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ARSENIK VE KADMiYUM STRESLERINE MARUZ BIRAKILAN MARUL
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Dog. Dr. Ali Tevfik UNCU

Calismada arsenik ve/veya kadmiyum stresleri uygulanan marul yapraklarinda
disaridan uygulanan vitaminin olasi olumlu rolleri arastirilmistir. Marul tohumlari
cimlendirildikten sonra hidroponik ortama alinmistir. Marul fidelerine kadmiyum (Cd,
100 uM) ve arsenik (As, 100 uM) stresleri uygulanmustir. Strese es zamanli olarak
disaridan menadione (K3 vitamini, V1:5 uM ve V2:25 puM) uygulamast 96 saat
siiresince yapilmistir. Stres uygulanan marul yapraklarinda su igerigi (RWC) degerleri
azalirken, protein miktar1 degismemistir. Arsenik stresi uygulanan gruplarda prolin
miktar1 artmistir. As ve Cd uygulanan marul yapraklar1 yliksek siliperoksit dizmutaz
(SOD) aktivitesi gostermistir (As+V2 disinda). SOD aktivitesiyle olusan H20»
miktarinda, katalaz (CAT) ve peroksidaz (POX) yetersiz aktiviteleri nedeniyle stres
altinda artis izlenmistir. Disaridan menadione uygulamasi, agir metal streslerine karsi
RWC ve protein miktarini artirmustir. Ozellikle As ve As+Cd gruplarinda prolin miktar
artmistir. Her iki stres faktorii altinda yetisen marul yapraklarinda menadione
uygulamasiyla SOD, CAT ve POX aktivitelerinde artislar gézlenmistir. Bdylece artan
enzim aktiviteleriyle H.O, ve TBARS miktarlarinda azalmalar izlenmistir. Tim
sonuglar degerlendirildiginde menadione uygulamasi, kadmiyum ve arsenik streslerine
kars1 su icerigini, prolin miktarini ve antioksidan sistemi iyilestirmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Arsenik, Kadmiyum, Lactuca sativa,
Menadione
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MS THESIS

EFFECTS OF VITAMIN K3 (MENADIONE) ON WATER REGULATION AND
ANTIOXIDANT ENZYME SYSTEM IN LETTUCE PLANT EXPOSED TO
ARSENIC AND CADMIUM STRESSES
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In the study, the possible positive roles of externally applied vitamin in lettuce leaves that were
subjected to arsenic and/or cadmium stresses were investigated. Lettuce seeds were taken into hydroponic
environment after germination. Cadmium (Cd, 100 mM) and arsenic (As, 100 mM) stresses were applied
to lettuce seedlings. Simultaneously with stress, external menadione (vitamin K3, V1:5 mM and V2:25
mM) was applied for 96 hours. While the water content (RWC) values decreased in lettuce leaves under
stress, the protein content did not change. The amount of proline increased in the arsenic stressed groups.
Lettuce leaves treated with As and Cd showed high superoxide dismutase (SOD) activity (except
As+V2). The amount of H202 formed by SOD activity increased under stress due to insufficient
activities of catalase (CAT) and peroxidase (POX). External application of menadione increased the
amount of RWC and protein against heavy metal stresses. In particular, the amount of proline increased in
the As and As+Cd groups. Increases in SOD, CAT and POX activities were observed with menadione
application in lettuce leaves grown under both stress factors. Thus, decreases were observed in the
amounts of H202 and TBARS with increasing enzyme activities. When all the results were evaluated,
menadione application improved the water content, proline amount and antioxidant system against
cadmium and arsenic stresses.

Keywords: Antioxidant, Arsenic, Cadmium, Lactuca sativa, Menadione
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1. GIRIS

Tuarkiye iklim oOzelliklerinin elverisli olmasi ve konum agisindan Diinya
tariminda Onemli yere sahiptir. Tiirkiye’de iklim g¢esitliligi nedeniyle tarimsal
faaliyetler, ¢ok cesitli alanlarda yaygin ve yogun bir sekilde yapilmistir. TUrkiye,
diinyada ekolojik zenginlige sahip {ilkelerin basinda gelmektedir. Bundan dolay1
Turkiye tarimda oldugu gibi, sebzecilik agisindan da sansli bir konumdadir (Engindeniz,
n.d.)

Marul (Lactuca satival.), papatyagillerden Asteraceae (Compositae)
familyasindan buyuk yaprakli, kendine ddllenen, tek yillik yerli bir tiirdiir. Marul
bitkisinin yetistirilmesi kolaydir ve hem ilkbahar hem de sonbaharda ekilebilir. Marul
Diinya’da Uretilen ve tiketilen ekonomik agidan da 6nemli olan sebzelerden biridir
(Chen ve ark., 2018). Marul tlkemizde Uretilen sebzeler icerisinde 6nemli bir yere
sahiptir ve yaklasik iretimi 262.000 ton olarak belirlenmistir. Bu sebeple lzerinde
yapilan stresle alakali caligmalar énem arz etmektedir. Marul TUIK verilerine gore
Tiirkiye'de toplam tarim alanlarinin %3,41'ini olusturan sebze iiretim alanlari igerisinde
%1,19°luk bir paya sahiptir. Diinyadaki toplam marul tiretim alaninin yaklasik 1 milyon
hektar1 Asya'da bulunmaktadir. Tiirkiye 490,423 ton ile diinya iiretiminde 8. Siradadir.

Canlilar etkilesim halinde olduklar1 ve yasadiklari ¢evrede uygunsuz kosullar
oldugu zaman adaptasyon eksikliginden kaynakli c¢esitli (biyotik, abiyotik) stres
kosullarina maruz kalirlar. Abiyotik stres simifindan kuraklik, tuzluluk, ekstrem
sicakliklar, agir metaller, UV bitki verimliligini sinirlayan o6nemli ¢evresel
problemlerdir. Giiniimiizde ekosistemlerde yaygin bir sekilde birikmeye baglayan agir
metaller, tiim organizmalarin yasaminmi tehdit eden, tarim ve insan saghg iizerinde
olumsuz potansiyel etkisi olan énemli bir ¢evre sorunu halini almistir. Agir metallerin
insan saglig iizerinde oldukga zararli etkileri mevcuttur, bu metallere maruziyet artan
sanayilesme faaliyetleri ile daha da artmaktadir.

Bitkilerin yetistigi topraklar git gide gesitli endistriyel faaliyetler sonucu veya
asir1 giibreleme veya egzoz dumanlari gibi cevresel antropojenik faaliyetlerin etken
olmasi sonucunda agir metallerle (Cu, As, Cd, Al, Zn, Hg, Fe, Cr, Pb, Ni, Mn)
kirlenmektedir. Bu kirlenme bitkiler i¢in oldukca toksiktir. Agir metal kirliligine maruz
kalan bitkilerde birgok fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal siirecler etkilenmistir.

Ornegin Kadmiyum metali, suda ¢dziinme oranmin yiiksek olmasi ve yiiksek

toksisitesi nedeniyle son derece 6nemli bir Kkirletici olarak kabul edilmektedir (Pinto ve



ark., 2004). Kadmiyum metalinin toprakta kalma slresi fazla oldugu igin tarimda
oldukga onemlidir (Benavides ve ark., 2005). Kadmiyum bitkinin gelisimini ve
bliylimesini olumsuz yonde etkiler. Bitkilerde baslica belirtileri klorozis, biiylime
yetersizligi ve yaprak biiziismesidir. Bitkilerde kadmiyumun miktar1 kok, goévde, yaprak
meyve, tohum siralamast ile giderek azalir, kisaca miktarinin en fazla oldugu yer
koklerdir. Kadmiyum kaynakli etkiler arasinda oksidatif stres, kok metabolizmasinin
inhibisyonu ve fotosentetik aparatin inhibisyonu da yer almaktadir. Oksidatif stres
kadmiyum toksisitesinin en ¢ok ¢alisilan konularindan biridir. Kadmiyum toksisitesi
reaktif oksijen turlerinin dretimine neden olur ve bitkilerde hasara sebebiyet verir. Daha
yiiksek dozlari ise bitki nekrozuna sebep olmaktadir (Abbas ve ark., 2018).

Arsenik, diisik konsantrasyonlarda her yerde bulunan dogal olaylarin ve
antropojenik faaliyetlerin sonucunda meydana ¢ikan metalloid O6zellik gosteren bir
elementtir. Arsenik yar1 metal Ozelliginden dolayr dogada organik ve inorganik
formlarda bulunur. Arsenik toksisitesi bitki biiylimesini, gelisimini ve tretkenligini
etkileyen ¢esitli fizyolojik ve morfolojik bozukluklara neden olmaktadir. Ek olarak As
oksidatif stresin olusumuna neden olur ve dolayli olarak ROS iiretimi meydana gelir.
ROS bitkilerin metabolik asamalarini kisitlar ve hiicrelere ¢esitli hasarlar verir.

As ve Cd toksisitesi, bitki yasami ve insan saglig1 agisindan oldukc¢a 6nemli iki
temel agir metal olup, As bircok metabolik surece etki eder ve bu sebeple bitki
biiylimesinde, gelisiminde azalmalar meydana gelmektedir (Srivastava ve ark., 2014).
Cd stresi ise biiylimede azalmaya, biyolojik membranlarin oksidasyonuna, verimde
azalmaya yol acan bir etkisi mevcuttur. Bu iki temel agir metal toksisitesi yapraktaki
klorofil igerigini azaltarak fotosentezi etkilemektedir (Bankaji ve ark., 2014). Yapilan
bir calismada, Arachis hypogaea bitkilerinde, Cd stresi altinda fotosentezin azaldigi
bidirilmistir (Shi & Cai, 2008). Aym sekilde bugdayda da artan As agir metali ile
birlikte bugdayda toplam klorofil i¢eriginde bir azalma gozlenmistir (L1 ve ark., 2007).

As ve Cd uygulanan musir bitkisinde hidrojen-kiikiirt baginin bozularak protein
denatiirasyonunun gergeklestigi ve bitkinin bliyiime ve gelismesini olumsuz etkiledigi
gozlenmistir (S. A. Anjum ve ark., 2015). Ayrica bitkiler As ve Cd gibi agir metal
stresleri ile basa ¢ikabilmek i¢in, ROS iiretimini azaltmak veya kontrol altinda tutmak
i¢in, gesitli enzimler (SOD, CAT, GPX, APX) ve enzimatik olmayan bilesiklerden
(Askorbik Asit, tokoferoller, karetonoidler, glutatyon, bitki polifenolleri, prolin) olusan

antioksidan savunma sistemleri mevcuttur. Antioksidan savunma sistemleri hiicre zari



ve organellerini ROS’un zararli etkilerinden korumak icin cok énemlidir (Martinez-
Castillo ve ark., 2022).

Cevresel streslerle maruz kalan bitkilerde savunma mekanizmalari aktifleserek
salisilik asit, prolin, glisin betain ve seker gibi farkli organik bilesikler ¢ok sayida
tiretilmektedir. Bu bilesikler bitki biinyesinde olumsuzluklara karst koruyucu rol
oynamaktadirlar (Korkmaz, 2005).

Vitaminler cesitli gidalarda bulunan karmagik organik bilesik gruplar1 olup 2
sinifa ayrilamaktadir:

1) Suda ¢6zlinen vitaminler; B ve C vitamini

2) Yagda ¢6ziinen vitaminler; A,D,E,K vitaminleri

Kan pihtilagsma faktorleri olarak bilinen K vitaminleri; K1 (Filokinon), K2
(Menakinon) ve K3 (Menadione) olmak iizere 3 gruba ayrilmaktadir (Sekil 1.1).
Yaprakli bitkilerde flokinon iiretimi mevcuttur ve fotosentezde islevi bulunmaktadir

(Olubukola Sinbad ve ark., 2019a).

1.1 Menadione - Vitamin K3
CH3 CHg

1.2 Phylloquinone - Vitamin K1
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1.3 Menaquinone 7 - Vitamin K2

Sekil 1. 1. Vitamin K Formlari

Koagulasyon kelimesinden gelen yani pihtilasmada gorevli Vitamin K bitkilerde
herhangi bir sureci yonetmez diye bilinirken son on yilda yapilan aragtirmalarda bitki

metabolizmasindaki vitamin K’nin fiziksel 6zelligine olan ilgi ise artmistir (Manzotti ve
ark., 2008).



K vitamini yagda c¢oziinen bir vitamin olmasindan dolayr o6zellikle, K3
(Menadion) vitamininin suda ¢Ozindr bir tirevi olan (menadion sodyum bistlfit, MSB),
oksidatif stresleri ortaya ¢ikararak hareket edip antioksidan kapasiteyi artirarak oksidatif
stresi hafifletir (Garcia-Machado ve ark., 2022). MSB biyotik ve abiyotik streslere karsi
savunmayi indiikleyen vitamin K3’ten tiiretilen suda ¢oziiniir bir bilesiktir (Jiménez-
Arias ve ark., 2015).

Bitkiler tzerinde As ve Cd toksisitesi aktif olarak incelenmektedir. Marul
kendine ddllenen, biiylik yaprakli tek yillik bir bitkidir, dnemli bir besin kaynagidir ve
diinya tiretiminde 8. Sirada olmasi1 sebebiyle stres lizerinde yapilan ¢aligmalar literatiir
acgisindan onemlidir. Literatiirde agir metal stresinin marul bitkisi iizerindeki etkisi
Ozellikle -Arsenik ve kadmiyum stresleri- ve Vitamin K3 uygulamasi ile ilgili
caligmalar sinirlidir. Projede As ve Cd stresine maruz birakilan marul bitkisinin vitamin
K3 su diuzenlemesi ve antioksidan enzim (SOD, CAT, POX, APX, GPX gibi)
uzerindeki etkileri belirlenmistir. Bagil su igerigi, prolin ve lipid peroksidasyonu gibi

fizyolojik ve biyokimyasal parametreler 6l¢tilmiistiir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bitki Materyali: Marul

Marul, Lactuca Sativa L. Compositae familyasinin Cicoreae toplumuna ait olan
popiler yaprakli bir sebze tiriidir (Pink & Keane, 1993). Yapilan arastirmalar
gosteriyor ki marul ilk olarak Kafkasya yakinlarinda L. Serriola’dan evcillestirilmistir
(Wei ve ark., 2021). Kendi kendine tozlasabilen marul, dinyada Onemli sebze
tiirlerinden biri olmakla beraber insanlar i¢in dogrudan besin ve enerji kaynagini
saglamaktadir ve diinyanin her yerinde yaygin olarak iiretilir. En biiyiik Uretici ise
Cin’dir (W. Zhang ve ark., 2020) ve (Mou, 2005). Ekonomik deger ve liretim agisindan
ABD’de 6nemli yere sahiptir. Ozellikle Cin ve Giineydogu Asya’da yaygm olarak
bulunan yenilebilir bir sebzedir.

Karotenoidler, antioksidanlar, vitaminler ve diger fitobesinler agisindan oldukca
onemli bir sebze tlri ve iyi bir flavonoid kaynagi olan marul, su ve besin alimini en st
diizeye ¢ikarmak i¢in derin ve yaygin bir kok sistemine sahip yillik bir bitkidir. Farkli
marul ¢esitleri mevcuttur. Bu farklilik yapraklarin sekli, rengi, ylizeyi ve dokusundan
kaynaklanmaktadir (Gan & Azrina, 2016).

Marul bitkisi biiylik ekonomik degere sahiptir. Tiirkiye, ekolojik acidan zengin
oldugu i¢in tarimda oldugu gibi sebzecilik agisindan da sanshi bir konumdadir.
Diinya’da marul iiretimi FAO’nun 2014 verilerine gore yaklasik 24,900,000 tondur (Sen
ve ark., 2016). Ulkemizde marul, sebze Uretiminde 6nemli yere sahip olup iretim
miktar1 262.000 tona yakindir. Salata ve marul, besleyici degeri diisiik, az kalorili fakat
istah acic1 dzelligi sebebiyle, sofralarin vazgegilmeyen bir salata sebzesidir. Ozellikle
Dogu Akdeniz bolgesi tarim agisindan iklim kosullart bakimindan 6nemli bir bolgedir.
Basta marul olmak iizere g¢esitli sebzelerin bu bdlgede dort mevsim yetistigini
sOyleyebiliriz. Bu bolgede yetisen marul, toplam iiretimin %34’iinii olusturmaktadir
(Sangiin & Satar, 2012).

Marul, hizli biiylimesi ve olgunlasmasi i¢in serin havada ve bol giineste iiretilen
bir sebze turudur ve iyi verim igin sik sulamaya ihtiyag duyar. Yaprak ozelliklerine gore

3 ana gruptan olusmaktadir: Bas ya da gobekli marul (L. sativa var. Capitata), kivircik



yaprakli marul (L. sativa var. crispa), cos marul (L. sativa var. longifolia) (Kandemir ve
ark., 2021).

Protein ve yag oranlar1 ¢ok ¢ok azdir ve nisasta ihtiva etmezler, ancak iyi bir A
ve C vitamini kaynagidirlar, antioksidan ozelligi yliksek sebze tiiriidiir (Yagmur &
Aydm, 2021). Marulda bulunan yiksek Cd konsantrasyonu, marulun tiketimiyle
birlikte insanlarin agir metal toksisitesine maruz kalmasinin temel sebebidir ve saglik
acisindan tehlikelidir (Zhao ve ark., 2021).

Diisiikk sodyumlu, az kalorili ve az yagh olan marul, C vitamini, demir lif gibi
mineraller bakimindan olduk¢a zengin bir salata sebzesidir. Ayrica marul,
karotenoidler, flavonoidler, askorbik asit, B grubu vitaminler, tokoferoller gibi saglik
acisindan yararl olan dogal fitokimyasal ve vitaminlerin bol bir kaynagidir (M. J. Kim
ve ark., 2016).

Marulda en fazla miktarda bulunan fitokimyasallar polifenollerdir. Yapilan
sinirl sayidaki caligmalarda taze marul tiiketiminin antioksidan aktiviteye olumlu etki
ettigi, diyabeti oOnledigi ve baz1 kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi
bildirilmistir (D. E. Kim ve ark., 2018). Marul insan sagligina yararli, en ¢ok tiiketilen
bol miktarda bulunan dogal bir antioksidan kaynagi olmakla birlikte anti-diyabetik, anti-
inlamatuar ve anti-kanser etkileri mevcuttur (Yang ve ark., 2022).

Cevresel biyotik ve abiyotik streslerin marulda gen ekspresyonu basta olmak
tizere klorofil igerigi, fotosentez hizi, protein diizeyi gibi parametreler Gzerinde oldukga
onemli etkisi mevcuttur (Du ve ark., 2020).

Yapilan ¢ok sayida ¢alisma, marul ve marul 6zlerinin reaktif oksijen tiirlerini
sipiirmede ve iretimini engellemede ve dolayisiyla da o serbest radikallerin
azalmasinda etkili olduklarin1 bildirmistir. Diger sebze tiirlerine kiyasla marulun
nispeten daha diisiik bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica marul
cesitlerine gore de antioksidan kapasitede degisiklikler meydana gelmistir. Ornegin,
kirmiz1 marulun antioksidan kapasitesi yesil yaprakli marula gore daha yiiksektir.
Maruldaki antioksidan kapasite polifenol igerigi ile dogru orantilidir. Ayrica marulun
toplam antioksidan aktivitesi marulun ¢esidi, hasat zaman1 ve yaprak sayisina gore
degismektedir. Ornegin gevsek yaprakli marulun en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
olup dogal olarak en yiiksek radikal siipiirme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir
(Yang ve ark., 2022).

Onceki arastirmalarda yesil yaprakli sebze tiirlerinin diger sebzelere gére agir

metal almimmna ve birikimine daha yatkin olduklari bildirilmistir. Ornegin yapilan bir



caligmada marul bitkisinin domates ve lahana gibi diger bitki tiirlerine gore arsenik
alimmi 6nemli seviyelerdedir (Cooper ve ark., 2020).

2.2. Bitkinin Buyumesini Etkileyen Stres Faktorleri

Canlilar dogalar1 geregi cevreleriyle siirekli etkilesim halindedir ve birgok stres
unsuruna maruz kalirlar (Blylk ve ark., 2012). Stres kavrami bitkilerde biiyiime ve
gelismeyi azaltan veya durduran, bitkinin verimlilik ve kalitesini etkileyen hatta bitkinin
6lime gitmesine sebep olan olumsuz faktérler olarak tanimlamir (Fujita ve ark., 2006).
Bitkiler sesil yasamlar1 geregi i¢inde olduklari ¢evredeki olumsuz kosullardan kendini
koruyamaz ve bu olumsuz kosullardan oldukga etkilenir. Bu durum sirekli veya akut
olabilir (Madlung & Comai, 2004). Stres faktorleri genellikle biyotik ve abiyotik stres
olmak tizere iki sinifa ayrilmaktadir (Levitt, 1985).

2.2.1. Biyotik Stres

Bitkilerdeki biyotik stresin kaynagi bocekler, viriisler, nematodlar, mantarlar,
bakteriler ve yabani otlardir (Singla & Krattinger, 2016). Biyotik stres hasat edilen
meyvelerde zararli mikroorganizmalarin neden oldugu bulasici hastaliktan kaynaklanir
ve genellikle clrime olarak isimlendirilir (Atkinson & Urwin, 2012). Biyotik stres
etmenleri asirt durumlarda bitkinin 6liimiine yol agan besin maddelerinden dogrudan
mahrum kalir. Biyotik stresin tarimda da 6nemi biiyliktir (Wrigley ve ark., 2015).
Tarimda yaygin ve ciddi bir sorun olan biyotik ve abiyotik stresler bitkinin gelisimini ve
verimini derinden etkiler, agir kayiplara neden olur (Shameer & Prasad, 2018). Abiyotik

stres baslica mahsul bitkilerinin kaybina neden olmaktadir.

2.2.2. Abiyotik Stres

Abiyotik stres tuzluluk, sicaklik, kuraklik, agir metaller, UV, donma, isik,
hipoksi gibi stresleri icerir (Hirayama & Shinozaki, 2010). Abiyotik streslerden biri olan
agir metal stresinin bitkiler tizerinde ciddi anlamda toksik etkileri mevcuttur.
Gilinlimiizde, ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi ortamlarinda yaygin bir sekilde
birikkmeye baglayan agir metaller, Diinya yiizeyindeki tiim organizmalarm yasamini
tehdit eden 6nemli bir ¢evre sorunu halini almistir. Agir metal kirliligi biyosferi etkiler

ve cevre kirliligine yol agmaktadir (Berti & Cunningham, 2000).



Cevre kirliligi topragin, suyun ve havanin kirlenmesidir. Bu kirleticiler de
bitkinin biiyiime ve gelismesi olumsuz yonde etkilemektedir (“Kadmiyum, Krom ve
Kursunun Ceratophyllum Demersum L. ve Pogostemon Erectus (Dalzell) Kuntze

Uzerine Fitotoksisitesinin Degerlendirilmesi,” 2018).

2.2.2.1. Agir Metal Stresi

Mangan, Demir, Nikel, Kadmiyum, Civa, Bakir, Kobalt, Cinko, Arsenik gibi
metallerin normal dlzeyleri bitkiler icin temel mikro besinler olsa da fazla seviyeleri
toksiktir ve bitki biiyiimesi basta olmak iizere yaslanmasini, metabolizmasini ve
fizyolojisini ciddi oranda etkiler (Ghori ve ark., 2019).

Son zamanlarda artan sanayilesme, niifus, kentlesme, uzun siireli fosfat gilibre
kullanimi, ilag ve fosil yakitlarin asir1 kullanimu, evsel atiklar vb. antropojenik
kosullara bagl olarak ekosistemlerin su, hava ve toprak gibi ortamlarinda yayginlasan
agir metal birikimi diinyada canli yasamini tehdit eden ve ¢evre giivenligini olumsuz
yonde etkileyen dnemli bir sorun haline gelmistir (Yerli ve ark., 2020).

Agir metaller insan viicuduna hava ve su yolu ile girerek saglik agisindan ciddi
tehlikeler arz ederek insanlarda akut veya kronik olmak tizere kanserle birlikte bébrek
disfonksiyonu, sinir sistemi bozukluklari, cilt lezyonlar1 gibi ¢esitli hastaliklar meydana
gelmistir, en toksik agir metallerin basinda kursun, civa, kadmiyum, bakir yer alir
(Turna & Yavuz, 2016; Chunhabundit, 2016; Gazwi ve ark., 2020; Lisiewicz ve ark.,
2012).

Agir metale maruz kalan bitkilerin gelisimi, temel besin maddelerinin
eksikliginden dolay1 saglikli bitkiye gore daha geridedir. Dolayisiyla agir metallerin
bitkilerde birikimi, verim ve kaliteyi azaltir (Mengoni ve ark., 2000). Agir metalleri
diger kimyasal kirleticilerden aywran Ozellikler; g¢evre sartlarina dayanikli yapilari,
biyolojik sistemi tehdit edici 6zellikleri ve besin zincirine kolaylikla alinip canli
organizmalarda birikme gostermeleridir (Sharma & Dietz, 2009).

Ekosfere ulasan agir metallerden mangan, kobalt, ¢inko, bakir, nikel ve
molibden bitki gelisimi i¢in gerekli iken (Asri & S6nmez, 2006), Arsenik (As), civa
(Hg), Cd ve Pb gibi baz1 agir metaller ise bitki ve hayvan gelisimi i¢in gerekli olmayan

elementlerdir.



Agir metal kirliligine maruz kalan bitkilerde 6zellikle, kok hiicre duvarlar1 ve
plazma membrani ¢ok etkilenir. Ciinkii metalle ilk karsilasan organ bitki kokiidiir ve
¢ogu metalin %70-90’1 koklerde birikir (Pirselova ve ark., 2011).

Agir metallerden olan As ve Cd bitki yasami igin tehlikeli olan iki ana agir
Kirleticidir (White & Brown, 2010). Bu toksik metaller bitkilerin hem yer alti hem de
yer Ustl ylzeyleri tarafindan (Patra ve ark., 2004) kolaylikla almir ve bitkilerin
fizyolojik, morfolojik, biyokimyasal 6zelliklerini ciddi anlamda etkiler (Gupta ve ark.,
2013). Yiiksek konsantrasyondaki agir metal birikimi bitkilerde bir¢ok fizyolojik siireci
olumsuz etkiler, bunlar:

1) Aktif bulunan enzimleri inhibe eder

2) Fotosistemleri etkisiz hale getirir

3) Mineral metabolizmasini bozar

Toksik agir metalleri diger kirleticilerden ayiran ozellikleri biyolojik olarak
par¢alanmamalar1 ve canli organizmalarda birikim gostermeleridir. Dolayisiyla nispeten
daha diisiik konsantrasyonlarda dahi bir¢ok hastaliga sebep olmaktadir. Agir metaller
parcalanamadiklari igin toksik olmayan bilesiklere doniistiiriiliirler veya fiziksel olarak

uzaklagtirilirlar (Tangahu ve ark., 2011).

2.2.2.2. Bitkilerde Agir Metal Stresi

Agir metallerin yiiksek konsantrasyonlar: bitkiler i¢in toksik etkilere sahiptir ve
cevreyi kirletici olarak kabul edilirler, agir metal ile kirlenmis toprakta yetisen bitkiler
fitotoksisite, kloroz, zayif bitki biiylimesi, verim diisiisii ile sonuglanir (Chibuike &
Obiora, 2014).

Bitkilerin iiretimi igin kullanilan topraklarin ¢ogu diinyanin bir¢ok yerinde Cd,
Zn, Cu gibi agir metallerle kirlenmistir, bitkiler ise topraktan ihtiyaci olan suyu alirken
toprakta birikmis olan agir metallerin su ile beraber bitki biinyesine gecerek birikimi s6z
konusudur. Havada bulunan agir metaller ise toz partikiilleri araciligi ile bitki blinyesine
gecmektedir ve bitkide agir metaller bir¢ok fizyolojik siireci ve aktivitelerini
engellemekte ya da olumsuz etkide bulunmaktadir, dolayli olarak agir metallerin bitkide
birikim gostermeleri bitkinin verim ve kalitesini, biiyiime ve gelismesini olumsuz
etkilemektedir (Jayakumar ve ark., 2007).

Agir metal stresi yasayan bitkiler topraktan ihtiyaci olan gerekli besinleri

alamadig1 icin normal bitkilere gore biiyiime ve gelisimlerinde aksakliklar meydana
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gelmektedir. Bitkinin kokleri tarafindan alinan agir metallerin bitkinin gelisimi ve

verimi tzerindeki iki yonli etkileri Sekil 2.1°de ifade edilmistir (Bhat ve ark., 2019).
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Sekil 2. 1. Agir metallerin bitki kokleri tarafindan alinimi ve verimlilik tizerindeki dogrudan veya dolayl
etkileri

Toprakta herhangi bir agir metal birikimi s6z konusu oldugu zaman bitki ihtiyact
olan besin elementlerini topraktan karsilamadigindan dolay1 bitki biyumesinde bodur
blylme, yaprak sayisinda azalma ve kii¢iikk yiizey alanma sahip yapraklarin olusmasi
gibi verim ve kaliteyi 6nemli derecede etkileyen gesitli olumsuzluklar s6z konusudur
(Mengoni ve ark., 2000).

Agir metal stresine maruz kalmis bir bitkide, koklerde suberin adi verilen
bilesigin artmasindan dolayr kokler kahverengileserek bitki ve su arasindaki denge

bozularak bitkinin gelisiminde olumsuzluklar bildirilmistir (Soudek ve ark., 2010).
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2.3. Agir Metale Maruz Kalan Bitkilerde Goriilen Degisiklikler

Asirt agir metal, bitkilerde birden fazla degisiklige sebep olmaktadir ve bu
degisikliklerin yol actig1 zararlarin bir kismi gozle goriilebilir (morfolojik degisiklikler)
diizeyde iken, bir¢gogunun belirlenmesi ise karmasik biyokimyasal analizler
gerektirmektedir ve bir bitki agir metal toksisitesine maruz kaldigi an ilk savunma yolu
olarak metal alinimini azaltmak, ayrica hiicreye metal girisini sinirlayan ¢esitli kok ve
hiicresel salgilar1 sunmay1r benimsemistir, ikinci savunma yolu ise agir metallerin
olusturdugu toksisiteyi temizlemek i¢in g¢esitli mekanizmalarin devreye sokulmasidir

(Hall, 2002).

2.3.1. Morfolojik Degisiklikler

Agir metalin zararh etkisi ilk ve en ¢cok kdklerde gorulur.

- Kokler normal bitki kokleriyle kiyaslandiginda daha kisa, yan koklerde artma
ya da azalma, sagak kok sayisinda azalma goriiliir

- Koklerde lignifikasyon ile birlikte hipodermis ve epidermiste bazi yapisal
degisiklikler meydana gelir (Aydinalp & Marinova, 2009).

- Govde ve kokiin yas-kuru agirligi azalir, bitki biiylimesi yavaslar (Lombardi &
Sebastiani, 2005).

- Yapraklarda sararma, yaprak sayisinin ve yiizey alaninin kii¢iilmesi (Lanaras
ve ark., 1993) ve nekrotik leke olusumu gibi ¢esitli degisiklikler meydana gelir (Koleli
ve ark., 2004).

2.3.2. Biyokimyasal Degisiklikler
2.3.2.1.Enzim Inaktivasyonu

Metaller, ¢ogunlukla enzimlerde sulfidril gruplarina baglanarak inaktivasyona
sebebiyet verirken (ROS ve ark., 1990) bazi metaller ise enzimlerin aktivitelerini

arttirmaktadir (Drazkiewicz, 1994), Ornegin piringte yapilan bir ¢aligmada ¢inko ve

bakir gibi metallerin yapraklarda klorifilaz enziminin aktivitesini arttirdig1 tespit
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edilmistir kisacas1 belirli metal derisimlerine gore aktivasyon ya da inaktivasyon
gerceklesmistir.

Ilaveten Antioksidan enzimlerde de metal derisimine bagli olarak aktivasyon ya
da inaktivasyon meydana gelmektedir.

Tarim yapilacak topraklarda cesitli antropojenik etkenler sonucunda toksik
diizeyde agir metaller bulunmaktadir ve bunun sonucunda bitkilerde toksik metal
birikimi s6z konusu olup sonucunda metabolizma ve beslenmede bozulma meydana
gelmekte, bitki bliyiime ve gelisiminin azalmasma neden olmaktadir (Rahman ve ark.,
2022).

Metal toksisitesinin bitki hticrelerindeki etkileri:

e Oksidatif strese sebebiyet vermekte

e Reaktif Oksijen Tirlerinin (ROS) olusumunu arttirmakta

e ROS’nin olusmasi ile nikleik asitlerin, proteinlerin, lipitlerin zarar
gobrmesine yol agmakta

e Antioksidatif enzimlerin aktivitelerini artirmakta veya azaltmaktadir.

Oksidatif zarara kars1 bitki hiicreleri kendilerini antioksidatif enzimler ya da
enzimatik olmayan antioksidantlar gibi ¢ok ¢esitli antioksidatif savunma mekanizmalari

ile korumaktadir (Karanlik ve ark., 2013).

2.3.3. Metallerin Zarlar Uzerine Etkisi

Metallerin yapisal molekiiller tizerinde ve molekiler Ustl dizeyde olumsuz
etkileri mevcuttur. Metal stresi altinda bir¢cok foksiyondan sorumlu olan hiicre zari
lipitlerinin yapisinda olusacak degisiklikler, hiicre zarin1 da etkiler. Birgok metal yiiksek
derisimlerde fosfatin bulundugu elektron verici bdlgeye yani fosfolipitlerin bas kismina
baglanarak bu lipitlerin kompozisyonunun degismesine neden olmaktadir ve bdylece
hiicre zarimin yapist ve fonksiyonlarinin degismesine de sebebiyet vermektedir

(Lindberg & Griffiths, 1993).

2.3.4. Fotosentez Inhibisyonu

Birgok metal toksik etki diizeylerinde, fotosentez hizinin azalmasina neden olur.

Fotosentez hizinin azalmasinin nedenleri suanlardir:
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-Agir metaller, 6zellikle basta Cd olmak iizere, kloroplast yapisinin degismesine
neden olur ve bitkide klorofil miktar1 azalmaktadir.

-Metallerin tillakoid zarlarla iliskiye girmesi sonucu Kloroplastta g¢esitli
fonksiyonel ve yapisal hasarlar ortaya ¢ikmaktadir.

-Metallerin yuksek seviyeleri, fotosistem II (PS II)’de ve fotosistem 1°de birgok
bolgeye zarar verdigi, bazi metallerin belirli derisimlerinin inhibisyona sebebiyet
verdigi belirlenmistir (Ayhan ve ark., 2006). Bunlarin disinda Cu, Hg, Ni, Cd
metallerinin belirli derisimlerinin Plastosiyanin ve Ferrodoksin basamaklarinda
inhibisyona neden olarak fotosentezi etkiledikleri gosterilmistir (Nowicka, 2022).

-Rubisco enzimi basta olmak tizere Kalvin dongiisiinde yer alan enzimlerin
bazilar1 ¢esitli metallerin belirli derisimlerinde inhibe olmaktadir (Mys$liwa-Kurdziel ve
ark., 2004).

-Agir metaller bitkinin stoma iletkenligini etkilemektedir. Bitkilerin gaz
aligveriginin yapildig1 yerler stomalar oldugu igin agilip kapanmasindaki degisiklikler
fotosentez hizimi etkilemektedir (Yerli ve ark., 2020).

2.4. Kadmiyum Stresi

Kadmiyum toprakta hareketli yumusak bir elementtir ve suda yuksek
¢oziintirligiinden (Andosch ve ark., 2012) dolay1 bitkilerin kokleri tarafindan kolaylikla
ve hizla alinr.

Kadmiyum ekosistemde yer alan, her yerde bulunan en tehlikeli agir metal
kirleticilerinden biri olup tiim canlilar igin oldukg¢a toksik, esansiyel olmayan bir gecis
metalidir (Genchi ve ark., 2020). Cesitli antropojenik faaliyetler ¢evrede bulunan
kadmiyum konsantrasyonunu onemli derecede arttirmaktadir. Topragin kadmiyum ile
Kirlenmesi bitkilerde kadmiyum birikimine sebep olmaktadir, bu da hayvan ve insan
sagliginda ciddi sorunlara neden olmaktadir (F. U. Haider ve ark., 2021).

Uluslararast Kanser Arastirmalar1 Orgiitii verilerine gére Kadmiyum ve
bilesenleri insanda kanserojen olarak tanimlanmustir, uzun sureli kadmiyum
maruziyetinde prostat, bobrek, akciger ve testis kanserleri gorilmektedir (Yaklasimlar
ve ark., 2018). Kadmiyumun topraktan bitkiye aktarim oramnin yiiksek olmasi
nedeniyle agirlikli olarak sebze ve meyvelerde bulunur (Satarug ve ark., 2010).

Cd toksisitesinin bitkide belirgin Ozellikleri, kloroz, su alimi dengesizligi ve

stoma kapanmasidir (Clemens, 2006). Daha yuksek Cd toksisitesi bitki 6limine yol
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acmaktadir. Cd fotosentetik aparata zarar verir, karbon fiksasyonunu engeller, klorofil
ve karotenoid iceriginde azalmaya neden olur (Sanita Di Toppi & Gabbrielli, 1999).
Toprakta kadmiyum, terlemeyi, total su igerigini ve stomalarin aktivitesini azaltarak
bitki blinyesinde ozmotik stres meydana gelir ve fizyolojik hasar gerceklesir (M. S.
Haider ve ark., 2021).

Kadmiyum toksisitesi hiicre proliferasyonunu, farklilasmasin1 ve apoptozu
etkiler. Bu aktiviteler, DNA onarim mekanizmasi, reaksiyon oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimi ve apoptoz indiiksiyonu ile etkilesime girer. Kadmiyum bitki biinyesinde bircok
fizyolojik degisiklige sebep olmaktadir, karbonhidrat ve azot metabolizmalarini
degistirmesi bunun Dbaglica nedenidir. Kadmiyum stomalarin kapanmasina,
transpirasyona, klorofil biyosentezinin bozulmasina ve proteinlerin —SH gruplarindaki
enzimleri inaktive etmesine sebep olmaktadir (Cole & Volpe, 1983).

Kadmiyum CO2 asimilasyonunu azalttigindan dolay1 fotosentez iizerinde
olumsuz etkisi mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada Cd miktar1 arttik¢a bitki agirligi, SOD,
CAT ve POD genlerinin ekspresyonunun bastirildigi , melondialdehit iceriginin arttig1
gbzlemlenmistir (Hassan ve ark., 2005).

Kadmiyum stresi bitkide fotosentezi de ciddi oranda etkilemektedir. Sekil
2.2.de gosterildigi gibi kadmiyum toksisitesi, mitokondri ve kloroplast aktivitesini
inhibe ederek ATP sentezinin azalmasina neden olur, ayrica membran lipit degisimi ve
protein degisimini gergeklestirir. Makro ve mikro besin aliminin azalmasina ve kalvin
dongusinin enzimatik aktivitelerinde azalmaya sebep olur. Kadmiyum stresi hiicrede
su potansiyeli dengesizligine neden olur. Bu stres stomalarin acilip kapanmasi, CO>
miktarinda azalma ve fotosentez gibi bir¢ok siireci etkilemektedir (F. U. Haider ve ark.,
2021).
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Sekil 2. 2. Kadmiyum toksisitesinin bitkilerde su iligkileri ve fotosentez lizerindeki etkileri.

Cd stresi bitkinin gizli yarist olan kokler ve siirgiin bilylimesinin azalmasina,
beraberinde verimde azalmaya ve biyolojik membranda oksidasyona neden olur
(Andosch ve ark., 2012). Cd stresine maruz kalan bitkilerde yapraklarin sararmasi,
bliylimenin durmasi, koklerin kahverengilesmesi gibi ciddi yaralanmalar goriiliir ve
bitkinin 6liimii ile sonuglamr (Wojcik & Tukiendorf, 2004).

Yiiksek Cd toksisitesi nedeniyle misir, domates, salatalik ve marul gibi bazi

bitkilerde Mg, K ve Ca konsantrasyonlarinin azaldig: tespit edilmistir (Nazar ve ark.,

2012).

2.5. Arsenik Stresi

Arsenik, ¢evrede hem organik hem de inorganik formda dogal olarak olusan (A.
P. Singh ve ark., 2011), azot ailesinden metalloid Ozellik gosteren, iki ayr1 kristal
halinde bulunan bir elementtir. Arsenik’in bazi ozellikleri metali andirsa da ametal
grubunda yer almaktadir ve yeryiiziinde en ¢ok bulunan 20. Elementtir (Yadmur &
Hancy, 2002). Arsenik ‘As’ sembolii ile gosterilen, atom numarasi 33 olan, giimiis grisi
renginde kokusuz ve tatsiz kristal bir katidir. inorganik ve organik asitlerin olugmasi

icin farkl elementlerle birlesir.
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Arsenik ¢evrede hareketli olarak her yerde bulunur ve nikel, siilfit, bakir, kobalt
ve kursun agirlikli olmak lizere yaklasik 245°ten fazla mineralin biraraya gelerek
olusturdugu bir bilesiktir. Insan ve diger canli organizmalar igin zehirli bir metaloiddir
(Mandal & Suzuki, 2002). Oksitlenme durumunda arsenat (+V), arsenit (+111), arsenik
(0) ve arsin (—111') olmak tzere 4 formda bulunur. Gaz formu olan yani Arsin en toksik
formdur. Dogada en ¢ok bulunan formu ise inorganik olan arsenik trioksittir. Toprakta
en ¢ok bulunan formu ise + degerlikli olan arsenattir. Suda en yaygin olarak bulunan iki
formu ise inorganik olan arsenit ve arsenattir (Nicomel ve ark., 2015).

Arsenik bitki buyumesi igin gerekli bir element degildir. Bitkiler, buna ragmen,
aldiklar1 Arsenigi organlarinda biriktirmektedirler ve genellikle bitki kdkleri metaloidin
kok uzamasini ve ¢ogalmasimi engelledigi As'a maruz kalan ilk dokudur. Bitkide
toksisite belirtileri sunlardir: Kok biiylimesi inhibisyonu, fotosentezin olumsuz yonde
etkilenmesi ve bitki Oliimii ile souglanmasidir (Kumar ve ark., 2014). Ayrica As,
biyokiitle birikimini yavaslatarak veya durdurarak, dogurganlik, verim ve meyve
tiretimindeki kayiplar yoluyla bitki tireme kapasitesinden 6diin vererek bitki biiylimesini
ciddi sekilde engelleyebilir (Garg & Singla, 2011). Arsenik’in toksik duzeyde birikimi
s0z konusudur. Arsenik toksisitesi ¢ok sayida fizyolojik sureci etkiler. As metaline
maruz kalan bitkilerde hiicre zarlar1 ciddi hasar goriir ve elektrolit sizintis1 yaganir (N.
Singh ve ark., 2006). Bu elementin en toksik formlari ise arsenit ve arsenattir, Gevre igin
oldiiriiciidir. Arsenik hiicrelerin siilfidril grubunu etkiledigi icin zehir kabul edilir
(Farooq ve ark., 2016) ve (Jaishankar ve ark., 2014). Arsenigin toksisitesi tiirline gore
degisiklik gosterebilir. Genel olarak Arsenigin inorganik formu organik formundan
daha toksik oldugu bilinir. Indirgenmis olan arsenit formu, enzimatik fonksiyonlar
bozarken oksitlenmis olan arsenat formu ise bir fosfat analogu gibi davranarak fosfat
almimini ve taginmasini engeller. Arsenit formu daha toksiktir (Kaur ve ark., 2011).

Arsenigin diisiik dozu bile oksidatif DNA hasarina ve ROS tiirlerinin olusumuna
sebeptir (Ozbolat & Tuli, 2016). As’a maruz kalan bitkilerin bilytimesinde (bitki boyu,
bitki basina yaprak sayisi, yaprak alani, govde ¢api, yas ve kuru agirligr) ciddi hasarlar
mevcuttur. Mahsul verimi, kok ve siirgiin biyokiitlesi onemli 6l¢iide diisiiktiir (Vezza ve
ark., 2018).

Bitkilerin As ile kirlenmis topraktan ve yeralt1 sularindan arsenik alma egilimi
mevcuttur. Dolayli olarak toprak ve yeralti sularindaki Arsenik miktarinin artmasi
bitkilerde As igeriginin de yiikseldigi bulunmustur. Bu da insan sagligi ve mahsul

dretimini tehdit eden bir unsurdur. Bitkilerde As birikimi, c¢esitli fizyolojik ve
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morfolojik sirecleri etkilemektedir. Mevcut klorofil igerigi azalir bundan dolay1
fotosentez siiregleri ciddi anlamda etkilenmektedir. Fotosentez hizinda azalma meydana
gelerek bitkini verimi ve bilylimesi azalmaktadir (Kalita ve ark., 2018).

As toksisitesi bugday, domates gibi birgok bitkide biiyiime, gelisme ve verimin
azalmasina sebep olmustur. Bitkiler {izerinde yapilan bazi aragtirmalarda ise klorofilin
ve beraberinde fotosentezin bozulmasi, ¢esitli metabolik aktivitelerin bozulmasi ve
ilaveten su durumlarinda da ¢esitli degisikliklerin oldugu bildirilmistir.

Agir metal stresi, As ve Cd gibi stresler bitki dokularina ciddi zararlar veren ve
bitkilerde oksidatif hasara neden olan serbest radikal olusumunu indiikler. Agir metal
stresi, oksidatif hasara sebebiyet veren, kararsiz ve hiicreler igin zararli olan agir1 reaktif
oksijen turlerinin (ROS) Uretilmesine yol agar (Yildirim ve ark., 2019).

Stres kosullari altinda ROS iiretimi artarak maksimum seviyeyi asar ve oksidatif
strese yol agar, oksidatif stresin sonucunda bitkilerde elektrolit sizintisi, lipid
peroksidasyonu, hiicre zart ve DNA molekiillerinin hasar1 yasanir (Aprile ve ark.,
2019).

2.6. Reaktif Oksijen Turleri (ROS)

Cesitli cansiz faktorler canlinin metabolik olaylarini bozmaktadir ve bu
hiicrelerde baslica stres faktorleri redoks tepkimesi temel olarak tiim hiicresel olaylari
elimine etmektedir veya olumsuz yonde etkilemektedir, bu streslerin sonucunda da
hiicrelerde ROS ad1 verilen radikal bir molekiil olusmaktadir. Bitkilerde ROS Uretimi
hlcresel metabolizmanin bir pargast olarak var olusuna ragmen cevresel stresler sonucu
DNA’ya, proteinlere, lipitlere ciddi anlamda zarar veren oldukga reaktif agir1 ROS
uretimi ve birikimi gergeklesir (Raja ve ark., 2017).

Son yapilan arastirmalar bitkilerde ROS un ikili rollerini ortaya koydu, ge¢cmiste
ROS’nin yiiksek konsantrasyonlarda oldugu zaman DNA ve RNA'mmn yikimi, lipit ve
amino asitlerin oksidasyonu gibi yikici etkiye sahip tehlikeli rolleri bilinmekteydi su an
ise sinyallemedeki 6nemli rolleri de bilinmektedir (Meitha ve ark., 2020).

Reaktif oksijen tirleri oksijen temelli olusan, baslica kloroplast, mitokondri ve
peroksizomlarda iretimi gergeklesen, farkli hiicre bélmelerinin metabolizmasi ve enerji
durumu hakkinda bilgi saglayan, oksijen ile ilgili olan tum metabolik surecleri
(fotosentez, mitokondri) etkileyen ve oksijen igeren eslesmemis serbest elektronlari
bulunan tarlerdir. ROS tdrleri, hidroksil radikali (OH"), hidrojen peroksit (H202) ve
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stiperoksit anyonu (O2) olmak tizere DNA, RNA, lipidler ve proteinlerle etkilesime
girerek onlar1 oksitleyen ve sonucunda ciddi hasarlara sebebiyet veren glcli oksidan
bilesiklerdir (Gusman ve ark., 2013).

Her ROS ¢esidi kendine has belirgin kimyasal ozelliklere sahiptir; 6rnegin
singlet oksijen DNA’nin protein ve lipidlerini oksitleyebilir, hidroksil radikalleri son
derece reaktif ve kararsizdir, hidrojen peroksit ise oldukga kararli bir tiridir ve
hiicresel sinyallemede baskin role sahip bir ROS tiiriidiir (Waszczak ve ark., 2018).

SOD,CAT,POX,GPX gibi antioksidan enzimler tarafindan katalize edilen ¢esitli
reaksiyonlar Sekil 2.3’de gosterilmistir (Rajput ve ark., 2021).

Superoksit Olusumu

O:+e —» (0%

Haber weiss Reaksiyonu
H.0:+0; —» OH +0,+0H

SOD, CAT, POX, GPX' in aktivitesi Haber Weiss
Reaksiyonunu engeller

0:+07 —— H,0,+0,

SOD

H:0; + H.0; —0 — 2H,0 + O,
CAT, POX, GPX

Foyer- Halliwel- Asada Yolagi

H.0; Askorbat GSSG NADPH
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APX DHAR GR
2H0« ) Dehidro GSH NADP

ASkorb?t (indirgenmis
(oksitlenmig form) form)

GST l Michael Alici

GSH-Turevleri

Sekil 2. 3. Antioksidan enzim sistemi tarafindan katalize edilen temel reaksiyonlar
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2.6.1. Singlet Oksijen

Bitkilerde fotosentez sirasinda ozellikle fotosistem 2’nin reaksiyon merkezinde
cogunlukla 1sikta olusumu gozlenen baslica oksidatif stresin olusumunu tetikleyen
reaktif oksijen turidur (Kruk & Szymanska, 2021).

Yiiksek konsantrasyonlarda hiicre zarini, proteinleri ve DNA’y1 yok eder ve
protein sentezini inhibe ederek fotoinhibisyona yol agar ayrica singlet oksijen
sinyallemede kloroplasttan ¢ekirdege bilgi aktariminda gorev alarak niikleer genlerin

ekspresyonunu duzenler (Dmitrieva ve ark., 2020).

2.6.2. Suiperoksit anyon radikali (O2Y)

Superoksit anyon 6zellikle kloroplastlarda surekli Gretilen bir radikaldir,
mitokondride de olusumu gozlenir ve ilk olusan ROS tiirlerinden bir tanesidir.
Mitokondride kompleks 1 ve 3’ten, kloroplastta ise PS1 ve PS2 sistemlerinden
olusmaktadir. Kisa yasam omrii ve diisiik hareketlilige sahip oldugundan dolay1 orta
derecede reaktif bir radikaldir, kimyasal yapis1 geregi de negatif yiikli oldugu i¢in
biyolojik membranlardan gegis 6zelligine sahip degildir ayrica slperoksit anyon radikali
diger ROS tiirlerini olusturmak igin baska reaksiyonlarla (fenton) etkilesime gegebilir
(Halliwell, 2006).

2.6.3. Hidrojen peroksit (H202)

Bitki hucresinde H207’in baglica olusum yerleri mitokondri, ER, kloroplast,
hiicre zar1 gibi boliimlerde ETS sistemi lizerinde e tasinimi ile birlikte Oz ‘nin SOD
tarafindan dismutasyonundan sonra olusumlari goézlenir (Sofo ve ark., 2015). 1
milisaniye siire hiicrede varligini siirdiiren, suda ¢ézinen, en uzun émurli molekaldar
ve miktarina bagli olarak radikal 6zellik kazanmaktadir. Bitkilerde iki ucu keskin kilica
benzetilir yani diisiik konsantrasyonlarda hiicrelerde biyolojik siireglerin ilerlemesinde
olumlu o6zellik gosterir, faydalidir fakat yliksek konsantrasyonlar1 oksidatif strese sebep
vererek hiicrelerde zarar1i s6z konusudur (Das & Roychoudhury, 2014). Diisiik
konsantrasyonlarda fotorespirasyon ve fotosentez, stoma hareketi, biiyiime ve gelisme,

hiicre dongiisiiniin saglanmasinda etkisi vardir (Quan ve ark., 2008).
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2.6.4. Hidroksil radikali (OH")

Reaktif oksijen tiirleri arasinda en kisa omiirlii fakat en giiclii ve en son olusan
radikal olmasi sebebi ile en reaktif olan hidroksil radikalidir, 6zellikle DNA/RNA
baglarmin kirtlmasinda gorevlidir (Richards ve ark., 2015).

Hidroksil radikali biyoloji molekiillerin hepsi ile etkilesime gecerek zarlar,
lipitler ve proteinlerde hiicre hasarina neden olmaktadir ayrica hiicrede hidroksil
radikalini ortadan kaldiracak bir enzim mevcut olmadigindan dolay: asir1 tiretimi hiicre
6limune sebebiyet vermektedir (Meitha ve ark., 2020).

ROS uzun suredir abiyotik (kuraklik, sicaklik, UV, agir metal stresi) ve biyotik
cevresel stres kosullarina verilen cevapta rol oynamasi ile taninmaktadir (Gill & Tuteja,
2010). Reaktif oksijen turleri, bitkilerde iki rolii vardir:

1) Yiksek konsantrasyonlarda oksidatif hasara sebep olmasi

2) Diisiik konsantrayonlarda sinyal verici

ROS iiretiminin ortak oldugu organeller ise kloroplast, mitokondri ve
peroksizomlardir. Normal bitki kosullarinda ROS, minimum diizeyde bulunur ve
iretimi kloroplastlar, mitokondriler ve peroksizomlarin metabolizmasi i¢in gereklidir
ancak agir metal gibi abiyotik stresle karsi karsiya kalindiginda 6nemli miktarlarda
uretilir. Daha yiksek ROS seviyeleri bitkilerde oksidatif hasara sebebiyet vermektedir
(M. A. Ashraf, Riaz, ve ark., 2019; Ishikawa ve ark., 2010). Agir metaller protein
gruplari ile etkilesime gegerek baglanma egilimi gosterir ve enzimlerin inaktivasyonuna
sebebiyet vererek ROS tirlerinin tretilmesine neden olur (Maleki ve ark., 2017).

Bitkilerin streslere kars1 fizyolojik ve kimyasal savunmalar1 enzimatik olmayan
ve enzimatik antioksidan bilesenlerden olusur bu farkli antioksidan sistemler proteinler,
nikleik asitler, zarlar, lipitleri oksidatif stresin hasarlarindan korumak igin gelismistir
(Demidchik, 2015).

Bitkilerde en yaygin olarak iiretilen ROS tiirleri metal-metaloid stresler altinda
gelistirilmis olandir (N. A. Anjum ve ark., 2014). ROS agir metaller aracilig ile
uretildigi zaman bitkiler, oksidatif stresle micadele etmek icin katalaz, stperoksit
dismutaz, peroksidaz, askorbat peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi bazi antioksidan
enzimleri de dolayl olarak iireterek savunma sistemi olan antioksidan mekanizmay1

aktive eder (Dixit ve ark., 2001).
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2.7. Antioksidan Mekanizmasi

Agir metaller gibi gesitli abiyotik stresler, bitkilerde oldukga reaktif ve toksik
olan, oksidatif strese neden olan reaktif oksijen turlerinin asir1 birikimine yol agar.
Antioksidanlar ise bu strese cevap olarak bitkilerde birikip cesitli karmasik bir
antioksidan savunma sistemi Ureterek biriken ROS molekillerini temizler ya da
uretimini kontrol eder (Gill & Tuteja, 2010) ve (Blokhina ve ark., 2003). Antioksidan
savunma sistemi hem enzimatik (SOD, CAT, GPX, APX) hem de enzimatik olmayan
[askorbik asit (AA), tokoferoller (vitamin E), karotenoidler, glutatyon ve fenolik
bilesikler] ikili bir hiicresel savunma sistemidir (Berni ve ark., 2019; Jiang & Huang,
2001). Bitkilerin ROS siipiiriicii antioksidan enzimleri arasinda katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz (GPX),
glutatyon  S-transferaz  (GST), monodehidroaskorbat  rediktaz ~(MDHAR),
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve peroksiredoksin (PRX) ler yer alir. Enzimatik
olmayan ROS sipiruct antioksidanlar ise GSH, askorbik asit (AsA), karotenoidler,
tokoferoller (Vitamin E), flavonoidler gibi fenolik bilesiklerden olusmaktadir (Gill &
Tuteja, 2010).

Marul bitkisindeki antioksidan aktivitenin biiyiik bir kismi ise fenolik bilesikten
kaynaklanir. Fenolik bilesiklerin disinda bazi vitaminler de (C vitamini, E vitamini)
marulda bulunan antioksidan aktiviteye katki saglamaktadir (Nicolle ve ark., 2004).

Antioksidanlarin  rolleri, hiicrede fazla bulunan serbest radikalleri
etkisizlestirmek, toksik etkiye karsi hiicreyi korumak ve hastaliklar1 engellemektir
(Young & Woodside, 2001).

Antioksidanlar toksik olan radikaller ile hizli bir sekilde reaksiyona girerek

peroksidasyon ve otooksidasyonun ilerlemesini engeller (Karabulut & Giilay, 2016).

2.7.1. Antioksidan Enzimler

2.7.1.1. Stperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, hiicrelerin oksidatif stresten korunmasinda rol oynayan, organizmalarin

sitoplazmasinda eksprese edilen yiiksek oranda korunmus bir enzimdir (Wang ve ark.,

2018).
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SOD enzimi, mitokondride yer alan O radikallerini temizlemede goérev alan
antioksidan enzim ailesidir. Stiperoksit dismutaz enzimleri, reaktif oksijen tirlerinin
olusturdugu hasarlara karsi 6n savunma sistemini olusturmaktadir (Younus, 2018).

Stiperoksit radikallerini daha az reaktif olan hidrojen peroksite doniistiirir.

0y + 0y + 2H" —22, 0,+ H,0,

SOD enzimleri SOD 1 (sitoplazmik Cu-Zn SOD), SOD 2 (Mangan SOD), SOD
3 (hiicre dis1 Cu-Zn SOD) olmak Uzere 3 izoforma sahip enzimlerdir.

SOD 1 okaryotlarda karakterize edilen, sitozolde yuksek oranda bulunmakla
beraber mitokondriyal matriste, cekirdekte ve sitoplazmada bulunur (Fukai & Ushio-
Fukai, 2011; Miao & St. Clair, 2009).

SOD 2 enzimi icerisinde Mn bulunan mitokondri matrisinde ve i¢ zarlarda yer
alan bir Superoksit dismutaz enzim izoformudur (“Comp. Biol. Norm. Lung,” 2015).
Mangan SOD’lar mitokondri ve peroksizomlarda meydana gelir ve bu enzimler Mn
atomu olmadan islev goremezler (Alscher, 2002).

SOD 3, hiicre dis1 matris i¢inde ve hiicre ylizeylerinde bulunan bir Cu ve bir Zn
iceren bir tetramerik glikoproteindir. SOD 1 ve SOD 2 izoformlarin aksine ifadesi

yuksek oranda hiicre ve dokuya 6zgidir (van der Vliet, 2015).

2.7.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, kesfedilen ilk enzim olmakla birlikte heme iceren tetramerik giclu bir
katalizor enzimdir (Suman ve ark., 2021). Yaygin olarak acorobik canlilarda bulunur.
Hayvanlarda bitkilerin tersine yalnizca bir tane katalaz izoformu vardir. Bitkilerde ¢oklu
izoformlar halinde bulunur (McClung, 1997). Katalaz glioksizomlar, peroksizomlar,
kloroplast, sitozol ve mitokondride l6kalizedir (Boguszewska & Zagdask, 2012).

Genellikle peroksizomlarda bulunan katalaz en 6nemli antioksidan enzimlerden
biridir, H,O2 ‘yi pargalar ve organelden uzaklastirir. Reaksiyonu, hidrojen peroksidin
suya ve oksijene doniisiimiinii katalize eder (X. Liu & Kokare, 2017).

Katalaz iki H>O, molekuliinii herhangi bir etkene ihtiya¢ duymadan su ve

molekiiler  oksijene  doniistirme  yetenegine  sahip, hidrojen  peroksitin
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uzaklastirilmasinda da oldukg¢a Snemlidir ayrica peroksidazla karsilagtirildiginda CAT
hidrojen peroksit i¢in daha yiiksek Km degerine sahiptir (Dumanovi¢ ve ark., 2021).

CAT

H-0, 2H,0 + O,

Hiicre organellerinin birikmesini Onler ve hicrelerin oksidatif hasar gérmesini
onlemek icin gorevlidir (Nandi ve ark., 2019). Diger bir ROS siipiiriicii enzim olan
askorbat peroksidaz (APX) hem kloroplastta hem de sitozolde bulunur ve 6zellikle
katalazin olmadig1 durumlarda devreye girer.

CAT aktivitesi genellikle yiiksek Cd konsantrasyonlarina maruz kalmanin

ardindan azalmstir.
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Cizelge 2. 1. ROS'un detoksifikasyonunda yer alan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar,
onemli fonksiyonlar: ve hiicre i¢indeki konumlari (Mushtaq ve ark., 2020).

Enzimatik

Antioksidanlar

Hucredeki Lokasyonu

Fonksiyon

Katalaz (CAT)

Prolin

Flavonoidler
JAVAN

Karotenoidler

Mitokondri ve Peroksizomlar

Mitokondri, Peroksizomlar, Sitozol ve Kloroplast

Mitokondri, Peroksizomlar, Sitozol ve Kloroplast

Mitokondri, Sitoplazma ve Kloroplast

Mitokondri, Sitoplazma ve Kloroplast

Mitokondri, Sitoplazma ve Kloroplast

Mitokondri, Sitoplazma ve Kloroplast ve
Endoplazmik Retikulum

Mitokondri, Sitozol ve Kloroplast

Hiicre vakuolleri

Sitozol, Mitokondri, Peroksizom, Kloroplast,
Vakuol ve Apoplast

Sitozol, ER, Mitokondri, Kloroplast, Vakuoller,
Peroksizomlar ve Apoplast

Bitkilerin hem fotosentetik hem de fotosentetik

olmayan dokularinda bulunur.

H.O’nin H>0O ve O;’ye katalizlenmesi

Os—'nun H,O ve Oy’ye doniistiiriilerek
uzaklastirilmasi

Indirgeyici madde olarak (AA) kullanarak
H,0,'yi H,O ve DHA'ya indirger.

GR, ASC-GSH dongisuniin anahtar bir
enzimidir, yuksek hucresel GSH/GSSG
oranini korumak i¢in glutatyon disiilfiirde
bir disiilfit baginin olusumunu katalize eder
ve  Kloroplastta ~ Mehler  reaksiyonu
tarafindan tiretilen H.O,'yi detoksifiye eder

Indirgeyici substrat olarak GSH kullanarak
DHA'min AsA'ya indirgenmesini katalize
eder ve bitki hucresinin redoks durumunu
korur.

Indirgeyici ajan olarak NADPH kullanarak
MDHA'dan AA'y1 yeniden uUretir.

02 ve peroksi radikallerinin ara formlarinin
etkili sondiiriiciisii olarak islev goriir

OHe ve 10, 'yi temizler ve LPO nedeniyle
ortaya cikan zararl etkileri 6nler

OHe, 10, ve HyO, 'yi stipiirtir

Membranlar1 oksidatif hasardan korur ve
metal baglayici enzimlerin iglevini korur
OHe, 10;, H;0; ve Os—'yu yakalar, ayrica
askorbik asidin GSSG Uretmek icin
yenilenmesinde rol oynar, bitkilerde agir
metal iyonlarinin selatlanmasma yardimei
olur

PSI ve PSllI'den gelen fazla enerjinin
sondurtlmesi,  lipid  peroksidasyonunu
inhibe eder, 102 ve ug¢li Klorofil (3Chl*)
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molekdllerini temizler

2.7.1.3. Peroksidaz (POX)

Peroksidaz, aktif bolgesinin kimyasina gére heme igeren ya da icermeyen bir
oksidaz enzimi sinifidir. Aktivitesi 1855 yilinda bitkilerle kesfedilmistir. Peroksidaz
enzimi, katalaz gibi serbest radikal mekanizmasini kullanarak (de Albuquerque ve ark.,
2019) oksidasyon-rediksiyon reaksiyonunu katalize eder (Bindoli & Rigobello, 2013)
ancak katalize edilen bu reaksiyon ¢ok ¢esitli substratlarin H2O; ile oksidasyonudur.

Peroksidazlar canli sistemler igin gerekli olmakla birlikte tiim bitki ve
hayvanlarda bulunmaktadir. Klasik bitki peroksidazlari ise heme grubu igeren birden
fazla farkl islev goren enzimlerin iyi ¢alisilmis bir grubudur, bitkilerin ¢ogunda farkl
izoenzimler olarak ortaya g¢ikar (Veitch, 2004). Cd, Cr, Cu gibi agir metallerle
karsilasildiginda peroksidaz seviyesi ya aktive ya da inhibe olur (Woo ve ark., 2009).

2.7.1.4. Askorbat Peroksidaz (APX)

Askorbat peroksidaz, sitozol ve kloroplastta Gretilen askorbat-glutatyon
dongusunde hidrojen peroksiti yok etmekle birincil goérevli ROS seviyelerini
diizenleyen antioksidan savuma sisteminin anahtar bir bilesenidir (M. S. Haider ve ark.,
2021). APX, mitokondri, kloroplast ve peroksizomlar gibi farkli hiicre alti bolmelerde
ROS fazlaligimin ortadan kaldirilmasinda gorevli antioksidan enzimdir. Yapilan
calismada APX izoformlarinin olumsuz cevre kosullarinda stres altindaki bitkilerde
koruyucu olarak dogrudan rol oynadigi bildirilmistir (Caverzan ve ark., 2012).

Reaksiyon sirasinda APX, askorbati indirgeyici eleman olarak kullanir.

2.7.1.5. Glutatyon RedUktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz enzimi strese cevapta yer alan molekiilleri geri kazandiran
enzimlerdir 6rnegin GSSG’ yi askorbat glutatyon dongiisii yoluyla GSH’ a doniistiirerek
GSH dengesinin korunmasinda gorevli olan ve enzimler tarafindan kullanilan
askorbatin geri kazanilmasina yardimer olan bir antioksidandir (Moreno-Galvan ve ark.,
2020; ve (Madhu ve ark., 2022).
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2.7.1.6. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Bitki GST’leri herbisitleri ortadan kaldirma roliiyle detaylica incelenmistir.
GST’ler sitotoksik bilesikleri detoksifiye eden enzimlerdir ve oksidatif stres, agir metal
stresi, patojen saldirilar1 gibi streslere karst yanitin olusmasinda gorevli enzimdir

(Carvalho ve ark., 2015).

2.7.1.7. Glutatyon Peroksidaz (GPX)

Glutatyon peroksidaz, indirgenmis formda olan glutatyonu (GSH), disiilfit forma
(GSSG) oksitleyerek hidrojen peroksit radikalini ortadan kaldirmak veya birikimini
azaltmak igin glutatyon-askorbat dongiisiinde o6nemli bir bilesendir. Bitki GPX
antioksidanlarinin temel islevi ise strese bagli gelisen oksidatif hasarin sebebiyet
verecegi programlanmis hiicre Olimiinii 6nlemektir. Ayrica glutatyon peroksidazlar

abiyotik stres tarafindan indiiklenebilir (L. Zhang ve ark., 2019).

2.7.2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Sistemler

Askorbik Asit (C vitamini), tokoferoller (E vitamini), karetonoidler, glutatyon,
bitki polifenolleri, prolin gibi enzimatik olmayan antioksidanlar, serbest radikal
reaksiyonunu kesintiye ugratarak caligirlar (Shahidi & Zhong, 2010).

Bitkilerde abiyotik stres altinda savunma gosteren, enzimatik olmayan
antioksidan bilesenler glutatyon, karotenoidler, askorbik asit, fenolikler ve
flavonoidlerden olusmaktadir (M. A. Ashraf, Riaz, ve ark., 2019). Ozellikle glutatyon,
askorbat ve tokoferoller gibi antioksidanlar redoks tamponu gibi hareket ederek, yiuksek

ROS iiretiminin zararh etkilerinden bitkileri korumaktadir (Foyer & Noctor, 2005).

2.7.2.1. Karotenoidler

Tetraterpenoidler olarak da bilinen karotenoidler, en yaygin yagda ¢oziinen ve
bitki bliylimesi ve savunmasinda gorevli rol oynayan fitobesinlerdir (Stahl & Sies,
2003). Karotenoidlerin antiinflamatuar, antikanser, noroprotektif ve antioksidan

Ozellikleri mevcuttur. Karotenoidler, fotosentezde yardimeci pigmentler olarak gorev
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alarak bitkileri fotooksidatif strese karsi korur. Karotenoidler sinifinda en yaygin bilinen
A vitamini Onclisi olan P-karoteninin birincil kaynagidir. Marulda bulunan
karotenoidler B-karoten, lutein ve B-kriptoksantindir ve p-karoten giclii bir antioksidan
olup iyi bir O, temizleyicidir (Pham-Huy ve ark., 2008).

ROS ile karsilastiginda singlet oksijeni ve peroksil radikallerini ortadan
kaldirmadan sorumlu onemli bir antioksidan savunma sistemi elemanidir (Moussa ve
ark., 2020). Karotenoidlerin, diger ROS turlerine kiyasla peroksil radikallerini daha iyi
ve verimli bir sekilde temizledigi bilinmektedir. Bu aktivitelerinden dolay1
lipoproteinlerin ve hiicresel membranlarin ROS tiirlerine karst korunmasinda 6nemli

rollerinin oldugu bilinmektedir (Nimse & Pal, 2015).

2.7.2.2. Askorbik Asit

Bitki biiyiimesinde ve savunmasinda ve hayatta kalmasinda bir antioksidan
olarak gorev alan askorbik asit asil olarak de novo yollar ile sentezlenmektedir. L -
Askorbik asit (AsA) bitkilerde oldukc¢a bol bulunan bir metabolittir ve hiicre buyimesi,
boliinmesi ve gelisiminin yani sira bitki stres fizyolojisinde onemli rollere sahiptir
(Conklin, 2001; Smirnoff, 1996). Askorbik asit bitkilerde abiyotik ve biyotik streslere
cevap olarak ortaya ¢ikan oksidatif strese karst savunmada ve reaktif oksijen tirlerinin
(ROS) detoksifikasyonunda énemli rolii olan en bol bulunan enzimatik olmayan, suda
¢ozinen bir antioksidandir (Gest ve ark., 2013; Hossain ve ark., 2018). Askorbik asit,
hormonlarin biyosentezinde, fotosentezde ve diger antioksidanlari yenilemede gorevli
olan enzimlerin kofaktorii olarak islev gérmektedir (Gallie, 2013). Askorbat rejeneratif
oldugu i¢in en gii¢lii antioksidanlardan sayilir (Akram ve ark., 2017).

Askorbatin, ROS’u temizlemesinin yanisira ¢esitli reaksiyonlarda da elektron
donodrii olarak gorevi vardir. Bu gorevleri sirasinda monodehidroaskorbata ve
dehidroaskorbata doniisiir. Dehidroaskorbat kararsiz bir bilesik oldugu igin tekrar
askorbata indirgenmelidir aksi takdirde ortadan kaybolur ve sadece antioksidan ve
serbest radikal siipiirlicii olmak tizere iki islevi bulunmaktadir. Askorbatin belirli
seviyelerde ve konsantrasyonlarda yiikselmesi, tokoferol geri doniisiimiin kapasitesini
ve dolayli olarak metal kaynakli oksidatif stres sirasinda tokoferollerin antioksidan
kapasitesini artirabilir (Kanwischer ve ark., 2005).

Askorbik asit meyve ve sebzelerde dnemli dlgiide bulunmaktadir. Oncelikle

marulda yer alan C vitamininin igerigi marul ¢esitlerine gore farklilik gdstermektedir,
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mesela kivircik maruldaki C vitamini en diisiik seviyededir. En fazla tiiketilen sebzeler

arasinda yer alan marul askorbik asit agisindan da 6énemli bir kaynaktir.

2.7.2.3. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH), hicre icinde en ¢ok bulunan suda ¢ozinir bir tiyol bilesigi
olup glutamat-sistein-glisin (Glu-Cys-Gly) aminoasitlerinden olusan bir tripeptittir
(Galano & Alvarez-ldaboy, 2011). Glutatyon ¢evresel streslerin neden oldugu oksidatif
strese karsi hucre savunmasinda gorevli enzimatik olmayan giiclii bir antioksidandir
(Hasanuzzaman ve ark., 2017). Glutatyonun hcre ici sinyal iletiminde de dnemli rolleri
mevcuttur (Kennedy ve ark., 2020).

Yapilan birka¢ calisma, cesitli c¢evresel zorluklara karst glutatyonun bitki
savunma genlerinin uyarilmasinda goérev aldigim1 ve GSH ve/veya GSH ile iliskili
enzimlerdeki yiikselisin, cesitli biyotik strese karsi (bakteri, mantarlar ve bitki viriisii)
savunma direnci ile iliskili oldugunu bildirdi (Herndndez ve ark., 2017). Glutatyon
bircok bitkide yaygin olarak bulunur ve ROS’un siipiiriilmesinde dogrudan veya dolayli
olarak rol alir. Hiicre ¢ogalmasi, biiyiime ve gelismesini modiile eder (El-Beltagi ve
ark., 2020).

Abiyotik stres altindaki bitkiye eksojen GSH uygulamasi bitkinin strese karsi
toleransini artirir Yapilan bir c¢alisma, g¢evresel abiyotik streslerden olan kuraklik
stresine karsi eksojen glutatyon uygulamasinda, glutatyonun prolin igerigini
diizenleyerek ozmotik dengeyi sagladimi ve bitki hicrelerinin  su durumunu
iyilestirdigini bildirmistir (Nahar ve ark., 2015).

Ayrica agir metal stresine karsi glutatyon hiicrede fitoselatinlerin olusumu ile

birlikte vakuollerde agir metallerin tutulmasina yardimei olur (Sharma & Dietz, 2006).

2.7.2.4. Tokoferoller (E Vitamini)

E vitamini olarak bilinen tokoferoller, insan beslenmesi icin gerekli olan lipidde
¢cozunen, kuvvetli antioksidan 6zellikleri olan molekiillerdir. Hiicre membranmini ve
zarini serbest radikal aracili olan lipid peroksidasyonu hasarindan korumaktadir (Ecz,
2003). E vitamini fotosentetik organizmalar araciligi ile bitkiler tarafidan dretilir.
Tokoferoller a tokoferol, B tokoferol, y tokoferol ve & tokoferol olmak iizere 4 forma

sahiptir. En yaygin biyolojik aktif formu o tokoferoldiir (Engin, 2009).
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E vitamininin gorevi ¢esitli enzimlerle etkilesime gecgerek hiicre zari, duvari ve
lipit alanlar1 gibi hiicresel yapilari korumanin yani sira bir antioksidan molekiil olarak
reaktif oksijen tirlerini (ROS) ve nitrikoksiti temizlemektir. Ornegin a-tokoferoliin
antioksidan etkisi hiicre membranindaki yag asitlerini korumaktir. Tokoferolun lipit
peroksidasyonuna karst koruyucu etkisinden baska, humoral ve hiicresel bagisiklik
Uzerinde de dizenleyici etkileri mevcuttur. a-tokoferol, peroksil radikalleri ile
reaksiyona girerek oksidasyonu durdurur

Tokoferol diger adiyla E vitamininin, kuvvetli antioksidan 6zelliklere sahip olma
ozelligi onun sinyal iletimi, gen anlatiminin diizenlenmesi ve oksidatif stres cevabi gibi
birgok siirece etki etmesini saglamaktadir (Sezer, 2017).

E ve C vitamini gibi antioksidan vitaminler singlet oksijeni ortadan kaldirarak
serbest radikal olusumunu engeller ve hiicreleri lipid peroksidasyonuna karsi
korumaktadirlar.

Yapilan bir ¢alismada arabidopsis bitkisinin Cd veya Cu metalleri tarafindan
indiiklenen oksidatif strese toleransinda tokoferollerin ¢ok ©Onemli rol oynadigi
gosterilmistir. E vitamini eksikliginde Cd veya Cu metalinin sebep oldugu oksidatif
hasar ¢ogaldi ancak digsaridan E vitamini takviyesinde ise olusan oksidatif hasara karsi
koruyucu bir roliiniin oldugu ispatlanmistir (Dos Santos ve ark., 2005).

Dogal antioksidan olan tokoferollerin o ve vy formlari, maruldaki ana

izomerlerdir (Nicolle ve ark., 2004).

2.7.2.5. Flavonoidler

Flavonoidler, bilinen 8000’den fazla farkli bilesik ile bir araya gelerek cesitli
bitkilerden izole edilen dogal degisken fenolik maddeler olup, bitkilerin tohum ve
meyve kisminda bol miktarda bulunan koku, tat ve renkten sorumlu (Rodriguez De
Luna ve ark., 2020), sekonder metabolit grubudur. Strese karsi duyarli olan
flavonoidler, abiyotik ve biyotik stresler sonucunda Uretilen reaktif oksijen tirlerinin
olusumunu engellemekte veya olusan ROS seviyelerini diisiirmekte gorevli olan 6nemli
ve giiclii bir antioksidan bilesiktir (D’Amelia ve ark., 2018). Flavonoidler, cevresel
strese karst diger antioksidan enzimlerin aktivitelerinde herhangi bir azalma oldugu
durumda devreye giren ikincil bir antioksidan sistem olarak yer almaktadir ve strese
maruz kaldiginda biyosentezi indiiklenmektedir (Baskar ve ark., 2018). Flavonoidler

dogal kaynakli olduklar1 igin diger antioksidanlara kiyasla daha diisiik toksisiteye
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sahiptir. Flavonoidler temel olarak 6 smifa ayrilmaktadir: Flavonlar, Flavononlar,
Flavonoller, izoflavonoidler, Flavanlar, Antosiyaninler’dir.

Flavonoidlerin birgok biyolojik fonksiyon i¢in kayda deger Onemi vardir.
Ozellikle Quercetin, serbest radikal tirlerini temizleyerek lipoprotein oksidasyonunun

olusumunu engeller (Khanam ve ark., 2012).

2.7.2.6. Prolin

Prolin bir osmoprotektan olup abiyotik stres altindaki bitkilerde belirli
miktarlarda dretilmektedir ve stres kosullarina maruz kalan bitkilerde 3 ana rol
ustlenerek ozmotik diizenlemeye aracilik ettigi, farkli enzimlerin aktivitelerini artiran
bir molekiiler saperon goérevinin oldugu (Verbruggen & Hermans, 2008) ve membran
biitiinliigliniin saglanmasinda pozitif etkiye sahip oldugu bilinmektedir (M. Ashraf &
Foolad, 2007). Bitkilerde besin deposu olarak gorev alir ve sinyal verme, ROS’ni
temizleme, protein stabilize etme ve stres toleransinda islevleri vardir (Hayat ve ark.,
2012).

Son birka¢ on yilda yapilan ¢alismalarda, bitkilerin ¢esitli abiyotik streslere karsi
toleransi ile prolin birkimi arasinda pozitif bir iliski oldugu gézlenmistir (Ghosh ve ark.,
2022). Agir metal stresinde prolin birikimi, diger abiyotik streslerle kiyaslandiginda
biiyliklik ve diger ozellikler agisindan genellikle daha fazladir, 6zellikle Cu ve Cd
metallerinin giigli prolin indiikleyicileri olduklar1 bilinmektedir (Sharma & Dietz,
2006). Yapilan caligmada ise agir metal stresi altindaki Lactuca sativa bitkisinde prolin
birikimi Cd konsantrasyonu ile orantili olarak arttigi belirlenmistir (Costa & Morel,
1994). Yapilan bir ¢alismada, kadmiyum agir metalinin prolin birikiminde en giiglii
indiikleyici oldugu, ¢inko metalinin ise en zayif indiikleyici oldugu kanitlandi ayrica
prolin birikiminin agir metal kirliligi seviyesinin tespitinde kullanilabilecegi sonucuna
ulasildi (Alia & Saradhi, 1991).

Stres kosullar1 altinda bitkilerde prolin birikimi metabolik uyumun
saglanmasinda, abiyotik strese maruz kalan bitkilerin hayatta kalmasinda onemli bir
yontem olarak kabul edilmistir ayrica stresli kosullar altinda iiretimi gergeklesen prolin
ROS siipiiriicii, metal selator, hiicre redoks dengeleyici ve sinyal molekiilii olarak islev
gorar (Anwar Hossain ve ark., 2014). L-prolinin, ROS temizligi, ozmolit ve metal
selator islevlerinin yani sira antioksidan gorevi de 6nemli bir yere sahiptir (Hosseinifard
ve ark., 2022).
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Prolin antioksidan sisteme aktif katilim gostererek reaktif oksijen tiirlerini
temizler ayn1 zamanda osmoregiilasyona katilimi ile de hicrelerin ozmolaritesini
korumaktadir ve prolin birikimi stres sebebi ile kloroplast organelinde iiretilen ROS’u

temizleyerek PS2’nin isleyisini korumaktadir (Elkelish ve ark., 2020).

2.8. K3 Vitamini

Vitaminler, ¢evresel streslere karsi toleransin artirilmasi ve bitki hastalik
direncinin gii¢lendirilmesinde etkilidir. Bitkilerin abiyotik stres tolerasi eksojen vitamin
uygulamalari ile arttirilmaktadir (Hong ve ark., 2016).

K vitamini yagda ¢o6ziinen, 2-metil-1,4-naftokinon tiirevlerinden olusan
(Wicaksana, 2016) ve giiclii bir antioksidan 6zellige sahip oldugu sdylenen bilesiktir. ‘K
vitamini’ terimi almanca koagiilasyon kelimesinden tiiretildiginden dolay1 genellikle
pihtilagmayi tesvik eden yani kanamayi azaltan ya da kesen Ozelliklere sahip oldukca
genis bir naftokinonik bilesik grubu olarak bilinir lakin bitkilerde K vitamini herhangi
bir pihtilasma kanama siirecini yonetmez (Manzotti ve ark., 2008). Bitkilerde K
vitamini yaygin olarak bulunmasina ragmen rolleri ve islevleri tam olarak
bilinmemektedir. Bitkilerde K vitamininin fizyolojik islevi redoks ozellikleri ile
dogrudan iliskilidir. Menadion gibi naftokinonlar, oksidan ajan veya indirgeyici ajan
veya nikleofil olarak hareket edebilir. Bu 06zellik K3 vitamininin ROS Uretimini
arttirabilir (Borges ve ark., 2014).

K3 vitamini, lipitte ¢6zlinen vitamin turlerinden biridir. Filokinon (K1 Vitamini)
ve menakinon (K2 Vitamini) dogal formlaridir. Menadion (K3 Vitamini) ise insan
yapimidir. Bitkilere ve mantarlara genellikle suda ¢6ziinebilen bir formu olan ve
menadion sodyum bisiilfit (MSB) formu uygulanir (Borges ve ark., 2014).

K3 vitamininin suda ¢6zunir bir formu olan Menadion Sodyum Bistlfit (MBS),
bitkide savunma mekanizmasina aracilik eden, oksidatif stresleri ortaya g¢ikaran giiglii
antimikrobiyal 0Ozelliklere sahip 6nemli bir bitki blylme dizenleyicisidir (Garcia-
Machado ve ark., 2022). MSB, antioksidan kapasiteyi artirarak oksidatif stresi hafifletir
(Askari et al., 2021). MSB abiyotik ve biyotik strese karsi savunma mekanizmasini
indlkleyen suda ¢Oziinebilen ve K3 vitamininden tiiretilen bir bilesiktir. Yapilan
caligmalarda K3 vitamini veya suda ¢oOziinebilen menadion tiirevi olan Menadion
sodyum bistlfit (MSB), gesitli tiirlerde ¢esitli gevresel streslere karsi bitki savunma

indiikleyicisi olarak gdsterilmistir (Jiménez-Arias ve ark., 2015).
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Bitki savunma aktivatorleri bitki savunmasinda umut verici bir alternatiftir;
ozellikle MSB’nin birgok bitki tiiriinde gesitli patojenlere ve abiyotik streslere karsi
savunmada etkin direngli rolleri vardir (Garcia-Machado ve ark., 2022). MSB
uygulamasmin abiyotik stres altinda bitkilerin gelisimini ve biiylimesini iyilestirdigi
bilinmekle beraber bitkiler tzerindeki kadmiyumun olumsuz etkisini énemli derecede
azalttig1 bilinir (Rasheed ve ark., 2018). MSB ile muamele edilen bitkilerde daha diisiik
seviyelerde hidrojen peroksit olusumu ve minimum oksidatif hasar gézlenmektedir (M.
A. Ashraf, Asma, ve ark., 2019).

K Vitamini, 3 tiirden olusmaktadir: K1 (flokinon), K2 (menakinon), K3
(menadion). K1 (flokinon) ve K2 (menakinon) iki dogal biyoaktif formunu olusturur.
Vitamin K3 (menadion) ise K vitamininin yan zinciri olmayan katabolik bir Grinadar
(Kishore ve ark., 2019). K1 yani filokinon bitkilerde fotosentez igin gerekli olup
vitamin K tiirleri arasinda en yaygin bulunan formudur. Menakinon formu flokinondan
sentezlenmistir. K1 vitamini fotosentezde dogrudan bulundugu i¢in yesil yaprakli
sebzelerde yaygin olarak bulunur. Ayrica hayvanlarda K1 vitamini aktif olarak bulunur
ve pihtilasma faktorlerinin Uretiminden sorumlu vitamin olarak literatirde yer
almaktadir. Hayvanlarda K1 vitamini menakinon olarak bilinen K2 vitaminine de
dontistiiriilebilir (Gross ve ark., 2006).

Bakteriler ve diger mikroorganizmalar ise Menadion formunu olusturur
(Olubukola Sinbad ve ark., 2019b). Menadion’un bitkilerdeki rolii karmasiktir. ROS
iretme, bitkilerde streslere karst direnci artirma, hipoksinin olumsuz etkilerini
dengeleme gibi rolleri bulunmaktadir. K3 vitamini redoks dongiisii aract olarak da
bilinmektedir (Rajashekar ve ark., 2014).

Lactuca sativa (marul) bitkisi A vitamini, C vitamini ve Potasyum acisindan
zengindir (Ain ve ark., 2018). Menadion sodyum bisiilfit, g¢esitli biyotik ve abiyotik
streslere kars1 savunma molekiilii olarak rol aldig: bildirilmistir.

MSB olumsuz ¢evresel kosullar altinda islevi olduk¢a 6nemlidir, iyon tastyici
birkag¢ geni yukari regiile ederek iyon homeostazi ve antioksidan aktiviteyi arttirir ayrica
hizl1 bir sekilde prolin olusumunu saglamaktadir (Jiménez-Arias ve ark., 2019).

Yapilan bir ¢alismada, K3 vitamininin suda ¢oziiniir bilesigi olan menadione
sodyum bisulfit (MSB), bitkinin tohumlarina 1slatma yontemiyle uygulanmistir, MSB
uygulamasi yapilan bitkide prolin miktar1 digerlerine oranla iki kat daha fazla olmustur
ve yetiskin bitkilerde tuz stresi toleransini indiikledigi bulunmustur. Kisaca MSB, prolin

ile iliskili genleri kontrol ederek bitkilerde tuzluluk gibi ¢evresel streslere tolerans
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gelistirmistir (Jiménez-Arias ve ark., 2015). Bir baska calismada eksojen menadion
uygulamasinin abiyotik stresler iizerindeki etkisi, soguk stresi altindaki misir fidelerinde
tolerans olusturmasidir (Prasad ve ark., 1994).

MSB uygulamasi yapilan bitkilerde antioksidan sistem daha yiuksek aktivite
gostermistir ayrica Cd stresinin temel besin alimimi ve tasinimi iizerindeki negatif
etkisini biiyiik olgtide azaltmistir (Rasheed ve ark., 2018).

Diger bir ¢alismada MSB, bitki biyumesinde pozitif etki gosterir, fotosentezi
iyilestirerek ve su dengesini koruyarak tuz stresi kosulunda domates bitkisinde tuz
toleransin1 baglatan bir aktivatdr olarak islev goriir. Ayrica MSB prolin birikimini
hizlandirir ve bazi iyon tasiyici genleri up regiile ederek iyon homeostazini birikimi ve
antioksidan aktiviteyi arttirir (Jiménez-Arias ve ark., 2019).

Yapilan ¢alismalar Sekil 2.4’de de verildigi iizere menadion sodyum bisulfat
bilesiginin, reaktif oksijen tilirline baglh olan ve bir sinyal agi gelistiren oksidatif

patlamayi trettigini gostermektedir (Jiménez-Arias ve ark., 2019).
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Sekil 2. 4. MSB’nin biyotik ve abiyotik streslere kars1 bitki savunma mekanizmalar iizerindeki etkilerine
iliskin model
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Bu olay reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi ve bazi gizli savunma
proteinlerinin birikmesine sebep olur. Bu durum ise ¢esitli gevresel stres kosullarinda
gelismis bir stres toleransi saglamaktadir. Giiniimiizde de MSB’nin bu etkilerinden
otiri mahsul koruma igin pazarlanmasi yaygindir (Jiménez-Arias ve ark., 2019).

Bir diger calismada, bir mantar tiirii olan Phanerochaete chrysosporium'a
disaridan uygulanan menadion kosullarinda stiperoksit anyon radikal seviyesi uygulama
boyunca diizenli olarak azalmistir. H2O- seviyesi, katalaz (CAT), stiperoksit dismutaz
(SOD) ve NADPH oksidaz aktiviteleri uygulama boyunca diger kontrol bitkilerine gore
daha fazla oldugu belirlenmistir. CAT aktivitesi 6nemli bir artis gosterirken H»O>
seviyesinin Onceki c¢alismalarda ulasilan verilerden diisiik olsa da yine de kontrol
bitkilerinden yiiksek oldugu vurgulanmistir. Sonu¢ olarak P. Chrysosporium'un
antioksidan tepki mekanizmasi, menadionun neden oldugu oksidatif stresi etkisiz hale
getirmistir (Tongul & Tarhan, 2014).

Bir diger calismada ise, Cd stresi altindaki yaz kabagi bitkisinde tohumlara
disaritdan MSB uygulamasi, hiicrede kadmiyum metalinin hiicre zar1 ve kloroplastlar
yerine vakuoller ve hiicre duvarinda birikimine aracilik ederek bitkinin biiylimesi,
gelisimi ve verimini arttirmada digerlerine gore ¢ok daha etkili oldugu saptanmistir
(Yaseen ve ark., 2021).

Cr toksisitesi altindaki bugday bitkisine onemli biiyiime diizenleyicisi olarak
bilinen disaritdan MSB uygulamas lipid peroksidasyonunu, asir1t ROS iiretimini, toplam
toprak ustii Cr igerigini, oksidatif hasar1 6nemli Ol¢iide azaltmistir (Askari ve ark.,
2021).

Yapilan calismalardan da anlasilacag iizere Vitamin K3, cesitli abiyotik ve
biyotik stres altindaki bitkilere disaridan uygulandigi zaman savunma tepkilerini
arttirma, stresi hafifletme, antioksidan aktiviteyi artirma gibi cesitli etkileri

gozlenmistir.
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MATERYAL VE YONTEM

3.1. Sterilizasyon asamasi

Bu tez calismasinda bitki materyali olarak insan beslenmesinde Onemli bir
degere sahip ve gesitli mineral ve vitamin igerigi nedeniyle ekonomik 6neme sahip olan
marul (Lactuca sativa L.) kullanilmustir. Sterilizasyon asamasi tohumlarin normal
biiylime siireglerini gergeklestirebilmeleri igin yapilmustir. Sterilizasyon asamasi
calismada uygulama gruplar1 icinde kontaminasyon olmamas: agisindan onemli bir
basamaktir. Marul tohumlar1 60 saniye siiresince etanolde bekletilip sonrasinda bes kere
yikanmis ve etanol uzaklastirilmaya calisilmistir. Yikama sonrasinda %4’liik sodyum
hipoklorid soliisyonunda 10 dakika boyunca tutulmus ve tekrarda bes kere deiyonize su
ile yikanmistir. Marul tohumlar1 ¢imlendikten sonra Y4 oraninda seyreltilmis Hoagland
soliisyonuna alinarak hidroponik ortamda yetistirilmistir. Bu yetistirme ortaminda bes

giin tutulduktan sonra uygulama basamagina gecilmistir.

3.2. Calismada yer alan Uygulama Gruplan

Yiiksek lisans tezinde stres faktorlerinden iki tanesi secilmistir. Stres faktorleri
tek basina bitkileri etkilemekten ziyade farkli stres unsurlari bir arada bulunarak
olumsuz etkiler olusturabilmektedir. Bu amagla kadmiyum ve arsenik stresleri tek
basmma uygulandigi gibi birlikte kombinasyonlu olarak uygulama da yapilmistir.
Kadmiyum ve arsenik stresleri uygulamalari sonucunda olusan oksidatif hasarin
tyilestirilmesinde disaridan uygulanan menadione (K3 vitamini) etkisi incelenmeye
calisilmistir. Strese ait uygulama miktarlarinin belirleyebilmek i¢in 6n denemelerle 100
puM kadmiyum ve 100 uM arsenik uygulamasi marul bitkilerinde denenmistir. Diger
yandan, K3 vitamini (Menadione) 6n deneme uygulamalar1 i¢in yine aymi siirecler
sonucunda 5, 10, 25 ve 50 uM doz uygulamalarina karar verilmistir. On denemelerden
elde edilen sonuglar (TBARS miktar1 ve bitki canlibk durumu) 5 uM ve 25 pM
menadione uygulamalariin marul bitkilerinde daha uygun olacagi sonucuna varilmistir.
Uygulama siiresi olarak bilimsel makaleler de géz oniine alindiginda 96 saat secilmistir.

Uygulama suresi sonunda hasat edilen yaprak érneklerinde fizyolojik ve biyokimyasal
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analizler yapilmistir. Analiz siiresine kadar bekletilen oOrnekler -80°C ortaminda

tutulmustur. Tezde yer alan uygulama gruplan c¢izelgede verildigi sekliyle alt

orneklemelere tabi tutulmustur: (Cizelge 3.1).

Cizelge 3. 1. Yiiksek lisans tezinde kullanilan uygulama gruplar ve agiklamalart

Grup Grup tanimlamasi

K Kontrol grubu, herhangi bir uygulama yapilmamis grup

V1 Kontrol kosullari altinda sadece 5 uM menadione uygulamasi
yapilan grup

V2 Kontrol kosullari altinda sadece 25 uM menadione uygulamasi
yapilan grup

As Kontrol kosullari altinda sadece 100 uM arsenik stresi uygulamasi
yapilan grup

As+V1 100 uM arsenik stresi ve 5 uM menadione uygulamalari yapilan
grup

As+V2 100 puM arsenik stresi ve 25 uM menadione uygulamalari yapilan
grup

Cd Kontrol kosullari altinda sadece 100 pM kadmiyum stresi
uygulamasi yapilan grup

Cd+Vvi 100 uM kadmiyum stresi ve 5 uM menadione uygulamalari yapilan
grup

Cd+v2 100 uM kadmiyum stresi ve 25 uM menadione uygulamalari yapilan
grup

As+Cd Kontrol kosullari altinda 100 uM arsenik stresi ve 100 puM
kadmiyum stresi uygulamasi yapilan grup

As+Cd+V1 | 100 uM arsenik stresi+100 puM kadmiyum stresi ve 5 uM
menadione uygulamalari yapilan grup

As+Cd+V2 | 100 uM arsenik stresi+100 uM kadmiyum stresi ve 25 uM
menadione uygulamalari yapilan grup

Tezimizin amact olan kadmiyum ve arsenik stresleri altinda menadione

muhtemel koruyuculuk rollerini saptayabilmek icin fizyolojik ve biyokimyasal analizler

yapilmustir. Fizyolojik analizler igerisinde;

Bagil su icerigi (RWC)

biyokimyasal parametreler icerisinde,
. Antioksidan enzim/izozim aktivite tayinleri (SOD, CAT, POX)

ROS miktar1 (H202 miktar1)
Lipid peroksidasyonu (TBARS miktar1)

Prolin analizi
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. Protein miktari

3.3. Bagil Su iceriginin (RWC) belirlenmesi

Uygulama sonrasinda hasat asamasinda Orneklemeler yapilmistir. Yaprak
orneklerinin yas agirliklart belirlenmis ve deger YA olarak kaydedilmistir.
Orneklemeler arasindaki degisim oranlarin1 belirleyebilmek igin tekrarli ¢alisilmis her
bir gruptan 5 tekrar 6rnek kaydedilmistir. Formiilde kullanilmak iizere yas agirliklarinin
yani sira turgorlu agirliklart da Slgiilmiistiir. Bu amagla 50 ml de-iyonize su igerisinde
yaklasik 20 dakika bekletilmis ve agirliklan tartilarak deger TA olarak kaydedilmistir.
Bu tartim sonrasinda Ornekler 70°C etiivde 3 giin siiresince tutulmus ve tartilmustir.
Deger KA olarak kaydedilmistir. (Smart & Bingham, 1974) kismi su igerigi (RWC)
hesaplamasinda asagida da gosterilen formiili kullanmistir ve birimini de % olarak

hesaplanmistir. RWC (%) = [(YA — KA) / (TA—- KA)] X 100

3.4. Enzim ve izozim aktivitelerinin saptanmasi icin ekstraksiyon asamasi

Ornekleme sonrasinda yapraklar tartilarak derin dondurucuda kisa siire
bekletilmis ve antioksidan enzim/izozim aktivite tayin analizlerinde kullanilmistir.
Yaprak orneklerinde analiz yapabilmek igin (0.5 gr) sogutulmus havan igerisine konulan
yaprak Orneklerinin Uzerine 50 mM Na-fosfat tamponu (pH 7.8), 1 mM EDTA ve
polyvinylpolyprrolidone (PVPP) iceren homojenizasyon tamponu eklenmistir. Soliisyon
icerisindeki yaprak ornekleri parg¢a kalmayacak sekilde ezilmistir. Sogutmali santrifiij
ile 30 dakika siiresince 14000 g’de santriflij edilmistir. Ependorfun iist kisminda kalan
slipernatant temiz bir ependorf igerisine alinmis ve enzim analizlerinde kullanilmak

lizere ayrilmistir.

3.4.1. Suiperoksit dismutaz (SOD) izozim/enzim aktivitesinin belirlenmesi

SOD izozim analizleri densiyometrik olarak yapilmis ve Laemmli, (1970)
tarafindan verilen metotla tamamlanmistir. SOD izozim tayininde yaprak ornekleri, 9
mM Tris HCI (pH 6.8) ve %13.6 gliserol ile homojenizasyon yapilmis ve 14.000 g’de 5
dakika siiresince santrifiij edilmistir. Elde edilen silipernatantlarin protein miktari

belirlenmistir. Protein miktarinin belirlenmesi, bovin serum albliminin standart olarak
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kullanmilmasiyla Bradford, (1976) tarafindan verilen metot temel alinarak yapilmistir.
Protein miktarina bagli olarak her bir gruptan esit miktarda protein (40 ug) yuklemesi
yapilarak SOD izozim tayini belirlenmistir. Izozimlerin bant yogunluklar1 Bio-1D
yazilim programi kullanilarak densiyometrik olarak yapilmistir. Ayrica total SOD
aktivite tayini, daha Once verilen ekstrakt ilizerinden tamamlanmistir. Bu tayin igin

Beauchamp & Fridovich, (1971) ile gosterilen yontem izlenmistir.

3.4.2. Katalaz (CAT) izozim/enzim aktivitesinin belirlenmesi

Woodbury ve ark. (1971) ile tanimlanan metota gore CAT izozimlerin analizleri
yapitlmistir. Her bir gruptan 40 pg protein olacak sekilde yikleme yapilmistir. Total
CAT enzim aktivitesi icin Bergmeyer (1970) tarafindan tanimlanan yontem kullanilmis
ve 50 mM Na-fosfat tamponu (pH 7.0), %0.3 H202, EDTA ve enzim 6rnegi kuvartz
kiivetlere eklenmistir. Orneklerin aktivite analizleri, 240 nm dalga boyundaki H202’nin

ii¢ dakika siiresince tiiketilmesi temel alinarak tamamlanmustir.

3.4.3. Peroksidaz (POX) izozim/enzim aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POX) izozim bant yogunluklarmin belirlenmesi amaciyla
elektroforetik olarak Seevers ve ark. (1971) tarafindan verilen metot kullanilmistir.
Total POX aktivitesinde Herzog & Fahimi, (1973) tarafindan tanimlanan metottan
yararlanilmistir. 3°-3’-diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB), H20, varliginda okside
olmaktadir ve bunun 465 nm’de absorbans artis1 temel alinarak total POX aktivite

hesaplanmustir.

3.5. Reaktif oksijen tirlerinin (ROS) miktarinin belirlenmesi

3.5.1. Hidrojen peroksit (H202) miktarimin belirlenmesi

Hidrojen peroksit (H202) miktarinin belirlenmesi amaciyla Liu ve ark., (2010)
tarafindan verilen yontem kullanilmistir. Bu yontem 0.5 gr yaprak ornekleri sivi azotta
parcalanmis ve aseton ile homojeniz edilmistir. Siiziintii, 3.000 g’de santrifiij edilmistir.
Santriflij sonrasinda siipernatant ayrilmis ve titantum tetraklorid iceren soliisyon ilave

edilmistir. Amonyum hidroksit eklenerek 16.000 g’de santriflij edilmistir. Pellet kismi
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aseton ile yikanarak elde edilen pellet H2SOs soliisyonuyla ¢oziilmiistiir. Olusan
soliisyonun 410 nm’de absorbansi izlenmistir. Bilinen H>O, miktarina bagl standart

egri temel alinarak H>O» miktar1 hesaplanmustir.

3.6. Lipit peroksidasyonun belirlenmesi

Malondialdehit (TBARS miktar1) birikimi lipid peroksidasyonun bir
gostergesidir. Stres kosulunda yapraklarin hasar dizeyini veya K3 vitaminin bu hasar
tizerine olumlu rollerini belirleyebilmek i¢in TBARS miktar1 tayin edilmistir. Bu
nedenle (Madhava Rao ve ark 2000) tarafindan gosterilen yonteme gore 0.1 gr yaprak
ornekleri tiokloroasetik asit (TCA) ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon
sonrasinda karistm 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda, siipernatant
ayrilmis ve 2-Tiobarbitiirik asit (TBA) ve trikloroasetik asit (TCA) karigimi eklenmistir.
Karigim tiiplere alinmis ve sicak su banyosunda yarim saat tutulmustur. Miktar tayini

icin 532 nm ve 600 nm iki farkli araliktaki absorbans degisimleri degerlendirilmistir.

3.7. Prolin miktarimin belirlenmesi

Ornekleme yapilan yapraklardaki prolin miktarimin izlenmesi Bates ve ark.,
(1973) tarafindan yontem temel alinmistir. Her bir bir gruptan 0.1 gr yaprak oérnekleri
almmus ve siilfosalisilik asit eklenerek homojenize edilmistir. Elde edilen karigim filtre
kagidindan siiziiliip asit ninhidrin ve glasiyal asetik asit eklenmistir. Olusan soliisyon
sicak su banyosunda bir saat bekletilmis ve sonrasinda buz banyosuna alinmistir.
Sogutmadan sonra karisima toluen eklenmis ve iist kisim alinarak 520 nm’de absorbansi

kaydedilmistir.

3.8. Total protein miktarmnin belirlenmesi

Elektroforetik olarak yapilan izozim belirlenmesi ve enzim aktivitelerinin
saptanmasi amaciyla protein miktar1 izlenmistir. Bu nedenle (Bradford, 1976) ile
gosterilen protein tayin yontemi kullanilmistir. Bovin serum albumin (BSA) iceren ve
belirlenen miktar araliginda standartlara gére 6rneklerin protein miktar1 hesaplanmustir.
Hazirlanan oOrnekler ve kor, sprektrofotometrik olarak 595 nm’de absorbansi

Olclilmiistiir.
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3.9. istatistiksel Analizler

Fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerdeki elde edilen veriler her bir gruptan
bes tekrar yapilarak degerlendirilmistir. Bulgular one-way ANOVA analiziyle (tek
yonlii varyans analizi) yorumlanmistir. Uygulama gruplari arasindaki karsilastirma
TUKEY post-test (SPSS yazilimi, versiyon 23.0) uygulanmistir. Karsilagtirma sonunda
deger P<0.05 bulunuyorsa gruplar arasindaki degisimde istatistiksel olarak farkli olarak
yorumu yapilmistir. Calismamizdaki grafik olarak verilen tiim sonuglarimizdaki hata

cubuklar standart hata temel alinarak yapilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Tez caligmasinda kadmiyum ve arsenik stresleri uygulanan marul yapraklarinda
menadione uygulamalarinin, su igerigi, antioksidan savunma sistemi ve lipid
peroksidasyonu tzerine etkileri fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerle desteklenerek
gosterilmeye calisilmistir. Tezde elde edilen verilerin sonucglar1 ve yorumlanmasi

asagida verilmistir.

4.1. Arsenik ve kadmiyum stresleri altindaki marul yapraklarinda

menadione uygulamasinin kismi su miktari iizerine etkisi

Arsenik ve kadmiyum stresleri altindaki marulda menadione uygulamasinin su
iliskileri lizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda kismi su miktari

(RWC) (Sekil 4.1) analiz edilmistir.
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Uygulama gruplari

Sekil 4. 1. 100 puM arsenik ve 100 uM kadmiyum toksisitesine maruz kalan marul yapraklarinda
menadione uygulamalarinin (5 ve 25 uM) kismi su icerigi (RWC) iizerine etkisi

Arsenik stresi marul yapraklarinin RWC degerlerinde azalmaya neden olmustur.
Ayni sekilde kadmiyum stresi uygulamasi da marul bitkilerinin igsel 