T.C.
NECMETTIN ERBAKAN
UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ARSENIK VE KURSUN STRESLERININ
Lemna trisulca BITKILERINDEKiI BUYUME,
SU iCERIiGI VE ANTiOKSiDAN ENZIiM
SISTEMI UZERINE ETKILERI

GOKSU ERDOGAN
YUKSEK LiSANS TEZi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Temmuz-2025
KONYA
Her Hakki Sakhdir



TEZ KABUL VE ONAYI

Goksu ERDOGAN tarafindan hazirlanan “Arsenik ve kursun streslerinin Lemna
trisulca bitkilerindeki bilyiime, su icerigi ve antioksidan enzim sistemi iizerine
etkileri” adli tez ¢aligmas1 24/07/2025 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile
Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Anabilim Dali’'nda YUKSEK
LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Imza

Baskan
Prof. Dr. Evren YILDIZTUGAY = i,

Danmisman
Prof. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI ...

Uye
Dog. Dr. Ali Tevfik UNCU

Fen Bilimleri Enstitiisi Yonetim Kurulu’nun 11/07/2025 giin ve 13 sayili
karariyla onaylanmistir.

Prof. Dr. Havvanur UCBEYIAY
FBE Midiirii



TEZ BILDiRiMi

Bu tezdeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde
edildigini ve tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu g¢alismada bana ait

olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

DECLARATION PAGE

I hereby declare that all information in this document has been obtained and
presented in accordance with academic rules and ethical conduct. I also declare that, as
required by these rules and conduct, I have fully cited and referenced all material and

results that are not original to this work.

Goksu ERDOGAN

24.07.2025



OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

ARSENIK VE KURSUN STRESLERININ Lemna trisulca BITKILERINDEKI
BUYUME, SU ICERIGI VE ANTIOKSIDAN ENZIiM SiSTEMi UZERINE
ETKILERI
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Prof. Dr. Evren YILDIZTUGAY
Dog. Dr. Ali Tevfik UNCU

Lemnaceae, diinya ¢apinda tatli su ekosistemlerinde yaygin olarak bulunan kii¢iik su bitkileridir.
En sik karsilagilan tiirler arasinda su ekosistemlerinde Onemli bir rol oynayan Lemna trisulca (Su
mercimegi) bulunur. Su mercimekleri hizli biiylime hizlariyla karakterize edilirler, bu da onlar1 ekolojik,
genetik, fizyolojik, biyokimyasal ve biyoteknolojik ¢aligsmalar i¢in popiiler bir se¢cim haline getirir. Ekolojik
Oonemlerine ragmen, birlesik ¢evresel faktdrlerin su mercimegi fizyolojisi izerindeki etkileri, 6zellikle metal
toksisitesinin es zamanli etkisi a¢isindan yeterince arastirilmamigtir. Tezimizde sodyum arsenat (As, 100
puM Na,HAsOjs) ve kursun nitrat (Pb, 100 uM Pb(NO3),) uygulanan Lemna trisulca bitkilerinin su igerigi,
antioksidan sistemi ve lipid peroksidasyonu arastirilmistir. Bagil su igerigi (RWC), stres uygulamasi altinda
azalma gostermistir. As veya Pb uygulamalari prolin miktarinda azalmaya neden olmustur. Hem tek basina
hem de birlikte uygulanan As ve Pb uygulamalarinda SOD aktivitesi artmistir. En yiiksek SOD artis1 As
gruplarindadir. H>O,’yi siipiiren CAT aktivitesi As ve Pb uygulamalarindan sonra artma gostermistir.
CAT?2 bant yogunlugu bu gruplarda dikkat ¢ekicidir. Elektroforetik olarak yapilan analizde POX, 2 bant
gostermis olup total POX aktivitesi artmistir. As veya Pb uygulanan bitkilerin yapraklarinda CAT ve POX
ve streslerin kombine olarak uygulanan gruplarinda ise POX ile siipiiriilmeye ¢alisilmistir. Bu antioksidan
sistemdeki artisa ragmen, enzim aktivitesi H>O, siiplirmede yetersiz olup As, Pb ve As+Pb gruplarinda
H,0; artislar izlenmistir. Bu analiz sonuna paralel olarak lipid peroksidasyon diizeyinde (TBARS miktar)
stres gruplarinda artma izlenmistir. Bu analizlerde elde edilen sonuglar gostermistir ki, arsenik ve kursun
toksitesi Lemna trisulca bitkilerinde hem su igeriginde bozulmalara neden olmus hem de yetersiz
antioksidan sistem sebebiyle lipid peroksidasyon ile sonu¢lanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Abiyotik stres, antioksidan, arsenik, kursun, Lemna trisulca, ROS
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ABSTRACT

MS THESIS

THE EFFECTS OF ARSENIC AND LEAD STRESSES ON THE GROWTH,
WATER CONTENT AND ANTIOXIDANT ENZYME SYSTEM IN Lemna
trisulca PLANTS

Goksu ERDOGAN

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI INSTITUTE OF SCIENCE
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
IN MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

Adyvisor: Prof. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
2025, 68 Pages
Jury

Prof. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
Prof. Dr. Evren YILDIZTUGAY
Assoc. Prof. Dr. Ali Tevfik UNCU

Lemnaceae are small aquatic plants that are widespread in freshwater ecosystems worldwide. The most
frequently encountered species include Lemna trisulca (Duckweed), which plays an important role in
aquatic ecosystems. Duckweeds are characterized by their rapid growth rate, which makes them a popular
choice for ecological, genetic, physiological, biochemical and biotechnological studies. Despite their
ecological importance, the effects of combined environmental factors on duckweed physiology have not
been sufficiently investigated, especially in terms of the simultaneous effect of metal toxicity. In our thesis,
water content, antioxidant system and lipid peroxidation of Lemna trisulca plants treated with sodium
arsenate (As, 100 uM Na;HAsO,) and lead nitrate (Pb, 100 pM Pb (NOs),) were investigated. Relative
water content (RWC) decreased under stress treatment. As or Pb applications caused a decrease in proline
content. SOD activity increased in both As and Pb applications applied alone and together. The highest
SOD increase was under As groups. H,O» scavenging CAT activity increased after As and Pb applications.
CAT?2 band intensity was remarkable in these groups. In the electrophoretic analysis, POX showed two
bands and total POX activity increased. In the leaves of plants applied with As or Pb, CAT and POX
scavenged H>O,and POX was attempted in the groups applied with combined stresses. Despite the increase
in this antioxidant system, enzyme activity was insufficient in H>O, scavenging and H>O, increases were
observed in As, Pb and As+Pb groups. Parallel to the end of this analysis, an increase in lipid peroxidation
level (TBARS content) was observed in the stress groups. The results obtained in these analyses showed
that arsenic and lead toxicity caused both deterioration in water content in Lemna trisulca plants and
resulted in lipid peroxidation due to insufficient antioxidant system.

Keywords: Abiotic stress, antioxidant, arsenic, lead, Lemna trisulca, ROS
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1. GIRIS

Canlilar degisen cevre sartlar1 nedeniyle farkli olumsuz faktorlerle karsi karsiya
kalirlar ve bu durum canlilarin biiylime, gelisme ve iiremelerini etkileyebilir. Bu olumsuz
faktorler canli ya da cansiz kaynakli olabilir ve bu faktorlere stres adi verilir. Bu
streslerden biri de agir metal stresidir. Agir metallerin ¢esitli metabolik siireglerde
optimum konsantrasyonlarda mevcut olduklarinda bitki biiylimesinde olumlu bir rol
oynadiklar1 bilinmektedir. Temel elementlere ek olarak, arsenik, kadmiyum, krom, civa
ve kursun gibi ¢esitli temel olmayan toksik agir metaller biyosferdeki yiiksek kaliciliklar
nedeniyle bitkiler ve insanlar da dahil olmak iizere tiim yasam formlar1 i¢in en tehlikeli
olanlardir. Agir metal toksisitesi bitkilerde fiziksel ve biyolojik parametreleri etkileyerek
bitkilerin biiyiimesinde gecikmeye yol acar (Khan ve ark., 2023). Caligmalar asir1
diizeyde agir metallere maruz kalmanin ROS iiretimini uyardigin1 bdylece antioksidan
enzimlerin aktivitelerini engelledigini ve bunun sonucunda savunma sistemlerinin
bozulmasina neden oldugunu gostermektedir. Son zamanlarda yapilan caligmalar,
bitkilerin, dogrudan i¢ ve dis uyaranlara yanit veren dogal bir savunma kaynagi olarak
cok sayida ince ayarli sinyalleme agi araciligiyla agir metal toksisitelerine karsilik
verdigini de gostermistir (Moeen-ud-din ve Yang, 2023).

Agir metal stresini anlamak ve soruna ¢6ziim bulmak i¢in ¢ok sayida bitki ile
calisilmistir bu bitkilerden biri olan su bitkileri (makrofit), biyokiitlenin 6nemli bir
bileseni ve trofik zincirin temeli olmasi nedeniyle ekosistemlerde biiylik 6neme sahiptir.
Suyla dogrudan temas nedeniyle, su bitkileri eser metaller gibi kirleticileri alma kapasitesi
yiiksektir. Literatiir, kii¢lik sucul makrofitlerin eser metal alimina yonelik yeteneklerini
ve kirleticilerin kirli su ile toprak sistemlerinden uzaklastirilmasina yonelik
uygunluklarim1  basariyla gostermektedir. Bu bitkiler arasinda Arales takiminin
Lemnaceae familyasindan Lemna trisulca (su mercimegi) siradan tiirler i¢in toksik
konsantrasyonlardaki kirleticileri ¢ikarma, biriktirme veya parcalama; hizli biiylime ve
yiiksek biyokiitle verimine sahip olma gibi 6zelliklerinden dolay1 ¢aligmalar i¢in tercih

edilmektedir (Polechonska ve ark., 2022).


https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/antioxidant-enzyme
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/antioxidant-enzyme
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/antioxidant-enzyme
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/metal-toxicity

2. KAYNAK ARASTIRMASI

Su bitkileri, su ortaminin birincil {ireticileri ve besin zincirinin ilk halkasidirlar.
Su mercimekleri tath suda yasarlar. Bitkiler suyun yiizeyinde yer alirlar. Bu bitkiler su
ylizeyini Ortii gibi kaplarlar ve tatl sularda yaygin olarak bulunurlar. Su mercimekleri,
uzunluklari 1 ila 5 mm arasinda degisen (Lemna trisulca 6 ila 10 mm boyuta ulasir) en
minyatiir otsu bitkilerden bazilaridir. Tek ayirt edilebilir organlan kiigiilmiis ¢icekler ve
kokler olan, tallus bitkilerinin organizasyonuna basitlestirilmis bir gdvdeye sahip
bitkilerdir. Su ylizeyinde serbestce yiizen, hayatta kalma organelleri tamamen suya batmis
ve elverigsiz mevsimlerde dibe ¢oken hidrofitler olarak siniflandirilirlar. Lemnoideae alt
familyasinin tiirlerini barindiran su mercimekleri, ¢igekli bitkilerin arasindaki en kiigiik
ve en basit gruptur. Su mercimegi: Monokotiledon sinifi, Arecidae alt sinifi, Arales
takimi, Araceae familyasi icinde bir alt familyadir. Lemnoideae alt familyasinin
Landoltia, Wolffiella, Spirodela, Wolffia ve Lemna, olmak {izere 5 cinsinde simdiye kadar
tespit edilmis 37 tiirii vardir. Ulkemizde de birgok sulak alanda bulmak miimkiindiir.
Ulkemiz bu alt familyanin 2 cinsini ve 5 tiiriinii bulundurur. Monokotiledon C3 bitki
grubunda yer alan su mercimegi, temel bitki fonksiyonlarinin saptanmasinda model bitki
olarak kullanilabilir. Su mercimegi ince yapraklara bagl basit kok yapilarina sahiptir.
Bitki iizerinde yaprak gibi hareket eden, %92-94 su iceren ve yasam dongiisii boyunca
cogalan yapraklara sahiptir. Tek evcikli bitkilerdir, nadiren iki evcikli yapilarda
bulunurlar. Periantsiz tek cinsiyetli ¢igekler bulundurur. Cigek yapilar bir kilifla ¢evrili
iki erkek ve bir disi ¢igcekten olusur. Su mercimegi uygun ¢evre kosullari altinda eseysiz
olarak da hizla ¢ogalir. Vejetatif {ireme tomurcuklanma ile gergeklesir. Ilkbahar ve yaz
aylarinda yapraklarimi tomurcuklandirarak vejetatif olarak cogalir, kisin sicakliklar
diistiigiinde veya sonbaharda besin sikintist yasandiginda ise uyku evresi olan turionlar
olusur (Coskun ve ark., 2018). Bu bitkiler sorun yaratabilecek mineralleri absorbe eder
ve atik sularin arindirilmasini saglar. Bazi1 Lemna tiirleri, agir metaller ve metaloidler gibi
cesitli kirleticileri sudan arindirma potansiyelleri nedeniyle su ortamlarinda 6nemli bir
konuma sahiptir. Ayrica su mercimeginin agir metalleri biriktirebilme 6zelligi
fitoremediasyon bakimindan Onemlidir. Su mercimegi hizli biiylime oranma sahip
bitkilerdir. Biiyiime hizlar1 diger damarl: bitkilerin iki katidir. Iki katina ulasma siireleri

48-96 saattir.



Su mercimegi, karbonhidrat ve protein igeren yiiksek biyokiitle potansiyeline
sahip bir bitkidir. Su mercimegini kiimes canlilari, baliklar ve diger canlilar gida olarak
kullanir. Protein igerigi yoniinden soya bitkisinden sonraki ikinci bitki tiirtidiir. Baz1 su
mercimegi tiirleri insan tiiketimi i¢in de kullanilmaktadir. Su mercimegi, doymus yag
asidi, tekli/coklu doymamis yag asidi icerigi yoniinden de insan beslenmesinde besin
degerini artirabilir. Su mercimeginin diger enerji bitkilerine kiyasla daha yiiksek
verimlilige sahip oldugu goriilmiistiir. Su mercimegi 6rnekleri de yiiksek miktarda nigasta
igerir. Son c¢aligmalar su mercimeginin biyoetanol iiretiminde 6nemli bir iiriin oldugunu
ve yliksek miktarda nisasta icerdigi i¢in alternatif bir kaynak olabilecegini gostermistir.
Su mercimeginin biyokiitlesi yiiksek oranda fermente seker bulundurdugu icin biyoyakit
tiretiminde 6nemli yerdedir. Bu bitkilerin kullanilmasi biyoetanol tiretiminde maliyetleri

diisiirebilir (Coskun ve ark., 2018).

Lemna trisulca'nin fazla bulunmasinin nedenleri ekolojik esneklikleri, kisa yasam
dongiileri ve hizli tiremeleridir. Ayrica, dogal rakiplerinin olmamas1 ve gelisimleri i¢in
elverisli iklim kosullar1 ve yayilmalariin basitligidir. Giir ¢igeklenmeleri, su yiizeyinin
%100'line kadarimi kaplayan kalin bir yesil matin gelismesine neden olabilir, 15181n su
derinliklerine erisimini keser ve genellikle su altindaki bitkilerin geri ¢ekilmesine neden
olur. Bir¢ok calismada su mercimegi biyokiitlesindeki se¢ilmis elementleri baglayarak su
kiitlelerini aritma potansiyelini dogrulamaktadir. Su mercimekleri hizli biiyiidiikleri ve
kiiltiirde tutulmalar1 kolay olduklar icin fizyolojik ve eko-toksikoloji c¢aligmalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Rozman ve ark., 2022). Bu nedenlerden dolay1 tez

calismamizda bitki materyali olarak Lemna trisulca segilmistir.

Sekil 4.1. Lemna trisulca nin genel gériiniimii



2.1. Agir Metaller

Agir metaller, islenebilirlik, iletkenlik, katyon kararlilig1 ve ligand 6zgiilligii gibi
metalik 6zellikler gosteren elementlerdir. Nispeten yiiksek yogunluk ve 20'den biiyiik bir
atom numarasina sahip yiiksek bagil atom agirligi ile karakterize edilirler. Co, Cu, Fe,
Mn, Mo, Ni, V ve Zn gibi baz1 agir metaller organizmalar tarafindan ¢ok az miktarda
gereklidir. Ancak bu elementlerin agir1 miktarlar1 organizmalar i¢in zararl hale gelebilir.
Pb, Cd, Hg ve As (bir metaloit ancak genellikle agir metal olarak anilir) gibi diger agir
metaller organizmalar tizerinde herhangi bir yararl etkiye sahip degildir ve bu nedenle
bitkiler ve hayvanlar i¢in ¢ok zararli olduklari i¢in "ana tehditler" olarak kabul edilirler.
Metaller, ayr1 varliklar olarak veya diger toprak bilesenleriyle kombinasyon halinde
bulunur. Bu bilesenler, inorganik katilarin yiizeylerine tutunmus degistirilebilir iyonlar,
degistirilemeyen iyonlar, karbonatlar ve fosfatlar gibi ¢dziinmeyen inorganik metal
bilesikleri, toprak cozeltisindeki ¢oziinlir metal bilesigi veya serbest metal iyonlari,
organik malzemelerin metal kompleksi ve silikat minerallerine bagli metalleri icerebilir.
Silikat minerallerine bagli metaller, arka plan toprak metal konsantrasyonunu temsil eder
ve ayri varliklar olarak var olan veya diger 4 bilesende yiiksek konsantrasyonda bulunan
metallerle karsilastirildiginda kirlenme/kirlilik sorunlarina neden olmazlar (Chibuike ve
Obiora, 2014).

Tarim topraklarinda agir metal kirliliginin giderek yayginlasmasi1 hem ¢evre hem
de insan saglig1 icin 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Endiistriyel emisyonlar ve
uygunsuz atik bertarafi gibi antropojenik faaliyetler, bitkiler tarafindan emilebilen ve
sonrasinda besin zincirine girebilen agir metallerin toprakta birikmesine yol agmustir.
Bitkilerin agir metalleri tolere etme veya biriktirme mekanizmalarimi anlamak,
stirdiiriilebilir tarimsal uygulamalart gelistirmek icin ¢ok 6nemlidir. Bitkiler agir metal
stresine, oksidatif strese ve hiicresel hasara neden olabilen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tretimi de dahil olmak tizere cesitli fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalar yoluyla
yanit verir. Agir metal toleransi ile iligkili molekiiler belirtegleri belirlemek, direngli
cesitler gelistirmeyi amaglayan 1slah programlari i¢in 6nemlidir (Mesci ve Catal, 2025).

Tarimsal bir bakis agisindan agir metaller iki ayr1 gruba ayrilabilir. Arsenik (As),
kadmiyum (Cd), kursun (Pb) ve civa (Hg) gibi elementler bitkiler i¢in ne elzemdir ne de
enzim kofaktorleri olarak gereklidir. Bu toksik agir metallerin diisiik esik degerleri vardir
ve toksik agir metaller olarak kabul edilirler. Ote yandan ¢inko (Zn), molibden (Mo), bor
(B), nikel (Ni), demir (Fe) ve bakir (Cu) gibi elementler, bitkiler tarafindan optimum



fizyolojik isleyis ve biiyiime i¢in az miktarda gereklidir. Ancak bu elementler 6ngoriilen
dozlarin1 astiklarinda toksik hale gelirler. Agir metaller, jeolojik siirecler veya tarimsal
uygulamalar, madencilik ve eritme gibi insan faaliyetleri yoluyla ekilebilir topraklar
araciligiyla insan besin zincirine girebilir (Moulick ve ark., 2024).

Arastirmalar, agir metal maruziyetinin bitkilerde oksidatif strese neden oldugunu
ve bunun da reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna yol ac¢tigini1 géstermistir. APX
ve CAT gibi antioksidan genlerin ifadesi, arsenik ve kursun gibi agir metallere yanit
olarak 6nemli 6l¢iide artis gostererek diizenlenir (Mesci ve Catal, 2025).

Arsenik (As) dogal olarak diinyanin kabugunda bulunur ve insan faaliyetleri
yoluyla ¢evreye dagilabilir. Arsenik, metal ve ametal arasinda bir metaloiddir ve farkl
kimyasal formlara sahiptir. Dogada hem organik hem de inorganik olarak birbirinden
farkli arsenat, arsenit, arsenik ve arsin olarak dort oksidasyon formuna sahiptir. Dogada
genellikle arsenit ve arsenat inorganik form olarak ve metillenmis tiirevi olan
monometilarsenik asit (MMA) ve dimetilarsinik asit (DMA) organik formlaridir. Esas
olarak As'nin bitki biliylimesini ve Tlretkenligi etkileyen fizyolojik ve morfolojik
bozukluklara neden olan c¢esitli metabolik siiregleri engelledigi boylece kok
biiylimesinin inhibisyonuna ve hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir. Ayrica As,
bitkinin fizyolojik ve metabolik diizeyinde etkileri olan oksidatif stres durumu yaratir
(Castillo, 2022).

Arsenik formlar1 biyotik ve abiyotik siireclerle birbirine doniistiiriilebilir. Arsenat
ve arsenit, dogal ¢evrede karsilasilan iki ana inorganik arsenik formu olarak kabul edilir.
Kotii yonetildiginde, arsenik ile kirlenmis ortamlardaki tarimsal uygulamalar insan
sagligi icin onemli bir tehdit olusturabilir. Igme suyunun arsenikle kirlenmesi, Asya'nin
belirli bolgelerinde milyonlarca insanda zararli saglik etkilerine neden olmaktadir.
Arsenik toksisitesi, 21. yiizyilda dnemli zorluklar ortaya ¢ikaran kiiresel bir saglik ve
cevre krizidir. Giiglii bir kanserojen olan arsenik, cesitli insan organlarinda kansere neden
olur ve bitkileri ciddi sekilde etkileyerek ekosistemleri ve besin zincirlerini bozar.
Cevrede kalicilig1 ve triinler aracilifiyla topraktan insanlara kolayca aktarilmasi halk
sagligin1 daha da tehlikeye atar. Arsenik kaynakli fitotoksisiteyi yonetmek ve bitkilerde
biyolojik birikimini azaltmak i¢in kullanilan geleneksel yontemler, yiiksek maliyetler,
verimsizlik ve eksik uzaklastirma gibi sinirlamalarla karsi karsiyadir (Karimi ve ark.,
2025).

Bitkilerde arsenik alimi, oncelikle arsenigin bitkinin sitoplazmasina hareketini

kolaylastiran belirli hiicre zar1 tasiyicilarina baglhidir. Arsenik aliminda rol oynayan
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tastyicilar, temel besin emiliminden sorumlu olanlara benzeyen genler tarafindan kodlanir
ve bu da yanlslikla arsenik alimina yol agar. Onceki mekanizmalardan gectikten sonra,
birincil kok hiicreleri hala yiliksek oranda arsenik igerdiginde, bitkiler cesitli tipte
tastyicilar kullanarak arsenigin koklerden ksilem ve floem yoluyla siirgiin dokularina
hareketini kolaylastirabilir; bu isleme uzun mesafeli translokasyon denir. Dahasi, bitkiler
arsenigi farkl tiirlere de doniistiirebilir ve daha sonra vakuol-membran tastyicilarinin
yardimiyla vakuollerde depolayabilir; bu mekanizmaya kisa mesafeli translokasyon
denir. Uzun ve kisa translokasyon mekanizmalar1 taninmasina ragmen, her iki tasima
mekanizmasindaki kritik adimlar hala belirsizligini korumaktadir.(Rodriguez, 2024)
Arsenik, bitkilerin iyonik homeostazini ve fotosentetik verimliligini olumsuz etkiler.
Klorofil igerigini azaltir; fotosistem I, fotosistem II, 151k toplayan kompleks II'ye zarar
verir ve Kalvin dongiisiiniin temel enzimlerinin etkinligini azaltir. Bitkiler ayrica reaktif
oksijen tiirlerinin ve reaktif nitrojen tiirlerinin birikmesiyle ortaya ¢ikan nitro-oksidatif
stres de yasarlar. Arsenik kaynakli oksidatif stresin bir sonucu olarak, membran
bozulmasi, elektrolit sizintis1 ve lipid peroksidasyonu meydana gelir ve bu da fotosentetik
pigmentlerin yapisin1 ve islevini 6nemli Olclide etkiler. Membran hasari, bitkilerin
besinleri emme yetenegini etkiler ve bitki igindeki translokasyon stoma iletkenligini ve
terlemeyi bozar. Arsenik nihayetinde biiylimeyi kisitlar ve bunun sonucunda biyokiitle
azalir, kokler kisalir ve boy kisalir. Ayrica kloroz, kuru yapraklar, azalmig iireme
kapasitesi ve verim, kok bozulmasi ve genel olarak iiretkenlikte diisiise neden olur (Zaidi,
2024).

Kursun (Pb), mavimsi giimiis renkli metalik bir elementtir. Kursun, yerytiziinde
bol miktarda bulunan, kullanish ve olduk¢a yaygin olan en eski elementlerden biridir. Saf
kursun ¢ok nadirdir. Genellikle oksitler, siilfiirler, asetatlar, kloratlar ve klorit
formlarinda, diger cevherler ve minerallerle karisik olarak bulunur. Kursun metalinin
cevreye salinmasi insan faaliyetleri sonucunda gerceklesir. Kursunlu benzin, akiiler,
boyalar, pestisitler, mineral atiklar, fosil yakitlar, elektronik atiklar kursun kirliligine
neden olmaktadir. Kursun elementi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile toksik etkiye sahip
olabilir. Kursun elementi toksik miktarlara ulagtiginda bitkileri anatomik ve fizyolojik
olarak olumsuz etkiler. Asir1 kursun bitkinin kok gelisimini azaltir, topraktan su ve
mineral alimini engeller. Kursunun bitkiler {izerindeki etkilerini arastirmak i¢in birgok
calisma yapilmstir.

Kursun uygulanan bitkilerde enzim aktivitesi bozulur, ¢imlenme, klorofilin

sentezi ve fide gelisimine ait slire¢ler de enzimler nedeniyle aksar (Ortakgi, 2020).
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Kursunun topraktan yer iistii dokulara taginmasi kokler tarafindan emilimle baglar. Kokler
tarafindan kursun iyonlarinin alinmasi, adsorpsiyon kapasitesi, organik igerik, redoks
potansiyeli ve pH gibi toprak faktorlerinden etkilenen karmasik bir siirectir. Kok sistemi
tarafindan emildikten sonra kursun, ¢ogu kursun iyonunun hiicreler arasi bosluga
birakildigi simplastik yolu takip ederek ksilemden geger. Bu hiicreler arasi kursun
birikintileri daha sonra Ca* iyon kanallar1 araciligiyla hiicre i¢inde hareket eder. Kursun
hiicre i¢i ortama ulastiginda, agir metal tepkilerinde gorev alan mitogenle aktive olan
protein kinazlar aktive olur ve strese yanit veren transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuyla sonuglanan bir sinyalleme kaskadi baslatir. Agir metallerin fitotoksik
etkileri, reseptorler agir metal stresi tarafindan aktive edildiginde reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretebilir. Siiperoksit dismutaz, tioredoksin, glutatyon S-transferaz ve peroksidaz
gibi antioksidan enzimler ve askorbik asit, glutatyon ve a-tokoferol gibi antioksidan

molekiiller ROS'u toksik olmayan {iriinlere doniistiiriir (Ahmed ve ark., 2023).
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Sekil 4.2. Agir metal toksisitesine bagli ROS olusumunun doért yolu (Ghori ve ark., 2019)
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Sekil 4.3. Kursunun topraktan bitki sistemine alinma mekanizmasi (Collin ve ark., 2022)

2.2. Bitkilerde Stres

Diinya u¢ noktalarla kars1 karsiya oldugundan biyotik, abiyotik ve iklim
degisikligi zorluklar1 ¢ok yaygin hale gelmekte ve bitkilerin normal biiylimesinde ve
isleyisinde engellere neden olmaktadir. Bu kosullar bitki sagligini1 bozarak kloroz, nekroz,
yaprak solmasi, bodur boy, fotosentetik pigmentlerin kaybi, engellenmis kok ve siirgiin
gelisimi ve erken yaslanma gibi semptomlara yol agmaktadir. Bitkiler, hayvanlarin
aksine, kagamayan ve dolayisiyla yasam alanlarindaki farkli stres faktorlerine maruz
kalan hareketsiz canlilardir. Hayvanlarin aksine, bitkilerin ¢esitli biyotik ve abiyotik
kosullarin bozucu etkilerine kars1 kendilerini koruyacak karmasik bir bagisiklik sistemleri
yoktur; bunun yerine, savunma mekanizmalari olarak islev goren cesitli stres kosullarina
uyum saglamak i¢in ¢esitli basa c¢ikma yontemleri gelistirmislerdir. Bitkiler, yasam
alanlarinda kendilerini korumak i¢in farkli fitohormonlardan olusan bir ag kullanir ve
olumsuz kosullarda uyum saglama ve hayatta kalma yeteneklerini garanti eder. Biyotik
stres faktorlerinin istilasi, bitki bagisikligin1 zayiflatarak bitki hastaliklarin gelismesine
yol agar, sonugta iiriin veriminin azalmasina, hasat dncesi kayba ve hasat sonras1 neden
olur. Bu biyotik stresler patojenler, yabani otlar ve ot¢ul beslenen canlilardir
(Chakraborty ve ark., 2025). Abiyotik stresler, bitki biiytimesini ve gelisimini olumsuz
yonde etkileyen Oonemli bir faktordiir. Bu stresler, bitkilerde morfolojik, fizyolojik,

biyokimyasal ve molekiiler degisikliklere yol acan bir dizi zararl etkiye neden olur.



Bitkiler abiyotik streslere maruz kaldiginda, savunma mekanizmalari, esas olarak stresle
iligkili hormonlar, 6rnegin absisik asit (ABA), reaktif oksijen tiirleri (ROS), poliaminler
ve fitokromlar olmak {izere sinyal molekiillerini i¢ceren karmasik bir diizenleyici ag iginde
diizenlenir. Bu abiyotik stresler kuraklik, tuzluluk, agir metaller, sicaklik degisimleri,
ultraviyole radyasyon, ozon stresidir (Pinski ve ark., 2025).

Bitkiler tarafindan alinabilen agir metaller, toprak ¢ozeltisinde ¢oziiniir bilesenler
olarak bulunan veya kok salgilar tarafindan kolayca ¢ozlinenlerdir. Bitkiler bliyiimeleri
ve bakimlari i¢in belirli agir metallere ihtiya¢ duysa da bu metallerin asir1 miktarlar
bitkiler i¢in toksik hale gelebilir. Bitkilerin temel metalleri biriktirme yetenegi, diger
temel olmayan metalleri de edinmelerini saglar. Metaller pargalanamadigindan, bitki
icindeki konsantrasyonlar optimum seviyeleri astiginda, bitkiyi hem dogrudan hem de
dolayli olarak olumsuz etkilerler.

Yiiksek metal konsantrasyonunun neden oldugu dogrudan toksik etkilerden
bazilari, sitoplazmik enzimlerin inhibisyonu ve oksidatif stres nedeniyle hiicre yapilarina
verilen zarardir. Dolayli toksik etkiye bir 6rnek, bitkilerin katyon degisim bolgelerindeki
temel besin maddelerinin  degistirilmesidir. Ayrica, agir metallerin toprak
mikroorganizmalarinin biiyiimesi ve aktiviteleri iizerindeki olumsuz etkisi, bitkilerin
biiyiimesini dolayli olarak da etkileyebilir. Ornegin, yiiksek metal konsantrasyonu
nedeniyle yararli toprak mikroorganizmalarinin sayisindaki azalma, organik madde
ayrismasinda azalmaya ve bunun sonucunda toprak besin maddelerinde diisiise yol
acabilir. Bitki metabolizmasi i¢in yararli enzim aktiviteleri de agir metalin toprak
mikroorganizmalarinin aktivitelerine miidahalesi nedeniyle engellenebilir. Bu toksik
etkiler (hem dogrudan hem de dolayli) bitki biiyiimesinde diislise yol acar ve bu da bazen
bitkinin 6liimiiyle sonuclanir. Agir metal toksisitesinin bitki biiylimesi lizerindeki etkisi,
stirecte yer alan belirli agir metale gore degisir. Bitki biiylimesinde herhangi bir yararli
rol oynamayan Pb, Cd, Hg ve As gibi metaller i¢in, biiyiime ortaminda bu metallerin ¢ok
diisiik konsantrasyonlarinda bile olumsuz etkiler kaydedilmistir (Chibuike ve Obiora,

2014).
2.3. Bitkilerde Stres Yanitlar
Mitokondrideki solunum reaksiyonlari ile oksijen kullanilir, ATP iiretilir ve bu

durum bitkide ve hayvanda benzerdir. Oksijen iiretme potansiyeli fotosentez ile

gerceklesir ve yliksek oksijen ile basa cikabilir. Bitkilerde, oksijen konsantrasyonu yesil
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yapraklarda kokler gibi yesil olmayan boliimlere gore 2.5 kat daha yiiksektir. Bitkilerin
hem yesil hem de yesil olmayan kisimlarindaki oksijen seviyeleri, hayvan hiicrelerinde
tipik olarak bulunanlardan 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir. Ancak, abiyotik stres sirasinda,
bitki dokular1 genellikle oksijen bulunabilirliginde 6nemli degisiklikler yasar ve bu da
cevrelerinde oldukca hipoksik durumlara yol agar (Naik ve Naik, 2025).

2.3.1. Bitkilerdeki Reaktif Oksijen Tiirleri

Molekiiler oksijen (O>) bir elektron alarak spin sinirlayici niteligi yok olabilir. Bu
elektron, bitki hiicrelerinde ETC sirasinda veya NADPH oksidaz enzimiyle katalizlenen
reaksiyon ile hedefe ulastirilamayan elektrondur. Oksijen bir elektron aldiginda,
stiperoksit radikali veya siiperoksit anyon radikali (O2") meydana gelir.

Hidrojen peroksit, bitki hiicrelerinde fizyolojik islevleri olan en kararli ROS
tirlerindendir. Hidrojen peroksit, paylasilmamis elektronlari olmayan zayif asidik bir
bilesiktir. Bitki hiicrelerinde diger hidrojen peroksitin kaynaklar1 apoplasttaki NADPH
oksidazlar (NOX) ve peroksidazlardir (POX). Bitki hiicrelerde siiperoksit anyon
radikalinin olustugu bolgeler, hidrojen peroksit olusumunun kdkeni olarak kabul edilir.

Hidroksil radikali, oksidatif stres sirasinda lipid peroksidasyonundan ve niikleik
asitler ile proteinlerin oksidatif hasarindan en ¢ok sorumlu olan reaktif oksijen tiiriidiir.
Bu radikalin, programlanmig hiicre 6liimii ve oksidatif stres sinyali ile baglantili oldugu
rapor edilmistir. Bu radikal, bitkiler strese maruz birakildiktan sonra olusur ve kalsiyum
ve potasyum kanallarin1 aktive eder, kalsiyumun hiicreye girmesine ve potasyumun
¢ikisina neden olur.

Kloroplastlardaki PSII'nin reaksiyon merkezinin 15181 absorpsiyonu sonucu
oksijenin aktivasyonu, olduk¢a reaktif bir singlet oksijen radikalini olusturur. Singlet
oksijen, reaksiyon merkezindeki P-karoten ve flavonoidler yardimiyla detoksifiye
edilebilir. Bitkilerde, singlet oksijen iiretimi abiyotik stres kosullar altinda, 6zellikle de
foto-oksidatif stres altinda artabilir. Sonug olarak oksidatif hasar olusur ve programli

hiicre 6liimii baslar.
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2.4. Oksidatif stresle olusan hasara kars1 savunma mekanizmalari

Oksidatif stres, protein, niikleik asit ve lipidler gibi makromolekiiller tizerinde geri
dontistimlii/doniisiimsiiz degisikliklere neden olur. Bunlar arasinda en tehlikeli olanlardan
lipid oksidasyonu/peroksidasyonu bir takim reaksiyon sonucunda farkli radikallerin
olugsmasini uyarir. Lipid peroksidasyonu ii¢ asamali bir siirectir: baslama, yayilma ve
sonlanma. Lipid peroksidasyonunun baglama asamasi, hidroksil, alkoksil, peroksil
radikalleri ve peroksinitrit araciligiyla lipid molekiiliinden bir hidrojen atomunun
cikarilmasiyla baglatilmis olur. Bu reaksiyonda H>O ve siiperoksit radikalleri etkin
degildir. Metilen (-CH»-) grubundaki hidrojen atomu uzaklastirilir ve sonug olarak karbon
merkezli bir lipid radikali (-CH. - veya L.) olusur. Fosfolipitler radikallere ve
peroksidasyona karst duyarhidir. L. oksijeni aktive ederek lipid peroksil radikali (LOO")
olusturur. Bu radikal komsu yag asidinden bir hidrojen atomu alarak lipid hidroperoksit
(LOOH) ve diger bir lipid radikalini (L.) olusturur. Boylece yayilma siireci baglar. LOOH,
indirgenmis demir veya bakir gibi gecis metalleri ile indirgeyici boliinmeye ugrar.
Sonugta lipid alkoksil radikali (LO) olusturulabilir. Bu radikal olduk¢a reaktif bilesiktir.
Lipid peroksidasyonunun o6nemli mekanizmasi da PSII reaksiyon merkezinde cift
baglarin singlet oksijen ile dogrudan reaksiyonu sonucu LOOH olusumudur. Siddetli
lipid peroksidasyonu membranlarda hasara, secici gecirgenligin zayiflamasina,
organellerin pargalanmasina ve DNA, RNA ve proteinlerin islev kaybina neden olur.

Reaktif oksijen tiirleri proteinojenik amino asitleri oksitleyebilir. Proteinlerin
yapisindaki bu tiir degisiklikler, proteinlerce gergeklestirilen metabolik, yapisal,
diizenleyici ve tagima gorevlerinin bozulmasina neden olur. Protein oksidasyonu toksik
iirtinlerin olusumuna ve nihayetinde hiicre 6liimiine yol agabilir. 4-hidroksinonenal ve
malondialdehit gibi peroksidasyon {iriinleri, baz1 amino asitlerle reaksiyona girer ve bu
molekiilleri okside edebilir. Proteinlerde oksidasyonun neden oldugu hasarin ¢ogunun
geri dondiiriilemez oldugu diisiiniilmektedir. Kiikiirt iceren amino asitlerin oksidasyonu
diizenleyici bir role sahiptir. Sisteinin ROS ile reaksiyonunun geri doniisiimliidiir ve bu
amino asidin tamamen oksitlenmemis olmasiyla ilgilidir. Proteinlerin yapisindaki farkli
amino asitlerin oksidasyonu da farkli islevsel sonuglar dogurur. Bazi durumlarda
metiyonin, proteinin yapisindaki diger amino asitlerin oksidasyonunu onleyebilir.

Sisteinin oksidasyonu ¢ok dnemli diizenleyici sonuglara neden olur.
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Karbonilasyonun ger¢eklesmesi i¢in metiyonin ve sistein iizerindeki
oksidasyonundan daha fazla enerji gerektirir. Ayrica karbonilasyon fazla sayida amino
asidi etkiler ve proteinlerin yapisi1 ve fonksiyonu iizerinde olumsuz etkiler olusturur.

Karbonilasyon genellikle reaktif ketonlarin ve aldehitlerin olusumuyla
sonuglanir. Lizin, arginin, prolin ve treonin yan zincirlerinde olusan oksidasyonlar
birincil protein karbonilasyon reaksiyonlar1 olarak rapor edilir. Ikincil protein
karbonilasyon reaksiyonlar1 lipid peroksidasyonu sirasinda olusan aldehitlerin
eklenmesiyle ortaya ¢ikar. Protein yapisinda, molekiiller arasi kovalent capraz
baglanmasinda veya protein yikiminda dnemli sonuglara neden olur. Bu degisiklikler
proteinlerin fizyolojik ve enzimatik aktivitelerini engeller. Bir¢ok stres faktorii bitkilerde
protein karbonilasyonuna yol agar.

Karbonhidratlar bitkilerde en fazla bulunan bilesiklerdir. Karbonhidratlarin
oksidasyonu bitkiler i¢in tehlikelidir. Hidroksil radikallerinin ksiloglukanlar ve pektinler
ile enzimatik olmayan bir sekilde reaksiyona girer, onlar1 ayristirir ve membran
yumusamasina neden olur. Bu durum bitkilerde hiicre biiylimesi ve meyve olgunlagsmasi
icin 6nemlidir. Bununla birlikte, stres kosullar1 altinda ve katalitik bakir ya da demir
aktiviteleri arttiginda, olumsuz fizyolojik sonuglar olusabilir.

DNA hasari, canli tohum zararindan ve zirai agidan énemli bitkilerin 6liimiinden
sorumlu tutulabilir. Bu hasarlar {i¢ grupta incelenir: yanls baz eslesmeleri, ¢ift sarmal
kirilmalar1 ve bazlardaki kimyasal degisiklikler. Hidroksil radikalleri, niikleotid bazlarina
cift bag ekleyerek ve hem 2-deoksiribozun her bir C-H bagindan ve timin metil grubundan
bir hidrojen atomu ¢ikararak niikleik asitlerde hasara neden olur. Bitkiler DNA hasarinin
onarilmasini saglayan sistem ile molekiiliin hasarli kisminin dogrudan onarimi ya da baz
ve niikleotid degisimi saglanir. Sitozol ve organellerdeki antioksidan savunmalar da bu
korumada 6nemli bir rol oynar (Dogru, 2020).

Bitkilerin arsenik ve kursun stresi altinda asir1 reaktif oksijen tilirleri (ROS)
iiretmeye tesvik edilmesi miimkiindiir, 6zellikle H>O», O> " ve hidroksil serbest radikali
('OH). Aslinda, ROS biyolojik homeostazi korumak ve hiicre sinyallemesini
kolaylastirmak i¢in gereklidir ve bitkilerde iiretimi ve temizlenmesi normal kosullar
altinda titizlikle dengelenir. Aerobik metabolizmadaki 6nemli rollerine ragmen, ROS
seviyeleri dengenin bozulmasi nedeniyle arsenik ve kursun stresi altinda yine de asir1 hale
gelebilir. Bir kez yukari diizenlenen ROS bitki hiicrelerinin antioksidan tepkisini
astiginda, protein deformasyonu, DNA hasar1 ve membran lipid peroksidasyonu gibi

oksidatif hasar ortaya c¢ikacak ve sonugta hiicre Oliimiine neden olacak ve bitki
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biiylimesini engelleyerek bitki verimini azaltacaktir (Xie ve ark., 2025). Normalde, ROS
bir bitkinin metabolik siireci tarafindan iiretilir ve bitki metabolik yolunu aktive etme
islevi goriir. Ancak ROS iiretimi, mitokondri, peroksizomlar ve kloroplastlar dahil olmak
lizere ¢esitli hiicre bolmelerinde c¢evresel stres sirasinda artar. Daha yiiksek ROS
konsantrasyonu bitkilerde oksidatif strese neden olur ve bu da oksidatif bozunma ve hiicre
zarlar1 (lipit peroksidasyonu) yoluyla niikleik asitler, proteinler ve lipitler gibi
makromolekiillere zarar verir. Bitkiler, asir1t ROS birikiminin olumsuz etkilerinden
korunmak i¢in giliclii ROS temizleme mekanizmalarina sahiptir. Olumsuz kosullarda
bozulan ¢esitli hiicresel metabolik yollar arasindaki dogru dengeyi korumak i¢in ROS,
birbirleriyle ve diger hiicresel antioksidan sistemleriyle etkilesime giren temel sinyal
molekiilleridir. Bu nedenle, ROS'un kendisi bitkiler iizerinde olumlu veya olumsuz bir
etkiye sahip olup olmadigin1 belirlemez; bunun yerine, hiicreler icindeki
konsantrasyonlar1 belirler (Naik ve Naik, 2025). Hem normal hem de stresli kosullar
altinda ROS, hiicre duvari, mitokondri, kloroplastlar, plazma zarlari, peroksizomlar ve
endoplazmik retikulum dahil olmak tizere bir dizi hiicresel yapida ortaya ¢ikabilir. Isik
varliginda peroksizomlar ve kloroplastlar ROS iiretiminin ana yerleridir; 151k yoklugunda
ise mitokondriler ana yerlerdir. Hiicre i¢i sinyalleme kaskadlarindaki habercilerden biri
olarak, stoma kapanmasi, gravitropizm, programlanmis hiicre 6liimii ve hem abiyotik
hem de biyotik stres varliginda ortaya ¢ikmasi dahil olmak iizere ¢ok sayida bitki tepkisi
ROS ile iligkilendirilmistir. ROS ayrica transkripsiyon faktorleri, protein fosfatazlar ve
protein kinazlar gibi birgok diger sinyalleme molekiiliiniin aktivitesini ve bu molekiillerin
birbirleriyle nasil etkilesime girdigini ve tepkiyle ortaya ¢ikan asagi akisi nasil kontrol
ettigini etkileyebilir. ROS'un olusumu ve uzaklastirilmasi arasindaki denge, ROS sinyal

havuzunun miktarini, giiclinii ve hacmini belirler (Molina-Moya ve ark., 2025).
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Sekil 4.4. ROS'un asir1 iiretiminin hiicresel makineyi etkileyen gesitli oksidatif hasarlara nasil yol agtigini

gostermektedir. Ayrica, ¢esitli ROS detoksifikasyon mekanizmalari da gosterilmektedir (Mishra ve ark.,

2023)

Fotosentez ve solunum sirasinda indirgeyici esdegerlerin veya elektronlarin
tiretimi veya iletimi her zaman kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar boyunca ROS
iiretimiyle sonuglanir. Elektron tagima zinciri (ETC) bilesenlerinin yetersiz performansi
nedeniyle, ROS {iretimi stresli durumlarda agirlagir. ROS, ¢evredeki biyotik ve abiyotik
degisikliklere yanit olarak sinyal yollariyla biitiinlesip bunlar1 baslatmanin yani sira,
organellerden fotosentetik ve metabolik ETC'lerin aktivitesi ve redoks durumu hakkinda
veri aktarabilir. '0,, 02" ve H,0, belirlenmis sinyal rollerine sahip ROS'lardir (Moulick
ve ark., 2024). Oksidorediiktazlarin, 6zellikle plazma membranindaki NADPH oksidazin
varligi, bitkilerde ROS olusumunun baslica kaynagidir. NADPH'den elektronu kabul eder
ve cesitli biyolojik siireglerin yani sira sinyal iletimi i¢in de sorumlu olan apoplastik
bolgedeki siiperoksit radikallerinin iiretimini uyarir. Elektronlarin NADPH'den O-'ye
transferi i¢cin gerekli temel enzimler, boylece siiperoksit radikalinin olusumunu ve
ardindan H»O»'ye dismutasyonunu uyarir. CDPK'lar NADPH oksidazlarin  yukari
akiginda yer aldigindan, agir metal stresini algilayarak fosforilasyonlarina neden olurlar.
Bu, daha sonra apoplastik siiperoksidin yiikselmesine ve asagi1 akis sinyalizasyonu i¢in
MAPK kaskadi aktivasyonuna yol acar. Bitkiler, ROS'u temizlemek i¢in hem enzimatik
hem de enzimatik olmayan bilesenleri iceren gelismis bir antioksidatif savunma sistemine
sahiptir. Kloroplastlar, mitokondriler ve peroksizomlar gibi bitki hiicrelerindeki farkli
organeller, farkli ROS fireten ve temizleyen sistemlere sahiptir. Farkli hiicresel
bolmelerin ROS temizleme siiregleri koordinelidir. Potansiyel olarak zararli oksijen

metabolitleri normal ayarlarda diisiik bir seviyede iiretilir ve ROS {iretimi ile sondiirme
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arasinda optimum bir denge vardir. Bu sistemler birlikte hiicreleri oksidatif stresten korur.
Enzimatik olmayan antioksidanlar, ¢oklu doymamis lipit asil gruplariyla etkilesime
girmek icin hiicresel metabolik islevleri degistirerek calisir ve boylece zarlar1 stabilize
eder. Bu, fotosentez ve solunumdan iiretilen ROS'a karst koruma saglar ve diger
antioksidanlarla birlikte ¢alisir. Bunlar arasinda, lipit peroksidasyonu en fazla hasara
neden olur ve potansiyel olarak biyomembran bozulmasina yol agar. Zarlardaki ¢oklu
doymamis yag asidi par¢alanmasinin bir yan iiriinii olan malondialdehit, oksidatif stresin
bir gdstergesi olarak kullanilir. Ozellikle, bitkiler agir metal stresi sirasinda diisiik
molekiiler agirlikli tiyoller tireterek toksik metallerle giiclii bir baglanti kurar.

ROS, biyomolekiillerle reaksiyona girerek oksidatif hasara neden oldugundan
kloroplast fonksiyonlar1 icin elverigsizdir. Kloroplastlar, hasar1 dnlemek i¢cin ROS
temizleme sistemlerine sahiptir. ROS temizleme sistemlerine ek olarak, kloroplastlar,
uzun Omirlii redoks aktif bilesiklerin goriiniimiinii azaltan, uyarilma enerjisinin (NPQ)
fotokimyasal olmayan sondiiriilmesi, dongiisel elektron akisi ve plastid terminal oksidaz
(PTOX) aracili klororespirasyon gibi yollara sahiptir. Cevresel stres faktorleri (yiiksek
151k, element fazlaligi, yiiksek veya diisiik sicaklik) kloroplastlarda ROS iiretimini artirir
ve ROS temizleme ile ROS iiretimi arasindaki dengeyi degistirir. ROS iiretimi ve
temizleme arasindaki dengesizlikler, askorbat, glutatyon ve tiyol iceren bilesikler gibi
indirgenmis ve oksitlenmis antioksidan formlarinin seviyelerindeki bir degisiklik yoluyla
hiicrenin redoks durumunda degisikliklere neden olur. Antioksidanlarin redoks
seviyelerindeki degisiklikler, antioksidanlarin gen ifadesinde degisikliklere neden olan
ROS isleme ve sinyal aracilar1 olarak hareket ettigi reaksiyonlar tetikler. Ozellikle,
Mehler reaksiyonunda ROS olusumu, askorbat ve indirgenmis glutatyona (GSH) bagl
151k sinyalini baglatir (Mansoor ve ark., 2023).
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Sekil 4.5. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar (Mansoor ve ark., 2023)

Bitkiler, antioksidan iiretimi ve stres tepkisi yollarinin aktivasyonu da dahil olmak
tizere oksidatif stresle basa ¢ikmak icin cesitli mekanizmalar gelistirmistir. WRKY ve
NAC dahil olmak iizere gesitli transkripsiyon faktorleri, ROS sinyallemesinin ve stres
tepkisi yollarinin temel diizenleyicileri olarak tanimlanmistir. Calismalar ayrica, DNA
metilasyonu ve histon asetilasyonu gibi epigenetik modifikasyonlarin strese duyarl
genlerin ifadesini diizenleyebilecegini ve bitki stres toleransini artirabilecegini
gostermistir. Bitkiler, fazla ROS'u temizlemelerine yardimci olan ve boylece ROS
homeostazinda onemli bir rol oynayan c¢esitli enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlarla donatilmistir. Bitkilerdeki antioksidan enzimler arasinda siiperoksit
dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GPX), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR),
glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon S-transferaz (GST) bulunur. Enzimatik olmayan
antioksidanlar arasinda glutatyon, askorbat, tokoferoller, karotenoidler ve flavonoidler
bulunur. Alternatif olarak, elektronlarin oksijene sizmasini 6nleyebilen alternatif oksidaz

(AOX) enzimlerinin manipiilasyonu yoluyla asir1 ROS iiretimi 6nlenebilir.
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2.5. Bitkilerde enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar, askorbik asit ve glutatyon gibi suda ¢6ziiniir
antioksidanlar ve tokoferoller ve B-karotenler gibi lipofilik antioksidanlar olarak daha
fazla kategorize edilen diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerden olusur. Askorbik asit,
tizerinde en c¢ok calisilan antioksidanlardan biridir ve c¢ogu bitki hiicre tipinde,
organelinde ve apoplastinda bulunur. Mitokondri, askorbat (AsA) sentezi i¢in birincil
bolgedir ve askorbat, proton-elektrokimyasal gradyanlar veya kolaylastirilmis diflizyon
yoluyla diger hiicresel bolmelere tasinir. AsA'nin serbest radikalleri temizledigi ve
abiyotik stresin neden oldugu oksidatif hasar1 Onledigi ve bitkilerde biiyiime,
metabolizma ve farklilasmanin diizenlenmesinde rol oynadig1 bilinmektedir. Askorbat-
glutatyon (AsA-GSH) dongiisiinde, iki AsA molekiilii askorbat peroksidaz (APX)
tarafindan hidrojen peroksidi suya indirgemek icin kullanilir ve monodehidroaskorbat
(MDHA) (kisa dmiirlii bir radikal) tiretilir. MDHA ayrica dehidroaskorbata (DHA) ve
AsA'ya orantisiz bir sekilde doniisebilir. Ayrica, AsA dogrudan oksijenin serbest
radikallerini temizleyerek membran korumasi saglar ve tokoferol'li tokoferoksil
radikalinden yeniden iiretir. Tokoferoller, yiik transfer mekanizmasiyla singlet oksijeni
sondiirme konusunda benzersiz bir yetenege sahiptir. Dort izomerden (o, B, ¥ ve )
biyolojik olarak en aktif olani o izomeridir. Kloroplast zarlarinda en bol bulunan
antioksidanlardan biridir ve bitkileri foto-oksidatif hasara kars1 korudugu bilinmektedir.
Tokoferol konsantrasyonu kuraklik stresi ve yiiksek 1sik stresi altinda artar ve bitkileri
oksidatif hasara karsi korur. a-tokoferollerin, lipid oto-oksidasyonunda zincir yayilma
adimini1 6nledigi ve ¢esitli ROS ve lipid oksidasyon tiriinlerini etkili bir sekilde temizleyip
sondiirdiigli, membranlari stabilize ettigi ve sinyal iletimini diizenledigi bilinmektedir.

Bir tripeptit olan glutatyon, oncelikle indirgenmis formda (GSH) bulunur ve
konsantrasyonu diger organellere kiyasla kloroplastlarda (1-4 mM) en yiiksektir. AsA-
GSH dongiisii yoluyla bagka bir giiclii antioksidan olan askorbik asidi yenileme
yetenegine sahiptir. Karotenoidler ve tokoferoller gibi izoprenoidler, fotokorunmada ve
kadmiyum stresine yanitta onemli bir rol oynar. Karotenoidler, konjuge ¢ift bag yapisinin
varligi nedeniyle eslesmemis elektronlar1 delokalize etme yetenegine sahiptir.
Bozunmadan kaynaklanan singlet oksijenin sondiiriilmesinden sorumludurlar ve peroksi
(ROO-), hidroksil ("OH) ve siiperoksit radikalleri (O2) gibi serbest radikallerle kimyasal
olarak reaksiyona girdikleri bilinmektedir. Yaygin olarak bulunan bir diger antioksidan

olan polifenollerin serbest radikal temizleme aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir.
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Fenolik bilesikler peroksi radikalleriyle reaksiyona girerek oldukca kararli ve
tepkisiz olan fenoksi radikal ara tiriinleri olustururlar. Bunlar, serbest radikal zincirlerinin
sonlandiricilart ve redoks aktif metallerin selatlayicilari olarak islev gortrler.

Askorbik asit (AsA), kararlilig1 ve elektron verme yetenegi sayesinde reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) zararli etkilerine etkili bir sekilde karsi koyan giiglii bir
enzimatik olmayan antioksidandir. Fitohormonlarin sentezi ve alfa tokoferoliin
rejenerasyonu dahil olmak iizere c¢esitli biyolojik siireglerde 6nemli bir rol oynar.
Askorbik asit, hidroksil ve siliperoksit radikallerinin yani sira tokoferol radikallerini
notralize ederek detoksifikasyon saglar. Glutatyon (GSH), AsA-GSH dongiisiinde hayati
Ooneme sahiptir, ¢esitli serbest radikalleri temizler ve hiicresel redoks dengesini korur.
Diistik molekiiler agirlikli tiyoller arasinda glutatyon ve sistein ozellikle etkilidir.
Glutatyon, nikel ve kadmiyum gibi metallerin detoksifikasyonuna 6nemli dl¢iide katkida
bulunur ve metal baglayic1 6zelliklere sahip peptitler olan fitokelatin iiretimi i¢in bir
substrat gérevi gorr.

Flavonoidler ve polifenoller gibi ¢esitli fenolik bilesikler antioksidan
ozellikleriyle bilinir. Agir metal stresi, fenilalanin amonyak-liyaz yolu (PAL) ve tirozin
amonyak-liyaz (TAL) enzimlerinin aktivitesinde artisa ve fenolik bilesiklerin birikiminde
artisa neden olur. Bir biyostimiilan, bitki biiyiime diizenleyicisi ve antioksidan olan
melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), bitkinin agir metal stresine kars1 dayanikliligini
artirir. Bunu, redoks dengesini, besin seviyelerini, ozmotik dengeyi ve metabolik siirecleri
tyilestirerek basarir. Haricen uygulandiginda melatonin, koruyucu gen ifadesini artirarak
agir metal toksisitesine karsi koyar, bu da artan antioksidan etkilere ve metal baglama

ozelliklerine yol agar.(Mansoor ve ark., 2023)

2.6. Bitkilerde enzimatik antioksidanlar

2.6.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD bir metaloenzimdir ve bir bitki hiicresinin ROS toksisitesine Kkarsi
antioksidan savunma sisteminin en etkili bilesenlerinden biridir. SOD'lar bitki savunma
mekanizmasinin 6nemli bir bileseni olduklar1 i¢in abiyotik strese karsi ilk savunma
hattidir. Stres nedeniyle ROS ve reaksiyon {irlinleri artar ve Oz'nin bozulmas1 SOD'lar
tarafindan hidrojen peroksit (H>O>) ve oksijene (O2) katalize edilir. Tiim SOD'larin ¢esitli

ROS'lerin dogrudan veya dolayli metabolizmasi {izerindeki etkisi dogrulanmistir.


https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2023.1110622/full#B51
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2023.1110622/full#B51
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02" nin O, ve H,0,’ye déniisiimiinii katalizler. SOD, aktif bolgede metal kofaktorlerin
(Cu/Zn, Mn ve Fe) varligina gore ii¢ izoenzime ayrilir. Tiim oksijen metabolize eden
hiicreler ve tiim hiicre alti bolmelerin (kloroplastlar, mitokondriler, c¢ekirdekler,
peroksizomlar, sitoplazma ve apoplastlar gibi) SOD icerdigi varsayilir. Bitkilerdeki
lokalizasyonuna, yapisina ve islevlerine dayanarak, SOD ii¢ izoenzime siniflandirilabilir:

Cu/Zn-SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD.

PEROXISOME
CHLOROPLAST
CYTOSOL
Cu/Zn-SOD

Mn-SOD, Cu/Zn-SOD, Cu/Zn-SOD
Fe-SOD Mn-SOD Fe-SOD

MITOCHONDRIA

Mn-SOD
Cu/Zn-SOD
Fe-SOD

NUCLEUS
Cu/Zn-SOD

\ CELL WALL

Sekil 4.6. Bitki hiicresinde SOD Enzimlerinin Lokalizasyonu (Mishra ve ark., 2023)

Cu/Zn-SOD sitozolde, kloroplastlarda ve peroksizomlarda bulunmaktadir. Mn-
SOD oncelikle mitokondrilerde, ayrica peroksizomlarda ve apoplastlarda bulunur. Fe-
SOD oncelikle kloroplastlarda ve daha az oranda peroksizomlarda ve apoplastlarda
bulunur. Aktif bolgede (Ni-SOD) bulunan dordiincii bir SOD izoenzimi grubu olan Ni
(II/TIT) de kesfedilmistir. Bununla birlikte, tiim SOD izoformlar1 (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD,
Fe-SOD) niikleer kodludur ve gerektiginde NH» -terminal hedefleme dizileri araciligiyla
organel konumlarina taginir. Fe-SOD'lar homodimerik ve tetramerik formlarda bulunur.
KCN'ye direnclidirler ancak H2Os'ye direncgli degildirler. Benzer sekilde, Mn-SOD
homodimerik ve homotetrameriktir ve hem KCN'ye hem de H»O:'ye direnclidir, oysa
Cu/Zn-SOD her iki inhibitor tarafindan da aktive edilir. Ayrica, absisik asit gibi
hormonlar ve melatonin gibi ¢ok islevli sinyal molekiilleri, diger antioksidan enzimler

gibi gen ifadesi yoluyla SOD aktivitesini diizenler.



20

2.6.2. Askorbat peroksidaz (APX)

Askorbat peroksidaz, H>O, varliginda ¢ok c¢esitli organik bilesiklerin
oksidasyonunu katalize eden hem-iceren bir peroksidazdir. APX, yiiksek bitkilerde,
klorofitlerde, kirmizi alglerde ve protist aleminin {iyelerinde bulunur ve biiylime
diizenlemesinde Onemli bir rol oynar. Genomik ve cDNA APX dizileri ¢ok cesitli
bitkilerde kesfedilmistir ve APX'in bitkisel alanda bulundugunu gostermektedir. Bu
organizmalarda, kiicliik gen aileleri bu enzimi kodlar. APX'in farkli izoformlar1 hiicre
icindeki hiicre alt1 lokalizasyonuna gore kategorilere ayrilir. Membran bagli izoformlar
mikro cisimlerde (peroksizom ve glioksizom dahil) ve kloroplast tilakoidlerde
bulunurken, ¢6ziiniir izoformlar sitozolde, mitokondride ve kloroplast stromasinda
bulunur. Izoenzimin hiicre alt1 lokalizasyonu, proteinin N ve C-terminal bolgelerindeki
organel-spesifik hedefleme peptitlerinin ve transmembran alanlarimin varligiyla

belirlenir.

2.6.3. Katalaz (CAT)

Katalazlar, hidrojen peroksidi su ve oksijene doniistiiren tetramerik hem igeren
enzimlerdir ve ¢cogunlukla peroksisomlarda bulunur. Katalaz izoenzim formlari, hint yag:
bitkisinde iki ve Arabidopsis'te alti olmak {izere bir¢cok bitkide bulunur ve
H>0 »'yi dogrudan pargalayabilir veya metanol, etanol, formaldehit ve formik asit gibi
substratlar1 oksitleyebilir. Bitki katalazlari yapilarina gore ii¢ gruba ayrilir: sif 1
katalazlar fotosentez yapan dokularda bulunur ve fotorespirasyon ile iiretilen H2Oz'nin
uzaklastirilmasinda rol oynar; diger siif katalaz iletim dokularinda bulunur ve
lignifikasyonda rol oynar; son siif katalaz tohumlarda ve geng bitkilerde bulunur ve
aktiviteleri glioksilat dongiisiinde glioksizomlarda yag asidi bozulmasiyla iiretilen fazla
H>O'nin uzaklastirilmasiyla baglantilidir. Katalazlar, H>O»'yi dogrudan bozabilen ve
stres sirasinda ROS detoksifikasyonu i¢in gerekli olan birincil temizleyici enzimlerdir.
Bu ayrica stres sirasinda peroksizomlarin ¢ogalmasi ve muhtemelen sitozolden yayilan
H>O:>'nin temizlenmesine yardimci olmasiyla da ilgilidir. Artan katalaz aktivitesinin,
zararli H>O» seviyelerini diisiirerek doku metabolik hasarmin iistesinden gelmeye
yardimc olabilecek adaptif bir 6zellik oldugu diisiiniilmektedir. Bu organellerde, 200
mM NaCl konsantrasyonu katalaz aktivitesinde bir azalmaya neden olmustur. Pamuk

katalazinin sense cDNA'st ile transgenik tiitiinde artan katalitik aktivitenin


https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2023.1110622/full#B17
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2023.1110622/full#B17
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2023.1110622/full#B166
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2023.1110622/full#B166
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fotorespiratuvar kaybi azalttifi gosterilmistir, ancak antisens yapilar katalaz 6zgiil

aktivitesini azaltarak CO> telafi noktasinda orantili bir artisa neden olmustur.

2.6.4. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR), NADPH'yi indirgeyici olarak kullanarak glutatyon
disiilfiirtin (GSSG) indirgenmis siilfhidril formuna (GSH) indirgenmesini katalize etmeye
yardime1 olan bir flavoprotein oksidorediiktazdir. Olusan indirgenmis GSH daha sonra
monodehidroaskorbat (MDHA) ve dehidroaskorbik asit (DHA) kullanilarak askorbik
asidin (AsA) rejenerasyonu igin kullanilir ve boylece GSH, GSSG'ye doniistiiriiliir.
GR'nin, bitkinin maruz kaldig1 cesitli abiyotik stres kosullari tarafindan {iretilen reaktif
oksijen metabolitlerine kars1 bitki savunmasinda énemli bir rol oynadig1 gosterilmistir.
GR, glutatyon disiilfiirde bir disiilfiir bag1 olusumunu katalize ederek nispeten yiiksek bir
hiicresel GSH/GSSG oranin1 etkili bir sekilde korur. Bu enzim agirlikli olarak
kloroplastin  stromasinda yer alir, ancak izomerleri mitokondri, sitozol ve
peroksizomlarda da bulunabilir. Enzim, molekiiler kiitlesi 100 ila 150 kDa arasinda
degisen flavin adenin diniikleotidinin (FAD) bir homodimeridir. GSSG'nin baglandig1
FAD baglanma alan1 ile NADPH baglanma alani arasinda aktif bir bolge bulunur.
FAD'nin her bir monomerinde, sadece GSSG'nin alt birimler arasinda baglanmasina
yardimc1 olmakla kalmay1p ayni1 zamanda her bir alt birimin FAD bélgelerini zit katalitik
bolgeye yakinlastiran ek bir arayliz bolgesi vardir. Tiyollerin yoklugunda glutatyon
rediiktazin tetramerler olusturma egiliminde oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte,
olusan GSH, GR'nin homodimerik konfigiirasyonunda kalmasina yardime1 olur (Mishra
ve ark., 2023).

Glutatyon rediiktaz, gerekli substratin mevcudiyetine bagli olan redoks doniistim
reaksiyonlarima (GSSG'den GSH'ye ve GSH'den GSSG'ye) ugrar. GSH'ye indirgenen her
bir GSSG molii i¢in GR bir mol NADPH gerektirir. GR'nin katalitik mekanizmasinin iki
faz1 vardir. Birinci faz, flavin kisminin NADPH tarafindan indirgenmesini igerir. GR,
indirgeyici NADPH tarafindan saglanan 2 elektronu boler ve elektronlar: birer birer

GSSG'nin iki kiikirt atomuna verir.


https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2023.1110622/full#B166
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Ikinci faz, ortaya ¢ikan ditioliin GSSG ile reaksiyona girdigi ve enzimin aktif
bolgesinde 2 GSH'ye indirgendigi oksidasyonu igerir. Tam reaksiyon su sekilde
gosterilebilir:

GSSG+NADPH—2GSH+NADP+ (GR tarafindan)

GR, GSH/GSSG oranint diizenlemeye yardimci olur ve GSH'yi guaiakol
peroksidaz (GPX) ve dehidroaskorbat rediiktaza (DHAR) saglar. GPX, H>O ve GSSG
olusturmak i¢cin GSH'yi H>O ile birlestirerek suyun uzaklastirilmasina yardimci olurken,
DHAR, AA ve GSSG olusturmak i¢in GSH'yi kullanarak DHA'y1 azaltir.

H>0,+GSH—H>0+GSSG (GPX tarafindan)
DHA+GSH—AA+GSSG (DHAR tarafindan)

GR, Halliwell-Asada (AsA-GSH) yolunun son hiz sinirlayici adimimi katalize
eder ve bu nedenle bitkilerde ROS detoksifikasyonu ve abiyotik stres toleransi ile
baglantilidir. Hiicrelerin i¢indeki AsA ve GSH azaltilmis havuzlarinin korunmasi, ROS
temizleme yollar1 ve normal fizyolojik aktivitelerin gerceklestirilmesi i¢in hayati onem
tasir. GSSG'yi GSH'ye doniistiirerek GR, bu dengeyi korumaya yardimeci olur ve boylece
bitkilerde stres toleransi saglar. Ek olarak, artan GR aktivite seviyeleri NADP " /NADPH
oraninin artmasina yardimci olur. Bdylece, fotosentetik ETC'den elektronlar1 kabul etmek
i¢in NADP*'nin mevcudiyeti saglanir ve bdylece ROS tiirlerinin olusumu en aza indirilir.
Bu nedenle, GR'nin transgenik bitkilerde uygulanmasi, bitkide ROS kaynakli oksidatif

stresi biiylik dl¢ilide azaltabilir ve daha iyi bitki gelisimini saglayabilir.

DHAR

(Dehydroascorbate
reductase)

MDHAR

(Monodehydro-
ascorbate reductase)

SOD

(Superoxide Dismutase)

GPX
(Guaiacol peroxidase)

Sekil 47.Bitkide glutatyon askorbat dongiisiinde abiyotik stresin kontroliinii gdsteren diyagram (Mishra
ve ark., 2023)

NADP*
AA

GR

(Glutathione reductase)



23

2.6.5. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidazlar, H>O» ve sitotoksik hidroperoksitlerin alkollere
indirgenmesini  katalize eden c¢oklu izozim ailesidir. Bu nedenle, H>O:'nin
uzaklastirilmasina ek olarak, GPx'ler lipid {iriinlerini detoksifiye etmeye de hizmet eder.
Peroksidasyon ROS aktivitesi nedeniyle meydana gelir. Bitkilerde GPx'ler ii¢ tipte
smiflandirilir:  selenyum bagimli  GPx, selenyum bagimli olmayan fosfolipid
hidroperoksit GPx (PHGPX) ve GPx aktivitesi sergileyen glutatyon transferazlar (GST):
GPx ve GST enzimleri alt birimleri, aktif bolgedeki selenyumun baglanma yapis1 ve
katalitik mekanizmalar1 bakimindan farklilik gdsterir. GPx'in katalitik reaksiyonu igin
substrat, organik bir peroksit olan H>O, veya ROOH'dir. GPx peroksitleri suya (veya
alkole) ayirirken ayn1 zamanda GSH'y1 de okside eder. GPx, bir substrat olarak H>O: i¢in

katalaz ile rekabet eder ve diisiik seviyelerde oksidatif strese karsi ana koruma kaynagidir.

2.6.6. Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR)

Bir elektron vericisi olarak indirgenmis glutatyon (GSH) kullanarak
dehidroaskorbati (DHA) AsA'ya indirger. Hem simplast hem de apoplasttaki AsA havuzu
bliyiikliigliniin diizenlenmesi kritiktir, bdylece bitki hiicresinin redoks durumu ana
hatlariyla belirlenebilir. DHAR tohumlarda, koklerde ve yesil siirgiinlerde bol miktarda
bulunur. DHAR aktivitesi cesitli bitkilerin dokularinda da rapor edilmistir.

2.6.7. Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR)

MDHAR, indirgeyici ajan olarak NADPH kullanarak kisa Omiirli
Monodehidroaskorbattan (MDHA) doniistiirerek hiicresel AsA havuzunun nihai olarak
yenilenmesinden sorumludur. AsA'y1 yeniden olusturdugu icin APX ile peroksizomlara
ve mitokondriye lokalize olur. APX, H>Oz'yi temizler ve bu siiregte AsA'y1 okside eder.
MDHAR kloroplast, mitokondri, peroksizom, sitozol ve glioksizomlarda bulunur ve
cesitli  izozimlere sahipti. MDAR izoformlarinin kloroplastlarda, sitozolde,

peroksizomlarda ve mitokondride bulundugu bildirilmistir.
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2.6.8. Glualikol peroksidaz (GPX)

Hem normal metabolizma hem de stres sirasinda fazla H>O»'yi gideren 40-50 kDa
monomerlerden olusan hem igeren bir enzimdir. Lignin biyosentezinde hayati bir rol
oynar ve indol asetik asidi (IAA) pargalayarak ve ayrica H>O» kullanarak biyotik strese
kars1 savunma yapar. Elektron donérii olarak pyragallol gibi aromatik bilesikleri tercih
eder. GPX, hiicre duvarinda (sitozol, vakuol) aktif oldugu i¢cin H>O>'nin giderilmesinde

anahtar bir enzim olarak kabul edilir. (Dogru, 2020).

2.6.9. Peroksidaz (POX)

Peroksidazlar ~ polisakkaritlerin ~ baglanmasinda, indol-3-asetik asit
oksidasyonunda, ektensin  monomerlerinin  baglanmasinda,  lignifikasyonda,
yaralanmalarin onariminda, fenol oksidasyonunda, patojenlere kars1 korunmada ve hiicre
uzamasinin kontroliinde gorev almaktadirlar. Peroksidazlar oldukca katalitik olmalarina
ragmen, ¢ok az spesifiklige sahiptirler ve bir¢ok izoenzime sahiptirler. Bu o6zellikler,
peroksidazin bitkilerdeki islevini tam olarak belirlemeyi zorlastirir. Bu enzim bitki
gelisiminde ve ¢evreye adaptasyonda rol oynar.

POX, stres altinda ROS iiretimini azaltan 6nemli enzimlerden biridir. POX'lar,
hiicre duvarina bagl, zarla ¢evrili, ¢ozinlir bir formda yayillan monomerik

hemoproteinlerdir (Saddique ve ark., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/biotic-stress
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki materyali ve denemelerin kurulmasi

Tez calismamda bitki materyali olarak Lemna trisulca (su mercimegi)
kullanilmistir. Bu bitki 2023 yilinda Konya, Beysehir/Eflatunpinar civarinda bulunan
goletten Prof. Dr. Evren YILDIZTUGAY tarafindan toplanmistir. Tezin giris kisminda
da bahsettigimiz gibi ekolojik degeri ve toksik elementleri biriktirebilme 6zelliginden
dolay1 bu materyal seg¢ilmistir. Bitki 6rnekleri toplanirken numunelerin bazilar1 yaygin
herbaryum tekniklerine gore preslenerek kurutulmus ve tiiriin teshisi yiiksek lisansini
bitki sistematigi ve taksonomisi lizerine yapan Prof. Dr. Evren YILDIZTUGAY
tarafindan “Flora of Turkey and the East Aegan Islands™ adli eserin 8. cildi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Gerekli temizleme ve sterilizasyon islemlerinin ardindan yarim
kuvvet Hoagland igeren saksilarda kiiltiire alinmustir. Saksi igerisindeki hoagland
¢ozeltisi hava motoru ve hava taglar1 ile havalandirilmis olup bes gilinde bir ¢ozelti
yenilenmistir. Bitkiler biiylime ve gelisme siiresince %50 nem, 16 saat aydinlik ve 8 saat
karanlik fotoperiyotta, 24+1°C sicaklik ile 10000 Liix 11k yogunlugu olacak sekilde
iklimlendirme odasinda kontrollii kosullarda su kiiltiirii ortaminda yetistirilmigtir
(Yildiztugay ve ark., 2023). Bitkilerin biiyiitiilecegi iklimlendirme odasinin gerekli 1s1,
nem, 151k, havalandirma ve sterilizasyon kontrolleri periyodik olarak yapilmistir. On
denemelerle uygulanacak olan sodyum arsenat (As, 100 puM NaHAsO4) ve kursun nitrat
(Pb, 100 uM Pb (NO3)2) konsantrasyonu belirlenmistir. Deneme 6ncesinde yapilan
makale taramalarindan (Duman ve ark., 2010; Verma ve Suthar, 2015; Sasmaz ve ark.,
2015; Jayasri ve Suthindhiran, 2017; Mohamed ve ark., 2021) arsenik ve kursun
uygulama miktarlar1 hakkinda bilgi edinildi. Belirlenen miktarlarda arsenik ve kursun
nitrat, Lemna trisulca fidelerinin yetistirildigi su kiiltiiriine eklenerek uygulanmistir.
Fenotipik toksisite etkileri de gbzlenerek belirlenecek olan 168 saat uygulama siiresi
olarak secilmis ve bitkiler hasat edilmistir. Hasat edilen ornekler analizlere kadar -

80°C’de saklanmustir.
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3.2. Deneme dizayninda yer alan gruplar

Yiiksek lisans tezimizde Lemna trisulca bitkilerinin arsenik ve kursun
uygulamalarina verdikleri tepkileri ve bu iki stres faktorii arasindaki savunma cevaplari
arasindaki farkliliklar1 belirlemeye calisttk. Bu amagla stres uygulanan gruplar ile
karsilastirma yapabilecegimiz ve herhangi bir stres faktorii uygulamadigimiz kontrol
grubu yapilmistir. Sadece arsenik veya sadece kursun stres uygulamasi yaptigimiz
gruplarimiz sirasiyla As ve Pb olarak gosterilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde bu
gruplarimizi kontrol grubu ile karsilastirarak analiz yorumlamasini yapmaya calistik.
Ayrica stres faktorlerinin ekosistem igerisinde ayri ayri bulunmayip birden fazla stres
faktoriiniin ayn1 anda bitkiler iizerinde etki mekanizmalarini uyardig diisiiniildiiglinde
diger bir grubumuz da hem arsenik hem de kursun stresinin birlikte uygulandigi As+Pb
grubumuzu da uygulama grubu olarak sectik. Bu bahsettigimiz uyguma gruplar1 Cizelge

3.1’de de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Tezimizde kullandigimiz uygulama gruplarinin kisaltmalar1 ve tanimlamalari

Grup Grup aciklamasi

Kontrol Kontrol grubu, herhangi bir uygulama yapilmamais grup

As Kontrol kosullar1 altinda sadece 100 uM Na HAsO4 uygulamasi
yapilan grup

Pb Kontrol kosullart altinda sadece 100 uM Pb (NOs)2 uygulamasi
yapilan grup

As+Pb Kontrol kosullar1 altinda hem 100 uM Na;HAsO4 hem de 100 uM Pb
(NOs)2 uygulamalar birlikte yapilan grup

Tezimizin amag¢ kisminda belirttigimiz gibi arsenik ve/veya kursun streslerini
uyguladigimiz Lemna trisulca bitkilerinin cevap mekanizmasi, fizyolojik, biyokimyasal
ve molekiiler analizlerle gosterilmeye ¢aligiimistir.
Fizyolojik analizler;
e Bagil su igerigi (RWC)
Biyokimyasal parametreler,

e ROS miktar1 (H20; miktar)
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e Lipid peroksidasyonu (TBARS miktar1)
e Antioksidan enzim/izozim aktivite tayinleri (SOD, CAT, POX)
e Prolin analizi

e Protein miktari

3.3. Bagil su miktar1 (RWC)

Yaprak Orneklerinin yas agirliklar tartilmis ve -YA- olarak ifade edilmistir.
Uygulama gruplarina ait 6rneklerden 5 tekrar seg¢ilmistir. Turgorlu agirliklar: belirlemek
icin 50 ml deiyonize su igerisinde ornekler 20 dakika kadar bekletilmis ve sonrasinda
agirliklarn Olgiilmiistiir. Bu deger formiilde TA olarak ifade edilmistir. Formiilde
kullanilmak tizere yas agirliklarinin yani sira turgorlu agirliklart da 6lgiilmiistiir. Bu
amagla 50 ml deiyonize su igerisinde yaklasik 20 dakika bekletilmis ve agirliklart
tartilarak deger TA olarak kaydedilmistir. Bagil su miktarini belirlerken gerekli olan kuru
agirlik (KA) degerine de 6rneklerin 70°C etiivde li¢ giin siiresince tutulmasi ve sonrasinda
tartilmasi ile ulagilmistir. Bagil su miktarinin belirlenmesinde Smart ve Bingham (1974)

tarafindan gosterilen formiil kullanilmistir. Bu formiil asagida verilmistir.

RWC (%) = [(YA —KA) / (TA —KA)] X 100

3.4. Antioksidan enzim/izozim aktiviteleri

Lemna trisulca bitki yaprak Orneklerinde antioksidan sistem igin
spektrofotometrik ve elektroforetik analizleri yapabilmek i¢in homojenizasyon asamast
tamamlanmistir. Bu nedenle hazirlanan homojenizasyon tamponuna 50 mM Na-fosfat
tamponu (pH 7.8), 1 mM EDTA ve polyvinylpolyprolidone (PVPP) eklenmistir. Her bir
gruptan 0.5 g yaprak ornekleri kullanilmistir. Sogutulmus havan igerisine eklenen yaprak
ornekleri bu tampon ile ezilmis ve santrifiijde yarim saat boyunca 14000 g’de santrifiij

edilmistir. Siipernatant kism1 alinmis ve enzim/izozim analizlerinde kullanilmistir.
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3.4.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) izozim/enzim aktivitesi

SOD izozim analizleri poliakrilamid jelde ve Laemmli (1970) tarafindan verilen
protokol izlenmistir. Ornekleme sonrasindaki yapraklar, 9 mM Tris HCI (pH 6.8) ve
%13.6 gliserol ile homojenize edilmis ve siiziintii 5 dakika boyunca 14.000 g’de santrifiij
edilmistir. Jel sisteminde her bir kuyucuga esit miktarda enzim 6rnegi koyabilmek icin
gruplarin santrifiij sonrasi silipernatantina spektrofotometrik olarak protein analizi
yapilmistir. Protein miktar1 belirlenmesi i¢in bovin serum albiiminin (BSA) standart
olarak kullanilmistir (Bradford, 1976). Protein miktarina bagli olarak her bir gruptan esit
miktarda protein (40 pg) yiiklemesi yapilarak SOD izozim tayini yapilmustir. Izozimlerin
bant yogunluklarinin hesaplanmasinda Bio-1D yazilim programi kullanilmistir.
Orneklerin total SOD enzim aktivite tayinleri ise Beauchamp ve Fridovich (1971)

tarafindan metoda gore tamamlanmustir.

3.4.2. Katalaz (CAT) izozim/enzim aktivitesi

Orneklerin CAT aktivitesine ait izozim belirlenmesinde Woodbury ve ark., (1971)
tarafindan metot kullanilmistir. SOD izozimlerinde oldugu gibi her bir gruptan 40 mg
protein olacak sekilde kuyucuklara pipetleme yapilmistir. Total CAT enzim aktivitesinde

spektrofotometrik olarak Bergmeyer (1970) tarafindan verilen yontemle tamamlanmugtir.

3.4.3. Peroksidaz (POX) izozim/enzim aktivitesi

Dikey elektroforez sistemlerinde Seevers ve ark., (1971) tarafindan verilen
metoda gore total peroksidaz (POX) izozim belirlemesi yapilmistir. Total POX
aktivitesinde ise Herzog ve Fahimi (1973) tarafindan verilen metot prosediirii izlenmistir.
Spektrofotometrik olarak 465 nm’de degisimine bagli olarak aktivite hesaplamasi

yapilmustir.

3.5. Bazi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) saptanmasi

3.5.1. Hidrojen peroksit (H202) miktari
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Liu ve ark., (2010) tarafindan gosterilen metot kullanilarak uygulama
gruplarindaki hidrojen peroksit (H»202) miktar1 belirlenmistir. Yaprak Ornekleri
homojenizasyon sonrasinda elde edilen siipernatanta titantum tetraklorid i¢eren soliisyon
ilave edilmistir. 16000 g’da santrifiijj Oncesinde amonyum hidroksit eklenmis ve
stiziintiiniin pellet kismi1 aseton ile yikanmistir. Sonrasinda pellet H2SO4 soliisyonuyla
¢Oziilmiistiir ve olusan soliisyonun 410 nm’de absorbansi 6l¢iilmiistiir. Standart olarak
bilinen H»O, miktarlar1 hazirlanmis ve standarta gore oOrneklerin H>O> miktar

hesaplanmustir.

3.6. Lipit peroksidasyonu

Tiobarbitiirik asit reaktif maddelerin (TBARS) ol¢iimii 6rneklerdeki lipid
peroksidasyon diizeyini belirlemektedir. TBARS analizi Rao ve Sresty (2000) tarafindan
gosterilen yontem temel alinarak yapilmig ve ornekler tiokloroasetik asitle (TCA)
homojenize edilmistir. Karigim santrifiij sonrasinda siipernatanta 2-tiobarbitlirik asit
(TBA) ve trikloroasetik asit (TCA) konulmustur. Karisim tiiplere eklenerek 30 dakika
sicak su banyosu yapilmistir. Spektrofotometrede 532 nm ve 600 nm’de absorbans

Ol¢iimleriyle miktar tayini yapilmistir.

3.7. Prolin miktar

Prolin miktar1 Bates ve ark., (1973) tarafindan verilen yonteme gore yapilmistir.
Yaprak oOrneklerine stilfosalisilik asit eklenmis ve homojenizasyon yapilmistir.
Sonrasinda karisima ninhidrin ve glasiyal asetik asit eklenerek sicak su banyosunda
bekletilmistir. Sogutularak toliien eklenmis ve {ist bolgedeki sivinin 520 nm’de

absorbansi Ol¢iilmiistiir.

3.8. Total protein miktar:

Tezimizde elektroforetik ve spektrofotometerik olarak yapilan analizlerde

kullanmak {izere protein miktar tayini Bradford (1976) tarafindan gdsterilen metota gore

yapilmustir. Sprektrofotometrik olarak 595 nm’de absorbansi kaydedilmistir.
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3.9. istatistiksel Analizler

Ornekleme sonrasinda yapilan analizlerden elde edilen bes farkli sonug
kullanilmistir. Bulgular one-way ANOVA analiziyle (tek yonlii varyans analizi)
yorumlanmistir. Uygulama gruplar1 arasindaki karsilastirma TUKEY post-test (SPSS
yazilimi, versiyon 28.0) ile yapilmistir. Karsilastirma sonunda deger P<0.05 ise gruplar
arasindaki degisimde istatistiksel olarak farkli olarak yorumu yapilmistir. Tezimizde
grafik olarak verilen tiim sonuglarimizdaki hata ¢ubuklar1 standart hata temel alinarak

yapilmustir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Tez ¢alismasinda Lemna trisulca bitkilerinin arsenik ve kursun streslerine olan
yanitlar1 incelenmistir ve bu amag ile fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler analizlerle

degerlendirme yapilmistir.

4.1. Arsenik ve/veya Kursun Toksitesine Maruz Birakilan Lemna Trisulca

Bitkilerinin Bagil Su Miktan

Arsenik ve/veya kursun stresine maruz birakilan Lemna trisulca bitkilerinin su
iligkilerini gdsteren parametrelerden biri olan bagil su miktar1 (RWC) degisimleri Sekil

4.1°de gosterilmistir.
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Kontrol As Pb

Uygulama gruplan

Sekil 4.1.100 uM NaxHAsO4 ve 100 uM Pb (NOs)» stresi altinda yetistirilen

Lemna trisulca bitkilerinin bagil su miktar1 (RWC)

Bagil su miktarinda Lemna trisulca bitkilerine uygulanan arsenik ve kursun
stresiyle birlikte azalmalar izlenmistir. Ayni sekilde tek bagina uygulanan stres grubu gibi
iki stresinde birlikte uygulanmasi durumunda RWC degerlerinde azalmalar saptanmaigtir.
Kontrol grubuna gore bu azalmalarin orani, Pb uygulanan Lemna trisulca bitkilerinde
daha fazla (%18) oldugu goriilmiistiir.

As toksisitesi (50 mg/kg) Glycine max'ta bitki boyunu (%27) ve yaprak alanini

(%54) onemli Olciide azaltmis ve ayrica yaprak orta damarinin genisligini etkilemistir
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(Fatima ve ark., 2021). As toksisitesi altinda Spinacia oleracea'da kok/siirgiin uzunlugu,
taze ve kuru kiitle, yaprak sayisi ve yaprak alaninda benzer 6nemli azalmalar bildirilmistir
(Saleem ve ark., 2023). G. max'ta yanal kok gelisimi azalmis ve As uygulamasi nedeniyle
kok kararmas1 meydana gelmistir (Yadav ve ark., 2021). As stresi, Raphanus sativus L.'de
gosterildigi gibi, oksidatif strese karst duyarliligi artirarak bitki biliylimesini ve
biyokiitlesini tehlikeye atmaktadir, yliksek malondialdehit (MDA) ve hidrojen peroksit
(H203) seviyeleri biiyiime ve verimlilikte %50 azalmaya neden olmustur (Bhardwaj ve
ark., 2023). As'a maruz kalmanin ardindan, kok sistemindeki degisiklikler nedeniyle
degisen su alim1 ve tasinmasi nedeniyle transpirasyon siirecleri de engellenmektedir
(Chandrakar ve ark., 2017). G. max bitkilerinin hem As(V) hem de As (III)'e maruz
kalmasi, kontrolle karsilastirildiginda daha diisiik transpirasyon oranlarina yol actigi
bildirilmistir. Bu, sonu¢ olarak bitki boyunca su akisini ilerleten hidrostatik kuvveti
azaltir ve suyun emilim hizini diistiriir (Vezza ve ark., 2021). Arsenik uygulamasi, Cicer
arietinum bitkisinde goriildiigli gibi, hiicre turgorunda bir diisiise neden olmustur ve bu
da gevsek bir sekilde organize olmus ve bozulmus hiicrelerle sonuglanmistir (Yadav ve
ark., 2021). As'ye maruz kalmanin ardindan, O. sativa koklerinin kortikal hiicreleri
onemli plazmoliz sergilemistir (Piacentini ve ark., 2023). Arsenik toksisitesi, su ve
mineral aliniminda bir dengesizlik olusturarak Mn, P, Fe, N ve Cu dahil olmak iizere
temel besin maddelerinin aliminin azalmasina yol agar; bu da sonug olarak {iriiniin besin
kalitesini, verimliligini ve mineral bilesimini diisiirmektedir (Khan ve ark., 2022).

Arsenik gibi kursun nitrat uygulamasi da hiicresel su miktarinda olumsuz etkilere
neden olur. Pb suyun kokten siirgline alinmasini fiziksel olarak engellemekte, bu da
fotosentez oraniyla iliskili olarak ifade edilmektedir. Ozellikle su igeriginin, CO>
emiliminin ve hiicre turgoru ve hiicre esnekliginin korunmasi yeteneginin azalmasiyla
iligkilidir (Azmat ve ark., 2009).

Stresin olusturdugu Lemna trisulca yapraklarinin RWC degerlerinde izledigimiz
azalmalar1 diger calismalarla da desteklemekteyiz. RWC’deki sonuglarin, L. trisulca
bitkilerinde strese bagli gozlenen bagil biliylime miktarindaki azalmalarla da iliskili
oldugunu soyleyebiliriz. Kursun nitrat uyguladifimiz Lemna trisulca bitkilerinin

RWC’sinin daha fazla etkilendigini ifade edebiliriz.
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4.2. Arsenik ve/veya Kursun Toksitesine Maruz Birakilan Lemna Trisulca

Bitkilerinin Bazi1 Antioksidan Aktiviteleri

4.2.1. Arsenik ve/veya Kkursun toksitesine maruz birakilan Lemna trisulca

bitkilerinin SOD enzim/izozim aktivitesi

Arsenik ve/veya kursun stresine maruz birakilan Lemna trisulca bitkilerinin
antioksidan savunma sistemi igerisinde yer alan enzimlerden biri olan siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimine ait total aktivitesi ve elektroforetik olarak izozim analizi Sekil

4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. 100 pM Na,HAsO4 ve 100 WM Pb (NO:); stresi altinda yetistirilen Lemna trisulca

bitkilerinin siiperoksit dismutaz (SOD) enzim/izozim aktiviteleri

Lemna trisulca bitkilerine uygulanan arsenik ve kursun toksitesi sonrasinda SOD
enziminin total SOD aktivitesinde artislar gézlenmistir. Total SOD aktivitesinde izlenen
en yiiksek artis As uygulamasinda olup oranit %90 civarindadir. Ayrica SOD artislari
ozellikle As ve As+Pb gruplarinda dikkat cekicidir. Total aktivitesine paralel olarak
densiyometrik olarak SOD izozimlerinin de benzer degisim gdsterdigini goérmekteyiz.
Native-page analizine gore Lemna trisulca uygulama gruplarinda toplam 4 SOD izozimi
gostermistir. Bunlardan bir tane Mn-SOD, iki tane Cu/Zn-SOD (Cu/Zn-SOD1 ve Cu/Zn-

SOD?2) ve bir tane Fe-SOD izozimin varlig1 saptanmistir. Total aktiviteye benzer olarak
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tiim SOD izozimlerinde stres uygulamasina bagh artislar izlenmistir. izozim bantlart
arasinda Fe-SOD’un stres uygulama gruplarindaki degisimi oldukca belirgindir.

Agir metal/metaloid iyonlar1 bitkiye girdiginde, etkilenen bitki ikinci savunma
hattina, yani tolerans mekanizmasina geger. Bunlar arasinda ligandlar tarafindan hiicre i¢i
metal selasyonu, ardindan vakuollere metal sekestrasyonu ve enzim ve enzim dis1 bazl
antioksidanlarin sentezi ve aktivasyonu yer alir (Yan ve ark., 2020).

Bitkilerde arsenik toksisitesi dncelikle artan oksidatif strese baglidir; bu nedenle
bitkiler oksidatif strese yanit olarak daha fazla miktarda antioksidan iiretmektedir
(Solérzano ve ark., 2020). Antioksidanlar ROS"u etkili bir sekilde elimine etmektedir
(Arif ve ark., 2020). ROS’u ortadan kaldiran enzimlerden olan SOD, CAT, APX,
MDHAR, DHAR, GR, GST, GPX ve POX, bitkilerin As ve diger abiyotik streslere karsi
tepkisinde rol oynamaktadir (Nahar ve ark., 2022). Bitkilerin aktif oksijen serbest
radikallerine kars1 ilk savunma hatt, siiperoksit anyon radikalini (O>*") hidrojen peroksite
(H207) doniistiiren SOD'dur. H>O, daha sonra CAT, APX ve POX tarafindan suya
dondstiirtliir (Li ve ark., 2019). Askorbat-glutatyon dongiisiiniin nemli bir bileseni olan
APX, ROS'u temizlemede onemli bir rol oynamaktadir (Imahori, 2014). Askorbat
elektron vericisi olarak gorev yapar. Askorbat-GSH dongiisil, ¢esitli bitki organellerinden
ROS'un uzaklastirilmasina katkida bulunur (Arif ve ark., 2020). Arastirmacilar, bitkinin
As'a kars1 direncini artirmak i¢in antioksidan savunma sistemi bilesenlerini asir1 ifade
etmislerdir (Pandey ve ark., 2023). Sekiz gen APX'1 kodlar: ikisi sitozolde (APX1 ve
APX?2), ikisi peroksizomlarda (APX3 ve APX4), ikisi mitokondride (APXS5 ve APX6) ve
ikisi kloroplastlarda (OsAPX7 ve OsAPXS). Sitozolik APX geninin susturulmasi GSH
ve AsA igeriklerini artirir ve ROS sinyallemesini degistirir. Benzer sekilde, sekiz gen
olast SOD'larmn iretimiyle iliskilidir: cCuZn-SOD1 ve cCuZn-SOD2 (sitozol gen),
pCuZn-SOD (plastid gen), Mn-SOD1, FeSOD2 ve FeSOD3. Bitkilerde detoksifikasyon,
ksenobiyotik kimyasallar1 vakuollere konjuge etmek ve hapsetmek icin ¢esitli enzimler
kullanir. As'ye maruz kalma, A. thalliana'da glutatyon S-transferazi (GST'ler) kodlayan
14 genin ifadesinin yukar1 diizenlendigini gostermistir.

As ya da Pb stresine maruz kalan bazi bitkilerde 6rnegin, fistikta (Bianucci ve
ark., 2017), bugdayda (Sharma ve ark., 2017), misirda (Anjum ve ark., 2016), Hint
hardalinda (Brassica juncea L.) (Pandey ve ark., 2016), piringte (Asgher ve ark., 2021,
Mostofa ve ark., 2021) SOD'un artan aktivitesi bildirilmistir. Benzer olarak, tezimizde
hem As hem de Pb uygulamalar1 birlikte ya da tek basma uygulandiginda SOD

aktivitesini artirarak siiperoksit anyon radikalinin siipiiriilmesine yardimeci olmustur.
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Diger yandan bu enzim aktivitesi ile H2O> olusumu artmistir. Olusan H2O: diger
antioksidan enzimlerce ortadan kaldirilmaya ¢alisilmistir. Stresle birlikte Lemna trisulca
bitkilerinin Mn-SOD ve Fe-SOD izozim bant yogunlarindaki artisin gostergesi olarak

bitkilerin kloroplast ve mitokondrilerinin streslerden etkilendigini sdyleyebiliriz.

4.2.2. Arsenik ve/veya kursun toksitesine maruz birakilan Lemna trisulca

bitkilerinin CAT enzim/izozim aktivitesi

Arsenik ve/veya kursun stresine maruz birakilan Lemna trisulca bitkilerinin
antioksidan savunma sistemi igerisinde yer alan enzimlerden biri olan katalaz (CAT)
enzimine ait total aktivitesi ve elektroforetik olarak izozim analizi Sekil 4.3’te

gosterilmistir.



37

6,00

d
T C
T 5,00 b T T
2z T
S 1 a
£ 400 1
‘o
£
2 3,00
8
£ 2,00 peteiele
(]
=
S 1,00
0,00
Kontrol As Pb As+Pb
Uygulama gruplan
Std Kontrol As Pb As+Pb

—CAT1

— —_ CAT2
- -

Sekil 4.3. 100 uM Na,HAsO4 ve 100 LM Pb (NOs); stresi altinda yetistirilen Lemna trisulca

bitkilerinin katalaz (CAT) enzim/izozim aktiviteleri

Uygulama siiresince As veya Pb toksisitesine maruz kalan Lemna trisulca
bitkilerinin CAT aktivitesi artis gostermistir. Artisin oran1 As uygulanan bitkilerin
yapraklarinda daha fazla olup %19 civarinda artis vardir. Bu durum herm CATI1 hem de
CAT2 izozimlerinde izlenen bant yogunluklari ile de desteklenmektedir. Pb stresine bagl
CAT aktivitesindeki artis ise 6zellikle CAT bant yogunlugu ile uyumludur. Diger yandan,
iki stresinde birlikte uygulandig1 grupta ise (As+Pb) CAT aktivitesinde kontrol grubuna
gbre bir azalma saptanmistir. CAT aktivitesi, muhtemelen H>Oy'in veya zehirli ROS
tiirevlerinin asir1 iretiminin zararli etkileri nedeniyle, As+ Pb gruplarinda azalma
gostermis olabilir.

Kursun gibi agir metallere maruz kalan bitkilerde CAT enzimatik aktivitesinin
artist rapor edilmistir (Malar ve ark., 2014). Katalaz, ROS toksisitesini notralize eden ve

bitki hiicrelerindeki H>O> igerigini azaltan enzimlerden birisidir. CAT, H2O'yi su ve
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oksijene doniistiiriir ve bitkinin gevresel streslere adaptasyonunda énemli roller oynar.
Agir metal stresi ile asirt ROS iiretiminin, muhtemelen heme grubuna bagl enzimi
etkisizlestirerek, daha yiiksek agir metal konsantrasyonlarinda CAT aktivitesini etkisiz
hale getirmesi muhtemeldir. Yiiksek kursun konsantrasyonlarinda, hiicrede H,O» ve diger
serbest radikaller artar, metabolizmay1 inhibe eder ve CAT aktivitesini azaltir (Du ve ark.,
2008). Hem yaprak hem de kok dokularinda, kursun uygulamasiyla CAT aktivitesi ve
CAT gen ifadesi Once artis sonrasinda ise azalma gostermistir. Bu durum ¢alismamizda
As+Pb uygulama gruplarindaki gézlenen CAT aktivitesindeki azalma ile uyumludur.
Yiiksek kursun konsantrasyonlarinda CAT aktivitesinin azalmast muhtemelen enzim
sentezinin azalmasindan veya enzim alt birim bilesimindeki degisiklikten veya
peroksisom proteazlarin aktivasyonundan kaynaklanmaktadir. CAT Fe igerir ve Kursun
Fe'yi azaltir, bu da CAT enzimatik aktivitesinin azalmasina neden olur (Rebecca ve

Geoffrey, 2017).

4.2.3. Arsenik ve/veya kursun toksitesine maruz birakillan Lemna trisulca

bitkilerinin POX enzim/izozim aktivitesi

Arsenik ve/veya kursun stresine maruz birakilan Lemna trisulca bitkilerinin
antioksidan savunma sistemi icerisinde yer alan enzimlerden biri olan peroksidaz (POX)
enzimine ait total aktivitesi ve elektroforetik olarak izozim analizi Sekil 4.4’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.4. 100 uM Na,HAsO, ve 100 WM Pb (NOs); stresi altinda yetistirilen Lemna trisulca

bitkilerinin peroksidaz (POX) enzim/izozim aktiviteleri

Spektrofotomerik analizlere gore Lemna trisulca bitkilerine uygulanan As veya
Pb uygulamalar1 POX aktivitesinde artisa neden olmustur. Bu artig bu iki stresin ayni
zamanda uygulamasiyla da (As+Pb) gosterilmistir. Densiyometrik analizlere
bakildiginda ise uygulama siiresince Lemna trisulca bitkilerinin POX izozimlerinde iki
bant (POX1 ve POX2) izlenmistir. Total POX aktivitesine paralel olarak native-page
analizinde POX1 ve POX2 bant yogunluklarinda strese bagli olarak artislar gozlenmistir.
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Peroksidaz, stres altinda aktif oksijen tiirlerinin ortadan kaldirilmasinda rol
oynayan temel enzimlerden biridir. POX katalizi H»O, substratin bagimlh
oksidasyonudur. Peroksidaz, CAT'dan daha yiiksek bir H>O; afinitesine sahiptir. Cok
sayida calisma, oksin katabolizmasi, lignifikasyon, suberizasyon, yara iyilesmesi ve H>O»
ile cesitli indirgeyici maddeler arasinda oksidorediiksiyonu katalize eden biyotik ve
abiyotik streslere kars1 savunma reaksiyonlar1 gibi bitki gelisiminin ¢esitli siire¢lerinde
rol oynadiklarim1 kanmitlamistir (Lukacova ve ark., 2021). Arttirllmis POX aktivite
seviyelerinin, bitkinin siddetli Pb agir metal stresine adaptasyonu ile iligkili oldugu
gosterilmigtir ve POX aktivitesinin uyarilmasinin, 1000 mg/L Pb iyonlarinin varliginda
biiyiimek icin su stimbiilii bitkilerinde asirt H,O» igerigi detoksifikasyonunda yer almasi
muhtemeldir (Malar ve ark., 2016). Pb stresi, su siimbiilii bitkilerinde artan POX
aktivitesiyle sonuclanmistir. Bu ayrica, su silimbiilii bitkilerinin agir metal kursun
stresinden kaynaklanan hasardan daha etkili bir sekilde kagindigini géstermistir. POX'un,
bitki hiicrelerinde artan agir metal dozlari tarafindan uyarilan reaktif ara oksijen
formlarinin ve peroksi radikallerinin etkili sondiiriiclileri olarak islev gorebilecegi
bildirilmistir (Radotic ve ark., 2000). POX, lignanlar gibi hiicre duvari1 bilesenleri
tiretmek {lizere polimerize edilen fenoksi bilesikleri tiretmek i¢in H>O» tiikketir (Hu ve ark.,
2012). POX tizerine elde ettigimiz sonuglar, agir metal uygulamalarina karsi savunmada
antioksidan savunma sistemlerinin etkin rol aldigina dair raporlarla uyumludur
(Piotrowska ve ark., 2009). Tezimizde ilging olarak kombine olarak uygulanan As ve Pb
streslerinde azalan CAT aktivitesi, POX olmak tizere diger bir H>O: parcalayic

antioksidan enzimin artan aktivitesiyle telafi edilmis olabilir.

4.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Miktarinin izlenmesi

4.3.1. Arsenik ve/veya Kkursun toksitesine maruz birakilan Lemna trisulca

bitkilerinin H202 miktar1

Arsenik ve/veya kursun stresine maruz birakilan Lemna trisulca bitkilerinin

hidrojen peroksit (H202) miktarina ait analizi Sekil 4.5’te gdsterilmistir.
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Uygulama gruplari

Sekil 4.5. 100 uM Na,HAsO4 ve 100 LM Pb (NOs); stresi altinda yetistirilen Lemna trisulca

bitkilerinin hidrojen peroksit (H>O,) miktari

Hidrojen peroksit (H202) miktar1 As veya Pb uygulanan gruplarda kontrole gore
artmistir. Bu gruplardaki artisin orani sirasiyla %8 ve %19 seklindedir. Ayrica streslerin
birlikte uygulandigi grupta ise (As+Pb) H20: artis izlenmigtir.

Arsenik ya da kursun uygulamasiyla indiiklenen ROS olusumundan sorumlu
mekanizmalar sunlar olabilir: (1) Mitokondri: Elektron tagima zincirindeki mitokondriyal
kompleksler 1 ve III, Oy iiretiminde sorumludur. Arsenik, siiksinik dehidrogenaz
aktivitesini inhibe ederek ve oksidatif fosforilasyonu O:" {retimiyle ayirarak
mitokondriyal toksisite gosterir; bu da diger ROS formlariin ortaya ¢ikmasina neden
olur. (i1) Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NAD(P)H) oksidaz (NOX): NOX,
arsenige yanit olarak ROS olusumunda rol oynayan bir membran iliskili enzimdir
(Corsini ve ark., 1999). Ayrica H>O; birikimindeki artisin nedeni kursun ya da arsenik
uygulamasina bagli olarak artan SOD aktivitesi de olabilmektedir. Olusan H>O»
miktarinin fazla olmasi toksik etkilere neden olacagindan bu molekiiliin ortadan
kaldirilmas1 gerekmektedir. Bu durumda CAT, POX ya da askorbat peroksidazlarca bu
stirec devam etmektedir. Malar ve ark., (2016) yapilan ¢aligmada Pb stresi altindaki
bitkileri H>O>'nin zararli etkilerinden korumak ig¢in farkli antioksidan enzimlerin
indiiklenmesi gerektigi ve CAT, APX ve POX'un aktivitelerinin Pb maruziyetinden sonra
su stimbiilii bitkilerinde arttig1 raporlanmistir. Calismamizda ise stres altinda artan SOD

aktivitesiyle olusan H>O; streslerin tek basina uygulamasinda CAT ve POX
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aktiviteleriyle, kombinasyonlu uygulama gruplarinda ise (As+Pb) sadece POX
aktivitesiyle ortadan kaldirilmaya calisilmigtir. Ancak hem H>O> hem de lipid
peroksidasyon sonuglar1 gostermistir ki, bu iki stres Lemna trisulca bitkilerinde ROS

birikimine neden olmustur.

4.4. Lipit Peroksidasyonun izlenmesi

4.4.1. Arsenik ve/veya kursun toksitesine maruz birakilan Lemna trisulca

bitkilerinin TBARS (Tiobarbitiirik asit reaktif maddeleri) miktari

Arsenik ve/veya kursun stresine maruz birakilan Lemna trisulca bitkilerinin lipid
peroksidasyon durumunu gdsteren TBARS birikimine ait spektrofotometrik analizi Sekil

4.6’da gosterilmistir.
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Uygulama gruplari

Sekil 4.6. 100 uM Na,HAsO4 ve 100 LM Pb (NOs); stresi altinda yetistirilen Lemna trisulca

bitkilerinin lipid peroksidasyon (TBARS miktari) diizeyi

Arsenik ve kursun uygulamalar1 Lemna trisulca bitkilerinde lipid peroksidasyon
diizeylerini artirmistir. Bu ifadeye TBARS analizi sonucunda elde ettigimiz verilerden
ulagilmaktadir. Kontrol grubuna gore en yliksek TBARS birikimi Pb uygulanan bitki
yapraklarinda 1.2 katlik artisla izlenmistir. Ayni sekilde stres uygulamalarinin birlikte
yapilmast durumunda (As+Pb) TBARS birikimi artarak yapraklarda lipid

peroksidasyonuna neden olmustur.
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Lipid peroksidasyonu oksidatif stresin gostergesi olarak kabul edilir, zarlarin
coklu doymamis yag asil kalintilarinin oksidatif bozunmasini igerir (Girroti, 1990). Hem
arsenik hem de kursun stresi lipid peroksidasyonunu tetikler, doymus yag asitlerinin
seviyesini disiiriir ve bitkideki zarin doymamis yag asitlerinin i¢erigini artirir (Halliwell
ve Gutteridge, 2015). ROS'lar altinda incelenen serbest radikaller, membran lipitlerinin
coklu doymamis yag asidi bilesenlerine saldirir ve membran yapisini ve islevini
degistiren bir oto-katalitik siire¢ olan lipit peroksidasyonunu baslatir. Dokulardaki
tiyobarbiturik asit reaktif maddelerin (TBARS) seviyesinin Olgiilmesi, lipit
peroksidasyonunun bir endeksi olarak yaygin olarak kullanilir (Shah ve ark., 2022). Bu
analiz stres gostergesi olup tek basina stresin yorumlanmasinda kullanilamaz. Strese
maruz kalan bitkilerin cevap mekanizma olarak gosterdigi biiyiime, su miktari, su
iligkileri, osmoregiilasyon veya antioksidan savunma sistemi birlikte degerlendirilip

sonuca ulasilabilir.

4.5. Arsenik ve/veya kursun toksitesine maruz birakilan Lemna trisulca bitkilerinin

prolin miktari
Arsenik ve/veya kursun stresine maruz birakilan Lemna trisulca bitkilerinin

osmoregiilasyonda yer alan prolin (Pro) birikimine ait spektrofotometrik analizi Sekil

4.7°de gosterilmigtir.
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Sekil 4.7. 100 uM Na,HAsO4 ve 100 WM Pb (NOs); stresi altinda yetistirilen Lemna trisulca

bitkilerinin prolin (Pro) miktar
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Lemna trisulca bitkileri arsenik ve kursun stresi altinda yetistirildiklerinde prolin
miktarin1 onemli diizeyde azaltmislardir. Bu azalma, Pb toksitesi uygulanan bitkilerde 2.2
oraninda en fazla azalma ile kaydedilmistir. ilging olarak stres uygulamalarinin tek basina
Pro miktarinda uyardiklar1 bu degisim As+Pb gruplarinda gozlenmemistir. Stresler
birlikte uygulandig1 takdirde Pro miktarindaki artis uyarilabilmistir. Bu gruplarda
kombine stres uygulamasina bagli olarak prolin birikiminde %13 oraninda artig
izlenmistir.

Farkli ROS'larin iiretimi ve temizlenmesi arasindaki dengesizlik, oksidatif stres
olarak bilinen fizyolojik bir durumdur (Anjum ve ark., 2023). Bitkiler abiyotik stres
yasadiklarinda, ¢oziiniir sekerler ve proteinler, toplam fenolikler ve prolin gibi ozmolitler,
bitki dokusu i¢indeki ozmotik potansiyeli yonetir (Anjum ve ark., 2016). Stres sirasinda
hiicrelerde ozmolit birikimi, hiicresel turgoru korurken bitkilerin ozmotik ayarlama
yoluyla suyu emmesini saglar (Hosseinifard ve ark., 2022). Prolin, redoks dengesindeki
ani degisikliklere kars1 hassas olan nadir ancak ¢ok yonlii bir proteinojenik amino asittir.
Prolinin birikimi ¢evresel stresin bir belirteci olarak tanimlanmistir ve ozmotik
diizenleyici olarak koruyucu bir rol oynadigina inanilmaktadir. Bitkiler ozmotik
yaralanma yasadiklarinda, tipik olarak serbest prolin seviyelerinde artis gosterirler.
Prolinin bir temizleyici veya reaktif oksijen tiirlerinin bir ozmoliti olarak kullanildig1 ve
bitkinin strese karst savunmasina yardimer oldugu diisiiniilmektedir (Reddy ve ark.,
2005). Arsenik stresi siklikla artan prolin igerigine eslik eder (Mahajan ve ark., 2023).
Prolin, hidrojen baglarina baglanarak protein stabilitesini artirabilir ve membran
biitlinliiglinli koruyabilir. Prolin ayrica hiicreleri su emme kapasitelerini artirarak ve
enzimlerin aktivasyonunu artirarak korur (Hosseinifard ve ark., 2022). Betainler de
ozmoprotektan olarak da islev goriir; ancak ozmotik basinci ayarlamada diger
ozmolitlerden daha az kritik olabilir (Vezza ve ark., 2018). Toplam ¢oziiniir sekerler,
membran biitiinliigiinii  koruyarak ve protein agregasyonunu ve denatiirasyonunu
Onleyerek giiclii bir ozmolit gibi davranir (Arif ve ark., 2020). Strese maruz kalmayan
misir bitkileriyle karsilagtirildiginda, As stresi sirasinda ig¢sel ozmolit seviyelerinde
onemli bir artis kaydedilmistir (Atif ve Perveen, 2021). As stresi altindaki misir ¢esitleri
tizerinde yapilan bir bagka calisma, prolin, toplam fenolikler ve toplam ¢oziiniir sekerler
gibi ozmolitlerin sentezi ve birikiminin As stresinin ilerlemesiyle 6nemli 6l¢iide arttigin
ortaya koymustur (Anjum ve ark., 2016). indiiklenen As stresine iliskin son veriler, artan
ozmolit birikiminin 7. aestivum fidelerinde As(V) toleransini destekleyen ¢esitli faktorler

arasinda oldugunu gostermektedir (Alamri ve ark., 2022). Arsenik stresi yani sira, kursun
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uygulamasina maruz kalan bitkilerde de prolin artig1 saptanmis ve koruyuculuk rolleri
gosterilmistir (Reddy ve ark., 2024).

Tezimizde Pro analizi sonucunda ulastigimiz degerler, yorumlandiginda stresin
etkisiyle Pro birikiminde ya da sentez basamaklarinda olumsuz bir etkilenme s6z konusu
olabilir. Diger yandan As+Pb grubunda gozlenen Pro miktarindaki artisa ragmen koruma
etkisi tam olarak izlenememistir. Bu durum, Pro miktarindaki bu artisa ragmen bu grubun

RWC degerlerinde raporladigimiz diisiisler nedeniyle sdylenebilir.

4.6. Arsenik ve/veya kursun toksitesine maruz birakilan Lemna trisulca bitkilerinin

protein miktari

Arsenik ve/veya kursun stresine maruz birakilan Lemna trisulca bitkilerinin

protein miktarina ait sonuclar1 Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Uygulama gruplari

Sekil 4.8. 100 uM Na,HAsO4 ve 100 LM Pb (NOs); stresi altinda yetistirilen Lemna trisulca

bitkilerinin protein miktari

Kontrol grubu ile karsilastirdigimizda As, Pb ya da As+Pb uygulamalari, Lemna
trisulca yapraklarindaki total protein miktarinda azalmalara neden olmustur. Bu azalma
orant As+Pb grubunda maksimum diizeydedir ve orani da 1.2 katlik azalmadir.

Arsenik uygulamalari, proteinlerdeki tiyol ve siilfidril gruplariyla kompleks
olusturur ve bunlarin aktivitesini inhibe eder, bdylece membran bozulmasina ve hiicre

Olimiine yol agar (Hu ve ark., 2020). Bu etkilesim, bitkiler tarafindan As'nin
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bdélmelendirme ve fitogelasyon mekanizmalarinda oldugu gibi pozitif olabilir (Farooq ve
ark., 2021) veya amino asitleri onciil olarak igeren bitkilerin metabolik ve fizyolojik
siireclerini, yani esas olarak protein sentezini negatif yonde etkilemesi olabilir. Bunun
sonucunda hiicre total diizeyde protein miktarinda azalislar gézlenir. Bu durum
calismamizda kaydettigimiz protein miktarindaki diisiisler ile uyumludur. Sonug olarak
iki stresin birlikte uygulandigi bitkilerde proteinlerin olumsuz yonde etkilendigini

sOyleyebiliriz.



47

5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Giliniimiizde, yliksek Arsenik (As) konsantrasyonlarina sahip alanlarin varligi,
yakinlardaki yerlesim alanlariin maruz kalmasi nedeniyle kiiresel bir ¢evre kirliligi
sorunu olarak kabul edilmektedir (Sun ve ark., 2020). Ekosistemdeki As kirliligi, As
iireten antropojenik faaliyetlerin (kentlesme ve sanayilesme) yami sira dogal
faaliyetlerden  (volkanik patlama ve arsenik igeren tortularin  asinmasi)
kaynaklanmaktadir (Al-Makishah ve ark., 2020). Her iki aktivite de su katmanlarinin ve
yeralt1 sularinin kirlenmesine neden olmustur ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
2003 yilinda belirlenen maksimum limitleri (10 pg As/L sudaki) asmistir. Tarimsal
sulamada kullanilan bu agir metalin bulunmasi, bitkilerde emilimi nedeniyle diinya
capinda halk arasinda toprak-bitki sistemi konusunda artan bir endise yaratmistir.
Bitkilerde As alinimi, bitkilerde belirgin yapisal ve fiziko-biyokimyasal degisikliklere
neden olur ve bunun sonucunda biiyiime ve gelisme ciddi sekilde bozulur (Singh ve ark.,
2021). Toprak veya sudaki yiiksek arsenik seviyeleri, fotosentetik pigmentler de dahil
olmak {izere cesitli bitki biyomolekiilleri i¢in olduk¢a bozucu goriinmektedir ve
dolayisiyla fotokimyasal verimliligi ve fotosentez hizin1 zararl sekilde etkilemektedir, bu
nedenle bu fizyolojik siiregler bitkilerdeki arsenik stresinin hassas gostergeleri olarak
diisiiniilmektedir (Dolui ve ark., 2021).

Topraktaki yiiksek agir metal konsantrasyonlari, 6zellikle kursun (Pb) tahillardaki
tahil kalitesini diizenleyen biyokimyasal ve fizyolojik siiregleri olumsuz etkiler. Gida
zinciri yoluyla istenen miktardan fazla Pb alimy, bireyleri kronik saglik sorunlarina yatkin
hale getirebileceginden insanlar icin biiyiik bir endise kaynagidir. Bitki sistemlerinde,
yiiksek Pb konsantrasyonlar1 elektron tasima zinciri, hiicresel organel biitiinliigi,
membran stabilite indeksi, PSII baglantisi, mineral metabolizmasi, oksijen {ireten
kompleks ve enzimatik aktivite gibi birka¢ 6nemli metabolik siireci bozabilir (Aslam ve
ark., 2021). Arsenik stresinde oldugu gibi, kursun toksisitesine karsi olusan oksidatif
hasar mekanizmalar1 Arabidopsis thaliana (Corpas ve Barroso, 2017), Spinacia oleracea
(Khan ve ark., 2016), Amaranthus viridis ve Portulaca oleracea (Javed ve ark., 2017),
Triticum aestivum ve metal iceren tlirler Zygophyllum fabago (Alamri ve ark., 2018) gibi
bazi bitkilerde arastirilmistir. Pb bitki metabolizmasi i¢in gerekli bir element olmasa da

bitki hiicresinin i¢ine girdiginde su ve mineral durumunda, fotosentezde (kloroplast
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yapisi, pigmentler, enzimler ve fotosentezin 1sitk bagimli/bagimsiz reaksiyonlar1) ve
redoks homeostazinda degisiklikler dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli olumsuz etkilere neden
olur (Zhou ve ark., 2018). Redoks homeostazi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi
hiicrelerin nétralize edemeyecegi seviyelere ulastiginda kaybolur ve sonucta lipitlerin,
niikleik asitlerin ve proteinlerin kontrolsiiz oksidasyonu meydana gelir.

Her iki stres kosuluna maruz kalan bitkilerde su kanallarinin bozulmasina ve bitki
icin gerekli elementlerin alintminin bozulmasina neden olur (Banerjee ve Roychoudhury,
2022). Oksidatif stres kaynakli membran bozukluklari nedeniyle esansiyel elektrolitlerin
sizmasinin artmasi, dengesiz ozmolarite ve doku nekrozuna yol acan 6nemli bir etkendir
(Mushtaq ve ark., 2022). Bu ifade, As ya da Pb uyguladigimiz Lemna trisulca bitkilerinin
RWC degerlerinde izlenen sonuglar1 destelemektedir. L. trisulca bitkilerinde bu streslere
bagli olarak suyun ve bazi 6nemli molekiillerin (klorofil gibi) yapisinda bulunan
elementlerin alinitminin azalmasi nedeniyle fotosentez devaminda biiytime 6zelliklerinde
azalmalar olusturmus olabilir. Stres altinda biliylime parametrelerindeki azalma igsel
olusturulan protein sentezindeki bozulmalarla da agiklanabilir. Tezimizde gozlenen As
ve/veya Pb uygulamasi sonunda L. frisulca bitkilerinin yapraklarindaki protein
azalmalari, sentez basamagindaki enzim ya da enzime ait gen ifadelerinin bozulmasi
sonucu olabilir. Suyun smirlandigi durumlarda bitkiler i¢in 6nemli bir adaptasyon
mekanizmas1 da osmoregiilasyondur. Bu koruyucu yolagin faktorlerinden birisi de
prolindir. As veya Pb streslerin tek basina uygulanmasi L. trisulca bitkilerinin
yapraklarinda prolin azalmasina neden olmustur. Bu etkinin bir devami olarak da stres
uygulanan gruplarda RWC degerlerinin azalmasi agiklanabilir.

Arsenik- veya kursun-kaynakli oksidatif stres, bitkilerde maruziyet sonrasinda
izlenen ortak bir sonuctur. Cesitli enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden olusan
bitkilerde etkili bir antioksidan savunma sistemi tarafindan diizenlenir (Wang ve ark.,
2021). Antioksidanlar agir1 ROS iiretimini sinirlar ve siklikla bu savunma sistemleri ROS
iiretim bolgelerinin yakininda bulunarak iiretim bdlgelerinin 6tesinde oksidatif hasari
onler (Bhat ve ark., 2020). Prolin, glisin betain vb. gibi énemli ozmoprotektanlarin
sentezinin, As toksisitesinin neden oldugu da dahil olmak {izere abiyotik stres kaynakl
oksidatif hasar1 azaltmada aktif rol oynadig1 bilinmektedir. Radikallere kars ilk olusan
savunma basamagi SOD olup (Hasanuzzaman ve ark., 2020). calismamizda As ya da Pb
stresine karsi olusan savunmada aktiflesmistir. SOD aktivitesi sonucunda siiperoksit
anyon radikali ortadan kaldirilmig ve reaksiyon sonunda H>O: olusturulmustur. Stres

kaynakl1 ya da bu reaksiyon sonucu olusan H>O: ise diger enzimlerce elimine edilmeye
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calisilmigtir. Bu amacla As veya Pb uygulanan bitkilerin yapraklarinda CAT ve POX ve
streslerin kombine olarak uygulanan gruplarinda ise POX ile siipiiriilmeye caligilmistir.
Bu enzimlerin disinda yine H>O, siipiiriilmesinde etkili olan APX, GR, MDHAR ve
DHAR gibi (AsA-GSH dongiisii elemanlar1) enzim aktiviteleri sadece As stresi altinda
aktiflegmistir (Yaymmlanmamis data). Tiim bu antioksidanlarin aktivitesine ragmen stres
uygulanan 7. trisulca yapraklarinda H>O, miktarinin artigi izlenmistir. Bu sonug stres
altinda enzim sisteminin yetersiz kaldig1 ya da SOD aktivitesinin disinda da stres altinda
H>0; kaynaklarinin varligit (NADPH oksidaz, aminoksidaz gibi) ile agiklanabilir.
Birikimi artan ROS iiretimi DNA, protein ve lipitlerin yikimina yol agar. Arsenik
ve kursun toksitesi, H>O> ve malondialdehit birikimini artirabilir. As- ya da Pb-kaynakli
lipid peroksidasyonunun {iretimi, hiicresel ortamdaki redoks dengesizliginin diizeyinin
ROS kaynakli toksisite bitkiler i¢in hayati bir faktor olabilecegini gdstermektedir. As
ve/veya Pb uygulamasi yapilan L. trisulca yapraklarindaki TBARS artis1, hiicre

zarlarindaki peroksidasyonun diizeyinin artigina isaret etmektedir.
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5.2 Oneriler

Lemnaceae familyasina ait iiyelerden olan Lemna trisulca (Su mercimegi), sucul
ortamlardan agir metallerin potansiyel bir temizleyicisi olarak rapor edilmistir ve atik su
yenileme sistemlerinde kullanilmaktadir. Su mercimegi besinleri veya kirleticileri geri
kazanma veya ¢ikarma yetenegine sahiptir ve atik sularin biyolojik olarak iyilestirilmesi
icin miikemmel bir adaydir. Bu tiir bitkiler ¢ok hizli biiyiir, atik su besinlerini kullanir ve
ayrica yan Uriin olarak maliyet a¢isindan uygun protein agisindan zengin biyokiitle tiretir.
Su ya da kara ekosistemi icerisinde gerek dogal gerekse insan kaynakli agir metal birikimi
siklikla karsilasilmakta ve bunun yikict etkileri bulunmaktadir. Fitoremediasyon,
metallerle kirlenmis toprak ve suyun iyilestirilmesi i¢in yeni ve ¢ok basarili bir
yaklagimdir. Ancak, agir metallerle kirlenmis topraklarin fitoremediasyonu, topraklarin
standart saglikli durumlarina geri dondiirilmesi i¢in yillar alabilir. Hiper-akiimiilatorler,
s1g toprak yiizeylerinden ve sudan dnemli miktarda kirletici madde ¢ikarma yetenegine
sahiptir. Siklikla karsilasilan arsenik ve kursun gibi iki onemli stres faktoriine karsi
Lemna trisulca’nin tolerans ve biriktirme cevaplart degerlidir. Bu konu iizerine
arastirmalarin bu bitki i¢in agir metallerin taginma, biriktirme ve atilma mekanizmalarin

detaylandirilmasi ve 6zellikle molekiiler diizeyde cevaplarin incelenmesi dnemlidir.
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