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OZET

ASPIR BITKIiSININ YEREL (Carthamus tinctorius L.) VE ATASAL
(Carthamus oxyacantha M. Bieb.) GENOTIPLERININ NiKEL
TOLERANSLARININ BELIRLENMESI VE
FITOREMEDIASYONUNDA KULLANILMA POTANSIYELLERININ
DEGERLENDIRILMESI

Ugurcan BARAN

Yuksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Danismani: Prof. Dr. Yasemin EKMEKGi
Aralik 2018, 101 sayfa

Nikel (Ni*?) bitki blyiime ve gelismesi icin gerekli bir mikrobesin maddesi olup,
yuksek konsantrasyonlari oldukga toksik etkilere sahiptir. Bu g¢alismada, nikelin
yerel (Carthamus tinctorius L., Olas) ve atasal (Carthamus oxyacantha M. Bieb.)
aspir genotiplerinin buyume ve fotokimyasal aktiviteleri Gzerindeki etkileri ve
genotiplerin nikel toleransi ile biriktirme potansiyellerinin ortaya konulmasi
amaclanmistir. Kontrolll kosullara sahip iklim kabininde (16/8 saat fotoperiyot, 180-
200 pmolm™s™ 1sik siddeti, 23-25 + 1°C gece/giindiiz sicaklik, %50+5 nem) su
kalturande 14 gun yetistirilen bitkiler, 7 gun sure ile farkli nikel konsantrasyonlarina
[kontrol, 0.5 mM, 0.75 mM ve 1.0 mM (NiCl,.6H20)] maruz birakiimistir.

Hem yerel hem de atasal genotiplerde nikel birikimine bagli olarak, kok ve surgun
biyokutlesi azalmig ve bu azaligin, koklerde daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, her iki genotip de kokleri ile aldiklari nikelin yaklagik %8-18’ini yapraklara



transloke etmistir. Yapraklara az miktarda nikel taginmasina ragmen, fotosentetik
aparatlar olumsuz yonde etkilenmistir. Toksik nikel duzeyleri, tilakoid
membranlardaki spesifik (ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC, REo/RC ve DIo/RC) ve
fenomenolojik (ABS/CS, TRo/CSo, ETo/CSo ve DIlo/CSp) enerji akislarinda,
kuantum verimlerinde (ppo Ve ®pio), PSII'nin dondr (Vk/V,) ve PSl'in akseptdr (AVip)
kisimlarinin etkinliginde degisimlere yol a¢cmistir. Bu degisimler, genotiplerin
fotosentetik performanslarinda (Plags ve Pltop) 6nemli diizeyde azalmaya neden
olmustur, ancak nikelin bu olumsuz etkileri membran butunlugu ile anten ve aktif
reaksiyon merkezlerindeki pigment miktarlarini etkilese de, bu etki fotosistemlerin
islevselliklerini durduracak duzeyde olmamistir.

Genotiplerin koklerinde slperoksit dismutaz (SOD) ve guaiakol peroksidaz (POD)
enzimlerinin yuksek aktiviteleri ile toksik nikel duzeylerinin olusturdugu oksidatif
hasar Urunleri olan stperoksit (O2°) ve hidrojen peroksit (H202) detoksifiye edilirken;
yapraklarda bu enzimlere ilaveten askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon reduktaz
(GR) aktiviteleri ile aksesuar pigmentlerden antosiyanin ve flavonoidlerin
miktarlarindaki artisin da savunmada etkili oldugu saptanmistir.

Yerel ve atasal genotipler, nikel toksisitesine karsi benzer tolerans sergilemiglerdir.
Aspir bitkisinin, nikeli buyuk oranda koklerinde biriktirmesinden dolayi nikelle
kirlenmig topraklarin remediasyonunda (fitostabilizasyon) kullanilma potansiyelleri

mumkin olabilir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidant enzimler, Aspir, Carthamus tinctorius, Carthamus
oxyacantha, Fotokimyasal aktivite, Nikel, Tolerans



ABSTRACT

DETERMINATION OF NICKEL TOLERANCES OF DOMESTIC
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Nickel (Ni*?) is a micronutrient that is essential for plant growth and development,
and its high concentrations have highly toxic effects. In this study, the effects of
nickel on the growth and photochemical activities of domestic (Carthamus tinctorius
L., Olas) and wild (Carthamus oxyacantha M. Bieb) safflower genotypes and the
potential of accumulation with the nickel tolerance of the genotypes were aimed. 14
day-old seedlings grown in climate cabinet with controlled conditions (16/8 hour
photoperiod, 180-200 pmol. m?s™ light intensity, 23-25 + 1 °C day/night
temperature, 50 £ 5% humidity) were exposed to different nickel concentrations
[control, 0.5mM, 0.75mM and 1.0mM (NiCl,.6H,0)] for 7 days.

In both domestic and wild genotypes, the biomass of root and shoot decreased

depending on nickel accumulation, and this decrease was found to be higher in the



roots. Furthermore, both genotypes translocated the nickel which uptaken by their
roots to the leaves by approx. 8-18%. Although a small amount of nickel was
transferred to the leaves, photosynthetic apparatus were adversely affected. Toxic
nickel levels caused the changes in the specific (ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC,
REo/RC and DIo/RC) and phenomenological energy fluxes (ABS/CS, TRo/CSo,
ETo/CSo and DIo/CSp), quantum vyields (¢po and ¢Dl,), the efficiencies of PSII’s
donor (Vk/V,) and PSI’'s acceptor (AV/p) sides in the thylakoid membranes. These
changes led to a significant decrease in the photosynthetic performance (Plags ve
Plrop) of the genotypes. However these negative effects of nickel were not at a level
to destroy the functionality of the photosystems, even though it affected membrane
integrity and the amount of pigments in the antenna and active reaction centers.

While superoxide (O2" ) and hydrogen peroxide (H202) which are oxidative damage
products caused by toxic nickel levels were detoxified by high activity of superoxide
dismutase (SOD) and guaiacol peroxidase (POD) enzymes in the roots of
genotypes. In addition to these enzymes, ascorbate peroxidase (APX) and
glutathion reductase (GR) activities and the increase in the amount of anthocyanins
and flavonoids being accessory pigments were determined to have impact on the
defence system in the leaves.

Wild and domestic genotypes showed similar tolerance behavior against to nickel
toxicity. It may be possible to take advantage of the potential usage of the safflower
plants for remediation (phytostabilization) in soils contaminated with nickel due to

accumulation in large amount of nickel in the roots of genotypes.

Key Words: Antioxidant enzymes, Carthamus tinctorius, Carthamus oxycantha,

Nickel, Photochemical activity, Safflower, Tolerance
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1.GIRIS

Son zamanlarda, artan endustriyel faaliyetler, fosil yakitlarin Gretimi, pestisit ve
gubrelerin tarimda istikrarli kullanimi ve buna bagh olarak olusan sera gazi
emisyonlari ile birlikte agir metal kirliligi onemli bir ¢cevresel tehdit olarak ortaya
¢ikmaktadir (Rubio ve ark., 1994; Duman ve Oztirk, 2010; He ve ark., 2012;
Roccotiello ve ark., 2016). AQgir bir metal olan nikel (Ni), yeryuzinde genellikle
sulfatlar ve oksitler halinde mevcut olup, g¢ogunlukla diger bazi metaller gibi
serpantin topraklarda yodun bir sekilde bulunmaktadir. Bazi bitki besinlerince (N, P
ve K gibi) noksan icerige sahip olan bu serpantin topraklar diinyada ve Ulkemizde
genis yayilim alanlari géstermektedir (Chen, Huang ve Liu, 2009; Yaman ve ark.,
2014). Toprakta bulunan diger agir metaller gibi nikel de gerek dogal suregler
(serpantin kayaclarin yikanmasi, orman yanginlari, volkanik patlamalar gibi) ile
gerekse antropojenik etkiler (endustriyel faaliyetler; madencilik, tekstil ve cgelik
sanayi, atik materyal) ile yer alti sularinin ve verimli tarim alanlarinin agir metallerle

kirlenmesine yol agmaktadir (Amari ve ark., 2016).

Bitkiler icin esansiyel bir element olan nikel (Ni*?), cok diisiik konsantrasyonlarda
bitki blylme ve gelismesi icin gereklidir (Ghasemi ve ark., 2014; Anjum ve ark.,
2015a; Roccotiello ve ark., 2016). Ancak bitkilerin topraktan nikeli ¢ok dusik veya
yuksek konsantrasyonlarda alimi, noksanlik veya toksisite semptomlarinin
olusmasina neden olabilir (Cempel ve Nikel, 2006). Topraktan ¢ogunlukla iyon
formunda bulunan nikelin (Ni*?) kékler tarafindan alimi pasif difiizyon veya aktif
tasima ile gerceklesmektedir. Ayrica bazi arastirmacilara goére nikelin Dbitki
metabolizmasina aktiflegtiriimis kalsiyum kanallari vasitasiyla da alindigi
bildirilmistir (Seregin ve Kozhevnikova, 2006). Topraktaki veya besin ¢dzeltisindeki
nikelin formu, konsantrasyonu ve nikelin aliminda aktif/pasif taginim arasindaki oran
bitki cesidine, gelisim evresine ve konsantrasyona bagl olarak degisim gOsterir
(Chen, Huang ve Liu, 2009). Bununla birlikte nikel, iyon formunda bitki blinyesine
yarismali olarak diger metal tasiyicilarindan (ZIP, NRAMP vb.) ve kanallardan
girebilmekte olup, girisinin diger metallerden (Fe, Cu, Mg vb.) daha kolay oldugu
bildirilmistir (Rubio ve ark., 1994; Guerinot, 2000). Bitkiler tarafindan metal alinimini
etkileyen baslica ¢evresel faktorler ise; toprak asiditesi, katyon degisim kapasitesi,



organik madde ve kireg igerigi, nem potansiyeli, grantulometrik kompozisyon ile
makro ve mikro besin konsantrasyonudur (Seregin ve Kozhevnikova, 2006). Bunun
yani sira nikel koklerden surglnlere ve yapraklara, ksilem araciligiyla iyon formunda
transpirasyon akimi ile; floem araciigiyla ise ligandlarla uzak mesafelere
tasinabilmektedir (Chen, Huang ve Liu, 2009). Nikelin kritik konsantrasyon dizeyi

duyarh bitkilerde, yaklasik 10 pg.g kuru agirlhk' (Kozlow, 2005), orta diizeyde

toleransli bitkilerde >50 pg.g kuru agirlik! ve nikel biriktiren tirlerde (Alyssum L. ve
Thiaspi L. gibi) ise yaklasik >1000 pg.g kuru agirlik™ oldugu bildirilmistir (Yusuf ve
ark., 2011).

Nikel toksisitesinin bitki buyime ve gelismesi ile fotosentetik aktiviteyi olumsuz
yonde etkiledigini bildiren pek ¢ok calisma bulunmaktadir (Chen, Huang ve Liu,
2009; Yusuf ve ark., 2011; Rubio ve ark., 1994; Sreekanth ve ark., 2013). Bu etki
oncelikle kloroplast (grana ve tilakoidlerinin sayisinin azalmasi ve yapilarinin
bozulmasi) ve elektron tagima sisteminde yer alan komplekslerin [fotosistem | (PSI),
fotosistem Il (PSlI), plastokinon (PQ), sitokrom b6f, plastosiyanin (PC), isik toplayici
kompleks (LHC) ve oksijen olusturan kompleks (OEC)] yapilarini bozarak ve klorofil
biyosentezini inhibe ederek ortaya ¢gikmaktadir. Buna bagh olarak, Calvin déngusu
enzimlerinin (rubisko, 3-fosfogliserat kinaz, fruktoz 1-6 bisfosfataz, aldolaz gibi)
aktivitesinde ve CO; aliminda da azalmalar oldugu bildirilmigtir (Sreekanth ve ark.,
2013). Ozellikle PSII'nin zarar gérmesi ve CO, alimindaki sinirlamalar neticesinde
fotosentez aktivitesindeki azalmanin, bitki baylimesinin sinirlanmasi ve dolayisiyla
bitki biyokutlesinin belirgin sekilde azaldigini gosteren pek gok ¢alisma mevcuttur.
Ayrica agiri nikel birikiminin, bitkide morfolojik olarak klorozis ve nekrozise de neden
oldugu bildirilmistir (Nagajyoti, Lee ve Sreekanth., 2010; Ahmad ve Ashraf, 2011;
Sreekanth ve ark., 2013). Nikel toksisitesinin fotosentetik aktiviteyi olumsuz
etkilemesinin diger bir sebebi de oksidatif stresi tetiklenmesidir. Stres kosullarina
bagli olarak PSII'nin agirn uyariimasi fotosentetik fonksiyonlarin bozulmasina ve
reaktif oksijen turlerinin (ROT) olugmasina neden olur (Sperdouli ve Moustakas,
2012). Molekuler O2’nin H>O olugsturmak igin enerji veya elektron transferinin
gerceklestirdigi indirgenme reaksiyonlarinin ara artnleri olan ve stres kosullarinda
sentezlenme miktari artan ROT'lar [singlet oksijen ('O.), siiperoksit molekiilii (O27),
hidrojen peroksit (H20-) ve hidroksil radikali (OH")]; yapraklarda membran hasarina



yol agarak lipid peroksidasyona neden olmaktadir (Breusegem ve ark., 2001;
Cobbet ve Goldsbrough, 2002; Apel ve Hirt, 2004; Mishra ve Dubey, 2006; Jajic,
Sarna ve Strzalka, 2015; Yadav ve Sharma, 2016). Bu yolla nikelin bitki blinyesinde
protein, lipid ve nukleik asit gibi bazi yapisal bilesenlerin oksitlenmesine neden
oldugu, hiucre ve organel membranlarinda kantitatif ve kalitatif degisiklikler meydana
getirdigi ve gesitli metabolik (karbon, azot metabolizmasi gibi) suregleri olumsuz
yonde etkiledigi bildirilmigtir (Nagajyoti, Lee ve Sreekanth., 2010; Ahmad ve Ashraf,
2011). Bitkiler ROT’lari ortamdan uzaklastirmak icin stperoksit dismutaz (SOD),
askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediktaz (GR), katalaz (CAT), peroksidaz
(POD) gibi enzimatik ve askorbik asit (AsA), glutatyon (GSH), antosiyanin ve
karotenoid gibi dusuk molekuler agirlikli enzimatik olmayan antioksidanlardan
olusan savunma sistemleri geligtirerek; hucrelerini oksidatif hasara kargi
koruyabilmektedirler. Cesitli bitkilerde, nikel toksisitesine kargi tolerans
kazaniimasinda artan antioksidan savunma sistemlerinin dnemli role sahip oldugu
birgok galisma ile ortaya konulmustur (Duman ve Oztiirk, 2010; Israra ve ark., 2011;
He ve ark., 2012). Bununla birlikte bitkilerin nikelin olusturdugu toksik etkilere karsi
koyabilmek igin daha farkli mekanizmalara da sahip oldugu bilinmektedir. Bunlar
metal alimindan sakinma (Ayhan, Ekmekgi ve Tanyolag, 2006), 1s1 soku proteinleri
ile proteinleri koruma ve vakuolde alikonmadir (Hall, 2002; Anjum ve ark., 2015a).
Nikelin vakuole tasinimi, burada detoksifikasyonu ve floem araciligiyla uzak
mesafelere transferinde rol alan sisteince zengin tiyol gruplari iceren en iyi
tanimlanmis agir metal baglayici ligandlar; fitogelatin (PC) ve metallotiyoneinlerdir
(MT). PC, fitogelatin sentaz (PCS) enzimi ile sentezlenir. Hicrede PCS her zaman
belirli bir konsantrasyonda inaktif halde bulunur, agir metal sinyali ile aktif hale geger
ve glutatyondan (GSH) PC'yi sentezler. PC’lerden farkli olarak; MT’ler sistein basina
metal tagsima kapasitesi daha dusuk olup, gen kodlu olarak sentezlenirler ve
metalleri sitozolde baglayabilir, vakuole hapsedebilir ya da hicre disina atabilirler
ve boylece metal detoksifikasyonunda goérev alirlar (Cobbet ve Goldsbrough, 2002;
Yadav ve Sharma, 2016; Anjum ve ark., 2015b; Jajic, Sarna ve Strzalka, 2015).

Nikel veya diger agir metallerle kirlenmis alanlarin iyilestiriimesinde, cevreyle
uyumlu ve etkin metotlarin geligtiriimesi, yeralti suyu ve tarimsal trlnlerin kalitesinin
korunmasinda olduk¢ga onemlidir. Nikel ile kontamine olmug dogal alanlarin

arindiriimasi ve temizlenmesi cesitli ydntemlerle (kimyasal, fiziksel ve biyolojik)



mumkunduar. Metallerle kirlenmis alanlarin temizlenmesinde bitkilerin kullanildigi
fitoremediasyon, geleneksel muhendislik yontemlerine gore dusuk maliyetli olmasi,
herhangi bir yan UrGn olusturmamasi ve ortamdan uzaklagtirilan metallerin tekrar
elde edilebilmesi (fitomining) bakimindan remediasyon ydntemleri arasinda 6ne
¢ikmaktadir (Peuke ve Rennenberg, 2005; He ve ark., 2012). Ozellikle serpantin tipi
topraklarda agir metal biriktirebilen ve hayat dongusunu etkilenmeden surdurebilen
Brassicaceae ve Asteraceae gibi familyalara ait 570 bitki tira saptanmistir ve
bunlarin yaklasik 450 tanesi nikel hiperakimdulatéradar (Celik, J., Aksoy, A. ve
Leblebici, Z, 2018). Bunun yani sira, bazi yagli tohumlu bitkilerin biyoyakit Gretme
potansiyellerine ek olarak agir metal biriktirme 6zelliklerinin de oldugunu bildiren
calismalar bulunmaktadir (Bauddha ve ark., 2015; Tripathi Edrisi ve Abhilashn,
2016). Avrupa Eneriji politikasi, fosil yakitlarin yenilenebilir kaynaklar ile kademeli
olarak yer degistiriimesini tesvik etmektedir. Enerji ihtiyacinin karsilanmasi igin
alternatif kaynaklarin kullanimi, artan petrol maliyetleri ile sera gazlarinin
emisyonunun azaltiimasina katkida bulunacaktir. Bu baglamda agir metal ile
kirlenmis alanlarda yetisen yuksek biyokutleli bitkilerin alan iyilestiriimesi ve
biyoenerji Uretimi agisindan bazi avantajlara sahip oldugu bildirilmistir (Llugany ve
ark., 2012). Ulkemizde de yetistirilen ylksek biyokitle oranina sahip biyoenerji
uretiminde kullanilan aspir bitkisinin, nikel kirliliginin remediasyonunda kullaniima

potansiyelinin degerlendirmesi olduk¢a énemlidir (Chami ve ark., 2015).

Asteraceae familyasindan aspir (Carthamus tinctorius L.), yiksek omega-9 (%16-
20 oleik asit) ve omega-6 (%71-75 linoleik asit) igeridi ile dinyanin en eski yagl
tohumlu bitkilerinden biridir. Bunun yani sira, aspir bitkisinden elde edilen
biyoyakitin ticari olgekte dizel yakitlara fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin benzemesi
ile dizel motorlar icin alternatif yakit potansiyeli olabilecegi ileri surulmektedir
(Dorado ve ark., 2004). Shi ve arkadaslarn (2010), C. tinctorius’un kadmiyum
metaline kargi toleransli oldugunu ve fitoremediasyonda basarili bir sekilde
kullanilabilecegini bildirmistir. Ancak, aspir bitkisinin nikel ile kirlenmis alanlarin
fitoremediasyonunda degerlendirilmesi ile ilgili sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir
(Shi ve ark., 2010; Chami ve ark., 2015).

Bu tez kapsaminda, yag ve biyoenerji Uretiminde kullanilan yaglh tohumlu aspir
bitkisinin yerel (Carthamus tinctorius) ve islah programlarinda kullanilan ve gen



kaynagi olan atasal (Carthamus oxyacantha) genotiplerinin nikel toksisitesine karsi
olusturdugu cevaplar karsilastiriimali olarak morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
parametreler ile incelenmis ve nikel fitoremediasyonunda kullaniima potansiyelleri

degerlendirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Aspir (Carthamus tinctorius L.) Bitkisi

Aspir (Carthamus tinctorius L.) Asteraceae familyasindan yagli tohumlu bir bitkidir
(Koti ve ark., 2014; Pearl ve ark., 2014). Dunyada 25 taksonu bulunan Carthamus
cinsinin Tadrkiye'de bulunan atasal turi C. oxyacantha (2n=24) olup, yerel olarak
ekimi de yapilan tiru ise C. tinctorius (2n=24)dur (Meshram ve ark., 2011; Culha-
Erdal, 2017). Glney Asya kdkenli olan aspir bitkisinin diinyada Rusya, Kazakistan,
Hindistan Meksika, Arjantin, ABD ve Turkiye’'de uretimi yaygin olarak yapilmaktadir.
FAOSTAT"'In 2016 verileri; Turkiye'de 39.352 ha alanda aspir ekimi yapildigini ve
58.000 ton Uretim ile dinyada 6. sirada yer aldigini géstermektedir (Sekil 2.1;
Anonim, 2018).

10.61

12.99

E Rusya = Kazakistan ™= Meksika ABD
® Tiirkiye H Hindistan ®Arjantin Diger

Sekil 2.1. FAOSTAT'In 2016 verilerine gére dinyada aspir ureten Ulkelerin Gretim
yuzdeleri.

Aspir bitkisi oldukga iyi dallanmig, yogun toprak Ustlu aksamina sahip vejetasyon
suresi yaklagik 120-140 gun olan tek yillik, bir uzun gin bitkisidir (Babaoglu, 2007
Hamamci ve ark., 2011; Pace ve ark., 2015). Farkh renkte kapitulum gicek

durumuna sahip olan aspir bitkisinin meyve tipi akendir (Sekil 2.2). Olgun akenlerin



yaklasik olarak %30 ile 60’1 perikarp (Dajue ve Mindel, 1996) kalan diger kismini
ise yag (%30- 45, Smith ve Jimmerson, 2005), ham lif (%30-40), protein (%15 ile
20, Camas, Cirak ve Esendal, 2012) ve su (%5- 8, Gecgel ve ark., 2007) igeren

tohum olusturmaktadir.

Dunyanin en eski yagl tohumlularindan olan ve yag Uretimi i¢in yetistirilen aspir,
yuksek omega-9 (%16-20 oleik asit) ve omega-6 (%70-75 linoleik asit) icerigine
sahiptir. Ozellikle linoleik asit igerigi diger yagh bitkilerine (misir, findik, zeytin,
aygcicegi, kolza gibi) oranla daha ylksektir (Oelke ve ark., 1992; Cosge ve ark.,
2007). Yag icerigi genotipe, gevresel kosullara ve tarimsal uygulamalara goére
degisebilen aspir tohumlari (Koutroubas ve ark., 2009), ayni zamanda iyi bir E
vitamini kaynagidir (Matthaus ve ark., 2015). Bununla birlikte, tohumlarinda yagda
¢Ozunebilen ve antioksidan aktiviteye sahip tokoferoller de icermektedir (Velasco,
Perez-Vich ve Fernandez-Martinez, 2005).

Sekil 2.2. Aspir bitkisi (Carthamus tinctorius L.) (Anonim web goéruntu).

Bir yag bitkisi olan aspir bitkisi ayni zamanda biyodizel dretiminde de
degerlendiriimektedir. Shi ve arkadaslari (2010) agir metal biriktirme potansiyeline
sahip Brassicaceae familyasina ait turlerin yani sira, bazi yagl tohumlu ve biyoyakit
bitkilerin kullaniminin hem alan iyilestiriimesi hem de biyoenerji Uretimi bakimindan
avantajlara sahip oldugu bildiriimektedir (Clemens, Palmgren ve Kramer, 2002;
Bauddha ve ark., 2015; Chami ve ark., 2015; Tripathi et al., 2016). C. tinctorius’un
kadmiyum metaline karsi toleransh oldugunu ve fitoremediasyonda basarili bir
sekilde kullanilabilecegini bildirmistir (Chami ve ark., 2015). Bununla birlikte aspir

7



bitkisinin nikel toleransi ve nikel birikimini degerlendiren bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

2.2. Agir Metal Stresi

Biyolojik olarak stres kavramini ilk kez Levitt 1980 yilinda “canli organizmalar igin
uygun olmayan gevre kosullari” olarak tanimlamistir (Gaspar ve ark., 2002). Canhlar
dogalari geregdi dis gevre ile surekli iliski halindedir. Cevre sartlarinin bir bitkinin
normal buyume ve gelismesini olumsuz yonde etkileyecek kadar degismesi halinde
bitkide meydana gelen duruma stres denir. Bitkiler yagsamlari surecinde abiyotik
(agir metal, kuraklk, tuzluluk, yiksek/dusik sicakhk, kimyasal vb.) ve biyotik
(patojen, virUsler, parazitler gibi) stres faktorleri ile karsi karsiya kalmaktadirlar.
Abiyotik stresler, dinya ¢apinda bitkisel verim kaybinin birincil nedeni olup, tarimsal
bitkilerindeki ortalama urGn verimini %50'den fazla azaltmaktadir (Wang ve ark.,
2004).

Bitkinin normal bliyume ve gelisim surecinde metabolik faaliyetlerini verimli sekilde
yurutmek amaciyla gereksinim duydugu mikro besin elementlerinden olan, bazi agir
metaller [bakir (Cu), nikel (Ni) ve g¢inko (Zn)] mutlaka ama az miktarda gerekli
olmasina ragmen; analiz sonuglari bu metallerin yiksek konsantrasyonlarda bitkiler
icin 6nemli derecede zararli oldugunu ortaya koymaktadir. Bunlara ek olarak;
kadmiyum, kursun ve civa gibi diger esansiyel olmayan agir metal iyonlari ise
yuksek oranda reaktiftir ve canli hicreler igin oldukga toksik olabilmektedir. Diger
yandan bitkiler, tim canh organizmalar gibi hem esansiyel hem de esansiyel
olmayan agir metallerin alimini ve birikimini kontrol eden ve buna cevap veren
mekanizmalar gelistirmiglerdir. Bu mekanizmalar temelde, 6zel ligandlar tarafindan
agir metallerin selasyonu ve alikonulmasini igermektedir. Bitki hucrelerindeki en iyi
iki karakterize agir metal baglayici ligandlar, fitoselatinler (PC) ve
metallotiyoninlerdir (MT) (Cobbett ve Goldsbrough, 2002).

2.3. Agir Metal Olarak Nikel
Atom numarasi 28 olan nikel, sulu ortamda Ni*? iyonu halinde bulunmaktadir. Nikel
ve olusturdugu bilesikler, karakteristik koku ya da tada sahip degildir. Farkl ¢alisma
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icin yaygin olarak kabul edilen tanimda; 1 cm¥Uniin agirhgr 5 gramdan fazla olan
metallere agir metal denilmektedir. Bitki bliyime ve gelismesi igin esansiyel (mutlak
gerekli) ve disiik konsantrasyonlarda bulunmasi gereken bakir (Cu; 8,9g/cm?),
cinko (Zn-7.1g/cm®) gibi mikroelementler de agir metaller olup, nikel de cm®uniin
8,7 gram agirligi ile bu sinifa girmektedir. Bunun yani sira bitkilerde herhangi bir
metabolik iglevi olmayan ve bitki bunyesinde alindiginda toksik olan agir metaller
[civa (Hg;13.5g/cm®), krom (Cr;7.2g/cm?®), kursun (Pb;11.4g/cm?®), kadmiyum (Cd;
8,6g/cm®) vb.] de bulunmaktadir (Petrucci ve Harwood, 1993; Ayhan, 2006).

Toprakta bulunan diger agir metaller gibi nikelde gerek dogal suregler (serpantin
kayaglarin yikanmasi, orman vyanginlari, volkanik patlamalar gibi) gerekse
antropojenik etkiler [endustriyel faaliyetler (madencilik, tekstil ve gelik sanayi, atik
materyal)] ile agir metal kirlenmesine yol agmaktadir (Amari ve ark., 2016). Nikel
yeryuzinde genellikle sulfatlar ve oksitler halinde mevcut olup, 6zellikle dinyada
genis yayllim alanlarina sahip olan serpantin topraklarda yogdun sekilde
bulunmaktadir (Chen, Huang ve Liu.,, 2009). Son yillarda artan endustriyel
faaliyetler, fosil yakitlarin yakilmasi ile pestisit ve gubrelerin tarimda istikrarli
kullanimi dunya genelinde oldugu kadar Turkiye topraklari igin de sorun haline
gelmektedir (Rubio ve ark., 1994; Duman ve Oztirk, 2010; He ve ark., 2012;
Roccotiello ve ark., 2016).

Nikel, bitki biyime ve gelismesi icin gerekli olan bir mikroelementtir (Ghasemi ve
ark., 2014; Anjum ve ark., 2015a; Roccotiello ve ark., 2016). Ancak bitkilerin
topraktan nikeli ¢ok dusik veya yuksek konsantrasyonlarda alimi, sirasi ile
noksanlik veya toksisite semptomlarinin olusmasina neden olabilir (Cempel ve
Nikel, 2006). Tarimsal topraklarda nikel konsantrasyonu 3-1000 mg.kg™ araliginda
olup, son yillarda kirlenmis topraklardaki konsantrasyonu 200-26.000 mg.kg™" kadar
ulasmasi nedeni ile nikel agir metaller arasinda onemli cevresel Kkirleticiler
kategorisinde degerlendiriimektedir (Amari ve ark., 2016; Syam ve ark., 2016;
Sachan ve Lal., 2019).



2.4. Nikelin Bitki Bunyesine Alimi

Bitkilerde metal alimi, tasinimi, alikonulmasi ve homestasisinin fizyolojik
mekanizmalari ve genetik temeli ¢ok fazla ¢alisiimis ancak hala aydinlatilamamis
pek ¢cok nokta bulunmaktadir (Singh ve ark., 2011; Wojcik ve ark., 2017).

Bitkiler igin nikelin temel alim yolu kokler tarafindan pasif difizyon ve aktif taginim
ile gerceklesmektedir. Bu aktif veya pasif taginim arasindaki oran bitki tarine,
nikelin formuna, topraktaki ya da besin ¢ozeltisindeki konsantrasyonuna bagli olarak
degisiklik gosterebilmektedir (Sekil 2.3), (Seregin ve Kozhevnikova, 2006). Ayrica
nikelin bitki blnyesine giriste benzer yulk/boyut oranina sahip ve yaris halinde
oldugu iyonlar (6rnedin Cu*? ve Zn*?) nikel alimini inhibe etmislerdir. Bu durum bu
U¢c ¢Ozunmus metal iyonlarinin ayni katyon tasima sistemi ile tasindigini
gostermektedir (Cataldo, Garland ve Wildung, 1978; Chen, Huang, Liu, 2009).
Ancak nikel ve magnezyum (Mg) iyonlarinin benzer ylk/boyut oranina sahip
olmasina ragmen, ayni iyon tagiyici sistemi ile tasindigi ve magnezyumun nikel
tasinimini inhibe etmedigi bildirilmigtir (Oller, Costa ve Oberddrster, 1997; Chen,
Huang, Liu, 2009). Bu alimlara ek olarak, selatlanmis nikelin sekonder aktif taginimi
da mumkinddr ve HoxN (yuksek afiniteli nikel transport protein, a permeaz),
metallotiyonein (MT) ve metallosaperonlar gibi nikele spesifik bag yapabilen
proteinler oldugu bildirilmistir (Wolfram, Friedrich ve Eitinger, Hausinger, 1997;
1995; Watt ve Ludden, 1998; Eitinger ve Mandrand-Berthelot, 2000; Schor-
Fumbarov ve ark., 2005). Nikel, iyon formunda bitki blinyesine yarismali olarak diger
metal tasiyicilarindan (ZIP, NRAMP vb.) ve kanallardan girebildigi ve bu girigin diger
metallerden daha kolay oldugu belirtiimektedir (Guerinot, 2000).

Bunlara ek olarak, bitkiler tarafindan metal alinimini etkileyen diger faktorler ise;
topragin asiditesi (pH’s1), katyon degisim kapasitesi, organik madde ve kireg igeridi,
nem potansiyeli, granulometrik kompozisyon ile makro ve mikrobesin
konsantrasyonu; sicaklik, kdk yuzey alani ve mikroorganizmalardir (Seregin ve
Kozhevnikova, 2006; Chen, Huang ve Lui, 2009). Bu faktdrlerden sicaklik 23-
30°C’de iken maksimum nikel absorbsiyonu gozlemlenirken; 2°C gibi dusuk
sicakliklarda oldukga dugsuk miktarda nikel alimi olmaktadir. Nikel absorbsiyonu ve
optimal sicaklik (23-30°C) arasindaki iligki sigmoid-benzeri egri olarak
tanimlanmaktadir. Ayrica nikel de dahil olmak tUzere metaller pH 5.5-6.0 arasinda
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iken yuksek mobiliteye sahip oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla toprak pH’si 5.5-6.0
araligindan uzaklastiginda metal alimi da giglesmektedir (Chen, Huang ve Lui,
2009). Metal alinimini etkileyen faktorlerden, katyon degisim kapasitesi ile kdk

yuzey alaninin fazla olmasi da metal alimini arttirir (Sekil 2.3) (He ve ark., 2012).
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Sekil 2.3. Bitkilerde nikelin alinimi, taginimi ve dagilimi (Yusuf ve ark., 2011).

Bunlara ek olarak, topragin dogasi geregi bitkilerle birlikte yasamayan bazi
mikroorganizmalar (Bitki buyUimesini tesvik edici bakteriler) bitkilerin besin alimlarini
etkileyebilmektedirler. Ornedin bazi mikroorganizmalar, indol asetik asit (IAA)
sentezleyerek kok morfolojisi ve tasiyicilarin aktivasyonunda degisime sebep
olabilir, siderofor adi verilen bilesikler sentezleyebilir ya da salgiladigi organik
asitlerle gozunmemis haldeki fosfati cozunebilir hale getirerek nikelin bitki bunyesine

girigini kolaylastirabilir (He ve ark., 2012).

Bunlarin yani sira nikel koklerden surgunlere ve yapraklara, ksilem araciligiyla

transpirasyon akimi ile iyon formunda, floemde ise ligandlarla uzak mesafelere
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tasinabilmektedir (Chen, Huang ve Lui, 2009; Yusuf et al., 2011; Sachan ve Lal,
2019). Vaskuler dokulara (ksilem/floem) nikelin girebilmesi igin hicre zarini
H*ATPaz pompasi/kanali vasitasiyla simplastik gegmelidir. Nikotinamin (NA),
histidin (HIS) ve organik asitler (sitrik asit ve malat iyonlari) gibi ligandlar nikel ile
bag yaparak nikelin transportu, translokasyonu ve akimdulasyonunda intraseluler
selatér olarak gorev yaparlar (Sekil 2.3), (Kramer ve ark., 1996; Douchkov ve ark.,
2005; Sachan ve Lal, 2019). Ayrica son yillarda nikel-nikotinamin kompleksinin
vaskuler yiukleme ve tasimada yellow stripe-like proteinler (YSLs) ile tasindigi
bildirilmistir (Halimaa ve ark., 2014; Wojcik ve ark., 2017).

2.5. Artan Nikel Diizeylerinin Bitkilerdeki Etkileri

2.5.1. Morfolojik Degisimler

Bitkide nikel toksisitesi ile gimlenmenin inhibisyonu, govde ve kok buyumesinde
azalma, zayif dallanma, gicek sekillerinde anomaliler, biyokutle Uretiminde azalma,
yaprakta nekrozlar, yaprak ayasinda kugulme ile yaprak, gicek, meyve sayisinda
azalma gibi bazi morfolojik degisiklikler gdozlenmektedir (Gajewska ve ark., 2006;
Sachan ve Lal, 2017; Sachan ve Lal, 2019). Asiri nikel kdklerden besin alimini,
fotosentez ve transpirasyonu inhibe etmektedir. Butin bu iglevler bitki buyime ve
veriminde azalmaya neden olmaktadir (Sekil 2.4).

Agir metal ve diger cevresel faktorlere kargi bitki gelisiminin her evresi duyarlidir.
Artan nikel konsantrasyonu tohum ¢imlenmesi ve buyumesini ¢ogu bitkide
engellemektedir. Nikelin neden oldugu buyume inhibisyonu, protein sentezinden ve
besin mobilizasyonundan sorumlu bazi anahtar enzimlerin aktivitesindeki azalmalar
ile ilgilidir (Chen, Huang ve Liu, 2009; Ahmad ve Ashraf, 2011). Nikel genellikle
koklerde govdeden daha cok biriktirildigi igin kok blyumesini daha ¢ok inhibe
etmektedir (Pandey ve Sharma 2002; Seregin ve ark., 2003). Kék blylumesine
kargin, yan kok olusumu agir metal toksisitesine kargi endoderma bariyeri ve
merkezi silindirin karakteristik yapisindan dolayi daha direnglidir (Seregin ve lvanov
2001). Ancak yan koklerde nikelin endodermayi gecip perisikl hticrelerinde birikmesi
ile yan kok sayisi nikel alimi ile azalmaktadir (Seregin ve ark., 2003; Yusuf ve ark.,
2011). Nikel bitkilerde gbévde blyumesini, hlcre bdlinmesini inhibe ederek
gerceklestirmektedir (Yusuf ve ark., 2011). Yaprak buyumesi, alani ve sayisi nikel
toksistesinden olumsuz yonde etkilenmektedir. Artan nikel duzeylerinde
yapraklarda koyu kahverengi nekrozlar, su potansiyeli, transpirasyon hizinda
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azalma ve yaprak kenarlarinda kurumalar goézlemlenmistir (Pandey ve Sharma
2002; Yusuf ve ark., 2011). Bunun yani sira yaprak deformasyonlari diizensiz hiicre
uzamalarinin ifadelerini arttirarak, yaprak buyumesine yol agmaktadir. Bu yanitin,
dayanikh bitki seciminde ve metal Kkirliliginde uygun biyoindikatorler olarak
kullanilabilecegi bildirilmektedir (Yusuf ve ark., 2011).

N, metabolizmasi Cimlenme
. (-) Proteaz Besin hidrolizi ve
Nodiilasyon (+)—{ (*) Ureaz (-) Amilaz hareketinin azalmasi
(+) NI*2 dehidrogenaz () Mitotik hilcre balinmesi —___ Lateral kok olusumunun
(-) Nitrat redlktaz (+) Elektrolit sizintisi Inhibe olmas:

\_ (-) Karbonik anhidraz (+) MDA igerigi

" Oksidatif stres
indikatori
/ . Fotosentez |
(-) Klorofil a, b ve karotenoidler
4

(-) Yaprak disklerinden O, cikig!
Ni*2 (-) Calvin donglisti enzimleri ve
Folosontozin (<) elektron transportu

1
l inhibisyonu (-) Sitokrom byf ve by,
| Oksidatif stres |

Metilglioksalin (MG)
detoksifikasyonu
GSH homeostazisi (+) Glioksalaz

Transpirasyon Solunum
(<) Stomatal iletkenlik (+) Ni-SOD (Nikel
(-) Stoma yogunlugu superoksit dismutaz)
(-) Hem simplast (+) ROT (0%, OH', H;0,)
() hem de apoplasta olugsumu
su transportu (+) SOD, POD, GR, GOPy

(-) DNA'nin yapisi
() Membran lipidlerinin
oksidasyonu

Sekil 2.4. Bitkilerde nikelin ¢cimlenme, solunun, fotosentez, transpirasyon ve besin
alimina etkisi [(-) azalma/inhibisyon; (+) artma/aktivasyon] (Sachan ve
Lal, 2019).

2.5.2. Metabolik Degisimler

Bitki bunyesine giren diger agir metaller gibi nikel de bazi metabolik yolaklarin
sekteye ugramasina ya da yapisal bilesenlerin hasar gormesine sebep olmaktadir.
Asirt nikel duzeyleri ayni zamanda kok yoluyla besin alimini etkilemekte, bitki
metabolizmasini bozmakta, fotosentez ve transpirasyonu engellemektedir (Sekil
2.4). Bitki bunyesindeki nikel miktarindaki artis, fotosentez gibi temel metabolik
islemleri dogrudan ya da dolayl yoldan etkileyerek inhibe edebilir (Seregin ve
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Kozhevnikowa, 2006; He et al, 2012). Toksik nikel dizeylerinin karbon

metabolizmasi Uzerine etkisi U¢ sekilde ortaya ¢ikabilir;

e Nikel toksistesi ile kloroplast buyukliginde ve sayisinda azalma, grana ve
tilakoid sayisinda azalma, grana ve tilakoid deformasyonu, plastoglobuli
olusumunu da igeren kloroplast yapisindaki ve membran lipit bilesimindeki
degisiklikler bildirilmigtir (Persans, Nieman ve Salt, 2006; Chen, Huang ve Liu,
2009). Nikel toksisitesi ile pigmentlerinin miktarindaki azalma, anten kompleksini
olusturan karotenoid ve klorofil pigmentlerinin par¢calanmasi veya sentezinin
azalmasinin sonucudur. Isik enerjisini reaksiyon merkezine iletmek ve 1s1gin
zararli etkisinden reaksiyon merkezini korumak olmak Uzere anten kompleksin iki
temel gorevi vardir. Bu kompleksteki zayiflama fotosentezin gerceklestigi
reaksiyon merkezine daha az enerjinin aktariimasina ve isigin zararh etkisi ile
reaksiyon merkezinin hasar géormesine sebep olmakta ve dolayisiyla fotosentez
veriminde azalmalar gozlenmektedir. Bazi arastirmacilar nikel uygulanmig
bitkilerin yapraklarinda gorilen klorozisin; klorofil sentezinin inhibisyonu
sonucunda klorofil iceriginin azalmasina ile Fe ve Mg eksikligine bagl
gerceklestigini bildirmektedir (Brooks, Shaw ve Marfil, 1981; Luo ve Rimmer,
1995; Fu, Olsen ve Maier, 1995; Sagner ve ark., 1998; Persans, Nieman ve Salt,
2006; Chen, Huang ve Liu, 2009).

o Diger agir metaller gibi toksik nikel diizeyleri genellikle fotosistem Il (PSII) Gzerine
olumsuz etki etmektedir. PSII'nin yani sira nikel elektron tasima sisteminde yer
alan feofitinden Qa ve Qg’ye elektron tasinimini, plastokinon Qg ya da reaksiyon
merkezi proteinleri gibi tasiyicilarin yapisini degismesine, sitokrom b6f ve bssg,
ferrodoksin ve plastosiyanin bilesenlerinin azalmasina, 1sik hasat edici kompleks
Il (LHCII) ve oksijen ¢ikaran kompleks (OEC- 16 ve 24 kDa polipeptidler) Gzerine
de olumsuz etkilerinin oldugu bildirilmistir (Veeranjaneyulu ve Das, 1982;
Mohanty, Vaas ve Demeter, 1989; Sheoran, Singal ve Singh, 1990; Krupa ve ark,
1993; Krupa ve Baszynski, 1995; Wisniewski ve Dickinson, 2003; Seregin ve
Kozhevnikowa, 2006; Aravind ve Prasad, 2004; Boisvertetal, 2007). Ayrica
kloroplast membranlarinda oksidatif strese sebep olup membran batunlugina ve
membran uUzerindeki fotosentetik aygitlarin iglevini ve dolayisiyla elektron
tasinimi olumsuz yonde etkileyerek fotosentez aktivitesinin inhibisyonuna neden
olmaktadir. Bu inhibisyon &6zellikle PSII dondr bélgesi (Singh, Khare ve Singh,
1989; Krupa ve Baszynksi, 1995; Chen, Huang ve Liu, 2009), Qgnin baglanma
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bolgesi ve PSl'in sekonder kinon alicisi (Mohanty, Vaas ve Demeter, 1989; EI-
Sheekh, 1993) bdlgelerinde gergeklesmektedir (Sekil 2.5).

¢ Nikel stresine maruz kalmis bitkilerde fotosentetik verimliligi engelleyen bir bagka
mekanizma da stomalarin kapanmasindan kaynaklanan CO, aliminin
sinirlandiriimasidir. (Sheoran, Singal ve Singh, 1990, Bishnoi, Sheoran ve Singh,
1993; Seregin ve Kozhevnikowa, 2006). Nikelin karbon reaksiyonlari Uzerine
etkisi, karbondioksitin 6zimlenerek glikozun olusturuldugu Calvin dongusunun
bazi anahtar enzimleri (Rubisko, fosfogliserat kinaz, gliseraldehit 3-fosfat
dehidrojenaz, Fruktoz 1,6-bisfosfataz) lzerine inhibe edici etkiye sahiptir. Ayrica
Calvin dongusu reaksiyonlarinda meydana gelen bu blokaj, 1sik reaksiyonlarinda
uretilen ATP ve NADPH'nin birikmesine ve sonrasinda tilakoid membran boyunca
yuksek bir pH gradiyenti olugsmasina ve PS Il aktivitesinin azalmasina neden
oldugdu bildirilmigtir (Krupa ve Baszynksi, 1995; Seregin ve Kozhevnikowa, 2006).

|Ni, Cd, Pbl
{—\_—-—/__\
ADP + Pig»ATP + H,0

Karbon fiksasyon

reaksnyonlan

, Nl Cd
Ni, Cd, Pb
[Ni, Cd, Pb| = NAD,,,, NADP
() \)-y
(

D — T
= Lheb3

membran

Cy4 = 50-100 pm

(CP47)

PSlI Sitokrom bgf PSI ATP sentaz

Sekil 2.5. Fotosentezin isik reaksiyonlari tGzerine agir metallerin etkisi (Seregin ve
Kozhevnikowa, 2006’dan modifiye edilmistir)

Nikelin azot metabolizmasi Uzerine inhibe edici etki gostererek amino asit ve protein
sentezini  etkilemektedir. Bitkiler ~ havadaki gaz  formundaki azotu
kullanamamaktadir. Topraktan nitrat formunda alinan azotun cgesitli enzimler
araciligiyla azot asimilasyonu gergeklesmekte ve bunun sonuncunda amino asit ve

protein sentezi saglanmaktadir. Nikel azot asimilasyonun gergeklesmesi igin gerekli
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olan enzimlerin (Nitrat redlktaz, nitrit rediktaz, glutamin sentetaz, glutatyon
rediktaz, aspartat transaminaz) aktivasyonunu duslrebilmekte hatta
engelleyebilmektedir (Sekil 2.4), (Yusuf ve ark., 2011; Sachan ve Lal, 2019). Nikelin
fazlah@r kadar eksikligi de dnem arz etmektedir. Cesitli proteinlerin katabolizmasi
sonucu Ure olugmaktadir ve Ure biriktigi zaman yapraklarda tre yaniklari adi verilen
nekrozlara sebep olmaktadir. Urenin amonyak ve karbondioksite pargalanmasi igin
ureaz enzimi gerekmektedir. Nikel eksikliginde Ureaz aktivitesinde azalma
gorulmektedir. CUnkd nikel, Ureazin kofaktorudur ve Ureazin holoenzim hale
gelmesi ve aktivite gosterebilmesi igin ortamda nikelin bulunmasi gerekmektedir
(Gheibi ve ark., 2009). YUksek nikel diizeyinin etkisi, karbon ve azot metabolizmasi
Uzerine olan olumsuz etkisinin aksine, tesvik edici olmaktadir. Cunku bitkinin agir
metallerle muicadelesinde gerekli olan savunma bilesiklerinin (fitoselatin,
metallotiyonein, glutatyon gibi) sentezi i¢in kukurt iceren sistein amino asitlerine
intiyag vardir. Dolayisiyla sistein sentezi i¢in de sulfat asimilasyonunun artmasi
gerekmektedir.

Nikelin bitkilerde mineral madde metabolizmasi Uzerine etkisi dogrudan oldugu gibi
dolayli yollardan da gergeklesmektedir. Nikelin dolayli yollardan zararh etkisi ikiye
ayrilmaktadir. Birincisi diger metal iyonlariyla olan etkilesiminden kaynaklanirken;
ikincisi oksidatif strese sebep olmasindan ileri gelmektedir. Nikel, bitkiler icin
mikrobesin olan diger metal iyonlariyla (Cu, K, Ca, Zn, Mn, Fe vb.) yaris halindedir.
Bu yarista eger nikel Ustun geliyor ise, bitki bunyesinde yaristigi metal agisindan
eksiklige ve bu metalin eksikliginin semptomlarina sebep olmaktadir. Ornegin; Cu
ve Zn ile yarisi kazanan nikel olursa bitkide antioksidan savunmasinda rol oynayan
ve 6nemli bir enzim olan SOD (superoksit dismutaz) agisindan eksiklige sebep
olarak reaktif oksijen turlerinin temizlenmesinde aksamalara yol agmaktadir. CUnku
Cu ve Zn, SOD da dahil bazi metalloenzimlerin kofaktorudur. Ayrica, nikel ile demir
hem nikotinamid ve sitrat hem tarafindan etkin bir sekilde selatlanabilmekte hem de
ayni tasiyicilardan alinmaktadir. Dolayisiyla ortamda nikel konsantrasyonu
yuksekse demir yerine nikel bitki bunyesine girmekte ve bitkide demir eksikligi
semptomlari gorulebilmektedir. Bunun yani sira nikel, demirin ligand yapisini
bozdugdu igin koklerden surgunlere dogru olan translokasyonunu engelleyebilmekte
ve koklerde asiri demir birikimine bagli olarak demir toksisitesi gozlenmektedir
(Nishida, Aisu ve Mizuno, 2012). Bir diger metal iyonu olan kalsiyum (Ca) ise
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PSIl'deki oksijen c¢ikaran kompleksi (OEC)'nde gorev alir. Nikel ylksek
konsantrasyonlarda bulundugu zaman bu kompleksteki Ca iyonunun yerine Mg
iyonunun gegmesine sebep olarak kompleksin islevini yitirmesine yol agmaktadir.
Bu kompleks fonksiyonunu yerine getiremedigi durumlarda su pargalanamaz,
proton gradienti olusamaz ve buna bagli olarak da ATP sentezlenemez (Chen,
Huang ve Lui, 2009). Nikel Mg ile de yarismaktadir. Mg, klorofil i¢cin dnemli bir
elementtir ve eksikligi klorofil miktarinda azalmaya bagli olarak fotosentez
aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir (Chen, Huang ve Lui, 2009).

2.5.3. Oksidatif Degisimler

Bitki hdcrelerinin ve organellerinin membranlari Uzerine yuksek nikel dizeylerinin
etkisi olumsuzdur. Membran lipidlerinde kalitatif ve kantitatif degisiklikler yaparak
membranin yapisal ve fonksiyonel durumunda, membran akiciliginda,
transportunda bozulmalara; serbest radikallerin seviyesinde artis yaratarak da
membran lipid peroksidasyonuna ve dolayisiyla membrana bagh tasiyicilarin
(6rnegin ATPaz) fonksiyonlarinda degisikliklere yol agmaktadir (Nagajyoti, Lee ve
Sreekanth, 2010; Sachan ve Lal., 2019). Nikelin ATPaz aktivitesini azaltarak
membrandan ¢ozinmus madde gegcisini etkiledigi ve buna bagh olarak membranla
iligkili lipid kompozisyonunda degisikliJe neden oldugu bildiriimistir (Cakmak ve
Horst, 1991; Strass ve Horst, 1995; Sachan ve Lal., 2019).

Nikelin dolayl yollardan ortaya ¢ikan bir diger etkisi ise hucrelerde reaktif oksijen
tarlerinin (ROT) sentezini tetikler ve oksidatif stres olusumuna neden olur (Chen,
Huang ve Liu, 2009). Hiicrelerde bilinen baglica ROT'lar singlet oksijen ('Oy),
siperoksit anyonu (O%), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH") olup,
normal sartlarda hicredeki seviyeleri denge halindedir (Sekil 2.6) (Levitt, 1972;
Halliwell ve Gutteridge, 1998). Sentezlenen bu ROT’lardan singlet oksijen ('Oy),
elektron transport sisteminde gorevli olan molekiler oksijenin (O;) fazla ener;ji
almasi sonucu kendi donlusg ekseninin tersi yonde farkli bir yoringeye yer
degistirmesi sonucu olusabilecegi gibi; bu radikal ile nitrik oksit (NO)'in ve H2O; ile
hipoklorit (ClIO")’in tepkimesi sonucunda da sentezlenebilir. (Stadtman ve Barlett,
1997; Halliwell ve Gutteridge, 1998). Siiperoksit anyonu (O2), kloroplastta,
fotosistemler arasi elektron transportunda gérev alan molekiler oksijenin (O2) bir
elektron transferi sonucu indirgenmesi ile olusur. Oy’den daha oksitleyici olan
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siiperoksit O, bir elektron daha alir ve peroksit anyonuna indirgenir. H,O2, aerobik
canlilarda O, ’lerden siiperoksitdismutaz (SOD) enzimi araciliiyla sentezlenir.
H,O,, 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan Fe ile tepkimeye girerek
yuksek oksidasyon dlzeyindeki reaktif Fe formlarini olusturur (Sekil 2.6). Bu
formdaki Fe, ¢ok guglu oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hucre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir (Asada ve Yoshikawa, 1974).
Hidroksil radikali (OH") ise hucrelerde en reaktif oksidantlardan olan OH™in
eliminasyonunda kullanilabilecekleri bir enzim sistemi mevcut bulunmadigindan
kolayca butun biyo-molekuller ile tepkimeye girebilir ve agiri miktarda uretildiginde
ise hicrelerin 6limune sebep olur. OH; daha az toksik olan H,O, ve O™ anyonun
metal iyonlari varli§inda Haber — Weiss (Cu*, Cu®** Fe?* Fe**) veya fenton (Fe** ve
diger gecis metalleri; Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) reaksiyonu ile sentezlenir (Haber
ve Weiss, 1934; Smirnoff, 1993).

Oksidatif Hasar Redoks Biyolofisi

DNA hasari
Protein Oksidasyon
Lipid Peroksidasyonu
Kimyasal Capraz
Baglanma

f

Sekil 2.6. Bitki hucrelerinde reaktif oksijen turleri (ROT)’nin olusum reaksiyonlari
(Mittler, 2017°den modifiye edilmigtir).

Stres kosullarina tolerans da dahil olmak Uzere ¢odu hicresel siregte ROT’lar

sekonder haberciler olarak da rol uUstlenmektedirler. Bitkiler 6zellikle tuzluluk,

kuraklik, metal toksisitesi ve UV radyasyonu gibi abiyotik stres durumlarina maruz
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kaldiklarinda ROT’larin Uretimi artmaktadir. Hiicrelerdeki ROT konsantrasyonunun
artmasi, antioksidan savunma bilesenleri ve ROT duretimi arasindaki dengeyi
bozmakta ve birbirini takip eden reaksiyonlar bigiminde organizmada ROT artisi
sonucu bitkiler oksidatif strese girmektedir. Stres kosullarinda ROT Uretiminin agiri
miktara ulagmasi; lipitlerin peroksidasyonuna, proteinlerin oksidasyonuna, nukleik
asit hasarina, enzimlerin inhibisyonuna ve programli hicre 6limine (apoptozis)
kadar birgok soruna sebep olabilir (Smirnoff, 1993; Sgherry, Pinzino ve Navari-1zzo,
1996; Blyuk, Soydam-Aydin ve Aras, 2012).

2.6. Bitkilerin Nikel Zararlarina Karsi Olusturdugu Yanitlar

Nikel elementinin yarattigi toksik etkilere kargsi bitkilerin yaniti, sakinma (kaginma)
ve tolerans (dayanim) olmak Uzere iki sekilde olur (Bray, Bailey-Serres ve
Weretilnyk, 2000; Ayhan, 2006).

2.6.1. Sakinma (Kaginma)

Bitkilerin metalleri topraktan bunyelerine almalarini engellemesidir. Bunun igin
bitkiler tarafindan rizosfere karbondioksit veya bazi organik asitler ile selatlar,
musilaj ya da kalloz gibi karbonhidratlar salinabilmektedir. Salinan bu bilegiklerden
organik asitler ve karbondioksit, toprak pH’sini metallerin en mobil oldugu 5.5-6.0
pH araligindan daha dusuk degerlere inmesine yol acarak metallerin alimini
azaltmaktadir. Ayrica kalloz ve musilaj gibi hiicre digi karbohidratlar ile metaller ile
bag yaparak onlarin rizosferde immobil hale gegcmesini saglamakta ve tasiyicilar
vasitasiyla hiicre igine girmesine engel olmaktadir (Siedlecka ve ark., 2001; Wojcik,
2017). Buna ilaveten, bitki kdklerinden disari salinan organik asitler, metal iyonlari
ile stabil metal-ligand kompleksleri olugturur ve metallerin hareketliliklerini ve biyo-
elverigliligini degistirebilirler. Boylece metal iyonlarinin koklere alinmasini ve
birikmesini dnleyerek hiicre digi detoksifikasyon islevini gergeklestirirler (Clemens,
2001; Hall, 2002).

Kok hicre geperleri, toksik metallerin sitozole girmesini lignopolisakkarit (sellloz,
hemiseliloz ve pektinler) matriksinde metalleri immobil hale getirerek dnlemede rol
oynamaktadir. Bunun yani sira hucre membranlari da hicre igine metal alimini
dizenlenmesinde (engelleme/azaltma) énemli rollere sahiptir. Metal biriktiren ve

sakinan bitkilerde metal alim ve birikim hizindaki farkliik, ayni membran
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tasiyicillarinin  ifade duzeyindeki farklhiliklardan kaynaklanmaktadir. Bitkiler
membranlarinda ¢ok cesitli tasiyicilara sahiptir [ZIP (Cinko-dUzenleyici tagiyici-
demir dlzenleyici tagiyici; protein), CDF (Katyon difizyon kolaylastirici, Metal
tolerans proteini (MTP) olarak da bilinir), NRAMP (Dogal direnglilikle iligkili makrofaj
protein, P tipi ATPaz protein aileleri, ATP baglayan ABC kaset tasiyicilari gibi (Sekil
2.7)] (Anjum ve ark, 2015b).

2.6.2. Tolerans (Dayanim)
Tolerans, metallerin toksik etkilerinin giderilmesi, azaltilmasi ve ortadan kaldiriimasi

gibi etkin mekanizmalar kapsamaktadir.

2.6.2.1. Ligandlara Baglanma

Bitki hucrelerinde metallerin etkisiz hale getirilerek depo edildigi ana bodlge olan
vakuollere, metallerin tagsinmasinda ve detoksifikasyonunda rol oynayan bazi
ligandlar vardir. Bunlar fitoselatinler (PC), metallotiyoneinler (MT) ve bazi organik

asitlerdir.

2.6.2.1.1. Fitoselatinler

Fitogelatinler [PCs; y-glutamil (Glu)-sistein (Cys)] n —X, n =2-11 ve Xise glisin (Gly),
serin, B-alanin, glutamat veya glutamindir], dusik molekuler agirlikl sisteince
zengin tiyol gruplar iceren ve enzimatik olarak sentezlenen metallerin vakuole
tasinmasinda, detoksifikasyonunda ve floem araciliiyla uzak mesafelere
aktariimasinda rol oynamaktadirlar (Cobbett ve Goldsbrough, 2002; Anjum ve ark.,
2015b). PC sentezi, PC sentaz (PCS) enzimi ile gerceklesir. PCS hlicrede her daim
belirli bir konsantrasyonda inaktif halde bulunurken, bir agir metal uyarisi geldigi
zaman sentezlenerek aktif hale gecer ve glutatyon (GSH)dan PC sentezini
katalizler. GSH, PC’nin sentezi i¢in 6ncul molekidl olmasinin yani sira sulfuran
baglica taginim ve depo formu olup ROT’lara karsi da antioksidan savunmada yer
almaktadir. Eger ortamda GSH yoksa ROT’lar yapisal bilesenleri (lipid, protein,
nukleik asit gibi) oksitleyebilmektedir. Ortamda GSH oldugunda ise affinite farkindan
dolayr ROT’lar, GSH’I oksitlemektedir ve GSH okside formu olan okside glutatyon
(GSSG)'ye donismektedir. Glutatyon rediktaz (GR) enzimi ile GSSG, redukte
formu olan GSH’a donusmekte ve bu olay bir dongu halinde ROT’lara karsi
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savunmada onem arz etmektedir. GSH eksikliginde agir metal stresine kargi agiri
hassas bireyler olugsurken, GSH’In agir ifadesi toleransl bireyler olugsmasi igin
yeterli degildir (Sekil 2.7).

2.6.2.1.2. Metallotiyoninler

Bir diger metal selatori olan MT’ler de PC’lere benzer sekilde dusuk molekuler
agirhikli (4-14kDa) tiyol gruplari igeren sisteince zengin olup, yaygin olarak prokaryot
ve dkaryotik organizmalarda bulunan polipeptitlerdir (Anjum ve ark., 2015b). Fakat
PC’lerden farkl olarak sistein bagina metal tagima kapasitesi daha dusuk olup, gen
kodlu olarak sentezlenirler. iki alt birim iceren MT’lerin (stabil alfa domain, 4 divalent
metal iyonu icerir; reaktif beta domain, 3 iyon icerir) bitki kisimlarinda bulunma
yerlerine gore 4 tipi vardir (Tip 1, koklerde; Tip 2, yapraklarda; Tip 3, olgunlasmis
meyvelerde ve Tip 4, gelisen tohumlara yer alir). MT’ler, metalleri sitozolde
baglayabilir, vakuole alikonulabilir ya da hticre digina atabilirler (Sekil 2.7). Abiyotik
ya da biyotik stresler sonucu bitki bunyesinde MT sentezi artmaktadir ve bu artis
ekotoksikolojik ¢calismalarda biyomarker olarak kullanilabilmektedir (Joshi, Pareek
ve Singla-Pareek, 2015).

2.6.2.1.3. Bazi Organik Asitler (Tiyol Olmayan Metal Selatorler)

Bitkilerde tiyol bilesikleri olmayan bazi organik asit (sitrat, malat, okzalat, malonat,
akonitat ve tartarat) ve aminoasitler ve turevleri (glisin-betain, prolin, histidin, sistein,
arginine, glutamate, nikotinamin) de metal selatlarn olusturabilirler (Hall, 2002;
Sharma ve Dietz, 2006; Jakkeral ve Kajjidoni, 2011) (Sekil 2.7). Organik asitler
dusuk molekuler agirlikta ve en az bir karboksil grubu i¢ceren oksijen verici ligandlar
olarak tanimlanir. Bu bilesiklerin bazilari, piruvatin oksidasyonunun gerceklestigi
solunum metabolizma yolagindaki trikarboksilik asit dongusunun bir ara drinu
olarak tim bitki hiicrelerinde olusmaktadir (Trejo-Tellez, Gomez-Merino ve Schmitt,
2012).

Organik asitler (OA), rizosferde ¢oklu fonksiyonlari yerine getirme potansiyeline
sahiptir. Karboksilik gruplarin sayisina ve ayrigma ozelliklerine bagli olarak, degisen
negatif yuk tasiyabilen OA’ler metal katyonu ile ¢ozelti icinde kompleks

olusturmasina ve anyonlarin toprak-matriksinden yer degistirmesine izin verirler
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(Jakkeral ve Kajjidoni, 2011). Bitki hiicrelerinde anahtar bir metabolit olan sitrat,
karbon metabolizmasinda (bir ara madde olarak), abiyotik (metaller, besin
noksanliklari) ve biyotik (rizosferdeki bitki-mikroorganizma etkilesimleri) streslere
kars! bitki toleransinda yer aldiklari bildirilmistir (Trejo-Tellez, Gomez-Merino ve
Schmitt, 2012). Bitkilerde ¢ok az bulunan oksalat ise dikarboksilik asit anyonu olup,
oldukga kuvvetli bir organik asittir. Bazi bitki turlerinde yuksek duzeyde birikebilir
(okzalat akumdulatérleri; Caryophyllaceae, Chenopodiacese ve Polygonaceae)
(Massey, 2003). Malat ise fotosentez (C3, C4 ve CAM bitkileri), solunum, yag asidi
oksidasyonu, azot fiksasyonu, lignin biyosentezi, stoma hareketleri ve eneriji
metabolizmasinda rol oynamaktadir (Finkemeier ve Sweetlove, 2009). Bitkilerde
cesitli sureglerde olugan bu organik asitler metaller ile selatlar olusturarak, uzun
mesafelere ksilem ile taginir (Rascio ve Navari-lzzo, 2011). Sitrat, 6zellikle Fe ve Al
olmak uzere Zn, Co, Ni, ve Cd metal iyonlari ile kuvvetli selat yapma kapasitesine
sahiptir (Boominathan ve Doran, 2002; Clemens, 2001; Singh ve Chauhan, 2011).
Nikel biriktiren bitkiler Gzerinde yapilan galigmalar, nikelin sitrata baglandigini ve
uretilen sitrat miktarinin da nikel birikimi ile yakindan iligkili oldugunu gostermistir
(Brooks, 1998 Ayhan, 2006). Hicre i¢i metal detoksifikasyonunda, organik asitler
sitozolde selat olusturarak metalleri, toksik olmayan veya daha az toksik bir forma
dénusturdlebilirler (Clemens, 2001; Hall, 2002). Organik asitler, amino asitler ve
tiyoller gibi ligandlar ile metilasyonlarin selasyonu, agir metallerin koklerden
surgunlere gegisini kolaylastirir (Zacchini ve ark., 2009).

Bitkilerde pek ¢ok metabolit yolakta rol alan bazi aminoasitler ve turevleri (glisin
betain, nikotinamin, prolin, sistein, histidine, arjinin, glutamat, poliaminler gibi)
metaller ile selatlar olusturabilir ancak mekanizma henuz tam acgiklanamamistir
(Anjum ve ark., 2015b).

2.6.2.2. Antioksidan Savunma Sistemi

Fotosentez veya solunum gibi metabolik sireglerin dodal sonucu olarak ROT
sentezlenir. Optimum kosullarda, bitki bunyesinde ortaya c¢ikan ve eslesmemis
elektrona sahip reaktif iyonlar ile kolaylikla yapisal bilesenleri oksitleyebilen ve
hasarlara yol agabilen ROTlar (sUperoksit ve hidroksil radikali, singlet oksijen, H,O,,
gibi) bitkilerin antioksidan savunma sistemleri ile bertaraf edilir (Sekil 2.8). Redoks-
aktif bir metal olarak nikel, asiri serbest radikal olusumunu tesvik ederek oksidatif
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zararlara neden olur. Bitkiler serbest radikallerin zararlarindan korunmak igin

enzimatik ve enzimatik olmayan bir antioksidan savunma sistemine sahiptir.

(A) Hiicre geperine ve kdk sizintilarina
metal iyonu baglanmasi

MT H,0J
A
(B) %% lorganie— e | X

Plazma membranindan
metal giriginin azaltilmasi

| asit Ld (D)
P

ZIP | Ca*2 kanal

ABe

Membrandan
(C) apoplastta
pompalanan akis

Sekil 2.7. Bitkilerde metal zararina karsi olusturulan baglica yanitlar ve aralarindaki
iligkiler. (A) Hicre ¢eperine ve kok sizintilarina metal iyonu baglanmasi;
(B) Plazma membranindan metal giriginin azaltilmasi; (C) Membrandan
apoplastta pompalanan akis (ATP-bagli ABC kaset ve P1B-ATPaz
Tasiyicilar); (D) Fitoselatinler (PC), Metallotiyoninler (MT), Organik
asitler (OA) ve aminoasitler gibi ligantlar ile agir metal (HM)'lerin sitozolde
selatlanmasi; (E) ROT savunma mekanizmasi [Antioksidant enzimler
(SOD, APX, GR, POD, GPX ve CAT) ve enzim olmayanlar (GSH ve
GSSG)]; (F) Hormon sinyal yolagi; (G) Tasima ve vakuolde
kompartmanlasma [(ATP-bagh ABC kaset ve P1B-ATPaz Tasiyicilari;
NRAMP (dogal direnglilik ile iligkili makrofaj protein), CAX (katyon/proton
degistirici)]. Metal iyonlari siyah daireler seklinde gdsterilmektedir (Anjum

ve ark., 2015b’den modifiye edilmistir).

Antioksidatif enzimler; [sUperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz
(POD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediktaz (GR) ve diger askorbat-
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glutatyon ¢evrimi enzimleri (monodehidroaskorbat rediktaz (MDHAR) ve
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR)] metallerin detoksifikasyonunda etkilidir (Alsher,
Donahue ve Cramer, 1997).

AsA GSSG NAD*
Glutatyon Peroksidaz Donglisu DHAR ‘ GR

o N GSH )
H0; GSSG NAD* | DHA NADH
GPX XGR
H,0 GSH

NADH

Sekil 2.8. Reaktif oksijen tlrevlerinin (ROT) olusumu ve antioksidan enzimler
tarafindan bertaraf edilme yolaklari (Cai ve ark., 2017).

Bitkilerde O ’lerin H,O’e dismutasyonunda SOD enzimi tarafindan gergeklestirilir.
Olusan H,O, apoplastta APX veya GPX enzimleri ile, peroksizomlarda ise CAT
enzimi tarafindan suya detoksifiye edilir (Zoller ve ark., 2003; Gratao ve ark. 2005).
SOD’un ve APXin farkli izoformlari kloroplast, mitokondri, peroksizom, sitozol ve
apoplastta yer almaktadir. GPX sitozolde, CAT ise peroksizomda yerlesmistir. APX
tarafindan H,O’in detoksifikasyonu, askorbatin monodehidroaskorbat (MDHA)ya
oksidasyonu ile gergeklesir. Askorbat da NADPH'I elektron donéru olarak kullanarak
hicredeki havuzunu yeniler. MDHA da kendiliginden dehidroaskorbat (DHA)a
donusebilir. Askorbatin yenilenmesi Askorbat-Glutatyon dongusu ile basarilir. Bu
déngude, glutatyon (GSH) okside glutatyon (GSSG)a ve DHA'nin askorbata
rejenerasyonu DHAR enzimi araciligiyla gerceklesir. Glutatyon rediktaz (GR),
indirgeyici ajan olarak NAD(P)H’1 kullanarak GSSH'dan GSH'I rejenere eder. Bu
yolak, GPX doénglsu olarak bilinir (Yusuf ve ark., 2011).
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Bitkiler toksik metal duzeylerine maruz kaldiginda antioksidant enzim kapasitesi,
metal zararinin Ustesinden gelinmesi igin yeterli olmayabilir. Metaller hem gen
duzeyinde hem de yapisal ve iglevsel duzeyde zarar verip antioksidant enzimlerin
de aktivitelerini azaltabilirler. Artan nikel duzeylerinde gesitli bitkilerde antioksidan
savunma sisteminin aktive/inhibe edildigini gésteren ¢alismalar bulunmaktadir (Al
ve ark., 2003; Gajewska ve Skitodowska, 2007; Siddiqu, Al-Whaibi ve Basalah,
2011; Theriault, Michael ve Nkongolo, 2016).

Glutatyon, askorbat, vitamin E, fenolik bilegikler, flavonoidler, ligninler, taninler vb.
enzimatik olmayan antioksidan molekuller hem ROT’lari etkisiz hale getirirler hem
de metallere baglanip metal zararina kargi hiicresel savunmada rol oynarlar (Asada,
1999; Sakihama ve ark., 2002).

Tum bu savunma mekanizmalarinin aktiflestirilip metal stresiyle muicadele
edebilmesi igin bitkilerin Oncelikle metal stresi altinda olduklarini algilamalari
gerekmektedir. Bunun igin bazi sinyal molekllleri ve sekonder mesajcilar
bulunmaktadir. Ozellikle H,O, bu anlamda énemli bir molekildir. Agir metallerin
miktarindaki artig; etilen, salisilik asit veya jasmonik asit gibi hormonlarin ya da
kalsiyum-kalmodulin veya MAPK gibi sekonder mesajcilarin sentezinin
uyariimasina sebep olur. Tum bu sinyal molekulleri bitkilerin agir metal stresi
altindayken gérev alan savunma bilesiklerinin (PC, MT, GSH, HSP vb)
sentezlenmesi ve mevcut sentezinin artmasi ile gerekli olan gen ifadesinin artisini

veya transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu saglamaktadir (Manara, 2012).

2.7. Metal Kirliginin Giderilme Yollari: Fitoremediasyon

Nikel ile kontamine olmus dogal alanlarin arindiriimasi ve temizlenmesi cegitli
kimyasal, fiziksel ve biyolojik yontemlerle mumkundur. Biyolojik yontemlerden biri
olan fitoremediasyon, yesil bitkilerle metaller, organik bilesikler veya radyoaktif
bilesenler gibi gevrede bulunan zararli yapilarin kontrol altina alinmasi, zararsiz
hale getiriimesi veya uzaklastiriimasi olarak tanimlanir (Zouboulis ve Katsoyiannis,
2005). Bu tanimlama c¢evredeki kirleticilerin bitki-etkili ydntemleri ile kontaminant
alinimi,  hapsedilmesi, bozunmasi ve Dbiyo-transformasyonunu kapsar.
Fitoremediasyon gunes enerjisini kullanan yesil teknolojidir ve bu siklikla geleneksel
remediasyon metotlarindan daha fazla tercih edilir. Ayrica fitoremediasyon;
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geleneksel muhendislik yontemlerine gore dusuk maliyetli olmasi, herhangi bir yan
urin olugsturmamasi ve ortamdan uzaklastirilan metallerin tekrar elde edilebilmesi
(fitomining) bakimindan remediasyon (temizleme /arindirma/ iyilestirme) yontemleri
arasinda 6ne ¢ikmaktadir (Peuke ve Rennenberg, 2005; He ve ark., 2012). Metal
ile kontamine olmus topraklarda agir metal biriktirebilen ve hayat dongusunu
etkilenmeden surdurebilen Brassicaceae ve Asteraceae gibi familyalara ait bitki
thrleri saptanmistir (Kipper ve ark., 2004; Adigizel ve Revees, 2012). Bunun yani
sira, bazi yagli tohumlu bitkilerin biyoyakit Uretme potansiyellerine ek olarak agir
metal biriktirme Ozelliklerinin de oldugunu bildiren c¢alismalar bulunmaktadir
(Bauddha ve ark., 2015; Tripathi, Edrisi ve Abhilashn, 2016).

Fitovolatilizasyon, fitodegradasyon, fitostabilizasyon gibi c¢esitli fitoremediasyon
metotlari bulunmaktadir (Sekil 2.9) ve bunlar arasindan metal kirliligi ile micadelede
en etkili metot fitoekstraksiyondur (Robinson ve ark., 1999; Nedelkoska ve Doran,
2000; Chaney ve ark., 2007).

2.7.1. Fitoekstraksiyon

Bitkilerin kokleri aracihgiyla kirleticilerin bunyeye alimi, toprak Ustu organlarda
biriktirilmesi ile bitkilerin hasat edilmesini kapsayan bir islemdir. Bu islem Cu, Zn ve
Ni gibi aktif olarak alinan mikrobesin elementleri ve Cd, ve Pb gibi besin elementi
olmayan agir metallerin uzaklagtiriimasinda kullanilabilmektedir. Fitoekstraksiyon
sadece metal kirliliginin nispeten dusuk veya orta seviyede oldugu alanlar igin
uygulanabilmektedir. Clinklu metal konsantrasyonunun yuksek duzeylerde oldugu
alanlarda bitkilerin yetistirilebilmesi mimkin olmamaktadir (Padmavathiamma ve
Loretta, 2007).

2.7.2. Rizofiltrasyon

Bitki kokleri tarafindan metal kirleticilerin alinimi ve alikonmasini kapsamaktadir
(Sekil 2.9). Brassica juncea, Phaseolus vulgaris ve Helianthus annuus gibi
hidroponik ortamlarda buyutulen bir¢ok bitki taranin kokleri nikelin yani sira Cu, Cd,
Cr, Pb, Zn gibi toksik metallerin sivi c¢ozeltilerinden uzaklastiriimasinda
kullanilabilmektedir. Rizofiltrasyon igin ideal bitki; 6nemli dizeyde kok biyokutlesi

veya yuzey alani Uretmeli, yiksek miktarda hedef metali biriktirebilmeli ve tolere
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edebilmeli, dusuk maliyetli olmali ve minimum duzeyde sekonder atik uretmelidir
(Dushenkov ve Kapulnik, 2000; Aybar, Bilgin ve Saglam, 2015).

Kirleticiler, 6zel
aktiviteleri ile
ayrnistinlir veya
mineralize edilirler

Kirleticiler, bitkinin
Fitodegradasyon hasat edilebilir
kisimlarinda
Kirleticiler, bitkiden biriktirilmesidir
buhar/ugucu

formda salinir Fitoekstraksiyon

Fitovolatilizasyon

Kirleticiler, biyilyen
kokler veya
mikroorganizmalar
tarafindan ayristinlhir

Kirleticiler,
toprakta
immobilize edilir

NN

Fitostabilizasyon Fitostimulasyon

Kirleticiler, kokler

tarafindan salinir & Metal

kirletici

Rizofiltrasyon

Sekil 2.9. Bitkilerde fitoremediasyon, hiperakimulasyon ve nikel toleransinda yer

alan cesitli mekanizmalar (Yadav ve ark., 2016).

2.7.3. Fitovolatilizasyon

Bitkisel buharlagtirma olarak da adlandirilan bu iglem, organik kirleticilerin ve agir
metal iceren sularin buyudk bir miktarinin kokler aracihgi ile bunyelerine alan agag
formlu bitkilerde gdzlenir (Sekil 2.9). Fitovolatilizasyon ile bitkiler tarafindan tutulan
kirleticiler, daha az toksik olan buhar formlarina gevrilerek transpirasyon ile dogaya
salinmaktadir. Bilindigi gibi su, koklerden alinarak govde ve yapraklara iletilir.
Boylece kirleticiler, bitkiyi gcevreleyen havaya terleme ve gaz formuna donuserek
karigir. Kavak agaglari ile yapilan galigmalarda basarili sonuglar elde edilmistir. Bu
metotta kokun ilerleyebildigi derinlik oldukga O6nemlidir. Yeralti sularinin
remediasyonunda kazik kok sistemi bulunduran bitki turleri secilmelidir. Bu
yonteminin etkili sekilde uygulanabildigi bolgeler yeralti sulari, toprak, gamur ve
sedimentlerdir (Ghosh ve Singh, 2004; Aybar, Bilgin ve Saglam, 2015).
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2.7.4. Fitodegradasyon

Bu metot, hiperakumulator bitkilerin kullaniimasi ile ortamda bulunan organik
kirleticilerin yapisinin bozunmasi esasina dayanmaktadir (Sekil 2.9). Bu islemin
gerceklesmesi icin enzimatik reaksiyonlara ihtiya¢ vardir. Kontaminantlar dncelikle
bitkiler araciligi ile absorbe edilir, ardindan enzimler sayesinde bozunuma
ugratilirlar. Bitkilerin blnyelerinde barindirdiklari organik maddeler, metabolik
yolaklar araciligi ile daha kuguk boyutlu pargalara ayrilirlar. Ardindan parcgalara
ayrilan bu molekuller, metabolik olarak kullanilabilir duruma gelip bitki dokulari ile
batlnlesik bir hal alirlar. Fitodegredasyondan faydalanilarak yeralti sularindaki
¢ozuculer, topraktaki petrol ve aromatik bilesikler ile havadaki ugucu bilegikler gibi
birgok farkli kirleticinin yarattigi kirlilik iyilestirilebilir (Newman ve Reynolds, 2004).

2.7.5. Fitostabilizasyon

Bu teknikte, erozyon olusumunun oOnune gegcilmesi, yer alti sularinin Kirletici
maddelerce kontamine olmasinin azaltiimasi ve toprakla dogrudan temasin
engellenmesi igin toprak ylzeyi bitkiler ile kaplanmaktadir (Sekil 2.9).
Fitostabilizasyon ile bitki kokleri fiziksel ve kimyasal olarak kirleticileri immobilize
etmektedir (Berti ve Cunningham, 2000). Kirlenmis topraklarda yetisebilen ve agir
metalleri toksik olmayan veya daha dusuk toksisiteye sahip formlara donustirmek
icin topragin fizyolojik, kimyasal ve biyolojik karakterini degistirebilen bitkiler bu
yontem icgin tercih sebebidir. Genis kok sistemi, ylksek biyokltle Gretimi (toksik
dizeyde agir metallerin varliginda) ve metalleri gbvdeye en az seviyede tasima
kapasitesi olan bitkiler fitostabilizasyonda kullanima oldukga elverislidir (Rizzi ve
ark., 2004; Aybar, Bilgin ve Saglam, 2015).

2.8. Agir Metal Biriktirebilen Bitkiler

2.8.1. Metallofitler

Fitoremediasyon yonteminde kullanilabilen bazi genetik olarak donanimli metal
biriktirme kapasitesi yuksek bitkiler vardir. Metallofitler olarak adlandirilan bu bitki
tarleri; fitotoksik agir metal (As, Cd, Cu, Pb, Ni vb.) kirliligi seviyelerine sahip
topraklara dayanikli olup bu metal seviyelerinde hayatta kalarak, Ureyip

cogalabilirler. Metallofitler, tolerans elde etmek igin iki 6zel strateji gelistirmiglerdir,
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bunlardan ilk olarak metal iyonlarinin girisini ve/veya kokten slrglne
translokasyonunu sinirlamak; ikinci olarak da bitki govdesinde agir metal iyonlarinin

varhigini tolere etmektir (Wojcik ve ark., 2017).

2.8.2. Hiperakiuimiulatorler

Hiperakimulatorler, blnyelerinde fiziksel higbir hasar meydana gelmeksizin diger
bitkiler igin kritik seviyenin Uzerinde agir metal biriktirebilirler. Kuru yaprak kitlesinde
nikel hiperakiimilatorlerinin 450 taksonu 1000-38000 mg Ni kg™ arasinda akiimiile
ederken; ayni habitatta bulunan akimulator olmayan taksonlarin cogunlugu 200 mg
Ni kg'1 konsantrasyonunun altinda biriktirirler (Wycisk ve ark., 2004). Bir metal
hiperakimulatorint tanimlamak icin degerlendirilen ana 6zellik, tolere edilebilen
toksik metal iyonunun esik konsantrasyonudur. Tipik olarak, surgun kuru agirhiginin
Zn ve Mn icin %1’i; As, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Sb, Se ve Tl icin %0.1’i ve Cd icin %
0.071’i esik de@er olarak kabul edilir. DUnyada tanimlanmig olanlarin yani sira halen
tanimlanmamig potansiyel nikel hiperakimulator bitkilerin de var olabilecegi
yonundeki raporlar gun gectikge literature eklenmektedir. Nikelin, bitkilerde en
yuksek akumiulasyon seviyesine ulasabilen agir metal oldugu gosterilmigtir. New
Caledonia’nin serpentin topraklarina endemik olan Sebertia acumunata’da
lateksinde %26’ya kadar nikel akimile edebilmektedir. Tarindn tek bir agaci tek
basina 37 kg metal biriktirebilmektedir. Kesfedilmis nikel hiperakimulatorlerinin
yaklasik %25’i Brassicaceae ailesine ve 6zellikle de Alyssum ve Thlaspi cinsine aittir

(Rascio ve Navari-1zzo, 2011; Van der Ent ve ark, 2013).

2.9. Fitoremediasyon Yonteminin Avantaj ve Dezavantajlar
Cevresel i1slah adi altinda diger 1slah yontemleriyle kiyaslandiginda fitoremediasyon
yonteminin 6ne ¢iktig1 avantajlar ve uygulanmasinda ya da sonug¢ alinmasinda bazi

zorluklar bulunmaktadir.

Fitoremediasyonun Avantajlari;
e Diger remediasyon yontemlerine gore oldukga ekonomiktir,
e Atik dokumu igin ekstra bir alana gerek duyulmaz,

e Kamuoyu tarafindan da kabul goren estetik bir gérunim ortaya c¢ikar,
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e Kirlenmis alanin farkh bir yere transfer edilmesine ihtiya¢g olmadigi igin
kontaminantlarin ¢cevreye yayilmasi engellenmis olur,

e Yalnizca tek bir kirleticiye yonelik degil birden fazla kirletici ile mucadele
edilebilir ve alanda ¢ok yonlu bir iyilestirme saglanabilir.

e Ortamdan uzaklastirilan degerli metallerin tekrar elde edilebilmesi saglanir

Fitoremediasyonun Dezavantajlari,
e Kullanilacak bitkilerin, kirlenmis alanin biyotik faktorlerine uyumu ve bitkinin
kirleticiye olan toleransi, yontemin basariya ulagma hizini etkiler,
e Yapraklarda akimule edilen kirleticiler yapraklarin dokulmesi ile beraber
yeniden topraga karigabilir,
e Diger 1slah metotlariyla kiyaslandiginda islah zamani daha uzun surebilir
(EPA, 1995)

Hiperakimulatorler, kirlenmis alanlarin detoksifikiye edilmesinde ve degerli
metallerin fitomadenciliginde oldukga yararli ve ilgi ¢ekicidir (Visioli ve Marmiroli,
2013).

Genellikle serpantin topraklara endemik olan bu bitkiler kiguk boyutlu, dusuk
bliyume oranina sahip ve mekanik olarak hasati zor olan bitkilerdir. GuUnimuzde
genetik stratejiler ile bu hiperakimulator bitkilerden tolerans genlerinin tespit edilip
klonlanarak ilgili genin hedef bitkiye aktariimasi sonucu; bliyume orani yuksek, kisa
zamanda Onemli dizeyde biyokutle Ureten ve mekanik olarak hasati kolay olan
ustin fitoremediasyon yetenegine sahip transgenik bitkiler elde edilerek
fitoremediasyon yonteminde kullaniimaktadir. Genetik stratejilerin yani sira klasik

Islah yontemleri ile de yapilan ¢aligmalar da mevcuttur.

Bu calismalar hiperakimulator bitkilerin metal biriktirmelerinin kendilerine bazi
avantajlar kazandirdigini ortaya koymustur. Bu avantajlar iki grupta incelenebilir:
Birincisi, diger bitkiler ile olan rekabet avantajidir. Diger bitkilerin yasayamayacagi
kadar yuksek konsantrasyonda metal iceren bu topraklarda yasayan bitkiler, daha
fazla 1s1ga, suya ve bazi besinlere daha c¢ok ve kolay ulasabilme imkanina
sahiptirler. ikincisi, herbivor ve patojen saldirilarindan korunmalaridir. Agir metaller
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sadece bitkiler i¢in degil diger canlilar i¢in de toksik etki gostermesi nedeniyle floem
O0zsuyunda ve diger organlarda metal biriktiren bitkilerin daha az saldiriya ugradigs;
Uzerine birakilan larvalarin metal igermeyen bitkilere gore larval biyokutlelerini
artmadigi ve larvalarin kisa bir sure iginde 6ldugu gdsterilmistir (Martens ve Boyd,
2002).

31



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali
Bu arastirmada kullanilan aspir bitkisinin yerel (Carthamus tinctorius L., Olas) ve
atasal (Carthamus oxyacantha M. Bieb.) genotiplerine ait tohumlar, Trakya Tarimsal

Arastirmalar Enstitisunden temin edilmistir.

3.1.1. Bitki Yetistirme Yontemi

Aspir genotiplerine ait tohumlar %5’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile 5 dakika kabuk
sterilizasyonu yapilmis ardindan yaklasik 10 defa distile su ile yikanmigtir. Daha
sonra 3 saat boyunca distile su igerisinde sismeye birakilan tohumlar, ¢imlendirme
kaplarinda karanlikta c¢imlendirildikten sonra, fideler su kualtiri ortaminda
yetistiriimek Uzere tek bitki iceren ve saksilara sabitlenen 3 falkon ttplerinden (50ml)
olusan sisteme transfer edilmigtir (Sekil 3.1). Denemeler, 4 uygulama ve 3 tekrarli
ve her bir tekrarda bagimsiz 3 bitki olacak sekilde tasarlanmigtir. Herhangi bir
kontaminasyona karg! (6rnegdin 1sikta alg Gremesi gibi) tipler aliminyum folyo ile
sarilarak kokler isiktan korunmustur. Denemeler, 25°C sicaklikta, 16 saat i1sik/ 8
saat karanlik fotoperiyotta ve 180-200 umol.m™s™ isik siddetinde, %40-50 nemde,
kontrollU iklim kabinlerinde gergeklestirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Bitkilerin yetistirildigi su kultiru sistemi ve iklim kabininden gortntuler

Genotiplere ait bitkiler 4 gunlik gimlenme periyodunun ardindan 10 gliin boyunca su
kaltirinde Hoagland (1952) besin ¢dzeltisinde yetistiriimis, ardindan 7 gin sire ile
uygulama gruplarina nikel (NiCl,.6H20) uygulanmistir. Kontrol uygulamalari igin
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yalnizca Hoagland besin ¢ozeltisi kullaniimistir. Besin ¢ozeltileri ilk 10 gin boyunca

gunasiri, uygulama suresince ise her gun degistirilmistir.

Nikel konsantrasyonlari ve suresi, fotosentetik sistemlerin enerjetik davraniglarinda
meydana gelen degisimlerin anlasiimasini saglayan klorofil a fluoresans dlgtimleri
ile belirlenmigtir. Bu baglamda nikel stresinin baslangicindan itibaren sirasiyla 1., 3.,
5., 7., 9. gunlerde polizafik klorofil a fluoresansi Olgimleri yapilarak stres
uygulamalarinin konsantrasyonu ve suresi 6n denemeler ile belirlenmigtir. Nikel
uygulamalari 7 gin sure ile 0 (kontrol), 0.5, 0.75 ve 1.0 mM nikel (NiCl,.6H20)
konsantrasyonlari olacak sekilde yapilmistir. Toplam 21 gun stren denemeler herbir
uygulama ve kontrol igin 9 tekrarh olup rastgele deneme deseninde
gerceklestiriimistir (Sekil 3.1).

1. 2. 3. 4. 5 6. 7.8 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19. 20. 21. Giin

Kontrollii Kosullarda Yetistirme Uygulama
5 : Tekrar Sayisi
Ceoool o
S
whmm%, OO O
Carthamus oxycantha 0,75 mM. n n Q o
@ ococo

NiCl,.6H,0

Sekil 3.2. Deneme plani

3.2. Olgiim ve Analizler

3.2.1. Morfolojik Olgiimler

Morfolojik élgiimler her uygulama igin 9 teknik (3 saksi x her bir saksida 3 bitki) ve
2 deneysel tekrar olacak sekilde toplam 18 (n=18) tekrarll olacak sekilde

gerceklestirilmistir.
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3.2.1.1. K6k ve Siirgiin Uzunluklar ile Yaprak Sayisi Olgiimleri

Kontrol ve uygulama grubuna ait aspir bitkilerinin kdk ve siirgiin boylari (cm. bitki™")
dlglllip yaprak sayilari (Nadet. bitki”") belirlenmistir. Ayrica elde edilen bu verilere
gobre bitki boyu tolerans indeksi (%BBTI) hesaplanmistir (Blumenthal ve ark., 1990;
Ahmad ve ark., 2009).

2|
-?

; COX05mM | COX 75 mM COX 1.0 mM

Sekil 3.3. Aspir genotiplerine ait morfolojik dlgiimleri yapilan érneklerden goérintiler

3.2.1.2. K6k ve Siirgiinlerin Yas ile Kuru Agirlik Olgiimii

Kontrol ve nikel uygulama gruplarina ait bitkilerin kok ve surgln organlari ayrilip yas
agirliklari (g. bitki") dlgliimistiir. Ardindan yas agirliklari belirlenen bitki materyalleri
80°C’deki etlivde 48 saat kurutulup yeniden tartimi yapilarak kuru agirliklari (g. bitki
") belirlenmistir. Elde edilen bu verilere gére, yas agirlik tolerans indeksi (%YATI) ve
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kuru agirlik tolerans indeksi (%KATI) hesaplanmigtir (Blumenthal ve ark., 1990;
Ahmad ve ark., 2009).

YATI (%) = (Strese maruz kalan bitkilerin yas agirhgi/Kontrol bitkilerinin yas agirhgi) x 100
KATI (%) = (Strese maruz kalan bitkilerin kuru agirligi/Kontrol bitkilerinin kuru agirligi) x100

3.2.2. Fizyolojik ve Biyokimyasal Analizler

3.2.2.1. Nikel Birikiminin Belirlenmesi

Genotiplerin kdk, govde ve yaprak dokularindaki nikel birikimini belirlemek igin
dokular 80°C’lik etiivde 48 saat sureyle kurutulmustur. Dokulara ait 0.2 g kurutulmus
bitki materyali havanda ince bir sekilde 6gutilmustir. Ogutilen doku 6rnekleri
porselen krozelerde 550°C’lik kul firininda 5 saat yakilmigtir. Yas yakma igleminden
sonra, firndan alinan numunelere, sogutulduktan sonra 1 ml derisik HNO; ilave
edilerek 15 dakika inkube edilir. Daha sonra ¢oOzeltiler balon jojelere alinmis ve
uzerlerine 25 ml'ye tamamlayacak sekilde deiyonize su eklenerek 30 dakika
bekletilmistir. Bekleme islemi sonunda ¢ozeltiler Whatman kagidindan suzulmustur.
Uygulamalara ait sluzulen g¢ozeltilerdeki nikel miktari, atomik absorbsiyon
spektrometresinde (Varian AA2420FS) belirli standart nikel ¢ozeltileri ile kalibre
edildikten sonra her bir uygulama igin 3 tekrarli olacak sekilde belirlenmigstir. Okunan
absorbans degerlerinden nikel miktari, kuru agirlik (KA) temelinde ppm. g KA ™
olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu verilerden, translokasyon indeksleri Chami ve
ark. (2015)’larina gére hesaplanmigtir.

3.2.2.2. Polifazik Klorofil a Fluoresans Kinetikleri Ol¢iimii

Klorofil a fluoresans dl¢gimleri (OJIP gegisleri) Fluorometre (HandyPEA, Hansatech
Ltd.) ile yapilmigtir (Sekil 3.4a). Uygulama gruplarina ait fidelerden segilen bitkilerin
Ozel yaprak klipsleri ile Ustten tutturulmasiyla 30 dakika karanliga adapte edilen
yapraklarinda olgum yapilmistir.

Fluorometre, fluoresansi kirmizi isikla (maximum 650 nm’de emisyon) uyarir ve 700

nm Uzerindeki fluoresansi algilar. Olgtimler 3 adet diizenli i1sik yayan diodun (rettigi

bir saniyelik tek glgla 11k pulsu (3000 umol m2s™ tum PSII reaksiyon merkezlerinin

kapanmasi icin yeterli olan eksitasyon siddeti) ile ve 4 mm’lik yaprak alaninda

gerceklestiriimigtir (Strasser ve Strasser, 1995). Hizli fluoresans Kkinetikleri

(minimum fluoresans, Fo-maksimum fluoresans, Fy) 10 us’den 1 s’ye ve 20 ps “O”,
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2 ms “J”, 30 ms “I” ve 300 ms’de “P” basamaklarinda alinan fluoresans gegisleri
sirasl ile Fo, Fy F| ve Fy olarak kaydedilmis ve polifazik fluoresans egrileri (OJIP-
Kautsky egrisi) cizilmig, elde edilen verilerden fotosentetik aktivite Biolyzer HP3
programi ile analiz edilmistir (Sekil 3.3a-c). Fluoresans parametrelerine gore
bitkilerin fizyolojik durumu ve canhligi hakkinda hassas ve kantitatif bilgi veren ve
PSI ile PSII’deki fotokimyasal olaylari ifade eden fotosentetik performans indeksleri
(Plass ve Plrop) ve bilesenleri [ RC/ABS, @po/(1-@po), Yo/(1-¥0) ve dRo/(1- dRO)] ile
fotosentetik aparatlarindaki spesifik (ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC, RE/RC ve DIy/RC)
ve fenomenolojik (ABS/CS, TRy/CSy, ETo/CSp ve DIo/CSy) enerji akiglari, quantum
verimleri veya akig oranlari (¢po V€ @pio), PSII'in dondr (Vk/V,) ve PSl'in akseptdr
(AVip) kisimlarinin etkinligini iceren diger JIP-test parametreleri hesaplanarak
genotiplerin uygulamalara verdikleri fotosentetik cevaplar belirlenmigtir. JIP-testte
kullanilan bazi terimlerin, tanimlamalarin ve formdullerin 6zeti Cizelge 3.1'de

verilmistir.

c)

0J = PSlI'nin akseptor kismunin redaksiyonu

JI = PQ havuzunun redoksiyonu

IP = PSlin akseptor kismindaki ferrodoksinin redaksiyonu

Klorofil a fluoresansi (a.u.) ‘

1000 |

Sinilayici basamaklar:

J = Okside PQ molekulinan redikienmesi

| 1= PQH,'nin cyt b6/ tarafindan tekrar oksidasyonu
0-%10"* 10~* 10°2 10~ 10° P = inaktif ferredokin-NADP*-redUktaz (FNR)
Zaman (s)

Sekil 3.4. a) HandyPEA cihazinin genel gérinimu, b) Biolyzer HP3 programi ile
analiz goruntusi ve c) Bitkiler tarafindan sergilenen tipik polifazik klorofil a

fluoresansi (T6th ve ark., 2005’den modifiye edilmistir).
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Cizelge 3.1. JIP-testte kullanilan bazi terimlerin, tanimlamalarin ve formullerin 6zeti
(Strasser ve ark., 2000; 2004; Tsimilli-Michael ve Strasser 2008; Han
ve ark., 2009; Stirbet ve ark., 2018).

Teknik ve hesaplanan

fluoresans parametreleri

Tanimi

Fo
F,
F
Fm
V,
Mo veya (dV/dt)o

Minimum fluoresans intensitesi (O basamagi)

2 ms’deki fluoresans intensitesi (J basamagi)

30 ms’deki fluoresans intensitesi (I basamagi)

Maksimum fluoresans intensitesi (P basamagi)

(Fams — Fo)/(Fy — Fo), J basamagindaki degisken fluoresans

4(F300us — Fo)/( Fm — Fo), Fluoresansin tahmini baglangi¢ egimi (ms’

1’deki) veya fotokimyanin baslangi¢ hizi

Kuantum etkinligi veya

akig oranlari

®po veya TRo/ABS

®eo veya ETo/ABS
Yo veya ETo/TRo

6Ro veya RE/ETo

Pro Veya REoO/ABS

(1 — Fo)/[Fy veya F\/Fy, Primer fotokimyanin maksimum quantum
verimi

1 — FolFy) . Yo, Elektron transportunun maksimum verimi

1 — V,, Tutulan eksitonun Qa“dan elektron transport zincirine bir
elektronu hareket ettirme etkinligi

(1 = VyI(1-=V,), indirgenmis sistemlerarasi elektron alicilarinin bir
elektronu, PSI son elektron alicilarina hareket ettirme etkinligi

Yo . ORo, Qp ‘dan PSI son elektron alicilarina elektron

Ppo -
transportun kuantum verimi

Spesifik akiglar

Her bir reaksiyon merkezi basina enerji akiglan

ABS/RC

TRo/RC
ETo/RC
Dlo/RC

Mo.(1/V,).(1/9p,), t= 0'da absorplanan enerji akigi veya ortalama
anten buyuiklagu

Mo.(1/V,), t= 0’da yakalanan enerji akis!

Mo.(1/V,).Wo, t= 0'da elektron transportu

(ABS/RC) — (TRo/RC), Fotokimya disinda kaybedilen eneriji

Fenomenolojik akiglar

Olgiim yapilan yaprak alani bazinda enerji akiglari

ABS/CSo = Fy
TRo/CSo
ETo/CSo
Dlo/CSo

RC/CSo
Pl abs
Pl1op

t= 0’da absorplanan eneriji akisi

Ppo-(ABS/CSo), t= 0’da yakalanan enerji akigi

®po-P0.(ABS/CS0), t= 0’da elektron transportu

(ABS/CSo) — (TRo/ CSo), Bir PSIlI'de fotokimya disinda kaybedilen
enerji

®po-(Vy/Mo).Fo, t= tF)/da aktif PSII reaksiyon merkezleri miktari
(RC/ABS).(¢po /(1 — ®po))-( W0 /(1 — o)), Performans indeksi
(RC/ABS).(¢po /(1 — @po))-( Po /(1 — W0)).(BRo/(1 — BRo)), Toplam

performans indeksi
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3.2.2.3. Fotosentetik Pigment Miktarinin Belirlenmesi

Kontrol ve nikel uygulama gruplarina ait yerel ve atasal aspir genotiplerinin yaprak
dokularindaki klorofil (a+b) ve karotenoid (ksantofil+B-karoten) miktarlari (mg. ml”
cm) Lichtenthaler (1987)a gére belirlenmistir. Bu yéntemde kontrol ve uygulama
gruplarina ait bitkilerin yaprak dokusundan her bir uygulama igin 9 tekrarli olacak
sekilde diskler gikartilarak (R=0.6 cm) ependorf tliplere aktarilmig ve tzerlerine 1 ml
%100’lik aseton eklenmistir. Ornekler bir hafta +4 C’de karanlikta bekletilerek
pigment igeriginin asetona gegmesi saglanmigtir. Ardindan spektrofotometre
(Shimadzu UV-Vis Double Beam) ile 470, 644.8 ve 661.6 nm dalga boylarinda
absorbanslar okunmustur. Elde edilen bu verilere gore, pigment miktarlarlari ve
klorofil a/b orani hesaplanirken, klorofil stabilite indeksi (KSI) Sairam ve ark. (1997)
gore belirlenmistir. Pigment miktarlari agagidaki formullere gore hesaplanmistir;

Klorofil a (kl.a) = (11.24 X Ass1.6) - (2.04 X Asss8)

Klorofil b (kl.b)= (20.13 X Asss8) - (4.19 X Ass16)

Toplam klorofil (kl a+b) = (7.05 x Aes1.6) — (18.09 X Asass)
Karotenoid (x+c) = [(1000 x A470) — (1.9 x kl.a)- (63.14 x kl.b)] / 214

KSI (%) = (Strese maruz kalan bitkilerin toplam klorofil i¢erigi/Kontrol bitkilerinin
toplam klorofil igerigi) x100

3.2.2.4. Oransal Su igeriginin Belirlenmesi

Aspir genotiplerinde yaprak oransal su igerigini belirlenmesi Farrant (2000)'a gore
yapilmistir. Bu metotta her bir uygulama icin 6 tekrarli olacak sekilde stres ve kontrol
gruplarina ait bitkilerin yapraklarindan 0.5 cm c¢apinda diskler ¢ikariimigtir. Yas
agirliklart alinan bu diskler 5 ml su igeren falkon tuplerde 24 saat boyunca 100
rom’de calkalanmistir. Hidrate olan yaprak diskleri tekrar tartilarak turgor
durumundaki agirliklari hesaplanmigtir. Ardindan 48 saat boyunca 80 °C’deki
etlivde suyunu kaybetmesi saglanarak kuru agirligi olgulmustiar. Elde edilen
verilerden %OSi formiili ile oransal su igerigi hesaplanmistir.

0SI (%) = (YA-KA) / (HA-KA) x 100

Formulde YA, yas agirligi; HA, hidrate agirligi ve KA, kuru agirligi ifade etmektedir.
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3.2.2.5. iyon Sizintisi Oraninin Belirlenmesi

iyon sizintisi Redmann, Haraldson ve Gusta (1986)'nin modifiye edilmis metoduna
gore analiz edilmigtir. Uygulama ve kontrol gruplarinin yaprak dokularindan 6
tekrarli olacak sekilde 2 adet alinan kesitler (1 cm?) 10 ml distile su bulunan falkon
tuplere aktariimistir. 24 saat 100 rpm’de calkalanan ornekler aluminyum folyolara
sarilarak 30 dakika boyunca sivi azot igerisinde bekletilmigtir. Bu suregte falkon
tuplerdeki sivi 6rnekleri ise 280 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur
(A280). Okumadan sonra yaprak diskleri tekrar ilgili tiplere konularak 24 saat ayni
rom’de calkalanmigtir ve 24 saat sonunda diskler tekrar tuplerden ¢ikartilip tipte
kalan sivi oOrneklerin absorbans degerleri spektrofotometrede 280 nm dalga
boyunda okunmustur (A’280). Elde edilen verilerden iyon sizintisi orani asagidaki

formul ile hesaplanmistir.

iyon Sizintisi Orani = A280/A’280

3.2.2.6. Hidrojen Peroksit (H202) Miktarinin Belirlenmesi

Bir reaktif oksijen ttrl (ROT) olan H2O, miktari Esterbauer ve Cheeseman (1990)'a
gore belirlenmistir. Kontrol ve uygulama gruplarindaki bitkilerden alinan 0.1 g yaprak
ornedi, 4 ml %0.1 trikloroasetik asit (TCA) ile 4°C’de homojenize edilmigtir.
Homojenat 10000 rpm’de 15 dk santriflj edilmis ve elde edilen sipernatandan H2O,
miktari agagida verilen yontem ile belirlenmigtir. Her bir uygulama i¢in 3 teknik 2
deneysel tekrar olmak tzere toplam 6 tekrarl (n=6) olacak sekilde élgiim yapilmigtir.

H20O2 miktarini belirlemek i¢in cam tupe alinan 0.5 ml stpernatanin tzerine 0.5 ml
pH’s1 7.6 olan 0.1 M tris/HCI tamponu ve 1 ml 1 M Kl eklenmistir. Reaksiyon karigimi
90 dk karanlikta bekletiimis ve spektrofotometrede (Shimadzu UV-Vis Double
Beam) 390 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur. Yaprak
dokularindaki H,O, miktari pmol g T.A. " olarak belirlenmistir.

3.2.2.7. Antosiyanin ve Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi

Kontrol ve nikel uygulama gruplarina ait bitkilerin yaprak dokularindaki antosiyanin
icergi Mancinelli (1975)’ye gore, flavonoid igerigi ise Mirecki ve Teramura (1984 )'ya
gore oOlgulmustur. Her bir uygulama igin 3 teknik 2 deneysel tekrar olmak Uzere
toplam 6 tekrarli (n=6) olacak sekilde 0.1 g taze yaprak érnegi 6 ml %79 metanol,
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%20 distile su ve %1 HCI"den olusan karisim eklenerek homojenize edilmistir.
Homojenat +4°C’de 10000 rpm’de 20 dk boyunca santrifujlendikten sonra elde
edilen supernatandan asagida belirtilen metotlar takip edilerek antosiyanin ve
flavonoid igerigi saptanmistir:

Antosyanin  igerigini  belirleyebilmek icin, elde edilen sUpernatanin
spektrofotometrede (Shimadzu UV-Vis Double Beam) 530 ve 657 nm dalga
boylarinda absorbans degerleri kaydedilmigtir. Yaprak dokularindaki antosiyanin
miktarlari (mg mI" g YA™) asagidaki formiile gére hesaplanmistir:

Antosiyanin = A530 — (A657/3)

Flavonoid  igerigini  belirleyebilmek igin, elde edilen supernatanin
spektrofotometrede (Shimadzu UV-Vis Double Beam) 300 nm dalga boyunda
absorbans degerleri okunmustur. Yaprak dokularindaki flavonoid miktari kontrole
gOre yuzde olarak hesaplanmigtir.

3.2.2.8. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.2.2.8.1. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Aspir genotiplerinin kontrol ve uygulama gruplarina ait yaprak orneklerinin protein
konsantrasyonlari, Bradford (1976) yontemine gdre sigir serum albumini (BSA)
standardi kullanilarak saptanmigtir. 20 pl 6rnek ¢ozelti ile 480 pl distile su
karigtirildiktan sonra, karisima 5 ml Bradford ¢ozeltisi eklenmistir. Vorteks ile
yaklagik 30 saniye homojen hale getirilen karigim oda sicakliginda 10 dk inkibe
edilmigtir. Cozeltinin absorbans degerleri spektrofotometrede (Shimadzu UV-Vis
Double Beam) 595 nm dalga boyunda Ug tekrarl olacak sekilde okunmustur.

3.2.2.8.2. Toplam Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Toplam  suUperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) enzim aktivitesi,
nitrobluetetrazolyumun (NBT) fotokimyasal indirgenmesini esas alan metoda uygun
sekilde spektrofotometrik olarak dlgtlmustir (Beyer ve Fridovich, 1987). Kontrol ve
stres grubuna ait bitkilerin yaprak ve kok dokusundan 0.5 g alinip sivi azot yardimi
ile 6gutuldukten sonra 100 mM potasyum fosfat (pH 7.0) ve 1 mM Na;EDTA igeren
1.5 ml'lik ¢ozelti eklenmigtir. Karisim 14000 rpm’de 20 dakika +4 °C’de santriflj
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edildikten sonra enzimin bulundugu supernatan kismi ayrilmistir. Konsantrasyonu
50 mM olan fosfat tamponu (pH 7.8), 9.9 mM L-metiyonin, 57 yM NBT ve %1 triton
X-100 ile kanstinimistir ve bu karisimdan alinan 1 ml ¢ozeltiye 20 ul sUpernatan
eklenmigtir. Ornegin konulmasinin ardindan reaksiyonu baslatmak igin karigima 10
ul riboflavin ilave edilmistir. Ardindan tiipler 375 pmol.m?.s™ isik yogunlugunda
floresan 1s1gina maruz birakilmigtir ve absorbans degerleri spektrofotometrede
(Shimadzu UV-Vis Double Beam PC) 560 nm dalga boyunda okunmustur. Toplam
SOD aktivitesi Unite mg protein” olarak hesaplanmistir. Bir enzim dnitesinin
aktivitesi, NBT indirgenmesinde %50’lik bir inhibisyon yaratmak igin gereken SOD

miktari olarak tanimlanmistir.

3.2.2.8.3. Toplam Peroksidaz (POD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Toplam guaiakol peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7) enzim aktivitesi Bergmeyer
(1974)'e gore belirlenmistir. Yaprak ve kok dokularindan 6rneklerle dlgulen bu
metotta reaksiyon karigimi 3 ml olup 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0),
20.1 mM guaiakol, 12.3 mM H,O; ve enzim 6zitu icermektedir. Reaksiyon, enzim
Ozutunan ilavesiyle baglatiimistir ve 10 dk’lik sure igerisinde izlenmigtir. Toplam
POD enzim aktivitesi, guaiakol'iin ekstinksiyon katsayisi (6.39 mM.cm™, 436 nm)
kullanilarak reaksiyon baslangic hizindan (nmol H,O, dak® mg protein™)
hesaplanmistir.

3.2.2.8.4. Toplam Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin Belirlenmesi

Rao, Hale ve Ormrod (1995)'un metodu ile belirlenen toplam glutatyon rediktaz
(GR: EC 1.6.4.2) aktivitesi i¢cin uygulama ve kontrol gruplarina ait bitkilerin yaprak
ve kok dokularindan 0.5 g taze yaprak ornegi sivi azot ile ezildikten sonra tzerine
100 mM potasyum fosfat (pH 7.0) ve 1 mM NaxEDTA iceren 1.5 mllik ¢ozelti
eklenmistir. Bu karisim 14000 g +4°C’de 20 dk santrifujlenmistir. SUpernatan enzim
Olgimu icin ayrilmistir. Konsantrasyonu 100 mM olan potasyum fosfat tamponu (pH
7.8), 2 mM NaEDTA, 0.5 mM GSSG, 0.2 mM NADPH ve 100 pg protein igeren
enzim ekstraktl son hacim 1 ml olacak sekilde hazirlanmistir. NADPH’nin ortama
eklenmesi ile reaksiyon baslamig ornekler 340 nm’de spektrofotometre’de
(Shimadzu UV-Vis Double Beam PC) okunmustur. NADPH’In enzimatik olmayan
oksidasyonu i¢in 340 nm dalga boyunda GSSG eklenmeyerek kaydedilen azaligla
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dizeltme yapilmistir. Toplam GR aktivitesi NADPH’nin ekstinksiyon katsayisi (6.2
mM.cm™) kullanilarak enzimatik olmayan oksidasyon gikarildiktan sonra reaksiyon
baslangi¢ hizindan (nmol NADPH dak™ mg protein'1) hesaplanmistir.

3.2.2.8.5. Toplam Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi
Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) enzim aktivitesi Wang ve ark. (1991)'nin
metoduna gore belirlenmistir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait bitkilerden alinan
taze yapraklar (0.5 g) sivi azot ile ezildikten sonra Gzerine 50 mM Tris-HCI (pH 7.2),
1 mM Nax;EDTA ve 2 mM askorbat igeren 1.5 ml'lik ¢ozelti eklenmistir. Bu karigim
+4°C’de 12000 rpm’de 20 dakika santrifujlendikten sonra 75 ug protein igeren
enzime 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 6.6), 2.5 mM askorbat ve 10 mM H,0O,
ile son hacim 1 ml olacak sekilde ilave edilmistir. H,O2'nin eklenmesi ile reaksiyon
baslatiimistir. Askorbatin okside olmasi nedeniyle askorbat konsantrasyonunda
azalma gorulmektedir. Bu azalma spektrofotometrik olarak 290 nm dalga boyundaki
absorbans degerlerinin  enzim igermeyen reaksiyon ¢ozeltisine karsilik
kaydedilmesiyle degerlendiriimigtir. Toplam APX enzim aktivitesi, askorbatin
ekstinksiyon katsayisi (2.8 mM.cm™) kullanilarak baslangig hizindan (nmol askorbat
dak™ mg protein™) hesaplanmistir.

3.2.3. istatistiksel Analizler

Denemeler rastgele deneme desenine gore 3 tekrarli ve her bir tekrarda 3 bitki
olacak sekilde duzenlenmigtir. Denemelerde her bir degigken igin kullanilan
orneklem sayisi (n=) ilgili 6lgim acgiklamasinda verilmistir. Denemelerden elde
edilen verilere, istatistik paket programi (SPSS, versiyon 20) kullanilarak istatistiki
varyans analizi (ANOVA) yapilmistir. Her bir degisken i¢in uygulama ile genotipler
arasindaki farkin 6nem kontrolli, anlamli 6nemli fark (AOF) %5 dizeyinde
hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Aspir Genotiplerde Artan Nikel Diizeylerinin Morfolojik Degisimler Uzerine
Etkileri

4.1.1. Kok ve Siirgiin Uzamasindaki Degisimler

Yerel (Olas) ve atasal (C. oxyacantha) aspir genotiplerinin kék uzunluklari
incelendiginde; hem Olas hem de C. oxyacantha’nin kontrol gruplari ve artan nikel
diuzeylerinde kdk uzunlugunda meydana gelen degisimler istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Benzer sekilde genotipler birbirleri ile karsilagtirildiginda da kontrol
ve nikel uygulamalarinda genotipler arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (Sekil
4.1A). Bunun yani sira her iki genotipte de nikel konsantrasyonunun artisina bagl
olarak (0.50, 0.75 ve 1.0 mM Ni) sUrgin uzamasinda anlamh bir azalma
belirlenmistir. Genotipler arasindaki strgun boyu farki kontrol grubu da dahil olmak
Uzere tUm konsantrasyonlarda anlamli olup, atasal genotipin yerel cegide gore daha
kisa surgun boyuna sahip oldugu oldugu saptanmigtir. Uygulama gruplarinda ise
Olas ¢esidinde sadece 0.50 ve 1.0 mM nikel uygulamalari arasindaki fark dnemli
iken, C. oxyacantha genotipinde uygulamalar arasi fark 6nemli bulunmamistir (Sekil
4.1B).

4.1.2. Kok ve Siirgiin Yas Agirliklarindaki Degisimler

Aspir bitkisinin yerel ve atasal genotiplerinin koklerindeki yas agirlik olgumleri
sonucunda, Olas c¢esidinin kontrol gruplarinin kdk yas agirliklilarinin uygulama
gruplarina gore onemli dizeyde fazla oldugu, ancak nikel uygulama gruplari
arasinda onemli bir fark olmadigi belirlenmigtir. C. oxyacantha’da ise tum
uygulamalar arasindaki yas agirlik degisimlerinin istatistiki agidan énemsiz oldugu
saptanmigtir. Genotipler arasi yas agirlik farkinin anlaml oldugu konsantrasyon ise,
sadece 0.75 mM nikel uygulama ve kontrol grubu olarak saptanmistir (Sekil 4.2A).
Buna karsin, C. oxyacantha'nin kdk yas agirlik tolerans indeksi (%YATI)'nin yerel
genotipe gore daha yuksek degere sahip oldugu bulunmustur (Sekil 4.2A).

Her iki genotipte de kontrol ile uygulama gruplarinda belirlenen slrgun
(gbvde+yaprak) yas agirlikliklari arasindaki farkin anlamli oldugu saptanmistir.
Genotipler arasindaki farklar ise 0.50 ve 0.75 mM nikel uygulamalarinda anlamli
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iken, kontrol ve 1 mM nikel uygulamasinda 6nemli olmadigi saptanmistir. Bunun
yani sira nikel uygulamalarinda her iki genotipte de surgun yas agirliklarinda dnemli
bir deg@isim belirlenmemistir (Sekil 4.2B). Genotiplerin surgin yas agirlk tolerans
indeksi (%YATI) karsilastirildiginda, Olas’in daha ylksek dedere sahip oldugu
bulunmustur (Sekil 4.3B).
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Kok Uzunlugu (cm. bitki-")
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10 Ebc

Gc
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Kontrol 0.50 0.75
Nikel Konsantrasyonu (mM)

Sirgiin Uzunlugu (cm. bitki-")

Sekil 4.1. Aspir genotiplerinde nikel konsantrasyonlarinin kék (A) ve surgun (B)
uzamasi uzerine etkisi (Buttn sekillerde kullanilan, biylk harfler her bir
uygulamadaki genotipler arasi farki, kiiguk harfler ise uygulamalar arasi
farki gostermektedir).
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Sekil 4.2. Nikel konsantrasyonlarinin aspir genotiplerinin kdk (A) ve surgin (B) yas
agirhgr tzerindeki etkisi.
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Sekil 4.3. Nikel konsantrasyonlarinin aspir genotiplerinin kdk (A) ve surgin (B) yas

agirlik tolerans indeksi (YATI) Gzerindeki etkisi.

4.1.3. Kok ve Siirglin Kuru Agirliklarindaki Degisimler

Aspir genotiplerinin kontrol ve uygulama gruplarina ait bitkilerin kok kuru agirliklar
incelendiginde, 0.50; 0.75 ve 1.0 mM nikel uygulamalarinda belirlenen degisimlerin
anlamli olmadigi fakat her ¢ konsantrasyonun da kok kuru agirhginin kontrole gére
onemli derecede azaldigi belirlenmistir. Genotipler kok kuru agirliklari arasindaki
farklihklarin ise 0.75 ile 1.0 mM nikel uygulamalarinda 6nemli oldugu, kontrol ile 0.50
mM nikel uygulamasinda ise dnemli olmadigi saptanmigtir (Sekil 4.4A). Genotiplerin
kokleri kuru agirlik tolerans indeksleri (%KATI) kargilastinldiginda, Olas’in atasal
genotipe gore daha yuksek degere sahip oldugu bulunmustur (Sekil 4.5A).
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Olas ve C. oxyacantha’da surglin kuru agirliklan dlgimleri sonucunda, uygulama

gruplarina ait kuru agirliklarinin kontrol gruplarina gore onemli dizeyde azaldigi

saptanmigtir. Artan nikel stresine maruz kalan uygulama gruplar arasinda iki

genotip icin de degisimler 6nemsiz bulunurken, yerel ve atasal genotipler

kargilasgtinldiginda ise kontrol gruplari hari¢ tim konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan

fark anlamli bulunmustur (Sekil 4.4B). Genotiplerin surgunleri kuru agirlik tolerans

indeksleri (%KATI) karsilastinldiginda Olas’in atasal genotipe gére daha yiksek

kuru agirlik degerine sahip oldugu bulunmustur (Sekil 4.5B).
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Sekil 4.4. Nikel konsantrasyonlarinin aspir genotiplerinde kdk (A) ve siirguin (B) kuru

agirhgr tzerindeki etkisi.
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075 mu

Sekil 4.5. Nikel konsantrasyonlarinin aspir genotiplerinde kdk (A) ve siirgtin (B) kuru
agirlik tolerans indeksi (KATI) Gzerine etkisi

4.1.4. Nikelin Yaprak Sayisi Uzerine Etkisi

Nikel konsantrasyonlarinin artisina bagl olarak yerel ve atasal aspir genotiplerin
yaprak sayisinda azalma belirlenmistir. Ancak bu azalma, Olas ¢esidinde sadece
0.50 ve 1.0 mM nikel uygulamalari arasinda istatistiksel olarak dnemli bulunmustur.
C. oxyacantha’nin ise tum nikel uygulamalarinda belirlenen yaprak sayisindaki
degisim anlamh bulunmamistir. Genotipler yaprak sayisi bakimindan
karsilastinlldiginda kontrolde ve 0.75 ve 1.0 mM nikel uygulamasi gruplarinda bir
fark ortaya ¢ikmazken, 0.50 mM nikel uygulamasinda Olas gesidinin yaprak sayisi
C. oxyacantha’ya gore daha fazla oldugu saptanmigstir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Nikel duzeylerinin aspir genotiplerinin yaprak sayisi Uzerine etkisi

4.2. Aspir Genotiplerde Artan Nikel Diizeylerinin Fizyolojik ve Biyokimyasal
Degisimler Uzerine Etkileri

4.2.1. Aspir Genotiplerin Farkli Dokularindaki Nikel Akiimiilasyonu

Uygulanan nikel konsantrasyonlarindaki artisa baglh olarak aspir genotiplerinin
kok>govde>yaprak dokularinda 6nemli miktarda nikel biriktirildigi tespit edilmistir
(Sekil 4.7A, B ve C). En yuksek nikel birikimi atasal genotip olan C. oxyacantha’nin
kodklerinde, ylksek nikel konsantrasyonunda (1.0 mM nikel) belirlenmis olup, 186.5
ppm. g kuru adirik™ seviyesindedir. Bunun yani sira ayni konsantrasyonda yerel
cesidin koklerindeki akiimiilasyon seviyesi ise 135.4 ppm. g kuru agirik™" olarak
tespit edilmistir. iki genotipin uygulanan yiiksek nikel konsantrasyonda (0.75 ve
1.0mM) kdék organlarindaki nikel akimuilasyonu arasindaki sirasi ile %24.2 ve
%37.4’olarak belirlenen fark istatistiksel olarak anlamli bulunmus ve atasal genotipin
koklerde daha fazla nikel biriktirdigi saptanmigtir. Genotipler arasinda koklerde 0.50
mM nikel uygulamasinda nikel akumulasyonu acgisindan oOnemli bir fark
bulunmamistir. Her iki genotip icin de hem uygulama gruplari ile kontrol gruplari
arasindaki, hem de uygulama gruplarinin kendileri arasindaki artiglar anlamhdir.
Kék dokusundaki nikel birikimi yerel gesit olan Olas’ta kontrollerine gére 0.50 mM
nikel uygulamasinda 178.8 kat, 0.75 mM nikel uygulamasinda 278.0 kat ve 1.0 nikel
uygulamasinda 356.3 kat artarken; atasal genotip olan C. oxyacantha'da 0.50 mM
nikel uygulamasinda 189.8 kat, 0.75 mM nikel uygulamasinda 357.4 kat ve 1.0 mM
nikel uygulamasinda 478.2 kat artis gostermistir (Sekil 4.7A).

49



Genotiplerin govde dokularindaki nikel akimulasyonu Sekil 4.7B’de gosterilmistir.
Uygulanan nikel konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak genotiplerin
govdelerinde 6nemli duzeyde nikel biriktigi tespit edilmistir. Kontrol ve 0.5mM
uygulamasinda govdede nikel birikimi agisindan genotipler arasinda énemli bir fark
olmazken, artan nikel konsantrasyonlarinda genotiplerdeki nikel birikimi anlamh
olup, en yuksek birikim C. oxyacantha'’nin 1.0 mM nikel uygulamasinda tespit
edilmigstir (62.1 ppm.g KA‘1). Ayni uygulamaya ait Olas gesitinin nikel birikimi atasal
genotipten %17.4 oraninda daha diisiik olup 52.9 ppm.g KA™ dir.

Genotiplerin kontrol ve uygulama gruplarin yapraklarinda nikel birikimi agisindan
énemli bir fark belilenmemistir (Sekil 4.7C). En yuksek birikim C. oxyacantha’'da 1.0
mM nikel uygulamasinda 45.4 ppm. g kuru agirlik™" diizeyinde, Olas cesidinde ise
41.2 ppm. g KA seviyesindedir.

Nikelin bitki bunyesine alindiktan sonra tasindigi organlardaki duzeyleri esas
alinarak hesaplanan translokasyon indeksine gore (Cizelge 4.1), her iki genotipte
de kokten toprak ustl organlara nikel taginimi azalmistir. En ylksek miktarda
akumulasyon koklerde olmug daha sonra koku govde ve yapraklar izlemigtir. Bunun
yani sira, C. oxyacantha'nin koklerde daha fazla nikel biriktirmesine ragmen, Olas
cesidine gore yapraklara transfer ettigi nikel miktarinin daha az oldugu tespit
edilmistir.

Cizelge 4.1. Nikelin bitki bunyesindeki translokasyon indeksi.

Uygulama

Genotip (mM) Ti
0.50 0,595
Olas 0.75 0,604
1.0 0,695
0.50 0,652
C.oxyacantha 0.75 0,484
1.0 0,576
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Sekil 4.7. Aspir genotiplerinde kok (A) ve gévde (B) ve yaprak (C) dokularindaki

nikel akimulasyonu.
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4.2.2. Fotokimyasal Aktivitedeki Degisimler

Klorofil fluoresans 6lgumleri, kontrol ve nikel uygulamalari sonunda yapraklarinin 30
dk karanliga adapte olmasinin ardindan yapilmistir. Fluoresans olgum verilerinin
analizi, fotosentetik aparattaki enerji akiglari teorisi temeline dayanan ve “JIP-testi”
olarak bilinen teste gore yapilmaktadir. Artan nikel duzeylerinin yerel ve atasal aspir
genotiplerinin yapraklarinda Oolgulen polifazik klorofil a fluoresans gegigleri
kaydedilmis ve veriler logaritmik zaman skalasinda grafigi cizilmistir (Sekil 4.8 A ve
B).

—e—Kontrol ——0.50 ——0.75 ——1.00
—e—Kontrol —5—0.50 ——0.75 —%—1.00 3500 -
3500 1 B

3000

3000 - Fp=Fy

2500
2500 4

2000 -
2000 1

Fluoresans intensitesi (a.u.)
Fluoresans intensitesi (a.u.)

1500 -
1500 1

1000 4 1000 1

500 3

0,01 0,1 1 10 100 1000 0,01 0,1 1 10 100 1000

Zaman (ms) Zaman (ms)

Sekil 4.8. Artan nikel dizeylerinin yerel (A) ve atasal (B) aspir genotiplerinin
yapraklarindaki karakteristik polifazik O-J-I-P egrisi Gzerine etki.

O-J-I-P polifazik fluoresans egrisinde “O” ile “P” fazlari arasinda “J” ve "I’ olmak
uzere iki faz bulunmaktadir: Bu fazlarin her biri farkli fotosentetik surecler ile ilgili
bilgi icermektedir. O-J boluma, kinon A (Qa)’nin rediksiyonunu ve redikte Qa™nin
yeniden oksidasyonu, J-I boélimu ise plastokinon (PQ) havuzunun reduksiyon
durumunu yansitir. Son olarak I-P bolimu PSI’deki elektron alicilarinin reduksiyon
durumunu gdsterir. OJIP egrileri incelendiginde; artan nikel duzeylerinde yerel
genotipte O-J bolumunde kontrollerine gore artis belirlenirken, atasal genotipte J-I
boéliumundeki digus anlamli bulunmustur (Sekil 4.8 A ve B). Bununla birlikte her iki
genotiptede IP genligindeki (amplitute) disls 6nemli dizeydedir ancak nikelin
olumsuz etkisinin atasal genotipte daha dramatik oldugu gorulmektedir.
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Tilakoid membranlarda enerji akiglari teorisine dayanan JIP testi hesaplamalari
sonucunda nikel uygulamalarinin her iki genotipin spesifik (PSII'nin her bir élgim
yapilan RC basina hesaplanan; membran modeli) ve fenomenolojik (fotosentetik
ornegin 6lgim yapilan her birim alanindan hesaplanan; yaprak modeli) ener;ji
akislari ve bazi JIP testi parametreleri izerine etkileri incelenmistir (Sekil 4.9 -10).

Spesifik enerji akiglari nikel uygulamalarindan etkilenmigtir: Reaksiyon merkezi
basina absorbe edilen veya ortalama anten buyukligund ifade eden ABS/RC’nin,
sadece en yuksek nikel konsantrasyondaki (1.0 mM) artisi, kontrole gére dnemli
bulunmustur (Sekil 4.9A ve B). Her iki genotip kontrolleri ile kiyaslandiginda, 0.75
mM nikel uygulamasinda gergeklesen degisim onemsiz bulunmustur. Genotipler
kargilastinldiginda ise, tUm uygulamalardaki degisimler istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Atasal genotipin ABS/RC degerlerinin daha yuksek oldugu ve Olas
cesidine gore, reaksiyon merkezi basina daha fazla enerji absorbe ettigi tespit
edilmistir (Sekil 4.9A ve B).

Artan nikel uygulamalarinda aspir genotiplerinin yakalanan enerji akigindaki
(TRo/RC) degisimler ABS/RC’de belirlenen sonuglara benzerdir. Atasal genotipte
TRo/RC degerinin daha ylksek oldugu ve Olas gesidine kiyasla, reaksiyon merkezi
basina fazla enerji yakalandigi tespit edilmistir (Sekil 4.9A-B). Bunun yani sira
kontrol ve 1.0 mM nikel uygulamalarinda TRo/RC’de genotipler arasindaki fark
Onemsizdir. Kontrole goére uygulamalar arasindaki TRo/RC’nin degisim tim
konsantrasyonlarda ( 0.50Mm’daki disus-1.0 Mm’daki artig) dnemli bulunmustur.

Nikel uygulamasina bagl olarak genotiplerin reaksiyon merkezi basina absorbe
edilen enerjinin elektron transportuna aktariimasini yansitan ETo/RC’deki degisim
(Sekil 4.9A-B)’de verilmistir. Nikel uygulamalari genotiplerin ETo/RC degerinde
kontrollerine gore anlamli bir azalma neden olmus, ancak belirlenen degisimler

uygulama gruplari ve genotipler arasinda dnemsiz olmustur.
Nikel uygulamasina bagl olarak genotiplerin PSl'inin en son elektron alicilarini
redikleyen ve her bir aktif reaksiyon merkezine transfer edilen elektron akisini

yansitan REo/RC’deki degisim (Sekil 4.9A-B)'de verilmistir. Nikel uygulamalari
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genotiplerin REo/RC degerinde kontrollerine gore anlamli bir azalma neden olmus

ve belirlenen degdisimlerin ETo/RC’dekine benzer oldugu saptanmistir.

Reaksiyon merkezi bagina fotokimya disinda isi seklinde kaybedilen enerjiyi
gosteren DIo/RC, ylksek nikel uygulamalarinda kontrole gére 6nemli dizeyde
artmigtir (Sekil 4.9A-B). Isi seklinde kaybedilen enerjinin kuantum etkinligi (ppo)
genotiplerde nikel konsantrasyonunun artisa bagh olarak artmis ancak bu artis
yuksek nikel dizeylerinde (0.75 ve 1.0 mM) énemli bulunmustur.

Qa'y1 indirgeme kapasitesine sahip reaksiyon merkezlerinin yogunlugunu diger bir
ifade ile aktif reaksiyon merkezleri miktarini yansitan RC/CSp nikel
uygulamalarindan etkilenmistir. Atasal genotipte konsantrasyonun artigina bagh
olarak reaksiyon merkezlerinin yogunlugu énemli dizeyde azalmistir. Buna karsin,
yerel ¢esit aktif reaksiyon merkezlerinin sayisini 0.75 mM nikel uygulamasina kadar
arttirrken, en yuksek nikel dizeyinde ise kontrol dizeyinde tutmayi basarmigtir
(Sekil 4.9A-B).

Artan nikel uygulamasi ile fotosistem II (PSll)’nin dondér (verici) bdlgesi ve PSI'in
akseptor (alici) boélgelerinin redoks durumu hakkinda bilgi veren sirasi ile Vk/V, ve
AV|p parametrelerindeki degisimler de incelenmistir (Sekil 4.9A ve B). Her iki
genotipte de sadece en ylksek nikel konsantrasyonu (1 mM) kontrole gdére Vk/V,
oranini diger bir deyisle OEC'nin inaktivasyonunu 6énemli dizeyde arttirdidi
bulunmustur. Bunun yani sira nikel konsantrasyonunun artisina bagh olarak AVp
degeri istatistiksel olarak 6nemli dizeyde azalmigtir. Bu sonug PSI’in uygulamadan
olumsuz yonde etkilendigini gostermektedir.

Aspir genotiplerinde PSII'nin potansiyel fotokimyasal kuantum verimini ifade eden
FW/Fm orani Sekil 4.9A ve B’de gosterilmistir. Genotipler arasinda hem kontrol
grubunda hem de nikel uygulama gruplarinda F,/F, oranindaki degisim acgisindan
onemli bir fark bulunamamig, genotipler benzer yanitlar vermistir. Yerel gesit olan
Olas’ta kontrol gruplari ile karsilastirildiginda sadece 1.0 mM nikel uygulamasinda

belirlenen azalma istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. Bunun yani sira, atasal
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dusugler onemli bulunmustur.

genotip olan C. oxyacantha’da ise 0.75-1.0 mM nikel uygulamalari arasindaki

ViV,

RC/CSo

FylFy

Dlo/RC

A —Kontrol —0.50 MM —0.75 mM —1.00 mM

ETo/RC

TRo/RC

REo/RC

AVip

VilV,

RC/CSo

Poo

1,8

FylFy

B —Kontrol —0.50 MM —0.75 mM —1.00 mM

ABS/RC

ETo/RC

TRo/RC

REo/RC

Dlo/RC

Sekil 4.9. Artan nikel duzeylerinin aspir genotiplerinin spesifik enerji akiglarina ve
diger bazi JIP parametrelerine etkisi (A; Olas ve B; C. oxyacantha).

Nikel konsantrasyonunun artisina bagli olarak genotiplerin fenomenolojik enerji
akislarinda da énemli degisimlerin oldugu saptanmistir (Sekil 10A ve B). Birim
yaprak alani bazinda absorblanan uyarilma enerjisi (ABS/ CSp), yakalanan enerji
(TRo/CSp) toksik nikel konsantrasyonunda Olas g¢esidinde 6nemli dizeyde artis
sergilerken, atasal genotipte azalmistir. Bunun yansira her iki genotipte de
absorblanan enerjinin fotokimyasal kullanimi (ETo/CSo) azalmisg, enerjinin bayuk bir
kismi i1s1 seklinde (DIo/CSo) kaybedilmigtir.
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Sekil 4.10. Nikel uygulamalarinin yerel (A) ve atasal (B) genotiplerin fenomenolojik

enerji akislar Gzerine etkisi

Fotosistemlerin (PSIl ve PSI) tim fotokimyasal aktiviteleri hakkinda bilgi veren
performans indeksleri incelenmistir (Sekil 4.11.A ve B): Yerel ve atasal genotiplerde
kontrole gore konsantrasyonun artisina bagh olarak fotosentetik performanstaki
(Plass) azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Nikel uygulamalarinda
yerel genotipin atasal genotipe gore daha iyi fotosentetik performans sergilemistir
(Sekil 4.11.A). Toplam performans indeksi (Plrop), Plass ilaveten PSI’in son elektron
alicisina kadar olan performansi da icermektedir (Sekil 4.11.B). Plrop, PSII
tarafindan foton absorbsiyonundan sistemler arasi elektron alicilarinin
indirgenmesine kadarki enerji korunumunun degerini ifade eden Plags verileri ile

oldukga paralel oldugu goruimektedir.
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Sekil 4.11. Farkli nikel dUzeylerinde aspir genotiplerinin fotosentetik performansilari
(A; PlABS ve B; P|Top).

4.2.3. Fotosentetik Pigment icerigindeki Degisimler

4.2.3.1. Klorofil a (kl a) miktan

Aspir genotiplerinin yapraklarindaki klorofil a miktari, nikel uygulamasinin
baslamasiyla 6nemli dlclide azalmigtir (Cizelge 4.2). Her iki genotipte de nikel
uygulamasi, kontrollerine gore kl a igeriginde Oonemli dizeyde dusise neden
olmustur. Olas’ta kontrol gruplariyla kiyaslandiginda, klorofil a miktarindaki dusus,
0.5 mM nikel uygulamasinda %49.0; 0.75 mM nikel uygulamasinda %46.0 ve 1.0
mM nikel uygulamasinda %61.9 oraninda gergeklesmistir. C. oxyacantha’da ise bu
oranlarin 0.5 mM nikel uygulamasinda %48.4; 0.75 mM nikel uygulamasinda %52.1
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ve 1mM nikel uygulamasinda %68.4 oraninda oldugu hesaplanmigtir. Tim
uygulamalarda klorofil a igerigi bakimindan genotipler arasinda fark Onemsiz

bulunmustur.

4.2.3.2. Klorofil b (kl b) miktari

Yapilan 6lgim ve hesaplamalar sonucunda nikel konsantrasyonlarinin (0.5, 0.75 ve
1.0 mM) aspir genotiplerinin yapraklarindaki klorofil b miktarinda énemli dizeyde
azalmaya neden oldugu gorulmustar. Her iki genotipte de kontrol gruplariyla
kiyaslandigi zaman, uygulama gruplarinin klorofil b miktari anlamh dizeyde
azalmigtir. Bu azalma kontrole gore konsantrasyonun artigsina bagh olarak, Olas
cesidinde sirasi ile %48.5, %40.8 ve %47.7 olurken, atasal genotipte %42.7, %35.4
ve %57.3 oraninda oldugu belirlenmigtir (Cizelge 4.2). Her bir uygulama gruplarinda
Olas ¢esidi igin klorofil b miktarindaki degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadigi,
C. oxyacantha genotipi igcinse yalnizca en yuksek konsantrasyon olan 1.0 mM nikel
uygulamasinda gergeklesen dususin oOnemli oldugu belirlenmistir. Aspir
genotiplerine ait uygulama gruplari klorofil b miktarindaki degisim bakimindan
karsilastinldigi zaman 0.5 ve 0.75 mM nikel konsantrasyonlarinda genotipler
arasinda bir fark gorulmezken en toksik nikel konsantrasyonunda genotipler
arasindaki fark, anlamli bulunmustur. Ayrica, Olas ¢esidinin klorofil b pigment
miktar1 atasal genotipe gore daha ylUksek oldugu belirlenmigtir.

4.2.3.3. Toplam klorofil (kl a+b) miktari

Nikel uygulamasi yapilan aspir genotiplerinin yapraklarindaki toplam klorofil (a+b)
miktar1 Uzerine etkisi Cizelge 4.2°de gosterilmigtir. Klorofil a ve b igeriginin nikel
uygulamalarina bagh olarak azalmasinin etkisi ile toplam klorofil igerigi de her iki
genotipte de dnemli duzeyde azalmigtir. Toplam klorofil miktari bakimindan hem
kontrol hem de uygulama gruplarinda her iki genotip arasindaki farklarin énemili

olmadigi ve benzer sonuglarin elde edildigi gorulmugtur.

4.2.3.4. Toplam karotenoid (x+c) miktari

Farkli konsantrasyonlardaki nikel stresine maruz kalmig aspir fidelerinin yaprak
dokularindaki toplam karotenoid (x+c) miktarindaki degisim Cizelge 4.2'de
gosterilmigtir. Genotiplerin kontrollerine gore nikel uygulamasina bagl olarak
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belirlenen karotenoid miktarindaki dugus istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Genotiplerdeki toplam karotenoid miktari kargilastirildiginda; kontrol ve uygulama
gruplarinda benzer sonuglar belirlenmis ve aralarindaki farklarin énemsiz oldugu
saptanmigtir. Uygulama gruplari ile kontroller arasindaki karotenoid miktari degisim
anlamli olsa da, stres gruplari arasindaki fark yalnizca atasal genotipte ve oldukga
toksik nikel konsantrasyonunda (1.0 mM Ni) anlamli diizeyde olmustur.

4.2.4. Oransal Su igerigindeki Degisimler

Aspir genotiplerinin yaprak su igeriginde, nikel konsantrasyonlarinin artisina bagli
olarak 6nemli dizeyde azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.12). Yerel g¢esit olan
Olas ¢esidinde, kontrole gore artan nikel uygulamalarinda sirasi ile %31.6, %38.8
ve %43.0; atasal genotip olan C. oxyacantha'da ise %30.9, %53.5 ve %56.3

oraninda yaprak su igeriklerinde azalma oldugu belirlenmistir.

100 BOlas EC. ox AOF %5

80 Bb Bb
Cc

60 Ed

40

Yaprak Su igerigi (%)

20

Kontrol 0.50 0.75
Nikel Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.12. Nikel konsantrasyonlarinin aspir genotiplerinin yaprak su igerigi uzerine
etkisi
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Cizelge 4.2. Artan nikel duzeylerine maruz kalan aspir genotiplerinin yaprak dokularindaki fotosentetik pigment icerikleri.

. e . aus Kl a+b Karotenoid
. Uygulama Klaicerigi Klbicerigi . ... . eas
Genotip y(gmM) (mg ggKAg'1) (mg ggKAg'1) icerigi (mg. Kl a/b icerigi (x+c) Kl / Karo TKSI (%)
. . -1 -1
g KA") (mg. g KA™)
Kontrol 3,88+0,06 Aa 1,17+0,04Aa 505+0,09Aa 3,35+0,10 0,98 + 0,02 Aa 5,18 + 0,09
0.50 1,98+ 0,199Bb 0,60+0,06Bb 2,58+0,26 Bb 3,31 + 0,04 0,59 + 0,05 Bb 4,38+0,10 51,07
Olas
0.75 2,09+0,06Cb 0,69+0,02Cb 2,88+0,07Cb 2,65+ 0,06 0,56 + 0,02 Cb 5,18 + 0,09 56,92
1.0 1,48+0,11Dc 0,62+0,05Db 210+0,14Dc 2,44 +0,22 0,47 + 0,03 Db 4,46 + 0,10 41,53
Kontrol 3,76 + 0,06 Aa 1,09+0,03Aa 4,85+0,09Aa  3,45+0,04 0,96 + 0,02 Aa 5,05 + 0,01
0.50 1,93+0,09Bb 0,63+0,03Bb 2,57+0,11Bb 3,08 + 0,05 0,54 + 0,04 Bb 4,78 +0,12 52,95
C. oxacantha
0.75 1,80+ 0,07Cb 0,71+0,03Cb 2,71 +0,07 Cb 1,99 + 0,11 0,52 + 0,02 Cb 5,22 +0,15 55,88
1.0 119+0,14Dc 0,47 +0,05Ec 1,66+0,18Dc 2,55+ 0,20 0,36 + 0,02 Dc 4,72 +0,35 34,29
AOF %5 0,35 0,14 0,46 0,40 0,09 0,51

* Blyuk harfler her bir uygulamadaki genotipler arasi farki, kiiglik harfler ise uygulamalar arasi farki géstermektedir.
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4.2.5. iyon Sizintis1 Miktarindaki Degisimler

Aspir genotiplerinde artan nikel uygulamasina bagli olarak yapraklarda iyon sizintisi
miktarinda artig gézlemlenmistir (Sekil 4.13). Bu artis Olas g¢esidinde kontrole gore,
0.50 mM nikel uygulamasinda 2.07, 0.75 mM uygulamasinda 2.99 ve 1.0 mM nikel
uygulamasinda 5.27 kati olarak bulunurken C. oxyacantha genotipinde kontrole
gore, 0.50 mM nikel uygulamasinda 2.40, 0.75 mM nikel uygulamasinda 2.67 ve 1.0
mM nikel uygulamasinda 4.67 kati oldugu bulunmustur. Uygulama gruplarinda
tespit edilen iyon sizintisi oranindaki artiglar, C. oxyacantha genotipine ait 0.50 ile
0.75 mM nikel uygulamasi harig, tum konsantrasyonlarda anlamlidir. Hem kontrol
hem de uygulama gruplarinda iyon sizintisi orani incelendiginde; genotipler

arasinda anlaml bir fark gozlemlenmemisgtir.

1,0

0,9 | AOF%5 BOlas EC. ox
_ 0,8
c
g 0,7
» 0,6
€05
® 0.4 Bb
603
>
T 02| A e

0.1 %D

0,0

Kontrol 0.5 0.75 1.0

Nikel Konsantrasyon(mM)
Sekil 4.13. Nikel uygulamalarinin aspir genotiplerinin yapraklarindaki iyon sizmasi

Uzerine etkisi.

4.2.6. Hidrojen Peroksit (H.02) Miktarindaki Degisimler

Aspir genotiplerinde nikel uygulamasi sonucunda bir aktif oksijen turtd olan H>O,
miktarindaki degisim incelenmistir (Sekil 4.14). Olas gesidinde kontrol gruplari ile
toksik nikel duzeylerinde H,O2 miktarinda 6nemli duzeyde artig belirlenirken, C.
oxyacantha genotipindeki H;O, miktarindaki artis yalnizca 0.5 mM nikel
uygulamasinda 6nemli diizeyde bulunmustur. Olas g¢esidinde H,O, miktari kontrole
gore kiyaslandigi zaman, 0.50 mM nikel uygulamasinda 1.59; 0.75 mM nikel
uygulamasinda 2.10; 1.0 mM nikel uygulamasinda ise 1.48 kat artmigtir. C.
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oxyacantha genotipinde ise artiglar sirasiyla, 1.64; 1.12 ve 1.09 kati seklinde
gerceklesmistir. Genotiplerlerin H,O, miktarindaki degisim sadece 0.75 mM nikel

konstrasyonunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

40
35 BOlas BEC. ox AOF %5:

) 30 Bb

Eb

Kontrol 0.50 0.75 1.0
Nikel Konsantrasyon(mM)

Sekil 4.14. Nikel konsantrasyonlarinin aspir genotiplerinde H,O, miktari tzerine
etkisi.

4.3. Aspir Genotiplerinde Artan Nikel Dizeylerinin Savunma Sistemleri
Uzerine Etkisi

4.3.1. Antosiyanin ve Flavonoid Pigment igeriklerindeki Degisimler
Genotiplerde antosiyanin igerigi, artan nikel duzeylerindeki artisa bagli olarak
artmigtir (Sekil 4.15.A). Atasal genotipte kontrol grubu ile kargilastinidiginda 0.5
mM nikel uygulamasinda 6, 0.75 mM nikel uygulamasinda 11 ve 1.0 mM nikel
uygulamasinda 15 kat artmistir. Yerel ¢esit kontrol grubu ile kargilastirildiginda ise,
0.5 mM nikel uygulamasinda 3.6; 0.75 mM nikel uygulamasinda 5.3 ve 1.0 mM nikel
uygulamasinda 6.1 kat artmistir. Genotipler antosiyanin igerigi bakimindan birbirleri
ile kiyaslandiginda 1.0 mM nikel uygulamasi hari¢ herhangi bir anlamli fark tespit
edilmemistir. En yUksek nikel konsantrasyonda atasal genotipin yerel genotipe gore
1.25 kat daha fazla antosiyanin biriktirdigi saptanmistir.

Aspir genotiplerinde artan nikel duzeylerine baglh olarak flavonoid igerigi de artmistir
(Sekil 4.15.B). Kontrolleri ile karsilastinldigi zaman en fazla artig, C. oxyacantha’da
en yuksek konsantrasyonda belirlenmistir (%921). En disuk artis ise Olas’ta en
dusik konsantrasyon olan 0.50 mM nikel duzeyinde saptanmistir (%221).
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Genotipler arasindaki flavonoid igerikleri karsilastirildiginda, atasal genotipteki
flavonoid birikiminin 6zellikle 0.75 ve 1.0 mM nikel uygulamalarinda yerel genotipe
gore oldukga fazla oldugu bulunmustur (sirasiyla %224.8 ve %540).
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0,45 BOlas EC. ox AOF%5 |
0,40 Ed

0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Antosiyanin igerigi
(ug mi' g TA)

Kontrol 0.50 0.75

1000
900 BOlas EC. ox
800
700
600
500
400
300

200
100
0

Kontrol 0.50 0.75

Flavonoid igerigi (%)
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Sekil 4.15. Nikel konsantrasyonlarinin aspir genotiplerinde antosiyanin (A) ve
flavonoid (B) icerigi Uzerine etkisi.

4.3.2. Enzimatik Antioksidan Enzim Aktivitelerindeki Degisimler

4.3.2.1. Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Aspir genotiplerinin koklerindeki toplam SOD enzimi aktivitesi nikel uygulamalari
sonucunda her iki genotipte de oOnemli Olgide artis gostermistir. Bu artislar
genotiplerde 0.75 ve 1.0 mM nikel uygulamalari arasindaki farklari istatistiksel
olarak ©Onemsiz diuzeyde bulunmustur. Kontrollerine kiyasla 1 mM nikel

uygulamasinda Olas’ta 10.2, C. oxyacantha’da 8.0 kat artis oldugu belirlenmistir.
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Genotipler mukayese edildiginde, 1.0 mM nikel uygulamasi hari¢ diger uygulanan
tum nikel konsantrasyonlarinda yerel ¢esit olan Olas’in atasal genotip olan C.
oxyacantha’ya gore kok dokusunda daha fazla SOD aktivitesine sahip oldugu
saptanmisgtir.

Nikel uygulamasina maruz birakilan aspir genotiplerinin yaprak dokularindaki
toplam SOD aktivitesi ise nikel konsantrasyonunun artisina bagh olarak artmistir
(Sekil 4.16B). Her iki genotipte de kontrol grubuna kiyasla en ylksek artis 1.0 mM
nikel uygulamasinda bulunmustur ( atasal genotipte 11.2 kat, yerel genotipte 5.7
kat). Olas ¢esidinde 0.50 ve 0.75 mM nikel konsantrasyonlari arasindaki degisim
anlamsiz bulunmustur. Genotipler karsilastirildiginda, kontrol gruplari hari¢ tim
nikel uygulamalarinda belirlenen SOD degisimi istatistiksel agidan énemlidir. Atasal
genotip olan C. oxyacantha'nin yapraklarindaki SOD aktivitesinin yerel ¢esit olan

Olas’a kiyasla daha yuksek oldugu belirlenmistir.

4.3.2.2. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi

Artan nikel duzeylerinde aspir genotiplerinin koklerindeki toplam APX aktivitesindeki
degisim Sekil 4.17A’de gorulmektedir. Genotiplerin kontrol gruplari ile 0.75 ve 1.0
mM nikel uygulamalarinda APX aktivitesi degisim istatistiksel olarak 6nemsiz iken,
0.50 mM nikel uygulamasinda atasal genotipin 1.2 kat daha fazla APX aktivitesine
sahip oldugu saptanmigstir. Olas g¢esidinde kontrol ve uygulama gruplari arasinda
anlaml fark bulunmazken, C. oxyacantha genotipinde yalnizca kontroline kiyasla
0.50 mM nikeli uygulamasindaki (%26.6) artis anlamli bulunmustur. Aspir
genotiplerinin yapraklarinda artan nikel duzeylerde toplam askorbat peroksidaz
enzimi aktivitesindeki degisim sekil 4.17B'de gosterilmigtir. Genotiplerin APX
aktivitesindeki degisimler oldukga benzer olup hem kontrol hem de uygulama
gruplarinda genotipler arasinda anlamli bir fark ortaya c¢ikmamistir. Nikel
uygulamalarinin tamaminda kontrol gruplarina gore anlamh dizeyde artis
gozlenmesine ragmen iki genotipte de 0.75 ve 1.0 mM nikel uygulamalarindaki
degisim oOnemsiz bulunmustur. C. oxyacantha’da en toksik nikel uygulamasi
kontroline gore 4.13 kat artarak en yUksek artis1 gostermistir.
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Sekil 4.16. Nikel konsantrasyonlarinin aspir genotiplerinde kdk (A) ve yaprak (B)
dokularindaki toplam slperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi Gzerine etkisi.

4.3.2.3. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi

Aspir genotiplerinde nikel uygulamasi ile kok dokularindaki toplam GR
aktivitesndeki degisim Sekil 4.18A’da verilmistir. Genotipler kargilastirildiginda;
nikel konsantrasyonuna bagli olarak GR aktivitesindeki degisim Onemsiz
bulunmustur. iki genotipte de 0.75 ve 1.0 mM nikel uygulama gruplarinda kontrol
grubuna goére GR aktivitesinde onemli bir fark saptanmazken, 0.50 mM nikel
uygulamasinda Olas ¢esidinde %28.2 oraninda ve C. oxyacantha genotipinde
%30.1 oraninda enzim aktivitesinde azalma oldugu bulunmustur. Farkli nikel
duzeylerinin aspir genotiplerinin yaprak dokularindaki toplam GR enzim aktivitesi
uzerine etkisi de incelenmistir (Sekil 4.18B). Genotipler arasindaki fark kontrol grubu

hari¢ tim toksik nikel konsantrasyonlarinda 6nemli dizeyde bulunmus ve atasal
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genotipin GR aktivitesinin, yerel genotipe goére daha yiksek oldugu tespit edilmigtir.
Bunun yani sira tim uygulamalarda yerel cesittin yaprak dokularindaki GR
aktivitesindeki degisim 6nemli dizeyde bulunmazken, atasal genotipte sadece 0.50
ile 0.75 mM nikel uygulamalarinda GR aktivitesindeki artis anlamli bulunmusgtur.
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Sekil 4.17. Nikel konsantrasyonlarinin aspir genotiplerinde kdk (A) ve yaprak (B)
dokularindaki toplam askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi Uzerine etkisi
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Sekil 4.18. Nikel konsantrasyonlarinin aspir genotiplerinde kdk (A) ve yaprak (B)
dokusundaki toplam glutatyon reduktaz (GR) aktivitesi Gzerine etkisi.

4.3.2.4. Peroksidaz (POD) Aktivitesi

Aspir genotiplerinde nikel uygulamasi sonucunda koklerdeki toplam peroksidaz
(POD) aktivitesi degisimi Sekil 4.19 A’da gorUlmektedir. Genotipler
karsilastinldiginda; POD enzim aktivitesi 0.50 mM nikel uygulamasinda C.
oxyacantha’da yerel gesit olan Olas’in 1.76 kat fazla oldugu saptanmistir. Kontrol
ve diger uygulama gruplarinda (0.75 ve 1.0 mM nikel) genotipler arasindaki farklar
onemsiz bulunmustur. Nikel uygulamasinin genotiplerin kdklerindeki POD aktivitesi
acisindan, Olas gesidinde ancak 1.0 mM konsantrasyonda anlamli fark oldugu
(kontroliine kiyasla 1.9 kat), C. oxyacantha genotipinde ise kontrol gruplarina
kiyasla tim uygulama gruplarinda istatistiksel olarak farklarin (0.50 ve 0.75 mM
nikelde 1.6 kat, 1.0 mM nikelde 2.2 kat artig) anlamli oldugu bulunmustur. iki
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genotiptede 0.50 ve 0.75 mM nikel uygulamalari arasindaki kok POD aktivitesindeki

degisimin dnemsiz oldugu belirlenmigtir.

Aspir genotiplerinin yapraklarindaki toplam POD aktivitesinin nikel dizeyinin
artisina bagh olarak artmistir (Sekil 4.19B). En ylksek artis her iki genotipte de en
toksik nikel konsantrasyonda tespit edilmistir (Olas’ta 6 kat, C. oxyacantha'da 5.6
kat). Olas ¢esidinin yaprak dokusundaki POD aktivitesi tim nikel uygulamalarinda
kontrol grubuna gore Oonemli duzeyde artig goOsterirken, 0.5 ile 0.75 mM nikel
uygulamalar arasinda, fark 6nemsiz bulunmustur. Buna karsin, C. oxyacantha'da
ise 0.75 ile 1.0 mM nikel uygulamasi arasindaki artisin onemsiz duzeyde oldugu
belirlenmistir. Genotipler birbiriyle karsilastirildiginda ise yalnizca 0.75 ve 1.0 mM
nikel uygulamalarindaki POD aktivitesindeki degisim anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.19. Nikel konsantrasyonlarinin aspir genotiplerinde kdk (A) ve yaprak (B)
dokusundaki toplam peroksidaz (POD) aktivitesi Uzerine etkisi.
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5. SONUGLAR ve ONERILER

Nikel, bitkinin normal bayume ve gelisim surecinde metabolik aktivitelerini etkili bir
sekilde surdurebilmeleri igin mutlak gerekli mikro besin elementlerinden biri
olmasina ragmen yuksek konsantrasyonlari bitkiler i¢cin son derecede toksiktir
(Cobbett ve Goldsbrough, 2002). Tarimsal topraklarda genelde ¢ok az olmasi ile
birlikte, serpantin gibi ultra bazik kayaglardan olusan topraklarin nikel igerigi 100-
5000 mg Ni’kg arasinda degismektedir. Bitkilerde nikel toksisitesinin dinya ¢apinda
surdurdlebilir tarimi tehdit eden 6énemli bir problem oldugu bildirilmigtir (Yusuf ve
ark., 2011). Genel olarak, bitkide toksik nikel dizeyleri bitki blylime ve gelismesini
olumsuz yonde etkileyerek tarimsal Uretim ve verimde kayiplara neden olmaktadir.
Nikelin bitkiler Gzerindeki etkisi bitki tirine, gelisim evresine, maruz kaldigi sureye
ve siddete bagl olarak degisim gdstermektedir (Guo ve Marschner, 1995). Artan
nikel akimulasyonu bitkilerin fizyolojik, biyokimyasal ve metabolik sureglerinde
degisimlere yol agarak, buyume ve biyokutle Uretiminde azalmaya neden olmaktadir
(Edelstein ve Ben-Hur, 2018).

Bu tez kapsaminda, artan nikel duzeyleri (0.50, 0.75 ve 1.0 mM Ni)nde aspir
genotiplerinin farkh dokularindaki nikel birikimi belirlenmistir (Sekil 4.7A, B ve C).
Nikel konsantrasyonunun artigina bagli olarak toksisite semptomlarinin ve
dokulardaki nikel seviyelerinin arttigi ve her iki genotipte de nikelin, yuksek oranda
koklerde akumdule oldugu, bitkinin toprak Ustl organlarinda ise nikel birikiminin
giderek azaldig1 (gdévde>yaprak) belirlenmistir. Atasal genotipin nikel biriktirme
kapasitesinin yerel genotipe oranla daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7). En
yuksek nikel uygulamasi (1.0 mM) atasal ve yerel genotiplerin koklerinde kontrole
gore sirasi ile 356 ve 278 kat nikel birikimine neden olmustur (Sekil 4.7A). Bunun
yani sira her iki genotipte de kdklerden alinan nikelin yaklasik olarak %35-60’ toprak
ustu organlara transloke edilmistir. Atasal genotip Olas ¢egsidine gore, yapraklara
daha az nikel transfer etmistir (Cizelge 4.1).

Aspir genotiplerinde bitki sistemlerine giren nikelin buyuk c¢ogunlugu kokte
biriktirilmis olup, bu cevap nikelin immobilizasyonunun ¢esitli stratejiler ile kok
seviyesinde gergeklestigini gostermektedir. Hiperakimulator olmayan bitkilerde
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ortamdan alinan nikelin buyuk bir kismi kok hucrelerinde alikonulmakta ve bunlar
kok hucrelerinin sitozolunde selatlanarak detoksifiye edilmekte veya vakuolde
zararsiz sekilde depo edilmektedir (Maestri ve ark., 2010). Bir¢gok arastirmada da
nikelin buylk oranda koklerde akimdile edildigi bildirilmistir (Drazkiewicz ve
Baszynsky, 2010; Merlot ve ark., 2014; Chami ve ark., 2015; Pietrini ve ark., 2015;
Fourati ve ark., 2016; Syama ve ark., 2016; Kotapati ve ark., 2017; Rizwan ve ark.,
2017). Bunlara ilaveten artan nikel konsantrasyonuna bagli olarak her iki genotipte
de yan kok olusumunun azaldigi gézlenmistir (Sekil 3.3). Bu yanit, misir ve piringte
nikel alimi ile yan kok olugsumunun azalmasinin nikelin endoderma bariyerini
gecerek perisikl hicrelerinde biriktiriimesi ile aciklanabilir (Samantaray, Rout ve
Das, 1997, Seregin ve ark., 2003). Aspir genotiplerinin morfolojik karakterlerindeki
(kdk ve surgin uzunlugu, yas-kuru agirligi ve yaprak sayisi) degisimler genel olarak
degerlendirildiginde; artan nikel duzeylerinin incelenen parametreleri olumsuz
yonde etkiledigi gorulmektedir (Sekil 4.1, 4.2, 4.4). Kdklerin metal iyonlarinin birincil
hedefi olmasindan dolayi, kdk buyumesinin bitkinin toprak Usti organlarinin
bldylimesine gore nikel toksisitesinden daha ¢ok etkilendigi bildirilmigtir (Burd, Dixon
ve Glick, 2000; Pandey ve Sharma, 2002; Gajewska ve ark., 2006; Rizwan ve ark.,
2017; Chami ve ark., 2015). Benzer sekilde strgin uzunlugu da Olas’ta kontrol
grubuna kiyasla en yiksek nikel dizeyinde %62.9 azalirken, atasal genotipte ise
%74.5 azalmig; ancak bu degisim uygulama gruplari arasinda anlamh
bulunmamistir (Sekil 4.1B). Ashraf ve ark. (2011)’larinin aygiceginde (Helianthus
annuus L.) yaptiklari galismada da stirglin uzunlugunun nikel uygulamasiyla, kontrol
grubuna oranla azaldigi fakat uygulanan nikel konsantrasyonlari arasinda anlamli

bir fark olmadigi bildirilmistir.

Bitkilerde ylUksek verim gostergesi, biyokutle Uretimi agisindan kuru agirliktaki
artistir. Toplam kuru agirlik Uretimine katki saglayan onemli parametreler ise yas ve
kuru kutledir. Genotiplerin hem surgin hem de kok biyokutlelerinde, artan nikel
uygulamalarinda kontrole gére o6nemli derecede azalma oldugu saptanmistir
(Olas’in kok ve surglninde sirasi ile, 1.0 mM nikelde kontrole gore, %46.8, %44.3;
C. ox'ta ise sirasi ile %65.4, %41 azalma) (Sekil 4.2.ve 4.4). Ozellikle nikel
uygulamalari arasinda kok uzunlugunda herhangi bir degisim olmamasina ragmen
kuru agirligin 6nemli duzeyde azalmasinin nedeni, kokin mevcut stratejiyi
biyimeden c¢ok metal toksisitesine karsi toleransta kullaniyor olmasindan
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kaynaklanmis olabilir. Elde edilen bulgular, C. tinctorius'ta 5 ve 10 mg/L nikel
uygulayan Chami ve ark. (2015) ile benzerlik gdstermektedir. Morfolojik
parametrelerden hesaplanan yas ve kuru agirlik tolerans indeksleri
kargilastinldiginda, yerel gesit olan Olas’in, nikelin toksik etkilerini atasal genotipe
gbre morfolojisine daha az yansittigi saptanmistir (Sekil 4.3 ve 4.5).

Agir metallerin (Cd, Zn gibi) ve 6zellikle nikelin toksik diuzeyleri kdklerden su alimini
ve transpirasyon hizini olumsuz yénde etkiledigi bilinmektedir (Pandolfini, Gabbrielli
ve Comparini, 1992; Pandey ve Sharma, 2002; Gajewska, Sklodowska ve Slaba,
2006; Llamas, Ullrich ve Sanz, 2008). Yerel ve atasal aspir genotiplerinde 6zellikle
yuksek nikel konsantrasyonlarinda (0.75-1.0 mM) yaprak oransal su igeriginin
kontrole gobre Onemli dizeyde azaldigi belirlenmis (Sekil 4.12) ve yaprak
kenarlarinda kurumalar gozlenmigtir. Aspir genotiplerinin yaprak su igerigindeki
azalma; yuksek nikel duzeylerinin bitkiye su alimini, ksileme tasinimini,
transpirasyon hizini olumsuz yonde etkilenmesinin bir gostergesi olabilir. Ayrica,
genotiplerin yas agirliklarindaki kayip da oransal su kapsamindaki bu azalma ile
iligkili olabilir (Sekil 4.2, 4.4 ve 4.12).

Bitki bunyesine alinan nikel bitkide bazi metabolik yolaklarin, 6zellikle karbon
metabolizmasinin, sekteye ugramasina ve yapisal bilesenlerin hasar gormesine
neden olmaktadir (Ahmad ve Ashraf, 2011). Metal toksistesine kargl son derece
hassas olan fotosentez metabolizmasi Uzerine nikelin inhibisyon etkisi, dogrudan
veya dolayh olabilmektedir. Fotosentez hizindaki azalma kloroplast yapisinin
bozulmasi, fotosentetik pigmentlerin sentezinde, elektron tasiniminda, Calvin
déngusu enzimlerinin aktivitesinde inhibisyon ve stomanin kapanmasi sonucu CO;
konsantrasyonun azalmasi nedeni ile olabilir (Seregin ve Kozhevnikova, 2006;
Drazkiewicz ve Baszynski, 2010). Nikelin toksik etkisi fotosentezin 11k ve karbon
reaksiyonlarinin bilesenlerini inhibe ederek gergceklesmekte olup, 6zellikle birincil
hedefi 11k reaksiyonlarinin gergeklestigi fotosistemlerdir. Fotosistemlerin (PSI ve
PSIl) aktivitesi ve yapisi hakkinda o6nemli Dbilgiler, klorofil a fluoresansi
kinetiklerindeki degisimlerin analizi ile ortaya konulmaktadir (Oukarroum ve ark.,
2007). Bu tez kapsaminda, toksik nikel dizeylerine maruz kalan yerel ve atasal
aspir genotiplerinin fotosentetik aparatlarinda nikelin indukledigi dedgisiklikler
polifazik klorofil a fluoresans olgumleri ile incelenmistir. Karanliga adapte edilen
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bitkiler 1siklandiriidiginda; Kautsky Egrisi olarak da adlandirilan tipik bir polifazik
fluoresans gecis egrisi (OJIP) elde edilir ve bu egri fotosentetik aparatlarin durumu
hakkinda énemli bilgiler icerir (Kautsky ve Hirsch, 1931; Strasser ve ark., 2000).
Artan nikel duzeyleri genotiplerin OJIP kinetiklerini dnemli derecede etkilemistir
(Sekil 4.8). Tipik OJIP egrisinde; O-J, J-I ve I-P olmak Uzere U¢ ana faz

bulunmaktadir (Strasser ve Strasser., 1995).

OJIP egrileri incelendiginde; artan nikel dizeylerinde yerel genotipte O-J
bolimunde kontrollerine gore artis belirlenirken, atasal genotipte J-1 bolumundeki
dists anlamh bulunmustur (Sekil 4.8 A ve B). O-J fazindaki artig; PSII'nin akseptor
kisminin  reduksiyonundaki, J-I fazindaki azalma ise PQ havuzunun
redUksiyonundaki inhibisyonun bir géstergesidir (Yusuf ve ark., 2011; Ripoll ve ark.,
2016; Oukarroum ve ark., 2018). Bununla birlikte her iki genotipte de nikel
uygulamasi ile IP genligindeki onemli duzeyde dusus, PSI'in alici kismindaki
inhibisyon ve/veya PSI miktarindaki azalma ile iliskili olabilir. I-P genligindeki bu
disls AV\p parametrelerindeki degisimler ile de uyumludur (Sekil 4.9A ve B). Bu
parametrelerdeki etkilenmenin atasal genotipte yerel genotipe gore daha belirgin
oldugu belirlenmistir. Cesitli cevresel streslerin I-P genligini ve AV,p parametrelerini
onemli dizeyde etkiledigi yapilan galigmalarla ortaya konulmustur (Oukarroum ve
ark., 2009; Ceppi ve ark., 2012). Bu sonuclar genotiplerde PSI'in nikel
toksisitesinden etkilendigini gostermektedir. Ancak; D1 ve D2 proteinleri ile OEC
proteinlerini iceren PSII'nin cevresel degigkenlere daha ¢ok duyarli oldugu
bildiriimektedir (Goltsev ve ark., 2016; Stirbet ve ark., 2018). Toksik nikel dizeyinde
(1.0 mM) PSII'nin maksimum fotokimyasal kuantum verimi (Fy/Fu) her iki genotipte

de 6nemli dizeyde azalirken, enerji yaylliminin kuantum etkinligi (¢po) artmigtir.

Buna ilaveten, OEC’de inaktivasyon ve/veya zarari goésteren Vk/V, degerini (Goltsev
ve ark., 2016) her iki aspir genotipinde de toksik nikel diizeyi arttirmistir (Sekil 4.9A
ve B). Bu Fy/Fu ve Vk/V, sonuglari da nikelin PSII'nin hem dondr hem de akseptor
kisimlarini  etkileyerek, fotosentetik kapasitede azalmaya neden oldugunu
gOstermektedir. Bu bulgular diger arastiricilarin belirttigi gevresel degiskenlerin
Ozellikle PSII aktivitesini olumsuz etkiledigi gorusini desteklemektedir (Cigek ve
ark., 2008; Kalaiji ve ark., 2012; Oz ve ark., 2014; Cigek ve ark., 2015; Sitko ve ark.,
2017; Arslan, Eyidogan ve Ekmekgi, 2018)
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Genotiplerde fotosistemlerinin nikel toksisitesinden olumsuz etkilendigi OJIP
egrisindeki degisimler ile belirlenmesinin ardindan; JIP testi yaklagimlari, tilakoid
membranlardaki spesifik ve fenomenolojik enerji akiglarindaki etkilenmeyi detayli bir
sekilde ortaya koymustur (Sekil 4.9 -10). Reaksiyon merkezi basina absorplanan,
yakalanan ve 1si seklinde dagitilan enerji akiglari (ABS/RC, TRo/RC, DIo/RC) artan
nikel uygulamasi ile kontrollerine goére artarken; elektron taginimi (ETo/RC ve
REo/RC) azalmistir (Sekil 4.9). Genotiplerin verdigi bu yanitlar, yakalanan
eksitasyon enerjisini etkin bir gsekilde elektron tagima sistemine yonlendiremeyip, bu
enerjiyi fotokimyasal olmayan iglevlerde kaybettigini gostermektedir. Her iki
genotipte de nikel toksisitesine karsi hem yaprak (fenomenolojik) hem de membran
(spesifik) bazinda enerji akig parametrelerindeki degisimler paralellik
gostermektedir (Sekil 4.10). Sitko ve ark., (2017) agir metal iceriginin yuksek oldugu
bolgelerde bulunan Arabidopsis populasyonlarinin fotosentetik aparatlarindaki

fenomolojik enerji akiglarinin olumsuz yonde etkilendigini bildirmislerdir.

Bitkilerin canliligi ve fizyolojik durumunu ifade eden performans indeksleri (Plags ve
Plrop) fotosistemlerin (PSIl ve PSI) tim fotokimyasal aktiviteleri hakkinda bilgi
vermekte ve U¢ bagimsiz bilesenden olusmaktadir (Strasser ve ark., 2004; Tsimilli-
Michael, 2008). Yerel ve atasal genotiplerde kontrole gore nikel konsantrasyonunun
artisina bagli olarak fotosentetik performanslari azalmistir (Sekil 4.11.A ve B).
Toplam performans indeksinin (Plrop), PSI'in son elektron alicisina kadar olan
performansi da icermesi nedeni ile PSIl tarafindan foton absorbsiyonundan
sistemler arasi elektron alicilarinin indirgenmesine kadar olan enerji korunumunun
degerini ifade eden Plags verileri ile oldukc¢a paralel oldugu gorulmektedir. Toksik
nikel duzeylerinde genotiplerin sergiledikleri fotosentetik performanslar arasinda
farkhliklar belirlenememis olup, genel olarak yerel ¢esit atasal genotipe gore nikel
uygulamalarinda daha iyi performans sergilemistir (Sekil 4.11A ve B). Hatta Olas’in
etkin fotosentetik performansinin yani sira daha az sayida inaktif reaksiyon
merkezine (RC/CSp) sahip olmasi (Sekil 4.9 ve 10) fotosentetik aparatlarini

korumada daha basarili oldugunun bir gostergesi olabilir.

Nikel uygulamasi ile anten kompleksinde yer alan klorofil (kl a, ki b, kl a+b, kI a/kl b)
ve karotenoid (x+c) icerigindeki azalma, nikelin fotosentezde spesifik olmayan
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inhibisyonlarinin bir sonucudur (Drazkiewicz, 1994; Ouzounidou ve ark., 2006;
Drazkiewicz ve Baszynski 2010). Bu tez kapsaminda da uygulanan nikel stresinin
aspir genotiplerinin yapraklarindaki fotosentetik pigment miktarlarinda (kl a, b, kI
a+b) dnemli dlgide azalttigi (yaklasik %40-60) belirlenmistir (Cizelge 4.2) ve bu
degisimler kl a/b oranina da yansimistir. Klorofil a/b oraninin fotosistemlerin (PS |
ve IlI) anten buyukligunin bir gostergesi oldugu bildirilmistir (Cigek ve Cakirlar
2008). Artan nikel uygulamalari (0.75 ve 1.0 mM) ile her iki genotipte bu oranin
azalmasi, anten boyutunda ve fotosentetik aktivitede azalmaya neden olmustur.
Karotenoidler, 1g1k toplayici kompleks pigmentleri olmalarinin yani sira, klorofilleri
ve membranlari foto-oksidatif hasarlara kargi koruyucu rollere sahiptir (Yao ve Liu,
2007; Ekmekgi, Tanyola¢ ve Ayhan, 2008). Ayrica nikel uygulamasi ile genotiplerin
karotenoid (x+c) miktarinda azalma belirlenmigtir. C. tinctorius, G. max, T. aestivum
ve V. mungo’'da da nikel uygulamalarinin pigment icerigini azalttigi bildirilmigtir
(Siddiqu, Al-Whaibi ve Basalah, 2011; Singh ve ark., 2012; Sirhindi ve ark., 2016;
Rizwan ve ark., 2017).

Nikel elementinin yarattigi toksik etkilere kargi bitkilerin olusturdugu yanitlar;
etkilerin giderilmesi, azaltilmasi ve ortadan kaldiriimasi gibi etkin mekanizmalari
icermektedir. Bitkiler, nikel zararina karsi cesitli savunma stratejilerini (metal
baglayan ligandlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidantlar, pigmentler,
hormonlar ve saperonlar ile dizenleme vb.) kullanarak dayanim saglar. Yaprak
dokularindan fazla gelen 1g1g1 yansitarak klorofil pigmentlerini koruyan ve
fotoinhibisyon ile klorofil pargalanmasini 6nleyen antosiyaninler, 400-600 nm dalga
boyundaki 15131 absorbe ederler. Bununla birlikte antosiyaninler reaktif oksijen
tirevlerinin bertaraf edilmesinde de goérev alirlar (Gould, McKelvie ve Markham,
2002; Close ve Beadle, 2005; Johnston, Harding ve Benson 2007). Yerel ve atasal
aspir genotiplerinde antosiyanin miktart  kontrol gruplarina goére nikel
uygulamalarinda 6nemli dizeyde artmistir (Sekil 4.15A). Arastirmacilar, antosiyanin
birikiminin birgok abiyotik stres kaynagina kargi savunmada gorev aldigini ve hem
reaktif oksijen turevlerinden hem de asir yuksek enerjiden klorofilleri koruyarak
fotooksidatif strese karsi mucadelede onemli savunma bilegikleri oldugunu
bildirilmistir (Chalker-Scott, 1999; Neill ve Gould, 2003; Kalefetoglu Macar ve
Ekmekgi, 2008). Bitkileri UV’nin zararh etkilerinden koruyan flavonoidler, ¢evresel
stres sartlarina maruz kalan dokularda guaiakol peroksidaz (POD)’a elektron verici
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molekul olarak hidrojen peroksitin detoksifikasyonunda gorev alirlar (Asada, 1999;
Sakihama ve ark.,, 2002). Bitkilerdeki flavonoid akiumuilasyonunun metal
toksisitesine karsi bir savunma mekanizmasi oldugu dusunulmektedir. Flavonoidler
bircok metal ile etkilesime girerek kompleks olusturabilir, bu flavonoid-metal
kompleksleri genellikle metalloenzimlere (SOD gibi) benzer aktivite gdstererek
antioksidant davranis sergiler ve oksidantlara karsi savunmada yalin durumdaki
flavonoidlerden daha etkili olabilirler (Kasprzak, Erxleben ve Ochocki, 2012).
Yapilan galismalarda greyfurttaki aci tadi veren baslica flavonoid olan narinjinin,
nikelin sebep oldugu oksidatif strese kargi savunmada etkili oldugu (Kasprzak,
Erxleben ve Ochocki, 2012); aliminyuma toleransli ve hassas piring varyeteleri
kargilagtinldiginda taksifolin  flavonoidi ve diger bazi fenolik bilegiklerin
akimiulasyonunun tolerant varyetelerde daha yuksek oldugu (Tolra, Barcelo ve
Poschenrieder, 2009); Populus’da Cd stresine bir cevap olarak flavonoid miktarinda
artis oldugu bildirilmistir (Pari ve Amudha, 2011). Radikallerle micadelede rol
almalarinin yani sira molekuler yapilarina bagli olarak metaller icin selator
fonksiyonu da gorebilirler. Metallerin selatlanmasi, bitki bunyesinde taginiminda ve
biyomolekullere hasar veremeyecek etkisiz formlarda depolanmasinda oldukga
onemlidir. Yapilarinda bulundurduklari serbest hidroksil gruplarinin pozisyonu ve
sayisinin fazlaligi, flavonoidlerin iyi bir antioksdant ve selator olmalarinin temel
sebebidir (Symonowicz ve Kolanek, 2012). Chen ve ark. (2010) biyoganin-A’'nin
nikel ve bakir ile selat kompleksi olusturdugunu ve bu kompleksin antioksidant,
antiviral ve antikanser ozellik gosterdigini bildirmiglerdir. Bu ¢alismada da yerel ve
atasal aspir genotiplerinde flavonoid miktari kontrol gruplarina goére nikel
uygulamalarinin tamaminda 6nemli miktarda artmistir (Sekil 4.15B). Ozellikle
atasal genotipin 1.0 mM nikel uygulamasindaki artis yerel genotip ile
kargilastinldiginda oldukga fazladir. Nikel toksisitesine bagl olarak olusan oksidatif
stresle mucadelede atasal genotipin flavonoidleri yiksek seviyede galistirarak yerel
genotiple benzer seviyede oksidatif hasar gormustur. Atasal genotipin flavonoidleri
bu derece yuksek miktarda olusturuyor olmasi metal stresine karsi savunma
kapasitesi bakimindan 6nemli iken yerel genotipin gok daha az miktarda flavonoidle

bu isi basarmasi dikkat ¢ekicidir.

Toksik duzeyde nikel, bitkilerdeki birgok fizyolojik surece olumsuz etki etmektedir.
Yapilan c¢alismalar, nikel toksisitesinin bitkilerde solunum ve fotosentetik elektron
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tasima sistemlerinde meydana gelen aksamalar neticesinde ROT miktarinda artisa
sebep oldugunu ve bu ROT’larin oksidatif stres ile iligkili oldugunu gdstermektedir.
ROT’lar membranlarin butinligind bozarak permeabilitenin  degismesi ile
hasarlara yol acar ve bu degisimler de iyon sizintilarina neden olmaktadir (Mittler,
2002; Yusuf ve ark., 2011; Khalig ve ark., 2016; Khan ve ark., 2016). Artan nikel
duzeylerine bagli olarak genotiplerin membranlarinda dnemli dizeyde iyon sizintisi
saptanmistir (Sekil 4.13). Bu sonuglan fotosentetik aktivite ve pigment
iceriklerindeki degisimler de desteklemektedir.

Fotosentez ve solunum gibi metabolik islevlerin bir Grinu olarak dokularinda surekli
olusan ROT'lar, bitki dokularindaki farkli enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidantlar ile detoksifiye edilmektedir (Bhalerao, Sharma ve Poojari, 2015).
Bitkilerde SOD enzimi, stperoksit radikalininin (O2") hidrojen peroksit (H202) ve
oksijene (O2) dénusimina katalizleyerek, ROT’lara karsi savunma hattinin ilk
basamagini olusturur (Ali ve ark., 2003; Melchiorre ve ark., 2009). Aspir
genotiplerinin kok ve yaprak dokularinda artan nikel duzeylerine bagl olarak toplam
SOD enzim aktivitesinin arttigi ve bu artisin koklerde ¢ok daha fazla oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.16A ve B). Genel olarak degerlendirildiginde; SOD
aktivitesinin kdk dokularinda yapraga gore ¢ok yuksek olmasi, kokte nikel birikimi
ile iligkili olabilir. Nikel uygulamalarinda bitkilerde olusan oksidatif hasara (Sekil
4.13) karsi genotiplerin toplam SOD enzim aktivitelerindeki artis, olusturulan
savunma stratejisi olarak dusunulebilir. Yapilan diger calismalarda da nikel
toksisitesinin farkli bitkilerde SOD aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (Ali ve ark.,
2003; Gajewska ve Sktodowska, 2007; Siddiqu, Al-Whaibi ve Basalah, 2011;
Theriault, Michael ve Nkongolo, 2016). SOD enziminin katalize ettigi reaksiyonun
bir Grind olarak gugll bir oksidant olan (H20-) agiga ¢gikmaktadir. Nikel uygulamalari
ile yaprak dokularindaki H,O, miktarinda yerel gesitte artis gozlenirken, atasal
genotipte yalnizca 0.50 mM nikel uygulamasindaki artis dnemli bulunmustur (Sekil
4.14). Hidrojen peroksitin zararsiz hale getiriimesinde goérev alan enzimler POD,
APX, CAT vb. olup, bu enzimler de ROT’lara kars! ikinci savunma hattini olustururlar
(Ahmad ve Ashraf, 2011). Bunlardan biri, lignifikasyon ile slberinizasyonu igeren
hicre geperi biyosentezinde, IAA degradasyonunda ve etilen biyosentezinde rol
oynayan POD’dur (Foyer, Lopez-Delgado ve Dat, 1997; Radi¢, Radi¢-Stojkovi¢ ve
Pevalek-Kozlina, 2006). Atasal ve yerel aspir genotiplerinde hem yaprak hem kok

76



dokusunda artan nikel diizeylerinde POD aktivitesi genel olarak artmis ve bu artigin
kokte ¢ok yuksek dizeyde oldugu saptanmistir (Sekil 4.19A ve B). Farkh bitkilere
nikel uygulamasinin yapildigi calismalarda da benzer sekilde POD miktarinin nikel
stresinde arttigi bildirilmistir (Ali ve ark., 2003; Gajewska ve Sktodowska, 2007).

Bitki hdcrelerinde H,O,, POD’un yani sira askorbat-glutatyon déngusunin
(Halliwell-Asada) enzimleri ile de detoksifiye edilmektedir (Foyer ve Halliwell, 1976;
Asada ve Takahashi, 1987). Bu donglnin ilk basamaginda H>O-’yi indirgeyen APX
enzimi, askorbata kargi yuksek afinite ile 6zgulluge sahiptir ve askorbati elektron
dondru olarak kullanir (Asada, 1999; Mittler ve Poulos, 2005; Ghasemi ve ark.,
2014). Arastirmada yerel ve atasal aspir genotiplerinin kék dokusunda nikel
stresine bagh olarak APX enzim aktivitesinde 6nemli bir degisim olmazken, yaprak
dokusunda kontrol grubuna oranla nikel uygulamalarinda APX enzim aktivitesinde
gerceklesen artislar anlaml bulunmustur (Sekil 4.17A ve B). Cesitli bitkilerde nikel
toksisitesinin APX enzim aktivitesinde artisa neden oldugunu (Kumar ve Sharma,
2012; Ghasemi ve ark., 2014) veya degisime yol agmadigini gosteren galismalar
bulunmaktadir (Boominathan ve Doran, 2002; Gajewska ve Sklodowska, 2007).
Hidrojen peroksitin detoksifikasyon surecinde yer alan Halliwell-Asada dongusunun
ilk enzimi APX’in yani sira dongunun surduarulebilmesinde rol oynayan diger bir
enzim olan GR; genotiplerin kdk ve govde dokularinda nikel stresine, APX enziminin
aktivitesine benzer cevap vermigtir (Sekil 4.14A ve B). Yerel ve atasal genotipin
nikel stresi altindaki GR aktivitesi karsilastirildiginda kok dokusunda bir fark
gorulmezken (Sekil 4.14A), yaprak dokusundaki aktivitesi atasal genotipte yerel
ceside gore 6nemli dizeyde fazladir (Sekil 4.14B).

Bu tez calismasindan elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde;

e Toksik nikel duzeylerinin bitki buyime ve gelismesini olumsuz yonde etkiledigi
goruimektedir.

e Bitkinin kokleriyle aldigi nikelin buyuk bir kismini kok dokularinda biriktirdigi,
toprak ustu kisimlara daha az tasidigi ve bu durumun biyokitledeki azaliga da
yansidigi belirlenmistir. Bunun yani sira, surgune transloke edilen nikelin daha
az olmasina ragmen, yapraklarda fotosentetik performanslari olumsuz
etkilemistir. Ayrica toksik nikel iyonlarinin koklerden alimi ve birikimi sonucunda
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uretilen ROT’lara karsi, bitkilerin olusturdugu savunma stratejilerinden biri olan
antioksidant enzimler aktive olmustur. Bu baglamda, nikel iyonlarinin
olusturdugu oksidatif hasar Grtini O, ve H2O,’e karsi sirasi ile her iki genotipte
de kdklerde SOD ve POD enzimlerinin yiuksek aktiviteleri detoksifikasyonda
yeterli olurken; yapraklarda bu savunmanin SOD, POD, APX ve GR’a ek olarak

antosiyanin ve flavonoidlerdeki artislarla birlikte basarildigi goralmektedir.

Atasal ve yerel genotipler arasinda nikel toksisitesine karsi olusturulan

cevaplar agisindan belirgin bir ayirirm saptanamamistir.

e Nikelin yuksek oranda koklerde akimule olmasindan dolayi, aspir
genotiplerinin  nikel fitoremediasyonunda kullaniima  potansiyelleri,
fitoekstraksiyondan  ziyade fitostabilizasyon  kapasitesi  agisindan

degerlendirilebilir.

e Yapilan gcalismada kok, govde ve yapraklardaki metal konsantrasyonu ile
translokasyon indeksi dikkate alindiginda; her ki genotipin de
hiperakimulator olmadigi tespit edilmistir.

e Aspir bitkisinin nikel toleransi ile iligkili proteom degisimleri incelenebilir ve

bunlarin savunmadaki rolt daha detayli ortaya konulabilir.

e Calisilan aspir genotiplerinin yuksek konsantrasyonda nikeli koklerinde
akumule etmesi ve yuksek biyokutleye sahip olmasi sebebi ile 6zellikle yerel
gesit (Olas) agir nikel kirliligi olan marjinal topraklarin iyilestiriimesinde
kullanilabilir.

e Yapilacak sonraki ¢aligmalarda nikelin koklerden tohuma kadar taginim yolu
izlenerek son arun olan tohum ve yagindaki metal icerikleri saptanabilir ve
gida sektorundeki kullanim durumu belirlenebilir. Aksi durumda, nikel ile
kirlenmis alanlarin fitoremediasyonunda kullanilan aspir bitkilerinin tarimsal

uretimden ¢ok biyodizel dretiminde degerlendiriimesi dusunulebilir.

e Aspir genotiplerinin nikel kirliligi olan arazi kosullarinda test edilmesi ile
(biyokutle  Gretimi, nikel akimdulasyonu, metal translokasyonu vb.)

fitostabilizasyonda kullanim potansiyeli degerlendirilebilir.
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e Yapilacak daha sonraki ¢aligmalarda glutatyon miktari, glutatyon s-transferaz
(GST) aktivitesi ile kdklerde H,O, miktari, membran hasarin igerigine bakiimasi

ile savunma mekanizmalari hakkinda daha detayli bilgi edinilebilir.
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