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ONSOZ
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istiyorum.
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IV

OZ
Ailanthus altissima'da kadmiyum toleransi ve fitokelatin olusjumu

Bu aragtirmamin ilk boliimiinde 5 farkl bitki tiiriine (A.altissima,
P.abies, L. esculentum, Z.mays. V.radiata) 6 degisik Cd konsantrasyonu
(10, 30, 50, 100, 200, S00 gM) uygulanmig ve bitkilerdeki Cd toksisitesi, Cd
birikimi ve Cd toleransi incelenmigtir. Ikinci béliimde ise, 200 uM Cd uygu-
lanan A.altissima bitkisinde Cd-tolerans mekanizmasinda rol oynayan fitoke-
latinlerin olugumu aragtiriimigtir.



ABSTRACT

Cadmium tolerance and phytochelatin production in
Ailanthus altissima

In the first part of this research, 6 different Cd concentrations (10, 30,
50, 100, 200, 500 M) has been applied on to 5 different plant species
(A.altissima, P.abies, L. esculentum, Z.mays, V. radiata), then the toxic ef-
fects, Cd accumulation and Cd-tolerance in plants were observed. In the se-
cond part, phytochelatins which plays role on Cd-tolerance mechanism for
200 uM Cd applied A. altissima plant was investigated.
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KISALTMALAR

AAS : Atomik Absorpsiyon Spektrofotometre
APS : Amonyum persulfat

Cd : Kadmiyum

Cd-BP : Cd-baglayan proteinler (peptidler)
Cd-PC : Cd-baglayan fitokelatinler

Cys : Sistein

EDTA : Etilen diamin tetraasetik asit

Glu : Glutamik asit

Gly : Glisin

HMW : Yiiksek molekiiler agirlik

KA : Kuru agirhik

LMW : Diigiik molekiiler agirhik

MT : Metalotionein

PAGE : Nativ poliakrilamid jel elektroforez
PC : Fitokelatin

SDS : Sodyum dodesil siilfat

SDS-PAGE : Denatlire poliakrilamid jel elektroforez
SH : Siilfhidril

Temed : N,N,N,N-tetra-metiletilendiamin
Tris :Tris (Hidroksimetil) aminometan



I. GiRiS

19. Yiizyilda endiistrilegme ve getirdi§i etkinlikler ile beraber gevre kir-
lenmesiyle ilgili sorunlar da ortaya g¢ikmaya baglamigtir. Agirmetaller de bu
yolla gevreye verilen ve olumsuz etkileri giin gegtikge artan elementlerdir.
Antropojenik kokenli etkinlikler sonucu ortama giren agirmetaller, atmosfer
kanaliyla emisyon kaynagindan kilometrelerce uzaga taginabilir ve gerek
dogal gerekse yapay gevreye zarar verebilirler (TYLER & BALSBERG,
1989). Son yillarda, gevre kirleticileri arasinda 6nemli bir yeri olan kadmiyu-
mun toksik etkileri tizerinde yogun galigmalar baglamigtir (KAHLE, 1988).

Kadmiyum (Cd), beyaz renkli, 112.41 atom agirhginda ve +2 degerlikli
bir agirmetaldir. Periyodik tabloda II b grubunda Zn ve Hg arasinda yer alir.
Ilk olarak bir Alman kimyaci olan Friedrich Stromeyer tarafindan 1817'de,
cinko eldesi sirasinda baca tozlarinda bulunmugtur. Cinko maden cevherinin
eski ad1 olan "cadmia furnacum" dan iiretilen kadmiyum adi aslinda Yunanca
"kadmeia geé", yani Kadmeia topragi anlamina gelen kelimeden tiiremigtir.
Cd, giiniimiizde pil, plastik, boya yapiminda, paslanma 6nleyici olarak metal
kaplamada, oto sanayiinde kullanihir ve biosidlerin igeriginde bulunur. Fosil
yakitlarin yanmasi, maden endiistrilerinin etkinlikleri, tarimda fosfat
giibrelerin ve pestisidlerin kullanimu ile de biiyiik Slgiide gevrenin kirlenmesi-
ne neden olan bir kaynak olugturur (JACKSON & ALLOWAY, 1992). Cd bi-
lesiklerinin % 90'inin antropojenik olarak atmosfere verildigi ve bu miktarin,
1985 ol¢giimlerine gore, bir yillik ortalamasimin 14.000 ton oldugu kaydedil-
migtir (FERGUSSON, 1990). Agirmetallerin % 98'inin topraktaki inorganik
bilesiklere ve humusa baglandifi, % 2'sinin ise toprak kolloidleri tarafindan
absorbe edildifi veya toprak suyunda pH deferine gore ¢oziindiigii belirtil-
migtir. (PUNZ & SIEGHARDT, 1993).

Cd dogada, CdS, CdCO,; CdSO,, CdSe yapilarinda veya ZnCOj, gibi bi-
lesiklerde % 0.1-S oraninda bulunmaktadir (LEPP, 1981). Kirlenmemig top-
raktaki ortalama Cd degeri ise 0.2 ppm olarak belirlenmigtir (FERGUSSON,
1990).



1.1. Cd'un bitkiler tarafindan alinim

Genel olarak, Cd'un bitki kokleri tarafindan hem aktif hem de pasif ola-
rak alinabildigi one siiriilmektedir (LEPP, 1981; CATALDO ve dig. 1983;
CLARKSON & LUTTGE, 1989; HAGEMEYER & WAISEL, 1989 a).
Koklerdeki Cd'u membranlardan gegiren tagiyicinin ne oldugu heniiz kesin
olarak bilinmemekle birlikte, Cd, Zn, Ni ve Cu'in ayn tagiyiciy1 paylastiklan
zannedilmektedir. (CLARKSON & LUTTGE, 1989). Yaprak yiizeyinden Cd
gegisi ise difiizyon yoluyla miimkiin olabilmektedir, bu yolla alinan kadmiy-

um koklerle alinan kadmiyumla kiyaslanamayacak kadar azdir (STREIT &
STUMM, 1993).

Biiyiik ¢cogunlugu koklerle alinan Cd'un bitki iginde ¢ok hareketli oldugu
ve ksilem ile kolayca tasindigi one siirtilmiigtiir. Bu bulgu, Tamarix
aphylla'nin yapraklarindan salgiladifi tuz g¢ozeltisindeki Cd varligiyla

kamtlanmigtir (HAGEMEYER & WAISEL, 1989; STREIT & STUMM,
1993).

I.2. Bitkilerde Cd birikimi

Cd birikimi, ortamdaki agir metal konsantrasyonuna, metalin bilesimine,
bitki ve organ tiiriine baghdir. Kokler genelde en fazla Cd biriktiren organ-
lardir. Ciinkii bitkinin yetisme ortaminda bu toksik agir metalle temas eden
ilk bolge koklerdir (BRECKLE, 1991). Cd ile yapilan galigmalarda, bu agir
metalin sirasiyla en gok koklerde, sonra govde ve yapraklarda biriktigi belir-
lenmistir (BERTELS, 1989; BAYCU, 1992). Hiicre diizeyinde yapilan
caligmalarda ise, Cd'un hiicre geperinde, ozellikle de orta lamelde fikse ol-
dugu (BARCELO & POSCHENRIEDER, 1990) ve en fazla vakuollerde bi-
riktigi saptanmigtir (RAUSER & ACKERLY, 1987; VOGELI-LANGE &
WAGNER, 1990).

1.3. Cd'un bitkilerdeki toksik etkileri

Cd'un bitkilerin metabolizmasinda gerekli bir element olmadig: bilinmek-
tedir. Bu agirmetal ¢ok diigiik konsantrasyonlarda bile son derece zararlidir.
Molekiil diizeyindeki toksik etkinin Cd Z+win ATP az gibi enzimlere ve ayrica
proteinlerin tiol gruplarina karst olan yiikek afinitesi sonucu meydana geldigi
ileri siirilmektedir ( TYLER & BALSBERG, 1989). Hiicre diizeyinde-
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ki biyokimyasal islevler dikkate alindiginda ise, fotosentezin (GREGER &
OGREN, 1991), Calvin ¢emberi enzimlerinin (MALIK ve dig. 1992), hiicre
boliinmesinin (VAZQUEZ ve dig. 1992) inhibe oldugunu, hiicre g¢eperi es-
nekliginin bozuldugunu ( BARCELO 1991; BRECKLE ve dig. 1986), su
metabolizmasinin zarar gordiigiinii ve kok solunumunun azaldifini (PUNZ &
SIEGHARDT, 1993) gérmekteyiz.

Cd'un bitkilerde organ seviyesinde saptanan goriiniir toksik etkileri ise,
kok ve govde biiyiimesindeki indirgenme (BARCELO ve dig. , 1986; BAY-
CU & ONAL, 1992), yapraklarda solma (LAMOREAUX & CHANEY,
1977, BAYCU, 1992), kloroz ve nekroz (CUNNINGHAM ve dig., 1975,
BAYCU & ONAL, 1992), kék ve yapraklarda beliren kahverengi-kirmizi
renk olusumlaridir (RAUSER, 1978; BERTELS, 1989; BAYCU, 1992).

1.4. Bitkilerde Cd toleransi

Stres, canl1 organizma icin uygun olmayan herhangi bir ¢cevre faktoriidiir
(LEVITT, 1972). Direng ise, bir bitkinin stres faktoriiniin zararh etkilerine
~ karg1 koyabilme kapasitesidir ve LEVITT (1980)'e gore ikiye ayrilmaktadur:

1. Stresten kaginma
2. Strese kars: tolerans gosterme

Kaginma mekanizmalari, membran gegirgenliginin degisimi, hiicre ¢epe-
rinin metal tutma Kapasitesinin artmasi, metallerle kelat olugturacak maddele-
rin salgilanmasi ile metal aliminin sinirlanmasi esasina dayanmaktadir
(FARAGO ve dig. 1980; THURMAN & COLLINS, 1983; BAKER, 1990;
VERKLEIJ & SCHAT, 1990).

Tolerans mekanizmalan ise, hiicrede metal-baglayan bilesiklerin (fitoke-
latin) ‘olusumu, metallerin vakuol ve hiicre ¢eperi gibi belli bolmelerde biriki-
mi, enzim sentezinin artmasi veya enzim yapisinin degistirilmesi gibi hiicre
metabolizmasinda meydana gelen degisiklikler ile kokten govdeye taginma-
nmn smirlanmasimi da icermektedir. (BAKER, 1978; GRILL ve dig. 1985;
RAUSER & ACKERLY, 1987; ROBINSON & JACKSON, 1990, VERKLE-
IJ ve dig. 1990; VERKLEI] & SCHAT, 1990).



BAKER & WALKER(1989)'e gore bitkiler tolerans mekanizmalarina gore
ige ayrilmaktadir:

1. Ekskltider (digar1 atan) bitkiler
2. Indikator bitkiler
3. Akitmtlatdr (biriktiren) bitkiler

Ekskliider bitkilerde, kokiin ve gévdenin metal konsantrasyonu ortamda-
ki belli bir metal konsantrasyonuna kadar sabit ve dilslik seviyede tutulur. Ge-
nel olarak metal alimi regiile edilemediginden, kokden govdeye taginmanin

sinirlanmasi bir kontrol mekanizmas: olugturur.

Indikatdr bitkilerde ise metalin toprakdan alinmas: ve gévdeye taginmasi
diizenlidir. Bunlarda pasif taginma da goriilebilir. B8ylece bitkideki metal
konsantrasyonu dig ortamdaki konsantrasyonu yansitir.

Akiimiilator bitkiler ise belirli fizyolojik 6zelliklere sahiptirler. Yetigme
yerindeki konsantrasyondan ¢ok daha fazla metali aktif olarak biriktirirler.
Metalin alimmu ve taginmas: dengelidir. Genellikle metaller koklerde birikir.
Bitkilerin bu ii¢ 6zelligi gostermesi, bitki tiirii kadar ortamdaki metal konsant-

rasyonuna da baghdir (BAKER, 1981) (Sekil 1).

Bitki - Bitki Bitki

1
1

. ]
Toprak Toprak Toprak

Ekskliider Indikator Akiimiilator

Sekil 1. Subtrat konsantrasyonlarina bagl olarak bitkilerin toprakisti organlarindaki
agirmetal Konsantrasyonu (Baker, 1981'den)
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Son yillarda Cd tolerans: ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalarda dikkatler
Cd'un fitokelatinlerle kelat olugturmas: iizerinde yogunlagmaya baslamigtir
(GRILL ve dig., 1985; RAUSER, 1990; DE KNECHT ve dig., 1992).

L.5. Fitokelatinler

Agirmetaller, bitki hiicrelerinde fitokelatin (PC) olarak adlandirilan
(y-Glu-Cys), Gly, n= 2-11 genel yapisindaki tiol igeren polipeptidlerin olugu-
munu stimiile ederler (GRILL ve dig., 1985; GEKELER ve dig., 1989). Bu
peptidler, kadistin (KONDO ve dig., 1984, MUTOH & HAYASHI, 1991),
metal-baglayan peptidler (MURASUGI ve dig., 1981), poli (y-glutamil sistei-
nil) glisin [(y-EC) n Gs] (JACKSON ve dig., 1987, DELHAIZE ve dig.,
1989), III. sinif metalotioneinler (FOWLER ve dig., 1987) ve YEC izopeptid-
leri (RAUSER, 1993) olarak da isimlendirilmektedir. Omurgalilarda ve Neu-
rospora crassa'da sentezlenen 1. simif metalotioneinler (MT), deniz kestanesi
ve Saccharomyces cerevisae ile bazi prokaryotlarda sentezlenen II. simif
MT'ler gibi, yiiksek bitkiler, alg ve mantarlarda sentezlenen III. stmif MT'ler
yani fitokelatinler (PC) de igerdikleri sistein nedeniyle agirmetallere karsi
yiiksek bir afinite gostermektedirler (ROBINSON, 1989; STEFFENS, 1990).
Bununla beraber PC yapisindaki y- glutamik asit baglarinin varligi, PC mole-
kiillerinin I. ve II. simf MT'ler gibi yapisal genlerle mRNA'dan kodlanarak
yani ribozomal yolla sentezlenmedigini, bu nedenle primer gen iiriinleri kabul
edilemeyecegini ortaya koymugtur (GRILL ve di§., 1985; ROBINSON ve
dig., 1988 ; GRILL ve dig., 1989).

PC'ler, enzimatik olarak PC-sentaz (glutamil-sistein dipeptidil transpep-
tidaz) katalizi ile glutation (GSH)'dan sentezlenen sekonder metabolitlerdir
(GRILL ve dig., 1989).

PC'lerin olugmasi igin ortamda agirmetal iyonlarinin bulunmast ve PC
sentezinin bu iyonlar tarafindan stimiile edilmesi gerekmektedir (GRILL ve
dig., 1985; HUANG, 1987; LOEFFLER ve dig., 1989; ABRAHAMSON ve
dig., 1992). PC- sentazin agirmetal yoklugunda inaktif oldugu da ayrica belir-
tilmigtir (GRILL ve dig., 1987, GEKELER ve dig., 1987). GSH sentezi ve
GSH molekiil yapist Sekil 2 ve 3'te, PC sentezi ve agir metal detoksifikasyo-
nu ile PC molekiil yapisi ise Sekil 4 ve 5'te gosterilmisgtir.



L- glutamat + L- sistein + ATP Mc—g%g Y glutamilsistein + ADP + P,

y-glutanilsistein + glistn + ATP %—SE?—;‘E GSH + ADP + P,

Sekil 2. GSH sentezi (Nardi & Cipollara, 1990'dan)

8-Glu-Cys-Gly

Sekil 3. GSH molekiil yapis: (Steffens, 1990'dan)
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Fitokelatin

é l sentaz

Glu + Cys —» —» GSH "'""' Fitokelatin s*"

Gly ’+/ l \

GSH_ l Fitokelatin-M*

‘ / b11e§1g1

vakuol
Havuzu

metal alinimi
proteinler
nuklelk asitler

makromolekul4ﬁ+
bilegigi
(makromolekiilde islev kaybi)

Sekil 4. PC sentezi ve agir metal detoksifikasyonu . M*, agir metali temsil etmektedir.
(Howe & Merchant, 1992'den)

,gN,:Ifi/"\lff"\\[:iszijfi,/”\Iff"\]:f%\;f]fi,/‘\lfrﬂ\1:iL\s/’\1I/’°"
(?5‘---Glu-Cys?3 - Gly

Sekil 5. PC molekiil yapisi (Steffens, 1990'dan)



Yapilan diger aragtirmalarda ise, UV, sicak-soguk soku, H,0, gibi oksi-
datif streslerin PC olusumunu stimiile etmedigi belirlenmis ve PC biyosente-
zinin sadece agirmetal iyonlariyla baglantli oldugu yinelenmigtir (GRILL ve
dig., 1987; STEFFENS, 1990). PC'lerin Cd ile bilesik olusturmasinda yer
alan en 6nemli metal ligandinin sistein-tiol (Cys-SH) oldugu ve bu yapinin
Cd ile Cd-tiolat meydana getirdigi kaydedilmigtir (REESE ve dig., 1992).
VOGELI-LANGE & WAGNER (1990) ile DE KNECHT ve dig. (1994),
Cd-PC bilesiklerinin bitki hiicrelerinin sitoplazmasinda olustugunu ve daha
sonra vakuollere tagindigini, béylece Cd'un toksik etkisini azaltarak Cd tole-
ransi sagladigini kaydetmiglerdir. (Sekil 6)

govde
plazma membram ., tonoplast
(bilesik?) -
caZt w
| Cd (-bilesikieri)
PC-Cd |
PC-sentaz

hiicre
ceperi sitoplaan vakuol

Sekil 6. Kok hiicrelerinde PC-Cd olugumu ve bu bilegiklerin vakuole tagimnmas: (De Knecht
ve dig., 1994'ten)

Genel yapisi daha 6nce belirtilen PC'lerin Fabales ve Poales gibi bazi
bitki takimlarinda homolog GSH'dan sentezlendifi ve glisin yerine 8-alanin

8



veya serin igererek homofitokelatinleri (h-PC) olusturdugu saptanmigtir
(GRILL ve dig., 1986; GEKELER ve dig., 1989; KLAPHECK ve dig., 1992).

Fitokelatinlerde metal:kiikiirt (M:S) orani Cd igin 1:2 olarak belirlen-
migtir. Cd ile bilegik olugturan PC'lerin molekiil agirlifi ise farkliliklar
gostermektedir. Mayada 1800'Da olarak belirlenen molekiil agirligi, bazi bit-
kilerde 3700, 6000, 14500, 33000 Da olarak saptanmigtir (WAGNER &
TROTTER 1982; GRILL ve dig., 1985; RAUSER 1990; DE KNECHT ve
dig., 1994). Bunun nedeni farkli sayidaki PC dipeptidlerinin farkli uzunlukta
zincirler meydana getirmesidir. Kisa zincirli olanlarin molekiil agirlhifinin da-
ha diigiik oldugu belirlenmigtir. Kiigiikk molekiilli PC'lerin (PC,) sentezi
biiyiik molekiilli PC'lerden (PC;, PCy4...) daha hizlidir, bdylece ilk
olugumunun bir dipeptid oldugu kanitlanmigtir (RAUSER, 1990). PC'lerin ge-
nel olarak Cd'la bilesik olugturarak bu toksik metalin etkilerini azalttig,
MT'ler gibi hiicre homeostasisinde yeraldig1 ve Cd toleransinda 6nemli rol
oynadif1 saptanmug ancak bu konuda yeni galigmalara gereksinim oldugu bil-
dirilmigtir (JACKSON ve di§., 1987; . GRILL ve dig., 1988; TOMSETT &
THURMAN, 1988, RAUSER, 1990; STEFFENS, 1990, VERKLEL] ve di§.,
1990, SCHAT & KALFF, 1992).

Bu aragtirmanin amaci, Cd'un yiiksek bitkiler iizerindeki toksik etkileri-
ni, Cd birikimini ve toleransim1 incelemek, buna bagh olarak da Cd-tolerans
mekanizmasinda rol oynadig: one siiriilen fitokelatinlerin (PC) varlifim belir-
lemekdir. Fitokelatinlerin ozellikle A.altissima bitkisinde incelenmesinin ne-
deni ise, bu bitkinin hava kirliliginin yogun oldugu bolgelerde saglikli bir
goriiniime sahip olmasidir. Bu konuda yapilmig herhangi bir ¢alismaya rast-
lanmamasina kargin Cin kdkenli bu bitkinin Amerika ve Avrupa'da kentsel ve
endiistriyel kirlenmenin yogun oldugu bolgelere yayilmas: nedeniyle
agirmetal biyomonitorii olabilecegi one siirtilmiigtiir (WITTIG, 1993).



II. MATERYAL VE METOD

Bu aragtirmanin ilk boliimiinde, 5 farkli bitki tiirii ile Cd'un toksik etkile-
ri, Cd birikimi ve tolerans1 incelenmigtir. Ikinci béliimde ise, agir metal kir-
lenmesinde biomonitér olduu diisiiniilen Ailanthus alttissima (Miller) bitkisi
deney materyali olarak segilmis ve Cd tolerans mekanizmasinda rol oynayan
fitokelatinlerin varlifi aragtirilmigtir. Caligmamizin bir boliimii Oslo
Universitesi Biyoloji Boliimii Botanik A.B.D. laboratuarlarinda Prof. Dr.
Sven Erik Rognes gozetiminde yiiriitiilmiigtiir.

I1.1. Cd'un toksik etkileri, Cd birikimi ve Cd toleransimin
belirlenmesi

I1.1.1. Bitki materyali

Bu c¢aligmada S bitki tiirii kullanuldi. Kiiltiir bitkilerinden Lycopersicon
esculentum -Virosa EZ F1 (Solanacea)- , Zea mays L.-Northern Belle
(Gramineae = Poaceae), Vigna radiata = Phaseolus aureus (Leguminoseae =
Fabaceae) tohumlar1 Oslo Universitesi Biyoloji B6liimii'nden temin edildi.
Picea abies (Pinacea) tohumlar1 Oslo'da, Ailanthus altissima
(Simaroubaceae) tohumlar ise Istanbul'da dogal ortamlarindan elde edildi.

I11.2. Bitkilerin ¢imlenme ve yetisme kogullari

Bitki tohumlan1 % 10'luk sodyum hipoklorid (NaOCl) ¢ozeltisinde 20 da-
kika dezenfekte edildi. Distile su ile ¢alkalanan tohumlar nemli kagitlarin bu-
lundugu petrilerde karanlikta ve 24°C'de ¢imlenmeye birakildi. Cimlenen bit-
kiler % S0 perlit + % 50 elenmis ve yikanmig kumun bulundugu saksilara
nakledildi ve 2 hafta siireyle % 0.2'lik Hydroflor NPK 5-1-4 (NORSK HYD-
RO, NORWAY) ve 574 uM 2 kalsiyum (Ca(NOjy),. 4 H,O, Merck)'dan
olugan besi ¢ozeltisi ile suland: (Tablo 1).
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Tablo 1. Hydroflor NPK 5-1-4 (Norsk Hydro) hazir besi cozeltisi

% S N (% 60.46 NO3 ve % 39.54 NH,)

% 1P

% 4 K

% 0.2 Mg

% 0.3 S

% 0.5 Mikroelementler (% 8 Fe, % 2 Mn, % 2.2 Cu, % 2 Zn, % 0.4 B,
% 0.32 Mo)

Daha sonra, birbirine yakin biiyiikliikte ve saglikli olan bitkiler secilerek
degistirilmis Ingestad besi ¢ozeltisi (Tablo 2) igeren 5 It'lik kaplara transfer
edildi. Her seriye 4 bitki gelecek sekilde diizenleme yapildi ve kaplarin dig
yiizeyi alg olusumunu engellemek amaciyla siyah plastikle sarildi. Ayrica
olas1 oksijen eksikligini giderebilmek i¢in kompresérden hava temin edildi.

Tablo 2. Ingestad besi cozeltisi (degistirilmis)

makro ve mikroelementlerin  stok cozeltideki besi ¢ozeltisindeki
tuzlari miktar (g/l) stok ¢ozelti miktari
(ml/1)
KH,PO, 32.930 2.00
K550, 29.070 2.00
MgSO,. TH,0 30.420 4.00
CaCl,. 2H,0 11.000 4.00
NH,4NO; 56.000 5.00
MnCl,. 4H,0 1.443 1.00
NaMoOy. 2H,0 0.018 1.00
H;3BO4 0.018 1.00
CuS0Oy4. 5SH,0 0.080 1.00
ZnSO,4. TH,O 1.440 1.00
FeSO4. TH,O 7.000
+ + : 1.00

Titriplex III EDTA 9.300
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Bitkilerin gelisme durumlar1 gézoniine alinarak degistirilmig Ingestad besi ¢o-
zeltisinde, NHyNO3, MgSO, ve CaCl, miktarlar1 asil miktarlarina gore arti-
rildi, CoCl, yerine ZnSO,, Fe-sitrat yerine ise Fe-EDTA kullamildi
(ROGNES, ile kigisel soylesi, 1993).

Bitkilerin bulundugu fitotron odasindaki i1gik giddeti 20.000 lux
(700pmol/m2s), sicaklik 24 + 2°C, 11k periyodu 16 saat, karanlik periyodu 8
saat, nisbi nem % 60 olarak ayarlandi. Fideler 1 hafta siireyle bu kogullar al-
tindaki su kiiltiirlerinde yetistirildiler. 1. haftanin sonunda ise, bitkilerin kok
ve gévde uzunluklar: belirlenerek bir boliimii kontrol olarak ayrildi. Diger bo-
liimiine ise 10,30,50,100,200 ve 500 pM olmak iizere 6 farkli Cd serisi uygu-
landi. Cd ¢6zeltilerinin hazirlanmasinda CdSQy. 8/3 H,O (SIGMA) kullanil-
di. Kontrol ve Cd igeren besi ¢ozeltileri her hafta yenilendi ve ayrica pH'lar1
olgiildii (E-512 pH-meter, Metrohm, Switzerland).

Gelisen fidelerde hergiin diizenli olarak morfolojik gozlemler yapild: ve
bitkilerde meydana gelen degisiklikler izlendi. Aym siireg igerisinde kok ve
govde uzunluklar: saptandi. Bitkilerde beliren toksik etkilere gore hasat done-
mi 27 giin olarak segildi.

Deney sonunda bitkilerin fotograflar1 ¢ekildi; Cd analizlerinde kullamla-
cak olan bitki kokleri distile su ile yikandi, filtre kagitlar1 arasinda suyu alindi
ve taze agirliklan olciildii (Mettler PE 360). Kokler 105°C'lik etiivde (Herae-
us) 24 saat kurutuldu, ardindan kuru agirliklar1 alinarak havanda toz haline
getirildi. Elde edilen kuru materyal Cd konsantrasyonlar1 ve bitki tiirlerine go-
re ayrilarak plastik torbalarda saklandi.

I1.1.3. Bitki koklerinde AAS ile Cd analizi

Hazirlanmig olan kuru kék materyallerinden 10 mg tartildi ve 2.5 ml
konsantre nitrik asit (Scanpure HNO3 (% 65), ChemScan A/S, Norway) ilave-
si ile 30 ml'lik kapakl teflon sigelerde yag yakma (wet-digestion) iglemi uy-
gulandi. Ornekler mikrodalga firinda (AVM 902, Whirlpool/Philips) tama-
men berraklagincaya kadar 2-3 saat kaynatildi. Sivi halde elde edilen 6rnekler
25 ml'lik balon jojelerde deiyonize su ile seyreltildi ve AAS dl¢iimlerine ka-
dar polietilen kaplara (Super polyethylene vials, Packard, Germany) konula-
rak 4°C'lik buzdolabinda saklandi (ERGON ile kigisel sOylesi iizerine,1993).

12



Cd olgiimleri igin oncelikle stok Cd standard soliisyonundan (1025 pg Cd/ml
Cd standard solution, SIGMA) 0.50, 1.00, 2.00 ppm konsantrasyonlarinda
standardlar hazirlandi. Ornekler gerekli miktarlarda seyreltildi ve alevli sis-

tem (Flame AAS) atomik absorpsiyon spektrofotometresinde (SpectrAA-10
AAS, Varian, Australia) Cd olgiimleri yapildi. Elde edilen veriler ug Cd/g ku-
ru agirhik (KA) iizerinden kaydedildi.

I1.2. Cd tolerans mekanizmasinda rol oynayan fitokelatinlerin
varhiimin arastirilmasi

I1.2.1. Bitki materyali

Caligmanin bu bédliimiinde toleransh bir bitki olarak belirlenen Ailanthus
altissima (Miller) Swingle kullanildi. Tohumlar daha 6nce de belirtildigi gibi
Istanbul'da dogal ortamlarindan elde edildi.

11.2.2. Bitkilerin ¢imlenme ve yetisme kosullar:

Aragtirmamn 1. boliimiindeki kogullar aynen uygulandi. Ancak fitokela-
tin varliginin (PC) saptanmasi igin yiiriitiilen deneylerde ¢ok miktarda kok
materyaline gereksinim oldugundan, fidelerin 19 hafta siireyle besi
¢ozeltisinde yeterince geligmeleri sagladi. Bu arada, aym1 kogullarda dezen-
fekte edilen ve ¢imlendirilen bir bagka grup A. altissima tohumu elenmis ve
yikanmig kumun bulundugu saksilara ekildi. Once distile su ile sulanan bitki-
ler daha sonra degistirilmig Ingestad besi g¢tzeltisi ile sulanarak 16 hafta boy-
unca kum kiiltiirlerinde yetigtirildi.

19. hafta sonunda su Kiiltiirlerinin bir kismi kontrol olarak ayrldi,
digerlerine ise 1 hafta siireyle letal dozun altindaki deger olarak saptanan
200uM Cd uygulandi. Bu siire sonunda bitki kokleri ana kokiin bagladif: yer-
den kesilerek distile suda galkalandi ve daha once de belirtildigi gibi taze
agirliklar alindi. Kokler aliiminyum kagitlar i¢inde -20°C'de dondurularak
saklandi.

Kum kiiltiirleri ise 16. hafta sonunda 7 giin siireyle 200 kM Cd uygula-
masina tabi tutuldu. Bitkiler Cd uygulamasinin ilk giiniinden itibaren hergiin
diizenli olarak hasat edildiler. Daha sonra koklerin taze afirhiklar alindi ve
ekstraksiyona hazir hale getirildi. Bu iglemle, bitkilerdeki fitokelatin (PC)
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olusumunda zaman fakto6riiniin rolii incelendi (ROGNES, 1993).
I1.2.3. Bitki koklerinin ekstraksiyonu

Su kiiltiirlerinde 1 hafta siireyle 200 uM Cd eklenerek yetistirilmig ve
dondurulmug olan bitki kékleri (total agirlik: 31.531 g) soguk odada (4°C),
siv1 azot (-70°C, N,) ve 100 ml soguk ekstraksiyon tamponu (100 mM Tris
(Tris-(hydroxmethyl) -aminomethan- HCI, pH 8.6; 100 mM KCl; 5 mM as-
korbik asit, 7 mM 2-merkaptoetanol, I mM KCN (SIGMA), d H,O) ile ekstre
edildi (Rauser, 1991). Iyi bir siipernatant elde edebilmek igin ekstre 15.000
rpm (27.000 G)'de 15 dakika ve 17.000 rpm (34.800 G)'de 15 dakika olmak
iizere 2 kez 4°C'de sentrifiij edildi (Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed
Centrifuge, DuPont Instruments). Berrak siipernatant kromatografik saf-
lagtirmaya kadar -20°C'de polietilen kaplarda sakland.

Kum kiiltiirlerinde yetigtirilen bitki koklerinde ise 1,2,3,4,5,6 ve 7
giinliik Cd uygulamalarindan sonra ekstraksiyon iglemi uygulandi. Bunun igin
1 g taze kok 10 ml soguk ekstraksiyon tamponu ile havanda ve 4°C'de ekstre
edildi. Ekstre 2-3 defa katlanmig olan tiilbentten siiziildii ve 15.000 rpm
(27.000 G)'de, 4°C'de 15 dakika sentrifiij edildi. Siipernatantlar elektroforez
uygulanincaya kadar -20°C'de saklandi.

11.2.4. Fitokelatinlerin kromatografik yontemlerle saflagtirilmasi

Su kiiltiirlerinde yetigtirilen bitkilerden elde edilen siipernatant kolon
kromatografi yontemleriyle ayrima tabi tutuldu. Fitokelatinler (PC) yiiklerine
ve molekiil biiyiikliiklerine gore izole edildi (Rauser, 1991).

Saflagtirma islemleri igin anyon-degisimi kromatografisi (anion-
exchange chromatography) ve jel filtrasyon yontemi (gel filtration) uygu-
landi. Dietil- (2-hidroksi- propil) aminoetil yapisinda ve kuvvetli bazik any-
on-degisimi yapan QAE-Sephadex A-25 (Pharmacia), deiyonize su iginde,
4°C'de, 24 saat gigmeye birakildi. Sisen madde, Olgiileri 2 x 40 cm olan kolo-
na dolduruldu. QAE-Sephadex A-25'in yiizeyinin bozulmasim1 dnlemek ve
stabil kilmak igin Sephadex G-25 eklendi. Kolon daha sonra fraksiyon kol-
lektoriine (7000 ultrorac fraction collector) baglandi ve hazirlanmig olan A
tamponu (50 mMTris-HCI, pH 8.6; 50 mM KCI ; 5 mM askorbik asit, 7 mM
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2-merkaptoetanol, dH,0) ile yikanarak dengelendi (20°C). Coziindiiriilmiig
olan ham ekstre kolona uyguland: ve Sephadex G-25'ten gegtikten sonra tek-
rar A tamponu eklendi. Fraksiyonlar her tiipte 5 ml (100 damla) olmak iizere
toplanmaya bagladi. Ekstre 18. fraksiyondan itibaren kolondan ayrilmaya
bagladi. 19. fraksiyonda tekrar A tamponu eklendi. 26. fraksiyonda A tampo-
nu ile birlikte B tamponunun (A tamponu + 2 M KCI) belli oranlarda
karigtirilmasi ile elde edilen 0.54 M KCI gradienti uygulandi. Gradient, B
tamponunun artan miktariyla birlikte 31. fraksiyonda 1 M KCl'e, 34. fraksiy-
onda ise 1.5 M KCl'e yiikseltildi. 37. fraksiyondan itibaren ise kolon B tam-
ponu ile 50 fraksiyon toplanincaya kadar yikandi. Boylece, Cd-baglayan bi-
lesikler uygulanan KCl gradienti ile fraksiyonlar halinde ayrilarak
saflagtirildi. 50 fraksiyonun Cd miktan alevli sistem AAS ile gerekli seyrelt-
meler yapilarak belirlendi ve fraksiyonlar polietilen kaplarda -20°C'de sak-
land1.

AAS olgiimlerine gore en fazla Cd'un bulundugu fraksiyon (no 33), Sep-
hadex G-75 jel filtrasyondan gegirildi ve Cd-baglayan bilesiklerin tekrar saf-
lagtirilmasi saglandi. Bu iglem igin, Sephadex G-75, A tamponunda 24 saat,
4°C'de sigirildi. Otomatik pipet yardimiyla 2x40 cm Olgiilerindeki kolona dol-
duruldu ve yiizeyi Sephadex G-25 eklenerek diizgiinlestirildi (RAUSER,
1991; ROGNES, 1993). Jel uzunlugu 34.5 cm olarak olgiildii. Kolon, A tam-
ponu ile yikand: ve dengelendi. Tampon ¢ozeltisi tamamen Sephadex'e gir-
dikten sonra, saflagtirilmaya tabi tutulmus olan 33 numarah fraksiyon (S ml)
kolona uygulandi. Ardindan A tamponu ilave edilerek 50 fraksiyon toplandi.
Verileri net olarak elde edebilmek igin fraksiyon ve tampon ¢ozeltisi birbirine
karigtirtilmadi. Fraksiyonlardaki Cd miktari alevli sistem AAS'de olgiildii ve

ornekler -20°C'de saklanda.

I1.2.5. Fikotelatinlerin jel elektroforez yontemleri ile ayirimi ve
saptanmasi

Cd-PC'lerin varligin1 saptayabilmek igin, gerek saflastirmaya tabi tutul-
mug fraksiyonlar, gerekse sadece ekstre edilerek saklanmig 6rnekler nativ po-
liakrilamid jel elektroforez yontemiyle ayrima tabi tutuldu.

Uygulanan yontemin esasi, Cd-baglayan bilesikleri (PC) igeren drneklerin
radyoaktif Cd (109Cd2*) ile inkiibe edilmesi prensibine dayanmakadir. (AB-

RAHAMSON ve dig. 1992). Bunun igin % 40'hik (monomer) poliakrilamid jel

15



cozeltisi (Ultrapure Acrylamide; Ultrapure N,N'-Methylenebisacrylamide-
Electrophoresis Grade BRL, Bethesda Research Lab., U.S.A; 3 M Tris-HCI,
pH 88, SIGMA, d H,0) hazirlandi. Havasi alinan g¢6zeltiye Temed
(N,N,N,N-tetramethylethylene diamine) ve % 10'luk amonyum persulfat
(APS, (NHy,S,0g) eklendi. 140x180x2.7 mm &lgiilerindeki kasetlere (Phar-
macia Gel Cassette Kits) bogaltilan jel ¢ozeltisine taraklar yerlestirildi ve po-
limerize olmasi i¢in soguk odaya birakildi.

Polimerize olan jeller, iginde 5 It tampon ¢ozeltisi (135 mM Tris
+90mM H;BOj;, pH 8.0, dH,0) bulunan elektroforez cihazina (Pharmacia
Gel Electrophoresis Apparatus, GE-2/4 LS) yerlestirildi ve 15 mA elektrik
akimu ile bog olarak &n elektroforeze tabi tutuldu. Isaretli 109Cd?+ (109CdCl,,
100uCi carrier free, Amersham, England) ve boyali tampon ¢ozeltisi (% 0.01
bromophenol blue, % 50 glycerol, 1.5 M Tris-1ICl, pH 8.8) igindeki fraksiyon
veya ekstreler, jelin altindan 4 cm mesafeye gelinceye kadar elektroforez
iglemi uygulandi. Jel daha sonra plastik bir tabaka ile sanlarak otoradyografi
filminin (High Performance Autoradiography Film, MP, Amersham) iizerine
yerlestirildi. Film ve jel 6zel kapali kasetlerde (Hypercasettes/Hyperscreen,
Amersham) 3 giin birakildi ve film banyo edilerek !99Cd2+'un bilegik
olugturarak meydana getirdigi Cd-PC sinyalleri saptandi ve fotograf ¢ekimi
yapildi.

Saflagtirlan fraksiyonlarda elde edilen Cd-PC'ler ve olasi Cd-BP'lerin

molekiil agirlifini tespit edebilmek igin SDS (denatiire)- poliakrilamid jel
elektroforez yontemi uygulandi (LAEMMLI, 1970).

Jeller, iistte % S (Acrylamide, N,N'-Methylene bisacrylamide, 0.5 M
Tris-HCI, pH 6.8 % 10 sodium dodecylsulphate (SDS), Temed, % 10 APS
(SIGMA), d H,O) altta ise % 16'lik (Acrylamide, N,N' - Methylenebisacryla-
mide, 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8, Temed, % 10 APS (SIGMA) d H,O) iki farkh
poliakrilamid konsantrasyonu olacak sekilde hazirlandi ve 5 defa su-
landirilmig stok tampon ¢ozeltisi (Tris-HC!, pH 8.3, Glycine,SDS (SIGMA),
d H,0) igeren elektroforez cihazina yerlestirilerek &n elektroforez iglemine
tabi tutuldu.

Eppendorf tiiplerinde 2 farkhh boya igeren (% 0.05 Bromophenol Blue,
%0.05 Coomassie Brillant Blue G-250) tampon ¢ozeltiyle kanigtinlan fraksi-

yon 6rnekleri 2 degisik polipeptid standardiyla (SDS-molecular weight maker
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kits: MW-SDS- 175, M-4038 (SIGMA) birlikte ayn1 jele uyguland:
(LAEMMLI, 1970).

Yiiklenen jeller 30 mA'den 180 mA'e kadar kademeli olarak artirilan gii¢
(Electrophoresis Power Supply, EPS 500/400) ile 8-10 saat yiiriitiildiiler. Bo-
ya ¢ozeltisi jelin alindan 1 cm mesafeye gelince islem durduruldu. Elektrofo-
rez uygulamasindan sonra jeller bir siire fiksatif ¢ozeltisinde (metanol, asetik
asit, d H20) tutuldu, daha sonra % 0.1 Coomassie Brillant Blue R-250 (Flu-
ka) igeren boyama ¢ozeltisinde 1 gece birakildi. Boyanan jeller farkli oranlar-
da metanol, glasial asetik asit ve distile sudan olusan boya ¢oziiciisiinde bek-
letildi. Standard ve orneklerdeki proteinler mavi bantlar halinde elde edilerek
fotograflar1 ¢ekildi. Standartlarin jelde ilerleme hizi ve mesafesine gore Rf
degerleri hesaplandi ve Orneklerin Rf degerleri yari-logaritma kagidinda
(semi-log paper) bulunarak molekiil agirliklan saptandi.

Rf= Polipeptidin ilerleme mesafesi
~ Boyanin ilerleme mesafesi

I1.2.6. Spektrofotometre ile total protein miktarlarinin
belirlenmesi

Saflagtirilan fraksiyonlarda en fazla Cd igerenler segildi ve Cd-PC ile
olast Cd-BP'lerin total protein miktarlar1 spektrofotometrede (Shimadzu
UV-Visible Recording Spectrophotometer, VV-160) belirlendi. Analizlerde
standard olarak BSA (Bovine serum albumin) kullanild: ve O.D 595 nm'ye
ayarlandi. Elde edilen degerler ug cinsinden protein miktan olarak hesaplandi
(BRADFORD, 1976).
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III. BULGULAR

II1.1. Cd'un toksik etkileri, Cd birikimi ve Cd toleransimin
incelenmesi

II1.1.1. Agag tiirlerinde Cd'un toksik etkileri, Cd birikimi ve Cd
toleransi

Aragtirmamizin Cd toleransiyla ilgili bu boliimiinde, agag tiirlerinden
A.altissima iizerinde Cd'un toksik etkileri incelenmis, bu agirmetalin
koklerde birikimi, biiylime parametreleri ve bitkilerin tolerans sinirlar1 sap-
tanmugtir. Aym amagla P.abies ile de ayn bir deney serisi yiiriitiilmiigtiir.

I11.1.1.A. A.altissima

Farkli Cd konsantrasyonlan (10,30,50,100,200, 500 M) uygulanan
A.altissima bitkisi 27 giin sonra hasat edilmistir. Bu siire zarfinda diizenli
araliklarla bitkide Cd etkisiyle olugan toksik belirtiler gozlenerek kaydedil-
mis ve yetisme ortamimin pH's: saptanmugtir. Kullanilan besi ¢ozeltisinin
pH's1 4.7 olarak belirlenmistir. Taze ¢ozelti ile degigtirilmeden 6nce pH'si
olgiilen 1 haftalik ¢ozeltide ise pH 4.1'dir. Bu bize koklerden salinan organik
asitlerin pH'y: diigiirmiig olabilecegini ve bu nedenle de Cd aliminin artabi-
lecegini diisiindiirmektedir.

Cd uygulamasinin 3. giiniinde kontrol ve 10 uM disindaki biitiin kon-
santrasyonlardaki yapraklarda, ana damar iizerinde ve gevresinde kahverengi
noktalar geklinde lekeler baglamigtir. 200 yM'da digerlerinden farkli olarak
yaprak uglarinda sararma, 500 yM'da ise yagh yapraklarda sararma ve solma,
koklerde ise sarimsi renk gozlenmigtir. 7. giinden ve 50 uM'dan itibaren
biitiin Cd serilerindeki bitki koklerinde sararma belirtileri izlenmig, 100 ve
200 uM'da ise yapraklarda kuruma baglamugtir. Yukarida agiklanan toksik
belirtiler Cd'un etki siiresi uzadikg¢a artarak devam etmigtir. 20 ve 27 giin son-
ra, 10-100 yuM'de yapraklarin ana damarlar iizerinde ve gevresinde kahveren-
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gi noktalar, Cd konsantrasyonuna bagh olarak kloroz veya hafif kloroz,
koklerde sarimsi renk; 200 xM'da bu belirtilerin yanisira o6zellikle yaprak da-
marlari arasinda ciddi kloroz, kuruma belirtileri ortaya ¢itkmig, 500 yM'da
ise yapraklarin gogunun kurudugu belirlenmistir (Sekil 7,8). Gozlenen kloroz
yani sararma yaprak ucundan baglamakta ve petiole kadar tiim yaprak ayasi
boyunca dagilmaktadir. Bu sararmanin 6zellikle damarlar arasinda baskin ol-
dugu dikkat ¢ekmistir. Hafif kloroz ise agik sarimsi-yesil bir goriiniim sergi-
lemektedir. Klorozla ilgili belirtilerin Cd'un toksik etkilerinin yanisira iyon
antagonizmasi nedeniyle meydana gelebilecek Fe eksikliginden de olabile-
cegi diigiiniilmektedir. Solma ise, sararma ile birlikte 6nce yasl yapraklarda
etkisini gostermis, daha sonra geng yapraklarda goriilmiigtiir. Kuruma, sarar-
ma ve solmanin pegisira yine yagl yapraklar oncelikli olmak iizere ortaya
¢tkmigtir.  Solma ve kurumanin su metabolizmasindaki bozukluklar
nedeniyle meydana geldigi sanilmaktadir.

Sekil 7. Kontrol ve 27 giin siire ile 10,30,50,100,200,500x M Cd uygulanan A.altissima

fideleri
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Sekil 8. 27 giin siire ile 30, 50, 100, 200, 500 #M Cd uygulanan A.altissima fidelerinin
yakindan goriiniimii

12 giin siireyle kok ve gévde biiyiimesinde belirlenen degerler Tablo 3'de
gosterilmigtir. Kontrole gére kok biiyiimesi 10, 30, 50 wM'da % 19, % 24,
% 43; 100, 200, 500 uM'da ise % 42.5, % 41.8, % 47 indirgenme
gostermistir. Ayni konsantrasyonlarda govde biiyiimesi ise sirasiyla % 28.6,
% 40.5, % 61, % 62, % 64,3 indirgenmistir. Hasat tarihinde (27 giin),
koklerde belirlenen taze agirliklar 10, 30, 50, 100, 200 ve 500 uM'da
sirasiyla % 69.5, % 76,7, % 90.4, % 91, % 90.1, % 94.7; kuru agirliklar ise
%75.7, % 83.8, % 94, % 92.7, % 91.4 % 963 olmak iizere indirgenme
gostermigtir (Sekil 9). Ozellikle kuru agirhiklar dikkate alindiginda, biyomas
yapimunin ortamdaki Cd konsantrasyonu arttik¢a azaldig1 goriilmektedir. Bit-
ki koklerinde AAS olgiimleriyle belirlenen Cd miktar (ng/g KA) ise ortam-
daki Cd konsantrasyonu arttik¢a artig gostermistir (Sekil 10). Bu sonuglar,
yetisme ortaminda ve buna paralel olarak bitki koklerinde artan Cd
konsantrasyonlarinin biiyiime parametrelerinde belirli bir indirgenmeye
neden oldugunu goéstermektedir. 10 yM Cd uygulamasi koklerde 1025
#g/gKA Cd birikimine neden olurken kuru agirhik (biyomas) % 75.7 indir-
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Sekil 9: Kontrol ve 27 giin siireyle 10-500 uM arasinda Cd uygulanan A.altissima

pitkisinde kéklerin taze ve kuru agirhklar: (g). n=8
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Sekil 10: 27 giin siireyle 10-500 pM Cd uygulanan A.altissima bitKisinin
koklerinde biriken Cd miktar: (pg/g KA). n=8.
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genmigtir. 100 pM Cd uygulamasi sirasinda ise koklerde 9357 pg/gKA Cd
birikmis ve kuru agirhk % 92.7 oraninda indirgenme kaydetmigtir. 500 M
Cd uygulamasinda ise koklerde 16250 pg/g KA Cd birikmis ve kuru agirhk
% 96.3 oraninda indirgenmistir. Elde etti§imiz verilerle birlikte bitkilerin
canhlik durumu da gozoniine alindifinda A.altissima'min Cd-tolerans
sinir1 200 M olarak belirlenmektedir.

II1. 1.1.B. P. abies

27 giin siireyle 6 farkli Cd konsantrasyonu (10, 30, 50, 100, 200, 500
uM) uygulanarak yetigtirilen P.abies fidelerinde Cd'un toksik etkileri
gozlenmis ve bilyiime parametrelerindeki degigim ile koklerdeki Cd birikimi
saptanmigtir. Besi ¢ozeltisinin pH'st 1 hafta i¢inde 4.7'den 4.5'a diigmiigtiir.
ilk giinlerde belirlenen toksik etkiler, kontrol harig biitiin koklerde Cd kon-
santrasyonu arttikga koyulagan kahverengi renk olusumudur. Bu kahverengi-
lesmenin fenolik bilesikler nedeniyle meydana geldigi diigiiniilmektedir. 200
ve 500 pM'da ise bu belirtilerin yanisira yaprak geligiminde duraklama ol-
dugu gozlenmigtir. Cd uygulama siiresi arttik¢a koklerdeki kahverengi renk
olusumu koyulagmaya baglamig ve 9. giinde 500 uM'da siyaha
doniigmiigtiir.  Ayn konsantrasyonda yaprak gelismesi tamamen durmustur.
27. giin ise 200 ve 500 xM'da siyaha donen koklerle birlikte 50 yM'dan sonra
yan kok olugumu ve uzamasi azalmig bazi yapraklarda kuruma baglamig ve
gelismenin durdugu saptanmigtir. Normalde krem rengi olan koklerin Cd et-
kisi ile kahverengiden siyaha doniiglimii oldukga belirgindir (Sekil 11,12).
Kok ve gévde uzunluklanyla ilgili dlgiimlerle birlikte (Tablo 4), koklerin taze
ve kuru agirliklariyla yapilan saptamalarda bu parametrelerde indirgenmeler
oldugunu kaydettik. (Sekil 13)

Verilere gore 10, 30, 50, 100, 200, 500 uM Cd uygulamasi sonucu kok
uzunluklarinda belirlenen indirgenme, sirasiyla % 11.1, % 32, % 28, % 33.3,
% 32, % 42.2; govde uzunluklarindaki indirgenme ise sirasiyla % T31.5;
% 9.50, % 10.7, % 15.5, % 17.86 ve 9, 23 8'dir. Bununla beraber kontrol fide-
lerinin de ¢ok yavas biiyiidiigiinii ve bu nedenle Sl¢iim alinmasinda giigliik
cekildigini belirtmek isteriz.
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Sekil 11. Kontrol ve 27 giin streyle 10, 30, 50, 100, 200 ve 500 uM Cd uygulanan P.abies

fideleri

c 10).M cd

A
00 ve 500 uM Cd uygulanan P.abies fidelerinin

!

Sekil 12. 27 giin siire ile 10, 30, 100, 2

yakindan goriiniimil
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Koklerin taze ve kuru agrhklan (g)
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Sekil 13: Kontrol ve 27 giin siireyle 10-500 pM arasmnda Cd uygulanan P.abies

pbitkisinde kiklerin taze ve kuru agirhiklar (g). n=8.
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Sekil 14: 27 giin siireyle 10-500 pM arasinda Cd uygulanan P.abies bitkisinin
kiklerinde biriken Cd miktan (pg/g KA). n=8.
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Koklerin taze agirhiklarindaki indirgenme, aym konsantrasyon sirasiyla
% 8.3, % 25, % 41.6, % 50, % 50 ve % 66.6; kuru agirhklardaki indirgenme
ise % 13.3, % 40, % 46.6, % 60, % 53.3, % 66.6'dr.

Koklerdeki Cd birikiminin, yetigme ortamindaki Cd konsantrasyonu
arttik¢a dogru orantili olarak yiikseldigini belirledik (Sekil 14). 10 uM Cd
uygulanan bitkilerde koklerin 222 pg/g KA Cd birikimi ve kuru
agirliklarinda % 13.3 bir indirgenme; 100 M Cd uygulamasindan sonra ise
4550 pg/g KA Cd birikimi ve % 60 kuru agirlik indirgenmesi saptadik.
500xM Cd'da ise Cd birikimi ve kuru agirlik indirgenmesi sirasiyla 15000
uglg KA ve % 66.6'dir. P.abies'in Cd-tolerans simir1 100 xM olarak
gozlenmisgtir.

I11.1.2. Kiiltiir bitkilerinde Cd'un toksik etkileri, Cd birikimi ve Cd
toleransi

Agag tiirlerinin yamsira, yukarida belirtilen parametreleri incelemek
amactyla kiiltiir bitkilerinden L. esculentum, Z. mays ve V. radiata ile de ayn
bir deney serisi hazirlanmugtir.

III. 1.2.A. L. esculentum

Kiiltiir bitkilerinden L. esculentum 27 giin siireyle 10, 30, 50, 100, 200,
500 uM Cd uygulamasina tabi tutulmugstur. Besi gozeltisinin pH', 1 hafta
icinde 4.7'den 4.5'e diigmiistiir. Morfolojik olarak belirlenen ilk toksik etki 1.
giin 500 yM'da izlenmistir. Bu konsantrasyondaki geng yapraklarda damarla-
raras1 hafif kloroz ve kivrilma baglamugtir. 3. giin, 10 gM'da yapraklarda ha-
fif solma belirirken, 30, 50 ve 100 yM'da solmanin yamsira hafif kloroz ve
kok uglarinda gri-kahve renk olusumu dikkat ¢ekmistir. 200 ve 500 pM'de
ise yagl yapraklarda ciddi boyutlarda olmak iizere,tiim yapraklar da kloroz
ve solma ile gri-kahve kok uglari gozlenmigtir. Cd uygulamasimin siiresi
arttikga 10 pM'da daha ©Onceki belirtilerin yanisira yagli yapraklarda
kivrilma, 30,50 ve 100 pM'da yagh yapraklarda kloroz, solma, kivrilma ve
bazilarinda kuruma baglangici, 200 ve 500 uM'da ise yagh yapraklarin
biiyiik gogunlugunun kurumasi, digerlerinde solma ve sararma, grimsi-san
kok rengi belirlenmigtir. Hasat tarihinde 100-200-500 pM'daki bitkilerin
yapraklarinin bilyiik gogunlugunun kurudugunu saptadik. Bu arada yan kok
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olusumunda indirgenme oldugu ve gévde gaplarinin inceldigi, bitkinin ge-
lismedigi kaydedildi (Sekil 15).

Sckil 15. Kontrol ve 27 giin siire ile 10, 30, 50, 100, 200 ve 500 uM Cd uygulanan

L.esculentim fideleri

Bilyiime parametreleriyle ilgili yapugimiz 8lglimlerde genel olarak kont-
role gore kok ve govde biiyiimesinde bir indirgenme oldugu, ancak 10 xM'da
govde biiyiimesinde kontrole gore % 7.5'luk bir artig bulundugu sap-
tanmugtir. Tablo S'te gosterildigi gibi yukanda belirtilen Cd konsantrasyon-
larinda kok uzunluklarinda kaydedilen indirgenme sirasiyla % 2.6, % 12.7, %
24.6, % 25.9, % 39, % 40.5'dir. Govde uzunlugunda ise 30, 50, 100 200 ve
500 uM'da sirastyla % 31.9, % 59.3, % 64.8, % 67 ve % 69.1'lik bir indirgen-
me vardir. 10-500 M arasinda Cd uygulanan bitkilerin koklerinin taze
agirliklan kontrole gore % 9.4, % 24.4, % 57.4, % 70.1, % 76.1, % 97.8
indirgenme gostermis; kuru agirhiklar ise % 8.4, % 17.7, % 47.8, % 74.8,
% 78.3 ve % 84.1 indirgenmistir (Sekil 16). Koklerdeki Cd birikimi ortamda-
ki Cd konsantrasyonunun artigina gore artig gostermis ve 500 pM'da ol-
dukga yiiksek bir degere ulagmustir (Sekil 17). Buna gore 10 uM Cd uygula-
masi ile koklerde 2375 pg/g KA Cd birikmis ve kuru agirhk % 8.4
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Sekil 16: Kontrol ve 27 giin siireyle 10-500 pM arasinda Cd uygulanan L.esculentum

bitkisinde kiklerin taze ve kuru agirhklan (g). n=8.
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Sekil 17: 27 giin siireyle 10-500 uM arasinda Cd uygulanan L.esculentum bitkisinin
koklerinde biriken Cd miktar (ug/g KA). n=8,
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azalmigtir. 100 M Cd uygulandiginda ise koklerde 7350 pg/g KA Cd biriki-
mi olmus ve kuru agirhkta % 74.8'lik bir indirgenme kaydedilmistir. 500 xM
Cd'da ise koklerde birikim ve koklerin kuru agirhginin indirgenme yiizdesi
sirastyla 20972 ug/gKA ve % 84.1'dir. L.esculentum'un Cd-tolerans siniri
50uM olarak belirlenmigtir.

Il 1.2.B. Z. mays

27 giin siire ile yukarida belirtildigi gibi, 10-500 uM arasinda Cd kon-
santrasyonlar1 uygulanarak yetigtirilen Z.mays'da pH4.7 olan besi ¢ozeltisinin
1 hafta sonra pH 3.5 oldugunu belirledik. ilk giin bitkilerde saptanan toksik
etkiler biitiin konsantrasyonlarda gen¢ yapraklarin uglarimin sararmasi, yagh
yapraklarin kurumasi geklindedir. 3. giin ise 10, 30 yM'da geng yapraklarda
hafif kloroz 50, 100 yM'da klorozla birlikte solma, 200, 500 gM'da ciddi klo-
roz, solma, kuruma baglangici, sarimsi renkte kok goriiniimii belirlenmigtir.
Cd uygulama siiresi arttikga bu etkiler gsiddetlenmig, 9. giinde ise 200 ve 500
uM'daki bitkilerin gogu kurumugtur. Hasat tarihinde ise 10 gM'da yaprak da-
marlar arasinda ve yaprak boyunca gozlenen kloroz, 30 yM'da 6zellikle yap-
rak ucu ve kenarlarindan baglayarak yaprak damarlan arasina yayilan kloroz-
la birlikte yagli yapraklarda kuruma,yan koklerin olugumunda indirgenme
gozlenmigtir. SO yM'da bu etkiler daha siddetli gdzlenmig ve koklerdeki
cilizlik dikkat g¢ekmigtir. 100 pM'daki bitkilerin bir ¢ogu, 200, 500
puM'dakilerin ise tiimii kurumugtur (Sekil 18, 19).

Tablo 6'da kok ve govde uzunluklan, Sekil 20'de ise koklerin taze ve
kuru agirliklan belirtilmektedir. 10-500 M arasinda artig gosteren Cd kon-
santrasyonlarina gore kok ve govde bilyiimesinde saptanan indirgenmeler
sirasiyla, kokler ic¢in % 4.5, % 10, % 31.1, % 30, % 41.1, % 41.1; govdeler
iginse % 16.7, % 32.4, % 52.4, % 57.2, % 55.9'dur. Taze agirliklar yine
sirastyla % 38.5, % 58.3, % 90.6, % 92, % 94.8, % 95.1; kuru agirliklar ise %
46.2, % 51.7, % 93, % 95.4, % 97.3, % 97.6'Lik bir indirgenme gostermigtir.
Koklerdeki Cd birikimi uygulanan Cd konsantrasyonuyla artmig ancak
ozellikle 500 yM'de anormal bir seviyeye ulagmistir. 10 uM Cd uygulanan
bitkilerin koklerinde 306 pg/gKA Cd birikmesi ve kuru agirlifin % 46.2 in-
dirgenmesi kaydedilirken, 100 yM Cd uygulananlarda ise 10688 pg/gKA Cd
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Sekil 19. 27 giin stire ile 50, 100, 200, 500 uM Cd uygulanan Z.mays fideleri.
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Sekil 20: Kontrol ve 27 giin siireyle 10-500 pM arasinda Cd uygulanan Z mays
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Sekil 21: 27 giin siireyle 10-500 pM arasimda Cd uygulanan Z.mays bitkisinin

koklerinde biriken Cd miktar (pg/g KA). n=8.
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birikimi saptanmig ve kuru agriliklar % 95.4 indirgenmigtir. 500 pM'de ise
koklerde 62679 pg/gKA Cd birikmig ve kuru agirhk % 97.6 indirgenmistir.
Bu sonug, koklerin zarar gdrmesiyle pasif Cd giriginin olabilecegini
diigiindiirmektedir (Sekil 21). Z.mays, 30 pM sinr degere kadar Cd-toleransi
gosterebilmektedir.

II1. 1.2.C. V.radiata

Yukarida belirtilen kogullarda yetigtirilmeye baglanan V.radiata bitkile-
rinin bulundugu besi ¢ozeltisinin pH's1 1. hafta bitiminde pH 4.7'den pH 4.0'e
diigmiistiir. V.radiata, ilk giinden itibaren toksik belirtileri gostermeye
baglayan ve inceledigimiz kiiltiir bitkileri arasinda Cd'a karg1 en duyarli olan
bitki olarak saptanmigtir. Buna gore 1. giin, 10-100 xM'da yagh yapraklarin
ana damarlar1 iizerinde kahverengi benek olusumu, tiim yaprakta ugtan
baglayan damarlar arasi kloroz, solma, grimsi-sar1 kokler dikkat g¢ekmisgtir.
200-500 uM'de ise bu belirtilerle birlikte yasli yapraklarda ciddi kloroz ve
kuruma baglangici ve sadece 500 uM'da apeksteki geng yapraklarda solma
kaydedilmigtir. Cd uygulanan siire arttik¢a bu etkiler siddetlenmis ve bunun
yansira yapraklarda kivrilma baglamigtir. Hasat tarihinde 10 yM'da kloroz
ve solma, 30, 50 uM'da ciddi kloroz, solma ve kuruma belirlenmis, 100
pm'de  bitkilerin ¢ogunun, 200-500 xM'da ise tiimiiniin kurudugu sap-
tanmugtir. Ayrica, govde caplarinin inceligi ve sari-kahve koklerin cilizligs
dikkati ¢cekmigtir (Sekil 22).

Tablo 7'ye gore Cd uygulamas: ile kok ve govde uzunluklarinda bir in-
dirgenme oldugu saptanmigtir. 10-500 uM arasinda koklerde belirlenen indir-
genme sirasiyla % 27, % 38.8, % 39.4, % 38.8, % 40.1, % 42.3'diir.
Govdelerde ise, % 20.8, % 27.3, % 28.8, % 29.2, % 29.9'luk bir indirgenme
kaydedilmigtir. Taze agirliklardaki indirgenme ayni konsantrasyonlar igin
sirasiyla % 46.5, % 56.5, % 61.5, % 65.5, % 66, % 77.5'dur. Kuru
agirliklarda saptanan indirgenme ise % 48.6, % 65.9, % 74.6, % 76.8, % 73.9
ve % 88.4 olarak belirlenmistir. (Sekil 23).
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Sekil 22. Kontrol ve 27 giin siire ile 10, 30, 50, 100, 200, 500 uM Cd uygulanan V.radiata

fideleri

Koklerdeki Cd birikimi ise diger bitkilerde oldugu gibi ortamdaki Cd
konsantrasyonunun artmasiyla artig gostermistir. Bitkilerin canliligimi kay-
betmesi ile 6zellikle 500 yM'da yiiksek miktarda Cd birikimi olmustur (Sekil
24) 10 uM Cd uygulamasindaki koklerde 2333 ug/g KA Cd birikmis ve kuru
agirhiklar % 48.6 indirgenmistir.

100 pgM'da ise 9028 pg/g KA Cd birikerek kuru agirlik % 74.6 indirgen-
me gostermigtir. 500 pM'de ise 26250 ug/g KA Cd birikimi oldugu ve %
88.4 kuru agirhik indirgenmesi bulundugu kaydedilmistir. Bu sonug
V.radiata'da da zarar goren koklerin pasif olarak Cd biriktirmis olabilecegini
gostermektedir. Cd'a en duyarli bitki olarak gozlenen V.radiata'nin tolerans
sinir1 10 pM'dur.
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Koklerin taze ve kuru agirhiklan (g)

2.00

2
1,8 4
16 4 O Taze agirlik
’ M Kuru agirhk
1,4 4
1,2 1 1,07
11 0,87
0,8 1 = 0,69 0,68
0.9 0,45
0,4 1
02 4 0,138
. 0,071 0,047 0,036 0,032 003 | 0,016
0 t t 4 t t + i
K 10 uM 30 uM 50 uM 100 pM 200 uM 500 uM

Uygulanan Cd konsantrasyonu

(M)
Sekil 23: Kontrol ve 27 giin siireyle 10-500 pM arasmda Cd uygulanan V.radiata

bitkisinde koklerin taze ve kuru agirhklar: (g). n=8.
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(ug/g KA)

Koklerde Cd birikimi

30000 T

25000

20000

15000

10000

26250

10 uM 30 pM 50 uM 100 uM 200 uM 500 pM
Uygulanan Cd konsantrasyonu
(M)
Sekil 24: 27 giin siireyle 10-500 pM arasmda Cd uygulanan V.radiata bitkisinin
koklerinde biriken Cd miktar (png/g KA). n=8.
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II1.2. Cd-tolerans mekanizmasinda rol oynayan fitokelatinlerin
olusumu

Daha 6nce A.altissima ile kum kiiltiirlerinde yaptigimiz galigmada bu
bitkinin Cd'a kargi toleransli oldugunu saptamigtik (BAYCU, 1992).
III.1.1.A'da A.altissima ile su kiiltiirlerinde yiiriitiilen aragtirmamizda ise,
6zellikle 500 xM Cd'un bu bitki igin letal doz oldugunu belirledik. Bulgu-
larimiza gore 200 uM Cd, A.altissima igin letal dozun altindaki degerdir. Uy-
gulanan Cd konsantrasyonlarinin toksik etkilerine ragmen yasaminm
siirdiirebilen bu bitkinin toleransli olmasim1 saglayan bir mekanizmaya sahip
olabilecegini diigiindiik. Son yillardaki literatiir bilgilerimize gore, Cd-
tolerans mekanizmasi ile fitokelatin (PC) olusumu arasinda bir iliski oldugu
6ne siiriilmiis ve PC'lerin saptanabilmesi igin agirmetallere toleransi olan
yiiksek bitkilerle ¢aligmak gerektigi vurgulanmistir. Bu nedenle
aragtirmamizda Cd'a toleransh A.altissima bitkisi segilmis ve PC olusumunu
saptayabilmek igin letal dozun altindaki Cd konsantrasyonu (200 uM) tercih
edilmigtir (Sekil 25).
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IIL.2.1. Su kiiltiirlerinde yetigtirilen A.altissima'da fitokelatin
olusumu

IIL.2.1.A. Kromatografik yontemlerle saflagtirilan fitokelatinler

Aragtirmamizda 200 yM Cd uygulanarak 1 hafta siireyle Ingestad
(degistirilmig) besi g¢bzeltisinde yetigtirilen A.altissima fidelerinin total ola-
rak 31.531 gram a@irlifindaki koklerinden elde edilen ham ekstre kromatog-
rafik saflagtirmaya tabi tutulmugtur. Boylece ¢ok miktarda materyal uygula-
nabilmig ve Cd-BP'lerin yogunlagmasi salanmigtir. Ekstraksiyon sirasinda
kullanilan askorbik asit, merkaptoetanol, KCN ve sivi N,, intra veya inter-
molekiiler disiilfid koépriilerinde metal kaybina neden olabilecek oksidatif
degigimleri 6nlemek amaciyla tampon g¢ozeltiye eklenmigtir. pH's1 7 olan
QAE-Sephadex A-25, pH 8.6 olan A tamponu ile dengelenmis ve koklerden
elde edilen supernatant halindeki ham ekstre (100 ml) kolona uygulanmugtir.
Ekstrenin uygulanmas: sirasinda, QAE-Sephadex A-25'in iist boliimiinde
sarimsi-kahve renk olugsumu dikkati ¢ekmigtir. Bu veri, Cd uygulamas: nede-
niyle, oksidaz iiriinii olabilecek kahverengi fenolik bilesiklerin ya da polife-
nollerin meydana geldigini diigiindiirmektedir. Bu maddeler etkin anyon-
degisimi yapan QAE-Sephadex A-25'te tutulmaktadir.

Kolondan ayrilmaya baglayan fraksiyonlarin bazilarinda proteinlerin
varlif1 nedeniyle kopiiklenme meydana gelmigtir. Proteinlerin ylizey aktif
ozelligi nedeniyle 100 damla halinde toplanan fraksiyonlarin bir boliimiinde
hacimlerin diigtiijli gézlenmigtir. Total olarak 50 fraksiyon elde edilmisg ve
ilk fraksiyon gruplan ile son fraksiyon gruplar agik sar1 veya renksiz olarak
belirlenmigtir.

Cd-baglayan bilesikler ozellikle KC! gradienti uygulanan fraksiyonlar-
da belirlenmigtir (KCIl uygulamasi, kuvvetli anyonik yapida bilinen Cd-
BP'lerin Cd'a baglanmama olasilifini en aza indirir). KCl gradienti ile elde
edilen fraksiyonlar degigik renklerde gozlenmigtir. 26. fraksiyonda uygula-
nan 0.54 M KClI gradientinden sonra 28, 29 ve 30 numaral fraksiyonlar koyu
sar1, kopiiklii ve hacimleri diigiik olarak kolondan aynlmiglardir. 1M KCl
gradienti ise 31. fraksiyonda uygulanmig ve 33, 34 numarali fraksiyonlar
sarimsi-gri pembe renkte elde edilmistir. 34. fraksiyonda 1.5 M KCl,
37 fraksiyonda ise 2 M KCl uygulanmigtir. 36. fraksiyon san renkte
aynlmaya baglarken digerlerinin rengi 50. fraksiyona ulagincaya kadar kay-
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bolmugtur (akig hizi: 0.46 ml/dakika).

Kopiik ve renk olugsumu, fraksiyonlarda protein bulundugunu
gostermekte, uygulanan KCl gradienti ile artinlan anyonik gii¢ ise
Cd-BP'lerin kolonda tutuldugunu ve izole edildigini belirtmektedir. Toplanan
50 fraksiyonda AAS ile Cd konsantrasyonlar1 (#g/ml) Slgiilmiis ve Cd'un
27no'lu fraksiyonda artmaya bagladifi, bu artig sirasinda gesitli gikintilar
(shoulder) yaparak 33 no'lu fraksiyonda en iist degere (peak) ulastii, 36.
fraksiyondan sonra ise azalmaya bagladifi saptanmigtir. Belirlenen
cikintilar, Cd'u yiiksek afinite ile baglayan PC'lerin diginda, yine Cd-
baglayan molekiil agirhii yiiksek proteinlerin varligim diigiindiirmektedir
(Tablo 8).

Tablo 8. QAE-Sephadex A-25 anyon-degisimi kromatografisi ile elde
edilen fraksiyonlardaki Cd miktar: (zg/ml) ve uygulanan
KCl gradienti (M). Akig hiz1: 0.46 ml/dakika

Fraksiyon no. Cd (pg/ml) KCIl gradienti (M)
1 0.06
2 0.08
3 0.09
4 0.09
5 0.11
6 0.14
7 0.34
8 0.32
9 0.34
10 034
11 0.29
12 0.27
13 0.28
14 0.28
15 0.29
16 0.28
17 0.31
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Fraksiyon no. Cd (ug/ml) KCl1 gradienti (M)

18 0.32
19 0.38

20 0.35

21 0.44

22 0.47

23 0.46

24 0.45

25 0.49

26 0.52 0.54
27 0.61

28 3.35

29 11.23

30 31.25

31 51.23 ' 1.00
32 51.95

33 119.18
34 76.75 1.50
35 58.4

36 321

37 20.7 2.00
38 21.1

39 18.6

40 183

41 23.2

42 20.7

43 18.6

44 18.7

45 182

46 183

a7 17.7

48 17.5

49 16.8

50 15.2
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KCl gradientleriyle kargilagtirdifimizda en fazla Cd'un 0.54, 1.00 ve
1.5 M KClI uygulanan fraksiyonlarda bulundugu ve bu fraksiyonlarin Cd-PC
ya da Cd-BP igeren fraksiyonlar oldugu tahmin edilmigtir (Sekil 26). Grafik
iizerinde de incelenebilecegi gibi en fazla Cd, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ve
36 numarali fraksiyonlarda bulunmakta, 1.00 M KCI gradienti uygulanmig
33 no'lu fraksiyon ise 119.18 pg/ml degerle en iist Cd miktarim1 icermektedir.

Elde edilen verilere gore 1-27 arasindaki fraksiyonlar, 50 fraksiyonda
belirlenen total Cd miktaninin sadece % 1'ini igermektedir. Bu miktar biiyiik
bir olasilikla madde uygulanmasi ve tampon ¢ozelti ile yitkama sirasinda
ayrilan serbest Cd iyonlarindan ibarettir. 37-50 no'lu fraksiyonlarda ise total
Cd miktarinin % 33.7'si belirlenmigtir. Bu degerin hem serbest Cd?* iyon-
lartm1 ve hem de merkaptid bilesiklere bagli olan Cd'u igerdigini
diigiinmekteyiz.

Fitokelatin ve olasi diger Cd-baglayan bilesiklerin bulundugunu tahmin
ettigimiz 28-36 no'lu fraksiyonlar ise total Cd degerinin % 65.3'iinii
igermektedir. Cd'un biiyiik ylizdesinin KCl gradienti ile ayrilmig oldugunu
gordiik. Buna gore, en fazla Cd igeren 33 no'lu fraksiyon (5 ml), Cd-baglayan
bilegikleri molekiil biiyiikliiklerine gore tekrar saflagtirabilmek amaciyla
Sephadex G-75 jel filtrasyondan gegirilmigtir.

Elde edilen 50 fraksiyonda protein igerenlerin yine kopiiklii oldugu dik-

kati ¢ekmigtir. Bu fraksiyonlardaki renklerin genelde agik sar1 oldugu
gozlenmigtir (Jel hacmi -bed volume: 164 ml, akig hizi: 0.92 ml/dakika). Bu

yontemle 6nce molekiil agirhis yiiksek (HMW) olan proteinler, daha sonra
ise diigiik molekiil agirlikli (LMW) kiigiik proteinler aynlmgtir.
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AAS le olgiilen Cd miktar1 (gg/ml), 9, 10, 11 ve 12 numarali fraksiyon-
larda en yiiksek degerlere ulagmigtir (Tablo'9). 11 no.'da "peak" meydana
getiren Cd miktan (33.73 pg/ml), 9 no.'da bir "shoulder" olugturmugtur. Bu
bize fraksiyonlarda HMW yiiksek molekiil agirhikli bilesiklerin de olabile-
cefini gostermektedir (sekil 27). Fraksiyonlarda belirlenen diigiik Cd kon-
santrasyonlarn ise serbest olarak kolondan gegen Ccd2+ iyonlarim1 belirtmekte-
dir. 9, 10, 11 ve 12 no.'lu fraksiyonlardaki Cd miktan 50 fraksiyondaki total
Cd'un % 85'ini olusturmaktadir. Boylece daha 6nceden saflagtirilarak jel filt-
rasyon uygulanan 33 no.'lu fraksiyondaki Cd'un hemen hepsi elde edilmistir.

Tablo 9: Sephadex G-75 jel filtrasyonu ile elde edilen fraksiyonlardaki
Cd miktar:1 (zg/ml) Akis hizi: 0.92 ml/dakika

Fraksiyon no. Cd (ug/ml) Fraksiyon no. Cd(ug/ml)
1 0.05 26 0.20
2 0.05 27 0.20
3 0.08 28 0.19
4 0.15 29 0.16
5 032 30 0.19
6 031 31 0.16
7 0.48 32 0.17
8 2.69 33 0.16
9 16.20 34 0.16
10 17.47 35 0.15
11 37.73 36 0.15
12 13.90 37 0.15
13 1.82 38 0.36
14 1.08 39 0.17
15 0.16 40 0.17
16 0.60 41 0.19
17 041 42 0.21
18 0.39 43 0.21
19 0.39 44 0.17
20 0.35 45 0.18
21 0.29 46 0.17
22 0.28 47 0.16
23 0.25 48 0.16
24 0.21 49 0.16
25 0.22 50 0.18
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Bununla beraber Sephadex G-75'e sadece 33 no.'lu fraksiyon uygu-
landi§indan, bazi LMW (diigiik molekiil agirlikli) Cd- baglayan bilegiklerin
timiiniin bu kromatografik saflagtirmalarda elde edilemeyebilecegini
diigiindiik ve 109Cd2+ baglanmas: esasina dayanan nativ (non-denaturing)

poliakrilamid jel elektroforez uyguladik. LMW Cd-PC'ler veya HMW Cd-
BP'lerde bulunan Cd'un 109Cd2+. izotopu ile yer degistirmesi esasina daya-
nan bu metodla LMW Cd-PC bilegikleri ve diger HMW Cd-BP'lerin
varhfini kanitlamaya galigtik.

III. 2.1.B. 109Cd2+* baglanmas: ve nativ poliakrilamid jel
elektroforez (PAGE) yontemiyle saptanan fitokelatinler

Ozellikle kiigiik molekiillii PC'leri tutabilmek igin geligtirilmig olan
%40'ik poliakrilamid jele uygulanan igaretli 199Cd2+'un otoradyografi fil-

minde meydana getirdigi sinyallerde Cd ile yer degistirdifi ve daha Gnce
Cd'un bagh oldugu yapilara baglandigi saptanmigtir. 199Cd2+'un sinyal
olusturmasinda yeralan reaksiyonun temeli, bu izotopta bulunan radyoaktif
1isinin  otoradyografi filmindeki giimiig tuzlarini giimiis taneciklerine
doniigtiirmesine ve boylece koyu renk sinyaller vermesine dayanmaktadir.
Sinyal olugturmayan beyaz goriiniimlii boliimler ise bu reaksiyonun
gergeklesmedigi bos alanlardir. Eger bagh bir Cd varsa, bu 109Cd2+ jle yer
degistirmis ve sinyal olusturmugtur, bagli bir Cd yoksa yer degistirme olayi
miimkiin olmayacagindan sinyal meydana gelmemigtir. Kontrol olarak sade-
ce 109Cd2+ ve tampon bulunan ornekte de herhangi bir sinyal olusmamasi
bunu kanitlamagtir.

Otoradyogramda, 109Cd2+ reaksiyonu ile geligen sinyallerin ya da siyah
bantlarin, heterojen yapidaki LMW Cd-PC'ler ile HMW Cd-BP'ler oldugu
belirlenmistir. Cd-PC bilesiklerinde, PC zincir sayisi, zincir uzunlugu,
baglanan Cd** iyonlarinin sayisi, S2- iyonlarimin farkli yiik/kiitle oraninda
ve farkl fiziksel boyutlarda olmalar1 dogal olarak heterojen bir yapi meydana
getirmektedir. Bu heterojen yapi, PC'lerin elektroforezde farkli hizda ilerle-
melerine neden olmaktadir. |
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Otoradyografi filminde, 6,7,8,9,10,11 numarayla belirtilen seritler 30,
31, 32, 34, 35, 36 no.'lu QAE Sephadex A-25 fraksiyonlarini; 2,3,4,5,
numarayla belirtilenler 9,10,11,12 no'lu Sephadex G-75 fraksiyonlarini; 1 nu-
mara ise kontrol olarak uygulanan ve sadece 109Cd2+ igeren tampon gozeltiyi

gostermektedirler (Sekil 28).

Sekil 28. % 40 poliakrilamid jelde 199Cd2* jle birlikte ylrtitilen fraksiyon ornekleri. (1):
Sadece 109Cg2+ igeren tampon; (2,3,4,5): 9,10, 11, 12 no."lu Sephadex G-75 frak-
siyonlari; (6,7,8,9,10,11): 30,31,32,34,35,36 no'lu QAE-Sephadex A-25 fraksiy-
onlar. (6): LMW Cd-PC ve HMW Cd-BP; (7): HMW Cd-BP; (8): HMW Cd-BP;
(9); LMW Cd-PC ve HMW Cd-BP; (3): ve LMW Cd-PC ile HMW Cd-BP'leri
gostermektedir.
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Bulgulara gére, 30,31,32 ve 34 no'lu fraksiyonlarda belirsiz bir gekilde
Cd'a baglanan HMW proteinler yer almaktadir. 30 ve 34 no.'da ayrica PC ola-
rak belirledigimiz bazi LMW bilesikler saptanmigtir. 30 no.'da saptanan ¢ok
hizli ilerlemis ve yogun sinyal vermig olan bu bandin PC, olabilecegi tah-
min edilmektedir. Kiiciik molekiiler yapisi ve diisiik net negatif yiikii
nedeniyle bu bilesigin anyon degisimi sirasinda yeterince kuvvetli tutuna-
madigin1 ve KCl gradienti ile kolondan aynldigim diisiinmekteyiz. Bunun
yanisira 109Cd2+ ile gok giiglii sinyal meydana getirmesi fitokelatinin ortam-
daki Cd-izotopunun biiyiikk kismi ile bilesik olugturmasi sonucuna
baglanabilir. Ancak bu arada HMW Cd-BP'lerinde 10°Cd2* ile oldukga giiglii
sinyaller olugturdugunu belirtmek gerekir. 34 no.'da saptanan 2 farkli bant ise
zayif sinyal veren HMW proteinin oniinden hizla ilerlemis olan PC3 ve PCy
olarak tamimlanabilir. Bu PC'ler PC,'ye gore daha yavag ilerleyen, daha
yiiksek molekiiler agirlhiga ve uzun zincirlere sahip polipeptidlerdir. 10 no.'lu
Sephadex G-75 fraksiyonunda daha karmagik olarak gozlenen 2 bant ise 34
no.'daki PC'lerden biraz daha agir ilerleyen ve daha biiyiik molekiillerden
olusan PCs ve PCq yapilaridir.

Bu bilegiklerin ardindan ilerleyen ve daha yiiksek molekiil agirhgina sa-
hip bagka molekiiller de bulunmaktadir. Bu HMW proteinler 109Cd2* ile tam
bir bilesik olugturmamig ve bu nedenle PC'lerin ardindan kuyruk (tail,
smear) olugturarak ilerlemiglerdir. 31 no'daki HMW protein bantlarinda ise
gliglii sinyaller goriilmektedir. 32 ve 34 no'da bu HMW protein sinyalleri
kuvvetini biraz kaybetmigtir. Geri kalan 6rneklerde ise bagli Cd'un bulunma-
mas! veya sadece serbest Cd2* iyonlarinin bulunmasi, ya da hi¢ Cd bulunma-
masi nedeniyle 109Cd2+'un gergeklestirdigi bir sinyal belirlenememistir. Cd-
baglanmasi az oldugunda ise g¢ok zayif sinyallerin meydana geldigi
gozlenmigtir. Sinyallerin zayif bantlar halinde belirmesi, tiim 199Cd2*un bi-
lesik olugturmamug olmasina baglanabildigi gibi, PC'lerin total miktar: ile
isaretli iyonun aktivitesinden de olabilir. Genel olarak toparlamak
gerektiginde, A.altissima koklerinde 5 farkli LMW Cd-PC ve ayrica HMW
Cd-BP'lerin varhigi kanitlanmigtir. Buna gore, (y-Glu-Cys),-Gly, n=2-6,
yapisindaki fitokelatinlerin (PC,, PC5, PCy4, PCs, PCg) bu bitkide bulundugu
ve aktif olarak Cd bagladigini diigiinmekteyiz. Heterojen yapida sap-
tadigimiz PC'lerin detayli molekiiler ozelliklerini belirleyebilmek igin ise da-
ha bagka analizlere gereksinim oldugunu belirtmek isteriz.
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IIL. 2.1.C. Denatiire poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) ile
molekiiler agirhig: belirlenen fitokelatinler

Saflagtinilan fraksiyonlardaki PC'lerin molekiil agirliklar ise SDS-
PAGE ile saptanmaya ¢aligtlmigtir. Bulgulara gore, iki farkli standard kul-
lanilarak yiiriitiilen jellerde, Coomassie Brillant Blue R-250 ile boyanan pro-
tein bantlar birbirine yakin 5 farkli LMW yap:i oldugunu gostermektedir.
Cd-PC olarak belirlenen bu proteinlerin, HMW Cd-BP'lerden daha az miktar-
da bulunma olasilif1 ve kiigiik molekiiler yapiya sahip olmalan silik bantlar
meydana gitirmelerine neden olmugtur. (Sekil 29, 30). Buna gore Sekil 28'de,
1,2,3,4,5,6, numara ile belirtilen geritlerde sirasiyla MW-SDS- 178 kit, 10
no., 32 no., 30 no., ve 28 no.'lu fraksiyon, ve yine MW-SDS- 175 kit bulun-
maktadir. Sekil 29'da ise 1,2,3,4, olarak numaralandirilan geritlerde sirasiyla
M-4038 kit, 28 no., 30. no., 34 no'lu fraksiyonlar belirtilmigtir. Otoradyogra-
fide uygulanmayan 28 numarali fraksiyon ise icerdigi yiiksek protein miktar:
nedeniyle SDS poliakrilamid jel elektroforezde yiiriitiilmiiy ve  HMW protein
igeren koyu ve kalin bir bant elde edilmistir.

ekil 29. (1,6): MW-SDS-17S kit; (2): 10 no. (3): 32 no., (4): 30 no.,
(5): 28 no'lu fraksiyonlardaki proteinlerin SDS-PAGE'de bantlar halinde
boyanmig gorUntimleri, S.standard, P: protein, kDa: molekiler agirhik.
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Yapilan Rf olgiimlerine gore 10.5, 18.0, 22.0. 23.5 ve 26.0 kDa molekiil
agirliginda ve heterojen yapida olan LMW fitokelatinleri ve ayni zamanda
>50 kDa molekiil agirhigindaki (50, 65, 75 kDa) HMW diger Cd-baglayan
proteinleri belirlemis olduk.

Sekil 30. (1): M-4038 kit; (2): 28 no., (3): 30 no, (4): 34 no'lu
fraksiyonlardaki proteinlerin SDS-PAGE'de bantlar halinde boyan-
mig goriintimleri. S. Standard, P: protein, kDa : molekiiler agirlik .
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I11. 2.1.D. Kromatografik olarak saflagtirilan ve Cd igeren

fraksiyonlarda total protein miktar:

Fraksiyonlarda Bio-Rad yontemine gore kantitatif olarak olgiilen protein
miktarlar1 Tablo 10'da gosterilmigtir. QAE-Sephadex A-25 ve Sephadex
G-75 ile saflagtinlan fraksiyonlardaki Cd miktarina gore elde ettiimiz
degerlerde 6nce HMW proteinlerin kolondan ayrildigimi1 belirtmigtik. Verile-
re gore en iist degeri veren Cd miktarin1 igermemekle birlikte "shoulder"
meydana getiren ve belli bir Cd konsantrasyonuna sahip olan fraksiyonlarin
digerlerine gore daha fazla protein icerdigini saptadik.

Tablo 10. Kromatografik tekniklerle saflagtirilan fraksiyonlarda
saptanan protein miktar: (zg/ml).

Fraksiyon No: Total Protein Miktar: (zg/ml)
28 357.82
29 312.93
30 201.36
31 100.68
32 61.22
34 QAE-Sephadex 54.42
35 A-25 61.22
36 65.30
37 59.86
38 53.06
39 28.57

9 27.21
10 25.85
11 Sephadex 24.48
12 G-75 23.13

30 numarah fraksiyonda 201.36 pg/ml olarak belirlenen protein mik-
tarina hem HMW proteinler ve hem de PC, miktar girmektedir. 31 ve 32
no'da ise, 100.68 ve 61.22 pg/ml olarak saptanan protein miktarinda sadece

57



HMW proteinler bulunmaktadir. 34 no'da, 61.22 pg/ml ile gerek HMW Cd-
BP'ler ve gerekse PC3 ve PCy'lerin total protein miktar belirlenmigtir. 10
no'da ise PCg ve PCgy ile elektroforez sirasinda siiriiklenen diger HMW pro-
teinlerin miktar1 saptanmigtir. Kantitatif olarak yalmzca LMW PCllerin mik-
tarin1 saptamak ise bu tekniklerle miimkiin deildir ve daha bagka analizlere

gerek vardir.

II1.2.2, Kum kiiltiirlerinde yetistirilen A.altissima'da fitokelatin
olusumu

1 hafta siireyle 200 yuM Cd uygulanarak kum Kkiiltiirlerinde yetigtirilen
bitkilerin kodklerinden hergiin diizenli olarak yapilan ekstraksiyonlarla elde
edilen ham ekstrenin 109Cd2+ ile birlikte % 40 poliakrilamid jele uygulan-
mas} ve otoradyogramlarinin ¢ikarilmasi esasina dayanan deneyde, III. 2.1.'e
gore farkli sonuglar elde edilmistir.

Cd uygulamasinin 1,2,3,4,5 ve 6. giinlerinde herhangi bir Cd—baﬁlanma
reaksiyonunun gergeklesmedigi ve bu nedenle otoradyografi filminde sinyal-
ler meydana gelmediini saptadik. 7. giinde ise HMW Cd-BP'lerin Cd
baglamaya bagladifini ancak son derece zayif sinyaller olugtugunu kaydettik
(veriler fotograflanamadi). Sadece 199Cd2+'un bulundugu kontrol 6rnegi ise

yine herhangi bir sinyal vermemigtir.

Bulgulara gore, PC'lerin sentezlenmesi ve Cd-baglamasi, ayrica olasi
diger HMW Cd-BP'lerin de aktif hale gegebilmesi igin belli bir siire gerektigi;
bu siirenin de kum kiiltiirlerinde en az 1 hafta olabilecegi belirlenmigtir. Kum
kiiltiirlerinde bitki tarafindan alinan Cd'un su kiiltiirlerine gore ¢ok daha az
miktarda oldugunu gozoniine alirsak, hiicrede yeterince Cd bulunmadifini ve
bu nedenle Cd-baglayan peptidlerden olugan tolerans mekanizmasini hareke-
te gecirmedigini diiginmekteyiz.
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IV. TARTISMA VE SONUC

Endiistrilegme ve kentlesmenin dogada meydana getirdigi en 6nemli so-
run "gevre kirlenmesi"dir. Antropojenik kokenli aktivitelerle diger kirleticile-
rin yaninda air metaller de ortama verilmekte ve bunlarin toksik etkilerinde
ekosistemler zarar gostermektedir. Baz1 air metaller (Fe, Zn, Mn, Cu, Co)
bitki metabolizmasinda gerekli olan mikroelementler oldugu halde,
bazilarimin (Cd, Al, Pb, Hg, Cr) bitki metabolizmasinda yer almadifi ve
diisiik konsantrasyonlarda bile toksik etki gosterdigi belirlenmigtir (BAKER
& WALKER, 1990). Fitotoksisitesi en yiiksek afir metallerden olan Cd'un
toksik etkileri, yetisme ortamindaki farkli Cd konsantrasyonlar1 ve bitkilerin
ozelliklerine bagli olarak farklilik gostermektedir. Bununla ilgili olarak bitki-
lerdeki Cd-tolerans sinirlar1 ve olasi tolerans mekanizmalar1 da farkli boyut-
larda gelismektedir. Bu aragtirmanin 1. boliimiinde farkli Cd konsantrasyon-
larinda yetigtirilen degigik bitki tiirlerinde (A.altissima, P.abies,
L.esculentum, Z.mays, V.radiata) kadmiyumun uygulama siiresine ve kon-
santrasyonuna bagli olarak organlarda olugturdugu toksik etkiler, Cd birikimi
ve bitkinin Cd- toleransi incelenmisgtir.

Aragtirmamizin 2. boliimiinde ise, yukarida belirtilen galigmamizdaki
bulgular da gézoniine alinarak kentsel ve endiistriyel kirlenmenin yogun ol-
dugu bolgelerde yetismesiyle dikkat ¢eken (BAYCU, 1992; WITTIG, 1993)
A.altissima bitkisinde Cd-tolerans mekanizmasinda rol oynadig: ileri siiriilen
fitokelatinlerin olugumu aragtirilmgtir.

IV.1. Cd'un toksik etkileri, Cd birikimi ve Cd toleransi

Calismamizda elde ettifimiz verilere gore deney bitkilerimizin tiiriine,
yetigme ortamindaki Cd konsantrasyonuna ve uygulama siiresine bagl olarak
bitki yapraklarinda kahverengi benek olusumu, kivrilma, kloroz ve damarlar
arasi kloroz ile nekroz belirtileri saptanmigtir. Kadmiyumun genel olarak
hem otsu hem de odunlu bitkilerde kloroza neden oldugu one siiriilmiigtiir

(BERGMANN, 1983).
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Bazi aragtirmalara gore, 1-100 ppm Cd uygulanan Quercus palustris
(RUSSO & BRENNAN, 1979), 5-20 ppm Cd'da yetigtirilen Acer
saccharinum (SMITH & BRENNAN, 1974), yine Cd uygulanan Acer
rubrum, Picea abies, Pinus strobus (MITCHELL & FRETZ, 1977) ve Fagus
Sylvatica (HAGEMEYER ve di§., 1986) tiirlerinin yapraklarinda kloroz,
kivrilma, nekroz gibi benzer belirtiler kaydedilmigtirr HAGEMEYER ve
dig., (1986) ayrica yapraklarda kahverengi beneklerin olustufunu bildir-
migtir. 50, 100 ve 200 M Cd uygulanan Zea mays bitkisinin (NUSSBAUM
ve dig., 1988), 2 ve 2.5 mM Cd'da ise Phaseolus vulgaris'in (LEITA ve dig.,
1991) yaprak dokularinda kloroz ve nekroz olugsumuna rastlanmigtir. Ayn
yondeki semptomlar, 0.05 ve 0.30 ppm Cd uygulamasi ile Glycine max'da
(SMITH ve di§., 1985); 0.5-50 uM Cd'da ise Beta vulgaris'te (GREGER &
OGREN, 1988) saptanmugtir.

Aragtirmamizda elde ettigimiz bulgular diger aragtiricilarin bulgu-
lanyla kismen benzerlik gostermektedir.

Cd'un toksik etkisiyle bitkilerde olusan kloroz, solma ve nekroz gibi be-
lirtilerin, Cd'un kofaktor olarak demire gereksinim duyan enzim sistemlerini
olumsuz yonde etkilemesi (MALONE ve dig. 1977; GREGER & LIND-
BERG, 1987); Mg ve Fe taginmasini engelleyerek fotosentezle ilgili metabo-

lik iglemlere zarar vermesi (GREGER & LINDBERG, 1987; GREGER &
OGREN, 1991), bitkideki su metabolizmasim bozmasi (BARCELO ve dig.,

1986) nedeniyle meydana geldigi diigtiniilmektedir.

Cd'un yapraklardaki toksik etkilerinin yamisira, Picea abies diginda
biitiin deney bitkilerimizin koklerinde sarimsi bir renk izlenmigtir. P.abies'de
ise farkli olarak ilk giinlerden itibaren 6nce kok uglarinin daha sonra tiim
kokiin kahverengine doniigtiigii, Cd uygulama siiresi arttik¢a 6zellikle 200 ve
500 uM'deki koklerin siyahlagtifi izlenmigtir.

Genelde, kok sisteminin zayif bir goriiniim almasi (BAKER & WAL-
KER, 1990) hiicre bdliinmesinin engellendigini diigiindiirmektedir.
(VAZQUEZ ve di., 1992), koklerin renklerinin koyulagmasi ya da kahve-
rengilesmesi (HAGEMEYER ve dig., 1986, HAGEMEYER & WAISEL,
1989) ise Cd'un etkisiyle fenolik maddelerin biriktigi (BERTELS, 1989) veya
su alimini engelleyen siiberizasyon meydana geldigi (FOY ve dig., 1978) so-
nucuna baglanmaktadir.
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Bitkilerin biiylime parametreleriyle ilgili bulgularimiza ve diger bazi
aragtinicilara gore gerek agag tiirlerinde gerekse kiiltiir bitkilerinde, yetigme
ortamindaki Cd konsantrasyonu ve uygulama siiresi arttikga kok ve govde
uzunluklan ile koklerin taze ve kuru agirlifinda bir indirgenme meydana gel-
migtir (KELLY ve dig., 1979; BURTON ve dig., 1986; CATALDO ve di§.,
1987, GODBOLD ve dig., 1987, GREGER & LINDBERG, 1987; GREGER
ve dig., 1988; RUEGSEGGER ve dig., 1990; BRECKLE, 1991; BAYCU,
1992; MEUWLY & RAUSER, 1992).

CLARKE ve BRENNAN (1980), 30 giin siireyle 1 ppm Cd uygulanan-
Populus tremuloides bitkisinin govde uzunlugunda kontrole goére artig
gosterdigini kaydetmiglerdir. Ayn1 sonug, Fagus sylvatica'da Kahle (1988)
tarafindan kanitlanmigtir. L. esculentum bitkisiyle yaptigimiz aragtirmada
da, 10 kM Cd uygulanan bitkilerin gévde uzunluklarinda kontrole gore %
7.5'luk bir artig saptamigtik. Bu bulgumuz yukaridaki aragtiricilarin bulgu-
laniyla benzerlik gostermektedir. Ancak, diigiik konsantrasyonlardaki kadmi-

yumun govde biiyiimesini tegvik edici etkisinin nedenlerine bir yorum getiri-
lememistir (KAHLE, 1988).

Aragtirma bitkilerimizde Cd birikimi koklerde Olgiilmiistiir. Daha
onceki galismamizda elde ettifimiz bulgulara gore en fazla Cd koklerde,
sirastyla govde ve yapraklarda birikmektedir. (HAGEMEYER ve dig., 1986;
KAHLE & BRECKLE, 1986; KAZIMIR & BRENNAN, 1986; BAYCU,
1992).

Agag tiirlerinde elde ettifimiz bulgulara gore, 27 giin siire ile 10, 30, 50,
100, 200, 500 M Cd uygulamas: sonucu A. altissima koklerindeki birikim
1 gram kuru madde esasina gore sirasiyla 1025, 3050, 4900, 9357, 12167 ve
16250 ug'dir. P.abies'te bu degerler sirasiyla 222, 688, 1556, 4550, 10357 ve
15000 pg'a karsilik gelmektedir.

Yukaridaki deferlerden de anlagsildigi gibi yetisme ortamindaki Cd
konsantrasyonu arttikga koklerdeki Cd birikimi de artmigtir. Bununla bera-
ber, ortamdaki Cd konsantrasyonunun artis1 ile Cd aliminin diigmesi de iyon
transfer faktoriiniin etkilendifini gostermektedir (STRICKLAND ve di§.,
1979; KAHLE, 1988; BAYCU, 1992). Kahle (1993)'nin Acer rubrum, Pinus
strobus ve Picea abies ile yapti§1 aragtirmalara gore 16 mg/l Cd ¢ozeltisinde
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yetistirilen bitkilerden Acer koklerinde 677.2, Pinus'da 815.8 ve Picea'da
697.8 ppm Cd birikmigtir. Bu bitkilerin koklerinin bodurlagtii, yeni
koklerin ve kok tiiylerinin gelismedigi, su alininminin indirgendigi, hiicre
membranlarinin zarar gordiigii ve hiicre boliinmesi ile hiicre biiyiimesinin
olumsuz etkilendigi ileri siirilmektedir. Ayrica, Cd etkisiyle besin elementle-
rinin aliminin da inhibe oldugu bildirilmigtir (KAHLE, 1993).

Kiiltiir bitkilerinden L. esculentum, Z.mays, ve V.radiata ile yaptifimiz
deneylerden elde ettigimiz bulgulara goére ortamda Cd konsantrasyonu
arttikca koklerdeki Cd birikimi de artmaktadir. L.esculentum ve V.radiata'da
Cd alimina gore oOlgiilen transfer faktorii, yani bitki koklerindeki Cd iyonu
miktarinin yetigme ortamindaki Cd iyonu miktarina orani, diger bitkilerde de
saptamig oldugumuz gibi diigmiigtiir. Ancak bu oran, Z.mays bitkisinde
30uM Cd'dan sonra artarak ilging bir sonug ortaya ¢ikarmigtir. Bu
konsantrasyondan sonra koklerin agin1 derecede zarar gormesi, pasif bir iyon
aliminin olabilecedini diigiindiirmektedir (LEPP, 1981; CATALDO ve di§.,
1983; CLARKSON & LUTTGE, 1989; HAGEMEYER & WAISEL, 1989).
Zea mays'in kbklerinde biriken Cd miktar1 500 yM'da 62679 ug/g KA'dir. bu
miktar, L.esculentum'da 20972, V.radiata'da ise 26250 ug/gKA olarak
Olgiilmiigtiir. Z.mays bitkisinde koklerin kuru madde miktarinda kontrole
gore 10 uM'da % 46; 30 yM'da % 52, S0 yuM'da % 93 ve 500 uM'da ise
% 98'lik bir indirgenme saptanmigtir. Bu degerler, L. esculentum'da 10 ve
500 uM'de % 84 ve % 84.l'e, V.radiata'da ise % 48.6 ve % 88.4'e
karsilik gelmektedir. Bazi aragtirmacilarda benzer sonuglara ulagmiglardir
(NUSSBAUM ve dig., 1988; RAUSER ve dig., 1991).

Bulgularimiza gore inceledigimiz kiiltiir bitkileri arasinda kadmiyuma
karg1 en toleranshi olan L.esculentum'dur, bu bitki igin tolerans sinin 50 xM
Cd olarak belirlenmigtir (REESE ve dig. 1992). Z. mays ve V.radiata'daki Cd
tolerans sinurlar ise sirasiyla 30 uM ve 10 uM olarak saptanmugtir. Odunlu
bitkilerden A. altissima igin tolerans simirinin 200 uM Cd, P.abies igin ise
100 M Cd oldugu gozlenmistir (bkz. bulgular, sekil: 7,8,11,12,15,18,19 ve
22). A.altissima bitkisinin, toksik semptomlar gostermesine ragmen en
yiilksek Cd konsantrasyonlarinda bile (200 ve 500 xM) hayatta kalmayi
bagarmasi, Cd'a karg:1 toleransli bir bitki olarak kabul edilebilecegini
gostermektedir.
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IV.2. Fitokelatin olugumu

Stresin canh organizma igin uygun olmayan herhangi bir g¢evre faktorii
oldugunu (LEVITT, 1972), ve bir bitkinin stres faktoriiniin zararl1 etkilerine
kars1 koyabilme kapasitesine "direng" adi verildigini, bunun ise "stresten
kaginma" veya "strese kargi tolerans gosterme" olarak ikiye ayrildifini be-
lirtmigtik (LEVITT, 1980). Tolerans mekanizmalarinin, hiicrede metal-
baglayan bilegiklerin (fitokelatin) olugumu, metallerin vakuol ve hiicre
ceperi gibi belli bolmelerde birikimi, enzim sentezinin artmas, hiicre metabo-
lizmasinda olugan degisiklikler ve kokten gévdeye iletimde meydana gelen
sinirlanmalar ile ilgili oldugu o6ne siiriilmektedir (BAKER, 1978; GRILL ve
dig. 1985; ROBINSON & JACKSON, 1986; RAUSER& ACKERLY, 1987;
VERKLEL ve di§., 1990; VERKLElLJ ve SCHAT, 1990; ERNST ve dig.
1992). Son yillarda Cd tolerans: ile ilgili olarak, 6zellikle Cd'un fitokelatin ile
kelat olugturma mekanizmasim esas alan aragtirmalar siirdiiriilmektedir
(GRILL ve dig., 1985; RAUSER ve dig., 1991; De KNECHT ve dig., 1992).

Agirmetaller, bitki hiicrelerinde PC olarak adlandinlan (y-Glu-Cys),
Gly, n=2-11 yapisindaki SH igeren polipeptid sentezini stimiile ederler
(GEKELER ve di§., 1989). Glutationdan sentezlenen bu polipeptidler
afirmetal detoksifikasyonu ve homeostasis olayinda yer alan sekonder meta-
bolitlerdir (GRILL ve dig., 1989; STEFFENS, 1990). Bitki hiicrelerinin sitop-
lazmasinda olugan bu bilegiklerin daha sonra vakuole tagindigi ve bdylece
toksik etkileri azalttifi belirtilmigtir. (VOGELI-LANGE & WAGNER, 1990;
DE KNECHT ve dig., 1994) UV, sicak-soguk soku ve diger stres kaynak-
larinin PC olugumunu stimiile etmedigi, bu yapinin sentezinde yer alan PC-
sentazin sadece agirmetal varhifi ve ozellikle de Cd ile stimiile edilerek PC
meydana getirdigi ve tolerans mekanizmasinda rol oynadigi saptanmugtir.
(GRILL ve dig., 1987; STEFFENS, 1990; ABRAHAMSON ve dig., 1992).

Aragtirmamizda kullandigimiz A altissima, Asya kokenli termofilik bir
neofittir. Ozellidi, sehir kirliliginin yiiksek oldugu bblgelerde, demiryolu ve
otoyol kenarlarinda, endiistri bolgelerinin ¢evresinde yetisebilmesidir. Cin'de
hava kirliligine karsi dayamkhihif1 nedeniyle yetistiril— difi (POLUNIN &
EVERARD, 1976); Avrupa ve A.B.D'de ise kirli bolgelerde dagilim gosteren
iyi bir agir metal biomonitorii oldugu (WITTIG, 1993) ve Cd'a karsi
tolerans: nedeniyle g¢evre kirlilifinde bir filtre rolii oynayabilecegi (BAYCU
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& ONAL, 1992) literatiirde belirtilmigtir.

Bununla beraber, yapilan literatiir taramasinda, A altissima'da Cd toksi-
sitesi, Cd tolerans1 ve PC olugumu ile ilgili herhangi bir galigmaya rastla-
madik. Gerek daha onceki g¢aligmamiz (BAYCU, 1992) ve gerekse bu
aragtirmanin 1. boliimiinde yer alan Cd toksisitesi ve Cd tolerans: ile ilgili
bulgularimiza dayanarak Cd-tolerans mekanizmasinda rol oynayan fitokela-
tinleri bu bitkide saptamak ve konuyu aydinlatmak istedik.

Aragtirmamizin bu boliimiinde A altissima'da PC olugumunu saptaya-
bilmek igin letal dozun altindaki deger olarak belirledigimiz 200 M Cd kon-
santrasyonunu kullandik. Bu amagla, A.altissima fideleri Ingestad
(degistirilmig) besi ¢ozeltisi ile 19 hafta su kiiltiirlerinde ve 16 hafta da kum
kiiltiirlerinde yetigtirilmig, ve 1 hafta siireyle 200 kM Cd uygulanmugtir. Su
kiiltiirlerinde yetigtirilen bitkilerden elde edilen ham ekstre, QAE-Sephadex
A-25 ve Sephadex G-75 ile kromatografik saflagmaya tabi tutulmus
(RAUSER, 1991) ve fraksiyonlarda Cd miktar1 ol¢iilmiistiir. QAE- Sephadex
A-25 anyon-degigim kromatografisi ile saflagtirilan fraksiyonlarda total Cd
miktarimin % 65.3'iintin, 0.54, 1.00 ve 1.50 M KCl gradienti uygulanan 28 ile
36 numarali fraksiyonlar arasinda belirlendigi ve en yiiksek Cd degerinin
119.18 ug/ml ile 33 numarada bulundugu saptanmugtir. (bkz. bulgular, sekil
25). 33 numarali fraksiyonun sarimsi-gri pembe renkte, bu fraksiyonun et-
rafindaki fraksiyonlarin ise koyu sar1 renkte oldufu gozlenmistir.

Benzer bir sonu¢ RAUSER (1991) tarafindan elde edilmigtir.
Aragtirmaci, ayn1 yontemle ayrima tabi tuttugu fraksiyonlar i¢inde en fazla
Cd igerenin morumsu bir renkte oldugunu bildirmig ve Cd-baglayan protein-
lerin bu fraksiyonda olabilecegini 6ne siirmiigtiir.

Caligmamizda en yiiksek Cd miktarim1 igeren 33 no'lu fraksiyonda Cd-
baglayan proteinler (PC) oldugu diigiiniilerek bu fraksiyon Sephadex G-75 ile
tekrar saflagtirilmigtir. Bu ayirim ile de total Cd'un % 85' 9 ile 12 numarali
fraksiyonlar arasinda elde edilmistir. Diger fraksiyonlarda belirlenen Cd'un
ise serbest Cd iyonlann veya merkapto bilesiklere baghh olan Cd oldugu tah-
min edilmektedir (RAUSER, 1991).
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Cd-BP'lerin saflagtinlmas ile ilgili olarak yapilan aragtirmalarda genel-
de benzer teknikler kullanilmig (QAE-Sephadex A-25, DEAE-Toyopearl
DE-52, FPLC-Mono Q anyon defisim kromatografisi, Sephadex G-50, Sep-
hadex G-75, Superose 12 jel filtrasyon, HPLC) ve 1 veya 2 "peak" halinde
gozlenen en yiiksek Cd miktarina sahip Cd-BP (PC) igeren fraksiyonlar belir-
lenmigtir (GRILL ve dig. 1985; GRILL ve dig., 1987, 1989; GUPTA &
GOLDSBROUGH; 1991; HAYASHI ve dig., 1991; RAUSER, 1991;
PLOCKE & KAGI 1992; ABRAHAMSON ve dig., 1992; DE KNECHT ve
dig., 1994).

Elde ettigimiz verilere gore diigiik molekiiler agirhkl: (LMW) Cd-
baglayan peptidler ya da fitokelatin igeren fraksiyonlarin en yiiksek Cd
degerini verdigi, bunun yamsira Cd igeren difer fraksiyonlarda yiiksek mo-
lekiiler agirhikli (HMW) Cd-baglayan proteinlerin de bulundugu sap-
tanmugtir. (ROGNES ile kigisel soylesi, 1993) Bu HMW Cd-BP'ler daha az
Cd igermekte ve LMW Cd-PC (fitokelatin)'lerden daha ©6nce kolondan
ayrilmaktadir. HMW Cd-baglayan proteinlerin igerdikleri Cd miktari
nedeniyle LMW yapilardan Once bir "shoulder" olusturdufu gozlenmigtir
(Bak. bulgular, Sekil 25,26) (LEITA ve dig., 1991; MUTOH ve HAYASHI,
1991; PLOCKE & KAGI, 1992).

Saflagtirilan fraksiyonlardaki Cd-baglayan proteinleri ayirabilmek ve
PC oldugunu belirleyebilmek amaciyla 109Cd2+un Cd-BP bilesiklerindeki
Cd ile yer degistirerek baglanmas: esasina dayanan % 40'lik poliakrilamid jel
elektroforez (PAGE) yontemini uyguladik (ABRAHAMSON, 1992).

Sonuglarimiza gore fraksiyonlarda hem LMW ve hem de HMW Cd-
baglayan proteinler bulunmaktadir. 109Cd2+ ile bilegik olugturarak ¢ok kuv-
vetlr radyoaktif sinyal veren ve jelde gok hizli ilerlemig olan yapinin
fraksiyonlardaki en kiiglik PC oldugunu, bu PC'nin yanisira yine kuvvetli
sayilabilecek sinyaller veren ve biraz daha yavag ilerlemis 4 ayr1 PC bulun-
dugunu saptadik. Cd-PC'ler diginda ise gerek ayni gerekse farkli fraksiyon-
larda 109Cd2*'a baglanmis ancak yiiksek molekiiler agirlifa sahip olduklan
icin jelde ilerleyememis Cd-BP'ler oldufunu kaydettik. Veriler Cd ile bir-
lesik olugturan ve n=2-6 olarak tanimlayabilecegimiz heterojen yapidaki 5
farkli diigiik molekuler afirlikli Cd-PC olustufunu, ayrica yiiksek molekiiler
agirhkli Cd-BP'lerin bulundugunu gostermektedir (ABRAHAMSON ve dig.,
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1992; AAS ile kigisel sdylesi, 1993; ROGNES ile kisisel sdylegi, 1993).

LEITA ve di§., (1991), saflagtirdifi P.vulgaris ekstrelerinde tek tip
LMW Cd -BP (fitokelatin) belirlemis, bu yapilarin total Cd'un % 17'si ile
% 43'iinii bagladifimi kaydetmiglerdir. Ayrica, yalmzca kodklerde belirledik-
leri ve Cd'un % 27.2'sini baglayan HMW Cd-BP'lerin de oldugunu belirt-
miglerdir. Aragtirmacilar, koklerde LMW PC'lerden bagka HMW 6zel prote-
inlerin de sentezlendigini saptamig koklerin yiiksek miktarda Cd tutma
kapasitesinin HMW proteinler nedeniyle olabilecegini 6ne siirmiiglerdir.

PLOCKE & KAGI (1992), S. pombe'de 3 farkli LMW fitokelatin ol-
dugunu, ancak HMW yapilarin da bulundugunu bildirmiglerdir.

ABRAHAMSON ve dig., (1992), 109Cd2+ ile yiiriittikleri PAGE
yonteminde 2 farkli PC saptamiglar, bu Cd-PC'lerin heterojen yapida ol-
dugunu belirlemigler ve LMW olanlarin ¢ok hizli ilerledigini kaydet-
miglerdir. 109Cd?2+ ile baglanmayan yapilarin otoradyogramda sinyal verme-
digini belirtmig ve 'ayrlca sadece 109Cd2+'un radyoaktif sinyal
olugturmadigini saptamiglardir. Cd izotopu ile zayif bilegik olugturanlar ise
gii¢siiz sinyaller meydana getirmisgtir.

Bizim g¢aligmamizda da bazi PC'lerin daha giiglii bilesik olugturdugunu
gordiik. Bu sonug yukaridaki nedene baglanabilece$i gibi PC'nin miktarina,
zincir uzunlugu ve Cd-baglama kapasitesi ile de ilgili olabilir., KNEER ve
dig. (1992), ortamda Cd bulunmadiinda PC olugmadigini belirlemiglerdir.
RAUSER (1990), uzun zincirli PC'lerin daha fazla Cd tutabildigini bildir-
migtir. Fraksiyonlardaki Cd miktar1 gézoniine alindifinda biiyitk molekiillii
PC'lerin bulundugu fraksiyonlarda daha fazla Cd oldugu saptanmigtir. Bu-
nunla beraber elektroforezde kiigiik molekiillii PC, Cd ile daha giiglii bilegik
olugturmugtur. Aragtirmacilarin bulgular1 bizim bulgularimizla uyum
icindedir.

Molekiil agirligini saptamak iqih yiiriittligiimiiz SDS-PAGE ile elde edi-
len verilerde, Coomassie Brillant Blue R-250 ile koyu boyanan HMW Cd-
baglayan proteinler (>50 kDa) ve heterojen yapida 10.5 ile 26 kDa arasinda
molekiil agirlifina sahip 5 farkli fitokelatin belirlenmigtir.

Benzer bir galiyma yiiriiten LEITA ve dig. (1991), P. vulgaris
koklerinde 9.2 kDa molekiil agirliginda fitokelatin oldugunu kaydetmisler ve
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koyu bir bant olugturarak boyanan 42 kDa airliga sahip HMW Cd-BP sap-
tamuglardir. RAUSER (1984), vaskiiler bitkilerde 10-33 kDa agirliinda Cd-
BP'ler bulundugunu, DE KNECHT ve dig., (1994) ise Silene vulgaris'te 14.5
kDa'luk Cd-PC belirlediklerini kaydetmiglerdir. GRILL ve dig. (1985), Cd
uygulama siiresi, Cd konsantrasyonu ve farkli bitki tiirlerinin degisik
yapidaki PC olusumuna neden olabilecegini ileri siirmiigtiir. Verilerimiz bu
aragtirmacilann bulgulanyla paralellik gostermektedir.

En yiiksek Cd igeren saflagtirilmug fraksiyonlarda hem HMW Cd-BP ve
hem de LMW Cd-PC'ler igeren total protein miktarlar1 saptanmig
(RUEGSEGGER ve dig., 1990) ancak sadece PC'lerin miktarini 6lgmek igin
daha baska tekniklere gereksinim duyuldugu bildirilmigtir.
(ABRAHAMSON, 1992).

Kum Kkiiltiirlerinde aym1 diizeyde Cd uygulayarak yetigtirdigimiz bitki-
lerden elde edilen ekstreler 109Cd2+ jle % 40 PAGE'e uygulandiginda benzer
sinyalleri vermemis olmasi, 7 giinlik Cd uygulamas: siiresi iginde bitki
koklerinin yeterli Cd alamadiim1 ve bu nedenle fitokelatin olusumunun
gergeklesmedigini diisiindiirmektedir. Bu verilerimiz literatiirdeki bazi
aragtirmalarla uyum igindedir. (RAUSER, 1991; ROGNES ile kisisel
soylesi, 1993).

Sonug olarak, A.altissima koéklerinin, LMW fitokelatin ve HMW Cd-
baglayan proteinler igerdigini belirlemis olduk.

Fitokelatinlerin Cd-baglama kapasitesi ile hiicrelerde Cd'la kelat
olusturduu ve biiyiik olasilikla Cd'u vakuole tagiyarak toksik etkilerini
azalttifi One siiriilmiiy ancak, Cd-detoksifikasyonu ve homeostasisinin
yalnizca PC miktari ile degil, PC'nin Cd ile bilesik olugturmasina da bagh
oldugu belirtilmigtir (VOGELI-LANGE & WAGNER, 1990; DE KNECHT
ve dig.. 1994).

Incelenen yayinlarda A.altissima bitkisinde Cd-toleransi ve fitokelatin
olusumu ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. Gelecek yillarda
bu konunun diger yonlerini agiklifa kavugturmay: amaghyoruz. Ulkemizde
genig bir yayilim alani gosteren bu bitkinin gevre kirliliginin giderilmesinde
etkin bir rol oynayabilecegi kanisindayiz.
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V. OZET
Ailanthus altissima'da kadmiyum toleransi ve fitokelatin olusumu

Bu ¢aligmada bitkilerde Cd toksisitesi, Cd birikimi ve Cd tolerans: ince-
lenmig ve Cd toleransinda rol oynayan fitokelatinlerin olugumu sap-
tanmugtir.

Aragtirmamizin ilk bolimiinde 5 farkli bitki tiiriinde (A.altissima,
P.abies, L.esculentum, Z.mays, V.radiata) Cd toksisitesi, Cd birikimi ve Cd
tolerans: belirlenmisgtir.

Su kiiltiirlerindeki fidelere, 27 giin siireyle, degistirilmis Ingestad besi
¢Ozeltisi i¢inde 6 farkli Cd konsantrasyonu (10, 30, 50, 100, 200, S00 xM)
uygulandi. Deney siiresince, diizenli araliklarla kok ve govde uzunluklan
Olgiildii, bitkilerin genel durumu ve goriiniimleri kaydedildi. Deney sonunda
bitkiler hasat edildi, koklerin taze ve kuru agirliklari alindi ve kok
orneklerindeki Cd miktar1 AAS ile saptandi. Uygulanan Cd konsantrasyonu
arttik¢a kok ve govde uzunluklari, ayn1 zamanda taze ve kuru agirhiklar indir-
gendi, ancak kotklerdeki Cd miktarinda artig oldu. Yukarndaki verilerle bitki-
lerin Cd tolerans: belirlendi. Sonuglara gore, A.altissima, P.abies, Z.mays,
L.esculentum, V.radiata igin tolerans sinirlari sirasiyla 200, 100, 50, 30 ve 10
uM olarak saptandi.

Aragtirmamn ikinci boliimiinde A.altissima bitkisinde fitokelatin (PC)
olusumu incelendi. Su kiiltiirlerindeki bitkilere 1 hafta siireyle letal dozun
altinda Cd (200 M) uygulandr ve bitki kokleri ekstre edildi. Ekstredeki
Cd-baglayan proteinler kromatografik yontemlerle saflagtirild:
(QAE-Sephadex A-25, Sephadex G-75) ve elde edilen fraksiyonlardaki Cd
miktan alevli AAS ile olgiildii. Cd'un gerek kiigiik polipeptidlere ve gerekse
bilytik proteinlere baglandif: belirlendi. Bu fraksiyonlar, 199Cd2+ baglanma
esasina dayanan, nativ poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) ve otoradyogra-
fi yontemleriyle analiz edildi.
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Otoradyografik incelemelerde, gerek diiglik gerekse yiiksek molekiiler
agirhkli proteinlerin 109Cd2+ ile bilegik olugturdugu saptandi. Verilere gore,
diigiik molekiiler agirlikli bu bilegiklerin (y-Glu-Cys), -Gly, n=2-6,
yapisindaki fitokelatinler oldufu diisgiiniilmektedir.

Saptanan fitokelatinlerin ve diger Cd-baglayan proteinlerin(Cd-BP) mo-
lekiiler airliklarim1 bulabilmek amaciyla SDS-PAGE uygulandi. PC
degerleri 10.5-26 kDa arasinda degisim gosterdi ve Cd-BP'ler > 50 kDA ola-
rak belirlendi. Cd igeren saflagtiilmig fraksiyonlardaki total protein miktar
da spektrofotometre ile ayrica Slgiildii.

A.altissima ile benzer kogullar altinda yiiriitiilen bir diger deney serisi de
kum kiiltiirlerinde yapildi. Cd-baglayan proteinlerin olusumunda zamanin et-
kisini inceleyebilmek ig¢in Cd uygulanan fidelerin kokleri 1 hafta boyunca
hergiin ekstre edildi. Ancak, kum kiiltiirlerinde Cd alimumn yavas olmasi ne-
deniyle otoradyografi filminde sadece ¢ok zayif sinyaller elde edilebildi.

Sonug olarak A.altissima'da Cd-tolerans mekanizmasinda rol oynayan fi-
tokelatinleri saptamig olduk. Literatiirde bu bitkiyle ilgili benzer nitelikte her-
hangi bir ¢aligmaya ise rastlamadik. Ozellikle kentsel ve endiistriyel kirliligin
bulundugu bolgelerde dagilimu dikkat geken A.altissima'min, aragtirmamizda
elde edilen veriler de gozoniine alindifinda, ¢evre kirlenmesi ile ilgili sorun-
larin ¢oziimiinde 6nemli yer tutacagi kanisindayiz.
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SUMMARY

Cadmium tolerance and phytochelatin production in
Ailanthus altissima

In this investigation, Cd toxicity, Cd accumulation and Cd-tolerance in
plants has been observed, and then phytochelatin production which plays role
on Cd-tolerance been detected.

In the first part of the research, Cd toxicity, Cd accumulation Cd toleran-
ce of 5 different plant species (A.altissima, P.abies, L.esculentum Z.mays,
V.radiata) were monitored. Hydroponic cultures of the seedlings were expo-
sed to 6 different Cd concentrations (10, 30, 50, 100, 200, S00 M) in a modi-
fied Ingestad solution for 27 days. Root lengths and shoot heights of plants
were measured and general conditions and appearences were registered regu-
larly during the experimental period. At the end of the experiment, fresh and
dry weights of roots were surveyed and the Cd content of root samples deter-
mined using AAS. Root and shoot lengths, as well as fresh and dry weights
were reduced, but Cd content of the roots increased with the increasing con-
centrations of Cd treatment.

By the using of above mentioned datas, Cd tolerance of plants were de-
tected. According to these results, Cd-tolerance limits for A.altissima,
P.abies, L.esculentum, Z.mays, V. radiata are found 200, 100, 50, 30, and 10
¥M, respectively.

As a second part of investigation, phytochelatin (PC) production in
A.altissima plant was observed. Plants were treated with sublethal dose of Cd
(200 M) in hydroponic cultures for a week and those plant roots were ext-
racted. Cd-binding proteins in the extract was purified by chromatographic
techniques (QAE-Sephadex A-25, Sephadex G-75) and the Cd content of the
eluted fractions was determined using flame AAS. Cd was apparently bound
to both smaller polypeptides and to larger proteins.
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These fractions were analyzed with a 109Cd2+ binding assay using non-
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and autoradiography.
Due to the autoradiographic observations both low and high molecular weight
proteins which make complex with 109Cd2+ were detected. We estimated that
the data indicated low molecular weight compounds, belongs to phytochela-
tins of the type (y -Glu-Cys),-Gly, where n=2-6.

Then, SDS-PAGE were applied to detect the molecular weights of these
phytochelatins and other Cd-binding proteins. PC values fluctuated between
10.5 - 26 kDa and Cd-BPs were found as > 50 kDa.

Total protein amounts of the Cd-containing purified fractions were also
determined by using spectrophotometer.

Other serial of investigation carried out in sand culture with A.altissima
plant and similar experimental conditions. The roots of the Cd-exposed Seed-
lings were extracted daily for a week to observe the time course of induction
of these Cd-binding proteins. However, only very faint signals were obtained
on the autoradiography film perhaps due to slow uptake of Cd in sand culture.

In conclusion, we found out the phytochelatins which play role on Cd-
tolerance mechanisms of A.altissima. As we searched entire literature, none
of similar investigations carried out with this plant haven't been sighted.

Especially urban and industrially polluted areas which A.altissima vast

spread around, encourage and supports the ideas that it is likely going to be
play a major role on solving environmental pollution problems.
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