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ALUMINYUM TOKSISITESINE Ocimum basilicum var. Purpurascens’IN
FIZYOLOJIK YANITLARI

oz

Bu calismanin amaci, kontrolld sartlarda ve su kiultird ortaminda
yetistirilen Ocimum basilicum var. purpurascens (mor reyhan)’te Al’nin
fizyolojik etkilerini degerlendirmektedir. Bu ortama alistirma
periyodu sonunda, fidelere 0, 5, 25 wve 50 mg/L Al uygulanmistir.
Fideler 12 gln sonra hasat edilmistir. Al toksisitesinden dolaya
fidelerin biiylme ve gelisimleri azalmistir. Uygulanan derisime bagli
olarak fide yapraklarinin Klo-a, Klo-b wve karotenoid miktari
azalmistir. Ancak, antosiyanin miktarlari 6nemli bir dedisim
gbstermemistir. Bunun yaninda MDA, hidrojen peroksit, toplam fenolik
madde ve protein olmayan SH gruplarinda derisime bagdli olarak genelde
artislar bulunmustur. Bu sonuclar, mor reyhan fidelerinde Al
tarafindan indiiklenen oksidatif stresin varlidini gdsterebilir.

Anahtar Kelimeler: Ocimum basilicum var. purpurascens,

Al Toksisitesi, Fizyolojik Etki, Bliylme

PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF Ocimum basilicum var. Purpurascens TO
ALUMINIUM TOXICITY

ABSTRACT
The aim of the present study 1s to evaluate the physiological
effects of Al application on the 0. basilicum var. purpurascens (purple

basil) seedlings, which were grown in a climate chamber as
hydroponically. After seedlings were acclimatized in nutrient
solution, they were supplied with 0, 5, 25 and 50 mg/L Al. After 12
days application, the seedlings were harvested. Because of Al

toxicity, growth of the seedlings was reduced. A dose-dependent
reduction was found in chl-a, chl-b and carotenoid contents. However,
anthocyanin content did not significantly change. Besides, a dose-
dependent increase was generally determined on the contents of MDA,
H202, total phenolics and non-protein —-SH groups. These results suggest
a possible Al-induced oxidative stress in purple ruffles seedling
tissues.
Keywords: Ocimum basilicum var. purpurascens, Al Toxicity,
Physiological Effect, Growth
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1. GIRiS (INTRODUCTION)

Metaller dogal olarak topraklarda bulunurlar ve bunlar canlilar
icin faydali veya toksik olabilirler. Metal fazlalidi genel olarak
bitkiler tizerinde benzer etkiler yaratabilirler. Ancak ayri metallerin
farkli bitkiler {zerinde spesifik etkilerinin gortildigi pek c¢ok durum
s6z konusudur [18]. Bitkiler genetik 0Ozellikleri wveya c¢evreyle
sagladiklari uyum sonucunda kazandiklari O6zellikleriyle metalce yogdun
topraklarda metalin c¢esidine gbdre toleransli ve hassas olarak
gruplandirilir. Toleransli bitkiler kokten aldiklari metali godvde ve
diger toprak Ustil organlarinda biriktirebilirler. Bu bitki tirleri
dokularindaki metalleri toprak istii dokularinda, topraktaki veya
biriktirme vyapamayan tirlerin bulundurduklari miktardan c¢ok daha
yiksek derisimlerde biriktirirler [15].

Aliminyum pek c¢ok kullanim alani bulunmaktadir. Bu alanlar
arasinda insaat, ulastirma, elektrik elektronik, metal sanavyi,
mobilya, dekorasyon f{iriinleri, levha, mutfak gerecleri, sogutucu
yapimi, spot 1isiklar, ambalaj vyapimi, ucak ve bisiklet gibi hafif
olmasi istenen araclarin yapimi sayilabilir [24].

Aliminyum toksisitesi dinyadaki ekilebilir topraklarin %40’1inda
drin verimliligini kisitlayan ana etmenlerden birisidir. Altminyum,
orta asidik veya ndtral pH dederlerine sahip topraklarda 0Ozellikle
¢Ozlinmeyen allminyum silikat veya aliminyum oksitler seklinde bulunur.
Fakat toprak asitligi arttikg¢a Al’nin fitotoksik formlari bitki biyilime
ve gelismesini etkileyen seviyelere ulasabilmektedir [7].

Aliiminyum toksisitesinin en bariz belirtisinden biri de kok
gelisiminin engellenmesidir. Bununla birlikte, bitki gdvdesinde Al'’ye
karsi meydana gelen tepkiler ise hilcresel boyutta dedisimler, stoma
bosluklarinin kiictilmesi, yapraklarinda kloroz ve nekrozlar,
fotosentetik aktivitede azalma, vyaprak sayisi ve Dboyutu 1ile godvde
biyokiitlesindeki azalmalar sayilabilir [6 ve 14].

2. CALISMANIN ONEMi (RESEARCH SIGNIFICANCE)

Sanayi devriminden sonra artan kirleticileri, yaygin bir sekilde
cevrede birikerek bitin canlilari tehdit eder seviyelere ulasmistir.
Bu cevre kirleticilerinden olan metaller de dinya ylizeyindeki biitin
canlilarin yasamini olumsuz sekilde etkileyen bir ¢evre sorunu halini
almistir. Bu tehdit, dider canlilar gibi bitkiler {izerinde de etkili
olmaktadir. Aliminyum, toprak kabugunda en bol elementlerdendir. Bunun
yaninda, Al toksisitesi, 6zellikle asidik topraklarda bitki
verimliligini sinirlayan Dbaslica c¢evresel streslerden Dbiridir. Bu
nedenle, sunulan bu c¢alisma, tibbi ve aromatik bitki olan Ocimum
basilicum var. purpurascens’in (mor reyhan, mor fesleden) kontrolli
sartlarda ve su kiltirti ortaminda, Al’nin farkli derisimlerine karsi
verdigi bazi fizyolojik yanitlarin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

3. DENEYSEL GCALISMA (EXPERIMENTAL METHOD-PROCESS)

3.1. Deney Ortami ve Uygulama (Test Environment and Application)

Mor revhan (0. basilicum var. purpurescens) tohumlari, calismaya
baslanmadan o6nce %5’1ik sodyum hipoklorit ile 15 dakika streril
edildikten sonra 3 kez distle su ile yikandi. Daha sonra, bu tohumlar
perlit ortamina ekildi. Perlit ortami ihtiya¢ aninda distile su ile
sulandi. Tohumlarin cimlendirme calismasi kontrolli sartlarda
gerceklestirildi. Mor revhan fideleri kontrolli sartlarda (~120 pE.m”
2,872 181k ve 23%1°C sicaklik), bir iklimlendirme dolabinda (Snijders
Scientific) gelisimlerine devam ettirildi. Fidelere uygulanan besin
¢bzeltisi 0.88mM K,SO;, 2mM Ca (NOsz),, 0.25mM KH,POs, 1 mM MgSO;, 0.11 mM
KCl, 100 uM Fe-EDTA, 10 uM H3BO3, 5 pM MnSO4, 10 pM ZnSO4, 2 upM CuSO; ve
0.2 uM (NHa) 6M07024 icermekteydi. Besin cozeltisi %10’ 1uk
konsantrasyonda kullanildi. Daha sonra, her kapta doért fide olacak
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sekilde, mor reyhan fideleri 1iki litrelik %10’1uk besin ¢bzeltisi
ihtiva eden su kiltird kaplarinda aktarildi. Su kiultiri ortamina
alisma ddénemi sonunda, fidelere Al’nin 0, 5, 25 ve 50 mg/L’lik
konsantrasyonlari uygulandazi. Uygulama cozeltileri 2 ginde bir
deJistirilerek yenilendi. On iki gunlik Al wuygulamasini takiben,
fideler hasat edildi. Fidelerin kokleri 3 kez distile su ile yikandi.
Fizyolojik analizlerde kullanilacak fide organlari derin dondurucuda
muhafaza edildi. Fide organlarinin taze agirliklari hasat aninda, kuru
agirliklari ise 80°C’de sabit tartima kadar etiivde kurutulduktan sonra
hassas terazi ile belirlendi.

3.2. Fizyolojik Analizler (Physiological Analyses)

Pigment analizleri ig¢in yapraklar %80’1lik aseton ile homojenize
edildi. Daha sonra, santrifiij edilen numunelerin siipernatantlari 662,
645 ve 470 nm’de UV/VIS spektrofotometrede (Cintra 202) asetona karsi
okundu. Klorofil-a, klorofil-b ve karotenoid hesaplamalari
Lichtentaler ve Wellburn [9]’e gdre vyapildi. Antosiyanin analizi
Mancinelli wvd. [10]’nin saptadiklari yontemle belirlendi. Antosiyanin
hesaplanmasi su formille yapildi: A=As3p-Ass7.

Fenolik Dbilesiklerin belirlenmesi Ratkevicius vd. [17]’'ne goOre
yapildi. Homojeniz edilen taze fide materyalinin siipernatanttindan 50
pl alinarak son hacim 1 ml olacak sekilde %3’'1ik sodyum karbonat ve
0.3 N Folin-Ciocalteau eklenerek oda sicakliginda 20 dakika
bekletildi. Daha sonra bu Ornekler 765 nm’de spektrofotometrede
okundu. Sonuc¢lar gallik asit standart dedisimleri ile absorbanslara
arasindaki dogrusal iliski kullanilarak hesaplandi. Protein olmayan SH
gruplarin belirlenmesi 1i¢in homojenize edilen taze fide organlara
santrifiij edildi. Sipernatanttan 0.5 ml alindi ve {izerine 5 mM etilen
diamintetra asetik asit (EDTA) iceren 150 Mm’lik fosfor tamponu (pH
7.4) eklendi. Sonra bu Ornek iUzerine 0.5 ml 6mM’lik dithio nitro
benzoik asit (DNTB) eklendi ve calkalandi. 20 dakikalik Dbekleme
periyodu sonunda o6rnekler spektrofotometrede 412nm’de okundu [5]. Mor
reyvhan fide organlarinin HyO0, igerikleri Sergiev wvd. [21]'ne gore
belirlendi. Santrifiij edilen o6rneklerden 0.5ml alindi. Uzerine 0.5ml
fosfor tamponu wve 1M’lik KI’'dan 1ml eklendi. Bu karisim 390nm’de
spektrofotometrede okundu. Mor reyhan fidelerinin k&k, godvde ve
yapraklarinin MDA analizleri ig¢in, Ornekler $%$10’1luk TCA’da homojenize
edildi. Bu numuneler 20 dakika boyunca santrifiij edildi. Sonra 2ml
sipernatanttan alinarak Uzerine 2ml tiyobarbutirik asit eklendi ve
95°C’de 30 dakika su banyosunda Dbekletildi. Bu islemi takiben

numuneler buzlu su ortaminda sok sogutuldu. MDA miktarinin
belirlenmesi ic¢in Ornekler spektrofotometrede 532, 600 ve 450nm’de
okundu [25]. Kurutularak o&g§litilmis ornekler tartilip 50 mL’lik erlene
konuldu. Uzerine 10mL konsantre HNO3 ilave edildi. Ornekler 1sitici

tablada mineralize edildikten sonra, 1 M HC1l icerisinde c¢ozdirtuldi.
Orneklerdeki Al degisimleri atomik absorbsiyon spektrofotometresi
(Perkin Elmer Elan DRC-E) kullanilarak belirlendi.

3.3. Data Analizi (Data Analysis)

Arastirma bulgularinin istatistiksel analizi SPSS (SPSS 11.0 for
Windows) paket programi kullanilarak vyapildi. Hangi grubun vya da
gruplarin farkli oldugunu belirlemek amaciyla One-Way ANOVA LSD testi
uygulandi.

4. BULGULAR VE TARTISMALAR (FINDINGS AND DISCUSSIONS)

Calismamizda, su kiultiiri sartlarinda farkli derisimlerde Al
etkisinde yetistirilen mor reyvhan fidelerindeki bazi fizyolojik
degisimler belirlenmistir. Reyhan fidelerinin kok ve goévdelerinin Al
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icerigi, uygulanan Al derisimindeki artisla genelde
bulunmustur (Sekil 1).
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Sekil 1. Mor reyhan fide organlarinin Al icerikleri. Barlar izerindeki
farkli harfler p<0.05 dizeyinde onemi belirtir
(Figure 1. Al contents of purple basil seedling organs. Different
letters on the bars indicate significance at p<0.05)

Fide organlarinin Al iceriginin kok>gdvde>yaprak seklinde oldugu
gdorulmistiir. Ancak, fide vyapraklarinin Al igerigi 5 mg/L’lik Al
derisiminde o&nemli dizeyde artmis iken, 25 ve 50 mg/L’lik derisimde
ise 5 mg/L’lik derisimlere oranla azaldidi belirlenmistir. Bu durum
6zellikle yilksek Al derisimlerinde vyapraklara metalin tasinmasinin
sinirlandirildigini gdsterebilir. Fotosentetik aktivite merkezi olan
bitki vyapradinin Al’nin toksik etkilerinden bu sekilde korunuyor
olmasi, bu bitkide bulunan bir mekanizma olabilir. Bu durumun ileride
diger metallerle vyapilacak c¢alismalarla da desteklenmesinde fayda
vardir.

Metallerin toksik etkilerinin basinda bliyime ve gelismede azalma
en belirgin semptomdur. Mor reyhan ile yaptigimiz calismada, uygulanan
Al derisimleri blylme ve gelisme {lizerinde olumsuz etkilere yol agtigi
belirlenmistir (Sekil 2). Kok wuzunlugu 5, 25 wve 50 mg/L’lik Al
etkisinde kontrole gbre sirasiyla %37.13, %42.21 ve %52.55 (p<0.05)
dizeylerinde azalmistir. Benzer olarak, fidelerin godvde uzunluklari 5,
25 wve 50 mg/L’lik Al etkisinde kontrole gdre sirasiyla %17.75,
%21.31ve %$34.99 (p<0.05) dizeylerinde azalmistir.

Ozellikle vyilksek derisimdeki Al’nin wuzun siireli uygulanmasi
sonucu koéklerde bodurlasma ve siskin kok olusumu goriildigi
bildirilmistir. Kokler genellikle kiit ve kolay kirilabilirken, kok
uclari ile yan kokler ise kalinlasmis ve renkleri kahverengiye dénmis
bir durum gdstermektedir [6 ve 20]. Literatirdeki bilgilere benzer
olarak, fide koklerinin Al toksisitesinden olumsuz sekilde etkilendigi
gorilmistir (Sekil 3). Revhan fidelerinin koklerinde bariz
kahverengilesmeler bu durumu ag¢ikga ortaya c¢ikartmistir. Ayrica,
uygulanan Al derisimleri fide yapraklarinda kloroz ve nekrozlara yol
agmistir. Barlar izerindeki farkli harfler p<0.05 dizeyinde O&nemi
belirtir.

88



Aksoy, P. ve Dogan, M.,
Ecological Life Sciences (NWSAELS), 5A0135, 2020; 15(3):85-93.

30 K5k mGOvde

25
bc

(cm
b (X
wn o
o

—
L=

Uzunluk

0 ] 25 50
Al derigimi (mg/L)

Sekil 2. Al derisimlerinin etkisinde yetistirilen mor reyhan
fidelerinin kék ve govde uzunluklari
(Figure 2. Root and stem lengths of purple basil seedlings grown under
the influence of Al concentrations. Different letters on the bars
indicate significance at p<0.05)

-

Sekil 3. Mor reyhan fidelerinin Al uygulmasi son£a51 durumu
(Figure 3. Purple basil seedlings at the end of Al applications)

Fotosentetik pigmentlerden olan Klo-a ve Klo-b toksik metal
stresine karsi hassasiyet gOsterirler. Bu pigmentlerin biyosentezinin
toksik metal maruziyetinde inhibe oldugunu dair bircok arastirma
sonucu bulunmaktadir [3 wve 11]. Fide vyapraklarinin fotosentetik
pigment icerikleri ile antosiyanin miktarlari Sekil 4’de verilmistir.
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Sekil 4. Al derisimlerinin etkisinde yetistirilen mor reyvhan fide
yvapraklarinin fotosentetik pigment ve antosiyanin miktarlari. Barlar
izerindeki farkli harfler p<0.05 diizeyinde Onemi belirtir
(Figure 4. Photosynthetic pigment and anthocyanin contents of purple
basil seedling leaves grown under the influence of Al concentrations.
Different letters on the bars indicate significance at p<0.05)

Pigment miktarlari Al etkisinde azalmistir. Klorofil-a ic¢in bu
azalmalar 5, 25 wve 50 mg/L’lik Al derisimlerinde kontrol gdre
sirasiyla %$8.72, %$18.89 ve %$12.46 dizeylerinde olmustur. Fide
yapraklarinin klorofil-b miktarlari 5, 25 ve 50 mg/L Al derisimlerinde
kontrole gdre sirasiyla $%$10.40, %15.87 ve %18.83 dizeylerinde azaldig:
belirlenmistir. Benzer olarak, karotenoid miktarlari da Al tarafindan
azaltilmistir. Mor reyhan yapraklarinin antosiyanin icerikleri de Al
etkisinde azalmistir. Antosiyanin miktarlari 5, 25 wve 5 mg/L Al
derisimlerinde kontrole gdre sirasiyla %6.85 (p>0.05), %18.74 ve
%41.47 (p<0.05) dizeylerinde azaldiga belirlenmistir. Alliminyum
etkisinde reyhan yapraklarindaki klorofil miktarlarindaki azalmalarin
ALA-dehidrataz [13] ve protoklorofillid rediktaz gibi enzimlerin
inhibisyonu [23] yoluyla olabilir. Ayrica Al’nin klorofil sentezinde
rol oynayan magnezyum ve demir gibi elementlerin alinmasina,
tasinmasina ve/veya kullanilmasina etki yaparak da klorofil miktarinda

azalamaya neden olmus olabilir. Bunun belirlenebilmesi ic¢cin Dbu
elementlerin bitkideki ve vyapraklardaki miktarlarinin belirlenmesi
gerekmektedir.

Mor reyhan organlarinin protein olmayan SH grup miktarlari Al
toksisitesinden farkli sekilde etkilenmistir (Sekil 5A). Koklerin SH
grup miktarlari %167.99 (p<0.05) dizeyine kadar 50 mg/L’lik Al
derisiminde artmistir. Benzer sekilde gdvdelerin SH grup miktarlari da
50 mg/L Al etkisinde %65.14 dizeyine kadar arttidi belirlenmistir.
Yapraklarin SH grup miktarlari ise 5 mg/L Al etsinde %19.34 diizeyinde
artmis iken, 25 wve 50 mg/L Al derisimlerinde ise kontrole gdre
sirasiyla %13.46 ve %22.03 dizeylerinde azaldigi belirlenmistir.
Literatiirde metale maruz kalmis toleransli bitkilerde SH miktarlarinda
artislarin oldugu rapor edilmistir [2, 12 wve 22]. Sonu¢ olarak,
protein olmayan -SH grup miktarlarinin Al toksisitesinde artmis
olmasi, bu bitkide Al detoksifikasyonunda yapisinda stilfidril
barindiran molekilllerin rollerinin oldugunu ac¢iklayabilir. Ayrica SH
grup miktarindaki artis, mor reyhan fidelerinin Al tolerans
mekanizmalarindan biri olabilecedini gOstermesi bakimindan da
6nemlidir.
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Sekil 5. Al derisimlerinin etkisinde yetistirilen mor reyhan fide
organlarinin protein olmayan silfidril grup, toplam fenolik, hidrojen
peroksit ve malondialdehit miktarlari. Barlar izerindeki farkli
harfler p<0.05 dliizeyinde &nemi belirtir.

(Figure 5. The contents of non-protein sulfidril group, total
phenolic, hydrogen peroxide and malondialdehyde of purplebasil
seedling leaves parts grown under the influence of Al concentrations.
Different letters on the bars indicate significance at p<0.05)

Fenolik maddelerin stres sartlarina vyanitta rol oynadiklara
bilinmektedir [19]. Mor reyvhan fidelerinin toplam fenolik Dbilesik
miktarlari Al etkisinde artmistir (Sekil 5B) . Buna gdre kok
dokularinin fenolik bilesik miktarlari 5, 25 ve 50 mg/L Al etkisinde
sirasiyla 1.32, 1.42 wve 1.87 (p<0.05) kat arttidir belirlenmistir.
Govde dokularinin fenolik bilesik miktarlari 5, 25 ve 50 mg/L Al
etkisinde sirasiyla 1.24, 1.36 ve 1.52 kat artmistir. Ayrica
yapraklarin fenolik bilesik miktarlari da 50mg/L Al etkisinde 2.06
(p<0.05) kata kadar arttidi bulunmustur. Literatiirde metal stresinde
bitkilerin fenolik bilesik miktarlarinda artislarin oldudunu gdsteren
bircok c¢alisma vardir [l ve 4]. Sonuc¢larimiz Al stresinde mor reyhan
organlarinda fenolik Dbilesiklerin miktarlarinda artislar oldudunu
gbstermistir. Bu durum, fenolik bilesiklerin mor reyhan fidelerinde Al
toksisitesine karsi gOstermis olduklari rollerinden kaynaklanabilir.

Mor reyvhan fide organlarinin hidrojen peroksit miktarlari Al
toksisitesinde artmistir (Sekil 5C). Fide koklerindeki bu artislar 5,
25 ve 50 mg/L’lik Al derisimlerinde kontrol gdre sirasiyla %$47.49,
%49.28 ve %63.99 (p<0.05) dizeylerinde olmustur. Govdelerin hidrojen
peroksit miktarlari 5, 25 ve 50 mg/L Al derisimlerinde kontrole goére
sirasiyla %37.24, %46.05 ve %49.93 (p<0.05) dizeylerinde arttigda

belirlenmistir. Benzer olarak, yapraklarin hidrojen peroksit
miktarlari da Al tarafindan %54.81 (p<0.05) dizeyine kadar 50 mg/L’1lik
derisimde artmistir. Sonu¢ olarak, Al toksisitesinin mor reyhan

hilcrelerinde oksidatif strese neden oldugu hidrojen peroksit
miktarlarindaki artislarla ortaya cikarilmistair.
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Stres faktorleri 1lipid peroksidasyonuna neden olabilmektedir
[16]. Yani stresli sartlarda lipidler kalitatif wve kantitatif olarak
degisime ugrarlar [8]. Mor reyhan fide organlarinin MDA miktarlari Al
toksisitesinde artmistir (Sekil 5D). Fide koklerindeki bu artislar 5,
25 ve 50 mg/L’lik Al derisimlerinde kontrol gdre sirasiyla 5.35, 11.05
ve 19.27 (p<0.05) kat dlzeylerinde olmustur. Govdelerin MDA miktarlari
5, 25 ve 50 mg/L Al derisimlerinde kontrole gdre sirasiyla 36.75,
46.49 ve 62.00 (p<0.05) kat arttidi belirlenmistir. Benzer olarak,
yapraklarin MDA miktarlari da Al tarafindan artirilmistir. Ozellikle
yiksek Al konsantrasyonlarinin olusturdudgu toksisite nedeniyle olusan
reaktif oksijen tirleri mor revhan zarlarinda hasara neden oldugu MDA
miktarindaki artislar acikca gdstermistir.

5. SONUG VE ONERILER (CONCLUSION AND RECOMMENDATIONS)

Sonu¢ olarak, tibbi ve aromatik 0zelligi olan mor reyhanda
Al’nin fizyolojik ve morfolojik dedisimlere neden oldudu bulunmustur.
Bu bitkide Al toksisitesi 1ilk kez Dbelirlenmistir. Bu Dbaglamda,
calismamiz sonraki benzer calismalara kaynak teskil edebilir. Ayraica,
diger toksik metallerin mor reyhan bitkisindeki fizyolojik etkilerinin
belirlenmesinde de fayda vardir.
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