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Sunulan bu ¢alismada, dogal ortamindan toplanan N. officinale R. Br. kontrolli
sartlar altinda kursunun farkli derisimlerinin etkisinde (0, 25, 50, 100, 200, 250 ve
500 ppm) 14 giin boyunca birakilmigtir. Uygulama periyodu sonunda fotosentetik
pigment, su icerigi, lipit peroksidasyonu, Mn, Cu, Mg, Ca, Fe, Zn, Pb miktarlari,
antioksidant enzimler siliperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR), askorbat
peroksidaz (AP) ve katalaz (CAT) aktiviteleri ile belirlenmistir. N. officinale’nin
govde ve yapraklarindaki Pb miktarlarinin uygulanan metal miktariyla artmustir.
Diisiik Pb (25-50 ppm) derisimleriyle muamele edilen N. officinale’nin yaprak
dokularinda fotosentetik pigment iceriklerin artmigtir. Uygulanan Pb derisimine baglh
olarak kok, govde ve yapraklarda su igerigi azalmistir. 200, 250 ve 500 ppm Pb
derisimlerinde Mn ve Cu miktarlar1 azalmistir. Kursunun yiiksek konsantrasyonlari
(250-500 ppm) Ca ve Fe miktarlarin1 arttirirken Mg miktarimi azaltymistir.
Dokularda Pb derisimi uygulama miktariyla artmistir. Pb muameleli bitkiler
yapraklarinda malondialdehit iceriginin artisinin kaniti olan lipit peroksidasyonu
artma gostermistir. Kursun stresi antioksidant enzimlerin aktivitesinde Onemli
degisikliklere neden olmustur. Govdede SOD, AP, CAT ve GR aktiviteleri 500 ppm
derisiminde azalmistir. Sonuglar 500 ppm Pb’nin toksik konsantrasyon oldugunu ve
Pb toksisitesinin oksidatif stresi ve bitki kisimlarinda antioksidant enzimleri farkl
sekilde tetikledigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Nasturtium officinale, kursun, antioksidant enzimler, lipid
peroksidasyonu, gelisme.




ABSTRACT
PhD THESIS

EFFECTS OF LEAD ON THE ACTIVITIES OF STRESS RELATED
ENZYMES, CONTENTS OF MINERAL AND CHLOROPHYLL, AND
GROWTH IN Nasturtium officinale R. Br.

Gonca KESER
UNIVERSITY OF CUKUROVA
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOLOGY
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Saadet SAYGIDEGER
Year: 2005, Page: 95

Jury: Assoc. Prof. Dr. Saadet SAYGIDEGER
Assoc. Prof. Dr. Oya ISIK
Assoc. Prof. Dr. H. Yildiz DASGAN
Asisst. Prof. Dr. Elif ORUC
Asisst. Prof. Dr. Nisa UNALDI CORAL

In the present study, Nasturtium officinale R. Br. collected from natural environment,
was treated with different lead concentrations (0, 25, 50, 100, 200, 250 and 500 ppm)
for 14-days in controlled conditions. At the end of the treatment period, contents of
photosynthetic pigments, contents of water, lipid peroxidation, amounts of Mn, Cu,
Mg, Ca, Zn, Fe, Pb and antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD),
glutathione reductase (GR), ascorbat peroxidase (AP) and catalase (CAT) were
determined. Pb amounts in stems and leaves of N. officinale were increased with
applied metal concentrations. The increase was determined at photosynthetic
pigment contents in leave tissues of N. officinale treated with low Pb concentrations
(25-50 ppm), while high Pb concentrations (200-500 ppm) resulted in decrease. The
water content decreased in the roots, stem and leaves with an increace in Pb supply.
The amounts of Mn and Cu were decreased in the stem and leaves at 200, 250 and
500 ppm Pb concentrations. Higher concentration of lead (250-500 ppm) has been
attributed to increased amounts of Ca and Fe, while the amounts of Mg was
decreased. The tissue concentration of Pb increased with an increasing level of
supply. Lead treated plants showed incread levels of lipid peroxidation as evidenced
from the increased malondialdehyde content in leaves. Lead stress caused significant
changes in the activity of antioxidative anzymes. Activities of SOD, AP, CAT, GR
were decreased in the stems at 500 ppm Pb concentrations. The results indicate that a
toxic concentration of lead 500 ppm and Pb toxicity induce oxidative stress and
differential responses of antioxidant enzymes in plant parts.

Key words: Nasturtium officinale, lead, antioxidant enzymes, lipid peroxidation,
growth.
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1. GIRIS Gonca KESER

1. GIRIS

Dogadan ve antropojenik (kiiltiirel ve insan yapimi) kaynaklardan gelen
metaller su kiitlelerinde birikime neden olmaktadirlar. Akarsu yataklarinda topragin
tipine bagl olarak zararsiz halde bulunabilen metallerden bazilar1 sucul hayat ve
insan saglhigi i¢in iz miktarlarda alinmalar1 zorunludur. Sadece bazi metaller akuatik
sistemlerde asir1 miktarlarda bulunabilmekte ve organizmalar icin toksik diizeye
ulagabilmektedir. Bunlar da insan aktiviteleri sonucu meydana gelen akintilarin
sulara bosaltilmas1 ile olur. Ayrica asit yagmurlarindaki artislar da metalik
ylzeylerden ve topraklardan metallerin yikanmasina bdylece ortamdaki toksik
metallerin artmasina neden olmaktadir. Boylece toksik metaller (potansiyel olarak)
ile akuatik sistemin kirlenmesine hem dogal olaylar hem de insanlar neden
olmaktadir.

EPA (1993)’nin tesbit ettigi oncelikli kirleticiler listesinde 129 kirletici
bulunmaktadir. Bunlardan 13 tanesi metal, digerleri organik bilesikler, pestisitler,
PCB’ler ile astpestler ve siyanidler gibi baz1 metal olmayan inorganik bilesiklerdir.
Bu metal ve metaloitler; kadmiyum, kursun, antimon, arsenik, berilyum, krom, bakair,
civa, nikel, selenyum, giimiis, talyum ve ¢inkodur. Bu metaller diinyanin bir¢ok
yerinde cevre koruma oOrgiitleri tarafindan oncelikli kirleticiler listesine alinmistir
(Novotny, 1995).

Tath su vaskiiler bitkileri, makroskobik alglerle birlikte makrofitler olarak
bilinirler. Makrofitlerin akuatik ortamlardan elementleri toplayabilme o6zellikleri
oldugunu ilk olarak Hutchinson (1975) rapor etmistir. Hutchinson kadmiyum, kursun
ve civa gibi toksik elementlerin bitkilerde, sucul ortamlardakinden ¢ok daha fazla
diizeylerde oldugunu gostermistir.

Akuatik bitkilerin yasam formlari ¢esitlidir.

1. Kenarda su disinda olan hidrofitler
2. Yari batik hidrofitler (Emers tipi)
3. Yiziicii yaprakli hidrofitler
a. Suda serbest yiizenler
b. Kokleri ile tutunup yapraklari su yiiziinde yiizenler

4. Su altinda yasayan hidrofitler (submers tipi) (Saygideger, 1996)
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Kontamine olmamis tathi sularin element kompozisyonlar1 Turekian (1969)
tarafindan hesaplanmistir. Bu degerler tablonun ikinci siitununda gosterilmistir. Bu
degerler tam kesin degildir. Ciinkii hesaplamalardaki analitik hatalardan ve birkag
nehirden gelen metaller tatli su hidrosferine karigmis olabilir.

Cizelge 1.1°de goriildiigli gibi dogal kirlenme olmamis tatli sularda
elementlerin miktar1 oldukca diisiiktiir ve ¢ogu durumlarda pg/L diizeyindedir. Bu
kosullar altinda tathh su vaskiiler bitkilerinin, kirlenmemis sularda bile

hiperakiimiilator oldugu aciktir (Brooks ve Robinson, 2000).

Cizelge 1.1. Tatl su vaskiiler bitkilerinin element derisimleri (ug/mL [suda] ve pug /g

kuru agirlik [bitkide]).

Element A B C D E C/A
Ag 0.003 0.06 0.15 0.12 67 500
As 0.002 0.20 2.7 1.4 1200 1350
Cd 0.0002  0.64 1.0 1.4 90 5000
Co 0.0002  0.48 0.32 0.37 350 1600
Cr 0.001 0.23 4.0 2,8 65 4000
Cu 0.007 14 7.9 42 190 1128

Hg 0.0001 0,015 0.50 0.58 1000 5000
Mn 0.007 630 370 430 8370 52,857

Mo 0.001 0,90 12 - - 12,000
Ni 0.0003 2.7 4.2 6.1 290 14,000
Pb 0.003 2.7 6.1 27 1200 2033
Se 0.0002 0.2 1.0 0.30 21 5000
U 0.00004  0.04 0.50 0.05 1,1 12,500
\4 0.0009 1.6 3.6 - - 4000
Zn 0.02 100 52 47 7030 2600

A-Kirlenmemis nehir sular1 (Turekian, 1969), B- Karasal bitkiler (Bowen, 1966), C-
Kirlenmemis tath su vaskiiler bitkileri icin ortalama degerler, D- Kirlenmis tath su
vaskiiler bitkileri i¢in ortalama degerler, E- Kontamine olmus tatli su vaskiiler
bitkileri i¢in maksimum degerler, C/A- Kirlenmemis sularda biiyliyen tathh su
vaskiiler bitkileri i¢in birikim faktorii (Outridge ve Noller,1991).

1.1. Agir Metaller
1.1.1. Agir Metallerin Genel Ozellikleri

Agir metaller atomik yogunlugu 6 g/cm”’ten biiyiik olan metal ve metaloitler
grubu i¢in kullanilan genel bir isimdir. Genellikle kirlilik ve toksisite problemleriyle

iligkili olan Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb ve Zn gibi elementler i¢in kullanilir. Bu grup
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elementler i¢in alternatif isim iz elementlerdir (teorik olarak daha kabul edilebilir);
ancak yaygin bir sekilde kullanilmaz. Agir metaller normal olarak, kayalarin ve
maden cevherlerinin biinyesinde bulundugu i¢in yasayan organizmalarda, sularda,
sedimentlerde ve toprakta bulunmasi dogaldir (Alloway ve Ayres, 1993).

Bazi agir metaller bitki beslenmesi i¢in O6nemli olduklar1 halde yiiksek
konsantrasyonlarda fitotoksiktirler. Bunlar Cu, Fe, Mn, Mo, Zn, Co ve Ni dir.
Bununla birlikte Cd, Cr, Hg ve Pb gibi agir metaller de gesitli yollardan tarimsal
ekosisteme girerler. Bunlarin bitki biinyesinde bulunmalar1 derisimlerine ve
¢Oziinebilirliliklerine baglidir (Bergmann, 1992).

Biitiin atitk su ve camurlarda rastlanan agir metallerin baslica kaynaklari
endiistriyel ve ticari aktivitelerdir. Evsel atik sularda da 6nemli miktarlarda metal
bulunur. Endiistriden gelen en 6nemli metaller Cu, Ni, Pb, Zn ve Cd’dur. En 6nemli
sorun bu metallerin besin zincirine girme ve kullanma suyuna karisma olasiligidir

(Dinges, 1982; Jamil ve ark., 1987).
1.1.2. Agir Metallerin Biyokimyasal Ozellikleri

Bu gruptaki bazi elementler yasayan organizmalarin ¢ogu i¢in eser miktarda
da olsa gereklidir. Siiphesiz gerekli olan bu metallerin eksikliginde canlilar zarar
goriir. Hem bitki hem de hayvanlar icin Zn, Fe, Mn, Cu gerekli iken bunlara ek
olarak yalniz hayvanlar i¢in Co, Cr, Se, I ve yalniz bitkiler i¢in B ve Mo gereklidir.
Biyokimyasal islevleri bilinmeyen, canlilar i¢in birinci derecede 6nemli olmayan
fakat toksik olan elementler de vardir. Bunlar As, Cd, Pb, Sb, Ti ve U’ dur. Bunlar
organizmalarin toleransini asan konsantrasyonlarda toksisiteye neden olmaktadirlar.

Biyokimyasal diizeyde bu metallerin asir1 konsantrasyonlarinin neden oldugu
olumsuz etkiler ATP ve ADP’nin fosfat gruplariyla olan reaksiyonlari, hiicre
membranlarinin zarar gormesi, SH gruplariyla olan reaksiyonlari, esas iyonlarin
yerine gegmesi ve esas metabolitlerle rekabet etmesidir. Organizmalar sahip
olduklar1 homeostatik mekanizmalariyla ¢ogu elementin alinmasinda ortaya ¢ikan bu

diizensizlikleri tolere edebilirler (Alloway ve Ayres, 1993).



1. GIRIS Gonca KESER

1.1.3. Agir Metallerin Bitkiler Tarafindan Alinmasi

Bitkilerde agir metal alinimu i sekilde olmaktadir.

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

Koklerle Alimim

Toprakdaki metallerin bir kismu bitkiler tarafindan alinirken bir kismi da
toprakta kalir. Bu metalleri depo eden bitkiler oncelikle metalleri toprakta harekete
gecirmelidir. 11k olarak metal selatlandirict molekiiller (fitosideroforez) rizosfere
salmir. Bunun nedeni topraga bagl olan metalleri topraktan ¢dzmek igindir. Ornegin
mugineik asit ve avenik asit gramine tiirlerinin fitosideroforezi olarak gorev yaparlar
(Kinnersely, 1993). Bu fitosideroforezler Fe ve Zn eksikliginde serbest birakilirlar ve
Cu, Zn ve Mn’1n toprakta hareketini saglarlar (Romheld, 1991). Ikinci olarak kdkler
spesifik plazma membranina bagli metal rediiktazlar ile metal iyonlarini
azaltabilirler. Ugiincii olarak da bitki kokleri saldiklar1 protonlar ile toprak ortamini
asitlestirerek agir metalleri ¢ozebilirler. Diisik pH toprak igindeki bagli metal
iyonlarin serbest kalmasina neden olur. Kok i¢ine intraseliiler veya ekstraseliiler
yollarla giren metal iyonlar1 spesifik veya genel iyon tasiyicilar1 vasitasiyla yada
kanallarla bitki hiicrelerine girerler (Clarkson ve Luttge, 1989). Bitki i¢in gerekli
olmayan agir metaller de ayni transmembran tasiyicilarini kullandiklarindan
aralarinda rekabet ederler (Salt ve ark., 1995).

Agir Metallerin Koklerle Tasinmast

Metal iyonlar1 koke girdiginde ya akiimiile edilirler yada siirgiinlere tasinirlar.
Siirgiinlere metal ge¢isi ksilem iginde olursa da kdk igindeki floem yoluyla da bitkide
ilerleyebilirler (Stephan ve Scholz, 1993). Ksilem kanallarina giren metal iyonlar1 ilk
olarak endodermis ve epidermisi bolen kaspari seridine girerler. Kaspari seridi
nedeniyle ekstraseliiler gecis bloke edildiginden suyun hareketi engellenir ve metal
iyonlari intraseliiler olarak hareket ederler. ( Salt ve ark., 1995).

Belirli metal akiimiilatorleri bitkilerin (Brassica juncea) ksilem 6zlerinin
analizi yapildiginda metal gegisinde organik asitlerin iliskisi oldugu ortaya ¢ikmistir
(Baker ve Brooks, 1989). Floemde de metaller ya organik asitlerle selath olarak yada

fitoselatinlerle veya metallotiyoninlerle taginabilirler ( Salt ve ark., 1995).
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Agir Metale Dayanikiiik

Toksik etkili agir metallere dayanikli olan bir bitki ya hiicreye giren agir
metalleri derhal detoksifiye etmeli yada hiicreye alinimint smurli tutmalidir
(Cumming ve Taylor, 1990). Agir metallerle kirlenmis topraklardaki bazi endemik
bitkilerin asit fosfatazlar gibi agir metale dayanikli enzimler icerdigi goriilmiistiir
(Thurman, 1981). Agir metaller hiicre i¢inde biriktirildiklerinde detoksifiye
edilmeleri gerekir. Bu da metale bagl olan selatlanma, alinimin sinirlanmasi ve
coktiirme seklinde olur. Zn organik asitlerle selatlanip vakuolde biriktirilebilir
(Brooks ve ark., 1981). Kursun etkisinde birakilan Brassica juncea’nin koklerinde de
fitoselatinlerin iiretildigi ve bdylece fitoselatinlerin kursun detoksifikasyonuyla

iligkisi oldugu ortaya konulmustur (Salt ve ark., 1995).
1.2. Kursun

Insanlar tarafindan binlerce yildan beri kullanilan kursun, diinyadaki biitiin
sanayilesmis iilkelerin ekonomisinde biiylik rol oynamistir. U.S.’de kursunun
endistriyel tiiketimi her yil i¢in 1.3 milyon ton oldugu tahmin edilmekte ve
kirleticiler ile ¢evreye 600.000 ton Pb yayilimi olmaktadir ( Landis ve Yu, 2004).

Kursuna dayal1 iiriinlerin tiretimi ve kullanim1 oldugu gibi kursun rafinerisi,
madencilik ve kursunun tasfiye edilmesi islemleri de ¢evreye kursun salinimini
yiikseltmektedir. BoOylece kursun oOncelikle sucul sistemlere ve hava icine toz

seklinde karigsmaktadir (Grandjean, 1975).
1.2.1.0zellikleri ve Kullanimi

Diisiik erime noktasina ( 326° C ) sahip olan kursun, yumusak ve islenebilen
bir metaldir. Kolayca cesitli sekillere doniistiiriilebilir ve diger metallerle alagim
olusturabilir. Onemli sanayi iiriinlerinden borular, boyalar, lehimler, cam, ¢émlek
sir1, plastik ve insektisitler de Pb igerirler ( Landis ve Yu, 2004).

Kursunun spesifik adsorpsiyon 6zelligi nedeniyle diger tiim metallerden daha
kuvvetli baglanir. Ozellikle Fe oksit, Mn oksit ve Al oksitler kursun igin pH artistyla
beraber artan baglanma kapasitesi gostermektedir (Ozbek ve ark,. 1995).
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Atmosferdeki Kursun

Atmosferik kursun kaynaklari; kursun tasfiyehaneleri, komiiriin ve kursun
iceren maddelerin yanmasi, riizgarla toprakta bulunan kursunun ayrilmasi ve
kursunlu benzinin yanmasi sonucu havaya karisan kursun alkilleridir. Son zamanlara
kadar havadaki kursun kontaminasyonunun yaygin kaynagi otomobillerden ¢ikan
eksoz gaziydi. Tetraetil kursun 1920 yillarindan beri benzinde vuruntu maddesi
olarak kullanilmis ve atmosferik kirletici olarak énemli rol oynamistir ( Landis ve
Yu, 2004).

Vuruntu 6nleme maddesi (benzinin daha iyi yanmasimi saglayan madde)
olarak benzine katilan kursun tetraalkil yandiktan sonra ekzos gazlariyla kati formda,
ozellikle kursun halojeniir olarak az miktarda da kursun siilfat, kursun fosfat ve
kursun oksit olarak ortama verilir. Kursun igeren partikiiller 1um’den kii¢iik toz
parcaciklar1 halinde olduklarindan uzak mesafelere tasmabilirler (Ozbek ve ark.,
1995).

Kursunsuz benzinin zorunlu hale getirilmesi ve sanayiden dolayr olusan
yayilimin kontrol altina alinmasi sonucu atmosferik kursun yayilimi 6nemli miktarda
azalmistir. EPA’nin raporlarina gore U.S.A.(Amerika Birlesik Devletleri)’da en
biiylik yayilim kaynaklarindan ¢ikan Pb miktar1 1981- 1990 arasi siirekli olarak
azalma gostererek 56 000 tondan 7100 tona diismiistiir (EPA, 1991).

Sulardaki Kursun

Yiizey sular1 baz1 6zel kontaminasyonlarin etkisinde kaldigi zaman 6nemli
miktarlarda kursun igerirler. 1963-1965 yillarinda kursunlu borularla taginan igme
sularindan alinan numunelerin % 14’linde 10 mg/L’den daha fazla kursun
bulunmustur. Ayn1 numunelerin %1’den daha azinda 30 mg/L.’den daha fazla oldugu
bulunmustur. Diger yandan trafigin yogun oldugu caddelerin yakinlarinda toplanan
yagmur sular1 da 50 mg/L kursun i¢cermektedir (Landis ve Yu, 2004).

Yiyeceklerdeki Kursun

Insanlar ve hayvanlarm viicutlarma kursun girisinin esas kaynagi uzun
donemde kursun igeren besinlerin yenmesidir. Hayvanlar Pb bulagmis bitkileri
yiyerek zehirlenebilirler. insanlarda kursunu ¢omlekgilikte kullamlan sirlardan veya

Pb bulasmis wvaril, sise gibi kaplardan viicutlarina alabilirler. Arastiricilarin



1. GIRIS Gonca KESER

raporlarina gore bazi Roma Imparatorlarmin yiiksek diizeyde kursun ile kontamine
olmus saraplar1 icerek Pb zehirlenmesinden hasta olduklar1 hatta oldiikleri
bildirilmektedir (Landis ve Yu, 2004).

Ana caddelerin yakinlarinda bulunan bitkilerin otomobil ekzoslarindan dolay1
ylksek miktarlarda Pb biriktirdikleri agiklanmistir ( Khalid ve ark., 1996). Kursun
icerigi fazla olan bitkilerin insanlar ve hayvanlar tarafindan dogrudan yenilmeleri
durumunda tehlikelidirler. Trafigi yogun olan otoyolarin hemen kenarinda bulunan
bitkiler kuru maddede yaklasik 60 ppm’lik kursun igerikleri gosterirler. Bunun biiyiik
bir kismi sadece yiizeysel olarak bitkilere yapismis durumdadir. Yola olan mesafe
arttikca kursun igerigi azalir. Bu yaklasik 100 m mesafede normal degerlere (kuru
maddede 4 ppm Pb) ulasir. Yumrular ve daneler daha diisiik Pb igerigi gosterirler
(kuru maddede 0.5 ppm Pb) (Ozbekve ark., 1984).

Eski evlerin duvarlarindaki boya parcaciklarin1 yiyen cocuklar arasinda
kronik kursun zehirlenmesinden dolay1 dogal olmayan yiyeceklere karsi asir1 bir
istah belirmistir (Lin-Fu, 1982). Cocuklar i¢in biiylik bir tehdit olusturan kursunlu
boyalar bir ¢ok iilkenin kars1 karsiya oldugu saglik problemlerine neden olmaktadir.
( Landis ve Yu, 2004).

Topraklardaki Kursun

Kursun ve diger metaller kirlenmis havadan topraga gecebilirler. Ana
caddelerdeki araba ekzoslarindan ve maden tasfiye bacalarindan dagilmalar bunun
ornekleridir (Little ve Martin, 1972). U.S.A’da yapilan ¢aligmalarda motorlu
tagitlardan saliman kursunun % 50’si yollarin 30 m iginde birikmekte geri kalani
genis alanlar {izerine dagilmaktadir. Yollarin kenarlarindaki kursun kontaminasyonu
trafik yogunluguna gore degismekte ve yoldan uzakliga bagli olarak hizli bir sekilde
azalmaktadir. Minneapolis-St. Poul bolgesinde 12 ana yolun topraklarindan alinan
orneklerde yapilan ¢alismalarda, Pb derisimi 128- 700 ppm bulunmustur. Bu degerler
kirlenmemis kirsal topraklarda bulunan 10-15 ppm Pb degerlerinden oldukca
yiiksektir (Ryan, 1976).

Motorlu tasitlar arciligiyla trafigin yogun oldugu yollarin 6zellikle 10 m
uzaginda yer alan topraklarda yiiksek diizeyde kursun birikimi olmaktadir.

50-100 m’den itibaren genel olarak topraklarda yiiksek kursun icerigine
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rastlanmamaktadir. Trafik yogunlugunun artmasi ve trafikteki devamlilik, yola yakin
alanlardaki topraklarin kursun igerigini arttirmaktadir. Topraklarda kursunun
taginmasit ve yikanmasi, ¢oziiniirliiliigliniin diisiik olmasi nedeniyle ¢ok az diizeyde
meydana gelmektedir. Yapilan bilango c¢aligmalar1 ortama verilen kursunun

% 80’ninin 20 cm’lik iist toprakta tutuldugunu géstermistir ( Ozbek ve ark., 1995).
1.2.2. Kursunun Bitkilere Toksik Etkileri

Havada ve topraklarda bulunan kursunun yiiksek diizeylerinin etkisi altinda
kalan bitkiler metali biriktirebilirler ve sonug olarak toksisite gosterebilirler. Kursun
toksisitesinin biiyiikliigii metalin absorbsiyonuna, hareketliligine ve hiicredeki
bolgesel birikime baglidir. Kursun yoniinden zengin ortamlarda biiyiiyen hassas bitki
tiirleri organlarinda ¢ok fazla kursun biriktirebilirler (Singh ve ark., 1997). Kursun
toksisitesi diger metallerde oldugu gibi bitki tiirlerine gore degisir. In vitro
caligmalarina dayanan toksisite sonuglar1 birkag¢ tiir icin belirlenmistir. Arpa
bitkisinin Pb’ye Cr, Cd, Ni veya Zn’den daha fazla hassas oldugu gosterilmistir
(Oberlander ve Roth, 1978). Yiiksek diizeyde kursunun etkisinde kalan fasulye
tohumlarinin ¢imlenmesinin inhibe edildigi gosterilmistir (Yu, 1991). Bununla
beraber kursunun ¢imlenmeye etkisi Cd, As ve Hg gibi birka¢ metale gore daha az
oldugu bulunmustur (Koeppe, 1977).

Kursunun fitotoksik etkisi, asir1 derecede kursun iceren topraklar lizerinde
biiyliyen bitkilerde goriilmiistiir. kursun kismen yapraklarin stomalar1 vasitasiyla
bitkinin i¢ine niifuz ederken biiyiik bir kism1 yiizeysel olarak yapisir ( Patel, 1967).

Bitkilere kursun bulagsmasinin diizeylerini etkileyen faktorler sunlardir:

- Kursun yayilisinin siddeti,

- Yayilim kaynaklarindan uzaklik,

- Yayilim alanlarinda hakim olan riizgarin kuvveti ve yonii,

- Hasat zamani1 ve biiylime doneminin uzunlugu,

- Bitkinin ylizey sekilleri, 6zellikle yapraklarin sekli (diiz, piiriizlii, dalgali,

tiylii vs.),

- Yaprak pozisyonlar1 (dikey ve yatay),

- Birikimin dagilim ve miktar1 (Grun ve ark., 1985).
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Kursun toprak tarafindan oldukca kuvvetli bir sekilde absorbe edildiginden toprakta
kursun igerigi fazla olsa bile bitkideki kursun igerigi daha azdir (Heilenz, 1970).
Sonu¢ olarak, havadaki kursun miktarina, dagilim kaynagina yakinligin
artmasina, bitki vejetasyon doneminin uzamasina bagli olarak bitkilerin kursun
icerigi artmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 agaglarin yaprak ve ignelerindeki Pb
miktar1 sebze ve cayr bitkilerine oranla yiiksektir. Ozellikle yosun ve liken gibi
yavas biiyliyen bitkiler yiiksek bitkilere gére gram kuru madde basina 100-1000 kez
daha fazla agir metal biriktirme O6zelligine sahiptir ve bu nedenle toksik madde

birikimi i¢in biyoindikator olarak tanimlanirlar (Ozbek ve ark,. 1995).
1.2.3. Kursunun insanlara Toksik Etkileri

Kursun, kadmiyum ve civaya oranla ¢cok daha az toksisite gostermektedir.
Insanlar ve hayvanlar tarafindan alman kursun ciger, bobrek ve ozellikle kemik ve
dislerde birikmektedir. Yar1 omriiniin fazla olmasi nedeniyle (insanlarda 5-20 yil)
endiistrinin yogun oldugu {ilkelerdeki insanlarda yas ilerlemesine bagli olarak
viicuttaki kursun miktar1 da artmaktadir (Ozbek ve ark., 1995).

Insanlarda kisi basma kursunun giinliik alinini 20 mg’ dan 400 mg’a kadar
oldugu hesaplanmigtir. FAO/WHO uzmanlar1 haftalik tolere edilebilir miktarin 3000
mg oldugunu saptamislardir. Yalnizca bu miktarin yarisinin ¢ocuklar i¢in giivenli
oldugu aciklanmistir. Mideye giren kursunun % 5-15 kadar1 absorblanmaktadir. Bu
miktar giinliik olarak 15-25 mg/giin’ diir ve toplam absorblanan kursunun iicte ikisi
kadardir. Aksine solumayla alinan kursunun %20-40 kadar1 absorblanir ve yaklasik

olarak 8 mg/giin’diir veya toplam absorbe edilen kursunun {igte biri kadardir.
1.2.4. Kursunun Biyokimyasal Etkileri

Birgok biyokimyasal isleyis Pb’nin asir1 hareketli olmasindan etkilenir.
Metal, onemli fonksiyonel grup olarak hareket ettiginden bir¢ok enzimin (bunlarin
bazilar1 fotosentez ve azot i¢in Onemlidir) aktivitesini etkiler. Kursunla muamele

edilen bitkilerde hidrolitik enzimlerin ve peroksidazlarin aktivitesinin bozuldugu,
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senesenste bir artis oldugu goriilmiistiir. Kursun muamelelerinde ¢oziinebilir protein
ve serbest aminoasit igeriginde de artis gézlenmistir (Lee ve ark., 1976).

Bitkiler tarafindan ortamdan alinan kursun ¢ok diisiik derisimlerde hiicre
boliinmesini  azaltabilir (Cannon ve Bowles, 1962). Kursunun misir
mitokondrilerinde elektron gecisini inhibe ettigi gosterilmistir (Koeppe ve Miller,

1970).
1.3. Oksidatif Stres ve Oksijenin Aktiflesmesi

Atomik oksijen; yer kabugunda ¢ok fazla bulunan elementtir. Su ve
atmosferde bulunan oksijen aerobik hayatin biitliin formlarinin devami igin
zorunludur. Mevcut oksijen rezervi, fotosentezin bir sonucu olarak sudaki oksijenin
serbest birakilmasiyla meydana gelir ve solunumda en son elektron alicis1 olarak
kullanilmastyla devamliligi saglanir. Ayrica cesitli enzimik ve enzimik olmayan
prosesler ile oksijen atomlar1 ¢esitli organik molekiiller icinde de tutulmaktadir
(Elstner, 1982).

Aerobik hayat i¢in gerekli olan oksijen molekiili solunum ve enerji
metabolizmasi i¢in zorunlu olmasinin yaninda bir¢ok olumsuz sonuglar da meydana
getirmektedir. Aerobik organizmalar oksijenin bu olumsuz etkileriyle de savagmak
zorundadirlar. Atmosferik derisim c¢ok fazla oldugunda, molekiiler oksijen bazi
enzimleri inhibe edebilir veya aktifligini engelliyebilir. Fakat oksijenin esas toksik
etkisi reaktif tlirevlerini kullanmasiyla olugmaktadir. Oysaki bazal diizeyindeki
molekiiler oksijen reaktif degildir ve organik molekiillerle rahatlikla birlikte
bulunabilir. Bu 6zelligi, molekiiler oksijenin eslesmemis iki elektronunun paralel
donmesiyle aciklanir ve bu donme sinirlamasi radikal olmayan bilesiklerle onun
reaksiyona girmesine etkili bir engel olusturur. Bunun i¢in molekiiler oksijen fiziksel
ve kimyasal olarak aktiflestirilmelidir (Perl-Treves ve Perl, 2002).

Fiziksel aktiflesme, uyarilmis bir klorofil molekiilii gibi aktiflesmis bir
pigmentten uyarma enerjisinin molekiiler oksijene transferi ile meydana gelir ve
yeterli enerjiyi absorblayan oksijenin elektronlarindan birisinin donmesi tersine
cevrilir. Bu durumda iki elektron birbirine karsit donmelere sahip olur ( Sekil 1.1).

ik olusan etkili ve reaktif bir tiir olan oksijenin singlet ('O, ) durumudur. 'O,

10
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oldukca yiiksek diizeyde dagilma o&zelligine sahiptir ve organik molekiillerle
tepkimeye girebilir. Organik molekiillerde eslesmis elektronlar yaygin oldugu i¢in
'0, organik molekiillere kars1 triplet durumundan daha fazla reaktiftir.

Kimyasal aktiflesme, donme sinirlamasinin olmadigi bir mekanizmadir.
Molekiiler oksijenin birer elektronlarinin indirgenmesi ile meydana gelir. Molekiiler
oksijenin tiimiiyle suya indirgenmesi i¢in 4 elektron ( ve 4 proton) gereklidir. Tek
degerli indirgenmenin ii¢ ara trlinii; sirasiyla siiperoksit (O, ), hidrojen peroksit
(H,02) ve hidroksil radikal (OH) kimyasal olarak reaktif ve biyolojik olarak
toksiktirler. Oksijenin rediiksiyonunda birinci basamakta olusan O, endotermiktir,
sonraki rediiksiyonlar ekzotermiktir (Sekil 1.1), (Mc Kersie ve Leshem, 1994). Bir
organik molekiile ¢arpan reaktif oksijen tiirleri, ondan bir elektron ¢ikararak peroksil
(ROO ) ve alkoksil (RO ) radikal gibi zincir reaksiyonlar olusturabilen bir radikale

geri verir (Perl-Treves ve Perl, 2002).

0-0:
0-0 > -0-0 : H
22 \A v 21.7
-0-0 -
H:0-O:H

Serbest -8.8
Y

Enerji
(Kcal/mol) H-O-+H:0:-H
l -53.7

H:O:H

Sekil 1.1. Oksijenin aktivasyon durumlar1 (Mc Kersie ve Leshem, 1994).

Farkli stres faktorlerinin yaygin 06zelligi bitki dokularinda reaktif oksijen
tiirlerinin iiretilmesini arttirma potansiyelinde olmalaridir. Reaktif oksijen tiirleri ayn1
zamanda normal metabolik prosesler siiresince de bitki hiicrelerinde meydana
getirilirler (Fridovich,1995; Alscher ve ark., 1997). Fotosentetik elektron tasima

sistemi bitki dokularmda 'O, ve O,” meydana getirme potansiyeline sahip aktif

11
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oksijenin esas kaynaklaridir. Aktif oksijen liretimi, oksijen atmosferinde fotosentetik

elektron tagima zincirinin islemesinin bir sonucudur (Asada, 1994).
1.3.1. Hiicrelerde Reaktif Oksijen Uretimi

Bitkilerdeki reaktif oksijen tiirlerinin bir¢ok olast nedeni vardir. Normal
metabolizmanin kapsami icinde olan reaksiyonlardan birkag1 fotosentez ve
solunumdur. Reaktif oksijen ara iriinlerinin diger kaynaklar1 abiyotik stresler
stiresince fotorespirasyon (1sikli ortamdaki solunum) ve peroksizomlardaki glikolat
oksidaz gibi yollara aittir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda da reaktif oksijen ara
tirlinlerinin nedenleri belirlenmistir. Bunlar NADPH oksidazlar, amino oksidazlar ve
hiicre duvarmma bagh peroksidazlardir. Bunlar programlanan hiicre oliimleri ve
patojen savunmasi gibi isleyisler siiresince reaktif oksijen ara iirlinleri olusumuna
katilirlar ( Dat ve ark.,2000 ; Hommond ve Jones,1996 ; Grant ve Leake 2000 ).

Oysaki normal biiyiime kosullar1 altinda hiicrelerdeki reaktif oksijen ara
trlinlerinin dretimi distiktir (240 uM s '102' ~ve 0.5 uM H,O, degerleri
kloroplastlardaki degismez diizeylerdir). Bir¢ok stres faktorii reaktif oksijen ara
tirtinlerini arttirarak hiicrelerin homeostasisini hasara ugratir (O '~ i¢in 240-720 uM s
1 H, 0, i¢in 5-15 uM ) (Polle, 2001). Bu stres faktorleri kuraklik, su eksikligi, tuz
stresi, donma, sicaklik soku, agir metal stresi, ultraviyole yayilimi, ozon ve SO, gibi
hava kirleticileri, besin eksikligi, patojen saldirilar ve yiiksek 1s1k stresi gibi mekanik
streslerdir (Bowler ve ark.,1992 ; Allen, 1995; Dat ve ark.2000). Bu stresler
mitokondrial solunumda, kloroplastlarda ve fotorespirasyonda reaktif oksijen ara

irlinlerini meydana getirir.
1.3.2. Kloroplastlarda Reaktif Oksijen Uretimi

Klorofil molekiili tilakoit membranlardaki fotokimyasal reaksiyon
merkezinde 151k enerjisini absorbladigi zaman yiiksek potansiyelli oksidatif gii¢ ve
diisiik potansiyelli indirgeyici glic olusturulur. Fotosentetik elektron transport
zincirinde fotosistem II (PS II)’nin oksitleyici bolgesinde su, oksijene oksitlenir.

Fotosistem I (PS I)’in indirgen bdlgesinde ise demir-siilfiir proteini ferredoksin (Fd)
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indirgenir. indirgenmis Fd, CO, tutulmas1 ve kloroplastlardaki diger reaksiyonlar i¢in
elektron saglar. Kloroplastlarda reaktif oksijen tiirlerinin iki olusum yeri bulunur.
Birincisi fotosistem I’in digeri fotosistem II’nin indirgen bdlgesidir.

Fotosistem I’in ucundaki FeS merkezlerinin redoks potansiyeli oksijenden tek
degerli O, "radikali liretecek kadar diistiktiir.

O, + PS I (rediikte) — O, "+ PS I (okside)

Oksijenin siiperokside fotorediiksiyonu PS tarafindan zorunlu olarak meydana
getirilir ve fotosentetik elektron akisinin % 10-20’sini kullanir (Asada ve Takahashi,
1987). Siiperoksit, stromada bulunan siiperoksit dismutaz (SOD) ile katalizlenerek
H,0, ve O,’ye dismutasyonu saglanir (Asada ve ark., 1973).

20, +2H" - H0, + O,

Bu reaksiyonlar H,O;’in ¢gogunun kloroplastlarda olustugunu agiklamaktadir
(Mehler reaksiyonu; Mehler, 1951).

Hidrojen peroksit, glutatyon (GSH) ve askorbat (AA) ile O;” in enzimatik
olmayan indirgenmesi ile de tretilir.

O, +AH — H)O, + A

Reaksiyonda AH, GSH veya AA’nin oldugu bir indirgen, digeri ise bir
radikaldir. Bununla beraber normal fiziksel kosullar altinda bu mekanizma 6nemli
degildir. Ciinkii tretilen O, olustugu yerin yakininda bulunan SOD ile derhal
farklilagtirilir (Ogawa ve ark., 1995).

Oksijenin O, ‘e fotorediiksiyonu zararli degildir fakat kloroplastlarin
fotoinhibisyonu acgisindan olduk¢a zorunludur ve asir1 uyarilma enerjisini 1s1 olarak
dagitan emniyet valfi gibi hareket eder (Laisk ve Edwards, 1998).

H,0,, sadece siiperoksitin dismutasyonu ile degil aym1 zamanda kloroplast
disinda, divalent oksidasyonlar siiresince ¢esitli oksidazlar ile katalizlenen oksijenin
divalent indirgenmesi yoluyla da iiretilir(Perl-Treves ve Perl, 2002).

Indirgenler ve uygun bir katalizor (gecis metal iyonlari, kinonlar ve Fd; Jakob
ve Heber, 1996) saglandigi zaman H,0,, olduk¢a toksik hidroksil radikal (OH)
sekline doniisiir.

H,O0, + AH — HO + OH  + A (Haber-Weiss reaksiyonu)
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AA, GSH ve O, ~ bu reaksiyonda indirgen olabilirler. Katalizor olarak PSI’in
reaksiyon merkez kompleksindeki FeS merkezleri (Sonoike, 1996) de OH iiretebilir.
Fe, Cu ve Mn gegis metal iyonlar1 olarak etkili katalizorlerdir. OH oldukga yiliksek
oksitleyici giice sahiptir ve organik molekiilleri devamli olarak 10°M™ s™' de oksitler,
bundan dolay1 reaktif oksijen tiirleri arasinda en fazla toksik olan molekiildiir
(Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Elektron transport zincirinin diger yaninda olusturulan triplet klorofil
molekiilii hizli bir sekilde bazal diizeydeki oksijenle tepkiyerek singlet oksijen ('O5)
olusturur (Perl-Treves ve Perl, 2002).

Chl” + °0, _, 'Chl + 'O,

'0,, H,O,’den ve siiperoksitten ¢esitli reaksiyonlar yoluyla da iiretilir
(Halliwell ve Gutteridge, 1999). PS II'nin reaksiyon merkezlerinde baslica akseptror

olan kinon Q, tamamen indirgendiginde de 'O, iiretilir (Vass ve Styring, 1993).
1.3.3. Kloroplastlarin Disinda Reaktif Oksijen Tiirlerinin Uretimi

Reaktif oksijen tilirlerinin en biiyilk iiretim reaksiyonlart yalnizca
kloroplastlardaki oksijenin oksijene univalent indirgenmesi degil ayn1 zamanda
kloroplast digindaki kisimlarda da O;’nin H,O;’ye divalent indirgenmesi
reaksiyonlarinda da olusurlar. Peroksizomlar divalent reaksiyonlar i¢in oksidazlar
icerirler ve 1s1k ortamdaki solunum ve lipitlerin B- oksidasyonu gibi oksidatif
metabolizma ile beraber H,O, iiretirler. C; bitkilerindeki H>O,’nin 6nemli miktari
peroksizomal glikolat oksidaz yoluyla fotorespirasyonla sirasinda diiretilir (Perl-
Treves ve Perl, 2002).

O, + glikolat — H,0, + glioksilat

O, = de peroksizomlarda ve plazma membranlarinda iretilir. Bitki
peroksizomlarinda siiperoksit ksantin oksidaz ve iic ayrt NAD(P)H oksidazlar
yoluyla iiretilir. Peroksizomal O, ~ iiretimi senesens siiresince artmis ve olusan

reaktif oksijen tiirleri hiicre bilesenlerini ¢liriitmiistiir (Del Rio ve ark., 1998).
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1.4. Reaktif Oksijen Tiirleri

Stiperoksit Radikali

Stiperoksit radikali mikrozomal ve mitokondrial elektron tasima
sistemlerinin dahil oldugu bir¢ok hiicresel yollarda meydana getirilir. O, ~ radikali
hem oksitleyici hem de indirgeyici 6zelliklere sahiptir (Fee ve Valentine, 1977). O,
radikali bir elektron alarak molekiiler oksijenin indirgenmis seklidir. O, ~ anyonu
mitokondrial elektron tagima sisteminde meydana gelen baslangi¢ serbest radikalidir.
Mitokondri  dort elektron zincir reaksiyonu kullanarak oksijenin suya
indirgenmesiyle enerji iretir. Mitokondrinin zincir reaksiyonlarindan ¢ikan
elektronlarin bazilar1 dogrudan oksijen ile tepkimeye girer ve siiperoksit anyonu
meydana gelir (Harman, 2000 ).

O, ~ kismen stabildir ve reaktif oksijen tiirleri arasinda reaktif olmayan bir
molekiildiir. Bununla beraber protonlanmis, HO, sekli (p Ka = 4.8) daha c¢ok
reaktifdir ve lipit peroksidasyonunu baslatabilir. Oysaki O, ~ baglatamaz. Buna ek
olarak HO, lipit bariyerlerini gegebilir fakat O, ~ gecemez. Sulu ¢ozeltilerde O, -
kendiliginden H,O, ve O,’ye farklilasir.

0, + O, + 2H" — H,0, + O,

Diisiik pH’da asagidaki reaksiyonlar meydana gelir.

0, + HO, + H' —» Hy0, + O,
HO, + HO, — H;O, + O

O, " radikali Haber-Weiss reaksiyonunda H,O,’den HO' iiretmek i¢in gegis
metal iyonlarinin bir indirgeni olarak goérev yapar. Ayni zamanda kinonlarin
bulundugu ortamda 6zellikle radikal zincir reaksiyonlari olusturur. Kinonlar bitki
hiicrelerinde ¢ok fazla bulunan kinon rediiktazlar tarafindan semikinonlara
indirgenir. Indirgenmis semikinonlarda molekiiler oksijeni indirgeyerek siiperoksit
tretirler. O, ~ , semikinonlarin farklilagtirilmasiyla tretilen kinonlar1 yeniden
semikinon olusturmak i¢in oksitler. Bu zincir reaksiyonlar SOD ile etkili bir sekilde

sonlandirilir (Mano ve ark., 2000).
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O, ~ radikali stilfiir bilesiklerini, o-difenolleri, AA’i (Asada ve Kiso, 1973)
veya NADPH’1 (Bielski ve Chan, 1973) oksitleyebilir. Metal komplekslerini, metal
iyonlarini ve sitokrom C yi indirgedigi gosterilmistir (Mc Cord ve Fridovich, 1969).

Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, SOD enziminin katalizledigi bir reaksiyonla O;"
anyonunun dismutasyonu sonucu meydana gelir. Amino oksidaz ve ksantin oksidaz
gibi enzimler de O, anyonundan H,O; olustururlar. H;O, pH 10’un altinda radikal
olmayan notral bir molekiildir ve suda oldugu gibi biyomembranlar1 gecerek
dagilabilir. Bir stres isareti olarak H,O,’nin gorevi hiicre i¢i ve hiicreler arasi
dagilabilirligine dayanir (Karpinski ve ark., 1999). Hidrojen peroksit Cu ve Fe
elementlerinin varliginda siiperoksit radikali ile reaksiyona girebilir ve daha reaktif
OH’e doniisiir (Thompson ve ark.,1987). Kloroplastik askorbat peroksidaz (AP)
izozimleri, elektron dondrii olmadiginda H,O, ile oksitlenir (Hossain ve Asada,
1984). Cu/Zn SOD, Cu*’iyonlarimin, reaksiyon merkezinde Cu”ya indirgenmesi
yoluyla H,O, ile islevsiz duruma getirilir ve OH olusumu gergeklesir ( Hodgson ve
Fridovich, 1975).

Bugday yapraginin kloroplastlarindan izole edilen Cu/Zn SOD zayif 1sik ile
hareketsiz duruma getirilmistir. Cogunlukla bunun nedeni 151k karsisinda H,O,
tiretilmesidir (Casano ve ark., 1997). Aym sekilde FeSOD ‘da H,0O, ile
hareketsizlestirilir (Beyer ve Fridovich, 1987). Bu enzimlerin islevsiz hale getirilmesi
mikromolar ve milimolar H,O, diizeylerinde meydana gelir. Hidrojen peroksit
temizleyen enzimler etkili bir sekilde islemediginde bu oranlar artabilir .

H,0,, katalaz (CAT) ve peroksidazlar tarafindan temizlenir. CAT, H,0,’yi
0O, ve H,O’ya doniistiiriir.

2H,0, — O, + 2HO

CAT peroksizomlarda yerlesmistir ve lipitlerin B- oksidasyonunda ve
solunumda iiretilen H,O,’yi temizleme isinden sorumludurlar (Scandalios ve ark.,
1997).

Peroksidazlar bir elektron donérii (AH) kullanarak H,0,’i H,O’ya
indirgeyerek temizlerler.

H202 + 2AH — 2H20 + 2A
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Kloroplastlardaki baglica peroksidaz, elektron dondrii olarak AA kullanan ve
monodehidroaskorbat radikali(MDHA ") olusturan AP’dur..

H,0, + 2AA — 2H,0 + 2MDHA

AP tilakoitlere bagli ve ¢oziinebilen izoformlar1 belirlenmistir (Asada, 1997).
Kloroplastlardaki AA konsantrasyonu (yaklastk 10 mM) AP’in Km (Enzim
maksimal hiz ile calisirken yiizeyine bagli substrat konsantrasyonunun yarisini
gosteren sabite) degerinden ¢ok daha yiiksektir (0.5 mM). Bu nedenle kloroplastlarda
H,O, temizleme kapasitesi AP igeriginin kontrolii altindadir. Kloroplastlar
(tilakoitlere bagl ve ¢6ziinebilen) 70 uM AP igerdiginden dolay1 aydinlatma altinda
H,O, konsantrasyonu 0.5 uM gibi diisik diizeyde tutulur (Asada, 1994). AP
hareketsiz durumda oldugunda iiretilen H,O, yeterli bir sekilde temizlenemez ve
kloroplast digina yayilir (Nakano ve Asada, 1981). AP sitosolde, peroksizomlarda ve
mitokondride bulunur (Jimenez ve ark., 1997).

Hidroksil Radikal

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

HO' dretildigi yerin yakiindaki ¢ogu molekiillerle se¢ici davranmadan
tepkimeye girer. Boylece uzak mesafelere dagilamaz. Baska bir deyisle OH ig¢in
spesifik tutucular yoktur. HO  toksisitesinden hiicrelerin etkili sekilde korunmasi
ancak O, °, H,O, ve gec¢is metal iyonlarinin diisiik diizeyde tutulmasiyla olur.
Hiicrelerde meydana geldigi anda HO bir reaksiyon kiimesi ile temizlenirler. Her
hiicre boliimiinde bol miktarda bulunan indirgenler olan AA ve GSH, OH iiretildigi
yerde bulunduklarinda ilk savunanlar olarak hareket ederler. Su stresi sirasinda
mannitol ve trehalose gibi bazi uygun bilesiklerin HO" temizledikleri ve stres
toleransina katkida bulunduklari isaret edilmistir (Smirnoff, 1993).

Singlet Oksijen

Singlet oksijen ('O, ) ortaklanmamus elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan

reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi

17



1. GIRIS Gonca KESER

gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina da neden olur. Oksijenin
elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan baska bir
orbitalle yer degistirmesiyle olusur (Akkus, 1995).

Yiiksek enerji ve dénme durumundan dolayr 'O,’nin organik molekiillere
kars1 reaktifligi molekiiler oksijenden ¢ok daha fazladir. 'O, niikleofiliktir ve siklikla
diger molekiilleri divalent olarak oksitler, hidroperoksit ve endoperoksit sekillerine
cift baglar ekler, proteinleri oksitleyerek zarar verir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
'0, bir radikal olmadig1 i¢in bu reaksiyonlar radikal iiretmez ve dogrudan zincir
reaksiyonlar baslatmaz. Bununla beraber peroksitlerin indirgenmesi durumunda
oldukea reaktif alkoksil radikaller meydana gelir.

En ¢ok etkili 'O, temizleyen molekiil p-karotendir. B-karoten dogrudan 'O,
ile tepkimeye girer ve 1s1 olarak uyarilma enerjisini dagitir. Bunun yaninda triplet
klorofil (3Chl*) ile reaksiyona girer ve onu 'Chl’ye doniistiiriir. Boylece 'O, olusmasi
onlenmis olur. Tilakoit membranlarin ¢ift lipit tabakalarinda bulunan a-tokoferol de
'0,’leri temizler. AA ve GSH da milimolar diizeyde olduklarinda 'O, toplayabilirler
(Perl-Treves ve Perl, 2002).

1.5. Koruyucu Antioksidant Savunma Sistemleri

Aerobik organizmalar c¢esitli dis kaynakli ¢evresel etkilerin sonucu olarak
veya normal metabolik aktiviteleri siiresince meydana gelen toksik oksijen ara
tirtinlerini etkili bir sekilde detoksifiye etmek ihtiyaci duyarlar. Hiicreleri oksidatif
hasara kars1 koruyan enzim yapisinda olan ve enzim yapisinda olmayan ¢ok sayida
savunma mekanizmalar1 vardir. Enzimatik olmayanlar arasinda glutatyon, sistein,
hidrokinonlar, mannitol, vitamin C ve E, flavonoidler, bazi alkoloidler ve - karoten
sayilabilir ( Larson,1988).

Enzim yapisinda olan antioksidant savunma sistemleri oksijen ara iiriinlerini
ve serbest radikalleri toplama, noétralize etme ve ortamdan uzaklastirabilme
islevlerini yaparlar. Enzim yapisinda olan antioksidant savunma sistemleri kloroplast
ve mitokondrilerdeki H,O, yi topladig1 kabul edilen askorbat peroksidaz (AP) ve
glutatyon rediiktaz (GR)’dir. (Foyer ve Halliwell, 1976). H,O, yi etkili bir sekilde
ortamdan uzaklastiran CAT ve peroksidazlar, O, anyonunu toplayan SOD’dir. CAT
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ve SOD en etkili antioksidant enzimlerdir. Iki enzimin kombine ¢alismasi, potansiyel
tehlikeli O,” ve H,0O,’1 suya (H,O) molekiiler oksijene (O,) cevirirler. Bdylece
hiicresel hasar1 onlerler.

O, + e — 0y

0, + 0y +2H" °°° - H,0,+0;

H,0,+ O, — OH + OH+O0,

H0,+ H0, M — 2H,0+ 0,

SOD ve CAT kombine ¢alismasi olduk¢a toksik ve reaktif oksidant olan ve
biitiin makromolekiillere saldiran OH olusumunu azaltir (Scandalios, 1993).

Stiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD; siiperoksit: siiperoksit oksiderediiktaz; EC
1.15.1.1) antioksidatif stres savunma mekanizmasinin anahtar enzimidir ve O; ‘i O,
ve HyO, ye doniistiirdiigiinden O, ~ ve H,O,’nin hiicre derisimlerini dogrudan belirler
(Van Camp ve ark., 1994).

2H" + 20, > H0, + 0,

Birkag istisna hari¢ tutulursa SOD’ lar biitiin aerobik organizmalarda bulunur
ve aktiflesmis oksijen araiiriinleri ile zorunlu olarak temas halinde olan biitiin hiicre
boliimlerinde yeralir. SOD’lar bakir/¢inko (Cu/Zn), demir (Fe) ve mangan (Mn)
iceren izoenzimler olarak metal kofaktdrlerine gore smiflandirilirlar. FeSOD ve
MnSOD proteinleri yap1 olarak benzemelerine ragmen Cu/ZnSOD’lar farklidir
(Bowler ve ark.,, 1994). Deneysel metotla {i¢ tip SOD, H,O, ve KCN’e
hassasiyetlerine gore birbirlerinden kolayca ayrilabilirler. Cu/ZnSOD’un hem KCN
hem de H,0;’ye hassas oldugu, FeSOD’un sadece H,O;’ye ve MnSOD’un ise her iki
inhibitore kars1 dayanikli oldugu gosterilmistir (Kaminaka ve ark., 1999).

SOD’larin inhibitorlere karsi farkli hassasiyetleri yaninda hiicredeki
dagilimlar1 da ayirt edici bir Ozelliktir.  SOD izozimlerinin miktart da her bir
organizma i¢in farklidir. Kontrolli gelisim ve ¢evresel stresler (UV, ozon, atmosfer
kirleticileri, diisiik sicaklik, tuz stresi, kuraklik, sicak soku, patojen enfeksiyonlari
gibi) aktif oksijen tiirlerini meydana getirerek bitkinin SOD aktivitesini tetikledigi
gosterilmistir (Van Camp ve ark., 1994). MnSOD biitiin o6karyotik hiicrelerin
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mitokondrilerinde, Cu/ZnSOD’lar yuksek bitkilerin kloroplastlarinda,
peroksizomlarda ve sitosolde bulunur. Simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda
FeSOD’lar sadece prokaryotlar ve bitkilerin kioroplastlarinda bulunmustur (Perl-
Treves ve Perl, 2002).

Askorbat Peroksidaz

Peroksidazlar, bitkilerde bulunan aktif oksijen tiirlerine karsi savunma
sisteminin ikinci sinif enzimlerini olustururlar (AP; EC 1.11.1.11). AP’lar bitkilerin
sitosol ve kloroplastlarinda, alg ve bazi siyanobakterilerde askorbat-glutatyon
dongiisii yoluyla zararli H,O;’yi yikarlar (Sekil 1.5.). Askorbat-glutatyon yolu
ozellikle fotosentetik dokularda oksidatif strese kars1 korumay1 birbirine bagli redoks
reaksiyonlart ile saglar (Foyer ve Halliwell, 1976). Bunun yaninda mitokondri ve
peroksizomlarda da AP oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonunda bir elektron dondrii
olarak AA kullanarak H,0O,’yi yikar ve ardindan askorbat, MDHA’a oksitlenir
( Jimenez ve ark., 1997).

2 Askorbat + H,0, “"— 2 Monodehidroaskorbat + 2 H,O

AA kloroplast memraninda Fd tarafindan yeniden MDHA’dan (Miyaka ve
Asada, 1994) yada NADPH harcanarak stromada monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR) ile yeniden olusturulur. MDHA ayn1 zamanda kendiliginden askorbata ve
dehidroaskorbata (DHA) ayrisir. DHA, dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) tarafindan
yeniden indirgenir. DHAR, elektron donérii olarak, GSH kullanir. Olusan okside
glutatyon (GSSG) NADPH tiiketen glutatyon rediiktaz (GR) ile yeniden kullanilacak
hale dontstiiriiliir (Sekil 1.2.).

Kloroplastlarda bulunan SOD ve AP enzimleri hem ¢6ziilebilir halde hem de
tilakoid membranlara bagli olarak bulunurlar. Membran yiizeyinde olusan O,~
tutulabilir ve derhal H,O, ye c¢evrilir ve membrana bagli AP tarafindan ortamdan
temizlenir. izole edilen bozulmamis kloroplastlar disardan verilen H,O,’1 stiratli bir

sekilde metabolize etmislerdir. (Neubauer ve Schreiber, 1989).
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GRSG- NADPH
H202
ASKORBAT
/ \ NADP
S.ﬂp erolzsit Askorhat Monodehidro Dehidro Glutatyon
dismutaz per uL';ithz askorbat askorhat rediltaz
l e-:lul\hz r e-tlul.hz
]IIHA N HIPH
Oz— ]:}]-[A 1 GSH NADP

Sekil 1.2. Halliwell- Asada yolu (Foyer ve Halliwell, 1976).

Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GR) elektron donorii olarak NADPH ile birlikte GSH
havuzunun yenilenmesini saglayan “Halliwell-Asada” yolunu tamamlar.

GSSG + NADPH “*— 2GSH + NADP'

GR bir flavoproteindir. GR aktivitesi bitkilerde en fazla kloroplastlarda
bulunurken mitokondrial ve sitosolde de izozimleri tanimlanmistir (Cressien ve ark.,
1994).

GSH enzimler iizerindeki tiyol (SH) gruplarini koruyan, bir distilfit rediiktant
olarak askorbatin rejenerasyonunda islev goriir. 'O, ve OH” lerle tepkir (Klapheck,
1988). DHAR (E.C. 7.8.5.1) (Sekil.1.5.) enzimi araciligiyla DHA’dan AA
rejenerasyonuna katilir. Boyle reaksiyonlarda GSH, glutatyon disiilfide (GSSG )
oksitlenir. GSH, NADPH bagimli bir reaksiyonda GR tarafindan rejenere edilir
(Sekil 1.5.). Creissen ve ark. (1996) GR’1n kloroplastlarda, mitokondride ve sitosolde
bulundugu misirda yaptiklar1 ¢alismada agiklamiglardir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda bunu dogrulamistir (Hernandez ve ark., 2000).

Dehidro-askorbat + 2GSH  ""**—  Askorbat + GSSG

GSSG+NADPH  “®*— 2GSH + NADP

Katalaz

Katalaz (CAT) H,O,’in suya ve oksijene dismutasyonunu katalizleyen hem-
icerikli bir enzimdir. Bu enzim biitin aerobik Okaryotlarda bulunur ve

peroksizomlarda meydana getirilen H,O,’i uzaklastirilmasinda onemlidir. CAT
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oldukca yiiksek diizeyde izole edilebilen ilk enzimlerden biridir. Enzimin biitiin
formlar1 tetramerdirler ve molekiil agirligt 220.000 den fazladir. CAT’ 1n bir¢ok
coklu formlar1 bazi bitkilerde tanimlanmistir. Bu formlar misirdan klonlanmis
(Redinbaugh ve ark. 1988; Scandalios, 1990) ve homolog genler de diger bircok
bitkiden klonlanmistir. CAT-1 ve CAT-2 peroksizomlarda ve sitosolde lokalize
olurken CAT-3 mitokondrilerde lokalize olur. Yalmzca bitki CAT’1 patateste
arastirilmis ve NADPH igcermedigi bulunmustur (Beaumont ve ark.,1990). Bu
konuda ilging olan nokta CAT 1s18a kars1 ¢ok hassastir ve PS II” nin D 1 proteinine
benzer bir sekilde hizli bir turnovira sahiptir. Bu belki H,O;’in CAT’1 inaktive
etmesinin veya hem grubunun 15181 absorblamasinin bir sonucu olabilir. Sok sicaklik
ve sogukluk gibi protein turnovirinin oranini azaltan stres kosullart CAT aktivitesinin
azalmasina neden olmaktadir (Hertwig ve ark., 1992). Bu, bitkilerdeki cevresel
stresin oksidatif bilesenlerini tolere edebilme yetenegine sahip olmasindan ileri
gelmektedir. Kloroplastlarda CAT ya ¢ok az yada hi¢ bulunmaz (Asada, 1994).

CAT izozimlerinin biyokimyasal 6zellikleri birbirinden farklidir. CAT 151k
engellemesine ugradigi i¢in devamli olarak sentezlenmesi gerekir. Protein sentezini
engelleyen stres faktorleri CAT in aktivasyonunu engeller. Bu olumsuz etki AA,
GSH ve AP’da meydana gelen artislarla telafi edildigi gibi PS II” nin fotoinhibisyonu
siiresince H,O,’nin iretimini azaltarak da telafi edilebilir (Volk ve Feierabend,
1989).

Karotenoitler

Karotenoitler hem bitkileri hem de hayvanlar1 oksidatif hasara karsi koruyan
ve yagda ¢oziinebilen molekiillerdir. B-karoten, vitamin A’nin esas 6nciil maddesidir.
Bitki karotenoitleri kloroplastlarda ve kromoplastlarda isopentenil difosfattan
meydana gelir. (Beyer, 1989).

Hem fotosentetik hem de fotosentetik olmayan dokularda bulunan
karotenoitler kloroplastlarda 151k toplama 6zelligi olan yardimei pigment olarak
gorev yaparlar. Fakat ¢ok daha dnemli rolii fotosentetik kompleksin 1sikla uyarilmasi
iiretilen *Chl” ve aktif oksijenin ¢esitli sekillerini detoksifiye etme ozelligidir.

Uyarilmis bir karoten molekiilii enerjiyi antenlerdeki diger pigmentlere ya transfer
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ederek yada 1s1 olarak dagitarak tekrardan temel durumuna donebilir (Parker ve
Joyce, 1967).

Antioksidant Ozellikleriyle ilgili olarak karotenoitler dort yoldan birisiyle
fotosistemleri koruyabilirler. Lipit peroksidasyon {iriinleri ile tepkime vererek
zincirleme reaksiyonlari bitirirler (Burton ve Ingold, 1984); '0,’i toplar ve 1s1 olarak
enerjiyi dagitir; *Chl” veya uyarilmis klorofil molekiilleri ile tepkime verip, 'O,’in
olugmasint onler (Mathis ve Kleo, 1973) yada ksantofil ¢evrimi sirasinda olusan
fazla uyarma enerjinin dagitarak fotosistemleri korurlar.

Fotosentetik dokularda B-karotenin asil koruyucu roli ° Chl”j dogrudan
temizlemesi ve bunun sonucu olarak 102’il’1 olugmasint Onlemesidir, bdylece
oksidatif stresten tamamen sakinilmig olunur.

3Chl” + 'B-car — 'Chl  + ‘*B-car (1)

B-car — 'B-car + 1s1 (2)
1 ve 2 deki denklemlerdeki reaksiyonlarda enerji klorofilden bir karotenoite aktarilir
ve sonug olarak karotenoit enerjiyi 1s1 seklinde dagitir (Mc Kersie ve Leshem, 1994).

Bu c¢alismada, besin ¢dzeltisi igeren Pb’nin farkli derigimlerinin etkisinde 14
glin birakilan N. officinale’de Pb birikiminin fizyolojik etkileri, kok, govde ve
yapraklarda besin elementlerinin miktari, lipit peroksidasyonu ve Pb’nin dagilimi ve
Pb’nin olusturdugu strese bagli antioksidant enzimlerin aktivitelerindeki degisiklikler

arastirilmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Agiwr Metaller

Agir metaller karasal ekosistemin farkli kisimlarinda bulunan dogal
elementlerdir. Bunlarin ¢ogu insan, hayvan ve bitkiler icin gerekli olan
mikrobesinlerdir. Jeolojik islevlerin sonucu olarak topraklarin metal diizeyleri bazen
yiiksek miktarlarda bulunur. Bununla beraber yiiksek metal konsantrasyonlari
genellikle tarimsal ve sanayi aktivitelerinden kaynaklanir (Freedman ve Hutchinson,
1981).

Biitiin bitkiler biiylime ve gelismeleri i¢in gerekli olan agir metalleri
topraktan ve sudan alip biriktirebilme yetenegine sahiptirler. Bu metaller Fe, Mn, Zn,
Cu, Mg, Mo ve Ni’dir. Baz1 bitkilerin de biyolojik fonksiyonlar1 bilinmeyen Cd, Cer,
Pb, Cu, As, Se ve Hg gibi metalleri biriktirdikleri yapilan arastirmalarda
gosterilmistir (Baker ve Brooks, 1989; Raskin ve ark., 1994).

Vaskiiler sucul bitkilerin dokularinda yapilan metal birikimi aragtirmalarinda
bu bitkilerin yakinlarindaki su ortamindan 10 ve 10° kat daha fazla metal biktirdigi
bulunmustur (Kovacs ve ark., 1984). Bundan dolay1 makrofitler dogrudan ve dolayl
olarak akuatik ekosistemlerdeki agir metal dongiisiinde 6nemli rol oynarlar (St-Cyr
ve ark., 1994). Metal akiimiilasyonu bitki tiirline, organlarina, su i¢indeki metal
iyonlarina, metal kontamineli partikiillerin gecisine, pH ve sicaklik gibi abiyotik
faktorlere baghdir (Lewis, 1995 ; Lewander ve ark., 1996).

Kursunun Bitkilere Toksik Etkileri

Diinyanin her yerindeki dogal kaynaklarda bir ¢ok formda bulunan Pb iz
elementlerin en ¢ok yaygin olanlardan birisidir (Nriagu,1992). Pb sanayi atiklarindan
ve araba eksozlarindan c¢evreye yayilarak toprak ve bitkilere bulasabilir. Organik
madde ve besin igerigi bol olan yerlerde biiyiiyen bitkilerde Pb toksisitesi meydana
gelmedigini gosteren galismalar vardir (Baumhardt ve Welch, 1972). Fakat maden
atiklarinin bulundugu yerlerde topragin besin igerigi ve organik madde miktar1 da
yeterli degilse Pb toksisitesi meydana gelmektedir (Woolhause, 1983).

Kursun toksisitesine toleranst olmayan bitkilerde, Pb toksisitesinin mitoz

hasar1 (Levan,1945; Ramel,1973), c¢ekirdek hasar1 (Liu ve ark.,1994), kok
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bliylimesinin inhibisyonu (Lane ve Martin, 1980), klorozisin ortaya ¢ikmasi (Johnson
ve Proctor, 1977), enzim aktivitelerinin inhibisyonu (Hampp ve ark.,1973) ve
fotosentezin azaltilmasi (Bazzaz ve ark., 1974) ile iliskili oldugunu gosteren bir¢ok
calisma vardir.

Agir metaller iizerine yapilan bir ¢alismada kursun ve kadmiyumun domates
ve patates bitkilerinde kuru madde ve besin derisimlerine etkisine bakilmis, diisiik
dozlarda kursun ve kadmiyumun olumlu etkisi, yiiksek dozlarda toksik etkisi oldugu
ayrica domatesin patatesten agir metallere karsi daha toleransli oldugu goriilmiistiir.
Her iki bitki icin toksisite siralamasit Cd>Pb seklinde olmustur (Khan ve Khan,
1983).

Besin ¢ozeltisi ile cesitli bitkilerde yapilan deneyler toksisite baslangici igin
bitkideki 20-35 mg / kg kuru madde kursun miktariin kritik deger oldugunu ortaya
cikarmustir (Sauerbeck, 1983).

Bitki Organlarinda Pb Dagilimi

Kontamine olmamis topraklarda bitkilerin kursun igerigi genellikle <10 pg/g
kuru maddedir. Besin ¢ozeltisi ve toprak ile yapilan saksi denemelerinde, ortamdaki
kursun artisina bagl olarak bitkinin kursun igeriginin de arttig1 bulunmustur (kg kuru
maddede birka¢ yliz mg’a kadar). Kursun 6nce bitkinin kok yiizeyinde ya da i¢inde
birikmekte ve ancak yiiksek kursun uygulamasinda iist organlara dogru
taginmaktadir. Yiiksek kursun igerigine sahip topraklarda yetisen bitkilerde de
ekstrem kursun degerlerine rastlanmigtir. Yapilan calismalarda pancar yapraginda
100 mg/kg kuru maddenin iizerinde (Koster ve Merkel, 1983), kursun igerigi yiiksek
topraklarda yetisen bitkilerin gévdelerinde 480 mg/kg kuru madde ve koklerinde 720
mg/kg Pb 6l¢iilmiistiir (Horak, 1979).

Lipit Peroksidasyonu

Bitkilerde metallerin birikimi metal tolerans kapasitesi ile iligkili olarak
dogrudan bazi hiicresel degisiklikleri de beraberinde getirir. P. crispus’da civa
akiimiilasyonu lipit peroksidasyonuna neden olmus ve MDA diizeyinde artma
belirlenmistir (Ali ve ark.,2000). Somashekaraiah ve arkadaslarinin (1992) yaptigi
calismada Phaseolus vulgaris’in kadmiyum muameleli ¢cimlenme denemesinde MDA

diizeyinde artma meydana gelmistir.
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Serbest Oksijen Radikalleri

Reaktif oksijenin tiirleri atmosferik oksijenin (O;) kismen indirgenmis ara
iirtinleridir. Bunlar ya atmosferik oksijenin (O,') formuna déniismesi sirasinda ya da
bir, iki veya li¢ elektronun oksijene transferi sirasinda meydana gelen O;", H,0O,
veya OH’dir. Atmosferik oksijenin aksine, reaktif oksijen tiirleri gesitli hiicresel
bilesenleri sinirsiz oksitleme yetenegine sahiptirler ve hiicrenin oksidatif hasarina
neden olurlar (Asada ve Takahashi 1987; Hommond-Kosack ve Jones, 1996 ).

Serbest Oksijen Radikallerine Karsi Savunma Mekanizmalari

Bitkiler, oksijen tiirleri tarafindan baslatilan hasar1 tamir etmek ve hafifletmek
icin kompleks antioksidant (hem enzim hem de enzim olmayan) sistemler
gelistirmislerdir. Zn’nun toksik diizeylerine maruz birakilan B. juncea fidanlarinda
SOD aktivitesinde artig goriilmiistiir ( Prasad ve ark. 1999). Artan SOD aktivitesi Cu,
Mn ve Fe gibi agir metallerin toksik diizeylerine maruz birakilan bitkilerde de
gbzlenmistir ( Del Rio ve ark., 1985). Bununla beraber Zn ve Cd’nin toksik
diizeylerine birakilan fasulye ve arpa bitkilerinde SOD aktivitesinde artis
gbzlenmemistir (Weckx ve Clijsters 1997 ; Patra ve Panda, 1998).

Bitki hiicrelerinde fotorespirasyon ve SOD aktivitesinden dolayr meydana
gelen H,O, (Corpas ve ark., 1993; Hernandez ve ark., 1995) hizli bir sekilde
membranlarin kars: tarafina gecerek yayildigi (Corpas ve ark., 1993 ) hem rediiktant
hem de oksidant gibi hareket ettigi yapilan g¢alismalarla gosterilmistir ( Gille ve
Singler, 1995 ; Foyer ve ark., 1997).

Bezelye kok hiicrelerinin 1mM Pb (NOs), etkisine 96 birakilmasi sonucu
yapilan caligmada antioksidant sistemin iki bileseni olan SOD ve CAT
aktivitesindeki degisiklikler eszamanli olarak belirlenmistir. SOD aktivitesinde 24
saatin sonunda kontroliin 3 kati1 kadar bir artis gézlenmis ve artma devam etmistir.
96. saatin sonunda ise %17 oraninda bir azalma gozlenmistir. Aymn siire icinde CAT
aktivitesinde de siirekli bir artis gbzlenmis, 72 saat sonra yapilan dl¢iimde artisin
kontroliin 6 kat1 kadar oldugu goriilmiistiir. Kalan 24 saat sonra ise CAT aktivitesi
%33 oraninda diismiistiir (Malecka ve ark., 2001).

Rucinska ve arkadaslarinin (1999) Lupin (act bakla) koklerinde yaptiklari

calismada 150 mg L' Pb derisiminde serbest radikallerin kontrol diizeylerinde
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kaldigini, oysaki 350 mg L' Pb derisiminde 6nemli miktarda arttiklarini
gostermislerdir. Kok ucu oziitlerinden yapilan analizde SOD aktivitelerinde artis
gozlenirken CAT ve AP aktivitelerinde yiiksek derisimlerde azalma bulmuslardir. Bu
sonuglardan elde ettikleri bulgularla, yiiksek kursun derisimlerinde hem serbest
radikallerin hem de reaktif oksijen tiirlerinin antioksidant sistem kapasitesinin
iistinde oldugunu ve bu siralamanin kok biiylimesinin azalmasina katkida

bulundugunu ileri stirmiislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1.Materyal
3.1.1.Calismada Kullanilan Bitki Materyali

Su teresi (Nasturtium officinale R. Br.) ekolojik ve ekonomik 6neme sahip
tatli su makrohidrofitlerinin en énemlilerinden biridir. Uzun yillardan beri insanlar
tarafindan besin olarak kullanilmakla beraber tibbi bir bitki olarak da
degerlendirilmektedir (Lee ve Newman, 1997; Stern, 1994). Yapraklarn iskorbiit
hastaliginin, tiiberkiilozun ve seker hastaliginin tedavisinde, nezle ve gripte balgam
soktiiriictli, astim, bronsit, guatr, iktidarsizlik ve hepatit tedavisinde de yoresel olarak
kullanilmaktadir (Duke, 1992). Bu kullanimlarinin yanisira su teresi atik sularin
aritilmasinda da kullanilmaktadir (Ji ve ark., 1990; Midlen ve Redding, 1998).
Sistematikteki yeri asagida verilen, botanikgiler tarafindan Rorippa ve Radicula gibi
alternatif isimler de konulmus olan su teresi (Nasturtium officinale R. Br.)
Nasturtium cinsine ait ¢ok yillik, rizomlu, emers (yar1 batik hidrofit) bir tatli su
bitkisidir (Glinlii ve Kesici, 2002).

Alem : Plantae

Altalem : Embryophyta

Boliim  : Spermatophyta

Altbolim : Angiospermae

Siif : Dilleniidae

Takim  : Capparales

Familya : Brassicaceae — Cruciferae
Cins : Nasturtium

Tir : Nasturtium officinale R Br.
(Cook, 1996; Segmen ve ark. 1995).

Arastirma materyali olan N. officinale Adana ili, Ceyhan ilgesi, Narlik kdyii
civarinda otoyola yaklagik 10 metre uzaklikta bulunan dere yatagindan Aralik-2003
tarihinde vejetatif donemlerinde iken toplanmistir. Dereye kanalizasyon ve sanayi

at1g1 karismamaktadir. Otoyolda trafik akist yogun degildir.
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Sekil 3.1. N. officinale’nin  morfolojik  kisimlar1  (http://caliban.mpiz-
koeln.mpg.de/~stueber/thome/band2/tafel 116 small.jpg).
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3.1.2. Kullanilan Cozeltiler

Kursun Asetat [ Pb(CH;COOH), | Cozeltisi

Calisma materyali N. officinale’nin Pb aliniminin belirlenen parametrelerdeki
degisiklikleri belirlemek amaciyla Pb(CH3COO), kullanilmistir. Bu amagla 500
mg/I’lik Pb stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu stok ¢dzeltiden 10, 25, 50, 100, 200 ve
250 mg/I’lik derisimli ¢ozeltiler olusturulmustur. Kontrol ¢aligmasi i¢in kursunsuz
ortam hazirlanirken 500 mg/I Pb i¢in ayr1 ¢6zelti hazirlanmastir.

Hoagland Besin Cozeltisi

TUZ g/l
KNO3 e, 1,02
CaNO3)2 .. 0,492
NH/H,PO4 oo, 0,23
MgSO4. TH,0 ............ 0,49
TUZ mg/1
H;BO;s ..o 2.86
MnClz. 5H20 ............. 1. 81
CuSOq4. 5SH,O ............. 0.08
ZnSO4. SHO ... 0.022
H2M004. Hzo ............. 0.09
FCSO4. 7H20 ............... % 0.5
Tartarik Asit ................ % 0.4

FeSO4. 7H,0 ve Tartarik asit ¢ozeltileri karistirilarak 0.6 ml/l olacak sekilde
hazirlanmistir (Hasman, 1972). Bu ¢ozeltiden 1000 ml’lik stoklar hazirlanmis ve
yetistirme ortamlarina litreye % 10 Sl¢iistiinde kullanilmustir.

pH Ayarlama Cozeltileri

Besin ¢ozeltilerinin pH’sin1 ayarlamak i¢in 0.1 N NaOH (Merck) ve 0.1 N
Asetik asit (CH;COOH,;) (Merck) hazirlanmustir.
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Aseton Cozeltisi
N. officinale yapraklarindaki klorofil-a, klorofil-b ve total karoten miktarlarini
6lemek i¢in % 100’ liik aseton (Merck) kullanilmistir.

Ornek Islama Cézeltisi

HNOs; (Merck) ......ooveennn.. Derisik
HCL (Merck) ......cceevennnen. Derisik
HCL (Merck) .........oeenee. 10N

Bitki organlarinda bulunan metal miktarlarini belirlemek amaciyla kullanilmistir.

3.2. Metod

3.2.1 Bitkilerin Muamele Ortam ve Diizenegi

Dogal ortamlarindan laboratuara getirilen bitkiler itina ile artik
maddelerinden temizlenip kiiltiir ortamlarina yerlestirilmistir. Kiiltiir ortam1 i¢in %
10 luk Hoagland besin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cesme suyu ile yikanan bitkiler
ardindan saf su ile yikanip 5 gilin siiresince kiiltiir ortaminda adaptasyona
birakilmigtir. Laboratuar sicakligi 18 °C olarak ayarlanmus, 1siklanma kosullar1 ise 10
saat gilindiiz, 14 saat gece olarak belirlenmis, aydinlanma olarak sadece giin 15181ndan
yararlanilmigtir.

Bitkilerin, icerisinde 14 gilin birakilacaklar1 Pb’nin farkli derisimlerdeki
yetistirme ortamlar1 i¢in 2.5 litrelik pet siseler kullanilmis ve siselerin etraflar
koklerin 151k almamasi igin siyah naylon posetlerle kaplanmustir. Stres faktorii olarak
kullanilan Pb(CH3COOH), ile 500 mg/l Pb stok c¢ozelti hazirlanmig ve diger
derisimler (10, 25, 50, 100, 200 ve 250 mg/l Pb) stok ¢ozeltiden seyreltilerek
hazirlanmistir. 500 mg/l Pb i¢in ayrica ¢ozelti hazirlanmistir. Hoagland besin
cozeltisinden her yetistirme ortamina % 10 olacak sekilde eklenmistir. Her farkli
derisim 4 paralel olarak c¢alisilmigtir. Bazi parametreler 3 paralel olarak
hesaplanmistir. Kiiltiir ortamlar1, pH 740.1 olacak sekilde asit-baz ayarlamalar1 0.1N
NaOH ve 0.1N asetik asit (CH;COOH,) kullanilarak ayarlanmistir. Deney siiresi 14

giin olarak belirlenmis ve bu siire igerisinde yetistirme ortamlarinin ¢dzeltileri iki
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glinde bir degistirilmis, her derisim ortamiin pH’s1 yeniden ayarlanmis ve giinliik

morfolojik gbzlemler kaydedilmistir.

3.2.2. Bitki Orneklerinin Analizlere Hazirlanmasi

Laboratuarda belirlenen kosullar altinda 14 giin siireyle Pb(CH3;COOH),
etkisine birakilan bitki 6rnekleri bu siire sonunda ortamlarindan ¢ikarilmis, 6nce
cesme suyu ardindan bolca saf su ile itina ile yikanip kaba filtre kagidi ile sulari
alindiktan sonra kok, gévde ve yaprak kisimlarma ayrilmistir. Bitkinin tepesinde
bulunan ilk yapraktan itibaren 4. yapraklar fotosentetik pigment analizi i¢in 0.1 g
taze yaprak Ornegi alinmistir. Enzim analizleri ve lipit peroksidasyonu icin 0.5 g
govde ve yaprak kisimlari alinarak sivi azotta dondurulmus ve — 70 °C’de derin
dondurucuda saklanmistir. Bitkinin tepesinden itibaren 4. yapraga kadar olan gdvde
ve yaprak kisimlar1 ayrilarak taze agirliklar dl¢lilmiis ve 70 °C ye ayarlanmuis etiivde
24 saat siiresince kurutulmustur. Etiivden c¢ikarilan bitki kisimlari desikatore
konulmus ve oda sicakligina gelince kuru agirliklar1 Slgiilmiistiir. Bu degerlerden

bitki kisimlarinin kuru madde ve su igerikleri belirlenmistir.
3.2.3. Mineral Element Analizleri

Desikatore alinan kurutulmus 6rnekler 6giitiildiikten sonra 1g 6rnege 10 ml
konsantre HNOj; olacak sekilde 50 ml’ lik erlenlerde agizlari balonlarla kapatildiktan
sonra birkag giin bekletilmistir. Isis1 ayarlanabilen (400°C) hot plate tizerinde renkli
buharlar kayboluncaya kadar yavas yavas isitilmig sonra 1s1 biraz yiikseltilmis
erlenlerin tiizerindeki balonlar alinmis, tortu kalincaya kadar yavas yavas
buharlastirilmistir. Erlenlere 10 ml konsantre HCL ilave edilerek ayni islem
yenilenmistir. Orneklerin tiimii buharlastiktan ve dipteki tortu kuruduktan sonra
erlene konan 1g ornek i¢in 10 ml 10 N HCL ile sulandirilmistir. Sulandirilan
ornekler atomik absorbsiyon spektrometresinde (Perkin Elmer-3100) okunmustur
(Horwitz,1970.

Tim bitki kisimlarindaki metal birikim diizeylerini saptamak i¢in standart

metal ¢oOzeltileri ile absorbanslar1 arasindaki dogrusal iliskiyi gosteren regresyon
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dogrusu kullanilmistir. Bu dogrular Excel programi kullanilarak bitki kisimlarindaki

Cu, Mn, Mg, Zn, Fe, Ca ve Pb derisimleri belirlenmistir.

3.2.4. Su I¢erigi ve Kuru Madde Miktarinin Belirlenmesi

Bitkilerin 14 giin siiresince Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde yetistirme
isleminin sonucunda hasat edilen bitki kisimlar1 ¢esme suyu, ardindan saf su ile
itinal1 bir sekilde yikanmistir. Kaba sular1 filtre kagidi ile alinarak tartilmis ve taze
agirliklart kaydedilmigtir. Daha sonra bitki kisimlar1 70 °C’ye ayarlanmus etiivde 24
saat birakilmistir. Etlivden c¢ikarilan ornekler desikatore alinarak oda sicakligina
gelmesi beklenmistir. Ardindan kurutulmus 6rneklerin kuru agirliklar1 6l¢iilmiis ve

bu degerlerden yiizde su igerigi hesaplanmustir (Horwitz, 1970).

% Su igerigi : Taze Agirlik- Kuru Agirlik / Taze Agirlik X 100

3.2.5. Fotosentetik Pigment Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Taze yaprak ornekleri (100 mg) 10 ml % 100’ lik asetonla porselen havanda
homogenize edilmis ve mavi bant filtre kagidi kullanilarak filtre edilmis ve son
hacim 10 ml olacak sekilde % 100’liik asetonla (Merck) tamamlanmistir. Olgiime
hazir hale getirilen 6rnekler 662 nm’ de klorofil-a, 645nm’de klorofil-b ve 470
nm’de total karoten i¢in UV Spektrofotometresinde (Shimadzu UV mini 1240) %
100 asetona (tanik) karsi absornans degerleri okunmustur. Hesaplamalar Lichtenhaler

ve Wellburn (1985) tarafindan asagida verilen formiillere gore yapilmistir .

Klorofil-a ( Kl-a) = ( 11.75%Ag6 — 2.35%Ag4s) 10/ mg T A
Klorofil-b (Kl-b ) = ( 18.61xAg4s5 — 3.96 xAge2) X10 /mg T A
Karotenoit =(1000xA470—2.27 x Kl a—81.4xKlb /227 x10/ mg T A

A: Olgiilen absorbans degeri
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3.2.6. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Lipit peroksidasyonu ol¢iimii Hodges ve ark. (1999)’ na gore yapilmistir. Bu
amagla yaklasik 1g taze yaprak ornegi % 80’lik etil alkol ile homogenize edilip
ardindan 3000 g’de santrifiij edilmistir. Santrifiijjden sonra elde edilen ekstrakta
analiz iki asamada gergeklestirilmistir. Birinci agamada, santrifiigattan alinan 1
hacim ekstrakt iizerine 1 hacim % 20’lik (agirlik / hacim) TCA ( trichloroacetik acid)
ve 1 hacim % 0.01’ lik BHT (Butylated Hydroxytoluene) eklenmistir. Ikinci
asamada, santrifiigattan alman 1 hacim ekstrakt iizerine 1 hacim % 0.65 TBA
(2- Thiobarbituric acid) iceren % 20’lik TCA ve bunun da iizerine 1 hacim % 0.01°
lik BHT eklenmistir. Daha sonra karistiricida karistirilan 6rnekler 95°C’ye ayarli su
banyosunda 25 dakika inkiibe edilmis ve ardindan sok sogutma yapilmistir (hemen
buz banyosuna alinmistir). Sogutulan 6rnekler tekrar 3000 g’de santrifiij edilmis ve
santrifiigatta birinci asama drneklerinde 532 ve 600 nm’de, ikinci asama O0rneklerinde
ise 532, 600 ve 440 nm’de spektrofotometre ile absorbans okumalar1 yapilmstir.
Sonuglar asagidaki formiil ile hesaplanmistir (ABS : Absorbans, MDA
Malondialdehid).

1. ABS s3+1B4) — (ABS 600+1BA) - (ABS 535 -18[(A ) = (ABS 600-1B4) ] = A
2. [( ABS 440+TBA — ABS 600+TBA) X00571] =B
3. nmol MDA /ml= ( A-B /157 000 ) x 10°

3.2.7. Enzim Analizleri

Yaklasik 1 gram taze yaprak ornegi sivi azot ve kuvars kumu yardimiyla, 0.1
mM Na EDTA iceren 50 mM (pH 7.6) fosfor tampon c¢ozeltisi ile (10 ml)
homogenize edilmistir. Homogenize edilen ornekler 15 dakika 15000 g ve +4°C’ de
santrifiij edildikten sonra elde edilen santrifiigatlar enzim ve protein analizlerinde
kullanilmustir.

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi Cakmak ve Marschner (1992) ve
Cakmak (1994)’ a gore yapilmistir. SOD aktivitesi, nitro blue tetrazolyum kloridin
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1s1k altinda O, tarafindan indirgenmesi yontemine gore Olciilmiistiir. Bu amagla son
hacmi 5 ml olan cam siseler i¢inde olusan reaksion ortamina 0.1 mM Na-EDTA
iceren 50 mM’lik (pH 7.6) fosfor tamponundan koulduktan sonra iizerine (50-150
ul), 0.5 mM Na, COs (pH 10.2), 0.5 ml 12 mM L-metyonin, 0.5 ml 75 uM p-nitro
blue tetrazolyum chlorid (NBT) ve 10 uM riboflavin eklenmistir. Nitro blue tetra
zolyum’ un O,” tarafindan indirgenmesi 6rneklerin 24°C ve 400 pmol m™ s™ 151k
intensitesi altinda 15 dakika tutulmasi ile olusturulmustur. Bir SOD aktivitesi iinitesi,
560 nm’de Ol¢iilen NBT’ nin indirgenme oranmin % 50’sinin engellenebilmesi i¢in
gereken enzim miktar1 olarak ifade edilmistir.

Askorbat peroksidaz (AP) aktivitesi, Cakmak ve Marschner (1992) ve
Cakmak (1994)’a gére 290 nm’de (E=2.8 mM cm') AA’min oksidasyon hizi
Olctilerek saptanmistir. Buna gore, son hacmi 1 ml olan reaksiyon ortamina, 0.1 mM
EDTA igeren 50 mM’lik fosfor tamponu (pH 7.6), 0.1 ml 10 mM EDTA igeren
12mM H,0; ; 0.1 ml 0.25 mM L(+) Askorbik asit (AA) ve enzim ekstrati ilave
edilmis ve AA oksidasyonu 290 nm’de dl¢iilmiistiir.

Glutatiyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi Cakmak ve Marschner (1992) ve
Cakmak (1994)’a gére 340 nm’de (E=6.2 mM cm') NADPH 1n oksidasyonu esas
aliarak ol¢iilmiistiir. Buna gore, son hacmi 1 ml olan reaksiyon ortamina 0.1 mM
EDTA igeren 50 mM’lik fosfor tamponu (pH 7.6), 0.1 ml 0.5 mM okside glutatiyon
(GSSG), 0.1 ml 0.12 mM NADPH ve enzim ckstrat1 ilave edilmistir ve NADPH
oksidasyonu 340 nm’ de 6l¢iilmiistiir.

Katalaz (CAT) aktivitesi, spektrofotometrede H,O,’nin 240 nm’de
(E=39.4mM cm™) degradasyonu esas alinarak 6l¢iilmiistiir. Buna gére, son hacmi 1
ml olan reksiyon ortamini, 0.1 mM EDTA igeren 50 mM’lik fosfor tamponu (pH
7.6), 0.1 ml 100 mM H,0, ve enzim ekstrat1 olusturmaktadir (Cakmak ve Marschner,
1992; Cakmak, 1994).

3.2.9. istatiksel Hesaplamalar

Bu arastirmada tanimlanmis gruplar arasinda fark var midir hipotezi test

edilmistir. Bu amacla oo = 0,05 alinmustir.
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Kurulan hipotezde:
Ho : Gruplar arasinda fark yoktur.
H, : En az bir grup digerlerinden farklidir.

Bu hipotezler SPSS paket programi kullanilarak yapilmistir. Analizler sonucunda Hy
hipotezi reddedilmistir. Clinkii gruplardan en az biri farkli bulunmustur. Hangi
grubun yada gruplarin farkli oldugunu belirlemek amaciyla One-Way ANOVA LSD
testi uygulanmugtir. Istatistik analiz sonucunda ¢ikan P<0.05 ve P<0.01 6nem

dereceleri ¢izelge ve sekillerde farkli harf ve yildiz konularak belirtilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Bu calismada, bir emers sucul makrofit olan Nasturtium officinale pH 7+1
de; 0, 25, 50, 100, 200, 250 ve 500 ppm Pb(CH3;COOH), derisimlerinde 14 giin
siireyle yetistirilmis, bitkinin kok, govde ve yapraklarinda yapilan fizyolojik ve
biyokimyasal parametrelerin analiz sonuglar1 asagida verilmistir. Bitkinin kok
kisimlar1 sadece ¢cesme suyu ve ardindan saf suyla yikandigindan dolay1 yanlis deger
vereceginden enzim ve metal birikimi analizlerinde ¢alisgiilmamistir. Deneyler
sonucunda ortaya c¢ikan degerlerin istatistiksel analizleri yapilarak P<0.05’e gore

onem dereceleri belirlenmistir.

4.1.1. N. officinale Gelisiminde Morfolojik Gozlemler

Pb’nin farkli derisimlerinde 14 giin birakilan N. officinale’nin kok, govde ve
yapraklarindaki morfolojik gelisim periyodik olarak kaydedilmistir. Pb’nin
etkisindeki ilk giinlerinde belirlenen biitiin derisimlerde olumsuz bir gelisim
goriilmemesine ragmen yiiksek Pb derisimlerinde (100-500 ppm Pb) 5. giinden sonra
metalin toksik etkileri goriilmiistiir. Kok gelisiminde zayiflik, dokiilmeler ve ek
koklerin gelismemesi gibi belirtiler goriiliirken gévdedeki nod araliklar1 kisalmis ve
tepedeki yaprak ayalarinda kiigiilme meydana gelmistir. Ayn1 zamanda 3. ve 4.
yapraklarda sararmalar ortaya ¢ikarken tepede bulunan kii¢iik yapraklar donuk yesil
renkte olmustur.

Bitkide goriilen morfolojik gozlemler, kontrol bitkisi ve diger Pb

derisimlerdeki bitkilere gére yapilmstir.
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Cizelge 4.1. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale’de
morfolojik gozlemler.

D(enfrlsn Bitki Zerne:k Yaprak | Yaprak elﬁoil;ni Nod
pp Gelisimi yap boyutlar1 | sararmasi el mesafeleri
olusumu
Kontrol | +++ ++ + +++ - ++ + +++

25 +++ +++ +++ - +++ +++
50 +++ +++ +++ - +++ +++
100 ++ ++ ++ - ++ ++
200 + + + + + +
250 + + + + + +
500 + + + + + +

+++:Normal ++:Az + :Cokaz -:Yok

4.1.2. N. officinale Yapraklarinda Fotosentetik Pigment Miktar:

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisine 14 giin birakilan N. officinale
yapraklarinda fotosentetik pigment miktar1 Cizelge 4.2 verilmistir.

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N. officinale yapraklarinda kl-a, kl-b ve
karoten miktarlarinda kontrole gére 6nemli derecede artma ve azalmalar bulunmustur
(P<0.05). 25, 50 ve 100 ppm Pb derisimi etkisinde artmalar ve 200, 250 ve 500 ppm
Pb derisimlerindeki azalmalar dnemli goriilmiistiir. (P<0.01). 200, 250 ve 500 ppm
Pb derisimlerinin etkisindeki bitki yapraklarinda o©nemli diizeyde azalmalar

belirlenmistir (P<0.01).
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Cizelge 4.2. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale
yapraklarinda fotosentetik pigment miktari.

Derisim Fotosentetik pigment (mg/g T A)

(ppm) Kl-a Kl-b Karoten

Kontrol 0.448+0.01 a 0.226+0.01a 0.181+0.008 a
25 0.613+0.03 b* 0.384+0.04 b* 0.238+0.01 b’
50 0.651+0.02 b* 0.437+0.03 b* 0.252+0.007 b*
100 0.584+0.03 b* 0.373+0.03 b* 0.221+0.01 b
200 0.255+0.04 c* 0.068+0.006 c* 0.089+0.01 c*
250 0.162+0.03 d* 0.058+0.008 c* 0.075+0.009 c*
500 0.104+0.03 d* 0.047+0.01 c* 0.049+0.01¢*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfile
gosterilen veriler arasinda P < 0.05 ayrim vardir. * P< 0.01d{izeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.1. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale
yapraklarinda kl-a, kl-b ve karoten miktari. Degerler aritmetik ortalama+
standart hata olarak verilmistir( n=4). "P<0.05, “P<0.01 diizeyinde
Oonemlidir.
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4.1.3. N. officinale Kok, Govde ve Yapraklarinda Su  Icerigi
Pb’nin farkli derisimlerinin etkisine 14 giin birakilan N. officinale kok, govde
ve yapraginda su igerigi ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 4.3°te verilmistir.
Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N. officinale koklerinde belirlenen su
icerigi kontrole gore dnemli derecede artma gostermistir (P<0.05). En fazla artma 25
ppm Pb derisiminin etkisinde goriilmiistiir (P<0.01). Farkli derisimler arasinda
onemli derecede azalma bulunmustur (P<0.05). En fazla azalma 200, 250 ve 500
ppm Pb derisimlerinin etkisindeki N. officinale kokiinde goriilmiistiir. (P<0.01).
Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N. officinale gdvdesinde su igerigi
kontrole gore 25 ve 50 ppm Pb derisiminde Onemli diizeyde artma gdstermistir
(P<0.01). Farkli derisimin etkisindeki bitki govdesinde belirlenen su igeriginde 200,
250 ve 500 ppm Pb derisiminde 6nemli derecede azalma belirlenmistir (P<0.01).
Kontrole gére Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N. officinale yapraginda
belirlenen su igeriginde dnemli derecede azalma bulunmustur. En fazla azalma 500
ppm Pb derisiminin etkisinde gorilmistir (P<0.01). 250 ppm Pb derisimindeki
azalma 25 ve 50 ppm Pb derisimindeki artisa gore onemli bulunmustur (P<0.05).

Diger derisimlere gore en fazla azalma 500 ppm Pb etkisinde goriilmiistiir (P<0.01).

Cizelge 4.3. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan
N. officinale kok, gbvde ve yapraklarinda su igerigi.

Derisim Su Icerigi (%)
(ppm) Kok Govde Yaprak

Kontrol 82.1£2.4 acde 93.9+0.73 acd 89.2+1.10 ab
25 90.3+0.87 be” 96.1+0.09 b’ 92.4+0.24 a
50 89.3+1.07 be 95.7+0.27 be” 92.2+0.46 a
100 85.142.64 cd 94.9+0.38 cd 91.2+0.14 ab
200 82.4+2.45 d* 94.3+0.10 de” 88.7+0.32 ab
250 80.9£0.41 de* 94:+0.16 de” 87.940.29 b
500 76.4+2.49 ¢* 93.5+0.11 ¢" 83.143.10 ¢’

Degerler aritmetik ortalama =+ standart hata olarak verilmistir(n=4). Farkli harf ile
gosterilen veriler arasinda P < 0.05 ayrim vardir. * P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.2. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N.officinale kok,

govde ve yapraklarda su igerigi. Degerler aritmetik ortalama+ standart
hata olarak verilmistir (n=4). * P<0.05, P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

4.1.4. Mineral Madde Derisimi

4.1.4.1. N. officinale Govde ve Yapraklarinda Mn Miktar:

Kursunun farkli derisimlerinin etkisine 14 giin birakilan N. officinale gévde ve
yapraginda Mn miktar1 ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 4.4.’de verilmistir.

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N. officinale gdvdesinde Mn miktarinda
kontrole gore 6nemli diizeyde artma bulunmustur (P<0.05). En fazla artma 100 ppm
Pb derisimi etkisinde olmustur (P<0.01). 100 ppm Pb etkisinde bulunan artma ve 250
ile 500 ppm Pb etkisinde goriilen azalmalar 6nemli bulunmustur (P<0.01).

N. officinale yapraklarinda kontrole gore farkli derisimlerde dnemli diizeyde
artma olmustur (P<0.05). En fazla artis 100 ppm Pb derisimi etkisinde goriilmiistiir
(P<0.01). Derisimler arasinda 100 ppm Pb etkisinde artma Onemli bulunurken

(P<0.01), en fazla azalma 500 ppm Pb etkisinde goriilmiistiir (P<0.01).
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Cizelge. 4.4. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale
gbvde ve yapraklarinda Mn miktari.

Derisim Mn (png/g K A)
(ppm) Govde Yaprak

Kontrol 9.98+0.4 ac 39.38+2 ae
25 14.66+3 ab 50.05+4.62 ade
50 16.53+1 ab 56.19+4.76 bcde
100 20.22+1.4b" 65.86+6.1 cd*
200 13.33+£3.8 be 54.59+5.6 de
250 8.57£2.8 ¢ 51.47+4.6 ¢
500 6.85+0.5 ¢ 47.24+42.1 e*

Degerler aritmetik ortalama+ standart hata olarak verilmistir (n=3).Farkli harfler ile
gosterilen veriler arasinda P<0.05 ayrim vardir, *P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

80 - @ Govde B Yaprak

*

0 25 50 100 200 250 500
Derisim (ppm)

Sekil 4.3. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale gévde
ve yapraklarinda Mn miktari. Degerler aritmetik ortalama+ standart hata
olarak verilmistir (n=3). "P<0.05, " P< diizeyinde énemlidir.

4.1.4.2. N. officinale Gévde ve Yapraklarinda Cu Miktar

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisine 14 giin birakilan N. officinale govde ve

yapraklarinda Cu miktar1 Cizelge 4.2.’de verilmistir.
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Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N. officinale govdesinde Cu miktarinda
kontrole gore dnemli azalmalar bulunmustur (P<0.05). Azalmalar 25, 50, 200, 250 ve
500 ppm Pb derisimlerinin etkisinde goriilmiistiir (P<0.01). Derisimler arasinda 250
ve 500 ppm Pb etkisinde N.officinale govdesinde azalma oOnemli bulunmustur
(P<0.01).

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N.officinale yapraginda kontrole gore
Cu miktarinda tiim derisimlerde 6nemli azalmalar belirlenmistir (P<0.05). En 6nemli
azalmalar 25, 50, 250 ve 500 ppm Pb derigimlerinin etkisinde goriilmiistiir (P<0.01).
Farkl1 derisimler arasinda N. officinale yapraklarinda en fazla Cu miktar1 100 ve 200
ppm Pb derisimlerinin etkisinde goriilmiistiir (P<0.01).

Cizelge 4.5. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale
gdvde ve yapraklarinda Cu miktari.

Derisim Cu (ng/g K A)
(ppm) Govde Yaprak

Kontrol 50.48+5.6 ac 36.30£3.4 a
25 18+4.6 bde" 12.37+1.8 bde’
50 19.93+1.2 bde’ 17.12+2.5 bde*
100 38.16+13.2 cd 27.1145.2 cd*
200 24.08+1.6 cd” 26.0442.4 e*
250 12.79+1.4 ¢ 20.60+1.7 de*
500 104514 ¢" 12.22+1.1 e*

Degerler aritmetik ortalama+ standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfler ile
gosterilen veriler arasinda P<0.05 ayrim vardir. *P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.4. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale gévde
ve yapraklarinda Cu miktar1. Degerler aritmetik ortalama+ standart hata
olarak verilmistir( n=4).*P<0.05, P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

4.1.4.3. N.officinale Govde ve Yapraklarinda Fe Miktari

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisine 14 giin birakilan N. officinale govde ve
yapraklarinda belirlenen Fe miktarlar1 ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge
4.6’da verilmistir.

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N. officinale gévdesinde kontrole gore
onemli derecede artma bulunmustur (P<0.05). En fazla artma 25 ppm Pb digindaki
Pb derisimlerinin etkisinde belirlenmistir (P<0.01). 100 ve 500 ppm Pb etkisindeki
derisimlerde goriilen artma diger derisimlere gore onemlidir (P<0.05). Derisimler
arasinda en fazla artma 500 ppm Pb etkisinde goriilmiistiir (P<0.01).

N. officinale yapraklarinda kontrole goére Pb’nin farkli derisimlerinin
etkisinde goriilen Fe miktarinda goriilen artma Onemsiz bulunmustur (P<0.05).

Derigimler arasinda fark yoktur (P<0.05).
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Cizelge 4.6. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale
govde ve yapraklarinda Fe miktari.

Derisim Fe (ung/gKA)

(ppm) Govde Yaprak

Kontrol 76.79+£5.98 a 250.48+15.8 a
25 135.22+5.90 be 338.75+74.0 a
50 144.57+17.12 be* 351.56+17.5a
100 185.15+24.54 cd* 398.854+6.5 a
200 162.50+19.57 cd* 267.80+£58.4 a
250 175.95+12.54 cd* 318.45+39.1a
500 201.5543.65d" 442.50+147.3 a

Degerler aritmetik ortalama+ standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfler ile
gosterilen veriler arasinda P<0.05 ayrim vardir. *P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.5. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N.officinale govde
ve yapraklarinda Fe miktar1. Degerler aritmetik ortalama+ standart hata
olarak verilmistir (n=4). * P<0.05, P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.1.4.4. N.officinale Govde ve Yapraklarinda Ca Miktar1

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisine 14 giin birakilan N. officinale govde ve
yapraklarinda belirlenen Ca miktar1 ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 4.7.’de
verilmistir.

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N. officinale govdesinde Ca miktarinda
kontrole gore dnemli artma bulunmustur (P<0.05). 200 ppm Pb derisiminin etkisinin
disinda diger derisimlerin etkisinde goriilen artma onemlidir (P<0.01). 500 ppm Pb
derisiminin etkisinde N. officinale gévdesinde bulunan artma diger derisimlere gore
¢ok onemlidir (P<0.01).

N. officinale yapraklarinda Pb’nin farkli derigimlerindeki Ca miktarinda
kontrole gore onemli derecede artma bulunmustur (P<0.05). En fazla artma 50 ve
500 ppm Pb derisimlerinin etkisinde goriilmistiir (P<0.01). Farkli Pb derisimleri

arasinda en fazla artma 500 ppm Pb derigsiminin etkisinde goriilmiistiir (P<0.01).

Cizelge 4.7. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale
govde ve yapraklarinda Ca miktart.

Derisim Ca (ng/g K. A)
(ppm) Govde Yaprak

Kontrol 12104259 ad 5423+371 adef
25 44704278 bde* 93324690 bdf
50 6686+486 ¢ 12583+1921 c*
100 6869+987 ¢ 7076445 df°
200 2679+442 de* 3661+748 ¢
250 4170£1017 e* 6833+1113 f°
500 102834838 f* 17235+558 g*

Degerler aritmetik ortalama+ standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfler ile
gosterilen veriler arasinda P<0.05 ayrim vardir. ¥*P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.6. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisine 14 giin birakilan N.officinale gdvde ve
yapraklarinda Ca miktari. Degerler aritmetik ortalama+ standart hata
olarak verilmistir( n=4). *P<0.05, P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

4.1.4.5. N.officinale Govde ve Yapraklarinda Mg Miktari

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisine 14 giin birakilan N. officinale govde ve
yapraklarinda Mg miktar1 ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 4.8.de
verilmigtir.

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N officinale govdesinde Mg miktarinda
onemli azalma bulunmustur (P<0.05). En fazla azalma 25 ppm Pb derisiminin
etkisinde belirlenmistir (P<0.01). 100, 200, 250 ve 500 ppm Pb derisimi etkisinde
bulunan artma 6nemlidir (P<0.01).

N. officinale yapraklarinda belirlenen Mg miktarindaki kontrole gore 25 ve 50
ppm Pb derisimi etkisinde artma belirlenmistir (P<0.05). Pb’nin farkli derisimlerinin
etkisinde N. officinale yapraklarinda Mg miktarinda 6nemli azalmalar bulunmustur

(P<05). En fazla azalma 500 ppm Pb derisiminin etkisinde gorilmustiir (P<0.01).
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Cizelge 4.8. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisine 14 giin birakilan
N. officinale gbovde ve yapraklarinda Mg miktari
Derisim Mg (ng/g KA)
(ppm) Govde Yaprak
Kontrol 1995+137 acd 4108+217 ac
25 687+187 b* 53594340 b
50 1300£176 bd 5525119 b
100 2606+448 c* 4588+260 be
200 1581+47 d* 43754544 be
250 1480+£210 d* 4015+353 ¢
500 1382+161 d* 3806756 c*

Degerler ortalama+ standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkl1 harfler ile gosterilen
veriler arasinda P<0.05 ayrim vardir. *P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.7. Farkli Pb derisimlerinin etkisine 14 giin birakilan N. officinale govde ve
yapraklarinda Mg miktari. Degerler aritmetik ortalama+ standart hata
olarak verilmistir( n=4). P<0.05, P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.1.4.6. N. officinale Govde ve Yapraklarinda Zn Miktari

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisine 14 giin ile birakilan N. officinale govde
ve yapraklarinda Zn miktar1 ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 4.9’.da
verilmistir.

14 giin Pb’nin farkli derisimlerinin etkisine birakilan N. officinale govdesinde
Zn miktarinda kontrole gore istatistiksel olarak dnemli olmayan azalma ve artmalar
bulunmustur (P<0.05). 100 ppm Pb derisiminin etkisinde goriilen Zn miktarindaki
azalma diger derisimlere gore Onemli bulunmustur (P<0.05). N. officinale
yapraklarinda Zn miktarinda en fazla artma 500 ppm Pb derisimi etkisinde
belirlenmistir (P<0.01).

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N. officinale yapraklarinda belirlenen
Zn miktar1 kontrole gore 500 ppm Pb derisimin etkisinde 6nemli derecede artma
gostermistir (P<0.01). 500 ppm Pb derisiminin etkisinde goriilen artma diger

derisimlere gore onemlidir (P<0.01).

Cizelge 4.9. Farkli Pb derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale govde
ve yapraklarinda Zn miktari.

Derisim Zn (ng/ig KA)
(ppm) Govde Yaprak

Kontrol 100.33+7.82 abc 109.79+6.69 a
25 88.75+13.90 abc 93.12+1.87 a
50 74.32+1.93 ab 128.50+9.98 a
100 65.59+26.34 a 105.58+24.37 a
200 95.62+13.16 ac 117.00+5.81 a
250 111.75+15.07 be 127.93+17.50 a
500 125.64+3.07 c* 193.82+9.70 b*

Degerler aritmetik ortalama+ standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfler ile
gosterilen veriler arasinda P<0.05 ayrim vardir. ¥P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.8. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale govde
ve yapraklarinda Zn miktari. Degerler aritmetik ortalama+ standart hata
olarak verilmistir ( n=4). *P<0.05, P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

4.1.4.7. N. officinale Govde ve Yapraklarinda Pb Miktari

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale gévde ve
yapraklarinda Pb miktar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N. officinale gdvdelerinde Pb miktarinda
kontrole gore onemli derecede artma bulunmustur (P<0.01). Derisimler arasinda en
fazla artma 500 ppm Pb derisiminin etkisinde goriilmistiir (P<0.01).

N. officinale yapraklarinda Pb miktarinda kontrole gére artma bulunmustur. 25
ppm Pb derisiminin etkisinde belirlenen artma P<0.05 diizeyinde énemli bulunurken
diger derisimlerin etkisinde belirlenen artimalar daha fazla Onemlidir (P<0.01).
Pb’nin farkli derisimleri etkisinde N. officinale yapraklarinda en fazla artma diger

derigimlere goére 500 ppm Pb derisimi etkisinde belirlenmistir (P<0.01).
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Cizelge 4.10. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale
gbvde ve yapraklarinda Pb miktari.

Derisim Pb (ng/g K A)
(ppm) Govde Yaprak

Kontrol 29.78+2.38 a 25.13+2.80 a
25 105.11+7.17 b* 71.21£15.02 b
50 112.64+4.39 b* 85.50+14.90 bc*
100 132.73+4.27 be* 114.61+11.66 cd*
200 121.59+3.23 be* 121.66+3.97 cd*
250 143.57+8.72 be* 139.24+20.51d*
500 167.74+39.75 c* 149.13+9.90 d*

Degerler aritmetik ortalama+ standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfler ile
gosterilen veriler arasinda P<0.05 ayrim vardir. *P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.9. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale govde
ve yapraklarinda Pb miktari. Degerler aritmetik ortalama+ standart hata
olarak verilmistir( n=4). *P<0.05, P<0.01 diizeyinde énemlidir.
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4.1.5. N.officinale’nin Yapraklarinda Lipit Peroksidasyonu

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisine 14 gin birakilan N. officinale
yapraklarinda belirlenen lipit peroksidasyonu ve istatistiksel degerlendirmeler
Cizelge 4.11°de verilmistir.

N.officinale yapraklarinda belirlenen lipit peroksidasyonu miktarinda kontrole
gore 200, 250 ve 500 ppm Pb etkisindeki derisimlerde 6nemli artma bulunmustur
(P<0.01). Farkli Pb derisimleri arasind en fazla artma 500 ppm Pb derisiminin
etkisinde goriilmiistir (P<0.01). Lipit peroksidasyonu kok ve govdede

belirlenmemistir.

Cizelge 4.11. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale
yapraklarinda Lipit Peroksidasyonu.

Derisim Lipit Peroksidasyonu
(ppm) (nmol MDA/g T.A.)
Kontrol 0.38+0.01 a
25 0.50+0.01 ab
50 0.52+0.03 ab
100 0.64+0.05 be
200 0.70+0.08 be*
250 0.78+0.02 c*
500 1.18+0.06 d*

Degerler aritmetik ortalama+ standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfler ile
gosterilen veriler arasinda P<0.05 ayrim vardir. *P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.10. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale
yapraklarinda lipit peroksidasyonu. Degerler aritmetik ortalama+
standart hata olarak verilmistir( n=4). *P<0.05, ~P<0.01 diizeyinde
onemlidir.

4.1.6. Antioksidant Enzim Aktivitesi Degisimleri

4.1.6.1. N. officinale Govde ve Yapraklarinda SOD Aktivitesi Degisimleri

Kursunun farkli derisimlerinin etkisine 14 giin birakilan N. officinale govde
ve yapraklarinda SOD aktivitesi ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 4.12°de
verilmistir.

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N officinale gdvdesinde belirlenen SOD
aktivitesinde kontrole gore dnemli diizeyde azalma ve artma bulunmustur (P<0.05).
En fazla azalma 50 ppm Pb derisiminin etkisinde, en fazla artma 200 ppm Pb
etkisinde saptanmustir (P<0.01). N. officinale yapraklarinda en fazla artma 200 ve
250 ppm Pb derisimlerinin etkisinde bulunmustur (P<0.01).

Pb’nin farklt derigsimlerinin etkisinde 14 gilin birakilan N officinale
yapraklarinda SOD aktivitesinde kontrole gore 6nemli derecede artma bulunmustur
(P<0.05). 200 ppm Pb derisiminin etkisinde belirlenen artma diger derisimlere gore
onemlidir (P<0.05).

53



4. BULGULAR VE TARTISMA Gonca KESER

Cizelge 4.12. Farkli Pb derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale govde
ve yapraklarinda SOD aktivitesi degisimleri.

Derisim SOD (U/g T A)
(ppm) Govde Yaprak

Kontrol 136.86+7.0 acef 290.73+3.3 ab
25 101.02+14.7 ac 288.47+8.9 ab
50 62.40+11.7b" 287.2249.4 ab
100 122.3243.7 cf" 303.80+6.5 ab
200 191.70+2.4 de” 320.2143.4 b
250 168.10+£9.4 ef" 308.88+11.9 b
500 153.20421.6 f° 298.53+12.47 b

Degerler aritmetik ortalama+ standart hata olarak verilmistir (n=3). Farkli harfler ile
gosterilen veriler arasinda P<0.05 ayrim vardir. ¥P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.11. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale govde
ve yapraklarinda SOD aktivitesi degisimleri. Degerler aritmetik
ortalama+ standart hata olarak verilmistir( n=3).*P<0.05, "P<0.01
diizeyinde 6nemlidir.
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4.1.6.2. N. officinale Govde ve Yapraklarinda GR Aktivitesi Degisimleri

Kursunun farkli derigimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale goévde
ve yapraklarinda GR aktivitesi ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 4.13.’de
verilmigtir.

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N. officinale govdesinde GR
aktivitesinde kontrole gére onemli artma bulunmustur (P<0.05). En fazla artma 25,
50 ve 200 ppm Pb derisimlerinin etkisinde goriilmiistiir (P<0.01). 25, 50 ve 200 ppm
Pb derisiminin etkisinde belirlenen artmalar 6nemlidir (P<0.01). 100 ve 500 ppm Pb
derisiminin etkisinde diger derisimlere gore onemli derecede azalma bulunmustur
(P<0.01).

Kontrole gore Pb’nin farkli derisimlerinin etkisindeki N. officinale
yapraklarinda GR aktivitesi tiim derisimlerde 6nemli bulunmustur (P<0.01). Farkl
derigimlerin etkisindeki N. officinale yapraklarinda 200 ve 250 ppm Pb derisimi
etkisinde goriilen artma birbirlerine gore 6nemsiz iken diger derisimlere gére onemli

goriilmiistiir (P<0.01).

Cizelge 4.13. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale
govde ve yapraklarinda GR aktivitesi degisimleri
Derisim GR (n mol/dak/g T A)

(ppm) Govde Yaprak

Kontrol 5.85+0.04 af 12.1340.04 a
25 12.35+0.03 bd” 15.28+0.22 b°
50 11.64£04 b" 23.01£0.14 ¢"
100 6.55+0.15 cf 32.44+0.05d"
200 13.19+0.17 d° 36.23+0.4 ¢"
250 9.69+0.9 ¢" 37.60+1.6 ¢"
500 6.25+0.13 ' 45.28+0.5 f

Degerler aritmetik ortalama+ standart hata olarak verilmistir (n=3). Farkl1 harfler ile
gosterilen veriler arasinda P<0.05 ayrim vardir. ¥*P<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

55



4. BULGULAR VE TARTISMA Gonca KESER

O Govde B Yaprak

*k

0 25 50 100 200 250 500

Derisim (ppm)

Sekil 4.12. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale govde
ve yapraklarinda GR aktivitesi degisimleri. Degerler aritmetik ortalama=+
standart hata olarak verilmistir( n=3). *P<0.05, = P<0.01 diizeyinde
onemlidir.

4.1.6.3. N. officinale Govdesinde CAT Aktivitesi Degisimleri

Kursunun farkli derisimlerinin 14 giin birakilan N. officinale gévdesinde CAT
aktivitesi degisimleri ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 4.14°de verilmistir.

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N. officinale govdesinde CAT
degisiminde kontrole gore onemli derecede artma bulunmustur (P<0.05). En fazla
artma 200, 250 ve 500 ppm Pb derisimlerinin etkisinde goriilmiistiir (P<0.01). 200,
250 ve 500 ppm Pb derisimlerinin etkisinde belirlenen artma diger derisimlerin

etkisine gore 6nemli goriilmiistiir (P<0.01).
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Cizelge 4.14. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale
govdesinde CAT aktivitesi deSisimleri.

Derisim CAT (uM/dak/g T. A.)
(ppm) Govde
Kontrol 0.56+0.02 ab

25 0.83+0.01 b

50 0.66+0.01 b

100 0.63+0.01 b

200 1.32+0.1 c*

250 6.94+0.1 d*

500 3.47+0.02 e*

Degerler aritmetik ortalama+ standart hata olarak verilmistir (n=3). Farkl1 harfler ile
gosterilen veriler arasinda P<0.05 ayrim vardir. ¥*P<0.01 diizeyinde 6nemlidir
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Sekil 4.13. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale
govdesinde belirlenen CAT aktivitesi degisimleri. Degerler aritmetik
ortalama+ standart hata olarak verilmistir ( n=3). *P<0.05, = P<0.01
diizeyinde onemlidir.
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4.1.6.4. N. officinale Govdesinde AP Aktivitesi Degisimleri

Kursunun farkli derisimlerinin etkisine 14 giin birakilan N. officinale
govdesinde AP aktivitesi Cizelge 4.15’de verilmistir.

Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde N. officinale govdesinde AP
aktivitesinde kontrole gére 6nemli diizeyde artma bulunmustur (P<0.05). 25 ppm Pb
derigimi disindaki derisimlerde belirlenen artma 6nemlidir (P<0.01). En fazla artma

100 ve 200 ppm Pb derigimi etkisinde goriilmiistiir (P<0.01).

Cizelge 4.15. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan
N. officinale govdesinde AP aktivitesi deSisimleri.

AP
Derisim  (umol/dak/g T.A.)
Kontrol 4.14+0.27 a
25 4.99+0.11 b
50 6.49+0.20 cg’
100 14.36+0.25 d°
200 11.66+0.40 ¢"
250 7.26+0.20
500 6.59+0.15 g

Degerler aritmetik ortalama+ standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli
harfler ile gosterilen veriler arasinda P<0.05 ayrim vardir. *P<0.01 diizeyinde
onemlidir.
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Sekil 4.14. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde 14 giin birakilan N. officinale
govdesinde AP aktivitesi degisimleri. Degerler aritmetik ortalama+
standart hata olarak verilmistir (n=4). "P<0.05, ** P<0.01 diizeyinde
onemlidir.

4.2. Tartisma

Biyosferin toksik metallerle kirlenmesi sanayi devriminin baslamasindan
itibaren carpict bir sekilde hizlanmistir (Settle ve Patterson, 1980). Bu kirlenmenin
esas nedenleri; fosil yakitlarin yanmasi, madencilik ve metal cevherlerinin tasfiyesi,
zehirli atiklar, kimyasal giibreler, pestisitler ve kanalizasyonlardir (Kabata ve ark.,
1989).

Agir metaller bitkiler icin gerekli olan besin maddeleridir. Bu metaller yiiksek
derisimlerde alindiginda fito-toksik etki gosterirler. Bununla beraber Cd, Cr, Hg ve
Pb gibi agir metaller de c¢esitli yollardan tarimsal ekosisteme girerler. Bunlarin
bitkide bulunmalar1 ortamdaki bulunma yogunluklarina baglidir (Bergmann, 1992).

Cevreyi kirleten baslica kaynaklarindan biriside kursundur. Onceki calismalar
kursunun azot asimilasyonu, fotosentez, solunum, su alimi ve hiicre boliinmesi gibi
metabolik isleyisleri olumsuz etkiledigini gostermistir (Burzynski, 1988). Bu

calismada N. officinale’de yetistirme ortamina verilen kursunun farkli derisimlerinin
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14 giin etkisinde birakilmasiyla kursun derisimlerine bagli olarak bitkinin gelisimini
nasil etkiledigi fotosentetik pigment konsantrasyonu, su igerigi, bitkinin kok, gévde
ve yaprak kisimlarinin mineral madde miktarlar1 ve bitkiye verilen kursunun bitki
organlarinda birikim miktarlari, lipit peroksidasyonu, antioksidant ve antioksidant
enzimlerle arastirilmistir.

Morfolojik Gozlemler

Bitkilere kursun bulasmasi genellikle dis kaynaklidir. Kursun tozlari
yapraklarin stomalarini kapatmadik¢a bitki biliylimesi ve gelisimi ¢ok fazla
etkilenmemektedir. (Brewer,1966). Bir agir metal olan kursun bitkideki biitiin
fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda degisikliklere neden olmaktadir. Yaptigimiz
calismada N. officinale’de kursun toksisitesinin ilk belirtileri kok biiylimesinin
engellenmesinde goriilmiistlir. Diisiik derisimlerde bulunan bitki koklerinde énemli
bir morfolojik bozulma goriilmezken 100 ppm Pb ve diger yliksek derisimli bitki
koklerinde biiylime azalmistir. Kok biliylimesindeki bu azalma ya kok
meristemindeki hiicrelerin uzamasmin (Wierzbicka, 1988) yada hiicre boliinmesinin
zarar gormesi sonucu olmaktadir (Przymusinski ve ark., 1991). Calismamizda 14 giin
Pb’nin farkli derisimlerinin etkisinde birakilan N. officinale’nin kok morfolojisinde
baz1 anormallikler meydana gelmistir. Genellikle kontrol bitkisine gorel00 ppm ve
daha yiliksek Pb derisimine sahip ortamlarindaki kokler daha kisa ve daha kalin
olduklar1 ve yan koklerin olugsmadigi goriilmistiir. Benzer semptomlar sogan
koklerinde (Woodbury ve ark.,1971) ve Lupinus luterus koklerinde de gorildiigii
rapor edilmistir (Rucinska ve ark.,1999). Bizim ¢alismamizda 100 ppm Pb’yi izleyen
yiiksek derisimli ortamlarda bitki gelisimi olumsuz etkilenmistir. 200, 250 ve 500
ppm Pb derisimlerinde yeni yaprak olusumu ¢ok azalmis ve yeni ¢ikan yapraklarin
ayalarmin boyutlar kii¢iilmiis, 3. ve 4. yapraklarda sararmalar ortaya ¢ikmis, nodlar
aras1 mesafe kisalmistir. Sonug¢ olarak bitki 6lmemis fakat normal morfolojik
gelisimi Onemli 6l¢iide gerilemistir (Cizelge 4.1.).

Fotosentetik Pigment Konsantrasyonu

Agir metaller fotosentetik pigment derisimini ve dolayisiyla fotosentez
oranmni da etkilemektedirler. Cd ** ve Pb * nin fotosentez iizerine etkileri ayrintili

sekilde calisilmis ve kadmiyum ve kursunun farkli sekillerde zarar verdigi
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bulunmustur. Fotosentez oranin azalmasina, kloroplastlarin ultrayapisinin bozulmasi,
klorofil, plastokinon ve karotenoit sentezinin sinirlandirilmasi, Calvin dongiisiiniin
enzim aktivitelerinin inhibe edilmesi ve stomalarin kapanmasindan dolayr meydana
gelen CO, eksikligi neden olmaktadir (Seregin ve Ivanov, 2001). Diisiik klorofil
icerigi tipik Pb *" etkisidir. Ozellikle klorofil b, klorofil a’dan daha fazla etkilenir
(Vodnik ve ark.,1999; Kacabova ve Nart, 1986). Bunun nedeni klorofil sentezleyen
enzimlerin inhibe edilmesinden ve Mg ve Fe eksikligindendir (Prassad ve
Prassad,1987). Yaptigimiz calismada fotosentetik pigment miktar1 diisiik kursun
derisimlerinde kontrol grubuna gore yiiksek bulunur iken100 ppm Pb derisiminden
sonraki ortamlardaki azalma tesbit edilmistir (Sekil 4.2). Klorofil b, klorofil a’dan
daha fazla etkilenmistir (Sekil 4.2) ve yaprakta 250 ve 500 ppm Pb derisiminin
etkisinde Mg ve 200 ppm Pb derisiminin etkisinde de Fe miktarinda azalma
belirlenmis ve bu azalma klorofil miktarina yansimistir. (Sekil 4.8). Pb derisimin
artan Pb derisimlerine bagl olarak bitkinin metal (Mg ve Fe) icerikleri ve buna bagh
olarak kl-a ve kl-b miktarlar1 azalmaktadir. Yapraklardaki Pb derisimi ile kl-a
arasindaki korelasyon katsayis1t r = -0.57 dir. Kl-a ile Pb arasinda yapilan
korelasyonda negatif bir iliski bulunmustur. Pb derisimi arttik¢a kl-a azalmaktadir.
N= 28 durumunda P 0.01’ de iliski énemli bulunmustur. Kl-b i¢in korelasyon
katsayist r = - 0.45 tir. Kl-b ile Pb arasinda negatif bir iligki vardir. Pb arttik¢a kl-b
azalmaktadir. Bu iliski de P 0.05°de 6nemli bulunmustur.

Agir metal iyonlarinin etkisine birakilan submers bitkilerin izole edilen
klorofilleri ile yapilan ¢alismada; klorofilin merkezi olan Mg, agir metaller (Hg, Cu,
Cd, Ni, Zn ve Pb) ile yer degistirmekte ve bitkide zarar meydana getirmektedir. Bu
yer degistirmeden etkilenen klorofil molekiiliiniin fotosentetik 151k  alimi
engellenmekte ve fotosentezde azalma meydana gelmektedir. Reaksiyon 151k siddeti
ile degisir, diisiik 151k sacilmasinda klorofilin biitiin merkez atomlari, agir metalle
birlesir ve Mg-klorofil birlesmesinden daha kararli olurlar. Bu durumdaki bitkiler 6lii
olduklart zaman bile yesil olurlar (Kupper ve ark., 1996). Calismamizda
N.officinale’de etki siiresinin ikinci haftasinda 100 ppm Pb derisiminden sonraki

artan derigim etkilerinde bitkilerde biiytime geriligi goriilmesine ragmen yeni ¢ikan
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tepedeki yapraklar1 donuk yesil renktedirler. Yapilan calismalar da bizim
bulgularimiz1 desteklemektedir.

Bitki Organlarinda Belirlenen Su Icerigi

Bir¢ok arastirmact Cd*" ve Pb®" ile muamele edilen bitkilerde su igerigi ve
terlemede bir azalma oldugunu rapor etmislerdir (Hagemeyer ve ark.,1986; Ahrend
ve ark.,1997; Vassilev ve ark.,1997). Cesitli mekanizmalar bu etkilerin temelini
teskil eder. Birincisi; yaprak sahasinin biiylimesinin azalmasit ve bunun sonucu olarak
da biliylimenin gecikmesidir (Barcelo ve ark., 1988). Yapilan ¢alismada da yiiksek Pb
derisimlerinde yaprak sahalar1 kiigiilmiistiir bu da su igeriginin azalmasina nedeni
olmustur. ikincisi; Cd** ve Pb > ile muamele edilen bitki yapraklarinda bazen bekgi
hiicreleri daha az sayida olurken diger durumlarda bek¢i hiicreleri daha fazla
sayidadir. Ciinkli agir metaller genellikle yaprak biiyiimesini stomalarin kendilerine
6zgii olan yapilarindan daha fazla etkiler (Breekle, 1991). Ugiinciisii; Cd ** ve Pb **
hiicre turgorunu ve hiicre duvarinin elastikiyetinin devamliligini saglayan bilesiklerin
icerigini azaltir (Breekle, 1991; Barcelo ve Poschenrieder, 1990; Lane ve ark.,1978;
Burzynski ve Jacob, 1983). Boylece azalan su potansiyeli biiyiimenin inhibe
edilmesine neden olur (Hernandez ve ark.,1997; Vassilev ve ark.,1997; Barcelo ve
ark., 1986; Leita ve ark., 1995). Yapilan calismada 100 ppm Pb’yi izleyen yiiksek
derisimlerde biitiin olarak bitki gelisiminde olumlu ydndeki morfolojik goriintii
kaybolmustur. Ddrdiinciisii; bu metaller ABA igerigini de arttirir ve bdylece stoma
kapanmasi1 meydana gelir (Hollenbach ve ark., 1997). Besincisi; diizensiz solunum
ve oksidatif fosforilasyon bitkideki su diizeninin bozulmasina neden olur ve daha da
fazla agir metallere maruz birakilmasi sonucu meydana gelen su stresi prolin
tiretimini arttirir (Schat ve ark., 1997). Yapilan ¢alismada elde edilen verilere gore 25
ppm Pb ortamindaki bitkilerde en fazla su igerigi goriilmiis, bu oran artan Pb
miktarina bagh olarak kok, gévde ve yaprakta azalmistir (Sekil 4.3) ve yiiksek Pb
derisimleriyle iliskili olarak bitki canliligin1 yitirmeye baslamistir. 200 ppm Pb’den
sonra artan derisimlerde bitkinin su igeriginin daha fazla azaldigi belirlenmistir
(Sekil 4.3.) Elde edilen veriler yapilan ¢alismalarla ayn1 yondedir.

N. officinale yapraklarinda belirlenen kuru madde miktar1 ile Pb derisimi

arasinda P<0.01 diizeyinde 6nemli olan pozitif bir iligki bulunmustur. Pb derisimi su
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igerigini azalttig1 icin kuru madde miktarinda artis meydana gelmistir. Govde ve
kokteki kuru madde miktarlarinda da Pb derisimiyle ilgili olarak pozitif bir iliski
bulunmus, artan Pb derisimine bagl olarak kuru madde miktarinda artis
belirlenmigtir. Kokteki artis P<0.05 diizeyinde Onemli bulunmustur. Gévde ve
yapraklardaki yas agirlik ile Pb derisimi arasinda kurulan iligki 6nemsizdir.

Mineral Madde Konsantrasyonu

Cogu durumlarda Cd ve Pb hem katyonlarm (K, Ca™, Mg+2, Mn*?, Zn™,
Cu™, Fe™) hem de anyonlarin alimini kontrol eder (Srivastava ve Jaiswal, 1990;
Burzynski ve Grabowski, 1984).

Bitkiler gelistikleri ortamdan mangam kokleri araciligiyla Mn™iyonu
seklinde alirlar. Bitkilerin Mn igerikleri bitki genotiplerine bagli oldugu kadar
yetisme ortamlarina bagli olarak da degisiklik gosterirler. Bitkilerin Mn igeriklerini
pH etkilemektedir. Kuru madde ilkesine gore pH’s1 6.9-8.0 olan topraklarda yetisen
bitkilerin Mn igerikleri 6-185 mg kg' arasindadir (Kacar ve Katkat, 1998).
Calismada da bitkilerin yetisme ortamlarinin pH’s1 bu diizeyler arasindadir. M.
officinale’de govde ve yapraginda belirlenen Mn miktar1 verilen smirlar iginde
bulunmustur. N. officinale govde ve yapraginda belirlenen Mn miktar1 25, 50 ve 100
ppm Pb derisimlerinin etkisinde artarken yliksek derisimlerde azalma goriilmiistiir.
Manganin, bilesiminde bulundugu siiperoksit dismutaz enzimi ( Mn SOD), bitkide
cereyan eden cesitli biyokimyasal tepkimelerde molekiiler oksijenin indirgenmesi
sonucu olusan hidrojen peroksidin parcalanmasi evrelerinde hiicrelerin zarar
gormemesini saglar (Kacar ve Katkat, 1998). Bu calismada da yapraktaki Mn
miktar1 250 ve 500 ppm Pb derisiminin etkisinde azalirken antioksidant enzim olan
SOD degisiminde de ayni derisimde azalma goriilmiistiir (Sekil 4. 12). Govde de ise
Hem Mn hem de SOD degisiminde azalma 200, 250 ve 500 ppm Pb derisimlerinin
etkisinde olmustur. 200 ppm Pb derisiminin etkisinde ise govde ve yaprakta Mn
miktar1 azalirken SOD miktar1 en fazla bulunmustur. Bu sonuglar bize Mn ile SOD
degisimi arasinda iligki oldugunu ve bu iligkiyi agir metal gibi abiyotik streslerin
degisiklige ugrattigini diistindiirmektedir.

Govde ve yaprakta belirlenen Mn ve Pb miktar1 arasinda kurulan iligki

Onemsiz bulunmustur.
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Bitkilerin Cu igerikleri Fe, Mn, Zn iceriklerine gore daha azdir. Cu miktari
bitkilerin c¢esidine, organlarina, yasina, gelisme ortaminda bulunan Cu miktarina ve
cesitli ¢evre etmenlerine bagli olarak degisir Kacar ve Katkat 1998). Kontrol
ortamindaki N officinale govdesinde de belirlenen Cu miktar1 yapraktan daha fazla
bulunmustur. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisindeki bitkilerde Cu miktari
kontrolden az bulunmustur. Bu sonuglar bize bitkinin Cu aliminin bitki organlarina
ve yetisme ortamindaki diger metallerin derisimine bagli oldugunun gostermektedir.
Kuru madde ilkesine gére bitkilerde Cu miktar1 5- 15 mg kg arasinda degisir.
Bitkilerin vejetatif organlarinda bulunan 1-3.5 mg kg Cu kritik noksanlik diizeyini
olusturur. Cu miktar1 15-30 mg kg™ iizerinde oldugu zaman zehir etkisi goriilebilir
(Robson ve Reuter, 1981). Bitkideki Cu miktar1 bitkinin ¢esidine gore degistiginden,
N. officinale’de Cu miktar1 optimum degerler disinda olmasina ragmen zehir etkisi
goriilmemistir.  N. officinale dogal ortamdan toplandig1 i¢in biinyesinde Cu
bulunmaktadir. Besin c¢ozeltisindeki Pb derisimleri bitkinin Cu alimim1 farkl
etkilemistir. 25, 50 ve 100 ppm Pb etkisinde Cu derisimi artarken ( Pb’li derisimler
arasinda) 200, 250 ve 500 ppm Pb’de azalma goriilmiistiir. Pb derisimlerindeki
bitkinin goévde ve yapraklarinda belirlenen artis kontrol diizeyinin altindadir.
Bitkideki Cu alinimini hem Pb derisimleri hem de diger metaller bitkide bulunma
miktarlari etkilemistir. Degisik iyonlarin Cu®” alimi iizerine etki yaptig1 saptanmuistir,
Ortamda fazla miktarda bulunan Zn*" ve Cu®" karsilikli olarak bitkiler tarafindan
birbirlerinin alinmalarin1 olumsuz sekilde etkilemektedirler (Haldar ve Mandal,
1981). Bu olgu Zn*" ve Cu”" katyonlarinin ayni tastyicilar tarafindan almmasina ve
bitkide i¢ yoreye taginmasina dayanilarak agiklanmistir. Taban ve Alpaslan (1996)
yaptiklar1 denemede topraga artan miktarlarda uygulanan ¢inkonun misir bitkisinin
Cu alimimi 6nemli derecede azalttigini saptamiglardir. 200, 250 ve 500 ppm Pb’de
Zn miktarlan artarken Cu miktarlar1 azalmistir. Bitkide Cu’nun azalmasi bitkide ¢ok
cesitli ve onemli metabolik islevleri olumsuz etkilediginden dolay1 bitki gelisimi
gerilemistir (Cizelge 4.1.). Govdedeki Pb derisimi ile Cu arasindaki korelasyon
katsayis1 r = - 0.49 dur. iki element arasinda negatif bir iliski vardir. Pb derisimi
arttikca Cu azalmaktadir. N = 28 durumunda P 0.01 de iliski 6nemli bulunmustur.

Yapraktaki Pb derisimi ile Cu miktar1 arasindaki korelasyon katsayisi r = - 0.52 dir.
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Iki element arasinda negatif bir iliski vardir. N = 28 durumunda P 0.01 de 6nemli
bulunmustur.

Bitkiler gelistikleri ortamdan demiri siirekli almak durumundadir. Yash
yapraklardan geng yapraklara dogru Fe’nin aktarilamamasi nedeniyle bitki biiyiime
organlarinin Fe gereksinimini siirekli olarak Fe alarak karsilayabilmektedir. Bitki
yapraklarinda Fe miktar1 kuru madde ilkesine gore 10-1000 mg /kg arasinda degisir.
Yeterli Fe miktar: ise genelde 50-250 mg kg 'arasindadir. Fe miktar1 50 mg kg ’den
az oldugu zaman bitkilerde noksanlik belirtileri goriiliir (Kacar ve Katkat, 1998).
N.officinale’de govde bulunan Fe miktar1 bulunmasi gereken optimum degerler
arasindadir. Yaprakta ise yeterli degerin lizerindedir. 10-100 ppm Pb arasi bulunmasi
gerekenin ve kontrol degerinin istiindedir. (Sekil 4.6.) Yapraktaki Fe miktarinin %
80’1 kloroplastlarda toplanmaktadir (Terry ve Abada, 1986). 500 ppm Pb etkisindeki
N. officinale yapraklarinda Fe miktarinin diger derisimlerden fazla bulunmasi ug
kisimlarindaki koyu yesil ve kiiciik yapraklarin yiiksek miktarda Fe icermesinden
olabilir. Fe bitkilerde onemli fizyolojik islevleri olan ve pek g¢ok biyokimyasal
tepkimeleri katalize eden c¢esitli enzimleri aktive eder. Bu enzimler solunum zinciri
icerisinde ve yiikseltgenme tepkimelerinde olaganiistii Onem tasiyan enerji
metabolizmasinda elektron tasiyicist olarak gorev yapar. Katalaz enzimi
fotorespirasyonda ve karbonhidrat sentezinde 6nemli rol oynar ( Kacar ve Katkat,
1998). N. officinale gbvdesinde goriilen artis bitkinin ayni1 kisminda katalaz enzimini
de arttirmistir. 25, 200 ve 250 ppm Pb derisiminde CAT aktivitesindeki artis ile ayni
derisimdeki Fe miktarindaki artisar bitkinin stres altinda oldugunu gostermektedir.
Diger yiiksek Pb derisiminde (500 ppm Pb) belirlenen Fe artiglar1 bitkinin bu
derisimlerde enerji metabolizmasinin daha fazla isledigini veya Fe’nin diger
enzimlerin yapisina girdigini gostermektedir.Govdedeki Pb derisimi ile Fe arasindaki
korelasyon katsayis1 r = 0.70 dir. Iki element arasinda pozitif bir iliski vardir. Pb
arttikca Fe artmaktadir. N = 28 durumunda P 0.01 de 6nemli bulunmustur.
Yapraktaki Fe miktari ile Pb arasindaki iligski 6nemsiz bulunmustur.

Bitki dokularinda Ca’nin biiyiik bir boliimii diger makro elementlerden farkli
olarak hiicre duvarlarinda yer alir. Bunun temel nedeni hiicre duvarlarinda kalsiyumu

baglama yerlerinin fazla olmas1 ve sitoplazma igerisinde hareketinin sinirli olmasidir.
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Pektatlar seklinde bulunan Ca, hiicre duvarlarinin ve bitki dokularinin giiglenmesinde
temel gorevi listlenmistir. Yeteri kadar Ca bulunmasi durumunda fazlaca olusan Ca
pektat bilesikleri dokulart giiclii kilar ( Cassells ve Barlas, 1976). Bitkilerin Ca
icerigi 2000-30.000 ppm arasinda degisir (Kacar ve Katkat, 1998). Yamada’ya
(1975) gore 5000 ppm Ca icerigi bitki dokular1 i¢in yeterli goriilmiistiir. Kontrol
ortamindaki N. officinale yapraklarindaki deger govdedeki birikimin 4 katindan daha
fazladir (Sekil 4.7.). Farkli Pb derisimli ortamlarda bu oran azalmig Pb, Ca alimina
olumsuz etki yapmistir. Buna ragmen gdvde ve yaprakta bulunan degerler sinir
degerleri arasindadir. Koklerdeki Ca miktar1 sinir degerlerinin ¢ok altindadidir
(Cizelge 4.7.) 200,250 ve 500 ppm Pb’nin etkisinde bulunan bitkilerin kok
gelisimlerini durmasi Ca noksanligindan kaynaklanabilir. Bu noksanliga yetistirme
ortamindaki diger katyonlarin cins ve miktarlar1 ve yiiksek derisimdeki Pb neden
olabilir. Pb’nin farkli derisimlerinin etkisindeki N.officinale govde ve yapraginda Ca
miktart 100 ppm Pb derisimine kadar artis gostermis, 100 ve 200 ppm Pb
derisimlerde ise azalma goriilmiistiir. Bitkinin su igeriginin de bu derisimlerde
azalmaya baslamasi, su igerigi ile bitkinin metal birikimi arasinda bir iliski
olabilecegini diisiindiirmektedir. Yiiksek Pb derisimlerde de Ca miktarinin fazla
bulunmasi su igeriginin ¢ok fazla azalmasi ve suda eriyemeyen kalsiyumun hiicre
duvarlarinda ve vakollerde birikmesinden kaynaklanmaktadir. Bitkilerde bulunan
kalsiyumun biiyiik bir boliimii suda ¢oziinebilir sekildedir (Kacar ve Katkat, 1998).
Govde ve yapraktaki Pb derisimi ile Ca arasinda kurulan iliski 6nemsizdir.

Bitkilerin Mg igerikleri kuru madde ilkesine gore genelde 1500-10.000 ppm
arasinda degisir. Cogu bitkilerde yeterli miktar 2500 ppm’dir (Kacar ve Katkat,
1998). N. officinale’de belirlenen deger optimum degerler arasinda saptanmigtir
( Kacar, 1984). Kontrol ortaminda bulunan N. officinale’de yapraktaki Mg miktari
govdede belirlenenden fazla bulunmustir. Cilinkii Mg klorofilin yapisinda yer
almasidir. Yesil bitki yapraklarinda magnezyumun en Onemli islevi klorofil
molekiillerinde merkezi atom olarak yer almasidir. Bitki yapraklarinda toplam
magnezyumun genel olarak % 6 ile % 25 kadar1 gelisme ortaminin magnezyum
miktarina bagh olarak klorofil molekiilii icerisinde yer alir. Toplam magnezyumun

%S5-10 kadar1 ise pektatlar seklinde hiicre duvarlarina gii¢lii olarak baglanmis yada
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vakuollerde giic ¢o6ziinebilir tuzlar seklinde cokelmis olarak bulunur. Toplam
magnezyumun kalan % 60-90’1 ise suda ¢Oziinebilir sekildedir (Kacar ve Katkat,
1998). Protein sentezinde de Mg etkilidir. Yeteri kadar bagimsiz magnezyumun
bulunmamast durumunda protein sentezinin durdugu saptanmistir ( Sperraza ve
Spremulli, 1983). N. officinale yapraklarinda 25 ve 50 ppm Pb derisimlerinin
etkisinde Mg miktarinin artisi, agir metal stresine giren bitkinin tepkisi olarak protein
miktarini da arttirdigini diislindiirmektedir. 100 ppm Pb’yi izleyen derisimlerde ise
Mg miktar1 azalmigtir. Bunun nedeni Pb ile Mg atomunun yer degistirmesidir. Agir
metal iyonlariin etkisine birakilan submers bitkilerin izole edilen klorofilleri ile
yapisan ¢alismada agir metaller (Hg, Cu, Cd, Ni, Zn ve Pb ) ile yer degistirmekte ve
bitkide zarar meydana getirmektedir. Bu yer degistirmeden etkilenen klorofil
molekiiliiniin fotosentez igcin gerekli olan 1s1k toplamasi Onlenmis olur ve
fotosentezde bozulma meydana gelir. Klorofilin biitiin merkez atomlar1 agir metalle
birlesir. Bu durumda bitkiler 6lii olduklar1 zaman bile yesil olurlar (Kupper ve ark.,
1996). 250 ve 500 ppm Pb etkisindeki N. officinale yapraklarida Pb atomlar
klorofile baglanmasindan dolay1 renkleri parlak olmayan koyu yesildi. 25 ppm Pb
etkisinde gévde de Mg azalmasi, bitkide bu derigslimde su ig¢eriginin fazla olmasindan
dolay1 ¢oziiniir hale gelmesi ve yapraklara tasinabilecegini ve ¢esitli metabolik
olaylarda kullanilabilecegini diisiindiiriiyor. Ciinkii bitkilerde metabolik enerji
kaynag1 olarak dnemli islevlere sahip olan ATP’nin fosforilizasyon tepkimesi sonucu
olusumunda, bir bagka deyisle inorganik fosfatin ADP’ye baglanmasinda gorev
yapan enzimin islevi i¢in mutlak diizeyde magnezyuma gereksinim vardir ( Kacar ve
Katkat, 1998). Govdede ve yapraklardaki Pb derisimi ile Mg derisimi arasinda
kurulan iligki 6nemsizdir.

Bitkilerde Zn dagilimi ve taginimi gelisme ortaminin Zn diizeyine oldugu
kadar bitki ¢esidine bagl olarak degisir. Kiiltiir bitkilerinin Zn igerikleri kuru madde
ilkesine gore 20-100 mg kg arasinda degisir. Kimi bitkilerin kokiinde Zn igerigi
yiiksektir (Kacar ve Katkat, 1998). Kontrol ortaminda birakilan N. officinale’nin
govde ve yapraklarinda belirlenen Zn miktart smir degerleri arasindadir
(Cizelge 4.9.). 25 ve 100 ppm Pb etkisinde Zn miktarinda goriilen azalmalar bitkinin

gelisme ortamina konulan Pb etkisi nedeniyle olmaktadir. Gelisme ortamina eklenen
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Pb derisimleri kok ortamim1i kimyasal yapisin1 degistirmekte Zn alimim
azaltmaktadir. Zn alimma Fe alimi1 da etki etmektedir. N. officinale govde ve
yapraginda 25 ve 50 ppm Pb derisimlerinin etkisinde Fe miktarinda artis goriiliirken
Zn miktar1 azalmistir. Alpaslan ve Tabana’a (1996) gore bitki kokiinde ayni aktif
tagtyicilar tarafindan i¢ yoreye aktarilmalari nedeniyle Fe ve Zn’nun bitkiler
tarafindan alinmalar1 karsilikli olarak etkilemektedir. 200, 250 ve 500 ppm Pb
derisimlerinin etkisinde ise bitkinin yetigme ortamini asit yone ¢ekip daha fazla Zn
alimi1 ger¢eklesmektedir. Bitki kokleri tarafindan salgilanan organik asitlerin 6rnegin;
sitrik asit, amino asitler yaninda fenolik bilesikler etkisiyle rizosfer pH’s1 hizla diiser
(ve bitkinin daha fazla Zn almasmma neden olur. Kok tarafindan salgilanan bu
maddelere fitosiderofor denir (Tagaki ve ark.,1988). Kok salgilariyla rizosfer
pH’sinin asit yone degigsmesine bagli olarak kok hiicrelerini gegirgenliklerinin
artmasi sonucu sekerler, amino asitler ve fenolik bilesikler gibi diisiik molekiil
agirlikli organik bilesikler daha fazla salgilanir (Cakmak ve Marchner, 1988).

Biomembranlarin kalitesi tizerine ¢inko, membranda bulunan fosfolipid ve
stilfithidril gruplarina baglanmak suretiyle olumlu etki yapar. Bunun sonucu olarak
membrandaki lipitler ve proteinler oksidatif zararlanmaya karst korunur. Zn zehir
etkisi yapan oksijen radikallerinin ¢ikisini kontrol altinda tutar. Siiperoksit dismutaz
enzimi (CuZn SOD) son derece toksik olan siiperoksit radikalini etkisiz duruma
getirir (Cakmak ve Marschner 1988). 200, 250 ve 500 ppm Pb derisimlerinin
etkisinde N. officinale gbvde ve yapraklarinda Zn miktar1 artmistir. Bitkide de 200 ve
250 ppm Pb’de SOD miktar1 artmistir. Govdedeki Pb derisimi ile Zn arasinda
kurulan iligki 6nemsizdir. Yapraklarda Pb derisimi ile Zn arasindaki korelasyon
katsayist r = 0.50 dir. Pb arttik¢a Zn artmaktadir. N = 28 durumunda P 0.01 de iliski
onemli bulunmustur.

Lipit Peroksidasyonu

H,0O, ve serbest radikallerin lipit peroksidasyonuyla iligkili olarak membran
hasarina neden oldugu rapor edilmistir ( Hendry ve ark., 1992). Malondialdehit
(MDA) biyomembrandaki doymamig yag asitlerinin ayrigma iirtinlerinden biridir. Pb
ve diger agir metal stresi altinda Vigna fidelerinde, (Bhattacharya ve Choudhuri,

1995), piringte ( Mishra ve Chudhuri, 1996) MDA diizeyini arttirdigt rapor
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edilmistir. Toksik Zn miktarina birakilan bitkilerde lipit peroksidasyonu arttig1 i¢in
MDA iiretiminde de artma meydana gelir. Serbest radikallerin asir1 olugmas1 ve artan
lipit peroksidasyonu MDA iiretimini arttirmaktadir (Alia ve ark., 1995). N. officinale
yapraklarinda artan Pb derisimlerine bagli olarak MDA miktarinda artma
belirlenmistir (Sekil 4.11). Artan MDA miktar1 bitkinin Pb’nin diisiik derisimlerinin
etkisinde de stres altinda oldugunu gostrmektedir. Yapraktaki Pb derisimi ile lipit
peroksidasyonu arasindaki korelasyon katsayisi r = 0.69 dur. Pb derisimi ile lipit
peroksidasyonu arasinda pozitif bir iliski vardir. Artan Pb derisimi lipit
peroksidasyonunu arttirmaktadir. N= 28 durumunda P 0.01°de iliski Onemli
bulunmustur.

Stiperoksit Dismutaz, Askorbat Peroksidaz, Glutatyon Rediiktaz ve Katalaz

Aktivitesi

Metaller membran lipit peroksidasyonunu ve oksidatif stresi dogrudan ya da
dolayli olarak tetiklerler. Membran hasar1 iizerine metallerin dolayl etkileri
biyokimyasal redoks basamaklari ile interaksiyondan meydana gelir. Ozellikle demir
ve bakir gibi aktif metaller hiicresel redoks basamaklarini etkileyebilirler veya
dogrudan stiperoksit anyonu (Kumar ve ark.,1978), singlet oksijen (Ding ve
Chan,1984), hidrojen peroksit (Freedman ve ark., 1989) ve lipit serbest radikalleri
(Chan ve ark.,1982; Sandmann ve Boger, 1980) gibi reaktif serbest radikalleri
meydana getirebilirler.Sonu¢ olarak bu metallerin toksisitesi hiicrelerde oksidatif
stresin bir sonucu olan serbest radikallerin olusumunu arttirirlar (Sandman ve
Boger,1980; Freedman ve ark.,1989).

Belirli sartlar altinda hiicreler siiperoksit dismutaz(SOD, EC.1.15.1.1), katalaz
(CAT, EC. 1.11.1.6), peroksidazlar (POX, EC 1.11.1.7) ve ozellikle askorbat
peroksidaz (APOX, EC, 1.11.1.6) gibi metaloenzimlerin liretimini attirarak reaktif
tiirlerin olugsmasina tepki verirler (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Bununla beraber
bazi durumlarda bitkiler ¢esitli dis kaynakli faktorlerin bir sonucu olarak olugan SOD
aktivitesinde ne dnemli bir degisiklik nede bir kesinti meydana getirebilirler. Asir
Fe’e maruz birakilan Nicotiana plumbaginifolia’nin yapraklarinda 6nemli bir
degisiklik olmamistir (Kampfenkel ve ark., 1995). Kadmiyumun eklenmesi

Rhisopogon roseolus bitkisinde SOD aktivitesini azaltmistir (Miszalski ve ark.,
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1996). Kursuna maruz birakilan Lupin kokleriyle yapilan calismada ise SOD
aktivitesinin uyarildig1 goriilmiistiir. Bu uyarilma, hem metal konsantrasyonu hem de
metalin etkisinde kalma siiresi ile iligkilidir (Rucinska ve ark., 1999). N. officinale
koklerinde SOD aktivitesi ¢ok diigiik oldugundan bulgularda verilmemistir. Gévdede
ve yapraklarda 25 ve 50 ppm Pb derisiminin etkisinde SOD aktivitesi azalirken 100,
200, 250 ve 500 ppm Pb derisimlerinin etkisinde derisime bagl artma goriilmiistiir.
Artmalar kontrol diizeyinin iistiindedir. Kursunla muamele edilen N. officinale’nin
yapraklarinda SOD aktivitesindeki artig siiperoksit anyonunun yiiksek olusundan
kaynaklanmaktadir. Yulafin Cu™ iyonlariyla muamele ¢alismalarinda fotosentetik
dokularda bizim c¢alismamiza benzer olarak SOD aktivitesinin arttigi bulunmustur
(Luna ve ark.,1994). N. officinale gbvde ve yapraklari ile Pb’nin farkli derisimleri
arasinda kurulan iligski 6nemsiz bulunmustur.

Kursun etkisine birakilan Lupin koklerinde yapilan ¢alismada hem CAT hem
de AP aktivitesi 150 ppmde en yliksek diizeydedir. Daha yiiksek derisimlerde bu
enzimin aktivitesi azalmistir. AP aktivitesi 100 ppm’de artmaya baglarken 350
ppm’de kontrol diizeylerinin O6nemli oranda altina diigsmiistiir (Rucinska ve ark.,
1999).

Toksik Zn diizeyleri altinda biiyliyen B. juncea fidanlarinda H,O;’in
detoksifikiye edilmesinde 6nemli rol oynayan katalaz aktivitesi 6nemli bulunmustur
(Prasad ve ark., 1999). Cd, Pb, Cu gibi agir metallerin toksik konsantrasyonlarinin
etkisine birakilan bitkilerde CAT aktivitelerinde artis rapor edilmistir (Van Assche
ve Clijsters 1990; De Vos ve Schat, 1991). Pb’nin farkli derisimlerinin etkisine
birakilan N. officinale govdesinde katalaz aktivitesi derisime bagl olarak artmistir.
Bitkide strs sonucu olusan siiperosidin  SOD ile dismutasyonu soucu iiretilen H,O»,
govde CAT ve GR tarafindan detoksifikiye edilmektedir. Govdedeki Pb derisimi ile
CAT aktivitesi arasindaki korelasyon katsayisi r = 0.427 dir. Pb derisimi ile CAT
aktivitesi arasinda pozitif bir iliski vardir. N= 21 durumunda P 0.05’de iliski 6nemli
bulunmustur.

Askorbat-glutatyon dongiisiiniin, glutatyon ve askorbati i¢ine alan birbirini
izleyen oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar1 siiresince olusan belirli oksijen

tiirlerinin detoksifikasyonunda hayati rol oynadigi saptanmistir. Bitkilerde H,O,’in
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detoksifikiye edilmesinde hidrojen dondrii olarak askorbati kullanan peroksidazlarin
bir fonksiyonu oldugu bilinmektedir (Asada, 1994). Zn’nin toksik diizeylerinin
etkisine birakilan B. juncea fidelerinde AP aktivitelerinde artis meydana gelmistir
(Prasad ve ark., 1999). Weckx ve Clijsters (1997) yaptiklar1 ¢alismada Cu toksisitesi
altinda fasulye bitkilerinde AP aktivitesinde artis meydana geldigini gostermislerdir.
N. officinale govdesinde kontrolu izleyen Pb derisimlerinin etkisinde AP
aktivitesinde artma goriilmistiir. CAT 1n aktivitesinin azalma gosterdigi derigimlerde
AP, hiicrelerden H,0O,’1 uzaklagtirmistir. Govdedeki Pb derigimi ile AP aktivitesi
arasinda kurulan iliski 6nemsiz bulunmustur.

GSH ve GR’1m bitki hiicrelerinde hidrojen peroksidin temizlenmesindeki rolii
Halliwell-Asada enzim yolunda gosterilmistir. GR, okside glutatyonun glutatyona
dontigimiini NADPH’a bagimli olarak katalizler (Bowler ve ark., 1992). Pb
etkisindeki misirda ve Oryza sativa’da GR aktivitesinin artmasina neden oldugu
rapor edilmistir (Verma ve Dubey, 2003). N. officinale govde ve yapraklarinda GR
aktivitesi Pb derisimine bagl olarak artma gostermistir. Govdedeki Pb derisimi ile
GR aktivitesi arasinda kurulan iligki onemsizdir. Yapraktaki Pb derisimi ile GR
aktivitesi arasindaki korelasyon katsayisi r = 0.72 dir.Pb derisimi ile GR aktivitesi
arasinda pozitif bir iligki vardir. Pb birikimi arttikca GR aktivitesi artmaktadir. N= 21

durumunda P 0.01 de iliski 6nemli bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Kursunun farkli derigimleri ile Hoagland besin ¢ozeltisinde 14 giin yetistirilen
N.officinale bitkisinin yiiksek Pb derisimlerindeki morfolojik gelisiminde fitotoksik
faza dogru bir gecis goriilmiistiir. Bu geg¢is morfolojik olarak belirlenmistir. Yiiksek
derisimlerde kok gelisimi ¢ok gerilemis, yaprak ayalari kii¢iilmiis, nod mesafeleri
kisalmis ve yapraklarda klorozis ortaya ¢ikmistir. Sonug¢ olarak bitki gelisimi Pb
derigimlerine ve etki siiresine bagli olarak 6nemli derecede yavaslamistir.

Kursunun diisiik derisimlerinin etkisindeki N. officinale yapraklarinda
fotosentetik pigment miktarlarinda artis belirlenirken yiiksek derigimlerde (200, 250
ve 500 ppm Pb) 6nemli bir azalma goriilmiistiir.

Kok, govde ve yapraklardaki su igerigi 50 ppm Pb’ye kadar olan derisimlerde
artis gosterirken toksik derisimlere dogru bitkinin su igerigi azalip kuru madde
miktar1 artmistir. En fazla su igeriginin azalmasi kokte olmustur. bitkide kuru madde
miktariin artmasinin nedeni hiicre duvarlarinda ve vakollerde metal birikimidir.

Bitkinin mineral madde igerigi her element icin farkli olsa da genel olarak
500 ppm Pb’de Ca, Fe, Mn ve Zn miktarlar1 yiliksek bulunurken Cu ve Mg
miktarlarinda azalma belirlenmistir. Bu iki elementin diisiik diizeyde olmasi bitkinin
fizyolojik ve biyokimyasal faaliyetlerini olumsuz etkilemekte sonu¢ olarak bitki
gelisiminde azalma goriilmektedir.

Membran hasarina neden olan lipit peroksidasyonu sonucu olusan MDA
miktar1 kontrolii izleyen derisimlerde artig gostermistir. Kontroldeki MDA degerinin
250 ppm Pb’de 2 kati, 500 ppm Pb’de 3 kati olmasi bize bu derisimlerin bitki
tarafindan tolere edilmesi gii¢ olan toksik derisimler oldugunu gostermektedir.

Cesitli ¢evre kosullar1 sonucu bitkide olusan oksidatif strese karsi bitki
savunma mekanizmasinda yer alan ve enzim yapisinda olmayan antioksidant,
karotenoitin diisiik Pb derisimlerinde yiiksek bulunmasi bitkinin bu derisimlerde bile
stres altinda oldugunu gostermektedir. Toksik oksijen radikallerinden singlet
oksijenin ('0,) yok edilmesinde etkili olan karotenoitin diisiik Pb derisimlerinde artig
gostermesi, bitkinin bu derisimlerde saglikli bir goriinim kazanmasinda roli

oldugunu diisiindiirmektedir.
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Artan Pb derisimlerinin bitkide meydana getirdigi stresin olusturdugu serbest
radikalleri ve zararli oksijen tiirlerini ortamdan uzaklastiran antioksidant enzimler
SOD, AP, GR ve CAT aktivitesi diizeylerinde degisiklikler belirlenmistir. SOD
aktivitesi 100, 200, 250 ve 500 ppm Pb’de derisime bagh artis gostermesi, bu
derisimlerin bitki i¢in toksik degerler oldugunu gostermistir. GR aktivitesi yaprakta
derisime bagli olarak artma gosterirken, gdvdede GR aktivitesi 250 ve 500 ppm Pb
derigimlerinin etkisinde azalma gostermistir. AP aktivitesi 25, 50 ve 500 ppm Pb
derigimlerinin etkisinde artarken 200, 250 ve 500 ppm Pb derigimlerinde azalmustur.
CAT aktivitesi N. officinale govdesinde derisime bagh artma gostermistir. 100 ppm
Pb derisiminde bulunan azalma onemli goriilmemistir. CAT ve GR aktivitesinin
azaldig1 50 ve 100 ppm Pb derisimlerinde APaktivitesi artmistir. Bu sonu¢ bazi
antioksidant enzimlerin aktifliginin azaldig1 durumlarda diger bir enzimin aktivitesini
arttirtp hiicrelerden hidrojen peroksidi uzaklastirdigini gostermektedir. N officinale
bitkisinde Pb derisimine bagl antioksidant enzim kapasitesindeki degisiklikler 500
ppm Pb derisiminin toksik diizey oldugunu gdstermektedir. Antioksidant kapasite
cok azalmig dolayisiyla bitkinin yasamini siirdiirmesi zorlagsmistir.

Su teresi (N. officinale R.Br.) ekolojik ve ekonomik olarak énemli tatli su
makrohidrofitlerinden en 6nemlilerinden biridir. Yillardir insanlar tarafindan hem
besin hem de tibbi bir bitki olarak kullanilmaktadir. Bunun yaninda atik sularin
arittilmasindada  kullanilmaktadir. Bircok yararli 06zelligi olan bu bitkinin
yetistirilmesine gereken Onem verilmeli, ¢evre kirliliginden uzak ortamlarda
yetistiriciligi yapilmalidir. Daha ¢ok kirsal kesimlerde tiiketilen bitkinin besin olarak
kullanim1 yayginlastirilmalidir.  Bitkinin agir metalleri toplayabilme 6zelliginden
dolay1 sanayi ve evsel atiklardan dolay1 kirlenmis akuatik ortamlarda yetigen bitkiler
agir metalleri bilinyelerine almakta ve boylece ya dogrudan insanlar tarafindan yada
dolayli olarak hayvanlar tarafindan besin zincirine alinmakta ve icerdikleri agir
metaller insan viicudunda birikmekte cesitli rahatsizliklar olusturmaktadir. Bu
nedenle bu tiir bitkileri besin olarak tiiketirken yetistigi yer dikkate alimmalidir.
Ayrica Pb ile kontamine olan bolgelerde yetistirilen kiiltlir bitkilerinde de benzer
fizyolojik ve biyokimyasal etkilerin olabilecegi varsayilarak hem insan sagligi hem

de Kkiiltiir bitkilerinin verimi agisindan bu bolgelerde tarimsal faaliyetlerin
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yapilmamasi, bolgeyi kirleten etmenlerin uzaklastirilmasi veya azaltilmasi yoluna
gidilmelidir.

N. officinale’nin ekolojik faktdrlere bagli olarak kimyasal bilesimi
incelenebilir ve diger agir metallere karsi tepkileri arastirilabilir. Diger cevre
kirleticilere kars1 antioksidant sistemdeki degisiklikler incelenebilir. Bu tez
calismasinda elde edilen sonugclar ilerde yapilacak cevre toksikolojisi ¢aligmalarina

destek olabilir.
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