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OZET

BRACHYCHITON POPULNEUS (SCHOOT & ENDL.) R. BR.” DA
(JAPON KAVAGI) KADMIiYUM VE BAKIR STRESININ ARASTIRILMASI

Bu c¢alismada Brachychiton populneus bitkisindeki agir metal toksisitesi, birikimi ve
toleransinin arastirilmasi amaclanmistir. Tohumlar c¢imlendirilerek kiiclik fide olana
kadar Ingestad besi ¢6zeltisi ile yetistirilmistir. Daha sonra, bitkilere 50 ve 150 uM Cd
ile 500 ve 1500 pM Cu uygulanmistir. Agir metal uygulamasi sonucunda bitkilerde
meydana gelen morfolojik degisiklikler fotograflandirilip kayit altina alinmistir.

Ekofizyolojik ve biyokimyasal parametrelerin incelenebilmesi i¢in, bitkilerin kok ve
yapraklarindan ekstreler yapilarak spektrofotometrik yontemlerle klorofil igerigi,
protein miktari, antioksidan enzim aktivitesi (CAT, GR ve GPOX), prolin aktiviteleri
Olgilmiis ve atomik absorpsiyon spektrometresiyle de agir metal miktarlari

belirlenmistir.

Sonug olarak, agir metal uygulamas: ile bitki yapraklarinda, koklerinde ve govdelerinde
asir1 miktarda birikim gériilmemistir. Uygulanan agir metalin tiirii ve konsantrasyonuna
bagl olarak yapraklarda kloroz olusmustur. Ozellikle Cu uygulamalarindaki kloroz
belirgin sekilde goze ¢arparken, Cd uygulanan bitkilerde hafif kloroz ve hafif nekrozlar
meydana gelmistir. Bunun yani sira, bitki koklerinde asir1 miktarda musilaj olusumu
dikkat c¢ekmistir Klorofil, prolin, taze ve kuru agirhiklarda azalmalar goriilmiistiir.
Antioksidan enzimlerde ise CAT aktivitesi kontrole gore azalirken, GPOX genelde
kontrole gore artmistir. GR ise kontrole yakin diizeylerde aktivite gostermistir. Yapilan
calismalar 1s1¢inda, bu bitkinin fitoremediasyon i¢in uygun olamayacagi ancak
bozulmus alanlarin, kirli, sicak ve kurak bdlgelerin ekorestorasyonunda faydali

olabilecegi kanisia varilmigtir.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF CADMIUM AND COPPER STRESS IN
BRACHYCHITON POPULNEUS (SCHOOT & ENDL.) R. BR. (BOTTLE TREE)

In this study, heavy metal toxicity, accumulation and tolerance in Brachychiton
populneus has been investigated. Seeds were germinated and watered with Ingested
nutrient solution until they became seedlings. Afterwards plants were treated with 50-
150 uM Cd and 500 -1500 uM Cu concentrations and morphological changes were
photographed and registered.

Plant roots and leaves were extracted to investigate ecophysiological and biochemical
parameters, Chlorophyll and protein amounts, antioxidant enzyme activity (CAT, GR
and GPOX) and proline activity were quantified with spectrophotometric methods and

heavy metal accumulations were detected with atomic absorption spectrometer.

In conclusion, no excessive heavy metal accumulation was observed either in plant
leaves, roots or stems. According to the heavy metal type and concentration, chlorosis
was observed in the plant leaves. While chlorosis was evidently available especially in
Cu treatments, chlorosis and necrosis in minor degree came in existence in the Cd
applied plants. Moreover, excessive mucilage was also observed in the plant roots.
Reductions in chlorophyll, proline and fresh and dry weights occured. While CAT
activity in antioxidant enzymes decreased in comparison with control, GPOX,
meanwhile, increased compared to control. GR, on the other hand, was observed to be
active in close degree with control. The study reveals that the plant was not appropriate
for the fitoremediation practices, but can be usable in the ecorestoration of damaged,

polluted, hot and dry areas.


http://tureng.com/search/nourishing
http://tureng.com/search/seedling%20seed
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1. GIRIS

20. yiizyilin baglarindan itibaren biyosferdeki agir metaller belirgin sekilde artmaya
baslamig toprak, su ve hava ekosistemlerinde birikerek, bitkiden insana her gesit
organizma i¢in acilen tedbir alinmasi gereken bir ¢evre sorunu haline gelmistir (Saglam
ve Cihangir, 1995).

> ten daha yogun olan metallere agir metal denir. 60’tan fazla

Yogunlugu 5 g/cm
element agir metal olarak kabul edilse de bakir (Cu), demir (Fe), ¢inko (Zn), kursun
(Pb), civa (Hg), kobalt (Co), mangan (Mn), krom (Cr), selenyum (Se), nikel ( Ni) ve
kadmiyum (Cd) en sik rastlanan ve en ¢ok taninan agir metallerdir (Azevedo ve Lea,

2005).

Bazi clementler enzim, vitamin ve hormonlarin bilesenlerinde bulunur. Emilme,
sindirim ve metabolizmada gorev alirlar ve belirli viicut yapilarinda tamamlayici olarak
rol oynarlar. Dogada bulunan Cd, Cr, Hg ve Pb gibi agir metaller canlilar i¢in mutlak
gerekli olmayip eser miktarlar1 bile toksik etki gdsterirken, Cu, Cr, Fe, Mn, Mo, Zn ve

Ni gibi agir metaller canlilar i¢in belli bir doza kadar gereklidir, bu elementler “iz” veya

“eser” element olarak adlandirilir (Somers, E., 1974).

Endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin egzoz gazlari, maden yataklar1 ve isletmeleri,

volkanik faaliyetler, tarimda giibreleme ve ilaclama gibi pek ¢cok etmen agir metallerin
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cevredeki miktarlarin1 artirmakta ve biyolojik sistemlerde birikime neden olmaktadir
(Kahvecioglu,0 ve dig., 2001). Bitkilerde Hg, Cd ve Pb’un eser miktarda bile
bulunmalar1 kirlenmeye isarettir. Toksisite, metallerin proteinlerin silfhidril gruplarina
baglanmasi sonucu olusur. Bitkilerin kirleticileri biinyelerinde toplamalar1 hem bitki
yagamini hem de besin zincirini etkiler. Agir metallerin bitki dokularmda asir1 birikimi

bitkilerde strese neden olan 6nemli faktorlerdendir (Brekken ve Steinnes, 2004).

Tezimizde, tohumlar1 Kibris’tan toplanarak iklim odasi kosullarinda yetistirilen
Brachychiton populneus kullanilmistir. Bitkide agir metal toksisitesi, birikimi, tolerans
mekanizmasi, fitoremediasyon ve/veya ekorestorasyon agisindan kullanilabilirliginin

arastirilmasi amaglanmistir.

Calismamizda Cd ve Cu birikimi; Klorofil, protein ve prolin miktarlar1 ile bazi
antioksidan enzimlerin aktivitesi incelenmistir. Daha once bu bitkiyle yapilan benzer
bir ¢alismanin bulunmamasi nedeniyle, arastirmamizin literatiire yeni bilgiler
saglayacagi ve ayrica bitkinin biriktirme agisindan agir metallerle kirlenmis veya diger
cevresel etkenlerden zarar gérmiis topraklarda ¢evre biyoteknolojisi yoniinden katki

saglayacag1 goriisiindeyiz.
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2. GENEL BILGILER

2.1. KADMIYUM VE BiYOLOJIK ONEMIi

Kadmiyum (Cd); atom numarasi 48 ve atom agirhigr 112,411 g/mol, yogunlugu 8. 7
glcm® olan periyodik cetvelin II B grubunda bulunan bir gecis elementidir. Cd
yarilanma 6mrii 10-30 yil arasindadir. Glimiis parlakliginda kat1 bir metaldir ve dogada
tek basmna bulunmamaktadir. Cd Il B grubu elementlerinden olan Zn ve Hg ile
benzerlikler gosterir ve dogada biitiin Zn filizlerinde bulundugu i¢in Zn eldesinde yan
irtiin olarak Cd da elde edilir. Baslica Cd tuzlar1 CdS, CdCl, ve CdSO,’tir. Cd ve
bilesikleri olduk¢a zehirlidir (Kabata pendias ve Mukherjee, 2007) ve havada hizla
kadmiyum oksite (CdO) doniisiir. Kadmiyum siilfat, kadmiyum nitrat, kadmiyum kloriir
gibi inorganik tuzlar1 suda ¢6ziiniir. Cd kimyasal 6zellikleri bitki tarafindan alinmasi ve
metabolik fonksiyonlar1 bakimindan Zn’ ya benzemektedir. Ancak agir metaller
grubuna giren Cd elementi 6nemli bir ¢evre kirletici olarak bilinmektedir ve Zn’dan

farkli olarak bitkiler, hayvanlar ve insanlar i¢in toksik etkiye sahip bir elementtir.

Niikleer santrallerde ndtron absorblayici olarak kullanilan Cd, stabilizator olarakta
plastik yapiminda kullanilir. Ni - Cd pillerinde, diisiik erime noktali alasimlarda, yar1
iletken olarak televizyon tiiplerinde, stabilizator olarak PVC’ lerde, korozyona dayanikli
oldugu i¢in gemi sanayinin ¢elik kaplamasinda, boya sanayinde, deterjanlarda, rafine
petrol tiirevlerinde, fosfatli gilibre ve pestisitlerde kullanilmaktadir. Cd diger agir
metaller i¢inde, suda ¢oziinme 6zelligi en yiiksek element oldugu i¢in, dogada yayilma

hizi da yiiksektir. Cd” un bitkilerdeki konsantrasyonu genellikle 0,1 — 1,0 ppm
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araliginda seyretmektedir. Bitkiler i¢in gerekli olmayan bu elementin zehirli hali daha

¢ok enzim inhibisyonu seklindedir (Kahvecioglu ve dig., 2001).

Normalde, Cd iyonlar1 kdkte tutunur, ¢ok az miktar1 govdeye geger. Genellikle, bitkide
Cd igerigi kok > govde > yaprak > meyve > tohum seklindedir ve bitkinin st
kisimlarina gegmesine ragmen meyvede goriilmedigi belirlenmistir (Benavides ve dig.
2005) . Topraktan bitkiye gegis orani ¢ok yiiksek olan ve toprakta olduk¢a hareketli olan
Cd ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile 6zellikle Zn eksikliginde bitkiler tarafindan
kolaylikla alinmasi1 ve bitkinin yenen kisimlarinda da biritkme olasiligmin olmasi bu
metalin ¢evre agisindan biiylik tehlike potansiyeline sahip oldugunu gdstermektedir

(Koleli ve Kantar, 2006).

Cd’nin hiicreye alinmasida K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn ve Ni gibi mineral elementlerle
olan rekabeti rol oynamaktadir. Cd son derece mobil bir element oldugundan apoplastik
yolla (koék endodermis hiicrelerinin duvarlarindan) tasmabilir. Kok sitoplazmasina
kolayca gecebilir. Bundan sonra simplastik tasimayla floeme ve ksileme gecer. Kok
epidermal hiicrelerinin zarmin i¢ kisminda olusan -200 mV’luk negatif zar potansiyeli
agir metallerin alimma yardime1 olmaktadir. Bu nedenle bir¢ok agir metalin koklerdeki
konsantrasyonu topraktaki bitki dokularindan daha yiiksektir. Cd koklere girdikten

sonra organik asit ve fitokelatinler gibi bilesiklere baglanirlar (Benavides ve dig., 2005),

Koklerde Cd tarafindan Fe (III) rediiktaz enziminin inhibisyonu ciddi bir Fe*
eksikligine neden olur. Govdede nitrat rediiktaz enzimini inhibe ederek nitrat
absorbsiyonunu kisitlar. Tiim agr metaller gibi Cd da hiicre zarmin gegirgenligini
etkileyerek su aliminin azalmasina neden olur. Cd hiicre zarindaki ADPaz aktivitesini
azaltir. Bunun yan sira lipit peroksidasyonuna neden olur. Ayrica Cd fotosentezin
karanlik evresinde karbondioksit fiksasyonu asamasinda gorevli enzimlerin aktivitesini
kisitlar. Benzer sekilde klorofil biyosentezini de inhibe eder (Benavides ve dig. , 2005).
Cd toksitesi serbest radikal olusumunu arttirarak ya da enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin olusumunu azaltarak oksidatif strese neden olurlar. Oksidatif stres

sonucu ortaya ¢ikan en dnemli fizyolojik olay senesenstir.
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Yapilan bazi caligmalar gosterir ki, bitkilerde Cd birikimi sonucu klorofil miktarinin
etkilendigi, peroksidaz aktivitesinde bir artis gozlendigi (Ozden ve Baygu 2004);

klorozun meydana geldigi ve yapraklarm kuru agliklarinda azalmanin oldugu
goriilmektedir (Baygu ve Onal 1993).
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Sekil 2.1: Bitkide Cd taginimi (Lombi ve dig. , 2002).

2.2. BAKIR VE BiYOLOJIK ONEMi
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Bakir (Cu); atom numarasi 29 ve atom agirligi 63,546 olan bir | B grubu elementidir.
Kirmizimtirak renkli bir metaldir. Metal isletmelerinde, yakit olarak, elektrik kablosu,
ve ev aletleri imalatinda kullanilmaktadir. Cu yerkabugunda ve bircok mineral
yataginda bol miktarda bulunan bir elementtir.  Trafik yogunlugu, madencilik
faaliyetleri, aritim teknolojileri sonucunda ekosisteme girer (Kabata Pendias ve
Mukherjee, 2007).

Cu bitkilerde en fazla hiicre duvarinda bulunurken ikinci olarak da kloroplastlarda
bulunmaktadir. Kirlenmemis topraklarda Cu igerigi 2-40 ppm arasinda degisirken,
kirlenmis topraklarda 1000 ppm’e kadar ¢ikabilmektedir. Bitkilerde ise ortalama 10
ppm civarinda bulunmaktadir. Cu toprakta organik maddelerce, Mn ve Fe oksitlerce
adsorbe edilmis bir sekilde bulunmaktadir. Bunlarin disinda silikatlara bagli olarak, az
miktarda da degisebilir ve ¢6ziinebilir formda bulunmaktadir (Kukkola E., ve dig.,
2000; Yruela 2005).

Cu bitki beslenmesi i¢in eser miktarlarda gerekmekte ve daha yliksek konsantrasyonlari,
hiicrelere toksik etki yapmaktadir. Ayrica bitkinin kok dokularinda daha fazla birikme
egiliminde olan Cu’ m, govdeye iletimi hareketsiz bir element oldugundan ¢ok daha
azdir (Clemens, 2001).

Cu; Cu?* ve Cu" olmak iizere iki formda bulunur. Bu iki form arasmdaki redoks
dongiisii sonucu asir1 toksik hidroksil radikalleri olusabilir.  Toksik seviyelerde;
koklerde biliylime baskilanmasi, yan kok olusumunda azalma, koyu renkli benekler
olugsmasi1 ve kok kiitikulasinda kalinlagmalar goriiliir. Ayrica kloroz, nekroz, yaprak
renginde bozulma gibi zararlara neden olabilir (Yruela 2005). Hiicresel diizeyde ise
proteinlerin siilfidril gruplarina baglanarak enzim aktivitesini inhibe eder, fotosentezin
inhibisyonuna, N basta olmak iizere mineral elementlerin alinmasinin kisitlanmasina,
protein metabolizmasinin bozulmasma ve lipid peroksidasyonuna neden olur. Ayni
zamanda oksidatif strese karsi bitkinin verdigi cevapta gorev alir (Demirevska-Kepova,
K., ve dig., 2004; Yruela 2005).



23

Li |Eb|CulZn |Cd|B |Al |51 |Pb |V |As|Se |Cr Mo

W

Mn

Fe |Co |Ni

e
i

AT

Wil

% = antagonizina ve'veya sinetjizin |]:|]]]I|] = sinerjizm

% = antagonizma ki = antagonizma olabilir

Tablo 2.1: Bazi metallerin birbirleriyle etkilesimi gosterilmistir

(Pendias, K. ve Pendias A.K., 1986).

2.3. AGIR METALLERE MARUZ KALAN BIiTKIiLERIN

STRATEJILER

GOSTERDIGIi

Bitkiler agir metale maruz kaldiklarinda farkh sekillerde davranirlar. Bunlar;

e Indikatér bitkiler (Indicators)
e Ekskluder bitkiler (Excluder)
e Akiimiilator bitkiler (Accumulators)

e Hiperakiimiilator bitkiler (Hyperaccumulators)
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2.3.1. indikator bitkiler

Bu bitkiler topraktaki metalleri toprak tistii dokularda biriktirirler. Dokulardaki birikim
topraktaki metal miktarini belirtir. Bir ekosistemde, en kiiclik ¢cevresel degisimlere bile
duyarli olan, ¢evre kosullar1 konusunda bilgi saglayan ve erken uyarilarda bulunan

tirlere indikator tiirler denir.

2.3.2. Ekskluder ( metal tutucu ) bitkiler

Genis bir alandaki toksik metallerin alinimini sinirlayan bitkilere ekskluder bitki denir.
Bir cok ekskluder bitki kirlenmis topraklarda sadece canli kalmaz ayrica yiliksek agir
metal konsantrasyonu iceren topraklarda ¢ok az bir miktar biinyelerinde bulundurarak
canli kalabilirler (Baker, 1981; Wenzel ve dig., 2003). Ekskluder bitkiler agir metallerle
kirlenmis toprakta toksik smirlarnm altinda agir metal bulundurur ya da yiiksek

konsantrasyondaki agir metalleri kdklerinde tutup toprak tistii kisimlara iletmezler.

Bilinen birka¢ ekskluder bitkiler:

e Silene vulgaris- Ni- ekskluder (Wenzel ve dig.,2003)
e Hyparrhenia hirta — Cu- ekskluder (Poschenrieder ve dig. 2001)

e Armeria maritima — Co- ekskluder (Brewin ve dig.2003)

2.3.3. Akiimiilator bitkiler

Biinyesinde toksik septomlar1 gdstermeden topraktaki metal konsantrasyonu yansitan
bitkilere akiimiilator bitkiler denir. Topraktaki konsantrasyon bitkidekinden ¢ok daha

fazladrr.

2.3.4. Hiperakiimiilator bitkiler

Bu bitki tiirleri topraktaki metallerden veya metal biriktirmeyen bitkilerden ¢ok daha
yiiksek seviyede metal bulundururlar. Yapraklarinda kuru agirlik olarak % 0. 1 Ni, Co,
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Cu, Cr, Pb veya % 1 Zn’dan fazla metal igeren bitkiler hiperakiimiilator olarak
tanimlanir (Baker, 1981). Hiperakiimiilator bir bitki 10 ppm’ den fazla Hg, 100 ppm’
den fazla Cd, 1000 ppm’ den fazla Co, Cr, Cu ve Pb ve 10000 ppm’ den fazla Ni ve Zn’
yu biinyesine alabilmektedir. Simdiye kadar, en azindan 45 bitki familyasinda 400 bitki
tiirliniin metal somiiriicii hiperakiimiilator oldugu belirlenmistir. Bunlardan ¢ogu Ni’ i
biyolojik olarak konsantre hale getirebilmekte, yaklasik 30 tanesi Co, Cu ve/veya Zn’
yu absorbe edebilmekte, ¢ok azt Mn ve Cd’ u biriktirebilmektedir. Ornegin, ¢ogu
bitkiler yaklasik 100 ppm’lik bir Zn birikiminde toksisite semptomlarin1 gosterirken, en
yaygin metal hiperakiimiilatorii olarak bilinen Thlaspi caerulescens’m 26000 ppm’in
tizerinde bir birikimi saglayabildigi literatiirden bilinmektedir (Lasat, 2000). Metal
hiperakiimiilasyonu metal igerikli topraklara ekofizyolojik bir adaptasyondur (Maywald
ve Weigel, 1997).

IHiperakﬁm iilator Bitkiler

L
e

u —l indikator Bitkiler

Akiim iilator Bitkiler

I Ekskluder Bitkiler I

Bitkid e alim ve yerdegistirme

L
o

Topraktaki metal konsantrasyonn

Sekil 2.2: Bitkilerin agir metale maruz kaldig1 zaman gosterdikleri 4 strateji
(Prasad M.N.V., 2008)

2.4. BITKILERDE AGIR METAL STRESI

Bitkiler normal gelisimlerini optimum kosullarda gerceklestirirler. Bir ¢evrede devamli

olarak ya da arada sirada meydana gelen ¢ok sayidaki olumsuz fakat hemen oldiiriicii



olmayan kosullar stres olarak bilinmektedir. Bir baska yaklasimsa bitkide
metabolizmayi, bliylime ve gelismeyi etkileyen ya da engelleyen, uygun olmayan
herhangi bir durum ya da madde stres olarak kabul edilir (Lichtenhaler, 1998). Lewitt’e
(1980) gore stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Lichtenthaler (1996) ise stres faktorlerini dogal ve insan kaynakli olmak iizere
smiflandirmaktadir. Yiiksek 1s1ma, yiliksek ve diisiik sicakliklar, ani donma, su kitlhigi ve
mineral eksikligi dogal stres faktorlerini olustururken; hava kirleticileri, asir1 azot
verilmesi, foto oksidantlar, reaktif oksijen tiirleri ve agir metaller insan kaynakli stres

faktorlerini olusturmaktadir (Kog, E. ve Ustiin, S.A., 2008).

Cozeltideki eser element konsantrasvonu

A

Tiim bitkideki eser element miktari

Sekil 2.3: Besi Cozeltisindeki Konsantrasyonlarinin Bir Fonksiyonu Olarak Bitkilerde Eser
Element Alim1 (Pendias,K. ve Pendias A.K.., 1986)

Eser elementlerin bitkide fazla miktarlarda bulunmasi sonucunda bitkinin yapisinda baz1

degisiklikler meydana gelebilir. Bunlar:

1. Hiicre zarmin gecirgenligini degistirirler (Ag, Au, Br, Cd, Cu, F, Hg, I, Pb, Uo? ).
2. Katyonlar ile tiyol gruplar1 reaksiyona girerler (Ag, Hg, Pb).
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3. Zorunlu metabolitlerle yer degistirme rekabeti meydana getirirler (As, Sb, Se, Te,
W, F).

4. ATP veya ADP ‘nin aktif gruplarmin ve fosfat gruplariyla tepkimeye girme
ilgilerini azaltirlar( tiim agir metaller, Al, Be, Sc, Y, Zr ve La)

5. Esansiyal iyonlarm degisiklife ugramasina neden olurlar (6zellikle baslica
katyonlarla) (Cs, Li, Rb, Se, Sr)

6. Fosfat ve nitrat gibi esansiyal gruplarm yerlerini isgal eder gorevlerini engellerler

(arsenat, bromat, florat, borat, selenat, tellurat ve tungstat) (Prasad, 2008)

Agir metal iyonlarini toprak ¢ozeltisinden kokleri araciligr ile alan bitkiler topraktaki

kirlenmeden etkilenen ilk canlilardir.

2.4.1. Bitkilerde agir metal alimim

Yapilan arastirmalarda bitkilerin, az miktarda da olsa atmosferde bulunan agir metalleri
yapraklar1 aracilig ile alabildikleri gosterilmesine ragmen (Harrison ve Chirgawi, 1989;
Lindberg ve dig. , 1992; Godzik, 1993; Lombi ve dig., 2002 ) agir metal alimim1 biiyiik
oranda kokler araciligi ile olmaktadir. Agir metaller topraklarda, kolloidlere tutunmus
halde, organik maddelere bagli halde ve toprak ¢ozeltisi icinde iyon halinde bulunurlar.
Bitkiler ancak toprak c¢ozeltisinde iyon halinde bulunan agir metalleri kokleri
aracili@iyla alabilirler. Kosullarin degismesi (pH, sicaklik, organik madde miktari, diger
metallerin varligi, mikroorganizmalar vb.) toprak c¢ozeltisi i¢indeki agir metal
konsantrasyonunu degistireceginden agir metal almimimni da etkileyecektir. Ornegin
pH’m diismesi ortamdaki H® iyonlarinin artmasma neden olmaktadwr, artan H”
katyonlari, agir metal katyonlar1 (molibdenin anyon formu da bulundugu i¢in istisnadir)
ile rekabete girmekte, kolloidlere tutunmasini engellemekte ve boylece agir metallerin
toprak ¢ozeltisindeki konsantrasyonunun artmasina neden olmaktadir (Greger, 1999).
Agir metal alinimi, bitki tiirline bagl olarak da degisiklik gostermektedir. Kok katyon
degisim kapasitesi, kok ylizey alan1 gibi 6zellikler agir metal alinimini etkilemektedir
(Davies, 1995). Ayrica bitkiler rizosfer pH’sin1 degistirerek ( Muranyi ve dig., 1994), ya
da rizosfere malat, sitrat, musilaj gibi maddeler salgilayarak (Jackson ve dig., 1990)

aldiklar1 agir metal miktarmi degistirebilmektedirler.
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Bazi durumlarda bir agir metal diger bir agir metalin alimmi arttirabilmekte ya da
azaltabilmektedir (He ve dig., 2005; Lombardi, ve dig., 2005). Pb ve Cd gibi agir
metallerinin topraktaki ve bitkideki konsantrasyonun artmasmin, K, Ca, Mg, Fe, Mn,
Cu, Zn gibi besin elementlerinin alinmasmi ve kullanilmasini etkiledigi birgok

arastirmada tespit edilmistir ( Rivetta et al. ,1997; Sharma and Dubey, 2005).

2.4.2. Bitkilerde agir metal taginim

Koklerden alman agir metaller ksilem aracilig1 ile gévde ve yapraklara iletilmektedir. Kok
icine alinan agir metaller apoplastik ve/veya simplastik yolla ksileme ulagirlar. Endodermal
hiicre tabakasi, ksileme apoplastik yoldan agir metal ulasimini engelleyen bir bariyer gorevi
yapmaktadir. Bu nedenle genellikle agir metaller simplastik yoldan bu tabakayi asip
ksileme ulagsmak zorundadirlar (Tester ve Leigh, 2001). Ksilem ile agir metal iletimi bitki

tiiriine ve metal ¢esidine bagh olarak farkliliklar gostermektedir.

Baz1 metaller ise (6rnegin Cd) iyon halinde ksilemde taginir. (Mench ve dig., 1988). Bunun
yani sira organik asitlerin de tasinmada rol oynadigi bildirilmistir (Greger, 1999). Floem
araciligr ile de agir metal iletimin olup olmadiginin tespitine yonelik aragtirmalarda, Cd
uygulanmig yapraklarda kismi bir taginim s6z konusu olsa da (Greger ve dig., 1993), Cd, Cu
ve Zn ile yapilan diger arastirmalarda, bu agir metallerin yapraklardan koklere uzanan bir
iletiminin olmadig1 saptanmistir. Floemin, muhtemelen agir metalleri baglayabilen iyon ve
molekiillere sahip protoplazma icermesi agir metallerin tagimnmasii zorlastirmaktadir

(Greger, 1999; Peng ve dig.. 2006).
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Sekil 2.4: Agir metallerin bitki hiicreleri tarafindan almimi
(Semboller: HD; hiicre duvari, M; metal, kiireler; kelatorler, oval seklindeki yapilar; tagiyicilar,
fasulye seklindeki yapilar; metallosaperonlar) (Lombi ve dig. , 2002).
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Sekil 2.5: Bitkideki agir metallerin kaynaklar1 ve bitkinin verdigi cevaplar
(Prasad M. N.V 2008)
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2.4.3. Bitkilerde agir metallerin yol actig1 zararlar

Asirt  (toksik  konsantrasyonlar) agir metale maruz kalma, bitkilerde bir¢ok
degisikliklere neden olmaktadir. Bu degisikliklerin yol actig1 zararlarm bir kismi gozle
goriilebilir ve Olciilebilir (morfolojik degisiklikler) diizeyde iken, bircogunun

saptanabilmesi ise karmagik biyokimyasal analizleri gerektirmektedir.

2.4.3.1. Agir metallerin kok, govde ve yapraklara etkisi

Agir metal zararinin ilk ve en belirgin etkisi koklerde goriiliir (Tester ve Leigh, 2001,
Verma ve Dubey, 2003; Ouzounidou ve dig., 1995). Yiiksek metal konsantrasyonuna
maruz kalmis bitkilerde kokler, normal bitki koklerine gore oldukca kisa kalmakta ve
sagak kok sayisinda azalma, yan koklerde artma ya da azalma goriilebilmektedir.
Bunlarin diginda koklerde lignifikasyon ile epidermis ve hipodermiste bazi yapisal
degisiklikler de saptanmistir. Agir metal alinimi devam ettikge etkisi govde de
goziikmekte ve govde uzamasi da etkilenmektedir. Gerek kok ve gerekse gévdenin taze
ve kuru agrrliklarinda azalma meydana gelmekte ve bitki biiylimesi yavaslamaktadir
(Koleli ve dig., 2004; Sharma ve dig., 2004; Chaoui ve Ferjani, 2005; Lombardi 2005).
Maruz kalinan agir metal ¢esidine ve konsantrasyonuna bagli olarak bitki yapraklarinda;
sekil degisikligi, alan kiigiilmesi, sararma (kloroz) ve nekrotik leke olusumu
goriilmektedir (Benavides ve dig., 2005; Koleli ve dig., 2004; Lombardi, 2005).
Benavides ve dig. (2005)’ne gore, Cd toksisitesinin en kolay bigimde saptanan etkisi,
yaprak biiylimesinin inhibisyonu, yapraklarda yuvarlanma ve sararmadir. Ayrica ayni
arastiricilar, yapraklardaki sararmanin, Fe vyetersizligi, P yetersizligi ya da Mn

taginiminin engellenmesi nedeniyle olabilecegini de bildirmislerdir.
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2.4.3.2. Agir metallerin enzim aktiviteleri iizerine etkisi

Enzimlerin aktif bolgelerinde bulunan siilfidril gruplari, enzim aktivitesinde 6nemli rol
oynar. Pozitif yikli agir metaller, bu bolgelere baglanarak enzim aktivitelerinde
inhibisyona neden olurlar. Agir metallerin bazilar1 enzimlerin ¢aligabilmesi igin gerekli
kofaktorlerdir. Ancak yiiksek konsantrasyonlardaki baska metaller, kofaktdr metallerin
yerlerine gecebilir ve enzim aktivitesinde azalmaya neden olabilir. Bazi durumlarda ise,

agir metaller enzimlerin aktivitelerini arttirabilmektedir (Ralph ve Burchett, 1998).

2.4.3.3. Agir metallerin membranlar iizerine etkisi

Agir metaller, lipitlere baglanarak ve/veya reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu
arttirip lipit peroksidasyonuna neden olarak ( Halliwell ve Gutteridge, 1999; Wu ve dig.,
2003) membran (hiicre, kloroplast, mitokondri, tilakoid membranlar1 vb.) yapilarinin ve
islevlerinin degismesine sebep olurlar. Zars1 yapilarin kompozisyonunda meydana gelen
degisiklikler hiicre membran akiskanliginin degigmesinin yaninda, membrana bagl
enzimlerin yapisinin ve aktivitelerinin de degismesine neden olmaktadir. Cu, Ni, Pb ve
Cd’un belirli konsantrasyonlarin, bitkilerin hiicre membranlarinda bulunan Adenin tri

fosfataz (ATPaz) enziminin aktivitesini azalttig1 bildirilmistir (Smeets ve dig., 2005).

2.4.3.4. Agir metallerin fotosentez aktivitesi iizerine etkisi

Agir metal stresi; kloroplast yapisinin bozulmasi, klorofil ve karotenoid biyosentezinin
inhibe olmasi, elektron akiminin aksamasi, Kalvin dongiisii enzimlerinin aktivitelerinin
inhibe olmasi, stoma sayisinda ve islevindeki degisikliklere bagli CO; yetersizligi gibi
olumsuz durumlara yol agarak fotokimyasal aktivitenin inhibisyonuna neden olmaktadir
( Macfarlane ve Burchett, 2001; Prasad ve dig, 2001). Kloroplast yapisindaki olumsuz
degisikliklerin yaninda pigment miktarlarindaki azalmalar da fotosentetik aktivitenin
inhibe olmasimin diger bir nedenidir. Cd ve Pb’un konsantrasyonunun artmasi, bitkilerin
K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn gibi besin elementlerinden yararlanmasini engellemektedir
(Sharma ve Dubey, 2005). Bu elementlerden Mg ve Fe klorofil sentezi igin gereklidirler

ve eksikligi klorofil miktarmimn azalmasina neden olmaktadir (Ouariti ve dig., 1997).
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2.4.3.5. Agir metallerin serbest radikal olusumu iizerine etkisi

Agir metaller hiicre i¢cinde serbest radikal olusumunu indiiklerler ve dolayli yoldan lipit
peroksidasyonuna, niikleik asitlerin zarar gormesine, klorofil parcalanmasmma ve
fotosentezin inhibisyonuna neden olurlar. Bazi agir metaller (Fe, Cu vb.) dogrudan
serbest radikal olusumuna neden olurken, Cd, Pb ve Hg gibi redoks kapasitesi olmayan
agir metaller, glutatyon miktarin1 azaltarak, Ca bagimh sistemleri aktive ederek ve Fe
bagimli uygulamalar1 etkileyerek oksidatif olusuma Onciiliik ederler ( Pinto ve dig,
2003). Biyolojik sistemlerde hidroksil-, lipoksi-, tiyol-, fenil-, ve nitroksit- radikalleri
gibi oksijen, siilfiir, nitrojen ve karbon merkezli serbest radikaller olusabilir.
(Kalyanaram, 1996; Dietz ve dig.., 1999). Serbest radikallerin canlilarda en yaygin
bulunan formu reaktif oksijen tiirleri (ROS)’dir. ROS’ler redoks tepkimeleri sirasinda
molekiiler oksijenden olusabildigi gibi mitokondride suyun yiikseltgenmesi ya da
kloroplastlarda elektron aktarimi sirasinda da olusabilirler (Ashraf, 1994; Fridovich,
1995; Singh S. 2006). ROS’nin enzimatik kaynaklar1 hem ekstraseliiler hem de
intraseliilerdir. Biiyilkk ROS kaynaklar1 hiicre duvarlarinda bulunan peroksidazlar ve
aminoksidazlar, plazma membraninda bulunan NADP oksidaz, mitokondri, kloroplast,
peroksizomlarda bulunan intraseliiler oksidaz ve peroksidazlardir (Scandalios, J.G.,
2002).

En iyi bilinen reaktif oksijen tiirleri:

Stiperoksit radikali (O2") ve sentezi
Hidrojen peroksit (H,0,) ve sentezi
Hidroksil radikali (OH") ve sentezi

Singlet oksijen (*O,) ve sentezi
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Mekanizma Lokalizasyon Bashca Reaktif oksijen
tiirleri

Olusum ( iiriin )

Fotosen. ET ve PSI-II | Kloroplast O

Solunmum ET Mitokondri (o7

Glikolat Oksidaz Peroksizom H, O,

NADPH oksidaz Plazma Membram (o7

Yag asidi - Peroksizom H, Oy

oksidasyonu

Oksalat Oksidaz Apoplast H, O,

Ksantin Oksidaz Peroksizom (o7

Peroksidaz .Mn ve Hiicre Duvari H, O, O,

NADH

Amino oksidaz Apoplast Hy On

Parcalama

Siiperoksit dismutaz Kloroplast, Sitozol. mitokondri. Oy
Apoplast

Askorbat peroksidaz Kloroplast. Sitozol. mitokondri. H> On
Apoplast

Katalaz Peroksizom H. O,

Glutatyon Peroksidaz Sitozol H, O, ROOH

Peroksidaz Hiicre duvari. Sitozol. Vakuol HoO

Askorbik Asit Kloroplast, Sitozol., mitokondri. HoOn Oy
Apoplast

Glutatyon Kloroplast, Sitozol., mitokondri. HyOy
Apoplast

a-Tokoferol Membranlar ROOH., O~

Karetencidler Kloroplast O3

Tablo 2. 2: Bitkilerde ROS olusumu, lokalizasyonu ve uzaklastirilmasi
(Kog E. ve Ustiin S.A., 2008).

Yiiksek metal konsantrasyonu ve yliksek 151k gibi uygun olmayan stres kosullari,

mitokondri ve kloroplastlarin elektron tasima sisteminde elektron iletimini engeller ve
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elektron sizintisina neden olurlar. Elektron, ortamda bulunan oksijen tarafindan alimnir
ve sonugta oksijen indirgenmesinin ilk {iriinii olan siiperoksit (O2") radikali olusur. Bu
tepkime ilk kez Mehler adli arastirici tarafindan tanimlandigi icin Mehler tepkimesi
olarak adlandirilmaktadir. Siiperoksitin hem indirgeyici hem de yiikseltgeyici 6zelligi
vardir. Tki molekiil siiperoksit radikali pH’a bagh olarak kendiliginden veya siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi ile katalizlenerek hidrojen peroksit (H20,) ve O,’ ye doniisiir.
Mehler reaksiyonu sonucu olusan HyO,, O™ gibi hem indirgeyici hem de yiikseltgeyici
olarak davranwr. Eger ortamda metal katalizorler veya enzimler yoksa organik
molekiillere dogru diistiik bir ilgi gosterirler. Optimal durumlarda bile hiicrede ¢ok
yiiksek seviyede sentezlenen H,O;’in hiicre zarlarindan gegebilme 6zelligi vardir. Bitki
hiicrelerindeki H,O;’in biiylik bolimi O, radikalinin SOD enzimi ile katalizlenmesi
yoluyla olusmaktadir. Katalaz (CAT), Askorbat peroksidaz (APX) ve bazi genel

peroksidazlar, H,O,’in par¢alanmasini katalizlemektedir.

Askorbat ve H;O;’in  APX  katalizorliigiindeki  reaksiyonu  sonucunda
monodehidroaskorbat (MDHA) ve su olusmaktadir (Sekil 2). Bu reaksiyonun
tamaminda Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR), glutatyon rediiktaz (GR) 6nemli yer tutmaktadir ve ortak ¢alismayla hidrojen
peroksidin zararli etkisi ortadan kaldirilmaktadir (Asada, 1999; Bray ve dig. 2000;
Garratt ve dig., 2002). Tiim bu reaksiyonlar olurken ortamda hem O,  hem de H,0,
radikalleri bulunmaktadir. Bu radikaller birbirleriyle tepkimeye girerek c¢ok daha
tehlikeli bir radikal olan hidroksil radikalini (OH") meydana getirirler (Haber-Weiss
tepkimesi). Normal sartlarda bu reaksiyon ¢ok yavas yiridiigiinden hiicreye fazla
zarar1 olmamaktadir. Ancak Fe, Cu gibi agir metallerin yiiksek konsantrasyonlarinda bu

reaksiyonun hizlandig1 (Fenton tepkimesi) saptanmustir (Nikookar ve dig., 2005).
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Elektron iletimi

Cdj* Elektron H,O + 1/20,
Pb~ SiZintisi CAT
e SOD
0, » H,0, APX H,O + MDAsc
Haber — Weiss
Dingiisii \
GR
OH H-O + GSSG

)
Fe™"

Fenton tepkimesi
Cu2+

Sekil 2.6: Agir metallerin neden oldugu ROS olusumu.

Diger bir reaktif oksijen tiirii ise singlet oksijen (*O)’dir. Klorofil tarafindan 1sik
enerjisinin absorbe edilmesiyle ‘aktif triplet klorofil molekiili’ (3K10*) olusmaktadir.
Aktive olmus klorofil molekiiliiniin, absorbe ettigi enerjiyi molekiiler oksijene
aktarmas1 sonucunda iiretilen *O; oksijenin fizyolojik olarak elektron aktarilmamis ve
enerjilenmemis formudur. Oldukga aktif olan bu molekiil iki elektronun transfer edildigi
tepkimelere katilabilir. Bununla birlikte, 151k altindaki kloroplastlarda singlet oksijene
dogrudan rastlanilmamistir. Asada ve Takahashi (1987), singlet oksijenin iiretilse bile
sulu ortamlarda ¢ok kisa dmriiniin oldugunu, ¢evresindeki molekiillerle yiiksek oranda
tepkimeye girdigini ve dretildigi yerde tilakoid membranlarindaki karotenoidler

tarafindan yok edildigini bildirmislerdir.
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2.5. BITKILERIN AGIR METAL STRESINE KARSI GELISTIRDIiGi
KORUNMA MEKANIZMALARI

Bitkilerin strese yaniti, kagmma (sakinma) ve tolerans (dayanma- savunma) olmak
tizere iki sekilde olur (Lewitt, 1980; Bray ve dig., 2000).

2.5.1. Kaginma:

Kacmma, stres faktorlerinin bitkiye giriginin dnlenmesi veya azaltilmasi olup, bitki
morfolojisinde ve metabolizmasinda degisiklikler meydana getirir. Bu mekanizma

asagidaki yollarla gerceklestirilir.

1. Bitkinin ¢evre ile temas halinde oldugu yiizeylerinin morfolojik ve kimyasal
biitiinliiglindeki degisiklikler: yaprak ayasmin alant ve kalnlhigi, stoma
biiyiikliigii ve yogunlugu, kutikulanin kalinlig1 ve kimyasal yapisi, yaprak ve
kok salgilarinda toksik ve engelleyici bilesenlerin olusumudur.

2. Ontogenetik degismeler (stres faktorlerinden mevsimsel olarak kaginma): stres
olayinda once dormant ontogenetik faza (tohum, yumru olusumu) gecis

saglanarak, bitki liretkenligi garantili hale getirilir.

Agir metal alimmmindan sakinma

Baz1 bitkiler rizosferdeki pH’sin1 artirarak, agir metal alinimini1 azaltacak yontemler
gelistirmiglerdir. pH artinca metallerin hareketliligi (mobilitesi) azalmaktadir (Jackson
ve dig., 1990). Bazi organik asitlerin rizosfere verilmesi ve burada agir metallere
baglanmasi (kelatlasma), metal alinimmin azalmasmna neden olabilmektedir. Cd’un
kelat (metaltelektron verici molekiiller) formunda kokler tarafindan alinamadig:
gosterilmistir. Cesitli karbonhidratlar1 iceren ve koklerin apikal bdlgesinden salgilanan
musilaj da agir metallerle yiiksek oranda baglanma kapasitesine sahiptir (Puthota ve
dig., 1991). Musilaj ve kalloz gibi karbonhidratlarin salimimmin, Cd stresini
engellemeye yonelik bir savunma oldugu bildirilmistir (Verkleij ve Schat, 1990;

Wagner, 1993).
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2.5.2. Tolerans:

Stres faktorlerinin etkisini ortadan kaldirma, azaltma ya da onarma mekanizmalaridir.
Bu tepki tipi doku seviyesinde degisiklikler (yara periderminin olusumu gibi) ,
subseliiler seviyedeki degisiklikler (hiicre duvari ilavesi, membran, kloroplast ve hiicre
duvar1 modifikasyonlarinin olusumu gibi) ve antioksidan enzimlerin olusumu, stres
proteinlerinin olusumu, fenol polimerlerin (sekonder metabolitlerin) seviyelerindeki

degisiklikleri igerir.

Antioksidan savunma sistemi

Agir metaller dogrudan etkileri yaninda, serbest radikal olusumunu tesvik ederek
dolayli yoldan da bir¢cok zarara (oksidatif stres) neden olurlar. Serbest radikaller icinde
ozellikle aktif oksijen tiirleri olan OH", O; °, ve H,0; radikalleri agir metal stresine
maruz kalan bitkilerde bitkiye zarar verecek diizeylere ¢ikabilmektedir (Shah ve dig.,
2001). Bitkiler serbest radikallerin zararlarindan korunmak igin kompleks bir
antioksidan savunma sistemine sahiptir (Halliwel ve Gutteridge, 1999). Antioksidan
terimi, aktif oksijen tiirlerini, kendisi bir yikic1 radikale doniismeden, baskilayan bir
molekiil olarak tanimlanabilir. Antioksidan savunma sistemi, enzimleri ve bazi indirgen

molekiilleri igeren bir sistemdir.

Bu sistemin esas bilesenlerini siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,
peroksidazlar ve glutatyon-askorbat dongiisiiniin enzimleri olan askorbat peroksidaz,
dehidroaskorbat rediiktaz, monodehidroaskorbat rediiktaz ve glutatyon rediiktaz,
guaiakol peroksidaz gibi enzimatik antioksidanlar ile askorbat, glutatyon, a-tokoferol,
fenolik bilesikler ve karotenoidler gibi enzimatik olmayan antioksidanlari igerdigi

bilinmektedir (Foyer ve dig., 1994; Hodges ve Forney, 2000).

Stiperoksit dismutaz (SOD, E.C 1.15.1.1), siliperoksidin (O2) nin en Onemli
gidericisidir ve enzim aktivitesi sonucunda hidrojen peroksit (H202) olusur. SOD
aktivitesinin bu toksik iirlinli, askorbat peroksidaz (AP, E.C 1.11.1.1), Guaiakol
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peroksidaz (GPOX E.C.1.11.1.7) ve glutatyon rediiktaz (GR, E.C 1.8.1.7) tarafindan
ortadan kaldirilir. Glutatyon rediiktaz redoks dongiisiinde 6nemli bir enzim olup,
glutatyon rediiktaz, okside glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH) indirgenmesini
katalizleyen bir enzimdir ve bdylece indirgenmis hiicresel GSH’in hiicrede yeterli
seviyede kalmasini saglar. Bu enzim flavoprotein disiilfit oksidorediiktaz enzim

ailesinin bir tiyesidir (Mishra S. ve dig., 2006).

Katalaz (CAT, E.C 1.11.1. 6) enzimi ise olusan hidrojen peroksit (H20;)’i suya (H20)
ve molekiiler oksijene (O2) ¢evirir. Hidroperoksidaz olarak da isimlendirilen katalaz bir
sitokrom sistemine sahip tiim aerobik canlilarda bulunan ve H,O;’in su ve oksijene

parcalanmasini katalizleyen 6zel bir proteindir.

2 H,O, - 2 H,O + O,

Hidrojen peroksitin (H202) bu sekilde uzaklastirilmasi sayesinde daha reaktif olan
hidroksil radikallerinin olusumu Onlenmis olur. Bu reaktif oksijen tiirlerinin

uzaklastirilmasi aerobik ortamda yasamayi kolaylastirir.

H,O, + RH,—2H,0 + R

H,O,’nin detoksifikasyonu, en ¢ok peroksizomlarda yerlesmis olan katalaz tarafindan
saglanir. Hidrojen peroksiti ortadan kaldiran diger bir enzim grubu da peroksidazlardir.
Katalaz ve peroksidaz enzimlerinin her ikisi de H,0,’i pargalar. Ancak katalaz hem
elektron alicis1 hem de elektron vericisi olarak H,O, kullanirken, peroksidazlar ise

H20,’i indirgemek i¢in organik bir substrata (RH2) gereksinim duyarlar.

EKATATAY
SOD PEROKSIDAZ
O» I O . H->O» , H-O
Oksijen Siiperoksit Hidrojen Su
peroksit

Sekil 2.7: Katalaz ve Peroksidazlarim enzim aktivitesi.
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Bitkilerde stres etmenin olusturdugu sinyalin algilanmasi bitkinin savunma
mekanizmasint aktif hale getirmektedir. Bitki savunmasinda aktif oksijen olarak
adlandirilan iirlinler bitki hiicresi tarafindan iiretilmeye baslanir. Oksidatif hasara kars1
antioksidan enzimler ve bazi metabolitlerin mevcut stres donemlerinde bitkilerin
yasamasi i¢in adaptasyon rol oynadigi bilinir. ROS tiirleri hiicresel hasarlara neden
olmalarma karsin bitkilerde sinyal molekiilii olarak da gorev yapmaktadirlar. Diisiik
konsantrasyonlarda savunma ile ilgili genlerin uyarilmasinda, savunma cevaplarinin
olusmasinda gorev yapmasina karsin yiiksek konsantrasyonlarda hiicre hasarlarina,

hiicre 6lumlerine neden olmaktadirlar.

Fitokelatinler

Fitokelatinler peptid familyasindandir. Ik olarak mayalarda tanimlanmislardir.
Fitokelatinlerin sentezi Cd, Ni, Cu, Zn, Ag, Hg ve Pb gibi agir metallere, anyonlara
(arsenat ve selenit gibi) maruz kalan hiicrelerde hizlica indiiklenir (Yang ve dig. 2001).
Fitokelatinler sadece lic amino asit igerir ki bunlar; Glutamin (Glu), Sistein (Cys) ve
Glisin (Gly)’dir. Fitokelatinlerin sentezi tripeptit olan glutatyonla iliskilidir ve ondan
enzimatik olarak sentezlenirler. Fitokelatinler genel olarak —Glu-Cys dipeptit tekrarmi
izleyen terminal Gly baglanmasi seklindedir. Yani Gly-(-Glu-Cys)n-Gly seklindedir.
Burada “n” genelde 2-5 arasinda iken, en fazla 11 olabilir (Cobbet, 2000; Baygu, G.,
2002 ).

Prolin

Prolin (Pro, P) proteinleri olusturan 20 aminoasitten biridir. Diger tiim aminoasitler
birincil amin grubu tagimalarina ragmen, prolin, yan zincirindeki {i¢ karbon atomu bir
halka olusturarak tekrar peptid bagindaki nitrojen atomuna baglandigi i¢in, birincil amin
grubundan yoksundur (-NHy). Prolindeki nitrojen (azot) aslinda ikincil amin olarak
nitelendirilebilir. Prolin bazen iminoasit olarak da adlandirilmaktadir (Anonim 3).

Pro bitki ve mikroorganizmalarda meydana gelen streslere karsi bir cevap

mekanizmasidir (Siripornadulsil, S., ve dig., 2002). Stres durumlarinda bitkiler


http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
http://tr.wikipedia.org/wiki/Aminoasit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Amin
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Peptid_ba%C4%9F%C4%B1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Nitrojen
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membranlarinda ve proteinlerinde meydana gelen hasar1 indirmek i¢in prolin
biriktirmeye baglar (Shah ve Dubey, 1998; Verma, 2003). Ayrica prolin sentezi
sitoplazmanin asidozisesini azaltir, metabolizma ile NADP/NADPH oranlarinin uyumlu
olmasini1 saglar. Serbest prolin, bir osmotik koruyucu (Taylor, 1996), protein
stabilizatorii (Shah and Dubey, 1998), lipid peroksidasyon inhibitorii, hidroksil
radikalleri temizleyici ve singlet oksijen temizleyicisi gibi davranir (Farago and
Mullen, 1979).

2.6. YESIL ISLAH ( FITOREMEDIASYON)

Fitoremediasyon terimini kelime anlami olarak inceledigimizde, bitki anlamindaki
“fito” ile 1slah anlamimdaki “remediasyon” kelimelerinden tiiretilmis olup, 1991°de
terminolojiye girmistir. Bu terim ingilizcede “phytoremediation, bioremediation,

botanical remediation ve green remediation” olarak da anilmaktadir (EPA, 2000).

Tiirk¢e’de “Yesil Islah” olarak kullanilan fitoremediasyon, bitki temel alinarak ¢evreyi
temizleme teknolojisidir. Bu teknoloji ile organik ve inorganik maddeler ki 6zellikle
son yillarda gelisen sanayilesmeden dolay1 ¢cevreye verilen agir metallerin neden oldugu

kirlilik bitkiler tarafindan alandan bertaraf edilebilmektedir (Henry, 2000).

Bitkiler tarafindan aliman bir kistm metaller, bitki biinyesindeki enzimler araciliiyla
bozunmakta ve kimyasal formlar1 degisiklige ugramaktadir. Cogu metaller ise herhangi
bir bozunmaya ugramadan bitkinin yaprak ve saplarinda birikerek, bitkinin hasadiyla

ortamdan uzaklagmaktadirlar (Vanli ve Yazgan 2001).

Fitoremediasyonun fizikokimyasal teknolojilerden ¢ok daha kolay uygulanabilmesi ve
birgok organik ve inorganik kirleticide etkili olmasi, bu sistemlerin kurulusu ve islah
maliyetinin diger teknolojilere gore ¢ok (4- 1000 kat) daha ucuz olmasi 6nemli olumlu
yonleridir (Sadowsky, 1999). Sistem dogal ve yapay ortamlarda kullanilabilir. Yani

kirlilik etmeni, bulundugu yerde veya bagka bir ortama taginarak bertaraf edilebilir.
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Bu teknolojinin en Onemli olumsuz yoni ise agwr diizeylerde kirlenmis alanlarda
bitkilerin kisa siirede etkinligini gosterememesidir. Bu nedenle ancak diisiik diizeylerde
kirlenmis alanlarda kullanilir. Sistemin etkinligi kok derinlikleri ve iklim kosullar1 ile
smirlidir. Dogal olmayan bitkilerin bu amagla kullanilmas1 biyolojik ¢esitliligi olumsuz

yonde etkileyebilir (EPA, 2000; Henry, 2000).

Fitoremediasyonla yapilacak ¢alismalarda kullanilacak en uygun bitkiler, ortamdaki
yiiksek agir metal konsantrasyonlarinda yasayabilen, gii¢lii ve zengin bir kok sistemine
sahip olan, hasat edilebilen kisimlarinda yliksek diizeyde metal toplayabilen, hizli bir
biiyiime yetenegi ve arazide ¢ok miktarda biyokiitle tiretebilme potansiyeline sahip olan

bitkilerdir (Reeves ve Baker, 2000; Baygu, G, 2003).

2.6.1. Yesil Islah cesitleri

Fitoremediasyon teknolojilerini fitoekstraksiyon (fitoakiimiilasyon), fitostabilizasyon ve
rizofiltrasyon olmak tizere ii¢ sinifta incelemek miimkiindiir. Ayrica organik Kirleticiler

icin su siniflama yapilmastir; fitodegradasyon, rizodegradasyon ve fitovolatilizasyon.

Fitoekstraksiyon teknolojilerinde, topraktaki metalleri koklerine ve hasat edilebilen
kisimlara nakledebilen hiperakiimiilator bitkiler kullanilmaktadir. Fitostabilizasyon ise
topraktaki metallerin mobilitelerini ve yarayishliklarini1 sinirlayan bitkilerin kullanimini
kapsamaktadir. Fitostabilizasyon bitkileri, yliksek metal seviyelerini tolere edebilen ve
metalleri  absorpsiyon, ¢Oktiirme, komplekslesme veya metal valanslarinin
indirgenmesiyle toprakta immobilize edebilen bitkilerdir. Ayn1 zamanda gdvdelerinde
diisiik seviyede bir birikim gosterdikleri i¢in, hasattan sonra kalmtilarin tehlikeli atik
haline gelmesi elimine edilmis olmaktadir. Toprakta bulunan metalleri stabilize eder.
Fitoremediasyonun diger bir ¢esidi olan rizofiltrasyon ise metalleri sorpsiyon yoluyla
uzaklastiran bitkilerin kullanimini igermektedir. Fitoremediasyon topragin biyolojik
ozelliklerini ve fiziksel yapisin1 korumaktadir. Fitodegradasyon da bitkiler organik
Kirleticilerin yapisin1 bozma ve ayristirma yetenegine sahiptirler. Bu olusum esas olarak
enzimatik reaksiyonlar vasitasiyla gerceklesir. Yani bazi Kirleticiler bitkiler tarafindan

adsorbe edilebilir ve bitki enzimleri vasitasiyla daha sonra bozunuma ugratilabilirler.



Rizodegradasyonda

mikroorganizmalar1 ile birlikte caligirlar. Ve son olarak fitovolatilizasyonda organik

Kirleticileri i¢eren suyun biiyiik bir miktarint alan agaglarda meydana gelir. Kirleticiler

organik  kirleticileri
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etkisiz

hale getirmek icin

terleme yoluyla bitki sisteminden ayrilabilir ya da buharlasabilir.

Atmosfer Fitovolatilizasvon
Fitoakiimiilasyon
Bitki
Toprak Fitostahilizasvon

Sekil 2.8: Fitoremediasyon ile metal giderimindeki ana mekanizmalar

(Degistirilmis, Mirsal 2004)

fitoremediasyon

inorganikler organikler
|
| | | [
fitoekstraksiyon rizofiltrasyon Rizosfer Organik
degradasyonu pompalar
Fitodegradasyon Fito-
uguculuk

Sekil 2.9: Farkl fitoremediasyon yontemlerinin sematik olarak goriinimii (Mirsal, 2004)
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Bu tez calismasinda, daha once agir metal alimi, stresi ve tolerans mekanizmalari ile
higbir ¢alisma yapilmamis olan Brachychiton populneus, yani Japon kavagi bitki
materyali olarak kullanilmistir. Amacimiz bitkinin ¢imlenme kosullarindan baslayarak
cesitli yetigme ortamlarinda incelenmesi, bitkiye verilen Cd’un Cu elementiyle
antogonistik veya sinerjik iligskisi, Cd ve Cu’in toksik miktarlarina karsi bitkinin
dayanikliligi, bu agir metalleri biinyesinde ne derecede biriktirebildigi, toleranslt olup
olmadigy, bitkilerin stres durumlarinda hangi mekanizmalarla agir metallere karsi cevap
verdigi, biyokimyasal yonden hangi antioksidan enzimlerin islev gordiigi, fitokelatin
varlig1 ve fitoremediasyon c¢aligmalari i¢in uygunlugunu arastirmaktir (Buist ve dig.,

2000).

Avustralya orijinli ve Kibris’ i sicak ve kurak iklim sartlarma uyum saglamis dayanikli
bir tiir olarak gozlemlenen bu bitkinin, agir metal stresine karsi gelistirecegi cevaplar,
kaginma, tolerans gibi mekanizmalarinin incelenerek, yine ayni bolgedeki Cu metali
atig1 cevresinde yetistirilmesinin fitoremediasyon agisindan bir 6nemi olup olmayacagi
degerlendirilecektir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 BITKi MATERYALI

Deney materyali olarak tercih edilen Brachychiton populneus bitkisi ile ilgili bilgiler:

Alem: Plantae - Bitkiler

Boliim: Magnoliophyta - Kapali tohumlular

Smif: Magnoliopsida - Iki ¢cenekliler

Takim: Malvales

Familya: Sterculiaceae — Kakaogiller

Cins: Brachychiton Schott & Endl.

Tiir: Brachychiton populneus (Schott et Endl.) R. Br.

Sterculiaceae (Kakaogiller),

Tropik agaglar1 bulunduran, sistematikdeki yeri tartigmali bir familyadir. 1500 tiirii ve
70 cinsi bilinmektedir. Bu familyadaki bitkiler agag, ¢ali, ve otsu formlarda olabilirler.
Bitkilerin yapraklar1 ¢ogunlukla almasik, ¢igekleri salkim ya da talkim (ana sapimn bir
cicekle sonuglandigi, bliylimeyi yan saplarin siirdiirdiigii bir tiir uzama bigimi) halinde
topludur. Cigeklerde ¢anaklar bitisik ¢anak yaprakli ve az ya da ¢ok derin dilimlidir; tag
yapragin besi de ayridir ya da erkek organlar borusunun dibine yapisiktir; erkek
organlar ¢ok sayidadir; meyve genellikle 5 bolmeli ve ¢ok c¢ekirdeklidir. Kakao
(Theobroma cacao), kola (Cola nitida) vb. gibi ekonomik degeri yiiksek tiirler bu

familyada yer alir (Anonim 2, 2010).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Kategori:Bitkiler
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kategori:Kapal%C4%B1_tohumlular
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kategori:%C4%B0ki_%C3%A7enekliler
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Brachychiton&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sistematik
http://tr.wiktionary.org/wiki/sap
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Brachychiton populneus (Schott et Endl.) R. Br.

Kurrajong veya sise agaci adiyla da bilinen Brachychiton populneus (Schott et Endl.)
R. Br bitkisi Avustralya kokenlidir. Kurak durumlara toleransli olan, ¢ok ¢abuk
cogalabilen bir bitkidir. Victoria’nin kuzey dogusundan Townsville’ye kadar dogal
yayilima sahiptir. Herdem yesil yapraklara sahiptir. Kiy1 kesimden yar1 kurak olan i¢
kesimlere dogru yayilim gosterir. Bazik, asidik ve notr topraklar: tercih eder. Golgelik
alanlarda biliyiiyemez kuru veya nemli alana ihtiya¢ duyar. Bitki biiylimesi yavastir.
Bitki tohumdan ya da vejetatif olarak ¢ogalir. Sicak ve kurak iklimlerde canli kalmak

icin govdeleri kaktiis gibi su biriktirir (Buist ve dig., 2000).

Brachychiton populneus’un olgun yapraklar1 ise daha ¢ok kavak agaglarmin
yapraklarma benzer ve yan loblar1 indirgenmis durumdadir. Cicekleri ¢can seklinde
kirmizi, beyazimsi ve pembe renklidir. Tohumlar1 odunsu bir yapinin i¢indedir, yiiz ve
goz tahrisine neden olan ince tiiylere sahiptir. Meyveleri ise tekne seklinde 1-7 cm
uzunlugundadir. Cekici loblu parlak yesil yapraklar1 ve tuberli kokleriyle kurakliga
tolaranslt olan bu bitkiler géze hitap eder. Kokleri drenajin iyi olmadig1 durumlarda ¢ok

cabuk zarar goriir (Buist ve dig., 2000).

Kurrajong’un birgok kullanim alan1 vardir. Tohumlar Aborijin halk: tarafindan kavrulur
sonra yenir. Yapraklarida kurak zamanlarda hayvanlar i¢in yem olarak kullanilir.
Avustralya ve denizasiri lilkelerde sokaklarda yaygin olarak kullanilir. Tohumlar1 ise
ekmek ve kahve yapiminda kullanilir. Yapraklar hem besleyici hemde tercih edilen bir
hayvan yemidir. Ancak meyvelerin yenmesi hastaliga sebep olabilir. Havug seklindeki
ana kokler besleyici tath bir sebze olarak yenilebilir. Derin kdklenen agaclar tarima bir
zarar vermez, hatta cicekleri nedeniyle bal liretimine destek oldugu bildirilmistir. Agag
govdesinden almin lifler sicim ve file yapiminda kullanilir. Ayrica bu aga¢ giineybati
Avustralya, Giiney Afrika, Louisiana, California, Arizona ve Giiney Ispanya da bir siis
agaci olarak kullanilir. Tohumu kolay ¢imlendirmek i¢in 12 saat sicak suda bekletildigi

bildirilmistir (Anonim 3, 2010).
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Daha once de belirtildigi gibi, dogal olarak giiney Avustralya’da yetisen bitkinin geng
fidelerinin tuber seklindeki koklerinde 6nemli miktarlarda nisasta ve su depolanir. Bu

ozellik, bitkilerin sicak ve kurak donemleri kolayca atlatabilmesini saglar (Buist ve dig.,
2000).

Deneyde kullanilan Brachchiton populneus tohumlari tipik Akdeniz iklimine sahip olan
Kibris’in Lefkosa bolgesinden toplandi (35°10' Kuzey, 33°21' Dogu; Baygu G, ve dig.,
2008).

3.2. BITKININ CIMLENME VE YETISTIRILME KOSULLARI

Tohumlar %10 ‘luk Sodyum hipoklorid (NaOCl) cozeltisinde 30 dakika tutuldu.
Sterilizasyon sonrasi tohumlar distile su ile yikandi. Testanin asir1 sert ve kalin olmasi
nedeniyle %95°lik konsantre (derisik) HoSO4 (Merck) ¢ozeltisinde yaklasik 40 dakika
tutuldu ve bol distile su ile yikanarak nemli filtre kagitlarinin bulundugu petrilerde

karanlikta ve 27 °C’de ¢imlenmeye birakildi.

Tohumlar giin asir1 filtre kagidi nemli tutulmak kaydiyla kontrol edildi.

Radikula ve kotiledon olusumu goriildiikten sonra 40 adet ¢imlenen tohum %50 perlit-
%50 yikanmig kum karigimin bulundugu 200 x 800 x 160 = 17 It ebatlarindaki 2 adet
balkon tipi uzun saksiya nakledildi ve 2 hafta boyunca her bir saks1 250’ser ml distile su

ile sulandu.

Daha sonra, fideler giin asir1 olmak iizere 2 hafta siiresince %50 sulandirilmig 250 ml
Ingestad besi ¢ozeltisiyle, deneyin yiiriitiildiigli ve hasada kadarki zaman olan 26 hafta

boyunca ise tam Ingestad (250 ml) ile sulandi (Tablo I11.1).
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Makro ve mikro Stok ¢dzeltideki Besi ¢ozeltisindeki stok
element tuzlari miktar cozelti miktar
(@) (ml/l)
KH,PO, 32.930 2.00
K,SO4 29.070 2.00
MgSO4. 7H,0 30.420 4.00
CaCl,. 2H,0 11.000 4.00
NH;NO; 56.000 5.00
MnCl,. 4 H,0O 1.443 1.00
NaMoO,. 2 H,0 0.018 1.00
HsBO3 0.018 1.00
CuS0O4. 5 H,0 0.08 1.00
ZnS04. 7 H,0 1.440 1.00
FeSO4. 7 H,0 7.000
+ + 1.00

Titriplex 1 EDTA 9.300

Tablo 3.1: Ingestad besi ¢ozeltisi (degistirilmis, Baycu G 2002)
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Bitkilerin bulundugu iklim odasi sartlar:

Isik siddeti: Her biri TLD 18W/54 siddetinde 16 sar1 + 10 beyaz lamba (Philips preheat
daylight)

Sicaklik: 25 +2°C

Isik periyodu: 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik

Nem: %50

Fideler 7 ay boyunca bu kosullarda yetistirildi ve daha sonra 4’er adet bitki kopiiklere
yerlestirilerek tam Ingestad besi ¢ozeltisi igeren 10 1t’lik koyu renk kovalarda su
kiiltliriine alind1. Kiiltiirdeki oksijen igerigi akvaryum hava motoru ile saglandi.

Ancak su kiiltiirQi uygulamasi bu bitkide basarili olamadigindan her saksida tek bitki
olacak sekilde %350 kum + %50 perlit iceren (19x17= 3.5 It) saksilara alind1 ve 2 hafta

stiresince giinasirt 100 ml Ingestad besi ¢ozeltisiyle yetistirildi.

2 haftanin sonunda bitkilerden bir kismi kontrol olarak ayrildi, Agir metal uygulanacak
bitkiler ise belirlenerek etiketlendi.
Farkli konsantrasyonlarda Cd ve Cu c¢ozeltileri hazirlandi ve 2 hafta siiresince

uygulandu.

Cd ve Cu ¢ozeltilerinin hazirlanmasi ve uygulanmasi:

Cd ¢ozeltisi hazirlanmasida CdSO4.8/3H,0 (SIGMA) ve Cu ¢ozeltisi hazirlanmasinda
CuS04.5H,0 (MERCK) kullanildi. Iki farkli stok ¢dzeltisi hazirland1 ve bunlardan belli
miktarlarda alinarak istenen Cd ve Cu konsantrasyonunu verecek sekilde Ingestad besi
¢Ozeltisine aktarildi.

12 giin siiresince her giin uyguladigimiz konsantrasyonlar:

50 uM Cd
150uM Cd
500 uM Cu
1500puM Cu
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Gelisen fidelerde her giin diizenli olarak morfolojik gozlemler yapildi ve bitkilerde
meydana gelen degisiklikler izlendi. Agir metal uygulamas: boyunca ve hasat giinii

bitkilerin fotografi ¢ekildi.

Kum+perlit kiiltiiriinden dikkatlice ¢ikarilan bitkilerin yaprak ve govdelerinin taze
agirhiklart alindi. Kokler distile su ile yikanip filtre kagidi ile kurutuldu ve taze
agirhiklar: olctildi. Tim bitki materyali ayr1 ayir etiketlenerek Kkilitli plastik torbalara

konuldu ve -20°C’de dondurucuda (Bosch) analiz asamasina kadar muhafaza edildi.

3.3. BRACHYCHITON POPULNEUS BITKIiSININ YAPRAKLARINDA
KLOROFIL TAYINi

Klorofil tayini Arnon D. (1949) tarafindan saptanan metodla yapildi.

Kontrol ve farkli Cd ve Cu konsantrasyonlarinda yetistirilen B. populneus’un taze
yapraklarindan 500 mg tartildi. Soguk porselen havanda 6 ml’lik %80 aseton (Merck)
ile ekstre edildi. Elde edilen ekstre santrifiij tiipline konularak 5°C ve 3500 rpm’de 25
dakika homojenize edildi (Heraeus Labofuge 400R). Elde edilen siipernatantlarin
hacimleri olgiildii ve 645 ve 663 nm dalga boyundaki spektrofotometrede (Shimadzu
UV — Visible Spectrophotometer UV - 1601) klorofil 6l¢timlerine hazirlandi. Sonuglar

asagidaki formiille hesaplandu.
Total Klorofil = 20. 2 X Dess + 8. 02 X Des3

3.4. ANTIOKSIDAN ENZIM GLUTATION REDUKTAZ (GR; EC 1.8.1.7),
KATALAZ (CAT; EC 1.11.1.6), GUAIAKOL PEROKSIDAZ (GPOX; EC
1.11.1.7) VE TOTAL PROTEINLER iCIN HOMOJENAT HAZIRLANMASI:

450 mg donmus bitki materyali (kok ve yaprak) 0,1M K-Na buffer (pH:7) ve 0,05M
EDTA(Merck) ve distile su iceren 8 ml’lik ekstraksiyon tampon ve ekstre edilirken
enzimler sicakliktan denatiire olmasin diye sivi azot kullanilarak porselen havanlarda

homojenize edildi.
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Daha sonra homojenatlar 20 ml’lik tiiplere konup 4500 rpm’de 3°C’de 20 dakika
santrifiij (Heraeus Labofuge 400R) yapildi. Son olarak Eppendorf tiiplere aktarilarak
10.000 rpm’de 2°C de 10 dakika santrifiij (Eppendorf centrifuge 5417R) edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatantlar dondurucuda saklandu.
3.4.1. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Bitkide ki GR aktivitesi Smith ve dig.,’nin 1988 yilinda saptadigi yontem deneye

uyarlanarak 6l¢tildi.

Bitkide GR aktivitesini 6lgmek i¢cin GR soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyon 20 mM
GSSG (Merck), 1mM DTNB (Merck), 1M Na,HPO,4, 1M KH,PO,4, H,0 ve son olarak
eklenen 2 uM NADPH (Merck) iceren Gr soliisyonu hazirlandi. Hazirladigimiz
soliisyon 40 mI’lik oldugu i¢in 5+6 mg NADPH kullandik.

Daha sonra spektrofotmetrede (UV 1601 Shimadzu ) 6n kuvete 25ul bitki ekstresi +
1ml tampon, arka kuvete ise 25ul bitki ekstresi + 1 ml H,O koyup 412 nm’de her 30

saniyede bir 6l¢iim yapild1.

3.4.2. Katalaz (CAT)

Katalaz aktivitesini 6lgmek icin Aebi H. nin 1984 yilinda saptadigi metod kullanild.
Katalazda 100 mM lik fosfat tampounu (pH 5,5+6,0) ve 3ml’lik kuvetler kullanild1.
Spektrofotometrenin (UV 1601 Shimadzu ) 6n kuvetine 3 ml buffer + 25ul bitki
ekstresi, arka kuvete ise 3 ml distile su + 25ul bitki ekstresi eklenip sifirlandi. Daha
sonra her iki kuvete 15 pl lik H,O, koyulup iyice karigmasmi sagladiktan sonra 240
nm’de her 30 saniyede bir 6l¢iim yapildi.
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3.4.3. Guaiakol peroksidaz (GPOX)

GPOX’da 100mM fosfat tamponu (pH 5.5+6.0) ve 3 ml kuvetler kullanildi.
Spektrofotometrenin (UV 1601 Shimadzu ) arka kuvetine 2,975 ml fosfat buffer + 25ul
bitki ekstresi; 6n kuvetine 2,800 ml fosfat buffer + 25ul bitki ekstresi koyup 450 nm’de
sifirlanip daha sonra 6n kuvete 170ul %0,5 guaiakol (Merck) ve 5ul %87,5 ‘lik H,0,
eklenip her 60 saniyede bir 450 nm’de 6l¢iim yapildi (Brecka ve dig.,1973).

3.5. PROLIN (PRO) MIKTARINI OLCMEK IiCiN EKSTRE HAZIRLANMASI:

3.5.1. Ninhydrin reagent hazirlanmasi:

1) 0,75 gr Ninhydrin (Merck)

2) 18 ml CH3COOH (Sigma)

3) 7,2mlH0

4) 4,8 ml H3PO4(85%,1,71 g/ml) (Merck)

Bitki materyalinin ekstresi i¢in %66’lik C,HsOH, 0,12M HCI ve distile su igeren 500

ml’lik prolin soliisyonu hazirland.

Donmus bitki materyali yaklasik 300 mg tartilarak 6 ml prolin tampon ¢dzeltisi ile s1vi
azot kullamlarak ekstre edildi. Ekstreler 4500 rpm ve 15°C’de 15 dakika siireyle
santrifiij yapild1 (Heraeus Labofuge 400R). Elde edilen siipernatantlar heri biri 0,5 ml
ve 3 paralel olmak iizere kapakli cam tiiplere (Kjeldahl) aktarildi. Ayrilan tiiplere 0,5 ml

asetik asit ve 0,5 ml Ninhydrin reagent eklenerek 1 saat siire ile 100°C’de kaynatild1.

Kaynama isleminden sonra tiiplere son olarak 300 mI’lik ksilen (Merck) ekleyip 520 nm
absorbansta spektrofotometre (UV 1601 Shimadzu) ile 6lgtim yapildi (Bates ve dig.,
1973).
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3.6. PROTEIN MIKTARININ BELIRLENMESI

Yapraklardaki protein miktar1 Bradford (1976) yontemine goére belirlenmistir. Bu
yontemde kullanilan boya (Coomassie brillant blue G-250) negatif yiikliidiir ve protein
tizerindeki pozitif yiiklere baglanir. Bu boyanin kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi
(Amax=595 nm) formlar1 mevcuttur. Boya ile proteinin baglanmasi kirmizi formun mavi
forma doniigiimiinii saglar.

Bu yontem ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir. Reaksiyon ¢ok defa tekrarlanabilir
ve hizli bir sekilde cereyan eder. Meydana gelen renk, stabilitesini bir saat kadar
koruyabilir.

Protein miktarmin belirlenmesi i¢in enzim aktivitelerin Ol¢liimii i¢in hazirlanan
siipernatantlar kullanildi. Siipernatantlardan 1.5 ml ekstrat 10.000 rpm 3 °C 5 dakika
santrifiij yapildi. Olgiim igin kdklerden 0,5 ml, yaprak icin 0,25 ml + 0,25 ml H,0O
stipernatant kullanildi. Siipernatantlar %10’luk TCA (Merck) de ¢oziildii. Daha sonra
tekrar 14,000 rpm de 15°C 10 dakika santrifiij yapildi. Ve dibe ¢oken pellet kismma 1
ml’ lik Bradford ekleyerek (yaprak da 3 ml’lik Bradford ekledik) tekrardan 14,000 rpm
de 15°C de 5 dakika santrifiij yapildi ve 595 nm’de 3 ml’lik kuvetlerde 6l¢iim yapild.

3.7. ATOMIK ABSORPSiYON SPEKTROFOTOMETRESI (AAS) iLE AGIR
METAL OLCUMLERI

Bitki 6rnekleri 85-90°C de 7 giin de kurutulduktan ve agat havanda ogiitiildiikten sonra
kapali ¢Oziiniirlestirme sisteminde (mikrodalga firm) HNOg3: H,SO4 (1: 1) asit karisimi
ile 180°C de ¢Oziniirlestirildi (Loring ve Rantala, 1992). Daha sonra 1 M HCI ile
seyreltilerek ¢ozeltiye almmis ve SHIMADZU 6701F Atomik Absorbsiyon
Spektrometresinde (AAS), Cu ve Cd elementleri hava-asetilen aleviyle analiz edildi (IU
Deniz Bilimleri ve Isletmeciligi Enstitiisii, Kimyasal Osinografi Laboratuari).

Bitkilerin 6l¢tim yapildig: dalga boylar::

Cd: 228,8 nm dalga boyu
Cu: 324,7 nm dalga boyu
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3.7.1. AAS ve Calisma Sekli

Atomik absorbsiyon spektrofotometre cihazinda atomlarin kendine 0zgii 15181
absorplamasi prensibine dayanir. Bir numunenin gaz halindeki atomlara veya temel
iyonlara doniistiiriilmesine atomlasma denir. Temel halde bulunan atomlar disaridan
uyarilarak yiliksek enerji seviyesine gecerler. Bu halde uzun siire kalmayan atomlar
tekrar temel diizeye donerken kendine 6zgili dalga boylarinda 1s1ma yaparlar. Atomik
absorpsiyon cihazlarinda kullanilan lambalar her element igin oyuk katot lamba
kullanilir. Orneklerin atomlasmasini saglamak i¢in gerekli sistemler alevli ve alevsiz
olmak tizere ikiye ayrilir. Alevli sistemlerde 6rnek sisteme verildikten sonra hava ve
yakitla karigsarak aerosol halinde aleve gonderilerek 6rnek atomlastirilir. Daha sonra
oyuk katot lambanim gelen 1sinda absorplanarak 6l¢iim yapilir (IU Deniz Bilimleri ve

Isletmeciligi Enstitiisii, Kimyasal Osinografi Laboratuarr).
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4. BULGULAR

4.1. BRACHYCHITON POPULNEUS BITKISININ GELIiSiMi SURESINDE
MEYDANA GELEN MORFOLOJIK DEGIiSiKLiKLER

7 ay boyunca Ingestad ¢ozeltisi verilerek kum kiiltiirlerinde ve iklim odasi sartlarinda

yetistirilen 40 adet Brachychiton populneus fidesi bu siire sonunda morfolojik anlamda

gayet iyi bir gelisim gosterdi.

Sekil 4.1: %50 kum+%350 perlit karisiminda yetistirilen 5 aylik Brachychiton fideleri

7. aym bitiminde agwr metal uygulamasi i¢in su kiiltiiriine alinan bitkilerde suya bagl
olarak ani stres meydana geldi. Bu siire zarfinda yapraklarin ana damar ¢evresinde ve
kenarlarinda yaygin kloroz ve petiyole yakin bdlgelerde noktasal olarak nekroz

baslangi¢lar1 saptanmustir.
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Sekil 4.2: 4 giinliik su kiiltiirii uygulamasinin ardindan bitki yapraklarinda

meydana gelen morfolojik degisiklikler

Kokler 2. giinden itibaren bozulmaya, yumusamaya ve kopiiklenmeye baslamis,
ozellikle yumrulu kisimlarindan miisilajli bir madde oldugu tahmin edilen yapmin kok
disina ¢iktig1 ve kokiin i¢inin bosaldigi gézlenmistir. 4 giinliik su kiiltiirii sonunda

bitkilerin % 40’lik bir kismi 6 Imiistiir.
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Sekil 4.4: Su kiiltiirtindeki 2.gilin ve kokler
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Sekil 4.5: Su kiiltiiriindeki 4.giin ve kokler

4.2. Cd VE Cu UYGULANAN BRACHYCHITON POPULNEUS BIiTKiSi
YAPRAKLARINDA GOZLEMLENEN MORFOLOJIK DEGISIKLIKLER

12 giin siiresince farkli agir metal konsantrasyonlarma maruz birakilan bitki
yapraklarinda genel olarak kloroz ve nekrozlar saptandi, ve bu durum agir metalin tiiri,

konsantrasyonu ve uygulama zamanina bagli olarak degisiklik gosterdi.
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4.2.1. 50 uM Cd Uygulamasi:

50 uM Cd uygulamasi ile yapraklarda hafif kloroz saptanirken, koklerde morfolojik
anlamda herhangi bir olumsuz etki gézlenmedi (Sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10).

Sekil 4.6: 6 giin siireyle 50uM Cd uygulanan bitkiler
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Sekil 4.9: 12 giin siireyle 50uM Cd uygulanan bitkiler (1)

R

Sekil 4.10: 12 giin siireyle 50uM Cd uygulanan bitkiler (2)
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4.2.2. 150 pM Cd Uygulamasi:

150 uM Cd uygulamasi ile yapraklarda yaygin kloroz ve bolgesel nekroz saptanirken,
koklerde morfolojik anlamda herhangi bir olumsuz etki gozlenmedi (Sekil 4.11, 4.12,
4.13,4.14, 4.15).

Sekil 4.11: 6 giin stireyle 150uM Cd uygulanan bitkiler
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Sekil 4.13: 10 giin siireyle 150 uM Cd uygulanan bitkiler
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Sekil 4.14: 12 giin siireyle 150 uM Cd uygulanan bitkiler (1)

Sekil 4.15: 12 giin stireyle 150uM Cd uygulanan bitkiler (2)
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4.2.3. 500 pM Cu Uygulamasi:

500 uM Cu uygulamasi ile yapraklarda nokta halinde kloroz saptanirken, koklerde
morfolojik anlamda herhangi bir olumsuz etki gézlenmedi (Sekil 4.16, 4.17, 4.18, 4.19,
4.20).

Sekil 4.16: 6 giin siireyle 500 pM Cu uygulanan bitkiler
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Sekil 4.18: 10 giin siireyle 500 uM Cu uygulanan bitkiler
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Sekil 4.19: 12 giin siireyle 500 pM Cu uygulanan bitkiler (1)
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Sekil 4.20: 12 giin siireyle 500 pM Cu uygulanan bitkiler (2)
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4.2.4. 1500 pM Cu Uygulamasi:

1500 uM Cu uygulamasinda yapraklarda hafif kloroz saptanirken, koklerde morfolojik
anlamda herhangi bir olumsuz etki gézlenmedi (Sekil 4.21, 4.22, 4.23, 4.24).

Y/ N—
Sekil 4.21: 6 giin siireyle 1500 uM Cu uygulanan bitkiler
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Sekil 4.23: 10 giin siireyle 1500 pM Cu uygulanan bitkiler
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i\

Sekil 4.24: 12 giin siireyle 1500 pM Cu uygulanan bitkiler
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4.3. BITKI VEJETATIiF ORGANLARINDA CD VE CU BIRIKIMLERI (ug/gKA)

4.3.1. 50 uM Cd Uygulamasi:

Bitkide Cd Birikimi (ppm)
ESN

3

2

1

0 , , , , __
Kontrol Yaprak  Cd Yaprak Kontrol Govde Cd Govde Kontrol Kok Cd Kok

50 pM Cd Uygulamasi

Sekil 4.25: 50 uM Cd uygulanan bitkinin vejetatif organlarinda Cd birikimi
(ng/gKA)

Sekil 4.25°de 12 giinliik 50 uM Cd uygulamasinm ardindan bitkinin yapraklarmda
herhangi bir Cd birikimine rastlanmadi. Koklerdeki konsantrasyon ise 0,6 ppm
seviyelerinde belirlenirken govdede ise 7,2 ppm Cd birikimi gozlendi. Buna gore 50 uM

Cd uygulanan bitkinin gdvdesinde 6nemli miktarda Cd birikimi oldugu saptandi
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4.3.2. 150 pM Cd Uygulamasi:
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Sekil 4.26: 150 uM Cd uygulanan bitkinin vejetatif organlarinda Cd birikimi
(ng/gKA)

Sekil 4.26’da 12 giinliik 150 uM Cd uygulamasi sonrasi bitkinin yapraklarinda 0,34
ppm koklerinde 2,3ppm ve govdede ise 3,55 ppm kadar bir birikime rastlanildi. Kokte
ve 6zellikle govdede fazla miktarda Cd birikimi saptandi
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4.3.3. 500 pM Cu Uygulamasi:
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Sekil 4.27: 500 pM Cu uygulanan bitkinin vejetatif organlarinda Cu birikimi (ng/gKA)

Sekil 4.27°de 12 giinliik 500 uM Cu uygulamasi ardindan bitkinin yapraklarinda 0,58
ppm koklerinde 0,42 ppm ve gdvdesinde 1,23ppm kadar bir birikime rastlanildi. Agir
metal uygulamasi esnasinda bitkinin besin eksikligini gidermek i¢in bitkiye verilen
Ingestad’taki bakir konsantrasyonuda gz oniine alinarak bitkilere Cu konsantrasyonu

uygulandu.
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4.3.4. 1500 pM Cu Uygulamasi:
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Sekil 4.28: 1500 uM Cu uygulanan bitkinin vejetatif organlarinda Cu birikimi (ug/gKA)

Sekil 4.28’de goriildiigli gibi 12 giinliik 1500 uM Cu uygulamasi ardindan bitkinin
yapraklarinda 0,48 ppm, koklerinde 1,89 ppm ve gévdelerinde ise 7,61 ppm kadar bir
birikimle karsilasildi. Kontrollerde Cu uygulamasmin bulunmasi Ingestad besi

¢oOzeltisinden kaynaklanmaktadir.
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4.4. Cd VE Cu UYGULANAN BIiTKIiNIN YAPRAKLARINDA KLOROFIL
MIKTARI:

0,27 7
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Kontrol 50 Cd 150Cd 500 Cu 1500 Cu
Cd ve Cu Uygulamalar: (uM)

Sekil 4.29: Yapraklarda klorofil miktarlar1 (mg/It)

Sekil 4.29°da da gorildigi gibi kontrole gore agwr metal uygulanan bitkilerin
yapraklarindaki klorofil miktarlarinda birbirine paralel bir azalma goriilmektedir.
Kontrol bitkisine gore klorofil miktarlar1 50 um Cd ‘da 0,243 mg/It, 150 uM Cd ‘da
0,238 mg/lt, 500 uM Cu’da 0,231 mg/lt ve 1500 uM Cu ‘da ise 0,223 mg/It kadardir.
Kontrolde bu miktar 0,276 mg/It’dir.



77

4.5. Cd VE Cu UYGULANAN BITKININ YAPRAKLARINDA VE KOKLERIDE
PROTEIN MIiKTARI:

4.5.1. Cd ve Cu Uygulanan bitkinin yapraklarinda protein miktar:
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Yapraklarda
Protein Miktari (mg/ml)

Sekil 4.30: Yapraklarda protein miktarlari (mg/ml)

Sekil 4.30°dan da izlenebilecegi gibi 150 uM Cd, 500 uM Cu ve 1500 pM Cu
konsantrasyonlarinda bitkinin yapraklarindaki protein miktarlarinda kontrole gore bir
diistis goriiliirken, 50 pM Cd konsantrasyondaki bitkinin yapraklarda protein miktarlar1
kontrole gore ciddi bir oranda azalma goriilmektedir. 50 uM Cd’da 0,059 mg/ml, 150
uM Cd’da 0,133 mg/mlt, 500uM Cu’da 0,131 mg/mlt ve 1500pM Cu’da ise bu deger
0,092 mg/mlt’dir. Kontrolde ise 0,181 mg/mlt’dir.
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4.5.2. Cd ve Cu Uygulanan Bitkinin Koklerinde Protein Miktari:
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Koklerde
Protein Miktarlar: (mg/ml)

Cd ve Cu konsantrasyonlar (uM)

Sekil 4.31: Koklerde protein miktarlari (mg/ml)

Sekil 4.31°de ise bitkinin koklerinde 50 uM Cd’da 0,015g/mlt, 150 uMCd’da 0,021,
500uM Cu’da 0,011 ve 1500 uM Cu’da ise 0,014 mg/mlt kadar protein bulunmaktadir.
Kontol bitkilerinde ise 0,027 mg/mlt protein bulunmaktadir. anlasildig1 gibi bitkinin

koklerinde protein degerleri sifira yakindir.
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4.6. Cd ve Cu UYGULANAN BITKIiNIN VEJATATIF ORGANLARINDA TAZE
VE KURU AGIRLIK

4.6.1. Cd ve Cu Uygulanan bitkinin vejatatif organlarinda taze agirhk:

4.6.1.1. Yapraklarda taze agirlik
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Sekil 4.32: Yapraklarin taze agirligi (g)

Sekil 4.32°de izlenildigi gibi agir metal uygulanan bitkinin yapraklarinda yas agirlik
miktary, 50 uM Cd, 500 uM Cu ve 1500 uM Cu ve kontrol bitkilerinin yas agirlik
miktarlarindan daha fazla oldugu goriilmektedir. Kontrolde yas agirlik miktar1 2,249 gr,
50 uM Cd’da 3,175 gr, 150 uM Cd’da 1,97 gr, 500 pM Cu‘da 2,4gr ve 1500 uM Cu’da
ise 1,795 gr’dur.



80

4.6.1.2. Govdelerde taze agirlik:
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Sekil 4.33: Govdelerin taze agirlig (g)

Sekil 4.33’de ise agir metal uygulanan bitkilerin gévdelerinde ki yas agirlik miktarlar1
kontrole gore alt seviyelerdedir. Kontrolde bu miktar 2,713 gr, 50 uM Cd’da 1,700 gr,
1500 uM Cd’da 2,059, 500 uM Cu’da 1,759 gr ve 1500 uM Cu’da ise 1.270 gr’dur.
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4.6.1.3. Koklerde taze agirlik
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Sekil 4.34: Koklerin taze agirhigi (g)

Sekil 4.34°de ise koklerdeki yas agirlik miktarlar1 6zellikle 50 uM ve 150 uM Cd
bitkilerin koklerinde kontrole gore iist seviyede iken; 500 uM ve 1500 uM Cu bitkilerin
koklerinde ise yas agirlik miktarlar1 kontrole goére alt seviyededirler. Kontrolde bu
miktar 13,784 gr, 50 uM Cd’da 15,405 gr, 150 uM Cd’da 15,671, 500uM Cu’da 11,230
ve 1500 uM Cu’da ise 11,869 gr’dur.
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4.6.2. Cd ve Cu Uygulanan Bitkinin Vejetatif Organlarinda Kuru Agirhk:

4.6.2.1. Yapraklarda kuru agirlik
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Sekil 4.35: Yapraklarin kuru agirligi (g)

Sekil 4.35°de gorildiigi gibi 50 uM Cd ve 500 uM Cu bitkilerin yapraklarinda kuru
agirhik miktarlar1 kontrole gore iist seviyede iken; 150 uM Cd ve 1500 uM Cu
bitkilerin yapraklarinda alt seviyedirler. Kontrolde bu miktar 0,723 gr, 50 uM Cd
0,844gr, 150 uM Cd 0,652 gr, 500 uM Cu 0,797 gr ve 1500 uM Cu’da ise 0,546 gr’dur.
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4.6.2.2. Govdede kuru agirlik
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Sekil 4.36: Govdelerin kuru agirhigi (g)

Sekil 4.36°da goriildiigl gibi agir metal uygulanan bitkilerin govdelerindeki kuru agirlik
miktarlar1 kontrole gore alt seviyededirler. Kontrolde bu miktar 0,920 gr, 50 uM Cd
0,493 gr, 150 uM Cd 0,768 gr, 500 uM Cu 0,603 gr ve 1500 uM Cu ise 0,449 gr’dur.
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4.6.2.3. Koklerde kuru agirlik
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Sekil 4.37: Koklerin kuru agirligi (g)

Sekil 4.37°de goriildiigii gibi 150 uM Cd bitkisinin koklerindeki kuru agirlik miktarlar1
kontrole gore iist seviyede iken; diger agir metal uygulanan bitkilerin kdklerinde ise
kontrole gore kuru agirlik miktarlari alt seviyededirler. Kontrolde bu miktar 1,517 gr, 50
uM Cd 1,463 gr, 150 uM Cd 1,702 gr, 500 uM Cu 1,300 gr ve 1500 uM Cu ise 1,453

gramdir.
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47. Cd VE Cu UYGULANAN BITKININ KOK VE YAPRAKLARINDA
PROLIN MiKTARI:

4.7.1. Yapraklarda prolin miktarlan
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Sekil 4.38: Yapraklarda Prolin Miktar1 (nmol/g TA)

Sekil 4.38’de de goriildiigii gibi yapraklardaki prolin miktar1 kontrole gore ve kendi
aralarinda uygulanana konsantrasyona gore azalma ve artig gdstermistir. 50 uM Cd
uygulanan bitkinin yapraklarindaki prolin miktar1 150 uM Cd’a gore azaldig:
goriilmektedir. Bakir konsantrasyonlarinda ise kadmiyum konsantrasyonlar1 uygulanan
bitkilerdeki duruma paralellik vardir. 500 uM Cu ‘daki yapraklarm prolin miktarlar1 da
1500 puM Cu ‘a gore daha az oldugu goriilmektedir. Sekilde de goriildiigii gibi burada
150 uM Cd uygulanan bitkinin yapraklarmdaki prolin miktar1 kontrol bitkisinden de
yiiksektir. Bu miktarlar kontrolde 2187, 50 uM Cd’da 980, 150 uM Cd’da 3171, 500
uM Cu’da 772 ve 1500 uM Cu’da ise 1588 nmol Pro/ g TA’dur.
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4.7.2. Koklerde prolin miktarlari
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Sekil 4.39:K6klerde prolin miktar1 (nmol/g TA)

Sekil 4.39’da da goriildiigii gibi kokledeki prolin miktar1 kontrole gore ve kendi
aralarinda uygulanana konsantrasyona gore azalma ve artis gostermistir. 50 uM Cd
uygulanan kokteki prolin miktar1 150 uM Cd uygulanan kokteki prolin miktarindan
daha fazla oldugu goriilmektedir. Bakir konsantrasyonlarinda ise tam tersi bir durum
s0z konusudur. 500 uM Cu uygulanan bitkinin kdklerindeki prolin miktar1 1500 uM Cu
uygulanan bitkinin koklerindeki prolin miktarina gore azalmistir. Bu miktarlar
kontrolde 600, 50 uM Cd’da 415, 150 uM Cd’da 238, 500 uM Cu’da 449 ve 1500 uM
Cu’da ise 603 nmol Pro/ g TA’dur.
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4.8. ANTIOKSIDAN ENZIMLER

4.8.1. Glutatyon Rediiktaz enziminin aktivitesi

4.8.1.1. Glutatyon Rediiktaz in yapraktaki aktivitesi
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Uygulanan Cd ve Cu konsantrasyonlan(uM)

Sekil 4.40’da izlenildigi gibi GR metabolizmasinda diisiik konsantrasyonlardaki Cd
uygulanan bitkinin yapraklarinda enzim aktivitesi yiiksek oranda goriiliirken, ytiksek

konsantrasyon uygulanan bitkinim yapraklarinda herhangi bir enzim aktivitesi

Sekil 4.40: Yaprakta GR aktivitesi (AA 412 nm/dk/mg protein)

goriilmemistir. Cu konsantrasyonlari i¢in de herhangi bir aktivite yoktur.
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4.8.1.2. Glutatyon Rediiktaz in kokteki aktivitesi
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Sekil 4.41: Kokte GR aktivitesi (AA 412 nm/dk/mg protein)

Sekil 4.41°de izlenildigi gibi 500 uM Cu uygulanan koékte kontrol seviyesinin biraz
iistlinde bir aktivitete goriliirken; S0uM Cd, 150 uM Cd ve 1500 uM Cu uygulanan

kokte herhangi bir aktiviteye rastlanilmamistir.



89

4.8.2. Katalaz enziminin aktivitesi

4.8.2.1. Katalaz in yapraktaki aktivitesi
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Sekil 4.42: Yaprakta CAT aktivitesi (AA 240 nm/dk/mg protein)

Sekil 4.42°de goriildiigii gibi, uygulanan Cd ve Cu konsantrasyonlariyla yapraklardaki

CAT enzim aktivitesi baskilanmistir.
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4.8.2.2. Katalaz in kokteki aktivitesi
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Sekil 4.43: Kokte CAT aktivitesi (AA 240 nm/dk/mg protein)

Sekil 4.43’de ise, Cd ve Cu uygulamalariyla koklerde ki CAT aktivitesinin de azaldig:

gorilmiistiir.
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4.8.3. Guaiakol Peroksidaz enziminin aktivitesi

4.8.3.1. Guaiakol Peroksidaz in yapraktaki aktivitesi
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Sekil 4.44: Yaprakta GPOX (AA 450 nm/dk/mg protein)

Sekil 4.44°de izlenebilecegi gibi, uygulanan 50 ve 150 pM Cd konsantrasyonlar1 ile 500
puM Cu konsantrasyonunda yapraklarin peroksidaz aktivitesi (GPOX ) artig gdstermistir.

1500 pM Cu uygulamasinda ise kontrole gore 6nemli bir farklilik gézlenmemistir.
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4.8.3.2. Guaiakol Peroksidaz in kokteki aktivitesi
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Sekil 4.45: Kokte GPOX aktivitesi (AA 450 nm/dk/mg protein)

Sekil 4.45°de ise, uygulanan 50 uM Cd ve 500 uM Cu uygulamalarmda GPOX
aktivitesi artig gosterirken, 150 uM Cd ve 1500 pM Cu konsantrasyonlarinda kontrole

gore indirgenmelerin oldugu saptanmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkilerin yetistigi ortamdaki olumsuz iklim sartlar1 (kuraklik, sicaklik, soguk), toprak
icerigi (tuzluluk, agir metal, pH) ve diger faktorler (ultraviyole 1sinlar, radyasyon, ozon)
bitkilerin biiyiime ve gelismesini etkiler (Scandalios, 1994; Allen, 1995). Bitkiler bu tiir
cevresel streslere karsi bazi savunma mekanizmalar1 gelistirerek yasam miicadelesi

Verir.

Fitotoksisitesi yiiksek olan agir metallerden kadmiyum (Cd) ve bakir (Cu)’in toksik
etkileri, yetigme ortamindaki farkli konsantrasyonlara ve bitkinin 6zelliklerine bagl
olarak farklilik gostermektedir. Bununla ilgili olarak bitkilerde Cd ve Cu tolerans

sinirlar1 ve olasi tolerans mekanizmalari da farkli boyutlarda gelismektedir.

Arastirmamizin ilk bolimiinde B. populneus’un yetistirilme kosullari, farkli Cd ve Cu
konsantrasyonlarinin bitkide olusturdugu toksik etkiler morfolojik anlamda incelenmis,

Cd ve Cu birikimleri belirlenmistir.

Ikinci boliimde ise, fitotoksisite sonucu bitkilerde meydana gelen fizyolojik ve
biyokimyasal parametrelerdeki farkliliklar arastirilmis ve bu agir metallere karsi bitkide

gelisen cevaplar irdelenmistir.

5.1. BITKININ YETISTIRILME KOSULLARI, UYGULANAN Cd VE Cu’ IN
TOKSIK ETKILERININ BIiTKIiDE OLUSTURDUGU MORFOLOJIK
DEGISIKLIKLER, BIiTKININ TAZE VE KURU AGIRLIKLARINDA
MEYDANA GELEN FARKLILIKLAR, Cd VE Cu BIRIKIMLERI

5.1.1. Yetistirilme kosullar

Su kiiltiirlinde yetistirilmeye calisilan bitkilerde % 50 oraninda kayiplar yasanmustir.
Bitki Ozellikle yasaminin ilk evrelerinde suya fazla ihtiyag duymamaktadir. Su ve
nisastadan olusan tiiber seklindeki koklerin drenaji iyi olmayan ortamlarda c¢abuk

bozuldugu bildirilmistir (BUIST, M. ve dig., 2000). Avustralya kokenli ve kurak
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ortamlara uyum saglayan bir bitki olan B. populneus’un sahip oldugu tiiber seklindeki

kok yapist ve kok mekanizmasinin bunda etkili oldugu diisiiniilmektedir.

512. Cd ve Cu'mm Toksik Etkilerinin Bitkide Olusturdugu Morfolojik
Degisiklikler

Bitkilere 12 giin boyunca uygulanan Cd konsantrasyonlarina bagli olarak iki
konsantrasyonda da yapraklarda noktasal kloroz ve ayrica 150 uM Cd uygulanan
bitkinin yapraklarinda hafif nekroz saptanmigtir. Koklerde ise herhangi bir morfolojik

degisim gdzlenmemistir.

Genel olarak Cd’ un bitkiler tarafindan hem aktif hem de pasif olarak almabildigi ileri
striilmektedir. Bliylik ¢ogunlugu koklerle alinan Cd’ un bitki i¢inde c¢ok hareketli
oldugu ve ksilem ile kolayca tagmabildigi 6ne siiriilmiistiir. Bitkilerde Cd toksisitesinin
en belirgin 6zelligi biiyiimenin yavaslamasi ve klorozdur. Yiiksek Cd birikiminden
kaynaklanan klorozun, Fe etkilesimi nedeniyle de ortaya ¢ikabilecegi belirtilmistir. Cd
ve Fe arasinda antagonistik bir iliski vardir. Bitki tarafindan asir1 Cd alinimi, Fe’ in
metabolik iglevini etkiler; bundan dolay1 bitkide Fe alinim1 yavaslar ve Fe eksikliginden

dogan kloroz olusur (Benavides MP ve dig., 2005).

12 giin boyunca bitkilere uygulanan Cu konsantrasyonlar1 yapraklarda hafif kloroza
neden olurken, koklerde herhangi bir morfolojik degisim olmamistir. Cu klorofil
olusumu i¢in gerekli bir elementtir. Kloroz; metallerin birbirleriyle olan antagonistlik
ya da sinerjik etkilesiminden dogan metal eksikliginden ya da kloroplast ve mezofil
yapisinin bozulmasindan ileri gelir. Cu’in bitki biinyesinde hareket kabiliyeti iyi

degildir. Bu nedenle eksiklik belirtileri 6zellikle gen¢ yapraklarda meydana gelir.

Origanum vulgare bitkisiyle yapilan bir ¢aligmada Cu’in yapraklar {izerine toksisitesi
arastirtlmis ve bitkinin yiiksek Cu konsantrasyonu iceren topraklarda tipik semptom

olarak kloroz gosterdigi belirlenmistir (Panou-Filotheo, H. ve dig., 2001).
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Brassica olearacea L var. Botrytis cv. maghi bitkisine Cu, Cr ve Co uygulanmis ve
uygulama sonrasi Cu toksisitesine bagli olarak yapraklarda kloroz goriilmiistiir.
(Chatterjee, J. ve Chatterjee, C., 2000). Tulbaghia violace bitkisiyle yapilan deneyde
ise 2 ve 4 uM Cd konsantrasyonlarina bagli olarak meydana gelen ilk toksisite kloroz

olarak belirlenmistir (Street R.A. ve dig., 2010).

Kloroz genel olarak bitkiye uygulanan yiiksek agir metal konsantrasyonlarmdan
kaynaklanir. Agir metaller bitkide Fe, Zn ve Mn gibi klorofil olusumunda gorev alan
iyonlarla yer degistirerek, bitkinin bu metalleri yeterli diizeyde alamamasina sebep olur
boylece yapraklarda kloroz meydana gelir (Kukkola, E. ve dig., 2000; Lombardi, L.,
2005).

Cd uygulamasiyla yetistirilen Sesivum ve Mesembryanthemum’un geng yapraklarinda
ilk iki hafta hafif kloroz olusurken, iki hafta sonra daha yogun kloroz ve diger toksik
septomlar goriilmeye baslamistir. 200 ve 300 puM Cd uygulamasinda Sesivum
petiyollerinde nekrozlar olusmus ve yapraklarm dokiildigli goriilmiistiir. Diisiik (50
uM) Cd uygulamasinda ise Mesembryanthemum’un geng yapraklarinda nekrozlarin
olustugu goézlemlenmistir. Metal eksikliginde protein sentezinin inhibe olmasi sonucu
klorofil biyosentezinin baskilanmasindan kloroz meydana gelir. Tekrar klorofil sentezi
olmadig1 i¢in yapraklarda meydana gelen sar1 renk tekrar yesile donlisemez. Ayrica
mezofil tabakasinda kloroplast sayismin ve hacminin azalmasi klorozla iliskilidir
(Ghnaya ve dig., 2005). Yukarida inceledigimiz bu ¢aligmalar genel anlamda bizimkiyle

paralellik gosterir.

5.1.3. Bitkinin taze ve kuru agirhklarinda meydana gelen degisiklikler

Brachychiton populneus yapraklarinda taze agirliklar 50 uM Cd’da %41, 500 uM Cu’da
%6 oraninda kontrole gore artarken, 150 uM Cd’da %12, 1500 uM Cu’da %20
oraninda azalmistir. Kuru agirliklar ise 50 uM Cd’da %17 ve 500 uM Cu’da %10
oraninda artarken, 150 pM Cd’da %10 ve 1500 pM Cu’da ise %24 oraninda kontrole
gore azalmistir. Goriiliiyor ki uygulanan yiliksek agir metal konsantrasyonlar1 bitkinin

yapraklarinda biyosentez olaylarini inhibe etmis ve biyokiitleyi azaltmustir.
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Brassica pekinensis Rupr. bitkisi ile yapilan calismada belli konsantrasyonlarda
uygulanan Cu’ m bitkinin tiim vejetatif organlarinin biyokiitlesini diisiirdigii, kok
uzunlugunu azalttig1 ve yaprak sayisini indirgedigi gozlenmistir. Yaprak sayisinin azlig1
fotosentezi etkiler ve bitkinin biyokiitlesi diiser, ayrica N metabolizmalar1 inhibe olur
ve bundan dolayida biyokiitle azalir (Xiong, Z.-T, 2006).

Govdelerdeki taze agirliklar kontrole gore; 50 uM ‘da %37, 150 uM’da %24, 500uM
Cu’da %37 ve 1500 uM Cu’da ise %53 oraninda azalmistir. Kuru agirliklari ise 50 uM
Cd’da %47, 150 uM Cd’da %17, 500 uM Cu’da %35 ve 1500 pM Cu’da ise %51
oraninda azalmistir. Govdede tiim uygulamalar da biyokiitlenin azalmasi agir metal

parametreleri incelendiginde birikimin gévdede olmasiyla iligkilendirilebilinir.

2010 yilinda Zhang, S., ve dig.’leri tarafindan Cin’deki Kangding ve Yajiang maden
bolgelerinden toplanan Malva sinensis Cavan tohumlariyla yapilan bir deneyde
yetistirilen bitkiye 50, 75, 100, 150 ve 200 uM Cd uygulamasi yapilmis ve uygulama
sonunda bolgelere gore bitkinin boyunda ve biyokiitlelerin arasinda farklilik
gozlenmistir. Govde biyokiitleleri iki bolge icinde ¢ok farklilik gosterirken yaprak ve
kok i¢in bu durum s6z konusu degildir. Malva sinensis Cavan bitkisi yiiksek derecede
Cd’la kirlenmis topraklara toleranshidir ve sonug olarak Yajiang’daki bitkiler Kangding
bolgesindeki bitkilere gore Cd’a kars1 daha giiclii toleransa sahiptir. Ayrica bitkinin 100

uM Cd’dan sonra biyokiitlesinde bir azalma goriilmiistiir.

Koklerin taze agirliklar1 50 uM Cd’da %11 ve 150 uM Cd’da %13 oraninda artarken,
500 uM Cu ‘da %18 ve 1500 uM Cu’da ise %6 oraninda kontrole gore azalmistir.
Koklerdeki kuru agirliklar ise 50 uM Cd’da %4, 500 uM Cu’da %12 ve 1500 uM
Cu’da ise %4 oraninda azalirken, 150 uM Cd’da %12 oraninda artmustir.

Cu ksilem borularmin su gecirgenligini etkileyen ve su gecisini kontrol eden bir
elementtir (Kabata-Pendias, A., 1986). Bizim deneylerimizde, Cu uygulanan bitkilerin
taze agirliklarinda saptanan diisme, ksilem borularinin geg¢irgenliginin artmas: ve su

metabolizmasinin bozulmus olmasina baglanabilir.
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Withinia somnifera bitkisinde belli konsantrasyonlarda Cu uygulamasi sonucu bitkideki
biyokiitle miktarina bakilmis ve 30 giin boyunca uygulanan Cu konsantrasyonu arttik¢a

biyokiitle miktar1 azalmigtir (Khatuna, S. ve dig. 2008).

Baycu (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Picea abies’e uygulanan Cd
konsantrasyonlarindaki artislara gore igne yapraklarda gelisimin yavagladigi, yiiksek
konsantrasyonlarda ise tamamen durdugu, kok ve govde uzunluklari ile koklerin taze ve
kuru agirhiklarmin indirgendigi, 50 pM Cd konsantrasyonundan sonra da yan kok

olusumu ve uzamasinin azaldigi gozlenmistir.

Leon ve arkadaslar1 (2002) 5 farkli biber (Capsicum annuum L.) kiiltiiriinii 0- 5 mM
CdCl, ile muamele edip, Cd’ un bitkilerdeki gelisme ve fizyolojik parametreleri nasil
etkiledigini arastirmiglardir. Cd, konsantrasyona bagli olarak taze ve kuru agirlikta
azalmaya neden olmustur. Yaprak biiyiikliikleri de Cd konsantrasyonundan
etkilenmistir. Agir metaller fotosentetik pigment miktarinin azalmasina dolayisiyla
fotosentez hizinin olumsuz etkilenmesine neden olmustur. Ayrica madde yapimminda

inhibe olmasi bitkilerin biyokiitlelerinde azalmaya sebep olmaktadir.

Cd ve Cu’ 1n toksik etkileri genellikle biiylimenin indirgenmesi ve biyokiitlenin
azalmasi ile kendini gosterir. Kokler metale ve toksisiteye maruz kalan ilk kisimlardir
ve bu nedenle kok biyokiitlesi diger kisimlara goére daha fazla etkilenir. Biyokiitlenin
azalmasi bitki hiicrelerinin bdliinme ve uzamasinin agir metaller tarafindan inhibe
olmasiyla agiklanmaktadir (Arduini ve dig., 1994; Mishra, S., ve dig., 2006). Agir
metaller ribozomal RNA’ nin Oncii biyosentezini degistirerek meristematik hiicre
yapisini etkiler ve boylece bitki gelisimi etkilenir (Ouzounidou ve ark. 1992).
Biiyiimenin indirgenmesi yiiksek yapili bitkilerde agir metal toksisitesine kars1 goriilen

genel bir etkidir (Ouariti O. ve dig. 1997).

5.1.4. Bitkide Cd ve Cu Birikimleri

Bitkilerde Cd miktarmm normal sinirlar1 0,2 - 0,8 pgg™ K.A oldugu kabul edilmektedir,
toksik degerler ise 5 - 30 pgg™ K.A olarak belirtilmistir (Kabata — Pendias, A., 1986).
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50 uM Cd uyguladigimiz bitkinin yapraklarinda herhangi birikim gdzlenmezken,
govdede yaklasik 7,2 ppm ve kokte ise 0,6 ppm bir birikim goriilmiistiir. Kabata-
Pendias’in verilerine gore govdede toksik limitlerde bir birikim goze ¢arpmaktadir. 150
uM Cd’da da yaprakta 0,3, kokte 2,3 ve govdede 3,5 ppm birikim olmustur. 150 uM

Cd’ da bitki normal sinirlarda bir birikim yapmustir.

Bitkinin Cu miktarinin normal smirlari 4 - 15 pgg™ K.A. oldugu belirtilmektedir, toksik
degerler ise 20 - 100 pgg™ K. A. olarak belirtilmistir (Kabata — Pendias, A., 1986).

500 uM Cu uygulanan bitkinin yapraklarinda 0,58, gévdelerinde 1,23 ve koklerinde
0,42 ppm’lik bir birikim vardir ve bu verilere gore bitkide fazla Cu birikim olmamustir.
1500 uM Cu’n yapraklarinda 0,48, govdesinde 7,61 ve koklerinde 1,89 ppm birikim

olmustur ve buna gore Cu normal seviyede sadece govdede birikmistir.

Mishra, S. ve digerlerinin 2006 yilinda yaptig1 bir deneyde bitki tarafindan biriktirilen
Cd miktar1 yaklasik 11,46 mg g * KA olarak bulunmus ve bunun yaklasik %80,6’smnm
kok dokusunda biriktigi bildirilmistir. Cd’un hiicre ¢eperi ve hiicreler arasi
karbonhidratlarla hareketsizlestirildigi diisiiniilmekte ve bunun bitkiler tarafindan

kazanilan 6nemli bir savunma stratejisi olabilecegi belirtilmektedir.

Kanalizasyon atiklarmin bulundugu toprakta yapilan bir deneyde ise Beta vulgaris
bitkisinde Zn, Cu, Mn, Cd, Pb ve Ni miktarlarina bakilmis ve kéklerinde Cu, Zn ve Ni;
govdelerinde ise Mn, Cd ve Pb’u biriktirdigi belirlenmistir. Agir metalleri yasadigi
topraktaki konsantrasyonlardan ¢ok daha fazla biriktirmesi bitkinin akiimiilator 6zellikte

oldugunu diistindiirmiistiir (Singh, R.P. ve Agrawal, M., 2007).

Calismamizdan elde edilen verilere gore, gerek Cd ve gerekse Cu birikimlerinin cok
diisiik diizeyde olmasi ve sadece govdelerde az bir farklilik gostermesi bitkinin bir

metal akiimiilatorii ya da indikatorii olamayacagini gostermektedir.
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Bununla birlikte, ¢ok yiiksek agir metal konsantrasyonuna sahip topraklarda bile
hayatlarini siirdiirebilen (Wei, S.H., ve dig., 2005) ve yiiksek konsantrasyonlara maruz
birakildiklarinda toksik metalin bitkiye aliniminin sinirlandirilmasi ya da engellenmesi
seklinde bir mekanizmaya sahip olan ekskluder (Prasad M.N.V., 2008) grubunda bir bitki

olabilecegi diigiiniilmektedir.

Baker (1981)’e gore bitkilerin agir metal toleransma karsi ii¢ temel tipinin oldugu one
striilmistiir: biriktirme, kaginma ve belirte¢. Biriktirme ve kaginma bitkilerin yiiksek
agir metal konsantrasyonlarina karsi cevap olarak verdigi iki temel stratejidir (\Vogel-
Mikus ve dig. 2005). Bitkilerin biinyelerinde ne kadar birikim yaptigimi bulmak icin ve
bitkinin agwr metal toleransina karsi hangi grupta oldugunu belirlemek i¢in bitkilerin
translokasyon faktorlerine bakmak gerekmektedir. Translokasyon faktorii (TF)
bitkilerin govde ve koklerindeki birikimler hakkinda bilgi veren bir formiildiir. TF
govdedeki agir metal konsantrasyonunun kokteki agir metal konsantrasyonuna orantyla
bulunur. Eger TF > 1 ise bitki metali kokten govdeye iletmistir (Baker ve Brooks,

1989).
TF: [Gévde](mg g 1)/[Kok]( mg g Y

Biyo-akiimiilator faktor (BAF) ise bitkilerin hiperakiimiilatér, akiimiilatér veya
ekskluder olmalar1 hakkinda bilgi verir. Ve BAF toprak {stii kisimlarin
konsantrasyonlarinin (mg g '), toprak konsantrasyonuna béliinmesiyle bulunur. Eger
BAF > 10 mg/g-" ise bitki hiperakiimiilator bir bitkidir, BAF > 1 ise akiimiilator bitkidir
ve BAF < 1 ise ekskluder bitkidir (Ma ve dig., 2001 Baker 1981). Biyoakiimiilator
faktorleri (BAF) regiilatdr amaclar i¢in oldukca yararh olmaktadir.

BAF=[Toprak iistii kisim] (mg g *)/[Toprak] (mg g*)
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Uygulama (uM) Translokasyon faktor (TF) Biyoakiimiilator faktor(BAF)
50 uM Cd 0 1,44
150 uM Cd 0,147 0,259
500 uM Cu 1,23 0,034
1500 uM Cu 0,25 0,053

Tablo 5.1: TF ve BAF degerleri

TF degerlerine baktigimizda yalnizca 500 uM Cu’ da kokten govdeye agir metal
tasinim1 vardir. BAF degerlerine baktigimizda ise 50 uM Cd’da azda olsa bir birikim
varken digerlerinde herhangi bir birikim gdoriilmemektedir. BAF degerleri,
Brachychiton populneus’ un potansiyel ekskluder bir bitki olabilecegini diisiindiirmekle

birlikte daha detayli ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Malva sinensis Cavan ile yapilan bir deneyde bitkinin BAF ve TF degerlerine bakilmis
ve bitkinin bu degerleri 1’den ¢ok biiyiik ¢iktig1 i¢in bu bitkinin Cd hiperakiimiilatorii
oldugu ileri siirtilmiistiir (Zhang, S., ve dig., 2010).

Shenyang ekolojik yasam alanindan toplanilan Bidens pilosa L. bitkisiyle yapilan bir
deneyde belli konsantrasyonlarda Arsenik (As) verilen bitkide BAF ve TF degerlerine
bakilmistir. Sonu¢ olarak BAF ve TF degerleri < 1 c¢ikmistir. Buna gore bu bitki
potansiyel bir As- ekskluderidir ( Sun Y.-b. ve dig., 2009). Ekskluder bitkilerde koklerin
agir metalleri {ist boliimlere tasinmasina karsi bir bariyer gorevi iistlendigi diisiiniiliir ve
bunun koklerdeki potansiyel bir tolerans mekanizmasiyla gerceklestirilebilecegi

aciklanmistir (Ernst ve dig. , 1992).




101

Sebzelerin ve tarim {irlinlerinin se¢iminde bitkinin yenilebilir kisimlarindaki metal
birikimleri ¢ok Onemlidir. Metal kirlilik diizeyinin yiliksek oldugu tarim alanlarinda
bitkinin yenilebilir bolgelerindeki metal birikimlerine belli bir limite kadar azda olsa
izin verilebilir (Wang S. ve dig., 2009; Barman ve dig., 2000; EPA, 2000 ). Bu anlamda
ekskluder bitkilerin bariyer, diglama gibi mekanizmalara sahip olmasi ekonomik ve

ekolojik anlamda yarar saglar.

5.2. BITKILERDE FiTOTOKSISITE SONUCU MEYDANA GELEN
FiZYOLOJIK VE BiYOKIMYASAL DEGIiSiIMLER

5.2.1. Bitkinin yapraklarinda klorofil miktar

Yiiksek yapili bitkilerde, siyanobakterlerde ve yesil alglerde; fotosentezin diger
metabolik proseslere oranla agir metal toksisitesine daha duyarli oldugu belirtilmektedir

(Lu ve ark, 2000).

Deney sonuglarina gore, klorofil miktar1 uygulanan konsantrasyon miktar1 artik¢a
giderek seviyesi diigsmiistiir. 50 uM Cd’da klorofil icerigi kontrole gére %9, 150 uM
Cd’da % 10, 500 uM Cu ‘da % 13 ve 1500 uM Cu’da ise %16 oraninda azalmistir.

Cuve Cd gibi agir metaller bitki yapraklarinda klorofil pigment birikimini inhibe eder

ve fitosistemlerdeki klorofil biitiinliigiinti bozar (Caspi ve dig.,1999). Bunun yaninda Cu
kloroplast zarlarinin peroksidasyonuna neden olur (Halliwell, B. ve dig., 1984; M.N.V.
Prasad ve dig., 2001). Klorofil pigmentlerinin yikimyla fototsentetik verimin diismesi
bitki biiyiimesini olumsuz yonde etkiler. Fotosentezin inhibasyonu ve klorofilin yikimi
bitkinin maruz kaldig1 metale spesifik bir yaniti olarak kabul edilebilir (Upadhyay, R.K.
ve dig., 2009).

Cevresel stres faktorlerinin bitkiler iizerindeki etkilerini anlamak amaciyla sikg¢a
basvurulan yollardan biri organizmadaki klorofil icerigini belirlemektir. Cesitli
aragtiricilar tarafindan metal kirliligine bagh olarak degisik bitki tiirlerinde klorofil

miktarmin azaldig1 rapor edilmistir. Ornegin, metal kirliligi (Ni-Cu) olan topraklarda
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yetisen E. nigrum’un klorofil igeriginde % 15-30 oraninda azalma tespit edilmistir
(Monni S. ve dig 2001). Cu, Cd, Pb ve Zn uygulanan Halophila ovalis bitkisinde
Klorofil a, Klorofil b miktarmin (Ralph ve Burchett 1998), Brassica pekinensis
bitkisinde Cu’a bagli olarak klorofil miktarlarmm (Xiong, Z.-T. Ve dig., 2006) diistiigii

belirlenmistir.

Potamogeton crispus L. bitkisiyle yapilan bir deneyde giimiisiin(Ag) klorofil igerigini
azalttig1 goriilmustiir. Klorofil biyosentezini Ag’iin de diger metaller gibi inhibe etmesi
veya bozmasi, Ag’lin miktarinin S5puM’dan 20 pM’a ¢ikmasmin yapraktaki pigment
miktarmi azaltmas1 ve Fe, Mg ile Zn eksikliginin klorofil olusumunu engellemesinden

dolay1 klorofil igerigi yaprakta azalmistir (Xu,Q.S. ve dig.,2010).

Baycu ve dig., 2006 yilinda yaptiklar1 arastirmada Istanbul’un belirli yerlerinden
toplanilan agacglarda klorofil miktarmin kontrol bitkilerinkine gore azaldig: saptanmistur.
Yapilan aragtirma klorofil miktarinin azalmasinda agac tiirleri, mevsimsel faktorler,

yerin durumu ve agir metal stresinin neden oldugu belirtilmistir.

Bacopa monnieri L. bitkisinin Cd uygulamasi sonrasi klorofil miktarmi azalmustir.
Withania somnifera bitkisinde de Cu uygulamasi sonrasi klorofil miktarinda azalma
olmustur. Bu azalmalar klorofil biyosentez enzimlerin —SH gruplarinin Cd ve Cu ile
baglanmas1 ve yani sira lipid peroksidazin bozulmasiyla meydana gelir (Nyitrai ve dig. ,

2003; Singh S. ve dig., 2006).

5.2.2. Bitkinin kok ve yapraklarinda protein miktar

Yapraklarda protein miktarlarina baktigimizda kontrole gére 50 uM Cd’da % 67, 150
uM Cd’da %26, 500 uM Cu’da %27 ve 1500 pM Cu’da %49 oraninda azalma
goriilmektedir. Kokte ise kontrole gore 50 uM Cd’da %42, 150 pM Cd’da %23, 500
uM Cu’da %59 ve 1500 uM Cu’da ise %46 oraninda azalma goriilmektedir. Genel
olarak kokte uygulanan diisiik konsantrasyonlarda protein miktary, yiiksek

konsantrasyon uygulanan bitkilere gore daha cok azalmistir. Bitki asir1 yliksek
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konsantrasyondaki agir metalleri biinyesine alamaz. Agir metaller bitkilerdeki protein

miktarinin azalmasina sebep olur.

Agir metal stresinde bitkilerdeki protein miktarlarmin azalmasi genelde protein
sentezinin inhibisyonundan ya da oksidatif stresle iiretilen ROS’larin tetikledigi

proteolisizten kaynaklanir (Parida ve dig., 2004).

Vigna unguiculata L. var. Pusa Falguni tohumlar1 Cd ve Hg’ ya maruz birakilmis,
protein ve amino asit i¢eriklerinde azalma, prolinde ise artma tespit edilmistir (Nagoor,
S., 1997). H. verticillata (L.f.) Royle su bitkisiyle yapilan ¢aligmada 0, 1, 4, 7 giin
stireyle uygulanan Cu (0,1-25 uM) sonras1 protein miktarindaki degisimler incelenmis
ve protein miktarlarinin SuM’a kadar diizenli bir arts gosterdigi fakat 7 giin 5 uM Cu
uygulanan bitkide ise protein i¢eriginin azaldigi belirtilmistir. 25 uM Cu uygulama ile
bitkilerin hepsinde protein miktar1 diizenli olarak azalma gdstermistir ( Srivastava S. ve
dig., 20006).

Cd uygulamasiyla ilgili bir deneyde kullanilan Bacopa monnieri L. bitkisine 48, 96 ve
144 saat 10, 50, 100 ve 200 uM Cd’a maruz birakilmistir. Deney sonunda bitkideki
protein miktar1 zamana ve uygulanan konsantrasyon artisma gore azalmistir. Proteinleri
yikan veya aktive eden proteaz ya da diger katabolik enzimlerin aktifliginin artmasi
¢oziilebilir proteinleri bozmus ve Bacopa monnieri bitkisinde Cd” a maruz kalan
kisimlarin protein igeriginin azalmasina neden olmustur (Shraddha Singh ve dig., 2006;

Davies, 1987).

Pistia stratiotes L. bitkisiyle yapilan ¢alismada agir metal uygulamasi sonunda protein
iceriklerindeki degisimlere bakilmistir. Deneyin sonucunda toplam protein miktarinin
yiikksek konsantrasyonda azaldigi goriilmiistiir. Kok ve yapraklarda baslangigta
maksimum bir artig goriiliirken bununla birlikte 18 saat sonra kontrole gore protein
miktar1 yavas yavas azalmistir. Ve deney sonunda protein seviyelerinde bir inhibisyon
goriiniir. Pistia bitkisinde proteinin inhibe olmasi bitki hiicrelerinde ki akut oksidatif

strese neden olur (Upadhyay R.K. ve dig. 2009).
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Diger bazi arastirmalarda ise, diisiik Cu konsantrasyonlarmin bitkinin protein miktarlari
ile biyokiitlelerinde artisa neden oldugu ve bu durumun diisiik molekiil agirlikli stres
proteinlerinin indiiksiyonundan kaynaklandig1 6ne siiriilmiistiir (Prasad ve dig 2001;
Cuypers ve dig 2006; S.D.L. Toppi ve dig., 1999).

Agir metal stresinin bitkide olusturdugu Onemli etkilerden biri protein sentezini
etkileyerek bitkideki protein icerigini azaltmaktir. Protein miktar1 bir organizmada
geriye donilisimli veya doniisiimsiiz degisimlerin onemli bir gostergesidir ve bu
degisimlerin dogal ve ksenobiyotik tiim streslere karsi bir cevap oldugu bilinir (Liu, S.

ve dig. 2005; Hou, W. ve dig. 2007).

5.2.3. Bitkinin kok ve yapraklarinda prolin miktar

Bitkideki prolin miktarlarina bakarsak; kontrole gore, 50 pm Cd %55, 500 uM Cu % 64
ve 1500 uM Cu %27 azalirken, 150 uM Cd %45 oraninda artmistir. Kokler ise kontrole
gore 50 uM Cd %30, 150 uM Cd %60 ve 500 uM Cu % 25 oraninda azalirken, 1500
uM Cu kontrolle yaklasik ayni degerdedir. Goriildiigt gibi kokler ve yapraklar birbirine
paralellik gostermemektedir. Bu sonuglara gore bitkinin genelinde prolin miktarlarinda

bir artig olmamustir.

Cesitli arastiricilar tarafindan prolinin su kithgi, sicaklik, agir metal gibi cevresel
streslere cevap olarak bitkide biriktigi belirtilmektedir (Shah, ve Dubey, 1998; Mehta ve
Gaur, ve dig., 1999, Baygu ve dig., 2008). Bu konuyla ilgili baz1 ¢aligmalarda prolinin
bir stres septomu oldugu belirtilmistir (Lutts ve dig., 1996; ClaussenW., 2005).

Bir aminoasit olan prolin, stres altindaki bitkilerde hiicre ve dokularin zarar gérmesini
onlemek amaciyla bitki tarafindan igsel olarak iiretilen bir organik bilesiktir. Stres kosullar1

sona erdiginde kendiliginden ve geriye bir hasar birakmaksizin normal degerlere

donmektedir (Chen ve dig., 2004).

Prolin antioksidan enzimlerin aktivitesini ve glutatyon igerigini artirir, agir metallerin
selatlanarak detoksifikasyonunu saglar, strese maruz kalan bitkinin osmotik dengesini

korur, oksidatif strese kars1 hidroksil radikalleri ortadan kaldirir ve protein stabilitesini
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koruyarak bitkinin zararini en aza indirir (Farago and Mullen 1979; Shah ve Dubey,

1997; Jin Xu ve dig., 2009).

Bazi stres durumlarinda prolin birikiminin bitkide azalmasi, prolin biyosentezindeki
enzimlerin aktivasyonu veya indiiksiyonunun azalmasi, glutamatin okside olmasi veya
protein sentezinde prolin kullaniminin azalmasi nedenine bagli olabilir (Delauney ve
dig., 1993; Claussen, W., 2005). Prolin, patates gibi bitkilerde osmotik diizenleyici
olarak gérev yapar ve stres tiirlerine gore bitkide artar ya da azalir (Biissis ve Heineke,
1998). Arachis hypogaea ile yapilan bir aragtirmada tohumlarina 25- 50 ve 100 uM
CdCl; uygulanmis ve 10 giin uygulama sonunda prolin miktarlarma bakildiginda Cd

konsantrasyonuna bagli olarak artig goériilmiistiir (Dinakar,N. Ve dig., 2008).

Silene vulgaris’in metale toleransli olan ve olmayan ekotipleriyle yapilan arastirmada,
bitkilere Cu, Cd ve Zn uygulanmis ve yapraklarda prolin miktarinin oldukca arttig
ozellikle de metale toleransl olan ekotiplerde toleransli olmayan ekotiplere gore prolin
miktarinin 5-6 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (Schat ve dig., 1997). Farkli
konsantrasyonlarda Pb ve Cd’ a maruz birakilan iki bugday varyetesiyle (Triticum
aestivum L. cv. Gerek-79 ve Bolal-2973) yapilan ¢alismada ise degisik stres
kosullarinda prolin miktarmm arttig1 rapor edilmistir (Oncel I. ve dig., 2000). Yapilan
baska bir ¢alismada Solanum nigrum L.’nin yapraklarinda ve koklerinde hiicre igi
serbest prolin miktarmin Cd uygulamalariyla artigi bildirilmistir (Costa and Morel,

1994; Sun ve dig., 2009).

Chen ve digerleri, 2004 yilinda piring bitkisiyle yaptiklar1 bir deneyde, disaridan
uygulanan prolinin koklerde Cu alinimini azalttigi ve Cu’a karsi bir bariyer gorevi

tistlendigini belirtmislerdir.

5.2.4. Bitkinin kok ve yapraklarinda antioksidan enzimlerin aktivitesi

ROS olusumu hem abiyotik hemde biyotik streslerin ortak bir sonucudur. Bitkiler
ROS’lar1 temizlemek amaciyla antioksidan enzimleri iiretirler. Bitkide olusan oksidatif
strese kars1 antioksidan enzimlerin biri yada bir kag1 ayn1 anda aktif olabilir (Xu, Q.S.
ve dig., 2010).
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GR, CAT ve GPOX hiicre icerisinde farkli yerlerde gorev alirlar. Bu enzimler
hiicrelerde molekiiler oksijeni ve suyu azaltarak bunlarin hidrojen perokside
doniismesini  engeller. GPOX hiicre duvarma baghh veya sitoplazmada, CAT
peroksizomlarda, mitokondrilerde ve kismen sitoplazma bulunur. GR ise hiicrelerin

sitoplazmasinda lokalize olmustur.

Katalaz, glutatyon rediiktaz ve guaiakol peroksidazlarin aktivitelerinin arastirildigi
calismamizda yapraklardaki glutatyon rediiktaz (GR) enziminin aktivitesi 50 uM Cd’da
%33 artarken, 150 uM Cd’da % 22, 500 uM Cu’da % 16 ve 1500 uM Cu’da % 60
azalmistr. Yapraklarda yiiksek konsantrasyonda Cd’un GR metabolizmasini baskiladigi
goriilmektedir. Cu uygulamalarinda GR aktivitesinin diismesi Cd ve Cu’m GR’1 farkh

sekilde etkiledigi sonucuna varmamiza neden olmustur.

Koklerdeki durum ise 50 uM Cd’da %12, 150 uM Cd %13 ve 1500uM Cu’da % 37
oraninda GR aktivitesi azalirken, 500 uM Cu’da %6 artmistir. Uygulanan Cd
konsantrasyonlar1 kokteki GR aktivitesini ¢cok az etkilemistir. Bitkide GR aktivitesinin
Ozellikle Cu’a baglhh olarak azalmasi, enzimin inhibisyona ugramasi seklinde

yorumlanabilir.

GR aktivitesi bitkinin tiirline, agir metal ¢esidine ve konsantrasyonuna bagli olarak artar
ya da azalir. Yapilan bir ¢alismada Withinia somnifera bitkisine 0-10-25-50-100 ve 200
uM Cu uygulanmig ve sonrasinda GR enziminin aktivitesine bakildiginda azalma
goriilmiistiir (Khatun, S., ve dig., 2008). Arabidopsis thaliana bitkisiyle yapilan bir
caligmada ise ilk olarak Cd’a dayanikli bir alt tiir ve ikinci olarak da Cd’a duyarl1 yabani
bir alt tlir arasinda karsilagtrmali deney yapilmistir. Arastirmada bitkilere 500 pM
CdCl, verilmis ve Cd toksisitesi ile oksidatif stres arasindaki iliski incelenmistir. 21 giin
sureyle uygulanan Cd sonucunda, GR aktivitesi 6zellikle direngli tiirde daha cok

azalmistir (Cho Un-H. ve dig. 2005).

Agir metal uygulamalarinda GR aktivitesindeki azalma okside glutatyon (GSSG)’a
bagli NADP(H) n par¢alanmasindan kaynaklanir. GSSG’nin indirgenmesi ¢ok asamali

bir reaksiyondur. Baslangi¢ olarak enzim NAHPH tarafindan indirgenir. Indirgenmis
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glutatyon rediiktaz GSSG molekiilii ile reaksiyona girer ve bu reaksiyon bir disiilfit
degisimi ile sonuglanir. Sonugta GSH molekiilii ve GRreqg — SG kompleksi ortaya ¢ikar.
GRreds — SG kompleksinde ikinci bir disiilfit degisimi ile sonuglanan bir elektron
diizenlemesi gergeklesir. ikinci GSH molekiiliiniin enzimden ayrilmasi ile enzim tekrar

okside forma doniisiir (Hou, W. C., ve dig., 2004; Khatun,s., ve dig., 2008).

Bazi durumlarda ise Cd’a maruz kalan bazi bitkilerde GR aktivitesi artmistir (Chaoui
ve dig., 1997; Stroinski ve dig., 1999; Schickler ve Caspi, 1999). Bezelye koklerinde
yiriitiilen Cd uygulamalar1 (Vivek,d., ve dig., 2001) ve farkli biber tiirleri lizerinde
yiriitillen ¢alismalarda da (Leon, A. M., ve dig., 2002) GR aktivitesinin arttig1
bildirilmistir.

GR aktivitelerindeki artis oksidatif strese karsi bir cevap olarak goriilmekte (Stroinski
A., ve dig., 1999) ve GR’1in da askorbat-glutatyon dongiisiinde ROS’lara bagli Cd’un
detoksifikasyonunda gorev aldigi diistiniilmektedir ( Stevens ve dig., 1997).

Arastirmamizdaki diger bir enzim olan katalaz (CAT)’m aktivitesi yapraklarda 50 uM
Cd’da %30, 150 uM Cd’da %72, 500uM Cu’da %71 ve 1500uM Cu’da %67 oraninda
azalmistir. Koklerde ise 50uM Cd’da %388, 150 uM Cd’da %74, 500uM Cu’da %60 ve
1500uM Cu’da %45 oraninda azalmistir. Agir metale maruz kalan Brachychiton
populneus’ da CAT’in H,0,’i pargaladig1 ve bunu da aktivitesini diisiirerek gosterdigi

saptanmustir.

CAT bitki hiicrelerinde aktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirir, hidrojen peroksidin
seviyesini kontrol eder ve H,O-’nin toksisitesine karsi savunmada gorev alir (Upadhyay
R. K ve dig. , 2009 ).

Soya fasulyesi hiicreleriyle yiiriitiilen bir ¢alismada Cd uygulamasmin CAT aktivitesini
azalttig1 belirtilmistir (Sobkowiak R. ve dig., 2004). Cd’a duyarhliklar: farkli olan biber
tiirleri lizerinde yiiriitiilen caligmalarda CAT aktivitesinin Cd uygulamasinda az da olsa
diistiigli bildirilmistir (Leon Ana M. ve dig., 2002). Tiryakioglu (2002) iki farkli arpa
cesidi (Tokak ve Hamidiye) lizerinde kadmiyuma kars1 dayaniklilik ¢aligmalar1 yapmais
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ve 0- 60 uM Cd uygulamstir. CAT aktivitesi uygulama gruplarinda ilk 6nce azalmis ve

Cd daha yiiksek konsantrasyonlara ulastiginda ise tekrar artmistir.

Phaseolus vulgaris bitkisiyle yapilan bir ¢aligmada, bitkiye 96 saat siireyle SuM Cd
uygulanmis ve uygulama sonunda CAT aktivitesi kokte ve yaprakta diismiistiir
(Chaoui, A. 1997). Diger bir deneyde ise Phaseolus vulgaris bitkisine Cu uygulanmis
ve benzer sonuglar goriilmiistiir (Weckx ve Clijsters, 1996).

Baz1 farkli calismalarda ise CAT aktivitesi artis gostermistir. Soya fasulyeleriyle
yapilan bir aragtirmada CdCl, uygulamasi yapilan bitkide CAT aktivitesi artmustir. Bu
sonuglar, CAT tarafindan H;O, konsantrasyonun diizenlendigini ve H»O>’nin

iiretiminin kontrol edildigini gostermektedir (Fornazier, R. F. ve dig., 2002).

Ulva lactuca ile yapilan bir deneyde 100 uM ’a kadar Cu uygulanmig 24 saat sonra
bitkide Cu birikimi artmustir, buna bagli olarak siiperoksit radikalleri ve hidrojen
peroksit iiretimide artmistir ve CAT’in aktivitesinde 12 saat Cu uygulamasinda artis
goriilirken 18 saat sonra diismeye bagslamistir (Upadhyay R. K ve dig., 2009).
Raphanus sativus L. bitkisiyle yapilan arastirmada ise su kiiltiiriinde 72 saat boyunca
0,25-1uM aras1 CdCl; uygulanmis ve yaprak ve koklerde CAT ve GR analizi yapilmig
ve sonug olarak koklerde CAT ve GR aktivitesi artmustir (Vittoria ve dig., 2002).

CAT peroksizomlarda bulunan peroksitleri serbest birakir ve boylece zararl olan H,0;
katalizlenir. Sonug¢ olarak CAT, ROS’lar1 peroksizomlarda inhibe eder ve toksik
etkilerini azaltir (Vittoria ve dig., 2002).

Son olarak arastirilan guaiakol peroksidaz (GPOX) enziminin aktivitesi yapraklarda 50
uM Cd’da %106, 150 uM Cd’da %73, 500uM Cu’da %50 oraninda artarken 1500 uM
Cu ‘da %6 oraninda kontrole gore azalir. Koklerde ise 50 pM Cd’da %63, 500 uM
Cu’da %144 oraninda artig varken, 150 pM Cd’da %63 ve 1500 uM Cu’da %44
oraninda kontrole gore bir azalma mevcuttur. Bulgularimiza baktigimizda uygulanan
Cd konsantrasyonlarinda ve diisiik Cu konsantrasyonunda yaprakta GPOX aktivitesi

artarken yiiksek Cu konsantrasyonlarinda GPOX aktivitesi bastirilmistir.
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GPOX stres belirleyici bir enzimdir ve agir metaller tarafindan meydana gelen stresi
belirtmek amaciyla birgok arastirici tarafindan bir stres isaretcisi olarak kullanilmakta
ve aktivitenin metal birikimiyle baglantili oldugu diistiniilmektedir. Pek ¢ok bitki
tiirliyle yapilan caligmalarda, bitkinin agir metali almasma bagl olarak peroksidaz
aktivitesinin hizli bir sekilde artisa gegtigi vurgulanmistir (Chaoui ve dig., 2004; (Baycu
ve dig., 2006).

Pb akumiilatorii olan Sesbania drummondii bitkisiyle yapilan br deneyde GPOX
aktivitesinde artis gézlenmistir (Ruley, A.T., ve dig., 2004). Cd’a maruz birakilan
Phaseolus vulgaris bitkisinde fitotoksisitesi ve oksidatif stres arasindaki iliski
arastirilmis ve  GPOX enziminin aktivitesine bakilmistr. GPOX aktivitesi Cd
uygulamas1 sonunda oOzellikle gévdede artmustir. Bu bitkinin strese girdigini
gostermektedir. Ancak, peroksidaz aktiviteleri yalnizca agir metal stresiyle artmaz,

diger ¢evresel streslerde de artabilir.

GPOX’un bitkinin hiicre duvarlarimi sinirlamada bir rol oynadig1 ve bdylece bitkinin
govde bliylimesini engelleyerek strese cevap verdigi sdylenebilir (Chaoui A ve dig.,
1997). Triticum aestivum L. bitkisine 0- 33 uM Cd uygulanmistir ve bu uygulamalar
sonunda kontrole gore bitkinin yapraklarindaki antioksidan enzimlerin aktivitelerinde
uygulanan diisiik konsantrasyondaki Cd’lar kontrole gore fazla degismemistir. 10 uM
Cd’da CAT ve GPOX enzim aktiviteleri en yiiksektir. GR’ da ise durum biraz farklidir
ve uygulanan konsantrasyon arttikga enzim aktivitesi artmakla birlikte 10 uM Cd
konsantrasyonundan sonra diismeye baglamistir. Bu bulgulara gore bitkinin 10 uM Cd’a
kadar biinyesinde H,O, biriktirmedigi, birikimin 10 uM Cd’dan sonra oldugu ve CAT
ile GPOX aktivitelerinde artig goriildiigii ifade edilmistir (Lin R. ve dig. 2007).

Bacopa monnieri L. bitkisiyle yapilan arastimada B.monnieri bitkisine 1, 2, 4 ve 7 giin
boyunca 100 pM Cd uygulanmis ve antioksidan enzim aktiviteleri incelenmistir.
Calismada, diisiik konsantrasyonlarda (1-5 uM) yapraktaki GR aktivitesi fazla bir
degisiklie ugramazken, yiiksek konsantrasyonlarda ve uygulama siiresi arttik¢a
aktivite diigmiistiir. Bu durum kok i¢in de gecerlidir. Calismadaki CAT aktivitesine
bakildiginda uygulama siiresi artik¢a enzim aktivitesi yaprak ve kokte de artmistir.

GPOX aktivitesi ise yapraklarda uygulama siiresi arttikca 50 uM Cd’a kadar artmis 100
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uM Cd’dan itibaren diismiistiir. Kokte ise GPOX aktivitesi 10 uM Cd’a kadar artmis
25, 50 ve 100 uM Cd’da azalmistir. Bacopa monnieri L. bitkisinde antioksidan
enzimler kok ve yaprakta farkli aktiviteler gostermistir (Mishra S. ve dig., 20006).

Yapilan ¢aligmanin sonuglar1 bizim arastirmamizla paralellik gostermektedir.

Akuatik makrofit olan Hydrilla verticillata (L.f) Royle’ de 1-7 giinliik periyodlarla 0.1—
25 uM Cu uygulamasi yapilmig ve sonrasinda GPOX ile CAT aktivitesi aragtirilmistir.
1 uM Cu uygulanan bitkilerde gerek GPOX ve gerekse CAT enzimlerinin her ikisinde
de 7 giin boyunca artig goriilmiistiir. 25 uM Cu uygulamasinda GPOX, 5 ve 25 uM Cu
uygulamalarinda ise CAT aktivitesine azalmalar olmustur. GR aktivitelerinde ise, 1 uM
Cu uygulamasinda artis saptanirken, 5 ve 25 uM Cu uygulamalarinda azalmalar

kaydedilmistir (Srivastava, S. ve dig., 2005).

Cd uygulanan Phragmites australis bitkisinde yapilan ¢alismada, SOD, APX, CAT ve
GR antioksidan enzimleri artmistir. Bitki metabolizmasi ile ilgili iglevler ve glutatyon
miktar1 bitkinin kok, gévde ve yapraklarinda azalmalar goriilmiistiir. Askorbik asit ve
GPOX aktivitesi ise sadece yapraklarda diismiistiir. Bu sonuglara gore kok ve gévdenin
ayn konsantrasyondaki Cd’a cevabi yapraklara gore daha giigliidiir ( lannelli M. A. ve
dig., 2002).

Guaiakol peroksidaz, bitki ¢esitli streslere maruz kaldiginda bu streslere cevap olarak
sentezlenir. Fizyolojik ve biyokimyasal olarak biiylimede, etilen biyosentezinde, meyve

gelisiminde ve hiicre olusumunda yavaslamaya neden olur.

Sonug olarak, Cu madeni atiginda daha 6nceden saptanmis olan (Baycu, G., 2007) Cd

ve Cu konsantrasyonlarmda 12 giin siireyle yetistirilen bitkilerin kok, govde ve
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yapraklarinda asir1 bir agir metal birikimi gozlenmemistir. Agir metal alim ile ilgili
kaginma mekanizmalarinda, musilaj ve kalloz gibi maddeleri igeren ve koklerin apikal
bdlgesinden salgilanan karbonhidratlarin agir metallerle yiiksek oranda baglanabildigi
ve agir metal stresini engellemeye yoOnelik bir savunma stratejisi gelistirdigi
bilinmektedir. Uygulanan yiiksek konsantrasyonlara ragmen agir metal birikiminin az

olmasi, kdklerde morfolojik olarak gdzlemledigimiz musilajla iligkili olabilir.

Alinan az miktardaki Cu ve Cd konsantrasyonlarinin 6zellikle govdede lokalize olmasi
bitkinin kok ve yapraklarinda gelisen fitotoksisite derecesini diisiirmekle birlikte,
klorofil, taze ve kuru agirliklar ile protein parametrelerinde belli dlciilerde azalmalar
gorilmiistiir. Stres sonucu olusan ROS’larin giderilmesinde yer alan enzimatik
aktiviteler ile stres belirteci olan prolin miktarlarinin, kdk ve yapraklara, agir metal

tiirline ve konsantrasyonlarina bagl olarak degisiklikler gosterdigi kaydedilmistir.

Birikimin az olmasi nedeniyle, Brachychiton populneus’ un akiimiilator,
hiperakiimiilator ya da indikator bitki olamayacagi, ancak potansiyel bir ekskluder bitki

olabilecegi diistiniilmektedir

Bulgularimizin 1s1ginda, yeterince agir metal birikimi gdstermeyen Brachychiton
populneus agag¢ tiiriiyle fitoremediasyon ¢alismalarinin yiiriitiilemeyecegi ve ayrica su
kiiltlirlerinde yetistirilmeye uygun olmadigi sonucuna varilmis olmakla birlikte kuraklik

ile ilgili arastirmalarda basariyla kullanilabilecegi soylenebilir.

Daha o6nce bu bitkiyle yapilan ve agir metal stresinin ekofizyolojik, biyokimyasal,
molekiiler biyolojik ve ¢evre biyoteknolojisi yoniinden degerlendirildigi benzer bir
calismanin  bulunmamasi1 nedeniyle daha detayli arastirmalara gereksinim

duyulmaktadir.
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