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Bu ¢alismada, farkli derisimlerdeki Cd (0, 0.01, 0.1 ve 1 mg L™) ve NaCl (0, 20, 40 ve 80
mM) ile bunlarin kombinasyonlarmin (0, 0.01+20, 0.1+40 ve 1+80 mg L'+mM) etkisinde 96 saat
birakilan Ceratophyllum demersum L.’de meydana gelen bazi fizyolojik ve morfolojik degisiklikler
arastirilmistir.

Cd, NaCl ve Cd+NaCl uygulamalarinin diisiik derisimlerinde dikkate deger morfolojik
degisim olmamuis, yiikksek derisimlerde ise yapraklarda dokiilmeler ve kismi doku yumusamalarinin
oldugu gorillmiistir. 0.01, 0.1 ve 1 mg Cd L' etkisinde vyetistirilen makrofitlerin Cd
konsantrasyonlarinin kontrole gore sirasiyla 15.4, 33.5 ve 160.0 kat arttig1 bulunmustur. 0.01+20 ve
0.1+40 Cd+NaCl etkisinde ise Cd derisimindeki bu artiglarin sirasiyla 14.4 ve 28.1 kat oldugu
bulunmustur. Yalniz NaCl’li kosullarda yetistirilen makrofitlerde 80 mM’lik derisimde Na derisimi
2.31 kat, 0.1 mg Cd L' + 40 mM NaCl’li kombinasyonda ise 1.92 kat artmistir. Makrofitin Cd
derisimleri, ayr1 ayr1 Cd ve NaCl uygulamalar ile karsilastirildiginda Cd+NaCl uygulamasinda
azalmalar gostermigtir. Makrofitin makro- ve mikro-nutrient derisimlerinin Cd ve NaCl’den
etkilendigi bulunmustur. Makro-elementlerden K derisimleri Cd etkisinde %49-%132 artarken, NaCl
ve Cd+NaCl etkisinde ise azalmigtir. P ve N derisimlerinin ise her ii¢ uygulamada azaldigi
bulunmustur. Cd ve NaCl uygulamalarinda mikro-elementlerden Mn derisimi artarken, Cu ve Zn
derisimlerinin 6nemli diizeylerde azaldigi bulunmustur. Makrofit dokularinin Fe derisiminde 6nemli
bir degisim olmamistir. Uygulanan stres faktorlerinin yiliksek derisimleri klorofil-a ve klorofil-b
miktarlariin 6nemli oranlarda azalmasina neden olmustur. Ancak karotenoid miktarlarinda kayda
deger degisme olmamistir. Cd ve NaCl derisimleri ile bunlarin kombinasyonlar1 6zellikle yiiksek
derisimlerde toplam c¢oziilebilir karbohidrat ve glukoz miktarlarinda azalmalara neden olmustur.
Aminoasitlerden prolin ve sistein miktarlarinda artiglarin olmasi, bu aminoasitlerin Cd ve NaCl
toksisitesine yanitta rol aldiklarini gdstermektedir. Indirgenmis askorbat miktarinda belirlenen en
yiiksek artislar Cd i¢in 1 mg L™’de %72, NaCl igin 40 mM’da %82 ve Cd+NaCi i¢in 0.1 mg L™+ 40
mM’da %92 diizeylerinde bulunmustur. Lipid peroksidasyonunda artis olmast membranlarda Cd ve
NaCl streslerinden kaynaklanan bir oksidatif hasarlanma oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Ceratophyllum demersum L., kadmiyum stresi, NaCl stresi, etkilesim, fizyolojik
ve morfolojik degismeler.
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In this study, some physiological and morphological changes were investigated in
Ceratophyllum demersum L. which is treated with different concentrations of Cd (0, 0.01, 0.1 and 1
mg L") and NaCl (0, 20, 40 and 80 mM) and their combinations (0, 0.01+20, 0.1+40 and 1+80 mg L™
+ mM) during 96 hours.

At low concentrations of Cd, NaCl and Cd+NaCl, considerable morphological changes did
not occur but leaf shedding and partial tissue softening were observed at high concentrations. In the
macrophytes treated with 0, 0.01, 0.1 and 1 mg Cd L', Cd concentrations increased 15.4, 33.5 and
160.0 fold, respectively, compared to control. On the otherhand, increase in Cd amount was found
14.4 and 28.1 fold at 0.01+20 and 0.1+40 Cd+NaCl combinations, respectively. In the macrophyte
applied with individal NaCl at 80 mM concentration, Na concentration increased 2.31 fold and at
0.1+40 Cd+NaCl treatment caused 1.92 fold increased. However, Cd and Na concentrations following
Cd+NacCl application showed decreases when compared to individal Cd and NaCl treatments. It was
found that micro- and macro-nutrient concentrations of macrophyte were affected by Cd and NaCl.
Although macro-nutrient K concentrations increased by 49%-132% in the effect of Cd, decline was
determined after NaCl and Cd+NaCl treatments. P and N concentrations were determined to reduce
following all three applications. Following Cd and NaCl applications micro-nutrient Mn increased,
however, decrease was found in Cu and Zn concentrations of macrophyte tissues. There was no
significant changes in Fe concentration of macrophyte tissues. Applied stress factors caused
significant decline in chlorophyll-a and chlorophyll-b contents at high concentrations. In carotenoid
content, however, no considerable change occured. Cd, NaCl and their combinations especially at
high concentrations caused decrease in total soluble carbohydrate and glucose amounts. Determined
increases in the amounts of proline and cysteine aminoacids indicate their roles in response to Cd and
NaCl toxicities. The maximum increases in reduced ascorbate contents were determined as 72%, 82%
and 92% at concentrations of 1 mg Cd L, 40 mM NaCl and 0.1+40 mg L' + mM combination,
respectively. On the otherhand, observed increases in lipid peroxidation show that oxidative damage
occurred in membranes resulting from Cd and NacCl stresses.

Key words: Ceratophyllum demersum L., cadmium stress, NaCl stress, interaction, physiological and
morphological changes.
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1. GIRIS Mubhittin DOGAN

1. GIRIS

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde bazi elementlerin {iretim ve
tilketiminin stirekli artig gostermesi, bunlarin ¢evreye yayilma ve bulagma olasiligini
artirmaktadir. Bir element gerek maden cevheri halindeyken gerekse islenirken
dogaya karisabilmektedir. Ayrica tarimda yiiksek iiretim i¢in giibre kullanimi da bu
olasiligr artirmaktadir (Ozbek ve ark., 1995).

Sularda bulunan metallerin kaynaklar1 dogal yollar ve insan faaliyetleridir.
Akarsu yataklarinda topragin tipine bagl olarak zararsiz halde bulunabilirler. Bazi
metallerin sucul hayat ve insan sagligina eser miktarda da olsa katkis1 vardir. Sadece
birka¢ metal sucul sistemlerde asir1 miktarlarda bulunabilmekte ve toksik seviyeleri
asabilmektedir. EPA’nin 1993 yili 6ncelikli kirleticiler listesinde 129 kirletici vardir.
Bunlardan 13 tanesi metal, digerleri organik bilesikler, pestisitler, poliklorobifeniller
ve birka¢ metal olmayan inorganik bilesiklerdir. Bu metaller; Kadmiyum, Kursun,
Antimon, Arsenik, Berilyum, Krom, Bakir, Civa, Nikel, Selenyum, Gilimiis, Talyum
ve Cinkodur. Bu metaller diinyanin bir¢ok yerinde ¢evre koruma orgiitleri tarafindan
oncelikli kirleticiler listesine alinmiglardir (Novotny, 1995).

Bitkiler bulunduklar1 ortamlardan bazi elementleri biinyelerinde biriktirme
yetenegine sahiptirler. Bazi agir metaller bitkilerin biliylimesi ve gelismesi i¢in
gereklidir. Bunlar; Mn, Zn, Cu, Mg, Mo ve Ni’ dir. Baz1 bitkiler ise biyolojik islevi
bilinmeyen agir metalleri de biriktirmektedirler. Bunlar da; Cd, Cr, Pb, Co, Ag, Se ve
Hg’ dir (Raskin ve ark., 1994). Farkl1 bitki tiirleri bu metalleri birlikte ve ayr1 olarak
yiiksek derigimlerde biriktirme yetenegine sahiptirler. Ayrica bazi bitki tiirlerinin
yiiksek derigsimdeki metal diizeylerine tolerans yetenekleri gelismistir (Baker ve
Brooks, 1989).

Su bitkileri ve alglerin, zehirli elementleri ve metalleri sudan alarak
biriktirdikleri bilinmektedir (Wang ve ark., 1998). Baz1 sucul ve yar1 sucul damarh
bitkiler Eichornia crassipes (Dierberg ve ark., 1987), Hydrocotyle umbellata (Jain ve
ark., 1989), Lemna minor (Mo ve ark., 1989), Spirogyra fluviatilis (Saygideger,

1998), Veronica anagallis-aquatica ve Ranunculus aquatilis (Saygideger, 2000) Pb,



1. GIRIS Mubhittin DOGAN

Cu, Fe ve Hg gibi agir metalleri etraflarindaki metal bulasmis ¢o6zeltilerden
yapilaria almislardir.

Su kaynaklar1 ve topraklarin agir metallerle kirlenmesinin yaninda her iki
yasam ortami da tuzlu zirai atiklar ve maden ocagi atiklari gibi etmenlerle
kirletilmektedir. Tathh su kaynaklarindan olan nehirlerde tuzluluk derisimlerinin
artmasiyla birlikte insanlarin ¢esitli amagclar i¢in kullanimini zorlastirmakta ve bu
alanlarda yasayan canlilar1 olumsuz yonde etkileyebilmektedir.

Bitkiler dogada birgok stresin etkisine (biyotik ve/veya abiyotik) maruz
kalabilirler. Iki abiyotik stresin (agir metal-tuz) su bitkilerindeki etkilerini agiklayan

arastirma sayisi sinirlidir.

Bu aragtirmada, Adana ilinin sulak alanlarda genis yayilim gdsteren C.

demersum’da:

I- Kadmiyum stresinden kaynaklanan baz1 fizyolojik ve morfolojik
degismeler,
2- NaCl tuzlulugundan kaynaklanan stresin bazi fizyolojik ve morfolojik

parametrelere etkileri,

3- Cd+NaCl etkilesiminin baz1 fizyolojik ve morfolojik proseslere etkileri

belirlenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Agir Metal Kirliligine Neden Olan Etmenler
2.1.1. Dogal Etmenler

Sel, riizgar ve yagmur gibi dogal olaylar sonucu agir metaller kayaclardan
asinarak derelere, nehirlere, buralardan da deniz ve go6l gibi su kaynaklarina
tasinmaktadir. Toprak ve dogal su kaynaklarmin toksik metallerle kirlenmesi
sonucunda bu bolgelerde yasayan organizma gruplari 6nemli zararlar gormektedirler.
Agir metaller toprak, su ve havada organik ve inorganik materyallerle kimyasal
baglar kurarak, ligant denilen kompleks yapilar1 olusturmaktadir (Salamons ve

Forstner, 1995).

2.1.2. Tarimsal Etmenler

Agir metaller tarimsal c¢alismalarda oOzellikle yabanci otlar ve tarim
zararlilarina kars1 gelistirilen yeni tarim ilaglar1 yapiminda kullanilmaktadir. Ornegin
bakir, mangan ve c¢inko fungusit, kursun ve arsenik ise meyvelerdeki bocek
zararlhilarina kars1 gelistirilen ilaclarda (insektisit) kullanilmaktadir. Bazi 6nemli agir
metaller de bitkiler i¢in besin maddesi olarak tarimsal giibrelerin yapisinda
bulunmaktadir (Alloway ve Ayers, 1993). Tarla bitkilerine uygulanan fosfat
giibrelerinin de yliksek derisimlerde Cd icerdigi bulunmustur (He ve Singh, 1994).

2.1.3. Endiistriyel Etmenler

Agir metallerin en fazla kullanildigi alan metal endiistrisi olup en ¢ok
kirletenler de bunlardir. Ornegin ¢inko, piring elde edilmesinde, demiri
galvanizlemede, pil sanayiinde kaplanma asamasinda olduk¢a yaygin olarak

kullanilmaktadir (Diels ve Mergeay, 1990).

2.1.4. Evsel Etmenler

Dogal nedenlerden ileri gelen kirliligin yani sira agir metal kirlenmelerinin

asil nedenini insan kaynaklar1 olusturmaktadir. Evsel atik sularda agir metal
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kirlenmesine neden olanlar arasinda ozellikle temizlik maddeleri 6n plandadir

(Alloway ve Ayers, 1993).

2.2. Agir Metal Alimim Biyolojisi
Bitkilerin agir metal alinim biyolojisi {i¢ ana boliime ayrilabilir.
2.2.1. Kokle Alinim

Bitkilerin topraktaki metalleri alabilmeleri i¢in onlar1 hareketli forma
gecirmeleri gerekir. Bitkiler topraga bagli metallerin hareketini ¢ok farkli yollarla
yapabilirler. Ornegin metal selatlayici molekiiller topraktaki metali ¢dzmek ve selat
yapmak icin rizosfere salgilanabilir (Sekil 2.1. A). Ornek olarak mugineik asit ve
avenik asit Gramineae tiirleri igin selatlayict molekiillerdir (Kinnersely, 1993). Bu
selatlar Fe ve Zn eksikligine cevap olarak salinirlar ve Cu, Zn ve Mn’i topraktan
hareket ettirebilirler (Romheld, 1991). (1) Metal selatlayict molekiiller
metalotioneinler (Rauser, 1990) ve fitoselatinlerle iligkili olarak bitkilerde
sideroforez gorevi yapabilirler. (2) Plazma zarina baghh metal rediiktazlarla metal
iyonlarini indirgeyebilirler. (3) Bitki kokleri agir metalleri koklerden proton ¢ikis
yoluyla topragi asitlestirerek ¢ozebilirler. Bu ii¢ yol kok mantarlart veya kokte
kolonilesmis bakteriler tarafindan da yapilabilmektedir.

Cozlinmiis metal iyonlart hiicre dis1 (apoplastik) ya da hiicre i¢i (simplastik)
yollarla kok i¢ine girebilirler. (Sekil 2.1. B) Metal iyonlarinin ¢ogu 6zel veya genel
metal iyon tastyicilarla ya da kanallarla serbest enerji yoluyla bitki hiicrelerine
girerler. Baz1 agir metaller, bitkiler icin besin elementi gorevi yapan diger agir
metaller tarafindan kullanilan membranlarda lokalize olmus tasiyicilardan kolaylikla

gecebilirler (Clarkson ve Luttge, 1989).

2.2.2. Agir Metallerin Bitkideki Tasiimi

Metal iyonlar1 kok igine girdiklerinde ya depolanirlar ya da siirgiinlere
gonderilirler. Filizlere metal tasinimi muhtemelen ksilemlerle olur. Ancak metaller
floem yoluyla da filizlere dagitilabilirler (Stephan ve Scholz, 1993). Metal iyonlar1

ksilem borularina girmek icin Oncelikle kaspari seridini ge¢mek zorundadirlar.
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Hiicre dis1 tasinma bloke edildiginden metal iyonlar1 bu suya gegirimsiz hiicre duvari
seridini gecmek i¢in intraseliiler olarak hareket etmek zorundadirlar. Ksilem hiicre
duvari, metal protonlarin hareketini 6nemli Sl¢iide yavaslatmasi beklenen yiiksek bir
proton degisim kapasitesine sahiptirler. Bu nedenle Cd-sitrat gibi metal- selat
kompleksleri transpirasyon akiminda metal hareketlerini kolaylastirirlar. X- 1sin1
spektroskopisi kullanilarak 7 giin siireyle Cd etkisinde Brassica juncea’nin ksilem
O0zsuyunda metalin oksijen atomlar1 tarafindan selat hale gelmesi, Cd
translokasyonuna organik asitlerin karistigin1  destekler. Ksilem 06zsuyunda
fitoselatinlerin metal baglanmasiyla da iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Przemeck ve Haase, 1991). Nikotinamin, Fe’nin floemde transportuyla ilgilidir. Zn,
Co, Ni ve Cu’ya baglanabilir ve floemde genel bir agir metal tasiyicisi olarak gorev
yapabilir (Stephan ve Scholz, 1993). Buna ek olarak metaller floemde organik
asitler, fitoselatinler ve metalotioneinlerle selat olusturarak tasinabilirler (Salt ve ark.,

1995).

2.2.3. Agir Metal Direncliligi

Bir bitki agir metallerin toksik etkilerine karsi koymak i¢in ya onlarin
hiicrelere alinmasini sinirlayarak hiicre icine girdiklerinde de detoksifiye etmek
(Cumming ve Taylor, 1990) ya da agir metal metabolizmasini gelistirmek
zorundadir. Hiicresel alinimi azaltarak agir metal toksisitesinin dnlenmesi ile ilgili
kanitlar ¢ok smirlidir. Ancak agir metal alinimini 6nleme kok ucu meristemi gibi
hassas dokular i¢in uygun bir strateji olabilir. Agir metallerle kirlenmis topraklardaki
bazi endemik bitki ekotiplerinin hiicre duvarlar1 asit fosfatazlar gibi agir metale
direncli enzim igerdigi goriilmistiir (Thurman, 1981). Agir metaller hiicre iginde
biriktirildiklerinde detoksifiye edilmeleri gerekir. Bu da metale bagl olan selatlanma,
sinirlama ve ¢oktiirme seklinde olabilir. Cinko organik asitlerle selatlanip vakuolde
biriktirilebilir (Brooks ve ark., 1981). Cinko etkisinde birakilmis tiitiin ve arpanin
vakuolleri izole edildiginde yiiksek diizeyde Zn igerdikleri goriilmiistiir (Brune ve
ark., 1994). Kadmiyumun da tiyolce zengin peptitlerle iligkili olan fitoselatinlerin
bulundugu vakuol i¢inde biriktirildigi bilinmektedir (Van Steveninck ve ark., 1992).
(Sekil 2.1.C.) Cd ve Cd-fitoselat kompleksinin tasinmasindaki mekanizmalar
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tonoplasttan gecis (Salt ve Wagner, 1993) ve Cd’nin fitoselatinlerle iliskili olarak
vakuol i¢inde biriktirilmesiyle ger¢eklesmektedir. Bakir etkisinde birakilan bitkilerde
de fitoselatin sentezlendigi bulunmustur (Salt ve ark., 1989). Kursun etkisinde
Brassica juncea’nin koklerinde fitoselatinlerin iretildigini ve fitoselatinlerin Pb

detoksifikasyonuyla iliskili olabilecegini ortaya koymustur (Salt ve ark., 1995).

# Vakuol
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Sekil 2.1. Kadmiyumun bitki i¢cindeki olas1 taginim yollar1 ve lokalizasyonu (Salt ve
ark., 1995).

2.3. Kadmiyum

Cd, Cr, Hg ve Sn gibi yogunlugu 5.0 g cm™’ten biiyiik metaller agir metaller
olarak bilinirler. Bunlar 6zellikle yogun antropojenik etmenlerin oldugu alanlarda
onemli cevre kirleticileridir. Toprak, su ve havada eser miktarlarda bile biitiin
canhlar igin tehlikeli olabilirler. Cd (yogunlugu 8.6 g cm™) 1sitma sistemleri, trafik,

giic istasyonlari, metal isleyen endiistriler, ¢imento fabrikalar1 gibi cesitli
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kaynaklardan cevreye salmirlar (Cizelge 2.1). Insan faaliyetlerinin az oldugu
alanlardaki Cd’nin kaynaklari kayalarin mineralizasyonudur (di Toppi ve Gabbrielli,
1999). Wagner (1993)’in dl¢limlerine gore kirlenmemis topraklarin Cd derisimi 0.04
ile 0.32 puM arasinda degismektedir. 0.32 ile 1.0 uM Cd derisimine sahip topraklar
orta derecede kirlenmis sayilmaktadir. Cd oldukga hareketli bir element oldugundan
topraktaki tiim organizmalar i¢in tehlike arz eder. Bazi atik sulardaki Cd derisimi 10
mg L'den yiiksek olabilir. Kirlenmemis sulardaki Cd konsantrasyonunun ise

genellikle 0.001 mg L™ den diisiik oldugu belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Kadmiyumun insan faaliyetleri tarafindan yayilim1 (Mhatre ve
Pankhurst, 1997).

10’ ton yil”!

Atmosferdeki yayilimi

Enerji iiretimi 0.79
Maden aritimi ve rafineriler 5.43
Fabrika islemleri 0.60
Atik yakimi 0.75
Topraklardaki yayilim

Tarimsal ve insan atiklari 2.20
Tomrukguluk ve agac atiklar 1.10
Sehir ¢opleri 4.20
Lagimlar ve organik atiklar 0.18
Metal fabrikalarindan kaynaklanan kati atiklar 0.04
Komiir kiilleri 7.20
Glibreler ve turba 0.20
Atmosferik ¢okiintiiler 5.30

Yiiksek yapih bitkiler Cd’yi ortamdaki metalin derisimine bagli olarak alirlar.
Metalin bitkiler tarafindan alinimi ortamdaki diger elementlerin derisimine, pH’ya,
redoks potansiyeline, sicakliga ve ortamdaki organik maddelere baglidir. Genelde Cd
iyonlarinin alimiminda K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn ve Ni gibi besin elementlerinin
kullandig1 trans-membran tasiyicilart ile rekabet eder (Clarkson ve Liittge, 1989;

Rivetta ve ark., 1997).
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2.3.1. Bitkilerde Cd Toksisitesinin Etkileri

Kadmiyum toksisitesinin etkileri kolaylikla tanimlanabilir. Bitkilerdeki Cd
toksisitesinin en belirgin 6zelikleri bilylimenin yavaslamasi ve klorozdur. Kloroz
toksik metallerin etkilesimi ve Fe eksikliginden dolayr ortaya c¢ikar. Asir1 Cd
birikiminden kaynaklanan kloroz yapraklardaki Fe ile dogrudan ya da dolayh
etkilesmeden dolay1 ortaya c¢ikar (Das ve ark., 1997). Haghiri (1973) biiyiime
ortamindaki yiiksek Cd miktarinin bitkilerde Fe alinimini baskiladigini rapor
etmistir. Root ve ark. (1975) yaptiklar1 arastirmada Cd tarafindan indiiklenen
klorozun Fe:Zn oranindaki degisimden kaynaklandigini bildirmislerdir. Diger
arastirmacilar ise klorozun indiiklenmis fosfor eksikligi ya da mangan tasinmasinda
meydana gelen problemlerden kaynaklandigini rapor etmislerdir (Goldbold ve
Hutterman, 1985). Cd toksisitesinin fizyolojik etkileriyle ilgili arastirmalarin ¢ogu
tek bir bitki tiirii veya varyeteleri arasinda yapilmigtir. Cd genelde bitkiler tarafindan
bazi elementlerin (Ca, Mg, P ve K) alimimi, tasinimi ve kullanimi ile etkilesir.
Onceden rapor edildigi gibi birgok gevresel faktor biyolojik sistemlerde metaller
arasindaki etkilesimi etkilemektedir (Sharma ve ark., 1985). Kadmiyumun su
mercimegi (Lemna) tizerindeki etkisinin 20-30 °C’ler arasinda sicakliktan bagimsiz
oldugu bulunmustur (Nasu ve Kugimoto, 1981). Diger bir¢ok tiirde ise muhtemelen
toksisite sicaklik ile azalir. pH artiglar1 genellikle tiirlerin genis bir grubunda 6liime
neden olur (Das ve ark., 1997).

Kadmiyum ilk olarak bitki kokleriyle alinir ve toksik etkileri ilk bu bolgede
olur. Dokulara gecen Cd RNA sentezini degistirebilir ve riboniikleaz aktivitesini
inhibe edebilir (Shah ve Dubey, 1995). Cd ayrica siirgiinlerde nitrat rediiktaz
aktivitesinin inhibisyonuna neden olarak siirglinlere azot tasinmasinin azalmasina
neden olabilir (Hernandez ve ark., 1996). Benzer bi¢cimde Fe(Ill) rediiktazin
inhibisyonu sonucu Fe(II) eksikligini ortaya ¢ikar ve sonug olarak bu da fotosentezi
etkiler (Alcantara ve ark., 1994). Genel anlamda Cd stresi bitkilerde yaprak
kivrilmalarina ve kloroza neden olur. Kok ve siirgiinlerde biiyiimeyi engeller.

Kadmiyum toksisitesi bitki su kiitlesinin bozulmasina yol agar (Costa ve
Morel, 1994). Genelde fotosistem I ve fotosistem II’deki fotosentetik aparatlara zarar

verir (Siedlecka ve Krupa, 1996). Brassica napus bitkilerinde Cd toplam klorofil ve
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karoten miktarin1 azaltmistir (Larsson ve ark., 1998). Bundan bagka hiicresel diizeyde
artan Cd konsantrasyonu sonucu mitokondriyal i¢ membran zarlarimin H'

gecirgenligi artarak oksidatif fosforilasyon inhibe olabilir (Kessler ve Brand, 1995).

2.3.2. Hiicresel Diizeyde Kadmiyum Stresine Cevap Mekanizmalari

Bitki hiicreleri Cd stresine cevapta (1) immobilizasyon (duraganlastirma), (2)
kabul etmeme, (3) fitoselatinlerin sentezi, (4) belli bolgelerde tutma, (5)
metalotiyoneinlerin sentezi, (6) stres proteinlerin sentezi ve (7) etilenin iiretimi gibi

bir¢ok savunma sistemine basvurabilir.

2.3.2.1. immobilizasyon

Kok diizeyinde Cd stresine karsi baslica isleyen ilk bariyer hiicre duvari
yoluyla kadmiyumun immobilizasyonu (Nishizono ve ark., 1989) ve ekstraseliiler
(hiicre dis1) karbohidratlar (Verkleij ve Schat, 1990) olabilir. Kadmiyum iyonlar1 ¢ali
fasulyesinin kok ve yapraklarinda ¢ogunlukla pektik yapilar ve hiicre duvarinin
histidil gruplart tarafindan baglanmistir (Leita ve ark.,, 1991). Bu mekanizma
ortamdaki Cd derisimi ve bitki tiiriine gore degisiklik gosterebilir. Domateste (Inouhe
ve ark.,1991) ve Silene cucubalus’da hiicre duvarlarinda (Verkleij ve Schat, 1990)
Cd birikimi rapor edilmistir. Fakat tolerant ve tolerant olmayan bitki tiirleri arasinda
hiicre duvarina baglanma ile ilgili bir farklilik gdézlenmemistir (Verkleij ve ark.,

1990).

2.3.2.2. Kabul Etmeme

Plazma membranin etkisiyle Cd iyonlarmin sitoplazmaya giriginin
engellenmesi teorik olarak en etkili savunma mekanizmasi olarak belirtilmistir. Turp
tohumlarmin ¢imlenmesinin erken donemlerinde Cd’nin plazma zarindaki Ca
kanallar1 boyunca hiicre i¢ine girdigi rapor edilmistir (Rivetta ve ark., 1997). Lactuca
sativa ve Lupinus albus’da kok salgilarinda asparajin diizeylerinde artma olmustur
(Costa ve ark., 1997).
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2.3.2.3. Fitoselatinler

Genelde Cd kiikiirt metabolizmasinin metabolik proseslerine karsi yiiksek
affinite gosterir. ilk etkilerini ATP-siilfiirilaz (De Knecht ve ark, 1995) ve adenozin
5-fosfosiilfat siilfotransferaz iizerine gosterir (Nussbaum ve ark, 1988). Kadmiyum
hiicre sitoplazmasina girdiginde kiikiirt metabolizmasiyla iligkili bir mekanizma olan
fitogelatin sentezi onemli oranda artmaktadir. Fitoselatinlerin izole edilmesi ve
saflagtirilmast ilk kez Grill ve ark. (1985) tarafindan yapilmistir. Agir metaller
arasinda Ozellikle Cd fitoselatin (y-Glu—Cys)n—Gly (n=2-11) sentezini aktive
edebilirler (Sekil 2.2). Fitoselatinler sistein yapisindaki tiyol gruplardan dolayr bu
metali selatlarlar. Sonu¢ olarak Cd’nin sitoplazmada serbest olarak dolagimini
engelleyen kompleksler (molekiiler agirligi 2500 ya da 3600 Dalton) olustururlar
(Grill ve ark., 1985).

COOH n=2-11
Wﬁ -
y -Glu

Sekil 2.2. Fitoselatinin molekiiler yapisi.

Fitoselatinler spesifik bir -glutamil sistein dipeptidil transpeptidaz olan
fitoselatin sentez yolu ile glutatyondan sentezlenirler (Grill ve ark. 1989). Kadmiyum
uygulamasinin birka¢ dakika sonrasinda inaktif olan fitogelatin sintaz aktive edilerek
fitoselatin sentezlenir ve ortamdaki serbest Cd selatlanmaya baglar. Serbest Cd orani
azaldiginda da bu enzim inaktive edilir (Loeffler ve ark., 1989). Fitoselatin tiretim
kapasitesi yiiksek olan bitkilerde Cd’nin selatlanmasi detoksifikasyonun 6nemli bir
mekanizmasidir (Gekeler ve ark., 1989). Kadmiyum toksisitesinde biyo-indikator
olarak fitoselatinlerin kullanilmasi Keltjens ve Van Beusichem (1998) tarafindan
onerilmistir. Ilging olarak dikkate deger bicimde fitoselatinlere benzeyen fakat ayni
olmayan bazi bilesikler vardir. Bunlara izo-fitoselatinler denilmektedir (Zenk,1996).

Bunlar:

10
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A) Fabaceaec familyasmna ait tiirler homofitoselatinler iiretirler.
Homofitoselatinleri terminal aminoasit olarak Gly yerine B-Alanin varhigi ile
karakterize edilirler (Gril ve ark.1986).

B) Monokotiledonlar arasinda bazi Poaceae’lerde fitosetinlerin yapisindaki
Gly yerine Ser tasiyan hidroksimetil-fitoselatinler bulunmustur (Klapheck ve
ark,1994).

C) Zea mays’da Gly aminoasidi yerine Glu aminoasidi tasiyan izo-
fitoselatinler vardir (Meuwly ve ark.1993).

Fitoselatin ve izo-fitoselatin treten bitkilerde Gly’nin eksik oldugu
fitoselatinleri ifade eden desGly-fitoselatinler de c¢esitli oranlarda bulunabilirler
(Bernhard ve Kagi, 1987). DesGly fitoselatinler, fitoselatinlerin Gly’i ayirma
yetenegindeki bir karboksipeptidazin degradasyonuyla olusabilirler (Kubota ve ark
1995).

2.3.2.4. Belli Bolgelerde Tutma

Kadmiyum detoksifikasyonundaki onemli proseslerden biri de metalin
vakuolde tutularak sitoplazmada serbest olarak dolagiminin engellenmesidir (Sekil
2.3). Cd uygulamasi fitoselatin sentaz enzimini aktive etmekte ve diisitk molekiiler
agirlikli fitoselatin kompleksi Cd’yi baglamaktadir (Vogelli ve Wagner, 1996).
Rauvolfa serpentina’nin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde orta molekiiler agirlikli bir
kompleksin yiiksek polimerizasyon seviyesiyle Cd’yi fitoselatinlere bagladig1 rapor
edilmistir (Kneer ve Zenk, 1992). Bu kompleksler muhtemelen tonoplast diizeyinde
asit-labil kiikiirt (S) kazanir ve yiiksek molekiiler agirlikli kompleks olusur (Speiser
ve ark. 1992). Ozellikle kiikiirt gruplari tarafindan stabilize edilmis yiiksek molekiiler
agirlikli kompleksler kadmiyum detoksifikasyonunda kararli bir yapr olustururlar.
Schizosaccaromyces pombe’de HTM1 proteini igin kodlanan html geni Cd-
fitoselatinleri etkili bir sekilde vakuol i¢ine tasima yeteneginde oldugu bulunmustur
(Ortiz ve ark. 1995). Bundan bagka MgATP varliginda Cd-fitoselatin kompleksler
spesifik tastyicilar yoluyla konsantrasyon gradientine karsi tonoplasta taginirlar.
Bunlarin tonoplast vezikiilleri i¢cinde dis ortama goére 38 kat daha fazla akiimiile

oldugu bulunmustur (Salt ve Rauser, 1995). Serbest Cd iyonlar1 Cd*/2H" antiport

11
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yoluyla da vakuol i¢ine alinirlar (Salt ve Wagner, 1993). Vakuol pH’s1 asidik oldugu
icin yliksek molekiiler agirlikli kompleksler parcalanir ve Cd vakuoler organik
asitlerle (okzalat, malat ve sitrat) (Krotz ve ark. 1989) ve aminoasitlerle
komplekslesebilir. Apo-fitoselatinler vakuoler hidrolazlar tarafindan parcalanabilir
ve/veya onlar gorevlerini yerine getirdikleri sitoplazmaya tekrar donebildikleri

belirtilmistir (di Toppi ve Gabbrielli, 1999).

Plazma zan

YWakuol

’_' g Cd+0Org.as.
DMA \

FS + Cd +—= MA

cd —pt—~[Fssemad” 1

SH

sitoplazma

Sekil 2.3. Kadmiyumun selatlanmasi ve vakuolde kompartmentalizasyonunun
mekanizmalar1 (di Toppi ve Gabbrielli, 1999). Sekilde FS fitoselatini,
GSH rediikte gulutatyonu, DMA diisiikk molekiiler agirlikli kompleksi,
OMA orta molekiiler agirlikli kompleksi, YMA yiiksek molekiiler
agirlikli kompleksi ve Org. as. Organik asitleri ifade eder).

2.3.2.5. Metalotiyoneinler

Hayvanlar, mavi-yesil algler ve mantarlar da Cd ve diger agir metalleri
sisteince zengin ve aromatik aminoasit icermeyen olan metalotiyoneinler yoluyla
komplekslestirilir ve detoksifiye edilebilirler (Kagi, 1991).

Arabidopsis thaliana’da bakir tarafindan indiiklenmis MT1 (4500 Dalton) ve
MT2 (8000 Dalton) olarak adlandirilmis iki farkli metalotiyonein tiirevi poliklonal
antibadi kullanilarak izole edilmistir (Murphy ve ark. 1997). Bundan baska bugday

tohumlarinda E. metalotiyoneininin tohum ¢imlenmesinin ilk evrelerinde Zn

12
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metabolizmasimn1  diizenledigi  bulunmustur (Lane ve ark. 1987). Bitki
metalotiyoneinlerinde sistein reziidiileri Cys-x-Cys, Cys-x-x-Cys (yapidaki x,
sisteinden farkli bir aminoasittir) ya da Cys-Cys seklinde bulunur. Ancak mevcut
calismalar 15181nda yiiksek bitkilerde Cd tarafindan indiiklenmis metalotiyoneinlerin
kesin  kanitlarina  ulagilamamistir.  Bu nedenle metalotiyoneinlerin  Cd
detoksifikasyonundaki rolleri fitoselatinler ve stres proteinlerine kiyasla ikincildir (di

Toppi ve Gabbrielli, 1999).
2.3.2.6. Stres Proteinleri

Yiiksek sicaklik, agir metal, tuzluluk ve kuraklik gibi stres kosullar1 altinda
bitki hiicreleri farkli stres proteinleri sentezledikleri bilinmektedir (di Toppi ve
Gabbrielli, 1999). Bitkilerde sicak sok proteinlerinin (SSP) birgok tiirii bulunmustur.
Sabehat ve ark. (1998) yaptiklari ¢alismada domates bitkilerinde soguk stresi
nedeniyle meydana gelen yaralanmalara karsi sicak sok proteinlerin rolii oldugunu
bulmuslardir.

Kadmiyum etkisindeki hiicre DNA’sinin stres proteinleri sentezini
diizenleyen spesifik mRNA transkriptleri iirettigi kanitlanmistir (Schoffl ve Key,
1982). Cd, soya fasulyesinde bir Gmhsp26A geni tarafindan kopyalanan pre-
mRNA’dan bir intron ayrilmasini inhibe ederek stres protein sentezini diizenler
(Czarnecka ve ark., 1984). 1 mM Cd etkisinde birakilan L. peruvianum hiicre
kiiltiirlerinde SSP70’in 6nemli miktarlar1 plazma zarina, mitokondri zarlarina ve
endoplazmik retikuluma bagladigi bulunmustur (Neumann ve ark., 1994). Bu durum
Cd ve Cd ile denature olmus proteinler arasinda kompleks olusumu ile ilgilidir.

Cd uygulanmasi bir¢ok tlirde molekiiler agirliklart 10.000 ile 70.000 Dalton
arasinda degisen ¢ok sayida stres proteinlerin sentezini indiikledigi bulunmustur.
Kadmiyum etkisinde birakilmig Phasaolus vulgaris koklerinde molekiiler agirliklart
42 000 (Leita ve ark., 1991), 52.000 ve 19.000 Dalton olan proteinler indiiklenmistir
(Marchetti ve Leita, 1995). Datura innoxia’nin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
Cd’nin 70.000, 50.000-60.000, 22.000-24.000 ve 20.000 Dalton agirlikli proteinleri
indiikledigi bulunmustur (Urwin ve ark., 1996).

13
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2.3.2.7. Etilen Sentezi

Cd etkisinde birakilan P. vulgaris bitkilerinde c¢oziilebilir ve ¢oziilemez
fenoliklerin akiimiile oldugu belirlenmistir. Ayrica etilen {iretimi guajakol peroksidaz
aktivitesini de artirmistir (Fuhrer, 1982). Ayni bitki tiirii ile yapilan diger bir
aragtirmada Cd etkisindeki bikinin koklerinde etilen iiretimi siirglinlerden daha fazla
oldugu bulunmustur. Cd stresi sirasinda etilen {iretiminin stimiilasyonu 5-10 saat
metal muamelesinde maksimum seviyeye ulasmis, daha sonra yavas yavag diiserek
bir giin i¢inde kontrol seviyesine ulagmistir. Bu arastiricilara gore etilen liretimindeki
bu azalig, Cd’nin hiicre i¢inde baglanmasindan kaynaklanmaktadir (Rodecap ve ark.,
1981). Simdiye kadar yapilan c¢alismalarin azligi nedeniyle Cd stresi ve etilen
biyosentezi arasindaki iliskinin (molekiiler/hiicresel diizeyde) tam olarak

aciklanmasinin miimkiin olmadig1 belirtilmistir (di Toppi ve Gabbrielli, 1999).

2.4. Tuzluluk

Tuzluluk bitki biiylime ve gelisimini sinirlayan en Onemli c¢evresel
etmenlerden biridir. Yiiksek tuzlulugun bitkiler iizerindeki zararli etkileri bitkinin
Olimii ve/veya {iretimin diismesi seklinde gozlenebilir. Bircok bitki tiiri ya
hiicrelerine tuzu almayarak ya da tuzu hiicre i¢inde tolere edecek mekanizmalar
gelistirmislerdir. Tuz stresi etkisinde fotosentez, protein sentezi, enerji ve lipid
metabolizmasi etkilenir. Esas anlamda tuz stresine ilk cevap yaprak yiizey alaninin
bliylimesinde azalma seklinde kendini gosterir. Hiicre biiylimesi i¢in gerekli olan
karbohidratlar fotosentez esnasinda saglanir. Fotosentez oranlari bitki tuz stresi
(0zellikle NaCl stresi) altinda iken genelde diisiiktiir. Tuz stresi biyolojisi ve
bitkilerin yiiksek tuza kars1 gosterdikleri tepkiler gegen yirmi yil boyunca arastiricilar
tarafindan tartisilmistir. Bu arastirmalarda tuz stresinin fizyolojik ve biyokimyasal
etkileri ile bitkilerin tuz stresine karsi gostermis olduklari tolerans mekanizmalari

detayl1 olarak aragtirllmigtir (Parida ve Das, 2005).
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2.4.1. Bitkilerde Tuz Toleransi
2.4.1.1. Tuz Toleransinin Mekanizmasi

Bitkiler tuz stresinin {stesinden gelmek icin degisik molekiiler ve
biyokimyasal mekanizmalar gelistirmistir. Biyokimyasal yollar tuz stresinin
gelistirdigi eklemeli ve muhtemelen sinerjitik olarak etki eden iirlinlere ve proseslere
etki yapar (Iyengar and Reddy, 1996). Biyokimyasal stratejiler (1) kabul etmeme, (2)
kokler tarafindan iyon alimiminin kontrolii ve yapraklara transportu, (3) hiicresel ve
tim bitki diizeyinde iyonlarin belli bdlgelerde tutulmasi, (4) uyumlu bilesiklerin
sentezi, (5) fotosenteik yolda degisme, (6) membran yapisinda degisme, (7)
antioksidan enzimlerin indiiklenmesini ve (8) bitki hormonlarinin indiiksiyonunu
igerir (Parida ve Das, 2005).

Tuz tolerans mekanizmalar1 basit ya da karmasik olabilir. Basit
mekanizmalar biyokimyasal yollarin farklilasmasi seklinde olusur. Yiiksek
komplekslik gosteren mekanizmalar ise fotosentez ve respirasyonda (Botella ve ark.,
1994); kromatin ve kromozom yapisinda meydana gelen  Onemli proseslerdeki

degisiklikleri kapsar (Walbot ve Cullis, 1985).

2.4.1.2. iyon Diizenlenmesi ve Lokalizayonu

Bitkilerde iyon alinimi ve lokalizasyonunun dengelenmesi tuzlu kosullarda
daha da 6nem kazanir (Adams ve ark., 1992a). Gerek glikofit (tuz tolerant olmayan
bitki) gerekse halofit bitkiler sitoplazmada yiiksek miktarlarda tuzu tolere edemezler.
Bu nedenle asir1 tuzu ya vakuolde tutarlar ya da farkli dokularda metabolik
fonksiyonlarda kullanmak igin lokalize ederler (Iyengar ve Reddy, 1996). Glikofitler
sodyum alinimini smirlandirir ya da yash dokulari depo komponenti gibi kullanarak
sodyumu biriktirirler (Cheeseman, 1988).

Sitoplazmadan sodyumun uzaklastirilmas1 ya da vakoullerde lokalizasyonu
tuzun indiikleyebildigi bir enzim Na'/H" antiporter tarafindan yapilir (Apse ve ark.,
1999). Vakuolar tip H-ATPaz (V-ATPaz) ve vakuolar pirofosfataz (V-PPaz)
vakuolar membranda birlikte bulunurlar (Dietz ve ark., 2001). V-ATPaz bitki

hiicrelerinde bulunan birincil H" pompasidur.
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2.4.1.3. Uyusabilir Bilesiklerin Biyosentezi

Vakuoldeki iyonik dengeyi saglamak {izere sitoplazmada normal bitki
metabolizmasiyla etkilesmeyen ve uyusabilir bilesikler olarak adlandirilan diisiik
molekiiler agirlikli  bilesikler sentezlenebilmektedir (Cizelge 2.2). Bunlar
biyokimyasal reaksiyonlarda suyun yerini alirlar (Ford, 1984). Bu uyusabilir
bilesikler prolin (Singh ve ark., 2000), glisin betain (Wang ve Nil, 2000),
karbohidratlar (Bohnert ve Jensen, 1996) ve polioller (Ford, 1984)’dir.

Polioller, diisiik molekiiler agirhikli saperonlar ve stres tarafindan
olusturulmus reaktif oksijen radikallerinin temizlenmesinde gérev yapan uyusabilir
bilesiklerdir (Smirnoff ve Cumbes, 1989). Polioler siklik (6rnegin pinitol) ve asiklik
(6rnegin mannitol) olarak smiflandirilir. Bir alkol sekeri olan ve tuz stresinde
uyusabilir bir solut olan mannitol, kerevizde mannoz-6-fosfat rediiktaz enziminin
etkisiyle sentezlenir (Zhifang ve Loescher, 2003). Pinitol ononitol epimeraz ve
inositol-o-metiltransfreaz enzim serileri yoluyla miyo-inositolden sentezlenir
(Bohnert and Jensen, 1996). Polioller osmotik ayarlama ve ozmoprotektan olarak
islev yaparlar. Ozmotik ayarlamada sitoplazmada suyun alikonmasini kolaylastirici
ozmolitler olarak ve sodyumun apoplast ve vakuollerde tutulmasini saglayacak
sekilde islev yaparlar. Ozmolitler protein kompleksler, membranlar veya enzimler ile
etkileserek hiicresel yapilar1 korumaktadir (Crowe ve ark., 1992).

Glukoz, fruktoz, sukroz, fruktanlar ve nisasta gibi karbohidratlar tuz stresi
altinda biriktirilir (Parida ve ark., 2002). Bunlarin 6nemli foksiyonlar1 ozmotik
koruma, ozmotik ayarlama, karbon depolama ve radikal temizlemedir. Tuz stresinin
bircok bitkide indirgen sekerleri (glukoz, fruktoz), sukroz ve fruktanlari artirdigi
rapor edilmistir (Kerepesi ve Galiba, 2000). Buna karsin Vicia faba’da tuz stresi
¢oziilebilir ve hidrolize olabilir karbohitratlar1 azaltmistir (Gadallah, 1999).
Bruguiera parviflora’da ise tuz stresi altinda yetistirildiginde yapraklarda indirgen
olan ve olmayan karbohidratlarin arttig1, artarken, nisasta miktarlarinin ise azaldigi
gosterilmistir (Parida ve ark., 2002).

Bitkiler tuz stresi altinda azot igeren bilesikleri de biriktirirler. Azot igeren
bilesiklerin en dnemlilerini aminoasitler, amidler, proteinler, kuaterner amonyumlu

bilesikler ve poliaminlerdir. Spesifik azot igeren bilesikler bitkilerin degisik

16



2. ONCEKI CALISMALAR Muhittin DOGAN

gruplarinda tuzlu ortamlarda akiimiile edilirler. Stres sartlarinda bu bilesikler
ozmotik ayarlama, makro molekiillerin korunmasi, azot depolanmasi, hiicresel
pH’nin  korunmasi, hiicrelerin detoksifikasyonunda ve serbest radikallerin
temizlenmesinde islev yapmaktadirlar (Cizelge 2.2). Bu bilesiklerin birikimi
genellikle tuz stresi ile korelasyon gosterir (Mansour, 2000). Tuz stresi etkisinde
birakilan bitkilerin serbest aminoasit ve diger azot iceren bilesiklerin birikimi ile
ilgili bir¢ok rapor vardir. Glisin betain igerigi bir¢ok bitkide tuz stresinde artmigtir
(Khan ve ark., 1999; Muthukumarasamy ve ark., 2000; Wang ve Nil, 2000).

Bir¢ok bitki tuzlu sartlarda toksik olmayan ancak koruyucu ozmolit olarak
gorev yapan prolin biriktirir (Muthukumarasamy ve ark., 2000; Singh ve ark., 2000).
NaCl uygulanan bugday cesitlerinde toplam aminoasitlerin %55’ini olusturan ve en
fazla bulunan aminoasitlerden sistein, arjinin ve methionin azalirken, valin, izoldsin,
aspartik asit ve prolin miktarlar1 ise degisik oranlarda artiglar gostermis, toplam
aminoasit miktarindaki artis kontrole gére 16 kat daha fazla olmustur (Elshintinawy
ve Elshourbagy, 2001). Pringlea antiscorbutica’nin kok, govde ve yapraklarinda
NaCl etkisinde prolin akiimiilasyonu olmustur. Bu ozmolitin  birikiminin
sitoplazmada vakuolleden 2-3 kat daha fazla oldugu rapor edilmistir (Aubert ve ark.,
1999).

Prolin, kuaterner amonyum ve siilfonyumlu ozmolitler fizyolojik pH’da
zwitter iyonu karakterindedir. Anilan bilesikler iyonik olmasina karsin net bir yiike
sahip degildirler (Parida ve Das, 2005). Uyusabilir bilesikler hiicre i¢i biyokimyay1
bozmadan yiiksek miktarlarda biriktirilebilirler. Bu bilesikler tuz stresi altinda
enzimlerin normal aktivite gosterebilmesi i¢in koruyucu rol oynamaktadirlar. Anilan
bilesiklerin pH (ya da sitoplazmanin yiik dengesine) veya organellerin liimenal

bilesenlerine 6nemli etki yapmadig1 sanilmaktadir (Rhodes ve Hanson, 1993).

2.4.1.4. Antioksidan Enzimlerin Indiiksiyonu

Tuz stresi hiicresel diizeydeki mevcut suyun osmotik olarak baglanmasina ve
bitkilerin fizyolojik olarak karisikliga girmesine neden olur (Cheeseman, 1988). Su
yetersizligi sliperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikal (Halliwell ve Gutteridge,
1985) ve singlet oksijen (Elstner, 1987) gibi reaktif oksijen tiirlerinin sitoplazmada
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hizli artmasina yol agar. Bu sitosolik aktive edilmis oksijen tiirleri lipidler
(Fridovich, 1986; Wise ve Naylor, 1987), protein ve niikleik asitlerde (Imlay ve
Linn, 1988) oksidatif hasarlanma yoluyla normal metabolizmay1 ciddi bir bi¢imde
bozabilir. Internal O, konsantrasyonlar1 fotosentez sirasinda yiiksek oldugundan
(Steiger ve ark., 1977) kloroplastlar genellikle aktive edilmis oksijen tiirlerini iiretme
egilimindedirler (Asada ve Takahashi, 1987). Siiperoksit iiretildiginde enzimatik ya
da enzimatrik olmayan proseslerle hizli bir sekilde H,O, ve suya dismutasyona
ugratilir (Imlay ve Linn, 1988).

Bitkiler reaktif oksijen tiirlerine cesitli seviyelerde antioksidanlarla karsi
koyarlar. Metaloenzim siiperoksit dismutaz stiperoksidi H,O,’ye doniistiiriir. Katalaz
ve cesitli tipteki peroksidazlar H,O,’nin bozulmasmi katalizler (Chang ve ark.,
1984). Katalaz kloraplastlarda olmadigindan dolay1 bu organelde hidrojen peroksit
askorbata  spesifik  peroksidazlarla  askorbat-glutatyon  dongiisii  boyunca
detoksifikasyona ugratilabilir (Chen ve Asada, 1989; Asada, 1992). Askorbat ve
glutatyonun her ikisinin de kloroplastlarda milimolar diizeylerde oldugu rapor
edilmistir (Halliwell, 1982). Askorbat okside a-tokoferoliin a-kromoksil radikalinin
bir indirgeyicisi gibi islev yaparak ya da siiperoksit radikali ile direkt reaksiyona
girme yoluyla da okside edebilir (Foyer ve ark., 1991). Tilakoid membranlar o-
tokoferol bakimindan zengindir. Bu antioksidan sadece siiperoksitle reaksiyona
girmez, bunun yaninda hidroksil, peroksil ve alkoksil radikallerinin temizlenmesine
de yardimci olur (Halliwell, 1987).

Yapilan bir¢ok calismada antioksidan enzimlerden KAT, SOD, AP, guajakol
peroksidaz ve GR aktivitesinin tuzlu kosullarda yetisen bitkilerde arttig1
gosterilmistir (Kennedy ve De Fillippis, 1999; Benavides ve ark., 2000; Sreenivasulu
ve ark., 2000; Lee ve ark., 2001; Mittova ve ark., 2002) (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Tuz stresine cevapta biriktirilen iirlinler ve bunlarin toleranstaki
fonksiyonlar1 (Parida ve Das, 2005).

Uriin grubu Spesifik bilesik Fonksiyonlari Kaynak
Iyonlar Sodyum, Klor Potasyum engellemesi/ taginimi I
Proteinler Ozmotin; Patojenlere ilgili proteinler;
SOD/KAT Ozmotik koruma II
Radikal detoksifikasyonu
Aminoasitler ~ Prolin; Ektoin Osmotik koruma
. 111
Osmotik ayarlama
Karbohidratlar Glukoz, Fruktoz Osmotik koruma, Osmotik v
Sukroz; Fruktanlar ayarlama, karbon depolama
Polioller Mannitol; Pinitol ~ Ozmotik ayarlama, karbon
depolama; Radikal temizleme, A%
ozmotik koruma ve ayarlama
Poliaminler Spermin, Iyon balansi, kromatin
. VI
Spermidin korunmasi
Kuaterner Glisin betain Ozmotik koruma, tilakoid ve
aminler plazma zar1 biitiinliigliniin
korunmast VII
B-Alanin betain Ozmotik koruma
Kolin-0-siilfat Ozmotik koruma
Pigmentler Karotenoidler, Foto-inhibisyona kars1 koruma
Antosiyaninler, VIII
Betalaninler

(I) Blumwald ve ark. (2000); Nilu ve ark. (1995) Koyro (2000), (II) King ve ark.
(1988), Bohnert ve Jensen (1996); Allen ve ark. (1997); Hernandez ve ark. (2000)
(ITI) Khatkar ve Kuhad (2000); Singh ve ark. (2000); Lin ve ark. (2002) (IV)
Kerepesi ve Galiba (2000), Bohnert ve Jensen (1996) (V) Popp ve ark. (1985), Ford
(1984), Orthen ve ark. (1994) (VI) Tiburico ve ark. (1993); SantaCruz ve ark. (1998)
(VII) Wang ve Nil (2000); Rhodes ve Hanson (1993); Nuccio ve ark. (1999) (VIII)
Foyer ve ark. (1994); Adams ve ark. (1992b); Kennedy ve De Fillippis (1999).
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2.5. Askorbik Asit
2.5.1. Askorbik Asidin Hiicresel Lokalizasyonu

Askorbik asit ve askorbat peroksidaz algler ve karayosunlarini da i¢ine alan
biitiin fotosentetik Okaryotlarda bulunur (Loewus, 1980). Askorbat peroksidaz
Prokaryotlar arasinda da bazi Mavi-Yesil alglerde bulunmustur (Miyake ve ark.,
1991). Askorbik asit sitoplazmada, kloroplastlarda, vakuollerde, mitokondride ve
hiicre duvarinda bulunur. Askorbik asidin kloroplastlarda daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasi fotosentezdeki rolii ile iliskili olabilecegi bildirilmistir

(Foyer, 1993).

2.5.2. Askorbik Asitin Kimyasi ve Biyokimyasi

Onemli bir metabolit olan askorbik asitin bitkilerdeki biyosentezi tam olarak
bilinmemektedir. Olasi iki yol Sekil 2.4’te gosterilmistir. Ekzogen L-galaktano-1,4-
lakton (GAL)’1n askorbata hizli donilisiimiinii destekler (De Gara ve ark., 1994). Bu
yol i¢in ileri bir destek likorinin etkisiyle saglanmistir. Bu alkoloid hayvanlarda
iskorbiitii indiikleyebilir ve bitkilerde askorbat diizeyini azaltir (Arrigoni ve ark.,
1975). De Gara ve ark. (1994) likorinin GAL dehidrojenaz ve L-gulano-1,4-lakton
(GUL) oksidaz enzimlerini inhibe ettigini rapor etmiglerdir. Teorik olarak D-
glukozun GAL’a doniisiimii karbon iskeletin doniistinii gerektirir. Fakat yapilan
detayl arastirmalar bu donmenin olmadig1 ispatlamistir.

Askorbik asidin indirgeyici 6zellikleri karbon (C) 2/3°deki reaktif ene-diyol gruptan
kaynaklanir. Asidik 6zellikleri C3’deki hidroksil grubun iyonizasyonu ile saglanir
(pKs=4.17). Oksidasyon ilk olarak monodehidroaskorbat radikalin olusumundan
kaynaklanir. Dehidroaskorbat pH 7.0’in istiindeki diizeylerde sabit degildir.
Dolayisiyla DHA lipid kayiplarin1 6nlemek igin toplam askorbat havuzunu
indirgenmis durumunda korumasi gerekir. Normal kosullarda askorbat havuzunun %
90 kadar1 indirgenmis durumundadir (Foyer, 1993). Bu duruma iki enzim araciligryla
ulasilir: (1) NAD(P)H’1 indirgeyici olarak kullanan monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDAR) ve (2) glutatyonu indirgeyici olarak kullanan dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR) bitki hiicrelerinde askorbati diger bir ¢oziilebilen antioksidant olan
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glutatyona baglar. Bu reaksiyonlar birlikte askorbat-glutatyon dongiisiinii olusturur

(Halliwell-Foyer-Asada, Sekil 2.5)

katalizler. Bunlar askorbat oksidaz (Loewus,

(Asada, 1994).

(Foyer, 1993). Askorbat oksidasyonunu iki enzim
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Sekil 2.4. Bitkilerde askorbik asit sentezinin olasi1 yollar1 (Simirnoff, 1996).
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Sekil 2.5. Hiicre duvar ve sitoplazmadaki askorbat sistemi (Simirnoff, 1996).

Askorbatin biyokimyasal reaksiyonlar1 dort kategoriye ayrilabilir:

1-Antioksidan o6zelligi: Askorbat siiperoksit, singlet oksijen, ozon ve
hidrojen peroksit ile hizli bir sekilde reaksiyona girer. Askorbat herbisit ve bazi
kirleticilerin etkisinde kalindiginda ve oksijenli solunum sirasinda iiretilmis zararl
oksijen tiirlerinin giderildigi reaksiyonlara katilir. MDAsk ve DHA Askorbat-
Glutatyon dongiisiiyle askorbata indirgenir (Sekil 2.5). Buna ek olarak askorbat a-
kromanoksil radikalden bir lipofilik antioksidan olan a-tokoferol (E vitamini)’i
yeniden olusturur (Asada, 1994).

2-Enzim Kkatalizorii: Askorbik asit, hidroksiprolin ve hidroksilisinin
sentezini kapsayan prolil ve lisil hidroksilazlar gibi enzim serilerinde bir kofaktordiir
(Davies ve ark., 1991). Ekstensin gibi hidroksiprolince zengin proteinler hiicre zari
yapisal proteinleridir (Carpita ve Gibeaut, 1993). Askorbat en azindan in vitro etilen
olusturan enzim i¢in de gereklidir. Bu enzim askorbata bagli diger hidroksilazlarla
homolog serisine sahiptir (Smith ve ark., 1992).

3-Elektron tasinmasi: Askorbat in vitro elektron vericisi olarak fotosentetik

ve mitokondriyal elektron tasinmasinda 6nemli role sahiptir. Yapilan ¢aligsmalar
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monodehidroaskorbat radikalin fotosistem II’den (in vivo) bir elektron alicis1 gibi
davranabilecegini desteklemektedir (Miyake ve Asada, 1992).

4-Okzalat ve tartarat sentezi: Askorbat okzalat ve tartarat formuna
boliinebilir (Saito, 1996). Diger yollar okzalat sentezine katilabilir. Ancak askorbat

muhtemelen {iziimde tartaratin ana kaynagidir (Simirnoff, 1996).

2.6. Lipid Peroksidasyonu

Lipid, hiicreleri ve hiicresel organelleri ¢evreleyen membranin 6nemli bir
bilesenidir. Membran lipidlerinin oksidatif bozulmas1 lipid peroksidasyonu olarak
bilinir. Lipid peroksidasyonu hiicre membranindaki doymamis yag asitlerinin serbest
radikallerle etkileserek bir seri reaksiyon sonucu bozulmalar1 ve lipid
hidroperoksidlerin olusmasidir. Lipid peroksidasyonu sirasinda polar oksijen kisim
(hidroperoksi kisim) poliansatiire yag asitlerinin hidrofobik kuyruklarina sokulur. Bu

islemin iki sonucu vardir;

1- Hidroperoksi grup varliginda hidrofobik lipid/lipid ve lipid/protein
etkilesimleri bozulur. Bu durum biyomembranlarda ve lipoproteinlerde yapisal

degisime neden olur.

2- Hidroperoksi lipidler diger membran ve/veya lipoprotein bilesenlerde
ikincil modifikasyonlar1 indiikleyen serbest radikal olusumunun kaynagidir (Kuhn ve
Borchert, 2002).

Peroksidasyon sonucunda lipid hidroperoksidler, lipid epoksidler, epoksi
alkoller ve MDA, etan, pentan gibi kisa zincirli bilesikler ile 4-hidroksi-nonenal
(4-HNE) olusur. Malondialdehit ve 4-HNE gibi aldehidlerin biyolojik aktiviteleri
DNA ve proteinlerle capraz baglanarak molekiillerin iglev/faaliyetini degistirmeleri
seklindedir (Griffiths ve ark., 2002). Biyolojik sistemlerde MDA f{ireten tek
mekanizma lipid peroksidasyonudur. Malondialdehit lipid perokidasyonunun ana
triini degildir, ancak tipik parcalanma iirlinlidiir ve lipid peroksidasyonunun
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilir. Ksenobiyotikler serbest radikal olusumunu

arttirarak ya da hiicrenin peroksidasyon reaksiyonlarina karsit savunma kapasitesini
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azaltarak lipid peroksidasyonunu arttirabilirler (Horton ve Fairhurst, 1987; Lackner,

1998).

Lipid peroksidasyonu bagslama, ilerleme ve sonlanma olmak iizere ii¢

asamada yiirlir (Halliwell ve Gutteridge, 1999);

1. Baslama: Hidroksil radikal gibi oksitleyici bir radikal tiiriin poliansatiire
yag asitlerinden bir allilik hidrojen atomu ayirmas: ile lipid peroksidasyou baslar.
Poliansatiire yag asitlerinden allilik hidrojenin ayrilmasi ile lipid radikal (L)
olusur. Aerobik ortamda bu radikal oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksil
radikal (LOO") olusur. Yiiksek reaktivitesi nedeniyle, HO doymamis yag asitleri
ile reaksiyona girerek sistemden bir hidrojen atomunun ayrilmasi ile ya da ¢ifte

baglarin eklenmesi yolu ile karbon-merkezli radikal olusturur.
L-H+X—>L +XH

2. llerleme: Baslama ve ilerleme islemlerinde iiretilen karbon merkezli
radikaller molekiiler diizenlenmeye ugrarlar. Lipid peroksil radikal baska bir lipid
molekiilden bir allilik hidrojen molekiilii ayrilir. Boylece lipid hidroperoksit
(LOOH) ve ikinci bir lipid radikal olusur. Lipid peroksil radikal baska bir lipid
molekiilden bir hidrojen atomu ayirma yetenegindedir. Bu lipid
peroksidasyonunun zincirleme olarak ilerlemesine neden olur. Olusan karbon
radikal baska bir peroksil radikal olusturmak {izere ileri oksijen eklenme
reaksiyonu gegirebilir ve bdylece lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlari
seklinde devam eder. Lipid peroksil radikal hidrojen atomu ile birleserek bir

LOOH olusturur (Sekil 2.6).
LOO+L-H - LOOH + L
L +0,— LOO

3. Sonlanma: Bagka bir radikal, protein ya da serbest radikal yakalama
yetenegindeki bilesik ile reaksiyon sonucu sonlanma meydana gelir ve stabil son
iiriin olugur. Olusan hidroperoksit lipid peroksidasyon islemini bitirmek iizere
farkli reaksiyonlar gecirebilir. Bir hidroksi yag asidine indirgenebilir ya da siklik

endoperoksitleri olugturmak tizere siklizasyon gecirebilir. Son tirlinlerin olusumu
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lipid peroksidasyonunun sonlanma agsamasini olusturur. Radikaller, aldehidler ve

lipid peroksidasyonunun diger {iriinleri arasindaki kompleks reaksiyonlar

membran proteinlerinde 6nemli zararlara neden olabilir.

Baslatici Radikaller
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Sekil 2.6. Lipid peroksidasyonu kimyasi (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
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LOO + LOO" — Radikal olmayan iiriinler
L + LOO— Radikal olmayan iiriinler
L +L'— Radikal olmayan iiriinler

Genel olarak lipid peroksidasyonunun etkileri membran akiskanliginin
azalmasi, membranin normal kosullarda gecirimsizlik sagladigi maddelere karsi
(Ca™ gibi) zayifligmimn artmasi ve membrana bagh enzimlerin inaktivasyonudur.
Aldehidler ve pentan gibi hidrokarbonlar1 iiretmek iizere yag asidi zincirlerinde
devam eden fragmentasyon membran biitiinliiglinliin tamamen kaybolmasina neden
olur. Bu yolla lizozom membranlarinin bozulmasi lizozomal enzimleri komsu
hiicrelere bosaltarak lipid peroksidasyonunun neden oldugu zararin artmasina neden

olur (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
2.6.1. Metal Aracilikh Peroksidasyon

Demir ve bakir gibi geg¢is metaller serbest radikaller ile yiiriitiilen lipid
peroksidasyonu reaksiyonlarinin ¢ogunun baslatilmasinda énemli rol oynarlar. Cogu
durumda bu metaller 6nce askorbat, O,” ya da tiyoller gibi indirgeyici ajanlar ile
aktive edilirler. Metal iyonlarinin aracilik ettigi peroksidasyon iki kategoriye ayrilir;
LOOH bagmsiz ve LOOH bagiml baslama. Ik durumda, baslangicta
hidroperoksidler yoktur ya da H,O ile rekabet edemeyecek kadar diigiik miktarlarda
bulunurlar. Ikinci durumda basindan beri énemli miktarlarda LOOH bulunur. LOOH
bagimli baslama O,” ve H,0, tarafindan yiiriitiiliir.

Redoks metal olarak demirin varliginda mekanizma demir-katalizli Haber-
Weiss dongiisiidiir. Bu déngiide O, tarafindan Fe™iin rediiksiyonu (Reaksiyon 1)
H,0, tarafindan Fe ™ reoksidasyonu (Reaksiyon 2) ile birlesir.

0,”+Fe™ — 0, + Fe™ (1)

H,0, + Fe”? — OH + HO + Fe™ )

Ikinci asama HO' olusumu ile sonuglanan Fenton reaksiyonudur. Bakir (II)
indiiklii reaksiyonlar i¢in de benzer mekanizma gecerlidir.

Peroksidasyonun LOOH bagimli baglamasi redoks metaller ile (6zellikle

demir) indiiklenir. Lipid hidroperoksitin aktivasyonu i¢in iki genel yol vardir.
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a) Demir (III) ile LOOH oksidasyonu ve sonrasinda LOO" ile hidrojen ayrilmasi
(Reaksiyon 3 ve 4) ve b) Demir (II) ile LOOH rediiksiyonu ve sonrasinda LO" ile

hidrojen ayrilmasi (Reaksiyon 5 ve 6).

LOOH+Fe™— LOO + H + Fe™ (3)
LOO +LH -»LOOH + L- (4)
LOOH + Fe™> - LO + OH + Fe" (5)
LO +LH—> LOH+L (6)

Stiperoksit radikal, askorbat ve tiyoller gibi demir indirgeyiciler LOOH

bagiml lipid peroksidasyonunun baslamasini saglarlar (Girotti, 1985).

2.7. Fenolik Bilesikler
2.7.1. Bitki Fenoliklerinin Biyosentezi

Fenolikler en az bir aromatik halka (6C) tastyan, bir yada daha fazla hidroksil
grubuna sahip kimyasal bilesiklerdir. Hidroksicinnamik asitler (HCA; C6-C3) ve
flavonoidler (C6-C3-C6) temel karbon iskeletine sahiptirler. Sekil 2.7°de fenolik
bilesiklerin biyosentez yolu gosterilmisti. HCA ve flavonoidler fenilalanin
amonyum liyaz enzimi tarafindan fenilalaninden olusturulmus cinnamik asitten
tirerler (Herrmann, 1995). Cinnamik asit 0-metiltransferaz ve cinnamat-4-transferaz
(C4H) tarafindan HCA’ya modifiye edilir. 4-kumarat:CoA liyaz (4-CL) enzimi
hidroksicinnamol CoA (HAC-CoA) olusumunu katalizler ve bu aktive olmus ara
iriinler flavonoid ve ligninin biyosentezinde kullanilirlar. Flavonoid sentezi salkon
sentaz (CHS) tarafindan katalizlenmis malonil CoA’nin ii¢ molekiilii ve HCA-
CoA’nin yogunlagmasi ile baslar. Salkon antosiyanin sentaz (AS), dihidroflavonol
rediiktaz (DHFR), Flavonol sentaz (FLS), Flavon sentaz (FS), izoflavon sentaz (IFS),
Flavon 3-hidroksilaz (F30H) ve salkon izomeraz (CHI) tarafindan flavon, flavonol
ve antosiyanini de igeren diger flavonoid gruplarina doniistiiriiliir (Douglas, 1996;

Shirley, 1996).
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Sekil 2.7. Bitki fenoliklerinin biyosentez yolu (Sakihama ve ark., 2002).
2.7.2. Fenoliklerin Fonksiyonlari

Flavonoidler genel olarak ¢icek, yaprak, gdvde, kok, tohum ve meyve gibi
bitki organlarinin epidermal hiicrelerinde glikozid ve glikozid olmayan formlarda
biriktirilirler. Bu glikozidlerin subseliiler lokalizasyonu baslica vakuol ve apoplast
gibi hidrofilik bolgelerde sinirlandirilir (McClure, 1975; Wollenweber ve Dietz,
1981). Glutatyon-S-tranferazlar (GST) tanimada ve antosiyaninlerin vakuole
taginmasinda gorev yapar (Edwards ve ark., 2000).

Polifenoller serbest radikalleri temizlemek i¢in ideal bir kimyasal yapiya
sahiptirler ve askorbik asit ve tokoferolden cok daha etkili antioksidan ozellik
gosterirler. Antioksidan 6zellikleri (1) onlarin hidrojen ya da elektron vericisi olarak
yiiksek reaktivitelerinden, (2) polifenollerden tiiremis radikalleri stabilize edebilme
yetenegi ve eslesmemis elektronlarin delokalizasyonundan ve (3) Fentom
reaksiyonlarin1 baglatan metal iyonlarini selatlayabilme o6zelliginden ortaya c¢ikar
(Rice-Evans ve ark. 1997). Fenoliklerin antioksidatif ozelliklerinin diger bir
mekanizmas1 flavonoidlerin peroksidasyon kinetiklerini degistirebilme yetenegidir.
Bunu da lipid dizilerinin modifikasyonu ve membranlarin gegirgenligini azaltma
yoluyla olmaktadir (Arora ve ark, 2000). Bu degisiklikler serbest radikallerin

difiizyonunu ve peroksidatif reaksiyonlari sinirlarlar (Takahama ve Oniki, 1992).

28



2. ONCEKI CALISMALAR Muhittin DOGAN

Oksidatif korumada fenolik bilesiklerin rolii hala ¢eliskilidir. Fenolik asitler
ve flavonoidler katechol-, Pirogallol- ve 3-hidroksi-4-karbonil konfigiirasyonla selat
yaparlar ve pH 5°te Fe™"ii indirgeyebilirler. Ayrica linoleik asitin peroksidasyonunu
inhibe ederler (Moran ve ark., 1997). Stadler ve ark. (1995)'na gore fenolik
bilesiklerin rolii onlarin oransal derisimine baglidir. Fentom reaksiyonu tarafindan
indiiklenmis  etil  linoleik  asit  peroksidasyonu  polifenollerin  diisiik
konsantrasyonlarinda inhibe edilmistir. Bunun aksine polifenollerin yiiksek
konsantrasyonlart ise lipid peroksidasyonunu tesvik etmistir. Arastirmacilara gore
bunun nedeni selatlanmis reaktif Fe™iin aktif Fe™ durumuna dénmesinden dolay1

olabilir.

2.8. Kadmiyum, Tuz ve Tuz-Metal etkilesiminin Bitkilere Etkileri ile Tlgili

Calismalar

2.8.1. Kadmiyumunla Tlgili Cahsmalar

Kadmiyumun karasal ve sucul ortamlarda yasayan bitkilerde neden oldugu
fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler ile bitkilerin metallere karsi
gelistirdikleri tolerans mekanizmalar1 hakkinda bir¢ok arastirma yapilmistir.

Wu ve ark. (1995) bakir ve kadmiyumun tek hiicreli alglerin hiicre i¢i prolin
akiimiilasyonuna etkilerini arastirmiglardir. Her iki metalle test edilen alglerdeki
prolin miktarlar1 Chlorella > Pediastrum > Anacystis > Nitzschia seklinde olmustur.
Fakat bakirin prolin birikimini kadmiyumdan daha fazla artirdigi bulunmustur.

Gupta ve Chandra (1996) koksiiz su alt1 bir makrofit olan C. demersum’un Cd
akiimiilasyon kapasitesini belirlemek i¢in bir ¢alisma yapmislardir. Makrofitler %
3’liik Hoagland besin ¢ozeltisi i¢inde 0.05, 0.1, 1 ve 2 mg L™ lik Cd etkisinde 48, 72
ve 168 saat bekletilmistir. Makrofitlerin biitiin test ¢ozeltilerinde 6nemli miktarlarda
Cd akiimiile ettigi bulunmustur. Klorofil ve karotenoid miktarlarinda ise artan Cd
derisimi ve test edilen siireye gore onemli diizeylerde azalmalar bulunmustur.

Ouariti ve ark. (1997) domateste (Lycopersicon esculentum) Cd ve Cu
akiimiilasyonu ile bu metallerin biiylime ve lipid kompozisyonlarina etkilerini

arastirmiglardir. Her iki metalin akiimiilasyonu da artan metal derisimi ile artis
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gostermistir. Metallerin birikimi koklerde yapraklara kiyasla daha fazla olmustur.
Kok biiylimesi ve ilk yaprak gelisimi her iki metalden olumsuz yonde etkilenmistir.
Ayrica agir metallerle streslenmis bitkilerde lipid miktar1 ve doymus yag asidi
kompozisyonlarinda o6nemli azalmalar bulunmustur. Cd stresinde birakilan
domateslerin yapraklarinda glikolipid miktarlar1 koklere gore fazla azalma
gostermisken, Cu etkisinde birakilan bitkilerin her iki organi da benzer sekilde
etkilenmistir. Benzer sekilde her iki metal etkisinde kdk ve yapraklarin fosfolipid ve
ndtral lipid miktarlart koklerde yapraklara nazaran daha fazla azalmalar gostermistir.

Schat ve ark. (1997) Silene vulgaris’in metal tolerant ve metal tolerant
olmayan ekotipini Cu, Cd ve Zn etkisinde birakarak prolin akiimiilasyonuna
etkilerini incelemislerdir. Tolerant olmayan ekotip Ozellikle yapraklarinda yiiksek
miktarlarda prolin biriktirmistir. Bu metallerin esit derisimlerinin etkisinde birakilan
tolerant olmayan tiirde prolin akiimiilasyonlar1 sirasiyla Cd>Zn>Cu seklinde
bulunmustur. Metal tolerant ekotip tolerant olmayan tiire gore yapraklarinda 5-6 kat
daha fazla prolin biriktirmistir.

Costa ve Spitz (1997) Cd stresinin (0, 0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 uM) Lupinus
albus L.’de c¢ozilebilir karbohidrat, serbest aminoasit ve protein miktarlarina
etkilerini aragtirmislardir. Kadmiyum 0.01 ve 0.1 uM’lik derisimlerde kontrole gore
onemli biyomas degisikligine neden olmamistir. Diisiik Cd uygulamalarinda (0.01 ve
0.1 uM) toplam ¢oziilebilir karbohidrat ve toplam serbest aminoasit miktarlarinda
artiglar bulunmustur. Fakat test edilen diger Cd derisimleri ise bu parametreleri
onemli diizeylerde azaltmistir. Bunlarin aksine mannoz, rafinnoz ve hidroksiprolin
miktarlariin artan Cd uygulamasiyla birlikte arttig1 bulunmustur.

Shah ve Dubey (1998) yaptiklar1 bir ¢aligmada toksik metallerden Cd’nin iki
farkli geltik (Oryza sativa L.) genotipinde prolin birikimi ve riboniikleaz aktivitesine
etkisini aragtirmislardir ve 100 ve 500 uM Cd etkisinde yiiksek miktarda prolin
birikimi oldugunu bildirmislerdir.

Mendelssohn ve ark. (2001) sucul makrofitlerden Typha domingensis’i 0, 20,
40, 60, 80 mg L™ CdCl, etkisinde Spartina alterniflora’y: ise 0, 30, 60, 90, 120 mg
L' CdCl, etkisinde yetistirmislerdir. Kadmiyum uygulamas: her iki tirde de
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bliylimeyi siddetli bir bi¢imde inhibe etmistir. Yaprak biiylimesi kisa siireli diisiik Cd
etkisinde bile dnemli diizeylerde azalmistir.

Sucul makrofit olan Phragmites australis yiiksek Cd konsantrasyonunun
etkisinde 21 giin boyunca birakilarak makrofitteki Cd dagilimi ile antioksidan
miktarlar1 ve antioksidan enzimlerin aktiviteleri belirlenmistir. En yiiksek Cd
biyoakiimiilasyonu koklerde bulunmustur. Genelde bitki koklerinde yiliksek GSH
miktar1 bulunmustur. Artan GST aktivitesinin P. australis’in yiiksek Cd
toksisitesinde ortaya ¢ikan detoksifikasyon mekanizmasiyla iliskili oldugu ileri
siriilmiistiir. SOD, AP, GR ve KAT aktiviteleri ise kok, govde ve yapraklarda
kontrole gore azalmistir (Iannelli ve ark, 2002).

Chen ve ark. (2003) havug ve turp koklerini su kiiltiirleri i¢in 0, 20, 40, 60, 80
ve 100 mg L' ve saks1 denemeleri icin 0, 20, 60, 100 ve 150 mg L' Cd’nin etkisinde
birakarak SOD, KAT, polifenol oksidaz ve peroksidaz aktiviteleri ile serbest prolin
ve malondialdehit miktarindaki degisimi arastirmislardir. Her iki bitkinin
tohumlarinin ¢imlenme oranlar1 ve kok biiylimeleri diisilk Cd uygulamasinda bile
inhibe olmustur. Koklerin prolin akiimiilasyonu 20 mg L™"lik derisimde maksimum
diizeye c¢ikmis, artan Cd derisimi ile prolin miktarinin da azaldigr bulunmustur.
Analiz edilen antioksidan enzimlerde her iki tiirde ve her iki ortamda artan Cd
stresinden dolay1 azalma oldugu bulunmustur.

Dhir ve ark. (2004) hidrofitlerden Ceratophyllum, Wolffia ve Hydrilla ile
mezofitlerden Brassica juncea, Vigna radiata ve Triticum aestivum’u Cd etkisinde
birakarak bu bitkilerdeki metal stresini lipid peroksidasyonuna ve prolin
akiimiisyonlarina gore degerlendirmislerdir. Sucul makrofitlerin hig¢biri Cd stresine
kars1 prolin akiimiilasyonu gdstermemistir. Mezofitler ise metal stresine bagli olarak
dokularinda artan Cd derisimiyle birlikte onemli miktarlarda prolin biriktirmislerdir.
Cd etkisinde hidrofitlerde meydana gelen lipid peroksidasyonu diisiik bulunmustur.
Bunlarin aksine Cd etkisindeki mezofitlerde lipid peroksidasyonunda énemli artiglar
olmustur. Her iki bitki grubunun klorofil a ve klorofil b miktarlar1 da Cd etkisinde

azalmistir.
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2.8.2. Tuz Stresiyle Ilgili Cahsmalar

McMillan ve Moseley (1967) Teksas (A.B.D.) eyaletinin deniz kiyilarinda
yetisen makrofitlerden Thalassia testudinum, Diplanthera wrightii, Halophila
engelmanni, Ruppia maritima L. ve Syringodium filiforme’nin tuz toleranslarini
arastirmiglardir. Kontrollii kosullarda yapilan arastirmaya gore en yiiksek tuz
toleransini D. wrightii gostermistir. En diisiik tuzluluk toleranslarini ise T. testudinum
ve R. maritima’nin gésterdigi bulunmustur.

Phleger (1971) bataklik bitkilerinden Spartina foliosa Trin.’de tuzlulugun
(% 0- % 1.25 deniz suyu) biiyiime {lizerindeki etkilerini aragtirmistir. Bitkinin dogal
ortami deniz suyu olmasina karsin en iyi gelisim ve canliligin tatli suda oldugu
goriilmiistlir. Protein ve lipid miktarlar1 da tatli suda yetistirilen bitkilerde deniz sulu
ortamlardakine nazaran daha yiliksek bulunmustur. Tatli suda yetisen bitkinin
sodyum icerigi deniz suyundakilerden daha diisiik bulunmasina karsin tath sudaki
bitkilerde potasyum miktarlar1 daha yiiksek bulunmustur.

Haller ve ark. (1974) sera kosullarinda on farkli tiir makrofit iizerinde
tuzlulugun etkilerini arastirmiglardir. Pistia stratiotes L. ve Eichornia crassipes
(Mart.) Solms’da % 0.166 ve % 0.25’lik tuzlulugun toksik oldugu bulunmustur.
Yiiziicii yaprakli makrofitlerden Lemna minor L. ‘de %1.665 ya da daha yiiksek tuz
derigimleri toksik etki gostermistir. Fakat daha diisiik tuz derisimlerinde (% 0.083,
%0.166, % 0.25 ve % 0.333) yetistirilen Lemna bitkilerinin besin elementli gol sulu
(tath su) ortamdakilere gore daha iyi gelistikleri bulunmustur. Arastirmada kullanilan
diger sucul makrofitlerde (Hydrilla verticillata Royle, Myriophyllim spicatum L.,
Najas quadalupensin (Spreng.) Magnus, Vallisneria americana Michx., Azolla
caroliana Willd. ve Salvinia roduntifolia Willd.) ise biiylimenin artan tuzlulukla
birlikle azaldig1 bulunmustur.

Gossett ve ark. (1994) yaptiklar1 aragtirmada Gossypium hirsutum L.’da
NaCl stresinin SOD, guajakol peroksidaz ve GR aktivitelerini artirdigini, KAT ve AP
aktivitelerini ise azalttigini rapor etmislerdir. Ayrica tuz stresinin enzimatik olmayan
antioksidanlardan askorbat, toplam glutatyon ve a-tokoferol seviyelerinde de bir

azalmaya neden oldugu bulunmustur.
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Lechno ve ark. (1997) tuz stresinin kabak bitkisi iizerindeki etkileriyle ilgili
bir aragtirma yapmuglardir. Antioksidan enzimlerden KAT ve GR aktiviteleri ile
antioksidanlardan askorbat ve rediikte glutatyon miktarlarinda artiglarin oldugunu
bulmuslardir. Fakat tuz stresi kabak bitkisinin SOD aktivitesini etkilememistir.

Rout ve ark., (1998) sucul makrofitlerden Hydrilla verticillata, Najas indica
ve Najas gramania’da farkli NaCl derisimlerinin etkilerini arastirmuslardir. Her ti¢
makrofitte de NaCl klorofil-a/klorofil-b oranlarini 6nemli derecede azaltmistir. H.
verticillata’da, prolin miktar1 % 1.5 ve % 2.5’lik NaCl etkisinde azalmistir.
Aragtiricilar bu bulgulara dayanarak prolinin bu tiir ekolojik 6zellige sahip bitkiler
icin bir gosterge olamayacagi sonucuna varmislardir. Bunun yerine tuz stresinde
klorofil-a/klorofil-b oranlarinin su bitkileri i¢in bir indikator olabilecegi sonucuna
varmiglardir.

Tuz stresine farkli diizeylerde tolerans gosteren dort geltik (O. sativa L.)
cesidi tuz stresli kosullarda yetistirilmistir. Yiiksek NaCl’li derisimlerde Pokkali
cesidi disindakilerde biiyiime oranlari onemli diizeylerde azalmistir. Tuz tolerant
olmayan ¢esitler (Hitomebore ve R28) yiiksek tuz derisimli ortamlarda
yetistirildiginde SOD aktivitelerinde azalmalar olmusken peroksidaz aktivitelerinde
artiglar bulunmustur. Tuz tolerant olmayan bu iki tiirde yiiksek Na akiimiilasyonunun
yaninda lipid peroksidasyonunda da artiglar olmustur. Deney sonuglarina gore tuza
tolerant ¢esitler antioksidan enzimlerin spesifik aktivitelerini koruyarak radikal
tiretimine karst bir savunma olusturduklart sonucuna varilmistir (Dionisio-Sese ve
Tobita, 1998).

Liang (1999) yaptig1 arastirmada tuz stresinin etkisinde birakilan arpanin
yapraklarinda SOD aktivitesi ile koklerinin H'-ATPaz aktivitelerinde artiglar
bulmustur. Yapraklarin MDA miktarlar1 ise tuz stresi tarafindan azaltilmigtur.

Kerepesi ve Galiba (2000) bugdaylar (Triticum aestivum L.) ile ozmotik ve
tuz stresi caligmalar1 yaparak toplam ¢oziilebilir karbohidrat, fruktoz, glukoz, sukroz
ve fruktan miktarlarin1 belirlemislerdir. Tolerant tiirler ¢oziilebilir karbohidratlar
hassas olan tiirlere kiyasla daha fazla biriktirmislerdir. Ayrica iyonik stresin sukroz,

fruktan ve indirgen karbohidrat miktarlarin1 6nemli diizeylerde artirdig1 bulunmustur.
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Agastian ve ark. (2000) farkli dut genotiplerini tuz stresi etkisinde
birakmislardir. Klorofil ve toplam karotenoid miktarlar1 tuzluluk tarafindan dikkate
deger bir bicimde azaltilmigtir. Diisiik tuzlulukta fotosentetik CO, alinimi kontrole
gore artmus, yiiksek tuzlulukta ise azalmistir. Ayni sekilde diisiik tuz derisimlerinde
¢oOziilebilir protein, ¢oziilebilir karbohidrat, sukroz, nisasta ve fenoller artis
gostermisken, yiiksek tuzlulukta azalmistir.

Rout ve Shaw (2001) tuzluluga farkli diizeylerde tolerans gosteren sucul
makrofitlerden Hydrilla verticillata, Najas indica ve Najas gramenia’da deniz suyu
ve saf NaCl’nin hiicre i¢i Na, K, Mg ve Ca miktarlar1 ile fotosentetik pigmentlere
etkilerini arastirmislardir. NaCl tuzluluguna tuza hassas makrofit H. verticillata ve
orta diizeyde tuza tolerant N. indica’da klorofil/karotenid oranlarinda 6nemli
diizeylerde artiglar bulmuslardir. Ancak tuza tolerant N. gramenia’da boyle bir
degisiklik olmadigin1 gérmiislerdir. Hiicre i¢i Na derigimlerinin hem deniz suyu hem
de NaCl uygulamalar1 sonucunda énemli miktarlarda arttig1 bulunmustur. Her iki tuz
uygulamasinda makrofitlerdeki K konsantrasyonlari, N. gramenia harig, diger iki
tiirde azalmustir.

Panda ve Upadhyay (2003) serbest yiiziicii yaprakli makrofitlerden Lemna
minor L.’de farkli NaCl derisimlerinin (0, 50, 100 ve 200 mM) biki koklerinde
meydana getirdigi oksidatif hasarlanmay1 histokimyasal ve biyokimyasal olarak
belirlemislerdir. Koklerin histokimyasal analizlerine gore yiiksek NaCl etkisindeki
kok kesitlerinin daha fazla boyandigi, dolayisiyla membranlarin yapisinda
hasarlanma oldugu sonucunu vermistir. Bu bulgular tiyobarbutirik asit reaktif
maddeler ve peroksit miktarindaki artislarla da dogrulanmistir. Tuz stresi altinda
makrofitin antioksidan enzimlerinden SOD, guajakol peroksidaz, ve glutatyon
rediiktaz aktivitelerinde artislar bulunmusken, katalaz aktivitelerinde azalmalar
oldugu belirlenmistir. Ayrica enzimatik olmayan antioksidanlardan askorbat
miktarlarinda da artan NaCl derisimi ile birlikte artiglar oldugu bulunmustur.

Meloni ve ark. (2003) iki farkli pamuk varyetesinde (Guazuncho ve Pora)
NacCl (50, 100 ve 200 uM NaCl) stresinin antioksidan enzimlerden SOD, peroksidaz
ve GR aktivitelerine, lipid peroksidasyonuna ve klorofil miktarlarina etkilerini

arastirmiglardir.  Pora varyetesinde SOD aktivitesi artan tuzlulukla artarken,
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Guazuncho varyetesinde Onemli bir degisiklige neden olmamustir. Peroksidaz
aktivitesi her iki varyetede benzer Ozellikler gostermistir. Pora varyetesinde GR
aktivitesi %53 oraninda artmis, Guazuncho varyetesinde ise herhangi bir degisim
gozlenmemistir. NaCl stresinin sonucu olarak Guazuncho varyetesinde klorofil
miktarlarinda 6nemli diizeylerde azalmalar bulunmustur.

Kafi ve ark. (2003) farkli NaCl derisimleri (0, 100, 200 ve 300 mM) etkisinde
biraktiklar1 tuza tolerant ve tuza hassas bugday ¢esitlerinde prolin ve karbohidrat
miktarlarini aragtirmiglardir. Prolin ve karbohidrat miktarlarinin bugday c¢esitleri ve
bitkilerin kisimlar1 arasinda dikkate deger oranlarda farkliliklar gosterdigini
bulmuslardir. 200 mM’a kadar tuz uygulamasi biitiin bugday ¢esitlerinde toplam
karbohidrat miktarlarinda artisa neden olmustur.

Sucul makrofitlerden Ruppia maritima L.’de yiiksek tuzlu ortamlarda toplam
karbohidrat miktar1 kontrole gére % 65 oraninda azalmis, ¢oziilebilir karbohidrat
miktar1 ise % 34 oraninda artmistir (Murphy ve ark., 2003).

Mavi-yesil alglerden Anabaena sp.’de sukroz ve fruktoz igeren oligosakkarit
miktarlarinin da artan tuzlukla birlikte arttig1 rapor edilmistir (Salerno ve ark., 2004).

Parida ve ark. (2004) farkli NaCl derisimlerinin (0, 100, 200 ve 400 mM)
Bruguiera parviflora’da biiyiimeye, iyon akiimiilasyonuna, fotosenteze ve
yapraklarin morfolojik yapilarina etkilerini arastirmiglardir. Bitkinin yas agirligi,
kuru agirlig1 ve yapraklarin yiizey alanlarindaki genisleme 100 mM NacCl etkisinde
maksimum olmus, daha yiliksek tuzlukta ise bu parametrelerde azalmalar
bulunmustur. Yapraklarin Fe ve K iceriginde onemli bir degisiklik olmamustir.
Toplam klorofil miktarlarindaki maksimum azalig yaklasik % 50 oraninda 400 mM
NaCl etkisinde bulunmustur. Arastiricilar bu sonuglara dayanarak yiiksek

derigimlerdeki tuzlulugun fotosentezi sinirlandirdigini belirtmislerdir.

2.8.3. Agir Metal - Tuz Etkilesimiyle ilgili Cahsmalar

Literatiir arastirmalar1 sonucunda bitkilerde tuzlulukla iligkili olarak agir
metal alinimi1 ve bunlarin kombine etkileriyle ilgili sinirli sayida arastirma yapildigi
anlagilmistir. Bu arastirmalarin esas amaclar1 ise genelde tuzlulugun agir metal

alimimina etkileriyle ilgilidir.
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Greger ve ark. (1995) bir sucul makrofit olan Potamogeton pectinatus’ta
NaCl tuzlulugunun Cd alimimina etkilerini arastirmiglardir. Cd aliniminin artan
tuzlulukla birlikte azaldigi bulunmustur. Siirgiinlerdeki Na derisimi uygulanan Cd
konsantrasyonlartyla birlikte artarken, koklerde ise herhangi bir degisim olmamustir.
Cd ve Na ayr ayr1 ve kombine olarak denenmis ve sonugta bu stres etmenlerinden
dolay1 bitki biiylimesinin baskilandigir bulunmustur. Yiiksek tuz ve/veya yiiksek Cd
konsantrasyonlarinda kontrole gore daha kisa internot olusmustur. Ayrica siirgilinlerin
taze agirliklar1 da azalmistir. Kuru agirlik/yas agirlik oran1 ve kok agirligi/toplam
bitki agirlig1 oram tatli suda ve diisiik NaCl konsantrasyonlarinda artarken, yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda ise azalmistir.

Helal ve ark (1999) Leucaena leucocephala’da NaCl’nin Cd ve Zn alinimu ile
bliylimeye etkilerini arastirmiglardir. Bitkinin organlarinda her iki metalin de
akiimiilasyonlarinda farkliklar bulunmustur. Kok ve yapraklarda Cd akiimiilasyonu
NaCl tarafindan artiritlmigken, gévdede azaltilmistir. Benzer olarak Zn akiimiilasyonu
da kok ve yapraklarda artmis, fakat gévdede Zn NaCl tarafindan azaltilmstir.

Smykalova ve Zamecnikova (2003) arpa bitkisinde Cd ve NaCl stresi
arasindaki iliskiyi incelemistir. Cd-NaCl kombine stresindeki bitkilerin biiylimesi
siddetli bir bicimde azalmistir. Bu ikili stres kosullarinda net fotosentez ve
traspirasyonda azalmalar olmustur. Ayrica bitki kokleri tarafindan Ca, Cd, Cu, K,
Mg, Na ve Zn’nin alinimi da Cd-NaCl’li kosullarda etkilenmistir.

Zea mays (muistr) ile yapilan bir arastirmada 0, 2.5, 5 ve 10 uM Cd ve 0, 10,
25, 50 ve 100 mM NaCl’nin fotosentez, biiylime ve element miktarlarina etkileri
arastirtlmistir. Analiz sonuglaria gére Cd ve NaCl uygulamalari biiylimeyi olumsuz
yonde etkilemistir. Toplam ¢oziilebilir karbohidrat ve nisasta miktarlar1 Cd ve NaCl
etkisinde azalmistir. Benzer sekilde Ca, Mg ve K miktarlarinin da Cd ve NaCl
uygulamalarinda azaldigi bulunmustur. Klorofil miktarlar1 Cd ve NaCl’nin farkl
uygulamalarinda azalmig iken Cd-NaCl etkilesiminde ise klorofil miktarlarinda
artiglar bulunmustur. Genel olarak incelendiginde, Cd-NaCl kombine uygulamasi1 Cd
ve NaCl’nin ayr1 ayr1 uygulamalarina gore daha az toksik etkili oldugu sonucuna

varilmistir (Sepehr ve ark. 2003).

36



2. ONCEKI CALISMALAR Muhittin DOGAN

Miihling ve Lauchli (2003) tuza tolerant ve tuza hassas bugday ¢esitlerinde
NaCl-Cd etkilesiminin hiicre i¢i ve hiicreler arasi alanlardaki fizyolojik etkilerini
aragtirmislardir. Hiicreler arast sivi ile kiyaslandiginda 75 mM NaCl etkisinde
birakilan bugday yapraklarinin hiicre i¢inde diisiik Na miktar1 Sl¢tilmiistiir. NaCl,
tuza hassas ¢esidin yapraklarinda yiiksek Cd alinimima neden olmustur. Askorbat
peroksidaz aktivitesi tuza hassas cesitte Cd-NaCl kombine stresinde artmistir.
Aragstiricilar Cd ve NaCl etkilesiminin hassas tiirde yliksek oranlarda reaktif oksijen
tiirlerinin olusumuna neden oldugu sonucunu ¢ikarmislardir.

Fritioff ve ark. (2004) Elodea canadensis ve Potamogeton natans’da 1.5 uM
Cu, 1 uM Cd, 20 uM Zn ve 4 uM Pb’nin akiimiilasyonu iizerine farkli tuzluluk
derisimleri (% 0.0, % 0.05 ve % 0.5) ve farkh sicaklik dereceleri (5, 11 ve 20 °C)’nin
etkilerini arastirilmiglardir. Test edilen makrofitlerde metallerin akiimiilasyonlari
tire, sicakliga ve tuzluluga gore farkliliklar gostermistir. E. canadensis’de 1.5 uM
Cu, 1 uM Cd, 20 pM Zn ve 4 uM Pb etkisinde kuru agirlik, yas agirlik ve kuru
agirlik/yas agirhik orami artan sicaklikla artarken artan tuzlulukla azalmistir. P.
natans’ta ise bu parametreler genelde artan sicaklikla azalirken artan tuzlulukla

genelde artmistir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Materyali

Ceratophyllum demersum L. (tilki kuyrugu) submers (su alt1) ¢ok yillik
bitkidir (Sekil 3.1.). Catalli koyu yesil yapraklar ile kapli sert sarmal dalli bir
govdeye sahiptir. Yapraklar bazen kireg ile kapl olup bu da onlara kirilgan bir yap1
kazandirir. Govde uclarinda kalin ve c¢ali tarzi yaprak gelisimi goriiliir. Besin
acisindan zengin sularda, bu makrofit camura sikica tutunmus ya da ylizeye yakin
serbestce ylizen yogun koloniler olusturma egilimindedir. Makrofitin sistematigi
Cizelge 3.1.’te verilmistir.

Koksiizdiir. Yiizey altinda serbestge yilizer ya da bazen ozellikle akarsuda
modifiye yapraklar yoluyla tabana tutunur.

Kolayca kirilan ve serbest dallanan gévde 3-4 m uzunluga ulasabilir.

Yapraklar1 1.5-4 cm uzunlugunda, tek kenarl kiigiik dislere sahip yassi ya da
lineer 2 (bazen 4) catala ayrilirlar. Yapraklar genelde sert ya da kirilgandir. Govde
ucunda yogunlasan 5-12 yaprakli sarmallar halinde diizenlenirler.

Kiiciik, su alt1 ¢igekleri yaprak tabaninda lokalize olurlar. Petaller kiiciik yesil
yapilardir. Erkek ve disi ¢igekler ayni1 bitkide ayr1 ayr1t meydana gelirler. Erkek
cicekler govdenin karsiliklt boliimlerinde ¢iftler halinde olusurken, disi ¢igekler
yalnizdir. Haziran-Eyliil’de ¢i¢eklenme olur.

Kiictiik (4-7 mm), sert, tek tohumlu, yumurta sekilli meyve 3 uzun dikene
(spine) sahiptir (12 mm; meyve ucunda 1 ve tabanda 2).

Tohum ve bitki parcalartyla ¢ogalirlar.

Gollerde ve yavas akan dere ve irmaklarda yasarlar. Sert suya (yliksek
kalsiyum miktar1) ve diisiik 151k diizeyine toleranslidirlar.

Bitki geng baliklar, kiiciik su hayvanlart ve su bocekleri i¢in 6nemli bir yasam
ortami1 saglar. Bazi su kuslar1 tohumlar1 ya da yapraklari yer, ancak tilki kuyrugu
onemli bir besin kaynagi olarak diisliniilmez.

(www.ecy.wa.gov/programs/wq/plants/plantid2/descriptions/cerdem.html).
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Sekil 3.1. C. demersum’un morfolojik kisimlari.
(http://aquatl.ifas.ufl.edu/cerdem2.jpg).

Cizelge 3.1. C. demersum’un sistematigi.

Alem : Plantae

Boliim : Magnoliophyta (Angiospermler; Cicekli bitkiler)
Simif : Magnoliopsida (Dikotiledonlar)

Altsimf : Magnoliidae

Takim : Nymphaeales

Familya : Ceratophyllaceae

Cins : Ceratophyllum

Tiir : C. demersum L. (Tilki kuyrugu)
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Calismada kullanilan C. demersum g¢evremizdeki sulak alanlarda genis
yayilim gostermektedir. Arastirma materyalleri Adana ili Seyhan Baraj Goli

cikisinda (Dilberler Sekisi civari) belirlenen istasyonlardan toplanmaistir.

3.1.2. Stres Uygulanma Cozeltileri
Arastirmada kullanilan Cd (CdCl,.H,O; Merck), NaCl NaCl (Merck) ve

bunlarin kombinasyonlari1 Cizelge 3.2°deki derisimlerde hazirlanmistir.

Cizelge 3.2. C. demersum’a uygulanan Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlart.

Uygulama
Cd(pg mL") NaCl (mM) Cd (ug mL ")+ NaCl (mM)
Kontrol Kontrol Kontrol
0.01 20 0.01+20
0.1 40 0.1+40
1.0 80 1.0+80

3.1.3. Besin Cozeltisi

Arastirmada kullanilan besin ¢ozeltisi Arnon ve Hoagland (1940)’a gore

hazirlanmustir.

3.2. Metod
3.2.1. Deney Ortami ve Diizenegi

Arastirmaya baglamadan oOnce makrofitler iki hafta boyunca arastirma
ortaminda adaptasyona birakilmigtir. Makrofitlerin yerlestirilmesi igin 1 litrelik
plastik pet siseler kullanilmistir. Bunlar dikkatli bir sekilde seyreltik HCI ile
yikanmis ve saf sudan gecirilmistir.

Kadmiyum, NaCl ve bunlarin kombinasyonlar1 Cizelge 3.2.’deki derisimlerde
hazirlanmis ve besin ¢ozeltisi her siseye %10’luk olacak sekilde ilave edilmistir.
Bitkiler her siseye 14-16 gram saglikhi bitki gelecek sekilde yerlestirilmistir. C.
demersum bitkileri 16 saat 151k (yaklagitk 6000 lux) periyodunda 25-27 °C’de
yetistirilmistir. Makrofit notre yakin pH’larda iyi gelistigi i¢in (Saygideger ve ark.,
2004) test cozeltilerinin baslangic pH’lar1 6.5-6.7 diizeylerine ayarlanmigstir. Test
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coOzeltileri 48 saat sonunda degistirilmistir. Calismalar {i¢ tekrarli olarak ¢alisilmistir.
Deney siiresince giinliik morfolojik gozlemler kaydedilmistir.

Makrofitler 96 saat sonunda hasat edilmis ve dikkatli bir bicimde distile su ile
yikanmistir. Uygulama periyodu sonunda makrofit dokularindaki Cd, N, Na, Zn, Cu,
Fe, K ve P miktarin1 belirlemek i¢in bitki organlar1 80 °C’de sabit agirliga ulasana
degin etiivde kurutulmustur.

Deney periyodu bitiminde C. demersum’un fotosentetik pigment (klorofil-a,
klorofil-b ve karotenoid), askorbik asit (indirgenmis ve toplam), serbest prolin,
protein, malondialdehit, sistein, toplam karbohidrat, glukoz, toplam fenolik bilesikler

ve —SH grup miktarlar1 ise taze drneklerde belirlenmistir.

3.2.2. Fotosentetik Pigment Analizi

Yikanmis taze makrofit yapraklaridan 100 mg almmustir. Ornekler porselen
havanda 1-2 mL % 80’lik aseton ile yapraktan tiim klorofil alinincaya kadar
homojenize edilmistir. Daha sonra ekstraktin son hacimi 10 ml olacak sekilde %
80’lik asetonla tamamlanmis ve 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Klorofil a
icin 662 nm, klorofil b i¢in 645 nm ve karotenoid i¢in 470 nm’de Shimatzu UV mini
tip spektrofotometrede asetona karsi (tanik) okunmustur. Klorofil a, klorofil b ve
karotenoid hesaplamalar1 Lichtentaler ve Wellburn (1985)’e gore asagidaki formiiller
kullanilarak yapilmistir.

Klorofil ;= 11.75A¢62 — 2.35A645

Klorofil , = 18.61As45— 3.96A¢e2

Karotenoid = 1000A 470 — 2.27 Klorofil , — 81.4 Klorofil , /227

3.2.3. Serbest Prolin Tayini

Makrofitteki serbest prolin miktarlar1 Bates ve ark. (1973)’larinin saptadiklari
yonteme gore belirlenmistir.

Taze makrofit materyalinin 0.5 g’1 tartilmis ve % 3’liikk 5 mL siilfosalisilik
asit kullanilarak havanda homojenize edilmistir. Homojenizat mavi bant filtre
kagidindan stiziilmiistiir. Filtratin 2 ml’si 2 mL asit-ninhidrin ve 2 mL glasiyel asetik

asitle test tiiplinde karistirilmistir. Bu karistm 100 °C’de 1 saat su banyosunda
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bekletilmistir. Bu silire sonunda tiipler alinarak buz igerisine sokulmus ve reaksiyon
sonlandirilmistir. Reaksiyon karisimi 4 mL toluen ile ekstrakte edilmis ve 15-20
saniye tiip karistiricida (vorteks) calkalanmistir. Toluen igeren renkli sivi oda
sicakliginda bekletilmis ve 520 nm dalga boyunda Shimadzu UV mini tip
spektrofotometrede toluen bir tanmik olarak kullanilarak okunmustur. Bitki
dokularindaki prolin miktarlar1 (umol/g taze agirlik) asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmustir.

Prolin= [(png prolin/mL x toluen) / 115.5 pg / pmol] / [(g 6rnek) / 5]

3.2.4. Askorbik Asit Analizi

Askorbik asit tayini Cakmak ve Marschner (1992)’e gore yapilmustir. 0.5
gram taze makrofit materyali 5 ml % 5’lik meta-fosforik i¢inde homojenize
edilmistir. Homojenizat 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatanttan
(iste kalan s1vi) 400 pl alinmis ve tizerine 1 ml fosfat tamponu (pH 7.4) eklenmistir.
Bundan sonraki islemler 2 seri ve 3 tekrarl olarak yiirtitilmiistiir.

Toplam askorbat i¢in islemler asagidaki gibi yapilir:

- Hazirlanan 6rnegin tizerine 200 ul DTT eklenir ve karistirilarak 15 dakika
bekletilir.

- Bunun iistiine 200 ul NEM eklenir.

- 800 pul % 10°luk TCA eklenir.

- Uzerine 800 pl % 44°liik orto-fosforik asit eklenir.

- 800 pl % 4’lik 2,2 Bipiridin eklenir.

- Son olarak 400 pl % 3’lik FeCl.6H,O eklenerek 50 dakika 40 °C’de
inkiibasyona birakilir.

Rediikte askorbat i¢in ise islemler agagidaki gibi yapilmistir:

- Hazirlanan 6rnegin tizerine 400 pl saf su eklenir.

- Uzerine 800 pl % 10’luk TCA eklenir.

- Uzerine 800 pl % 44°liik orto-fosforik asit eklenir.

- 800 pl % 4’lik 2,2 Bipiridin eklenir.

- Son olarak 400 pul % 3’lik FeCl .6H,O eklenerek su banyosunda 50 dakika 40

°C’de inkiibasyona birakilir.
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Sicak su banyosundan ¢ikarilan Ornekler karistirillarak 525 nm de

okunmustur. Standartlar L-askorbik asitle hazirlanmistir.

3.2.5. Protein Olmayan —SH Gruplarin Belirlenmesi

Protein olmayan —SH gruplarin belirlenmesi Cakmak ve Marschner (1992)’e
gore belirlenmistir. 0.5 gram taze makrofit materyali 5 ml % 5’lik meta-fosforik
icinde homojenize edilmistir. Homojenizat 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Uste kalan ¢dzeltiden (siipernatant) 500 pl alinmis ve iizerine 2.5 ml
fosfat tamponu (pH 7.4) eklenmistir. Son olarak 0.5 ml DTNB eklenmis ve
karistirilmistir. 20 dakika inkiibasyondan sonra hazirlanan 6rnekler standartlara karsi

412 nm de okunmustur.

3.2.6. Lipid Peroksidayonu Belirlenmesi

C. demersum dokularindaki lipid peroksidasyonun belirlenmesi Hodges ve
ark. (1999)’na gore yapilmustir.

0.5 gram taze makrofit dokusu % 80’lik etil alkolde homojenize edilmis ve
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Analiz iki asamada yapilmistir. Birinci
asamada sanrifiigattan alinan 1 hacim ekstrakt iizerine 1 hacim % 20’lik TCA ve 1
hacim % 0.01°’lik BHT eklenmistir. Ikinci asamada ise sanrifiigattan alinan 1 hacim
ekstrakt {izerine 1 hacim % 0.65’lik TBA iceren % 20’lik TCA ve bunun iizerine 1
hacim % 0.01’lik BHT eklenmis ve Ornekler karigtirllmigtir. Daha sonra sicak su
banyosunda (95 °C) 25 dakika inkiibe edilmis ve ardindan sok sogutma yapilmistir.
Bu 6rnekler tekrar santrifiij edilmis ve birinci asama 6rnekleri 532 ve 600 nm’de,
ikinci agama ornekleri ise 532, 600 ve 440 nm’de absorbans okumalar1 yapilmistir.
Sonuglar asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmaistir:

A= [(ABSs32+18a)-(ABS600+BA)-(ABSs32.184)-(ABA600-TBA) ]

B=[(ABS440+tBA- ABS600+1BA)X 0.0571]

mmol MDA ml™ ™ (A-B / 157 000)x 10°
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3.2.7. Protein Analizi

Protein analizi Lowry ve ark. (1951)’min saptadiklar1 yonteme gore
yapilmistir.

0.5 gram taze makrofit materyali 5 mL 0.1 M fosfor tamponunda (pH 7.0)
homojenize edildikten sonra 12.800 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatanttan 0.3 mL alinmus, lizerine 3 mL alkali ¢ozelti ilave edilip 15 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Sonra 0.3 mL Folin-Ciocalteu ayiraci eklenerek 30 dk.
oda sicakliginda bekletilmis ve absorbans 750 nm dalga boyunda okunmustur. Ayni
islem 0.3 mL saf su kullanilarak tanik i¢in de uygulanmistir. Standart egri ¢izimi i¢in
de aymi yontem farkli derisimlerde hazirlanan yumurta albumini c¢ozeltileri

kullanilarak yapilmstir.

3.2.8. Fenolik Bilesiklerin Belirlenmesi

C. demersum dokularindaki fenolik bilesiklerin belirlenmesi Ratkevicius ve
ark. (2003)’na gore belirlenmistir. 0.5 gram taze makrofit materyali tartilmis ve 5 ml
0.1 M fosfor tamponunda (pH 7.0) homojenize edilmistir. Homojenizat 12.800
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Sonra siipernatanttan 50 puL alinarak son hacim
1 mL olacak sekilde % 3’liikk sodyum karbonat ve 0.3 N Folin-Ciocalteau eklenerek
oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir. Daha sonra bu Ornekler 765 nm’de
okunmustur. Sonuglar gallik asit standart derisimleri ile absorbanslari arasindaki

dogrusal iligki kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.9. Toplam Karbohidrat Analizi

C. demersum dokularindaki toplam karbohidrat analizleri Dubois ve ark.
(1956)’na gore belirlenmistir.

Orneklerin homojenizasyonu ve analize hazirlanmasi Prado ve ark. (2000)’na
gore yapilmistir. Hazirlanan 6rneklerden 0.4 ml alinmis ve iizerine 2 ml konsantre
siilfiirik asit ile 0.4 ml % 5’lik fenol koyulmustur. Ornekler 10 dakika oda
sicakliginda, daha sonra 20 dakika 30 °C’de bekletilmis ve 490 nm’de okunmustur.
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Sonuclar glukoz standart derisimleri ile absorbanslari arasindaki dogrusal iligki

kullanilarak hesaplanmustir.
3.2.10. Glukoz Analizi

C. demersum dokularindaki glukoz miktarlart Miller (1956) tarafindan
saptanan yonteme gore belirlenmistir.

Orneklerin homojenizasyonu ve analize hazirlanmasi Prado ve ark. (2000)’na
gore yapilmistir. Hazirlanan 6rnekten 3 mL alinmis ve iizerine 3 mL dinitro salisilik
asit belirteci konmus ve karigtirilmistir. Sicak su banyosunda 90 °C’de 5-15 dakika
arasinda bekletilen 6rneklere 1 mL % 40’lik sodyum potasyum tartarat eklenmis,
ornekler buzlu suda sok sogutulmus ve spektrofotometrede 575 nm’de okunmustur.
Sonuglar glukoz standart derisimleri ile absorbanslari arasindaki dogrusal iligki

kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.11. Sistein Analizi

Makrofit dokularinin sistein miktarlar1 Gaitonde (1967)’ye gore saptanmistir.

Taze makrofit materyalinin 0.5 g’1 tartilmigs ve 5 mL 0.1 M fosfor
tamponunda (pH 8.0) homojenize edilmistir. Homojenizat 10.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatanttan 120 uL alinarak tizerine 120 uL DTT eklenmistir.
240 pL asetik asit ve 240 pL asit-ninhidrin eklendikten sonra 6rnekler 15 dakika oda
sicakliginda bekletilmigtir. 1680 pL soguk etanol eklendikten sonra Ornekler
95 °C’de 10 dakika bekletilmistir. inkiibasyon siiresi bitiminde sok sogutma yapilmis
ve ornekler 560 nm’de spektrofotometrede okunmustur. Dokularin sistein miktarlari

sistein standartlari ile absorbanslar1 arasindaki dogrusal iliskiden hesaplanmustir.

3.2.12. Makrofit Dokularinin Element Miktarlarinin Belirlenmesi

3.2.12.1. Toplam Azot Tayini

Toplam azot tayini Mikro-Kjeldahl metoduna gore yapilmistir (Kagar, 1972).
- 0.1-0.5 g arasinda kuru bitki tartilarak iyice 0giitiiliir.
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- 250 ml’lik Kjeldahl balonuna konulup iizerine 25 mL salisilik asit i¢eren
stilfiirik asit eklenmistir. Calkalanarak bitkinin tamamen asitle 1sitilarak saglanir. En
az 1 glin agz1 sikica kapatilarak bekletilmistir. Siilfiirik asit ile bitki numunelerinin
yakilmalar1 aninda nitrik asit halinde buharlasmak suretiyle nitrat kaybi1 kendini
gosterir. Bunu onlemek i¢in konsantre H,SO, i¢ine bir miktar salisilik asit ilave
edilmigtir. Salisilik asit indirgeyici bir madde gorevini goriir. $Oyle ki; asit ortamda
icinde, salisilik asit nitratlarla reaksiyona girerek nitro-salisilik bilesiklerini meydana
getirir. Daha sonra bu nitro bilesikleri sodyum tiyosiilfat veya ¢inko tozu kullanilarak
yakmaya baglamadan 6nce bir siire 1sitmak suretiyle rediiksiyona ugratilarak amino
bilesikleri haline donerler.

- Bunun {iizerine 4-5 g Sodyum tiyosiilfat ilave edilmis ve diisiik alevde asagi
yukart 5 dakika isitilmigtir. Zaman zaman balon c¢evrilerek beyaz dumanlarin
uzaklagmasi saglanmis ve sogumaya birakilmistir.

- Cozelti soguduktan sonra spatiille bir miktar tuz karigimi (0.5 g CuSO4 + 9.5
g K»S0y) ilave edilmistir.

- Bitki 6rnegi dikkatlice yavag yavas 1sitilmig, kdpiirme bitene kadar 1sitmaya
kisik ateste devam edilmistir. Daha sonra 1s1 yavas yavag arttirilmistir.

- Cozelti rengi sar1 ya da agik gri renk aldiktan sonra en az 0.5-1 saat daha
ayni1 sekilde yakmaya devam edilmistir.

- Cozelti sogutulmus, 100 mL’lik balon jojeye aktarilmistir. Kjeldahl balonu
birkag¢ defa saf su ile yikanarak, siiziik balon jojeye aktarilmis ve son hacim hacim
saf su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

- 150 ml’lik behere 25 mL standart % 2’lik Borik asit ¢6zeltisi konmus ve
icine birkag damla indikatér damlatilmistir. Bu ¢ozeltiye Mikro-Kjeldahl
diizeneginin sogutucu ucu batacak sekilde yerlestirilmistir.

- 100 ml olarak hazirlanmis ¢ozeltiden 20 mL alimip Mikro-Kjeldahl
diizeneginin balonuna aktarilmistir.

- 10 N derisik NaOH’ten 30 mL alinarak sistemin acik vanasindan yavas
yavag balona aktarilmistir.

- Balon yavas yavas 1sitilarak 100 mL’ye kadar destilatin toplanmasi

saglanmistir.

46



3. MATERYAL ve METOD Muhittin DOGAN

- Reaksiyona girmemis asidin fazlasi standart H,SO,4 ile ¢Ozelti rengi sari
olana kadar titre edilmistir.

- Geri titrasyon miktarina gore yapilan hesaplamayla bitkideki toplam azot
miktar1 hesaplanmustir.

- Makrofit dokularimi toplam azot miktarlar1 asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmaistir:

(T-B)xnx1.4/S=9% Toplam N 6rnekte

Burada:

T = Ornekte, borik asidin geri titrasyonunda kullanilan H,SO4 miktar1 (mL).

B = Tanikta, borik asitin geri titrasyonunda kullanilan H,SO4 miktar1 (mL).

n = H,SO4 normalitesi

S = Analiz edilen 6rnek miktar.

3.2.12.2. Cd, Cu, Mn, Zn, Fe, Na ve K Miktarlarinin Belirlenmesi

Makrofit dokularmin Cd, Fe, Zn, Mn, Cu, K ve Na miktarlarin1 belirlemek
icin yas yakma metodu kullanilmistir.

- Kurutularak 6giitiilmiis 6rnekler tartilip 50 mL’lik erlene konmustur.

- Uzerine 10 ml konsantre HNOj ilave edilmistir.

- Erlenlerin agz1 balonla kapatilip oda sicakliginda birkag giin bekletilmistir.

- Erlenler daha sonra 1s1s1 ayarlanabilen hot plate iizerinde diisiik 1s1da renkli
buharlar kayboluncaya kadar yavas yavas isitilmistir. Daha sonra 1s1 biraz
yukseltilmistir.

- Erlenlerin tizerindeki balonlar alinmustir.

- Tortu kalincaya kadar yavas yavas buharlastirilmistir.

- Erlenlere 10 ml HCl ilave edilerek ayni islem yenilenmistir.

- Orneklerin tiimii buharlastiktan ve dipteki tortu kuruduktan sonra erlene
konan 0.5-1 gr 6rnek i¢in 1 N’lik HCI ile sulandirilmistir.

- Sulandirilan o6rneklerden Cd, Fe, Zn, Mn, Cu atomik absorbsiyon
spektrofotometresinde K ve Na ise alev fotometrede okutulmustur.

Dokulardaki element derisimlerini saptamak icin elementlerin standartlari ile

absorbanlar1 arasindaki dogrusal iliskiyi gdsteren regresyon egrisi kullanilmistir.
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3.2.12.3. Fosfor Tayini

Makrofit dokularinin P miktarlarinin  belirlenmesi Olsen ve Watanabe
(1957)’ye belirlenmistir.

- Kurutularak 6giitiilmiis 6rnekler tartilip 50 mL’lik erlene konmustur.

- Uzerine 10 ml konsantre HNOj ilave edilmistir.

- Erlenlerin agzi1 balonla kapatilip oda sicakliginda birkag giin bekletilmistir.

- Erlenler daha sonra 1s1s1 ayarlanabilen hot plate iizerinde diisiik 1s1da renkli
buharlar kayboluncaya kadar yavas yavas isitilmistir. Daha sonra 1s1 biraz
yiikseltilmistir.

- Erlenlerin tizerindeki balonlar alinmistir.

- Tortu kalincaya kadar yavas yavas buharlastirilmistir.

- Erlenlere 10 ml HCl ilave edilerek ayni islem yenilenmistir.

- Orneklerin tiimii buharlastiktan ve dipteki tortu kuruduktan sonra erlene
konan 1 gr 6rnek i¢in 1 N’lik 10 ml HCI ile sulandirilmustir.

- Bu ¢ozeltiden 5 mL alinarak 2 mL molibdofosforik asit eklenmis ve mavi
renk olusumu icin 15 dakika bekletilmistir.

- Mavi renkli ¢ozeltiler UV spektrofotometrede 882 nm’de okunmustur.

-Sonuglar alet okumasinin sulandirma faktoriiyle carpimi  yoluyla

hesaplanmustir.

3.2.13. istatistiksel Analizler

Bu aragtirmada tanimlanmis gruplar arasinda fark var midir hipotezi test
edilmistir. Bu amagla o= 0.05 alinmistir.

Kurulan hipotezde:

Ho: Gruplar arasinda fark yoktur.

H;: En az bir grup digerlerinden farklidir.

Bu hipotezler SPSS (SPSS 11.0 for Windows) paket programi kullanilarak
yapilmistir. Analizler sonucunda Hy hipotezi reddedilmistir. Ciinkii gruplardan en az
biri farkli bulunmustur. Hangi grubun ya da gruplarin farkli oldugunu belirlemek

amaciyla One-Way ANOVA LSD testi uygulanmustir.
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Korelasyon Analizinde, bir ana kiitleden se¢ilmis en az iki veya daha fazla
ornek grup alinarak, bu gruplar arasindaki etkilesmeye bir katsay1 yardimiyla bakalir.

Korelasyon katsayisi, degiskenlerin yonii, etkilesimlerin nasil oldugu
hakkinda bilgi verir. Degiskenlerin birbiri arasindaki etkilesim var mi, varsa
etkilesimin ¢ok fazla m1 yani kuvvetli mi oldugu ve goézlem gruplarindan birinin
gbzlem degerleri artarken digerinin azaliyor mu yoksa aynm1 yonde mi degerleri
degistigi gozlenebilir.

Korelasyon katsayist (r) basit olarak -1 ile 1 degerleri arasinda degisen ve
bagimsiz degiskenler hakkinda kisaca bilgi veren bir degerden olusmaktadir.
Korelasyon katsayis1 0-0.49 arasinda ise korelasyon zayif, 0.5-0.74 arasinda ise orta
derecede, 0.75-1 arasinda ise kuvvetli iligki vardir denilmektedir. Katsayi,
etkilesimin olmadig1r durumda 0, tam ve kuvvetli bir etkilesim varsa 1, ters yonli ve
tam bir etkilesim varsa -1 degerini alir.

Korelasyon analizleri (Pearson; two tailed) C. demersum’un akiimiile ettigi
Cd ve/veya Na ile makrofitte analiz edilen diger parametreler arasinda SPSS (SPSS
11.0 for Windows) paket programi kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

Stres faktorlerinin doz belirleme ¢aligsmalar1 sonucunda Cd i¢in 0, 0.01, 0.1 ve
1.0 mg L™""lik ve NaCl i¢in 0, 20, 40 ve 80 mM dozlarin kisa siireli ¢alismamiz i¢in
uygun oldugu belirlenmistir. Bu faktorlerin ayr1 ayr1 uygulanmalar1 sonucunda her
iki etmenin de etkilerinin gézlenmesinden dolay1 makrofitin 96 saat sonu itibariyle
hasat edilebilecegi yapilan 6n denemeler sonucunda belirlenmistir. Benzer sekilde
Cd+NaCl kombinasyonlart igin de 6n denemeler yapilmistir. Ancak 1 mg L™ Cd +
80 mM NaCl kombinasyonundaki makrofitler 24 ile 36. saatler arasinda 6ldiiglinden
dolay1 herhangi bir analiz yapilmamistir. Arastirmada denenen ayr1 ayr1 Cd ve NaCl
derisimleri uygun dozlar olarak belirlendigi i¢in bu kombinasyona alternatif bir

konsantrasyon denemesi yapilmamustir.
4.1. Morfolojik Gozlemler

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl etkisinde birakilan C. demersum’a ait
morfolojik gdzlemler Cizelge 4.1°de verilmistir. Cizelgede 1 mg Cd L™ + 80 mM
NaCl’ye ait gozlemler 24 ile 36. saatler arasinda, diger derigimler ve
kombinasyonlara ait gézlemler ise 96 saat boyunca yapilan gézlemlerdir.

C. demersum pargali yaprakli olup kontaminatlarla biitiin yiizeyi ile dogrudan
etkilesir. Bu tiirde stres veya streslerin etkilerinin gdzlenebilecek en Onemli
parametreleri doku yumusamasi, yaprak dokiimii ve renk degisimidir.

Kontroldeki bitkiler deney kosullarinda ¢ok saglikli gelismislerdir. Bu
makrofitlerde doku yumusamasi, renk degisimleri ve yaprak dokiimii (normal yaprak
dokiimii hari¢) gozlenmemistir. Salt Cd uygulamalarinda renk degisimleri
incelendiginde yalmz 1 mg L"lik derisimdeki bitkilerin dokularindaki canli yesil
goriinlimiinde kismi matlagmalar oldugu belirlenmistir. Bu gézlemlere 80 mM NaCl
uygulamalarinda da rastlanmistir. Cd+NaCl kombine etkisindeki makrofitlerde ise
ozellikle 1 mg Cd L™ + 80 mM NaCl’lik derisimlerde bu soluk yesilimsi renk 24 saat
sonunda gozlenmistir.

Cizelgede goriildiigii gibi yaprak dokiimii Cd ve Cd+NaCl uygulamalarinda
artan derisimle birlikte artis gostermistir. NaCl uygulamalarinda ise 20 mM’lik
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derisimlerde tuz stresinden kaynaklanan herhangi bir yaprak doékiimiiniin olmadigi
gbzlenmistir.

Yapilan 6n denemeler sonucu ve gozlemlerimize dayanarak bu makrofitte
stresin en son gostergesinin dokularda yumusama oldugunu soyleyebiliriz. Kirilgan
bir yapiya sahip olan C. demersum’un ozellikle 1 mg L' Cd, 80 mM NaCl ve
Cd+NaCl kombinasyonunun 1 mg Cd L' + 40 mM NaCl’li derisimlerinde stres

kosullarinin tam anlamiyla olustugu gozlemler sonucunda kaydedilmistir.

Cizelge 4.1. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’a ait morfolojik gozlemler.

Uygulama Derisim Doku yumusamasi1  Yaprak dokiimii Renk degisimi
Kontrol - - -
Cd 0.01 - + -
(ngml™) 0.1 . i i
1.0 + -+ ++
Kontrol - - )
NaCl 20 - - -
(mM) 40 - + ]
80 + ++ +
Kontrol - - -
Cd+NaCl 0.01+20 - + -
(ug mlI"y+HmM)  0.1+40 + —+ N
1.0+80 +++ -+ 4+

( +++: Fazla, ++: Orta, +:Az, -: Yok).
4.2. C. demersum Dokularindaki Element Derisimleri
4.2.1. Kadmiyum Derisimi

Kadmiyum ve Cd+NaCl kombinasyonlarinin etkisinde 96 saat boyunca
birakilan C. demersum dokularindaki kadmiyum derisimleri, Cd standartlariyla
absorbanslarina ait regresyon denkleminden (y=0.1084x+0.004) hesaplanmis ve

Sekil 4.1°de verilmistir.
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Makrofit dokularindaki Cd derisimlerinde kontrole goére onemli artiglar
bulunmustur. C. demersum’un 0.01, 0.1 ve 1.0 mg Cd L "lik derisimlerde makrofit
dokularindaki Cd derisimleri kontrole gore sirasiyla 15.4 (P<0.05), 33.5 ve 160.0
(P<0.001) kat arttig1 hesaplanmustir.

Cd+NaCl kombine etkisinde birakilan makrofit dokularinda da artan Cd
derisimiyle birlikte 6nemli miktarlarda artiglar bulunmustur. Bu artiglar 0.01+20 ve
0.1 mg Cd L' +40 mM NaCl etkisinde kontrole gore sirasiyla 14.4 (P<0.05) ve 28.1
(P<0.01) kat olmustur.

Cd ve Cd+NaCl uygulamalarinda makrofitin Cd igeriklerinde Onemli
artislarin oldugu bulunmustur. En yiiksek kadmiyum igeriklerinin yalmz Cd
uygulamasi i¢in 1 mg L'’de, etkilesimli derisimler icin 1 mg Cd L'+40 mM
NaCl’de hesaplanmistir.

800 200 I
<G00 =
s & 150 )
] ‘TU) 400 L o ‘Tm 100
2 200 i g 50
= = [ , = i
0 001 0.1 1.0 0 001420  0.1+40
Cdfmg L™ Cd (mg L'y + NaCl (mi)
2 10000 S 2500
5 8000 5 2000
2 6000 2 1500 -
S 4000 - S 1000
g 200 = [ B s
- T T T T 1 - 0 4 T T
© 0 001 0.1 1.0 ~ 0 001420  0.1+40

Cd {mgL™) Cd (mg Ly +NaCl (m)

Sekil 4.1. Cd ve Cd+NaCl etkisinde birakilan C. demersum’un dokularindaki Cd

derigimleri ve igerikleri. Barlar ortalama + standart sapmay1 gosterir.
(* P<0.05, ** P<0.01, *** P<(0.001).

4.2.2. Sodyum Derisimi

NaCl ve Cd+NaCl kombinasyonlarinin etkisinde 96 saat boyunca birakilan C.
demersum dokularindaki Na derigimleri Sekil 4.2°de verilmistir.
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Test edilen salt NaCl ve Cd+NaCl’li derisimdeki makrofit dokularinda artan
tuz derisimi ile birlikte 6nemli artislar oldugu bulunmustur. 20, 40 ve 80 mM NaCl’li
derigimlerinde dokulardaki Na derisimi kontrole gore sirasiyla 1.49, 1.73 ve 2.31
(P<0.001) kat artmigtir.

Cd+NaCl kombine etkisinde birakilan makrofit dokularinda da artan NaCl
derisimiyle birlikte Na derisiminde 6nemli miktarlarda artislar bulunmustur. Bu
artislar 0.01+20 ve 0.1 mg Cd L' + 40 mM NaCl etkisinde kontrole gore sirasiyla
1.45 ve 1.92 kat olmustur.

25

20 ) . :
F 15 g 19
10 ﬂ ﬂ g 10 .
A o
0,0 u U u u L O,U T T T
0 70 40 80 0

001+20 0.1+40
NaCl {rmih) Cd (mg L'} + NaCl (mM)

Na (%

Sekil 4.2. NaCl ve Cd+NaCl etkisinde birakilan C. demersum’un dokularindaki Na
derigimleri. Barlar ortalama + standart sapmay1 gosterir. (* P<0.001).

4.2.3. Potasyum Derisimi

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl kombinasyonlariin etkisinde birakilan C.
demersum dokularindaki K derisimleri Sekil 4.3’te verilmistir.

Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitlerin dokularindaki K artan Cd
derisimiyle birlikte artmustir. Bu artislarin 0.01 ve 0.1 mg L™"lik Cd derisimlerde
kontrole gore énemsiz oldugu (P>0.05), 1 mg L™"lik derisimde ise nemli oldugu
hesaplanmistir (P<0.01).

Kadmiyum stresinin aksine tuz stresli kosullarda denenen makrofitin K
derisimi artan NaCl derisimi ile birlikte azalmistir. Potasyum derisimindeki bu
azalmalar 20 ve 40 mM’lik derisimde 6nemsiz bulunmusken (P>0.05), 80 mM
NaCl’li derisimde ise kontrole gére dnemli olmustur (P<0.05).

Cd+NaCl kombine etkisinde birakilan makrofit dokularinda artan Cd ve NaCl

derigimleriyle birlikte istatistiksel olarak 6nemsiz azalmalar olmustur.
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Kadmiyum uygulamalarindaki bulgular ile yapilan korelasyon analizlerine gore
dokularin Cd derisimleri ile K derisimleri arasindaki iliskinin kuvvetli oldugu
bulunmustur. (Cizelge 4.2) NaCl’li sartlarda test edilen C. demersum’un Na derisimi
ile K derisimi arasinda orta diizeyli negatif bir iligkinin oldugu hesaplanmustir.
Kadmiyum ve NaCl kombinasyonlu derisimlerde ise dokularin Cd ve/veya Na

derisimleri ile K derisimleri arasinda istatistiksel olarak Onemli bir iliski

bulunamamastir.
8 *F 6 W
6 -
N i 2’
e
5 2
0 - T T T 1 0 u u U
0 0.01 0.1 1 0 20 40 80
cdmgL™) NaCl (i}
6 T
T =
—= 4
=
= 2
O T T T 1
1] 001+20 0. 1+40

Cd (g LY + MaCl (mkd)

Sekil 4.3. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un dokularindaki K derisimleri. Barlar ortalama + standart
sapmay1 gosterir. (* P<0.05; ** P<0.01).

4.2.4. Fosfor Derisimi

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl kombinasyonlarmin etkisinde birakilan C.
demersum dokularindaki fosfor derisimleri, P standartlari ile absorbanslar1 arasindaki
regresyon denkleminden (y=0.6238x-0.0051) hesaplanmis ve Sekil 4.4’de
verilmistir.

Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitin dokularindaki P miktarlarinin artan
Cd derisimiyle birlikte azalmistir. Bu azalmalarin 0.01 ve 0.1 mg Cd Llik
derisimlerinde kontrole gére énemsiz oldugu (P>0.05), 1 mg L lik derisimde ise

onemli oldugu hesaplanmistir (P<0.05).
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Tuz stresli kosullarda denenen makrofitin de P igeriginin artan NaCl derisimi
ile azaldig1 bulunmustur. Fosfor derisimindeki bu azalma 20 mM NaCl’de dnemsiz
bulunmusken (P>0.05), 40 ve 80 mM NaCl’li derisimlerde ise kontrole gore 6nemli
olmustur (P<0.05).

Cd+NaCl kombine etkisinde birakilan makrofit dokularinda artan Cd ve NaCl
derisimleriyle P derisiminde azalmalar 0.01+20 ve 0.1+40 (mg Cd L' + NaCl
mM)’lik etkilesimlerde 6nemli bulunmustur.

Bulgular dikkate alindiginda en yiiksek P kontrol makrofitte, en diisiik P icerigi
ise ve 0.1 mg Cd L' + 40 mM NaCl’li derigimde bulunmustur.

Kadmiyum uygulamalarindaki bulgular ile yapilan korelasyon analizlerine
gore dokularin Cd derisimi ile P derisimi arasindaki iliskinin negatif ve kuvvetli
oldugu bulunmustur. (Cizelge 4.2) NaCl’li kosullarda test edilen C. demersum’un Na
derisimleri ile P derisimleri arasindaki iliskinin de negatif ve onemli oldugu
hesaplanmistir. Benzer sekilde Cd+NaCl kombinasyonlu derisimlerde dokularinin

Cd ve Na derisimleri ile P arasinda negatif kuvvetli iliski bulunmustur.

0.4 04
.03 0.3
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=02 2
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0,1
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=

Sekil 4.4. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un dokularindaki P derisimleri. Barlar ortalama =+ standart
sapmay1 gosterir. (* P<0.05; ** P<0.01).
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4.2.5. Toplam Azot Derisimi

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum dokularindaki toplam N derigsimleri Sekil 4.5’te verilmistir.

Kontrol makrofitteki toplam N derisimlerinin % 4.6 ile % 4.9 arasinda
degismistir. Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitin toplam N derisimi artan Cd
derisimiyle birlikte énemli diizeylerde azalmistir. C. demersum’un 0.01, 0.1 ve 1.0
mg Cd L™"lik derisiminde dokularin toplam azotu kontrole gére sirastyla % 20.8
(P<0.01), % 22.9 (P<0.01) ve % 35.4 (P<0.001) azalmistir. NaCl’li kosullarda
denenen makrofitin N derisimi artan tuz derisimi ile birlikte azalmistir. Toplam
N’deki bu azalmalar 20, 40 ve 80 mM NaCl’li derisimde kontrole gore sirasiyla %
12.2 (P>0.05), 20.4 (P<0.01) ve % 32.7 (P<0.001) olmustur. Cd+NaCl kombine
etkisinde birakilan makrofitin de artan Cd ve NaCl derisimiyle toplam N’ninde da
azalmalar olmustur. Bu azalmalar 0.01+20 ve 0.1+40 (mg Cd L™ +NaCl mM)’lik
derisimde kontrole gore % 30.4 ve % 43.5 (P<0.001) olmustur. Sonugta en yiiksek N
derisimi kontrol makrofitte, en diisiik N derisiminin ise 0.1 mg Cd L' + 40 mM
NaCl’li derisimde bulunmustur.

Korelasyon analizlerine gore makrofit dokularinin Cd derisimleri ile toplam N
derigimleri arasindaki iliskinin orta diizeyde ve istatistiksel olarak 6nemli oldugu
bulunmustur. (Cizelge 4.2) NaCl’li kosullarda test edilen makrofitin Na derisimleri
ile N derisimi arasindaki iligskinin oldukca énemli oldugu hesaplanmistir. Kadmiyum
ve NaCl kombinasyonlu derisimlerde makrofit dokularimin Cd ve/veya Na
derigimleri ile N derisimi arasinda da kuvvetli negatif iliskilerin oldugu

hesaplanmustir.
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Sekil 4.5. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum dokularinin total N derigimleri. Barlar ortalama + standart
sapmay1 gosterir. (* P<0.05; ** P<0.01; ***P<0.001).

4.2.6. Mangan Derisimi

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un Mn derigimleri, Mn standartlar1 ile absorbanslarina ait regresyon
denkleminden (y=0.232x-0.175) hesaplanmis ve Sekil 4.6’da verilmistir.

Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitin Mn derigimi ile test edilen Cd
derisimleri arasinda farkliliklar olmustur. C. demersum’un 0.01 ve 0.1 mg Cd Llik
derisiminde dokularinin Mn derisimi kontrole gore artislar olmusken (P>0.05), 1 mg
Cd L™""1ik derisimde ise azalma olmustur (P>0.05).

NaCl’'li kosullarda denenen makrofitin Mn derisimi artan tuz derisimi ile
birlikte artmistir. Bu artislardan sadece 40 mM NaCl’lik derisimdeki degerin
kontroliine gore 1.33 katla 6nemli oldugu hesaplanmistir (P<0.05). Cd+NacCl
kombine etkisinde birakilan makrofit dokularinda artan Cd ve NaCl derisimleriyle
birlikte Mn derisimi de degismistir. Kombinasyonun 0.1 mg Cd L™ + 40 mM
NaCl’lik derisimindeki artis kontrole gore 1.18 dnemsiz olmustur (P>0.05).

Yapilan korelasyon analizlerine gore makrofitin Cd derigimleri ile Mn
derigimleri arasindaki iligkinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur.
(Cizelge 4.2) Tuz stresli kosullarda test edilen makrofit dokularindaki Na derisimleri

ile Mn derisimleri arasindaki iliskinin 6nemsiz oldugu hesaplanmistir. Kadmiyum ve
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NaCl kombinasyonlu derisimlerde dokularinin Cd ve/veya Na derisimleri ile Mn

derigsimleri arasinda ise herhangi bir iligki olusmamustir.
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Sekil 4.6. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un dokularindaki Mn derisimleri. Barlar ortalama + standart
sapmay1 gosterir. (* P<0.05).

4.2.7. Cinko Derisimi

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl kombinasyonlarmin etkisinde birakilan C.
demersum dokularindaki ¢inko derisimleri, Zn standartlar1 ile absorbanslarina ait
regresyon denkleminden (y=0.052x-0.0305) hesaplanmis ve Sekil 4.7°de verilmistir.

Kontrol makrofitlerdeki Zn derisimi 215 ile 232 pg g k.a. arasinda degistigi
bulunmugtur. Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitlerin Zn miktarlar ile test
edilen Cd derigimleri arasinda farkliliklar oldugu bulunmustur. C. demersum’un 0.01
mg Cd L "lik derisiminde dokularnin Zn derisimi kontrole gore % 54.8’lik bir artig
gostermistir (P<0.05). 0.1 ve 1 mg Cd L"lik derisimlerdeki makrofitlerin Zn
igeriklerinin ise kontrole gore sirastyla % 21 ve % 38.8 azalmigtir (P>0.05).

NaCl’li kosullarda denenen makrofitlerin Zn derisimi artan tuz derisimi ile
birlikte 6nemli miktarlarda azaldigi bulunmustur. Bu azalmalar 20, 40 ve 80 mM
NaCl’li derisimlerde kontrole gore sirasiyla % 31.9 (P<0.05), % 53.9 (P<0.01) ve %
59.9 (P<0.001) olmustur.
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Cd+NaCl kombine etkisinde birakilan makrofit dokularinda artan Cd ve NaCl
derisimleriyle birlikte Zn derisimlerinde istatistiksel olarak bir degisim olmamistir
(P>0.05).

Korelasyon analizlerine gore dokularinin Cd derisimleri ile Zn miktarlar
arasindaki iligki orta diizeyde ve istatistiksel olarak énemsiz bulunmustur. (Cizelge
4.2) NaCl etkisinde birakilan makrofitlerin Na derisimleri ile Zn miktarlar
arasindaki iligkinin olduk¢ca Onemli oldugu hesaplanmistir. Cd+NaCl etkilesimli
derigimlerde ise dokularmin Cd ve/veya Na derisimleri ile Mn derisimleri arasinda

ise herhangi bir iligki belirlenmemistir.
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Sekil 4.7. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un dokularindaki Zn derisimleri. Barlar ortalama + standart
sapmay1 gosterir. (* P<0.05; ** P<0.01; ***P<0.001).

4.2.8. Demir Derisimi

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum dokularindaki demir derisimleri, Fe standartlar1 ile absorbanslarna ait
regresyon denkleminden (y=0.229x-0.155) hesaplanmis ve Sekil 4.8’de verilmistir.

Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitlerin dokularinin Fe derisimi tiim

konsatrasyonlarda kontrole gore 6nemsiz diizeylerde artmistir (P>0.05).
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NaCl’li kosullarda denenen makrofitlerin Fe derisiminde tuz derisimine baglh
degismeler olmustur. 20 mM NaCl etkisinde birakilan makrofitlerin Fe derisimindeki
azalmalar istatistiksel olarak onemsiz bulunmusken (P>0.05), 40 ve 80 mM’lik tuz
derigimindeki Fe derisiminde ise Onemsiz artmalar olmustur (P>0.05).

Cd+NaCl etkilesiminin 0.01 mg L™ +20 mM’lik etkisinde birakilan makrofitin
Fe derisimi kontroliine gore % 30 artmisken (P<0.01), 0.1+40’lik derisimde dikkate
deger bir degisim gostermedigi bulunmustur (P>0.05).

Korelasyon analizlerine gore Cd, NaCl ve Cd+NaCl’li derisimlerdeki makrofit
dokularindaki Cd ve/veya Na derisimleri ile Fe derisimleri arasinda énemli iliskiler

bulunmamistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.8. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un dokularindaki Fe derisimleri. Barlar ortalama + standart
sapmay1 gosterir. (** P<0.01).

4.2.9. Bakir Derisimi

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum dokularindaki bakir derisimleri, Cu standartlar1 ile absorbanslarina ait
regresyon denkleminden (y=0.232x-0.175) hesaplanmis ve Sekil 4.9’da verilmistir.

Kadmiyum stresli kosullarda birakilan makrofitlerin Cu derisiminde azalmalar

olmustur. C. demersum’un 0.01 ve 0.1 derisimlerde dokularmmin Cu miktarlar
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kontrole gore sirastyla % 15.6 ve % 8.5’lik azalma gdstermistir (P>0.05). 1 mg Cd
L™"lik derisimdeki makrofitin Cu derisiminin ise kontrole gére % 24.7 azaldigi
bulunmustur (P>0.05).

NaCl’li sartlarda denenen C. demersum’un Cu derisimi artan tuz derisimi ile
birlikte onemli miktarlarda azalmistir. Bu azalmalar 20, 40 ve 80 mM NaCl’li
derisimlerde kontrole gore sirastyla % 25.2, % 35.8 ve % 41.8 olmustur (P<0.01).

Cd+NaCl kombine etkisinde birakilan makrofit dokularinda artan Cd ve NaCl
derisimleriyle birlikte Cu miktarlarinda ©6nemli azalmalar bulunmustur. Bu
azalmalarin 0.01+20 ve 0.1+40’lik derisimler i¢in kontrole gore sirasiyla % 30.9
(P<0.05) ve % 34.9 (P<0.01) oldugu hesaplanmustir.

Yapilan korelasyon analizlerine gore dokularin Cd derisimleri ile Cu
derigimleri arasindaki iligkinin orta diizeyde ve istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu
bulunmustur. (Cizelge 4.2) NaCl etkisinde birakilan makrofitlerin Na derisimleri ile
Cu derisimleri arasindaki kuvvetli iliskinin olduk¢a 6nemli oldugu bulunmustur.
Cd+NaCl etkilesimli derisimlerde makrofit dokularinin Cd ve/veya Na derisimleri ile

Cu derisimleri arasinda da iliskinin kuvvetli ve istatistiksel olarak 6nemli oldugu

bulunmustur.
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Sekil 4.9. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.

demersum’un Cu derisimleri. Barlar ortalama + standart sapmayi
gosterir. (* P<0.05; ** P<0.01).
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4.3. C. demersum Dokularimin Fotosentetik Pigment Miktarlari
4.3.1. Klorofil-a Miktarlar:

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl -etkilesiminde birakilan C. demersum
dokularindaki klorofil-a miktarlar1 Sekil 4.10°da verilmistir.

Kontrol makrofitlerdeki klorofil-a miktarlari 5.37 ile 5.44 (mg g y.a.) arasinda
degistigi  bulunmustur. Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitlerin klorofil-a
miktarlarinda azalmalar oldugu bulunmustur. Makrofitin 0.0l mg Cd L7lik
derisimindeki klorofil-a miktar1 kontrole gdére % 9.3 diizeyinde Onemsiz olarak
azalmisken (P>0.05), 0.1 ve 1 mg Cd L™"lik derisimlerdeki azalmalar sirasiyla %
16.5 ve % 18.7 ile 6nemli bulunmustur (P<0.05).

NaCl’li kosullarda denenen C. demersum’un klorofil-a miktarlar1 artan tuz
derisimi ile birlikte azaldigi bulunmustur. Bu azalmalardan sadece 80 mM NaCl’li
derisimdeki makrofitin klorofil-a miktar1 kontrole gore % 17.7 oraninda istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Cd+NaCl etkilesiminde birakilan makrofitin klorofil-a miktarlarinin da artan
Cd ve NaCl derisimleriyle birlikte azaldigr bulunmustur. Bu azalmalarin 0.01+20 ve
0.1+40’likk derisimler icin kontrole gore sirasiyla % 13.0 (P>0.05) ve % 23.1
(P<0.05) oldugu hesaplanmustir.

Korelasyon analizlerine gére makrofit dokularinin Cd derisimleri ile klorofil-a
miktarlar1 arasindaki iligkinin orta diizeyde ve istatistiksel olarak onemsiz oldugu
bulunmustur. (Cizelge 4.2) NaCl stresi altinda birakilan makrofitlerin dokularindaki
Na derisimleri ile klorofil-a miktarlar1 arasindaki iliskinin orta diizeyde ve
istatistiksel olarak onemli oldugu hesaplanmistir. Cd+NaCl etkilesimli derisimlerde
makrofit dokularinin Cd ve/veya Na derisimleri ile klorofil-a miktarlar1 arasinda

onemli iliskilerin oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.10. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum dokularinin klorofil-a miktarlari. Barlar ortalama + standart
sapmay1 gosterir. (* P<0.05).

4.3.2. Klorofil-b Miktarlari

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl etkilesiminde birakilan C. demersum
dokularinin klorofil-b miktarlar1 Sekil 4.11°de verilmistir.

Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitlerin klorofil-b miktarlarinda azalmalar
oldugu bulunmustur. Makrofitin 0.01 mg Cd L™"’lik derisimindeki klorofil-b miktar1
kontrole gore % 9.2 diizeyinde 6nemsiz olarak azalmigken (P>0.05), 0.1 ve 1 mg Cd
L "lik derisimlerdeki azalmalar kontrole gére sirasiyla % 30.1 (P<0.05) ve % 39.3
(P<0.01) ile 6nemli bulunmustur. NaCl stresli kosullarda denenen C. demersum’un
klorofil-b miktarlarinin artan tuz derisimi ile birlikte 6nemli diizeylerde azaldigi
bulunmustur. Bu azalmalarin 20, 40 ve 80 mM NaCl’li derigimler i¢in kontroliine
gore sirastyla % 30.6 (P<0.05), % 31.2 (P<0.05) ve % 39.8 (P<0.01) diizeyinde
oldugu hesaplanmistir. Cd+NaCl kombinasyonlarinin etkisinde birakilan makrofitin
klorofil-b miktarlarinin da artan Cd ve NaCl derisimleriyle birlikte 6nemli
diizeylerde azaldigr bulunmustur. Bu azalmalarin 0.01+20 ve 0.1+40°lik derisimler
icin kontroliine gore sirasiyla % 24.6 ve % 31.4 oldugu hesaplanmistir (P<0.05).

Korelasyon analizlerine gére makrofit dokularinin Cd derigimleri ile klorofil-b

miktarlar1 arasindaki iligkinin orta diizeyde ve istatistiksel olarak 6nemli oldugu
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bulunmustur. (Cizelge 4.2) NaCl etkisinde birakilan makrofitlerin dokularindaki Na
derisimleri ile klorofil-b miktarlar1 arasindaki iliskinin de orta dilizeyde ve
istatistiksel olarak onemli oldugu bulunmustur. Cd+NaCl etkilesimli derisimlerde ise
makrofit dokularinin Cd ve/veya Na derisimleri ile klorofil-b miktarlar1 arasinda
korelasyon analizine gore iliskilerin orta diizeyde oldugu bulunmustur. Fakat sadece

Cd+NaCl kombinasyonundaki makrofit dokularinin Na derigimleri ile klorofil-b

miktarlart arasindaki iliski 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.11. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.

demersum’un klorofil-b miktarlari. Barlar ortalama + standart sapmay1
gosterir. (* P<0.05; ** P<0.01).

4.3.3. Karotenoid Miktarlari

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl etkilesiminde birakilan C. demersum
dokularinin karotenoid miktarlart Sekil 4.12°de verilmistir.

Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitlerin karotenoid miktarlarinda azalmalar
oldugu bulunmustur. Ancak bu azalmalarin sadece 1 mg Cd L™lik derisimdeki
makrofit i¢in kontroliine gore % 19.1 ile 6nemli oldugu bulunmustur (P<0.05). NaCl
kosullarinda denenen makrofitin karotenoid miktarlarinda dikkate deger degismelerin
olmadig1r bulunmustur (P>0.05). Cd+NaCl kombinasyonlarinin etkisinde birakilan

makrofitlerin karotenoid miktarlarinin 6nemsiz olarak artis gosterdigi bulunmustur
(P>0.05).
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Korelasyon analizlerine goére Cd, NaCl ve Cd+NaCl uygulamalarindaki
makrofitlerin Cd ve/veya Na derisimleri ile bu uygulamalardaki karotenoid miktarlari

arasindaki iligkinin 6nemsiz oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.12. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un dokularindaki karotenoid miktarlari. Barlar ortalama +
standart sapmay1 gosterir. (* P<0.05).

4.4. C. demersum Dokularimin Karbohidrat Miktarlari

4.4.1. Toplam Karbohidrat Miktarlar:

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl etkilesiminde birakilan C. demersum
dokularinin toplam karbohidrat miktarlari, glukoz standartlar ile absorbanslarina ait
regresyon denkleminden (y=0.0148x-0.097) hesaplanmis ve Sekil 4.13’de
verilmistir.

Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitlerin toplam karbohidrat miktarlarinda
azalmalar oldugu bulunmustur. Makrofitlerin 0.01 ve 0.1 mg Cd L™"lik
derisimlerinde belirlenen toplam karbohidrat miktarlari kontrole gore sirasiyla %
13.0 ve % 15.5 diizeylerinde 6nemsiz olarak azalmisken (P>0.05), 1 mg Cd L™"lik
derisimlerdeki azalma % 19.5 ile 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Tuz stresli kosullarda denenen makrofitlerin toplam karbohidrat miktarlarinin

artan tuz derisimi ile birlikte azaldig1 bulunmustur. 20 ve 40 mM’lik NaCl etkisinde
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strastyla % 10.5 ve % 9.9 degerlerde kontrole gore 6nemsiz olmustur (P>0.05). 80
mM NaCl’li derisimdeki makrofitin toplam karbohidrat miktar1 ise kontrole gore %
23.8 azalmasi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Cd+NaCl etkilesiminde birakilan makrofitin total karbohidrat miktarlarinin da
artan Cd ve NaCl derisimleriyle birlikte azaldigi bulunmustur. Bu azalmalarin
0.014+20 ve 0.1+40’lik derisimler i¢in kontrole gore sirasiyla % 13.0 (P>0.05) ve %
23.1 (P<0.05) oldugu hesaplanmustir.

Kadmiyum uygulamalar ile yapilan korelasyon analizlerine goére makrofit
dokularinin toplam karbohidrat miktarlar1 ile Cd derisimleri arasindaki iliskinin zay1f
ve dnemsiz oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2). NaCl stresindeki makrofit dokularinin
karbohidrat miktarlar1 ile Na miktarlar1 arasinda orta diizeyde onemli bir iligki
bulunmustur. Cd+NaCl kombinasyonunda makrofit dokularinin Cd miktarlar ile
toplam karbohidrat miktarlar1 arasindaki iliskinin zayif oldugu bulunmusken, Na

derisimleri ile kuvvetli iligkinin bulundugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.13. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un dokularindaki total karbohidrat miktarlari. Barlar
ortalama + standart sapmay1 gosterir. (* P<0.05; ** P<0.01).
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4.4.2. Glukoz Miktarlari

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl -etkilesiminde birakilan C. demersum
dokularinin glukoz miktarlari, glukoz standartlar1 ile absorbanslarina ait regresyon
denkleminden (y=0.012x-0.0359) hesaplanmis Sekil 4.14’de verilmistir.

Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitlerin glukoz miktarlarinda artan Cd
derisimi ile birlikte 6nemli miktarlarda azalmalar oldugu bulunmustur. Makrofitlerin
0.01, 0.1 ve 1 mg Cd L™"lik derisimlerindeki glukoz miktarlar1 kontrole gore
strastyla % 32.3 (P<0.05), % 46.3 (P<0.01) ve % 35.3 (P<0.05) azalmistir.

NaCl stresli kosullarda denenen makrofitlerin glukoz miktarlarinda da artan
tuz derisimi ile birlikte azalmalar bulunmustur. Bu azalmalar 20 ve 40 ve 80 mM’lik
NaCl etkisinde kontroliine gore sirasiyla % 31.8 (P<0.05), %36.5 ve % 43.3
(P<0.01) olmustur.

Cd+NaCl etkilesiminde birakilan makrofitlerin glukoz miktarlar1 artan Cd ve
NaCl derisimlerinden olumsuz yonde etkilenmistir. Cd+NaCl kombinasyonun
0.01+20 ve 0.1+40 (mg Cd L' + NaCl mM)’lik derisimlerindeki makrofitlerin
glukoz miktarlarinda kontroliine gére azalmalar sirastyla % 28.0 ve % 29.8 olmustur
(P<0.01).

Korelasyon analizlerine gore makrofit dokularinin glukoz miktarlar ile Cd
derisimleri arasindaki iligkinin zayif ve 6nemsiz oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2).
NaCl stresindeki makrofit dokularinin glukoz miktarlar: ile Na miktarlar1 arasinda
orta diizeyde 6nemli bir iliski bulunmugtur. Cd+NaCl kombinasyonunda makrofit
dokularmin Cd ve/veya Na miktarlart ile glukoz miktarlar1 arasindaki iliskinin

onemli oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.14. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un dokularindaki glukoz miktarlari. Barlar ortalama =+
standart sapmay1 gosterir. (* P<0.05; **P<0.01).

4.5. C. demersum Dokularinin Prolin ve Sistein Miktarlari
4.5.1. Prolin Miktarlan

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl kombinasyonlarinin etksinde birakilan C.
demersum dokulariin serbest prolin miktarlar1 Sekil 4.15°da verilmistir.

Kadmiyum stresli kosullarda denenen makrofitlerin serbest prolin miktarlarinda
Cd derisimi ile birlikte artiglar oldugu bulunmustur. Makrofitlerin 0.01, 0.1 ve 1 mg
Cd L™"lik derisimlerindeki prolin akiimiilasyonlarindaki artiglarin kontrole gore
sirastyla % 15.9 (P>0.05), % 53.3 (P<0.01) ve % 35.7 (P<0.05) oldugu
bulunmustur.

NaCl etkisindeki makrofitlerin serbest prolin akiimiilasyonlarinda artan tuz
derigimi ile birlikte artiglar olmustur. Bu artislarin 20 ve 40 ve 80 mM’lik NaCl
etkisinde kontroliine gore sirasiyla % 20.7 (P>0.05), % 23.6 (P>0.05) ve % 68.5
(P<0.01) oldugu hesaplanmustir.

Cd+NaCl etkilesiminde birakilan makrofitler de metal-tuz kombine stresinden
dolayr 6nemli miktarlarda prolini akiimiile etmislerdir. Cd+NaCl kombinasyonun
0.01+20 ve 0.1+40 (mg Cd L + NaCl mM)’lik derisimlerindeki makrofitlerin prolin
akiimiilasyonlarinda kontroliine gore sirastyla % 39.7 (P<0.05) ve % 60.3 (P<0.01)

oraninda artislar olmustur.
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Korelasyon analizlerine gore makrofit dokularinin Cd derisimleri ile serbest
prolin akiimiilasyolar1 arasindaki iliskinin zayif ve 6nemsiz oldugu bulunmustur
(Cizelge 4.2). NaCl stresindeki makrofit dokularinin prolin akiimiilasyonlar1 ile Na
miktarlart arasinda kuvvetli iligki bulunmustur. Cd+NaCl kombinasyonunda makrofit
dokularinin Cd ve/veya Na miktarlar1 ile prolin miktarlar1 arasindaki iliskinin

kuvvetli ve dnemli bulunmustur.
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Sekil 4.15. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un prolin miktarlari. Barlar ortalama + standart sapmay1
gosterir. (* P<0.05; ** P<0.01).

4.5.2. Sistein Miktarlar

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum dokularinin sistein miktarlari, sistein standartlar1 ile absorbanslarina ait
regresyon denkleminden hesaplanmis ve Sekil 4.16°da verilmistir.

Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitlerin sistein miktarlarinda Cd derisimi
ile birlikte artiglar oldugu bulunmustur. Sistein miktarindaki bu atiglarin istatistiksel
olarak 6nemli olant % 70.1’lik diizeyde 1 mg Cd L"lik derisimde bulunmustur
(P<0.01). Yapilan degerlendirmeler sonucunda NaCl etkisinde birakilan
makrofitlerin sistein miktarlarinda dikkate deger bir degismenin olmadigi

bulunmustur (P>0.05). Cd+NaCl etkilesiminde birakilan makrofitlerin 0.01+20 (mg
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Cd L' + NaCl mM)’lik derisiminde sistein miktarindaki artis 6nemsiz iken, 0.1+40
(mg Cd L' + NaCl mM)’lik konsantrasyonda ise % 60.6 ile Gnemli olmustur
(P<0.05).

Korelasyon analizlerine gore makrofit dokularmin Cd derisimleri ile sistein
miktarlar1 arasindaki iliskinin olduk¢a 6nemli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2).
NaCl ve Cd+NaCl kombinasyonlarinda ise makrofitlerin Cd ve/veya Na miktarlari

ile sistein miktarlar1 arasinda 6nemli iliskiler olusmamustir.
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Sekil 4.16. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un sistein miktarlari. Barlar ortalama + standart sapmasini
gosterir. (* P<0.05; ** P<0.01).

4.6. C. demersum Dokularmnin Askorbik Asit Miktarlar:
4.6.1. Toplam Askorbik Asit Miktarlar:

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl etkilesiminde birakilan C. demersum’un toplam
askorbat miktarlari, askorbik asit standartlar1 ile absorbanslarina ait regresyon
denkleminden (y=0.045x+0.0129) hesaplanmis ve Sekil 4.17°de verilmistir.

Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitlerin toplam askorbat igeriklerinde

artiglar olmustur. Makrofitlerin 0.01, 0.1 ve 1 mg Cd L "lik derisimlerinde belirlenen
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toplam askorbat miktarlarinin kontrole gore sirasiyla % 26.2 (P>0.05), % 28.0
(P>0.05) ve % 91.5 (P<0.01) diizeylerinde arttig1 bulunmustur.

NaCl’li kosullardaki makrofitlerin toplam askorbat miktarlarinin artan tuz
derigimi ile birlikte arttig1 bulunmustur. 20, 40 ve 80 mM’lik NaCl stresli kosullarda
belirlenen toplam askorbik asit miktarlar1 kontroliine gore sirasiyla % 35.8 (P>0.05),
% 52.8 (P<0.05) ve % 31.0 (P>0.05) oranlarinda hesaplanmistir.

Cd+NaCl etkilesiminde birakilan makrofitin toplam askorbat miktarlarinin da
artan Cd ve NaCl derigsimleriyle birlikte arttig1 bulunmustur. Bu artislarin 0.01+20 ve
0.1+40 (mg L' + mM)’lik derisimler igin kontrole gére sirasiyla % 29.1 (P>0.05) ve
% 66.0 (P<0.001) oldugu hesaplanmastir.

Kadmiyum uygulamalar ile yapilan korelasyon analizlerine gore dokularin
toplam askorbat miktarlar1 ile Cd derisimleri arasindaki iliskinin olduk¢a kuvvetli
oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2). NaCl stresindeki makrofitin askorbik asit
miktarlar1 ile Na miktarlar1 arasinda 6nemli bir iliski bulunmamistir. Cd+NaCl
kombinasyonunda dokularinin Cd ve/veya Na miktarlar1 ile total askorbat miktarlar

arasindaki 6nemli iligkilerin oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.17. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un toplam askorbat miktarlari. Barlar ortalama + standart
sapmay1 gosterir. (* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001).
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4.6.2. Indirgenmis Askorbik Asit Miktarlar

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl etkilesiminde birakilan C. demersum’un
indirgenmis askorbat miktarlari, askorbik asit standartlari ile absorbanslarina ait
regresyon denkleminden (y=0.043x+0.0221) hesaplanmis ve Sekil 4.18’da
verilmigtir.

Kadmiyum stresli kosullarda denenen makrofitlerin indirgenmis askorbat
miktarlarinda artiglar oldugu bulunmustur. Makrofitlerin 0.01 ve 0.1 mg Cd L™"lik
derisimlerinde belirlenen indirgenmis askorbat miktarlar1 kontrole gore Onemsiz
miktarlarda artmisken (P>0.05), 1 mg Cd L "’lik konsantrasyonlardaki artis % 72.2
ile 6nemli bulunmustur (P<0.01).

NaCl’li kosullardaki makrofitlerin indirgenmis askorbat miktarlarinin artan tuz
derigimi ile birlikte arttig1 bulunmustur. 20, 40 ve 80 mM’lik NaCl stresli sartlarda
belirlenen indirgenmis askorbik asit miktarlarinin kontroliine gore sirasiyla % 62.4
(P>0.05), % 82.4 (P<0.05) ve % 27.1 (P>0.05) oldugu bulunmustur.

Cd+NaCl etkilesiminde birakilan makrofitin indirgenmis askorbat miktarlarinin
da artan Cd ve NaCl derisimleriyle birlikte artti§1 bulunmustur. Bu artiglarin 0.01+20
ve 0.1+40 (mg L' + mM)’lik derisimler i¢in kontrole gore sirasiyla % 42.7 (P>0.05)
ve % 92.2 (P<0.001) oldugu hesaplanmustir.

Kadmiyum uygulamalar1 ile yapilan korelasyon analizlerine gore makrofit
dokularinin indirgenmis askorbat miktarlar1 ile Cd derisimleri arasindaki iliskinin
olduk¢a 6nemli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2). NaCl stresindeki C. demersum’un
indirgenmis askorbik asit miktarlar1 ile Na miktarlar1 arasinda onemli bir iliski
bulunmamistir. Cd+NaCl kombinasyonunda makrofitin Cd ve/veya Na miktarlari ile

indirgenmis askorbat miktarlar1 arasinda ise 6nemli iliskilerin oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.18. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un indirgenmis askorbat miktarlari. Barlar ortalama =+
standart sapmay1 gosterir. (* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001).

4.7. C. demersum Dokularinin —SH Grup Miktarlar:

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl etkilesiminde birakilan C. demersum
dokularindaki —SH grup miktarlari, GSH standartlar1 ile absorbanslarina ait
regresyon denkleminden (y=0.0281x+0.066) hesaplanmis ve Sekil 4.19’da
verilmistir.

Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitlerin —SH grup miktarlarinda artan Cd
derigimi ile birlikte artiglarin oldugu bulunmustur. Makrofitin 0.01, 0.1 ve 1 mg Cd
L "lik derisimlerindeki —SH grup miktarlar1 kontrole gére % 55.7 (P<0.01), % 91.8
ve % 100.6 (P<0.001) diizeyinde arttig1 hesaplanmustir.

Tuz stresli kosullarda test edilen C. demersum’un —SH grup miktarlari artan
NaCl derigimi ile birlikte artmistir. Bu artiglarin 20, 40 ve 80 mM’lik derisimlerde
kontroliine gore % 59.8 (P>0.05), % 91.2 ve % 115.4 (P<0.05) oldugu bulunmustur.

Cd+NacCl etkilesiminde birakilan makrofitin —SH grup miktralar1 da artan Cd
ve NaCl derisimleriyle birlikte arttigi bulunmustur. Bu artiglarin da 0.01+20 ve
0.1+40 (mg L' + mM)’lik derisimler i¢in kontrole gére sirastyla % 46.1 (P<0.01) ve
% 101.5 (P<0.05) oldugu hesaplanmaistir.
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Korelasyon analizlerine gore makrofit dokularinin Cd derisimleri ile —SH grup
miktarlar1 arasindaki iligkinin orta diizeyde ve istatistiksel olarak 6nemli oldugu
bulunmustur. (Cizelge 4.2) NaCl stresi altindaki makrofitlerin dokularindaki Na
derisimleri ile —SH grup miktarlar1 arasindaki iliskinin de orta diizeyde ve
istatistiksel olarak 6nemli oldugu hesaplanmistir. Cd+NacCl etkilesimli derigsimlerde
makrofit dokularmin Cd ve/veya Na derisimleri ile —SH grup miktarlar1 arasinda

olduk¢a 6nemli iligki bulunmustur.
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Sekil 4.19. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un SH grup miktarlari. Barlar ortalama + standart sapmayi
gosterir. (* P<0.05; ** P<0.01; ***P<0.001).

4.8. C. demersum Dokularinin Fenolik Bilesik Miktarlar:

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl etkilesiminde birakilan C. demersum’un toplam
fenolik bilesik miktarlar1, gallik asit standartlari ile absorbanslarina ait regresyon
denkleminden hesaplanmis ve Sekil 4.20°de verilmistir.

Kadmiyum etkisindeki makrofitlerin total fenolik bilesik miktarlarinda
degismeler oldugu bulunmustur. Makrofitlerin 0.01 ve 0.1 mg Cd L"lik
derisimlerinde belirlenen fenolik bilesik miktarlar1 kontrole gore 6nemli miktarlarda
artmisken (P<0.05), 1 mg Cd L™"lik konsantrasyonlarda ise 6nemsiz azalmalarin

oldugu bulunmustur (P>0.05).
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NaCl’li kosullardaki makrofitlerin fenolik bilesik miktarlar1 20 ve 40 mM’lik
derisimde artan tuz derisimi ile birlikte istatistiksel olarak Oonemli herhangi bir
degisim gdstermemis (P>0.05), 80 mM’lik derisimde ise dnemli diizeyde azalmigtir
(P<0.05).

Cd+NaCl etkilesiminde birakilan makrofitin fenolik bilesik miktarlar1 ile
yapilan istatistiksel degerlendirmelere gore 0.01+20 (mg Cd L'+ NaCl mM)’lik
derisimde dikkate deger bir degismenin olmadigt bulunmustur (P>0.05).
kombinasyonun 0.1 mg Cd L' + 40 + mM NaCl'li dersimindeki makrofitlerin
fenolik bilesik miktarlarinda ise % 31.9 azalmanin oldugu bulunmustur (P<0.01).

Yapilan korelasyon analizlerine gore dokularin Cd derigimleri ile toplam
fenolik bilesik miktarlar1 arasindaki iligkinin zayif ve dnemsiz oldugu bulunmustur
(Cizelge 4.2). Benzer bir iliskinin NaCl stresindeki C. demersum’un fenolik bilesik
miktarlar1 ile Na miktarlar1 arasinda da oldugu gorilmiistir. Cd+NaCl
kombinasyonunda makrofitin Cd miktarlar ile fenolik bilesik miktarlar1 arasinda

onemsiz iliski bulunmusken, Na miktarlar1 arasindaki iligskinin ise énemli oldugu

hesaplanmistir.
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Sekil 4.20. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un fenolik bilesik miktarlari. Barlar ortalama + standart
sapmay1 gosterir. (* P<0.05; **P<0.01).
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4.9. Malondialdehit Miktarlari

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl etkilesiminde birakilan C. demersum’un
membranlarinda meydana gelen lipid peroksidasyonu belirlemek i¢in peroksidasyon
sonucu olusan iiriinlerden malondialdehit (MDA) miktarlart 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.21).

Kadmiyum stresinde denenen makrofitlerin MDA miktarlarinin artan Cd
derisimiyle birlikte arttigi bulunmustur. Bu artiglarin 0.01 mg Cd L "lik derisimde
kontrole gére Gnemsiz oldugu bulunmustur (P>0.05). 0.1 ve 1 mg L™lik
derisimlerde kontrole gdre sirasiyla % 62.3 ve % 51.6’lik artiglarin ise istatistiksel
olarak énemli oldugu bulunmustur (P<0.05).

Tuz stresli kosullarda denenen makrofitlerin MDA miktarlarinin da artan NaCl
derisimi ile birlikte arttig1 bulunmustur. MDA miktarindaki bu artislar 20 ve 40 mM
NaCl’de derisimlerinde énemsiz bulunmusken (P>0.05), 80 mM NaCl’li derisimde
ise kontrole gore % 58.1 oranindaki artisin dnemli oldugu bulunmustur (P<0.05).

Cd+NaCl kombine etkisinde birakilan makrofitlerde MDA miktarlarinda artan
Cd ve NaCl konsantrasyonlariyla birlikte istatistiksel olarak dnemli olan herhangi bir
degismenin olmadigi bulunmustur (P>0.05).

Kadmiyum uygulamalarindaki bulgular ile yapilan korelasyon analizlerine
gore makrofit dokularinin Cd derisimleri ile MDA miktarlar1 arasindaki iliskinin
zayif oldugu bulunmustur. (Cizelge 4.2) NaCl’li kosullarda test edilen C.
demersum’larin dokularindaki Na derisimleri ile MDA miktarlar1 arasindaki iliskinin
ise onemli oldugu hesaplanmistir. Kadmiyum ve NaCl kombinasyonlu derigimlerde
makrofit dokularinin Cd ve/veya Na derisimleri ile MDA miktarlar1 arasindaki

iliskiler istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur.
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Sekil 4.21. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.
demersum’un malondialdehit (MDA) miktarlari. Barlar ortalama =+
standart sapmasini gosterir. (* P<0.05).

4.10. C. demersum Dokularinin Protein Miktarlari

Kadmiyum, NaCl ve Cd+NaCl etkilesiminde birakilan C. demersum
dokularinin protein miktarlari, albumin standartlar ile absorbanslarina ait regresyon
denkleminden (y=0.0011x+0.003) hesaplanmis ve Sekil 4.22°de verilmistir.

Kadmiyum etkisinde birakilan makrofitlerin protein miktarlarinda artan Cd
derisimi ile birlikte azalmalarin oldugu bulunmustur. Makrofitin 0.01, 0.1 ve 1 mg
Cd L"lik derigimindeki protein miktarlarinin kontrole gére % 28.8 (P<0.05), % 41.8
ve % 39.8 (P<0.001) diizeyinde azaldig1 hesaplanmustur.

Tuz stresli kosullarda test edilen C. demersum’un protein miktarlarinda artan
NacCl derigimi ile birlikte azalmalarin oldugu bulunmustur. Bu azalmalarin 20, 40 ve
80 mM’lik derisimlerde kontroliine gore sirastyla % 39.3, % 44.0 ve % 44.5 oldugu
bulunmustur (P<0.001).

Cd+NaCl etkilesiminde birakilan makrofitlerin protein miktralari da artan Cd
ve NaCl derisimleriyle birlikte azalmistir. Bu azalmalarin da 0.01+20 ve 0.1+40 (mg
L' + mM)’lik derisimler icin kontrole gbre sirasiyla % 42.6 ve % 44.7 oldugu
hesaplanmistir (P<0.01).
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Korelasyon analizlerine gore makrofit dokularinin Cd derigsimleri ile protein
miktarlar1 arasindaki iligskinin istatistiksel olarak Onemsiz oldugu bulunmustur
(Cizelge 4.2). NaCl stresi altindaki makrofitlerin Na derisimleri ile protein miktarlar
arasindaki iligkinin kuvvetli ve istatistiksel olarak 6nemli oldugu hesaplanmstir.
Cd+NaCl etkilesimli derisimlerde dokularin Cd ve/veya Na derisimleri ile protein

miktarlart arasinda 6nemli iliskilerin oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.22. Cd, NaCl ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisinde birakilan C.

demersum’un protein miktarlari. Barlar ortalama + standart sapmay1
gosterir. (* P<0.05; ** P<0.01; ***P<0.001).
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Cizelge 4.2. C. demersum’un analiz edilen parametreleri ile dokularinin Cd ve Na
derigimleri arasindaki iliski.

Tliski Uygulama P r
Cd 0.002 0.800
K derisimleri ile NaCl 0.022 -0.649
Cd+NaCl 0.829 0.627 -0.084 -0.189
(Cd) (Na) (Cd)  (Na)
Cd 0.001 -0.803
P derisimleri ile NaCl 0.007 -0.728
CdNaCl 0.013 0.007 -0.781 -0.819
(Cd) (Na) (Cd)  (Na)
Cd 0.006 -0.742
.. .. NacCl <0.001 -0.877
Toplam N derisimleri ile CarNacl 0002 <0001 -0.885 -0.938
(Cd) (Na) (Cd)  (Na)
Cd 0.033 -0.617
Mn derigimleri ile NaCl 0.082 0.522
Cd+NaCl 0.280 0.207 0.404 0.465
(Cd) (Na) (Cd) (Na)
Cd 0.058 -0.561
Zn derisimleri ile NaCl 0.001 0622
Cd+NaCl 0.498 0.980 -0.261 -0.010
(Cd) (Na) (Cd)  (Na)
Cd 0.881 -0.049
Fe derisimleri ile NaCl 0.345 0.299
CdNaCl 0.874 0.825 0.062 -0.087
(Cd) (Na) (Cd)  (Na)
Cd 0.076 -0.530
Cu derisimleri ile NaCl <0.001 -0.870
CdNaCl 0.016 0.014 -0.766  -0.777
(Cd) (Na) (Cd)  (Na)
Cd 0.060 -0.556
) ) NacCl 0.024 -0.642
Klorofil-a miktarlari ile CdNaCl 0.009 0.025 0.806  -0.733
(Cd) (Na) (Cd)  (Na)
Cd 0.018 -0.664
) . NaCl 0.011 -0.701
Klorofil-b miktarlar1 ile CdNaC 0.053 0.042 0.660  -0.683
(Cd) (Na) (Cd) (Na)
Cd 0.095 -0.504
. ) NacCl 0.231 -0.374
Karotenoid miktarlari ile A 0.900 0.642 0.049  -0.181
(Cd) (Na) (Cd) _(Na)
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Cizelge 4.2’nin devamu.

Cd 0.103 -0.493
) ) ., NaCl 0.029 -0.628
Toplam karbohidrat miktarlari ile CdoNaCl 0.082 0.010 0.608  -0.800
(Cd) (Na) (Cd) (Na)
Cd 0.323 -0.312
) ) NaCl 0.018 -0.668
Glukoz miktarlar ile Carnacl 0047 0017 0674 -0.764
(Cd) (Na) (Cd) (Na)
Cd 0.259 0.359
. ) NaCl 0.001 0.847
Prolin miktarlart ile Carngl 0019 0018 0752 0.756
(Cd) (Na) (Cd) (Na)
Cd <0.001 0.868
L : NaCl 0.447 0.227
Sistein miktarlari ile N 0.109 0.052 0.570 0.662
(Cd) (Na) (Cd) (Na)
Cd <0.001 0.862
) ) NaCl 0.158 0.434
Toplam askorbat miktarlari ile CNaC 0013 <0.001 0.773 0.922
(Cd) (Na) (Cd) (Na)
Cd 0.001 0.845
Indirgenmis askorbat miktarlar1 NaCl 0.343 0.301
0.009 0.001 0.807  0.899
CeMNaCl  ca)  (Na)  (Cd)  (Na)
Cd 0.019 0.662
) ) NaCl 0.009 0.718
-SH grup miktarlart ile CdiNg] 0001 <0001 0913 0.934
(Cd) (Na) (Cd) (Na)
Cd 0.070 -0.530
Toplam fenolik bilesik miktarlart NaCl 0.056 -0.565
0.052 0.011 -0.663  -0.792
CAaCl ¢y Na)  (Cd)  (Na)
Cd 0.157 0.436
) ) NaCl 0.004 0.760
MDA mikiarlart ile Carnacl 0392 0558 0326 0.226
(Cd) (Na) (Cd) (Na)
Cd 0.123 -0.470
. ) NaCl 0.002 -0.793
Protein miktarlar ile CdoNaCl 0.042 0.012 0.685  -0.785
(Cd) (Na) (Cd) (Na)

Korelasyon analizleri makrofit dokularinda analiz edilen parametrelerin miktarlari ile
ayn1 uygulamadaki Cd ve/veya Na miktarlar arasindaki iligkiyi belirtir. Cizelgede P

onemi r ise korelasyon katsayisidir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Biyolojik olarak gerekli olmayan metallerlerden olan Cd, tarimsal ve
endiistriyel etmenlerden dolay1 ¢cevredeki konsantrasyonlar1 artmaktadir (Foy ve ark.,
1978). Kadmiyum yiiksek ¢6ziinebilme kapasitesinden dolay1 sucul ekosistemler i¢in
olduk¢a onemli bir kirletici olarak degerlendirilir (Lockwood, 1976). Akuatik
organizmalar Cd’yi dogrudan sudan alip biriktirebilirler (Hart ve Scaife, 1977).
Toprak ve sularin agir metallerle kirletilmesinin organizmalara olumsuz etkilerinin
yanisira tuzluluk da bu alanlarda yasayan bitkiler i¢in en 6nemli streslerden biri
olarak tanimlanmistir (Shannon ve Grieve, 1998).

Asirt Cd birikimi bitkilerde biiylime, transpirasyon, fotosentez, metabolizma
ile iligkili enzimler, klorofil biyosentezi ve niikleik asitler gibi yasamsal olaylarda
degismelere neden oldugu belirtilmistir (Ouariti ve ark., 1997). Benzer sekilde tuz
stresinin de bitkilerde fizyolojik ve morfolojik degisiklere neden oldugu rapor
edilmistir (Parida ve Das, 2005).

Kadmiyum toksisitesinin semptomlar1 kolaylikla tanimlanabilir. En genel
semptomlarin ise clice biiylime ve klorozis oldugu belirtilmistir. Kadmiyum etkisinde
yetistirilen Sesivum ve Mesembryanthemum’un gen¢ yapraklarinda klorozisin
olustugu gorilmiistiir. 200 ve 300 uM Cd etkisinde birakilan Sesivum petiollerinde
nekrozlar olusmus ve yapraklarin dokildigi goézlenmistir. Disik (50 uM) Cd
etkisinde denenen Mesembryanthemum’un gen¢ yapraklarinda da nekrozlarin
olustugu gozlemlenmistir (Ghnaya ve ark., 2005). Das ve ark. (1997)’na gore
klorozisin nedeni Fe eksikliginden dolay1 olabilir. Tuz stresinin Z. mays’daki
etkilerini belirlemek i¢in yapilan bir aragtirmada 100 mM NaCl etkisinde denenen
musir bitkilerinin koklerinde sararmalar olmus, yapraklarin ise koyu yesil goriintimlii
oldugu gozlenmistir. 25 mM NaCl etkisinde birakilan bitkilerde ise herhangi bir
toksisite semptomuna rastlanmamistir (Z6rb ve ark., 2004). C. demersum ile yapilan
bu arastirmada Cd, NaCl ve bunlarin kombine etkilerinden dolay1 olusan toksisite
semptomlar1 gozlemlenmistir. 1+ 80 mg L'+mM (Cd+NaCl) etkisinde birakilan
makrofitlerde stres etmenlerinin yiiksek derisimlerinden dolayr arastirmanin ilk

yapraklarin ¢ogu dokiilmiis ve dokularinda yumusamalar olusmustur (Cizelge 4.1).
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C. demersum’un disik Cd ve NaCl derisimlerinde dikkate deger toksisite
semptomlar1 (yaprak dokiimii, renk degisimi ve doku yumusamasi) olusmamisken,
yiiksek derigimlerde ise bu semptomlarin olustugu gozlenmistir. Test edilen Cd ve
NaCl derigimlerinin morfolojik etkileri kiyaslandiginda makrofitin artan Cd
derisimlerinden daha fazla etkilendigi ortaya c¢ikmistir. Goézlemlerimizin aksine,
Smykalova ve Zamecnikova (2003) 100 mM NaCl toksisitesi dikkate alindiginda
0.001 ve 0.005 mM Cd’ye kiyasla daha fazla stres semptomlari olustugunu
gozlemlemiglerdir. Kinraide (1999) bu durumu besin elementlerinin aliniminin
bozulmasina baglamistir. Cd+NaCl kombine etkilerinde stres etmenlerinin
etkilesiminden makrofitin olumsuz etkilendigi gozlenmistir. Submers makrofitlerde
Ozellikle az sayida arastirmanin yapilmis olmasi toksisite semptomlari hakkinda
yorum yapmamizi sinirlamaktadir. Daha detayli yapilacak c¢aligmalarla sucul
makrofitlerde 0Ozellikle NaCl’nin toksisite semptomlarimin nedenleri ortaya
cikarilabilir. Test edilen stres faktorlerinden kaynaklanan bu semptonlarin (1)
makrofit i¢in gerekli olan elementlerin alinimi ve/veya kullanimini sinirlamasindan,
(2) makrofitin yasamsal fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda meydana gelen
degisikler nedeniyle olabilecegi diisiintilmektedir.

Su bitkilerinin metalleri sudan alarak yapilarinda biriktirdigi bilinmektedir. C.
demersum’un iyi bir Cd akiimiilatorii oldugu bir¢ok arastirict tarafindan rapor
edilmistir. Bunluesin ve ark. (2004) on ii¢ farkli makrofit ile yaptiklar1 aragtirmada
H. verticillata’y takiben en yiiksek Cd akiimiilasyonun 10 mg L™"’lik derisimde 7381
mg kg (kuru agirlik) oldugunu bulmuslardir. 48, 72 ve 168 saat Cd etkisinde
birakilan C. demersum’un dokularindaki Cd derisiminde 6nemli diizeylerde artiglarin
oldugu kaydedilmistir (Gupta ve Chandra, 1996). C. dermersum’un Cd
akiimiilasyonu i¢in benzer bulgular bagka arastiricilar tarafindan da rapor edilmistir
(Ornes ve Sajwan, 1993: Dhir ve ark., 2004). Arastirma bulgularimiza gore
makrofitteki Cd derisimi artan Cd derisimi ile birlikte artmistir (Sekil 4.1). En
yiiksek artigin ise 160 kat ile 1 mg L™ lik derisimde oldugu bulunmustur. Mevcut
bulgular ile literatiirlerdeki bulgularin paralellik gdsterdigi degerlendirmeler

sonucunda ortaya ¢ikmistir.
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Bitkiler tarafindan Cd almimi pH, redoks potansiyeli ve fiziko-kimyasal
faktorlerden etkilenir. Fazla arastirilmis olmamasina ragmen tuzluluk da bu faktorler
arasindadir. Sucul makrofitlerden Potamogeton pectinatus’ta yiiksek tuz
derigimlerinde yetistirildiginde Cd akiimiilasyonlarinda azalmalar bulunmustur
(Greger ve ark., 1995). Lemna polyrhiza’da yiiksek tuzlulukta artan Na
derisimlerinden dolayr Cd aliniminda azalmalarin oldugu kaydedilmistir (Noraho ve
Gaur, 1995). Submers ve yiiziicli yaprakli makrofitlerle yapilan bu iki aragtirmanin
disinda makro alglerden Fucus vesiculosus ile yapilan bir arastirmada da Zn
akiimiilasyonu artan tuzlulukla azaldigi bulunmustur (Munda ve Hudnik, 1988).
Bulgulara gére Cd akiimiilatorii olan C. demersum’da da NacCl tuzlulugu kadmiyum
almimim etkilemistir. Cd+NaCl kombinasyonun 0.01+20 ve 0.14+40 mg L'+mM’lik
uygulamalarinda artan Cd derisimleriyle birlikte makrofit dokularinin metal
derisiminde de artiglar olmustur (Sekil 4.1). Yalmz Cd uygulamalar dikkate
alindiginda bu artiglar daha az oldugu bulunmustur. Prasad ve Hagemeyer (1999)
NaCl’li kosullarda bu azalmanin nedeninin sulu ortamda olusan ve bitkiler tarafindan
alimimi zor olan CdCly komplekslerinden dolay1 olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Bulgulara gére C. demersum’un iyi bir Cd akiimiilatérii oldugunu
sOyleyebiliriz. Ornes ve Sajwan (1993), Gupta ve Chandra (1996) ve Bunluesin ve
ark. (2004)’nin C. demersum’un Cd akiimiilasyon kapasitesini belirlemek i¢in
yaptiklar1 arastirmalarda da benzer bulgular elde etmislerdir. Submers hidrofitler
metalleri dogrudan sudan alarak dokularinda biriktirebilirler. Bdylece onlarin
sulardaki agir metal konsantrasyonlarini azaltmada kullanilabilecekleri belirtilmistir.
Mevcut veriler ve literatiir bulgular1 dikkate alindiginda bu makrofitin iyi bir Cd
akiimiilatorii oldugu ve agir metal kontaminasyonu olan (6zellikle Cd) sularin
1slahinda (fitoremediasyon) kullanilabilecegi sonucunu ¢ikartabiliriz.

NaCl tuzlulugunda yetistirilen bitkilerin dokularindaki Na derisimlerinin bitki
tirli, dis ortamin tuz konsantrasyonu ve organlarina gore farklilar gosterdigi
bilinmektedir. 100, 200 ve 400 mM NaCl etkisinde test edilen Bruguiera barviflora
yapraklarinin Na derisimi kontroliine gore sirasiyla 2.38, 2.93 ve 3.05 kat artig
gosterdigi bulunmustur (Parida ve ark., 2004). NaCl etkisinde (30 ve 60 mM)

yetistirilmis farkli domates varyetelerinin yapraklarindaki Na derigsimlerinde tiir ici
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akiimiilasyon farkliliklarinin oldugu bulunmustur (Garcia ve ark., 2004). Sucul
makrofitlerden H. verticillata, N. minor ve N. gramenia’da NaCl tuzlulugunun
etkileri ile yapilan bir arastirmada artan NaCl derisimiyle birlikte {i¢ makrofitin de
Na derisimlerinde artiglarin oldugu belirtilmistir (Rout ve Shaw, 2001). NaCl
etkisinde birakilan C. demersum’un da Na derisimlerinde artan Na derisimi ile
birlikte atiglarin oldugu bulunmustur (Sekil 4.2). Makrofitin 20, 40 ve 80 mM
NaCl’li derisimlerinde dokulardaki Na derisimi kontrole gore sirasiyla 1.49, 1.73 ve
2.31 kathik artislarin olmasi makrofitin kayda deger miktarlarda bu elementi
biriktirdigini gosterir.

Cd+NaCl kombinasyonunda test edilen makrofitlerin Na derisimi de artan Cd
ve NaCl derigimiyle birlikte artmustir (Sekil 4.2). Bu artislarin 0.01+20 ve 0.1+40
Cd+NaCl (mg L' + mM) etkisinde kontrole gore sirasiyla 1.45 ve 1.92 kat olmustur.
Sadece NaCl uygulamalar1 dikkate alindiginda 20 mM NaCl etkisindeki makrofitin
Na derisiminde azalma olmusken, 40 mM’lik derisimde atisin oldugu bulunmustur.
100 mM NaCl etkisinde denenen arpa bitkilerinin Na derisimi % 3.02 olarak
Olctilmiisken, 0.01 mM Cd+100 mM NaCl kombine etkisinde ise Na derisiminin
% 2.76 oldugu bulunmustur (Smykalova ve Zamecnikova, 2003). Sonuglarimiza
gore C. demersum’da Na derigsimi Cd tarafindan derisime bagimli olarak etkilendigi
bulunmustur.

Bitkilerin normal metabolik olaylarii siirdiirebilmesi i¢in  mineral
nutrientlere ihtiyaglar1 vardir. Birgok stres faktoriiniin bitkiler tarafindan bu
elementlerin alimimini ve/veya kullanimini sinirlandirdigi yapilan ¢aligsmalarla ortaya
cikartilmistir. Makrofitin makro-nutrientlerden K, P ve N alinimlar1 Cd stresinden
etkilenmistir. Cd derisimlerinin etkisi altida test edilen C. demersum’un K derisimleri
artan kadmiyum derisimi ile birlikte artmistir (Sekil 4.3). Kadmiyum stresi altinda
bitkilerin K derisiminde azalmalarin oldugu yapilan arastirmalarla bulunmustur
(Ouzounidou ve ark, 1997). Benzer sekilde kum kiiltiiriinde 1 ppm Cd etkisinde
yetistirilen Fagus sylvatica’nin kok ve yapraklarinin K derisiminde azalmalarin
oldugu bulunmustur (Breckle ve Kahle, 1992). Bu bulgularin aksine Cd stresi arpa
bitkilerinde K akiimiilasyonunda artiglara neden olmustur (Smykalova ve

Zamecnikova, 2003). Bu da bizim sonuc¢larimizla paralellik tasimaktadir. Makrofitin
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Cd ve K derisimleri arasinda onemli pozitif iliskinin bulunmasi da artan Cd
derisimlerinin K almimint artirdigini gosterir (P=0.002; r=0.800) (Cizelge 4.2).
Makrofitin P (Sekil 4.4) ve toplam N (Sekil 4.5) derisimi ise artan Cd derisimi ile
azalmistir. C. demersum’un Cd derisimi ile P (P=0.001; r=-0.803) ve toplam N
(P=0.006; r=-0.742) derigimleri arasinda 6nemli negatif iliskinin bulunmas1 artan Cd
derisimlerinden makrofitin bu elementlerin alimlarinin olumsuz yonde etkilendigini
gostermistir (Cizelge 4.2).

C. demersum’un mikro-element alinimlar1 da Cd stresinden etkilemistir. Mn
derisimleri diisiik Cd etkisinde (0.01 ve 0.1 mg L) artmisken yiiksek Cd derisimde
ise Oonemli diizeylerde azalmistir (Sekil 4.6). Makrofitin Mn derisimleriyle Cd
derigimi arasinda negatif 6nemli korelasyonun olusmasi bu metalin Mn alinimini
siirlayan bir faktor oldugunu gostermistir (P=0.033; r=-0.617) (Cizelge 4.2). Ayrica
makrofit dokularmin Zn (Sekil 4.7), Fe (Sekil 4.8) ve Cu (Sekil 4.9)
konsantrsayonlarinda da artan Cd derisimi ile birlikte azalmalarin oldugu
bulunmustur. Fakat Cd derisimleri ile bu elementlerin arasindaki iliskilerin negatif
onemsiz bulunmast Cd’nin etkilerinin doz bagmmli olmadigin1 gostermistir.
Kadmiyum etkisinde yetistirilen F. sylvatica’nin kok ve yapraklarinin Mg, Fe, Mn,
ve Zn miktarlarinda azalmalarin oldugu bulunmustur (Breckle ve Kahle, 1992). Liu
ve ark. (2003) farkli piring genotiplerinin kok ve yapraklarimin Cd, Fe, Zn, Mn, Cu
ve Mg miktarlar1 arasinda 6nemli iliskilerin oldugunu bulmuslardir. Koklerin Cd
akiimiilasyonlar1 ile Fe, Zn, Mn ve Cu miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak énemli
pozitif iliskilerin oldugu bulunmustur. Yapraklarin Cd akiimiilasyonu ile Fe, Zn ve
Cu derisimleri ile 6nemli pozitif iliski bulunmusken, Mn ile 6nemli negatif iliskinin
oldugu belirlenmistir. C. demersum dokularindaki Zn derisimlerinin diisiik
bulunmasi muhtemelen Cd ile kimyasal olarak benzer 6zellikler gosterdiginden
dolayidir (Muhling ve Lauchli, 2003). Bu sonuglara gore Cd bitki i¢in gerekli olan
bazi makro- ve mikro- elementlerin alinimini etkileyen faktorlerden biri oldugu
sonucu ¢ikartilabilir.

Tuz stresi bitkiler icin gerekli olan elementlerin alinimlarin1 genelde
azaltmigtir. NaCl stresi altinda yetistirilen bitkilerin K derislerinde azalmalarin

oldugu bulunmustur (Lynch ve Laucli, 1985). Tuzlu kosullarda test edilen
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makrofitlerde Na dersimlerinde kontrole gére dnemli artiglarin oldugu bulunmusken
K derisiminde 6nemli diizeylerde azalmalarin oldugu bulunmustur (Rout ve Shaw,
2001). Yine farkli NaCl’li derisimlerde yetistirilen kavun fidelerinin Na
derigimlerinde 6nemli artiglar olmusken K derisimlerinde ise azalmalarin oldugu
bulunmustur (Sivritepe ve ark., 2003). Yapilan bu 6nceki ¢alismalara benzer sekilde
20, 40 ve 80 mM NaCl etkisinde test edilen C. demersum’un K derisimi artan tuz
derigimi ile birlikte azalmistir (Sekil 4.3). Ayrica dokularin Na ve K derisimleri
arasinda negatif ve onemli korelasyonun bulunmus olmasi (P=0.022; r=-0.649), bu
azalmanin nedeninin Na derisiminden kaynaklandigin1 gosterebilir. Sivritepe ve ark.
(2003)’e gore tuz stresinde K derisimindeki artiglarin olmasi tuza toleransin
gostergelerinden biri oldugu belirtilmistir. Sonuglarimiza gore artan Na derigimi ile
birlikte azalan K derisimleri bu makrofitin tuz toleransinin diisiik oldugunu
aciklayabilir. Makro besin elementlerinden P (Sekil 4.4) ve N (Sekil 4.5) derisimi de
artan NaCl derisimi ile birlikte azalmistir. Her iki elementin derisimleriyle ile
makrofitin Na derigimleri arasinda negatif korelasyonlarin bulunmasi Na’nin bu
elementlerin alintmini olumsuz yonde etkiledigini gostermistir (fosfor i¢in P= 0.007;
r=-728, N i¢in P<0.001; r=-0.877) (Cizelge 4.2).

Tuz stresinde bitkilerin Mn, Zn, Fe ve Cu gibi mikro-nutrientlerin alinimi ve
taginim1 hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (Muhling ve Lauchli, 2003). Bulgulara gore
C. demersum’un Mn derigimlerinin NaCl stresinde artis gosterdigi bulunmustur
(Sekil 4.6). Fakat makrofitin Mn derisimi ile Na derisimleri arasinda Snemli
korelasyon olusmamustir (P=0.082; r=0.522). Makrofitin Fe (Sekil 4.8) derisimleri de
NaCl etkisinde Onemsiz artiglar gostermisken, Zn (Sekil 4.7) ve Cu (Sekil 4.9)
derigimlerinde 6nemli azalmalarin oldugu bulunmustur. Bu metallerin derisimdeki
azalmalar ortamdaki asir1 Na ve ClI iyonlariyla olan etkilesimden kaynaklanabilir.
Tuzlu kosullarda mikro-nutrientlerin ¢oziliniirliigliniin diisiik oldugu bilinmektedir.
Ancak Grattan ve Grieve (1999)’ye gore mikro-elementlerin derisimleri bitkinin
tiiriine, dokusuna, tuz derisimine, mikro-element derisimine ve ¢evresel sartlara baglh
olarak artabilir, azalabilir veya degismeyebilir. Cramer ve ark. (1985)’na gore de tuz
stresli kosullarda mikro-element akiimiilasyonun artisinin nedeni O6zellikle artan

plazma membran permabilitesinden kaynaklanmaktadir.
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C. demersum’un K derisiminde yiikksek Cd etkisinde 6nemli artis, NaCl
uygulamasinda ise Onemli azalmalar gostermesine ragmen Cd+NaCl etkisinde ise
Oonemli degisim gdstermemistir (Sekil 4.3). Cd+NaCl uygulamasinda Cd ile Na
derigimleriyle ile K derisimleri arasinda negatif dnemsiz korelasyonlar olusmustur
(Cd i¢in P=0.829; r=-0.084, Na i¢in P=0.627; r=-0.189). Kadmiyum ve NaCl ile
karsilagtirildiginda Cd+NaCl kombinasyonunda meydana gelen bu durumun benzer
bulgular1 Smykalova ve Zamecnikova (2003) ve Muhling ve Lauchli (2003)
tarafindan da rapor edilmistir.

C. demersum’un P derisimleri ayr1 ayr1 Cd ve NaCl uygulamalarinda oldugu
gibi Cd+NaCl etkilesimlerinden de olumsuz yonde etkilendigi bulunmustur (Sekil
4.4). Literatiirde agir metal-tuz etkilesiminin P alimimi iizerine etkileriyle ilgili
calismaya rastlanmamistir. Korelasyon analizlerinde hem Cd hem de Na ile P
arasinda negatif 6nemli iligkilerin bulunmus olmasi her iki stres etmeninin P aliminm
siirlayan bir faktor oldugu sonucunu ¢ikartabiliriz (Cd i¢in P=0.013; r=-0.781, Na
icin P=0.007; r=-0.819).

Bitkilerde N diisiik derisimlerde inorganik formlarda olmasina karsin, genelde
organik formlarda bulunur. Bitkilerdeki N derigimleri bitkinin yasina, tiirline ve
organina gore farkliklar gosterir. Genelde bitkilerin toplam N derisimlerinin % 0.2 ile
% 6.0 arasinda degistigi rapor edilmistir (Millar, 1959). Kadmiyum ve NaCl
uygulamasinda toplam N derisimleri 6nemli diizeyde azalmis olmasina karsin en
diistik N derisimleri Cd+NaCl derisimlerinde oOlciilmiistiir (Sekil 4.5). Koreasyon
katsayilar1 ve 6nem dereceleri de bu bulgular1 desteklemektedir (Cd i¢in P=0.002;
r=-885, Na icin P<0.001; r=-0.938) (Cizelge 4.2). Bu sonuclara goére makrofitin N
alimmnin agir metal ve tuz etkilesimlerinde siddetli bir bi¢cimde azaltildig1 ortaya
cikartilmistir. Agir metallerin ve tuz stresinin bitkilerin N derisimlerinde azalmalara
neden oldugu baska arastiricilar tarafindan da rapor edilmistir (Cram, 1973;
Saygideger ve ark., 2004).

Kadmiyumun diisiik derisimlerinde ve NaCl uygulamalarinda Mn derisiminde
onemli artiglarm bulundugu Dbelirtilmisti. 0.01 mg Cd mL'+20 mM NaCl
etkilesiminde Mn derisimnde 6nemli degisim olmamisken, 0.1 mg Cd mL'+40 mM

NaCl derisiminde ise 6nemli artiglar olmustur (Sekil 4.6). Mn derisimi i¢in benzer
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sonuglar Muhling ve Lauchli (2003) tarafindan da bulunmustur. Makrofit
dokularinda Mn derisimnde degismeler olmasina ragmen Cd ve Na ile Mn
derigimleri arasindaki pozitif iligkiler ise onemsiz bulunmustur (Cd i¢in P=0.280;
r=0.404, Na i¢in P=207; r=465). Ayrica makrofitin Zn (Sekil 4.7) ve Fe (Sekil 4.8)
derisimleri de 0.01+20 (mg Cd mL'+ mM NaCl) etkisinde artis gostermis, 0.1+40
(mg Cd mL'+ mM NaCl)’lik etkilesimde ise azalmistir. Her iki metal ile Cd ve Na
derisimleri arasinda 6nemli korelasyon olugsmamigtir. C. demersum’un Cu derisimleri
ile Cd ve NaCl’nin ayr1 ayr1 uygulamalarinda oldugu gibi Cd+NaCl
kombinasyonlarinin etkisinde de azalmistir (Sekil 4.9). Ayrica makrofitin Cu
derisimi ile Cd ve Na akiimiilasyonlar1 arasinda negatif kuvvetli korelasyonlarin
olusmus olmasi (Cd i¢in P=0.016; r=-0.766, Na i¢in P=0.014; r=-0.777), bu
etmenlerin karsilikli etkili bir bicimde Cu aliniminmi engelledigini gostermektedir.
Cd+NaCl etkinde test edilen bitkilerde Cu ve Zn i¢in Smykalova ve Zamecnikova
(2003)’nin ve Cu, Zn, Mn ve Fe icin Muhling ve Lauchli (2003)’nin benzer bulgular
elde etmis olmasi sonuglarimizi desteklemektedir.

Literatiir calismalar1 sonucunda bitkilerin mineral element akiimiilasyonlari
bitki tliriine, organina ve test edilen metalin derisimi ve 6zelligine gore farkliklar
gosterdigi goriilmiistiir. Ozellikle agir metal+tuz etkilesiminin makro ve mikro
element alimlar iizerine etkileriyle ilgili sinirli sayida arastirmanin yapilmis olmasi
sonuglarimizi degerlendirmemizi zorlastirmaktadir. Fakat genel olarak bilindigi gibi
Cd ve NaCl’nin membranlara zarar vermesi, test edilen kimyasallarin (Cd ve NaCl)
ortamdaki anyon ve katyonlarla antagonistik ve/veya sinerjistik olarak etkilesmesi ya
da makrofit membranlarinin element tasiyicilar ile rekabet etmesinden dolayir bu
sonuclarin olustugu diisiiniilmektedir.

Klorofil miktar1 agir metal toksisitesine hassas olan parametrelerden biridir.
Agir metelalerin klorofil sentezini inhibe ettigi ve sonug olarak klorofil miktarlarinda
azalmalara neden oldugu bircok arastirici tarafindan rapor edilmistir (Miranda ve
[langovan, 1996; Mohan ve Hosetti, 1997). Akuatik makrofitlerden Ceratophyllum,
Hydrilla ve Wolffia’da klorofil-a ve klorofil-b miktarlarinin artan Cd derigimleriyle
birlikte azaldigi bulunmustur. Ceratophyllum ile yapilan baska bir arastirmada 0.5 ve

1 mM Cd etkisinde klorofil-a miktarlarindaki azalmalar kontrole gore sirasiyla % 2.7
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ve % 5.3 olmusken, klorofil-b miktarlarinda ise sirastyla % 6.7 ve % 30.0 oldugu
bulunmustur (Dhir ve ark., 2004). Kadmiyum etkisinde yetistirilen C. demersum’un
toplam klorofil miktarlarinda da artan Cd derisimi ile birlikte azalmalarin oldugu
bulunmustur. 0.05, 0.1 ve 1 mg Cd L™ derisimlerinin etkisinde birakilan makrofitin
karotenoid miktarlar ise kontrole gore sirasiyla % 12.5, % 18.8 ve % 62.5 oraninda
azalmistir (Gupta ve Chandra, 1996). Bulgularimiza gére Cd derisimli kosullarda
yetistirilen makrofitlerin klorofil-a, klorofil-b ve karotenoid miktarlar1 artan metal
derisimi ile birlikte azalmustir. Klorofil-a miktarlari 6zellikle 0.1 ve 1 mg Cd L™ lik
derisimlerde O6nemli diizeylerde azalmistir (Sekil 4.10). Ancak makrofitin Cd
derisimleri ile klorofil-a miktarlar1 arasindaki iligkinin 6nemli bulunmamasi (P=0.06;
r= -0.556) etkinin doz bagimli olmadigin1 gosterebilir (Cizelge 4.2). Benzer sekilde
makrofitin klorofil-b miktarlar1 da artan Cd derisimi ile azalmistir (Sekil 4.11).
Klorofil-b miktarlar1 0.1 ve 1 mg Cd L™"lik derisimlerde sirastyla % 30.1 (P<0.05)
ve % 39.3 (P<0.01) diizeyinde azalmistir. Klorofil-a miktarlarinin aksine klorofil-b
miktarlar1 ile dokulardaki Cd miktarlar1 arasinda onemli iliskinin bulunmasi
(P=0.018; r=-664) azalmalarin doz bagimli oldugunu gosterebilir (Cizelge 4.2).

Bulgularimiza gore karotenoid miktarlarindaki azalmalar klorofil miktarlarina
gore daha az olmustur (Sekil 4.12). Karotenoid miktarinda azalma sadece 1 mg Cd
L"lik derisimde énemli bulunmustur. Genelde karotenoidler agir metal stresinden
daha az etkilendikleri rapor edilmistir (Krupa, 1988). Makrofitin Cd derisimi ile
karotenoid miktarlar1 arasinda iligkinin bulunmamast bu raporu desteklemektedir
(P=0.095; r=-0.504) (Cizelge 4.2).

Kadmiyum stresi (1) d-aminolevulinik asit dehidrataz (ALA-dehidrataz)
(Padmaja ve ark., 1990) ve klorofil biyosentezi ile iliskili olan protoklorofillid
rediiktaz gibi enzimlerin inhibisyonu (Van Assche ve Clijsters, 1990), (2) klorofil
biyosentezi i¢in gerekli olan Mg ve Fe elementlerinin alinimi ve kullaniminin
zayiflamasi, (3) Zn yetersizligi sonucunda karbonik anhidraz enziminin inhibisyonu
(Van Assche ve Clijsters, 1990) ve (4) klorofil molekiiliiniin tetrapirol halkasindaki
Mg’nin yerine baglanmasi (Kiipper ve ark., 1996) yollariyla klorofil biyosentezini

inhibe etmis ve dolayisiyla da klorofil miktarlarinda azalmaya neden olmus olabilir.
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Tuz stresli kosullarda yetisen bitkilerin fotosentetik pigment miktarlarinda
azalmalarin oldugu yapilan arastirmalar sonucunda bulunmustur. Rout ve ark. (1998)
sucul makrofitlerden H. verticillata, N. indica ve N. gramenia’da tuz stresi (NaCl ve
deniz suyu olarak makrofitlerin klorofil-a/klorofil-b miktarlarinda nemli miktarlarda
azalmalara neden oldugunu bulmuslardir. Farkli dut genotiplerinin klorofil-a,
klorofil-b ve karotenoid miktarlar1 tuz etkisinde azalmistir (Agastian ve ark., 2000).
NaCl stresi yonca bitkilerinin klorofil miktarlarin1 azaltmigken, karotenoid
miktarlarinda 6nemli bir degisime neden olmadigi bulunmustur (Khavari-Nejad ve
Chaparzadeh, 1998). Bu arastirmada NaCl’li kosullarda test yetistirdigimiz C.
demersum’un klorofil-a, klorofil-b ve karotenoid miktarlarinda azalmalarin oldugu
bulunmustur. Klorofil-a miktarlar1 tuz stresinde azalmistir (Sekil 4.10). Fakat bu
azalmalardan sadece 80 mM’lik derisimdeki azalmanin % 17.7 ile 6nemli oldugu
bulunmustur. Makrofitin Na miktari ile klorofil-a miktarlar1 arasinda negatif dnemli
iligkinin bulunmasi ters yonli bir iligkinin oldugunu gosterir (P=0.024; r=-0.642).
Makrofitin klorofil-b miktarlar1 da artan NaCl derisimlerden olumsuz yo6nde
etkilenmistir  (Sekil 4.11). 20, 40 ve 80 mM’lik derisimlerinde klorofil-b miktarlar
kontrole gore % 30.6, % 31.2 ve % 39.8 diizeyinde azalmistir. Makrofitin Na miktar1
ile klorofil-b miktarlar1 arasinda da onemli negatif iligkinin bulunmasi doz bagimh
azalmanin oldugunu gosterir (P=0.01; r=-0.701). C. demersum’un karotenoid
miktarlart NaCl stresinden etkilenmemistir (Sekil 4.12). Karotenoid miktarlar1 ile Na
miktarlar1 asasinda da Onemli bir korelasyon bulunmamasi (P=0.231; r=-374)
makrofitin bu derisimlerde NaCl’den etkilenmedigini desteklemektedir (Cizelge 4.2).

Tuz stresinin bitkilerin kloroplast yapilarinda degismelere neden oldugu
bulunmustur (Keiper ve ark., 1998). Tuz stresi altinda bitkilerin karbon
asimilasyonlarinda azalmalar olmus (Munns ve Termatt, 1986), fotosentetik elektron
transportu ve Kelvin dongiisiiniin enzimlerini de inhibe etmistir (Reddy ve ark.,
1992). Bu c¢alismalar agikca tuzlulugun fotosentezi etkiledigini gostermektedir.
Bulgularimiza gore NaCl etkisinde makrofitin klorofil miktarlarinda azalmalarin
oldugu bulunmustur. Santos (2004) tuz stresinde klorofil miktarlarindaki azalmalari
ALA dehidrataz inhibisyonuna ve dolayisiyla da klorofil biyosentezinin

sinirlandirilmasina baglamistir. Reddy ve Vora (1986) ise tuz stresinden kaynaklanan
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bu azalmalarin klorofil parcalanmasinda rol oynayan klorofillaz enziminden dolay1
olabilecegini belirtmistir. Makrofit dokularinin iyon miktarlarindaki (Na iyonu)
artiglarin da klorofil miktarlarinda azalmalara neden olabilecegi rapor edilmistir (Yeo
ve Flowers, 1983).
Cd+NaCl etkindeki makrofitlerin klorofil-a miktarlarinda azalmalar olmustur
(Sekil 4.10). Korelasyon analizlerine gore makrofit dokularinin Cd ve Na miktarlar:
ile klorofil-a miktarlar1 arasinda ters yonlii 6nemli iliskinin bulunmasi her iki metalin
de azalmaya neden oldugunu gostermektedir (Cd i¢in P=0.009; r=-0.806, Na icin
P=0.025; r=-0.733). Cd ve NaCl kombinasyonlarinda test edilen C. demersum’un
klorofil-b miktarlarinda da artan Cd ve NaCl derisiminden olumsuz yonde etkilendigi
bulunmustur (Sekil 4.11). Makrofitin Cd miktartyla klorofil-b miktarlar1 arasinda
onemli iliskinin olmamasi (P=0.052; r=-660), Na derisimiyle Onemli iliskinin
bulunmasi (P=0.042; r=-0.683) makrofitin bu parametre i¢in NaCl’den daha fazla
etkilendigini agiklayabilir. Yalniz NaCl uygulamalarinda bulundugu gibi Cd+NaCl
etkilesiminde de makrofitin karotenoid miktarlarinda énemli degismeler olmamigtir
(Sekil 4.12). Yapilan korelasyon analizlerine gore de Na ve/veya Cd ile karotenoid
miktarlar1 arasinda onemli iligkilerin olmadig1r goriilmiistir (Cd i¢in P= 0.900;
r=0.049, Na icin P=0.642; r=-0.181). Cd+NaCl kombinasyonlarinda fotosentetik
pigment miktarlarindaki bu azalmalarin nedenleri de Cd ve NaCl streslerinin
karsilikli etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Hangi stres faktorliniin nasil etki
yaptigiin belirlenmesi i¢in daha detayli calismalarin yapilmasi gerekmektedir.
Bitkilerdeki metabolik olaylar dogrudan ya da dolayli olarak birbirleriyle
iligkilidir. Fotosentezde meydana gelen degismeler dogrudan ya da dolayl olarak
bitkilerde bir¢ok metabolik olaylar1 da etkiler. Karbohidrat metabolizmas1 da bu
proseslerden biridir. Cesitli stres kosullarinda bitkilerin karbohidrat miktarlarinda
genelde azalmalar bulunmustur. Kadmiyum stresinde Arachis hypogeae’nin toplam
coziilebilir karbohidrat miktarlarinda genelde azalmalarin oldugu bulunmustur
(Beltagi ve ark., 2002). Bir su bitkisi olan L. minor’ler 0.5, 1, 5 ve 10 uM Cd
etkisinde 96 saat yetistirildiklerinde karbohidrat miktarlart sirastyla % 31.2, % 37.1,
% 41.9 ve % 454 oraninda azalmistir (Mohan ve Hosetti, 1997). Yaptigimiz

aragtirma bulgularina goére de Cd etkisinde toplam ¢6ziinebilir karbohidrat
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miktarlarinda da azalmalarin oldugu bulunmustur (Sekil 4.13). Fakat bu azalmalar
sadece 1 mg Cd L"lik derisimdeki makrofitte 6nemli olmustur. C. demersum
dokularimin Cd derisimleri ile toplam karbohidrat miktarlar1 arasindaki iliski ters
yonli ve zayif olusmustur (P=0.103; r=-0.493) (Cizelge 4.2).

Tuz stresli kosullarda bitkilerin karbohidrat miktarlarinda degismelerin
oldugunu destekleyen birgok arastirma mevcuttur. Silva ve ark. (2003) Vigna
unguiculata’da farkli NaCl’nin ¢6ziinebilir karbohidrat miktarlarinda artan NaCl
derisimi ile birlikte artislarin oldugunu bulmuslardir. Sorgum bicolor’un tuza tolerant
ve tuza hassas varyetelerinde coziinebilir karbohidrat miktarlart 100 mM NaCl
etkisinde 6nemli miktarlarda arttig1 bulunmustur. Arastiricilar bu artislarin ozmotik
ayarlamadan dolay1 oldugunu ileri stirmiislerdir (de Lacerda ve ark., 2003). NaCl
etkisinde yetistirilen ii¢ farkli bugday kiiltiirlerinin kok ve yapraklarinda da toplam
karbohidrat miktarlarinda artiglarin oldugu bulunmustur (Kafi ve ark., 2003). Yapilan
bu arastirma bulgularinin aksine Aegiceras cornicilatum ile yapilan bir aragtirmada
NaCl stresi bitkinin toplam karbohidrat miktarlarinda azalmalara neden oldugu
bulunmustur (Parida ve ark., 2004). Arastirma bulgularina gore NaCl stresli
kosullarda test edilen C. demersum’un da toplam karbohidrat miktarlarinda
azalmalarin oldugu bulunmustur (Sekil 4.13). Bu azalmalardan sadece 80 mM’lik
derisimdeki azalma % 23.8 ile onemli bulunmustur. NaCl’li derisimlerindeki C.
demersum’un Na miktarlan ile karbohidrat miktarlar1 arasinda orta diizeyli negatif
iligkinin 6nemli bulunmasi bu azalmalarin doz bagimli oldugunu gosterebilir
(P=0.029; r=- 0.628).

Cd+NaCl’li derisimlerde de C. demersum’un toplam karbohidrat miktarlarinda
artan Cd ve NaCl miktarlartyla birlikte azalmalarin oldugu bulunmustur (Sekil 4.13).
Bu azalmalardan sadece 0.1 mg Cd L™ + 40 mM NaCl’li derisimdeki azalma énemli
bulunmustur.  Yapilan korelasyon analizlerine gore makrofit dokularmin Cd
miktarlar1 ile toplam karbohidrat miktarlar1 arasinda ters yonlii ve dnemsiz iligki
olusmusken (P= 0.082; r= -0.608), Na miktarlar1 arasinda ters yonlii ve onemli
iligkinin bulunmast (P=0.010; r= -0.800) makrofitin Cd+NaCl kombine stresinde
NaCl’den daha fazla etkilendigini gosterebilir (Cizelge 4.2).
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Karbohidratlarin tuz stresli kosullarda yetistirilen bitkilerde ozmotik ayarlama
icin aklimiile edildigi bilinmektedir. Arastirma materyalimizin yasami su altinda
ge¢mektedir. Bu bakimdan su eksikliginden kaynaklanan bir degisimden bahsetmek
miimkiin degildir. Benzer sekilde Cd ve Cd+NaCl’li derisimlerde de karbohidrat
miktarlarinda azalmalar bulunmustur. Toplam ¢6ziilebilir karbohidrat miktarlarindaki
bu azalmalar stres kosullarinda klorofil miktarlarinda meydana gelen azalmalara
-dolayistyla fotosentezi etkiler- ve/veya Munns (1988)’un da rapor ettigi gibi stresli
kosullardaki makrofitin enerji kaynagi olarak bu karbohitratlar1 kullanmis
olabilecegine baglamaktayiz.

Cesitli cevresel stresler altinda bitkilerin glukoz miktarlarinda degismeler
olugmaktadir. Biber bitkileri KCI ve NaCl stresli kosullarda yetistirilmis; glukoz
miktarlart NaCl’li kosullarda dikkate deger degisim gdstermemisken, KCI’li
derisimde ise azaldigi bulunmustur (Martinez-Ballesta ve ark., 2004). NaCl’li
kosullarda yetistirilen L. albus’un glukoz miktarmin azaldigi bulunmustur
(Fernandes ve ark., 2004). Emers tipi makrofitlerden Phragmites australis’un glukoz
miktarlart % 0.15’lik NaCI’li kosullarda artmigken, % 1’lik NaCl derisiminde 6nemli
miktarlarda azalmistir (Hartzendorf ve Rolletschek, 2001). Cd, NaCl ve Cd+NaCl
etkilesimlerinde C. demersum’un glukoz miktarlarinda da degismeler olmustur
(Sekil 4.14). 0.01, 0.1 ve 1 mg Cd L™"lik etkisinde test edilen makrofitin glukoz
miktarlarinda 6nemli miktarlarda azalmalar olmustur. Ancak makrofit dokularinin
Cd derisimleri ile glukoz miktarlar1 arasinda kayda deger bir korelasyon
bulunmamistir (P=0.323; r=- 0.312). NaCl stresi makrofitin glukoz miktarlarinda da
dikkate deger azalmalara neden olmustur. En diisiik glukoz miktar1 80 mM’lik
derisimde Ol¢lilmiistiir. Yapilan korelasyon analizine gore makrofitin Na miktar1 ile
glukoz miktarlar1 arasindaki iligskinin negatif ve 6nemli olmas1 Na akiimiilasyonuna
bagimli bir azalma olabilecegini gosterebilir (P=0.018; r=-0.668). Cd+NaCl
kombinasyonunda da makrofitin glukoz miktarlart Cd ve NaCl etkilesiminden
olumsuz yonde etkilenmistir. Korelasyon analizleri incelendiginde hem Cd
akiimiilasyonu (P=0.047; r=-0.674) hem de Na akiimiilasyonu (P=0.017; r=-0.764)

ile glukoz miktarlar1 arasinda ters yonlii 6nemli iliskilerin olustugu goriilebilir
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(Cizelge 4.2). Bu sonuglar her iki stres etmeninin de glukoz miktarindaki
azalmalarda etkili oldugunu gdstermektedir.

Bir monosakkarit olan glukoz (CsH;,Og), bitkilerde fotosentez sonucu olusan
ve enerji kaynagi olarak kullanilan bir karbohidrattir. Bitkilerde en 6nemli biyolojik
proseslerden olan fotosentezi birgok stres etkilemektedir. Aragtirmada test ettigimiz
Cd ve NaCl streslerinin de 6zellikle klorofil miktarlarinda azalmalara neden oldugu
belirtmisti. Bu azalmalar da 6zellikle fotosentezi dogrudan etkileyebilmektedir. Bu
bilgiler 1s181inda glukoz miktarlarindaki azalmalarin fotosentezde meydana gelen
aksakliklardan kaynaklanabilecegi ihtimalini diisiinmekteyiz.

Tuzluluk, yiiksek ve diisiik sicaklik, agir metal toksisitesi, patojen
enfeksiyonlari, besin elementi eksiklikleri atmosferik kirlilik ve UV radyasyonlari
gibi stres kosullarinda bitkilerde prolin akiimiilasyonlar1 stimiile edilebilir (Hare ve
Cress, 1997). Bu stresler etkisinde bitkilerin biiyiilk bir ¢ogunlugu prolin
konsantrasyonlarini normal seviyeden 100 kat artirabilirler (Aziz ve ark., 1998). Agir
metal stresinde prolin miktarlarinda artiglarin oldugunu gosteren bir¢ok arastirma
yapilmistir. Schat ve ark (1997) S. vulgaris’in metal tolerant ve tolerant olmayan
ekotiplerini Cd, Cu ve Zn etkisinde birakmis ve en yiiksek prolin akiimiilasyonun Cd
stresinde olustugunu bulmuglardir. Cd etkisinde birakilan iki farkli arpa genotipinde
prolin miktarlarinda artislar bulunmustur (Wu ve ark., 2004). Bu bulgularin aksine
sucul makrofitlerden L. minor 0.5, 1, 5 ve 10 uM Cd etkisinde 96 saat birakilmis ve
prolin miktarlar1 kontrole gore sirasiyla % 0.7, % 1.3, % 2.0 ve % 3.9 oraninda
azalmalar olmustur (Mohan ve Hosetti, 1997). Arastirma bulgularimiza gére Cd
etkisinde C. demersum’un prolin miktarlarinda artislarin oldugu bulunmustur
(Sekil 4.15). 0.01 mg Cd L™"’lik derisimde prolin miktar1 énemsiz artmusken, 0.1 ve 1
mg Cd L"lik derisimlerde ise kontroliine gére 6nemli artiglar olmustur. Ancak
korelasyon analizlerine gore makrofitin Cd derisimi ile prolin miktarlar1 arasinda
zayif ve dnemsiz bir iliski bulunmustur (P=0.259; r=0.359) (Cizelge 4.2).

Prolinin metal toksisitesindeki rolleri de birgok arastirici tarafindan
tartisilmigtir. Mehta ve Gaur (1999) prolinin bitkileri metal toksisitesinden
korumayacagini belirtmislerdir. Metal stresinde ~ prolin  proteinlerin

denaturasyonunda, hiicre i¢i pH ve NAD(P) /NAD(P)H oranlarimnin regiilasyonunda,
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karbon ve azot kaynagi olarak kullanimda ve toksik reaktif oksijen tiirlerinin
temizlenmesinde goérev yapabilir  (Sharmila ve Pardha Saradhi, 2002). Bazi
aragtiricilar metalin prolin tarafindan selatlanip detoksifikasyonunda da goérev yaptigi
belirtilmistir (Farago ve Mullen, 1979). C. demersum Cd ve Cd+NaCl
uygulamalarinda dikkate deger miktarlarda Cd’yi akiimiile etmistir. Biyolojik olarak
gerekli olmayan bir metal olan Cd toksisitesine karst bitkiler cesitli savunma
mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bunlardan birinin de serbest prolin oldugu yapilan
bu arastirma ile ortaya ¢ikarilmistir. Ozellikle artan Cd derisimleriyle birlikte prolin
miktarlarinda artislarin olmasi1 bu aminoasidin metal stresine cevapta biyosentezinin
arttigini agiklayabilir.

Tuz stresli kosullarda yetistirilen bitkilerin serbest prolin akiimiilasyonlarinda
nasil bir degisim oldugu yapilan calismalar ile bulunmustur. Farkli bugday
varyeteleri NaCl etkisinde birakildiklarinda bitkilerin kdk ve yapraklarinin prolin
miktarlar1 6nemli oranlarda artmustir (Kafi ve ark., 2003). Bacopa monniera NaCl
derigimlerinde yetistirildiklerinde prolin miktarlarinda artislarin oldugu bulunmustur
(Ali ve ark., 1999). Bu bulgularin aksine prolin miktarlar1 sucul makrofitlerden
Hydrilla verticillata’da NaCl etkisinde azalmistir (Rout ve ark., 1998). Arastiricilar
bu bulgulara dayanarak prolinin bu tiir ekolojik 6zellige sahip bitkiler icin bir
gosterge olamayacagi sonucuna varmislardir. Arastirma bulgularimiza gore akuatik
makrofitlerden C. demersum’da ise serbest prolin miktarlarinin artan NacCl etkisinde
Oonemli oranlarda arttig1 bulunmustur (Sekil 4.15). NaCl stresli kosullarda makrofitin
Na miktari ile prolin miktarlar1 arasinda olduk¢a 6nemli korelasyonun bulunmasi bu
artiglarin tuz stresinden kaynaklandigini gosterebilir (P=0.001; r=0.847) Cizelge 4.2).

Kadmiyum ve NaCl kombine etkisinde toksik metalin ve tuzun etkilesiminden
dolay1 da prolin akiimiilasyonlarinda &nemli artiglar bulunmustur (Sekil 4.15).
0.01420 ve 0.14+40 (mg Cd L'+mM NaCl)’lik dersimlerde sirasiyla % 39.7 ve %
60.3 olmustur. Makrofit dokularinin hem Cd (P=0.019; r=-0.752) hem de Na
(P=0.018; r=-0.756) ile onemli iliskilerinin olmasi etkisimin prolin akiimiilasyonu
tizerinde sinerjitik etkisinin oldugunu agiklayabilir.

Prolinin tuz stresindeki etki mekanizmasi tam olarak anlasilamamasina karsin

ozmotik stresi diizenlemede ve enzimlerin korunmasinda (Basak ve ark., 2001),
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biyolojik membranlarin ve poliribozomlarin korunmasinda rol oynadigi ileri
stiriilmiistiir. Ayrica prolin serbest radikaller ile stabil kompleksler olusturarak onlar
detoksifiye etme yetenegindedir. Bdylece prolinin NAD(P) /NAD(P)H oranlarini
normal seviyede tutabilecegi belirtilmistir (Hare ve Cress, 1997). C. demersum, daha
once de belirtildigi gibi tamamiyla su altinda yasayan bir bitkidir. Bu bakimdan bu
bitkide her ne kadar yiiksek derisimlerde Na akiimiile edilmis olsa bile tuzluluktan
kaynaklanan bir ozmotik stresten bahsetmenin dogru olabilecegini sanmiyoruz.
Ozmotik diizenleyici organik molekiillerden olan prolinin karasal bitkiler i¢in bu
islevi yaptigini literatiir bulgular 1s181inda kabul ediyoruz. Bu bakimdan makrofitin
tuz stresli kosullarda (NaCl ve/veya Cd+NaCl) makrofit dokularinda olusan serbest
radikallere kars1 savunmada bu aminoasitin biyosentezinde artiglarin olabilecegini
diisiinmekteyiz.

Sistein, fitogelatinler gibi proteinlerin ve GSH gibi protein olmayan
peptitlerin yapisinda yer alan bir aminoasittir. GSH (y-Glu-Cys-Gly)’in bitkilerde
strese kars1 koymada 6nemli rolleri vardir. Ayrica Cd ve diger agir metal etkisindeki
bitkilerde metal detoksifikasyonunda rol oynayan fitoselatinlerin dncii molekiilii de
GSH’tir (Cobbett, 2000). Bitkilerin metal ve tuz stresi altinda sistein miktarlarinda
degisimler oldugu yapilan arastirmalarla bulunmustur. Oven ve ark. (2002) yaptiklar
arastirmada Crotalaria cobalticola’y1r 7 giin boyunca farkli kobalt derigimlerinin
etkisinde birakmis ve serbest sistein miktarlarinin 10 mM Co derisiminde kontrole
gore 31 kat arttigin1 bulmuslardir. Yapilan kinetik ¢alismalara gore ise en yiiksek
artisin 96 saat sonunda oldugunu hesaplamuislardir. Yesil alglerden Scenedesmus
acutus’un Cr tolerant rkinda Cd uygulamasi sistein miktarlarinda 6nemli artiglara
neden olmustur. S. acutus’un yabani irkinda da Cd uygulamasi sistein miktarini
artirmigtir. (Torricelli ve ark., 2004). Baz1 arastiricilar ise bitkilerin Cd etkisinde
sistein ve GSH miktarlarinda ©onemli miktarlarda azalmalarin oldugunu rapor
etmislerdir (Grill ve ark., 1985). Kadmiyum etkisinde birakilan Pisum sativum’un
koklerinde ilk giin sistein miktarlar1 kontrolden yiiksek olmusken, uygulamanin 3.
giiniinde ise azalmistir (Lima ve ark., 2004). Nocito ve ark. (2002) bu durumu
hiicrenin asir1 —SH ihtiyacina baglamiglardir. Farkli Cd derisimlerinin etkinsinde

birakilan C. demersum’un sistein mikarlar1 artan Cd derisimi ile birlikte artmustir
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(Sekil 4.16). Ozellikle bu artislarm 0.1 ve 1 mg Cd L™ de 6nemli bulunmas: bu
metalin stresinde sistein biyosentezinin indiiklendigini gosterir. Yapilan ¢aligmalarda
sistein miktarinin metal stresinin ilk birka¢ giliniinde artis goOstermis olmasi
bulgularimiz1 desteklemektedir. Sistein miktarlarinda artislar muhtemelen Cd
stresine kars1 koymada gerekli olan GSH ve diger molekiillerin sentezi igindir.
Ayrica yapilan istatistiksel hesaplamalara gore sistein miktarlar1 ile makrofitin Cd
miktarlar1 arasinda olduk¢a 6nemli korelasyonun bulunmasi da Cd ile bu aminoasit
arasinda kuvvetli bir iligki oldugunu gosterir (P<0.001; r=0.868).

Tuz stresli kosullarda bitkilerin GSH miktarindaki degismelerle ilgili yapilan
cok calisma vardir (Ruiz ve Blumwald, 2002; Chen ve ark., 2003; Upadhyay ve
Panda, 2005). Fakat tuzlulugun sistein miktarlarinda meydana getirdigi degismeleri
inceleyen arastirma sayist siirlidir. Ruiz ve Blumwald (2002) NaCl tuzlulugunun
yabani tip Brassica napus’ta S asimilasyonu ve sistein biyosentezini artirdigini
bulmuslardir. Boylece artan GSH miktarlarinin da tuzlulugun indiikledigi oksidatif
stresi hafiflettigi sonucunu ¢ikarmiglardir. NaCl uygulamasi C. dermersum’un 80
mM’lik derisimde sistein miktarini artirmis olmasina ragmen genelde bu aminoasit
miktarlarinda Onemli bir degisime neden olmamustir (Sekil 4.16). Tuz stresli
kosullarda ozmotik diizenleyici organik molekiillerin sentezlendigi bilinmektedir.
Bunlardan biri olan prolin aminoasidinin tuz stresinde onemli diizeylerde arttig1
bulunmugtur. NaCl stresinde sistein miktarinda 6nemli bir degismenin olmamasini
bu makrofitin asir1 S asimilasyonu ve dolayisiyla sistein biyosentezi yoluna
gitmemesine baglamaktayiz. Bu makrofitte tuz stresinin sistein biyosentezini
indiiklememis olmas1 yapilan korelasyon analizleri tarafindan da desteklenmistir
(P=0.447; 1=0.227).

Cd+NaCl kombinasyonunda sistein miktarlarinda degismeler olmustur
(Sekil 4.16). Her iki etmenin etkilesiminden dolay1r dokularin Cd ve Na miktarlar
salt Cd ve NaCl uygulamasina gore genelde azalmalar bulunmustur. Ayr1 ayr1 0.01
mg Cd L' ve 20 mM NaCl uygulamalarinda bulundugu gibi 0.01+20 (mg L™ +20
mM)’lik derisimde de sistein miktarlarinda dikkate deger degismelerin olmamasi bu
derisimdeki stres faktorlerinin etkilesiminin sistein biyosentezini indiiklemedigini

gosterebilir. Fakat 0.1+40 (mg L™ +20 mM)’lik derisimde énemli artisin olmast ise
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Cd ve NaCl kombine stresine karsi koymada gerekli olan savunma mekanizmalari
icin (GSH ve fitogelatinler gibi) S asimilasyonu ve dolayisiyla sistein aminoasitinin
miktarmin artirildigi sonucunu ¢ikartabiliriz (Lima ve ark., 2004).

Oksijenli hiicre metabolizmasinin kag¢iilmaz iirlinlerinden biri de reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) {iretimidir. Agir metal ve tuzluluk gibi abiyotik stres
faktorlerinin bitkilerde siiperoksit radikal, alkoksil radikal, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikaller gibi ROT’lar1 katalizledikleri bilinmektedir (Scandalios, 2002).
Bitkiler ROT’lar tarafindan baslatilmis hasarin tamiri ve hafifletilmesi i¢in kompleks
antioksidan sistemler gelistirmislerdir. Bu sistemin esas bilesenlerini siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, peroksidazlar ve glutatyon-askorbat
dongiisiiniin  enzimleri olan askorbat peroksidaz, dehidroaskorbat rediiktaz,
monodehidroaskorbat rediiktaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimatik antioksidanlar
ile askorbat, glutatyon, a-tokoferol, fenolik bilesikler ve karotenoidler gibi enzimatik
olmayan antioksidanlar1 igcerdigi bilinmektedir (Foyer ve ark., 1994; Noctor ve
Foyer, 1998; Hodges ve Forney, 2000).

Major bir metabolit olan askorbat, antioksidandir ve diger antioksidanlarla
iliski igerisindedir. Cesitli stres etmenlerine maruz birakilmis bitkilerin askorbat
biyosentezinde ve miktarlarinda degismeler oldugunu aciklayan caligmalar
yapilmistir. Iannelli ve ark (2002) emers tipi makrofit olan P. australis ile yaptiklar
bir aragtirmada 50 pM Cd etkisinde yapraklarin askorbat miktarlarinin azaldigini,
koklerde ise arttigini bulmuslardir. 0.5 ve 5 uM Cd uygulamasinin arpa yapraklarinin
askorbat miktarlarini azalttig1 bulunmustur (Wu ve ark., 2004). Oztiirk ve ark. (2003)
6, 30, 75ve 150 pM Cd etkisinde biraktiklar1 bugday cesitlerinin (Bacali-85 ve
(C-1252) siirgiinlerinde askorbat miktarlarinda azalmalarin oldugunu bulmuslardir.
Her iki ¢esidin koklerinde ise 6 uM Cd uygulamasi askorbat miktarini 2 kata artirmig
olmasia karsin, daha yiiksek derisimlerde ise azalmalarin oldugunu bulmuslardir.
Kadmiyum uygulamasi C. demersum’un toplam askobart miktarlarinda artan Cd
derisimi ile birlikte artislara neden olmustur (Sekil 4.17). Onemli bir metabolit olan
bu antioksidanin miktarindaki artis 6zellikle 1 mg Cd L™"’de % 91.5 olmustur.
Askorbik asit miktarlarinda Cd stresine dayali artiglarin olmasi makrofitte metalin

stresine cevapta bu antioksidanin 6nemli bir rolii olabilecegini gosterebilir. Ayrica
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makrofitin Cd miktarindaki artiglar ile askorbat miktarlarindaki artiglarin pozitif ve
oldukca 6nemli korelasyon gostermesi bu artislarin Cd stresinden kaynaklandigini
desteklemektedir (P<0.001; r=0.862).

Tuz stresli kosullarda yetistirilen sucul ve karasal bitkilerin de askorbat
miktarlarinda degismelerin oldugunu belgeleyen calismalar vardir. Pisum sativum
L. nin tuza tolrenat ve tuza hassas kiiltiirlerinin her ikisinde de askorbat miktarlar1 70
mM NaCl etkisinde azaldig1 bulunmustur (Hernandez ve ark., 2000). Bu bulgularin
aksine 50, 100 ve 200 mM NacCl etkisinde yetistirilen sucul makrofitlerden Pistia
stratiotes ve Salvinia molesta’da askorbat miktarlarinin k6k ve siirgiinlerde artan
NaCl derisimi ile birlikte arttig1 bulunmustur (Upadhyay ve Panda, 2005). 20, 40 ve
80 mM NaCl etkisinde yetistirdigimiz C. demersum’un toplam askorbat
miktarlarinda artiglar olmustur (Sekil 4.17). 20 ve 40 mM’lik derisimlerde artan
NacCl ile birlikte toplam askorbat miktarlarinda da artmalar olmusken, 80 mM’da ise
kontrole goére artis olmus fakat bu artis diger NaCl derisimlerinden diisiik
bulunmustur. Bu durumun asir1 NaCl etkisinde olusan stresi baska antioksidan
mekanizmalarin ya da uyusabilen solutlarin sentezlenmesi yoluyla giderilebilmis
olma ihtimali diistiniilmektedir. Zaten prolin miktarlarindaki artiglar da bu diisiinceyi
destekleyebilir. Ayrica makrofit dokularinin Na miktarlar1 ile toplam askorbat
miktarlar1 arasinda 6nemli korelasyonun olusmamasi da bu durumu destekleyen
ikinci bir sonug olabilir (P=0.158; r=0.434).

Cd ve NaCl ikili etkilesiminin de C. demersum’da toplam askorbat
miktarlarinda artisa neden oldugu bulunmustur (Sekil 4.17). Ayri ayr1 0.01 mg Cd L™
ve 20 mM NaCl uygulamalarinda oldugu gibi 0.01420 (mg L™ + mM)’lik derisimde
de artislar 6nemsiz bulunmustur. Ancak 0.1+40 (mg L' + mM)’lik derisimde
askorbat miktarlarinin kontrole gore olduk¢a dnemli miktarlarda artis gostermesi bu
kombine etmenlere dayali bir oksidatif stres yanitinin  olabilecegini
diistindiirmektedir. Yapilan korelasyon analizlerine gore de gerek Cd gerekse Na
akiimiilasyonu ile toplam askorbat miktarlar1 arasinda onemli iligkilerin bulunmus
olmasi bu diistincemizi desteklemektedir (Cd i¢in P=0.013; r=773, Na i¢in P<0.001;
=0.922) (Cizelge 4.2).
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Toplam askorbat miktarlar1 okside ile indirgenmis askorbatin toplamidir.
Bitkilerde aktif olarak antioksidan fonksiyonu olan indirgenmis askorbattir.
Literatiirde metal ve tuz stresinde okside askorbat ve indirgenmis askorbati ayr1 ayri
calisan arastiricilarin sayisi sinirlidir. Smeets ve ark. (2005) ti¢ giin boyunca 2 uM
Cd etkisinde biraktiklari Phaseolus vulgaris bitkilerinin toplam, okside ve
indirgenmis askorbat miktarlarindaki degisimleri incelemislerdir. 24 saat sonunda
bitkinin gen¢ yapraklarinin toplam askorbat miktarlarinin 6nemli miktarlarda arttig1
bulunmustur. Deney baslangicindan 48 saat sonuna kadar olan siirede
dehidroaskorbat miktarlarinda 6nemli artislar olmusken, 48. saat 72. saat arasinda
azalmalarin oldugu bulunmustur. Fakat bu azalisa ragmen okside askorbat miktarlar
kontrol bitkiye gore yiliksek bulunmustur. Daha 6nce bahsedildigi gibi tuz stresli
kosullarda askorbat miktarlarinda da degismeler bulunmustur (Hernandez ve ark.,
2000; Upadhyay ve Panda, 2005). Pamuk bitkilerinin NaCl tolerant hiicrelerde
indirgenmis askorbat miktarlarinin yiiksek oldugu bulunmustur (Gossett ve ark.,
1994). Yine tuz tolerant hiicrelerde 150 mM NacCl etkisinde kontrol hiicrelere gore
istatistiksel olarak yiiksek miktarlarda indirgenmis askorbat olgiilmiistiir (Gossett ve
ark., 1996). Kadmiyum etkisinde test ettigimiz C. demersum’un indirgenmis
askorbat miktarlarinda artan Cd derisimi ile birlikte artislar olmustur (Sekil 4.18).
Toplam askorbat miktarlarindaki artislarin indirgenmis askorbat miktarlarindaki
artislara benzerlik gosterdigi bulunmustur. Indirgenmis askorbat ile Cd derisimi
arasinda olduk¢a Onemli iliskinin bulunmasit bu artislarin Cd stresinden
kaynaklandigin1 gostermistir (P=0.001; r=845). Toplam askorbattan indirgenmis
askorbatin ¢ikartilmasiyla okside askorbat miktarlar1 elde edilmistir (Degerler
verilmemistir). Buna gore Cd etkisinde yetistirilen makrofitin okside askorbat
miktarlarinin artan Cd derisimi ile birlikte arttig1 bulunmustur.

NaCl etkisinde yetistirilen C. demersum’un indirgenmis askorbat
miktarlarinda degismeler olmustur (Sekil 4.18). Uygulanan NaCl derisimleri
indirgenmis askorbat miktarlarin1 kontrole gore artirmistir. Ancak bu artiglardan
yalniz 40 mM’lik derisimdeki miktar 6nemli bulunmustur. Yiiksek NaCl dersiminde
(80 mM) en diisiik indirgenmis askorbat miktarmin bulunmus olmasi asir1 tuzlulukta

baska tolerans mekanizmalarinin indiiklenmis oldugunu belirtebilir. Yapilan
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korelasyon analizlerinde makrofitin Na derisimi ile indirgenmis askorbat miktarlar
arasinda zayif ve Onemsiz iliskinin bulunmus olmast da bu diislincemizi
destekleyebilir (P=0.343; r=301).

Test edilen derisimler incelendiginde en yiiksek indirgenmis askorbat
miktarlarinin Cd+NaCl kombinasyonlarinda bulundugu goriilebilir (Sekil 4.18). Her
iki stres etmenin de etkilesiminde indirgenmis askorbat miktarlarinda kayda deger
artiglar olmustur. Ayrica artan Cd ve NaCl derisimi ile birlikte makrofitin okside
askorbat miktarlarinin da arttigi belirlenmistir (degerler verilmemistir). Her iki
etmenin sinerjitik etkili olarak indirgenmis askorbat miktarlarinda artislara neden
oldugu yapilan korelasyon analizleri sonucunda ortaya ¢ikartilmistir (Cd igin
P=0.009; r= 807, Na i¢in P=0.001; r=899).

Sonuglarimiza gore makrofitin askorbat miktarlarinda stres faktorlerinin
etkisinde artiglar gosterdigi bulunmustur. Askorbatin bitki hiicrelerinde olusan
oksidatif streste dogrudan (H,O,’yi askorat peroksidaz enzimi yardimiyla H,O’ya
doniistiirmekte) ve dolayli (membran bagimli antioksidan olan a-tokoferoliin yeniden
olusturulmasinda, peroksil radikal ve singlet oksijenin temizlenmesinde) etkilerinin
oldugu bilinmektedir (Asada, 1992; Smirnoff, 1996). Ancak bu biyolojik olaylarin
isleyisinde bir¢cok enzim (askorbat peroksidaz, monodehidroaskorbat rediiktaz ve
dehidroaskorbat rediiktaz) ve enzim olmayan molekiiller devreye girmektedir. Hangi
neden ya da nedenlerden dolay1 askorbat miktarlarinda artiglarin oldugu konusunda
kesin bilgi vermek miimkiin degildir. Ancak makrofitte Cd, NaCl ve bunlarin
kombinasyonlarinda askorbat miktarlarinda artiglarin olmasi, askorbik asidin bu
makrofittin stres veya streslere cevapta 6nemli bir yerinin oldugunu gosterebilir.

Bitkilerde bulunan —SH (siilfidril) gruplarini baslica monotiyoller (sistein ve
glutatyon), fitoselatinler ve metalotiyoneinler olusturmaktadir. Yaptigimiz
arastirmada protein olmayan —SH grup miktarlar1 belirlenmistir. Bu amagla makrofit
dokularinin metafosforik asitte homojenize edilmesi ve protein yapidaki molekiillerin
presipite olmasindan dolay1 protein olmayan —SH gruplar1 belirlenmistir. C.
demersum’un protein olmayan —SH grup miktarlar1 Cd, NaCl ve Cd+NaCl
kombinasyonlarinin etkisinde degismistir (Sekil 4.19). Sistein miktarlarindaki

artislarda oldugu gibi Cd etkisinde de makrofitin siilfidril miktarlarinda metalin artan
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derisimle birlikte 6nemli diizeylerde artiglar bulunmustur. Ozturk ve ark., (2003) Cd-
tolerant ve Cd’ye hassas bugday g¢esitlerin koklerinde siilfidril miktarlarinin
sirglinlerden daha fazla oldugunu bulmuslardir. Ayrica Cd tolerant cesidin
koklerinde yiiksek —SH miktarinin bulunmasini oksidatif savunmaya veya Cd
detoksifikasyonunda rol oynayan peptitlerin artisina baglamislardir. Bitkilerde agir
metaller (6zellikle Cd) tarafindan indiiklenmis —SH artiglar1 bagka arastiricilar
tarafindan da rapor edilmistir (di Toppi ve ark., 1998; Torricelli ve ark., 2004).
Bitkiler agir metallerle kirletilmis alanlarda canliliklarini stirdiirebilmek i¢in gesitli
detoksifikasyon mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bu mekanizmanin esas bilesenlerini
metali selatlama kapasitesine sahip ve ayni zamanda bir antioksidan olan GSH
(Nagalakshmi ve Prasad, 2001) ve GSH’tan enzimatik olarak tiiretilen fitoselatinler
olusturmaktadir (Gekeler ve ark., 1988). Yaptigimiz arastirmanin sonuglarina gore
gerek sistein gerekse protein olmayan —SH grup miktarlarinda Cd toksisitesine dayali
atiglarin bulunmasi1 makrofitte bu metalin detoksifikasyonunda yapisinda siilfidril
bulunan molekiillerin dnemli rolleri oldugunu gosterebilir. Ayrica C. demersum’un
yapisindaki Cd miktarlart ile —SH grup miktarlar1 arasinda 6nemli korelasyonun
bulunmasi da bulgular1 desteklemektedir (P=0.019; r=0.662) (Cizelge 4.2).

NaCl stresi altinda makrofitin —SH grup miktarlarinda artan tuz derisimi ile
birlikte artiglar olmustur (Sekil 4.19). Bu artislar 6zellikle 40 ve 80 mM’lik
derisimlerde 6nemli olmustur. Tuz stresli kosullarda yetistirilen bitkilerde protein
olmayan ve —SH igeren molekiillerin miktarlarinda artiglarin oldugunu gdsteren ve
arastirma bulgularimiz1 destekleyen caligmalar yapilmistir. Juan ve ark. (2004) tuz
tolerant domates ¢esitlerinde siilfidril grup miktarlarinin (bunlarin genelde GSH
miktarindaki artis oldugunu rapor etmistir) yiiksek derisimlerde oldugunu bulmustur.
Upadhyay ve Panda (2005) su bitkilerinin kok ve siirgiinlerinde tuz stresinde
glutatyon miktarlarinda artis oldugu bulunmustur. Ruiz ve Blumwald (2002) ise GSH
miktarlarindaki artist  tuz stresinden kaynaklanan ve bitkinin asir1 S
asimilasyonundan dolay1 olabilecegini belirtmistir. Tuz stresi altinda bitkilerde H>O,
ve diger ROT’lan tretmektedir (Gueta-Dahan ve ark., 1997). Askorbat-glutatyon
dongiisiinde H,O, nin H,O’ya doniistiiriildiigli bilinmektedir. Sonuglarimiz dikkate

alindiginda —SH miktarlarindaki artisin dolayistyla GSH ve diger protein olmayan
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stilfidrilli molekiillerin arttigin1 gosterebilir. Bu artislarin da makrofitin tuz stresine
cevapta bu tir molekiillerin 6nemli rollerinin olabilecegini belirtir. Yapilan
istatistiksel hesaplamalara gore makrofitin Na miktar1 ile —SH grup miktarlar
arasinda oldukca onemli korelasyon olugmus olmasi, bu artiglarin tuz stresinden
kaynaklandigini destekleyebilir.

Cd+NaCl etkilesiminde de —SH grup miktarlarinda 6nemli artiglar olmustur
(Sekil 4.19). Ayri ayr1 Cd ve NaCl etkisinde siilfidril grup miktarlarinin 6nemli
diizeylerde arttig1 belirlenmistir. Kadmiyum etkisindeki bu artiglarin oksidatif strese
cevapta olabilecegi gibi 0Ozellikle bu metalin detoksifikasyonunda rol oynayan
molekiillerden kaynaklanabilecegi vurgulanmistir. Tuz stresinde ise bu artiglarin
Ozellikle oksitatif strese yanit olarak iiretilen GSH’in miktarlarindaki artistan
kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Her iki stres etmeninin kombine etkilesiminde ise
—SH miktarlarindaki artisinda Cd ig¢in stres ve detoksifikasyonla; NaCl i¢in ise
oksidatif strese cevapta artisa neden olabilecegini diislinmekteyiz. Yapilan
korelasyon analizleri de her iki stres etmenin —SH miktarlarindaki artigtan sorumlu
oldugunu gostermistir (Cd i¢in P=0.001; r=913, Na ic¢in P<0.001; r=934)
(Cizelge 4.2).

Fenoller biyotik ve abiyotik stres faktorlerine cevapta rol oynayan
bilesiklerdir (Ruiz ve Romero, 2001). Yaptigimiz ¢alismada Cd, NaCl ve bunlarin
kombinasyonlarinin etkisinde fenolik bilesiklerin miktarlarinda degismeler oldugu
bulunmustur (Sekil 4.20). 0.01 ve 0.1 mg Cd L™"lik derisimlerde toplam fenolik
bilesik miktarlarinda énemli artislar olmusken, 1 mg Cd L"lik derisimde onemsiz
oranda azalmistir. Yapilan korelasyon analizlerine gore ise Cd ile fenolik bilesik
miktarlar1 arasinda Onemli iliski bulunmamistir (P=0.070; r=-530). Agir metal
etkisinde yetistirilen bitkilerden Pinus nigra’da (Giertych ve ark., 1999), tiitiinde
(Edreva ve Apostolova, 1989), misirda (Baccouch ve ark., 1998) ve Acer
saccharum’da (Zobel ve Clarke, 1999) fenolik bilesiklerin miktarlarinda artiglar
oldugu rapor edilmistir. Oncel ve ark. (2000) Cd etkisinde fenoliklerin
akiimiilasyonunu metalin toksisitesine baglamistir. Craft ve Audia (1962) ise Cd
toksisitesinin dokularda meydana gelen hasarlanmadan dolay1 oldugunu belirtmistir.

Bulgularimiza gére 0.01 ve 0.1 mg Cd L™"lik derisimlerde fenolik bilesiklerdeki
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artisin metalin toksisitesinden olma ihtimali yiiksektir. Ancak 1 mg Cd L™"lik
derisiminde fenolik bilesik miktarlarinda azalmalar olmustur. Bunun nedeni de
fenoliklerin sentezinin inhibisyonu veya ROT’larin indiikledigi polimerizasyon
olabilir (Lavid ve ark., 2001).

Tuz stresli kosullarda yetistirilen C. demersum’un fenolik bilesik
miktarlarinda 40 mM’lik derisiminde Onemsiz artis olmusken, 80 mM’lik derisimde
ise Onemli azalma bulunmustur (Sekil 4.20). Benzer sekilde Cd+NaCl
kombinasyonunda da diisik kobinasyonda (0.01+20; mg L™'+mM) fenolik bilesik
miktarlarinda degismeler olmamustir (Sekil 4.20). Fakat 0.1+40 (Cd+NaCl; mg L™ +
mM)’lik derisimde ise dnemli azalmalar bulunmustur. Bu sonuglara gére makrofit
diisik Cd veya NaCl derisimlerinde fenolik bilesiklerin indiiklenmedigini
sOyleyebiliriz. Test edilen stres etmenlerinin fenolik bilesik miktarlarinda azalmalara
neden olmasini metal stresindeki azalmanin nedenlere baglayabiliriz (Lavid ve ark.,
2001). Ayrica fenolik bilesikler peroksidazlar ve fenol oksidazlar tarafindan
pargalandig1 bulunmustur (Thypyapong ve ark., 1995). Her iki enzim de biyotik ve
abiyotik stres altinda artislar gosterdigi belirlenmistir (Kwak ve ark., 1996; Ruiz ve
ark., 1998). Bu enzimlerin aktivitelerindeki artis da asir1 stres altinda fenolik
bilesiklerin miktarlarindaki azalmanin bir nedeni olabilir.

Lipidler organik solventlerle ¢oziinebilen karbon ve hidrojence zengin yaglar
ve yag benzeri maddelerin bir grubudur. Membran yapilarinin yaklasik % 40’11
olustururlar ve biitlinligiinii  saglarlar. Membranlarin  lipid kompozisyonu
organellerin yapisi ve fonksiyonuna bagli olarak degisiklik gosterir. (Harwood ve
Russel, 1984). Membran lipidleri sik sik biyotik ve abiyotik stres kosullar1 altinda
kalitatif ve kantitatif olarak modifiye olurlar (Kuiper, 1985). Bunlar plazma
membranlar1 ve g¢esitli hiicre fosfolipidlerinin toplam ve oransal bollugundaki
degismenin yani sira yag asitlerinin doymusluk diizeyindeki degismeleri de igerir.
Ayrica biyotik ve abiyotik streslerin lipidlerde peroksidasyona neden oldugu da
bilinmektedir (Rama Devi ve Prasad, 2004). Test edilen Cd derisimlerinin
C. demersum membranlarinda hasarlanmaya neden oldugu analiz edilen
malondialdehit (MDA) miktarlarindaki artistan anlasilmaktadir (Sekil 4.21).

Kadmiyumun bitkilerin lipid miktarlarinda ve yag asidi kompozisyonunda
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degismelere neden olmustur (Ouariti ve ark., 1997). Yapilan bir arastirmada Cd’nin
peroksidaz ve askorbat peroksidaz aktivitelerini artirdig1 ve lipid peroksidasyonunda
atisa neden oldugu bulunmustur (Shaw, 1995). Benzer sekilde Cd toksisitesi
bezelyede (Lozano-Rodriguez ve ark., 1997), Halianthus annuus’da (Gallego ve ark.,
1996), Festuca rubra’da (Wong ve ark., 1997) ve C. demersum’da (Aravind ve
Prasad, 2003) lipid peroksidasyonunda artiglara neden olmustur. Agir metaller
doymamis yag asitlerinden ROT’lar yoluyla hidrojen ¢ikartarak siddetli bir bigimde
lipidlerde peroksidasyona neden olmaktadir. Bu durum lipid yapilarini bozan kisa
zincirli alkanlar ve lipid asit aldehitler olusumuna neden olur (Logani ve Davies,
1980). Smeets ve ark. (2005)’e bitki dokularinda artan Cd derisimleri dolayli olarak
stiperoksit radikalleri artirarak lipid peroksidasyonuna neden oldugunu belirtmistir.
Arastirma bulgularimiza goére 0.01 mg Cd L"lik derisimde MDA miktarlarin
Oonemsiz diizeyde artmis olmasi bu derisimde akiimiile olan metalin detoksifiye
edilebilecek miktarda olmasina ve asir1 bir oksidatif stres olusturmamasina
baglamaktayiz. Daha yiiksek derisimlerde ise MDA miktarlarinda 6nemli diizeylerde
artiglarin  olmas1 Cd stresinden kaynaklanan ve olusan serbest radikallerin
membranlarda meydana getirdigi hasarin bir sonucu olabilir. Fakat MDA miktarlari
ile makrofit dokularindaki Cd miktarlar1 arasinda 6nemli korelasyonun olugmadigi
goriilmiistiir (P=0.157; r=0.436).

Agir metal toksistesinde oldugu gibi tuz stresinde de bitkilerde siiperosit
radikal, hidrojen peroksit ve hidroksil radikal gibi reaktif oksijen tiirleri
olusmaktadir. Oksidatif streste olusan bu ROT’lar da membranlar ve fotosentetik
pigmenler, proteinler, DNA ve lipidler gibi makro-molekiillerde hasarlanmaya neden
olurlar (Hernandez ve ark., 1993; Fadzilla ve ark., 1997; Gueta-Dahan ve ark, 1997 ).
Lipid peroksidasyonu tuz stresi tarafindan indiiklenmis oksidatif stresin bir
gostergesi oldugu rapor edilmistir (Hernandez ve Almansa, 2002; Gomez ve ark.,
1999). Tuz stresli kosullarda yetistirilen bitkilerde lipid peroksidasyonunda artiglarin
oldugunu gdosteren bircok aragtirma vardir (Chien ve ark., 2001; El-baky ve ark.,
2003). 20, 40 ve 80 mM NaCl etkisinde test ettigimiz C. demersum’un MDA
miktarlarinda da artan NaCl derisimi ile birlikte artislarin oldugu bulunmustur

(Sekil 4.21). Lipid peroksidasyonu ile ROT iiretimi arasinda pozitif korelasyonlarin
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bulunmasi (Sehmer ve ark., 1995) C. demersum’un MDA miktarlarindaki artisin
oksidatif stresten, dolayisiyla ROT’lardan kaynaklanmis olabilecegini gdsterebilir.
Yapilan korelasyon analizlerine gore makarofit dokularinin MDA miktarlar1 ile Na
derigimleri arasinda pozitif onemli iliskinin bulunmasi da bunun tuz stresinden
kaynaklandigin1  destekleyebilir  (P=0.004; 1r=760). Benzer sekilde iyon
akiimiilasyonu, ROT iiretimi ve lipid peroksidasyonu arasinda pozitif korelasyonlarin
oldugunun bulunmus olmasi arastirma bulgularimizla paralellik gostermektedir
(Sjolin ve Moller., 1991; Sehmer ve ark., 1995).

Cd+NaCl kombinasyonlarinda yetistirilen C. demersum’un MDA
miktarlarindaki artigin istatistiksel olarak dnemsiz oldugu bulunmustur (Sekil 4.21).
Tuz metal kombinasyonlarinda MDA miktarlarinda bu durumu agiklayan herhangi
bir ¢caligmaya rastlanmamistir. MDA miktarlarinda 6nemsiz de olsa artiglarin olmasi
memranlarda hasarlanmay1 gosterebilir. Ancak Cd ve tuz stresinde bitkinin savunma
mekanizmalarinin ortak indiiklenmis olma ihtimali MDA miktarlarinda asir1 bir
artisa neden olmamis olabilir. C. demersum’un MDA miktarlar1 ile Cd ve Na
miktarlar1 arasinda 6nemsiz pozitif korelasyonlarin bulunmasi az da olsa ROT’larin
tiretildigini gosterebilir (Cd i¢cin P=0.392; r=326, Na i¢in P=0.558; r=0.226).

Bulgulara gore Cd etkisinde birakilan C. demersum’un toplam protein
miktarinda 6nemli azalmalar olmustur (Sekil 4.22). Cd etkisindeki makrofitlerin
protein miktarlar1 kontrole goére Onemli azalmalar gostermis olmasina karsin,
akiimiile olan Cd ile protein miktarlari arasinda énemli bir korelasyon olusmamigtir
(P=0.123; r=-0.470). NaCl stresi de toplam protein miktarlarin1 6énemli diizeylerde
azaltmustir (Sekil 4.22). Ancak Cd etkisinin akisine, yapilan korelasyon analizinde bu
azalmalar ile Na akiimiilasyonlar1 arasinda ters ve onemli iliski bulunmustur
(P=0.002; r=-0.793). Cd+NaCl kominasyonundaki makrofitlerin protein miktarlar
ile Cd ve Na akiimiilasyonlar1 arasinda negatif 6nemli korelasyonlarin bulunmasi, her
iki etmeninde bu azalmalara neden oldugunu desteklemektedir. (Cd i¢in P=0.042;
r=-0.685, Na i¢in P=0.012; r=-785) (Cizelge 4.2). Ayrica sonuglar incelendiginde en
diisiik protein miktarlarinin NaCl etkisinde test edilen makrofitlerde oldugu
goriilebilir. Bu durum Cd’li derisimlerde (Cd ve Cd+NaCl) tuz stresinden farkli

proteinlerin indiiklenmis olabilecegini gosterebilir.
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Makrofit dokularinin toplam azot miktarlarindaki azalmalarin oldugu
bulunmustu. Bu azalmalarinda 6.25 c¢arpim faktorii dikkate alindiginda toplam
protein miktarlarindaki azalmalarin nedenlerinden biri oldugu belirtilmistir
(Saygideger ve ark., 2004). Kadmiyum ve tuz stresli kosullarda bitkilerin toplam
protein miktarlarinda azalmalarin oldugunu destekleyen ¢alismalar vardir (Demir ve
Kocacaligkan, 2001; Muhling ve Lauchli, 2003; Dhir ve ark., 2004). Agir metal ve
tuz streslerinde bitkilerin protein azalmalarin nedenlerinin genelde protein sentezinin
inhibisyonunda ya da oksidatif streste iiretilen ROT’larin tetikledigi proteolisizten
kaynaklandig1 da rapor edilmistir (Solomon ve ark., 1999; Parida ve ark., 2004).

Adana ili ve ¢evresi sulak alanlar ve su bitkileri yoniinden olduk¢a zengindir.
Bu alanlara c¢esitli kaynaklardan toksik maddeler girerek bitkilere zarar
verebilmektedir. Arastirma bulgularimiza gére Cd, NaCl ve bunlarin
kombinasyonlar1 C. demersum’da fizyolojik ve morfolojik degisiklere neden oldugu
belirlenmistir. Ulkemizde yiiksek yapili su bitkileri ile yapilan arastirmalar oldukca
sinirlt oldugu i¢in, bu ¢alismanin ileride yapilacak arastirmalara kaynak olacagina

inanmaktay1z.
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