanizmalar1 bitkinin homeostazini onarmaya yetecek kadar etkili degilse hiicrelerde

erken yaglanma tetiklenmektedir (Onaga ve Wydra, 2016: 169; Paes de Melo vd., 2022: 6).
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Sekil 1.3. Bitkilerde abiyotik stres cevabi
Kaynak: (Onaga ve Wydra, 2016: 169)

1.2.1. Bitkilerde Agir Metal Stresi

Orijinleri yer kabugu olan agir metallerin dogal kaynagi, jeolojik ana materyal, kaya
cikintilar1 ve volkanik patlamalardir. Bu dogal siiregler, ¢evredeki agir metal kirliliginin
kaynagi olabilecegi gibi madencilik ve tarimsal faaliyetler gibi antropojenik faaliyetler de bu
kirliligin baslica kaynagi olabilmektedir (Nagajyoti vd., 2010: 201). Giiniimiizde, hizla
sanayilesen ve gelisen diinyanin yaninda getirdigi olumsuz etkilerden biri de gevre kirliligidir.
Sanayilesmenin neticesinde olusan endiistriyel atiklarin asirt emisyonu ve kimyasal giibre ile
pestisitlerin yanlis kullanimi birgok agir metalin dogaya karismasina sebep olmaktadir. Bu
durum ise ekolojik dengeyi bozmakta ve besin zinciri yoluyla da tim canlilarin sagligini
tehdit etmektedir (Jia-Wen vd., 2013: 815). Sesil organizmalar olan bitkiler bu durumdan
etkilenen organizmalarin basinda gelir ve agir metallere maruziyet sonucu bitkilerde agir
metal stresi olugsmaktadir. Agir metal maruziyeti altindaki bitkilerin fizyolojik faaliyetleri bu
abiyotik stres faktoriinden negatif bir sekilde etkilenir ve hatta daha ileriki asamalarda bu

durum bitkinin O6liimiiyle dahi sonuglanabilmektedir. Bu yiizden bitkilerdeki agir metal
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birikimi, bitkinin verimliligini ve kalitesini azalttigindan tarim sektorii ve bu sektorle iliskili

sektorlerde 6nemli bir sorun haline gelmektedir (Yerli vd., 2020: 106).

Yogunluklar1 5 g/cm®ten daha yiiksek olan metaller, agir metal olarak
adlandirilmaktadir (DalCorso, 2012: 2). Agir metaller, redoks aktif metaller ve redoks inaktif
metaller olarak gruplandirilabilmektedir. Cinko, civa, aliminyum, nikel, kursun ve kadmiyum
gibi redoks aktif olmayan agir metaller, hiicresel antioksidan havuzunun aktivitesini azaltarak
ve metabolik dengesizlige yol agarak ROS (reaktif oksijen tiirleri) yiikiinii artirmaktadir ve
dolayli yoldan oksidatif strese neden olmaktadir. Bakir, demir, krom ve kobalt gibi redoks
aktif metaller ise Haber-Weiss ve Fenton benzeri reaksiyonlarda yer alarak dogrudan
ROS’larin olusumuna sebep olmaktadir (Hossain vd., 2012: 2; Kosakivska vd., 2021: 259).

Agir metalleri redoks aktifligine gore ayirmak miimkiin olsa da bitkiler igin gereklilik
durumlarina goére smiflandirma yapilmaktadir. Agir metallerin  bir kismi, diisiik
konsantrasyonlarda herhangi bir toksik etki gostermez. Bunlar bitkilerin gelisimi igin ihtiyag
duydugu mikro besin elementleridir. Bakir (Cu), ¢inko (Zn), kobalt (Co), mangan (Mn),
molibden (Mo) ve nikel (Ni) diisiik miktarlarda mutlak gerekli olup bitkide belirli bir esik
degerini gectiginde ve biriktiginde bitki i¢in zararli olmaya baglamaktadirlar. Bu gruptaki agir

metaller, enzim reaksiyonlarinin kofaktorii veya aktivitorii gérevini gormektedir.

Agir metallerin geriye kalan diger kismini olusturan kursun (Pb), aliiminyum (Al),
arsenik (As), civa (Hg), kadmiyum (Cd) ve krom (Cr) gibi agir metaller ise diisiik
konsantrasyonlarda bile bitki igin toksik etki gostermektedir ve bitkilerde bilinen herhangi bir
olumlu biyolojik role sahip degillerdir (Savvas vd., 2010: 157). Bu agir metaller
biyoakiimiilatif 6zellik gosterir ve ¢evreden kolaylikla temizlenemezler. Her ne kadar bitki
gelisiminde mutlak gerekli olup olmamalarina gore agir metallerin ayrimi yapilsa da bu
gereklilik ayrimi farketmeksizin biitiin agir metallerin bitkilerdeki asirt birikimi bitkilerin
vejetatif ve generatif organlarinin gelisimi iistiinde olumsuz sonuglar dogurmaktadir (Sharma
ve Agrawal, 2005: 301; Asri ve Sonmez., 2006: 36).

Bitkide farkli etki bolgelerine sahip olan agir metaller, birbirinden farkl: toksik etkilere
sebep olabilmektedir. Ama genel anlamda agir metallerin neden oldugu bazi yaygin
semptomlar mevcuttur (Sekil 1.4). Bu toksik etkilerden en yaygimi agir metallerin bitki
gelisimini inhibe etmesidir. Senesens stimiilasyonuna da neden olan agir metaller, enzimlerin
aktivitelerini degistirmekte ve kokler ilizerindeki olumsuz etkilerinden dolayr su ve besin
aliminmi kisitlamaktadir. Agir metaller, fotosentez inhibisyonuna, pigment igeriginde ve bitki
biyokiitlesinde azalmaya yol agmaktadir. Goriilen diger toksik etkileri; protein oksidasyonu,

6



niikleik asit hasari, ROS (reaktif oksijen tiirleri) birikimi ve lipid peroksidasyonudur. Bunun
yaninda agir metaller, kloroz ve nekroza, hatta programlanmis hiicre 6liimiine bile sebep
olmaktadir (Maksymiec, 2007: 178; Shah vd., 2010: 80-85; Ashfaque vd., 2016: 2;
Riyazuddin vd., 2022: 6).

Gelisim inhibisyonu
ROS dretimi ve lipid peroksidasyonu
* Fotosentezde azalma
‘(‘\‘ = Bitki biyokutle ve pigment iceri§inde azalma
N +  Genomik kararsizlik
N * Yaprak klorozu ve nekroz
O | @ * Su ve besin aliminin kisitlanmasi
| X 57/ a * Enzim aktivitelerinde degisiklik
' 1) il ) = Programlanmis hiicre 6limi aktivasyonu
L" . Al
_~1
A s
/AANA
A ' A ‘ A A A : Agir metaller

Sekil 1.4. Bitkilerde agir metal toksisitesinin etkileri

Kaynak: (Liu vd., 2015: 196; Ashfaque vd., 2016: 4)

Agir metallerin bitkilerde olusturdugu toksisite esasen dort ana mekanizma yoluyla

gergeklesmektedir.

i) Agir metaller, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 yoluyla ya dogrudan ya da
hiicre igindeki toksisiteleri nedeni ile dolayli olarak ROS iiretimini tetiklemektedir. Bu durum
oksidatif stresin indiiklenmesine ve hiicre membraninin biitiinliigiiniin degismesine yol

agmaktadir.

i) Metabolizmadaki biyokimyasal fonksiyonel gruplarla benzer yapiya sahip olan agir

metaller, cogu hiicresel fonksiyonda analog olduklari bu gruplarla rekabet etmektedir.

Iii) Agir metaller, enzimlerin aktif bolgelerindeki iyonik kofaktdrlerin yerine gegerek

aktivite kaybina sebep olabilmektedir.

iiii) Agir metaller, siilfidril (-SH) gruplarina kars1 yiiksek afinitiye sahiptir. Bu yilizden
agir metaller, bu grubu iceren yapisal proteinlere ve enzimlere baglanarak dogru katlanmay1

engelleyebilmekte ve katalitik aktiviteye miidahale edebilmektedir (DalCorso, 2012: 3-4).



Agir metal toksisitesine maruz kalan bitkiler, iki yolla bu strese karsi direng
gelistirmektedir. Biktiler, ¢evreden biinyelerine agir metal alinmasini kisitladiklar1 kaginma
yoluyla ya da yiiksek agir metal konsantrasyonlarinda hayatta kaldiklar1 tolerans mekanizmasi
yoluyla diren¢ saglamaktadir. Kaginma mekanizmasi; agir metal aliniminin azaltilmasi, disari
akisinin artirilmas1 ya da hiicrelere giren metal konsantrasyonunun azaltilmasi ile
gerceklesmektedir. Tolerans mekanizmasinda ise amino asitlerin, glutatyonun, agir metallere
baglanan ligandlarin sentezlenmesiyle hiicre i¢i selasyon yapilmakta ve antioksidan savunma

sistemiyle ROS’un detoksifikasyonu saglanmaktadir (Kosakivska vd., 2021: 260).

Metal iyonlarinin sekestrasyonu, agir metal toksisitesinin iyilestirilmesi igin
organizmalar tarafindan gerceklestirilen bir stratejidir. Metal tasiyicilari, agir metal iyonlarini
sitozolden vakuole sekestrasyon yapilmasi igin tasimakta ve bitkilerde homeostazin
korunmasina katkida bulunmaktadir. CDF, NRAMP, agir metal ATPaz, ABC, CAX, COPT,
ZIP tasiyicilart gibi metal tasiyicilar, metal iyonlarinin homeostazinda ve alinmasinda rol
oynayarak hiicredeki agir metal konsantrasyonunun fizyolojik seviyelerde tutulmasini ve

hiicresel detoksifikasyonu saglamaktadir (Komal vd., 2015: 184; Hasan vd., 2017: 2).

Agir metaller, metabolik yolaklarla etkileserek sinyal iiretmektedir ve bitkilerde
karisik bir sinyal yolagini (ROS sinyali, hormon sinyali, kalsiyum bagimli sinyal ve MAPK
kaskadi) aktive etmektedir. Agir metal sinyalini algilayan bitkiler ise, hiicrelerin molekiiler ve
biyokimyasal mekanizmalarinda modiilasyon gibi bir yanit olusturmaktadir (Kumar ve
Trivedi, 2016: 586; Jalmi vd., 2018: 2).

Kalsiyum bagimli sinyal iletiminde kalsiyum iyonu (Ca*?), ikincil mesajc1 gorevi
gormektedir. Agir metal stresi altinda, hiicre disindan hiicre i¢ine kalsiyum iyonu akist olmasi
veya hiicrenin hiicre i¢i depolarindan kalsiyum iyonu salinmasi sonucunda serbest sitozolik
kalsiyum iyonu konsantrasyonu degismektedir. CDPK’ler (Ca*? bagimli protein kinazlar),
CBL’ler (kalsindrin B benzeri proteinler), CaM’lar (kalmodulinler), CaM benzeri proteinler
gibi kalsiyum sensorleri bu konsantrasyon degisimini algilayip akis asagi farkli sinyal
yolaklarini tetikleyerek stres yaniti olusmasini saglamaktadir (Sekil 1.5) (Kumar ve Trivedi,
2016: 587; Jalmi vd., 2018: 6).
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Sekil 1.5. Agir metal stresi altinda bitkilerde kalsiyum bagimli sinyal yolaginin etkinlesmesi
Kaynak: (Kumar ve Trivedi, 2016: 588)

Yiiksek oranda korunmus olan MAPK ’lar (mitojenle aktive edilen protein kinazlar),
bitkilerde agir metal stresi altinda aktif hale gelerek bir stres yaniti olusturulmasim
saglamaktadir. NO (nitrik oksit), fitohormonlar ve ROS gibi molekiillerin algilanmasiyla
aktiflesen MAPK kaskadi, MAPKKK (MAPK kinaz kinaz), MAPKK (MAPK kinaz) ve
MAPK olmak iizere ii¢ bilesik bulundurmaktadir. Fosforillenmeyle etkinlesen kaskad,
WRKY, MYB gibi transkripsiyon faktorlerini aktif hale getirerek stres yanitinin
olusturulmasini saglamaktadir (Sekil 1.6) (Jalmi vd., 2018: 4; Sevgi ve Leblebici, 2022: 531).
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Sekil 1.6. Bitkilerde agir metal stresi altinda MAPK kaskadinin aktiflesmesi
Kaynak: (Sevgi ve Leblebici, 2022: 531)

Agir metallerin yiiksek afiniteli ligandlara baglanarak sitozolde selatlanmasi, agir
metal stresi altindaki bitkilerde agir metal toleranst ve detoksifikasyonu i¢in oldukga
onemlidir. Metal baglayici ligandlar olan fitoselatin (PC) ve metallotiyoneinler (MT), bitki
hiicrelerinde agir metallerin vakuollere taginmasini saglamaktadir (Hossain vd., 2012: 6;
Shahid vd., 2015: 14). Metalleri sekestre edebilen bu metal baglayici ligandlar, metal-tiyolat
kiimeleri olusturma yetenegine sahip sisteince zengin polipeptitlerdir. Birgok agir metal
tarafindan biyosentezi indiiklenen fitoselatinler, fitoselatin sentaz enzimi tarafindan metal
iyonlarinin varliginda dogrudan glutatyondan enzimatik olarak sentezlenir (Redondo-Gomez,
2013: 10). Fitoselatinler, ksenobiyotik metallerin detoksifikasyonunda ve esansiyel metallerin
homeostazinda gorev almaktadir (Kosakivska vd., 2021: 268). Fitoselatinler, sitozolde toksik
metal iyonlariyla kompleks olusturup bu metal iyonlarini vakuole tasiyarak bitkileri agir
metallerin zararli etkilerinden korumaktadir (Yadav, 2010: 168). Bitki metallotiyoneinleri,
sistein bakimindan zengin alanlarin yapisina baglh olarak dort grupta siniflandirilir ve bunlarin
her biri bitkide belirli bir dokuda lokalizedir. mRNA translasyonunun {iriinleri olan
metallotiyoneinlerin fizyolojik fonksiyonu heniiz kesin olarak aydmlatilmamis olsa da
esansiyel gecis agir metallerinin homeostazinin siirdiiriilmesinde, toksik agir metallerin
sekestrasyonunda ve hiicre i¢i oksidatif hasara kars1 korumada rol oynadig: diisiiniilmektedir.
Metallotiyoneinlerin biyosentezi hormonlar, sitotoksik ajanlar ve agir metaller dahil olmak
tizere cesitli faktorler tarafindan indiiklenir (Hossain vd., 2012: 7; Kosakivska vd., 2021: 268).
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1.2.1.1. Kursun Stresi

Antropojenik faaliyetler sonucunda olusan en 6nemli metal kirleticilerin kursun, bakir,
¢inko ve nikel oldugu belirtilmektedir (Ishtiyaq vd., 2018: 78). Toksisitesinden dolay1
arsenikten sonra en tehlikeli ikinci madde olarak rapor edilen kursun (Pb), yasayan
organizmalarda bilinen biyolojik bir fonksiyona sahip degildir (Pourrut vd., 2011: 114).
Madencilik faaliyetleri, otomobil egzozu, fabrika bacalari, gibreler, bocek ilaglari,
pigmentlerdeki katki maddeleri, benzin ve kursun i¢eren boyalar gibi antropojenik faktorler
cevredeki kursun kirliliginin baslhca kaynagidir. Ozellikle endiistriyel alanlarin yakinindaki
ekili topraklarda kursun igeriginin 6nemli olglide arttig1 tespit edilmistir (Sharma ve Dubey,

2005: 36).

Dogada inorganik ve organik olmak iizere iki formda bulunan kursun, inorganik
formda atmosferde partikiiller halindeyken organik formda u¢ucudur. Ugucu bir yapiya sahip
olan organik formdaki kursun, canlilarin besin kaynaklarina karisarak inorganige gore canlilar

icin daha biiyiik bir tehdit olusturmaktadir (Okcu vd., 2012: 19).

Giglii bir ¢evre kirleticisi olan kursun, bitkilerde esansiyel bir element olmasa da
bitkiler tarafindan kolaylikla alinmakta, bitkilerin farkli organ ve dokularinda birikmektedir
(Hadi ve Aziz, 2015: 92). Kursun, bitki gelisimi ve metabolizmasinda gerekli olmadig1 gibi
diisiik konsantrasyonlarda bile canlilarin saglhigina zarar verebilen bir agir metaldir. Bitkiler
icin toksik kabul edilebilecek olan kursun miktarinin 20 mg/kg oldugu ifade edilmektedir
(Pivi¢ vd., 2013: 1468).

Stiperoksit radikalleri (O2™), hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif oksijen tiirlerinin
artigina sebep olarak hiicre zarina zarar veren kursun stresi, ROS fiiretimini artirarak bitkide
oksidatif strese neden olmaktadir. Ayni zamanda kursun elementi koklerde daha fazla biriktigi
icin kok gelisimini engelleyerek besin alinimini olumsuz etkilemektedir. Kursun elementi,
hiicre duvart stabilitesini negatif yonde etkilemekte, stoma agilip kapanmasinin azalmasina ve
yaprak alaninin daralmasina sebep olmaktadir. Boylece bitkinin aldigi su miktarimi
etkilemektedir. Dolayisiyla asir1 kursun maruziyeti, su ve mineral besin dengesini
bozmaktadir. (Asri ve Sonmez., 2006: 40; Chen vd., 2015: 313; Gjorgieva Ackova, 2018: 16).
Kursun toksisitesi, bitki gelisimini, fotosentezi ve enzim aktivitesini inhibe etmektedir.
Gelisim geriligi ve klorozise neden olan kursun, yiiksek konsantrasyonlarda hiicre 6liimiine

bile yol agmaktadir (Hadi ve Aziz, 2015: 93).
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1.2.1.2. Bakir Stresi

Disiik konsantrasyonlarda bitkilerin normal gelisimi igin gerekli bir mikro besin
elementi olan bakir, yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunda bitkiler igin toksik etki
gostermeye baslamaktadir. Topraktaki toplam bakirin normal konsantrasyon araligi 2-250
mg/kg arasndadir. Ozellikle endiistrilesme ve madencilik faaliyetlerinin artmasi sonucu
ekosistemdeki bakirin miktar1 giderek artmaktadir. Cogu bitki tiiriinde bitkinin biiylimesi i¢in
gerekli olan bakir seviyesi kuru kiitle bazinda 5-20 mg/kg arasinda deger alir. Bakir bu
konsantrasyonun tizerinde ise bitkilerde bakir toksisitesi ortaya c¢ikmakta ve toksisite

semptomlari goriilmeye baslamaktadir (Farid vd., 2021: 262).

Redoks aktif gecis metali olan bakir (Cu), fizyolojik kosullar altinda yiikseltgenmis
(Cu*?) ve indirgenmis (Cu") durumda bulunmaktadir. Farkli oksidasyon durumlar1 arasinda
gecis yapabildigi i¢in fotosentez, solunum, hiicre duvari metabolizmasi, hormon sinyali gibi
bitkinin birgok Onemli biyolojik siirecinde rol oynamaktadir. Cu/Zn siiperoksit dismutaz
(SOD), amino oksidaz, sitokrom ¢ oksidaz gibi ¢ogu enzimde kofaktdr gorevi géren bakir,
CO: asimilasyonu ve ATP iiretiminde de rol almaktadir (Yruela, 2005: 145; Kumar vd., 2021
1).

Asir1 miktarda bakira maruz kalan bitkilerde goriilen toksik etkiler, bitki gelisimindeki
gecikme, yaprak klorozu ve nekrozdur. Yiiksek seviyelerdeki bakir, daha ¢ok kok sisteminde
birikme egilimi gosterdigi icin siirglin biiylimesinden 6nce kok biiyiimesini engellemektedir.
Bakir toksisitesi, bitki morfolojisini etkileyip kok gelisimini inhibe etmekte, biyokiitleyi
azaltmakta ve daha kisa boylu fenotip olusmasina sebep olmaktadir. Serbest Cu, hidroksil
radikallerinin iiretilmesine sebep olan Fenton reaksiyonunu katalizlemektedir. Reaksiyon
sonucunda hidroksil radikallerinin liretimi de DNA, protein ve lipitlere zarar vermektedir.
Fotosentez inhibisyonuna ve pigment igeriginde azalmaya neden olan bakir stresi, ROS ve
MDA (malondialdehit) seviyesinde artisa ve mineral dengesizligine de yol agmaktadir. Bakir
toksisitesinin goriilen diger toksik etkisi ise neredeyse demir eksikligine sebep olacak kadar
demir alimin1 azaltmasidir (Burkhead vd., 2009: 802; Lange vd., 2017: 538; Mir vd., 2021.:
743).
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1.3. Antioksidan Savunma Sistemi

Bitkiler optimum yasam kosullarinda, ROS’lar1 bazal seviyelerde tiretmektedir. Bu
seviyede bulunan ROS’lar farkli antioksidan mekanizmalar tarafindan temizlendikleri igin
bitkide hasara neden olmazlar ve hiicresel dengeyi bozmazlar. Agir metal, kuraklik, tuzluluk
gibi abiyotik stresler ROS iiretimi ve ROS temizlenmesi arasindaki dengeyi bozmakta ve
ROS iiretiminde artisa neden olmaktadir. Belirli bir ROS seviyesi asildiginda ise bitkiler
oksidatif strese girmektedir (Das ve Roychoudhury, 2014: 1; Ishtiyaq vd., 2018: 84).

Stres kosullar altindaki bitkiler, redoks homeostazini saglamak ve hayatta kalabilmek
i¢in etkili bir antioksidan savunma sistemi gelistirmislerdir. Antioksidanlar, enzimatik olan ve
enzimatik olmayan antioksidanlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Antioksidatif savunma
sisteminin enzimatik bilesenlerini siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), guaiakol
peroksidaz (GPX) ve askorbat-glutatyon (AsA-GSH) dongiisii enzimleri olan askorbat
peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) ile
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) olusturmaktadir. Bu antioksidan enzimler, Foyer-
Halliwell-Asada dongiisii olarak da bilinen AsA-GSH dongiisiine katilmaktadir veya Haber-
Weiss reaksiyonunu engellemede rol oynamaktadir (Rajput vd., 2021: 3). Enzimatik
antioksidanlar, iiretilen ROS’lar1 yikarak ve cesitli asamalarla sistemden uzaklastirarak ROS

seviyelerini diistirmektedir. (Sachdev vd., 2021: 19).

Antioksidatif savunma sisteminin enzimatik olmayan bilesenleri askorbat (AsA),
glutatyon (GSH), karotenoidler, tokoferoller ve fenolik bilesikleri igermektedir. ROS ile
etkilesime giren redoks tamponlar1 olarak islev goéren enzimatik olmayan antioksidanlar,
aklimasyon yanitinin uygun bir sekilde indiiklenmesini modiile eden metabolik bir arayiiz
gorevi gormektedir. Diisiik molekiiler agirlikli bu antioksidanlar, serbest radikal zincir
reaksiyonunu kesintiye ugratarak ROS detoksifikasyonu yapmakta ve stres kosullari altinda
iiretilen kontrolsiiz ROS kaskadi ile miicadele etmektedir (Waskiewicz vd., 2014: 202,
Sachdev vd., 2021: 20).

1.3.1. Lipid Peroksidasyonu

Hiicre zarlarinin temel bilesenleri olan lipidler, hiicrelerin yapisin1 korumakta ve
fonksiyonlarm1 kontrol etmektedir. ROS saldirisimin  birincil hedefi olan lipidlerin
peroksidasyonu ise ROS'un hiicre zarindaki lipidlerden elektronlar1 ¢ikardigi siireci ifade
etmektedir. Lipid peroksidasyonu, c¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) oksidatif

yikimidir. Lipid peroksidasyonu, oksidatif strese maruz kalan aerobik organizmalarda hiicre
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hasarina sebep olmaktadir (Catala, 2006: 1483; Yin vd., 2011: 5944). Biyomembranin ana
bilesenleri olan PUFA'lar, oksidatif strese yanit olarak kolayca peroksidasyona ugramaktadir.
Kapsamli PUFA peroksidasyonu, membran akigkanligini1 azaltmakta, sizintiy1 artirmakta ve

membran proteinlerinde ikincil hasara neden olmaktadir (Ahmad vd., 2009: 11).

Serbest radikaller, enzimatik olmayan lipid peroksidasyonuna yol agar. Lipid
peroksidasyonu, baslangi¢, yayilma ve sonlanma asamalari olmak tiizere ii¢ asamadan
olusmaktadir (Sekil 1.7). Baslangi¢ asamasinda yeterli reaktiviteye sahip bir radikal (R"), lipid
molekiili (LH) ile etkileserek lipid radikallerini (L) olusturmaktadir. Yayilma asamasinda
karbon merkezli lipid radikal ile molekiiler oksijen (O2) reaksiyona girerek lipid peroksil
radikalini (LOO") olusturmaktadir. Lipid peroksil radikali, membrandaki diger PUFA’lari
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olugsmasina yol agmaktadir. Lipid peroksil radikalleri, bu
sirada agiga ¢ikan hidrojen atomunu alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH) doniismektedir.
Kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerleyen bu siire¢ bitki hiicresi i¢in
oldukga zararlidir. Sonlanma asamasinda ise lipid peroksil radikalleri birbirleriyle tepkimeye
girerek radikal olmayan tiriinlerin (NRP) olusmasina yol agmakta ve iki radikal ayni anda yok
edilmektedir. Alternatif bir yol olarak bu radikaller, antioksidan maddeler (AH) ile tepkimeye
girerek de zincir reaksiyonunu bitirebilmektedir (Yarsan, 1998: 91; Catala, 2006: 1486;
Jambunathan, 2010: 292; Yin vd., 2011: 5945-5949).

Baslangi¢c
LH+R* —L*+RH
Yayilma
L+ O2 —L00"

LH + LOO* —L* + LOOH
Sonlanma
LOO* + LOO* —NRP
veya
LOO* + AH —NRP

Sekil 1.7. Lipid peroksidasyonunun genel agamalari

Kaynak: (Yarsan, 1998: 91; Catala, 2006: 1485)

Lipid peroksidasyonunun ana birincil {rtnleri, lipid hidroperoksitlerdir. Lipid
hidroperoksitler yikildiginda ise bazilar1 son derece reaktif olan aldehitler olusmaktadir. En
yaygin reaktif aldehitlerden biri olan malondialdehit (MDA), arasidonik asit ve daha biiyiik

PUFA’larin enzimatik olan veya enzimatik olmayan siireglerle ayrismasi neticesinde olusan
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son iiriindiir. ikiden fazla metilen kesintili ¢ift bag iceren PUFA’larin oksidatif bozunmasiyla
MDA olusmaktadir (Yamauchi vd., 2008: 786; Ayala vd., 2014: 5). Lipid peroksidasyonunun
belirlenmesinde kolorimetrik bir yontem olan tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS)
tayini kullanilmaktadir. Lipid peroksidasyonu siirecinde PUFA’larin ayrismasiyla olusan
MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmekte ve tiyobarbitiirik asit reaktif
maddelerini olusturmaktadir. Bu kontrollii reaksiyon, kolorimetrik olarak olgiilmektedir.
Bitkilerdeki abiyotik, biyotik ve oksidatif stres ¢alismalarinda MDA igerigi, uzun zamandir
lipid peroksidasyonunun belirteci olarak kullanilmaktadir (Jambunathan, 2010: 292; Morales
ve Munné-Bosch, 2019: 1246-1247).

1.3.2. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Son yoriingesinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron bulunduran serbest
radikaller, bu eslenmemis elektronlar yiiziinden kararsiz yapida bulunmaktadir. Diger
maddeler ile tepkimeye girerek kararli hale gecebilen serbest radikaller, oksijen ya da nitrojen
kaynakli olabilmektedir. Nitrojen kaynakli olan serbest radikaller, reaktif nitrojen tiirleri
(RNS) olarak adlandirilir. Reaktif nitrojen tiirleri arasinda nitrik oksit (NO") ile nitrik dioksit
(NO2") bulunmaktadir. Oksijen kaynakli serbest radikaller ise reaktif oksijen tiirleri olarak
adlandirilir. Reaktif oksijen tiirleri arasinda baslica siiperoksit (O2™), hidroksil radikali (OH"),
alkoksil radikali (RO"), peroksil radikali (ROO"), hidroperoksil (HO?"), lipid peroksil (LOO")
gibi radikaller ile hidrojen peroksit (H20z), singlet oksijen (*O2) gibi radikal olmayan
oksidanlar yer almaktadir (Bhattacharjee, 2012: 1; Karabulut ve Giilay, 2016: 51-52).

Reaktif oksijen tiirlerinin kaynagi olan atmosferik oksijen (O-), enerji transferi yoluyla
farkli ROS’larin olusmasina yol agmaktadir (Sekil 1.8). Atmosferik oksijen, bir elektron
transferi sonucu indirgendiginde siiperoksit radikali, fazladan enerji alip kendi doniis yoniiniin
tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirdiginde ise singlet oksijen olugmaktadir.
Stiperoksit anyonunun dismutasyona ugramasiyla hidrojen peroksit olusurken, hidrojen
peroksit de Fe™ ile etkileserek Fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikalini
olusturmaktadir. Hidrojen peroksit ge¢is metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu yoluyla ve
stiperoksit anyonunun varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda bilinen en reaktif ve
toksik ROS olan hidroksil radikalini meydana getirmektedir (Biiyiik vd., 2012: 100; Das ve
Roychoudhury, 2014: 3; Mittler, 2017: 12).
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Singlet oksijen  Dioksijen Siiperoksit radikali ~ Peroksit iyonu

e — =
0, «— o0, —™> 0,y —> o,

2H*
l Fe?*
H,0, ———> OH"

Hidrojen peroksit T Hidroksil radikali

H,O, + Fe2*=—>0H "+ OH"+ Fe3*

Sekil 1.8. Atmosferik oksijenden farkli ROS’larin olusumu
Kaynak: (Mittler, 2017: 12)

ROS’lar hem normal hem de stres kosullar1 altinda bitkinin degisik organellerinde
uretilmektedir. Bitkilerde ROS iiretiminin ana kaynagi 1sik oldugunda kloroplastlar ve
peroksizomlar iken 1s18in olmadigi karanlik zamanlarda ise mitokondridir (Das ve

Roychoudhury, 2014: 3).

Cesitli abiyotik ve biyotik stres faktorlerine maruz kalan bitkilerde olusan en yaygin
tepkilerden biri reaktif oksijen tiirlerinin {iretimindeki artistir (Bhattacharjee, 2012: 1).
Bitkilerde aerobik metabolizmanin yan {irlinii olarak siirekli iiretilen ROS’lar, hiicrelerin
kendisini uzaklastiramayacag1 seviyeye ulasip biriktiginde oksidatif strese neden olmaktadir

(Pandhair ve Sekhon, 2006: 71; Dumanovi¢ vd., 2021: 2).

Yiiksek seviyelerdeki ROS’lar, lipidler, proteinler ve DNA gibi biyomolekiillerde
oksidatif hasar olusturmaktadir. ROS’lar, lipidlerin peroksidasyonuna, proteinlerin
oksidasyonuna, enzimlerin inaktivasyonuna, DNA ile protein arasinda ¢apraz bag olusumuna,
DNA’da tek zincir kiriklarina sebep olmakta ve nihayetinde hiicre dliimiine yol agmaktadir
(Sekil 1.9) (Sharma vd., 2012: 7).
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Sekil 1.9. Bitkilerde oksidatif stresin etkileri
Kaynak: (Hasanuzzaman vd., 2020b: 7)

ROS’un degisik konsantrasyonlarda farkli etkilere sahip olmasindan dolay: bitkilerin
ROS tepkileri de doza baglh olarak degismektedir Diisiik ya da orta konsantrasyonlarda
ROS’lar, hiicre i¢i sinyal kaskadlarinda ikincil mesajc1 gorevi gormektedir. Boylece bitki
hiicrelerinde programlanmis hiicre 6liimii, stoma kapanmasi, biyotik ve abiyotik strese karsi
tolerans kazanilmasi gibi cesitli bitki tepkilerinin olusmasina aracilik etmektedir. Fakat
yiiksek konsantrasyonlarda ROS’lar, hiicresel hasara ve hatta hiicre 6liimiine yol agmaktadir
(Bhattacharjee, 2012: 4; Sharma vd., 2012: 5). ROS’un sinyal mesajcist goérevinin mi yoksa
zararh etkisinin mi gerceklesecegi ROS iiretimi ve ROS’u temizleyen enzimlerin aktivasyonu

arasindaki denge tarafindan belirlenmektedir (Qamer vd., 2021: 3).

Antioksidanlar, dogrudan ya da dolayli olarak ROS’un temizlenmesini ve ROS
iretiminin kontrol altinda tutulmasini saglamaktadir. ROS’un asir1 {iretimini engelleyen
antioksidan savunma sistemi, enzimatik antioksidanlar ile diisiik molekiiler agirlikli enzimatik
olmayan antioksidanlardan olusmaktadir (Sekil 1.10) (Hasanuzzaman vd., 2020b: 15;
Mohammadi vd., 2021: 9).
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Antioksidanlar

Sekil 1.10. Bitkilerdeki antioksidan ¢esitleri ve antioksidanlarin ROS detoksifikasyon

mekanizmalari

Kaynak: (Hasanuzzaman vd., 2020a: 17)

1.3.3. Bazi1 Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemi Bilesenleri
1.3.3.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) reaktif oksijen tiirlerine karsi ilk savunma
hattin1 olusturan antioksidatif enzimdir. Oksidatif strese duyarli tiim aerobik organizmalarda
ve hiicre alt1 bilesenlerde bulunan SOD, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalize eder (Karuppanapandian vd., 2011: 717; Mehla vd., 2017: 8).
SOD, siiperoksit radikalini detoksifiye ederek metal katalizli Haber-Weiss reaksiyonu yoluyla

hidroksil radikali tiretilmesi riskini de azaltmaktadir (Berwal ve Ram, 2018: 3).
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Metalloenzim ailesi olan SOD’larin, bakir ve ¢inko SOD (Cu/Zn-SOD), mangan SOD
(Mn-SOD) ve demir SOD (Fe-SOD) olmak tizere aktif bolgelerindeki metal kofaktoriine gore
bitkilerde ti¢ izozimi mevcuttur (del Rio vd., 2018: 3). Bu SOD izoformlari, hiicrenin farkl
boliimlerinde bulunmaktadir. Fe-SOD kloroplastta, Mn-SOD mitokondri ve peroksizomda
Cu/Zn-SOD ise kloroplast, sitozol, peroksizom ve muhtemelen hiicre dis1 boslukta lokalizedir
(Alscher vd., 2002: 1332). Yapisal olarak Fe-SOD ve Mn-SOD enzimleri birbirine benzerken
Cu/Zn-SOD farklidir. U¢ SOD izoformunun hidrojen peroksit ve potasyum siyaniire (KCN)
kars1 degisen hassasiyetlerine gore deneysel olarak da ayrimi yapilabilmektedir. Cu/Zn-SOD
hem hidrojen peroksit hem de potasyum siyaniire duyarli iken, Fe-SOD sadece hidrojen
perokside duyarlidir. Mn-SOD ise her iki inhibitore karst da direnglidir (Bowler vd., 1992:
85).

Yapilan calismalarda, c¢esitli abiyotik streslere maruz kalan bitkilerde SOD
aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir (Pandhair ve Sekhon, 2006: 73; Yin vd., 2008: 49;
Armendariz vd., 2016: 124). Artan SOD aktivitesi genellikle bitkilerin abiyotik streslere karsi
artan toleranslartyla iliskilendirilmektedir (Dar vd., 2017: 37). Bitkilerin hayatta kalmasinda
kritik bir rol oynayan SOD’larin yukari regiilasyonuyla, abiyotik streslerin neden oldugu
oksidatif stres ile miicadele edilebilmektedir (Ahmad vd., 2010: 163).

1.3.3.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) kesfedilip karakterize edilen ilk antioksidatif enzimdir
(Mhamdi vd., 2010: 4199). Katalaz, bitkilerin ve diger aerobik organizmalarin
peroksizomlarinda bulunmaktadir. Fakat sitoplazma, mitokondri ve kloroplastlarda da tespit
edilmistir. Tetramerik yapida olup hem igeren katalaz, siyaniir gibi hem protein inhibitorleri
tarafindan inhibe edilebilmektedir (Anjum vd., 2016: 19003-19004; Leung, 2018: 27; Pan vd.,
2022: 2).

Katalaz, hidrojen peroksidin su ve oksijene doniisiimiinii katalize etmektedir.
CAT’larim hiicresel indirgeme esdegeri gerektirmemesi onlar1 bitkilerdeki diger hidrojen
peroksidi indirgeyen enzimlerden farklilastirmaktadir. Katalaz, hidrojen perokside karsi
yiiksek spesifiteye sahip olsa da organik peroksitlere karsi zayif aktiviteye sahiptir
(Sharmavd., 2012: 11).

Hidrojen peroksidin konsantrasyonuna bagli olarak katalaz, peroksidatik ya da

katalitik davranmaktadir. Hidrojen peroksidin diisiik konsantrasyonunda (< 10® M) katalaz
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peroksidatik davranir ve etanol, formaldehit gibi c¢esitli hidrojen vericileri oksitler.
Peroksidatik reaksiyon ile katalaz, hidrojen peroksit ve toksinlerden yararli iiriinler ve su
iretmektedir. Hidrojen peroksidin yiiksek konsantrasyonlarinda ise katalaz katalitik
davranarak toksik hidrojen peroksidi yiiksek hizda ayristirir. Bu katalitik reaksiyonda hidrojen
peroksit, hidrojen molekiiliiniin hem alicis1 hem de vericisi olarak davranarak su ve molekiiler

oksijen olusturulmaktadir (Sharma ve Ahmad, 2014: 139; Mehla vd., 2017: 9).

Bitki CAT’lar1 ekspresyon dzelliklerine gore Sinif I, Sinif II ve Sinif III olmak iizere
iic smifa ayrilmaktadir. Sinif I CAT’lar fotosentetik dokularda, Smif II CAT’lar vaskiiler
dokularda ve Sinif III CAT’lar reprodiiktif dokularda eksprese edilmektedir (Pan vd., 2022:
2). Metal stresi altinda bitkilerdeki CAT aktivitesi farkli sonuglar verebilmektedir. Metallerin
CAT da dahil antioksidan enzimlerin aktiviteleri tizerindeki etkisi bitki tiirii, doku tipi, bitki
yas1, metal tipi, Konsantrasyonu ve maruz kalma siiresi gibi faktorlere gore degisebilmektedir
(Anjum vd., 2016: 19007). Fakat abiyotik streslere maruz kalan bitkilerde antioksidan
savunmanin aktivasyonunun bir parcasi olarak CAT aktivitesinde de siklikla eszamanli bir

artis oldugu belirtilmektedir (Leung, 2018: 27).

1.3.3.3. Askorbat Peroksidaz (APX)

Askorbat peroksidaz (APX, EC 1.11.1.11), AsA-GSH dongiisiiniin merkezi bir
bileseni olup hiicre i¢i ROS seviyelerinin kontroliinde esansiyel bir rol oynamaktadir (Sharma
vd., 2012: 12). Sinif T hem-peroksidaz ailesine mensup olan APX, yiiksek bitkiler de dahil
¢ogu Okaryotta bulunmaktadir (Anjum vd., 2016: 19012). APX, elektron verici olarak
askorbati kullanarak hidrojen peroksidi suya indirgemekte ve aynm1 zamanda askorbatin tek
degerlikli oksidan1 olan monodehidroaskorbat (MDHA) iiretmektedir (Shigeoka vd., 2002:
1305). APX’i diger peroksitlerden aywran Ozelligi indirgeme giiciiniin kaynagi olarak
askorbata bagli olmasidir. APX, askorbatin yoklugunda kararsiz hale gelmektedir. Bunun
yaninda APX’ler hem-bagimli oksido-rediiktazlar olduklarindan katalitik aktiviteleri i¢in
demir olduk¢a 6nemlidir. Demir eksikligi de APX aktivitesini azaltmaktadir (Pandey vd.,
2017: 3).

Bitki APX’leri sitozol, mitokondri, peroksizom ve kloroplast dahil olmak tizere cesitli
hiicresel bolmelerde bulunmaktadir (Anjum vd., 2016: 19013). Bitkilerde amino asit sekansi
temelinde APX, hiicre alti lokalizasyonuna gore bes izozim olarak siniflandirilmaktadir.
Bunlar sitozolik (cAPX), mitokondriyal (mitAPX), kloroplastik (chlAPX: stromal-APX ve
tilakoidal-APX), peroksizomal/glioksizomal (mAPX) izoformlardir. Bu izozimler, spesifik
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korunmus domainler ve sinyal peptitleri dahil olmak {izere farkli yapisal ve kinetik 6zelliklere

sahiptir (Pandey vd., 2017: 3).

Cevresel streslere maruz kalan bitkilerde diger antioksidan enzimlerle birlikte genel
olarak APX aktivitesi artmaktadir (Caverzan vd., 2012: 1011). Yapilan bir ¢alismada nikel ve
cinko stresi altinda hardal otunda kontrole kiyasla APX aktivitesinin arttigi belirlenmistir
(Khan ve Khan, 2014: 1011). Diger bir ¢alismada ise bezelyede kadmiyum stresinin kontrole
kiyasla APX aktivitesini %180, nikel stresinin %50 artirdigi gézlenmistir (El1-Amier vd.,
2019: 7).

1.4. Hiperakiimiilator Bitkiler ve Fitoremediasyon

Agir metallerin toksik seviyesini belirli bir esik degerinde tolere edebilen bitkiler
hiperakiimiilatorler olarak isimlendirilir. Baker ve Walker (1990), agir metallerle kontamine
olmus topraklarda yetisen bitkileri stratejilerine gore metal dislayicilari, indikatorleri ve
aktimiilatorleri/hiperakiimiilatorleri olmak iizere {i¢ gruba ayirrmistir. Metal dislayicilari, agir
metallerin translokasyonunu sinirlamakta ve toprak tstii kisimlarinda diisiik seviyede kirletici
bulundurmaktadir. Metal indikatorleri, metal alinimini ve siirglinlere tasinimini diizenlemekte
veya pasif alinim yapmaktadir. Metal indikatorleri topraktaki metal konsantrasyonu kadar
metali toprak Ustli kisimlarina alabilmektedir. Metal akiimiilator/hiperakiimiilatorleri ise

topraktaki agir metal konsantrasyonundan daha fazlasimi toprak {istii kisimlarinda

biriktirebilmektedir (Baker ve Walker, 1990: 157).

Hiperakiimiilator bitkilerin tolere edebildigi agir metal konsantrasyonu, her agir metal
icin degisebilmekle birlikte siirgiin kuru kiitlesinin %1 seviyesi Zn ve Mn ig¢in, %0,1 seviyesi
As, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Sb, Se i¢in ve %0,01 seviyesi Cd i¢in esik degeri kabul edilmektedir.
Yaklagik 450 bitki tlirli hiperakiimiilator olarak smiflandirilmistir ve bunlarin %75 civari

nikele toleranshidir (Visioli ve Marmiroli, 2013: 134; Singh vd., 2016: 4).

Hiperakiimiilatorler, topraktan absorbe ettikleri agir metalleri kdklerinde tutmayip
stirgiinlerine tagir. Hiperakiimiilator olmayan tiirlere gore toprak iistli organlarinda 100-1000
kat daha fazla metal biriktirebilen hiperakiimiilatorler, agir metallerin yliksek
konsantrasyonlarmma ragmen herhangi bir toksik etki gostermez (Singh vd., 2016: 4).
Hiperakiimiilator olmayan bitkilere kiyasla hiperakiimiilator bitkilerin topraktan yiiksek
oranda agir metalleri almalari, aldiklar1 bu metalleri kokten siirgiinlerine dogru hizli ve efektif

bir sekilde tagiyabilmeleri ve bu agir metallerin biiyiik miktarlarin1 yapraklarinda detoksifiye
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ve sekestre edebilmeleri ayirt edici 6zelliklerindendir (Rascio ve Navari-1zzo, 2011: 171).
Hiperakiimiilatorler, bir fitoremediasyon ¢esidi olan fitoekstraksiyon i¢in miikemmel

adaylardir (Rascio ve Navari-1zzo, 2011: 175).

Fitoremediasyon teknolojisi, agir metallerle kontamine olmus alanlarin
temizlenmesinde bitkilerin kullanimina dayanan ¢evre dostu bir teknolojidir ve
fitoekstraksiyon, fitostabilizasyon, rizofiltrasyon, fitovolatilizasyon, fitodegradasyon olmak
tizere farkli tipleri mevcuttur (Sekil 1.11) (Terzi ve Yildiz, 2011: 1).

Fitovolatilizasyon
[ X )
@ @71 Z@®

i g

Fitoremediasyon Teknikleri

Fitoekstraksiyon

Fitodegradasyon

<

Fitostabilizasyon
— -
LX\\A Rizofiltrasyon

=

Sekil 1.11. Fitoremediasyon teknikleri
Kaynak: (Favas vd., 2014: 486; Awa ve Hadibarata, 2020: 7)

= Fitoekstraksiyon: Fitoakiimiilasyon, fitoabsorbsiyon veya fitosekestrasyon olarak da

bilinen  fitoekstraksiyon  teknigi, hiperakiimiilasyon = mekanizmasi  yoluyla
gergeklesmektedir. Bu teknik, topraktaki kirleticilerin bitki kokleri tarafindan
alinmasin1 ve toprak iistii biyokiitleye gecerek burada birikmesini ifade etmektedir.
Daha sonrasinda bu teknikte kullanilan bitkiler hasat edilerek yok edilmektedir.
Yiiksek seviyelerde metal kirliligi olan alanlarda bitki biiylimesi siirdiiriilemeyecegi
icin fitoekstraksiyon, metal kirliliginin diisiik veya orta diizeyde oldugu alanlarda
kullanilabilen bir tekniktir (Ghosh ve Singh, 2005: 217; Terzi ve Yildiz, 2011: 3; Ali
vd., 2013: 872).
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Fitostabilizasyon: Komplekslesme, ¢okelme, kokler tarafindan sorpsiyon, metal

degerlik indirgemesi gibi yollarla gerceklesen fitostabilizasyon, fitoimmobilizasyon
olarak da bilinmektedir. Fitostabilizasyon tekniginde, bitki kokleri, kontamine olmus
topraklardaki kirleticilerin hareketliligini ve biyoyararlanimini azaltmaktadir. Boylece,
kirleticilerin yeralti sularina tasinmasi veya besin zincirine karismasi engellenmis
olmaktadir. Fakat bu teknik, agir metallerin hareketini kisitlamasina ragmen toprakta
agir metaller hala daha bulundugu i¢in gegici bir ¢ozliimdiir ve diizenli olarak takip

gerektirmektedir (Ghosh ve Singh, 2005: 216; Ali vd., 2013: 872).

Rizofiltrasyon: Kirletici kontaminasyonunun diisiik oldugu sulu kaynaklarda, bitki
koklerinin  kirleticileri absorbe etmesi, konsantre etmesi ve ¢okeltmesidir.
Hiperakiimiilatorler diginda diger bitki tiirlerinin de kullanilabildigi bu teknikte karasal
bitkiler uzun kok sistemlerinden dolay1 tercih edilmektedir (Ghosh ve Singh, 2005:
216; Awa ve Hadibarata, 2020: 7).

Fitovolatilizasyon: Kirleticilerin bitki kokleri tarafindan alinip, daha az toksik ve

ucucu formlara doniistiiriilerek bitkinin havasal kisimlarindan atmosfere salinmasini
ifade eden tekniktir. Fitovolatilizasyon, oOzellikle civa ve selenyum gibi uguculugu
yliksek agir metallerin uzaklastirilmasinda kullanilsa da kirleticileri tamamen
uzaklastirmayip topraktan atmosfere aktarmasi kullanimini smirlayan bir faktor

olmaktadir (Ali vd., 2013: 872; Awa ve Hadibarata, 2020: 7).

Fitodegradasyon: Organik kirleticilerin bitkiler tarafindan daha basit molekiillere

parcalanmasidir. Rizosferik mikroorganizmalara bagimli olmayan bu pargalanma
islemi, dehalojenaz, oksijenaz gibi enzimler kullanilarak gergeklesmektedir.
Fitodegradasyon teknigi, agir metaller biyolojik olarak parcalanmadigi i¢in yalnizca
organik kirleticileri uzaklastirmakla smirli kalmaktadir. Rizosferik mikrobiyal
aktiviteye bagimli olmayan fitodegradasyon tekniginin aksine rizodegradasyon bu
aktiviteye bagimhi gerceklesmektedir. Fitodegradasyondan daha yavas sliregte
gergeklesen rizodegradasyon, rizosferdeki mikroorganizmalar tarafindan organik
kirleticilerin par¢alanmasii ifade etmektedir (Ghosh ve Singh, 2005: 217; Ali vd.,
2013: 872).
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1.5. Literatiir Ozeti

Salatalik bitkisine kursun stresinin uygulandigi bir ¢alismada; kursun toksisitesinin
biyokiitleyi azalttig1 ve siirgiinlerdeki kalsiyum, demir, potasyum iyonlarin1 azaltarak besin
dengesizligine yol ag¢tig1 tespit edilmistir. Kursuna maruz kalan salatalik bitkisinde; MDA,
hidrojen peroksit, askorbik asit ve flavonoid konsantrasyonlarinda; CAT, APX ve POD
enzimlerinin aktivitelerinde artis oldugu belirlenmistir (Khaliq vd., 2021: 6). Salatalik
bitkisine bakir nanopartikiillerinin uygulandig1 bir ¢alismada ise; salatalik bitkisinin total
biyokiitlesinin, klorofil a ve b igeriginin azaldigi, elektrolit sizint1, hidrojen peroksit ve MDA
iceriginin ise arttig1 gozlenmistir. Bunun yani sira, bakir stresine maruziyet sonucunda
salatalik bitkisinin kdk ve siirglinlerindeki Cu-Zn SOD gen ekspresyonunun yukari regiile
oldugu ifade edilmistir (Mosa vd., 2018: 1).

Proso dart bitkisinde (Panicum miliaceum L.) bakir toksisitesinin klorofil igerigini
azalttigi, fotosentetik aktiviteyi yavaslattigi ve biiylimeyi engelledigi ifade edilmistir. Bakira
maruz birakilmig 6rneklerde MDA ve H20: igeriginin, SOD, CAT ve POD enzimlerinin
aktivitelerinin kontrole kiyasla arttig1 gosterilmistir (Saman ve Sepehri, 2021: 3065).

Zhang ve arkadaglarinin (2022), domatesle yaptiklart bir ¢aligmada, bakir
toksisitesinin H2O; konsantrasyonunu, MDA ve prolin igerigini artirdigi belirlenmistir. Bakir
uygulamasinin domates yapraklarinda, kontrole kiyasla POD aktivitesini %134, APX
aktivitesini %27,69 artirdigi fakat CAT aktivitesini %60,28 ve SOD aktivitesini %11,71
azalttig1 rapor edilmistir (Zhang vd., 2022: 10).

Cemen otunda (Trigonella foenum-graecum) farkli konsantrasyonlardaki bakirin
(0,005; 0,1; 1; 10 ve 20 mM) etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, 0,005 ve 0,1 mM CuSO4
uygulanan 6rneklerde morfolojik herhangi bir toksik semptomun olmadigi fakat daha yiiksek
konsantrasyonlarda bakir uygulanan 6rneklerin kloroz ve senesens belirtileri gosterdigi tespit
edilmistir. Yiiksek konsantrasyonlardaki bakirin, lipid peroksidasyon ve hidrojen peroksit
oranmnt artirdigi, yaprak klorofil ve karotenoid igeriginde ise azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. Total fenol ve flavonoid seviyelerinin diisiik bakir konsantrasyonlarinda arttig
10 mM bakir konsantrasyonunda kontrol seviyelerine geldigi ya da daha azaldigi, yiiksek
bakir konsantrasyonunda APX aktivitesinin ise iki kattan daha fazla artig gosterdigi
belirtilmistir (Elleuch vd., 2013: 46).
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Wang ve arkadaslar1 (2011), farkli konsantrasyonlardaki bakir uygulamasini (0, 10,
30, 50, 100 uM) yonca bitkisinde incelemisler ve bakir stresinin H2O02, O™ ve OH’
seviyelerinde artisa sebep oldugunu gozlemlemislerdir. Bakir stresinin  diisiik
konsantrasyonlarinda bitki 6rneklerinin koklerinde CAT, APX ve GR aktivitelerinin arttigini,
10 uM Cu konsantrasyonunda CAT, 30 uM Cu konsantrasyonunda APX ve GR
aktivitelerinin maksimum seviyeye ulastigini ve konsantrasyon yiikseldik¢e bu enzimlerin
aktivitelerinin  distiiglinii  belirlemislerdir. Bakir konsantrasyonu yiikseldikge POD
aktivitesinin arttigini, SOD aktivitesinin ise azaldigim tespit etmislerdir (Wang vd., 2011a:
418). Piringte bakir stresinin incelendigi bir ¢alismada da artan bakir konsantrasyonuyla
birlikte H20. seviyesinin, lipid peroksidasyonunun, SOD, GPX, APX, GR aktivitelerinin,
askorbat, glutatyon ve prolin igeriginin arttigi, ancak CAT aktivitesinin kontrole gére énemli

bir degisiklik gostermedigi ifade edilmistir (Thounaojam vd., 2012: 33).

Cesitli arpa genotiplerinde kursun stresinin tohum ¢imlenme yiizdesi, kok ve siirgiin
uzunlugunu engelleyici etki gosterdigi; kontrole gore prolin igerigini ve lipid
peroksidasyonunu artirdigi bulunmustur (Al-Ghzawi vd., 2019: 58). Reddy ve arkadaslarinin
(2005) at yemi olarak kullanilan at grami (Macrotyloma uniflorum (Lam.) Verdc.) ve nohut
(Cicer arietinum L.) ile yaptiklar1 ¢alismada kursun toksisitesinin kontrole kiyasla MDA
icerigini, SOD, CAT, POD, GR ve GST aktivitelerini artirdig: bildirilmistir (Reddy vd., 2005:
97). Kursun toksisitesi ile ilgili yapilan bir diger caligmada musir fideleri kursuna maruz
birakilmis ve artan kursun konsantrasyonuyla birlikte MDA seviyesinin yiikseldigi,
fotosentetik pigmentlerin seviyesinin azaldigi gézlenmistir. Bununla birlikte artan kursun
seviyesi ve maruz kalma siiresinin uzamasiyla paralel olarak CAT ve SOD aktivitesinde ve

askorbik asit igeriginde artis oldugu ifade edilmistir (Gupta vd., 2009: 479).

Mostofa ve Fujita (2013), piring ile yaptiklar1 bir calismada 75 ve 150 pM bakirin
kloroza, nekroza, yaprak kivrilmasia; MDA ve H20> igeriginde artisa Ve klorofil igeriginde
azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica askorbat igeriginin kok ve yapraklarda
azaldigini, glutatyon igeriginin ise koklerde azalip yapraklarda arttigimi bildirmislerdir.
Koklerde her iki bakir konsantrasyonunda da SOD, APX, GPX, GR aktivitelerinin arttigini,
DHAR aktivitesinin azaldigimi, CAT aktivitesinin 75 puM bakir konsantrasyonunda
degismedigini, 150 uM’da azaldigii, MDHAR aktivitesinin ise 75 uM’da arttigini, 150
uM’da degismedigini belirtmislerdir (Mostofa ve Fujita, 2013: 959).

25



Turung (Citrus aurantium L.) bitkisine kursun ve bakir uygulamasinin yapildigi bir
caligmada, bitkinin gelisiminde gerileme, pigmentlerin konsantrasyonlarinda ve fotosentetik
aktivitede azalma gozlenmistir. Hem kursun hem de bakir uygulamasinda kontrole ve diisiik
konsantrasyondaki metal maruziyetine gore, yiiksek miktarda agir metale maruz kalan
orneklerde, antioksidanlarda kayda deger bir artis belirlenmis; MDA ve hidrojen peroksit
konsantrasyonlarinda artis oldugu ifade edilmistir (Giannakoula vd., 2021: 1).

Kursun toksisitesinin tartarya karabugdayinda (Fagopyrum tataricum Gaertn.); SOD,
CAT, APX, POD, GST ve GR ile prolin, seker ve GSH ozmolitlerini zaman ve
konsantrasyona bagli olarak artirdigi rapor edilmistir (Pirzadah vd., 2020: 1). Kursun
toksisitesinin pamukta klorofil a, klorofil b, toplam klorofil, karotenoidler gibi fotosentetik
pigmetleri azalttig1, membran hasarini ve elektrolit sizintiy1 ise artirdig1 gézlenmistir. Bununla
birlikte kontrole kiyasla kursun stresinin pamukta SOD, CAT, APX ve GPX aktivitelerini
artirdigi ifade edilmistir (Bharwana vd., 2013: 5).

Malar ve arkadaslar1 (2016) su siimbiiliinde (Eichhornia crassipes) kursun toksisitesi
iizerine yaptiklar1 ¢alismada; 1000 mg/L Pb maruziyetinde kontrol grubuna kiyasla
biyokiitlenin %33,28 azaldigin1 ve bitki bilylimesinin %350 inhibe edildigini gézlemislerdir.
Govdeye gore kokte daha fazla kursun birikiminin  oldugunu ve artan kursun
konsantrasyonuna bagli olarak klorofil igeriginin azaldigimi bildirmislerdir. 400 mg/L Pb
konsantrasyonuna kadar MDA miktariin arttigini  ancak yiiksek konsantrasyonlarda
azalmanin oldugunu tespit etmislerdir. Artan Pb konsantrasyonuyla birlikte APX ve POX
aktivitelerinin arttigini, CAT ve SOD aktivitelerinin 800 mg/L Pb konsantrasyonuna kadar
arttigin1 fakat daha yiiksek konsantrasyonlarda azaldigimi gostermislerdir. Yiiksek kursun
konsantrasyonlarinda, CAT ve SOD aktivitesinin azalmasinin nedeninin ROS iiretiminin asir1
artmig olmasindan kaynakli olabilecegini ifade etmislerdir. Antioksidatif enzimlerin
aktivitelerindeki artis ile su stimbiiliiniin kursun maruziyetini tolere edebilecek etkin bir

mekanizmaya sahip oldugunu belirtmislerdir (Malar vd., 2016: 1).

Lombardi ve Sebastiani (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada, kiraz eriginin (Prunus
cerasifera) 50 uM konsantrasyona kadar bakiri tolere edebildigini ancak 100 uM bakir
konsantrasyonunda bitki drneklerinin hem yas hem kuru agirlik i¢in relatif biliyiime oraninin
diistiiglinii ve nekroza kadar ilerleyen siddetli kararma meydana geldigini tespit etmislerdir.

Ayni zamanda bakir toksisitesinin total katalaz ve siiperoksit dismutaz aktivitesini artirdigini
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ve Sod ile Cat geninin ekspresyonunu es zamanli olarak indiikledigini bildirmislerdir
(Lombardi ve Sebastiani, 2005: 797).

Lamhamdi ve arkadaslarmin (2011) bugday fidelerinde kursun toksisitesi {izerine
yaptiklar1 bir ¢aligmada, kursun stresinin doza bagli olarak c¢imlenme ylizdesini azalttigi,
koklerde lipid peroksidasyonunu, ¢oziiniir protein konsantrasyonunu ve prolin igerigini
artirdigr gozlenmistir. Buna ek olarak SOD, POD, CAT, APX, GST gibi antioksidan enzim
aktivitelerinin genellikle doza bagli bir sekilde kursun varliginda 6nemli olgiide arttigi
belirlenmistir (Lamhamdi vd., 2011: 118).

Alaraidh ve arkadaglar1 (2018), ¢emen otunda kursun, kadmiyum ve krom
toksisitesinin etkileri ilizerine yaptiklar1 bir ¢calismada, kursun stresinin ¢imlenme yiizdesini,
kok ve siirgiin uzunlugunu ve kok taze agirligini azalttigini bildirmislerdir. Bununla birlikte
kursun stresinin kontrol grubuna kiyasla CAT, APX ve POD enzimlerini kodlayan genlerin
mRNA ekspresyon seviyelerinde Onemli Olciide artisa sebep oldugunu ifade etmislerdir.
Kadmiyum ve kroma goére kursun toksisitesinin, antioksidan enzimleri kodlayan genlerin
ekspresyon seviyelerinde daha fazla degisime yol agtigi, CAT kodlayan genin ekspresyon
seviyesinde 1.33 kat, APX kodlayan genin ekspresyon seviyesinde 1.63 kat ve POD kodlayan
genin ekspresyon seviyesinde 1.48 kat degisiklige neden oldugunu rapor etmislerdir (Alaraidh
vd., 2018: 93).

Elsholtzia argyi bitkisinin biri Pb/Cu maden alanindan alinan ve digeri kontamine
olmamug tarimsal alandan toplanan iki ekotip 6rneginde kursunun etkilerinin incelendigi bir
caligma yapilmistir. Maden bolgesindeki ekotipin yiiksek kursun seviyelerine daha toleranslt
oldugu belirlenmistir. Uygulanan biitiin kursun seviyelerinde, maden bdlgesiden alinan
ekotipin daha iyi gelistigi ve toksisite semptomu gdstermedigi ama kontamine olmamig
alandan alinan ekotipin biiylimesinin engellendigi ve 1 haftalik uygulamadan sonra
yapraklarinda solma belirtileri oldugu gozlenmistir. Kursunun, her iki ekotipin kék morfolojik
organizasyonu ve kok aktivitesi tizerinde olumsuz etkiler olusturdugu ancak maden
bolgesindeki ekotipte bu olumsuzluklarin keskin olmadigi ve bu ekotipin kok aktivitesini geri
kazandigi ifade edilmistir (Islam vd., 2007: 806).

Literatiirde agir metallerin etkilerinin farkli bitki tiirlerinde incelendigi caligsmalar
mevcut olmasina ragmen bal kabaginda (Cucurbita moschata) agir metal stresinin aragtirildigi
caligma sayisi oldukca smirlidir. Ornedin, yakin zamanda arsenik toksisitesinin bu bitkide

calisildigr bilinmektedir. Bu arastirmada, arsenik uygulanan orneklerin kontrol grubuna
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kiyasla biiylime parametrelerinin, net fotosentetik hizin, klorofil a, klorofil 4 ve toplam
klorofil miktarinin azaldig1 belirlenmistir. Arsenik stresine maruz kalan bal kabagi fidelerinde,
fenolik ve flavonoid bilesiklerin sentezinin azaldigi; SOD, CAT ve APX’in aktivitelerinin ise
arttig1 tespit edilmistir (Mushtaq vd., 2020: 1413). Bal kabaginda bu ve benzeri agir metal
caligmalar1 olduk¢a az sayida oldugundan literatiirde 6nemli bir bosluk bulunmaktadir. Bal
kabaginda 6zellikle kursun ve bakir stresinin hem ekofizyolojik hem de molekiiler seviyede
arastirlldigt herhangi bir calismaya ise rastlanmamistir. Bu ylizden calismamizda farkl
konsantrasyonlarda kursun (25 ve 50 mM) ve bakir (50 ve 100 mM) uygulanan bal kabaginda
antioksidan enzimlerin aktiviteleri spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir. Ay
zamanda bu antioksidan enzimlerin gen ekspresyon seviyelerinde meydana gelen degisimler

kantitatif ger¢ek zamanli PZR ile tespit edilmistir.
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2. MATERYAL METOD

2.1. Bitki Orneklerinin Yetistirilmesi, Kursun ve Bakir Stresi Uygulamalar

Bu c¢alismada bal kabagi (Cucurbita moschata Duch.) deney materyali olarak
kullanilmistir. Bal kabagi tohumlari sterilizasyon igin %10°luk NaClO (Tekkim) icerisinde 10
dakika bekletilip ardindan 3 kez distile su ile yitkanmistir. Daha sonra her saksiya 12 adet
tohum olacak sekilde ekim yapilmistir. 5 grup (kontrol, 25 mM kursun, 50 mM kursun, 50
mM bakir ve 100 mM bakir) ve 3 tekrarli olacak sekilde tohumlar 15 giin siiresince iklim
kabininde (DigiTech) distile su ile sulanmustir. 15. giiniin sonunda kontrol grubu distile su ile
sulanmaya devam edilmis, diger gruplar ise 25 mM Pb(NO3s). (Carlo Erba) ve 50 mM
Pb(NOs3),, 50 MM CuS04.5H20 (A.D.R.) ve 100 mM CuS0QO4.5H20 olacak sekilde sulanmistir
(Sekil 2.1). 7 kez agir metal uygulamasi yapilmis ve bitki 6rnekleri 4 haftanin sonunda

toplanmustir.

Sekil 2.1. Agir metal uygulanmadan 6nce (solda) ve 7. uygulamanin ardindan (sagda)

saksilarin genel goriiniimi

2.2. Bitkilerin Ekolojik Ol¢iimlerinin Belirlenmesi

Saksilarindan ¢ikarilan bitki 6rnekleri topraklarindan temizlenmistir. Fidelerin kok-
gbévde uzunluklar1 (cm) cetvel ile ve kok-gévde yas ve kuru agirliklar1 (g) hassas terazi ile
belirlenmistir. Yas agirliklar1 alinan 6rnekler, 70 °C’ye ayarli etiivde 72 saat bekletilip
kurutulduktan sonra hassas terazi (RADWAG) ile orneklerin kdok-govde kuru agirlik
olgiimleri alinmugtir. Orneklerin kék ve govde biyokiitleleri ile tolerans indeksleri

hesaplanmustir.
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2.3. Klorofil iceriginin Belirlenmesi

Orneklerin klorofil a, b ve toplam Klorofil icerigi belirlenmistir. Her bir deney grubuna
ait taze yapraklardan alinan 0,05 g 6rnekler %80’lik 15 ml aseton (Merck) ile homojenize
edilmis ve spektrofotometrede (AgileSpec) 645 nm ve 663 nm dalga boylarinda absorbans
degerleri okunmustur. Iki farkli dalga boyundaki absorbans degerleri asagida verilen
denklemlerde yerine koyularak klorofil a, b ve toplam klorofil igerikleri mg/ml olarak
belirlenmistir (Arnon, 1949: 3).

Klorofil a: [12.7 (Des3)- 2.69 (Dess)] (\VV/1000W)

Klorofil b: [22.9 (Dess) — 4.68 (Des3) ] (V/1000W)

Total Klorofil: [20.2 (Dess) + 8.02 (Dees)] (V/1000W)

D: Klorofil ekstratinin belirtilen dalga boyundaki absorbans degeri
V: % 80’lik aseton hacmi

W: Ekstre edilen dokunun gr olarak yas agirligi

2.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi I¢cin Yapraklardan Protein

Ekstraksiyonu

Antioksidan enzimlerin aktivitelerinin belirlenmesi igin yapraklardan protein
ekstraksiyonu yapilmistir. 0,1 g yaprak ornekleri, sivi azot ile ezilmis ve 2 ml ekstraksiyon
tamponu [50 mM K2HPO4 (Carlo Erba), 50 mM KH2PO4 (Carlo Erba), %1 PVP (Biomatik),
1mM EDTA (VWR Chemicals)] ile homojenize edilmistir. Bu karisim vorteksle (WiseMix®
VM-10) 15 saniye boyunca karistirilmistir. Daha sonra 6rnekler 20000 g’de 20 dk +4 °C'de
santrifiij (HERMLE) edilmis ve siipernatant kismi1 yeni eppendorf tiipe alinip enzim aktivitesi

tayininde kullanilmak iizere -80 °C'ye (Thermo Scientific) kaldirilmustir.

APX aktivitesinin tayininde kullanilacak ekstraksiyon tamponuna ayrica SmM
askorbik asit (Tekkim) de eklenmistir (Harinasut vd., 2003: 110).

2.5. Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Bitki orneklerinde lipid peroksidasyonu indikatorii olarak MDA (malondialdehit)
icerigi belirlenmistir. 0,25 g yaprak ornekleri tartilmis ve 5 ml %0,1°lik TCA (trikloroasetik
asit) (Bio Basic) ile homojenize edilmistir. Sonra homojenat, 15000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmis ve santrifiij edilen orneklerin berrak kisimlarindan 500 pl alinip {izerine 2 ml %20°’lik

TCA igerisinde ¢oziilmis %0,5’lik TBA (tiyobarbitiirik asit) (Carlo Erba) eklenmistir.
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Ornekler, 95 °C’de 30 dk inkiibe edilip sonra buz banyosunda sogutulmustur. Daha sonra
10000 rpm’de 10 dk santrifiij yapilmis ve berrak kisimdan alinip 532 nm ve 600 nm dalga
boyunda spektrofotometrede absorbans degerleri okutulmustur. Bu absorbans degerleri
asagidaki formiilde yerine yazilarak malondialdehit (MDA) degerleri bulunmustur (Heath ve
Packer, 1968: 190; Sairam ve Saxena, 2000: 56).

MDA (nmol ml) = [(A532-A600)/155 000] 10°
2.6. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
2.6.1. Toplam Protein iceriginin Belirlenmesi

Enzim aktivitelerinin hesaplanmasinda protein miktarlarin1 da bilmek gerektiginden
elde edilen yaprak ekstraktlarinin protein igerikleri belirlenmistir. Protein miktarlari, Bradford
metodu ve sigir serum albiimini (BSA) standardi kullanilarak belirlenmistir (Bradford, 1976:
249). Protein igerigi belirlenirken 780 ul dH20 tizerine 20 pl enzim ¢dzeltisi konulmus ve bu
karisimin tizerine 200 pl 5X Bradford (Serva) ¢ozeltisi eklenerek vortekste karistirilmistir.
Daha sonra oda sicakliginda ve karanlikta 5 dakika bekletilen karisimin absorbans degeri
spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda ti¢ tekrarli olacak sekilde okutulmustur. Standart
grafiginin olusturulmasi i¢in 1 mg/ml BSA (Sigma) stogu kullanilmistir. BSA stogundan 0,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pg protein alinarak absorbans degerleri Sl¢iilmiistiir.
Standartlara ait absorbans degerleri kullanilarak bir grafik olusturulmustur. Grafikten elde
edilen formiil (y = 0,0073x - 0,0053) kullanilarak protein konsantrasyonu bilinmeyen

orneklerin konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
2.6.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD aktivitesi, mg protein basina birim olarak ifade edilmektedir. SOD enzim
aktivitesinin bir birimi (U), NBT (Nitro Blue Tetrazolyum) rediiksiyonunu %50 oraninda
inhibe etmek i¢in gereken SOD enzim miktar1 olarak tanimlanir (Kumar vd., 2012: 7). SOD
aktivitesinin belirlenmesi i¢in 20 ul enzim 6ziitii ve 1 ml SOD tamponu [0,05 mM NaxHPO4
(Carlo Erba), 0,033 mM NBT (TCI), 0,0033 mM Riboflavin (Alfa Aesar), 10 mM L-
metiyonin (AMRESCO), 0,66 mM EDTA (VWR)] 10 dk siire ile 300 pmol m?2s? 151k
yogunlugunda beyaz floresan 1s1gina maruz birakilarak absorbans degerleri kore karsi
spektrofotometrede (AgileSpec) 560 nm dalga boyunda okunmus ve % inhibisyon
degerlerinin hesaplanmasi i¢in kaydedilmistir. % inhibisyon degerlerinin hesaplamas1 asagida

verilen formiile gore yapilmaistir.
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% inhibisyon= (Kontroliin Abs.-Ornegin Abs.) X 100/ Kontroliin Abs.
Ornek: Enzim 6ziitii igeren SOD reaksiyon tamponu

Kontrol: Enzim 6ziitii igermeyen SOD reaksiyon tamponu

2.6.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesi, hidrojen peroksidin katalaz enziminin etkisi ile su ve oksijene
par¢alanmasindan kaynaklanan 240 nm dalga boyunda absorbanstaki azalmalarin oda
sicakliginda spektrofotometrik olarak Olglilmesiyle belirlenmektedir. CAT aktivitesinin
belirlenmesi i¢in 20 pl enzim oziiti ve 1 ml CAT reaksiyon tamponu [50 mM K;HPOQsg,
50 mM KH2PO4 ve 30 mM H»0O; (Carlo Erba)] birlikte tiipe aktarilmis ve pipetaj yapilarak
karigtirtlmistir. Enzim 6ziitii icermeyen CAT reaksiyon tamponu kor olarak kullanilmistir.
Kore karst 6rneklerin 240 nm dalga boyunda 3 dk boyunca 15 sn araliklarla kinetik 6l¢timii
alinarak absorbans degerlerindeki degisimler kaydedilmistir. Bir birim (U) katalaz aktivitesi,
deney kosullar1 altinda dakikada 0,001'lik bir absorbans degisikligine neden olan enzim

miktar1 olarak tanimlanir (Alici ve Arabaci, 2016: 3).
Toplam katalaz aktivitesi, asagidaki esitlige gore U/pg protein olarak belirlenmistir.
CAT Aktivitesi (U/pg): [(AAbs xVigplam)/€ X t X Venzim X 1]/ TP
€= Ekstinksiyon katsayist (40 mmol/L.cm)
Vioplam: TOplam hacim (1,020 ml)
Venzim: Reaksiyona konulan enzim hacmi (0,02 ml)
t: Reaksiyonun gerceklestigi siire (3 dk)
I: Kiivete ait 151k yolu (1 cm)
TP: Total protein miktar1 (mg/ml)
2.6.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi

APX aktivitesinin belirlenmesi i¢cin 20 pl enzim o&ziti ve 1 ml APX reaksiyon
tamponu (50 mM K2HPQO4, 50 mM KH2POs, 250 uM askorbik asit ve 5 mM H»O3) birlikte
tiipe aktarilmis ve pipetaj yapilarak karistirilmistir. Kor olarak enzim 6ziitii icermeyen APX
reaksiyon tamponu kullanilmistir. Kore kars1 6rneklerin 290 nm dalga boyunda 3 dk boyunca

15 sn araliklarla kinetik 6l¢timii alinarak absorbans degerlerindeki degisimler kaydedilmistir
(Panchuk vd., 2002: 849).
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Toplam APX aktivitesi, asagidaki esitlige gére U/ug protein olarak belirlenmistir.
APX Aktivitesi (U/ng): [(AAbs X Vioplam)/€ X t X Venzim X 1] / TP

€ : Ekstinksiyon katsay1s1 (2,8 mmol/L.cm)

Vioplam: Toplam hacim (1,020 ml)

Venzim: Reaksiyona konulan enzim hacmi (0,02 ml)

t: Reaksiyonun gerceklestigi siire (3 dk)

I: Kiivete ait 151k yolu (1 cm)

TP: Total protein miktar1 (mg/ml)

2.7. Antioksidan Enzimlere Ait Gen ifadelerinin Belirlenmesi

2.7.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu igin HibriGen Total RNA Izolasyon Kiti kullanilmistir.
-80 °C’de muhafaza edilen bitki ornekleri -80 °C’den ¢ikarilip steril havanda sivi azotla toz
haline getirilene kadar ezilmistir. Kitin protokolu takip edilerek 100 mg bitki 6rneklerinin
tizerine 1ml HT tamponu eklenmis ve karisim homojen hale gelene kadar vortekste 10 saniye
boyunca karigtirilmistir. Buzda 5 dakika inkiibasyon yapilip 4 °C’de 12000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatant yeni bir RNaz bulundurmayan mikrosantrifiij tiipiine
aktarilmigtir. Ardindan 200 ul kloroform eklenip 15 saniye vorteks ile homojen hale gelene
kadar karistirilmis ve buz lizerinde 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 6rnekler
4 °C’de 12000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra iki faza ayrilan
karisimin RNA igeren renksiz en iist faz1 pipet yardimiyla alttaki diger fazlar karigmayacak
sekilde dikkatlice yeni bir RNaz bulundurmayan bos tiipe aktarilmistir. Alinan renksiz fazin
hacmine gore 2 oraninda 6nceden sogutulmus etanol (%100) eklenmis ve karisim vorteksle
tyice karistirilip filtreli tiipe aktarilmistir. Sonra, 4 °C’de 12000 rpm’de 30 sn santrifiij edilmis
ve filtrenin altindaki tiipte toplanan sivi atilmistir. Filtreye 500 pl RY1 eklenmis ve 4 °C’de
12000 rpm’de 30 sn boyunca santrifiij edilip yine altta kalan sivi atilmistir. Ardindan filtreye
500 pl RY2 eklenip 1 dk oda sicakliginda inkiibasyon yapilmis, 4 °C’de 12000 rpm’de 30 sn
boyunca santrifiij edilip altta kalan sivi atilmistir. Filtreye 500 ul RY2 eklenip 1 dk oda
sicakliginda inkiibasyon yapilarak ve 4 °C’de 12000 rpm’de 30 sn boyunca santrifiij edilip
altta kalan s1v1 atilarak onceki adim bir daha tekrarlanmustir. Filtreli tiip 12000 rpm’de 2 dk
kurumasi i¢in santrifiij edilmis ve filtreli tiiplin i¢indeki kolon 1,5 ml’lik mikrosantrifiij

tiplerine yerlestirilmistir. Son olarak dogrudan membran tizerine 50 ul DEPC ile muamele
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edilmis su eklenip 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. RNA’nin bu su igerisinde
toplanmasi i¢in 12000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmis ve tiip igerisinde bulunan saf RNA uzun

stireli kullanim i¢in -80 °C’de muhafaza edilmistir.
2.7.2. Total RNA Miktarimnin Belirlenmesi

Izole edilen RNA &rneklerinden 5 ul almarak %1°lik 100 ml agaroz jelde 100V°da 40
dk yiritilmistir. Jelde c¢ift ve parlak bant halinde goriinen ornekler cDNA sentezi igin
secilmistir. Jelde cok silik ve siirlintii halinde bant goriinen 6rnekler icin RNA izolasyonu

tekrarlanmustir.
2.7.3. cDNA Sentezi

izole edilen RNA &rnekleri A.B.T. cDNA sentez kiti [A.B.T.™ cDNA Synthesis Kit
with RNase Inh. (High Capacity)] kullanilarak cDNA’ya ¢evrilmistir. Her bir 6rnek i¢in steril
bir 0,2 ml’lik santrifiij PCR tiipe sirasiyla 3,5 pul RNaz-serbest su, 2 ul 10X Reaksiyon
Tamponu, 1 pl dNTP mix, 2 ul Random Hexamer (50 uM), 0,5 ul RNaz inhibitér, 1 pl
Reverse Transkriptaz ve 10 ul RNA 06rnegi eklenmis ve son hacmi 20 ul olan karisim
mikrosantrifiite (STARLAB) spinlenmistir. Ardindan 6rnekler, 10 dk 25 °C’de, 120 dk
37 °C’de, 5 dk 85 °C’de Thermal Cycler’da (Applied Biosystems) inkiibe edilmis ve
inkiibasyon bittikten sonra kantitatif ger¢ek zamanli PZR’de kullanilmak i¢in -20 °C’de

saklanmustir.

2.7.4. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) I¢in Primer

Secimi

Kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QPZR) deneylerinde gerekli
olan genlere ait primer dizileri i¢in, Ara ve arkadaslarinin (2013) yapmis oldugu ¢alismadan
yararlanilmistir (Ara vd., 2013: 24023) ve primer dizileri asagidaki tabloda listelenmistir
(Tablo 2.1). Liyofilize gelen primerler 15 sn 10000 rpm’de santrifiij edilip her primere
lizerinde belirtilen miktar olglisiinde niikleaz-serbest dH2O eklenmistir. Ardindan pipetaj
yapilarak karistirilmis ve 100 uM’lik stok soliisyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok
solisyonlardan ise 10 uM’lik calisma soliisyonlar1 hazirlanmistir. Hem stok hem de calisma

soliisyonlar1 daha sonra kullanilmak {izere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 2.1. gPZR i¢in kullanilan primerler ve dizileri

Primer Dizisi (5°-3°) Tm (°C)
SOD-Mn (F) | 5>-TCTGGATGGGTGTGGCTTGCTCT-3’ 64
SOD-Mn (R) | 5>-GCATGCTCCCAAACATCGATC-3’ 60
CAT (F) 5’-TACTCAGAGGCACCGTCTTG-3’ 59
CAT (R) 5’-CTCCTCATCTCGGTGCATAA-3’ 57
APX (F) 5’-TGAGCTCGCCCATGGCGCCAA-3’ 66
APX (R) 5’-ATCTCAACAGCAACAACACCAG-3’ 58
Aktin (F) 5’-CCGCTCTTGCTCCGAGCAG-3’ 63
Aktin (R) 5’-ATCCACATCTGTTGGAAGGTAC-3’ 58

2.7.5. Kantitatif Gercek Zamanh PZR

Elde edilen c¢cDNA ornekleri, kantitatif ger¢ek zamanli PZR igin kalip olarak
kullanilmigtir. qPZR  deneyleri yapilmadan o6nce c¢DNA  Orneklerinin  Nanodrop
Spektrofotometre (AgileSpec) ile 260 nm ve 280 nm dalga boyunda saflik ve miktar tayinleri
yapilmis ve ornekler, qPZR deneyleri i¢in gerekli miktarda seyreltilmistir. Seyreltme islemleri
tamamlandiktan sonra kantitatif gercek zamanli PZR, AB.T.™ 2% gPCR SYBR-Green
MasterMix (without ROX) kiti kullanilarak yapilmistir (Tablo 2.2). Deney ig¢in gerekli
malzemeler kitin kullanim kilavuzunda belirtildigi sekilde PZR strip tiiplere ilave edilerek
gPZR, PZR cihazinda (Agilent Technologies) gerceklestirilmistir (Tablo 2.3). Kantitatif
ger¢ek zamanh PZR reaksiyonu her bir cDNA 6rnegi i¢cin hem SOD-Mn, CAT, APX enzim
genleri hem de normalizatdr gen olan Aktin genine ait olan primerler kullanilarak 3’er tekrarl

olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Tablo 2.2. Kantitatif ger¢ek zamanli PZR bilesenleri ve eklenen miktarlar

Bilesenler Miktar
cDNA kalip 1l
Primer Forward (F) 0,5 ul
Primer Reverse (R) 0,5ul
DEPC’li su 3ul
AB.T.™ 2X gPCR SYBR-Green 5 1
MasterMix (without ROX) H
Total Hacim 10 pl
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Tablo 2.3. Kantitatif ger¢ek zamanli PZR sicaklik dongiisii

95 °C 5 dk

95 °C 30 sn .
55 °C 60 sn 40 dongii
95 °C 30 sn

65 °C 30 sn

95°C 30 sn

2.8. Istatiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlarda kursun ve bakira maruz birakilan deney
gruplartyla yapilan her ¢alisma 3 bagimsiz tekrar olmak iizere gerceklestirilmistir. Istatiksel
analizler i¢in GraphPad programinda (GraphPad Prism 9) varyans analizi (ANOVA)
kullanilip p degeri hesaplanmistir. Onemli degerler *‘**° isareti ile, standart sapmalar “+”’

isareti ile gosterilmistir.
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3. SONUC, TARTISMA VE ONERILER
3.1. Sonuclar
3.1.1. Bitkilerin Ekolojik Ol¢iimlerinin Belirlenmesi

Iki farkli kursun (25 mM ve 50 mM) ve bakir (50 mM ve 100 mM)
konsantrasyonunda yetistirilen bitkilerden 7 agir metal uygulamasi sonunda kok ve yaprak
ornekleri toplanmis ve bazi ekolojik oOl¢iimler alinmistir. Kursun ve bakir uygulanan
orneklerin her iki metal konsantrasyonunda morfolojik olarak toksisite semptomu

gostermedigi, orneklerin kontrolde oldugu gibi yesil kaldig1 ve kloroz olusmadigi saptanmistir
(Sekil 3.1).

100 mM Cu

Sekil 3.1. Kursun ve bakir stresine maruz birakilan 6rneklerin 7. uygulama sonrasindaki saksi

goriintiileri

Iki farkli konsantrasyonda kursuna maruz birakilan &rneklerin kontrole (30,04 cm)
gore govde uzunlugunda 6nemli bir artis gozlenirken, 25 mM kursun uygulanan bitkilerin
govde uzunlugunun (31,67 cm) 50 mM kursun stresi uygulanan drneklerin gévde uzunluguna
(31,13 cm) gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. Artan kursun konsantrasyonuyla birlikte
bitkilerin kok uzunlugunda (sirastyla 30,85 cm; 30,04 cm) ise kontrole (31,4 cm) kiyasla bir
azalma oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.1).
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Grafik 3.1. Kursun uygulanan bal kabag bitkisine ait govde ve kok uzunluklari
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

50 ve 100 mM olmak iizere iki farkli konsantrasyonda bakir uygulanan ornekler
kontrolle karsilastirildiginda artan bakir konsantrasyonuna paralel olarak gévde uzunlugunun
(strasiyla 30,33 cm; 32,46 cm) arttigi belirlenmistir. 50 mM ve 100 mM bakir uygulanan
orneklerin kontrole gore kok uzunluklarinda 6nemli derecede azalma g6zlenmis, 50 mM bakir
uygulamasinin bitkilerin kok uzunlugunu (24,13 cm) 100 mM bakir uygulamasina gore
(27,29 cm) daha fazla azalttig1 saptanmistir (Grafik 3.2).

Tim bitki Ornekleri karsilagtirilldiginda, en uzun goévde uzunluguna (32,46 cm)
100 mM bakir stresi altindaki bitki grubunda rastlanirken, en kisa gdvde uzunluguna
(30,04 cm) kontrol grubunda rastlanmistir. En uzun koék uzunluguna (31,4 cm) kontrol
grubunda rastlanirken, en kisa kdk uzunluguna (24,13 cm) 50 mM bakir stresi uygulanan bitki

grubunda rastlanmistir (Grafik 3.1 ve 3.2).
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Grafik 3.2. Bakir uygulanan bal kabag bitkisine ait gévde ve kok uzunluklart
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

Bitkilerin kok yas ve kuru agirliklari incelendiginde, kontrole (sirastyla 0,504 g; 0,112
g) gore 25 mM kursun uygulanan orneklerin kok yas agirliginin (0,851 g) olduk¢a onemli
derecede artis gosterdigi; kok kuru agirliginin da (0,139 g) g6z ardr edilebilecek bir sekilde
arttig1 belirlenmistir. 50 mM kursun uygulanan 6rneklerin ise kontrole kiyasla kok yas (0,53
g) ve kuru (0,095 g) agirliklarinda 6nemli bir degisiklik olmadigi tespit edilmistir (Grafik
3.3).

Iki farkli konsantrasyonda bakir uygulanan &rneklerde ise kontrole kiyasla kok yas ve
kuru agirliginda genel olarak azalma gézlenmistir. Artan bakir konsantrasyonuyla birlikte kok
yas agirhiginda (sirastyla 0,337 ¢; 0,312 g) 6nemli bir azalma goézlenirken, kok kuru
agirliginda 50 mM bakir konsantrasyonunda (0,092 g) dnemli bir degisiklik tespit edilmeyip
100 mM bakir konsantrasyonunda (0,083 g) kontrole (0,112 g) gore onemli derecede bir
azalma oldugu belirlenmistir (Grafik 3.4).

Tiim bitki gruplar karsilastirildiginda, en yiiksek kok yas (0,851 g) ve kuru agirligina
(0,139 g) 25 mM kursun stresi uygulanan bitki grubunda rastlanirken, en diisiik kok yas
(0,312 g) ve kuru agirhigma (0,083 g) 100 mM bakir stresi uygulanan bitki grubunda
rastlanmistir (Grafik 3.3 ve 3.4).
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Grafik 3.3. Kursun uygulanan bal kabag bitkisine ait kok yas ve kuru agirliklar
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)
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Grafik 3.4. Bakir uygulanan bal kabag: bitkisine ait kok yas ve kuru agirliklar
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)
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Orneklerin gdvde yas ve kuru agirliklar incelendiginde kontrole (sirasiyla 12,72 g;
1,401 g) kiyasla bitkilerin govde yas agirliginin 25 mM kursun uygulamasinda (13,69 Q)
onemli derecede artarken, 50 mM kursun uygulamasinda 6nemli derecede azaldigi (11,51 Q)
goriilmiis, her iki kursun konsantrasyonunda govde kuru agirhiginda (sirasiyla 1,444 g; 1,367

g) ise 6nemli bir degisikligin olmadig1 belirlenmistir (Grafik 3.5).
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Grafik 3.5. Kursun uygulanan bal kabagi bitkisine ait govde yas ve kuru agirliklar:
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

Kontrole goére 50 mM ve 100 mM bakir uygulanan orneklerin gévde kuru
agirliklarinda (sirasiyla 1,555 g; 1,310 g) 6nemli bir degisiklik bulunmazken, 50 mM bakir
konsantrasyonunda govde yas agirliginin (13,82 g) kontrole kiyasla dnemli derecede arttigi,
100 mM bakir konsantrasyonunda ise govde yas agirliginin (11,92 g) 6nemli dl¢iide azaldigi
belirlenmistir (Grafik 3.6).

Tim bitki gruplart karsilastirildiginda, en yiiksek govde yas (13,82 g) ve kuru
agirhigma (1,555 g) 50 mM bakir stresi uygulanan bitki grubunda rastlanirken, en diisiik
govde yas agirligina (11,51 g) 50 mM kursun stresi uygulanan grupta, en diisiikk gévde kuru
agirhgma (1,310 g) ise 100 mM bakir stresi uygulanan bitki grubunda rastlanmistir (Grafik
3.5ve 3.6).
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Grafik 3.6. Bakir uygulanan bal kabag: bitkisine ait govde yas ve kuru agirliklar
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

Bitki orneklerinin kok ve govde biyokiitleleri karsilastirildiginda, 25 mM kursun
uygulanan bitkilerde kok (26519 g/ha) ve govde (275122 g/ha) biyokiitlesinin kontrole
(sirastyla 21298 g/ha; 266874 g/ha) gore onemli bir artis gosterdigi ancak S0 mM kursun
uygulanan bitkilerde hem kok (18089 g/ha) hem de gévde (260306 g/ha) biyokiitlesinde

onemli bir azalmanin oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.7).

50 mM ve 100 mM bakir konsantrasyonunda yetistirilen drneklerin kok biyokiitlesinin
(swrastyla 17585 g/ha; 15806 g/ha) kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede azaldigi, 50 mM
bakir konsantrasyonundaki orneklerde kontrole gore govde biyokiitlesinin (296100 g/ha)
onemli derecede arttig1, 100 mM bakir konsantrasyonundaki orneklerde govde biyokiitlesinin

(249441 g/ha) ise onemli dlglide azaldigr gézlenmistir (Grafik 3.8).

Tiim bitki gruplan karsilastirildiginda, en yiiksek kok biyokiitlesine (26519 g/ha) 25
mM kursun stresi uygulanan bitki grubunda rastlanirken, en yiiksek govde biyokiitlesine
(296100 g/ha) 50 mM bakir stresi uygulanan bitki grubunda rastlanmistir. En diisiik kok
(15806 g/ha) ve govde (249441 g/ha) biyokiitlesi ise 100 mM bakir stresi uygulanan bitki
grubunda gozlenmistir (Grafik 3.7 ve 3.8).
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Grafik 3.7. Bal kabag: bitkisinde kursun uygulamasinin govde ve kok biyokiitlesi {izerine

etkisi
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)
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Grafik 3.8. Bal kabagi bitkisinde bakir uygulamasinin gévde ve kok biyokiitlesi tizerine etkisi

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)
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Bitki orneklerinin kursun tolerans indeksleri (Pb-Ti) incelendiginde, 25 mM kursun
uygulanan orneklerin tolerans indeksinin (%2101,8) kontrolden (%100) 6nemli derecede
yiiksek oldugu, 50 mM kursun uygulanan bitkilerin tolerans indeksinin (%99,56) ise kontrol

grubuna gore 6nemli derecede diisiik oldugu belirlenmistir (Grafik 3.9a).
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Grafik 3.9. a) Kursun uygulanan b) bakir uygulanan bal kabagi bitkisinde tolerans indeksleri
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

Iki farkli konsantrasyonda bakir uygulanan bitki &rneklerinin bakir tolerans
indekslerinin (Cu-TI) kontrole gore dnemli derecede azaldigi goriilmiistiir. 50 mM bakar
uygulanan bitkilerin tolerans indeksinin (%88,64) 100 mM bakir stresi altindaki bitkilerin
tolerans indeksinden (%97,25) daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.9b).

3.1.2. Klorofil Miktarlarimin Belirlenmesi

Bitki orneklerinin klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlar1 incelendiginde,
her iki kursun konsantrasyonunda da kontrole goére klorofil a miktarinin 6nemli derecede
arttig1; bu artisin 25 mM kursun uygulamasinda (5,212 mg/ml) 50 mM kursun uygulamasina
(5,066 mg/ml) gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Aymi sekilde her iki kursun
konsantrasyonunda kontrole gore klorofil b ve toplam klorofil miktarinin arttigi ve bu artigin
25 mM kursun uygulanan orneklerde (sirasiyla 2,613 mg/ml; 7,823 mg/ml) 50 mM kursun
uygulanan orneklere gore (sirasiyla 2,460 mg/ml; 7,524 mg/ml) daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Grafik 3.10).
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Grafik 3.10. Kursun uygulanan bal kabagi bitkisinde klorofil miktarlari
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

50 mM bakir konsantrasyonundaki orneklerde klorofil a (4,727 mg/ml), klorofil b
(2,984 mg/ml) ve toplam klorofil (7,708 mg/ml) miktarlarinin kontrole (sirasiyla 3,913
mg/ml; 1,854 mg/ml; 5,766 mg/ml) kiyasla arttigi belirlenmistir. Ayrica 100 mM bakir
uygulanan 6rneklerin klorofil b miktarinda (1,887 mg/ml) kontrole gére 6nemli bir degisiklik
gozlenmezken, klorofil a (3,409 mg/ml) ve toplam klorofil (5,249 mg/ml) miktarinin énemli
derecede azaldig1 gozlenmistir (Grafik 3.11).

Tiim bitki 6rnekleri karsilastirildiginda, en yiiksek klorofil a (5,212 mg/ml) ve toplam
klorofil miktarina (7,823 mg/ml) 25 mM kursun uygulanan bitki grubunda rastlanirken, en
yiiksek klorofil b miktarina (2,984 mg/ml) 50 mM bakir uygulanan deney grubunda
rastlanmistir. En diisiik klorofil a (3,409 mg/ml) ve toplam klorofil miktari ise (5,249 mg/ml)
100 mM bakir uygulanan 6rneklerde gézlenirken, en diisiik klorofil b miktar1 (1,854 mg/ml)
kontrol grubunda tespit edilmistir (Grafik 3.10 ve 3.11).
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Grafik 3.11. Bakir uygulanan bal kabagi bitkisinde klorofil miktarlar
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

3.1.3. Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi

25 mM kursun konsantrasyonuna maruz birakilan bitkilerin MDA igeriginde
(0,36 nmol mlt) kontrole (0,42 nmol ml?) kiyasla énemli dl¢iide bir azalma oldugu, 50 mM
kursun konsantrasyonundaki 6rneklerde (0,54 nmol ml?t) ise kontrole gore onemli derecede

artig oldugu saptanmistir (Grafik 3.12a).

50 mM bakir uygulanan &rneklerin MDA igeriginde (0,418 nmol ml?t) kontrole
(0,42 nmol ml?t) kiyasla énemli bir degisiklik olmadigi belirlenmistir. 100 mM bakir
konsantrasyonuna maruz birakilan érneklerin MDA igeriginde (0,549 nmol mIY) ise kontrole

gore onemli lgiide bir artis oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.12Db).

Tiim bitki gruplar1 karsilastirildiginda, en yiiksek MDA icerigine (0,549 nmol mlt)
100 mM bakir stresi altindaki bitki grubunda rastlanirken, en diisik MDA igerigine
(0,36 nmol mIt) 25 mM kursun stresi altindaki bitki grubunda rastlanmistir (Grafik 3.12a ve
3.12b).
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Grafik 3.12. a) Kursun uygulanan b) bakir uygulanan bal kabagi bitkisinde MDA igerigi
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

3.1.4. Antioksidan Enzim Aktivetelerinin Belirlenmesi

3.1.4.1. Toplam Protein Iceriginin Belirlenmesi

Bitki Orneklerinin toplam protein miktarlar1 karsilagtirildiginda, 25 mM kursun
konsantrasyonuna maruz birakilan bitkilerin (4427 pg/ml) kontrole (5049 pg/ml) gére toplam
protein miktarinda 6nemli bir azalmanin oldugu ancak 50 mM kursun uygulanan bitkilerin
toplam protein miktarinda (5922 pg/ml) ise kontrole kiyasla 6nemli bir artisin gerceklestigi
belirlenmistir (Grafik 3.13a).

Her iki bakir uygulamasinda da bitki orneklerinin toplam protein miktarmin kontrol
grubuna gore onemli derecede azaldigi; bu azalmanmn 100 mM bakir konsantrasyonundaki

bitkilerde (4224 pg/ml) 50 mM bakir uygulanan 6rneklere (4232 nug/ml) gore daha fazla
oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.13b).

Tim bitki gruplart karsilagtirildiginda, en yiiksek toplam protein miktarmin
(5922 pg/ml) 50 mM kursun uygulanan bitki grubunda, en diisiik toplam protein miktarinin
(4224 pg/ml) ise 100 mM bakir uygulanan bitki grubunda oldugu belirlenmistir (Grafik 3.13a

ve 3.13b).
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Grafik 3.13. a) Kursun uygulanan b) bakir uygulanan bal kabagi bitkisinde toplam protein
miktar1 (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

3.1.4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Her iki kursun konsantrasyonunda yetistirilen 6rneklerin SOD aktivitesinin kontrol
grubu ile (%65,8) karsilastirildiginda 6nemli derecede artis gosterdigi belirlenmistir. 25 mM
kursun uygulanan 6rneklerin SOD aktivitesinin (%162,4) 50 mM kursun uygulanan érneklere
(%104,1) gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Grafik 3.14a).

Bakir uygulanan 6rnekler karsilastirildiginda, konsantrasyon artigina paralel olarak
50 mM (%149,8) ve 100 mM (%158,6) bakir uygulanan deney gruplarinda SOD aktivitesinin
kontrol grubuna gore 6nemli bir artis gosterdigi tespit edilmistir (Grafik 3.14b).

Tiim deney gruplar karsilastirildiginda, en yiiksek SOD aktivitesine (%162,4) 25 mM
kursun uygulanan bitki 6rneklerinde rastlanirken, en diisitk SOD aktivitesine (%65,8) kontrol
grubunda rastlanmistir (Grafik 3.14a ve 3.14b).

48



a SOD Aktivitesi b SOD Aktivitesi
200 200-
i%k_* *kk
150 150 ==
[ [
. — *k ._5
= 100+ = 1004
£ =
53 S
50— 50—
0 , 0 |
> N N
AN Q
Q QO QO L @) @)
& &K & &
& 8§
DAY IS

Grafik 3.14. a) Kursun uygulanan b) bakir uygulanan bal kabag bitkisinin yaprak
ornegindeki SOD aktivitesi
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

3.1.4.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

Bitki  Orneklerinin CAT aktiviteleri  karsilastirildiginda, her iki  kursun
konsantrasyonunda kontrole (0,0047 U/mg) kiyasla CAT aktivitesinin 6nemli derecede arttigi
ve 25 mM kursun uygulanan bitkilerdeki CAT aktivitesinde (0,0168 U/mg) 50 mM kursun
uygulanan bitkilerdeki CAT aktivitesine (0,00865 U/mg) gore daha fazla artisin oldugu
belirlenmistir (Grafik 3.15a).

CAT aktivitesinin her iki bakir konsantrasyonunda kontrol grubuna kiyasla 6nemli
derecede arttigi gozlenmis; 50 mM (0,00645 U/mg) ve 100 mM bakir konsantrasyonunda
(0,00695 U/mg) diizenli bir artisin oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.15b).

Tiim deney gruplar karsilastirildiginda, en yiiksek CAT aktivitesine (0,0168 U/mg)
25 mM kursun stresi altindaki bitki grubunda rastlanirken, en diisiik CAT aktivitesine
(0,0047 U/mg) kontrol grubunda rastlanmistir (Grafik 3.15a ve 3.15b).
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Grafik 3.15. a) Kursun uygulanan b) bakir uygulanan bal kabag bitkisinin yaprak
ornegindeki CAT aktivitesi
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

3.1.4.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi

Kursun uygulanan bitki 6rneklerinin APX aktiviteleri karsilastirildiginda, 25 mM
kursun uygulanan bitkilerin APX aktivitesinin (0,0366 U/mg) kontrole (0,0452 U/mg) kiyasla
onemli derecede azaldigi; 50 mM kursun uygulanan bitkilerin APX aktivitesinin (0,05485

U/mg) ise kontrole gore dnemli derecede arttigi gozlenmistir (Grafik 3.16a).

50 mM bakir uygulanan bitkilerin APX aktivitesinin (0,0414 U/mg) kontrole
(0,0452 U/mg) gore azaldigi, 100 mM bakir uygulanan bitkilerin APX aktivitesinin
(0,0557 U/mg) ise kontrole kiyasla 6nemli derecede arttigi belirlenmistir (Grafik 3.16b).

Tiim bitki 6rnekleri karsilastirildiginda, en yiiksek APX aktivitesine (0,0557 U/mg)
100 mM bakir stresi altindaki bitki grubunda rastlanirken, en diisilk APX aktivitesine (0,0366
U/mg) 25 mM kursun stresi altindaki bitki grubunda rastlanmistir (Grafik 3.16a ve 3.16b).
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Grafik 3.16. a) Kursun uygulanan b) bakir uygulanan bal kabag bitkisinin yaprak
ornegindeki APX aktivitesi
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

3.1.5. Antioksidan Enzimlere Ait Gen ifadelerinin Belirlenmesi
3.1.5.1. Total RNA Miktarmin Belirlenmesi

Kursun ve bakir stresinin bal kabagi bitkisinin antioksidan enzimlerine ait gen
ifadeleri iizerindeki etkisi gercek zamanli PZR ile belirlenmistir. Iki farkli konsantrasyonda
kursun ve yine iki farkli konsantrasyonda bakir stresi uygulanan bitki 6rneklerinin ve kontrol
grubunun yapraklarindan izole edilen RNA'lar agaroz jelde yiiriitiillip RNA miktarlar ve

kaliteleri tayin edilmistir (Sekil 3.2).

51



KONTROL 25 mM 50mM 100 mM
Pb Cu Cu

Sekil 3.2. Bal kabag1 yapraklarina ait RNA’larin agaroz jel goriintiisii

3.1.5.2. Bal Kaba@g Yapraklarinda SOD mRNA Seviyesindeki Degisimin

Belirlenmesi

Bitki 6rneklerinin yapraklarindaki SOD-Mn geninin mRNA seviyelerindeki degisim
incelendiginde, her iki kursun konsantrasyonunda da kontrole gére SOD-Mn gen ifadesinde
onemli dlgilide artis oldugu belirlenmistir. Ayrica, 25 mM kursun uygulamasinda SOD-Mn gen
ifadesinin (15,8) 50 mM kursun uygulamasindaki 6rneklerin SOD-Mn gen ifadesinden (10,6)
daha fazla oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.17a).

Her iki bakir konsantrasyonunda kontrole kiyasla SOD-Mn gen ifadesinde nemli bir
artis oldugu belirlenmistir. Ayrica, 50 mM bakir uygulamasinda SOD-Mn gen ifadesindeki
(48,8) artisin, 100 mM bakir uygulamasindaki SOD-Mn gen ifadesindeki (16,7) artistan daha
fazla oldugu gozlenmistir (Grafik 3.17b).

Tim deney gruplar karsilagtirildiginda, en yiikksek SOD-Mn gen ifadesine (48,8)
50 mM bakair stresi altindaki bitki grubunda rastlanmistir (Grafik 3.17a ve 3.17b).
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Grafik 3.17. a) Kursun uygulanan b) bakir uygulanan bal kabag bitkisinin yaprak
ornegindeki SOD-Mn mRNA seviyesi
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

3.1.5.3. Bal Kabag Yapraklarinda CAT mRNA Seviyesindeki Degisimin
Belirlenmesi

Bitki orneklerinin yapraklarindaki CAT geninin mRNA seviyelerindeki degisim
incelendiginde, hem 25 mM (27,3) hem de 50 mM (36,55) kursun uygulamasinda CAT gen

ifadesinin kontrole gore dnemli derecede arttigi belirlenmistir (Grafik 3.18a).

Her iki bakir konsantrasyonunda kontrole kiyasla CAT gen ifadesinin dnemli olgiide
arttigi ve 50 mM bakir uygulanan orneklerde CAT gen ifadesinin (17,8) 100 mM bakir
uygulanan 6rneklere gore (5,71) daha fazla artis gosterdigi tespit edilmistir (Grafik 3.18b).

Tiim bitki 6rnekleri karsilastirildiginda, en yiikksek CAT gen ifadesine (36,55) 50 mM
kursun stresi altindaki bitki grubunda rastlanmigtir (Grafik 3.18a ve 3.18b).
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Grafik 3.18. a) Kursun uygulanan b) bakir uygulanan bal kabag bitkisinin yaprak
ornegindeki CAT mRNA seviyesi

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

3.1.5.4. Bal Kabag Yapraklarinda APX mMRNA Seviyesindeki Degisimin
Belirlenmesi

Yaprak orneklerinde APX genine ait mRNA seviyelerindeki degisim incelendiginde,
25 mM kursun uygulanan bitkilerin APX gen ifadesinde (0,11) kontrole kiyasla bir azalma
gozlendigi, 50 mM kursun uygulamasinda ise APX gen ifadesinin (11,4) kontrole goére 6nemli

derecede arttig1 belirlenmistir (Grafik 3.19a).
Bakir konsantrasyonundaki artisa bagli olarak (sirasiyla 11,7 kat ve 39,9 kat) APX gen

ifadesinin kontrole gore 6nemli 6l¢iide arttigr belirlenmistir (Grafik 3.19b).

Tim deney gruplari karsilastirildiginda, en yiiksek APX gen ifadesine (39,9) 100 mM
bakir uygulamasinda rastlanirken, en diisiik APX gen ifadesine (0,11) 25 mM kursun
uygulamasinda rastlanmistir (Grafik 3.19a ve 3.19Db).

54



a q5- b 5
g ook < 40+ e
2 10+ 8
2 2 30-
3 3
< 2 20-
¥ 5- o -
E E e
X X 104
% <
<
0 — | 0 \I '
> >
& & & \ &
DS S

Grafik 3.19. a) Kursun uygulanan b) bakir uygulanan bal kabag bitkisinin yaprak
ornegindeki APX mMRNA seviyesi
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

3.2. Tartisma

Kiiresellesen diinya, antropojenik etkiler ve endiistrilesme nedeniyle ciddi oranda artan
cevre kirliligi onemli ekolojik sorunlarin basinda gelmektedir. Ozellikle toprak ve su
kirliliginin baglica sebeplerinden olan agir metal kirliligi, sesil organizmalar olan bitkileri bu
strese maruz birakmaktadir. Bitkileri bircok yonden olumsuz etkileyen bu abiyotik stres,
diinyanin farkli cografyalarinda verim ve kalite kayb1 yasanmasina sebep olmaktadir. Ayni
zamanda besin zinciri yoluyla diger canlilarin da saghgim tehdit etmektedir (Srivastava vd.,
2017: 1). Agir metaller, bitki biliylime ve gelisimi i¢in gerekli olan mikro elementler ile bitki
gelisimine higbir katkis1 olmayan ve ¢ok kiiclik miktarlarda bile toksik etki yaratan metaller
olmak tiizere iki grupta smiflandirilmaktadir (Yang ve Chu, 2011: 59). Bazal agir metal
toleransinin biitiin bitki tiirlerinde bulundugu varsayilmaktadir. Bitkilerin biiyiik ¢cogunlugu
akiimiilator olmasa da, tiim bitkiler beslenebilmek ve agir metallerle kontamine olmus
topraklarda bliyiiyebilmek icin agir metallerle bas etmek zorundadir. Bu yiizden bitkilerin,
agir metal stresi altinda bile yasayabilmeleri i¢in etkin mekanizmalara sahip olmalari

gerekmektedir (Viehweger, 2014: 1).
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3.2.1. Bal Kabag Bitkisinde Kursun ve Bakir Uygulamasinin Ekolojik Etkileri

Agir metal fazlaligi, genel olarak bitkiler {izerinde bazi ortak semptomlara sebep olsa
da, her bir agir metal farkli bitki genotipleri lizerinde spesifik etkiler olusturabilmektedir

(Kalaivanan ve Ganeshamurthy, 2016: 96).

Bakira asir1 miktarda maruz kalan bitkilerde goriilen yaygin toksik etkiler, bitki
gelisimindeki gecikme ve yaprak klorozudur. Bakir, daha ¢ok kok sisteminde birikme
egiliminde oldugundan biiyiik 6lciide kok biiyiimesini ve morfolojisini etkilemektedir. Bakir
toksisitesi, bitki morfolojisini etkileyip biyokiitlenin azalmasina, kok gelisiminin inhibe

edilmesine ve besin dengesizligine sebep olabilmektedir (Kumar vd., 2021: 11).

Bitkilerin morfolojisi, biiylimesi ve fotosentetik siiregleri iizerinde olumsuz etkilere
sahip olan kursun ise, biiyiime inhibisyonuna, kloroza, kok sisteminde kararmaya neden
olmaktadir. Kursun, bir¢cok bitki tlirlinde tohum c¢imlenmesini, kok-gévde uzamasini ve

yaprak genislemesini engellemektedir (Kalaivanan ve Ganeshamurthy, 2016: 93).

Bakar stresinin Cassia angustifolia Vahl bitkisinde (Nanda ve Agrawal, 2018: 411) ve

iki misir ¢esidinde (Aly ve Mohamed, 2012: 543); kursun stresinin ise Acalypha indica L.
bitkisinde (Venkatachalam vd., 2017: 548) ve bugdayda (Yang vd., 2010: 1983) kontrole gore
govde uzunlugunu azalttig1 rapor edilmistir. Bitkilerin agir metal streslerine karsi gostermis
oldugu tepkiler, farkli agir metal tolerans diizeylerine bagl olarak gerceklesmektedir.
Literatiirdeki bir¢cok calismanin belirttiginin aksine, ¢calismamizda iki farkli konsantrasyonda
kursun ve bakir uygulanan bal kabag: bitkisinde metal tolerant bitkilerde oldugu gibi goriiniir
bir toksisite semptomunun olugmadigi ve kontrole gore gdovde uzunluklarinin arttig
belirlenmistir. 25 mM ve 50 mM kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan bal kabagi
bitkilerinin kontrole gore gdévde uzunluklarimin arttigi (sirasiyla p<0,001; p<0,01), bunun
yaninda diisiik kursun konsantrasyonundaki bitkilerin gévde uzunluklarimin daha yiiksek
kursun konsantrasyonundaki bitkilerin gévde uzunluklarindan fazla oldugu tespit edilmistir
(Grafik 3.1). 50 mM bakir konsantrasyonundaki bitkilerin gévde uzunluklarinda kontrole gore
onemli derecede bir degisiklik bulunmazken, 100 mM bakir konsantrasyonundaki bal kabag:
bitkilerinin gévde uzunluklarinin kontrole gore arttig1 (p<0,01), ayrica bal kabag: bitkisinde
bakir konsantrasyonunun artmasiyla gévde uzunlugunun arttifi gozlenmistir (Grafik 3.2).
Gozlemledigimiz bu sonucglara benzer olarak, Wu ve arkadaslar1 (2018), potansiyel bir
kadmiyum hiperakiimiilatorii olan Abelmoschus manihot bitkisiyle yaptiklar1 calismada, 100
mg/kg Cd stresi altinda bitki bliylimesinin arttigini ve goriinlir herhangi bir hasar belirtisi
olmadigin1 belirlemislerdir (Wu vd., 2018: 709). Baska bir c¢alismada, mangan
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hiperakiimiilatéri  olan  Polygonum  lapathifolium L. bitkisinde artan mangan
konsantrasyonlarinda kontrole gdre bitki uzunlugunun arttig1 ve bitki morfolojisinde toksisite
semptomu goriilmedigi tespit edilmistir (Liu vd., 2016: 351). Benzer sekilde Hymenaea
courbaril L. bitkisinde 100 ve 200 mg/kg Cu uygulamasinin bitki boyunu artirdigi, 400 mg/kg
ve 800 mg/kg Cu konsantrasyonlarinda ise biliylimenin azaldig1 gozlenmistir (Marques vd.,
2018: 4). Bezelyede (Pisum sativum L.) yapilan bir ¢alismada, kursun ve bakirin diisitk
konsantrasyonlarinda (50 pg/l) govde uzunlugunda kontrole kiyasla onemli bir farklilik
bulunmadigi, 500 pg/L bakir konsantrasyonunda az da olsa gévde uzunlugunda kontrole gore
bir artis oldugu, bunun yaninda 500 pg/L kursun konsantrasyonunda ise gévde uzunlugunun
kontrole gore onemli derecede arttig1 bildirilmistir (Dinh vd., 2018: 17). Yine bezelye ile
yapilan bir baska calismada, bezelyenin kursuna, kadmiyum ve kobalttan daha toleranslh
oldugu belirtilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda uygulanan kursun stresinin kontrole gore
govde uzunlugunu azalttigi, ama uygulanan kursun stresinin seviyesi arttikca govde
bliylimesinin uyarilip uzunlugunun arttigi fakat yine de kontrolden diisilk oldugu rapor

edilmistir (Majeed vd., 2019: 285).

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan kursun ve bakir stresinin, bal kabagi bitkisinin
kok uzunlugunu azalttigi belirlenmistir. Calismamizda 25 mM kursun stresi uygulanan bal
kabagi bitkilerinin kontrole gore kok uzunluklarinda anlamli bir degisiklik saptanmazken, 50
mM kursun stresi uygulanan 6rneklerin kok uzunluklarinin kontrole goére azaldigi (p<0,01)
belirlenmistir (Grafik 3.1). 50 mM ve 100 mM bakir stresi uygulanan bal kabag1 6rneklerinin
kok uzunluklarinin kontrole gore onemli derecede azaldigi (sirasiyla p<0,0001; p<0,001)
gozlenmistir (Grafik 3.2). Govde uzunlugu artarken kok uzunlugunun azalmasi, bu agir
metallerin daha ¢ok koklerde birikmesi ile agiklanabilir. Agir metallerin koklerde tutulmasi,
metallerin bitkinin diger doku ve organlarina taginmasini engelleyerek agir metal stresinin
etkisini azaltmak i¢in bitki tarafindan gelistirilen bir tolerans mekanizmasindan
kaynaklanmaktadir. Ornegin, bakira dayanikli bazi bitki tiirleri, bakir1 koklerinde tutarak
govde ve yapraklara ulasmasini engeller (Bouazizi vd., 2010: 1306). Bitkiler i¢in esansiyel bir
element olan bakir hem aktif hem de pasif yolla taginirken, kursun esansiyel bir metal
olmadigindan gegisi pasif tasinim (apoplastik yolak veya Ca*? gecirgen kanallar) ile
gerceklesmektedir. Bu nedenle kursunun kokten gdvdeye translokasyonu sinirhidir. Uygun
konsantrasyonlardaki bakir bitkiler i¢in esansiyel oldugundan koklerden govdeye kolayca
tagiabilirken, belirli esik degerini gecen konsantrasyonlarda pasif tagimim yoluyla

alimmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlardaki bakir, pasif tasimim yoluyla ge¢mek zorunda
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oldugundan koklerden govdeye tasinimi zorlagmaktadir. Bu ylizden kursun ve yliksek
konsantrasyonlardaki bakir kdklerde birikmektedir (Trakal vd., 2015: 71). Misirda artan bakir
konsantrasyonlarinda kok uzunlugunun azaldigi ve koklerin toprak istii kistmlardan daha
fazla bakir biriktirdigi gozlenmistir (Ouzounidou vd., 1995: 167). Misir (Zea mays) ve kamis
(Phragmites australis) ile yapilan bir ¢calismada, bakir toksisitesinin, slirglin biiyiime hizi ve
toplam bitki biyokiitlesinden ziyade daha ¢ok kdk uzamasini etkiledigi ve kok uzunlugunda
onemli derecede azalmaya yol actigi tespit edilmistir (Ait Ali vd., 2002: 107). Farkli bir
calismada ise Arabidopsis thaliana bitkisinde farkli konsantrasyonlardaki bakir stresinin kok
biyokiitlesini govde biyokiitlesinden daha fazla etkileyip inhibe ettigi ve bakirin yine daha ¢ok
koklerde tutuldugu belirlenmistir (Lequeux vd., 2010: 673). Sarimsak (4/lium sativum L.) ile
yapilan bir ¢calismada ise, kursun toksisitesinin diisiik seviyelerinde (10* M ve 10> M) siirgiin
ve koklerde inhibe edici etkinin goriilmedigi, 10° M Pb konsantrasyonunda kok ve siirgiin
uzunlugunun azaldig1 ve kursunun koék biiylimesini siirgiin biiyiimesinden ¢ok daha fazla

inhibe ettigi gdzlenmistir (Liu vd., 2009: 139).

Arastirmamizda Ozellikle bakir stresi uygulanan bal kabagi orneklerinin kok
uzunlugunun kursun stresi uygulanan bitki orneklerinin kok uzunluguna goére daha fazla
azaldig tespit edilmistir. Kursun konsantrasyonunun artmasiyla kék uzunlugunun daha fazla
azaldigi ama bakir stresinde bunun aksine 50 mM bakir stresi altindaki bitkilerin kdk
uzunlugunun 100 mM bakir stresi altindaki bitkilerin kok uzunluguna gére daha fazla azaldig:
saptanmistir. Calismamizin sonuglarina paralel olarak, fitoremediasyon igin potansiyel bir
bitki olan Sesbania grandiflora bitkisinde artan kursun konsantrasyonuyla kék uzunlugunun
ve bitki biyokiitlesinin azaldigr gézlenmistir (Malar vd., 2014: 251). Yapilan farkli bir
caligmada, 150 ve 300 uM kursun konsantrasyonunda hardal otunun kok uzunlugunda
kontrole gore onemli bir degisiklik bulunmazken daha yiiksek kursun konsantrasyonlarinda
govde ve kok uzunlugunda Onemli derecede azalma gdzlenmistir.  Yiiksek
konsantrasyonlardaki kadmiyum ve kursun stresinin hardal otunda biiyiimeyi azalttigi,
bununla birlikte kadmiyum ve kursunun siirglinden daha ¢ok koklerde biriktigi belirlenmistir

(John vd., 2009: 68).

25 mM kursun konsantrasyonundaki bal kabagi bitkisinin kok yas agirliginin
kontrolden bile daha fazla oldugu (p<0,0001), kok kuru agirhiginin ise kontrole gore
degismedigi tespit edilmistir. 50 mM kursun konsantrasyonunda ise kontrole kiyasla kok yas
ve kuru agirliginda 6nemli bir degisiklik olmadigr belirlenmistir (Grafik 3.3). 50 mM bakir

konsantrasyonundaki bal kabagi bitkisinin kontrole kiyasla kok yas agirhiginin istatistiksel
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olarak 6nemli derecede azaldigi (p<0,0001), kok kuru agirliginda ise anlamli bir degisiklik
olmadig1 gézlenmistir. 100 mM bakir konsantrasyonundaki bal kabagi bitkisinin kontrole
kiyasla kok yas ve kuru agirliginda istatistiksel olarak énemli bir azalmanin oldugu (sirasiyla
p<0,0001; p<0,05), bununla birlikte bakir konsantrasyonu arttik¢a kok yas ve kuru agirliginin
daha fazla azaldig1 belirlenmistir (Grafik 3.4). Tang ve arkadaglarinin (2009) yapmis oldugu
calisma sonuglarimizi desteklemektedir. Arabis paniculata Franch. ile yapilan bu calismada,
diisiik kursun konsantrasyonlarinda kok-govde kuru agirliginin kontrole gore arttigi, daha
yiiksek kursun konsantrasyonlarinda ise azaldigi bildirilmistir (Tang vd., 2009: 129). Hardal
otu (Brassica juncea L. Czern.) ve kanola (Brassica napus L.) ile yapilan bir ¢alismada ise,
her iki bitkide de bakir toksisitesinin kontrole gore kok yas agirligimi ve kok uzunlugunu
azalttig1 tespit edilmistir (Feigl vd., 2013: 183). Misir fideleriyle yapilan bir baska calismada,
kursun konsantrasyonu arttik¢a kok-gévde uzunlugunun, yas ve kuru agirliginin kontrole gore

azaldig1 belirlenmistir (Hussain vd., 2013: 264).

Iki farkl1 konsantrasyonda bakir ve kursun uygulanan bal kabag: bitkisinin gévde kuru
agirliginda kontrole gore onemli bir degisiklik saptanmamistir. 25 mM kursun ve 50 mM
bakir konsantrasyonunda govde yas agirliklarinin kontrole kiyasla énemli bir sekilde arttig
(swrastyla p<0,001; p<0,01), daha yiiksek kursun (50 mM Pb) ve bakir (100 mM Cu)
konsantrasyonunda ise govde yas agirliklarinin kontrole gore onemli derecede azaldigi
(srastyla p<0,001; p<0,01) belirlenmistir (Grafik 3.5 ve 3.6). Literatiirde sonuglarimizi
destekler nitelikte calismalar mevcuttur. Ornegin Stingu ve arkadaslar1 (2009) fasulye ile
yaptiklar1 ¢alismada, daha diisiik bakir konsantrasyonlarinda gévde yas-kuru agirliginin ve
yaprak yas agirhiginin kontrole gore arttigini, daha yiiksek bakir konsantrasyonlarinda ise
azaldigim1 belirlemislerdir (Stingu vd., 2009: 1250). Gupta ve arkadaslar1 (2009) ise misirla
yaptiklar1 calismada, farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde uyguladiklari kursun stresinin
govde yas ve kuru agirhiginda genel olarak onemli bir degisiklik olusturmadigini tespit
etmislerdir. Bunun yaninda 4 giin i¢in uygulanan kursun stresinin diisiik konsantrasyonlarda
misir fidelerinin gévde yas agirligini kontrole gore artirdigini, en yiiksek konsantrasyonda
uygulanan kursun stresinin (200 uM) ise kontrole gore govde yas agirhigini azalttigini

bildirmislerdir (Gupta vd., 2009: 481).

Calismamizin sonuglariyla benzer bulgular elde edilen farkli bir ¢alismada, Eclipta
prostrata (L.) L., Scoparia dulcis L. ve Phyllanthus niruri L. olmak tizere Ui¢ bitki tiirii
kullanilarak bu bitkilerin kursun stresine toleranslari incelenmistir. E. prostrata bitkisinin

toksisite semptomu gostermedigi ve biyokiitlesinin kontrole gore arttigi gozlenmistir. Bu
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bitkinin uygulanan her kursun konsantrasyonunda kok-siirgiin uzunlugunun ve kuru
agirliginin arttigi, 800 ve 1600 mg/kg Pb konsantrasyonunda govde yas agirliginin, 400 ve
1600 mg/kg Pb konsantrasyonlar1 arasinda kok yas agirliginin kontrole gore arttigi tespit
edilmistir. S. dulcis bitkisinin de, yiiksek kursun konsantrasyonlarinda hayatta kaldigi, kok ve
stirglin yas-kuru agirhiginda kontrole gore onemli bir degisiklik olmadigi kaydedilmistir. P.
niruri bitkisinin ise kursun toksisitesine duyarli oldugu ve kok-siirgiin uzunlugunun, yas-kuru
agirhiginin, bitki biyokiitlesinin kontrole gore azaldigi belirlenmistir (Chandrasekhar ve Ray,

2019: 29).

Bitki biyokiitlesinin, agir metal varliginda bitkinin biiyiime performansini karakterize
etmek i¢in iyi bir gosterge oldugu diisiiniilmektedir (Malar vd., 2014: 252). 25 mM kursun
stresine maruz birakilan bal kabagi Orneklerinin kontrole gore govde ve kok biyokiitleleri
onemli bir artis gosterirken (sirasiyla p<0,001; p<0,01), 50 mM kursun stresine maruz
birakilan 6rneklerin kontrole gore govde ve kok biyokiitlelerinde 6nemli bir azalma (sirasiyla
p<0,01; p<0,05) goriilmiistiir (Grafik 3.7). 50 mM bakir stresine maruz birakilan bal kabagi
orneklerinin kontrole gore gévde biyokiitleleri onemli derecede artarken (p<0,0001), 100 mM
bakir stresine maruz birakilan bal kabagi 6rneklerinin gévde biyokiitleleri istatistiksel olarak
onemli derecede azalmistir (p<<0,0001). Her iki bakir konsantrasyonunda da kok biyokiitlesi
kontrole gore azalmistir (50 mM Cu konsantrasyonunda p<0,05; 100 mM Cu
konsantrasyonunda p<0,01) ve bu azalma konsantrasyon arttikca daha belirgin hale gelmistir
(Grafik 3.8). 25 mM kursun stresine maruz birakilan bitkiler haricinde diger deney
gruplarinda kontrole kiyasla kok biyokiitlelerinde azalma goézlenmistir. Kursun ve bakir
stresinin daha diisiik konsantrasyonlarinda govde biyokiitleleri artarken daha yiiksek
konsantrasyonlarinda ise govde biyokiitlelerinde azalma goriilmistiir. Literatiirde yer alan
caligmalar sonuglarimizi destekler niteliktedir. Moso bambu (Phyllostachys pubescens) ile
yapilan bir calismada, diisiik seviyelerdeki kursun uygulamalarimin biiyiimeyi tesvik
edebilecegi bildirilmistir. 200 mg/kg ve 400 mg/kg kursun konsantrasyonu gibi daha diistik
kontaminasyon seviyelerinde kok ve govde biyokiitlesinin arttigi ama 800 mg/kg gibi daha
yiksek kursun kontaminasyonu seviyelerinde kok-govde biyokiitlesinin azaldigi tespit
edilmistir (Zhong vd., 2017: 74). Yapilan farkli bir ¢alismada, salatalik bitkisine farkl
konsantrasyonlarda (0,2 uM, 5 uM, 25 uM ve 50 uM) bakir stresi uygulandiginda, artan bakir
konsantrasyonuyla kok ve govde biyokiitlesinin diizenli olarak azaldig: tespit edilmistir (Feil
vd., 2020: 142). Bir siis bitkisi olan Calandula officinalis L. bitkisinin dis fitotoksisite

belirtileri gostermeden bakir stresi altinda normal biiyiidiigii ve bakirin toksik seviyesinde
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(150 mg/kg) kok uzunlugunun, kok ve govde biyokiitlesinin kontrolle ayni kaldig
belirlenmistir (Goswami ve Das, 2016: 211). Cin lahanasinda artan bakir konsantrasyonuyla
kok ve govdedeki biyokiitle liretiminin azaldigr ama kok-govde kuru madde igeriginin arttig1
gozlenmistir (Aghajanzadeh vd., 2020: 1292). Calismamizda biyokiitle ile ilgili elde edilen
sonuglar, baz1 agir metallerin zararli olmasina ya da toksik etkilerine bakilmaksizin belirli
konsantrasyonlara kadar hiperakiimiilatdrler gibi bazi bitkilerde biiyiimede uyarici etkilere
sahip olabilecegini, ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda inhibe edici etkiler

olusturabilecegini géstermektedir (Tang vd., 2009: 132).

Tolerans indeksi (TI), bitkilerin agir metallere karsi toleransini yansitan ve o metale
kars1 ekolojik hosgoriiliilliglinii ortaya koyan 6nemli bir belirtegtir (Wang vd., 2011b: 14518).
Bitki biliylime parametleri esas alinarak elde edilen tolerans indeksi, stres uygulanan gruplarin
biliylime parametreleriyle kontrol grubunun biiylime parametreleri arasindaki oran olarak ifade
edilmektedir (Liang vd., 2011: 574). Agir metallerin varliginda kok ve/veya slirgiin
biliylimesinin engellenmesine bagli olarak agir metal stresine karsi bitki toleransi tahmin
edilmektedir. Kontrol grubundan daha yiiksek tolerans indeksine sahip olan bitkilerin biiyiime
parametrelerindeki net artigla agir metallere karsi tolerans gelistirdigi, kontrol grubundan daha
diisiik tolerans indeksine sahip olanlarin ise biiyiime parametrelerindeki net azaligla agir metal
stresinden etkilendigi, bunun yaninda kontrol grubuyla ayni tolerans indeksine sahip olanlarin
ise agir metal kirliliginden etkilenmedigi O©ne siiriilmektedir (Amin vd., 2018: 56).
Calismamizda 25 mM kursun stresi uygulanan bitkilerin tolerans indeksinin kontrol
grubundan 6nemli derecede fazla oldugu (p<0,0001), 50 mM kursun, 50 mM bakir ve 100
mM bakir stresi uygulanan Orneklerin ise tolerans indekslerinin kontrol grubuna kiyasla
onemli bir azalma gosterdigi (her biri i¢in p<0,0001), 6zellikle 50 mM bakir stresi altindaki
bitkilerin en diisiik tolerans indeksine sahip oldugu belirlenmistir (Grafik 3.9a ve 3.9b). 50
mM bakir stresi altindaki bitkilerin gévde uzunlugu, govde yas agirligi ve govde biyokiitlesi
kontrolden daha yiiksek olsa da c¢alismamizda tolerans indeksi hesaplanirken total
(kok+govde) bitki uzunlugu baz alindig: i¢in, kontrole gore daha diisiik tolerans indeksine
sahip oldugu gozlenmistir. Deney gruplar1 karsilastirildiginda, bakir stresi uygulanan
gruplarin her iki konsantrasyonda da kursun stresi uygulanan Orneklere gore daha diisiik
tolerans indekslerine sahip oldugu tespit edilmistir. Bir siis bitkisi ve potansiyel Cd
hiperakiimiilatorii olan kurdele ¢icegiyle (Chlorophytum comosum) yapilan bir caligmada,
fakli konsantrasyonlarda (5,10,20 ve 50 mg/kg) kadmiyum stresi altinda yetisen bitkilerde

kontrole gore tolerans indeksinin arttii, 100 ve 200 mg/kg Cd konsantrasyonunda yetisen
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bitkilerde tolerans indeksinin azaldig1 belirlenmistir (Wang vd., 2012: 931). Kurdele cigceginde
yapilan baska bir calismada da 250 ve 500 mg/kg Pb konsantrasyonunda kok ve siirgiin
uzunluklariin ve yas agirliklarinin kontrole goére arttigi, bu iki konsantrasyondaki tolerans
indeksinin  kontrolden fazla oldugu saptanmistir. Ayni zamanda artan kursun

konsantrasyonuyla bu parametrelerin azaldigi tespit edilmistir (Wang vd., 2011b: 14517).

3.2.2. Bal Kaba@ Bitkisinde Kursun ve Bakir Uygulamasinin Klorofil Miktarlar:
Uzerine Etkileri

Klorofil, 15181 absorbe etme kabiliyeti nedeniyle fotosentez siirecinde temel bir rol
oynamaktadir. Agir metal stresi altinda siklikla goriilen kloroz ve bitki biiylimesinin
yavaglamasi, fotosentezdeki pigmentlerin biyosentetik yolaklarinin bozuldugunu isaret
etmektedir. Dolayisiyla agir metal varliginda plastid gelisimi, fotosentez etkinligi ve genel

metabolizma da etkilenmektedir (Rai vd., 2016: 130-131).

Calismamizda her iki kursun konsantrasyonunda da kontrole gore klorofil a
(p<0,0001), klorofil » (25 mM Pb igin p<0,001; 50 mM Pb i¢in p<0,01) ve toplam klorofil
miktarlarinin (p<0,0001) arttig1, 25 mM kursun stresi altindaki bitkilerin klorofil a, klorofil »
ve toplam klorofil igeriklerindeki artisin 50 mM kursun konsantrasyonundakilerden daha fazla
oldugu saptanmistir. Kursun konsantrasyonu arttiginda klorofil a, klorofil » ve toplam klorofil
miktar1 azalmis olsa da kontrole gore klorofil miktarlarinda artis oldugu tespit edilmistir
(Grafik 3.10). 50 mM bakir stresi altindaki bitkilerin kontrole kiyasla klorofil a, klorofil b ve
toplam klorofil miktarlar1 artarken (sirasiyla p<0,01; p<0,001; p<0,0001), 100 mM bakir
uygulamasinda bitkilerin klorofil a ve toplam klorofil miktarlarinda kontrole gore azalma
oldugu (p<0,05), klorofil b miktarinda ise istatistiksel olarak 6nemli bir degisim olmadigi
gozlenmistir. Dislik bakir konsantrasyonunda kontrole gore klorofil miktarlar1 artarken,
yiiksek bakir konsantrasyonunda klorofil miktarlarinin azaldigi belirlenmistir (Grafik 3.11).
Yiiksek bakir konsantrasyonunda klorofil miktarlarindaki azalmanin sebebinin, bakir
konsantrasyonu arttikca yapraklardaki demir konsantrasyonunun azalmasi oldugu
diisiiniilmektedir (Patsikka vd., 2002: 1363). Bir diger olas1 sebep ise bakirin klorofil
biyosentezinde gerekli olan magnezyumun yerine gegerek pigmente miidahale etmesidir (Rai
vd., 2016: 131). Kursun stresinin bakir stresine kiyasla daha genis konsantrasyon araliginda
klorofil igeriginde artis meydana getirdigi goriilmektedir. Bu durumun, ayni konsantrasyon
seviyesi altinda kontamine olmus toprakta, bakirin kursundan daha yiiksek miktarda ekstrakte
edilebilir iyon icerigine sahip olmasindan kaynaklanabilecegi 6ngoriilmektedir. Boylece stres

altindaki bitkiler tarafindan Pb iyonlarindan daha fazla zararli Cu iyonlar1 alinmaktadir.
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Calismamizin sonuglarina benzer olarak, Li ve arkadaslarinin (2020) marul ile yaptiklar1 bir
calismada, 250 mg/kg kursun ve bakir uygulanan marul bitkilerinin, yliksek oranda kursun ve
bakir biriktirse bile kontrole gére daha verimli olmasi ve yaprak klorofil miktarinin kontrole
gore daha yiiksek olmasi sebebiyle morfolojide saglikli bitkiler olduklar1 gézlenmistir. 25, 50
ve 250 mg/kg kursun ve bakir konsantrasyonunun kontrole gore yaprak klorofil igerigini
artirdigini, bununla birlikte 500 mg/kg kursun stresinin kontrole gore yaprak klorofil icerigini
artirdigin1 ancak 500 mg/kg bakir konsantrasyonunda yaprak klorofil miktarinin kontrole
kiyasla azaldigini tespit etmislerdir (Li vd., 2020: 14). Farklh bir ¢calismada; bakir, kursun,
¢inko, demir, kadmiyum ve nikel iceren atik su uygulamasinin reprodiiktif asamada deniz
bortilcesinde (Salicornia europaea L.) kontrole goére biyokiitleyi artirdigl, c¢iceklenme
asamasinda klorofil a ve toplam klorofil miktarini artirdigi ancak hem reprodiiktif hem de
ciceklenme asamasinda klorofil b igerigini azalttig1 rapor edilmistir (Khalilzadeh vd., 2020:
1574).

Yiiksek konsantrasyonlarda olmadigi miiddetce kursunun bakira gore fotosentetik
aparata daha az zarar verdigi tespit edilmistir. Cogu bitki tiiri, biiyime ve gelisim igin
esansiyel olmadigindan kursunun siirglinlere girisini engellemektedir. Ayrica biriken kursun,
membran hasarint ve fotosentetik pigmentlerdeki toksik etkileri azaltmak icin vakuollerde
sekestre edilebilmektedir. Gri mangrov (4vicennia marina (Forssk.) Vierh.) fidelerinde, artan
bakir konsantrasyonuyla klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlarinin azaldig1 fakat
farkl1 konsantrasyonlarda uygulanan kursunun klorofil a, klorofil » ve toplam klorofil
miktarlar1 {izerinde inhibe edici bir etki gostermedigi bildirilmistir. Uygulanan her kursun
konsantrasyonunda, fidelerin morfolojisinde toksisite belirtisi gdstermedigi ve kursuna
toleransli oldugu belirlenmistir (MacFarlane ve Burchett, 2001: 239). Giannakoula ve
arkadaslar1 (2021), turun¢ (Citrus aurantium L.) ile yaptiklar1 calismada, fotosentetik
pigmentlerde konsantrasyona bagli bir metal stresi tepkisi oldugunu tespit etmislerdir. Diigiik
kursun (500 uM) ve bakir (500 uM) konsantrasyonlarinda klorofil a, toplam klorofil ve
karotenoid igeriklerinin kontrole gdre arttigini, yiiksek kursun (800 uM) ve bakir (800 uM)
konsantrasyonlarinda ise klorofil a, toplam klorofil ve karotenoid igeriklerinde kontrole

kiyasla azalmanin oldugunu bildirmislerdir (Giannakoula vd., 2021: 4).

3.2.3. Bal Kabag Bitkisinde Kursun ve Bakir Uygulamasimin Lipid

Peroksidasyonu Uzerine Etkileri

Agir metaller, toprak tuzlulugu, kuraklik, asir1 sicaklar gibi cesitli abiyotik stresler,
ROS’larin artan diizeyde iretimini tetikleyip bitkilerde dogrudan ya da dolayli olarak
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oksidatif hasara yol agmaktadir. Lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan MDA ’nin
konsantrasyonunun artmasi genellikle, oksidatif stresin yogunlugunun ana belirteci olarak

kabul edilmektedir (Verma ve Dubey, 2003: 645; Juknys vd., 2012: 300).

Calismamizda 25 mM kursun uygulanan bitkilerin MDA igeriginin kontrole gore
azaldig1 (p<0,05), 50 mM bakir uygulanan bitkilerin MDA igerigindeki azalmanin kontrole
gore Onemli olmadigi tespit edilmistir. 50 mM kursun uygulamast ve 100 mM bakir
uygulamasi sonucunda o6rneklerin MDA igeriginde ise kontrole gore artis oldugu (p<0,01)
belirlenmistir (Grafik 3.12a ve 3.12b). 25 mM Pb ve 50 mM Cu uygulamasinda MDA
iceriginin neredeyse kontrole yakin miktarlarda olmasi, bal kabagi bitkisinin kursun ve
bakirin bu konsantrasyon seviyelerini tolere edebilmesiyle aciklanabilir. Bu durum,
antioksidatif enzim aktivitelerinin artmasiyla hidrojen peroksit seviyesinin ve membran
hasarinin azalmasindan kaynaklaniyor olabilir. Iki farkli mangrov bitkisinin (Kandelia candel
ve Bruguiera gymnorrhiza) fidelerine farkli konsantrasyonlarda kursun, kadmiyum ve civa
uygulanmistir. Agir metal konsantrasyonu arttikca, B. gymnorrhiza bitkisinin yapraklarinda
MDA igeriginin kontrole gore arttifi fakat uygulanan en yiiksek agir metal seviyesi harig
diger agir metal konsantrasyonlarinda K. candel yapraklarinda MDA igeriginin kontrole gore
azaldig1 tespit edilmistir. Diisiik agir metal konsantrasyonlarinda, B. gymnorrhiza bitkisinin
koklerinde MDA igeriginin azaldigi, K. candel bitkisinin koklerinde ise MDA igeriginin
degismedigi belirlenmistir. En yiiksek agir metal stresinde her iki bitkinin de koklerinde MDA
iceriginin kontrole goére arttig1 ancak B. gymnorrhiza bitkisinin MDA igerigindeki artigin daha
fazla oldugu belirlenmistir. K. candel bitkisinin oksidatif hasardan daha iyi korunabilecegi ve
antioksidan sistemini hizla yukar regiile edebilecegi ifade edilmistir (Zhang vd., 2007: 49).
Calismamizda, bal kabagi bitkisinde bakir ve kursun konsantrasyonu arttiginda MDA
iceriginin arttif1 tespit edilmistir. 50 mM bakir uygulanan bitkilerin MDA igerigi 25 mM
kursun uygulamasiyla ve 100 mM bakir uygulanan 6rneklerin MDA igerigi 50 mM kursun
uygulanan 6rneklerle karsilastirildiginda bakir stresi altindaki gruplarin kursun stresi altindaki
gruplara gore daha yiiksek MDA igerigine sahip oldugu gozlenmistir. Arpada yapilan bir
calismada, farkli agir metallerin (kursun, bakir, kadmiyum, ¢inko, krom ve nikel)
konsantrasyonlar1 arttik¢a genel olarak MDA igeriginin arttig1 ve lipid peroksidasyonundaki
en belirgin artisin bakir stresi altindaki bitkilerde oldugu belirlenmistir. Bakirdan kaynakli
oksidatif hasarin siddetinin, redoks aktif bir metal olan bakirin Haber-Weiss ve Fenton
reaksiyonlart yoluyla ROS sentezini dogrudan indiikleyebilmesiyle ve doymamis yag

asitlerinin peroksidasyonuna katilabilmesiyle aciklanabilecegi belirtilmistir. Ayn1 zamanda
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lipid peroksidasyonundaki en diisiik artiglardan birinin kursun uygulanan arpa gruplarinda
oldugu gozlenmistir. Bu durumun ise redoks aktif olmayan kursunun oksidatif stresi dolayli
olarak baglatabilmesinden ve apoplastik ile simplastik tasinimimin koklerde sinirlandirilarak

bitkilerde kursun direncine yol agmasindan kaynakli olabilecegi ifade edilmistir (Juknys vd.,

2012: 302).

Literatiirde yapilan calismalarin ¢cogunlugu, kursun ve bakir toksisitesinin MDA igerigi
iizerindeki etkileriyle ilgili elde ettigimiz sonuglarla benzerlik gostermektedir. Bugday
fidelerinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan kursun stresinin siirglin ve koklerdeki MDA
icerigini artirdig1 belirlenmistir (Dey vd., 2007: 58). Kanola ile yapilan bir ¢alismada 100 uM
ve 400 uM kursun uygulamasinin kontrole gore yaprak ve koklerdeki MDA igerigini artirdigi
ve kursun konsantrasyonu arttikca MDA igerigindeki artisin daha fazla oldugu bildirilmistir
(Ali vd., 2014: 267). Piringte ise 100 pM bakir konsantrasyonunun kontrole gére MDA
icerigini artirdigi, bununla birlikte bakir stresine daha uzun siireli maruz birakilan 6rneklerde
MDA igeriginin daha fazla arttig1 tespit edilmistir (Mostofa vd., 2015: 3). Jit (Corchorus
capsularis L.) ile yapilan bir ¢alismada ise 50 uM ve 100 uM bakir uygulamasinin kontrole
gore MDA igerigini artirdigi ve bakir konsantrasyonundaki artisa paralel olarak MDA
iceriginin de ylikseldigi gézlenmistir (Parveen vd., 2020: 8).

3.2.4. Bal Kabag Bitkisinde Kursun ve Bakir Uygulamasimn Toplam Protein

Icerigi Uzerine Etkileri

Agir metallerin birincil hedeflerinden biri de proteinlerdir. Bu nedenle, proteinlerde
meydana gelen herhangi bir degisiklik bitkilerde oksidatif stresin dnemli bir gostergesi olarak
kabul edilebilmektedir (Rastgoo ve Alemzadeh, 2011: 379). Calismamizda 25 mM kursun
konsantrasyonuna maruz birakilan bal kabagi bitkilerinde kontrole gore toplam protein
miktarmin azaldigr (p<0,05), 50 mM kursun stresi altindaki bitkilerde ise kontrole gore
toplam protein miktarmin arttigt (p<0,01) belirlenmistir (Grafik 3.13a). 50 mM kursun
stresine maruz birakilan bitkilerin kontrole gore toplam protein icerigindeki artis, cesitli
antioksidan enzimleri de igerebilen stres proteinlerinin indiiklenmesinden ve Pb iyonlarimi
detoksifiye etmeyi amaglayan fitoselatinlerin {iretiminden kaynakli olabilmektedir (Lamhamdi
vd., 2013: 34). Bal kabag bitkisinde uygulanan her iki bakir konsantrasyonunda da kontrole
gore toplam protein miktarinin azaldigi (50 mM Cu igin p<0,05; 100 mM Cu i¢in p<0,01)
tespit edilmistir (Grafik 3.13b). Toplam protein miktarinin azalmasi, agir metal stresi altinda
proteaz aktivitesinin artmasinin bir sonucu olarak artan protein degradasyon siirecinden

kaynaklaniyor olabilir (John vd., 2009: 73). Toplam protein miktarindaki azalmanin bir diger
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nedeni ise, agir metallerin, ROS’larin toksik etkilerinden dolay1 proteinlerin pargcalanmasini
ve lipid peroksidasyonunu indiikleyebilmesi olabilir. Ciinkii ROS’lar, amino asit yan
zincirlerinin oksidasyonuyla ya da lipid peroksidasyonunun aldehidik iiriinleri ile ikincil
reaksiyonlar yoluyla proteinlerin islevselligini etkileyebilmektedir (Solanki ve Dhankhar,
2011: 197). 25 mM kursun uygulanan orneklere ait toplam protein miktarinin, kontrole gore
azalmis olsa da 50 mM ve 100 mM bakir stresi altindaki bitkilerin toplam protein
miktarlarindan daha fazla oldugu gozlenmistir. Ayrica, bakir konsantrasyonu arttik¢a toplam
protein miktarinin daha fazla azaldigi belirlenmistir. Feslegen (Ocimum basilicum L.) ile
yapilan bir calismada, farkli konsantrasyonlarda uygulanan bakir stresinin kontrole gore
toplam protein miktarini azalttig1 ve bakir konsantrasyonu arttik¢a toplam protein miktarinin

daha fazla azaldig1 bildirilmistir (Georgiadou vd., 2018: 10).

Literatiirde kursun ve bakirin toplam protein igerigi iizerindeki etkilerini inceleyen
caligmalarin sonuclar1 farklilik gostermektedir. Bes farkli piring c¢esidiyle yapilan bir
caligmada, kursun stresinin biitiin piring ¢esitlerinde kontrole kiyasla toplam protein igerigini
azalttig1 tespit edilmistir (Khan vd., 2021: 11). Fasulyede yapilan bir ¢alismada ise, kursun
konsantrasyonunun ve maruziyet sliresinin artmasiyla toplam protein miktarinin azaldig: rapor
edilmistir (Hamid vd., 2010: 241). iki farkli bamya cesidi ile yapilan bir ¢aligmada, kursun
stresinin her iki bamya cesidinde de kontrole gore toplam protein igerigini artirdigi
belirlenmistir (Hussain vd., 2017: 8). Ayc¢i¢eginde ise bakir stresinin koklerde kontrole gore
toplam protein igerigini artirdigi fakat siirgiin ve yapraklardaki toplam protein igerigini

etkilemedigi tespit edilmistir (El-Tayeb vd., 2006: 196).

3.2.5. Bal Kabagi Bitkisinde Kursun ve Bakir Uygulamasinin Antioksidan Enzim
Aktiviteleri Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin olusturdugu hasarlara karst ilk savunma hattin1 olusturan
antioksidanlar, bitki hiicrelerinin optimum sagligi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bitkilerde oksidatif
streslere maruziyet sirasinda ROS’un temizlenmesiyle iligkili antioksidan enzimlerin
sentezinin arttig1 bilinmektedir (Rajput vd., 2021: 2). SOD, cesitli ¢cevresel streslerin yol agtigi
yiiksek ROS seviyelerinin toksik etkilerine kars1 ilk savunma hattin1 saglamaktadir. Bitki stres
toleransinda 6nemli oldugu one siiriilen SOD, siiperoksit radikalinin (O2") hidrojen peroksit
(H202) ve molekiiler oksijene (O2) doniisiimiinii katalizlemektedir. Stresli kosullar sirasinda
ROS detoksifikasyonu i¢in 6nemli olan CAT, hidrojen peroksidi suya ve oksijene

dontstiirmektedir. ROS temizlenmesinde en 6nemli rolii oynadigi diisiiniilen APX ise,
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H>O2’nin temizlenmesinde yer almakta ve elektron donoérii olarak askorbati kullanmaktadir

(Gill ve Tuteja, 2010: 917-919).

Literatiirdeki ¢aligmalarda, kursun ve bakir stresinin SOD, CAT ve APX aktiviteleri
iizerindeki etkileri bitki tiirline ve dokusuna, stresin konsantrasyonuna ve maruziyet siiresine
gore degiskenlik gdstermektedir. Kursun stresinin, Atractylodes macrocephala Koidz
bitkisinde SOD, CAT ve APX aktivitesini azalttigit (Wang vd., 2013: 1441), piring
stirgiinlerinde konsantrasyon ve maruziyet siiresi artttkca SOD ve APX aktivitesini artirip
CAT aktivitesini azalttig1 belirlenmistir (Thakur vd., 2017: 597). Bakir stresinin, kanolanin
kok ve yapraklarinda SOD, CAT ve APX aktivitesini artirdigi (Zaheer vd., 2015: 315),
pirincin kok ve siirglinlerinde konsantrasyon arttikca SOD ve APX aktivitesini kontrole gore
artirdigi ancak CAT aktivitesinde kontrole kiyasla anlamli bir degisiklik olusturmadigi
bildirilmistir (Thounaojam vd., 2012: 33).

25 mM ve 50 mM kursun uygulamasinin bal kabagi bitkisinde SOD aktivitesini
kontrole gore artirdigi (sirastyla p<0,001; p<0,01) ve 25 mM kursun konsantrasyonundaki
SOD aktivitesinin 50 mM kursun konsantrasyonundakinden daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Grafik 3.14a). Calismamizin materyali olan bal kabag: bitkisinde kursun stresinin
CAT aktivitesi tizerine etkileri SOD aktivitesindekine oldukca benzemektedir. Her iki kursun
konsantrasyonunda da CAT aktivitesi kontrole gore artmaktadir (25 mM Pb i¢in p<0,0001;
50 mM Pb i¢in p<0,01). 25 mM kursun uygulanan bitkilerin CAT aktivitesinin, 50 mM kursun
uygulanan orneklerin CAT aktivitesinden daha fazla artis gosterdigi belirlenmistir (Grafik
3.15a). 25 mM kursun konsantrasyonuna maruz birakilan orneklerin APX aktivitesi kontrole
gore azalirken (p<0,01), 50 mM kursun konsantrasyonuna maruz birakilan 6rneklerin APX
aktivitesi kontrole gore artis gostermistir (p<0,01) (Grafik 3.16a). Sonucglarimizla benzer
olarak, kursun konsantrasyonu arttikca Tetraena qataranse bitkisinde SOD, CAT ve APX
aktivitelerinin kontrole gore arttig1 ve aktivite siralamasinin SOD>CAT>APX seklinde oldugu
rapor edilmistir (Usman vd., 2020: 5).

Calismamizda, 50 mM ve 100 mM bakir stresinin SOD aktivitesini kontrole kiyasla
artirdig1 (p<0,001) ve artan bakir konsantrasyonuyla SOD aktivitesindeki artisin daha fazla
oldugu gozlenmistir (Grafik 3.14b). Bakir stresinin CAT aktivitesi lizerindeki etkileri SOD
aktivitesindekiyle benzer sonucglar vermektedir. 50 mM ve 100 mM bakir konsantrasyonuna
maruz birakilan Orneklerin kontrole gore CAT aktivitesinin arttigr (p<0,01) ve bakir
konsantrasyonu arttiginda CAT aktivitesindeki artisin daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Grafik 3.15b). 50 mM bakir stresi uygulanan bitkilerin APX aktivitesinde ise kontrole gore
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anlamlh bir degisiklik gozlenmemistir. 100 mM bakir uygulamasinda 6rneklere ait APX
aktivitesinin ise kontrole gore arttigi (p<0,01) gozlenmistir (Grafik 3.16b). Literatiirdeki
bilgiler 1s18inda, ¢alismamizda bakir ve kursun uygulamasma maruz kalan orneklerde
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin artmasi, agir metallerin neden oldugu stres hasarinin

azaltilmasi ve stres toleransinin gelistirilmesini saglayan bir tiir detoksifikasyon tepkisi olarak

ifade edilebilir.

Bitkilerin ROS’un toksik etkilerini temizleyebilme yetenegi, farkli stres faktorlerine
kars1 toleranslarinin belirlenmesinde 6nem arz etmektedir. Bitkilerin baslica ROS temizleme
mekanizmalar1 SOD, CAT ve APX enzimlerinden olugsmaktadir ve bunlarin arasindaki denge
olduk¢a onemlidir (Lu vd., 2010: 588). SOD enzimi, siiperoksit radikalini hidrojen perokside
ve molekiiler oksijene doniistiirmektedir. SOD aktivitesinin {irlinii olan hidrojen peroksit, hala
toksiktir ve sonraki reaksiyonlarda suya doniistiiriilerek elimine edilmelidir. Bitkilerde hiicre
ici hidrojen peroksit seviyelerini diizenleyen bir dizi enzim olsa da CAT ve APX en 6nemlileri

olarak kabul edilmektedir (Zhang vd., 2007: 48).

Yapilan bir caligmada, biri tek yillik (Halogeton glomeratus) digeri ¢ok yillik
(Peganum harmala) olan iki ¢6l bitkisine bakir ve nikel stresi uygulanmistir. Bakir ve nikel
stresinin her iki bitkide de SOD aktivitesini kontrole gore artirdig1 ve H. glomeratus bitkisinin
yapraklarindaki SOD aktivitesinin, P. harmala bitkisindekinden her zaman daha yliksek
oldugu belirlenmistir. H. glomeratus bitkisinin agir metal stresine tepkisinin daha giiclii
oldugu ve SOD enzimindeki bu artisin oksidan hasara kars1 daha iyi koruma sagladigi 6ne
stirilmiistiir. Yiiksek agir metal konsantrasyonlarinda H. glomeratus bitkisinin yapraklarinda
CAT aktivitesinin arttigl, P. harmala bitkisinin yapraklarinda ise artan agir metal
konsantrasyonuyla CAT aktivitesinin azaldig1 tespit edilmistir. Daha yiiksek agir metal
konsantrasyonlarinda, H. glomeratus bitkisinin yapraklarinda APX aktivitesinin arttif1 ve
tepkisinin P. harmala bitkisindekinden daha giiclii oldugu gozlenmistir. H. glomeratus bitkisi
daha efektif SOD, CAT ve APX aktivitesine sahip oldugundan bu bitkinin ROS temizleme
mekanizmasinin P harmala bitkisininkinden daha etkili oldugu belirtilmistir SOD
aktivitesiyle koordineli CAT ve APX aktivitesinin O, ve H»0O, temizleme siirecinde daha

etkin rol oynadigi ifade edilmistir (Lu vd., 2010: 588).

Calismamizda, her iki kursun ve bakir konsantrasyonunda da SOD ve CAT
aktivitelerinin kontrole gore arttigi, APX aktivitesinin ise sadece daha yiiksek
konsantrasyonlardaki kursun ve bakir stresinde arttigr belirlenmistir. Diisiik kursun

konsantrasyonunda (25 mM Pb) APX aktivitesi kontrole kiyasla azalirken, diisiik bakir
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konsantrasyonunda (50 mM Cu) APX aktivitesi kontrole gore anlamli bir degisiklik
gostermemistir. APX aktivitesinde gozlenen bu azalma ya da aktivitede biiyiik bir indiiksiyon
olmamasi, H>O>’yi detoksifiye eden diger enzimlerden CAT’in aktivitesinin artmasindan
kaynaklanmis olabilir (Singh vd., 2010: 3031). Ciinkii antioksidan savunma sisteminin bir
veya iki bileseninin yukar1 regiilasyonu, bitkilerde stres toleransinin gelistirilmesi i¢in yeterli
olabilmektedir (Hossain vd., 2020: 16). H>O» temizleyicileri olan CAT ve APX enzimlerinden
CAT enziminin efektif bir sekilde H>O>’yi temizleyebilmesiyle APX enziminin aktivitesinde
artisa gerek duyulmamis olabilecegi diisiiniilmektedir. APX enzim aktivitesinin azalmasinin
olast bir diger nedeni ise, APX enzim aktivitesinin onemli bir Onciisii olan askorbik asit

iceriginin azalmasiyla agiklanabilir (Kohli vd., 2018: 15170).

3.2.6. Bal Kabag Bitkisinde Kursun ve Bakir Uygulamasimin SOD, CAT ve APX

Gen ifadeleri Uzerine Etkileri

Antioksidan enzimleri kodlayan genlerin transkripsiyon seviyelerinin artmasi, ¢esitli
abiyotik streslere maruz kalan bitkilerde ROS asir1 birikimi ile basa ¢ikmada 6nemli bir rol

oynamaktadir (Zhang vd., 2015: 20939-20940).

Her iki kursun konsantrasyonunda SOD-Mn gen ifadesinin kontrole gore arttigi
(p<0,001), 25 mM kursun uygulamasinda SOD-Mn gen ifadesinin 50 mM kursun
uygulamasindakine gore daha yiliksek oldugu belirlenmistir (Grafik 3.17a). 25 ve 50 mM
kursun konsantrasyonlarinda orneklerin CAT gen ifadesinin kontrole gore yiiksek oldugu
(p<0,001) ve kursun konsantrasyonu artigina bagli olarak CAT gen ifadesinin de arttig1 tespit
edilmistir (Grafik 3.18a). 25 mM kursun uygulanan 6rneklerin 4PX gen ifadesinin kontrole
gore azaldig, 50 mM kursun uygulanan orneklerin APX gen ifadesinin ise kontrole gore

onemli Olgtide arttig1 (p<0,001) gézlenmistir (Grafik 3.19a).

Bakir stresinin, bal kabag: bitkisinde SOD-Mn ve CAT gen ifadeleri iizerindeki etkisi
olduk¢a benzer sonuglar gostermektedir. 50 mM ve 100 mM bakir konsantrasyonunda
SOD-Mn ve CAT gen ifadesinin kontrole gore arttigi (sirastyla p<0,0001; p<0,01), ancak
50 mM bakir uygulanan bitkilerin SOD-Mn ve CAT gen ifadesinin 100 mM bakir uygulanan
orneklere gore daha fazla artis gosterdigi tespit edilmistir (Grafik 3.17b ve 3.18b). 50 mM ve
100 mM bakir stresi altindaki bitkilerin APX gen ifadesinin ise kontrole kiyasla arttigi
(strastyla p<0,01; p<0,0001) ve konsantrasyon artisina paralel olarak 4PX gen ifadesindeki
artisin da daha fazla oldugu belirlenmistir (Grafik 3.19b).
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Deney gruplarmin SOD, CAT ve APX aktiviteleri ve transkriptleri arasindaki
paralellik, kursun ve bakir stresi tarafindan artan antioksidan enzim aktivitelerine, gelismis
gen ekspresyonlarinin katkida bulundugunu diisiindiirmektedir. Bir istisna olarak, 50 mM
bakir stresi altindaki bitkilerin APX aktivitesi kontrole gore degisiklik gdstermezken, APX
gen ifadesi kontrole gore artmistir. Bu durum, 50 mM bakir konsantrasyonuna maruz
birakilan bal kabagi oOrneklerinde sentezlenen APX mRNA transkriptlerinin tamaminin

translasyonla proteine ¢evrilmemis olmasi ile agiklanabilir.

25 mM kursun uygulamasinin SOD-Mn ve CAT gen ifadesini kontrole gore artirdig,
APX gen ifadesini ise degistirmedigi gozlenmistir. 50 mM kursun, 50 mM bakir ve 100 mM
bakir uygulamasinda SOD-Mn, CAT ve APX gen ifadelerinin kontrole gore arttigi
belirlenmistir. Kursun deney gruplarinin bakir deney gruplarina gére CAT gen ifadesinde daha
fazla artig goriildiigli, bunun aksine SOD-Mn ve APX gen ifadesinde ise bakir stresi uygulanan

deney gruplarinda kursun deney gruplarina gore daha fazla artis oldugu tespit edilmistir.

Literatiirde antioksidan enzimlerin gen ifadelerine ait sinirli sayida ¢aligmaya rastlansa
da, mevcut calismalar sonuglarimizi destekler niteliktedir. Hardal otu ile yapilan bir
caligmada, kursun stresinin SOD, CAT, POD, GR, GST ve DHAR aktiviteleriyle SOD, CAT,
POD, GR, GST ve DHAR gen ekspresyonlarini kontrole gore artirdigr bildirilmistir. Bitkilerde
kursun ile tetiklenen ROS’un etkisine karsi koymak icin antioksidan enzimlerin aktivitesinin
ve ekspresyonunun hizli ve biiyiik bir aktivasyonuna gerek duyuldugu ifade edilmistir (Singh
vd., 2020: 286). Hardal otu ile yapilan bir diger ¢calismada, kursun stresinin SOD ve CAT gen
ifadelerini artirdig1 tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada, SOD ile CAT aktivitelerindeki artisin,
kursun stresi altinda SOD ve CAT genlerinin transkript seviyelerindeki artisla iligkili oldugu
ifade edilmistir (Kohli vd., 2018: 15170). U¢ bugday ¢esidinde yapilan bir calismada, genel
olarak hem yaprak hem de kok dokularinda kursun konsantrasyonunun artmasiyla birlikte
SOD gen ifadesinin artt1i1, CAT gen ifadesinin ise belirli bir konsantrasyona kadar arttig1 daha
sonra azaldigi belirlenmistir. Artan kursun konsantrasyonuyla kok ve yaprak dokularindaki
APX gen ifadesinin arttigi, uygulanan en yiiksek kursun konsantrasyonunda ise azaldigi
bildirilmistir (Navabpour vd., 2020: 797). Yapilan bir ¢alismada, Ingiliz ¢imine (Lolium
perenne) farkli siirelerde ve konsantrasyonlarda kursun uygulamasi yapilmistir. 0,5 mM
kursun uygulamasindan 24 saat sonra ve 3,2 mM kursun uygulamasindan 4, 6 ve 24 saat sonra
Mn-SOD gen ifadesinin kontrole gore arttigi goézlenmistir. Bunun yaninda, kursun
uygulamasindan 4 saat sonra p4APX (peroksizomal tip askorbat peroksidaz) gen ifadesinin

kontrole kiyasla arttig1 ve kursun konsantrasyonu arttikca pAPX gen ifadesinin daha fazla
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arttig1 tespit edilmistir (Li vd., 2012: 83). Festuca arundinacea Schreb. ile yapilan bir
calismada, kursun ve kadmiyum stresinin Cu/ZnSOD, FeSOD, POD ve GPX ifadelerini
kontrole gore artirdigr gézlenmistir (Lou vd., 2017: 10). Bakir stresinin, mercimekte APX
ekspresyonunu kontrole kiyasla artirdig1 ve bakir konsantrasyonu arttiginda artisin daha fazla
oldugu belirlenmistir (Hossain vd., 2020: 11). Withania somnifera L. bitkisinde yapilan bir
caligmada, yaprak ve kok dokularinda 25 ve 50 pM bakir konsantrasyonunda RsCat ve
MnSOD ekspresyonlarinin kontrole gore kademeli olarak yukari regiile oldugu, 100 ve 200
uM bakir konsantrasyonunda ise asagi regiile olmaya basladigi bildirilmistir (Rout ve Sahoo,
2013: 97). Iki kanola cesidinde yapilan bir calismada, bakir stresinin her iki gesidin
yapraklarinda BnSod, koklerinde BnCat ve BnApx ifadelerini kontrole gore artirdigi rapor
edilmistir (Li vd., 2019: 11838). Piring ile yapilan bir ¢alismada, bakir (II) oksit nanopartikiil
uygulamasinin 50 ve 100 mg/L konsantrasyonda SOD, 10 mg/L konsantrasyonda 4PX gen
ifadesini kontrole gore artirdigi belirlenmistir (Da Costa ve Sharma, 2016: 116). Zostera
muelleri ile yapilan bir ¢aligmada farkli siirelerde uygulanan 250 pg/L bakir stresinin, genel
olarak Cu/Zn-sod, cat, apx ve gpx ifadelerini kontrole gore artirdigi tespit edilmistir.
Antioksidan sistemlerin hem aktivite hem de transkripsiyon seviyelerindeki kooperatif
eylemlerinin, bakir stresini azaltmada 6nemli roller oynadigi 6ne siiriilmiistiir (Buapet vd.,

2019: 91).

Kavak hibridi ile (Populus deltoides x P. nigra) yapilan bir ¢alismada, kadmiyum
stresinin genel olarak Cu/Zn-SOD, CAT1, CAT2 ve APX gen ifadelerini kontrole gore artirdigt
rapor edilmistir (Zhang vd., 2014: 605). Turp ile yapilan bir ¢alismada, kadmiyum stresinin
Mn-Sod, Cu/Zn-Sod, Fe-Sod, Catl ve Cat3 gen ifadelerini yukan regiile ettigi, Cat2 gen
ifadesini ise asag1 regiile ettigi tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada, krom stresinin ise turpta
Cu/Zn-Sod, Catl ve Cat3 gen ifadelerini yukar regiile ettigi, Mn-Sod, Fe-Sod ve Cat2 gen
ifadelerini asag: regiile ettigi bildirilmistir (Sharma vd., 2018: 6). Soya fasulyesinde (Glycine
max L.) nikel ve kadmiyum stresinin, Fe-SOD, CAT, APX ve POD gen ekspresyonlarini
kontrole gore artirdig belirlenmistir (Sirhindi vd., 2016: 6; El-Esawi vd., 2020: 15).

3.3. Oneriler

Antropojenik ve jeolojik etmenlerin yani sira yanlis tarimsal uygulamalar ve
endiistrilesmenin de neden oldugu agir metal kirliligi, son yillarda tiim diinyay: tehdit eden
onemli bir ¢evre sorunu haline gelmistir. Ozellikle sesil organizmalar olan bitkiler kontamine
olmus su ve topraklarda yasamlarin1 devam ettirebilmek i¢in ekolojik, fizyolojik ve molekiiler

diizeyde ¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir. Agir metallerin bitki lizerindeki etkileri, bitki
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tiirli, agir metal cesidi, konsantrasyonu, maruziyet siiresi gibi birgok parametreye bagli olarak

degiskenlik gostermektedir.

Calismamizda, iki farkli konsantrasyonda kursun ve bakir bal kabagi bitkisine
uygulanarak ekofizyolojik parametreler, antioksidan enzim aktiviteleri ve bu enzimlerin
mRNA seviyesindeki degisiklikler belirlenmistir. Literatiirdeki bir¢ok calismanin aksine, her
iki metal uygulamasinda da bal kabagi orneklerinde, yapraklarda kloroz ve nekroz gibi
morfolojik olarak herhangi bir toksisite semptomuna rastlanmamistir. Genel olarak gévdeye
ait ekolojik parametrelerde artig, koke ait ekolojik parametrelerde ise azalmanin oldugu
gorilmektedir. Bu durumu, agir metallerin olumsuz etkilerini azaltmak igin bitkilerin
gelistirdigi bir tolerans mekanizmasiyla agir metalleri daha c¢ok koklerde tutmasi ile
aciklamak mimkiindiir. Tolerans indeksi sonuglarmma gore, Orneklerin 25 mM kursun
konsantrasyonuna toleransinin yiiksek oldugu, diger stres gruplarina ise hi¢ azzimsanmayacak

derecede tolerans gdsterdigi belirlenmistir.

100 mM bakir uygulamasi disinda diger stres gruplarinda klorofil a, » ve toplam
klorofil miktarlarinin kontrole gore arttig1 belirlenmistir. Kursunun her iki konsantrasyonda da
fotosentetik pigmentleri artirdigt ama bakirin sadece diisiikk konsantrasyonda artirdigi
goriilmektedir. Bu durum, ayni1 konsantrasyon seviyesinde kontamine olmus toprakta, bakirin
kursuna gore daha yliksek miktarda ekstrakte edilebilir iyon icerigine sahip olmasiyla bitkiler
tarafindan daha fazla alinmasindan kaynaklanabilir. Yiiksek kursun ve bakir uygulamasinin
orneklerde MDA igerigini artirdigi, diisiik kursun uygulamasinin MDA igerigini azalttig1,
diistik bakir uygulamasinin ise MDA igeriginde 6nemli bir degisik olusturmadigi gozlenmistir.
Stres altinda genellikle artis egiliminde olan MDA igeriginin azalmasi ya da kontrolle benzer
seviyede kalmasi, antioksidatif enzimlerin aktivitelerinin artarak ROS’lar1 detoksifiye
etmelerinden kaynaklanabilir. 50 mM kursun konsantrasyonu disinda diger uygulamalarda
toplam protein igeriginin kontrole gore azaldigi belirlenmistir. Toplam protein igerigindeki
azalma, agir metal stresi altinda protein degradasyon siirecinin artmasiyla agiklanabilirken, 50
mM kursun konsantrasyonunda toplam protein igeriginin artmasi, ¢esitli antioksidan enzimleri

de icerebilen stres proteinlerinin indiiklenmesiyle ve fitogelatinlerin senteziyle agiklanabilir.

Kursun ve bakirin her iki konsantrasyonunda da SOD ve CAT aktivitelerinin arttig1,
APX aktivitelerinin ise yiiksek kursun ve bakir konsantrasyonunda arttig1 tespit edilmistir.
Diisiik kursun ve bakir konsantrasyonunda APX aktivitesinin artmamasi, CAT enziminin etkili
bir sekilde hidrojen peroksidi temizlemesiyle APX aktivitesinde artisa ihtiyag duyulmamasi

seklinde agiklanabilir. Antioksidan enzimlerin gen ifadeleri, antioksidan enzim aktiviteleriyle
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genel olarak paralel sonuglar vermektedir. SOD-Mn ve CAT gen ifadesinin stres gruplarimin
tamaminda, APX gen ifadesinin ise 25 mM kursun konsantrasyonu hari¢ diger stres
gruplarinda arttig1 belirlenmistir. 50 mM bakir uygulanan orneklerin APX aktivitesinde
degisim gozlenmemesi ve 4APX gen ifadesinin artisi, sentezlenen APX mRNA trasnkriptlerinin
tamaminin translasyonla proteine c¢evrilmedigini ve post-transkripsiyonel siiregte bazi
modifikasyonlarin meydana geldigini diigiindiirmektedir. Calismamizin sonunda elde edilen
bulgular, bal kabagmin kursun ve bakira oldukca toleransli oldugunu gostermistir. Ayrica bal
kabaginda kursun toleransinin bakira gore daha yiiksek oldugu da ortaya konmustur. Kursun
ve bakir stresi altinda bal kabagi, antioksidan enzimlerin aktivitelerini ve gen ekspresyonlarini
artirarak agir metal stresine karsi daha yiiksek bir tolerans gelistirmistir. Bu ¢aligsma ile dikkat
cekilmesi gereken diger bir konu ise, bal kabaginin yetistirildigi topragin agir metal igerip
icermediginin belirlenmesindeki 6nemdir. Ciinkii kursun ve bakira maruz kalan bal kabaginin
morfolojik olarak herhangi bir toksisite semptomu gostermemesi bu bitkinin saglikli olarak
diisiiniilmesine sebep olmaktadir. Boyle bir durumda bitkinin besin olarak tiiketilmesi gerek
insan sagligint gerek diger organizmalarin yasamini tehdit etmekte ve oldukca zararli

sonuclara yol acabilmektedir.

Literatiirde, bircok agir metalin farkli bitki tiirleri iizerine etkilerini arastiran
caligmalar bulunmasina ragmen, potansiyel bir hiperakiimiilator olan bal kabaginda agir
metallerin etkilerini inceleyen caligmalara neredeyse hi¢ rastlanmamistir. Bu nedenle
calisgmamiz kursun ve bakirin bal kabagindaki hem ekofizyolojik hem de molekiiler diizeyde
etkileri ile ilgili literatlire onemli katkilar sunmaktadir. Agir metallerle kirlenmis topraklarda
hangi bitkilerin yetistirilebilecegi, bu bitkilerden ne diizeyde verim alinacagi ve topragin agir
metalden temizlenip 1slah edilmesinde hangi bitkilerin kullanilabilecegi yeni bir arastirma
konusu olusturmaktadir. Bal kabag bitkisinde bakir ve kursun metallerinin gerek ekolojik ve
fizyolojik gerekse molekiiler parametreler bakimindan farkli sonuglar olusturmasi, bu bitkinin
diger agir metallere karsi gosterecegi tepkilerin incelenmesini gerektirmektedir. Diger
bitkilerden farkli olarak Ozellikle hiperakiimiilatér bitkilerin agir metal maruziyetini tolere
etmede gelistirdigi fizyolojik ve molekiiller mekanizmalar, 6zellikle post-transkripsiyonel
stireclerin arastirilmasi yeni ¢aligmalarin konusunu olusturmalidir. Bu sayede, hem bal kabag1
bitkisinde hem de diger bitki tiirlerinde agir metal stresine karsi gosterilen tolerans
mekanizmalart hakkinda daha fazla bilgiye ulasilabilecektir Bu mekanizmalarin
aydinlatilmasi agir metal stresine duyarli bitkilerin agir metallere direng kazanmasini

amaglayan transgenik caligmalara da onciiliik edebilecektir.
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EKLER

EK-1

Bal Kabag Bitkisine Ait Deney Gruplarimin Ekolojik Verileri

Kok Govde " Kok Govde Tolerans
Kok yas Kok kuru | Govde yas Govde ) )
uzunluk uzunluk kuru biyoktiile biyoktiile indeksi
agirhk (g) | agirhik (g) | agirhk (g) -
(cm) (cm) agirhk (g) (g/ha) (g/ha) (%)
Kontrol 31,4+0,38 | 30,04+0,06 | 0,504+0,012 § 0,112+0,003 | 12,72+0,016 | 1,401+0,006 | 21298+623 | 266874+1169 100
25mM Pb | 30,85+0,14 | 31,67+0,00 § 0,851+0,027 § 0,139+0,004 | 13,69+0,25 | 1,444+0,004 | 26519+748 | 275122+752 101,8
50 mM Pb | 30,04+0,18 | 31,13+0,29 | 0,53+0,014 J 0,095+0,000 j 11,51+0,179 ] 1,367+0,01 18089+9 | 260306+1992 | 99,56
50 mM Cu | 24,13+1,12 | 30,33+0,00 | 0,337+0,015 | 0,092+0,001 | 13,82+0,315 | 1,555+0,008 | 17585+111 §296100+1497 | 88,64
100 mM Cu | 27,29+0,06 | 32,46+0,18 | 0,312+0,012 | 0,083+0,000 | 11,92+0,262 | 1,31+0,01 | 15806421 | 249441+1823) 97,25
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EK-2

Bal Kabag Bitkisine Ait Klorofil, MDA ve Toplam Protein Miktar1 Verileri

Toplam Toplam
Klorofil a Klorofil b " P il MDA 5 pt _
orofi 1 rotein
(mg/ml) (mg/ml) (nmol mi~)
(mg/ml) (ng/ml)
Kontrol 3,913+0,08 1,854+0,14 5,766+0,22 0,42+0,005 5049+150
25 mM Pb 5,212+0,11 2,613+0,02 7,823+0,14 0,36+0,006 4427+90
50 mM Pb 5,066+0,19 2,46+0,08 7,524+0,11 0,54+0,017 5922+19
50 mM Cu 4,727+0,00 2,984+0,23 7,708+0,23 0,418+0,002 4232+90
100 mM Cu 3,409+0,1 1,887+0,06 5,249+0,24 0,549+0,023 4224+107
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EK-3

Bal Kabag Bitkisine Ait Antioksidan Enzim Aktivitelerinin ve Gen ifade Seviyelerinin Verileri

Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Antioksidan Enzimlerin Gen ifade

Seviyeleri

SOD CAT APX SOD-Mn CAT APX

(% inhibisyon) (U/mg) (U/mg) (kat) (kat) (kat)

Kontrol 65,8+1,99 0,0047+0,0002 0,0452+0,0013 1,00 1,00 1,00
25 mM Pb 162,4+3,98 0,0168+0,0003 | 0,0366+0,0012 | 15,8+0,46 | 27,3+1,34 | 0,11+0,06
50 mM Pb 104,145,05 0,00865+0,0005 § 0,05485+0,0007 | 10,6+0,63 | 36,55+2,51 | 11,4+0,62
50 mM Cu 149,8+2,91 0,00645+0,0002 | 0,0414+0,0012 | 48,8+0,48 17,8+0,09 | 11,7+£1,71
100 mM Cu 158,6+3,98 0,00695+0,0002 | 0,0557+0,0003 16,7+1,8 5,71+0,56 | 39,9+0,39




