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IKi FARKLI BIRYOFIT TORUNUN FOTOSENTETIK PIGMENT
ICERIGIi VE ANTIOKSIiDAN MEKANIZMASI UZERINE AGIR
METALLERIN (BAKIR VE KURSUN) ETKISININ
ARASTIRILMASI

[lknur KUZU

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danmismani: Dog. Dr. Bengi ERDAG
2015, 57 sayfa

Bu c¢alismada Brachytheciaceae familyasina ait Homalothecium sericeum
(Hedw.) Schimp. ve Hypnaceae familyasina ait Hypnum cupressiforme Hedw.
tiirlerinde agir metal uygulamasi ile meydana gelen kisa stireli tepkiler fizyolojik
ve biyokimyasal parametreler 1s1ginda degerlendirilmistir. Arazi g¢aligmasinda
toplanan bitkiler uygun torbalara alinarak laboratuvar ortamina getirilmistir.
Yikama isleminin ardindan biryofit tiirleri uygun muamele ortamlar1 hazirlanarak
Cu ve Pb igeren ¢ozeltilerde kiiltiire almmustir. ki biryofit tiirii i¢in; agir metal
biriktirme diizeyleri, kuru agirliklari, fotosentetik pigment analizi, hidrojen
peroksit (H,O,) miktar1 tayini, lipit peroksidasyonu, antioksidan enzimler
(stiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz, askorbat peroksidaz) ve enzimatik
olmayan antioksidant molekiillerden (askorbat ve prolin) miktarlar1 ¢aligilmustir.
Her iki tiirlinde maruz kaldiklar1 metalleri biinyelerinde belirli oranlarda
biriktirdikleri  belirlenmistir.  Hypnum cupressiforme’nin = Cu  uygulanmig
orneklerinde siiperoksit dismutaz, peroksidaz aktivitelerinde artiglar meydana
gelirken askorbat miktarinda anlamli bir degisim goriilmememistir. Katalaz
aktivitesinde meydana gelen azalmanin nedeni olarak bakir katyonlar1 gibi agir
metal iyonlarinin katalaz’in yarayisli olmayan inhibitorleri gibi davranip enzim
aktivitelerini durdurmasindandir. Homalothecium sericeum’un Pb uygulanmis
orneklerinde pigment degredasyonu ve H,O, birikiminin olmamasi askorbat
peroksidaz ve katalaz aktivitesinin H,O,’nin detoksifikasyonunda etkili oldugunun
ya da bu metalin hiicreyi asir1 strese sokacak oksidatif hasari tetiklemediginin
gostergesi de olabilir.

Anahtar kelimeler: Homalothecium Sericeum, Hypnum Cupressiforme, Agir
Metal, Stres, Antioksidan






ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE IMPACT OF HEAVY METALS
(COPPER AND LEAD) ON THE PHOTOSYNTHETIC PIGMENT
CONTENT AND ANTIOXIDANT MECHANISM OF TWO
DIFFERENT BRYOPHYTE SPECIES

[lknur KUZU

M. Sc. Thesis, Biology Department
Supervisord: Associate Prof. Dr. Bengi ERDAG
2015, 57 pages

In this study, short term reactions caused by heavy metal administration was
evaluated in light of physiological and biochemical parameters on types of
Homalothecium sericeum (Hedw.) Schimp. which belongs family of
Brachytheciaceae and Hypnum cupressiforme Hedw. which belongs family of
Hypnaceae. The plants collected in the field work has been brought to the
laboratory on the appropriate bag. After appropriate treatment of the washing
operation bryophyte species prepared media were cultured in solutions containing
Cu and Pb. Heavy metal deposition levels, dry weight, photosynthetic pigments
analysis, hydrogen peroxide (H,O,) content determination, lipid peroxidation
andantioxidant enzymes(superoxide dismutase, catalase, peroxidase, ascorbate
peroxidase) non —enzymatic andantioxidant molecules (ascorbat and proline)
quantity were studied for the types of bryophyte. Both type softhe metal structure
are exposed is determined that accumulatein specific proportions. Activity of
superoxide dismutaz and peroksidaz has been increased inspite of there is no
significant change was not seen askorbat values on Cu applied samples of Hypnum
cupressiforme as the cause of the decreasein the catalase enzyme activity such as
catalase activityis from stopping act by plants inhibitors of non-heavy metal ions
such as copper cations. Pb applied samples of Homalothecium sericeum, The
absence of H,O, accumulation of ascorbate peroxidase and catalase activities
effect on pigment degredation and H,O, detoxification or this metals can be
indicator of oxidative damages that will causes excessive stress on cells.

Key Words: Homalothecium sericeum, Hypnum cupressiforme, heavy metal,stres,
antioxidant
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1. GIRiS

1.1. Stres

Bitkiler en iyi gelisimi kendileri icin optimum olan kosullarda gdsterirler. Normal
metabolizmanin esnekligine bagl olarak, bitkiler giinlik ve mevsimlik degisimler
karsisinda biiylimelerini devam ettirebilmelerine ragmen, beklenmedik bir kosula
stirekli veya zaman zaman maruz kalmalar1 sonucunda, gelismelerini ve hayatta
kalmalarim etkileyecek hasarlar ve fizyolojik degisimler meydana getirebilirler
(Shao vd., 2008). Bitkilerde elverigsiz sartlara sebep olan, gelisimi ve fizyolojik
olaylan etkileyen ve/veya yavaslatan ve durdurabilen ¢evresel faktdrlerin tiimiine

‘stres’ ad1 verilir.

Bitkileri etkileyen stres faktorleri biyotik ve abiyotik olmak tizere ikiye ayrilir.
Biyotik stres faktorleri bitkiler, hayvanlar ve antropojenik etkiler iken abiyotik
stres faktorlerini ise radyasyon, sicaklik, kuraklik, tuzluluk, bitki besin elementleri,
pestisitler ve agir metaller olusturmaktadir (Larcher, 1995).

Abiyotik stres faktdrlerinden birisi olan agir metaller giiniimiizde, ekosistemlerin
toprak, su ve hava gibi ortamlarinda yaygin bir sekilde birikmeye baglarken,
Diinya yiizeyindeki tiim organizmalarin yasamini tehdit eden 6nemli bir gevre
sorunu halini almistir (Stresty ve Madhava Rao, 1999). Toprak ve suda bulunan
zararli maddelerden bazilar1 uzaklastirilabilmelerine ragmen, agir metaller
uzaklastirilamazlar. Alici ortama girmis bulunan agir metaller, yiiksek oranda
birikimiyle biyolojik ve kimyasal siirecleri olumsuz etkilerler. Metallerin
toksisitesi; metabolit, makromolekiil ve hiicre organelleri ile birlikte biyolojik
yasam faaliyetlerine ve yasam slireclerine zarar verme potansiyeline dayanir
(Artan, 2007).

1.2. Agir Metaller

Agir metaller, “yogunlugu sudan en az bes kat daha fazla olan kimyasal
elementler” olarak tammlanir ya da diger bir ifadeyle yogunlugu “5 g mL™den
fazla olan metaller” i¢in kullanilan bir kavramdir (Lambers vd., 1998). Fizyologlar
tarafindan ise bu tanim, biyolojik yapida birikebilen ve toksik etki yapabilen
metaller i¢in yapilmaktadir. Bu gruba kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt,



bakir, nikel, ¢inko, molibden, vanadyum, aliiminyum, arsenik, kalay ve manganez
olmak iizere altmistan fazla metal dahildir.

Ekolojik acidan agir metaller hayvan ve bitkiler i¢in mikro besin maddesi
olabildikleri gibi ayn1 zamanda toksik maddelerdir. Toksisite kavrami metalden
metale degisebildigi gibi organizmadan organizmaya da degisebilmektedir.

Tez ¢aligmasinda etkilerini belirlemeye ¢alistigimiz biyokimyasal ve fizyolojik
olaylara sebep olan elementler ve etkileri asagida verilmistir:

Bakiar (Cu)

Bakar bitki biiylime ve gelisimi igin gerekli bir mikrobesleyicidir. Bunlarla birlikte
asirt  miktarda bakir; fotosentez, pigment sentezi, nitrojen ve protein
metabolizmasi, membran biitlinliigli, mineral alinim1 gibi ¢ok sayida fizyolojik
prosesi etkilemektedir (Shen vd., 1988; Nielsen vd., 2003; Demireuska Kepoua
vd., 2004).

Bakir redoks-aktif bir metaldir ve siiperoksit anyonu (O,”), hidrojen peroksit
(H,0,) ve hidroksil radikali (OH"), gibi zararli reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
olusumunu katalizler (Schutzendubel ve Polle, 2002). Lipitler, proteinler ve
niikleik asitlerle reaksiyona giren bu reaktif oksijen tiirleri lipid peroksidasyonu,
membran hasart ve enzim inaktivasyonuna neden olabilir. Bakirin
karayosunlarinda karbonhidrat metabolizmasin1 ve kloroplastlar iginde gelisen
biliylik nisasta tanelerini etkiledigi, hiicre membranlar1 ve organellerinde
anomalilere sebep oldugu saptanmigtir (Simola, 1977).

Kursun (Pb)

Kursun; karasal ve akuatik ekosistemler i¢in 6nemli bir metal kirleticidir ve bitki
metabolizmas1 ve biiyiimesi igin yan etkiler yapabilir (Goldbold and Kettner,
1991). Kursun; besin alinimini engeller, tohum ¢imlenmesi ve fide biiylimesini
indirger, su dengesini bozar ve fotosistem I ve II'yi etkiler (Burzynski ve
Grabowski, 1984; Igbal ve Mustaqg, 1987; Godbold ve Kettner, 1991; Moustakas
vd., 1994). Ayrica kursun bitkilerde kloroplast yapisini degistirebilir (Poskuta vd.,
1987; Bassi vd., 1990; Moustakas vd.,1994).



Agir metallerin ¢evreye yayilmasina neden olan etmenlerin basinda endiistriyel
faaliyetler, motorlu tasitlarin egzozlari, maden yataklar1 ve isletmeleri, volkanik
faaliyetler, tarimda kullanilan gilibre ve ilaglar ile kentsel atiklar gelmektedir
(Stresty ve Madhava Rao, 1999). Agir metallerin ekolojik sistemde yayilimlar
dikkate alindiginda dogal ¢evrimlerden daha ¢ok insanin neden oldugu etkiler
sebebiyle ¢evreye dagiliminin s6z konusu oldugu goériilmektedir. Genel olarak
dogal kaynaklardan ortaya c¢ikan agir metal kirliligi antropojenik kokenli ortaya
¢ikan agir metal kirliliginden birkag kat daha azdir (Oztiirk vd., 1992).

1.3. Serbest Radikaller

Bitkilerde agir metaller; serbest radikal olusumu ve oksidatif stresin indiikleyicisi
olarak bilinirler. Serbest radikallerin atom veya molekiillerindeki elektronlar
¢ekirdegin etrafinda orbital olarak tanimlanan bolgelerde hareket ederler. Her
yoriingede birbirine zit yonde hareket eden fazla iki elektron bulunur. Bir atom
veya molekiil dig orbitallerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis (eslesmemis)
elektron bulunduruyorsa “serbest radikal (SR)”olarak tamimlanir. Bu tip
molekiiller, ortaklanmamig elektronlarindan dolay1 oldukga reaktiftirler (Halliwell
ve Gutteridge, 1990).

Baslica serbest oksijen radikalleri; Siiperoksit radikali (O,7), hidroksil radikali
(OH"), singlet oksijen (*O,) dir.

Reaktif Oksijen Tiirleri
Siiperoksit Radikali (O,")

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu

stiperoksit radikali olugur. Baglica su yollarla iiretilmektedir:

(1) Indirgeyici 6zellikteki molekiiler oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken siiperoksit radikali olusur. Flavinler, tiyoller gibi indirgenmis
niikleotitler aerobik ortamda oksitlenirken siiperoksit yapimina neden
olurlar.

(2) Basta gesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak {izere, yiizlerce enzimin
katalitik etkisi sirasinda stiperoksit radikali bir iiriin olarak olusabilir
(Corpas vd., 2001).



(3) Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken,
tiikketilen oksijenin %1-5 kadar siiperoksit yapimi ile sonlanir (Maxiwell
vd., 1999).

(4) indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu siiperoksit meydan
getirebilir.

Stiperoksit radikalinin énemi H,O, kaynagi olmasi ve gecis metal iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir. Ayrica hiicresel kosullarda iiretilen siiperoksit hem
oksitleyici hem de indirgeyici olarak davranabilir. Aldigi elektronu metal iyonunu,
sitokrom-c ye veya bir radikale verirse tekrardan oksitlenmektedir.

Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali gecis metalleri varliginda H,O,’nin indirgenmesiyle (Fenton
reaksiyonu) olusur. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonlastirict radyasyona maruz
kalmasi ile de olusabilir.

H-O-H >H+OH

Biyolojik sistemlerdeki en reaktif ve hasar verici radikal tiiriidiir. Yarilanma 6mrii
¢ok kisa olmasina ragmen ortamda rastladigi her biyomolekiille tepkimeye girer ve
olustugu yerde biiylk hasara sebep olur (Akkus, 1995, Halliwell ve
Gutteridge,1990). Her tiir biyolojik molekiille reaksiyona girse de 0&zellikle
elektronca zengin bilesikler tercihli hedefleridir, niikleik asitler (piirin ve pirimidin

bazlar1) ve proteinler (aromatik amino asitler) ile ¢esitli radikalik tepkimeler verir.

Singlet oksijen (*O,)

Molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters
yoniinde olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet
oksijen ortaklanmamig elektronu olmadigi icin radikal degildir. Oksijenin
ortaklanmamuig elektronlari paralel spinli oldugundan oksijendeki spin kisitlamasi
singlet oksijende yoktur ve oldukca reaktif bir oksijen bilesigidir (Akkus, 1995).

Singlet oksijen; pigmentlerin oksijenli ortamda 15181 absorblamasiyla, O, ’nin
dismutasyon tepkimesi sirasinda, hidroperoksitlerin metaller varligindaki
tepkimelerinde olusabilirler (Halliwell ve Gutteridge, 1990).



Bitkiler serbest radikallerin zararlarini ortadan kaldirmak igin belirli savunma
mekanizmalar1 gelistirmiglerdir. Bu savunma mekanizmalari; diisiik molekiil
agirlikli, tiyol iceren ve metal baglayan bir polipeptit sinifi olan bitki selatlar
(Kramer vd., 1996) ve antioksidan savunma sistemlerini igermektedir. Bitkiler,
oksidatif hasarlara karsi kendilerini koruyan glutatyon, askorbat, a-tokoferol gibi
diisiilk molekiil agirlikli antioksidan molekiiller ve katalaz, peroksidaz, siiperoksit
dismutaz gibi antioksidan enzimlere sahiplerdir.

Farkli bitkiler ile yapilmis olan bircok calismada, agir metallerin toksik
diizeylerine karsi gelistirilen savunma mekanizmalarinda antioksidan enzimlerin
o6nemli rol oynadigi belirlenmistir. Kloroplastlarda su-su dongiisii, kloroplast,
sitoplazma, mitokondri, apoplast ve peroksizomlarda askorbat-glutatyon dongiisii,
glutatyon peroksidaz ve peroksizomlarda katalaz aktivitesi ile reaktif oksijen
tirlerinin stiptiriilmesinde rol oynamaktadirlar (Prasad-Putertas., 1999; Romero
vd., 1999; Schickler ve Caspi, 1999; Fang ve Kao, 2000, Rao ve Stresty, 2000;
Landberg ve Grager, 2002; Tewari vd., 2002; Schutzendubel ve Polle, 2002; Baek
ve Skinner, 2003; Nikookar vd., 2005).

Hidrojen peroksit (H,O,)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya

siiperoksidin bir elektron almasi sonucu H,O; olusur.

O,+ 2¢ +2H" > H,0O,

O, +e +2H" > H,0,

Yapisinda eslesmemis elektron icermedigi icin radikal degildir, ancak biyolojik
membranlar gecerek hiicrelerin arasina veya igine kolayca difiize olabilir ve uzun
omirlii bir oksidandir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Halliwell, 1994).

Biyolojik sistemlerde H,O,’nin asil iiretimi siiperoksidin nonenzimatik veya SOD
katalizli dismutasyon reaksiyonu ile H,0,’ye doniligsmesiyle olur.

202'_ +2H > H202+ 02'

H,O; bir radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri (ROT) igine girer ve serbest
radikal biyokimyasinda 6nemli rol oynar. Cilinkii ge¢is metal iyonlar1 varliginda



Fenton reaksiyonu sonucu; siiperoksit radikali varliginda Haber-Weiss reaksiyonu
sonucu en reaktif ve daha ¢ok hasar verici olan hidroksil radikaline doniisiir
(Halliwell vd., 2000).

Haber-Weiss reaksiyonu siiperoksidin direkt olarak H,O, ile reaksiyonudur ve
katalizorsiiz reaksiyon olduk¢a yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekli ise
¢ok hizlidir. Bu reaksiyonda 6nce ferrik demir (Fe**) siiperoksit tarafindan ferro
demire (Fe*") indirgenir. Sonra Fenton reaksiyonu ile H,0,’den *OH ve OH
iiretilir. Reaksiyon mekanizmasi asagidaki sekildedir:

Fe + 0,7 Fe*+ 0,
Fe?* + H,0, >Fe®+ OH" + OH (Fenton)
0, + H,0,> O,+ OH + OH" (Haber-Weiss reaksiyonu)

Stiperoksit radikalinin lipidte ¢oztnirligii smirlh oldugu halde, H,O, lipitte
¢ozlinebilir. H,O, o6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini
olusturur. Bu formdaki demir gii¢lii oksitleyici 6zelliklere sahip olup hiicre zarinda
lipit peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir.

1.4. Antioksidant Sistemler

ROT olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasart dnlemek i¢in birgok savunma
mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar “antioksidan savunma sistemleri” veya
kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar; enzimatik olmayan
antioksidanlar (C vitamini, E vitamini, karotenoidler gibi), antioksidan enzimler
ise (stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi) olarak
siniflandirilabilmektedir.



Enzimatik Antioksidant Sistemler

Siiperoksit Dismutaz (SOD, EC. 1.15.1.1)

Serbest radikallere karsi organizmadaki ilk savunma SOD enzimiyle gerceklesir.
Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
serbest radikalinin zararl etkilerine karsi korumaktir. Siiperoksidin daha az toksik
olan H,O,’ye doniistimiinii katalizler.

20;" + 2H —=22—» H,0,+ 0,

SOD enzimi H,0, iirettigi i¢in H,0, uzaklastirici enzimlerle isbirligi i¢inde calisir.
Bitkilerde metal kofaktorine bagli olmak iizere SOD’un 3 izoformu
bulunmaktadir: Demir SOD (FeSOD), Mangan SOD (MnSOD) ve Bakir — Cinko
SOD (Cu — Zn SOD) olmak tizere ii¢ farkli izoenzime sahip olan siiperoksit
dismutazdan; FeSOD kloroplastlarda, MnSOD mitokondri ve peroksizomlarda ve
Cu — Zn SOD kloroplast ve sitoplazmada yer almaktadir (Alscher vd., 2002). Stres
sirasinda gerek hiicresel gerekse apoplastik SOD miktarinda artma oldugu
goriilmiigtiir (Hernandez vd., 2001).

Katalaz (CAT, EC. 1.11.1.6)

Tim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan, o6zellikle
peroksizomlarda lokalize dort alt birimden olusan enzimdir; kendi subustratina
olan ilgisi az ve 1g18a kars1 duyarlidir. H,O,’nin yikilmasini saglar. H,O, olusum

hizinin yiiksek oldugu durumlarda indirgeyici aktivite gosterir (Murray vd., 1996).
CAT
2H202 — 2H20 + 02

Peroksidaz (POX, EC 1.11.1.7)

Toksik 6zellikteki H,O,’yi su ve oksijene doniistirmektedir. Ayni1 zamanda suyu
indirgerken subustrati da okside ederler. Olusmakta olan oksijen ise hiicredeki
diger bilesikler ile sekonder iirtinleri meydana getirmektedir. Bazi durumlarda
oksidazlar peroksidaz gibi H,O; ‘yi oksijen kaynagi olarak kullanmaktadir.

Donér+2H,0, % ,  Okside olmus donér + 2 H,O



Askorbat Peroksidaz (APX, EC 1.8.5.1)

APX, H,0O, detoksifikasyonunda yer alan diger bir enzim olup bu enzimin
izoenzim gruplart kloroplast stromasi ile tilakoid zari, mitokondri, sitozol ve
peroksizom olmak iizere dort farkli bitki kisminda bulunur.

APX, H;0,’1 suya doniistiiriirken, askorbati spesifik elektron dondrii olarak
kullanir; bu reaksiyona askorbat’in tek degerlikli oksidant formu olan
monodihidroaskorbat (MDHA) olusumu eslik eder (Secenji vd., 2008).

2askorbat+H,0, ———— = 2MDHA + 2 H,0

Glutatyon Rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2)

Bir flavoprotein olan glutatyon rediiktaz, NADPH yardimiyla okside glutatyonun
(GSSG), glutatyona indirgenmesini katalize eder. Glutatyonun indirgenmis halde
kalmasi bir¢ok antioksidan enzim aktivitesi i¢in 6nemlidir.

GSSG + NADPH ———— 2GSH + NADP*

Oksidatif stres sonucu glutatyon reduktazin hiicre i¢i seviyesi artmakta ve
glutatyon rediiktaz yeniden aktive olmaktadir (Kiling, 1985).

Enzimatik olmayan antioksidant sistemler

Enzimatik olmayan antioksidant savunma mekanizmalar1 karotenoidler, askorbat,
glutatyon, vitamin E ve flavanoidler, tanenler, lignanlar ve ligninler gibi ¢esitli

fenilpropanoid tiirevlerini igerirler.

Karotenoidler

Bitkilerde yaygin sekilde bulunan dogal renk pigmentleridir. Fotooksidatif
proseslere kars1 bitkileri korur. En bilineni A vitamini onciisii olan B-karotendir.
Karotenoidler 6zellikle singlet oksijeni (*O,) ve peroksil radikallerini gideren etkili
antioksidanlardir. Karotenoidler arasinda en etkin 'O, tutucu; p-karotenin agik

zincirli analogu olan likopendir (Benavides vd., 2005).
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Sekil 1.1. Agr metaller tarafindan aktif oksijen tiirlerinin olusumu (Cd*
kadmiyum iyonu; Hg*% civa iyonu; Pb*?, kursun iyonu; Cu*’, bakir
iyonu; Fe *? ve Fe*, demir iyonu; Cr*, krom iyonu; O, siiperoksit
radikali; HO, hidroksil radikali; SOD, siiperoksit dismutaz; CAT,
katalaz; H,0O,, hidrojenperoksit; APX, askorbat peroksidaz; MDAsc,
monodehidroaskorbik asit; GSSG, okside glutatyon; H,O, su; O,,
molekiiler oksijen ) (Benavides vd., 2005).

Askorbat

Askorbik asit bitki hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerine bagli olarak meydana
gelen hasarin etkilerini en aza indirmede ve dnlemede rol oynayan en giiglii ve en
bol antioksidandir (Foyer vd., 1995). Askorbatin etkisi en ¢ok H,O,, siiperoksit,
hidroksil ve peroksil radikalleri ve singlet oksijen {izerinedir. Stv1 fazdaki tim
peroksil radikallerini plazma lipidlerine difize olmadan tutar ve bu sekilde lipid
peroksidasyonunun baglamasin1 engeller. Membranlarda olusan a-tokoferol
radikali ile reaksiyona girerek a-tokoferoliin rejenerasyonunu saglar (Akkus, 1995;
Halliwell, 1994). Askorbat; kloroplast, sitosol ve vakuolde bulunmaktadir.
Askorbik asidin bir kismu yaprak mezofil hiicrelerinde lokalize olmustur.
Kloroplastlar, askorbik asidin okside formundan indirgenmis formunu olusturacak

tim enzimleri bulundurmaktadirlar.
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Glutatyon

Glutatyon (GSH) bitkilerde oksidatif strese karst rolii olan en O6nemli
metabolitlerden birisidir. Bir¢ok bitkide bulunan y-Glu-Cys-Gly dan olusan bir
tripeptidtir. Aminoasitlerin hiicre icine tasimnmasi gorevinden baska, cesitli
metabolik fonksiyonlar1 vardir. Suda ¢6ziinen 6nemli bir antioksidandir. H,0,,
disiilfitler, monodihidroaskorbat ve serbest radikalleri indirgeyebilir ve boylece
hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Bitki dokularinda sitozol, endoplazmik
retikulum, vakuol, mitokondri, kloroplast, peroksizom gibi neredeyse biitiin hiicre

kisimlarinda bulunduklari gézlenmistir.

Normal kosullar altinda siilfat tasiniminin  diizenlenmesi, sinyal iletimi,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve stresle iligkili genlerin ekspresyonu gibi
bir¢ok fizyolojik siirecte rol oynamaktadirlar. Ayn1 zamanda yapilan arastirmalara
gore glutatyon bitkilerde hiicre farklilagmasi, hiicre 6liimii, patojen direnci ve
enzimatik diizenleme gibi bir¢cok biiylime ve gelisme ile ilgili olayda da merkezi
bir role sahiptir (Onat vd., 2002).

Prolin

Metal stresine maruz kalmis bitkilerde olusan diger bir reaksiyon sekli ise serbest
prolin amino asiti gibi 6zel metabolitlerin akiimiile edilmesidir. Strese maruz kalan
bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu hasara karsit prolin olusumu
gerceklesmektedir. Agir metal stresi sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerinin
detoksifikasyonunda stresi azalttigi vurgulanmustir (Siripornadulsil vd., 2002).
Ayni zamanda selatlama 6zelliginden dolay1 agir metal stresine maruz birakilan
bitkilerin hayat dongiislinii tamamlayabilmelerine katkida bulunmaktadir (Sinha ve
Saxena, 2006).

Agir metal kirliligi bitkilerde; fizyolojik ve biyolojik siire¢lerde neden olduklari
etkilerle transpirasyon, stoma hareketleri, su alimimi, fotosentez, ¢gimlenme, protein
sentezi, membran stabilitesi gibi bozulmalara neden olmaktadirlar (Kennedy ve
Gonsalves, 1987). Bitkilerin vejetatif ve generatif organ gelisimini olumsuz yonde
etkilemektedirler (Folkeson ve Andersson-Bringmark, 1988). Degisiklikler ancak
yiikksek  kirletici  seviyelerine maruz kaldiktan sonra belirlenebilirken,
metabolizmada agir metal etkisi ¢cok daha erken belirlenebilmektedir. Agir metal
konsantrasyonu bitki biyogoriintiileme, metal kirliligine kars1 yalmz gelisik
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cevaplar verebilir. Bu nedenle, bitkilerde gozle goriilebilir semtomlar
belirlenemediginde, metabolik degisiklikler agir metal kirliligi durumunun uygun
bir gdstergesi olarak islev gorebilir. Bu anlamda agir metal kirliliginde biomarker
olarak antioksidan enzimlerden faydalanilabilecegi gibi ¢esitli aragtirmalarda
gosterilmistir (Ahmad vd., 2000).

Cevresel stres faktorlerine karsi her bitkinin toleranst farklidir. Bu durum bitki
tiiriine hatta ayn tiiriin genotipine, stres faktoriine, strese maruz kalma siiresine ve
strese maruz kalan doku ve organin yapisina gore biyiik farkliliklar
gostermektedir. Glinlimiize degin yapilan calismalar genellikle yiiksek bitkiler
izerinedir. Fakat bitkilerin ¢evresel stres faktdrlerine kars1 gelistirdikleri adaptif
mekanizmalar bu tip ¢alismalarin ¢ok sayida farkli tiir iizerinde yapilmasini
zorunlu hale getirmektedir.

Agir Metal Birikim Calismalarinda Karayosunlarimin Kullanim

Karayosunlari; neredeyse tiim karasal ekosistemlerde gelisebilen kriptogamik
organizmalardir ve uzun siiren kurakliklara dayanabildiklerinden dolay1 ekstrem
cevre kosullarinda bile ¢ogalabilme 6zelligine sahiptirler. Yiiksek yiizey, hacim
oranlari, kokleri, iletim demetleri ve kiitikiilar yapilar1 olmayan basit yapili bitkiler
olma ozelliklerinden dolay1 agir metalleri dokularinda toplayarak biriktirirler. Bu
ozelliklerinden dolayr uzun dénemler boyunca atmosferdeki ¢oziinmiis gazlar,
partikiil halindeki madde ve metal iyonlarina gore bir element kompozisyonu
gosterirler (Brown, 1984; Conti ve Cecchetti, 2001). Buna bagl olarak metalleri
secimsiz olarak biriktirebilmeleri, yilin her mevsimi toplanabilmeleri, genis
cografik yayilima sahip olmalar1 nedeniyle agir metalin birikiminin saptanmasinda
ideal bitkilerdir (Tongug, 1995). Karayosunlari, atmosferde bulunan birgok
elementi absorplamada yiiksek kapasiteye sahip oldugundan dolay1 biyomonitor
olarak tercih edilmektedirler (Steinnes ve Berg, 1995). Bu o6zellikleri sayesinde
pek c¢ok biryofit tiirii ¢evresel kirlilik ¢alismalarinda kullanilmaktadirlar.
Marchantia polymorpha’nin bakiri, Bryum argenteum, Dicranella heteromalla ve
Pottia turuncata tiirlerinin kadmiyum, ¢inko ve bakiri, Pleuruchaete squarrosa ve
Timmiella barbuloides tiirlenin ise kursun ve bakir1 belli oranlarda biinyelerinde
biriktirdikleri tespit edilmistir (Briggs, 1972; Nash, 1972; Thomas, 1983; Kurt,
2012).
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1.5. Agir Metallerin Alimim Mekanizmasi

Karayosunlarinin igeriginin biiylik bir kismini metaller olusturur. Fakat bunlar
hiicre igine alinmazlar. Yalnizca partikiiler tuzak yolu ile bitki ylizeyinde tutunup
iyon degisim mekanizmasi ile hiicreler aras1 boslukta depo edilebilirler.

Partikiiler Tuzak

Karayosunu gametofitlerinin yiizeyi taramali elektron mikroskobu ile
incelendiginde, yiizeylerin girift oldugu goriilmiigtiir. Bu yapilarin daha sonraki
calismalarda kiigiik partikiilleri yakalayabilmek i¢in oldugu anlagilmistir. Bu
bitkiler grift ylizeyleri ve ¢ok sayidaki kiigiik yapraklari ile metal igeren toprak ve
kiil partikiillerinin yakalanmasi i¢in ideal bir ortam olusturmaktadirlar.

Iyon Degisim Mekanizmasi

Karayosunlarinin ¢eperinde metal iyonlarmin baglanabilecegi iyon degisim
bolgeleri bulunur. Bu boélgelerde bagli metal iyonlari vardir. Bu baghh metal
iyonlar ile, partikiiler tuzak yolu ile tutulan yaprya dahil olmayan iyonlar yer
degistirebilir.

Eger bir karayosunu metal veya tuz soliisyonun ig¢inde bulunursa o an iyon
degisimi sorunu ortaya ¢ikar ve metabolik enerji harcamaya gerek duyulmadan bu
olay asagida izah edildigi gibi gerceklesir.

Takip eden iyon degisim dengesinde metal iyonlari artirilirken hidrojen iyonlar1 da

serbest birakilir.
M*2 + 2HA --- MA"+ A +2H"

Buradaki M*? giren metal iyonlarmi, H" serbest birakilan hidrojen iyonlarini, HA
iyon degisim bolgesindeki bagli eksi yiiklii fonksiyonel grubu, MA™ fonksiyonel
gruba bagli metal iyonlarii gosterir (Nieboer vd., 1978).

Biryofitler kirlilik ile ilgili ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmalarma ragmen,
agir metale maruz kalan biryofitlerin oksidatif stres mekanizmalar1 hakkinda ¢ok
az bilgi bulunmaktadir (Sun vd., 2009). Stres faktoriine maruz kalan biryofitlerde
reaktif oksijen tiirlerini detoksifiye edici sistemin aktivitesindeki degisikliklere
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veya ROT seviyesindeki etkilerine dair bilgiler hala ¢ok yetersizdir. Bu ¢aligma,;
Biryofitlerde antioksidan metabolizma ve agir metal iligskisinin ortaya konulmasi
yoniinde yapilan c¢aligmalara katki saglamak amacini tagimaktadir. Tez ¢aligmasi
kapsaminda Brachytheciaceae familyasina ait Homalothecium sericeum (Hedw.)
Schimp. ve Hypnaceae familyasina ait Hypnum cupressiforme Hedw. tiirlerinin
Bakir ve Kursun agir metaline maruz birakildiklarinda gosterdikleri kisa siireli
tepkiler ve antioksidan mekanizmalarinda olusan degisimler arastirilmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Biryofitlerin agir metalleri biinyelerinde biriktirerek akiimiilator bitki olarak gorev
yaptiklar ve ¢evresel kirliligin biyoindikatdrleri olduklar1 ¢ok sayida arastirmada
rapor edilmistir. Ancak bu birikimin fizyolojik ve biyokimyasal temellerine
yonelik ¢alismalar oldukca yenidir ve literaturde konu ile ilgili olarak gorece az
sayida c¢aligma vardir.

Brown ve Wells (1990), bir biryofit tiirii olan Rhytidiadelphus squarrosus ile
yapilmig olan ¢alismada Cu, Pb, Cd, Ni ve Zn agir metallerinin meydana getirdigi
hasarlar1 belirlemistir. Bunun i¢in 10 uM ve 1 M konsantrasyonlarinda agir metal
cozeltileri kullamilmustir. Her iki konsantrasyonda uygulanan agir metallere
biryofitin farkli tepkiler gosterdigi belirlenmistir. Fotosentez oraninda azalma ve
membran hasart gozlenmistir. Fotosentez oraninda meydana gelen azalmanin
nedeni olarak agir metal konsantrasyonu, agir metale maruz kalma siiresi gibi
etkilerin fizyolojik siirecte agir metallerin meydana getirdigi hasarin nedeni olarak
belirtilmistir.

Tremper vd. (2004), yapmis olduklar1 bir arastirmada, Rhytidladelphus squarrosus
(Hedw.) Warnst. ve Pleurozium scheberi (Brid.) Mitt. tiirlerinde belirli araliklar ile
toplanan 6rneklerde Pb, Zn ve Cu birikimini arastirmislardir. Orneklerde metal
birikiminin muamele siiresine bagli olarak arttigim1 belirlemislerdir. Aym
orneklerde klorofil konsantrasyonu ve agir metal birikimi arasindaki iligkiyi
incelemislerdir, ama anlamli bir iliski gorememislerdir. Klorofil konsantrasyonunu
baska sartlarin etkiledigini diisiinerek, Cu, Pb ve Zn uygulamalarini laboratuar
ortaminda gerceklestirmisler ve Cu’in 6zellikle klorofil a konsantrasyonu iizerinde

onemli derecede azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir.

Panda ve Choundhury (2005), Polytrichum commune Hedw.’ye Cr, Cu ve Zn’nin
24 ve 48 saat metal uygulanmasinin ardindan birikimin azdan ¢oga dogru Zn, Cr
ve Cu da oldugunu belirlemiglerdir. Her 3 agir metalde uygulamasi klorofil
miktarinda azalmaya, MDA igeriginde artmaya sebep olmustur. Ayrica artan
metal konsantrasyonlarinin gulutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz
aktivitesinde artmaya neden oldugu, Cu’in ise GPX aktivitesinde azalmaya sebep
oldugu belirlenmistir.
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Choundhury ve Panda (2005), Taxithelium nepalense (Schwaegr.) Broth.’de Cr ve
Pb stresinin etkisini incelemislerdir. 12 ve 24 saat Pb ve Cr uygulanan 6rneklerde
toplam klorofil ve kuru agirligin azaldigim belirlemislerdir. 24 saat Cr ve Pb
uygulanmasi sonucu bu metaller biryofitlerde 6nemli derecede birikmis Pb’daki
birikim; Cr’a gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Cr ve Pb uygulanmasindan
sonra O, ve H,0, radikallerinin {iretiminin arttig1 fakat bunun 24 saat Pb
uygulanmasi sonrasi daha belirgin oldugunu belirlemiglerdir. Ayn1 zamanda SOD
aktivitesi artarken katalaz, peroksidaz ve gulutatyon peroksidaz aktivitelerin
azaldigim saptamuslardir. Askorbat ve glutatyon miktarinin 6nemli derecede
artigim1  belirlemiglerdir. ~ Denemelerin ~ sonunda  metallerin  yiiksek
konsantrasyonlarinin oksidatif stresi indiikledigi ve antioksidant metabolizmay1
inhibe ettigi rapor edilmistir.

Shakya vd. (2008)’nin iki biryofit tiirti Thuidium delicatulum (Hedw.) Schimp. ve
Thuidium sparsifolium (Mitt.) Jaeg. ve cigerotu tiirii ola Ptychanthus stariatus
(Lehm. & Lindenb.) Nees.’da Pb, Cu ve Zn’nin klorofil igerigi {izerine etkilerini
incelemislerdir. Zn ve Pb’un birikimi her iki biryofit tiirlinde de klorofil i¢eriginde
onemli derecede azalmaya sebep olmazken cigerotu tiiriinde total klorofil
igeriginde 6nemli azalmaya sebep olmustur. Calisilan tiim tiirlerde Cu birikimi;
klorofil a, klorofil b ve total klorofil miktarinda azalma meydana getirmis ve
Cu’nun meydana getirdigi hasarin klorofil biyosentezinde goérevli enzimlerde

aktivite azaltici ve/veya inhibe edici etkisinden kaynaklandigini belirtmislerdir.

Sun vd., (2009), Hypnum plumaeforme Wils.’de Ni ve Pb stresinin etkisi incelemis
ve bu agir metallerin tek basina ve/veya birlikte uygulanmas: ile lipit
peroksidasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden oldugu
belirlenmistir. Denemelerin sonunda her iki uygulamada da katalaz, siiperoksit
dismutaz, ve total klorofil igeriginde azalma, peroksidaz aktivitesinde artig
belirlemislerdir. Siiperoksit radikalinin birikimini diisiik siiperoksit dismutaz
aktivitesi ile hidrojen peroksit’in birikimi ise azalan katalaz aktivitesi ile

acgiklamislardir.

Dazy ve Masfaraud (2009), Fontinalis antipyretica Hedw.’da Zn, Cu, Pb ve Cd’un
etkisi incelenmislerdir. Bu metallerin etkisinin sonucunda siiperoksit dismutaz,
askorbat peroksidaz, gulutatyon rediiktaz, katalaz ve gulutatyon peroksidaz
aktivitelerinde artis oldugu belirlenmistir. Yiiksek metal konsantrasyonlarinda
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hiicresel savunma sistemlerinin regiile oldugu ve bunu da melonildialdehit (MDA)
seviyesindeki artiglara baglamislardir.

Sun vd., (2011), Hypnum plumaeforme Wils., Thiuidium cymbifolium (Dozy &
Molk.) Dozy & Molk. ve Brachythecium piligerum Card. tiirlerinde Pb ve Ni’in
etkisini arastirmiglardir. Uygulanan metallerin lipit peroksidasyonunu ve ROT
olusumunu arttirdigini, Hypnum plumaeforme ve Thiuidium cymbifolium’da SOD
ve CAT aktivitelerinde de azalmaya neden oldugunu belirlemislerdir.
Brachythecium piligerum’da Pb uygulanmasinin SOD aktivitesinde artisa, Ni
uygulamasimin ise CAT aktivitesinde artisa sebep oldugu belirlenmistir. Her ii¢
biryofit tiirinde de PO aktivitesinde artig belirlenmistir. Kursun ve Nikel
metallerine en hassas tiir Brachythecium piligerum en toleransl: tiir ise Thiuidium
cymbifolium olarak belirlenmistir.

Kurt (2012), iki farkli biryofit tiirii olan Timmiella barbuloides ve Pleurochaete
squarrosa tiirlerine 48 saatlik Ni, Pb, Cr ve Cu’in 48 saat siire ile uygulanmasi
sonucunda metalleri biinyelerinde biriktirdikleri en ¢ok biriken metallerin Pb ve Ni
oldugu belirlenmistir. Timmiella barbuloides Ni ve Pb’u yiiksek derecede
biriktirmis olmasina ragmen, kuru agirligin azalmamasi, lipit peroksidasyonu ve
pigment degredasyonuna sebep olmamasi tiirlin metallere olan toleranslarini
belirlenirken, Pleurocheate squarrosa’nin agir metal stresinden goreceli olarak
daha ¢ok etkilendigi ve Timmiella barbuloides’e gore daha hassas oldugu

belirlenmigtir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Denemelerimizde ¢alisma materyali olarak Brachytheciaceae familyasina ait
Homalothecium sericeum  (Hedw.) Schimp. ve Hypnaceae familyasina ait
Hypnum cupressiforme Hedw. tiirleri kullanilmustir.

Tiirler ve genel 6zellikleri:

Hypnum cupressiforme Hedw.

Bitkiler ince-uzun veya orta boylu, genellikle parlak ya da kuru olduklarinda, agik-
koyu yesil ve piiriisssiizlerdir. Govdeleri diizensiz dallanmustir. Yapraklar 225-450
um uzunlugunda, dar lanseolat yada dogrusal-mizraksi yada lanseolat loblar ile
derinden 2-3 lobludur. Govde yapraklar1 giigsiiz oraksi- konkav yada konkav,
lanseolat yada ovat lanseolat tabandan gitgide 1/4-1/3 oraninda incelmis, 1.0-2.1 x
0.3-0.6 (-0.8) mm ; yaprak disleri iistii kistmda marjinden geriye dogru egilmis;
Kosta oldukca kisa, c¢ift yada yoktur ; kiiciik bitkiler disinda hiicre ceperi
genellikle incelmis, taban hiicreleri paralel sekilde, alar hiicreler renksiz yada
soluk kahverengi, kdse hiicreler tabandan dogru zor olarak artarken bosluk yoktur,
cok kiiciik bitkiler disinda ilk hiicreler daha ¢ok dikdortgen yada kare orta yaprak
hiicreleri 57-76 um uzunlugundadir. Dal yapraklari gévde yapraklarinda daha dar
ve kiiciiktiir; orta yaprak hiicreleri 48-96 pm uzunlugunda ortalama 59-74 um dir.
Kapsiiller silindir sekinde kivrilmis ya da kismen kivrimlidir. Kapsiil yapisi 1.7-
2.4 mm uzunlugunda, baslik gaga seklinde 0.6-0.9 mm uzunlugundadir. Genellikle
sonbaharda vardir. Cogunlukla aga¢ dallarmin altinda, kiitiiklerde, kayalarda,
duvar diplerinde gelisirken nadirende olsa kuru topraklarda ve kuru ama agik

kuytu alanlarda ve kiregli topraklarda yasarlar (Smith, 2004).
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» det_o Adnan ERDAG

Sekil 3.1. Hypnum cupressiforme’nin genel bir goriintiisi

Homalothecium sericeum (Hedw.) Schimp.

Bitkiler kismen dayanikli, cogunlukla mat, bazen sert yaygin, parlak sarimsi-yesil
yada kizil kahverengidir. Govdeler tirmanici ve 5-10 cm uzunlugunda, uzun
rizoidlerin biiyiik kismi subustrata bagli, siki tiiyldi, dalli, dallar dik, yan dallar
genellikle egimlidir. Aksiller tiiyler 24-42 um uzunlugundadir. Yapraklar nemli
zamanlarda dik, boylamasina giiglii kivrimli; gbévde yapraklar dar iiggenimsi,
taban kenarindan incelmis, kenar bogluklar alttan geriye dogru dar, tabandan disli,
tizeri hafif digli yada biitiindiir. Kosta incedir. Seta kirmizimsi, papilloz, hafifce
dik yada diiz, kapsiiller dik, silindirik, kismen agiz taban kenarindan sivrilir,
baslik gaga seklinde ve kisa, konik dar; endostomda tiiyler eksik; sporlar 11-22
pm dir. Kuru muhafazasiz yada hafif¢e korunakli dik ve yatay subustratlarda, dal,
agag, kaya, duvar, ¢ati altlar1 gibi genellikle temel yasam alanlarda bulunurlar
(Smith, 2004)
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' Foto'Adnan ERDAG

Sekil 3.2. Homalothecium sericeum’un genel bir gériintiisii
3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin Toplanmasi ve izolasyonu

Aydin ili ve cevresinde yapilan arazi ¢aligmasi ile toplanan Homalothecium
sericeum (Hedw.) Schimp. (AYDN 3450) ve Hypnum cupressiforme Hedw.
(AYDN 3451) tiirleri ¢alisma materyali olarak kullanilmigtir. Arazi ¢aligmasinda
toplanan bitkiler uygun torbalara alinarak laboratuvar ortamina getirilmistir.
Bitkiler burada tiir bazinda ayrilmis, araya karigsma ihtimali olan yabanci tiirler
stereo mikroskop kullanilarak ayiklanmistir. Taze 6rnekler toprak partikiillerinden
arindirilmak i¢in ¢esme suyu altinda bir siire bekletildikten sonra, distile su ile
yikanarak filtre kagitlar1 {izerinde kurutulmustur. Toplanan &rneklerden birer {iye
Adnan Menderes Universitesi Herbaryum'unda (AYDN) saklanmustir..

3.2.2. Agir Metal Uygulamasi

Brachytheciaceae familyasma ait Homalothecium sericeum (Hedw.) Schimp. ve
Hypnaceae familyasina ait Hypnum cupressiforme Hedw. tiirleri i¢in muamele
ortami olarak 1ImM’lik kursun asetat (Pb(CH3COO),.3H,0O) ve bakir siilfat
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(CuS0,4.5H,0) ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler daha 6nceden steril
edilen kavanozlara paylastirilmis, boylece her tiir icin muamele ortamlar
hazirlanmigtir Her 6rnek i¢in sadece 1000 mL’lik distile su igeren kontrol gruplari
da hazirlanmistir Hazirlanan ortamlara yaklasik 85 g olacak sekilde yerlestirilen
bitkiler, 24 + 2 °C sicakliga ve 16/8 saat fotoperiyot kosullarina sahip iklim
odasinda 48 saat bekletilmistir. 48 saat sonunda Ornekler muamele edildikleri
ortamlarindan alinmus, filtre kagitlarinda kurutulduktan sonra yapilmasi planlanan
analizler i¢in gereken miktarlarda tartilmis ve sivi azot ile muamele edildikten
sonra, analizler gerceklesene kadar -20 ° C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Agir Metal Biriktirme Diizeyleri

Agir metal biriktirme diizeyinin belirlenmesi ic¢in Ornekler, yas yakma yontemi
kullanilarak analize hazirlanmistir (Kagkar ve Inal, 2008). AAS 220 FS Atomik
Absorbsiyon Spektrofotometresi kullanilarak bitkilerin agir metal biriktirme
diizeyleri belirlenmistir.

3.2.4. Kuru Agirhik Tayini

Muamele sonrast kursun, bakir ve kontrol grubundan olusan yaklasik 0.5 gramlik
ornekler, 48 saat boyunca 70°C etiivde bekletilmistir. 48 saatin sonunda 6rnekler

etlivden alinarak yeniden tartimlar1 yapilmis ve kuru agirliklar belirlenmistir.

3.2.5. Fotosentetik Pigment Analizi

Fotosentetik pigment analizi Welburn (1994) tarafindan onerilen yontem ile
spektrofotometrik olarak gergeklestirilmistir. 665.1 nm, 649.1nm ve 480 nm dalga
boylarinda okunan absorbans degerlerinden sirasi ile Klorofil a, klorofil b ve total
karotenoid miktarlar1 mikrogram/mililitre olarak hesaplanmistir. 461 nm ‘de
Lutein, 477.8 nm ‘de f-karoten ve 453.4 nm ‘de okunan neoksantin degerleri ise
absorbans degeri olarak kaydedilmistir. Agir metallerin fotosentetik pigment
icerigine etkileri muamele gormemis kontrol bitkilerine gére degerlendirilmistir.

3.2.6. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyon diizeyinin belirlenmesi, oksidatif hasar sonucunda olusan
malondialdehid’in (MDA)  tiyobarbitiiriik asit (TBA) reaktifi kullanilarak
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spektrofotometrik tayinine dayanmaktadir. Olusan MDA, TBA ile renkli bir
kompleks olusturmaktadir. 0.15 g olarak tartilan her 6rnek, % 0.1 ‘lik TCA
(trikloroasetik asit) ile homojenize edilmistir. Homojenat 20 dk 10.000 rpm +4°C
de santrifiijlenmistir. Temiz tiiplere aktarilan siipernatantan, daha sonra 1’er ml
almarak ikiye boliinmiistiir. 1 mL siipernatant iceren bir seriye 1.5 mL TCA i¢inde
TBA (%20’lik TCA iginde %0.5 TBA olacak sekilde) ilave edilmistir. 1 mL
siipernatant iceren diger bir seriye ise 1.5 mL sadece %?20’lik TCA ilave
edilmistir. %20’lik TCA ilave edilen Ornekler antosiyanin girisiminden
kaynaklanan hataya karsi kontrol olarak hazirlanmistir. TCA i¢inde TBA igeren
ornekler 100°C su banyosunda 30 dk kadar bekletildikten sonra hemen buz
banyosuna aktarilmistir. Buz banyosundan sonra orneklerin oda sicakliina
gelmeleri beklenmistir. Orneklerin spektrofotometrik olarak absorbanslar1 532 nm
ve 600 nm’de belirlenmistir. Malondialdehit konsantrasyonu (uM olacak sekilde)
ekstinksiyon katsayisndan (155 mM™ cml) yararlanilarak hesaplanmistir
(Cakmak ve Horst, 1991).

3.2.7. Hidrojen Peroksit ( H,O, ) Miktar1 Tayini

Hidrojen peroksit igerigi Patterson vd., (1984) tarafindan onerilen yontemi ile
belirlenmistir. H,O, igerigi standart egri kullanilarak hesaplandiktan sonra nmol g
taze agirlik olarak ifade edilmistir.

3.2.8. Enzim Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

0.5 g biryofit 6rnegi; 10 ul 0.1 M PMSF (Phenyl methyl sulfonyl fluoride), 1 mL
ekstraksiyon ortami (50 mL 0.1 M potasyum fosfat tamponu pH=7.8, 2 mM EDTA,
% 10 gliserol) ve % 2 lik PVPP (Polyclar AT) ile homojenize edilmis ve
homojenatlar 12000 rpm’de 30 dakika boyunca 4°C’ta santriifiijlenmistir. Elde
edilen siipernatantlar ¢oziilebilir protein miktarinin belirlenmesi ve enzim analizleri

i¢in kullamlmistir. Ornekler analiz yapilincaya kadar -20°C de tutulmustur.
3.2.9. Coziinebilir Protein Miktarmin Belirlenmesi

Tim o6rneklerde ¢oziilebilir protein miktar1 Bradford (1976) tarafindan Onerilen
yonteme gore, 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak belirlenmistir. BSA
(Bovine Serum Albumin) standartlar1 kullanilarak (0.1-0.8 mg mL™) olusturulan
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kalibrasyon egrisinden faydalanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda protein
miktar: mg mL™ olarak belirlenmistir.

3.2.10. Siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) Aktivitesinin Belirlenmesi

Orneklerdeki siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) igerigi, Bauchamp ve
Fridovich (1971) tarafindan oOnerilen yonteme gore spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Orneklerin absorbanslar1 560 nm de dl¢iilmiistiir. Spesifik enzim
aktivitesi, enzim tinitesi mg protein”'g yas agirhk™ olarak belirlenmistir.

3.2.11. Peroksidaz (PO; EC.1.11.1.7) Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz enzim aktivitesi Herzog ve Fahimi (1973) tarafindan onerilen yonteme
gore 465 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Spesifik
aktivite olarak 1 mg proteinde bulunan enzim {inite sayist kabul edilmektedir. Bir
enzim {initesi, dakikada 1 pmol H,0;’i parcalayan enzim miktar1 olarak
hesaplanmustir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim finitesi mg protein™g yas agirhk™
olarak belirlenmistir.

3.2.12. Katalaz (KAT; EC 1.11.1.6) Aktivitesinin Belirlenmesi

Orneklerdeki katalaz aktivitesi Bergmeyer ve Gralb (1983) tarafindan &nerilen
yonteme gore 240 nm de spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Spesifik enzim
aktivitesi okside umol H,0, dk.™ mg protein™ yas agirlik™ olarak belirtilmistir.

3.2.13.Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.1.1.11) Aktivitesinin Belirlenmesi

Garcia-Limones vd., (2002) tarafindan belirlenen yonteme gore askorbat
peroksidazin aktivitesi 290 nm’de askorbat oksidasyonu Ol¢iilerek belirlenmistir.

3.2.14. Askorbat Miktar1 Tayini

Askorbat miktar1 Kampfenkel vd. (1995) tarafindan belirtilen yonteme gore 525
nm de spektrofotometrik olarak Olglilmiistiir. Askorbat diizeyleri umol/g olarak

belirlenmistir.
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3.2.15. Prolin Miktar1 Tayini

Prolin miktar tayini Bates vd., (1973)’e gore 518 nm de spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmiigtiir. Prolin miktar1 standart grafik iizerinden pg prolin olarak

belirlenmistir.

Tim verilerin ortalamalar1 ve standart hatalar SPSS 16.0 programi kullanilarak
hesaplanmistir. Farkliliklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edilmis
0.05 6nem diizeyinde Duncan Coklu Oran Testi ile karsilagtirilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Agir Metal Birikim Diizeyinin Belirlenmesi

Brachytheciaceae familyasina ait Homalothecium sericeum (Hedw.) Schimp. ve
Hypnaceae familyasina ait Hypnum cupressiforme Hedw. tiirleri agir metaller ile
muamele edildikten sonra agir metalleri biriktirme diizeyleri atomik absorpsiyon
spektrofotometresi kullanilarak belirlenmistir. Her iki tiirde maruz birakildiklar:
agir metalleri biinyelerinde biriktirebilmiglerdir. Homalothecium sericeum ‘un Cu
uygulanmis Orneklerinde kontrole oranla 22 kat Cu artisi, Pb uygulanmis
orneklerinde ise kontrole oranla 11 kat Pb artist gozlenmistir. Hypnum
cupressiforme’nin Cu uygulanmig orneklerinde ise kontrole oranla 7.12 kat Cu
artist, Pb uygulanmis Orneklerinde ise kontrole oranla Pb’nun 7.43 kat arttigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Homalothecium sericeum ve Hypnum cupressiforme’ de agir metal
birikimi (ppm, Ortalama + S.H, n=2)

Uygulamalar Homalothecium sericeum Hypnum cupressiforme
Kontrol Metal Kontrol Metal

Cu 21.00+0.57b  471.00+£72.74a 50.55+6.06b 411.67+1.85a

Pb 440.00+4.04b  5198.77+1.12a 415.67+17.18b  3506.00+ 1.12a

Polytrichum commune Hedw.’nin 12 ve 48 saat Cr, Cu ve Zn uygulamasindan
sonra agir metal biriktirme diizeyleri incelendiginde, en yiiksek birikimin 48 saat
sonunda 10 mM ve 100 mM metal uygulamasi sonunda sirast ile Cu, Cr, ve Zn
olarak belirlenmistir (Choundry ve Panda, 2005). Marchantia polymorpha’nin
Cu’1 Dicranella heteromalla ve Bryum argenteum’un Cd, Zn ve Cu’yu yiiksek
miktarlarda biriktirme egiliminde olduklari rapor edilmistir (Nash, 1972; Thomas,
1983).

Biryofitler neredeyse tiim karasal ekosistemlerde gelisebilen kriptogamik
organizmalardir ve ekstrem c¢evre kosullarinda bile ¢ogalabilme 6zelligine

sahiptirler. Yiiksek ylizey ve hacim oranlari, basit anatomileri ve mumsu bir
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kutikuladan yoksun olma o&zelliklerinden dolayr agir metalleri dokularinda
toplayarak biriktirirler. Bu yiizden ¢evresel kirlenmenin 6nemli biyomonitdrleri
olarak degerlendirilirler. Biryofitler 20 yil1 askin siiredir sehirlerdeki agir metal ve
radyoniiklidlerin atmosferik depolanmasini degerlendirmek icin genis oOlgilide
kullanilmaktadir (Brown, 1984).

Biryofitler, agir metallerin hiperakiimiilasyonlarini hiicre ¢eperinde bulunan
negatif yiiklii polilironik asitler sayesinde yapmaktadirlar. Bu 6zellik biryofitlere
yiiksek derecede katyon degisim kapasitesi saglamaktadir (Tyler, 1989, Chettri
vd., 1998). Poliiironik asitler yapisinda karboksil grubu bulundururlar. Kursun ve
diger agir metallerin negatif yiiklii poliiironik asitlere baglanmas1 yapilan
caligmalarda rapor edilmistir (Thurner ve Marshall, 1971; Burton ve Peterson,
1979; Satake vd., 1983; Satake ve Miyasaka, 1984).

Homalothecium sericeum ve Hypnum cupressiforme’nin agir metalleri biriktirmesi
negatif yiiklii gruplar ve bu sayede gergeklesen katyon degisim kapasitesi ile
gerceklesmis olabilir. Ayrica hiicre i¢inde bulunan selatlayic1 molekiiller ve/veya
agir metallerin vakuol de depolanmasi sonucunda da gerceklesmis olabilir (Burns
vd., 2001).

4.2. Kuru Agirhk

Homalothecium sericeum’un Cu uygulanan O6rneklerinde kontrole oranla kuru
agirhkda %8 azalma olurken, Hypnum cupressiforme’nin Cu uygulanan
orneklerinde ise kontrole oranla %6’lik bir azalma oldugu belirlenmistir. Cu
toksisitesinin bitki biinyesinde meydana gelen birgok fizyolojik olayr olumsuz
etkiledigi bilinmektedir (Sossé vd., 2004). Homalothecium sericeum’un Pb
uygulanmig  Orneklerinde kuru agirlikta %]1°lik  bir azalma, Hypnum
cupressiforme’nin Pb uygulanan orneklerinde ise kuru agirlikta %26’lik bir artis
goriilmiigtiir. Pb uygulanan orneklerde kuru agirlikta meydana gelen artiglar bu
agir metalin biryofitlerin fotosentez metabolizmasinda fotosentez ve diger
baglantili sentez olaylarinda toleransa bagli olarak gelisimin devam etmesine bagl
olabilir (Clements, 2006). Bunun yaninda bitki ylizeyine tutunan iyonlarda bu
artista etkili olabilmektedir.
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Cizelge 4.2. Agir metal uygulanan Homalothecium sericeum ve Hypnum
cupressiforme’ nin Kuru agirhiklar (g, Ortalama + S.H, n=2)

Uygulamalar

Kontrol Cu Pb

Homalothecium  0.1024 + 0.0489 a 0.0938 £0.0197 a 0.1007+£0.0358 a
sericeum

Hypnum 0.0814+£0.0189 b 0.0761 £0.0133 ¢ 0.1028+0.0120 a

cupressiforme

4.3. Hidrojen Peroksit (H,O,) Miktari

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almast sonucu H,O, olusur. Hidrojen peroksit zararl
etkisini hidroksil radikaline doniiserek yapmaktadir. GPX, APX ve CAT gibi
enzimler, H,0,’in hizla yikimini saglayarak hiicrede birikmesini 6nlerler.

Cizelge 4.3. Agir metal uygulanan Homalothecium sericeum ve Hypnum
cupressiforme’ nin H,0, miktarlari (nmolg™, Ortalama + S.H, n=2)

Uygulamalar
Kontrol Cu Pb
Homalothecium 40.66+0.43 b 299.16+8.20 a 60.517+0.86 b
sericeum
Hypnum 22.329+0.43 ¢ 236.488+6.48 a 101.150+0.012 b

cupressiforme

Homalothecium sericeum’un Cu uygulanmis O&rneklerinde 6 kat Hypnum
cupressiforme’ nin Cu uygulanmig Orneklerinde ise 9 kat artis belirlenmistir
(Cizelge 4.3). Cu uygulanan o&rneklerde H,O,’nin asir1 birikiminin 6nemli
sebeplerinden biri olarak Cu uygulanan 6rneklerde CAT aktivitesinde meydana
gelen azalma oldugu soylenebilir. Homalothecium sericeum’un Pb uygulanmis
orneklerinde anlamli bir degisim goriilmezken Hypnum cupressiforme’ nin Pb
uygulanmig drneklerinde 3 kat artis meydana gelmistir. Pb uygulanmig 6rneklerde

anlamli bir degisimin olmamasi denemelerin daha sonraki agamalarinda elde
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edilen H,O, detoksifikasyonundan sorumlu olan APX enzim aktivitesindeki artigla
paralellik gostermektedir. Pleurocheate squarrosa ve Timmiella barbuloides
tiirleri ile yapilmis olan ¢alismada uygulanan Cu’in 6rneklerdeki H,O, miktarini
arttig1 yapilan ¢alisma ile rapor edilmistir (Kurt, 2012).

4.4. Lipit Peroksidasyonu

Bitki hiicreleri i¢in lipid peroksidasyonu sik¢a kullanilan ve membran hasarini
ortaya koyan bir stres indikatoriidiir (Taulavuori vd. 2001). Lipit peroksidasyonu,
lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine déniismesiyle sona
ermektedir. Bu bilesiklereden biri olan malonildialdehit (MDA) miktariin
Olciilmesi lipit peroksit diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir.
(Ohkawa vd., 1979).

Denemelerimizde MDA olusum miktarlar1 Homalothecium sericeum’un Cu
uygulanmig Orneklerinde %353 artarken Hypnum cupressiforme de ise %120
oraninda artti@i  belirlenmistir. Homalothecium  sericeum ve  Hypnum
cupressiforme’ nin Pb uygulanmis drneklerinde ise MDA olusum miktar1 sirayla
%66 ve %348 artig gostermistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Agrr metal uygulanan Homalothecium sericeum ve Hypnum
cupressiforme’ nin olusan MDA miktarlar1 (uM g™, Ortalama + S.H, n=2)

Uygulamalar
Kontrol Cu Pb
Homalothecium 0.0376+0.0465 b 0.0576+0.0027 a 0.0226+0.023 ¢
sericeum
Hypnum 0.0093+0.0001 ¢ 0.0205+0.0004 b 0.04175+0.0015a

cupressiforme

Toksik diizeyde metal uygulanan bitkide, hiicre membranlarinda metal
konsantrasyonunun artmasi nedeniyle serbest radikallerin olusumu hizlanir ve bu
da bitkide lipit peroksidasyonunu tetikler. Toksik diizeyde metal uygulanan
bitkilerde, hiicre membranlarinda metal konsantrasyonu artmasi nedeniyle serbest
radikallerin olusumu hizlanir ve bu da bitkide lipit peroksidasyonunu tetikler.
Metal iyonlar1 lipit peroksidasyonunu arttirabildigi gibi, membrana bagh
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enzimlerin ¢oklu doymamis yag asitlerini okside ederek serbest radikal
olusturdugu ve lipit peroksidasyonunu arttirdig1 rapor edilmistir (Mazhoudi vd.,
1997).

4.5. Fotosentetik Pigmentler

Stres faktorlerinin bitkiler {izerine etkilerinin arastirilmasi i¢in kullanilan
yontemlerden biri de fotosentetik pigment igeriklerinin belirlenmesidir.
Calismamizda kullanilan agir metaller ve diger agir metal gruplarinin da bitkilerin
fotosentez mekanizmalarin1 olumsuz etkiledigi belirtilmistir (Foy vd., 1978;
Kastori vd., 1992). Metallerin fotosentez yoluna zarar vermesi ya da dogrudan
fotosentezi etkilemesi, fotosentezde yer alan enzimlerin aktivitesini bozmasi,
membran permiabilitesi metallerin yarattifi dolayli etkinin kaniti olmaktadir
(Heath, 1994).

Homalothecium sericeum ‘un agir metal uygulanan ornekleri kontrole gore
kiyaslandiginda fotosentetik pigment igerikleri Cu uygulanan 6rneklerde; klorofil
a da %2 azalma, klorofil b de %51 artma, total klorofil de %10 artma, klorofil a/b
de %35 azalma belirlenirken Pb uygulanmis 6rneklerinde ise klorofil a da %2
azalma, klorofil b de %14 artma, total klorofilde %1 artma, klorofil a/b de %40
azalma oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Agir metal uygulanan Homalothecium sericeum “un klorofi a,b Total
klorofil ve klorofil a/b miktarindaki degisimler (ug ml™, Ortalama + S.H,

n=2)
Pigment Kontrol Cu Pb
Klorofil a 3.16+0.20 a 3.08+0.02b 3.07£0.13 b
Klorofil b 0.97 £0.24 b 1.47+0.25a 1.11£0.27b
Total klorofil  4.13+0.26b 455 £0.12a 4.18+0.60 b
Klorofil a/b 3.25+0.36 a 2.09 £0.37 ¢ 276 £1.15b

Hypnum cupressiforme’nin  agir metal uygulanan Ornekleri  kontrolle
kiyaslandiginda fotosentetik pigment igerikleri Cu uygulanan 6rneklerde; klorofil
a da %34 azalma, klorofil b de %128 artma, total klorofil de %3 azalma, klorofil
a/b de %71 azalma belirlenirken Pb uygulanmis 6rneklerde ise klorofil a da %38
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azalma, klorofil b de %3 artma, total klorofil de %30 azalma, klorofil a/b de %40
azalma oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Agir metal uygulanan Hypnum cupressiforme’nin klorofi a,b Total
klorofil ve klorofil a/b miktarindaki degisimler (ug ml™, Ortalama + S.H,

n=2)
Pigment Kontrol Cu Pb
Klorofil a 486+0.23 a 3.18+0.11a 3.01£0.21b
Klorofil b 1.16 £0.17 b 2.65+0.54a 1.20£0.09 b
Total klorofil 6.02+0.18 a 5.83 £0.54a 4.21+0.22 b
Klorofil a/b 4.18 £0.28 a 1.20+0.30 b 2.50+1.29 ab

Agir metal kirliliginde klorofil a, klorofil b ve total klorofil igeriginin azaldigini
belirten ¢alismalar bulunmaktadir (Monni vd., 2001; Chettri vd., 1998; Oncel vd.,
2000). Hypnum cupressiforme’nin klorofil a miktarlar1 Pb’un etkisi ile azalma
gostermistir. Klorofil pigment biyosentezinde agir metallerin bu siiregte gorev
yapan enzimleri inhibe ettigi rapor edilmistir (De Fillipps ve Pallaghy, 1994).
Cu’nun kloroplast membraninda peroksidasyona yol agarak, klorofil igeriginde
azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Tremper vd., 2004). Bakir stresi uygulanan
bitkilerde goriilen klorofil miktarindaki azalma, Cu’in bitkiye verdigi hasar1 da
ortaya koyan parametrelerden biridir (Devi ve Prasad, 1998; Boswell vd., 2002).

Klorofil a ve b molekiiler ¢o6ziiniirlik ve 15181 absorbe etme yoOniinden
birbirlerinden ayrilirlar. Klorofil a miktarinda meydana gelen azalmaya karsin
klorofil b miktar1 artmakta; bu artis klorofil a’nin klorofil b ye doniistimiiniin
indiiklenmesi ile ger¢eklesmektedir. Klorofil a’nin ikinci halkasinda bulunan metil
grubu okside olur, bu da klorofil b’nin olusumuna neden olur (Chettri vd., 1998).
Homalothecium sericeum ve Hypnum cupressiforme’nin klorofil b miktarlarinda
artis oldugu belirlenmistir. Klorofil b de meydana gelen bu yiikselis agir metal
stresinden kaynaklanmaktadir. Klorofil a ve buna paralel klorofil a/b de meydana
gelen azalma agir metal toksisitesinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir
(Hartmut vd., 1990).

Homalothecium sericeum ve Hypnum cupressiforme nin Cu ve Pb uygulanmisg
orneklerinde total klorofil miktarinda azalma go6riilmistir. Sun vd., (2007),
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Hypnum plumaeforme’de yaptiklart caligmada Pb ve Ni uygulamasindan sonra
metal stresine bagli lipid peroksidasyonunun sebep oldugu fotosentezin
engellenmesi ile sonuglanan bir tepki oldugunu belirtmislerdir. Total klorofil
miktarinda meydana gelen azalma fotosentez inhibisyonu ve klorofil
degredasyonuna sebep olan metallere 6zgii bir cevaptir (Bazzas vd., 1974).

Klorofil a/b miktarinda Cu uygulanan Homalothecium sericeum %35 azalma
goriiliirken Hypnum cupressiforme de ise %71 azalma oldugu belirlenmistir.
Klorofil a/b oranindaki degisimler Fotosistem I ve II arasindaki kosullardan
etkilendigi ve bu bakimdan farkliliklar oldugu belirlenmistir (Keles 2000). Metal
etkisi ile klorofil a/b oraninin azaldigi, stroma ve grana lamellerinde yapisal
bozulmalarin meydana geldigi bilinmektedir (Chettri vd., 1998).

Stres faktorlerinin Karetenoid birikimine de neden oldugu rapor edilmistir (Havaux
ve Kloppstech, 2001). Ancak bizim denemelerimizde oldugu gibi stres sirasinda
klorofiller gibi karotenoid miktaronda da azalma goriilebilir (Munné-Bosch ve
Penvelas, 2004). Homalothecium sericeum ‘un Cu uygulanan 6rneklerinde Total
Karetenoid de %13 azalma, - karoten de %11 artma, lutein de %13 artma,
neoksantin de %15 artma Pb uygulanan 6rneklerinde ise total karetenoid de %18
artma, - karoten de %23 artma, lutein de %23 artma, neoksantin de %25 artma
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Agir metal uygulanan Homalothecium sericeum ‘un total karetenoid,
p-Karoten, lutein, neoksantin absorbans degisimleri (nm, Ortalama =+

S.H,n=2)
Pigment Kontrol Cu Pb
Total 1.60+0.09 b 1.39+0.01 ab 1.99+0.12 a
Karotenoid
- Karoten 0.42+0.02 a 0.47+0.08 a 0.52+0.03 a
Lutein 0.59+0.02 b 0.67£0.03ab 0.73£0.04 a
Neoksantin 0.66+£0.01 b 0.76£0.06 ab 0.83+£0.04 a

Hypnum cupressiforme’nin Cu uygulanan 6rneklerinde; Total Karotenoid de %68
azalma, p- Karoten de %51 azalma, Lutein de %47 azalma, Neoksantin de %43
azalma, Pb uygulanan orneklerinde ise Total Karotenoid de %72 azalma, B-
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Karoten de %65 azalma, Lutein de %61 azalma, Neoksantin de %60 azalma
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8)

Cizelge 4.8. Agir metal uygulanan Hypnum cupressiforme’nin total karotenoid, -
karoten, lutein, neoksantin absorbans degisimler (nm, Ortalama + S.H,

n=2)
Pigment Kontrol Cu Pb
Total 325+0.12 a 1.023+£0.05b 0.88+0.14 b
Karotenoid
- Karoten 0.82+0.01 a 0.40+£0.03 b 0.28+0.02 ¢
Lutein 1.01+0.06 a 0.53£0.03 b 0.39+£0.02 b
Neoksantin 1.026+ 0.05 a 0.58+0.03 b 0.41+0.02 ¢

Karetonoidler (Karoten, ksantofiller); hem fotosentetik sistemlerde hem de
fotosentetik olmayan bitki dokularindaki plastitlere yerlesmis bulunan
tetraterpenler olup antioksidan ozellikleriyle fotosistemleri koruyucu islevlere
sahiptirler. Kloroplast membraninda lipit peroksidasyon iiriinleri ile tepkimeye
girerek zincir reaksiyonlarini bitirme 6zelligi karetenoidlerin en belirgin koruyucu
ozelliklerindendir (Burton ve Ingold, 1984). Aynmi zamanda kloroplastlar1 ve
fotosistemleri oksidatif hasardan singlet oksijenin olusmasini1 6nlemek {izere triplet
uyarilmig klorofil molekiilleri ile tepkiyerek de korumaktadir (McKersie, 1996).

Bunlarin yaninda stres faktorleri karetenoid birikimini artirabilirken azalmasinada
neden olabilir (Munne vd., 2004). Hypnum cupressiforme’nin bakir ve kursun
uygulanan orneklerinde meydana gelen azalmalar agir metal stresine baglh
karetenoid miktarindaki azalmay1 agiklayabilir. Cu uygulanan 6rneklerde goriilen
karotenoid kayiplart bu metal etkisiyle olusan oksidatif strese bagl lipid
peroksidasyonu ile agiklanabilir.

4.6. Coziinebilir Protein Miktarlar:

Agir metaller hiicrelerde biyolojik makromolekiillerin gdreceli miktarda
degisimine neden olabilmektedirler (Stevenson wvd., 1996). Homalothecium
sericeum ‘un Cu uygulanmig 6rneklerinde %28, Pb uygulanmis 6rneklerinde ise
%44 oraninda arttigi goriilirken; Hypnum cupressiforme’nin Cu uygulanmis
orneklerinde %10, Pb uygulanmis Orneklerinde ise %19 oraninda artis oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.9).
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Sekil 4.1. BSA (Bovine Serum Albumin) standartlari kullanilarak (0.1-0.8 mg L™)
olusturulan kalibrasyon egrisi.

Her iki tiirde de protein miktarlarinda meydana gelen artiglar agir metal stresine
kars1t dayanikli olma ile ilgili iliskili metallotiyoneinler (Garcia-Hernandez vd.,
1998), tiyoredoksinler, glutatyon metabolizmasinin proteinleri (Xiang ve Oliver,
1998) ve antioksadant enzimlerin (Cho ve Park., 2000) ve miktarinin artmasi ile
ilgili olabilir (Didierjean vd., 1996).

Cizelge 4.9. Agir metal uygulanan Homalothecium sericeum ve Hypnum
cupressiforme’ nin olusan protein miktarlar1 (mg/mL, Ortalama + S.H,

n=2)
Uygulamalar
Kontrol Cu Pb
Homalothecium 1.381+0.12 b 1.778+0.02 a 1.994+0.01 a
sericeum
Hypnum 1.74440.04 c 1.925+0.07 b 2.080+0.09 a

cupressiforme

4.7. Siiperoksit Dismutaz (SOD EC 1.15.1.1. ) Aktivitesi

Denemelerimizde SOD enzim aktivitesi Homalothecium sericeum’un Cu
uygulanmig 6rneklerinde kontrole gore %131, Pb uygulanmis &rneklerinde ise
%87 oraninda arttig1 belirlenirken Hypnum cupressiforme’ nin Cu uygulanmis
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orneklerinde %145, Pb uygulanmig oOrneklerinde ise %358 oraninda arttig
belirlenmistir (Cizelge 4.8). Sucul biryofit tiirii olan Fontinalis antipyretica Hedw.
da da Cu uygulamasindan sonra SOD akitivitesinde kontrole oranla 6nemli bir
artis oldugu belirlenmistir (Dazy vd., 2009). Pleurochaete squarrosa tiiriiniin Cr
ve Cu uygulanan 6rneklerinde kontrole gére SOD aktivitesinde 6nemli miktarlarda
artiglar belirlenmigtir (Kurt, 2012).

Stiperoksit dismutaz hiicre i¢i ve diginda bulunan lipitlerin reaktif oksijen
tiirlerinden biri olan siiperoksit radikalinin zararli etkilerinden korunmada sorumlu
olan 6nemli bir antioksidan enzimdir. SOD aktivitesindeki artis, hiicresel oksidatif
zarardan korunmaya karst O,  radikallerini siipiirmesinden dolayidir. O;”
radikalleri seviyesinin SOD tarafindan kontrolii, hiicresel oksidatif zarara karsi
o6nemli bir koruma mekanizmasidir. Aksi durumda O, radikali peroksinitrit veya
HO' gibi daha sitotoksik veya daha yiliksek reaktif maddelerin olusumunda Oncii
rol alir (Halliwell ve Gutteridge, 1999). Bu nedenle, SOD oksidatif zarara karsi
defans sisteminde ilk adim olarak diisiiniilmektedir (Devi et al., 1998).

Cizelge 4.10. Agir metal uygulanan Homalothecium sericeum ve Hypnum
cupressiforme’ nin SOD enzim spesifik aktiviteleri (U mg™ protein,
Ortalama + S.H, n=2)

Uygulamalar
Kontrol Cu Pb
Homalothecium 10.621+£0.36 ¢ 24.610+0.12 a 19.947+0.13 b
sericeum
Hypnum 13.125+0.73 ¢ 32.209+0.36 a 20.811+0.14 b

cupressiforme

4.8. Katalaz (CAT EC 1.11.1.6. ) Aktivitesi

Katalaz hidrojen peroksitin oksijen ve suya dismutasyonunu Katalizleyen bir
enzimdir. Homalothecium sericeum ve Hypnum cupressiforme’ nin Cu uygulanmig
orneklerde kontrole oranla sirast ile %35 ve %48 oranlarinda azalma meydana
gelirken, Pb uygulanmig Orneklerde ise %102 ve %115 artma oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.11. Agir metal uygulanan Homalothecium sericeum ve Hypnum
cupressiforme’ nin CAT enzim spesifik aktiviteleri (U mg™ protein,
Ortalama + S.H, n=2)

Uygulamalar
Kontrol Cu Pb
Homalothecium 3.049+0.07 b 1.967+0.13 ¢ 6.187+0.53 a
sericeum
Hypnum 2.52440.10 b 1.312+0.26 ¢ 5.437+£0.29 a

cupressiforme

Agir metal iyonlar1 katalazin yarigmali olmayan inhibitorleri gibi davranabildikleri
bilinmektedir. Cu uygulanan 6rneklerimizde CAT aktivitesinde énemli derecede
azalmalar meydana gelmistir. Enzimin yapis1 ve aktivitesini degistiren bir metal
olan Cu’'nun CAT aktivitesinde azalisa neden oldugu baska arastirmalarda da
rapor edilmistir (Foyer vd., 1994; Mohan ve Hosetti, 1997). Cu uygulanan
orneklerde meydana gelen yiiksek oranda H,O, birikimi de CAT aktivitesindeki
azalmayi desteklemektedir.

4.9. Peroksidaz (POX EC 1.11.1.7. ) Aktivitesi

H,0,’nin bir diger yikim yolu da peroksidazlardir. Homalothecium sericeum ve
Hypnum cupressiforme’ nin Cu uygulanmig orneklerinde kontrole oranla sirasi ile
%71 ve %129 artma belirlenirken; Pb uygulanmis Orneklerde ise %33 ve %6
oraninda artma oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10).

POX aktivitesinde meydana gelen artislar H,O, nin detoksifikasyonunda etkin rol
aldiginin  gostergesidir.  Yapilan bir c¢alismada Ni  ve Pb’nin toksik
konsantrasyonlarina karst Hypnum plumeaforme, Thuidium cymbifolium ve
Brachhyhecium piligerum gibi tiirlerde de toksik oldugu belirtilmistir (Sun vd.,
2011). Peroksidazlarin bitkilerde stres enzimi olarak rolii yaygin olarak kabul
edilmistir ve bitkilerde potansiyel biyomarkir olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir.



Cizelge 4.12. Agir metal uygulanan Homalothecium sericeum ve Hypnum
cupressiforme’ nin POX enzim spesifik aktiviteleri (U mg™ protein,
Ortalama + S.H, n=2)

35

Uygulamalar
Kontrol Cu Pb
Homalothecium 18.500+1.41 ¢ 31.750+0.35 a 24.700+0.33 b
sericeum
Hypnum 7.750£0.31 b 17.7404+0.34 a 8.250+0.33 b

cupressiforme

4.10. Askorbat Peroksidaz (APX EC 1.1.1.11. ) Aktivitesi

Askorbat peroksidaz, H,0,’in askorbat ile suya indirgenmesini katalizlemekte

veE

H,O;’in detoksifikasyonunda 6nemli rol oynayan bir enzimdir (Del Rio vd., 2003).
Homalothecium sericeum ve Hypnum cupressiformenin Cu uygulanmig

orneklerinde kontrole oranla anlamli bir degisim goriilmezken Homalothecium

sericeum’un Pb uygulanmig kontrole oranla orneklerinde %18 oraninda artma
belirlenmistir. Homalothecium sericeum’un Pb uygulanan o6rneklerinde H,0,

birikiminin olmamas1 artan APX aktivitesi ile aciklanabilir.

Cizelge 4.13. Agir metal uygulanan Homalothecium sericeum ve Hypnum
cupressiforme’ nin APEX enzim spesifik aktiviteleri (U mg™ protein,
Ortalama + S.H, n=2)

Uygulamalar
Kontrol Cu Pb
Homalothecium 0.279+0.008 b 0.264+0.005 b 0.330+0.001 a
sericeum
Hypnum 0.261+0.007 a 0.271£0.002 a 0.276+0.004 a

cupressiforme
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4.11. Askorbat Miktar

Oksidatif stresin neden oldugu hasari, serbest radikalleri indirgeyerek hasari en aza
indiren Onemli bir antioksidandir. Homalothecium sericeum ve Hypnum
cupressiforme’ nin Cu uygulanan 6rneklerinde sirayla kontrole oranla %212 ve
%225 oraninda artis, Pb uygulanan orneklerde ise %31 oraninda azalma %169

oraninda artma belirlenmistir.

Stres durumunda bitkilerde serbest redikallerden siiperoksit, SOD enzimi
araciligiyla yada kendiliginden olan bir dizmutasyonla hidrojen peroksite
doniismektedir (Asada, 1992). Olusan hidrojen peroksit askorbat ya da askorbat
peroksidaz enzimi araciligla etkisiz hale getirilmektedir. Denemelerimizde
askorbat peroksidaz enzimi miktarinda gorece fazla degisiklik olmadigindan
hidrojen peroksiti askorbattin detoksifiye ettigi sdylenebilir. Askorbatin elverissiz
cevresel kosullarin meydana getirdigi oksidatif strese toleransin artmasiyla iligkili
oldugunu bildiren gesitli ¢alismalar rapor edilmistir (Iturbe-Ormaetxe vd., 1998;
Ceretto vd., 2002). Benzer sekilde Taxihelium napalense’de 12 ve 24 saat Cr
uygulanmasindan sonra bitkilerde askorbat miktarinda 6énemli artiglar meydana
geldigi belirlenmistir (Choundry ve Panda, 2005).

Cizelge 4.14. Agir metal uygulanan Homalothecium sericeum ve Hypnum
cupressiforme’ nin Askorbat miktarlar1 (umol g, Ortalama + S.H,

n=2)
Uygulamalar
Kontrol Cu Pb
Homalothecium 22.214+0.82c  69.345+0.35a 15.319+£0.42 b
sericeum
Hypnum 10.513+0.42b  34.239+£595a 28.346+2.70 ab

cupressiforme

4.12. Prolin Miktari

Prolin stres cevap mekanizmasini etkileyen stres sinyal mekanizmasmin bir
pargast olabilmektedir (Ashraf, 2007). Homalothecium sericeum ve Hypnum
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cupressiforme’ nin Cu uygulanan 6rneklerinde kontrolle kiyaslandiginda sirasi ile
%66 ve %42 oraninda artma, Pb uygulanan 6rneklerinde ise sirasi ile %50 ve %30

artma belirlenmistir.

Bitkilerde prolinin yiiksek sicaklik, kuraklik, tuzluluk, agir metal, patojen
enfeksiyonu, besin kitligi, atmosferik kirlenme ve UV 1sima gibi stres
durumlarinda genellikle arttig1 bildirilmistir (Vernay vd., 2008). Her iki metal
uygulamasinda da bitkilerde prolin miktarinda meydana gelen prolin artigi bu
metallerin bitkideki detoksifikasyonlar1 ile ilgilidir. Agir metal stresine baglh
olarak prolin miktarinin ¢esitli biryofit tiirlerinde arttigi yapilan g¢alismalarda
belirtilmistir (Sun vd., 2011).

Cizelge 4.15. Agir metal uygulanan Homalothecium sericeum ve Hypnum
cupressiforme’ nin prolin miktarlar1 (uM g™, Ortalama + S.H, n=2)

Uygulamalar

Kontrol Cu Pb

Homalothecium 12.534+0.40 b 20.681+1.44 a 18.636+0.16 ab
sericeum

Hypnum 2.817+0.16 b 4.022+0.32 a 3.690+0.40 ab
cupressiforme
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5. SONUC

Biryofitler beklenen fizyolojik ihtiyaglarindan daha fazla seviyelerde metal
biriktirebilme yetenegine sahiptirler. Bu 6zellik kismen bu bitkilerin iyon degisim
mekanizmalari, ayrica bitkinin piiriizli ylizey yapisi ile partikiillerin tutulmasi ve
alikonulmasini1 saglayabilmeleri ile agiklanmaktadir. Ayrica biryofitler gelismis
bitkilerin aksine; 6zellikle bitki igerisine ¢dziiniir minerallerin difiizyonunu azaltan
iyi gelismis kutikul yapisina ve kendileri i¢in gerekli olan su ve madensel tuzlarn
alabilecekleri gelismis kok yapilarina sahip olmamalari sebebi ile, iizerlerine 1slak
veya kuru olarak diiserek birikmis metalleri kendi mineral besinleri ve su alimlari
sirasinda yiiksek oranda almaktadirlar. Tez ¢alismamizda kullanmis oldugumuz
tiirler lizerinde Cu ve Pb olmak iizere iki agir metal uygulamasi yapilmis ve
uygulanan metalleri biryofitlerin biinyelerinde biriktirdikleri belirtilmistir.
Homalothecium sericeum bakir agir metalini daha yiiksek oranda biriktirirken
Hypnum cupressiforme her iki metalide ayni oranlarda biinyesinde biriktirmis
oldugu belirlenmigtir. Yapilmis olan c¢alismalar incelendiginde biryofitlerin
metalleri birikim mekanizmas: olarak partikiillerin yakalanmasi igin ideal bir
yiizeye sahip olmalar1 ve ¢eperinde metal iyonlarinin baglanabilecegi iyon degisim
bolgelerinin varolmasi ile olabildigi rapor edilmistir.

Homalothecium sericeum’un Cu ve uygulanmis drneklerinde kuru agirlikta azalma
meydana gelirken, Pb uygulanan 6rneklerinde ise kuru agirlikta artis meydana
gelmistir. Kuru agirlikta artis meydana gelmesi bitki bilinye ve yiizeyine tutunmus
olan metal iyonlari sayesinde olabilecegi gibi agir metalin bitki biiylime ve
gelismesine ket vuramamis olmasindan da gerceklesmis olabilir. Kuru agirlikta
meydana gelen azalmalarin sebebi ise bitkinin fizyolojik gelisim siirecinin
olumsuz etkilenmesi sebebiyle olabilir.

Reaktif oksijen tiirii olan H,O, miktarinda Homalothecium sericeum’un Pb
uygulanmis 6rneklerinde kontrole oranla fazla olmayan bir artis gdzlenmistir.
Hypnum cupressiforme’nin Pb uygulanmis 6rneklerinde ise kontrole oranla artis
gozlenmistir. Her iki tlirinde Cu uygulanmis 6rneklerinde kontrole oranla dnemli
bir artis gozlenmistir. Katalaz, askorbat peroksidaz gibi enzimler H,O,’nin hizla
yikimin1  saglayarak hiicrede birikimini 6nlemektedirler. Homalothecium
sericeum’un Pb uygulanmis Orneklerinde kontrole oranla olan artisin fazla
olmamasinin nedeni olarak H,O, oraninin artmis olmasi ve askorbat peroksidaz
aktivitesininde yiikselmesi H,O,’nin detoksifiye olmasini saglayan antioksidant



39

mekanizmanin etkin ¢aligmasindan kaynaklanmis olabilir. Aym1 zamanda her iki
tirde de Cu uygulanan 6rneklerde meydana gelen artiglarin sebebi olarak katalaz
aktivitesinde meydana gelen azalmalardan kaynaklandigini soyleyebiliriz.

Lipid peroksidasyonunda reaktif oksijen tiirlerinin artisi da MDA miktarinda
artiglara neden olmaktadir. MDA miktar1 Hypnum cupressiforme’nin Cu ve Pb
uygulanmis orneklerinde Homalothecium sericeum’a oranla daha onemli artig
oldugu belirlenmigtir. Hypnum cupressiforme’nin Cu ve Pb uygulanan 6rneklerde
ise bu artisin daha fazla oldugu gorilmiistiir. MDA artis1 ise oksidatif stresin
fizyolojik bakimdan 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Stres faktorlerinin yarattigi etkileri belirleyebilmenin diger bir yolu da klorofil
iceriginin belirlenmesidir. Homalothecium sericeum ‘un fotosentetik pigment
icerikleri Cu uygulanan 6rneklerde; klorofil a da azalma, klorofil b de artma, total
klorofil de artma, klorofil a/b de azalma oldugu belirlenirken Pb uygulanmisg
orneklerinde ise klorofil a da azalma, klorofil b de artma, total klorofilde artma,
klorofil a/b de azalma oldugu belirlenmistir.

Hypnum cupressiforme’nin  fotosentetik pigment igerikleri Cu uygulanan
orneklerde; Klorofil a da azalma, Klorofil b de artma, Total klorofil de azalma,
Klorofil a/b de azalma belirlenirken Pb uygulanmis 6rneklerde ise Klorofil a da
azalma, Klorofil b de artma, Total klorofil de azalma, Klorofil a/b de azalma
oldugu belirlenmistir.

Klorofil a miktarinda meydana gelen azalmalara klorofil biyosentez
mekanizmasinin bozulmasi, klorofil biyosentezinde gorevli olan enzimlerin inhibe
edilmesi ya da Klorofil par¢alanmasi nedeniyle olabilir. Klorofil a ve klorofil a/b
oraninda meydana gelen azalma agir metal toksisitesinin bir gdstergesi olabilir.
Total klorofil miktarinda goriilen azalma ise lipid peroksidasyonu sonucu meydana
gelen klorofil degredasyonu ile fotosentezin engellenmesidir.

Homalothecium sericeum Cu ve Pb uygulanmis 6rneklerinde f-karoten, lutein ve
neoksantin miktarlarinda 6nemli miktarda artmalar meydana gelirken, total

karotenoid miktarinda azalma gozlenmistir.

Hypnum cupressiforme’nin Cu ve Pb uygulanmis 6rneklerinde total karatenoid, f-

karoten, Iutein ve neoksantin miktarlarinda 6nemli miktarda azalmalar meydana
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gelmistir. Bu azalma tilakoidlerde meydana gelen singlet oksijendeki artisla yada
agir metal stresi ile ilgili olabilir.

Cozlnebilir protein miktar1 incelendiginde Homalothecium sericeum ve Hypnum
cupressiforme’nin protein miktarlarinin arttigi belirlenmistir. Protein miktarinda
meydana gelen artislarin sebebi olarak stres sonucu olusan savunma
mekanizmasinin bir sonucu olan antioksidan enzimler ve stres proteinlerin

sentezinin artmasindan nedeni olabilir.

Stres kosullar1 altinda hiicreleri korumak ve ROT diizeylerini kontrol altinda
tutabilmek igin bitki dokulari ROT’ni ortadan kaldiran Siiperoksit dismutaz,
Katalaz, Peroksidaz, Askorbat Peroksidaz gibi ¢esitli enzimler ve diisiik molekiiler
agirliga sahip antioksidanlar1 (Askorbat, Glutatyon vb.) icermektedirler.

Homalothecium sericeum’un Cu uygulanmig &rneklerinde askorbat peroksidaz
aktivitesinde anlamli bir degisim goriilmezken askorbat miktar1 artmus, siiperoksit
dismutaz ve peroksidaz aktivitesinde goriilen artis, katalaz aktivitesinde goriilen
azalma yiiksek derecede H,O, nin birikimini agiklamaktadir.

Homalothecium sericeum’un Pb uygulanmis orneklerinde askorbat miktarlari
azalirken, stiperoksit dismutaz, katalaz ve askorbat peroksidaz aktivitesinde
artmalar meydana gelmistir. Askorbat miktarinda meydana gelen azalma Askorbat
peroksidaz enzim aktivitesindeki artig ile paralellik gostermektedir.

Hypnum cupressiforme’nin Cu uygulanmis Orneklerinde siiperoksit dismutaz,
peroksidaz aktivitelerinde artislar meydana gelirken askorbat miktarinda anlaml
bir artis gorilmiistiir. Katalaz aktivitesinde meydana gelen azalmanin nedeni
olarak bakir katyonlar1 gibi agir metal iyonlarmin katalazin yarayish olmayan

inhibitorleri gibi davranip enzim aktivitesini durdurmasindandir.

Hypnum cupressiforme’nin Pb uygulanmis Orneklerinde Siiperoksit dismutaz,
katalaz ve askorbat miktarinda artma meydana gelmistir.

Homalothecium sericeum ve Hypnum cupressiforme’nin Cu ve Pb uygulanmis
orneklerinde prolin miktarinin kontrole gore arttigi belirlenmistir. Prolin
miktarinda meydana gelen artiglar her iki tlirlinde metal tolerans mekanizmasi ile

ilgilidir.
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Bu calismada Homalothecium sericeum ve Hypnum cupressiforme tiirlerine
iligkin bakir ve kursun agir metallerinin olusturdugu kisa siireli fizyolojik ve
biyomyasal tepkiler belirlenmistir. Ancak konunun siiperoksit, hidroksil gibi
serbest radikaller ve diger antioksidan enzim parametreleri agisindan
degerlendirilmesi gerekmektedir.
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