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OZET

Yiksek Lisans Tezi

KROM STRESINE MARUZ KALAN KOLZA (Brassica napus L.) FIDELERINDE HiDROJEN
PEROKSIT ON UYGULAMASININ KORUYUCU ROLUNUN ARASTIRILMASI

Nagihan BINGUL
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Mustafa YILDIZ

Bu arastirmada, hidroponik olarak 1 ve 7 glin streyle Cr(VI) stresine (50 uM potasyum
dikromat) maruz birakilan kolza (Brassica napus L. cv. Sizer) fidelerinde blyime, Cr
birikimi, fotosentetik pigment icerigi, tiyol icerigi, lipit peroksidasyonu, bazi
antioksidant enzimlerin [stperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX),
guaiakol peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT)] aktivitesi ve metallotiyonein protein 1
geninin (BnMP1) ekspresyon seviyesi (izerine hidrojen peroksit (200 uM H,0,, 24 sa)
on uygulamasinin etkisi incelenmistir. Cr(VI) stresi kolza fidelerinin taze ve kuru
agirliklarint énemli diizeyde azaltmistir. Fide bliyimesindeki bu azalmaya yaprak
dokularindaki artan lipit peroksidasyonu ve azalan fotosentetik pigment icerikleri eslik
etmistir. Bununla birlikte, H,0, 6n uygulamasi fide blylime parametrelerini dnemli
diizeyde arttirmis ve lipit peroksidasyonu seviyesinde bir azalmaya ve fotosentetik
pigment iceriklerinde artisa neden olmustur. Bununla birlikte, H,O, 6n uygulamasi
kolza fidelerinin toprak Usti dokularindaki Cr birikimini arttirmistir. Cr(VI) stresi
altindaki kolza fidelerinin yaprak dokularinda tiyol icerikleri artmistir. Bununla birlikte,
H,0, 6n uygulamasi Cr(VI) uygulamasinin 7. giininde tiyol iceriklerinde ilave artisa
neden olmustur. Kolza fidelerinin yaprak dokularinda Cr(VI) stresi SOD, APX, POD ve
CAT gibi antioksidant enzimlerin aktivitelerinde degisimlere neden olmustur. Cr(VI)

stresi altinda SOD ve POD aktiviteleri artarken, APX ve CAT aktiviteleri azalmistir. Cr(VI)



stresine maruz birakilmis fidelerde SOD ve CAT aktivitesi H,0, 6n uygulamasindan
etkilenmezken, APX ve POD aktiviteleri 6nemli dlizeyde artmistir. Gergek-zamanh
kantitatif PCR analizlerinde, Cr(VI) stresi altindaki fidelerde BnMP1 geninin ekspresyon
seviyesi krom uygulamasinin 1. giniinde artarken, krom uygulamasinin 7. gliniinde
azalmistir. Krom uygulamasinin 1. gliniinde, H,0, 6n uygulamasi yalniz Cr(VI) stresi
uygulanmis fidelere gére BnMP1 ekspresyon seviyesini azaltmis; fakat bu etki 6nemsiz
bulunmustur. Krom uygulamasinin 7. giiniinde, H,0, 6n uygulamasi BnMP1 mRNA’sInin
ekspresyonundaki Cr(VI)-tesvikli azalmayi hafifletmistir. Bu sonuglar, dissal H,0, 6n
uygulamasi muhtemelen Cr(VI) toksisitesine karsi bitkinin toleransini gelistirmektedir.
Cr(VI) toleransi, H,O, 6n uygulamasina baglh olarak artan savunma sisteminden

kaynaklanabilir.

2013, xi + 80 sayfa

Anahtar Kelimeler: Brassica napus L., Cr(VI), H,O, on uygulamasi, Antioksidant
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ABSTRACT
M.Sc Thesis

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE ROLE OF HYDROGEN PEROXIDE PRETREATMENT
IN COLZA (Brassica napus L.) SEEDLINGS EXPOSED TO CHROMIUM STRESS

Nagihan BINGUL
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

In this research, the effects of hydrogen peroxide (200 uM H,0, for 24 h) pretreatment
on the seedling growth, Cr accumulation, photosynthetic pigment content, thiol
content, lipid peroxidation, activities of some antioxidant enzymes [superoxide
dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (POD) and catalase
(CAT)] and expression level of metallothionein protein 1 gene (BnMP1) were
investigated on hydroponically grown canola (Brassica napus L. cv. Stzer) seedlings
exposed to Cr(VI) stress (50 uM potassium dichromate) for 1 and 7 days. Cr(VI) stress
decreased fresh and dry weights of canola seedlings. The reductions in seedling growth
were accompanied by increased lipid peroxidation and decreased photosynthetic
pigment content in leaf tissues. Hydrogen peroxide pretreatment, however,
significantly enhanced plant growth parameters and led to the reduction of lipid
peroxidation level and enhance of photosynthetic pigments content. On the other
hand, H,0, pretreatment increased Cr accumulation in aerial parts of canola seedlings.
Cr(VI1) stress increased thiol content in the leaf tissues of canola seedlings. However,
H,O, pretreatment led to further enhance in the thiol content at the 7% day of Cr(VI)
exposure. Cr(VI) stress caused alterations in the activities of antioxidant enzymes such
as SOD, APX, POD and CAT in the leaf tissues of canola seedlings. Under Cr(VI) stress,
SOD and POD activities increased, whereas APX and CAT activities decreased. The SOD

and CAT activities remained unaffected due to H,0, pretreatment, while activities of



APX and POD were significantly promoted in the Cr(VI)-stressed seedlings. In real-time
quantitative PCR analysis, the expression level of BnMP1 gene was increased at 1 day
after treatment (DAT), whereas it was decreased at 7 DAT in Cr(VI)-stressed seedlings.
At 1 DAT, pretreatment of H,0, reduced the expression of BnMP1 mRNA compared to
Cr(VI1) stress alone, but this effect was not significant. At 7 DAT, H,0, pretreatment
alleviated the Cr(VI) stress-induced decrease in the expression of BnMP1 mRNA. These
results suggest that exogenous H,0, pretreatment may probably improve the
tolerance of the plant to the Cr(VI) toxicity. Cr(VI) tolerance may result from an

enhanced defense system depend on H,0; pretreatment.

2013, xi + 80 pages

Key Words: Brassica napus L., Cr(Vl), H,O, pretreatment, Antioxidant defence system,

Metallothionein
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1. GiRiS

Dinyada tarimsal alanlarin buylk bir kismi endistriyel aktiviteler ve tarimsal
uygulamalardan kaynaklanan agir metal kirliligine maruz kalmaktadir (Pilon-Smits
2005). Metaller toprakta dogal olarak bulunmasina karsin bir¢ok enddistriyel aktivite
topraktaki seviyelerini arttirmaktadir. Ayrica, potansiyel olarak toksik bu metaller bitki,
insan ve diger organizmalar lzerine olumsuz etkilere sahip olabilmektedir (White and
Brown 2010). Yogunluklari 4 g/cm¥un Uzerinde olan metaller agir metal olarak
tanimlanmistir (Duffus 2002). Ancak, bu kriterin fizyolojik agidan Onemsiz olmasi
nedeniyle fitotoksisite ile ilgili terimlerin ilgili metallerin kimyasal 6zellikleri ve biyolojik
etkileri temelinde yapilmasi gerektigi belirtilmistir (Appenroth 2010). Agir metaller
bakir (Cu), mangan (Mn), molibden (Mo), ¢inko (Zn), demir (Fe) gibi mikro besin
elementlerini ve kursun (Pb), kadmiyum (Cd), kobalt (Co), krom (Cr), glimus (Ag) ve civa
(Hg) gibi bitki blylime gelisimi icin gerekli olmayan elementleri kapsamaktadir
(Nagajyoti et al. 2010). Mikro besin elementi olsun ya da olmasin agir metallerin
topraktaki yliksek konsantrasyonlari tim organizmalarda ciddi sorunlara neden

olabilmektedir (Benavides et al. 2005).

Krom, diinyada en fazla bulunan yedinci elementtir (Cervantes et al. 2001). Krom 0 ila
VI arasinda degisen oksidasyon seviyelerinde bulunmaktadir. Krom (Cr) dogada
c¢ogunlukla Il veya VI oksidasyon durumunda bulunurken, diger oksidasyon
durumlarinda kararsiz ve kisa dGmurliudir (Kotas and Stasicka 2000, Arduini et al. 2006).
Hem hekzavalent krom [Cr(VI)] hem de trivalent krom [Cr(lIl)] formlar fitotoksiktir ve
Cr(Il) formuna gore Cr(VI) formunun daha toksik oldugu bildirilmistir (Dixit et al. 2002,
Vernay et al. 2008). Krom bitkilerde toksisiteye neden olan birka¢ metabolik islevde
bozulmalara yol agmaktadir. Bitkilerde krom stresi biylime inhibisyonuna, membran
ve organellerde yapisal degisimlere, oksidatif strese ve antioksidant enzimlerin

aktivitesinde degisimlere neden olmaktadir (Shanker et al. 2005).

Agir metaller (1) reaktif oksijen tilrlerinin (ROT’lar) Uretimi, (2) biyomolekillerin

fonksiyonel gruplarina baglanma ve (3) biyomolekiillerdeki diger metaller ile yer



degistirmeyi kapsayan U¢ temel mekanizma ile bitkileri etkilemektedir (Schutzendubel
and Polle 2002). Oksidatif zarar bitki dokularinda agir metal tesvikli ROT lretiminin bir
sonucu olarak ortaya cikmaktadir (Apel and Hirt 2004). Reaktif oksijen turleri
fotosentetik ve mitokondriyal islevler sirasinda dogal olarak olusmakta; fakat metal

iyonlarinin varliginda yuksek seviyelerde birikmektedirler.

Agir metal stresi sirasinda biriken reaktif oksijen tirleri fosfolipitler, nikleik asitler ve
proteinlerde bozulmalara neden olmaktadir (Hao et al. 2006). Bitkiler yilksek
seviyelerdeki metal iyonlarini tolere ve detoksifiye edecek kompleks mekanizmalar
gelistirmislerdir. Bu savunma sistemleri sliperoksit dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APX), guaiakol peroksidaz (POD), katalaz (CAT) ve glutatyon rediiktaz (GR)
gibi antioksidant enzimleri ve antioksidant maddeleri icermektedir (Foyer et al. 1994).
Antioksidant savunma sistemine ek olarak metal iyonlari hiicre disinda organik asitlere
veya hiicre ceperine baglanabilmekte veya hiicre icerisinde detoksifiye
edilebilmektedir (Hall 2002). Bitkilerin toksik metallere toleransi kismen
metallotiyoneinler (MT’ler) ve fitoselatinleri (PC’ler) kapsayan metal-baglayici
peptitlerin sentezine bagh olabilmektedir. Bitkilerde PCler ve MTlerin sistein
kalintilarindaki tiyol gruplari ile metal iyonlarini baglayabildiklerinden dolayr metal
toleransi ve homeostazisinde fonksiyon gordikleri ileri stirilmustir. Metallotiyoneinler
disuk molekdler agirlikli (4-14 kDa), sisteince zengin metal baglayici bir protein ailesidir
(Cobbett and Goldsbrough 2002). Bitki MTlerinin mutlak gerekli metallerin
homeostazisine ve mutlak gerekli olmayan metallerin detoksifikasyonunda fonksiyon

gordugi ileri stirtImistir (Guo et al. 2008).

Bitkilerde agir metal toleransi, bitkilerde dogal olarak olusan bilesiklere analog olan
bilesiklerin dissal olarak uygulamasi ile arttirilabilmektedir. Bitkilerde metal
toleransinin arttirilmasi i¢cin bazi potansiyel metotlar metal baglayici selatorler,
fitohormonlar ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi sinyal molekillerinin dissal

uygulamalarini icermektedir (Israr and Sahi 2008, Hu et al. 2009, Lopez et al. 2009).



Bitkilerde savunma sisteminin diizenlenmesinde bir sinyal molekili oldugu kabul
edilen H,0, kii¢lik ve diflize olabilen bir molekildir (Polidoros and Scandalios 1999,
Neill et al. 2002). Hidrojen peroksit bitkilerde iki farkhh rol oynamaktadir: disik
konsantrasyonlarda ¢ok sayida savunma geninin ifadesini tesvik eden ve abiyotik
streslere karsi coklu savunma vyanitlarini aktive eden bir sinyal molekili olarak
fonksiyon gorirken, vyiksek seviyelerde birikimi hicrede oksidatif hasara ve
programlanmis hiicre 6limine sebep olmaktadir (Levine et al. 1994, Prasad et al.
1994). Birgok stres kosulu altinda H,0, liretiminin artmasi, bitkilerin uyum ve ¢apraz

toleransinda H,0,'in fonksiyon gordiigiini gostermektedir (Hu et al. 2009).

Agir metallerin potansiyel toksisitesinden dolayi, tarimsal alanlarin temizlenmesi ¢evre
mihendisligi icin en zor gorevlerden biridir. Kirlenmis alanlardan agir metallerinin
uzaklastiriimasi icin kullanilan fizikokimyasal metotlar pahalidir ve topragin yapisini
bozmaktadir (Gardea-Torresdey et al. 2005). Bu nedenle, mevcut remediasyon
teknikleri yerine agir metallerin uzaklastirilmasinda bitkilerin kullanildigi  disuk
maliyetli ve cevre dostu olan fitoremediasyon teknigi alternatif olarak ortaya
ctkmaktadir (Arthur et al. 2005, Cho et al. 2009). Bu biyolojik yaklasim, kirleticileri
toprak Usti organlarinda biriktirebilen bitkilere gereksinim duymaktadir (Blaylock et al.
1997, Petra et al. 2009). Bununla birlikte, fitoremediasyon igin ideal bitki hizh
blylyebilmeli ve govde dokularinda yliksek konsantrasyonlarda metal iyonlarini
biriktirme ve tolere etme vyetenegine sahip olmalidir (McGrath et al. 2002).
Fitoremediasyon icin uygun bircok hizli blylyen ve ylksek biyokitleli bitki tird
arasinda Brassicaceae familyasina ait bitki turleri, yliksek seviyelerde Cr ve diger agir
metalleri biriktirebilmelerinden dolayi biyik ilgi cekmistir (Kumar et al. 1995, Prasad
and Freitas 2003). Brassicaceae familyasina ait kolzanin (Brassica napus L.) da hizh
blylyen bir akimilatér bitki tird ve fitoremediasyon icin iyi bir aday oldugu

bildirilmistir (Grispen et al. 2006).

Bu arastirmada, agir metallerle kirlenmis alanlarin fitoremediasyonu icin muhtemel

potansiyele sahip kolza (Brassica napus L.) Stzer cesidinde krom birikimi ve toleransi



Uzerine H,0; 6n uygulamasinin iyilestirici etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu
amagla, 18 giinliik kolza fideleri asagidaki uygulamalara maruz birakilmistir:

(1) Besin ¢ozeltisi, 24 sa = Besin ¢ozeltisi, 1 giin

(2) Besin ¢ozeltisi, 24 sa = Besin ¢ozeltisi, 7 glin

(3) Besin ¢ozeltisi + 200 uM H,0,, 24 sa = Besin ¢ozeltisi, 1 giin

(4) Besin gozeltisi + 200 uM H,0, 24 sa = Besin ¢ozeltisi, 7 giin

(5) Besin ¢ozeltisi, 24 sa =& Besin ¢ozeltisi + 50 uM K,Cr,05, 1 giin

(6) Besin ¢ozeltisi, 24 sa = Besin ¢ozeltisi + 50 uM K,Cr,0-, 7 giin

(7) Besin ¢ozeltisi + 200 uM H,0,, 24 sa = Besin ¢ozeltisi + 50 pM K,Cr,07, 1 glin

(8) Besin ¢ozeltisi + 200 uM H,0,, 24 sa =# Besin ¢ozeltisi + 50 uM K,Cr,07, 7 glin

Bu uygulamalardan elde edilen fidelerde, toprak Ustl ve kék dokularinin taze ve kuru
agirliklan belirlenmis ve bu dokularda Cr birikimi analizleri gergeklestirilmistir. Diger
taraftan, fidelerin yaprak dokularinda fotosentetik pigment igerikleri, lipit
peroksidasyonu, tiyol icerikleri ve bazi antioksidant enzimlerin aktiviteleri
belirlenmistir. Yine yaprak dokularinda metallotiyonein proteinini kodlayan BnMP1
geninin  (Brassica napus metallotiyonein protein 1) ifadesindeki degisimler

degerlendirilmistir.



2. LITERATUR BILGILERI
2.1. Brassica napus L.'un Sistematigi ve Tarimsal Ozellikleri

Brassicaceae (Cruciferae) yaklasik 338 cins ve 3709 tir iceren genis bir ailedir (Warwick
et al. 2006). Bu aile, birgok tarimsal bitki (Brassica oleracea, Brassica napus, Armoracia
rusticana gibi) ve sus bitkilerinin (Aubrieta, Iberis, Lunaria, Arabis, Draba gibi) yani sira
bazi model organizmalari (Arabidopsis thaliana, Arabidopsis lyrata, Arabidopsis halleri,
Brassica napus, Capsella rubella, Thellungiella halophila, Arabis alpina) icerdiginden
blyuk ilgi cekmistir. Brassica napus L. (kolza), U-diyagrami (U 1935)'na goére kilturi
yapilan alti Brassica turinden biridir (Sekil 2.1) (U 1935). B. napus genetik olarak
dizomik kalitim gosteren allopoliploid bir bitki tlridir. B. napus’un muhtemelen yem
salgami (Brassica rapa; AA, 2n = 20) ve lahana (Brassica oleracea; CC, 2n=18)
genotipleri arasindaki bagimsiz ve kendiliginden olusan inter-spesifik hibridizasyonla
ortaya c¢iktig1 distintilmektedir (Prakash and Hinata 1980, Kimber and McGregor 1995,
Gupta and Pratap 2007). B. napus tiri iginde B. napus L. var rapifera (DC) Metzger (2n
= 4x = 38) ve B. napus L. var oleifera Delile (2n = 4x = 38) olmak Uzere iki varyete
tanimlanmustir. B. napus L. var oleifera kolza, Arjantin kolzasi veya isvec kolzasi olarak
bilinmektedir. Kislik ve yazlik olmak tzere iki fizyolojik doneme sahip bir yag bitkisi olan
B. napus soya fasulyesinden sonra en fazla ekimi yapilan yagli tohum tiri olarak ortaya

citkmistir.

Kolza yaginda ylksek seviyede bulunan erusik asidin ve tohumlari islendikten sonra
kiispesinde olusan kukirt yonliinden zengin glukozinolatlarin insan sagligi icin bir risk
faktoru olabilecegi ortaya ¢cikmistir. Bu nedenle, erusik asit ve glukozinolat seviyeleri
dislik kolza cesidi Kanada’da i1slah edilmistir. Kolzanin islahi sonucu elde edilen dislik
erusik asit (%2’den az) ve glukozinolat igeriklerine (30 mg/g’dan az) sahip hatlar ticari
olarak “CanOLA” (Canadian Oil Low Acid) seklinde adlandiriimis ve Tiirkge’ye “kanola”
olarak girmistir. Kolza, Tiirkiye’de 7.7 milyon dekar yagl tohum ekilis alaninin 312 bin
dekarini ve yaklasik 3 milyon ton yagh tohum uretiminin 106 bin tonu ile aycicegi ve

cigitten sonra yer alan 6nemli bir bitkidir (TUIK 2010). Diinya'da yillik Gretimi



31.7 milyon ton olup; 7.4 milyon ha ekim alaniyla en fazla Cin’de Uretilmektedir (FAO

2010).
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Sekil 2.1. Kalttrd yapilan Brassica tiirt arasindaki genetik akrabaliklari gosteren U diyagrami (U
1935).

2.2. Kromun Oksidasyon Durumu ve Dogadaki Dagilimi

Krom (Cr) dogada cogunlukla Il veya VI oksidasyon durumunda bulunurken, diger
oksidasyon durumlarinda kararsiz ve kisa 6miurlidir (Kotas and Stasicka 2000, Arduini
et al. 2006). Kromun en kararli ve yaygin oksidasyon durumlari trivalent [Cr(lll)] ve
hekzavalent [Cr(VI)] formudur. Yiksek oksidasyon potansiyeli, cozanlrlGgli ve
membranlardan gecebilme 6zelliklerinden dolayi Cr(VI) en toksik formdur (Marqués et
al. 1998). Trivalent Cr suda nispeten daha az ¢6ziinebilmekte ve yeralti sularinin pH
degerlerinde Fe ile hidroksit ¢okeltileri olusturma egilimindedir. Bununla birlikte, Cr(lll)
toprakta kararli kompleksler olusturma egilimindedir (Lopez-Luna et al. 2009). Diger

taraftan, yiksek oksijen veya Mn oksit konsantrasyonlarinda Cr(lll) Cr(VI)’a okside



olabilmektedir (Bluskov et al. 2005).

Krom (Cr) konsantrasyonlari toprakta 1-3.000 mg/kg, deniz suyunda 5-800 ug/L, nehir
ve gollerde 26 pg/L-5.2 mg/L arasinda degismekle birlikte ortalama 100 mg/L’lik
konsantrasyonla yerkabugunda en fazla bulunan 21. elementtir. Krom dogada
ultramafik ve serpentin kayaglarda kromit (FeCr,04) seklinde olusmakta ve krokoit
(PbCrQg), bentorit [Cag(Cr,Al),(SO4)3] veya tarapakait (K,CrO4) gibi minerallerde diger
metallerle kompleksler olusturmaktadir (Babula et al. 2008). Dogal olusumunun yani
sira Cr paslanmaz celik Uretimi, deri isleme, boya ve pigment Uretimi gibi birkag
endustriyel aktivite sonucu da cevreye salinmaktadir (Bluskov et al. 2005). Deri sanayi,
toplam enddstriyel kullanimin %40’ini olusturan ve kromun ylksek oranda biyosfere
salindigi 6nemli bir alandir (Barnhart 1997). Sudaki Cr konsantrasyonu igin dnerilen
sinir degerler 8 pg/L Cr(lll) ve 1 pg/L Cr(VI) olarak belirlenmis olmasina karsin, mevcut
endustrilerin atik sularindaki Cr konsantrasyonu 2-5 mg/L arasinda degismektedir
(Chandra et al. 1997). Bazi 6nemli kromit Uretici tGlkeler ve 2006-2010 yillari arasindaki

Uretim miktarlari Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Dunyadaki kromit dretimi (metrik ton) (http://www.indexmundi.com/en/

commodities/minerals/chromium/chromium_t8.html, 21.12.2012)

Ulke 2006 2007 2008 2009 2010

Gliney Afrika 7.418.326 9.646.958 9.682.640 7.560.938 10.871.095
Hindistan 3.600.400 3.320.000 3.900.000 3.760.000 3.800.000
Kazakistan 3.366.078 3.687.200 3.629.000 3.544.000 3.829.000
Tiirkiye 1.059.901 1.678.932 1.885.712 1.573.999 1.700.000
Diger 4.255.295 4.666.910 4.702.648 3.061.063 3.499.905
Toplam 19.700.000 23.000.000 23.800.000 19.500.000 23.700.000

2.2.1. Bitkilerde Krom Alinimi, Translokasyonu ve Birikimi

Bitkilerde krom alinimi, translokasyonu ve birikimi oksidasyon durumu ve blyime
ortamindaki veya bitki dokularindaki Cr konsantrasyonu tarafindan belirlenmektedir

(Mishra et al. 1995, Zayed et al. 1998, Babula et al. 2008). Yiiksek ¢oziinebilirlik ve



dolayisiyla kullanilabilirlikten dolayi Cr(VI), distk konsantrasyonlarda toprakta kararli
kompleksler olusturan Cr(lll)’e gore daha toksiktir. Ayrica Cr(VI) tasiniminin aktif bir
mekanizma ile gergeklestigi duslinilmektedir (Cervantes et al. 2001). Bitkilerde
CrO4”In siilfat iceren protein tastyicilari yardimiyla aktif olarak membranlardan gectigi
ve koklerde muhtemelen Fe(lll) rediiktaz enzimi ile Cr(lll)’e indirgendigi bildirilmistir
(Zayed et al. 1998). Aksine Cr(lll) pasif olarak alinmakta ve hiicre ¢eperindeki katyon
degisim bolgeleri tarafindan tutulmaktadir (Marschner 1995). Kim vd. (2006), Nicotiana
tabacum bitkilerinde Cr(VI)'un siilfat veya fosfat taslyici sistemle ya da aktif mekanizma
ile alindigini ve vakuollerde alikonuldugunu ileri stirmislerdir. Bununla birlikte, notral
pH’da Cr(VI) bilesiklerinin tetrahedral yapida oldugu ve tetrahedral iyon kanallari ile
hicre membranlarindan gectigi, buna karsi Cr(lll) bilesiklerinin oktahedral yapida

oldugu ve diflizyonla membranlardan gectigi bildirilmistir (Cohen et al. 2006).

Kromun indirgenme ve/veya organik asitler gibi kok salgilariyla kompleksler
olusturarak bitki dokularina girdigi bildirilmistir (Bluskov et al. 2005). Hem Cr(VI) hem
de Cr(lll) simplast yolla kdk hiicrelerine girdigi ve kortekste Cr(VI)'un indirgendigi ve
biriktigi belirtilmistir (Shanker et al. 2005). Bitkilerde krom alinim mekanizmasini
aciklamak icin gerceklestirilen c¢alismalar sadece Cr(VI)un bitki dokularinda
saptandigini gostermistir. Bununla birlikte, soya fasulyesi ve sarimsak gibi bazi bitki
turlerinin Cr(VI)'u kararh olmayan Cr(V) ve Cr(IV)'a veya oldukca kararli olan Cr(lll)’a
indirgeyebildikleri bildirilmistir (Babula et al. 2008). Bu detoksifikasyon mekanizmasi
koklerde gergeklestiginden ve kok hicrelerinin vakuollerinde Cr immobilize
edildiginden dolayr toprak Ustli organlara transloke olan Cr’un miktari oldukca

disuaktir (Shanker et al. 2005).

Trivalent kroma goére kromat ve hekzavalent kroma maruz kalan bitkilerde Cr
birikiminin daha yiksek oldugu bildirilmistir (Vernay et al. 2008). Bununla birlikte,
besin ortaminda kromun yiiksek konsantrasyonlarinin bitki dokularinda Cr birikiminin
artisina neden oldugu belirtilmistir (Mishra et al. 1995, Zayed et al. 1998). Brassicaceae

familyasina ait bazi bitki tirlerinin [Brassica juncea (Hint hardali), Brassica oleracea var.



capitata (lahana) ve Brassica oleracea var. botrytis (karnabahar)] herhangi bir toksisite
semptomu gostermeksizin dokularinda yiiksek seviyelerde Cr biriktirebildigi
bildirilmistir (Zayed and Terry 2003, Diwan et al. 2008). Sonug olarak, Brassicaceae
familyasina ait bir bitki tlri olan kolzada (Brassica napus L.) Cr biriktirebilme
kapasitesinin belirlenmesi bu tlrin fitoremediasyon potansiyelinin

degerlendirilmesinde 6nemli veri saglayacaktir.

2.2.2. Krom Toksisitesi ve Bitki Gelisimi Uzerine Etkisi

Potansiyel olarak toksik metaller kentsel alanlarda (Wong et al. 2006), kirlenmis
(Pichtel et al. 2000) ve dogal cevrelerde (Yang et al. 2002) yaygin olarak
bulunabilmektedir. Metaller dogal olarak toprakta bulunmasina karsin madencilik, atik
su salinimi ve gilbreleme gibi aktiviteler topraktaki metal konsantrasyonunu
artirabilmektedir (Shanker et al. 2005). Bircok metal bitki bliylime ve gelisimi icin
gerekli olmasina karsin belirli bir konsantrasyonun Uzerinde toksik etkilere neden
olmaktadir (Adriano 2001). Eser seviyelerde Cr(lll) insan ve hayvanlardaki protein ve
glukoz metabolizmasinda fonksiyon gormektedir. Bununla birlikte, kronik Cr(lll)
uygulamasi karaciger, bobrek ve akcigerlerde hasara neden olabilmektedir (Zayed and

Terry 2003).

Kromun bitki bliylimesi ve gelisimi Gzerine olan toksik etkileri cimlenme islevinin yani
sira kok, govde ve yaprak blyimesi ve dolayisiyla kuru madde Uretimindeki degisimleri
icermektedir (Shanker et al. 2005). Bitkilerde herhangi bir besleyici rolii olmamasina
karsin dusiuk konsantrasyonlardaki (0.05-1 mg/L) Cr blyumeyi tesvik edebilmektedir.
Buna karsin, 1-5 mg/L konsantrasyonlardaki Cr'un bazi bitkilerde bulylime
inhibisyonuna neden oldugu bildiriimistir (Dube et al. 2003). Bazl esansiyel
elementlere benzerliginden dolayi Cr bitkilerin mineral beslenmesini kompleks bir yolla
etkileyebilmektedir (Shanker et al. 2005). Bitki dokularinda biriken Cr diger esansiyel
elementlerle etkilesime girerek bu elementlerin konsantrasyonunu ve dagilimini
etkileyebilmektedir (Barbosa et al. 2007). Kromun organik asitler ile kompleksler

olusturmasi mineral besinlerin translokasyonunda 6nemli bir role sahiptir (Panda and



Choudhury 2005). Bitki dokularinda asiri Cr birikiminin Na, Fe, Mn, Cu, N, P, K ve Mg
gibi besin elementlerinin alinimini engelledigi bildirilmistir (Barbosa et al. 2007). Krom
stresine maruz kalmis bitkilerde bazi besin elementlerinin alinimindaki azalmanin
plazma membrani H*-ATPaz aktivitesindeki azalmadan kaynaklandigi belirtilmistir
(Shanker 2003). Bitki bliyiimesi lizerine Cr’un inhibe edici etkisi Cr ve P, Cr ve Fe veya
Cr ve Cu arasindaki spesifik etkilesimden kaynaklandigi belirtilmistir (Barbosa et al.
2007). Bu durum, iyon yiki (Cr™ ve Fe*®) ve iyonik yaricap (Cr ve Cu) gibi kimyasal

ozelliklerle iligkili olabilmektedir.

Kromun 1-5 mg/L konsantrasyonlarinin bazi bitkilerde klorofil sentezinde azalma ve
kloroz gibi semptomlara neden oldugu bildirilmistir (Dube et al. 2003). Krom stresi,
klorofil biyosentezinde fonksiyon goren enzimlerin inaktivasyonuna bagli olarak klorofil
iceriginde azalmalara neden olmaktadir (Vajpayee et al. 2000, Yildiz et al. 2012).
Fotosentetik pigmentlerin degradasyonuna neden olabilen (Vajpayee et al. 2000) krom
stresi tarafindan tesvik edilen klorozun Fe alinimindaki inhibisyondan veya N
tasinimindaki azalmadan kaynaklandigi bildirilmistir (Barbosa et al. 2007). Bitki
dokularindaki yiksek Cr konsantrasyonu kloroplast yapisinda bozulmalara neden
olarak fotosentetik islevde degisimlere yol acabilmektedir (Panda and Choudhury

2005, Barbosa et al. 2007).

Krom uygulamasini takiben bitki blylimesindeki azalmanin bazi enzim ve metabolitler
Uzerine kromun direkt etkisinden veya oksidatif strese neden olan reaktif oksijen
tdrlerinin (ROT) olusumundan kaynaklandigi belirtilmistir (Panda and Choudhury 2005).
Oksidatif hasar bitki dokularinda asiri metal birikiminin bir sonucudur ve ROT’larin asiri
Uretiminden kaynaklanmaktadir (Apel and Hirt 2004). Reaktif oksijen tirleri normal
hiicresel islevler sirasinda Uretilmesine karsin Cr stresi gibi abiyotik stres kosullari
Uretimlerini arttirmaktadir (Dixit et al. 2002, Panda 2007, Ali et al. 2011). Hidrojen
peroksit (H,0,), stiperoksit (0,"7) ve hidroksil ("OH) radikalleri gibi ROT’lar metabolik
islevleri etkileyerek hiicresel zarara neden olabilmektedir. Fe, Cr, Cu ve Mn gibi redoks

olarak aktif metaller "OH radikallerinin olusumunu katalize edebilmektedir (Kehrer
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2000). Reaktif oksijen tirlerinin neden oldugu membran lipitlerinin peroksidasyonu,
membranlarin  fonksiyonu ve bltUnlGgini olumsuz etkilemekte ve hiicre
fonksiyonlarinda geri dénlisimsliz zarara neden olabilmektedir (Dixit et al. 2002).
Bircok bitki tiriinde krom stresinin bitki dokularinda malondialdehit (MDA, lipit
peroksidasyon (rlin() icerigini arttirdig1 belirlenmistir (Sinha et al. 2005, Pandey et al.
2009, Diwan et al. 2010, Ali et al. 2011). Krom stresine maruz kalan bazi bitkilerde MDA
iceriginin arttigl ve bu artisin yiiksek 0, ve H,0, icerigi ve oldukca toksik olan OH®
radikali ile iliskili oldugu bildirilmistir (Shanker and Pathmanabhan 2004, Choudhury
and Panda 2005, Pandey et al. 2005, Panda 2007). Stres kosullarinda ROT’larin artan
Uretimi hicreler icin bir tehdit olabilmekte; fakat ROT’larin stres cevabi ve savunma
yollarinin  aktivasyonunda bir sinyal moleklli olarak fonksiyon gordugi
disinidlmektedir (Knight and Knight 2001). Bu nedenle, ROT’larin hiicresel stres
indikatorleri ve stres-cevap sinyal iletim vyollarinda sekonder mesajci oldugu

belirtilmistir (Mittler 2002).

2.2.3. Kromun Gevreden Uzaklastirilmasi

Kromla kirlenmis alanlarin iyilestirilmesi (remediasyon) icin kullanilan geleneksel
metotlar oldukca pahal olup; toprak yapisina zarar vermektedir. Bu nedenle, kromla
kirlenmis alanlarin mikroorganizmalar (Hasin et al. 2010) ve bitkiler (Mangkoedihardjo
et al. 2008, Butler et al. 2009) kullanilarak kirlilikten uzaklastirilmasi en iyi alternatif
teknoloji olarak ortaya ¢cikmaktadir. Diger geleneksel metotlarla karsilastirildiginda bu
teknolojiler c¢evre dostu ve disik maliyetlidir. Fitoremediasyon veya vyesil
remediasyon, toprak ve yeralti sularindan kirleticilerin uzaklastirilmasinda bitkilerin
kullanildigr etkili bir yontemdir (Jena et al. 2004). Fitoremediasyon teknikleri
fitotransformasyon, fitostabilizasyon, fitoekstraksiyon veya fitoakiimulasyon,
fitovolatilizasyon, fitodegradasyon ve rizofiltrasyon gibi farkli uygulama yontemlerini

kapsamaktadir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Fitoremediasyon teknikleri (Yang et al. 2005, Arthur et al. 2005, Solheim 2008)

Teknik islev Uygulama alani

Govde dokularinda kirleticilerin biriktirilmesi ve

Fitoekstraksiyon ) ] Toprak
sonrasinda hasat edilmesi
Rizofiltrasyon Kokler tarafindan kirleticilerin tutulmasi Yiizey suyu
. . Kok  ve kok  salgilari ile kirleticilerin  Toprak
Fitostabilizasyon e
kullanilabilirliklerinin azaltilmasi Yeralti sulari
. . . . T Toprak
Fitovolatilizasyon Transpirasyon ile ucucu kirleticilerin evaporasyonu
Yeralti sulari

. Rizosferde mikrobiyal yardimlagma ile kirleticilerin Toprak
Fitodegradasyon
parcalanmasi Yeralti sulari

o - Toprak
. Kirleticilerin  bitkiler tarafindan alinmasi ve
Fitotransformasyon Yeralti sulari
parcalanmasi .
Ylzey suyu

Fitoremediasyonun basarisi, yliksek konsantrasyonlardaki agir metalleri dokularinda
biriktirebilen ve tolere edebilen bitki tirlerinin teshis edilmesine baghdir (Baker and
Whiting 2002). Hiperakiimilator bitkiler govde dokularinda hiperakiimiilator olmayan
bitki tiirlerine gore metalleri 100 kat daha fazla biriktirebilmektedir (Claus et al. 2007).
AkUmulator tarler hicrelerinde yiksek seviyelerdeki metalleri detoksifiye edecek
sekilde spesifik mekanizmalar gelistirmislerdir (Yang et al. 2005). Ornegin, hiicre
membranlarinin yapisi ve 6zellikleri metal alinim islevinde dnemli bir rol oynamaktadir.
Membranlarin ylklerinden dolaylr metal iyonlari hiicre membranlarindan serbest olarak
gecememekte ve bu metal iyonlarinin hicre icerisinde alinimi membran proteinleri

araciligiyla gerceklesmektedir (Hooda 2007).

Bircok bitki tiriiniGn Cd, Ni, Pb, Se, Sr, Cr ve Zn gibi agir metallere toleransl oldugu ve
bu metalleri yiksek oranlarda biriktirebildigi bildirilmistir (Boyd et al. 1994, Boyd and
Martens 1998, Prasad and Freitas 2003, Przedpelska and Wierzbicka 2007, Diwan et al.
2008). Bununla birlikte, Alyssum (48 spp.), Thlaspi (28 spp.), Bornmuellera (4 spp.),
Arabidopsis (3 spp.), Arabis (1 sp.), Cardamine (1 sp.), Cochlearia (1 sp.), Peltaria (1
sp.), Pseudosempervivum (1 sp.), Stanleya (1 sp.) ve Streptanthus (1 sp.) genusa ait 90
bitki tlrl hiperakiimilator olarak tanimlanmustir. “Kikiirt-seven” bitkiler olarak bilinen

Brassicaceae familyasina ait tirlerin (Hsiao et al. 2007, Diwan et al. 2008) yani sira
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Sutera fodina, Dicoma niccolifera, Leptospermum scoparium, Genipa americana
(Rubiaceae) (Barbosa et al. 2007), Typha spp. (Dong et al. 2007), Amaranthus viridis
(Zou et al. 2006), Miscanthus (Arduini et al. 2006), Oryza sativa (Bhattacharyya et al.
2005), Convonvulus arvensis (Gardea-Torresdey et al. 2004), Leucaea leucocephalla
(Rout et al. 1999) ve sogit (Salix spp.) (Yu and Gu, 2008) gibi bitki tdrlerinin Cr
hiperakiimulatoéri oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, bazi kiltir bitkileri kromla

kirlenmis alanlarin fitoremediasyonunda kullanilabilmektedir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Krom fitoremediasyonunda kullanilan bazi kiltir bitkileri

Tiir Kaynakga

Brassica juncea Kumar et al. 1995, Zavoda et al. 2001

Brassica napus Claus et al. 2007

Helianthus annuus Zavoda et al. 2001, Turgut et al. 2004, Claus et al. 2007
Zea mays Claus et al. 2007

Hint hardalinin (Brassica juncea) ciddi fitotoksik semptomlar gdstermesine ragmen
hem govde hem de kok dokularinda ylksek konsantrasyonlarda Cr biriktirebildigi
belirtilmistir (Han et al. 2004). Claus vd. (2007) kirlenmis alanlardan Cd, Cu, Ni, Zn, Cr,
ve Pb agir metallerinin uzaklastirilmasinda aycicegi, misir ve kolza bitkileri test etmisler

ve kolza bitkilerinin ylksek seviyede Cr ve Pb biriktirebildiklerini bildirmislerdir.

2.3. Agir Metal Toleransi

Bitkiler agir metal stresinin Ustesinden gelebilmek icin iki temel strateji gelistirmislerdir
(Baker 1981). Bunlar, metal iyonlarinin hiicre icerisine girisinin ve hareketinin
sinirlandigl hari¢ tutma, selatlama, vakuollerde alikoyma ve hiicre ¢eperine baglama
gibi mekanizmalar ile agir metallerin hiicre icerisinde detoksifiye edildigi biriktirme
mekanizmalaridir (Prasad 1995; Hall 2002). Bununla birlikte, antioksidantlarin artan
Uretimi gibi diger mekanizmalar da agir metal toleransinda énemli rol oynamaktadir
(Sharma and Dietz 2006). Diger taraftan, bitkilerin toksik metallere olan hassasiyeti

kismen metallotiyoneinler (MT’ler) ve fitoselatinler (PC’ler) gibi metal baglayici
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proteinlerin i¢sel sentezi ile giderilebilmektedir (Cobbet and Goldsbrough 2002).

2.3.1. Antioksidant Cevap

Agir metallere hipertolerans, hiperakiimilasyon icin gerekli 6zelliklerden biridir ve
bitkilerin agir metallere hipertoleransi fizyolojik ve molekiiler mekanizmalarin
birbirleriyle olan etkilesimine baghdir. Bitkilerde agir metal toleransinin saglanmasinda
onemli oOzelliklerden biri de glcli bir antioksidant savunma sisteminin varligidir
(Metwally et al. 2005, Lei et al. 2007, Diwan et al. 2008, Khan et al. 2009). Agir metal
stresi reaktif oksijen tirlerinin (ROT) Uretimini arttirmakta ve hiicresel H,0, seviyesinin
30 kata kadar cgikarabilmektedir (Mittler 2002). Enzimatik olmayan antioksidantlar
onemli hicresel redoks tamponlari olan askorbat ve glutatyonun (GSH) yani sira
tokoferol, flavonoidler, alkaloidler ve karotenoidleri icermektedir (Foyer and Noctor
2005, Sharma and Dietz 2009). Askorbat-glutatyon déngtsinin édnemli bilesenleri olan
glutatyon rediiktaz (GR) ve GSH farkli hicresel kompartimanlarda H,0;’in
uzaklastirlmasinda fonksiyon goérmektedir. Abiyotik streslere cevap olarak, GSH

biyosentetik enzimleri ve GSH seviyelerinin arttigi bildirilmistir (Yadav 2010).

Bitkilerde enzimatik antioksidant savunma mekanizmalari oksijenin aktif formlari ile
etkilesime girerek ROT’lari dislik seviyelerde tutmakta ve toksik esik degerlerinin
asllmasini engellemektedir (Apel and Hirt 2004). Bitki hicrelerinde antioksidant
koruma komplekstir ve farkl hiicresel kompartimanlarda lokalize olmustur. Stperoksit
dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) O, ’in H,0,’e dismutasyonunu katalizleyen bir
metalloenzim ailesidir (Alscher et al. 2002). Olusan H,0, ise peroksizomlarda lokalize
olan katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) ve vakuollerde, hiicre ceperi ve sitozolde lokalize olan
peroksidazlar (EC 1.11.1.7) tarafindan temizlenmektedir (Mittler 2002). Bununla
birlikte, H,0, seviyesinin diizenlenmesi askorbat-glutatyon doénglisiinlin enzimleri ve
metabolitleri tarafindan saglanmaktadir (Shigeoka et al. 2002). Askorbat peroksidaz
(APX, EC 1.11.1.11) ise kloroplast ve mitokondrilerde kiiciik miktardaki H,0,’in

temizlenmesinde fonksiyon gormektedir (Dat et al. 2000).
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Krom gibi agir metallere maruz kalan bitkilerde metal toksisitesi ve antioksidantlarin
seviyesi arasindaki korelasyon oldugu belirtilmistir (Sinha et al. 2009, Diwan et al.
2010, Ali et al. 2011). Bitkilerdeki metal tesvikli oksidatif strese karsi gelistirilen
antioksidant cevap bitki genotipine ve metal tiriine bagh olarak degisebilmektedir.
Ornegin, Cr(VI) stresi altindaki Vigna radiata bitkilerine gére Brassica juncea bitkilerinin
daha yiksek antioksidant seviyelerine sahip oldugu bildirilmistir (Diwan et al. 2010).
Reaktif oksijen tlrlerinin (serbest radikal) olusumu ve savunma mekanizmalari
arasindaki denge, bitkilerin yasam doéngiilerini sirdirebilmeleri igin olduk¢a 6nemlidir.
Antioksidant enzimlerin aktivitesindeki artisin mitokondriyal elektron tasinim
zincirindeki Cr tesvikli kisitlama ile O," radikalinin olusumuna cevap olarak ortaya
ciktigl belirtilmistir. Diger taraftan, Cr konsantrasyonundaki artisa bagl olarak
antioksidant enzimlerin aktivitelerindeki diislistiin, enzim sisteminin kendisi Gizerine Cr

iyonlarinin inhibe edici etkisinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Hayat et al. 2012).

2.3.2. Metal Baglayici Ligandlar

Agir metal stresine maruz kalan bircok bitki tirinde agir metallere baglanma
afinitesine sahip diisik molekiler agirlikh tiyollerin sentezlendigi bildirilmistir (Seth et
al. 2008, Malec et al. 2010, Sinha et al. 2010). Cys-silfidril kalintilarinin yiiksek
ylzdesine sahip non-protein tiyoller silfidril kisimlarinin disilfitlere oksidasyonu ile
agir metal detoksifikasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Bircok bitki tlriinde non-
protein tiyoller genellikle bir tripeptid olan glutatyon (GSH) veya polipeptid olan

fitoselatin (PC) formlarinda bulunmaktadir (Sekil 2.2).
(a)

SH
o}
H.N® ! co0-
3 N NN~
H
coo- 0
r v-Glu ‘ Cys Gly
(b)
SH
0
H -
H, N ; N coo
H
coo- 0 n
fe fe * ! ekil 2.2. Glutatyon (a) ve fitoselatinin (b
y-Glu Cys Gly 3 Y (a) 3 (b)

kimyasal yapisi.
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Glutatyon kukirt iceren bir tripeptit tiyoldir (y-glutamatsistein-glisin) ve PC sentezi icin
onclidiir (Cobbett 2000). Non-protein tiyollerin en 6énemli bileseni olan indirgenmis
GSH agir metal toleransi ve i¢sel alikonmada rol oynayabilmektedir (Zhu et al. 1999).
Glutatyondaki tiyol gruplarinin kimyasal reaktivitesi bircok biyokimyasal fonksiyonda
GSH’u uygun hale getirmektedir. Tiyol gruplarinin nikleofilik yapisi agir metaller ile
merkaptit baginin olusumunda oldukga 6nemlidir. Bu reaktiviteye ek olarak GSH’un
nispeten kararli yapisi ve sudaki yliksek ¢ozlinilrlGgu glutatyonu bircok stres kosuluna
karsi bitkileri koruyan 6nemli bir biyokimyasal haline getirmektedir (Millar et al. 2003,
Foyer and Noctor 2005, Rausch et al. 2007).

Glutatyon bitki htcrelerinde H,0, seviyesinin kontrolliinde fonksiyon gormektedir
(Foyer and Noctor 2005, Shao et al. 2005). Hidrojen peroksidin parcalanmasi sirasinda
indirgenmis (GSH) ve yukseltgenmis (GSSG) formlari arasindaki oransal degisimin
redoks sinyal iletim yolunda 6nemli oldugu belirtilmistir (Millar et al. 2003).
Glutatyonun bir antioksidant olarak fonksiyon gérdigi ve stres kosullarinda olusan
ROTlarin direkt olarak indirgenmesine katildigi bildirilmistir (Millar et al. 2003, Foyer
and Noctor 2005, Shao et al. 2008). Lemna trisulca bitkilerinde Cd stresine cevap olarak
tiyol gruplarinin seviyesindeki artis ile Cd birikimindeki artis arasindaki korelasyona
bagh olarak tiyol iceren selatorlerin Cd’un icsel olarak alikonulmasinda énemli rol
oynadigl ileri stirilmustir (Malec et al. 2010). Bununla birlikte, Vigna radiata, Brassica
juncea, Brassica oleracea gibi bitki tlrlerinde Cr konsantrasyonundaki artisa bagli
olarak tiyol gruplarinin seviyesinde kademeli bir artis gdsterdigi bildirilmistir (Ozdener
et al. 2001, Sinha et al. 2010). Bununla birlikte, Cr’un tiyol gruplarina baglanabildigi ve
boylelikle glutatyon rediktaz gibi tiyol iceren enzimleri inaktive edebildigi bildirilmistir
(Diwan et al. 2010). Kroma toleransh Brassica juncea genotipinde (Pusa Jai Kisan) GSH
icerigi ve Cr seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyonun oldugu belirlenmistir (Diwan et
al. 2008). Benzer olarak, kroma toleransh B. juncea bitkilerinde GSH iceriginin Cr(VI)
stresine bagl olarak arttigi, buna karsin kroma hassas V. radiata bitkilerinde GSH
iceriginin Cr(VI) uygulamalarina bagh olarak azaldig bildirilmistir (Diwan et al. 2010).

Bununla birlikte, Ocimum tenuiflorum L. bitkisinin yaprak dokularinda Cr(VI)
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konsantrasyonunun artisina bagli olarak proteine bagl olmayan tiyol iceriginin azaldigi

bildirilmistir (Rai et al. 2004).

Bitkilerde fitoselatinler (PC’'ler) ve metallotiyoneinlerin (MT’ler) sistein kalintilarindaki
tiyol gruplari ile metal iyonlarini baglayabildiklerinden dolayr metal toleransi ve
homeostazisinde fonksiyon gordikleri ileri strilmustir (Cobbett and Goldsbrough
2002). Fitogelatinler (y-Glu-Cys),-Gly genel yapisina sahip kigik metal baglayic
peptitler olup; mantar, bitki ve diger organizmalarda bulunmaktadir (Cobbett and
Goldsbrough 2002). PC'ler bircok agir metal tarafindan aktive olan fitoselatin sentaz
(PCS) enzimi ile indirgenmis glutatyondan (GSH) sentezlenmektedir (Clemens and
Persoh 2009). PC'ler sistein silfidril gruplari araciligiyla agir metaller ile kompleksler
olusturmakta ve bu PC-metal kompleksleri vakuollere tasinmaktadir (Cobbett and
Goldsbrough 2002). Bircok c¢alismada, PC'lerin bitkilerdeki metal ve metalloid
toleransinda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (Iglesia-Turifio et al. 2006, Guo et al.
2008). Zit olarak, Thlaspi caerulescens, Silene vulgaris, Salix viminalis ve Pteris vittata
gibi birkac bitki tdrinin agir metallere toleransli genotiplerine goére hassas
genotiplerinin daha yliksek PC seviyelerine sahip olmasindan dolayl metal toleransi ve
PC’lerin birikimi arasinda korelasyon belirlenmemistir (Ebbs et al. 2002, Arnetoli et al.
2008). Bununla birlikte, PC’lerin metal ve metalloidlerin detoksifikasyonu ile iliskili
olmasina ragmen, PC'ler icin yeni fonksiyonlar ileri strilmustiir. PC'lerin genellikle
floemde Cd’un uzun mesafeli tasiniminda (Mendoza-Cozatl et al. 2008) ve ¢inkonun

icsel olarak alikonulmasinda (Tennstedt et al. 2009) fonksiyon gérdigi bildirilmistir.

Metallotiyoneinler (MT’ler) distk molekiler agirlikh (4-14 kDa) ve sisteince zengin
metal baglayici proteinlerin bir sinifi ve mRNA translasyon driinleridir (Cobbett and
Goldsbrough 2002). MT proteinleri sistein kalintilarinin  diizenlenisine gore
siniflandiriimaktadir (Cherian and Chan 1993):

a) Sinif | MTler: Olduk¢a korunmus 20 adet sistein kalintisi icermekte ve

omurgalilarda yaygin olarak bulunmaktadir.
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b) Sinif I MT’ler: Genel karakteristik 6zelliklere sahip olmalarina karsin peptit boyunca
sistein dagilimlari onlari Sinif | MT’lerden ayirmaktadir. Sinif Il MT’ler omurgasiz
hayvanlarin yani sira bitki ve mantarlarda bulunmaktadir.

c) Sinif lll MT’ler: Glutatyondan enzimatik olarak sentezlenen PC'leri kapsamaktadir.

Bitki MT’leri filogenetik iliskileri ve dizi benzerliklerine gore siniflandirilmaktadir
(Cobbett and Goldsbrough 2002, Zimeri et al. 2005, Freisinger 2009). Bitki MT’leri tip 1
(p1), tip 2 (p2), tip 3 (p3) ve tip 4 (pec) olmak Uzere dort gruba ayrilabilmektedir.
MT’ler dokuya 0zgli bicimde ifade olmakla birlikte, MT transkriptleri farkh bitki
tirlerinin  kok, govde, vyaprak, cicek, meyve ve tohum gibi farkli dokularinda
belirlenmistir. Tip 1 MT’lere ait genlerin cogunlukla kéklerde ifade oldugu (Guo et al.
2003, Kohler et al. 2004, Yang et al. 2009), tip 2 MT’lere ait genlerin ise genellikle
yapraklarda ifade oldugu bildirilmistir (Huang and Wang 2009, 2010). Bununla birlikte,
tip 3 MT'ler olgunlasan etli meyve ve yapraklarda (Guo et al. 2003, Kohler et al. 2004),
bugday MT proteini (Ec-1) gibi tip 4 MT’ler ise gelisen tohumlarda ifade olmaktadir
(Cobbett and Goldsbrough 2002).

Agir metallerin plazma membrani araciligiyla sitozolden atilmasi veya sitozolik metal
baglanmasini takiben vakuolde bu komplekslerin alikonulmasi agir metal toleransindaki
temel mekanizmalardir. Hayvanlarda MT’ler Cd, Pb ve Hg gibi gerekli olmayan
metallerin detoksifikasyonunu, Cu ve Zn gibi esansiyel metallerin homeostazisini ve
serbest radikallerin temizlenmesini iceren birkac islevde rol oynamaktadir (Foley et al.
1997). Son yillarda, ¢ok sayida ¢alisma bitki MT’lerinin de hayvan ve mantarlardaki gibi
onemli roller oynadigini géstermistir (Cobbett and Goldsbrough 2002, Chiang et al.
2006, et al. 2006, Huang et al. 2011). Agir metallere maruz kalan bitkilerde MT
transkriptlerinin  seviyesi artmis olmasina ragmen genel bir sonu¢ ortaya
konulamamistir (Usha et al. 2007, Yang et al. 2009). Bitkilerde MT'lerin kesin
fonksiyonlari tamamen anlasilamamis olmasina karsin, birkac calisma MT'lerin agir
metal toleransi ve homeostazisinde fonksiyon gorebilecegini gostermistir (Cobbett and

Goldsbrough 2002, Jack et al. 2007). Ornegin, bakira toleransli Silene vulgaris
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populasyonlarinda yliksek seviyede SYMT2b gen transkriptlerinin bulundugu ve hassas
mayada asirt SYMT2b gen ifadesinin Cu toleransini arttirdigi bildirilmistir (van Hoof et
al. 2001). Bununla birlikte, Medicago sativa bitkilerinde MsMT2a geninin hem kontrol
hem de Cd stresi uygulamalarinda, MsMT2b geninin ise sadece Cd stresi
uygulamasinda ifade oldugu bildirilmistir. Bu baglamda, MsMT2a’'nin tim gelisim
evrelerinde yaygin olarak bulunabilecegi, buna karsin MsMT2b’nin agir metalle tesvik

edilen bir gen olabilecegi ileri slirilmustur (Wang et al. 2011).

Metallotiyoneinlerin agir metal detoksifikasyonundaki fonksiyonlarina ek olarak bitki
MT’lerinin oksidatif ve diger stres kosullarina maruz kalan bitkilerin savunma
sisteminde fonksiyon gordigline dair kanitlar bulunmaktadir. Reaktif oksijen tirlerini
uzaklastirma yetenegi ile iliskili olarak metallotiyoneinlerin ozmotik, tuz, soguk ve agir
metal streslerinde bir savunma roliiniin oldugu ileri stiriimustir (Lee et al. 2004, Mir et
al. 2004, Wong et al. 2004, Xue et al. 2009). Kolza (Brassica napus) MT1 geni olan
LSC54 ifadesinin ROT Uretimi ile tesvik edildigi ve yaprak senesensi sirasinda ROT
metabolizmasindaki dengesizlik ile iliskili oldugu kanitlanmistir (Navabpour et al. 2003).
Bununla birlikte, Tamarix hispida metallotiyonein-benzeri ThMT3 genini ifade eden
mayada H,0, icerigi azalirken Cd, Zn ve Cu toleransinin arttig bildirilmistir (Yang et al.
2011). Pamuk fidelerinde GhMT3a mRNA seviyesinin ylksek tuzluluk, kurakhk, distk
sicaklik, absisik asit, etilen, reaktif oksijen tirleri, Zn ve Cu tarafindan arttigi ve GhMT3a
proteininin etkili bir ROT temizleyicisi olabilecegi bildirilmistir (Xue et al. 2009). Kurakhk
ve Zn stresi altinda OsMT1a genini asiri ifade eden celtik bitkilerinin daha etkin bir
antioksidant sisteme sahip olmasi, OsMT1la’nin dogrudan veya dolayli olarak
antioksidant sistemine katildigini desteklemektedir (Yang et al. 2009). Metal
baglanmasi ve ROS temizlenmesi arasindaki karsilikli etkilesim heniiz acik degildir. ROT
temizlenmesi sirasinda, MT’lerin sistein kalintilarina ROT baglandiginda metaller
serbest kalabilmektedir. Sonu¢ olarak, serbest kalmis metallerin birbirini tetikleyen

sinyal iletimine katilabilecegi ileri stirtilmustir (Hassinen et al. 2011).
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2.4. Agir Metal Toleransinin Arttirlmasinda Bazi On Uygulamalarin Onemi

Bitkilerde agir metal toleransi, bitkilerde dogal olarak olusan bilesiklere analog olan
bilesiklerin dissal olarak uygulamasi ile arttirilabilmektedir. Yani, bitkilerde metal
toleransinin arttirilmasi icin metal baglayici selatorler, fitohormonlar ve hidrojen
peroksit (H,0,) gibi sinyal molekullerinin digsal uygulamalari kullaniimaktadir (Lopez et

al. 2009, Hu et al. 2009, Sharma et al. 2011).

Kimyasal veya fiziksel uygulamalar ile tesvik edilen orta diizeydeki oksidatif stres, daha
sonradan uygulanacak strese karsi bitkileri koruyabilmektedir (Gong et al. 2001, Uchida
et al. 2002). Hidrojen peroksit nispeten kararli ve membranlardan diflize olabildiginden
dolayl bitki hicrelerinde uyum/savunma mekanizmalarini tetikleyen bir sinyal
molekilli olarak disinilmektedir (Chen et al. 1993, Prasad et al. 1994, Cruz de
Carvalho 2008). Dusik konsantrasyonlarda H,0, bircok savunma geninin ifadesini
arttirmakta ve abiyotik streslere karsi olusturulan ¢oklu savunma cevaplarini aktive
ederken, ylksek konsantrasyonlari oksidatif zarara ve hatta programlanmis hicre
olimiine neden olmaktadir (Levine et al. 1994, Prasad et al. 1994). Uygun seviyedeki
H,0, 6n uygulamasinin dislik sicaklik (Prasad et al. 1994, Yu et al. 2003), tuzluluk
(Uchida et al. 2002, Azevedo Neto et al. 2005, Wahid et al. 2007, Xu et al. 2008) ve agir
metal (Hsu and Kao 2007, Hu et al. 2009) gibi stres kosullarina karsi toleransi arttirdigi

belirtilmistir.

Krom stresi altindaki bugday tohumlarinda ¢imlenme ylzdesinin azaldigi, buna karsin
hidrojen sulfit (H,S) vericisi olarak sodyum hidrosilfit (NaHS) 6n uygulamasinin bu
inhibisyonu azalttig1 bildirilmistir (Zhang et al. 2010). Ayrica, Cr(VI) stresine maruz
kalmis cimlenen tohumlarda NaHS 6n uygulamasinin amilaz, esteraz, siperoksit
dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz ve guaiakol peroksidaz aktivitelerini arttirdigi,
lipoksijenaz aktivitesi ve MDA ile H,0,’in asiri Giretimini azalttigi belirtilmistir (Zhang et
al. 2010). Raphanus sativus Dbitkilerinde biylime, klorofil, protein ve prolin
iceriklerindeki inhibisyonun ve MDA icerigindeki artisin 28-homobrassinolid ve

epibrassinolid uygulamalari ile iyilestirildigi bildirilmistir (Sharma et al. 2011,

20



Choudhary et al. 2011). Krom stresine maruz birakilan geltik bitkilerinde besi ortamina
ilave edilen glutatyonun antioksidant enzimlerin aktivitesinde artisa, MDA birikiminde
ise azalisa neden oldugu belirtilmistir (Zeng et al. 2012). Bununla birlikte, dissal
glutatyon uygulamasinin Cr alinimini ve gévde dokularina Cr translokasyonunu azalttig
bildirilmis ve buna bagh olarak glutatyonun kék hicrelerindeki  Cr

kompartimanlastiriimasinda fonksiyon gordigi ileri strilmustir (Zeng et al. 2012).

Gong vd. (2001), misir fidelerinde 42°C’de 4 saat 6n uygulamasinin Gsitme, ylksek
sicakhk, kuraklik ve tuz streslerine karsi adaptasyonu tesvik ettigini ve yiksek sicaklik
tesvikli H,0, birikiminin bu adaptasyonun saglanmasinda fonksiyon gordugini
bildirmislerdir. Diger taraftan, agir metal toksisitesinin iyilestirilmesinde salisilik asit 6n
uygulamalarinin 6nemi lzerine ¢alismalar mevcuttur (Metwally et al. 2003, Guo et al.

2007a, b).

Agir metal toleransinin arttirilmasi igin farkli sinyal yollarinin diizenlenmesinde H,0,
seviyelerinin 6nemli oldugu ve bircok stres kosulunda H,0, (retimindeki artisin

bitkilerin uyum ve toleransinda dnemli rol oynadigini géstermektedir.

Bu arastirmada, agir metallerle kirlenmis alanlarin fitoremediasyonu icin muhtemel
potansiyele sahip kolza (Brassica napus L.) Stzer cesidinde krom birikimi ve toleransi
Uzerine H,0, 6n uygulamasinin iyilestirici etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu

amacla, 18 giinlik kolza fideleri asagidaki uygulamalara maruz birakilmistir:

(1) Besin ¢ozeltisi, 24 sa = Besin ¢ozeltisi, 1 giin

(2) Besin ¢ozeltisi, 24 sa = Besin ¢ozeltisi, 7 giin

(3) Besin ¢ozeltisi + 200 uM H,0,, 24 sa = Besin ¢ozeltisi, 1 giin

(4) Besin gozeltisi + 200 uM H,0, 24 sa =@ Besin ¢ozeltisi, 7 giin

(5) Besin ¢ozeltisi, 24 sa = Besin ¢ozeltisi + 50 uM K,Cr,05, 1 glin

(6) Besin ¢ozeltisi, 24 sa = Besin ¢ozeltisi + 50 uM K,Cr,0-, 7 glin

(7) Besin ¢dzeltisi + 200 uM H,0,, 24 sa = Besin ¢dzeltisi + 50 pM K,Cr,05, 1 giin
(8) Besin ¢dzeltisi + 200 uM H,0,, 24 sa = Besin ¢dzeltisi + 50 pM K,Cr,0;, 7 giin
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Bu uygulamalardan elde edilen fidelerde, toprak Ustli ve kok dokularinin taze ve kuru
agirhklari belirlenmis ve bu dokularda Cr birikimi analizleri gergeklestirilmistir. Diger
taraftan, fidelerin yaprak dokularinda fotosentetik pigment igerikleri, lipit
peroksidasyonu, tiyol icerikleri ve bazi antioksidant enzimlerin aktiviteleri
belirlenmistir. Yine yaprak dokularinda metallotiyonein proteinini kodlayan BnMP1
geninin  (Brassica napus metallotiyonein protein 1) ifadesindeki degisimler

degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Cimlenme ve Bitki Yetistirme Kosullar

Bu arastirmada, kanola (Brassica napus L. cv. Sizer) tohumlari Trakya Tarimsal
Arastirma Enstitlisi’nden elde edilmistir. Kanola ¢esidine ait tohumlarin kabuk ylizey
sterilizasyonu %1’lik NaOCl’de 10 dakika slireyle yapildiktan sonra 5 kez distile sudan
gecirilmistir. Sterilizasyon sonrasinda tohumlar, igerisinde distile su ile islatiimis iki kat
filtre kdgidi bulunan 20x11.5x5 cm boyutlarinda seffaf plastikten yapilmis cimlendirme
kaplarinda kontrollii iklim kabininde (23°C, karanlik, %60 nem) 24 saat
cimlendirilmistir. Yaklasik ayni kék uzunluguna sahip ¢imlenmis tohumlar 0.5 L besin
cozeltisi [(mM): 2.4 Ca(NOs),, 1.0 KH,PO,, 3.0 KNO3, 1.0 MgS0O,4 ve 0.5 NaCl, (uM): 23.1
H3BOs, 4.6 MnCl,, 0.38 ZnSO,4, 0.16 CuSO,4, 0.052 H,Mo00, ve 44.8 FeEDTA; pH: 6.0)]
iceren hidroponik kiltlir ortamina transfer edilmistir. Fideler 3 glin daha kontrolli iklim
kabininde blyltlilmuistir. Dérdlinct glinln sonunda, her bir kiltir kabinda toplam 10
fide kalacak sekilde seyreltmeye gidilmistir. Dort giinlik etiyole fideler kontrolli iklim
kabininde (23°C, 260 pmol m~ s * isik yogunlugu, 16:8 saat fotoperiyot ve %60 nem)
14 giin boyunca blyltilmis ve besin c¢ozeltileri giin asirt degistirilmistir. On sekiz
ginlik fideler asagidaki uygulamalara maruz birakilmis (Cizelge 3.1) ve mevcut sireler

sonunda hasat edilmistir.

Kanola Stizer cesidinin fideleri icin Cr(VI) stresi ve Cr(VI) toleransinin tesviki ile ilgili
konsantrasyonlar 6n calismalar ile belirlenmistir. Buna goére, fide blylimesinin énemli
dizeyde inhibisyona ugradigi; fakat daha sonraki analizler icin 6rneklemelerin
yapilabilecegi dizeyde fide gelisiminin gozlendigi 50 uM Cr(VI) konsantrasyonu Cr(VI)
stres uygulamasi olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, 200 uM H,0, konsantrasyonu
kanola fidelerinin Cr(VI) toleransini tesvik etmek icin optimum konsantrasyon olarak

belirlenmistir.
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Cizelge 3.1. On sekiz glinllik kanola fidelerinin maruz kaldigi uygulamalar

Uygulama Uygulama

Uygulama adi Uygulama

no kodu

1 K-1 Kontrol-1 Besin ¢ozeltisi, 24 sa = Besin ¢ozeltisi, 1 giin
2 K-7 Kontrol-7 Besin ¢ozeltisi, 24 sa = Besin ¢ozeltisi, 7 glin

Besin ¢ozeltisi + 200 uM H,0,, 24 sa =& Besin
3 HP-1 H,0, uygulamali-1

¢ozeltisi, 1 glin

Besin ¢ozeltisi + 200 uM H,0, 24 sa = Besin

4 HP-7 H,0, uygulamali-7 o .

¢ozeltisi, 7 glin

Besin ¢Ozeltisi, 24 sa = Besin ¢ozeltisi + 50
5 Cr(V1)-1 Cr (VI) uygulamasi-1 .

uM K,Cr,05, 1 gun

Besin ¢ozeltisi, 24 sa = Besin ¢ozeltisi + 50
6 Cr(V1)-7 Cr (VI) uygulamasi-7

uM K,Cr,05, 7 gun

H,0, 6n uygulamali Cr (VI)  Besin ¢ozeltisi + 200 uM H,0,, 24 sa =& Besin

7 HP-Cr(VI)-1 o N
uygulamasi-1 ¢Ozeltisi + 50 uM K,Cr,05, 1 glin

H,0, 6n uygulamali Cr (VI)  Besin ¢ozeltisi + 200 uM H,0,, 24 sa =& Besin

8 HP-Cr(VI1)-7 .. .. ..
uygulamasi-7 ¢Ozeltisi + 50 uM K,Cr,05, 7 glin

3.2. Toprak Ustii Organlarin Taze ve Kuru Agirliklarinin Belirlenmesi

Kontrol [K-1 ve K-7], hidrojen peroksit [HP-1 ve HP-7], Cr(VI) uygulamasi [Cr(VI)-1 ve
Cr(V1)-7] ve H,0;, 6n uygulamah 50 uM Cr(VI) uygulamalarini [HP-Cr(VI)-1 ve HP-Cr(VI)-
7] iceren 8 farkli uygulamadan elde edilen fidelerin toprak Ustli organlarinin
(gdvde+yaprak) taze agirliklar (mg fide™) belirlendikten sonra 80°C’lik etiivde 48 sa

sureyle kurutulmus ve bu siire sonunda kuru agirliklari (mg fide™) belirlenmistir.

3.3. Krom Birikiminin Belirlenmesi

Krom birikiminin daha belirgin farkhliklarla ortaya konulmasi amaciyla, fidelerin toprak
Ustl ve kok dokularindaki toplam Cr icerigi 7. glinde belirlenmistir. Kontrol [K-7],

hidrojen peroksit [HP-7], Cr(VI) uygulamasi [Cr(VI)-7] ve H,0, 6n uygulamali 50 uM
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Cr(VI) uygulamasini [HP-Cr(VI)-7] takiben elde edilen fideler %10’luk HNOs ile
yikandiktan sonra 3 kez distile sudan gegirilmistir. Bu agir metal uzaklastirma islemini
takiben fidelerin toprak Ustl organlari ve kok dokulari ayrilmis ve kuru materyalin elde
edilmesi igin 80°C’lik etlivde 48 sa inkiibe edilmistir. Kuru bitki érnekleri (1 g), 10 mL
%65’lik HNOs kullanilarak mikrodalga firinda (Berghof Products + Instruments,
Germany) yakilmistir. Yakma islemi sonucunda orneklerin hacimleri bidistile su ile 100
mL’ye tamamlanmistir. Stok Cr ¢ozeltisi (1000 ppm) seyreltilerek hazirlanan koér dabhil
dort farkli konsantrasyondaki ¢ozelti ile kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Kalibrasyon
egrisinin korelasyon katsayisi (¥ = 0.999 ve (izeri) ve 6rneklerin Cr konsantrasyonlari,
Winlab32 paket programi kullanan ICP/OES (Inductively Coupled Plasma/Optical
Emission Spectrometry, Perkin Elmer 2100 DV) cihazi ile hesaplanmistir. Toprak Usti ve

kok dokularinda Cr birikimi ug g KA olarak hesaplanmistir.

3.4. Yaprak Dokusunda Biyokimyasal ve Molekiiler Analizler

Kontrol [K-1 ve K-7], hidrojen peroksit [HP-1 ve HP-7], Cr(VI) uygulamasi [Cr(VI)-1 ve
Cr(V1)-7] ve H,0;, 6n uygulamah 50 uM Cr(VI) uygulamalarini [HP-Cr(VI)-1 ve HP-Cr(VI)-
7] iceren 8 farkli uygulamadan elde edilen fidelerin yaprak dokulari biyokimyasal ve

molekdiler analizler i¢in kullaniimistir.

3.4.1. Fotosentetik Pigment iceriginin Belirlenmesi

Sekiz farkli uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin yaprak dokularindan toplam
klorofil (Klo a + b) ve karotenoidlerin ekstraksiyonu ve konsantrasyon tayinleri
Wellburn (1994)’e gore yapilmistir. Uygulamalara ait fidelerin yapraklarindan yaklasik
50 mg taze vyaprak dokusu alinmistir. Kicik parcalara ayrilan dokular, 10 mL
sogutulmus metanol iceren agzi kapakl cam test tlplerine alinmistir. Pigmentlerin
tamamen metanole ge¢mesi icin tlpler 48 sa silresince +4°C ve karanlikta
bekletilmistir. Her uygulamaya ait c¢ozeltinin Klo a, Klo b ve karotenoidlerin
absorbanslari sirasiyla 666, 653 ve 470 nm dalga boylarinda, TU-1880 Double Beam

UV-VIS spektrofotometre kullanilarak olg¢lilmiis ve konsantrasyonlar asagidaki
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formiillere gore taze agirlik (TA) temelinde mg g™* TA olarak hesaplanmistir (Wellburn

1994):

Klorofil a (Klo a) = 15.65A456— 7.34Ag53 x S*

Klorofil b (Klo b) = 27.05A¢53— 11.21Agg % S

Karotenoidler = (1000A470 — 2.86Klo a — 129.2Klo b)/221 x S

* S: Seyreltme katsayisi

3.4.2. Tiyol igeriklerinin Belirlenmesi

Sekiz farkh uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin yaprak dokularinda tiyol
icerikleri Nagalakshmi ve Prasad (2001)’a gore belirlenmistir. Yaprak dokulari (500 mg)
sivi azot kullanilarak havanda toz haline getirildikten sonra 20 mM EDTA ve 20 mM
askorbik asit iceren ekstraksiyon tamponunda homojenize edilmistir. Homojenantlar
+4°C ve 12.000xg’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra 0.5 mL slipernatant, 2.4 mL
200 mM Tris tamponu (pH 8.2) ve 0.1 mL 10 mM 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoik asit
(Ellman’s ayiraci) ¢ozeltileri ile karigtiriimistir. Karisim 15 dakika oda sicaklhiginda inkiibe
edildikten sonra 412 nm’de absorbanslari o6lg¢llmdistir. Toplam tiyol gruplar
ekstinksiyon katsayisi (¢=13.100 M~ cm™) kullanilarak hesaplanmistir (Harmens et al.

1993).

Protein olmayan (non-protein) tiyol iceriklerinin belirlenmesi icin 1 mL sGpernatant 2
mL %10’luk (w/v) sulfosalisilik asit ile karstirnlmistir. Daha sonra bu karisim 15 dakika
oda sicakliginda inklbe edildikten sonra 15 dakika 3.000xg’de santriflij edilmistir.
Santrifligasyondan sonra 2 mL slipernatant 1.9 mL 400 mM Tris-HCl (pH 8.9) tamponu
ve 0.1 mL Ellman’s ayiraci ile karistirilmistir. Karisimlar 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 412 nm’de absorbanslari dlcilmistir. Toplam tiyol iceriklerinden
protein olmayan tiyol iceriklerinin c¢ikarilmasi ile proteine bagl tiyol icerigi

hesaplanmistir.
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3.4.3. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Sekiz farkh uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin yaprak dokularinda lipit
peroksidasyonunun bir gostergesi olan malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi
Kosugi ve Kikugawa (1985)'nin bildirdigi metoda gore yapilmistir. 250 mg yaprak
dokusu 5 mL %5’lik trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize edilmistir. Homojenatlar
+4°C ve 12.000xg’de 5 dakika santriflij edilmistir. Stipernatanttan 250 pL alinarak
Uzerine %0.5 tiyobarbdtirik asit (TBA) iceren %20’lik TCA ¢ozeltisi eklenmistir. Bu
karisim daha sonra 95°C’de 30 dakika su banyosunda tutulmustur. Su banyosundan
cikarilan tuplerdeki reaksiyonlari durdurmak icin tipler buz banyosuna konulmustur.
Sonrasinda o6rnekler 2 ml’lik test tlplerine alinarak 10.000xg’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Stipernatantlar kuvars kiivetlere alinarak 532 ve 600 nm’de TU-1880 Double
Beam UV-VIS spektrofotometre ile absorbanslari 6lgllmustir. Kor olarak %0.5 TBA
ihtiva eden %20’lik TCA ¢ozeltisi (6rnek icermeyen) kullanilmistir. Yaprak dokularinin
MDA icerigi molar ekstinksiyon katsayisi (¢ = 155 mM ™' cm™) kullanilarak pmol g™* TA

olarak belirlenmistir.

3.4.4. Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.4.4.1. Enzim Ekstraksiyonu

Sekiz farkli uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin yaprak dokulari (500 mg) 1
mM EDTA, %1 (w/v) polivinilpirrolidon (PVP) ve 5 mM askorbik asit (yalnizca APX igin)
iceren 5 mL 50 mM potasyum fosfat tamponunda (pH 7.0) homojenize edilmistir.
Homojenat +4°C ve 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatantlar
superoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), guaiakol peroksidaz (POD) ve
katalaz (CAT) gibi antioksidant enzimlerin aktivitesinin belirlenmesi icin kullanilmistir.

Supernatantlardaki protein miktari Bradford (1976)’a gore belirlenmistir.

27



3.4.4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesi, nitroblue tetrazolium (NBT)
metoduna gore (Beauchamp and Fridovich 1971) NBT’'nin fotoindirgenmesinin 560
nm’de Olgllmesi ile belirlenmistir. Aktivite tayini icin 50 mM fosfat tamponu (pH 7.8),
0.1 mM EDTA, 13 mM metionin, 75 uM NBT ve %1’lik Triton X-100 igeren karisima 70
ul enzim ekstrakti ilave edilmistir. Daha sonra bu karisima ve 2 uM riboflavin eklenmis
ve test tlplerinin 10 dakika icin beyaz i1sik kaynagi altina yerlestirilmesiyle reaksiyon
baslatilmistir.  Orneklerin  absorbans degerleri 560 nm dalga boyunda
spektrofotometrik (TU-1880 Double Beam UV-VIS) olarak belirlenmistir. Bir tinite SOD,
deneysel kosullar altinda NBT indirgenmesinde %50 inhibisyona neden olan enzim
miktar olarak ifade edilmistir. Toplam SOD aktivitesi U mg™" protein olarak

hesaplanmistir.

3.4.4.3. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) aktivitesi Nakano ve Asada (1987)'ya gore
belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 50 mM fosfat tamponu (pH 7.0), 0.1 mM EDTA, 0.25
mM askorbat, 5 mM H,0, ve 20 uL enzim ekstraktindan olusmaktadir. Reaksiyon, 100
puL 5 mM H,0,'in ilavesi ile baslatilmistir. Askorbik asidin oksidasyon orani,
spektrofotometre kullanilarak 3 dakika i¢cin 290 nm’de absorbanstaki azalmayi takiben
belirlenmistir. Toplam APX aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayisi (¢ = 2.8 mM™*

cm ™) kullanilarak umol min™" mg ™" protein olarak hesaplanmistir.

3.4.4.4. Guaiakol Peroksidaz (POD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Guaiakol peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7) aktivitesi Mika ve Liithje (2003)’'e gore
belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 25 mM sodyum-asetat-HCl (pH 5.0), 51.3 mM
guaiakol, 12.5 mM H,0, ve enzim ekstrakti icermektedir. Reaksiyon enzim ekstraktinin
ilavesiyle baslatilmis ve absorbanstaki degisim 470 nm’de 3 dakika slire boyunca takip
edilmistir. Toplam POD aktivitesi, guaiakolun ekstinksiyon katsayisi (¢ = 26.6 mM ™

cm ™) kullanilarak umol min~t mg ™ protein olarak belirlenmistir.
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3.4.4.5. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

Toplam katalaz aktivitesi (CAT; EC 1.11.1.6) Aebi (1984)'ne gore belirlenmistir.
Reaksiyon karisimi 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) ve 10.6 mM H,0,
icermektedir. Reaksiyon 25 pL enzim ekstraktinin ilave edilmesi ile baslatiimistir. CAT
aktivitesi, H,0,’in 3 dakika i¢in 240 nm’de (¢ = 39.4 mM ™ cm_l) bozunmasi ile umol

min"* mg " protein olarak belirlenmistir.

3.4.5. Gergcek Zamanl Kantitatif PCR Analizleri
3.4.5.1. Total RNA izolasyonu ve Miktar Tayini

Sekiz farkh uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin yaprak dokularindan total
RNA izolasyonu RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil
3.1). Yaklasik 50 mg yaprak dokusu steril havan ve tokmag kullanilarak sivi azot ile toz
haline getirilmis ve sivi azot ile sogutulmus steril 1.5 mL’lik test tliplerine alinarak liziz
tamponu ile muamele edilmistir. Lizatlar 2 mL’lik toplama tliplerine yerlestirilmis
QlAshredder spin kolonlara transfer edilmis ve 13.000 rpm’de 2 dakika santrif(j
edilmistir. Toplama tiplinde olusan stpernatant yeni bir 1.5 mL’lik test tliptine alinmis
ve Uzerine 0.5 hacim etanol (%96—100) eklenmistir. Daha sonra bu karisim 2 mL’lik
toplama tiiplerine yerlestirilmis RNeasy spin kolonlara transfer edilmistir. Transfer
sonrasi tlipler 10.000 rpm’de santriflij edilmis ve toplama tlipiinde biriken siipernatant
uzaklastiriimistir. Spin kolonlarin yikanmasi icin kolonlar 3 kez yikama c¢ozeltisi ve
santrifligasyon serilerinden gecirilmistir. Daha sonra RNA ellisyonu icin spin kolonlar 50
pL RNaz icermeyen su ile yikanmis ve RNA oOrneklerini iceren eliisyon -20°C'de
saklanmistir.  RNA  konsantrasyonu 260 nm’de absorbansin  6lcilmesiyle
spektrofotmetrik olarak belirlenmistir. RNeasy ile saflastirilmis total RNA'nin bitinlGgu
ve boyut dagilimi %1.2°lik denatiire edici agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromir

boyama ile kontrol edilmistir.
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Formaldehit (FA) agaroz jelin hazirlanmasi:

e  %1.2'lik FA jelinin hazirlanmasi (10 x 14 x 0.7 cm boyutlu jel igin):
o 1.2 gagaroz
o 10 mL 10X FA jel tamponu
o RNazigermeyen su ile son hacim 100 mL’ye tamamlanir.

10X FA jel tamponu:

e 200 mM 3-[N-morfolino]propansilfonik asit (MOPS)
e 50 mM sodyum asetat

e 10 mM EDTA

e NaOH ile pH 7.0’ye ayarlanir.

1X FA jel yiiritme tamponu:

e 100 mL 10X FA jel tamponu
e 20 mL %37 (12.3 M) formaldehit
e 880 mL RNaz icermeyen su

5X RNA yiikleme tamponu:

e 16 pL doymus bromophenol blue sollisyonu
e 80 uL500 mM EDTA, pH 8.0

e 720 pL %37’lik (12.3 M) formaldehit

e 2 mlL %100 gliserol

e 3.084 mL formamid

e 4 mL 10X FA jel tamponu

e RNazigermeyen su ile 10 mL’ye tamamlanir.
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Yaprak materyali
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Sivi azotla dévme
ve liziz

QlAshredder ile
homojenizasyon
? Etanol ilavesi

i

Total RNA'nin baglanmasi

j Total RNA

.
|
*
:

Eltisyon

% Yikama (3 kez)

Tatal RNA sekil 3.1. RNeasy Plant Mini kit ile total RNA

ekstraksiyonu icin yontem akis semasi.
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Bir hacim 5X RNA yikleme tamponu 4 hacim RNA 6rnegine ilave edilmis ve karisim
birkac dakika 65°C’de inkiibe edilmis ve dengelenmis FA jele yliklenmistir. 1X FA jel

yurtutme tamponunda RNA ornekleri 5-7 V/cm olacak sekilde yurutilmustar.

3.4.5.2. Tek iplik cDNA Sentezi

Tek iplik cDNA (komplementer DNA=tamamlayici DNA) sentezi QuantiTect® Reverse
Transcription kiti (Qiagen) kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.2). Saflastiriimis 1 ug
RNA iceren o6rnekler genomik DNA’nin etkin bir sekilde uzaklastirilmasi icin 2 dakika
42°C’de gDNA (genomik DNA) uzaklastirma tamponunda inkiibe edilmistir. Daha sonra
ornekler Quantiscript Reverse Transcriptase (RT), Quantiscript RT tamponu ve RT
Primer karisimini iceren master karisimi ile muamele edilmistir. Tipler daha sonra
42°C'de 30 dakika inkiibe edilmis ve bu sire sonunda Quantiscript Reverse
Transcriptase enziminin inaktivasyonu icin 3 dakika 95°C'ye maruz birakilmistir.
Sentezlenen tek iplik cDNA’lar ger¢ek zamanli kantitatif polimeraz zincir

reaksiyonlarinda (RT-QPCR veya qPCR) kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir.

RNA 6rnekleri, gDNA
(genomik DNA) uzaklastirma
tamponu ve RNaz icermeyen

su ile kanigtirilir

=

V

l 42°C’de 2 dakika inklibasyon

= Quantiscript Reverse Transcriptase
(RT), Quantiscript RT tamponu ve
RT Primer karigiminin eklenmesi

l 42°C’de 30 dakika inkiibasyon

Quantiscript Reverse Transcriptase
enziminin inaktivasyonu icin 3 dakika
95°C’de inklbasyon
= e 5S° - Gergek zamanli kantitatif PCR
VVYV (7 V'V V'V kansimina cDNA'nin eklenmesi

Sekil 3.2. Quantitect Reverse Transcription
kiti ile tek iplik cDNA sentez yontemi.
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3.4.5.3. Primer Tasarlanmasi

Brassica napus metallotiyonein proteini (BnMP1; Gen bankasi aksesyon no:
GU189581.1) ve B-aktin (BnActin; Gen bankasi aksesyon no: AF111812.1) kodlayan
transkriptler ileri ve geri primerler kullanilarak amplifiye edilmistir. Hedef cDNA’larin
amplifikasyonu igin kullanilacak primerler NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veri bankasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) Brassica napus
genlerine gore tasarlanmistir. Her iki gene ait ileri ve geri primerler yaklasik 120 bg
uzunlugunda, %45-58 GC oranina ve 56 ila 57°C araliginda erime sicakhigina sahip
olacak sekilde tasarlanmigtir. Bitki hiicrelerinde surekli ifade olan B-aktin geni gergek
zamanli kantitatif PCR’1 dogrulamak icgin i¢ kontrol olarak kullanilmistir. BnMP1 ve

BnActin genleri igin primerler asagidaki gibi tasarlanmistir:

BnMP1 Fw: 5'-TACCACCACCCAGACTCTTG
BnMP1 Rev: 5'-GCAGACAGATCCGCACTTG
BnActin Fw: 5'-CAGACCGTATGAGCAAAGAGAT

BnActin Rev: 5'-CTGAGGGAAGCAAGAATGGAA

3.4.5.4. Gercek Zamanli Kantitatif PCR

mRNA seviyelerinin kantitatif degerlendirmeleri Rotor-Gene Q cihazi (QIAGEN)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Gercek zamanl kantitatif PCR amplifikasyonu, Uretici
firma tarafindan saglanan protokole gore QuantiTect® Probe RT-PCR Master karisimi

(QIAGEN) kullanilarak gerceklestirilmistir.
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2x QuantiTect Probe RT-PCR Master Karisimi

HotStarTaq® DNA Polimeraz

QuantiTect Probe RT-PCR tamponu

dUTP iceren dNTP karisimi

ROX™ pasif referans boya

8 mM MgCl,

Hedef cDNA’larin amplifikasyonu igin gerekli reaksiyonlar Cizelge 3.2’deki hacim ve son
konsantrasyon degerleri dikkate alinarak kurulmustur. PCR kosullari 95°C’de 15 dakika
ve 40 dongulik 94°C'de 15 s ve 60°C'de 60 s olacak sekilde ayarlanmigtir. cDNA
konsantrasyonlari 15-30. dongiiler arasinda Cr (esik dongusu; reaksiyon fllioresans
sinyalinin esik degerini kestigi dongl sayisi) degerleri olusturmak icin kullaniimistir.
Hedef gene ait transkriptlerin miktari B-aktin mRNA’si ile normalize edilmistir. Kontrol
bitkilerine gére BnMP1 mRNA ifadesindeki artis Livak ve Schmittgen (2001)’in standart

275 metodu ile belirlenmistir.

Cizelge 3.2. Gergek zamanli kantitatif PCR reaksiyonu kurulumu

igerik Hacim Son konsantrasyon
2x QuantiTect Probe RT-PCR Master karisimi 12.5 pL 1x
Primer-Prob 1puL 0.4 uM

Kalip cDNA 5uL <500 ng

RNaz icermeyen su 6.5 uL

Toplam reaksiyon hacmi 25 uL
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3.5. istatistiki Analizler

Denemeler, rastgele deneme deseninde dizenlenmistir. Denemelerden elde edilen
veriler en az g tekrarh olarak dizenlenmis ¢ bagimsiz denemeden elde edilmistir.
Elde edilen verilerin istatistiksel varyans analizleri SPSS paket programi kullanilarak test
edilmistir. Farkli parametrelerden elde edilen veriler arasindaki onemli farkliliklar

Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir (P<0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Cr(VI) Stresi Altindaki Kolza Fidesinde Biiyiime ve Krom Birikimi Uzerine Hidrojen

Peroksit On Uygulamasinin Etkisi

Bu arastirmada, kolzanin (Brassica napus L.) Slizer ¢esidinde Cr(VI) stresi ve hidrojen
peroksit 6n uygulamasinin fide blylimesi ve Cr birikimi Gzerine etkisi incelenmistir. Bu
amagla, 18 giinlik kolza fideleri kontrol [K], hidrojen peroksit [HP], Cr(VI) uygulamasi
[Cr(VI)] ve H,0, 6n uygulamali 50 puM Cr(VI) uygulamalarina [HP-Cr(VI)] maruz
birakilmistir. Uygulamalarin 1. ve 7. gliniinde fide bliyiimesi (toprak tsti dokularin taze

ve kuru agirhklar) ve Cr birikimi belirlenmistir (Sekil 4.1 ve 4.2).
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Sekil 4.1. Kolza Slizer ¢esidinde Cr(VI) stresi ve hidrojen peroksit (HP) 6n uygulamalarinin
toprak UGstl dokularin taze ve kuru agirliklari tGzerine etkisi. Farkli harfler, uygulamalar arasinda
Duncan Coklu Karsilastirma testine gére dnemli diizeydeki (P<0.05) farkliliklari gostermektedir.
Barlar standart hatayi (£SH) gostermektedir.
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Kolza Siizer gesidinin toprak Usti dokularinin taze ve kuru agirhklari 50 uM Cr(VI)
uygulamasinda onemli dizeyde (P<0.05) azalmistir (Sekil 4.1). 50 uM Cr(VI)
uygulamasinin 1. gininde, kolza fidelerinin taze ve kuru agirliklari kontrole gore
sirasiyla %20.9 ve %19.3 oraninda azalmistir. 50 uM Cr(VI) uygulamasinin 7. giiniinde
taze ve kuru agirliklar kontrole gore sirasiyla %53.6 ve %25.9 oraninda azalmistir. Diger
taraftan, 50 uM Cr(VI) stresinden 6nce uygulanan 200 uM H,0, 6n uygulamasi
bliyimdeki inhibisyonu 6nemli diizeyde iyilestirmistir. Cr(VI) stresi uygulanmis fidelere
gore H,0, 6n uygulamasini takiben Cr(VI) [HP-Cr(VI)] stresine maruz birakilan fidelerde,
taze ve kuru agirliklar krom uygulamasinin 1. giuninde sirasiyla %11.0 ve %13.4
oraninda, krom uygulamasinin 7. giiniinde ise sirasiyla %32.1 ve %34.1 oraninda artis
gostermistir. Diger taraftan, kontrol fidelerine goére H,0, 6n uygulanmis fidelerin (HP)

taze ve kuru agirliklari %8.3-15 oraninda artmistir (Sekil 4.1).

Kolza Slizer ¢esidinde, besin ortamina verilen 50 mM Cr(VI) 7. giniin sonunda toprak
Ustl ve kok dokularinda yliksek oranda Cr birikimine neden olmustur (Sekil 4.2A ve B).
Bununla birlikte, toprak Gstl dokulara gore kok dokusunda yaklasik 78 kat daha fazla Cr
birikimi belirlenmistir. Yalnizca 50 uM Cr(VI) uygulamasi ile karsilastirildiginda, H,0, 6n
uygulamasi toprak Ustl dokulardaki Cr konsantrasyonunda %56.1 oraninda 6nemli
diizeyde artisa neden olmustur (P<0.05). Bununla birlikte, H,0, 6n uygulamasi kok
dokularinda Cr konsantrasyonunu arttirmis olmasina karsin bu artis Onemsiz

bulunmustur (Sekil 4.2A ve B).

4.2. Cr(Vl) Stresi ve Hidrojen Peroksit On Uygulamasina Maruz Birakilan Kolza

Fidelerinin Yaprak Dokusunda Biyokimyasal ve Molekiiler Analizler

Kontrol [K-1 ve K-7], hidrojen peroksit [HP-1 ve HP-7], Cr(VI) uygulamasi [Cr(VI)-1 ve
Cr(V1)-7] ve H,0;, 6n uygulamah 50 uM Cr(VI) uygulamalarini [HP-Cr(VI)-1 ve HP-Cr(VI)-
7] iceren 8 farkh uygulamadan elde edilen fidelerin yaprak dokularinda fotosentetik
pigment, tiyol, malondialdehit (MDA) icerikleri, bazi antioksidant enzimlerin aktivitesi
ve metallotiyonein proteinini kodlayan BnMP1 geninin (Brassica napus metallotiyonein

protein 1) ifadesindeki degisimler degerlendirilmistir.
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Sekil 4.2. Kolza Stzer ¢esidinin toprak sti (A) ve kok (B) dokularinda Cr birikimi (izerine Cr(VI)
stresi ve hidrojen peroksit (HP) 6n uygulamalarinin etkisi. Farkli harfler, uygulamalar arasinda
Duncan Coklu Karsilastirma testine gore 6nemli dizeydeki (P<0.05) farkliliklari géstermektedir.
Barlar standart hatayi (£SH) gostermektedir.

4.2.1. Fotosentetik Pigment igerikleri

Brassica napus L. cv. Slzer ¢esidinin yaprak dokularinda toplam klorofil (klorofil a + b)
ve karotenoid icerikleri Sekil 4.3'de gosterilmistir. Krom uygulamasinin 1. giintinde, 50
uM Cr(VI) uygulamasi toplam klorofil ve karotenoid igeriklerinde sirasiyla %29.8 ve
%43.2 oraninda azalmaya neden olurken, krom uygulamasinin 7. glinlinde énemli bir
etki gdstermemistir. Bununla birlikte, yalnizca krom uygulamasinin 1. giiniinde, 50 uM
Cr(VI) stresinden 6nce uygulanan 200 uM H,0, 6n uygulamasi klorofil icerigindeki
inhibisyonu 6nemli diizeyde iyilestirmistir. Yalnizca Cr(VI) stresi uygulanmis fidelere
gore H,0, 6n uygulamasini takiben Cr(VI) stresine maruz birakilan fidelerde, toplam
klorofil ve karotenoid icerikleri krom uygulamasinin 1. giiniinde ise sirasiyla %37.6 ve
%28.9 oraninda artis gostermistir. Diger taraftan, hidrojen peroksit 6n uygulamasinin

iyilestirici etkisi krom uygulamasinin 7. giiniinde saptanmamistir (Sekil 4.3A ve B).
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Sekil 4.3. Kolza Stzer ¢esidinin yaprak dokularinda klorofil a + b ve karotenoid icerikleri izerine
Cr(VI) stresi ve hidrojen peroksit (HP) 6n uygulamasinin etkisi. Farkli harfler, uygulamalar
arasinda Duncan Coklu Karsilastirma testine goére onemli diizeydeki (P<0.05) farkliliklari
gostermektedir. Barlar standart hatayi (£SH) géstermektedir.

4.2.2. Tiyol igerikleri

Brassica napus L. cv. Suzer g¢esidinin yaprak dokularinda 50 uM Cr(VI) uygulamasi tiyol
iceriklerinde 6nemli dizeyde (P<0.05) artisa neden olmustur (Sekil 4.4). Krom
uygulamasinin 1. giiniinde, 50 mM Cr(VI) uygulamasi kolza fidelerinin proteine bagl
(PT) ve protein bagh olmayan tiyol (NPT) iceriklerinde kontrole gore sirasiyla %19.9 ve
%29.9 oraninda artisa neden olmustur. Krom uygulamasinin 7. giiniinde ise PT ve NPT
icerikleri kontrole gore sirasiyla %55.4 ve %56.2 oraninda artmistir. Bununla birlikte, 50

UM Cr(VI) stresinden 6nce uygulanan 200 uM H,0, 6n uygulamasi tiyol iceriklerinde
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ilave artisa neden olmustur. Yalnizca Cr(VI) stresi uygulanmis fidelere gére H,0, 6n
uygulamasini takiben Cr(VI) stresine maruz birakilan fidelerde, PT ve NPT icerikleri
krom uygulamasinin 1. glinlinde sirasiyla %8.7 ve %6.5 oraninda, krom uygulamasinin

7. gunlnde ise sirasiyla %14.3 ve %15.9 oraninda artis gostermistir (Sekil 4.4A ve B).
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Sekil 4.4. Kolza Siizer gesidinin yaprak dokularinda proteine bagli ve proteine bagl olmayan
tiyol icerikleri Gzerine Cr(VI) stresi ve hidrojen peroksit (HP) 6n uygulamasinin etkisi. Farkli
harfler, uygulamalar arasinda Duncan Coklu Karsilastirma testine gore onemli dizeydeki
(P<0.05) farkhliklari gostermektedir. Barlar standart hatayi (£SH) gostermektedir.

4.2.3. Lipit Peroksidasyonu

Brassica napus L. cv. Siizer gesidinin yaprak dokularinda lipit peroksidasyonunun bir
gostergesi olan malondialdehit (MDA) icerikleri 50 uM Cr(VI) uygulamasinda 6nemli
diizeyde (P<0.05) artmistir (Sekil 4.5). Krom uygulamasinin 1. ve 7. gliniinde, 50 uM
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Cr(VI1) uygulamasi MDA iceriklerinde kontrole goére sirasiyla 2.8 ve 3.0 kat artisa neden
olmustur. Bununla birlikte, 50 uM Cr(VI) stresinden dénce uygulanan 200 uM H,0, 6n
uygulamasi lipit peroksidasyonunu 6énemli diizeyde iyilestirmistir. Yalnizca Cr(VI) stresi
uygulanmis fidelere gére H,0, 6n uygulamasini takiben Cr(VI) stresine maruz birakilan
fidelerde MDA igerikleri krom uygulamasinin 1. ve 7. gliniinde sirasiyla %53.0 ve %23.5
oraninda azalmistir. Diger taraftan, kontrol fidelerine gére H,0, 6n uygulanmis fidelerin

(HP) MDA igeriklerinde énemli farkhlik belirlenmemistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Kolza Suzer gesidinin yaprak dokularinda MDA icerikleri lzerine Cr(VI) stresi ve
hidrojen peroksit (HP) 6n uygulamasinin etkisi. Farkli harfler, uygulamalar arasinda Duncan
Coklu Karsilastirma testine gére 6nemli dizeydeki (P<0.05) farkhhklari gostermektedir. Barlar
standart hatayi (+SH) géstermektedir.

4.2.4. Antioksidant Enzim Aktiviteleri

Bu arastirmada, kontrol [K-1 ve K-7], hidrojen peroksit [HP-1 ve HP-7], Cr(VI)
uygulamasi [Cr(VI)-1 ve Cr(VI)-7] ve H,0;, 6n uygulamali 50 uM Cr(VI) uygulamalarina
[HP-Cr(V1)-1 ve HP-Cr(VI)-7] maruz birakilan kolzanin (Brassica napus L.) Sizer
cesidinde sliperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), guaiakol peroksidaz
(POD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidant enzimlerin aktivitelerindeki degisimler
belirlenmistir (Sekil 4.6-4.9).
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Kolza fidelerinin yaprak dokularinda, Cr(VI) uygulamasi ve H,0, 6n uygulamali 50 uM
Cr(V1) uygulamasi sliperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinde 6nemli diizeyde (P<0.05)
artisa neden olmustur (Sekil 4.6). Krom uygulamasinin 1. gininde, 50 uM Cr(VI)
uygulamasi ve H,0, 6n uygulamali 50 uM Cr(VI) uygulamalari SOD aktivitesinde
kontrole gore sirasiyla %50.1 ve %45.7 oraninda, krom uygulamasinin 7. giinlinde ise
sirasiyla %43.0 ve %49.0 oraninda artisa neden olmustur. Bununla birlikte, yalnizca
Cr(VI) stresi uygulanmis fidelerin ve H,0, 6n uygulamasini takiben Cr(VI) stresine maruz

birakilan fidelerin SOD aktiviteleri arasinda 6nemli farklilik belirlenmemistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Kolza Siizer gesidinin yaprak dokularinda siperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi izerine
Cr(VI) stresi ve hidrojen peroksit (HP) 6n uygulamasinin etkisi. Farkli harfler, uygulamalar
arasinda Duncan Coklu Karsilastirma testine goére onemli diizeydeki (P<0.05) farkliliklari
gostermektedir. Barlar standart hatayi (£SH) gostermektedir.

Kolza fidelerinin yaprak dokularinda, 50 uM Cr(VI) uygulamasi askorbat peroksidaz
(APX) aktivitesinde 6nemli diizeyde (P<0.05) inhibisyona neden olmustur (Sekil 4.7).
Krom uygulamasinin 1. ve 7. giininde, 50 mM Cr(VI) uygulamasi APX aktivitesini
kontrole gore sirasiyla %31.7 ve %28.8 oraninda azaltmistir. Bununla birlikte, 50 uM
Cr(Vl) stresinden o6nce uygulanan 200 pM H,0, 6n uygulamasi sadece krom
uygulamasinin 7. glininde APX aktivitesindeki inhibisyonu 06nemli diizeyde
iyilestirmistir. Yalnizca Cr(VI) stresi uygulanmis fidelere gore H,O, 6n uygulamasini
takiben Cr(VI) stresine maruz birakilan fidelerde, APX aktivitesi krom uygulamasinin 7.

guninde %38.0 oraninda artis gdstermistir. Diger taraftan, kontrol fidelerine gére H,0,
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on uygulanmis fidelerin (HP) yaprak dokularinda APX aktiviteleri arasinda onemli

farkhlik belirlenmemistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Kolza Siizer ¢esidinin yaprak dokularinda askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi Uizerine
Cr(VI) stresi ve hidrojen peroksit (HP) 6n uygulamasinin etkisi. Farkli harfler, uygulamalar
arasinda Duncan Coklu Karsilastirma testine goére onemli diizeydeki (P<0.05) farkliliklari
gostermektedir. Barlar standart hatayi (£SH) gostermektedir.

Kolza fidelerinin yaprak dokularinda, Cr(VI) uygulamasi ve H,0, 6n uygulamal 50 uM
Cr(VI) uygulamasi guaiakol peroksidaz (POD) aktivitesinde onemli diizeyde (P<0.05)
artisa neden olmustur (Sekil 4.8). Krom uygulamasinin 1. gininde, 50 uM Cr(VI)
uygulamasi ve H,0, 6n uygulamali 50 uM Cr(VI) uygulamalari POD aktivitesinde
kontrole gore sirasiyla 1.6 ve 2.4 kat, krom uygulamasinin 7. gliniinde ise sirasiyla 4.2
ve 5.7 kat artisa neden olmustur. Yalnizca Cr(VI) stresi uygulanmis fidelere goére H,0,
on uygulamasini takiben Cr(VI) stresine maruz birakilan fidelerde, APX aktivitesi krom
uygulamasinin 1. ve 7. ginilinde sirasiyla %44.9 ve %34.3 oraninda 6nemli dizeyde
artis gostermistir. Diger taraftan, kontrol fidelerine gore H,0, 6n uygulanmis fidelerin
(HP) yaprak dokularindaki POD aktivitesinde onemli dizeyde artis belirlenmemistir

(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Kolza Siizer ¢esidinin yaprak dokularinda guaiakol peroksidaz (POD) aktivitesi lizerine
Cr(VI) stresi ve hidrojen peroksit (HP) 6n uygulamasinin etkisi. Farkh harfler, uygulamalar
arasinda Duncan Coklu Karsilastirma testine gore 6nemli dizeydeki (P<0.05) farkhliklari
gostermektedir. Barlar standart hatayi (£SH) gostermektedir.
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Sekil 4.9. Kolza Siizer ¢esidinin yaprak dokularinda katalaz (CAT) aktivitesi Gzerine Cr(VI) stresi
ve hidrojen peroksit (HP) 6n uygulamasinin etkisi. Farkli harfler, uygulamalar arasinda Duncan
Coklu Karsilastirma testine gére 6nemli dizeydeki (P<0.05) farkhhklari gostermektedir. Barlar
standart hatayi (+SH) géstermektedir.

Kolza fidelerinin yaprak dokularinda, Cr(VI) uygulamasi ve H,0, 6n uygulamal 50 uM

Cr(VI) uygulamasi katalaz (CAT) aktivitesinde dnemli diizeyde (P<0.05) bazi farkliliklara

neden olmustur (Sekil 4.9). Krom uygulamasinin 7. giiniinde, 50 uM Cr(VI) uygulamasi

ve H,0, 6n uygulamal 50 uM Cr(VI) uygulamalari CAT aktivitesinde kontrole gore

siraslyla %34.3 ve %27.9 oraninda 6énemli dizeyde azalmaya neden olmustur. Diger
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taraftan, Yalnizca Cr(VI) stresi uygulanmis fidelere gére H,0, 6n uygulamasini takiben Cr(VI)
stresine maruz birakilan fidelerin yaprak dokularinda CAT aktiviteleri arasinda 6nemli

farkhlik belirlenmemistir (Sekil 4.9).

4.2.5. Brassica napus Metallotiyonein Protein 1 (BnMP1) Geninin ifadesi

Bu arastirmada, kolzanin (Brassica napus L.) Stzer ¢esidinde, metallotiyonein proteinini
kodlayan genin (BnMP1) ifadesi Uzerine Cr(VI) stresi ve hidrojen peroksit 6n
uygulamasinin etkisi incelenmistir. Bu amacla, 18 glinliik kolza fideleri kontrol [K-1 ve
K-7], hidrojen peroksit [HP-1 ve HP-7], Cr(VI) uygulamasi [Cr(VI)-1 ve Cr(VI)-7] ve H,0,
on uygulamali 50 uM Cr(VI) uygulamalarina [HP-Cr(VI)-1 ve HP-Cr(VI)-7] maruz
birakilmistir. Bu sekiz uygulamadan elde edilen fidelerin yaprak dokularindan total RNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. izole edilen RNA’nin miktari ve safligi, 260 ve 280 nm
dalga boyunda absorbanslarinin 6lgilmesi ile belirlenmistir. RNA 6rneklerinin Azeo/Azso
oranlari 1.9-2.2 arasinda belirlenmistir. Yaprak dokularindan izole edilen total RNA'nin
bltunlGgu ve boyut dagilimi %1.2’lik denatiire edici agaroz jel elektroforezi ve etidyum

bromiir boyama ile kontrol edilmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Cr(VI) stresi ve hidrojen peroksit 6n uygulamasina maruz birakilan Brassica napus L.
fidelerinin yaprak dokularindan izole edilen bazi total RNA'larin (1 ug) %1.2°lik formaldehit
agaroz jel profilleri. M=Markor.
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BnMP1 geninin ekspresyon profilini belirlemek igin, yaprak dokularindan total RNA
izole edilmis ve gercek-zamanli kantitatif PCR (qPCR) analizlerine maruz birakilmistir.
Kolza BnMP1 ve [-aktin genleri icin gerceklestirilen qPCR analizleri her iki gen igin de
basarili bir amplifikasyonun oldugunu gostermistir (Sekil 4.11). Bununla birlikte,

amplifiye edilmis gen Grlinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmistir (Sekil

4.12).
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Sekil 4.11. Cr(VI) stresi ve hidrojen peroksit 6n uygulamasina maruz birakilan Brassica napus

L.’da RT-Q-PCR ile belirlenmis (A) BnMP1 geninin transkript birikimleri ve (B) bu 6rneklere ait
standart egri.
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- Sekil 4.12. RT-Q-PCR’dan elde edilen B-aktin
(121 bg) ve BnMP1 (115 bg) transkriptlerinin
%1.7’lik agaroz jeldeki profilleri. M = markor.

100 bg

Kolza BnMP1 geni Uzerine H,0, On uygulamasi ve Cr(VIl) stresinin etkisini
degerlendirmek icin 6n uygulamali ve uygulamasiz Cr(VI) stresine maruz birakilan
fidelerin yaprak dokularinda BnMP1 mRNA’sinin ekspresyon seviyesi incelenmistir
(Sekil 4.13). Krom uygulamasinin 1. gliniinde BnMP1 geninin ekspresyon seviyesi 50
UM Cr(VI1) uygulamasinda 6nemli diizeyde artmasina karsin, 7 glinlik Cr(V1) uygulamasi
transkript birikiminde 6nemli azalmaya neden olmustur (P<0.05). Krom uygulamasinin
1. glnlinde, Cr(Vl) stresinden Once uygulanan H,0, BnMP1 geninin ekspresyon
seviyesini Cr(VI) uygulamasina gore azaltmis; fakat bu etki dnemli bulunmamistir.
Bununla birlikte, tek basina H,0, 6n uygulamasi kontrole gére 6nemsiz bir artisa neden
olmustur. Krom uygulamasinin 7. gliniinde, dissal olarak uygulanan H,0,, BnMP1
geninin ekspresyon seviyesindeki Cr(VI) stresi tesvikli azalmayi ortadan kaldirmistir.
Cr(VI1) stresi uygulanmis fidelere gére H,0, 6n uygulamasini takiben Cr(V1) [HP-Cr(VI)]
stresine maruz birakilan fidelerde, ekspresyon seviyesi %55 oraninda artis gostermistir.
Ayrica, kontrole gore tek basina H,O, 6n uygulamasi ekspresyon seviyesini dnemli

diizeyde azaltmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Kolza Suzer cesidinin yaprak dokularinda BnMP1 mRNA’sinin ekspresyon seviyesi
Gzerine Cr(VI) stresi ve hidrojen peroksit (HP) 6n uygulamasinin etkisi. Nispi BhMP1 gen

5T metodu ile belirlenmis ve B-aktin mRNA seviyesi ile normalize

ekspresyonu seviyesi 2
edilmistir. Kontrol grubu kalibrasyon igin kullanilmigtir. Farkli harfler, uygulamalar arasinda
Duncan Coklu Karsilastirma testine gore 6nemli diizeydeki (P<0.05) farkliliklari géstermektedir.

Barlar standart hatayi (£SH) gostermektedir.
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5. TARTISMA ve SONUG

Blylime, i¢sel ve dissal blylime faktorlerinden olusan genotip ve c¢evrenin bir
fonksiyonu olarak ifade edilmektedir. Krom (Cr) bitkilerde herhangi bir metabolik isleve
sahip degildir ve esik degerinin lzerinde toksiktir (Dixit et al. 2002). Bitkilerde krom
toksisitesi asimilatlarin Uretimi ve translokasyonunu azaltarak blyime ve gelismeyi
olumsuz etkilemektedir (Hayat et al. 2012). Bir¢ok ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda
uygulanan Cr(VI)’'un bitki blylmesinde inhibisyona neden oldugu rapor edilmistir
(Vernay et al. 2008, Zhang et al. 2010, Choudhary et al. 2011, Sharma et al. 2011).
Mevcut arastirmada, Cr(VI) stresi kolza (Brassica napus L. cv. Slzer) fidelerinin taze ve
kuru agirhklarinda 6nemli azalmaya neden olmustur. Blylimedeki bu azalmanin,
normal blylime icin gerekli olan divalent iyonlarla (Fe ve S) krom iyonlarinin
rekabetinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Shanker et al. 2005). Celtik bitkilerinde
Cr(VI1) stresinin Ca, Mg, Zn ve Fe gibi besin elementlerinin alinimi, translokasyonu ve
birikimini engelleyerek bliyiimeyi 6nemli derecede inhibe ettigi belirtilmistir (Zeng et
al. 2010). Bununla birlikte, buyimedeki Cr(VI) nedenli azalmanin hiicre bélinmesinin
inhibisyonuna neden olan kromozomal aberasyonlardan kaynaklanabilecegi de ileri
surdlmistir (Liu et al. 1993). Hayat vd. (2012), bitkilerdeki Cr(VI) tesvikli lipit
peroksidasyonunun hicre membranlarinda hasara neden olarak fotosentetik
pigmentlerin degradasyonuna ve dolayisiyla bliyimede inhibisyona vyol actigini

bildirmistir.

Bitkilerde agir metal toleransi metal baglayici selatorler, fitohormonlar ve hidrojen
peroksit (H,0,) gibi sinyal molekillerinin dissal uygulamalar ile arttirilabilmektedir
(Lopez et al. 2009, Hu et al. 2009, Sharma et al. 2011). Hidrojen peroksit (H,0,)
nispeten kararli ve membranlardan diflize olabildiginden dolayi bitki hiicrelerinde
uyum/savunma mekanizmalarini tetikleyen bir sinyal molekili olarak distintilmektedir
(Prasad et al. 1994, Cruz de Carvalho 2008). Disuk konsantrasyonlarda H,0,’in bircok
savunma geninin ifadesini arttirdigi ve abiyotik streslere karsi olusturulan c¢oklu
savunma cevaplarini aktive ettigi bildirilmistir (Levine et al. 1994, Prasad et al. 1994).

Bazi bitki tiirlerinde H,0, 6n uygulamasinin disiik sicaklik (Prasad et al. 1994, Yu et al.
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2003), tuzluluk (Uchida et al. 2002, Azevedo Neto et al. 2005, Wahid et al. 2007, Xu et
al. 2008) ve agir metal (Hsu and Kao 2007, Hu et al. 2009) gibi stres kosullarina karsi
toleransi arttirdigi belirtilmistir. Mevcut arastirmada, digsal olarak uygulanan 200 uM
H,0, hem kontrol hem de Cr(VI) stresine maruz birakilan kolza fidelerinin taze ve kuru
agirliklarinda artisa neden olmustur. Bununla birlikte, bu artis Cr(VI) stresi altindaki
fidelerde daha belirgin ve ©Onemli olarak belirlenmistir. Hidrojen peroksit ©On
uygulamasinin iyilestirici etkisi Cd stresine maruz birakilan celtik fidelerinde de rapor
edilmistir (Hu et al. 2009, Chao et al. 2010). Diger taraftan, Raphanus sativus
bitkilerinde dissal olarak uygulanan brassinosteroidlerin (28-homobrassinolid ve
epibrassinolid) biylmedeki Cr(VI) tesvikli azalmayi iyilestirdigi bildirilmistir (Choudhary
et al. 2011, Sharma et al. 2011). Choudhary vd. (2011), dissal olarak uygulanan
epibrassinolidin indol-3-asetik asit (IAA) sentezini arttirarak Cr(VI) stresi altinda normal
fide buylUmesini tesvik ettigini ve absisik asit (ABA) Uretimini arttirarak Cr(VI)
toleransini sagladigini belirtmistir. Bununla birlikte, Cr(VI) stresi altindaki bugday
fidelerinde dissal olarak uygulanan hidrojen silfidin (H,S) antioksidant savunma
sistemini aktive ederek biylimeyi tesvik ettigi ve H,S’in abiyotik streslere karsi bitki
cevaplarinda islev goéren bir sinyal molekili olabilecegi ileri stirilmustir (Zhang et al.

2010).

Bitkilerde krom alinimi, translokasyonu ve birikimi oksidasyon durumu ve biylime
ortamindaki veya bitki dokularindaki Cr konsantrasyonu tarafindan belirlenmektedir
(Mishra et al. 1995, Zayed et al. 1998, Babula et al. 2008). Yiuksek bitkilerde Cr(VI)
aliniminin muhtemelen siilfat veya fosfat translokasyon tasiyicilari aracihgiyla oldukca
hizli ve aktif bir mekanizmayla olustugu belirtilmistir (Barcelé and Poschenrieder 1997,
Cervantes et al. 2001, Kim et al. 2006). Bitkilerde Cro,%in siilfat iceren protein
tasiyicilart yardimiyla aktif olarak membranlardan gectigi ve kdklerde muhtemelen
Fe(lll) rediktaz enzimi ile Cr(lll)’e indirgendigi bildirilmistir (Zayed et al. 1998). Aksine
Cr(lll)’un pasif olarak alindigi ve hiicre ¢eperindeki katyon degisim bolgeleri tarafindan
tutuldugu belirtilmistir (Marschner 1995). Mevcut arastirmada, Cr(VI) stresine maruz

birakilan kolza fidelerinin kok ve toprak usti dokularinda 6nemli miktarda Cr
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birikmistir. Kolza fidelerinin toprak Ustli dokularinda 46 pg Cr g_1 KA birikirken, kok
dokusunda 3600 pg Cr g_1 KA birikmistir. Bu sonug toprak Ustl dokulara Cr'un diisik
oranda transloke oldugunu ve kokler tarafindan Cr absorbe edildikten sonra fidelerin
koklerinde alikonuldugunu gostermektedir. Benzer sonuglar, Cr(VI) stresine maruz
birakilan bezelye, Brassica juncea ve Raphanus sativus bitkilerinde de belirlenmistir
(Pandey et al. 2009, Diwan et al. 2010, Sharma et al. 2011). Toprak Ustli dokulara
dislik orandaki translokasyonun kok hicrelerinin vakuollerinde Cr iyonlarinin
alikonmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Diwan et al. 2010). Shanker vd.
(2005), bir detoksifikasyon mekanizmasi olarak bazi bitki tirlerinin koklerinde Cr(VI)'u
oldukga kararli olan Cr(lll)’a indirgeyebildiklerini ve kdok hiicrelerinin vakuollerinde
Cr'un immobilize olmasindan dolayi toprak Ustl organlara translokasyonunun sinirli

oldugunu bildirmislerdir.

Mevcut arastirmada, 24 saat 200 uM H,0;, 6n uygulamasini takiben 50 uM Cr(VI)
stresine maruz birakilan kolza fidelerinin toprak Ustl dokularinda Cr birikiminde énemli
diizeyde artis saptanmistir. Kolza fidelerinin toprak Ustl dokularinda Cr birikimi H,0,
on uygulamasina bagli olarak 46 ug Cr g'1 KA’dan 72 pug Cr g_1 KA’a ¢ikmistir. Benzer
olarak, celtik fidelerinde 3 saat 10 mM H,0, 6n uygulamasinin yaprak dokularinda Cd
birikimini arttirdigi bildirilmistir (Chao et al. 2010). Aksine Hu vd. (2009), celtik
fidelerinde 24 saat 0.1 mM H,0;, 6n uygulamasinin Cd translokasyonunu azalttigini
bildirmistir. Kadmiyum translokasyonundaki H,0, nedenli bu azalmanin muhtemelen
kok hiicre ceperinde Cd’'un immobilize edilmesinden kaynaklanabilecegi ileri
surllmustlr (Hu et al. 2009). Bununla birlikte, Cr(VI) stresine maruz birakilan celtik
bitkilerinde besin ortamina verilen silikonun Cr alinim ve translokasyonunu azalttigi
bildirilmistir. Ma vd. (2006), silikonun kok hiicre ¢eperinin lignin icerigini degistirerek
metal iyonlarinin koklerden toprak Ustli organlara translokasyonunu azalttigini
belirtmistir. Diger taraftan, Cr(VI) stresine maruz kalan Raphanus sativus bitkilerinde
dissal 28-homobrassinolid uygulamasinin yaprak dokularindaki Cr birikimini azalttig
bildirilmistir (Sharma et al. 2011). Sonuc¢ olarak, Cr(VI) toksisitesini azaltan hidrojen

peroksidin kolza bitkilerinde Cr alinimi ve translokasyonundaki muhtemel rollerinin
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anlasilmasi, Cr(VI) ile kirlenmis alanlarin remediasyonunda bu sinyal molekilinin

kullanimini arttiracaktir.

Plazma membraninin fonksiyonlari cevresel stresler tarafindan olumsuz sekilde
etkilenmekte ve bu etki lipit peroksidasyonunun seviyesi olarak oOlgililebilmektedir.
Malondialdehit (MDA, lipit peroksidasyonu uriini) seviyesinin olgimi oksidatif stresin
hassas bir indeksi olarak siklikla kullaniimaktadir (Diwan et al. 2010). Mevcut
arastirmada, Cr(VIl) stresi MDA igeriginde onemli artisa neden olmustur. Kolza
fidelerinin yaprak dokularindaki MDA igerigindeki artis Cr(VI) stresi altinda artan reaktif
oksijen tirlerinin Uretimini gostermektedir. Lipit peroksidasyonu ve dolayisiyla
oksidatif stresin bir gostergesi olan MDA icerigindeki artis Cr(VI) stresi altindaki bugday
(Zhang et al. 2010), arpa (Ali et al. 2011), Brassica juncea (Diwan et al. 2010) ve
Raphanus sativus L. (Choudhary et al. 2011, Sharma et al. 2011) gibi bitki tirlerinde de
belirlenmistir. Diger taraftan, H,O, 6n uygulamasini takiben Cr(VI) stresine maruz kalan
kolza fidelerinin yaprak dokularinda MDA igeriginde azalma saptanmistir. Bunun
nedeni, H,O0, 6n uygulamali Cr(VI) stresi kosullarinda muhtemelen reaktif oksijen
turlerinin olusumunun azalmasi olabilir. Benzer olarak, celtik fidelerinde H,0O, 6n
uygulamasinin Cd tesvikli MDA ve H,0, birikimini azalttigi rapor edilmistir (Hu et al.
2009, Chao et al. 2010). Ayrica, yuksek sicaklik ve salisilik asit uygulamalari ile biriken
H,0,’in geltik fidelerini Cd tesvikli oksidatif stresten koruyarak MDA icerigini azalttig
ileri strlmustir (Hsu and Kao 2007, Chao et al. 2010). Bununla birlikte, dissal olarak
uygulanan hidrojen silfidin (H,S) bugday ve brassinosteroidlerin (28-homobrassinolid
ve epibrassinolid) Raphanus sativus L. bitkilerinde Cr(VI) tesvikli MDA birikimini
azalttigi bildirilmistir (Zhang et al. 2010, Choudhary et al. 2011, Sharma et al. 2011).

Fotosentetik pigmentlerin degradasyonu agir metal stresine maruz kalan bitkilerde
gozlenmektedir (Hayat et al. 2012). Fotosentetik pigmentlerin icerigindeki bu azalma
1stk yakalama kapasitesinde (Mazhoudi et al. 1997) ve dolayisiyla bitkinin fotosentetik
kapasitesinde azalmaya neden olmaktadir. Bununla birlikte, bitki blylimesindeki agir

metal nedenli azalmanin fotosentetik pigmentlerin icerigindeki azalmayla iliskili oldugu
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bildirilmistir (Sharma and Sharma 2003). Mevcut arastirmada, Cr(VI) stresi kolza
fidelerinin yaprak dokularinda klorofil iceriginde azalmaya neden olmustur.
Hekzavalent kromun klorofil igerigi Uzerine olan olumsuz etkisi bugday
(Subrahmanyam 2008), Raphanus sativus (Sharma et al. 2011) ve Datura innoxia
(Vernay et al. 2008) gibi bitki tdrlerinde belirlenmistir. Klorofil icerigindeki bu
azalmanin Cr(VI) tesvikli oksidatif stresin pigmentler Gzerine olan olumsuz etkisinden
kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Vajpayee et al. 2000). Bununla birlikte, Cr(VI) stresinin
klorofil biyosentezinde fonksiyon goéren énemli bir enzim olan d-aminoleviilinik asit
dehidratazi (ALAD) degrade ederek klorofil iceriginde azalmaya neden oldugu
belirtilmistir (Vajpayee et al. 2000, Yildiz et al. 2012). Mevcut arastirmada, H,0, 6n
uygulamasi Cr(VI) stresi altindaki kolza fidelerinde klorofil iceriginin artisina neden
olmustur. Bu durum, kolza fidelerinde oksidatif stresin baskilanmasinda H,0,’in rol
oynayabilecegini gostermektedir. Krom stresi altindaki Raphanus sativus fidelerinde
28-homobrassinolid uygulamasinin  klorofil iceriklerinde artisa neden oldugu
belirlenmistir (Sharma et al. 2011). Bununla birlikte, 50 uM Cd stresine maruz birakilan
kolza fidelerinin klorofil icerigindeki azalmanin absisik asit ve jasmonik asit gibi biylime

diizenleyicilerinin dissal uygulamalari ile hafifletildigi bildirilmistir (Meng et al. 2009).

Bitkiler agir metallerin detoksifikasyonu veya homeostazisi igin sistein ve fitoselatinler
gibi tiyol bilesiklerine sahiptirler (Cobbett 2000). Tiyol gruplarinin oksidatif strese karsi
bitkileri koruyucu 6zelliklerinden dolayi Cr(VI) tesvikli oksidatif streste bu bilesiklerin
fonksiyon gorebilecegi bildirilmistir (Sinha et al. 2005). Bununla birlikte, tiyollerin
antioksidant ozellikleri —=SH gruplarinin oksidasyonuna baglidir (Toppi and Gabbrielli
1999). Yiiksek oranda sistein-silfidril rezidlielerine sahip protein bagl olmayan tiyoller
agir metal detoksifikasyonunda onemli rol oynamaktadir. Proteine bagh olmayan
tiyollerin dnemli bir bileseni olan indirgenmis glutatyon (GSH) agir metal toleransi ve
icsel alikonulmasinda 6nemli roller oynamaktadir (Zhu et al. 1999). Arastirmamizda,
Cr(V1) stresi altindaki kolza fidelerinde proteine bagh ve bagh olmayan tiyollerin
konsantrasyonundaki artis tiyolli bilesiklerin Cr(VI) toleransinda fonksiyon gordiglini

gostermektedir. Bununla birlikte, H,0, 6n uygulamasini takiben Cr(VI) stresine maruz
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birakilan kolza fidelerinde H,0, 6n uygulamasi tiyol iceriklerinde 6nemli artisa neden
olmustur. Tiyol icerigindeki artis Cr(VI) stresi altindaki Brassica juncea, Vigna radiata
(Sinha et al. 2009) ve Pistia stratiotes (Sinha et al. 2005) gibi bitki tiirlerinde de
belirlenmistir. Diger taraftan, Ocimum tenuiflorum bitkilerinde Cr(VI) stresinin protein
bagl olmayan tiyol iceriklerinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Rai et al. 2004).
Mevcut arastirmada, kolza fidelerinde krom birikimi ve tiyol konsantrasyonundaki
artisin  korelasyon gostermesi, tiyol iceren selatorlerin  Cr'un i¢sel olarak

alikonulmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Hidrojen peroksidin antioksidant enzimlerin aktivitesi ve gen ekspresyonunu arttiran
bir sinyal molekill olarak fonksiyon gordigi dusinilmektedir (Hong et al. 2009, Chao
et al. 2010). Bu nedenle, krom stresi altindaki kolza fidelerinde H,0, 6n uygulamasinin
koruyucu etkilerinin daha iyi anlasiimasi i¢in reaktif oksijen tirlerinin temizlenmesinde
fonksiyon gbren antioksidant enzimler calisilmistir. Agir metal gibi cevresel stresler
reaktif oksijen tirlerinin Uretimini arttirarak hiicresel zarara neden olabilmektedir
(Mittler 2002). Bu nedenle, Cr(VI) stresine karsi tolerans birgok antioksidant enzim ve
bilesikten olusan antioksidant sisteminin tesvikine bagl olabilmektedir. Celtik
bitkilerinde H,0, 6n uygulamasinin antioksidant enzimlerin aktivitesinde artisa neden
oldugu ve bu artisin Cd toleransindaki artistan sorumlu oldugu ileri strtGlmustir (Hu et
al. 2009). Antioksidant enzimlerin aktivitesindeki artisin, mitokondrilerdeki elektron
tasima zincirinin Cr iyonlari tarafindan engellenmesi ile olusan sliperoksit radikallerine
(0,"") cevap olarak ortaya ¢iktigi belirtilmistir (Hayat et al. 2012). Stiperoksit dismutaz
(SOD) sliperoksit radikallerinin O, ve H,0,’e dismutasyonunu katalizleyen bir
metalloenzim ailesidir. SOD aktivitesi ile olusan H,0, ise peroksizomlarda bulunan
katalaz (CAT) veya kloroplastlardaki askorbat peroksidaz (APX) ya da membran bagli
peroksidazlar (POD) tarafindan uzaklastiriimaktadir (Foyer et al. 1997).
Arastirmamizda, SOD ve POD aktiviteleri Cr(VI) stresi altindaki kolza fidelerinin yaprak
dokularinda kontrole gbre artis gostermesine karsin APX aktivitesi azalmistir. Kolza
fidelerinde SOD aktivitesinin artmasi Cr(VI)'un oksidatif strese neden oldugunu

gostermektedir. Bununla birlikte, H,0, 6n uygulamasi hem kontrol hem de Cr(VI)
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stresine maruz kalan fidelerin SOD aktivitelerinde ©nemli bir degisime neden
olmamistir. Hu vd. (2009), celtik fidelerinin yaprak dokularinda Cd stresinin SOD
aktivitesini azalttigini, fakat Cd uygulamasina goére H,0, ©6n uygulamalh Cd
uygulamasinda SOD aktivitesinin arttigini bildirmistir. Bununla birlikte, Cr(VI) stresi
altindaki Raphanus sativus fidelerinde dissal olarak uygulanan brassinosteroidlerin (28-
homobrassinolid ve epibrassinolid) SOD aktivitesinde artisa neden oldugu bildirilmistir
(Choudhary et al. 2011, Sharma et al. 2011). Arastirmamizda, Cr(VI) stresi kolza
fidelerinde APX aktivitesinde azaltmistir. Hayat vd. (2012), APX enziminin Cr(VI)
olduk¢a hassas oldugunu bildirmistir. Cr(VI) stresi altindaki bitkilerde enzim
aktivitesindeki azalmanin Cr iyonlarinin enzim sistemi (izerine olan inhibe edici
etkisinden kaynaklandigi belirtilmistir (Hayat et al. 2012). Arastirmamizda, Cr(VI) stresi
altindaki kolza fidelerinde H,0, 6n uygulamasi APX aktivitesinde artisa neden olmustur.
Benzer sonuglar Cd stresi altindaki celtik fidelerinde de belirlenmistir (Hu et al. 2009).
Bununla birlikte, Cr(VI) stresine maruz birakilan bugday ve Raphanus sativus
bitkilerinde sirasiyla hidrojen sulfit (H,S) ve 28-homobrassinolid 6n uygulamalarinin
APX aktivitesinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Zhang et al. 2010, Sharma et al.
2011). Guaiakol peroksidaz (POD) aktivitesinin metal toksisitesi icin bir biyomarkor
olarak kullanilabilecegi ileri strtlmustir (Radoti¢ et al. 2000). Arastirmamizda, kolza
fidelerinde Cr(VI) stresi POD aktivitesinde artisa neden olmustur. Bununla birlikte,
Cr(VI1) stresi altindaki kolza fidelerinde H,0, 6n uygulamasi POD aktivitesinde ilave bir
artisa neden olmustur. Bu sonuclar, Cr(VI) stresi altinda H,0, tesvikli POD aktivitesinin
H,0, ve MDA seviyelerini azaltarak Cr(VI) toleransini arttirdiginin bir géstergesi olabilir.
Bununla birlikte, agir metallerin detoksifikasyonundaki muhtemel mekanizmalar
POD’un lokalize oldugu hicre duvari ve vakuollerde metallerin alikonulmasini
icermektedir (Asada 1992). Bu nedenle, H,0, 6n uygulanmis kolza fidelerinde daha

fazla Cr birikiminin artan POD aktivitesi ile iliskili olabilecegi ileri siirtlebilir.

Agir metal detoksifikasyonunda metallotiyoneinler (MT’ler) ve fitoselatinler (PC’ler)

gibi agir metal baglayici ligandlar birlikte fonksiyon gérmektedirler. Bazi MT genlerinin

agir metallerce tesvik edilmesi (Mendoza-Cozalt et al. 2007, Schor-Fumbarov et al.
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2005, Usha et al. 2007), bu genlerin maya gibi organizmalardaki ekspresyonunun agir
metal toleransini arttirmasi (Kohler et al. 2004) ve bazi MT proteinlerinin metal
baglayici 6zellik gostermesinden dolayi (Bilecen et al. 2005, Usha et al. 2009) MT’lerin
bitkilerde agir metal toleransiyla iliskili olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte,
bitkilerde MT’lerin sistein kalintilarindaki tiyol gruplari ile metal iyonlarina
baglanabilmelerinden dolayl metal toleransi ve homeostazisinde islev gorebilecegi ileri
sUrtlmastiir (Hassinen et al. 2011). Mevcut arastirmada, Cr(Vl) stresinin BnMP1
geninin ekspresyon seviyesini tesvik edip etmedigini belirlemek igin kolza (Brassica
napus L.) fideleri, 50 uM Cr(VI) ve H,0, 6n uygulamali 50 uM Cr(VI) uygulamalarina
maruz birakilmistir. Bu fidelerin yaprak dokularindan total RNA izole edilmis ve gergek-
zamanli kantitatif PCR analizlerine maruz birakilmistir. Cr(VI) stresi kosullarinda, BnMP1
geninin ekspresyon seviyesi krom uygulamasinin 1. glintiinde artarken, uzun uygulama
suresi (7 gin) ekspresyon seviyesini azaltmistir. Suana kadar, Cr(VI) stresine cevap
olarak bitki tlirlerinde MT mRNA’lari ekspresyon profilleri Gizerine ¢ok az sayida galisma
bulunmaktadir. Goupil vd. (2009), domates LeMT2 gen ekspresyon seviyesinin 24 sa 80
UM Cr(VI) uygulamasi tarafindan tesvik edildigini, buna karsin 160 uM ve Uzerindeki
Cr(V1) uygulamalarinin LeMT2 ekspresyon seviyesini kontrole gére 6énemli derecede
azalttigini bildirmistir. Bununla birlikte, bazi bitki tirlerinde Cu, Zn, Pb ve As streslerine
cevap olarak bazi MT genlerinin ekspresyon seviyelerinde artis belirlenmistir (Goupil et
al. 2009, Huang and Wang 2010). Mevcut arastirmada, Cr(VI) stresi altinda kolza
fidelerinde sirenin artisina bagh olarak BnMP1 geninin ekspresyon seviyesindeki
azalma, muhtemelen BnMP1 proteininin Cr(VI) stresine karsi savunma
mekanizmalarindan biri olarak fonksiyon gérmedigini géstermektedir. Bu sonug, Cr(VI)
detoksifikasyonu icin alternatif mekanizmalarin olabilecegini ileri stirmektedir. Bizim
sonuclarimiza zit olarak, Huang vd. (2011), Bruguiera gymnorrhiza BgMT2 gen
ekspresyonunun Cd konsantrasyonu ve uygulama siresindeki artisa bagl olarak artis
gostermesinden dolayl bu genin kodladigi proteinin Cd tolerans mekanizmalarindan
biri olarak fonksiyon gordigind ileri sirmustiir. Diger taraftan arastirmamizda, 200 uM
H,0, 6n uygulamali 50 uM Cr(VI) uygulamasinin 7. giiniinde, H,0, 6n uygulamasi kolza

fidelerinde BnMP1 geninin ekspresyon seviyesindeki Cr(VI) tesvikli azalmayi ortadan
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kaldirmistir. Navabpour vd. (2003), kolza fidelerinde LSC54 (MT1 geni) ekspresyonunun
yaprak senesensi sirasindaki reaktif oksijen tirlerinin Uretimi tarafindan tesvik
edildigini bildirmistir. Bununla birlikte, pamuk GhMT3a’nin cevresel streslere cevap
olarak bir reaktif oksijen tirleri temizleyicisi olarak fonksiyon gérebilecegi belirtilmistir
(Xue et al. 2009). Kolza fidelerinde BnMP1 geninin ekspresyon seviyesi lizerine H,0, 6n
uygulamasinin tesvik edici etkisi BnMP1 proteininin reaktif oksijen tirlerinin
temizlenmesinde 6nemli rol oynayabilecegini ileri siirmektedir. Reaktif oksijen tirlerini
uzaklastirma yetenegi ile iliskili olarak MT’lerin ozmotik, tuz, soguk ve agir metal
streslerinde bir savunma rolliniin oldugu ileri strilmustir (Mir et al. 2004, Wong et al.

2004, Xue et al. 2009).

Sonuc olarak, Cr(VI) stresi altindaki kolza fidelerinde H,O, 6n uygulamasi blylime,
fotosentetik pigment icerigi, tiyol icerigi, antioksidant enzimlerin aktivitesini arttirmis
ve lipit peroksidasyon seviyesini azaltmistir. Boylece H,O, 6n uygulamasinin Cr(VI)
stresinin olumsuz etkilerini hafifletmede bir potansiyele sahip oldugunun énemli bir
gostergesidir. Bununla birlikte, kolza fidelerinin Cr(VI) toleransinda BnMP1 gen
ekspresyonunun 7. giindeki H,O, tesvikli artisi BnMP1 proteininin reaktif oksijen

turlerinin temizlenmesinde 6nemli bir rol oynayabileceginin gostergesi olabilir.
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