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OZET
Pleurochaete squarrosa (Brid.) Lindb ve
Timmiella barbuloides (Brid.) Moenk’in

AGIR METAL STRESINE VERDIiGi CEVAPLARIN
ARASTIRILMASI

Serap AYDOGAN
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismanlari: Dog. Dr. Bengi ERDAG
Dog. Dr. Lale YILDIZ AKTAS
2012, 124 sayfa

Son yillarda biyomonitor olarak yaygin kullanimlarina ragmen, agir metal kirliligi
sonucu biryofitlerde meydana gelen oksidatif stres mekanizmalari1 hakkinda ¢ok az
bilgi vardir. Bu calismada Pottiaceae familyasina ait iki biryofit tiiriiniin
(Pleurochaete squarrosa ve Timmiella barbuloides) agir metal stresine karsi
gosterdigi hizli fizyolojik tepkiler ve antioksidan mekanizmada meydana gelen
degisiklikler belirlenmistir. Bu dogrultuda, araziden toplanan Ornekler
sterilizasyon islemlerinin ardindan, nikel (Ni), kursun (Pb), bakir (Cu) ve krom
(Cr) igeren ¢ozeltilerle kiiltiire alinmistir. Metallerle stres kosullarina maruz
birakilan iki biryofit tiirlinlin agir metalleri biriktirme diizeyleri, kuru agirliklari,
lipid peroksidasyonu, fotosentetik pigment analizi, hidroksil radikali (OH) ve
hidrojen peroksit (H,O,;) miktar1 tayini, antioksidan enzimlerin (siiperoksit
dismutaz, katalaz, peroksidaz, glutatyon rediiktaz, askorbat peroksidaz) aktivite
Olciimleri ve enzimatik olmayan antioksidan molekiillerin (glutatyon ve askorbik
asit, prolin) miktarlar1 ve antiradikal aktiviteleri belirlenmistir. P. squarrosa ve T.
barbuloides’in maruz kaldiklar1 metalleri biinyelerinde biriktirdikleri ve en ¢ok
biriktirilen metallerin Pb ve Ni oldugu belirlenmistir. T. barbuloides’te Ni ve
Pb’un yiiksek derecede birikimine ragmen, kuru agirligim azaltmamasi, pigment
degredasyonuna ve lipid peroksidasyonuna sebep olmamasi ve antiradikal
mekanizmanin etkin ¢aligmasi tiiriin bu metallere toleransini ortaya koymustur. Cr
ve Ozellikle Cu her iki tiirde de yiiksek derecede oksidatif hasara yol agmuistir.
Deneme sonuglarina gore P. squarrosa’nin uygulanan agir metal stresinden
goreceli olarak daha ¢ok etkilendigi ve T. barbuloides’e gore daha hassas oldugu

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Pleurochaete squarrosa, Timmiella barbuloides, agir metal,
stres, antioksidan






ABSTRACT

INVESTIGATION THE RESPONSES OF
Pleurochaete squarrosa (Brid.) Lindb and Timmiella barbuloides
(Brid.)Moenk TO HEAVY METAL STRESS

Serap AYDOGAN

Ph.D. Thesis, Biology Department
Supervisors: Dog. Dr. Bengi ERDAG
Dog. Dr. Lale Yildiz AKTAS
2012, 124 pages

In recent years, despite their widespread use as biomonitor, very little is known
about mechanisms of oxidative stress occurring in bryophyte seen as a result of
heavy metal pollution. In this study, the rapid physiological responses against
heavy metal stress and changes of antioxidant mechanism of two bryophyte
species (Pleurochaete squarrosa and Timmiella barbuloides) belong to Pottiaceae
family are determined At this direction, samples collected from field, and then
they were cultured nickel (Ni), lead (Pb), copper (Cu) and chromium (Cr)-
containing solutions after the sterilization procedures Levels of heavy metals
accumation, dry weight, lipid peroxidation, photosynthetic pigments analysis,
hydroxyl radical (OH’) and hydrogen peroxide (H,O,) determination, antioxidant
enzymes (superoxide dismutase, catalase, peroxidase, glutathione reductase,
ascorbate peroxidase) activity measurements and non-enzymatic antioxidant
molecules (glutathione, ascorbic acid and proline) amounts, antiradical activity
analysis were evaluated in two bryophyte species exposed to metals stress . It was
determinated that P. squarrosa and T. barbuloides accumulated metals which they
were exposed, and Pb and Ni are the most accumulated metals. Despite the high
accumulation of Ni and Pb in T. barbuloides, there is no reduction in dry weight,
the pigment degradation, lipid peroxidation and effective antiradical mechanism
revealed the tolerance of the species on these metals. Cr and especially Cu caused
high degree of oxidative damage in both species According to result of
experiments P. squarrosa is relatively more affected by applied heavy metals

stress and 1t is determined to be more sensitive than T. barbuloides.

Key words: Pleurochaete squarrosa, Timmiella barbuloides, heavy metal, stress,
antioxidant
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1. GIRiS

Stres, onemli fizyolojik ve metabolik degisimlere yol agarak bitkilerde biiylime ve
gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken, tiriinde nitelik ve nicelik kaybina (iiriin
kalitesinin ve miktarinin azalmasina), bitkinin veya organlarinin 6liimiine yol agan
olumsuz etmenlerdir. Bitkilerin normal gelisme seyrini ve fizyolojik olaylarini
etkileyen, yavaslatan ve/veya durduran tiim ¢evre etmenleri stres faktorleri olarak
adlandirilmaktadir.

Stres faktorleri; biyotik ve abiyotik olmak iizere ikiye ayrilir. Biyotik stres
faktorleri patojenler, yabani bitkiler, bocekler, mikroorganizmalar, hayvanlar iken,
abiyotik stres faktorleri kuraklik, tuzluluk, yiiksek ya da disiik sicaklik,
radyasyon, bitki besin elementleri, pestisitler (zirai ilaglar), tuzlar ve agir metaller
olarak gruplandirilirlar (Taiz ve Zieger, 2002). Abiyotik stres faktorleri birgok
bitki tlirliniin cografik olarak dagiliminda ve yasamlarini basar1 ile siirdiirme

kapasitelerinin sinirlanmasinda 6nemli rol oynamaktadir.

Abiyotik stres faktorlerinden biri olarak agir metaller, ekolojik dengeyi bozan,
canlinin biiyiime ve gelismesini 6nemli dlgiide etkileyen ve ¢evreyi kirleten temel
etkenler arasindadir (Ruis-Jimenez vd., 2003). Topraga veya suya giren bazi
zararli maddeler, uzaklastirilabildikleri veya biyolojik olarak parcalanabildikleri
halde, agir metaller uzaklastirilamazlar. Bu nedenle, alici ortamlara girmis bulunan
agir metaller, yiksek oranda birikimleriyle, kimyasal ve biyolojik siirecleri
olumsuz yonde etkilerler. Bir metalin toksisitesi, makromolekiil, metabolit ve
hiicre organelleriyle birlikte, biyolojik sistemlerdeki dinamik yasam proseslerine
zarar verme kapasitesine dayanir. En tehlikeli yonleri yem ve besin maddelerine,
oradan da besin zinciri yoluyla canlilara gegmeleridir (Artan, 2007).

Agir metal tanmnu fiziksel 6zellik agisindan yogunlugu 5 g/cm®ten daha yiiksek
olan metaller i¢in kullanilir. Ancak agir metal tanimi, disiplinler arasi farkliliklar
gosterebilmektedir. Fizyologlar igin, biyolojik yapida biriken ve toksik etki
yapabilen metaller agir metal olarak kabul edilmektedir. Bu gruba kursun,
kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢inko basta olmak {izere
altmistan fazla metal dahil edilmektedir. Bunlarin ¢ogu bitkide mikrobesin veya iz
element olarak da kullanilmaktadir. Bu elementler dogalar1 geregi yer kiirede
genellikle, karbonat, oksit, silikat ve siilfiir halinde stabil bilesikler olarak veya
silikatlar iginde bilesik yaparak bulunmaktadirlar.



Endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin egzoz gazlari, maden yataklar1 ve
isletmeleri, volkanik faaliyetler, tarimda giibreleme ve ilaglama gibi pek ¢ok etken
agir metal kirliliginin nedenleri arasinda yer almaktadir. Agir metallerin
ekosisteme katilma derecelerine bakildiginda dogal ¢evrimlerden daha ¢ok, insan
miidahalesi ve etkisi altinda g¢evreye yayildiklar1 goriilmektedir. Genel olarak
antropojenik kaynaklardan giris, dogal kaynaklardan girisin birkag¢ kat iizerindedir
(Oztiirk vd., 1992).

Karasal ekosistemlerde agir metallerin en 6nemli birikme ortami topraktir.
Topraktaki kil ve humus miktarlari, kil minerali tipleri, asit karakterli katyonlarin
miktar1 ve bilesimleri agir metallerin toprakta birikmesi konusunda Onemli
etmenlerdir. Agir metaller, yagislarin durumuna bagli olarak dogrudan topraga
gecerek bitkilere, hatta bazen taban suyuna ulasirlar. Agir metallerin bitkiler
tarafindan alinma miktarlar1 da bitki tiiriine gore ¢esitlilik gostermektedir (Cepel,
1997). Metal iyonlarinin kok yiizeyine tutunmasi, kok i¢ine alinimi ve kiitle akisi
ve difiizyon araciligiyla govdeye translokasyonu bitkiler tarafindan metal
iyolarmin almim asamalaridir. Toprak partikiillerine bagli halde bulunan
metallerin alinimi koklerden rizosfere salgilanan metal selatlayict molekiiller,
plazma membranina bagli metal rediiktaz ve proton salinimiyla saglanmaktadir
(Salt vd., 1995). Bitki tiiriine ve metal tipine bagli olarak, metal iyonlar1 kokler
tarafindan ya simplast (interseliilar) ya da apoplast (ekstraseliilar) yolla
alimmaktadir. Apoplastik taginim hiicre g¢eperinin katyon degisim kapasitesi ile
sinirlandirilmaktadir (Raskin vd., 1997). Simplastik tagimimda, metal iyonlar
yaklastk 170 mV’luk negatif potansiyele sahip plazma membranindan
gegmektedir. Bu membran potansiyeli, metal iyonlarmin hiicre igine hareketi i¢in
kuvvetli bir elektrokimyasal gradiyent saglamaktadir (Ghosh ve Singh, 2005).
Metal iyonlarinin ¢ogu enerji gerektiren bir islemle; spesifik veya genel iyon
tastyicilar1 veya kanallari araciligiyla bitki hiicrelerine girmektedir (Bubb ve
Lester, 1991). Bitkilerde birka¢ protein sinifi agir metal taginiminda fonksiyon
gormektedir. Bitkilerde agir metal toleransi ile iligkili olarak metal iyonu
homeostazisi ve toleransinda fonksiyon goren agir metal ATPaz’lan1 (Williams
vd., 2000), katyon-difiizyon hizlandirici (CDF) protein ailesi ve c¢inko-demir
permeaz (ZIP) ailesi (Guerinot, 2000) gibi metal tasiyicilarin birka¢ siifi

belirlenmigtir.



Tolerans, bitkinin olumsuz ortam kosullar1 ile basa ¢ikma potansiyelidir. Agir
metal tolerans1 bitkilerde, birbiriyle iliskili fizyolojik ve molekiiler
mekanizmalarla belirlenmektedir. Toksik metallerin artan seviyelerine tolerans,
toksik elementlerin bitki disinda tutulmasi (exclusion) veya metabolik toleranstan
kaynaklanmaktadir (Singh vd., 2003). Bazi bitkiler toprak iistii organlarinda
topraktaki metal konsantrasyonundan 50 ila 500 kat daha fazla metal
biriktirebilirler, bu bitkiler hiperakiimiilator olarak adlandirilmaktadir (Clemens,
2006). Diger bir ifadeyle, hiperakiimiilator bitkiler agir metalleri herhangi bir
toksisite semptomu gostermeksizin toprak {istii organlarinda diger bitki tiirlerine
gore 100 ila 1000 kat daha fazla biriktirebilmektedir (Brooks, 1998). Giiniimiize
kadar yaklasik 450 bitki tiirii (Angiospermlerin sadece % 0.2’si) hiperakiimiilator
olarak tanimlanmistir (Baker ve Brooks, 1989; Ellis ve Salt, 2003; Reeves, 2006;
Milner ve Kochian, 2008). Toprak iistii organlarinda herhangi bir fitotoksik etki
gostermeksizin yiiksek miktarlarda agir metalleri biriktirebilen hiperakiimiilator
bitkiler icin detoksifikasyon ve igsel alikoyma Onemli o&zelliklerdir.
Hiperakiimiilator bitkilerin toprak iistli organlarinda detoksifikasyon ve alikoyma
mekanizmalar1 genel olarak agir metallerin ligandlar (fitoselatinler ve
metallotiyoninler) ile kompleks olusturulmasint veya agir metallerin metabolik
olarak aktif sitoplazmadan vakuol ve hiicre geperi gibi inaktif bolgelere tagiimim
kapsamaktadir (Rascioa ve Navari-1zzo, 2011).

Mikro besin elementi olarak bitkide kullanilsin ya da kullanilmasin agir metal
konsantrasyonunun atmosferde, suda veya toprakta belli bir seviyenin {izerine
¢ikmasi, tiim canlilar i¢in 6nemli metabolik veya yasamsal problemlere neden
olmaktadir (Benavides vd., 2005). Bir¢ok kirlenmede oldugu gibi agir metal
kirlenmesinde de oncelikle etkilenen grup primer ireticiler olan bitkilerdir. Agir
metallerin -6zellikle belirli konsantrasyonlardan itibaren- bitkilerdeki fizyolojik
fonksiyonlar1 ve biyokimyasal olaylari dogrudan veya dolayli olarak etkiledigi
bilinmektedir. Bitki dokularinda agir metal birikimi fazla oldugunda mineral besin
alinimi  (Ouzounidou vd., 1992), transpirasyon (Poschenrieder, vd.,1989),
fotosentez (Lidon vd., 1993), bir¢ok enzim aktivitesi (Nussbaum, vd., 1988),
niikleik asit yapis1 (Doncheva, 1996), klorofil biyosentezi (Somashekaraiah vd.,
1992) ve ¢imlenme (Munzuroglu ve Gegkil., 2002) gibi ¢ok sayida olay olumsuz
yonde etkilenmektedir. Bu olumsuz etkilere biyolojik membranlarda hasar
(Kennedy ve Gonsalves, 1987), hormon dengesinin bozulmasi ve su iligkisinin
degismesi gibi fizyolojik olaylar da ilave edilebilmektedir (Zengin ve Munzuroglu,



2003). Tez konumuz kapsaminda etkilerini inceledigimiz, fizyolojik ve
biyokimyasal olaylara sebep olabilecek agir metaller ve etkileri asagida

verilmisgtir:

Nikel (Ni), yer kabugundaki belli basli elementlerden olup, giiniimiizde mutlak
gerekli elementlerden biri olarak kabul edilir. Nikelin tarim topraklarmdaki
konsantrasyonu genelde ¢ok diisiiktiir, ancak serpantin gibi ultra bazik piiskirik
kayaclardan olusan topraklarda nikel igerigi 100-5000 mg Ni/kg arasinda
degismektedir (Kacar ve Katkat, 2006). Nikel, paslanmaz ve alasim g¢eligi
tiretiminde, demirsiz alasimlarda ve elektro kaplamada kullanilir. Nikel, kileyt
bilesiklerini kolaylikla olusturmasi nedeniyle, bitkilerdeki enzimlerde ve fizyolojik
aktif merkezlerde bulunan agir metallerle yer degistirir. Nikel bitkiler i¢in iireaz ve
hidrogenaz enzimlerinin yapisinda ve aktivitesinde yer alir; azot metabolizmasi
icin gereksinim duyulan temel bir elementtir. Nikelin olumsuz etkisi, fotosentez ve
solunumu engellemesi; hiicre zar1 gegirgenligini azaltmasi; fotosentetik elektron
tagimminin engellemesi; hiicre de peroksidaz ve iireaz aktivitesini diigiirmesi;
protein sentezini, klorofil ve azot diizeyini azaltmasi; hiicre su dengesini
degistirmesi  gibi  fizyolojik ve biyokimyasal islemlerin aksamasindan
kaynaklanmaktadir (Brown vd., 1990; Pandolfini vd.,1992; Gajewska ve
Sklodowska, 2005).

Kursun (Pb), bitkiler igin gerekli bir element olmamasina karsin, biitiin bitkilerde
dogal olarak bulunmaktadir. Endiistriyel ve tarimsal faaliyetlerde yaygin olarak
kullanilmas1 nedeniyle sik rastlanan Dbir elementtir. Topraktaki kursun
konsantrasyonu 150 ppm’i agsmadig1 siirece insan ve bitki saglig1 agisindan tehlike
olusturmaz. Ancak 300 ppm’i astiginda potansiyel olarak insan saglig1 acisindan
tehlikelidir (Diirtist vd., 2004). Ortamda kursuna maruz kalan bitkilerde kok
uzamasi ve biyokiitlede azalma (Fargasova, 1994), klorofil biyosentezinde
engellenme (Miranda ve llangovan, 1996), bazi enzim aktivitelerinde tetiklenme
veya engellenmeler oldugu (Assche ve Clijsters, 1990) mu tespit edilmistir. Ayrica
kursun, hiicre turgoru ve hiicre ¢eperi stabilitesini olumsuz etkilemesi, stoma
hareketlerini ve yaprak alanmin1 azaltmasi nedeniyle bitki su rejimini
etkilemektedir. Ayn1 zamanda kokler tarafindan tutulmasi ve kok gelisimini
azaltmasi nedeniyle bitkilerin katyon ve anyon alimini azaltmakta, dolayisiyla
besin alimimi etkilemektedir (Sharma ve Dubey, 2005).



Bakir (Cu), Bakir bitkilerin biiylimesi ve canliligi i¢in ¢ok 6nemli bir mikro
besindir. Bitki biinyesinde enzim aktivasyonu, karbonhidrat ve lipid
metabolizmasinda yer almasi nedeniyle énemli bir elementtir (Kacar ve Katkat,
2006). Bakir kirliligi ¢esitli sebeplerle olusabilmektedir, bunlar arasinda insan
aktivitesi sonucu olusan emisyon ve atmosferik depositler, pestisid kullanimi,
kanalizasyon atiklarimin giibre olarak degerlendirilmesi, kdmiir ve maden yataklari
sayilabilir. Toprakta 100 mg/kg, bitki kuru maddesinde ise 15-30 mg/kg’dan fazla
bakir toksik etkilidir. Bakir toksisitesi genellikle bitki kok sistemlerinde agiga
cikar ve bitki blinyesinde protein sentezi, fotosentez, solunum, iyon alimi ve hiicre
membran stabilitesi gibi baz1 fizyolojik olaylarin bozulmasina neden olur (Sossé
vd., 2004). Bakirin hiicre ¢eperine baglanmasi dogrudan ya da kalsiyumu
cikarmak suretiyle iki sekilde meydana gelmektedir. Bu durumda hiicre geperi
elastisitesi bozulmakta ve turgor azalmaktadir. Bu yoniiyle koklerden yapraklara
kalsiyum taginmasini azaltmaktadir (Ouzounidou, 1994).

Krom (Cr); paslanmaz ¢elik iiretimi, ¢esitli lehim ve pas engelleyicilerin iiretimi
ile ilgili metalurji endiistrisinde, boya, cila, cam ve seramik malzemelerinde, deri
endiistrisinde kullanilmaktadir. Ana materyale gore degismekle birlikte toprakta 5-
100 mg/kg oranlarinda bulunur. Bitkide ise kuru madde de 100 mg/kg bulunmasi
bircok yiiksek bitki icin toksiktir (Ozbek vd., 1995). Bitki biinyesinde toksik
seviyeye ulasan kromun bitkide etkiledigi ilk fizyolojik olay tohum ¢imlenmesidir.
Krom, amilaz aktivitesi ve embriyoya seker taginmasini azaltmasi ve proteaz
aktivitesini arttirmasi sonucunda tohum c¢imlenmesini engeller. Oldukca toksik
olan Cr membran zararlarina, organellerde yapisal degisikliklere, metabolik
aktivitede bozulmalara ve biiyiimede inhibisyona neden olmaktadir (Kimbrough,
1999). Krom fitotoksisitesi fide gelisimini inhibe etmekte, besin ve su dengesini
bozmakta, fotosentetik pigmentlerde bozulmalara ve antioksidant enzimlerin
aktivitesinde degisimlere neden olmaktadir (Choundry ve Panda, 2005; Ali vd.,
2011).

Diger stres faktorlerinde oldugu gibi bitkilerde agir metal stresi de serbest radikal
olusumunu tesvik ederek bitki dokularinda oksidatif hasarlara neden olmaktadir.
Bitkilerde serbest radikaller endojen olarak; Kkloroplastlardaki fotosentez
reaksiyonlarinda,  plastit ve peroksizomlarda, mitokondrilerdeki sitrik asit
dongusiinde oksidazlar, hiicre ¢eperi peroksidazlari ve amino oksidazlar gibi
enzimlerin etkisiyle olusur (Van Breusegem ve Dat, 1998; Van Camp vd.,1998).
Kuraklik, diisiik ve yiiksek sicaklik degerleri, UV 131k, beslenme noksanliklari,



yiiksek derecede tuzlu ortam, yiiksek 151k stresi ve agir metaller ise ekzojen
serbest radikal kaynaklaridir (Lamb ve Dixon, 1997; Gechev vd., 2003).

Serbest radikallerin en yaygin formu serbest oksijen radikalleridir. Bunlara Reaktif
Oksijen Tiirleri (ROT) de denilmektedir. Serbest radikaller; atomik veya
molekiiler yoriingesinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron (e)
bulunduran basit bir molekiil, atom veya iyondur. Baska bir ifade ile serbest
radikaller, negatif yiiklii elektron sayisinin, pozitif yiiklii proton sayisi ile esit
olmadig1r molekiillerdir. Baglica serbest oksijen radikalleri; Siiperoksit radikali
(0,), hidroksil radikali (OH"), singlet oksijen (*O,), hidrojen peroksit (H,05),
radikalidir.

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)
Siiperoksit Radikali (O, )

Canlilarda olusan ilk ve temel oksijen radikali stiperoksit radikalidir (siiperoksit

anyonu, O;"). Baglica asagidaki mekanizmalarla iiretilmektedir:

(@) Indirgeyici o6zellikteki molekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken, siiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
ferrodoksinler, indirgenmis niikleotitler gibi yiizlerce biyolojik molekiil aerobik
ortamda oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olurlar.

(b) Basta cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere, ylizlerce enzimin
katalitik etkisi sirasinda siiperoksit radikali bir {iriin olarak olusabilir (Corpas vd.,
2001).

(c) Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin % 1-5 kadar siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapimi
NADH-dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi elektron tastyicilardan oksijene elektron
kagagi nedeniyle gergeklesir. (Maxwell vd.,1999)

d) Indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu siiperoksit meydana getirebilir.
Cu"+ 0, — Cu* +0;"

Siiper oksidin yiikseltgen Ve indirgen olma 6zelligi vardir. indirgen olarak gérev
yaptiginda bir elektronunu kaybeder ve oksijene yiikseltgenir. Aldigi elektronu



metal iyonuna, sitokrom-c ye veya bir radikale verirse tekrar oksitlenir. Oksidant
olarak gorev yaptiginda ise bir elektron alir ve hidrojen perokside indirgenir.
Siiperoksit, serbest radikal olmakla beraber tek basina ¢ok etkili degildir.
Stiperoksit radikalinin asil Onemi, peroksit kaynagi ve gecis metali iyonlarinin

indirgeyicisi olmasidir.
Hidroksil Radikali (OH')

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde tiretilebilen hidroksil radikali iki mekanizma ile

olusabilir:

1) Iyonlastiric1 radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su molekiillerinin iyonlagmasi
gerceklesir.

enerii .
2H,0 —_— H,O" + ¢ + H,O*

Uyarilmis su molekiilii (H,O*) homolitik yikim ile; H,O" ise bir su molekiilii ile
tepkimeye girerek baslica reaktif radikal olarak hidroksil radikalini olustururlar.
Bu tepkimeler c¢ok kisa siirede gergeklesir ve iretilen OH', radyasyonun
bitkilerdeki toksik etkisinden sorumlu baslica kimyasal tiirdiir.

2) Hidrojen peroksidin eksik indirgenmesi ile OH" yapimi, bu radikalin en 6nemli
kaynagidir. H,O’ nin iki elektron ile indirgenmesi ile su olusurken, tek elektronla
indirgenmesi OH' yapimina neden olur. Bu tiir indirgenme demir (Fe), bakir (Cu)
gibi metal iyonlar tarafindan katalizlenir. Haber-Weiss tepkimesi ve Fenton
tepkimesi olarak adlandirilan tepkimelerde ne kadar HO' olusacagi iiretilen H,O,
derisimi ve serbest metal iyonunun varligina baglidir (Kiling, 1985)

Fe(ll) + O, — Fe () + O,
Fe (1) + H,0, > Fe (Ill) + OH" + OH" (Fenton)
H,0,+ 0, — OH + O, + OH" (Haber-Weiss reaksiyonu)

Hidroksil radikali de ¢ok kararsiz bir molekiil olup, oksidasyon ile enzimlere ve
lipitlere zarar verir. Bitki hiicresi hidroksil radikaline karsi koruyucu enzimlere
sahip degildir.



Singlet Oksijen (*O,)

Molekiiler oksijenin en diigiik eksite gosterdigi formudur. Fakat spin kisitlamasi
olmadig1 igin oksidan 6zelligi oldukca artmig reaktif bir oksijen formudur. Singlet
oksijen (*O, ), ortaklanmamus elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunda reaktivite
cok yiksektir. Aldig1 enerjiyi cevreye dalga enerjisi seklinde verip yeniden

oksijene donebilir.
Baslica su mekanizmalarla olusabilir:

(a) Pigmentlerin (6rnegin flavin igeren niikleotidler) oksijenli ortamda 15181

absorblamasiyla,
(b) Hidroperoksitlerin metaller varligindaki tepkimelerinde,
(c) Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda,

Serbest oksijen radikalleri biyolojik sistemlerdeki membran yapilarina, proteinlere,
niikleik asitlere, karbonhidrat ve enzim gibi molekiillere etki ederler. DNA hasar1

olusturur, membran yapisini bozar, enzim sistemlerine etki ederler.
Hidrojen Peroksit (H,O,)

Oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da siiperoksitlerin
enzimatik ve non-enzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur.

O,+ 2e + 2H* — H,0,
02 “+e+2H" —>H202

Hidrojen peroksit yapisinda paylagilmamis elektron igermediginden radikal
ozelligi tasimaz, reaktif bir tlir degildir. Hidrojen peroksitin oksitleyici bir tiir
olarak bilinmesinin nedeni, demir (Fe), bakir (Cu) gibi metal iyonlarmin
varhiginda hidroksil radikalinin Onciilii olarak davranmasidir. Hidrojen peroksit
ozellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek
oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok
giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonu gibi
radikal tepkimeleri baglatabilir.



Fe®" + H,0, —> Fe¥+OH +OH

Hidrojen peroksitin lignin sentezi ve hiicre c¢eperinin ¢apraz baglanmasi,
peroksizom biyosentezi, programlanmis hiicre 6liimii, savunma reaksiyonlar1 gibi
cesitli fizyolojik siireclerde merkezi rol oynadigi belirlenmistir (Tamas vd., 2004).
Kloroplastlarda CO, indirgenme doéngiisiinde goérev alan birgok enzim hidrojen
peroksite olduk¢a duyarli oldugundan CO, fiksasyonunun inhibe olmamasi igin
hidrojen peroksitlerin bir an Once ortadan kaldirilmasi gerekir. Biyolojik
sistemlerde hidrojen peroksitin uzaklastirilmasinda glioksizomlar, peroksizomlar
ve mitokondride yer alan katalaz enzimleri ile gesitli formlardaki peroksidazlar

gorev almaktadir.

Bitkiler olugan bu serbest radikallerin verdigi zarar1 ortadan kaldirmak i¢in ¢esitli
savunma mekanizmalart gelistirmiglerdir. Bu savunma mekanizmalari; diisiik
molekiil agirlikli, tiyol igeren ve metal baglayan bir polipeptid smifi olan bitki
selatlart (Kramer vd., 1996) ve antioksidan savunma sistemlerini i¢ermektedir.
Bitkiler, oksidatif zararlara karsi kendilerini koruyan askorbat, glutatyon, ao-
tokoferol gibi diisiik molekiil agirlikli gesitli antioksidan molekiiller ve siiperoksit
dismutaz, glutatyon rediiktaz, peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlere
sahiptirler. Cesitli bitkilerle yapilan c¢alismalarda, agir metallerin toksik
diizeylerine karsi gelistirilen savunma mekanizmasinda antioksidan enzimlerin
onemli rol oynadigi bildirilmistir (Sekil 1.1) Kloroplastlarda su-su dongisii (Sekil
1.1-a), kloroplast, mitokondri, sitoplazma, apoplast ve peroksizomlarda askorbat -
glutatyon dongiisit  (Sekil 1.1-b), glutatyon—peroksidaz (Sekil 1.1-c) ve
peroksizomlarda CAT dongiisii (Sekil 1.1-d ) ile ROT siipiirilmektedir. (Prasad
vd., 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).
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Sekil 1.1. Bitkilerde ROT nin siipiiriillme yollar1 (Mittler, 2002) Semboller: PSI,

fotosistem I[; SOD, siiperoksid dismutaz; MDA, monodehidroaskorbat; AsA,
askorbat; Fd, ferrodoksin; APX, askorbat peroksidaz; MDAR,
monodehidroaskorbat reduktaz; DHA, dehidroaskorbat; DHAR, DHA
reduktaz; GSSG, okside glutatyon; GSH, glutatyon; GR, glutatyon reduktaz;
CAT, katalaz
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Antioksidant sistemler
Enzimatik Antioksidant Sistemler

Reaktif oksijen tiirlerine karsi enzimatik savunma, stres altindaki bitkiler igin
gereklidir. Antioksidan enzimler; siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1), katalaz
(CAT, EC 1.11.1.6), peroksidaz (POX, EC 1.11.1.7), askorbat peroksidaz (APX,
EC 1.1.1.11), glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) ve diger askorbat-glutatyon
cevrimi enzimleri monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR; EC 1.6.5.4) ve
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR, EC 1.8.5.1); antioksidant molekiillerin
¢evrimini, degredasyonunu ve sentezini veya dogrudan hiicreden serbest

radikallerin atilmasin1 katalizleyebilir.
Siiperoksit Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1)

Siiperoksit dismutaz enzimi, oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunur.
Oksijen toksisitesine karst Onemli bir savunma olarak islev goérmektedir.
Stiperoksit dismutazin fonksiyonu aerobik organizmalar1 siiperoksitin zararlt
etkisine karst korumaktir. Siiperoksit radikallerinin, H,O, ve oksijene hizlica
dismutasyonunu katalize eder. SOD katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek olan bir
enzimdir (Fridovich, 1995; Sheng, 2004)

SOD
Oz'-+02'-+2H —_— H202+02

Bu reaksiyon oksidatif sisteme karsi ilk savunma olarak da adlandirilmaktadir.
Ciinkii stiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarimin giiglii bir baglaticisidir. Bu
sistem sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O, diizeyleri kontrol altinda
tutulur. Oksijen metabolize eden tiim organizmalarda ve bazi anaerobik canlilarda
gerceklesir ve sonucunda molekiiler oksijen (O,) ve hidrojen peroksit (H,0,) aciga
cikar. Bitkilerde metal kofaktorlerine bagli olarak siiflandirilan 3 farkli SOD
izoenzimi vardir: Bunlar Mn, Fe ve Cu/Zn SOD olarak adlandirilirlar (Alscher vd.,
2002). Mn-SOD’larin peroksizom ve mitokondride (Del Rio vd., 2003) ve bazi
bitkilerin kloroplastlarinda bulundugu bildirilmistir (Hayakawa vd., 1984). Fe-
SOD’n biitiin bitkilerde bulunmadigi (Ferreira vd., 2002) fakat kloroplastlarla
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ilgili oldugu gosterilmistir (Alscher vd., 2002). Cu/Zn—SOD’lar peroksizomlarda,
kloroplastlarda ve sitozolde bulunur (Del Rio vd., 2002). Stres durumunda gerek
apoplastik gerekse toplam hiicresel SOD miktarimimn {iiretiminde artis oldugu
belirlenmistir (Hernandez vd., 2001; Minibaeva ve Gordon, 2003; Eyidogan vd.,
2003).

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6)

Katalaz; hidrojen peroksidin su ve oksijene dismutasyonunu Kkatalizleyen bir
enzimdir. Askorbat peroksidaz ve glutatyon rediiktaz ile birlikte hidrojen
peroksidin detoksifikasyonunda rol oynamaktadir. Hidrojen peroksit, katalaz ve
peroksidaz enzimleri tarafindan yok edilmektedir (Mc Kersie ve Lehsem, 1994).

CAT
2H,0, —» 2H,0+ 0,

Ancak katalazin koruyucu etkisi sinirhdir ¢iinkii kendi substratina Kkarsi ilgisi
zayiftir, 1s18a kars1 asirt duyarhdir, ayrica sadece peroksizomlarda bulunmaktadir.
Bu nedenle, Calvin dongiisiinde tiyol igeren enzimlerin oksidasyonlarina neden
olarak fotosentezi dogrudan engelleyen hidrojen peroksidin etkisiz hale getirilmesi
icin daha etkili enzimatik mekanizmalar gerekmektedir.

CAT, hidrojen peroksiti substrat olarak, hem elektron alicis1 hem de elektron
vericisi olarak kullanmaktadir (Lanir ve Schejler, 1975; Jones ve Masters, 1976;
Nicholls vd., 2000; Robertson, 2004). Birgcok in vivo ortamlarda peroksidaz
aktivitesi olarak CAT tercih edilmektedir. Katalazin temel fonksiyonu oksidazlar
tarafindan ortaya ¢ikan hidrojen peroksiti ortadan kaldirmaktir.

Peroksidaz (POX, EC 1.11.1.7)

Peroksidazin islevi belirli metabolik reaksiyonlardan sonra toksik ozellikteki
hidrojen peroksiti (H,O,) su ve oksijene doniistiirmesidir. Diger bir ifade ile
peroksidazlar H,O, yi suya indirgerken substrati da okside ederler. Oksijen
genellikle hiicredeki diger bilesiklerle reaksiyona girerek sekonder iiriinleri
meydana getirir.
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POX
Dondr + 2 H;0; »Okside olmus dondr + 2 H,O

Diger yandan gercek peroksidazdan baska peroksidatif reaksiyonlar belli
substratlarla katalaz tarafindan da katalizlenebilir. Ornegin, fenoller, alkoller ve
bazi inorganik bilesikler POX substratlariyla reaksiyona girer. Sonug olarak bazi
durumlarda oksidazlar, POX gibi hidrojen peroksidi oksijen kaynagi olarak
kullanabilir.

Askorbat Peroksidaz (APX, EC 1.8.5.1)

H,0,; giiclii bir oksidan olan OH' radikalinin {iretilmesine neden olmaktadir. Bitki
hiicrelerinde H,0, i¢in, hem kloroplastlarda hem de sitosolde ¢alisan askorbat-
glutatyon dongiisii etkin bir detoksifikasyon mekanizmasidir. Bu mekanizma ile
H,O,, askorbat peroksidaz araciligiyla suya indirgenmektedir. Bunun i¢in askorbik
asit kullanilmakta ve monodehidroaskorbat (MDHA) a¢iga ¢ikmaktadir (Asada,
1992).

APX
2 askorbat + H,O0, ______,, 2MDHA + 2H,0

APX’in kloroplast, sitozol, mitokondri, peroksizomlar ve glioksizomlarda bulunan
farkli izoformlar1 vardir (Jimenez vd.,1997; Leonardis vd., 2000). Membran-bagli
APX peroksizomda ve tilakoid membranlarda bulunur.

Glutatyon Rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidazin ve glutatyon S-transferazin
katalizledigi reaksiyonlar sirasinda olusan okside glutatyonu (GSSG) rediikte
glutatyona (GSH) doniistiirmek sureti ile dolayli olarak antioksidan etki gosteren
bir enzimdir. Bu Kkatalizi gergeklestirirken koenzim olarak nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) kullanir (Peter, 1984).
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GR
GSSG + NADPH —* 2GSH + NADP®

Hiicrelerdeki fizyolojik GSH-GSSG orani ¢ok o6nemlidir. Okside glutatyon
(GSSG) olmadigr durumlarda NADPH’ 1n hiicre i¢i seviyesinin diismesi glutatyon
rediiktaz1 inaktive etmektedir. Oksidatif bir stres sonucu GSSG’ nin hiicre ici
seviyesi artinca glutatyon rediiktaz yeniden aktive olmaktadir (Kiling, 1985).
Glutatyon rediiktaz hayvanlarda, bitkilerde ve bakterilerde bulunur. Bu enzim
askorbat-glutatyon dongiisiinde gorevli nemli bir enzimdir (Wen-Chi Hou, 2004).

Enzimatik olmayan antioksidant sistemler

Enzimatik olmayan savunma mekanizmalari; glutatyon, askorbat, karotenoidler,
vitamin E (a-tokoferol) ve flavonoidler, lignanlar, tanenler ve ligninler gibi ¢esitli
fenilpropanoid tiirevlerini (fenolik bilesikler) igerir.

Askorbat

Askorbat, hem bitki hem de hayvan dokularinda 6nemli bir antioksidandir. Serbest
radikaller i¢in bir indirgeyici olarak askorbatin gergeklestirdigi fonksiyonlar,
oksidatif stresin neden oldugu hasar1 da minimuma indirir. Askorbat, bitki
hiicrelerinin hidrofilik ¢evrelerinde bu serbest radikalleri uzaklastiran siirecte
terminal elektron vericisidir. Askorbat, hidroksil radikallerini difiizyon-kontrollii
olarak uzaklastirr (McKersie, 1996). Siiperoksitle reaksiyon, siiperoksit
uzaklastirict enzim olan SOD’a fizyolojik olarak benzer bir rol sunabilir:

20,” + 2H" + askorbat — 2H,0, + dehidroaskorbat

Askorbat, su ve monodehidroaskorbat iiretecek sekilde dikkate deger bir dlgiide
H,0, ile tepkir. Reaksiyon, yiiksek bitkilerin sitozol ve kloroplastinda askorbat
peroksidaz tarafindan katalizlenir. Kloroplastlar peroksizomlarda bulunan ve
hidrojen peroksiti uzaklagtiran katalazdan yoksun olduklarindan, bu organelde
H,O,’yi elimine etmede askorbat ¢ok 6nemli bir role sahiptir. Birincil bir
antioksidant olarak rol oynamasinin yani sira, askorbat antioksidant olarak ikincil
bir fonksiyona da sahiptir. Askorbat havuzu, o-tokoferol ve zeaksantin gibi
membran-bagl antioksidantlari rejenere etmede kullanilan bir antioksidant
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potansiyel kaynagi sunar. Bunlar, lipit peroksit ve singlet oksijeni sirasiyla ortadan
kaldirir (Foyer, 1993).

Askorbat, kloroplast, sitosol ve vakuolde bulunmaktadir. Askorbik asidin yaklagik
olarak % 20-40’1 yaprak hiicrelerinin mezofil dokusunun kloroplastlarinda lokalize
olmustur. Kloroplastlar, askorbik asidin okside formundan indirgenmis formunu

olusturacak tiim enzimleri igermektedir.

H,O02’nin detoksifikasyonu, en ¢ok peroksizomlarda yerlesmis olan katalaz
tarafindan saglanir. Buna ragmen katalazin H,O, affinitesi olduk¢a disiiktiir.
Aktivitesi de sitozolde, mitokondride ve kloroplastta ya asir1 diisiiktiir ya da
6l¢iilemez (Halliwell, 1981). Bitki hiicrelerinde H,O;’ye karst hem kloroplast hem
de sitozolde bulunan ve askorbat-glutatyon ya da Halliwell-Asada dongiisti adini
alan daha etkili ve alternatif bir detoksifikasyon mekanizmasi da vardir (Asada ve
Takahashi, 1987; Foyer ve Halliwell, 1976). Bu yol, mitokondride oldugu kadar
Kloroplast ve sitozolde de en etkili H,O, detoksifikasyon sistemi gibi
goziikmektedir. Indirgenmis diizeydeki askorbat ve glutatyon havuzlarinin
devamliliginda da bu yol énemlidir (Sekil 1.2)

GSSG NADFPH
H.O
a2 ASKORBAT

/ \ NADP
stiperolksit askorbat monodihidro hal p e
Azt 1]:1‘“1':;[; z askorbat :111_11:!1- o ﬂ:liu?u?;l

rediiktaz askorbat
\ ~ rediilitaz
MD HA_/ NADPH / \
- DHA 2 GSH NADP
0, H,O

Sekil 1.2. H,O,’nin kloroplastlardaki askorbat-glutatyon dongiisii ile etkisiz hale
getirilmesi (McKersie ve Lehsem, 1994)



16

Halliwell-Asada dongiisiiniin  ilk enzimi, H,O,’nin suya indirgenmesini
katalizleyen ve indirgeyici olarak askorbata biiyiikk bir affinite ve 0zgiilliik
gosteren askorbat peroksidazdir (Asada, 1999). Askorbat-glutatyon dongiisii
tarafindan, askorbat diizeyi sabit bir seviyede tutulurken, hidrojen peroksit etkili
bir sekilde ortadan kaldirilir. Askorbik asitin oksidasyonu, birincisinde
monodehidroaskorbat ve ardindan dehidroaskorbat iireten iki sirali basamakta
meydana gelir. Monodehidroaskorbat ya NAD(P)H-bagli MDHAR aktivitesi ile ya
dogrudan askorbata indirgenir ya da kendiliginden dehidroaskorbata ayrisir.
Dehidroaskorbat ayni zamanda yiiksek pH degerlerinde oldukga kararsizdir.
Karbon zinciri, tartarat veya oksalat gibi iiriinlere bagldir ve toksik iirtinler
iretmek tlizere ayrigabilir. Oksidasyonun ardindan askorbat havuzunun kaybindan
ka¢inmak i¢in, kloroplast, hem monodehidroaskorbat hem de dehidroaskorbatin
geri doniisimiini saglayan mekanizmalar igerir ve bunlar askorbat havuzunun
bliylik olgiide indirgenmis formda kalmasimi saglar. Kloroplastta milimolar
konsantrasyonlarda bulunan indirgenmis glutatyon (GSH), toplam indirgenmenin
sadece % 0.1’inden sorumlu oldugu halde, 7.0’den yiiksek pH degerlerinde non-
enzimatik olarak dehidroaskorbati tekrar askorbata indirgeyebilir. Bu reaksiyon;
yapraklarda, tohumlarda ve diger dokularda yiiksek aktivitede bulunan
dehidroaskorbat rediiktaz tarafindan katalizlenir. DHAR; dechidroaskorbatin
askorbata indirgenmesinde elektron verici olarak indirgenmis glutatyonu (GSH)
kullanir. Katalizde, enzimi inaktive eden SH-gruplar gereklidir (Foyer, 1993).
Halliwell-Asada dongiisiiniin son enzimi, yilikseltgenmis glutatyonun NADPH
bagimli indirgenmesini katalizleyen glutatyon rediiktazdur.

Glutatyon

Tripeptid glutatyon (y-Glu-Cys-Gly, GSH) bir¢ok bitkide bulunan disiik
molekiiler agirliga sahip tiyoldiir. GSH yiiksek yapili bitkilerin bircok doku ve
hiicrelerinde  bulunmustur. Hiicrelerde, GSH konsantrasyonu en fazla
kloroplastlarda olmakla beraber sitozolde de dikkate deger bir birikim olur.
GSH’1in antioksidant fonksiyonu; oksidasyon sirasinda, GSSG iiretmektir. GSH,
dehidroaskorbatin askorbata indirgenmesi veya proteinlerin disiilfit bagmin
indirgenebilmesi i¢in -340 mV bir redoks potansiyeline sahiptir (Klapheck, 1988).
GSSG’nin GSG’ye indirgenmesi glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan katalizlenir.
GSH birgok sekilde bir antioksidant gibi islev gosterebilir. Hidroksil radikalleri,
stiperoksit ve singlet oksijenle kimyasal olarak tepkiyebilir ve bu yiizden dogrudan
serbest radikal uzaklastirict olarak fonksiyon yapabilir. GSH; lipit peroksidasyon
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reaksiyonlar1 tarafindan olusturulan alkol peroksitleri uzaklastirarak membran
yapisini kararli tutabilir (Price vd.,1990; Hausladen ve Alscher 1993; McKersie,
1996).

Karotenoidler

Hem fotosentetik hem de fotosentetik olmayan bitki dokularindaki plastidlerde
yerlesmis olan C40 izoprenoidleri veya tetraterpenlerdir. Isik alimindaki aksesuar
pigment fonksiyonlarma ek olarak, 1sikla fotosentetik komplekslerin uyarilmasimin
bir sonucu olarak olusan triplet klorofil ve ¢esitli reaktif oksijen formlarini
detoksifiye ederler. Karotenoidlerin iki sinifi vardir: karotenler hidrokarbonlardir,
ksantofiller ise bir veya iki oksijen atomu igeren karoten tiirevleridirler (McKersie
ve Lehsem, 1994). Antioksidant 6zellikleriyle karotenoidler, fotosistemleri dort
yoldan biriyle korurlar: 1-Zincir reaksiyonlarini bitirmek i¢in lipit peroksidasyon
iriinleriyle tepkimek suretiyle (Burton ve Ingold, 1984); 2-Singlet oksijeni
uzaklastirarak ve enerjiyi 1s1 olarak dagitarak (Mathis ve Kleo, 1973); 3-Singlet
oksijenin olusmasimi onlemek icin triplet ve uyarilmis klorofil molekiilleri ile
tepkiyerek; 4-Fazla eksitasyon enerjisinin ksantofil dongiisiine dogru dagitilmasi
ile (McKersie, 1996) gergeklesmektedir.

Prolin

Prolin, proteinleri olugturan 20 amino asitten biridir. Metal stresine maruz kalmig
bitkilerde meydana gelen diger bir reaksiyon sekli ise serbest prolin gibi 6zel
metabolitlerin akiimiile edilmesidir. Prolin, stres altindaki birgok bitkide reaktif
oksijen tiirleri tarafindan meydana gelen hasara kars1 bitkinin savunma sistemini
desteklemek i¢in biriktirilir. Prolin ayrica osmoregiilasyon, enzimlerin korunmasi,
protein sentez sisteminin dengelenmesi ve hiicre i¢i asitligin diizenlenmesi gibi
bircok olayda onemli roller iistlenir. Prolinin agir metal stresi sonucu olusan
reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda fonksiyon gorerek stresi azalttigi
vurgulanmustir (Siripornadulsil vd., 2002). Bitkilerde yaygin olarak bulunan ve
diger amino asitlere oranla daha fazla miktarda biriken prolin, kullanilabilir azot
birikimini diizenlemektedir (Abraham, 2003). Bitki dokularinda prolin birikimi; 1)
prolin degradasyonundaki azalma, 2) prolin biyosentezindeki artma, 3) protein
sentezindeki veya prolin kullanimindaki azalma, 4) proteinlerin hidrolizinden
kaynaklanabilmektedir (Yoshiba vd., 1997). Lipit peroksidasyonunun neden

oldugu hiicre zarari, membran gegirgenligini degistirerek su stresine benzer
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kosullar olugturmakta ve bu durum prolin sentezini tesvik etmektedir (Sinha ve
Gupta, 2005). Selatlama o&zelligi ile prolinin metal iyonlarini baglayabilmesi,
bitkilerin agir metal stresi altinda hayat dongiilerini tamamlayabilmesine katkida
bulunmaktadir (Sinha ve Saxena, 2006). Prolinin, proteinlerin yapilarini stabilize
eden molekiiler saperonlar olarak fonksiyon gordiigii ve prolin birikiminin
sitosolik pH’1 ve hiicrenin redoks durumunu dengede tutabildigi diisliniilmektedir.

Antioksidanlar; canli sistemde meydana gelen biitiin fizyolojik olaylar, enzim,
hormon ve iz elementler gibi farkli ajanlar tarafindan yonetilen oksidasyon ve
indirgeme reaksiyonlarinin kompleks kombinasyonlarini igerir. Farkli oksidasyon
reaksiyonlarini diizenleyen ve dokularda dogal bir sekilde bulunan antioksidant
bilesikler, uzun Omiirli determinantlarin potansiyel bir smifi olarak
degerlendirilmektedir (Giilgin vd., 2002). Agir metal kirliliginde biyolojik ve
fizyolojik siireclerde neden olduklar1 etkilerle ya bitkide organ veya tiim bitki
diizeyinde biiyiimenin engellenmesi, verimin diismesi ve yaprak yaralanmasi gibi
hasarlara; ya da bitki populasyonunun tiimiinde gozlenebilen genis ¢apli hasarlara
sebep olabilir (Darrall, 1989; Taylor, 1984; Folkkeson ve Andersson-Bringmark,
1988). Biiylime ve hasatta gozle goriilebilir hasarlar ve belirgin morfolojik
degisiklikler ancak yiiksek kirletici seviyelerine maruz kaldiktan sonra
belirlenebilirken, metabolizmada agir metal etkisi ¢ok daha erken
belirlenebilmektedir (Malhotra ve Khan, 1984). Agir metal konsantrasyonu bitki
morfolojisinde belirgin farklilik ortaya koymayacak kadar diisiik oldugunda
biyogoriintiilleme, metal kirliligine kars1 yalmiz c¢elisik cevaplar verebilir. Bu
nedenle, bitkide gozle goriilebilir semptomlar belirlenemediginde, metabolik
degisiklikler agir metal kirliligi durumunun uygun bir gostergesi olarak islev
gorebilir (Roy ve Hanninen, 1995). Bu anlamda agir metal kirliliginde biomarker
olarak antioksidan enzimlerden faydalanilabilecegi ¢esitli arastirmalarda
gosterilmistir (Ahmad vd., 2000).

Cevresel stres faktorlerine kars1 tiim bitki tiirlerinin toleranslar1 ayni degildir. Bu
durum bitki tiirline hatta ayni tiirlin genotiplerine, stres faktoriine, strese maruz
kalma siiresine ve strese maruz kalan doku veya organin yapisina gore biyiik
degisiklikler gostermektedir. Giliniimiize degin yapilan c¢aligmalar genellikle
yiiksek bitkiler lizerinedir. Ancak, bitkilerin 6zellikle ¢evresel stres faktorlerine
farkli adaptif mekanizmalar gelistirmesi, bu tip ¢aligmalarin ¢ok sayida farkli tiir

tizerinde yapilmasini zorunlu hale getirmektedir.
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Biryofit terimi, cigerotlari, boynuzlu cigerotlar1 ve karayosunlarmi da igerisine
alan genig bir bitki grubu i¢in kullanilir. Biryofitler, bazen géze ¢arpmayan kiigiik
boyutlart ile bir¢ok botanikgi tarafindan ihmal edilmis, bitkiler aleminin 15.000 -
25.000 tiyesi olan 6zel bir grubunu teskil etmektedir. Biryofitler, ilk kara bitkileri
olmalar1 agisindan oldukca Onemlidirler. Yasamlarini farkli ¢evresel kosullar
altinda siirdiirebilirler. Biryofitler bitkilerdeki kompleks biyolojik proseslerin
aciklanmasi icin giiclii deneysel modelleri ve araglari olusturmaktadirlar (Cove
vd., 1997; Reski, 1997; Schumaker ve Dietrich, 1998). Yiiksek yiizey/hacim orani
ve gelismis bir kutikulalarinin bulunmamasi gibi nedenlerle yiiksek oranda metal
biriktirme kapasitesine sahiptirler (Sun vd., 2007). Bu durumun bir sonucu olarak
agir metalden kaynaklanan morfolojik ve genomik degisim modelleri (Bassi vd.,
1995) ve c¢evresel kirliligin biyosensorleri olarak yaygin bir bicimde
kullanilmaktadirlar (Samecka vd., 2002; Zechmeister vd., 2003). Yiiksek bitkilerin
aksine biinyelerinde gelismis bir kiitikula tabakasi bulunmadigi igin, atmosferden
agir metalleri yaprak yiizeyleri araciligiyla dogrudan alarak toplarlar ve
kuruduklarinda bile bu metalleri biinyelerinde barindirabilirler. Ayrica toprak
iizerinde hali gibi genis bir ylizey alanma sahip olmalar1 bu kapasitelerini
arttirmaktadir (Avci, 2005). Bu 6zellikleri sayesinde pek ¢ok biryofit tiirii cevresel
kirlilik ile ilgili caligmalarda kullanilmaktadir. Marchantia polymorpha’nin bakiri,
Pottia truncata, Dicranella heteromalla ve Bryum argenteum tiirlerinin de
kadmiyum, bakir ve ¢inkoyu belli oranlarda biinyelerinde biriktirebildikleri,
Hypnum cupressiforme’nin ¢inko, bakir ve kadmiyumu biinyesinde {i¢ katina
kadar biriktirme egiliminde oldugu tespit edilmistir (Briggs, 1972; Nash, 1972;
Thomas, 1983; Glime, 2007).

Kirlilik ile ilgili c¢aligmalarda yaygm kullanilmalarma ragmen, agir metal
kirliligine maruz kalan biryofitlerin oksidatif stres mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az
bilgi vardir (Sun vd., 2009). Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda stres faktorlerine
maruz birakilan biryofitlerde reaktif oksijen tiirlerini detoksifiye edici sistemin
aktivitesindeki degisikliklere veya ROT seviyesindeki etkilerine dair bilgiler ¢ok
yetersizdir. Agir metal stresi uygulanan karayosunlarinda antioksidan
metabolizmanin bilesenleri ve stres sonucu meydana gelen metabolik degisimlere
ait kapsamli bir ¢alisma bildigimiz kadar1 ile iilkemizde heniiz higbir karayosunu
tird igin yapilmamustir. Bu anlamda ortaya konulan bu calisma ile yeni bir
caligma alanina adim atarak, karasal yasama adapte olan ilkel bitkilerde yagsamsal

bir metabolizma olan antioksidan metabolizma ve agir metal stresi iliskisinin
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ortaya konulmasinda diinyada yapilan ¢aligmalara katk: saglamak hedeflenmistir.
Bu dogrultuda tez caligmasi kapsaminda Tiirkiye’de genis bir yayilis gdsteren
Pottiaceae familyasina ait Pleurochaete squarrosa (Brid.) Lindb. ve Timmiella
barbuloides (Brid.) Moenk’in agir metal stresine (Ni, Pb, Cu ve Cr) karsi
gosterdikleri kisa siireli tepkileri ve antioksidan mekanizmalarinda olusan
degisimler arastirilmigtir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Tremper vd. (2004), biryofit tiirleri Rhytidiadelphus squarrosus (Hedw.) Warnst.
ve Pleurozium schreberi (Brid.) Mitt.” de 3 aylik siire iginde ¢esitli zaman
araliklarinda (0, 4, 8 ve 12 hafta) topladiklari 6rneklerde Cu, Pb ve Zn birikimini
arastirmiglardir. Biryofitlerdeki metal birikimininin muamele stiresine bagli olarak
arttigini, Ozellikle ruderal tirlerde daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Ayni
orneklerde agir metal birikimi ve klorofil konsantrasyonu arasindaki iligkiyi
incelemisler, ama anlamli bir korelasyon goérememislerdir.  Klorofil
konsantrasyonlarin1 baska sartlarin etkiledigini diigtinerek, Cu, Pb ve Zn’yu
laboratuvar ortaminda uygulamislar ve Cu’mn klorofil a konsantrasyonunda 6nemli

derecede azalmaya sebep oldugunu tespit etmislerdir.

Panda ve Choudhury (2005), biryofit Polytrichum commune Hedw.ye Cr, Cu ve
Zn’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalar1 sonunda, metal birikimlerinin zamana ve
doza bagli olarak degistigini ve birikimin ¢oktan aza dogru sirastyla Cu, Cr ve Zn
oldugunu belirtmislerdir. Cr, Cu ve Zn’nin klorofil iceriginde azalmaya, MDA
iceriginde artmaya sebep oldugunu tespit etmislerdir. Metallerin artan
konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saat uygulama sonunda CAT, GR ve SOD
aktivitelerini  arttirdigini, Cu uygulamasmin  GPX aktivitesini  azalttigini
belirlemislerdir.

Choudhury ve Panda (2005), bir biryofit tirii olan Taxithelium nepalense
(Schwaegr.) Broth.’de Pb ve Cr stresinin etkisini incelenmisler, 12 ve 24 saat Pb
ve Cr uygulamasi ile kuru agirhigin ve toplam klorofil igeriginin azaldigim
belirlemislerdir. Yirmidort saat Pb ve Cr uygulamasindan sonra biryofitte bu
metallerin 6nemli 6l¢lide biriktigini ve Pb’daki birikimin Cr’a gore daha fazla
oldugunu tespit etmiglerdir. Pb ve Cr uygulamalarindan sonra H,O, ve O," gibi
radikallerin tiretiminin arttigin1 ve bu artisin 24 saat Pb uygulamasinda daha
belirgin oldugunu belirlemislerdir. On iki ve yirmidért saat Pb ve Cr
uygulamasindan sonra SOD aktivitesi artarken, CAT, POX ve GR aktivitelerinin
azaldigim1 saptamislardir. Askorbat ve glutatyon miktarinin Pb ve Cr
uygulamalarindan sonra 6nemli sekilde arttigini belirlemislerdir. Elde ettikleri
sonuglara dayanarak metallerin yiikksek  konsantrasyonlarinin, antioksidan
metabolizmay1 inhibe ettigini, lipit peroksidasyonu ve ROT olusumu ile
karakterize olan oksidatif stresi indiikledigini rapor etmislerdir.
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Carreras ve Pignata (2007), bir liken tiirii olan Usnea amblyoclada (Miill. Arg.)
Zahlbr’da Cu, Ni, Pb ve Zn uygulamasinin klorofil ve MDA igerigine etkisini
incelemiglerdir. Zn’nin hicbir degisime sebep olmadigini belirtirken, tiirde klorofil
konsantrasyonunu en fazla diisiiren ve en fazla MDA olusumuna sebep olan

metalin Cu oldugunu ve bunu Pb ve Ni’in izledigini belirtmislerdir.

Basile vd. (2008), epifitik bir yosun Scorpiurum circinatum (Brid.) Fleisch. &
Loeske ile epifitik bir liken olan Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf tiiriiniin agir
metal birikim kapasitesini karsilastirmiglar ve bu dogrultuda Al, As, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Ti, ve Zn metal diizeylerini 6l¢miislerdir. Sonug¢ olarak
her iki tiirtin de tiim agir metalleri biriktirdigini ve tiim metaller agisindan yosun
tiriiniin likene gore daha fazla biyobirikim kapasitesine sahip oldugunu
belirtmislerdir.

Shakya vd. (2008) ’nin karayosunu tiirleri olan Thuidium delicatulum (Hedw.)
Schimp. ve Thuidium sparsifolium (Mitt.) Jaeg. ve bir cigerotu olan Ptychanthus
striatus (Lehm. & Lindenb.) Nees.’da Cu, Zn ve Pb’nun klorofil igerigi {izerine
etkilerini inceledikleri ¢aligsmada, Pb ve Zn birikimi her iki Thuidium tiiriinde
klorofil igeriginde 6nemsiz derecede azalmaya sebep olmakla beraber Ptychanthus
striatus’in total klorofil igeriginde onemli derecede azalmaya sebep oldugunu
belirlemistir. Cu birikiminin her ¢ tiirde de klorofil a, klorofil b ve total klorofilde
diger metallere gore daha c¢ok klorofil hasari meydana getirdigini tespit
etmiglerdir. Arastiricilar, bakirda meydana gelen yiiksek derecedeki klorofil
hasarin1 bu metalin klorofil biyosentezinde gorevli enzimlerin aktivitelerini
azaltic1 ve/veya inhibe edici etkisinden kaynaklandigini 6ne stirmislerdir.

Sun vd. (2009), Hypnum plumaeforme Wils.’de Pb ve Ni stresinin etkisi
incelendigi bir diger arastirmada metal uygulamalarinin ROT olusumuna ve lipit
peroksidasyonuna sebep oldugunu belirtmislerdir. Total klorofil igeriginin ve SOD
aktivitesinin yiiksek metal konsantrasyonlarinda azaldigini, her iki metalin tek tek
ve kombine uygulamalarinda CAT aktivitesinin azaldigini, POX aktivitesinin ise
yiikseldigini  belirtmislerdir. Hypnum plumaeforme’de siiperoksit radikali
birikimini diisiikk SOD aktivitesi ile, H,O, nin birikimi ise azalan CAT aktivitesi ile
aciklamiglardir. Hypnum plumaeforme de ozellikle yiiksek Pb ve Ni
konsantrasyonlarinin, oksidatif strese sebep olurken Pb ve Ni’in sinerjistik etki
gosterdiklerini belirlemiglerdir.
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Dazy vd. (2009), akuatik bir biryofit tiirii olan Fontinalis antipyretica Hedw.’da
Cd, Cu, Pb ve Zn’nun etkilerini incelenmislerdir. Bu metallere maruz kalan
yosunun lipit peroksidasyonunda ve SOD, CAT, APX, GR ve GPX aktivitelerinde
artis oldugunu belirtmislerdir. Test edilen en yliksek metal konsantrasyonlarinda,
bu hiicresel savunma sistemlerinin bastirildigini belirtmigler ve bunu da MDA
seviyesindeki 6nemli artiglara baglamislardir.

Sun vd. (2011), Hypnum plumaeforme Wils., Thuidium cymbifolium (Dozy &
Molk.) Dozy & Molk. ve Brachythecium piligerum Card. tiirlerinde Ni ve Pb’un
etkisini arasgtirmiglardir. Her iki metalin de reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna
sebep oldugunu ve lipit peroksidasyonunu arttirdigmi belirtmislerdir. H.
plumaeforme ve T. cymbifolium’da Ni ve Pb uygulamalarinin SOD ve CAT
aktivitelerinde azalmaya neden oldugunu tespit etmiglerdir. B. piligerum’da ise Pb
uygulamasmin SOD aktivitesinde artisa, Ni uygulamasinin ise CAT aktivitesinde
artisa sebep oldugunu belirlemislerdir. Her {i¢ yosun tiiriinde de POX aktivitesinin
her iki metal etkisinde de arttigin1 gézlemislerdir. Bu biryofit tiirleri iginde Ni ve
Pb’na en hassas tiirii B. piligerum, en toleransh tiirii ise T. cymbifolium olarak
belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Agir metal stresi etkisi ile biryofit metabolizmasinda meydana gelen
degisikliklerin belirlenmesine yonelik calismamiz igin c¢alisma materyali olarak
secilen biryofit oOrnekleri Tiirkiye’de genis bir yayilis gOsteren Pottiaceae
familyasina ait Pleurochaete squarrosa (Brid.) Lindb. (Sekil 3.1, Sekil 3.2) ve
Timmiella barbuloides (Brid.) Moenk. *dir (Sekil 3.3, Sekil 3.4).

3.1.1. Pleurochaete squarrosa (Brid.) Lindb.

1-7 em’ ye kadar boylanabilen, gevsek, sarimsi-yesil dbekler halinde bulunur.
Yapraklar kuruyken igeriye dogru kivrik, nemliyken dik veya geriye kivriktir.
Yaprak sekli lanseolattan-linear lanseolata degisir, u¢ kismi akuminat, yaprak
kenar diiz, alt kisimda dentikulat olup, tist kisminda krenulat ve diizensiz diglidir.
Yapragin arka kisminda piiriizsiiz olan kosta, yaprak ucunun altinda sonlanir veya
hafifce cikiktir. Taban hiicreleri dikdortgen veya dar dikddrtgen bigcimlerde ve
kalin ¢eperlidir. Yaprak tabani kenar hiicreleri ince ¢eperli 3-4 sirali seffaf bir bant
olusturur. Bu o6zelligi ile mikroskop altinda kolaylikla tanmnabilir. Yapragin
ortasindaki hiicreler izodiametrik, 8-10 pm genisliginde, mat ve papillaldir.
Sporofit nadiren goriiliir (Smith, 2004).

Kurak alanlarda topraklar veya kayalar1 orten topraklar tizerinde bulunur.

Diinya Yayilist: Submediterran-subatlantik. Giiney ve Bati Avrupa’da kuzeyde
Gotland, Tiirkiye, Kibris, Kafkasya, iran, Himalayalar, Cin, Makaronezya, Kuzey
Afrika, Kenya, Arizona, Orta Amerika.
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Black See

Sekil 3.1. Henderson (1961) Tirkiye kareleme sistemine gore Pleurochaete
squarrosa’nin yayilist (Kirmaci, M. Kisisel goriisme)

Sekil 3.2. Pleurochaete squarrosa’nin genel goriintiisii
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3.1.2. Timmiella barbuloides (Brid.) Moenk.

Iki cm’ye kadar boylanabilen takson, parlak yesilden — kahverengimsi yesile kadar
yamalar veya Obekler halinde bulunabilir. Gévde alt kisimlarda hafifge tiiyli,
rizoidler koyu kirmizi-kahverengi, piiriizsiiz, yapraklar kuruyken kuvvetli bir
sekilde ige dogru kivrik, 5 mm uzunlugunda, uzunca lanseolattan-lingulata kadar
degisir. Yaprak iist kisimlar1 hafif¢e undulat, kenart hafifce ige doniik, kosta genis,
(alt kisimlarda laminanin 1/3 i kadar), parlak ve sarimsi (kuruyken). Hiicreler iist
kisimlarda 2 sirali, diizensiz yuvarlak 9-13 pm genisliginde ve tabanda dikdortgen.
Seta neredeyse diiz, sarimsi-kirmizimsi, kapsiil simetrik, operkulumla birlikte 5-6
mm, peristom disleri filiform, papillali veya neredeyse diiz, sporlar 13-16 pm ve
hafifce papillose. Bitki kalkerli veya hafif asidik topraklarda, gélgedeki kayalar
tizerinde ve toprak banklarda siklikla goriiliir. Sporofit yil boyu goriilebilir (Smith,
2004).

Diinyada Yayilisi: Kibris, Liibnan, Urdiin, Tiirkiye, Irak, Iran, Israil, Afganistan,
Suudi Arabistan, Umman ve Arap Emirlikleri

Black See

Sekil 3.3. Henderson (1961) Tirkiye kareleme sistemine gére Timmiella
barbuloides 'nin yayilist (Kirmaci, M. Kisisel goriisme.)
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Sekil 3.4. Timmiella barbuloides’in genel goriintiisii

3.2. Yontem
3.2.1. Arazi Cahsmasi, Bitkilerin Toplanmasi ve izolasyonu

Caligma materyali olarak belirlenen tiirlerin (Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides) toplanmasi amaciyla Kasim 2010 tarihinde Aydin-Kepez merkez
kampiisiinde arazi ¢aligmasi yapilmistir. Arazi caligmasinda toplanan bitkiler
polietilen torbalara alinarak laboratuvar ortamina getirilmistir. Bitkiler burada tiir
bazinda ayrilmig, araya karisma ihtimali olan yabanci tiirler stereo mikroskop
kullanilarak ayiklanmistir. Taze Ornekler toprak partikiillerinden arindirilmak
iizere ¢esme suyu altinda bir siire bekletildikten sonra distile su ile yikanarak filtre
kagitlarinda kurutulmustur.

3.2.2. Uygulama Ortamlarimin Hazirlanmas1 ve Biryofitlere Agir Metal
Uygulanmasi

Toplanan 6rnekler i¢in uygulama ortami olarak 1mM’lik nikel (Ni), kursun (Pb),
bakir (Cu) ve krom (Cr) igeren ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu dogrultuda; nikel
kloriir (Ni), kursun asetat (Pb), bakir sulfat (Cu), potasyum di kromat (Cr),
kullanilmistir. Her bir metal i¢in 1 mM madde iceren 1000 mL’lik ¢ozeltiler
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hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler daha dnceden sterilize edilen kavanozlara 250
mL olacak sekilde paylastirilmis, bdylece her tiir i¢in uygulama ortami
olusturulmustur. Ayrica her 6rnek i¢in sadece distile su igeren kontrol gruplar1 da
hazirlanmigtir. Hazirlanan ortamlara bitkiler yaklagik 85 g olacak sekilde
yerlestirildikten sonra, 16/8 saat fotoperiyot kosullar1 altinda ve 24 + 2 °C de iklim
odasinda bekletilmistir.

3.2.3. Ornek Analizleri I¢in Tartimlarin Yapilmasi

Kirksekiz saat sonunda, ornekler hasat edilerek, yarim saat siire ile filtre
kagitlarinda kurutulduktan sonra, her analiz igin gerekli miktarlarda olacak sekilde
tartimlar yapilmigtir. Ornekler analizleri yapilana kadar -20 °C dondurucuda

muhafaza edilmistir.
3.2.4. Agir Metal Biriktirme Diizeyleri

Agir metal biriktirme diizeyleri incelenecek ornekler, yas yakma yontemine gore
analize hazirlannmustir (Kagar ve Inal, 2008). Yas yakma islemi icin 100 ml’lik
erlenler kullanilmistir. Erlenlerin igine 0.25 g kuru biryofit 6rnegi konulduktan
sonra 12 ml per klorik asit ve nitrik asit karigimi (1:4) eklenmistir. Asit ilave
edilen Ornekler daha sonra 1sitici tabla iizerine yerlestirilmis ve sicaklik kademeli
olarak arttirilarak yakma islemi gerceklestirilmistir. Yakma islemi bittiginde
erlenlerin sogumalar1 beklenmistir. Her 6rnek 100 m1’lik balon jojelere bir miktar
ultra saf su ile yikanmak kosuluyla siiziilmiistiir. Erlenlerin ¢eperlerinde hig
partikiil kalmadiginda emin olundugunda jojelerin son hacimleri tamamlanarak
plastik kaplara alinmistir. Agir metallerin (Ni, Pb, Cu, Cr) belirlenmesi her bir
metal icin ayr1 katot lambalar kullanilarak atomik absorpsiyon spektrofotometre
(\Varian, Spectra AA 220) cihazinda yapilmustir.

3.2.5. Kuru Agirhik Tayini

Uygulama sonrasi her 6rnek, 0.5 g olacak sekilde tartilmis ve 48 saat boyunca
70°C etiivde bekletilmistir. Bu siire sonunda drnekler yeniden tartilmig ve kuru
agirliklari belirlenmigtir. Denemeler 3 tekrarh olarak gerceklestirilmistir.
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3.2.6. Hidroksil Radikali ( OH’) Miktar1 Tayini

Hidroksil radikali, deoksiriboz ile reaksiyona girdiginde ¢ogunlugunu
malonildialdehitin (MDA) olusturdugu ¢esitli tiriinler olusur. Bu yéntem hidroksil
radikali ile deoksiribozun etkilesimi sonucu olugan malonildialdehitin
spektrofotometrik olarak oOlciilmesi esasmna dayanir (Halliwell ve Gutteridge,
1989).

Hidroksil radikali tayini i¢in 0.4 g bitki 6rnegi 6 mM deoksiriboz ile homojenize
edilmis ve tizerine % 40’lik TCA ilave edilmistir. Biitiin 6rnekler 14000 rpm de
+4 °C’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Elde edilen supernatantin 0.5 ml si
tizerine 50 mM sodyum hidroksit (NaOH) ile hazirlanmig % 1 tiyobarbitiirik asit
(TBA) ilave edilmistir. Ornekler vortekslendikten sonra 100 °C su banyosunda 30
dakika tutulmustur. Bu siire sonunda Ornekler buz banyosuna yerlestirilmistir.
Otuz dakika bekletilen Orneklerin daha sonra oda sicakligmma gelmeleri
beklenmistir. Orneklerin absorbanslart 535 nm’de okunmus, ayrica girisim
yapabilecek diger maddelere karsi kontrol amaclh 730 nm’de ayr1 bir okuma
yapilmistir. Olusan MDA konsantrasyonu uM MDA olarak verilmistir.

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

Denemelerde hidrojen peroksit igerigi Patterson vd. (1984)’nin yOntemine goére
Ol¢iilmiigtiir. Yontem prensibi H,O,’nin Ti (IV) tuzu ve 4-(2-pyridylazo) resorsinol
kompleksi (Ti(IV)- PAR komplex) ile etkilesimi sonucu olusan turuncu-pembemsi
iriiniin 508 nm’de absorbansin okunmasi esasina dayanir. Bu ii¢li kompleks
Ti(IV)-PAR-H,0O,, Ti(1V)-PAR kompleksine gore stabildir. Deneme i¢in, 0.5 gram
agirh@indaki biryofit ornekleri aktif komiir kullanilarak % 5 trikloroasetik asit
(TCA) igerisinde ekstre edildikten sonra 15000 rpm’de 30 dakika +4 °C’de
santrifiij edilmistir. Stipernatanin pH’s1 % 25°lik NH,OH kullanilarak nétralize
edilmistir. Notralize edilen ornekler vortekslendikten sonra 15000 rpm’de 10
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Elde edilen supernatanin 1.0 ml’si iizerine
daha 6nceden hazirlanan Ti(IV)-PAR kompleksinden ilave edildikten sonra 60
dakika 45 °C su banyosunda bekletilmistir. Oda sicakligina gelen 6rneklerde 508
nm’de absorbsiyon okunmustur. H,O, igerigi standart egri kullanilarak
hesaplanmis ve nmol g™ taze agirlik olarak ifade edilmistir.
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3.2.8. Lipit Peroksidasyonu

Biryofit 6rneklerinde lipit peroksidasyon diizeylerinin belirlenmesi, oksidatif hasar
sonucunda olusan malonildialdehitin (MDA) tiyobarbitiiriik asit (TBA) reaktifi
kullanilarak spektrofotometrik tayinine dayanmaktadir. Olusan MDA, TBA ile
renkli bir kompleks olusturur. Bu amagla her 6rnek, ti¢ tekrarli olacak sekilde 0.15
g tartilmisg ve % 0.1’lik TCA ile homojenize edilmistir. Homojenat 20 dk 10.000
rpm +4°C de santrifiijlenmistir. Stipernatant 1’er ml alinarak ikiye boliinmiistiir.
Bir seriye, TCA iginde TBA (% 20’lik TCA i¢inde %0.5 TBA olacak sekilde)
ilave edilmis, diger seriye ise yalniz % 20’lik TCA ilave edilmistir. Bu seri
orneklere antosiyanin girisiminden kaynaklanacak hataya karsi kontrol olarak
hazirlanmistir. TBA igeren oOrnekler su banyosunda 100°C’de 30 dk kadar
bekletildikten sonra buz banyosuna alinmig, buz banyosunun ardindan oda
sicakligina gelmeleri beklenmistir. Orneklerin absorbansi spektrofotometrik olarak
532 nm ve 600 nm’de belirlenmistir. Malonildialdehit konsantrasyonu (uM olacak
sekilde) ekstinksiyon katsayisindan (155 mM™ cm™) yararlanilarak hesaplanmugtir
(Cakmak ve Horst, 1991).

3.2.9. Fotosentetik Pigment Analizi

Ornegin 0.15 granu igin 0.0075 g polivinilpolipirolidon (PVPP) tartilarak temiz
tiiplere alinmigtir. Tartilan 6rnekler tiiplere yerlestirildikten sonra iizerine pipet
yardimiyla 3 mL dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmistir. Tiiplerin agz1 parafilm ile
kapatildiktan sonra karanlikta 65° C’de su banyosunda 1 saat bekletilmistir. Su
banyosundan alinan drnekler 10 saniye vortekslenmis ve oda sicakligina gelmeleri
beklenmigtir. Siizlintii plastik kiivetlere alinarak, spektrofotometrik olarak
pigmentlerin absorbsiyonlari dl¢lilmiistiir. 665.1- 649.1- 435- 415 nm’de klorofil
miktari, 480 nm’de karotenoid miktari, 461 nm’de lutein miktari, 477.8 de B-
karoten, 453.4 nm’de ise neoksantin miktar1 6l¢ililmiistiir (Welburn, 1994)

3.2.10. Enzim Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Agir metal stresi altinda biryofitlerde antioksidant enzim (SOD, KAT, POX, APX,
GR) aktivitelerinde meydana gelen degisimleri saptamak igin 6rnekler, % 2 (w/v)
¢oziinmez polivinilpyrilidon (PVP), 2 mM etilendiamintetraasetik asit (EDTA) , %
10 gliserol, 1 mM Fenil metil siilfonil florid (PMSF) igeren 5 ml 0.1 M K-fosfat
tamponunda (pH 7.8) homojenize edilmistir. Homojenize edilen Ornekler 30
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dakika siiresince 12 000 rpm devir hizinda +4 °C’de santrifiij edildikten sonra,
elde edilen supernatant toplanmis ve enzim analizlerinde kullanilmistir. Ayrica
supernatan ayni zamanda c¢oziinebilir protein analizlerinde de kullanilmstir.

Ornekler analiz yapilincaya kadar -20°C dondurucuda tutulmustur.
3.2.11. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Kontrol ve agir metal uygulamasi yapilan biryofit Orneklerinin protein
konsantrasyonlari, Bradford metoduna (Bradford, 1976) gore sigir serum albumin
(BSA) standartlar1 kullanilarak mg mL™ diizeyinde belirlenmistir. Bu yonteme
gore, tiiplere 300 pl 6rnek ile 200 pl deiyonize su ve 5 mL seyreltik Bradford
belirteci eklenmistir. Bu karisim 10 saniye vortekslendikten sonra 10 dakika
karanlikta bekletilmis ve absorbans degerleri 595 nm dalga boyunda
spektrofotometrede ii¢ tekrarli olacak sekilde okunmustur.

3.2.12. Siiperoksit Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) Aktivitesinin Belirlenmesi

Superoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1970)
yontemine gore yapilmistir. SOD enzim aktivitesi, nitro blue tetrazolium kloriiriin
(NBT) 151k altinda superoksit serbest radikal (O;") tarafindan indirgenmesine gére
Ol¢lilmiistiir. Reaksiyon karisimma 50 mM 0.1 M (pH 7,8) K-fosfat tamponu, 0.1
mM EDTA, 10 mM L-methionin, 33 uM NBT, 3.3uM riboflavin eklenmistir.
Ornek ilave edildikten sonra karigimlar floresan lamba altina yerlestirilmistir. 10
dakika boyunca reaksiyonun olugmasi saglanmis ve tiipler karanliga alimarak
reaksiyon durdurulmustur. Orneklerin absorbanslar1 560 nm de &lgiilmiistiir.
Karanlikta tutulan karigim kontrol olarak kullanilmistir. Isikta riboflavin
varliginda; 560 nm’de NBT’nin yiizde elli inhibisyonuna neden olan enzim

miktari, bir enzim {initesi olarak belirlenmistir.
3.2.13. Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesi Bergmeyer ve Grabl (1983) yontemine gore belirlenmistir.
Katalaz aktivitesi igin reaksiyon ortamina (3 mL) 0,1 mM EDTA igeren K-fosfat
tamponu (pH 7,0), 0.2 ml 6rnek ve % 30 H,O, (m/v) eklenmistir. Reaksiyon
H,0; ilave edilmesi ile baglatilmis ve aktivite, ekstrakt icermeyen kore karsi 240
nm’de absorrbans H,O, azalma olarak okunmustur. Enzim spesifik aktivitesi umol
H,0, dk-' mg protein™ olarak belirtilmistir.
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3.2.14. Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz aktivitesi Herzog ve Fahimi (1973) yontemine gore belirlenmistir. Bu
yontemde substrat olarak 3,3’-diaminobenzidin  tetrahidroklorir (DAB)
kullanilmis ve 465 nm’de bu substratin oksidasyonu sonucu olusan kahve-kirmizi
{iriiniiniin, okside-DAB olusum oran1 da enzim aktivitesi olarak belirlenmistir. Ug
mililitre reaksiyon karigiminda DAB ¢ozeltisi (0.4 mM DAB; 0.009 g DAB + 25
mL %50 wi/v jelatin + 25 mL 0.15 M Na-fosfat-sitrat tamponu), H,O, (3 mM; %
0,6) ve 0.05 mL enzim ekstrakti icermektedir. Reaksiyon H,O, ilave edilerek
baglatilmig ve 465 nm dalga boyunda 3 dakikalik siire i¢inde izlenmistir. Bir
miligram proteinde bulunan enzim finite sayisi spesifik aktivite olarak kabul

edilmistir.
3.2.15. Askorbat Peroksidaz (APX, EC 1.1.1.11) Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz aktivitesi Garcia-Limones vd. (2002) metoduna gore, 290
nm’de (E = 2.8 mM cm™) askorbat oksidasyonu 6lgiilerek yapilmistir. Buna gére,
son hacmi 3 ml olacak sekilde ayarlanan reaksiyon ortamina, 1 mM EDTA igeren
0.05 M’lik fosfat tamponu (pH 7.8), 0.03 mL % 0.03’luk H,O,, 0.035 mL 0.03 M
L- askorbik asit ve 0.1 mL enzim ekstrakti ilave edilmis ve askorbat oksidasyonu

290 nm’de okunmustur.
3.2.16. Glutatyon Rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon reduktaz aktivitesi Carlberg ve Mannervik (1985)’e gore 340 nm’de
NADPH’ nin oksidasyonu esas alinarak olgiilmiistiir. Buna gore, son hacmi 3 mL
olacak sekilde ayarlanan reaksiyon ortamima 0,06 M K-fosfat tamponu (pH 7.4),
ImM okside glutatyon (GSSG), 0.1 mM NADPH ve 0.2 ml enzim ekstrakt1 ilave
edilerek NADPH oksidasyonu 340 nm’de okunmustur. Toplam GR enzim
aktivitesi, NADPH’nin ekstinksiyon katsayis1 (6.2mM.cm-*, 340nm) kullanilarak
reaksiyonun baslangig hizindan (nmol NADPH dk™* mg protein™) hesaplanmistir.

3.2.17. Askorbat Miktar:1 Tayini

Deney bitkilerimizdeki askorbat miktar1 Kampfenkel vd. (1995) tarafindan
belirtilen yonteme gore ol¢iilmiistiir. Bu amagla 0.1 g bitki materyali % 6 TCA ile
homejenize edildikten sonra 4°C’de 5 dakika boyunca 15000 rpm’de
santrifiijlenmigtir. Elde edilen siipernatandan 0.2 ml alinmis, iizerine 10 mM DTT
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0.2 mL (1,4 dithiotreitol), 0.8 mL 0.2 M’lik fosfat tamponu (pH 7.4), eklenmistir.
Karigim vortekslendikten sonra 42 °C’deki su banyosunda 15 dakika inkiibe
edilmistir. Bu siirenin bitiminde asirt DTT’yi ortadan kaldirmak i¢in bu ¢dzeltinin
iizerine 0.2 mL % 0,5’lik (w/v) NEM (N-ethylmaleimide) eklenmistir. Daha sonra
orneklere sirasiyla 1 mL % 10’luk TCA (trikloroasetik asit), 0.8 ml % 42’liik
fosforik asit (HsPO,4), 0.8 mL 4 % 2,2’ - dipyridyl, 0.4 mL % 3 FeCl; eklenmistir.
Kimyasallar ortama eklendikten sonra 42°C’de 40 dakika inkiibe edilmistir.
Hazirlanan orneklerin 525 nm’de spektrofotometrede absorbanslart okunmustur.
Askorbat diizeyleri pmol/g olarak belirlenmistir.

3.2.18. Glutatyon Miktar1 Tayini
Total glutatyon

Deney bitkilerimizdeki glutatyon miktar1 Griffith (1980) yontemine gore tayin
edilmistir. Bu yontemde Elman ayiraci olarak bilinen 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik
asit (DTNB) ile stlfidril gruplarmin reaksiyonu sonucu olusan sari renkli {iriin,
spektrofotometrik olarak degerlendirilir. Bunun i¢in 0.2 g bitki materyali
Na;EDTA igeren 0,1 M potasyum fosfat tamponu ile hazirlanmis, % 5°lik
sulfosalisilik asit (SSA) ile homojenize edildikten sonra 14000 rpm’de +4 °C’de
30 dakika boyunca santriifiij edilmistir. Elde edilen stipernatanin 0.2 ml’si lizerine
0,6 mL K-fosfat tamponu (pH 7.6), 0.6 mL 5 mM Na,EDTA igeren 0.1 M fosfat
tamponu, 3 mM NADPH ve 6 mM DTNB ilave edilmistir. Kor icin, 6rnek yerine
SSA konulmustur. Tiipler vortekste iyice karistirildiktan sonra 30 °C’da 5 dakika
bekletilmigtir. Reaksiyon 100 pL  Glutatyon Reduktaz (GR) ¢ozeltisinin
eklenmesiyle baslatilmis ve 412 nm’de absorbans artis1 izlenmistir. Orneklerdeki
glutatyon konsantrasyonu, hazirlanan standart grafikten yararlamlarak pmol g™
olarak hesaplanmustir.

Okside glutatyon (GSSG) ve rediikte glutatyon (GSH) tayini

Okside glutatyon miktari, total GSH miktarinin 6l¢iilmesinde kullanilan yontem
ile belirlenmektedir. Farkli olarak; elde edilen supernatantin 200 pL’si 5 pL 2-
vinilpiridin ile tirevlendirilmekte, GSH’in 2-vinilpiridin ile tiirevlendirilmesiyle
sadece GSSG miktar1 lgiilmektedir (Griffith, 1980). Bu sekilde hazirlanan 6rnek
oda sicakliginda 1 saat bekletilmis, bu sirada 10 dakikada bir vortekslenmistir.
Daha sonra iizerine 800 pL dietil eter eklenerek iki faza ayrilmistir. Ustte kalan
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eterik faz pastor pipeti ile ¢ekilerek uzaklastirilmistir. Altta kalan GSSG igeren
sulu fazin tamamu kiivete alinarak iizerine 0,6 ml 5 mM EDTANa, igeren 0,1 M
fosfat tamponu, 3 mM NADPH ve 6 mM DTNB ilave edilmis ve kor igin 6rnek
yerine SSA konulmustur. Tipler vortekste iyice karistirildiktan sonra 30°C 5
dakika bekletilmistir. Reaksiyon 100 pL Glutatyon Reduktaz (GR) ¢ozeltisi
eklenmesiyle baslatilmis ve 412 nm’de absorbans artigi izlenmistir. Elde edilen
absorbans degerleri total GSH icin hazirlanan standart grafik kullanilarak
konsantrasyon degerlerine doniistiiriilmiistiir. Glutatyon miktar1 (GSH), total
glutatyondan okside glutatyon degerinin ¢ikarilmasi ile pmol g* olarak elde

edilmistir.
3.2.19. Prolin Miktar:1 Tayini

Prolin analizi Bates (1973)’e gore yapilmistir. Yarim gram olarak tartilan biryofit
ornekleri 10 mL % 3 lik siilfosalisilik asit ile ekstrakte edilmis, elde edilen
ekstrakt kaba filtre kagidindan siiziildiikten sonra ninhidrin metodu ile
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bunun i¢in 2 mL ekstrakt iizerine 2 mL
asetik asit, 2 mL ninhidrin reaktifi konulmus, vorteksleme isleminin ardindan 100
°C su banyosunda 1 saat bekletilmigtir. Bu islemin ardindan 5 dakika boyunca da
buz banyosunda bekletilen tiiplerin {izerine, daha oOnceden sogutulan toluen
eklenmis ve olusan renkli kismin absorbansi 518 nm dalga boyunda okunmustur.
Prolin miktar1 standart grafik {izerinden pg prolin olarak belirlenmistir.

3.2.20. Antiradikal Aktivite Tayini

Antiradikal aktivite tayini, DPPH serbest radikal giderme yontemine gore
yapilmigtir (Brand-Williams vd. 1995). Yontem 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl’in
(DPPH) antioksidantlarin etkisiyle indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Bunun
icin ornekler % 80’lik etanolle homojenize edildikten sonra +4 °C’de 10 000
rom’de 20 dakika boyunca santrifiij edilmigtir. Temiz supernatantlar analiz
yapilincaya kadar buz banyosunda muhafaza edilmistir. Stok DPPH ¢ozeltisi 0,06
mM olacak sekilde metanolde hazirlanmigtir. Hazirlanan bu stok DPPH
cozeltisinin 1.99 mL’si kiivete konulduktan sonra 515 nm’de absorbansi
Ol¢iilmiistiir. Sonra 0.01 mL ornek ilave edilerek 515 nm’deki absorbans azalisi
duragan hale gelene kadar kaydedilmistir. Standart antioksidan olarak Trolox
kullanilmig ve Orneklerin antiradikal aktivitesi ayni inhibisyona denk gelen pumol
Trolox g cinsinden ifade edilmistir.
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Calisma sonucu elde edilen veriler SPSS istatistik paket programi (SPSS for
WINDOWS, standard version, release 16.0) kullanilarak One-way ANOVA testi
ile degerlendirilmis, verilerin ortalamalar1 LSD testi ile karsilastirilmig ve p
degerinin 0.01 ve 0.05’den kii¢iik olmas1 6nemli fark olarak belirtilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Agir Metal Biriktirme Diizeylerinin Belirlenmesi

Biryofitler radyoaktif izotoplarin ve agir metallerin pasif toplayicilaridir.
Biryofitlerin ¢ogunun-oliidokular1 dahil- hiicre ¢eperinde metal iyonlarini baglama
yetenegine sahip olduklart bilinmektedir (Tyler, 1989). Karayosunlarinin 6zel
morfoloji ve fizyolojileri nedeniyle agir metalleri yiiksek derecede alabilmesi bu
konunun yaygin olarak c¢alisilmasini saglamigtir (Brown ve Buck, 1985; Tyler,
1990; Sawidis vd., 1993; Wolterbeek vd., 1995; Markert vd., 1996; Zechmeister,
1998; Fernandez vd., 2002; Shakya vd., 2004; Samecka ve Cymerman, 2005).

Agir metal stresine maruz birakilan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’in agir metalleri biriktirme diizeyleri atomik absorbsiyon
spektrofometresi kullanilarak belirlenmistir. P. squarrosa ve T. barbuloides’in agir
metal uygulanmis biitiin 6rneklerinin, maruz kaldiklar1 metalleri biriktirebildikleri
belirlenmistir. P. squarrosa’nin metal iceren her Ornegi kontrolleriyle
kiyaslandiginda Ni igeriginin 39 Kat, Pb igeriginin 46 kat, Cu iceriginin 35 kat ve
Cr igeriginin 23 kat arttigi belirlenmistir (Sekil 4.1). T.barbuloides’te metal
uygulanan ornekler kontrolleriyle kiyaslandiginda Ni’in 263 kat, Pb’nn 52 kat,
Cu’m 46 kat ve Cr’un 33 kat arttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.1) (Sekil 4.2).

Cizelge 4.1. Pleurochaete squarrosa ve Timmiella barbuloides’de agir metal
birikimi (ppm, Ortalama + S.H, n=3)

Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Uygulamalar

Kontrol Metal Kontrol Metal
Ni 38.2+7.4 1558.86+ 78,2%* 12.3+1.4 3253.33+£67.43%*
Pb 70.4+10.99 3312.01+ 63,5%* 60.2+6.46 3193.33+£56.9%*
Cu 21.6+3.3 795.24+ 25.26%* 8.4+1.04 398.8+£25.73**
Cr 22.44+5.13 558.4+ 13.2** 8.2+1.46 286.4+16.7**

**Kontrole gore p < 0.01 diizeyinde 6nemli fark: belirtmektedir.
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Calisgmamizda elde ettigimiz verilere benzer sekilde, karayosunlarinda metalleri
biriktirme diizeyleri acisindan 6nemli varyasyonlar belirlenmistir. Ornegin,
Polytrichum commune Hedw.’nin 12 ve 48 saat Cr, Cu ve Zn uygulamasindan
sonra agir metal biriktirme diizeyleri incelendiginde, en yiiksek birikimi 48 saat
sonunda 10 mM ve 100 mM metal uygulamalarinda sirastyla Cu, Cr ve Zn olarak
belirlenmistir (Choundry ve Panda, 2005). Bir bagka biryofit tiirti olan Taxithelium
nepalense (Schwigr.) Broth.’in Pb ve Cr’u yiiksek oranda biriktirdigi ve Pb
birikimin Cr’a oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Choundry ve Panda,
2005). Diger biryofit tiirleri; Marchantia polymorpha’nin bakiri, Pottia truncata,
Dicranella heteromalla ve Bryum argenteum, Hypnum cupressiforme tiirlerinin
kadmiyum, bakir ve ¢inkoyu yiiksek konsanrasyonlarda biriktirme egiliminde
olduklar1 rapor edilmistir (Briggs, 1972; Nash, 1972; Thomas, 1983; Glime,
2007).

Biryofitler agir metallerin giiglii akiimiilatorleri olarak bilinmektedir. Gergek kok,
epidermis ve indirgenmis kiitikulanin varligi ya da kiitikula yoklugu, yiiksek
yiizey/hacim kapasitesine sahip olmalar1 gibi cesitli nedenlerle hiicrede hayati
fonksiyonlara zarar vermeden apoplast ve simplast bolgelerinde ¢cok miktarda agir
metal biriktirebilirler (Tyler, 1990). Vaskiiler bitkilerle kiyaslandiginda,
biryofitlerin agir metallerin hiperakiimiilasyonlarin1 ¢cogunlukla hiicre ¢eperinde
tutarak gergeklestirmesi bu grup bitkilere stresin iistesinden gelmede 6nemli bir
avantaj saglamaktadir (Vukojevik vd., 2005). Biryofitler bunu hiicre ¢eperlerinde
bol bulunan negatif yiiklii politironik asitler sayesinde yaparlar. Hiicre ¢eperindeki
negatif yikli bu molekiiller biryofitlerde yiiksek derecede katyon degisim
kapasitesi saglar (Tyler, 1989, 1990; Chettri vd., 1998). Poliiironik asitler disa
bakan yiizeylerinde karboksil grubu bulundururlar. Bu karboksil grubu protonunu
serbest bir sekilde metal iyonuyla degistirir. Bdylece katyon degisim kapasitesi
metallerin yiiksek derecede birikimine sebep olur. Negatif yiiklii bu molekiillere
baglanan metal iyonlarinin hareketi kurulan bu bag etkisiyle kisitlanir ve iyonlar
sadece siirh 6l¢iide ve yavas bir sekilde hiicre i¢ine taginir; béylece hiicre i¢inde
agir metallerin toksik etkileri azaltilir (Tyler, 1990).

P. squarrosa ve T. barbuloides’te goriilen metal birikimi, biryofitlerin yiiksek
derecede metal biriktirebilme kapasitesine dair literatiir bilgileriyle uyumludur.
Her iki tiirde de yiiksek derecedeki metal birikimi, oncelikle negatif yiiklii gruplar
ve bu sayede ger¢eklesen katyon degisim kapasitesi ile, ayn1 zamanda hiicre i¢inde
bulunan selatlayici molekiillerle (Bruns vd., 2001) ve vakuolde depolanarak
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(Bruns vd.,2001) gerceklestirilmis olabilir. Kursunun ve diger agir metallerin
negatif yiiklii polilironik asitlere baglandig: ¢esitli arastiricilar tarafindan da rapor
edilmigtir (Thurner ve Marshall, 1971; Burton ve Peterson, 1979; Satake vd.,
1983; Satake ve Miyasaka, 1984).

4.2. Kuru Agirhk

Kuru agirlik, stresin bitki biiylimesinde meydana getirdigi etkinin agiklanabilmesi
icin kullanilabilir bir parametredir. Deneme sonuglarimiza gore P.squarrosa ve T.
barbuloides’in Pb, Ni ve Cr uygulanmis 6rnekleri kontrolleriyle kiyaslandiginda
kuru agirliklarinin arttigi belirlenmistir (Cizelge 4.2). P. squarrosa’nin Cr, Ni, Pb
uygulanan ornekleri kontrolleriyle kiyaslandiginda kuru agirliklart sirasiyla %
29, % 27, % 21 kadar arttarken, Cu uygulanan ornekte %25 azalmistir (Sekil 4.3).
T. barbuloides’in ise Pb ile muamele edilen 6rneginin % 48, Ni uygulanan
ormegi % 34 ve Cr uygulanan O6megi %29 oraninda arttig1 belirlenirken, Cu
uygulanan 6rnegin % 22 oraninda azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.4).

Cizelge 4.2. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’in kuru agirliklan (g, Ortalama=+ S.H, n=3)

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 0.0735+0.0013 0.0661+ 0.0027

Ni 0.0939 + 0.0007** 0.0887+ 0.0011**

Pb 0.0889 + 0.0011** 0.0979 + 0.0039**

Cu 0.0551 + 0.0039** 0.0514 + 0.0055**

Cr 0.0954 + 0.0020** 0.0859 + 0.0050**

**Kontrole gore p <0.01 diizeyinde dnemli farki belirtmektedir.
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Sekil 4.4 Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’in kuru agirliklari

P. squarrosa ve T. barbuloides’in Ni, Pb ve Cr uygulanan 6rneklerinde kuru
agirlik miktarlarinda goriilen artislar, bitki biinyesinde veya yiizeyinde tutulan
metal iyonlar1 sayesinde olabilecegi gibi, Clemens (2006) tarafindan da belirtilen
bu agir metallerin biryofitlerin metabolizmalarinda fotosentez ve baglantili diger
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sentez olaylarina ket vurmamasi yani agir metal toleransina bagli biiyiimenin
stirdiiriilmesi ile de iligkili olabilir.

Bakir uygulamasi, calisilan her iki tiirde de kuru agirhigin 6nemli Olgiide
azalmasma neden olmustur. Cu uygulanan orneklerde, kuru agirlikta meydana
gelen bu azalma Cu toksititesinden kaynaklanmaktadir. Bakir toksisitesi, bitki
biinyesinde protein sentezi, fotosentez, solunum, iyon alinimi, hiicre membran
stabilitesinin degisimi ve doku yikiminin artmasi gibi bazi fizyolojik olaylarin
bozulmasiyla ortaya ¢ikmaktadir (Sossé vd., 2004). Denemelerin daha sonraki
asamalarindan elde edilen veriler yiiksek bitkiler i¢in Ongoriillen bu literatiir
bilgisinin iki biryofit tirii icin de gecerli olabilecegini desteklemektedir.
Fotosentetik pigment tayini denemelerimizden elde ettigimiz sonuglar kuru
agirhiktaki azalmanin fotosentetik pigment kayb1 ya da fotosentetik
membranlardaki hasara bagli olarak fotosentetik aktivitenin engellenmesi sonucu
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu acidan, ¢alisilan biryofit tiirlerinde belirlenen
kuru agirlik miktarindaki azalmalarin, bakirin normal metabolizma isleyisinde
aksamalara sebep olmasi ile gergeklestigi ifade edilebilir.

4.3. Hidroksil Radikali Miktari

Hidroksil radikali (OH’), Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten (H,0,), ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyosyona maruz
kalmasi sonucu olusmaktadir. Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksijen
radikali olup, yarilanma 6émrii ¢ok kisa oldugundan dogrudan 6l¢iilmesi zordur. Bu
nedenle OH' {iretimi artisinin belirlenmesi, bozulma sonucu olusan kararli

iiriinlerin dl¢lilmesi esasina dayanmaktadir.

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla reaksiyona girerek DNA yapisinda
degisikliklere yol acar. Hidroksil radikali etkisiyle deoksiriboz molekiiliiniin
bozulmasina bagli olarak olusan fragmentlerden olan malonildialdehit (MDA)
miktarlar1 P. squarrosa’nin Ni uygulanan 6rneginde 1.5 kat, Pb uygulanan 6rnekte
2.5 kat, Cu uygulanan 6rnekte 7 kat artarken, Cr uygulanan 6rnekte % 94 artmistir
(Sekil 4.5) T. barbuloides’in Pb uygulanan 6rneginde % 27 artarken, Cu
uygulanan 6rneginde 6 kat, Cr uygulanan 6rneginde ise 2,4 kat artmistir (Sekil 4.6)
(Cizelge 4.3)
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Cizelge 4.3. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’in hidroksil radikali etkisiyle olusan MDA miktarlari

(uM, Ortalama +S.H, n=3)

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 26.52+2.59 19.88+2.89

Ni 68.80 £7.18** 20.30+£3.48

Pb 94.56+5.03** 25.30+4.78*

Cu 228.20+£10.98** 141.93+£11.17**

Cr 51.60+6.01** 68.97+6.34**

* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir
**Kontrole gore p < 0,01 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir
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Sekil 4.5. Pleurochaete squarrosa’da hidroksil radikali etkisiyle
malonildialdehit miktarlar
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Sekil 4.6. Timmiella barbuloides’te hidroksil radikali etkisiyle olusan
malonildialdehit miktarlart

Hidrojen peroksidin eksik indirgenmesi ile OH" {iretimi, bu radikalin en dnemli
kaynagidir. Hidroksil, bilinen en reaktif radikaldir. Amino asitler, niikleik asitler
organik asitler, fosfolipidler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir
¢oguyla reaksiyona girebilir. Tek atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen
ile H* nin birlesmesinden olusur. Hidroksilin yarilanma émrii ¢ok kisadir ve pek
¢ok molekiilden H atomu ¢ikarilmasini saglar (Cherubini, 2005). Demir ve bakir
gibi gecis metalleri, fizyolojik sartlarda gesitli oksidasyon basamaklarinda gorev
alirlar. Bu oOzellikleri sayesinde gecis metalleri serbest radikal tepkimelerini
hizlandirarak katalizor gorevi yaparlar. Nitekim P. squarrosa’da metal uygulanan
biitiin 6rneklerinde 6nemli derecede MDA artig1 goriiliirken, en yiiksek MDA
miktar1 bakir uygulanan drnekte belirlenmistir. T.barbuloides’te ise Ni uygulanan
orneginde kontrole gore anlamli bir degisim goriilmezken, yine bakir uygulanan
ornekte en yiikksek MDA olusumu goriilmistiir. Bakir, diger metallere gore
hidroksil radikali olusumunu artirmigtir. T.barbuloides’in Ni uygulanan 6rneginde
kontrole gore hidroksil radikalinde bir artis olmamistir. Bu sonug, nikelin T.
barbuloides’te asir1 bir oksidatif hasara sebep olmadiginin ya da olusan hidroksil
radikallerini detoksifiye eden mekanizmanin iyi ¢alistiginin bir gostergesi olabilir.
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4.4. Total Hidrojen Peroksit (H,O,) Miktari

H,0O, radikali enzimatik olarak O;’in iki elektron alarak indirgenmesiyle ya da O,"
radikallerinin enzimatik veya non-enzimatik dismutasyonu sonucu olusur.
Hidrojen peroksitin bir oksidatif stres belirteci oldugu, uzun siireden beri
bilinmektedir. Pleurochaete squarrosa’nin Pb uygulanan 6rneginde H,0,
miktarinda anlamli bir degisim belirlenmezken, Cu uygulanan 6rneginde 5 kat, Cr
uygulanan orneginde 4 kat ve Ni uygulanan 6rneginde 3 kat arttig1 belirlenmistir
(Sekil 4.7). T. barbuloides’in Ni ve Pb uygulanan o&rneklerinde ise H,O,
miktarinda anlamli bir degisim belirlenmezken, Cu uygulanan 6rnekte % 43 ve Cr
uygulanan drnekte % 35 arttigi belirlenmistir (Sekil 4.8) (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’in hidrojen peroksit (H20,) miktarlari
(nmolg™ ,Ortalama+S.E, n=3)

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 29.731+4.14 148.494 +10.90

Ni 124.302 + 8.02* 121.415 +8.58

Pb 42.756 £5.10 130.900 £ 11.54

Cu 189.869 £ 12.04** 213.649 + 12.43*

Cr 173.649 £ 9.8** 201.144 + 11.76*

* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde 6nemli fark: belirtmektedir.
**Kontrole gore p < 0,01 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
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Sekil 4.8. Timmiella barbuloides’in hidrojen peroksit miktarlari

Kendisi stabil bir bilesik olan H,O,, zararli etkisini hidroksil radikaline doniiserek
yapmaktadir. GPX, APX ve CAT gibi enzimler, H,0’in hizla yikimini saglayarak
hiicrede birikmesini Onlerler. P. squarrosa’nin Pb uygulanan 6rneginde H,O,
miktarinda anlamli  bir degisimin olmamasi denemelerin daha sonraki
asamalarinda elde edilen H,O, detoksifikasyonundan sorumlu APX enzim
aktivitesindeki artisla paralellik gostermektedir.

T. barbuloides’in Ni ve Pb uygulanan 6rneklerinde H,O, birikiminin olmamasi, bu
metallerin bu tiirde yiiksek derecede bir toksititeye sebep olmayiglarinin ya da
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H,O,’nin detoksifiye edilmesini saglayan mekanizmanin etkin calistiginin bir

gostergesi olabilir.

P. squarrosa ve T. barbuloides’te Cr stresi altinda H,O, miktar1 6nemli derecede
artmistir. Benzer sekilde bir biryofit tiirii T. nepalense’de 12 saat ve 24 saat
sireyle Cr uygulamasindan sonra H,O, miktarmin arttigi rapor edilmistir
(Choundry ve Panda, 2005). Her iki tiirin Cr uygulanan orneklerindeki H,O,
miktarinin artmasi, H,O, olusumuna yol agan SOD enzim aktivitesinin artisi
ve/lveya krom stresi sonucu olusan H,0,’i detoksifiye eden mekanizmanin
yeterince etkin ¢alismamasi nedeniyle olabilir. Daha sonraki denemelerimizden
elde edilen sonuglara gore P. squarrosa’nin Cr uygulanan 6rnegindeki SOD enzim
aktivitesinin artist ve T. barbuloides’in Cr uygulanan 6rnegindeki H,O,
detoksifikasyonundan sorumlu POX aktivitesinin azalisit H,O, birikimini
acgiklamaktadir.

Ayrica her iki biryofit tiiriniin Cu uygulanan 6rneklerinde H,O,’in asirt birikimi
belirlenmistir. Bu artisin en 6nemli sebeplerinden biri olarak yine her iki tiiriin Cu
uygulanan orneklerindeki CAT aktivitesindeki azalma oldugunu séyleyenebilir.

4.5. Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikallerin ilk hedefleri membran lipitlerindeki doymamis yag asitleridir.
Membranlardaki doymamis baglar, serbest radikallerle reaksiyona girerek
peroksidasyon olustururlar  (Kavas, 1990). Lipit peroksidasyonu, lipit
hidroperoksidlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine doniigsmesiyle sona
ermektedir. Bu bilesiklerden birisi olan malonildialdehit (MDA) miktarinin
Olclilmesi lipit peroksit diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullaniimaktadir.
(Ohkawa vd., 1979). Bitki hiicreleri igin lipit peroksidasyonu sik¢a kullanilan
membran hasarini ortaya koyan bir stres indikatoriidiir (Taulavuori vd., 2001).

Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli yiikseltgen bir radikalin
membran yapisinda bulunan yag asidi zincirindeki metilen gruplarindan bir
hidrojen atomu uzaklastirilmasiyla baslamaktadir. Peroksidasyon membran
akiciliginda ve reseptor siralamasinda bir kayba neden olarak hiicresel lizis ile
sonuclanir (Kavas, 1990). Toksik diizeyde metal uygulanan bitkide, hiicre
membranlarinda metal konsantrasyonunun artmasi nedeniyle serbest radikallerin

olusumu hizlanir ve bu da bitkide lipit peroksidasyonunu tetikler. Metal iyonlar1
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dogrudan lipit peroksidasyonunu arttirabildigi gibi, dolayli olarak demir igeren bir
enzim olan lipooksigenaz yoluyla da arttirabildigi disiiniilmektedir. Yapilan
caligmalarda bu membrana bagli enzimin ¢oklu doymamis yag asitlerini okside
ederek serbest radikal olusturdugu ve lipit peroksidasyonunu arttirdigi rapor
edilmistir (Mazhoudi vd, 1997).

Pleurochaete squarrosa ve Timmiella barbuloides’in Ni, Pb, Cr uygulanan
orneklerinde agir metal stresine bagli olarak kontrole gére dnemli oranda MDA
olusumu belirlenmezken, Cu uygulanan 6rneklerdeki MDA miktarlarinn 6nemli
derecede arttigi goriilmiistiir (Sekil 4.9, Sekil 4.10). Bu artiglar P. squarrosa’da
kontrole gore % 155 olarak belirlenirken, T. barbuloides’te % 146 olarak
belirlenmistir. Her iki tiirde de diger metaller (Ni, Pb, Cr) istatistiki 6nemde bir
lipit peroksidasyonuna neden olmamstir (Cizelge 4.5)

Cizelge 4.5.Pleurochaete squarrosa ve Timmiella barbuloides’de agir metal
stresi ile olusan malonildialdehit miktarlar1 (uM, Ortalama + S.E,

n=3)
Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 0.0219 + 0.0018 0.0121 + 0.0008
Ni 0.0246 + 0.0039 0.0158 =0.0020
Pb 0.0250 + 0.0019 0.0175 +0.0018
Cu 0.0560 + 0.0012** 0.0298 + 0.0008**
Cr 0.0251 £ 0,0023 0.0130 + 0.0021

**Kontrole gore p < 0.01 diizeyinde anlaml farki belirtmektedir.
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Sekil 4.9 Pleurochaete squarrosa’da agir metal stresi sonucu olusan MDA
miktarlari

Uygulamalar

Sekil 4.10. Timmiella barbuloides’de agir metal stresi sonucu olusan MDA
miktarlari

P. squarrosa ve T. barbuloides’te en yiiksek MDA olusumu Cu uygulanan 6rnekte
goriilmiigtiir. Benzer sekilde bir liken tiirii olan Usnea amblyoclada (MIl. Arg.)
Zahlbr.’da Cu, Ni, Pb ve Zn etkisiyle olusturulan agir metal stresinde, en yiiksek
MDA birikiminin Cu uygulanan ornekte oldugu belirlenmistir (Carreras ve
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Pignata, 2007). Cu uygulanan orneklerde goriilen artan lipit peroksidasyonu ve
MDA birikimi bakirin sebep oldugu membran ve hiicre hasarlarmin diger
metallerden fazla oldugunu gostermektedir.

Hiicre membranindaki ve intraselliler membranlardaki lipit peroksidasyonu
serbest radikallerin hepsiyle uyarilabildigi ve redoks katalisti olarak gorev yapan
demir ve bakir gibi gecis metallerinin varliginda arttigi bildirilmistir (Girotti,
1985). Bakirin; hidroksil, peroksil, ve alkoksil gibi zararli serbest radikallerin
olusumunu katalizleyerek lipit peroksidasyonuna sebep oldugu Halliwell ve
Gutteridge (1984) tarafindan da rapor edilmistir.

4.6. Fotosentetik Pigmentler

Cevresel stres faktorlerinin bitkiler tizerindeki etkilerini anlamak amacryla sikca
bagvurulan yollardan biri organizmadaki klorofil igerigini belirlemektir. Bitkilerde
klorofil igerigi fotosentez kapasitesini belirlemenin énemli bir gostergesidir. Agir
metallerin bitkilerdeki bir¢ok prosesi etkiledigi, 6zellikle fotosentez iizerine olan
etkilerinin daha siddetli oldugu belirtilmektedir (Foy vd., 1978; Kastori vd., 1992;
Kastori vd., 1997). Metaller tarafindan fotosentezin etkilenmesi ya metalin
dogrudan fotosentez yoluna zarar vermesi, iyon dagilimint bozmasi ve
fotosentezde gorev alan enzim aktivitelerini engellemesi ya da membran
permabilitesi tizerine metalin yarattig1 dolayli etkinin yaniti olarak olusmaktadir
(Heath, 1994). Metal etkisi ile bitkilerdeki forosentezin inhibisyonunun, tilakoid
membranin yapisal biitiinliigliniin bozulmasi, elektron transportunun degismesi ve
klorofil pigmentlerinin bozulmasi sonucunda gergeklestigi belirtilmektedir.

Denemelerimizde Pleurochaete squarrosa’nin agir metal uygulanan 6rneklerinin
kontrolleriyle kiyaslandiginda fotosentetik pigment igeriklerinin genellikle
azaldigi belirlenmistir. P. squarrosa’nin Cu, Ni, Pb uygulanan 6rneklerinde
klorofil a miktarinin sirasiyla % 68, % 34, % 25 azaldig1 (Sekil 4.11), klorofil b
miktarimin nikel Ni uygulanan 6rnekte % 32 azaldigi, Cu uygulanan ornekte % 22
arttigr  belirlenmistir (Sekil 4.12). Total klorofil miktarmin Ni uygulanan
ornekte % 32, Cu uygulanan 6rnekte %30, Pb uygulanan 6rnekte % 22 azaldigi
(Sekil 4.13), klorofil a/b oraninin ise Cu uygulanan érnekte % 75 ve Cr uygulanan
ornekte ise % 28 azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.14) (Cizelge 4.6) .
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Sekil 4.12. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa’da klorofil b
miktarlari

1
)
w
[

klorofilb (pug mL
o - N
a = 0N O W

7

6
5
4
3
2
14
0

Kontrol Ni

Sekil 4.13. Agir metal stresi uygulanan PIeurochaete squarrosa’da total klorofil
miktarlari
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Sekil 4.14. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa’da klorofil a/b
oranlar1

Timmiella barbuloides’in agir metal uygulanan 6rneklerinin klorofil a, Klorofil b,
total klorofil, Klorofil a/b oranlarinda kontrole goére 6nemli degisiklikler oldugu
belirlenmistir. Klorofil a miktarinin Cu uygulanan ornekte % 55 azaldigi
belirlenirken, Ni uygulanan Ornekte % 20 arttigi (Sekil 4.15), klorofil b
miktarlarinin Cu uygulanan 6rnekte % 90, Ni uygulanan 6rnekte ise % 20 arttigi
belirlenmistir (Sekil 4.16). Total klorofil miktarinin Ni uygulanan 6rnekte %21
arttig1 (Sekil 4.17), Klorofil a/b oranmin Cu uygulanan 6rnekte %76 azaldig:
belirlenmistir (Sekil 4.18) (Cizelge 4.7)
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Sekil 4.15. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de klorofil a
miktarlari
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Sekil 4.16. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de klorofil b
miktarlari
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Sekil 4.17. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de total klorofil
miktarlari



53

/%

N

77

N

klorofil a/b

kontrol Ni

IPblCulCr

Sekil 4.18. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de klorofil a/b
oranlari

Agir metal stresinin klorofil a, klorofil b ve total klorofil icerigini azalttigini
gosteren cesitli ¢aligmalar bulunmaktadir (Monni vd., 2001; Chettri vd., 1998;
Oncel vd., 2000). Denemelerimizde P. squarrosa’da klorofil a miktar1 Cu, Ni ve
Pb etkisiyle azalirken, T. barbuloides’te sadece Cu etkisiyle azalmistir. Agir
metallerin klorofil pigment biyosentezini ve bu proseste gdrev yapan enzimleri
inhibe ettigi rapor edilmistir (De Fillippis ve Pallaghy, 1994). Her iki biryofit
tiriinde de 6zellikle Cu uygulanan 6rneklerdeki klorofil a igerigi azalisinin diger
metallerdeki azalisa gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde biryofit
Rhytidiadelphus squarrosus ’da Cu, Zn ve Pb’un pigment miktari {izerine etkisinin
aragtirlldigni  bir c¢alismada klorofil a miktarindaki azalmanin en ¢ok Cu
uygulamasinda oldugu belirlenmistir (Tremper vd., 2004). Bakirm kloroplast
membranlarinin peroksidasyonuna yol acarak, klorofil igeriginde azalmaya neden
oldugu bilinmektedir (Sandmann ve Boger, 1980). Calistigimiz biryofit tiirlerinde
yine bakirin uygulandigi orneklerde goriilen yiiksek MDA olusumu klorofil
miktarindaki azalmay1 da agiklamaktadir. Ayrica Cu uygulanan 6rneklerde goriilen
kuru agirlik miktarlarindaki azalma da yine bu sonuglarla paralellik
gostermektedir. Klorofil floresens ¢alismalart Cu’in  klorofil ve karotenoid
sentezini inhibe ettigini ve bu pigmentlerin fotosistemdeki goérevlerini olumsuz
etkiledigini ortaya koymaktadir (Caspi vd., 1999). Bakir stresi uygulanan
bitkilerde goriilen klorofil miktarindaki azalig, Cu’in bitkiye verdigi hasari
gosteren parametrelerden biridir (Devi ve Prasad, 1998; Boswell vd., 2002). Cu
etkisinde her iki biryofit tiirlinde klorofil a miktarlarinda meydana gelen bu azalma
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klorofil biyosentez prosesinin bozulmasinin, klorofil biyosentezinde gorevli

enzimlerin inhibe edilmesinin ya da klorofil par¢alanmasinin sonucu olabilir.

Klorofil a ve b molekiilleri arasindaki fark, 2. pirol halkasinin 3. karbon atomuna
baglanmis olan gruplardan kaynaklanir. Klorofil a 'nin 3. karbonuna metil (CH3)
grubu baglanirken, klorofil b'nin 3. karbonuna aldehit grubu (CHO) baglanmustir.
Bu farkliliga bagli olarak bu molekiiller ¢oziiniirliik ve 15181 absorbe etme
yOniinden birbirlerinden ayrilirlar. Metal stresi kosullarinda klorofil a miktarindaki
azalmaya karsin klorofil b miktar1 artmaktadir; bu artig klorofil a’nin klorofil b’ye
donlisiimiiniin  indiiklenmesi nedeniyle ger¢eklesmektdir (Chettri vd., 1998).
Klorofil a’nin ikinci halkasinda bulunan metil grubu okside olur, bu da klorofil
b’nin olugsmasina sebep olur. P. squarrosa ve T. barbuloides’te Cu uygulanan
ornekte klorofil a miktar1 azalirken klorofil b miktarinin arttigi belirlenmistir.
Klorofil b miktarindaki bu yiikselis metal stresinden kaynaklanmaktadir. Boylece
klorofil a ve paralel olarak Klorofil a/b oranindaki azalma agir metal toksititesinin
bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Hartmut vd., 1990)

P. squarrosa’da total klorofil miktarinin Ni, Cu ve Pb uygulanan orneklerde
azaldigi belirlenmistir. Sun vd. (2009), bir karayosunu olan Hypnum
plumaeforme’de yaptiklar1 ¢alismada da Pb ve Ni uygulamasindan sonra total
klorofil igeriginde azalma gozlemis ve bunun Ni ve Pb metal stresine baglh lipid
peroksidasyonunun sebep oldugu Klorofil degredasyonu ve fotosentezin
engellenmesi ile sonuglanan bir tepki oldugunu belirtmislerdir. Total Klorofildeki
azalis klorofil degredasyonu ve fotosentez inhibisyonuna sebep olan metallere
Ozgii bir cevaptir (Bazzas vd., 1974).

T. barbuloides’te Ni uygulanan 6rnekte klorofil a, klorofil b ve total klorofilde
meydana gelen artiglar T. barbuloides’te bu metalin klorofil degredasyonuna sebep
olmadiginin bir gostergesidir. Bu sonu¢ ayni zamanda T. barbuloides’in nikel
toleransina da bir kanit olarak gosterilebilir.

Klorofil a/b oranindaki degisimlerin Fotosistem I ve Fotosistem II arasindaki
kosullardan etkilenme bakimindan farkliliklar gosterdigi bildirilmistir (Keles,
2000). Denememizde P.squarrosa’da klorofil a/b miktarmm ise Cu uygulanan
ormekte % 75 ve Cr uygulanan Ornekte ise %28 azaldigi belirlenirken, T.
barbuloides’in klorofil a/b oraninin Cu uygulanan oOrnekte % 76 azaldig
belirlenmigtir. Metal etkisi ile klorofil a/b oraninin azaldigi, stroma ve grana
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lamellerinde yapisal bozukluklarin meydana geldigi bilinmektedir (Chettri vd.,
1998). P. squarrosa’nin Cu ve Cr uygulanan 6rneklerinde ve T.barbuloides’in Cu
uygulanan orneginde klorofil a/b oraninda meydana gelen bu azalma metal
stresine bagl olarak 151k toplama kompleksinin azalmasi, tilakoid membranlarda
meydana gelebilecek yapisal bozukluklar ve fotosistemler arasi koordinasyonlarin

bozulmasinin gdstergesi olabilir.

Karotenoidler 15181 toplayic1 pigmentlerdir ve stres kosullarinda fotosentetik
aygitlar1 koruyucu islevleri vardir (Siefermann-Harms, 1987). Ayrica, fotosentetik
sistemlerde karotenoidler (- karoten ve ksantofiller) 6nemli antioksidan etkiye
sahiptir (Halliwell, 1978; Larson, 1988). Karotenoidler; hem fotosentetik hem de
fotosentetik olmayan bitki dokularindaki plastidlerde yerlesmis bulunan
tetraterpenler olup antioksidan 6zellikleriyle fotosistemleri koruyucu islevlere
sahiptirler. Kloroplast membranlarinda lipit peroksidasyon {irlinleri ile tepkimeye
girerek zincir reaksiyonlarini bitirme 6zelligi karotenoidlerin en belirgin koruyucu
islevlerinden birisidir (Burton ve Ingold, 1984). Bunun disinda 151k reaksiyonlari
sirasinda olusan singlet oksijeni uzaklastirma ve fazla enerjiyi 1s1 olarak dagitma
(Mathis ve Kleo, 1973) oksidatif hasarin ve fotoinhibisyonun azaltilmasinda
karotenoidlerin gergeklestirdigi koruyucu bir rol olmaktadir. Benzer sekilde
karotenoidler, kloroplastlar1 ve fotosistemleri oksidatif hasardan singlet oksijenin
olusmasini dnlemek tizere triplet ve uyarilmis klorofil molekiilleri ile tepkiyerek
de korumaktadirlar. Karotenoidlerin fotoinbisyonu engelleyici etkisi ozellikle,
fazla eksitasyon enerjisinin ksantofil dongiisiine dogru dagitmak (McKersie, 1996)
seklinde belirmektedir.

Cesitli stres faktorlerinin karotenoid birikimine neden olduklari rapor edilmistir
(Havaux ve Kloppstech, 2001). Bitkilerde ROT’un meydana getirdigi oksidatif
hasarin fotosentetik kapasiteyi azaltmasina yonelik olarak kloroplastlar1 koruyucu
ve tamir edici mekanizmalar gelisir (Demming Adams ve Adams, 1992; Niyogi,
1999). Bu mekanizmalardan biri karotenoid miktariimn artmasidir. Bulgularimiza
gore T. barbuloides’in toplam karotenoid miktarinin Ni uygulanan 6rnekte % 21
arttign belirlenmistir (Sekil 4.23). B-karoten miktarlart Ni uygulanan 6rneginde %
33 ve Pb uygulanan 6rneginde % 25 arttarken Cu uygulanan 6rneginde ise % 37
azalmistir (Sekil 4.24). Neoksantin miktart Ni uygulanan 6rnekte % 20, Pb
uygulanan 6rnekte % 15 artarken, Cu uygulanan 6rnekte % 22 azalmigtir. (Sekil
4.25) Lutein miktar1 Ni uygulanan 6rnekte % 21 artmis, Cu uygulanan ornekte %
33 azalmustir (Sekil 4.26) (Cizelge 4.7).
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Stres faktorleri karotenoid birikimine neden olurken, stres sirasinda klorofiller gibi
karotenoid miktarinda da azalma goriilebilir (Munne-Bosch ve Penvelas, 2004).
Denememizde toplam karotenoid miktar1 P. squarrosa’nin toplam karotenoid
miktarlarinin Ni, Cu ve Pb uygulanan 6rneklerinde sirasiyla % 30, % 24, % 22
azalmis (Sekil 4.19), p-karoten miktar1 ise Cu uygulanan ornekte % 52, Ni
uygulanan ornekte % 32, Pb uygulanan 6rnekte % 24 oraninda azalmistir (Sekil
4.20). Neoksantinin miktart Cu uygulanan 6rnekte % 50, Ni uygulanan 6rnekte %
32, Pb uygulanan Ornekte % 26 azaldigi belirlenirken (Sekil 4.21), lutein
miktarinin Cu uygulanan ornekte % 54, Ni uygulanan o6rnekte % 33 ve Pb
uygulanan ornekte % 27 azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.22) (Cizelge 4.6).
Karotenoidlerdeki azalmanin tilakoidlerde meydana gelen tekli oksijen
miktarindaki artigla iligkili olabilecegini bildiren ¢alismalar (Munne-Bosch ve
Penvelas, 2004, Choundry ve Behera, 2001), T. barbuloides’in Cu uygulanan
ornegindeki azalmayi ve P. squarrosa’da agir metal stresine bagli karotenoid
miktarindaki azalmayi agiklayabilir. Ayrica, Kkarotenoidlerin  fotosentetik
membranin devamliligt ve korunmasi ig¢in onemli oldugu (Munne-Bosch ve
Penvelas, 2004) her iki biryofite Cu uygulanan orneklerde goriilen yiiksek
orandaki karotenoid kayiplar1 yine bu metal etkisiyle olusan oksidatif strese bagl
lipit peroksidasyonu ile agiklanabilir.
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Sekil 4. 25. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de neoksantin
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metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de lutein

Cizelge 4.6. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa’nin fotosentetik

pigment miktarlarindaki degisimler

Pigment Kontrol Ni Pb Cu Cr

Klorofil a 3.44+0.18 227+0.07%* 2.55+0.25* 1.07 £0.08**  2.84 +0.47
Klorofil b 253+£0.31 1.72+0.08** 2.08+0.11 3.09+0.25%  2.93+0.28
Total 597+050 4.00+0.15** 4.64+037*  4.16+0.34** 577+0.60

I lAavnfil

Klorofila/b  1.37+0.08 1.32+0.03 1.21 +£0.05 0.34+0.03** 098 +£0.17**
Karoten 1.70£0.16  1.18£0.02**  1.32 +0.06* 129+ 0.11*  1.74+0.15
B- karoten 0.25+0,02 0.17+0.03** 0.19+£0.08** 0.12+0.01** 0.23+0.02
Lutein 0.33+0.02 0.22+0.06** 024+001*  0.15+0.01** 0.27+0.03
Neoksantin  0.34+0.02 0.23+0.05** 0.25+0.01* 0.17+£0.01**  0.28+0.03

* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
**Kontrole gore p < 0,01 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
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Cizelge 4.7. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’in fotosentetik
pigment miktarlarindaki degisimler

Pigmentler Kontrol Ni Pb Cu Cr

Klorofil a 420+0.35 5.08 + 449+045 1.89 + 3.86+0.18
Klorofil b 245+£0.14 3.03 + 2.81+£0.10 4.67 + 2.58+0.07
Total klorofil  6.65 +0.49 8.11 + 730+£054 656+0.25 6.45+0.17

Klorofil a/b 1.71 £ 0.05 1.67+005 1.58+0.11 040 + 1.49=+0.09

Karoten 1.90+0.13 2.30 + 215+£0.12 188+ 0.06 1.83+0.02
B- karoten 0.27+0.01 0.36 + 034 + 0.17 + 0.27 +
Lutein 0.42+£0.03 0.51 + 049+004 028 + 0.37+0.01
Neoksantin 0.44+0.03 0.53 + 0.51 + 0.34 + 0.38+0.01

* Kontrole gore p < 0.05 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
**Kontrole gore p < 0.01 diizeyinde 6nemli fark: belirtmektedir.

4.7. Protein Miktarlar1

Agir metaller hiicrelerdeki biyolojik makromolekiillerin goreceli miktarlarinda
degisiklige neden olabilmektedirler (Stevenson vd., 1996). Coziinebilir protein
miktarlar1 incelendiginde, Pleurochaete squarrosa’nin Ni, Pb ve Cu uygulanan
orneklerinde kontrole gore anlamli bir degisim goriilmezken; Cr uygulanan
orneginde % 19 oraninda azaldigi belirlenmigtir (Sekil 4.27). Timmiella
barbuloides’in Cr uygulanan &rneginde % 23 ve Ni uygulanan 6rneginde % 22
arttigi ve Cu uygulanan 6rneginde ise % 22 oraninda azaldigi belirlenmistir (Sekil
4.28) (Cizelge 4.8)
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Cizelge 4.8. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’te ~ ¢ozlinebilir  protein  miktarlart  (mg/mL,
Ortalama+S.H,n=3)

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 1.087 £ 0.015 0.839 +0.022

Ni 1.038 + 0.047 1.031 £ 0.054**

Pb 1.133 £0.020 0.849 +0.062

Cu 1.204 £ 0.075 0.653 + 0.050**

Cr 0.878 £ 0.011** 1.035 + 0.007**

**Kontrole gore p < 0.01 diizeyinde dnemli fark: belirtmektedir

Cu Cr

Kontrol Ni Pb

14

Protein miktarlari (mg/mlL
o o o -~
N oo » -~ N

o
N}
L

o

Sekil 4.27. Agir metal stresi uygulanan P. squarrosa’da ¢oziinebilir protein
miktarlarlar



62

Protein miktarlarn (mg/mL

0 h T
Kontrol  Ni Pb Cu Cr

Sekil 4.28. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de ¢6ziinebilir
protein miktarlar

T. barbuloides’te protein miktarinda meydana gelen artis agir metal stresine karsi
dayanikli olma ile iligkili olarak metallotiyonein (Garcia-Hernandez vd., 1998),
tiyoredoksinler (Lemaire vd., 1999), glutatyon metabolizmasinin proteinleri
(Xiang ve Oliver, 1998), antioksidant enzimler (Cho ve Park., 2000) ve sicaklik
soku proteinleri (Didierjean vd.,1996) gibi agir metal tesvikli genlerin {irettigi
proteinlerin artmasina bagli olarak gdzlenebilecegi daha dnceki ¢aligmalarla ortaya
konulmustur. Ayrica ¢6ziinebilir protein artisi, strese bagli olarak gelisen savunma
mekanizmasinin bir sonucu olan antioksidan enzim ve stres proteinlerinin yeniden
sentezinin artmasindan da kaynaklanabilir.

Yiiksek metal konsantrasyonlari, fotosentez, solunum ve biyolojik molekiillerin
sentezi gibi biyokimyasal ve fizyolojik prosesleri kontrol eden enzim sistemleri
tizerine onemli toksik etkilere neden olmaktadirlar (Rai vd., 1981) P. squarrosa’da
Cr ile muamele edilmis Ornekte goriilen protein miktarindaki azalma ise Cr
metalinin toksik etkisinden kaynaklanabilir. Agir metal ve tuz streslerinde bitkide
protein azalmasinin nedenleri arasinda genellikle, yeni protein sentezinin
inhibisyonu ya da oksidatif stresle iiretilen ROTlarin tetikledigi proteolisiz sonucu
olabilecegi gesitli ¢alismalarla rapor edilmistir (Solomon vd., 1999; Parida vd.,
2004). Krom etkisinde bitkilerdeki protein azalmasi, ¢ogunlukla disiik nitrat
rediiktaz aktivitesine baglanmaktadir; ¢iinkii bu enzim aktivitesindeki azalmanin
bitkilerde protein biyosentezini inhibe ettigi bilinmektedir (Solomanson ve Barber,
1990). P. squarrosa’daki protein igeriginin krom etkisinde azalmasi gen diizeyinde



63

transkripsiyon ya da translokasyon asamasindaki hasarlardan da ileri gelebilir.
Hiicre iginde Cr'un DNA’nin fosfat gruplarina baglandigr ve boylece DNA
replikasyonunu ve transkripsiyonu etkiledigi cesitli ¢alismalarda rapor edilmistir
(Nishio ve Uyeki, 1985; Bridgewater vd, 1994).

4.8. Siiperoksit Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) Aktivitesi

Siiperoksit dismutaz, intraseliiler ve ekstraseliiler membranlarda bulunan lipitlerin
reaktif oksijen tiirlerinden biri olan siiperoksit radikalinin zararli etkilerinden
korunmasindan sorumlu 6nemli bir antioksidan enzimdir Ayrica siiperoksit
dismutaz siiperoksit anyonlariin detoksifikasyonu i¢in anahtar bir enzimdir. Bu
nedenle enzim aktivitesindeki degisimler oksidatif strese bir cevap olarak kabil
edilir.

Pleurochaete squarrasa’nin Ni ve Pb uygulanan orneklerinde SOD enzim
aktivitesinde kontrole gore anlamli bir degisim belirlenmezken, Cr ve Cu
uygulanan orneklerinde sirasiyla % 268 ve % 194 oraninda arttig1 belirlenmistir
(Sekil 4.29). Timmiella barbuloides’in ise Ni, Pb ve Cu uygulanan &rneklerinde
SOD enzim aktivitesinde kontrole gore anlamli bir degisim belirlenmezken, Cr
uygulanan 6rneginde kontrole gore % 52 oraninda azaldigi belirlenmistir (Sekil
4.30) (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’te  SOD  enzim  spesifik  aktiviteleri  (Umg™
protein ,Ortalama+S.H,n=3)

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 15.932 +1.03 29.925+3.13
Ni 26.563 +£3.17 26.630+2.21
Pb 12.933+1.73 22.573 +2.52
Cu 46.863 +£4.51** 25.881 + 1.45
Cr 58.703 + 7.21** 14.330 + 1.55*

*Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde 6nemlir farki belirtmektedir
**Kontrole gore p < 0,01 diizeyinde nemli farki belirtmektedir.
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Sekil 4.30. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de SOD enzim
spesifik aktiviteleri

P. squarrasa’nin Cr ve Cu uygulanan orneklerinde SOD aktivitesi &nemli
derecede artmigtir. Benzer sekilde, bir karayosunu olan Taxithelium nepalense’de
yapilan ¢aligmada SOD aktivitesinin 12 saat Cr uygulamasindan sonra arttig1 rapor
edilmistir (Choundry ve Panda, 2005). Sucul bir biryofit tiirii Fontinalis
antipyretica Hedw. ise Cu uygulamasindan sonra SOD aktivitesinde kontrole gore
onemli artig oldugu belirtilmistir (Dazy vd., 2009). Stres durumunda, bitkilerin bir
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yada birka¢ antioksidant enziminin aktivitesi artmaktadir. Strese cevap olarak
stiperoksit dismutaz aktivitesindeki artis enzimatik proteinin de novo
sentezlenmesine baglidir (Lozano vd.,1996). SOD aktivitesindeki bu artis Cu’in ve
Cr’un serbest radikal olusumunda 6nemli bir rol oynadiginin dolayli kanit1 olabilir.
Metal fitotoksititesin oksidatif strese neden oldugu (Gallego vd., 1996; Cuypers
vd, 1999; Clijsters vd. 1999) ve bitkilerdeki siiperoksit dismutaz aktivitesindeki
artisin, olusan oksidatif hasardan korumay1 destekledigi yapilan ¢esitli ¢aligmalarla
rapor edilmistir (Scebba vd., 2006; Mobin ve Khan, 2007).

T. barbuloides’in Ni, Pb ve Cu uygulanan 6rneklerinde SOD enzim aktivitesinde
kontrole gore anlamli bir degisim belirlenmezken, Cr uygulanan Orneginde
kontrole gore % 52 oraninda azaldigi belirlenmistir. SOD aktivitesindeki bu
azalma Cr uygulamasinda H,O;’in fazladan artisindan kaynaklanabilecegi gibi,
agir metallerin enzimlerdeki siilfidril gruplar ile olasi etkilesimini sonucu enzimin

olmasindan kaynaklanabilir .
4.9. Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) Aktivitesi

Katalaz; hidrojen peroksidin su ve oksijene dismutasyonunu Kkatalizleyen bir
enzimdir. P. squarrosa ve T. barbuloides’in Ni, Pb ve Cr uygulanan 6rneklerinde
CAT aktivitesinde kontrole gore anlamli bir degisim goriilmezken, bu enzim
aktivitesinin Cu uygulanan orneklerinde énemli derecede azaldigi belirlenmistir
(Sekil 4.31, Sekil 4.32). P. squarrosa’ da bu azalma kontrole gére % 87 iken, T.
barbuloides’de % 79 oraninda gergeklesmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’te CAT enzim spesifik aktiviteleri (Umg™protein,
Ortalama=+S.H,n=3)

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 2.766 +0.27 3.829+£0.22

Ni 1.644 +£0.36 2.828 £0.24

Pb 3.544 £0.48 4.128+0.35

Cu 0.356 £0.08** 0.774 £ 0.06**

Cr 2.121 £0.57 3.372+£0.19

**Kontrole gore p < 0.01 diizeyinde dnemli fark: belirtmektedir.
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Sekil 4.31 Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa’da CAT enzim
spesifik aktiviteleri
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Sekil 4.32. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de CAT enzim
spesifik aktiviteleri

Agir metal iyonlarinin katalazin yarigmali olmayan inhibitorleri gibi
davranabildigi bilinmektedir. Bir biryofit olan Taxithelium nepalense’de 24 saat
100 uM Pb ve Cr uygulamasindan sonra katalaz aktivitesinin azaldigin1 rapor
edilmistir (Choundry ve Panda, 2005). Yine kursun stresine maruz birakilan bagka
biryofit tirleri Hypnum plumaeforme, Thuidium cymbifolium ve Brachytthecium
piligerum ve nikel stresine maruz birakilan Thuidium cymbifolium ve
Brachytthecium piligerum da CAT aktivitesinde azalma belirlenmistir (Sun vd.,
2011).

P. squarrosa ve T. barbuloides’in Cu uygulanan 6rneklerinde, CAT aktivitesinde
onemli derecede azalma belirlenmistir. Bakir, redoks aktif metal oldugu i¢in
yiiksek konsantrasyonlar1 bitkide oksidatif hasara yol agmaktadir (Schiitzendiibel
ve Polle, 2002). Yiiksek bakir konsantrasyonlarinin serbest radikallerin olusumuna
ve membran lipidlerin oksidatif hasarma yol agtigi, H,O, yikimi igin hiicre
savunma mekanizmalarini inhibe ettigi g¢esitli calismalarda da rapor edilmistir
(Sandmann ve Boger 1980). CAT molekiilii Fe** igerir. Cu*?, Pb*? ve Ni*? gibi
metaller Fe ile kolayca yer degistirerek CAT aktivitesini inaktive eder (Pandey ve
Sharma, 2002), veya bu metaller CAT biyosentezini inhibe ederler (Ogawa vd.,
1997). Enzim yapisini ve aktivitesini degistiren bu metal enzim komplekslerinin
CAT aktivitesinde azalisga neden oldugu cesitli caligmalarda da gosterilmistir
(Foyer vd., 1994; Mohan ve Hosetti, 1997). P. squarrosa ve T. barbuloides’in Cu
uygulanan orneklerinde CAT aktivitesinde meydana gelen azalma, literatiir
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bilgisini destekler niteliktedir. Her iki biryofit tiiriinde de bakirin, CAT
biyosentezini engelleyerek veya metal enzim kompleksi olusturarak enzim
aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir. Daha 6nceki denemelerde elde ettigimiz
sonuca gore, bakir uygulanan orneklerdeki yiiksek derecedeki H,O, birikimi CAT
aktivitesindeki bu azalisla agiklanabilir.

4.10. Peroksidaz (POX; E.C.1.11.1.7) Aktivitesi

H,0, yikiminm diger bir yolu, H,O,’ye CAT’dan daha yiiksek afiniteye sahip olan
peroksidazlar yolu ile gerceklestirilir. Peroksidaz aktivitesi sonuglar
incelendiginde, katalazin aksine P. squarrosa’nmmm metal uygulanan biitiin
orneklerinde (Ni, Pb, Cu, Cr) PO enzim aktivitesinin kontrole gore arttig
gorilmustiir (Sekil 4.33) (Cizelge 4.11). Bu artislar kontrole gére Cr uygulanan
ornekte % 32, Pb uygulanan 6rnekte % 28, Cu uygulanan 6rnekte % 16 ve Ni
uygulanan 6rnekte % 15 olarak belirlenmistir. T. barbuloides’in ise Ni, Pb ve Cu
uygulanan Orneklerinde kontrole goére anlamli bir degisim goriillmezken, Cr
uygulanan drneginde % 26 azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.34) (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’te POX enzim spesifik aktiviteleri (U mg™ protein,
Ortalama+S.H, n=3)

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 18.204 + 0.82 15.324 +£1.003

Ni 21.109 + 1.51* 13.346 +£0.43

Pb 23.455 £ 0.85** 15.457+0.14

Cu 21.216 + 1.57* 15.441 +0.50

Cr 24.128 + 0.012** 11.236 + 0.04**

* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir
**Kontrole gore p < 0,01 diizeyinde dnemli farki belirtmektedir.
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Sekil 4. 34. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de POX enzim
spesifik aktiviteleri

P. squarrosa’nin metal (Ni, Pb, Cu, Cr) uygulanan biitiin 6rneklerinde POX enzim
aktivitesinin kontrole gore arttigi goriilmiistiir. Peroksidazin bu indiiksiyonu
metallerin toksik miktarlarina maruz kalan yiiksek bitkilerin de verdigi bir tepkidir
(Gajewska vd., 2006; Verma ve Dubey, 2003; Liu vd., 2009; Zacchini vd., 2003).
P. squarrosa’da meydana gelen POX aktivitelerindeki artig bu enzimin H,O,’nin
detoksifikasyonundaki 6nemli roliinii ortaya koymaktadir. Ni ve Pb toksik
konsantrasyonlarina kars1 POX aktivitesinde artts meydana gelmesi Hypnum
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plumaeforme, Thuidium cymbifolium ve Brachhythecium piligerum gibi diger
biryofitlerde de rapor edilmistir (Sun vd., 2011). Peroksidazlarin bitkilerde stres
enzimi olarak rolil yaygin olarak kabul edilmistir ve peroksidaz aktivitesinin metal
toksisitesi uygulanan bitkilerde potansiyel biomarker olarak kullanilabilecegi

belirtilmigtir.

T. barbuloides’in Cr uygulanan 6rneginde POX aktivitesinin azaldig1
belirlenmistir. Benzer sekilde biryofit tiirli olan Taxithelium nepalense’de POX
aktivitesi 12 saat 1000 uM Cr uygulamasindan sonra azaldigi belirlenmistir
(Choundry ve Panda, 2005). POX enzim aktivitesindeki bu azalmanin Cr
iyonlarmin enzim aktivitesini azaltici veya inhibe edici etkisinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.
4.11. Askorbat Peroksidaz (APX, EC 1.1.1.11) Aktivitesi

H,0,’yi ortadan kaldiran askorbat-glutatyon dongiisiindeki enzimler bitkilerde
yiiksek aktiviteye sahiptir. Bu yoldaki ilk adim, H,O, detoksifikasyonunda en
onemli rolii oynayan askorbat peroksidazdir. Denemelerimizde P.squarrosa’nin
Ni, Cu, Cr uygulanan 6rneklerinde APX aktivitesinin kontrole gore degismedigi
belirlenirken, Pb uygulanan ornekte % 79 oraninda arttigi belirlenmistir (Sekil
4.35) (Cizelge 4.12). T. barbuloides’de ise metal uygulanan hicbir 6rnekte
kontrole gére anlamli bir degisim belirlenmemistir (Sekil 4.36).
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Cizelge 4.12. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’te APX enzim spesifik aktiviteleri (U mg™ protein,
Ortalama+S.H,n=3)

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 0.098 + 0.009 0.137+£0.010
Ni 0.114 £ 0.022 0.151 +£0.012
Pb 0.176 + 0.021* 0.157 +£0.020
Cu 0.089 + 0.018 0.148 +£0.018
Cr 0.102 +0.011 0.127 £0.011

* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde dnemli farki belirtmektedir.
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Sekil 4.35. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa’da APX enzim
spesifik aktiviteleri
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Sekil 4.36. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de APX spesifik
enzim aktiviteleri

Askorbat peroksidaz, H,O,’in askorbat ile suya indirgenmesini katalizler (Porcel,
2003). Askorbat peroksidazin kloroplastta, sitoplazmada, mitokondri ve
peroksizom membranlarinda H;O0,’in ortadan kaldirilmasinda rol oynadigi
bilinmektedir (Del Rio vd., 2002). Askorbat peroksidazin ayni1 zamanda organel
membranlarinda bulundugunu ve buradaki H,O,’i membranlarda parcalayarak
sitoplazmik H,O, diizeyinin artmasin1 6nledigi ve bu yolla gerek membranlarin
gerekse hiicrelerin bozulmasini inhibe ettigi bilinmektedir.

Denemelerimizde P. squarrosa’nin Ni, Cu, Cr uygulanan orneklerinde APX
aktivitesinin kontrole gore degismedigi belirlenirken, Pb uygulanan 6rekte % 79
oraninda bir arttigi belirlenmistir. Daha oOnceki denemelerde belirlenen, P.
squarrosa’nin Pb uygulanan 6rneginde H,O, birikiminin olmamasi artan APX
aktivitesiyle aciklanabilir.

APX aktivitesi incelendiginde, kontrole gore, T. barbuloides’in metal uygulanan
orneklerinde anlamli bir degisim belirlenmemistir. T. barbuloides’te, Ni ve Pb
uygulanan orneklerde H,O, birikiminin olmamasi mevcut APX ve CAT
aktivitesinin H,O,’nun detoksifikasyonunda etkili oldugunun ya da bu metallerin
hiicreyi agsir1 strese sokacak bir oksidatif hasari tetiklemediginin gostergesi de
olabilir.
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4.12. Glutatyon Rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) Aktivitesi

Askorbat-glutatyon dongiisiiniin  bir enzimi olan glutatyon rediiktaza iligkin
aktivite sonuglar incelendiginde; P. squarrosa’nin metal uygulanan 6rneklerinde
GR enzim aktivitesinde kontrole gére dnemli bir degisim belirlenmezken (Sekil
4.37), T. barbuloides’in Ni, Pb, Cu uygulanan o6rneklerinde GR aktivitesinin
O6nemli derecede arttigi belirlenmistir (Sekil 4.38). Bu artiglar kontrolle
kiyaslandiginda; Cu uygulanan ornekte % 107 oraninda iken, Ni uygulanan
ornekte % 67 ve Pb uygulanan 6rnekte % 61 oraninda gergeklestigi belirlenmistir.
(Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’te GR enzim spesifik aktiviteleri (U mg™ protein,
Ortalama+S.H,n=3)

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 0.674 £ 0.076 0.694 +0.180

Ni 0.718 £0.102 1.161 £0.145*

Pb 0.662 +0.038 1.124 +0.153*

Cu 0.651 £0.106 1.443 £0.207**

Cr 0.583 +£0.102 0.665+0.129

* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
**Kontrole gore p < 0,01 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
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Sekil 4.37. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa’da GR enzim
spesifik aktiviteleri
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Sekil 4.38. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de GR spesifik
enzim aktiviteleri

Hiicresel GSH diizeyleri, GSH’in sentezi ve yikimi arasinda kararli bir durum
dengesini yansitmaktadir. GSH sentezi, de novo sentez yoluyla yapildigi gibi GR
enziminin  katalizledigi GSSG’den GSH rejenerasyonu yoluyla da
gerceklesmektedir. Ikinci reaksiyon, de novo senteze gore kantitatif olarak daha
fazla 6n plana ¢ikmaktadir. GR normal kosullarda total GSH havuzunu baskin
olarak rediikte formda tutar. Yiiksek diizeydeki oksidatif stres durumunda 6zellikle
GR aktivitesinin azalmasi sonucunda GSH dengesi GSSG diizeyleri lehine hizli
bir sekilde degismektedir (Griffith, 1999). Normal hiicrelerde GSH’1mn GSSG’ye
orani (GSH/GSSG) olduke¢a yiiksektir, bu nedenle hiicrede olusan GSSG’nin
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yeniden GSH’a indirgenmesi zorunlulugu vardir. Bu indirgenme olay1r GR

enziminin aktivitesi ile saglanmaktadir.

P. squarrosa’nin metal uygulanan 6rneklerinin GR enzim aktivitesinde kontrole
gore Onemli bir degisim belirlenmemesi, daha sonraki denemelerimizde
belirledigimiz Pb, Ni ve Cr’de meydana gelen GSSG birikimi ile paralellik
gostermektedir. Timmiella barbuloides’in Ni, Pb, Cu uygulanan &rneklerinde GR
aktivitesi onemli derecede artmistir. GR aktivitesinde meydana gelen bu artislar,
Timmiella barbuloides’in Cu, Ni ve Pb stresi ile olusan oksidatif hasar1 bertaraf
etmek icin GSSG’u GSH’a doniistiirme potansiyelini ortaya koymaktadir.

4.13. Askorbat Miktarlar1

Askorbat, serbest radikalleri indirgeyerek oksidatif stresin neden oldugu hasari
azaltan 6nemli bir antioksidandir. Hidrojen peroksitin diisiik konsantrasyonlarina
bile ¢ok duyarli olmasi nedeniyle, kloroplastlardaki H,O, detoksifikasyonu
acisindan son derece Onemlidir. P.squarrosa ve T.barbuloides’in Ni ve Pb
uygulanan 6rneklerinde askorbat miktarinin kontrole gére azaldig belirlenirken,
Cu ve Cr uygulanan 6rneklerinde 6nemli derecede arttigi belirlenmistir (Sekil
4.39- 4.40). P. squarrosa’da askorbat miktarindaki bu azalma Ni uygulanan
ornekte % 42, Pb uygulanan ornekte % 37 oraninda iken, 7. barbuloides ’te
azalma sirasiyla % 29 ve % 36 olarak gergeklesmistir. P. squarrosa’nin Cu
uygulanan O6rneginde, askorbat miktarindaki artis % 397 iken, Cr uygulanan
orneginde % 360 oraninda bulunmustur. T. barbuloides’te ise askorbat miktar1 Cu
uygulanan &rnekte % 348, Cr uygulanan ornekte % 179 oraninda artmustir
(Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’te askorbat miktarlar1 (umol g*, Ortalama+S.H, n=3)

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 17.61 £ 1.52 20.63 £4.37

Ni 10.05 +2.32* 14.59 + 3.5*

Pb 11.06 £ 2.6* 13.07 +£2.68*

Cu 87.68 + 8.6** 92.50 £ 8.42**

Cr 81.11 £6.57** 57.68 £ 5.59**

* Kontrole gore p < 0.05 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
**Kontrole gore p < 0.01 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
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Sekil 4.39. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa’da askorbat
miktarlari
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Sekil 4.40 Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de askorbat
miktarlari

Bitkide stres durumunda olusan serbest radikallerden siiperoksit, kendiliginden
olan bir dizmutasyonla ya da SOD enzimi araciligiyla hidrojen perokside
donigmektedir (Asada, 1992). Olusan hidrojen peroksit askorbat ya da askorbat
peroksidaz enzimi araciligiyla etkisiz hale getirilmektedir. Boylece askorbik asitin
monodehidroaskorbat (MDHA) ve dehidroaskorbat (DHA) formlart olusmaktadir.
Monodehidroaskorbat (MDHA), NADH bagimli monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR) ile, dehidroaskorbat (DHA) ise GSH’a bagimli dehidroaskorbat
rediktaz ~ (DHAR) tarafindan  tekrar  indirgenmis  askorbik  aside
donistiirilmektedir. Bu yolla muhtemelen Fenton reaksiyonuna katilacak olan
hidrojen peroksidin detoksifikasyonu saglanmaktadir. Askorbatin elverissiz
cevresel kosullari meydana getirdigi oksidatif strese toleransin artmasiyla iligkili
oldugunu bildiren c¢esitli ¢alismalar rapor edilmistir (Iturbe-Ormaetxe vd.,1998;
Caretto vd., 2002)

P squarrosa ve T.barbuloides, Cu ve Cr uygulanan 6rneklerinde askorbatin 6nemli
derecede artt1g1 belirlenmistir. Benzer sekilde Taxithelium nepalense’de 12 saat ve
24 saat Cr uygulamasindan sonra bitkilerin askorbat miktarlarinda 6nemli artiglar
meydana geldigi kaydedilmistir (Choundry ve Panda, 2005). Ayrica Shanker
(2003) Cr stresinin bitkilerde askorbat ve glutatyonun firetimini arttirdigin
belirtmigtir. P. squarrosa ve T. barbuloides’te Cu ve Cr uygulamasi ile askorbat
miktarinda meydana gelen artis, yogun metal stresine karsi, antioksidant savunma
mekanizmasinin bir elemant olan askorbik asidin daha etkin islev gorebilmesi
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icin, DHA rediiktaz veya MDHA rediiktaz gibi enzimlerin aktivitelerinin artmasi
sonucu, oksideaskorbik asidin daha etkin (hizli) bir sekilde indirgenmesiyle
(rejenerasyonuyla) saglanmis olabilir.

4.14. Glutatyon Miktarlari

Hiicrelerdeki redoks sistemi oksidasyon ile rediiksiyon arasindaki dengeyi gosterir.
Glutatyon tampon sistemi hiicresel redoks degisimini diizenler. Bu sistem
transkripsiyonel aktivasyon igeren hiicresel metabolik siireglerin ¢ogunun
diizenlenmesinde Onemlidir. Hiicrelerde aerobik metabolizma sirasinda siirekli
olarak ROT iiretildigi i¢in hiicresel redoks durumu hiicre yasaminin korunmasinda
onemlidir (Jefferies vd, 2003). Oksidatif stres kosullari altinda ROT, GSH
tarafindan indirgenirken, GSH okside glutatyona (GSSG)’a yiikseltgenmektedir.
Spontan oksidasyona karsi nispeten direngli olmasina karsin, GSH OH' ile ¢ok
hizli ve enzimatik olmayan yolla reaksiyon vermektedir. Bir kimyasal antioksidant
olmasmin yaninda GSH, peroksitlerin glutatyon peroksidaz (GPX) araciligiyla
enzimatik olarak indirgenmesini saglar ve bu reaksiyon sonunda GSSG meydana
gelir. Normal fizyolojik kosullar altinda GSSG, GR tarafindan GSH’a indirgenir
ve bu sekilde bir redoks dongiisii meydana gelir. Hiicrenin indirgeme kapasitesi
yetersiz kaldiginda GSH/GSSG oraninda azalmalar meydana gelir. Intraselliiler
GSSG miktart bir oksidatif stres indikatorii olarak degerlendirilirken, GSH/GSSG
orant hiicresel redoks durumu hakkinda bilgi saglamaktadir (Cnubben vd., 2001).

P. squarrosa’nin Pb ve Cr, T. barbuloides’in Ni ve Cr uygulanan ornekleri
kontrolleriyle kiyaslandiginda total glutatyon miktarlarinda &nemli derecede
artiglar belirlenmistir (Sekil 4.41, Sekil 4.42). Total glutatyon miktar1 P.
squarrosa’nin Pb uygulanan 6rneginde % 34 ve Cr uygulanan 6rneginde % 32
artarken, T. barbuloides’in Ni uygulanan O6rneginde % 63, Cr uygulanan
orneginde % 41 oraninda artmigtir (Cizelge 4.15).

P. squarrosa’nin metal uygulanan oOrneklerinin GSSG miktarlart kontrolle
kiyaslandiginda, Pb uygulanan 6rneginde %106, Ni uygulanan 6érneginde % 80 ve
Cr uygulanan 6rneginde % 63 oraninda arttigi belirlenmistir (Sekil 4.43). T.
barbuloides’in ise yalmiz Ni uygulanan O6rneginde, GSSG miktarinin % 82
oraninda arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.44) (Cizelge 4.16).
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P. squarrosa’nin metal uygulanan Orneklerinin indirgenmis glutatyon (GSH)
miktarlar1 kontrolle kiyaslandiginda Cu uygulanan 6rneginde % 40, Pb uygulanan
orneginde % 39 ve Ni uygulanan 6rneginde % 36 oraninda azalma belirlenmistir
(Sekil 4.45). P. squarrosa’da glutatyon rediiktaz (GR) enziminde artis meydana
gelmemesi indirgenmis glutatyon (GSH) miktarinda meydana gelen azalmay1 ve
GSSG miktarindaki artmayi agiklamaktadir. GSSG’yi GSH’a doniistiirmekte
gorevli bu enzimin aktivitesinin degismemesi hiicredeki okside GSSG miktar
artmasma ve GSH miktarinin azalmasina sebep olmustur. T. barbuloides’in Cu
uygulanan orneginde GSH miktarinda % 59 oraninda artis goriilmiistir (Sekil
4.46) (Cizelge 4.17). T. barbuloides’in Cu uygulanan O6rneginde glutatyon
miktarinin artmasi enzimatik olmayan bir antioksidan olan bu molekiilin ROT
detoksifikasyonuna aktif katilimini1 gosterebilir. Bitkinin, Cu uygulanan 6rneginde
GSSG’nin GSH’a doniisiimiinden sorumlu GR enzim aktivitesinin artist Cu’da

goriilen GSH artigina paralellik gostermektedir.

Cizelge 4.15. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’te total glutatyon miktarlar1 (umolg™ , Ortalama+S.H,

n=3)
Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 0.188 +0.003 0.131£0.011
Ni 0.210 +0.021 0.214 £ 0.015**
Pb 0.252 +0.024* 0.166 + 0.013
Cu 0.185+0.012 0.147+0.014
Cr 0.250 = 0.020* 0.185 £ 0.004*

* Kontrole gore p < 0.05 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
**Kontrole gore p < 0.01 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
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Sekil 4.42. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de total glutatyon
miktarlari
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Cizelge 4.16. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’te okside glutatyon (GSSG) miktarlari(umolg™ |
Ortalama+S.H, n=3)

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 0.047 +0.003 0.046 = 0.001

Ni 0.085 + 0.008** 0.084 £ 0.005**

Pb 0.097 + 0.005** 0.056 + 0.004

Cu 0.060 =+ 0.007 0.047+ 0.005

Cr 0.077 + 0.006* 0.062 + 0.002

* Kontrole gore p < 0.05 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
**Kontrole gore p < 0.01 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
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Sekil 4.43. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa’da GSSG
miktarlari
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Sekil 4.44. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de GSSG

miktarlari

Cizelge 4.17. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella

barbuloides’te

Ortalama+S.H, n=3)

indirgenmis (GSH) miktarlar1 (umol g,

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 0.093 + 0.006 0.038 + 0.005

Ni 0.059 £ 0.008** 0.042 +0.003

Pb 0.056 £ 0.009** 0.036 +0.001

Cu 0.055 £ 0.007** 0.0605 + 0.004**

Cr 0.096 +0.004 0.040 + 0.005

**Kontrole gore p < 0,01 diizeyinde 6nemli fark: belirtmektedir.
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Sekil 4.45. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa’da GSH

miktarlari
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Sekil 4.46. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de GSH miktarlart
4.15. Prolin Miktalarsn

Prolin birikimi stres cevabini etkileyen, stres sinyalinin bir pargasi olabilmektedir
(Ashraf,, 2007). P. squarrosa ‘da prolin miktarlar1 kontrolle kiyaslandiginda Ni ve
Pb uygulanan orneklerde onemli bir degisim belirlenmezken, Cu uygulanan
ornekte % 82 oraninda, Cr uygulanan ornekte ise % 36 oraninda azalma
belirlenmistir (Sekil 4.47). T. barbuloides’in Ni ve Pb uygulanan 6rneginde prolin
miktar1 kontole gore sirasiyla % 81 ve % 57 arttigr belirlenirken, Cu ve Cr
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uygulanan orneklerinde anlamli bir degisim olgiilmemistir (Sekil 4.48) (Cizelge
4.18).

Cizelge 4.18. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’te prolin miktarlart (uM g™ ,Ortalama+S.H, n=3)

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 34.888 +3.57 12975 +1.18

Ni 31.811 +£2.47 23.608 + 1.80**

Pb 29.372 +1.55 20.436 + 1.51**

Cu 5.939 + 1.45%* 9457 +£0.93

Cr 22.259 £2.34* 15.3+1.86

* Kontrole gore p < 0.05 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
**Kontrole gore p < 0.01 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
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Sekil 4.47. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa’da prolin
miktarlar
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Sekil 4.48. Agir metal stresi uygulanan Timmiella barbuloides’de prolin miktarlart

Prolin, Cr gibi birgok agir metal stresine cevap olarak bitki dokularinda yiiksek
miktarlarda birikmektedir (Vernay vd., 2008, Ganesh, 2009). Bitkilerde prolin
birikiminin tuzluluk, kuraklik, yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik, agir metal, patojen
enfeksiyonu, besin kithg:, atmosferik kirlenme ve UV 1sima gibi stres
durumlarinda genellikle arttigi bildirilmistir (Vernay vd., 2008; Verbruggen ve
Hermans, 2008; Demirevska vd., 2010). T. barbuloides’in Ni ve Pb uygulanan
orneklerinde prolin miktarinin kontrole gore arttigi belirlenirken, Cu ve Cr
uygulanan orneklerinde anlamli bir degisim olmamstir. T .barbuloides’in Ni ve
Pb uygulanan Orneklerindeki prolin artisi  bu metallerin  bitkideki
detoksifikasyonlar ile ilgilidir. Agir metal stresine bagli olarak prolin miktarinin
arttif1 ¢esitli biryofit tiirlerinde de rapor edilmistir (Sun vd., 2011)

Pleurochaete squarrosa’nin prolin miktarlar1 kontrolle kiyaslandiginda Ni ve Pb
uygulanan orneklerde kontrole gore bir degisim belirlenmezken, Cu ve Cr
uygulanan 6rneginde azalmistir. Xing vd., (2010), sucul bir bitki olan Spirodela
polyrrihiza’nin maruz kaldigi Fe ve Cu konsantrasyonundaki artisa bagl olarak
prolin igeriginin azaldigin1 belirtmislerdir. Asirt metal uygulamasinin hiicre igi
prolin igerigini diislirdiigli yapilan ¢esitli ¢aligmalarla rapor edilmistir (Alia and
Pardha, 1991; Bassi and Sharma, 1993; Sinha and Saxena, 2006). P. squarrosa’nin
Cu ve Cr uygulanan orneklerindeki prolin miktarindaki azalma prolin
degradasyonu, biyosentezinin inhibisyonu veya prolin kullanimindaki artigtan da
kaynaklanabilir.
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4.16. Antiradikal Aktivite

Antioksidan kapasitenin belirlenmesi amaciyla yapilan antiradikal aktivite
sonuglar1 incelendiginde, P. squarrosa’da Ni uygulanan oOrnekte % 16, Pb
uygulanan Ornekte ise % 21, Cu uygulanan 6rneginde % 49, Cr uygulanan
ornekte % 43 azaldig: belirlenmistir (Sekil 4.49) (Cizelge 4.19). T. barbuloides’te
antiradikal aktivitenin Ni uygulanan 6rnekte % 61, Pb uygulanan &rnekte % 41
arttig1 belirlenirken, Cu uygulanan &rnekte % 36 ve Cr uygulanan 6rnekte % 24
azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.50) (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Agir metal stresi uygulanan Pleurochaete squarrosa ve Timmiella
barbuloides’in  antiradikal  aktiviteleri (umol Trolox g7,
Ortalama+S.H, n=3)

Uygulamalar Pleurochaete squarrosa Timmiella barbuloides
Kontrol 3.40+0.26 348 £0.17

Ni 291+£0.14* 5.63 £ 0.25**

Pb 2.68 £0.23** 492 1+023**

Cu 1.71 £ 0.15** 2.22 £0.18**

Cr 1.91 £0.18** 2.63 £0.12**

* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde 6nemli farki belirtmektedir.
**Kontrole gore p < 0,01 diizeyinde énemli fark: belirtmektedir.
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Sekil 4.49. P. squarrosa’nin agir metal stresi ile degisen antiradikal aktiviteleri
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Sekil 4.50. T. barbuloides’in agir metal stresi ile degisen antiradikal aktiviteleri

T.barbuloides’te Ni ve Pb uygulanan orneklerde antiradikal aktivitenin artmasi
metal stresinin sebep oldugu oksidatif strese karsi Dbitkinin antioksidan
mekanizmanin etkin c¢alistiginin, dolayisiyla bu metallerin zararli etkilerinin
bertaraf edilebildiginin bir kanitidir. Bu da T. barbuloides’in Ni ve Pb’ye olan
toleransinin bir gostergesini olusturabilir. P. squarrosa ve T. barbuloides’te de Cu
ve Cr antiradikal aktivitenin 6nemli derecede azalmasina sebep olmustur. Bu
metallerin uygulandig1 6rneklerde OH' ve H,0, birikimi de bu sonuglara paralellik
gostermektedir. Bu sonuglar degerlendirildiginde, Cu ve Cr’un her iki tiirde de
toksik etki gosterdigi ortaya cikmaktadir. Toksisitenin bir yoniyle, yiiksek
oksidatif hasar meydana getirmek ve enzimlerin aktivitelerinde azalma ya da
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inhibisyon yoluyla, olugan oksidatif hasarin {istesinden gelecek olan antioksidant
mekanizmay1 etkisiz hale getirerek meydana geldigi ¢alismamiz sonuglariyla
ortaya konmustur.
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5. SONUC

Biryofitler agir metallerin giiglii akiimiilatorii olarak bilinmektedir. Gergek kok,
epidermis ve gelismis kutikula tabakasmnin olmamasi, yiiksek yilizey/hacim
kapasitesine sahip olmalar1 gibi ¢esitli nedenlerle hiicrede hayati fonksiyonlara
zarar vermeden apoplast ve simplast bolgelerinde ¢ok miktarlarda agir metal
biriktirebilirler. Agir metal (Ni, Pb, Cu ve Cr) uygulanan Pleurochaete squarrosa
ve Timmiella barbuloides’in biitiin o6rneklerinin maruz kaldiklart metalleri
bilinyelerinde biriktirdikleri belirlenmistir. P. squarrosa’nin bu metalleri biriktirme
sirast ¢oktan aza dogru kursun, nikel, bakir ve krom iken (Pb >Ni >Cu> Cr), T.
barbuloides’in ise bu metalleri biriktirme sirasi nikel, kursun, bakir ve krom
(Ni>Pb>Cu>Cr)’dur. P. squarrosa ve T. barbuloides’te goriilen metal birikimi,
biryofitlerin yiiksek derecede metal biriktirebilme kapasitesine dair literatiir
bilgileriyle uyumludur. Her iki tiirde de yiiksek derecedeki metal birikimi, negatif
yiiklii gruplar ve katyon degisim kapasitesi ile, hiicre iginde bulunan selatlayici
molekiillerle ve vakuolde depolanarak gergeklestirilmis olabilir. Ancak literatiir
bilgisi dahilinde biryofitlerin bu yiiksek derecedeki metal birikimini daha ¢ok
hiicre ¢eperinde metalleri negatif yiiklii iyonlara baglayarak hareketsizlestirme
seklinde yaptiklar1 bilinmektedir. Pb’nun ve diger agir metallerin negatif yiikli
politironik asitlere baglandig ¢esitli arastiricilar tarafindan da rapor edilmistir.

Kuru agirlik, stresin etkisinin bitki biiylimesinde meydana getirdigi etkinin
aciklanabilmesi i¢in kullanilabilir bir parametredir. P. squarrosa ve T.
barbuloides’in Pb, Ni ve Cr uygulanan 6rnekleri kontrolleriyle kiyaslandiginda
kuru agirliklarinin arttig1 belirlenirken, Cu uygulanan 6rneklerde 6nemli dlgiide
azaldig1 belirlenmistir. Her iki biryofitin Pb, Ni ve Cr uygulanan 6rneklerinde kuru
agirlik miktarlarinda artisin nedeni, bitki biinyesinde veya ylizeyinde tutulan metal
iyonlar1 sayesinde olabilecegi gibi, bu agir metallerin biryofitlerin
metabolizmalarinda fotosentez ve baglantili diger sentez olaylarina ket vurmamasi
ve agir metal toleransina bagli biiyiimenin siirdiiriilmesi olabilir. Cu uygulanan
orneklerde kuru agirlikta meydana gelen azalma ise muhtemelen Cu’in bitki
biinyesinde protein sentezi, fotosentez, solunum, iyon alimi ve hiicre membran
stabilitesi ve doku yikimini arttirmasi gibi bazi fizyolojik olaylarm bozulmasina
neden olmasiyla ilgilidir.
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Stres sonucu olugumu artan hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla reaksiyona
girerek DNA yapisinda degisikliklere yol acar. Hidroksil radikali etkisiyle
deoksiriboz molekiiliiniin bozulmasina bagli olarak olusan fragmentlerden olan
MDA miktarlar1 P. squarrosa’in her 6rneginde (Ni, Pb, Cu, Cr) 6nemli derecede
artig gosterirken bu artis en c¢ok Cu uygulanan Ornekte belirlenmigtir. T.
barbuloides’te ise Ni uygulanan &rnekte kontrole goére anlamli bir degisim
goriilmezken, Pb, Cu ve Cr uygulanan 6rneklerde onemli derecede artmistir ve
yine en ¢ok MDA olusumu Cu uygulanan 6rnekte belirlenmistir. Bu sonug¢ bakirin
fizyolojik sartlarda gesitli oksidasyon basamaklarinda gérev almasi nedeniyle OH'
olusumunu hizlandirarak katalizér gorevi yapmasindan kaynaklanmaktadir. T.
barbuloides’in Ni uygulanan 6rneginde ise kontrole gore anlamli bir degisimin
olmamasi bu metalin asir1 bir oksidatif hasara sebep olmadiginin ya da olusan

hasar1 detoksifiye eden antioksidan mekanizmanin iyi ¢alistiginin bir gostergesidir.

Bir diger reaktif oksijen tiirii olan H,O, miktarinda, P. squarrosa’nin Pb
uygulanan 6rneginde anlamli bir degisim goriilmezken, Ni, Cu, Cr uygulanan
orneginde arttigr belirlenmistir. T. barbuloides’in ise Ni ve Pb uygulanan
orneklerde H,O, miktarinda anlamli bir degisim belirlenmezken, Cu ve Cr
uygulanan 6rneklerinde arttigi belirlenmistir. GPX, APX ve CAT gibi enzimler,
H,0,’in hizla yikimini saglayarak hiicrede birikmesini dnlerler. P. squarrosa’nin
Pb uygulanan 6rneginde H,O, oraninin artmamasi1 H,O, detoksifikasyonundan
sorumlu APX aktivitesindeki artigla paralellik gostermektedir. T. barbuloides’te
Ni ve Pb uygulanan 6rneklerde H,O, birikiminin olmamasi, bu metallerin tiirde
yiiksek derecede bir toksititeye sebep olmamasi ya da H,O,’nin detoksifiye
edilmesini  saglayan  antioksidan mekanizmanin  etkin  ¢alismasindan
kaynaklanabilir.

P. squarrosa ve T. barbuloides’te Cr stresi altinda H,O; igerigi dnemli derecede
artmustir. Her iki tiirde H,O, miktarinin artmasi kromun H,0, olusumu
tetiklemesine baglidir, ayrica P. squarrosa’da bu artisin belirlenmesi, bu tiiriin
yine Cr uygulanan Ornegindeki H,O, olusumunu saglayan SOD enzim
aktivitesinin artis ile de paralellik gostermektedir. Ayrica her iki biryofit tlirliniin
Cu uygulanan orneklerinde H,O,’in asir1 birikimi belirlenmistir. Bu artisin en
onemli sebeplerinden biri olarak her iki tiiriin Cu uygulanan 6rneklerindeki H,O,
detoksifikasyonundan  sorumlu CAT  aktivitesindeki azalma oldugunu
sOyleyebiliriz.
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Bitki hiicreleri igin lipit peroksidasyonu sik¢a kullanilan membran hasarini ortaya
koyan bir stres indikatoriidiir. Lipit peroksidasyonu, lipit hidroperoksidlerinin
aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniismesiyle sona ermektedir. Bu
bilesiklerden birisi olan malonildialdehit (MDA) miktarmin O&lgiilmesi lipit
peroksit diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. P.squarrosa ve T.
barbuloides’in Ni, Pb, Cr uygulanan 6rneklerinde agir metal stresine bagl olarak
kontrole goére onemli oranda MDA olusumu belirlenmezken, Cu uygulanan
orneklerdeki MDA miktarlarinn 6nemli derecede arttigi goriilmiistir. Cu
uygulanan 6rneklerde goriilen artan lipit peroksidasyonu ve MDA birikimi bakirin
sebep oldugu membran ve hiicre hasarlarinin diger metallerden fazla oldugunu
gostermektedir. Bakirin  hidroksil, peroksil, ve alkoksil gibi zararli serbest
radikallerin  olusumunu katalizleyerek lipit peroksidasyonunu arttirdigi
bilinmektedir.

Cevresel stres faktorlerinin bitkiler tizerindeki etkilerini anlamak amacryla sikca
bagvurulan  yollardan biri organizmadaki klorofil igerigini  belirlemektir.
Denemelerimizde P. squarrosa’nin klorofil a miktarmin Cu, Ni, Pb uygulanan
orneklerinde, klorofil b miktarinin ise Ni uygulanan ornekte azaldigi, Cu
uygulanan 6rnekte ise arttig1 belirlenmistir. Total klorofil miktarinin Ni, Cu ve Pb
uygulanan ornekte, klorofil a/b oranimnin Cu ve Cr uygulanan 6rnekte azaldigi

belirlenmistir.

T. barbuloides’in klorofil a miktarinin Cu uygulanan Ornekte azaldigi
belirlenirken, Ni uygulanan 6rnekte arttigi, klorofil b miktarlarinin Cu ve Ni
uygulanan orneklerde arttig1 belirlenmistir. Total klorofil miktar1 Ni uygulanan
Ornekte artarken, klorofil a/b oran1 Cu uygulanan 6rnekte azalmistir.

Bakir her iki biryofit tiiriinde klorofil a miktarlarinda azalmaya sebep olmustur.
Belirlenenen bu azalma olasilikla klorofil biyosentez prosesinin bozulmasi,
klorofil biyosentezinde gorevli enzimlerin inhibe edilmesi ya da klorofil
parcalanmasi nedeniyledir. Bakirin kloroplast membranlarinin peroksidasyonuna
yol agarak, klorofil iceriginde azalmaya neden oldugu da bilinmektedir.
Calistigimiz biryofit tiirlerinde yine Cu’mn uygulandigi 6rneklerde goriilen yiiksek
MDA olusumu klorofil miktarindaki azalmay1r da agiklamaktadir. Ayrica Cu
uygulanan Orneklerde goriilen kuru agirlik miktarlarindaki azalma da yine bu
sonuglarla paralellik gostermektedir.
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P. squarrosa ve T. barbuloides’te Cu uygulanan Ornekte klorofil a miktar
azalirken klorofil b miktarinin arttigi belirlenmistir. Klorofil b miktarindaki bu
yiikselis metal stresinden kaynaklanmaktadir. Bu stresin en yogun oldugu metal
her iki tiirde de Cu olarak belirlenmistir. Stres durumunda klorofil a’nin ikinci
halkasinda bulunan metil grubu okside olur, bu da klorofil b’nin olusmasina sebep
olur. Boylece klorofil a ve paralel olarak klorofil a/b oranindaki azalma agir metal
toksititesinin bir gostergesi olmaktadir. Denememizde klorofil a/b oran1 P.
squarrosa’nin Cu ve Cr uygulanan Orneklerinde ve T. barbuloides’in Cu
uygulanan 6rneginde azalmigtir. Metal etkisi ile klorofil a/b oranimin azaldigi,
stroma ve grana lamellerinde yapisal bozukluklarin meydana geldigi
bilinmektedir. P. squarrosa’nin Cu ve Cr uygulanan Orneklerinde ve T.
barbuloides’in Cu uygulanan 6rneginde klorofil a/b oraninda meydana gelen bu
azalma metal stresine bagl olarak 151k toplama kompleksinin azalmasi, tilakoid
membranlarda meydana gelebilecek yapisal bozukluklar ve fotosistemler arasi
koordinasyonlarin bozulmasi nedeniyle meydana gelmis olabilir.

P. squarrosa’da total klorofil miktar1 Ni, Cu ve Pb uygulanan orneklerde
azalirken, T.barbuloides’te Ni uygulanan 6rnekte artmistir. P. squarrosa’nin Ni,
Cu ve Pb uygulanan Orneklerinde goriilen bu azalma olasilikla lipit
peroksidasyonunun sebep oldugu klorofil degredasyonu ve fotosentezin
engellenmesi ile sonuglanan bir tepkidir. Total klorofildeki azalig klorofil
degredasyonu ve fotosentez inhibisyonuna sebep olan metallere 6zgii bir cevaptir.

T. barbuloides’te Ni uygulanan 6rnekte klorofil a, klorofil b ve total klorofilde
meydana gelen artiglar T. barbuloides’te bu metalin klorofil degredasyonuna sebep
olmadiginin bir gostergesidir. Bu da T. barbuloides’in nikele olan toleransina bir
kanit olarak gdsterilebilir.

Karotenoidler 15181 toplayici pigmentlerdir ve stres kosullarinda fotosentetik
aygitlar1 koruyucu islevleri vardir. Ayrica, fotosentetik sistemlerde karotenoidler
(B-karoten ve ksantofiller) 6nemli antioksidan etkiye sahiptir. T. barbuloides’in
toplam karotenoid miktarmin Ni uygulanan Ornekte arttigi belirlenmistir. -
karoten miktarlar1 ve neoksantin miktarlari Ni ve Pb uygulanan &rneklerde
arttarken, Cu uygulanan Ornekte azalmistir. Lutein miktar1 ise Ni uygulanan
ornekte artmig, Cu uygulanan 6rnekte azalmuistir. T. barbuloides’in Ni ve Pb
uygulanan oOrneklerinde karotenoid miktarinda artisin meydana gelmesi metal
toleransiyla iligkili antioksidan mekanizmanin bir pargasidir. Karotenoid
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miktarmin artmasi ROT’nin meydana getirdigi oksidatif hasarin fotosentetik
kapasiteyi azaltmasma yonelik olarak kloroplastlari koruyucu ve tamir edici
mekanizmalardandir. Ayrica bu metalin uygulandigi 6rneklerde klorofil
degredasyonunun  goriilmemesi  karotenoidlerin ~ fotosentetik  kapasiteyi
korudugunun kanitidir. Ancak stres sirasinda klorofiller gibi karotenoid miktar1 da
azalma gosterebilir. Denememizde P. squarrosa’nin  toplam karotenoid, -
karoten, neoksantin, ve lutein miktarlar1 Ni, Cu ve Pb uygulanan 6rneklerde
kontrole goére Onemli derecede azalmistir. Karotenoidlerdeki azalmanin
tilakoidlerde meydana gelen singlet oksijen miktarindaki artigla iligkili
olabilecegini bildiren caligmalar, T. barbuloides’in Cu uygulanan 6rnegindeki
azalmay1 ve P. squarrosa’da agir metal stresine (Ni, Pb, Cu) bagl karotenoid
miktarindaki azalmay1 aciklayabilir. Ayrica, karotenoidlerin fotosentetik
membranm devamlilifi ve korunmasi i¢in 6énemli oldugu, her iki biryofite Cu
uygulanan 6rneklerde goriilen yiiksek orandaki karotenoid kayiplar1 yine bu metal
etkisiyle olusan oksidatif strese bagli lipit preoksidasyonu ile paralellik

gostermektedir.

Agir metaller hiicrelerdeki biyolojik makromolekiillerin gdreceli miktarlarinda
degisiklige  neden  olabilmektedirler.  Coziinebilir  protein  miktarlar
incelendiginde . P. squarrosa’nin Ni, Pb ve Cu uygulanan 6rneklerinde kontrole
gore anlamli bir degisim goriilmezken Cr wuygulanan Orneginde azaldig:
belirlenmistir, T. barbuloides’in ise Cr ve Ni uygulanan 6rneklerinde ¢6ziinebilir
protein miktarlar1 artarken, Cu uygulanan Orneginde azaldigi belirlenmistir. T.
barbuoides’te protein miktarinda meydana gelen artis olasilikla strese bagli olarak
gelisen savunma mekanizmasinin bir sonucu olan antioksidan enzim ve stres
proteinlerinin sentezinin artmasi nedeni iledir.

Yiiksek metal konsantrasyonlari, fotosentez, solunum ve biyolojik molekiillerin
sentezi gibi biyokimyasal ve fizyolojik prosesleri kontrol eden enzim sistemleri
tizerine 6nemli toksik etkilere neden olmaktadir. P. squarrosa’nin Cr uygulanan
orneginde goriilen protein miktarindaki azalma Cr metalinin toksik etkisinden
kaynaklanabilir. Agir metal ve tuz streslerinde bitkilerin protein igergindeki
azalma nedenlerinin genelde protein sentezinin inhibisyonunda ya da oksidatif
streste {iretilen ROT’nin tetikledigi proteolisizten kaynaklandigi da ¢esitli
calismalarda rapor edilmigtir. Cr etkisinde bitkilerdeki protein azalmasi,
cogunlukla diisiik nitrat rediiktaz aktivitesine baglanmaktadir; ¢linkii; bu enzim
aktivitesindeki azalma bitkilerdeki protein biyosentezini inhibe etmektedir. P.
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squarrosa’daki protein igeriginin krom etkisinde azalmasi gen diizeyinde
transkripsiyon ya da translasyon asamasindaki hasarlardan da ileri gelebilir. Hiicre
icinde Cr’un DNA’nin fosfat gruplarina baglandigi ve bdylece de replikasyonun
ve transkripsiyonun etkilendigi ¢esitli calismalarda rapor edilmistir. Aym1 metalin
(Cr) iki biryofitte farkli biyolojik cevaplara neden olmasi, metal detoksifikasyon
ve antioksidan metabolizmanin tiirler aras1 farklilik gosterebilecegini kanitlar
niteliktedir.

Stres durumunda, olusan oksidatif hasara karsi bitkilerin antioksidan savunma
mekanizmasinin etkinlik gosterdigi bilinmektedir. P. squarrosa’nin Ni uygulanan
ormeginde SOD, CAT, APX ve GR enzim aktivitelerinde kontrole gore anlaml
bir degisim belirlenmezken, POX aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. P.
squarrosa’nin Ni uygulanan 6rneginde askorbat ve indirgenmis glutatyon (GSH)
miktar1 azalmig, okside glutatyon (GSSG) miktar1 artmustir. GR aktivitesinde bir
degisimin meydana gelmemesi Ni uygulanan Ornekte kontrole gore GSSG
miktarindaki birikimi agiklamaktadir. P. squarrosa’min Ni uygulanan 6rneginde
askorbat miktarindaki azalma mevcut APX aktivitesinden kaynaklanabilecegi gibi
askorbat- glutatyon dongiisiinde gorev alan diger enzimlerin (DHAR ve MDAR)
yeterince  calismayip  askorbat  dongilisiinii  saglayamamalarindan  da
kaynaklanabilir.

P. squarrosa’nin Pb uygulanan 6rneginde SOD, CAT, GR aktivitesinde kontrole
gore Onemli bir degisim belirlenmezken, POX ve APX aktiviteleri artmigtir.
Askorbat ve GSH miktar1 azalmis ve total glutatyon ve GSSG miktar1 artmistir.
Askorbat miktarinda goriilen azalma APX enzim aktivitesinin artis1 ile paralellik
gostermektedir. GSSG miktarindaki birikme ve GSH miktarindaki azalma GR
enzim aktivitesinde bir degisimin olmamas ile agiklanabilir. GSH miktarindaki
azalmanin nedeni askorbat-glutatyon dongiisiindeki diger bir enzim olan glutatyon
peroksidaz (GPX) enziminin olasi aktivitesinden de kaynaklanmis olabilir.
Hidrojen peroksit miktarinda bir artisin gériillmemesi bu kaniy1 destekler
niteliktedir.

P. squarrosa’nin Cu uygulanan 6rneginde APX ve GR aktivitelerinde kontrole
gore Onemli bir degisim belirlenmezken, SOD, POX aktiviteleri artmistir. CAT
aktivitesi ise kontrole gore dnemli derecede azalmistir. Askorbat miktar1 artarken,
GSH miktar1 azalmistir. SOD aktivitesindeki artma ve CAT aktivitesindeki azalma
bu metalin uygulandig1 6rnekteki yiiksek derecede H,O; birikimini agiklamaktadir.
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P. squarrosa’nin Cr uygulanan 6rneginde CAT, APX ve GR aktivitelerinde bir
degisim goriilmezken, SOD ve POX aktiviteleri artmistir. GSH miktarinda bir
degisim goriilmezken GSSG ve paralelinde total glutatyon armistir. Askorbat
miktar1 kontrole gore onemli derecede artmistir. GSSG miktarindaki artiy GR
aktivitesinde bir degisimin olmamasi ile aciklanabilir. H,O, miktarindaki birikim
SOD enzim aktivitesinin artmasi, CAT enziminin etkin g¢aligmamasi ile

agiklanabilir.

Timmiella barbuloides’in Ni ve Pb uygulanan oérneklerinde SOD, CAT, POX,
APX enzim aktivitelerinde kontrole gore anlamli bir degisim belirlenmezken GR
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Askorbat miktar1 her iki metalin uygulandig
ornekte azalmis, ancak sadece Ni uygulanan ornekte total glutatyon ve GSSG
miktart artmigtir. GR aktivitesindeki bu artiga ragmen GSH oraninda anlamli bir
degisme olmamistir. Bu durum GSH’dan GSSG olusumunu saglayan enzimlerinin
(dehidroaskorbat rediiktaz ve glutatyon peroksidaz) olasi faaliyetinden
kaynaklanabilir.

T. barbuloides’in Cu uygulanan 6rneginde SOD, POX, APX miktarlarinda
kontrole go6re anlamli bir degisim olmazken, GR aktivitesi artmistir. CAT
aktivitesi 6nemli oranda azalmistir. Askorbat ve GSH miktar1 kontrole gore dnemli
derecede artmigtir. GSH miktarinda goriilen yiikselme artan GR enzim aktivitesi
ile agiklanabilir. P. squarrosa ve T. barbuloides’in Cu uygulanan 6rneklerinde
CAT 06nemli derecede azalmistir. CAT aktivetesindeki azalmanin nedeni olasilikla
bakir katyonlar1 gibi agir metal iyonlarmin katalazin yarigmali olmayan
inhibitorleri gibi davranip enzim aktivitesini durdurmasindandir. CAT
aktivitesindeki onemli orandaki diisiis ve peroksidaz enziminin yeterli diizeyde
caligmamasi T. barbuloides’in Cu uygulanan O6rnegindeki H,O, birikimini
acgiklamaktadir.

T. barbuloides’in Cr uygulanan 6rneginde CAT, APX ve GR aktivitesinde 6nemli
bir degisim olmazken, SOD ve POX aktiviteleri 6nemli derecede azalmustir.
Askorbat miktar1 ve total glutatyon miktar1 nemli derecede artmistir.

Prolin bir¢ok agir metal stresine cevap olarak bitki dokularinda yiiksek miktarlarda
birikmektedir. T. barbuloides’in Ni ve Pb uygulanan &rneklerindeki prolin miktari
kontrole gore artarken, Cu ve Cr uygulanan Orneklerinde anlamli bir degisim
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olmamistir. T. barbuloides’in Ni ve Pb uygulanan 6rneklerindeki prolin artigi bu
metallerin bitkideki tolerans mekanizmasi ile iligkilidir.

P. squarrosa’nin prolin miktarlar1 kontrolle kiyaslandiginda Ni ve Pb uygulanmis
orneklerinde kontrole gore bir degisim belirlenmezken, Cu ve Cr uygulanan
orneklerinde azaldigi Dbelirlenmistir. Prolin miktarindaki azalma prolin
degradasyonu, biyosentezinin inhibisyonu veya prolin kullanimindaki artistan
kaynaklanabilir.

Antioksidan kapasitenin belirlenmesi amaciyla yapilan antiradikal aktivite
sonugclari incelendiginde, P. squarrosa’da Ni, Pb ve 6zellikle Cu ve Cr uygulanan
orneklerde azaldigi belirlenmistir. T. barbuloides’te antiradikal aktivitenin Ni ve
Pb uygulanan 6rneklerde artarken, yine Cu ve Cr uygulanan orneklerde azaldig:

belirlenmistir.

P. squarrosa ve T. barbuloides’te de Cu ve Cr antiradikal aktivitenin énemli
derecede azalmasina sebep olmustur. Bu metallerin uygulandig1 6rneklerde OH" ve
H,0, birikimi de bu sonuglara paralellik géstermektedir. Bu sonuglar Cu ve Cr’nin
her iki tlirde de yliksek derecede oksidatif hasar meydana getirdiginin ve
enzimlerin aktivitelerinde azalma ya da inhibisyonu yoluyla, olusan oksidatif
hasarin iistesinden gelecek olan antioksidant mekanizmayi etkisiz hale getirdiginin
bir gostergesidir.

T. barbuloides’te Ni ve Pb uygulanan 6rneklerde antiradikal aktivitenin artmasi bu
metal uygulanan orneklerde metal stresinin sebep oldugu oksidatif strese karsi,
antioksidant mekanizmanin etkin ¢alistiginin, dolayisiyla bu metallerin zararh
etkilerinin bertaraf edilebildiginin bir kanmitidir. Bu da T. barbuloides’in Ni ve
Pb’ye olan toleransinin bir gostergesini olusturabilir. Ayrica T. barbuloides’in
toksik etkileri bilinmesine ragmen nikeli ve kursunu fazla miktarda biriktirmesi ve
bu metallerin kuru agirlig1 azaltmamasi , pigment degredasyonuna sebep olmamasi
ve lipid peroksidasyonunda etkili olmamasi bu toleransli destekleyen paralel

sonuglardir.

Bu tez ¢alismasinda iki biryofit tiirii iizerinde Ni, Pb, Cu ve Cr gibi agir metallerin
toksik etkileri; oksidatif stres ve antioksidant mekanizma yoniiyle detayli olarak
irdelenmistir. Calisma sonuglarimiza gore P. squarrosa 'nin 7. barbuloides’e gore
uygulanan agir metal stresine daha duyarli oldugu belirlenmistir. Ancak c¢aligilan
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her iki biryofitin birbirlerine gore degisen derecelerde gosterdigi tolerans ve hizlh
fizyolojik cevaplar agisindan farklar, tolerans mekanizmasinin diger yonleriyle
incelenmesi ve bu metallerin detoksifikasyon yollarmin aydinlatilmasi ardisik
caligmalar i¢in onemli bir soruyu ortaya koymaktadir. Ayrica toleransin bitki
tirtine hatta ayni tiirtin genotiplerine, stres faktoriine, strese maruz kalma stiresine
ve strese maruz kalan doku veya organin yapisina gore biiylik degisiklikler
gostermesi bu tip calismalarin ¢ok sayida farkli tiir {izerinde yapilmasini zorunlu
hale getirmektedir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda stres faktorlerine maruz
birakilan biryofitlerde reaktif oksijen tiirlerini detoksifiye edici sistemin
aktivitesindeki degisikliklere veya ROT seviyesindeki etkilerine dair bilgiler ¢cok
yetersiz oldugundan bu grupta yapilan ¢alismalara tiir sayisi1 arttirilarak devam
edilmelidir.
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