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Abstract

Pollution caused by heavy metals is one of the factors that reduces yield and quality and affects all aspects of
crop production negatively. Activation and induction of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzymes are
one of the metal detoxification mechanisms in plants and it is important that combined effect of SOD and CAT enzymes
are mitigating the effects of oxidative stress. In this study, ecotoxicological effects of cadmium, lead and cadmium-+lead
on antioxidant enzyme levels in wheat (Triticum aestivum L. cv. Alpu) were investigated. As a result of different
concentrations (100, 200 and 300 puM) applied heavy metals (cadmium, lead and cadmium + lead) has led to decreases
in SOD and catalase enzyme activity. Heavy metal cadmium has the least impact on the activity of SOD and combined
effect of heavy metals (cadmium + lead) was found to be more effective on the activity of catalase enzyme when
compared to one by one application of cadmium and lead. In addition, effects of heavy metal depend on metal type and
concentration on enzyme activities in wheat.
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Triticum aestivum cv. Alpu bugday cesidinde agir metal stresinin antioksidan enzim seviyeleri iizerine
ekotoksikolojik etkileri

Ozet

Bitkisel iiretimin tim asamalarini olumsuz etkileyen, verim ile kaliteyi diisiiren faktorlerden birisi agir
metallerin sebep oldugu kirliliktir. Siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzimlerinin uyarilmasi ve
aktivasyonu bitkilerdeki 6nemli metal detoksifikasyon mekanizmalarindan olup SOD ve CAT enzimlerinin kombine
etkisi oksidatif stresin etkilerini hafifletmede 6nemlidir. Bu calismada, kadmiyum, kursun ve kadmiyum-+kursunun
bugdayda (Triticum aestivum L. cv. Alpu) antioksidan enzim seviyeleri tizerine ekotoksikolojik etkileri incelenmistir.
Sonug olarak farkli konsantrasyonlarda (100, 200 ve 300 pM) uygulanan agir metaller (kadmiyum kursun ve kadmiyum
+ kursun) SOD ve katalaz enzim aktivitesinde azalislara neden olmustur. SOD enzim aktivitesi, agir metallerin kombine
etkisinin (kadmiyum + kursun) tek tek agir metal uygulamasina gore katalaz enzim aktivitesi tizerinde daha fazla etkili
oldugu bulunmustur. Ayrica agir metalin etkisi agir metalin ¢esidine ve konsantrasyonuna bagli olarak bitkinin enzim
seviyelerini degistirmektedir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan enzim, Agir metal, Katalaz, SOD, Bugday
1. Giris

Glinimiizde, ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi ortamlarinda yaygin bir sekilde birikmeye baslayan agir
metaller tiim canlilarin yasamini tehdit eden 6nemli bir ¢evre sorunu halini almistir. Canli sisteme giren agir metaller,
besin zinciri ile bir organizmadan digerine tasinarak canli sistemlerde yiiksek konsantrasyonlara ulasmakta ve
zararlarini yillarca siirdiirebilmektedir (Yiicel vd., 2010). Atmosfer, toprak ve suda olusan agir metal kirliligi artarak
bitkisel Uretimin miktar ve kalitesini diisiirmektedir. Son yillarda bugday yetistirilmesine elverigli olmayan marjinal
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alanlarda bile bugday ekimi yapilmaktadir. Uretimin artirilmasi igin birim alandan alinan verimin yiikseltilmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in uygun kiiltiirel teknikler kullanilarak yiiksek verimli, iistlin kaliteli, biyotik ve abiyotik stres
sartlarina dayanikli gesitler kullanilmalidir (Mut vd., 2005).

Abiyotik stres sartlar1 altinda bitkilerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan oldukca toksik ve
reaktif molekiiller olugsmaktadir. Bu molekiiller protein, lipid karbohidrat ve DNA’nin yapisini bozarak oksidatif stresin
olugsmasina neden olmaktadir. Bu hasarin 6nlenmesine yonelik olarak bitkiler de antioksidant savunma sistemlerine
sahiptir. Bu antioksidant sistemler enzimatik (stiperoksit dismutaz, SOD; katalaz, CAT; askorbat peroksidaz, APX;
glutatyon rediiktaz, GR vb.) ve enzimatik olmayan (fenolik bilegikler, alkoloid, askorbik asit, glutatyon vb.) olmak
tizere ikiye ayrilir (Gill ve Tuteja, 2010).

Agir metaller, kolloidal adsorbsiyon ve iyon degisimi ile toprakta kalinti (birikim) yaparak topragin
biyoelverisliligi lizerine olumsuz etki yapmaktadir (Algan ve Bilen, 2005). Bitkilerde ise agir metal toksisitesinin
biliyiime ve gelismede yavaslama, enzim aktivitesinde bozulma, kokte hasar, depolama faaliyetlerinde bozulma,
fotosentez aktivitesinde gerileme, besin elementlerinin aliminda yavaglama ve verimde diisme gibi zararlara neden
oldugu bilinmektedir (Yagdi vd., 2000).

Kadmiyum insan, hayvan ve bitkiler i¢cin oldukca toksik etkili bir agir metaldir. Bitki biinyesinde azot ve
karbohidrat metabolizmalarini degistirmesi nedeniyle birgok fizyolojik degisiklige sebep olmaktadir. Proteinlerin —SH
gruplarindaki enzimleri inaktive etmekte, protoklorofil rediiktaz ile aminolevulinik asit sentezini bozup fotosentezi
engellemekte ve stomalarin kapanmasina, transpirasyon ile su kaybinin azalmasma neden olmaktadir (Sheoran vd.,
1990; Zengin ve Munzuroglu, 2005).

Kursun biitiin bitkilerde dogal olarak bulunsa da bitki i¢in gerekli bir element degildir. Kursunun toksik etkisi
konsantrasyonuna, tuz olusturma sekline, toprak ozelligine ve bitki tiirline ve g¢esidine bagli olarak degisim
gostermektedir. Kursunun toksik seviyeleri bitkideki makromolekiiller i¢indeki fonksiyonel gruplarda yer alan metal
iyonlarmi, fotosentezi, mineral nutrisyonunu ve bitki su kapasitesini diizenleyen ¢esitli enzim aktivitesini degistirmek
suretiyle c¢imlenme, siirgiin gelisimi, tolerans indeksi, kdk ve siirgiin kuru agirligr gibi olaylarn etkilemektedir
(Lamhamdi vd., 2011).

Bu ¢alismada, Eskisehir ve g¢evresinde ekimi yapilan Triticum aestivum L. cv. Alpu bugday ¢esidinde
kadmiyum, kursun ve her ikisinin birlikte uygulanmasi ile antioksidan enzimler tizerindeki etkileri aragtirtlmistir.

2. Materyal ve yontem

Bu calismada, tilkemizde 6nemli bir tarim bitkisi olan bugdayin (Triticum aestivum L.) T.a. cv. ‘Alpu’ ¢esidi
secilmigtir. Tohumlar Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitlisii’nden temin edilmis olup tescilli bir ¢esittir. Cimlendirme
islemi i¢in 100 adet tohum, Whatman No.1 filtre kagid1 igeren, petri kaplarina yerlestirilmistir. Tohumlar kadmiyum,
kursun ve kadmiyum ile kursun birlikte verilerek 100, 200 ve 300 uM konsantrasyonlarinda, sicaklik + 22 °c, +1°C ve
beyaz 151k kaynagi (16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik giinliik fotoperiyot) altinda iklim kabininde ¢imlendirilmistir.

1.1. Enzim analizleri igin ekstraksiyon yontemi

Agir metal uygulamasindan 10 giin sonra, 1 gram taze yaprak ornegi porselen havanda 10 mM EDTA igeren
50 mM potasyum fosfat (pH 7.6) ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rnekler 15 dakika 12000 g ve
+4°C’ de santrifiij edildikten sonra elde edilen santrifiigatlar enzim ve protein analizlerinde kullanilmistir.

2.2. Enzim analizleri

Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi 19160 SOD determination kit (Sigma-Aldrich) ile 6l¢lilmiistir.

Katalaz (CAT) aktivitesi, spektrofotometrede H,0,’nin 240 nm’de (E=39.4mM cm™) degradasyonu esas
alinarak Olciilmiistiir. Buna gore, son hacmi 1 ml olan reaksiyon ortamini, 0.1 mM EDTA igeren 50 mM’lik fosfor
tamponu (pH 7.6), 0.1 ml 100 mM H,0; ve enzim ekstrakti olusturmaktadir (Cakmak ve Marschner, 1992).

2.3. Istatistik

Agir metal uygulamasi ve kontrol gruplarindan elde edilen sonuglar one way Anova varyans analizi (ANOVA)
ile karsilastirildi. Sonuglar arasi farklar, varyanslar arasindaki homojenlik durumuna gére Duncan testi ile belirlendi.
Veri analizinde SPSS istatistik programi (SPSS, versiyon 16.0, SPSS Science, Chicago, IL) kullanildi.

3. Bulgular
Triticum aestivum L. cv. Alpu ¢esidinde 100, 200 ve 300 uM konsantrasyonlarinda sirastyla kadmiyum (Cd),

kursun (Pb) ve her ikisi birlikte kadmiyum ile birlikte kursun (Cd+Pb) uygulamasi yapildiktan sonra siiperoksit
dismutaz ve katalaz enzim aktivitelerine olan etkilerine ait bulgular asagida verilmistir.
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3.1. Agir metallerin SOD enzim aktivitesi tizerine etkileri

Farkli konsantrasyonlarda (100, 200 ve 300 uM) uygulanan agir metallerin (Cd, Pb ve Cd + Pb), siiperoksit
dismutaz (SOD) enzim aktivitesi (yiizde inhibisyon) bakimindan karsilastirilmalari amaciyla yapilan varyans analizleri
sonucunda siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi bakimindan, enzim aktivitesi ve agir metal uygulamalar
arasinda istatistiksel bakimdan anlamli (p<0,012) bir fark oldugu bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Agir metallerin (Cd, Pb ve Cd+Pb) T. a. cv. ‘Alpu’ ¢esidinde SOD enzim aktivitesine gore yapilan varyans
analizi sonuglari

ANOVA
SOD enzim aktivitesi | Kareler Serbestlik | Kareler F
(Yuzde inhibisyon) toplami faktori ortalamasi orant Onem duizeyi
Gruplar arasinda 5826,800 9 647,422 3,357 0,012
Grup iginde 3856,667 20 192,833
Toplam 9683,467 29

T. a. cv. “‘Alpu’ ¢esidinde SOD enzim aktivitesi bakimindan uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan testi
ile degerlendirilmistir. Yapilan analizler sonucunda 3 farkli homojen grup olusmustur (Tablo 2).

Tablo 2. Agir metallerin T. a. cv. ‘Alpu’ ¢esidinde SOD enzim aktivitesi bakimindan gruplandirilmasina iligkin Duncan
testi sonuclar

SOD enzim aktivitesi (Yuzde inhibisyon)

Uygulama Ornek sayisi 1 2 3
300 uM Kursun 3 73,67

100 uM Kadmiyum+Kursun 3 81,00

200 uM Kursun 3 85,00 85,00

200 uM Kadmiyum+Kursun 3 88,33 88,33

100 uM Kursun 3 91,67 91,67

300 puM Kadmiyum+Kursun 3 93,33 93,33

100 uM Kadmiyum 3 95,00 95,00

200 uM Kadmiyum 3 108,67 | 108,67
Kontrol 3 110,33 | 110,33
300 uM Kadmiyum 3 121,67
Onem diizeyi 0,113 0,063 | 0,291

Agir metal uygulamalarindan kadmiyum, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, SOD enzim aktivitesi
bakimindan diigiik konsantrasyonlarda enzim aktivitesini diisiiriirken, konsantrasyon arttik¢a kontrol grubu seviyelerini
de gegen olgiilerde enzim aktivitesinde artisa neden olmustur. Kursun incelendiginde ise, kontrole gére konsantrasyon
arttikga enzim aktivitesinde azalisa neden olmustur. Hem kadmiyum hem de kursun ayn1 anda uygulandiginda kontrole
gbre SOD enzim aktivitesinde diisiis belirlenmistir. Ancak 100, 200 ve 300 UM Cd + Pb uygulamalar1 kendi i¢inde
karsilastirildiginda konsantrasyon artik¢a enzim aktivitesinin de arttigi bulunmustur (Sekil 1).

Farkli konsantrasyonlarda (100, 200 ve 300 uM) uygulanan agir metallerin (Cd, Pb ve Cd + Pb) katalaz enzim
aktivitesi bakimindan karsilastirilmalar1 amaciyla yapilan varyans analizleri sonucunda, katalaz enzim aktivitesi
bakimindan enzim aktivitesi ve agir metal uygulamalar1 arasinda istatistiksel bakimdan anlamli bir fark olmadigt
belirlenmistir (Tablo 3).

3.2. Agir metallerin katalaz enzim aktivitesi iizerine etkileri

T. a. cv. “‘Alpu’ ¢esidinde katalaz enzim aktivitesi bakimindan uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan testi
ile arastirllmigtir. Yapilan analizler sonucunda 2 farklt homojen grup olugsmustur (Tablo 4).
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Sekil 1. Agir metallerin T. a. cv. “‘Alpu’ gesidinde SOD enzim aktivitesi bakimindan karsilagtirilmasi

Tablo 3. Agir metallerin (Cd, Pb ve Cd + Pb) T. a. cv. ‘Alpu’ ¢esidinde katalaz enzim aktivitesine gore yapilan varyans
analizi sonuglar1

ANOVA
Katalaz enzim Kareler Serbestlik Kareler
aktivitesi (unitmg™) toplanu | faktori ortalamasi F oram Onem diizeyi
Gruplar arasinda 1,501 9 0,167 1,233 0,330
Grup icinde 2,706 20 0,135
Toplam 4,207 29

Tablo 4. Agir metallerin T. a. cv. ‘Alpu’ gesidinde katalaz enzim aktivitesi bakimindan gruplandirilmasina iligkin
Duncan testi sonuglari

Katalaz enzim aktivitesi (Unit.mg™)
Ornek

Uygulama sayisl 1 2
300 uM Kadmiyum+Kursun 3 0,49100

200 uM Kadmiyum+Kursun 3 0,65633 0,65633
300 uM Kursun 3 0,75800 0,75800
100 uM Kursun 3 0,88067 0,88067
200 uM Kursun 3 0,89533 0,89533
100 uM Kadmiyum 3 0,94833 0,94833
100 uM Kadmiyum+Kursun 3 0,99067 0,99067
Kontrol 3 1,06900 1,06900
200 uM Kadmiyum 3 1,10000 1,10000
300 uM Kadmiyum 3 1,31867
Onem diizeyi 0,093 0,070

Agir metal uygulamalarindan kadmiyum, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda katalaz enzim aktivitesi
bakimindan diisiik konsantrasyonlarda enzim aktivitesini diislirlicken, konsantrasyon arttik¢a kontrol grubu seviyelerini
de gegen olglilerde enzim aktivitesinde artisa neden olmustur. Kursun incelendiginde ise, kontrole gore konsantrasyon
arttitkga enzim aktivitesinde azalisa neden olmustur. Hem kadmiyum hem de kursun aym anda uygulandiginda
konsantrasyon artigina bagli olarak katalaz enzim aktivitesinde kontrole gore azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Agir metallerin T. a. cv. “‘Alpu’ ¢esidinde katalaz enzim aktivitesi bakimindan kargilastirilmasi.
4. Sonuglar ve tartisma

Agir metal stresine bagli olusan oksidatif strese karsi antioksidanlarin olugturdugu diren¢ mekanizmalari
bitkilerin metal toleranslarini giiclendirmek icin 6nemli bir strateji saglamaktadir. Metal stresine karsi olusturulan
antioksidan cevaplarin altinda yatan siiregleri bilmek 6nem arz etmektedir.

Bulgularimizla paralel olarak bugdaya uygulanan ¢inko ve krom (Panda vd., 2003), aygicegine uygulanan
demir ve kadmiyum (Gallego vd., 1996), ¢eltik bitkisine uygulanan kursun ve civa (Mishra ve Choudhuri, 1999),
bugday bitkisine uygulanan kursun ve kadmiyumun (Dey vd., 2007), SOD aktivitesinde azaliga neden oldugu
belirlenmistir. Yine iki farklt Atriplex tiirii ile yapilan ¢aligmada siiperoksit dismutaz aktivitesinde azaliglar oldugu,
ancak katalaz ve glutatyon rediiktaz aktivitelerinde artiglarin oldugu ve metal stresine karsi toleransin bu artiglar
sayesinde oldugu bildirilmistir (Kachout vd., 2010). Bununla birlikte hiicrelerdeki stiperoksit radikalini yok etmekten
sorumlu olan SOD enzimi aktivitesi agir metalin ¢esidine, konsantrasyonuna, uygulama siiresine ve bitkinin tiiriine ve
genotipine bagh olarak farklilik gostermektedir (Dixit vd., 2001). Calismamizda kadmiyum, kontrole gére SOD enzim
aktivitesini konsantrasyon artigina bagl olarak artirmistir. Diger agir metal uygulamalarinda ise kontrole gore azaliglar
gerceklesmistir. Boylece kadmiyumun neden oldugu agir metal stresine, diger metallerin neden oldugu strese gore daha
fazla tolerans gosterebildigi belirlenmistir. Yine yapilan bir ¢alismada bugdaya uygulanan kadmiyumun SOD, katalaz,
guaiacol peroksidaz (GPX) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidant enzimlerin upregiilasyonuna neden olduguna
yonelik bulgular mevcuttur. Bunun nedeninin kadmiyumun sebep oldugu siiperoksit radikallerinin asir1 artigt oldugu
bildirilmistir (Singh vd., 2008). Yine benzer olarak bezelyede kadmiyum uygulamasinin SOD, katalaz, askorbat
peroksidaz (APX) gibi enzimlerin artisina neden oldugu belirlenmistir. Metal stresinin neden oldugu antioksidant enzim
seviyelerinin artislar1 fitoremediasyon gibi bitki ve tohum teknolojilerinin gelisimi igin 6nemli bir yer teskil etmektedir
(Kranner ve Colville, 2011).

SOD enziminin aktivitesi sonucu ortaya ¢ikan hidrojen peroksit (H,O,) ise katalaz ve askorbat peroksidaz gibi
enzimlerin aktivitesi ile ortamdan uzaklastirilir (Dixit vd., 2001). Farkli bitki tiirleri ve farkli konsantrasyonlardaki agir
metal uygulamalarinin oldugu calismalarda, katalaz enziminin agir metalin diisiik konsantrasyonlarinda artis gosterdigi,
ancak belli bir konsantrasyondan sonra azalisa gectigi belirlenmistir (Sinha ve Saxena, 2006; Mishra vd., 2006;
Razinger vd., 2008). 500 uM kadmiyum, kobalt ve nikel ve 0,5 M kobalt, krom ve bakir gibi asir1 konsantrasyonlarda
uygulanan agir metallerin klorofil igerigini, katalaz ve peroksidaz enzim aktivitelerini disiirdiigi, bitkide klorozise
neden oldugu (Pandey ve Sharma, 2002), ayrica protein icerigi, makro ve mikro besin elementlerinin miktarini ve
Klorofil a ve klorofil b igerigini ve yine katalaz enzim aktivitesini diisiirdiigii (Chatterjee ve Chatterjee, 2000)
bildirilmistir.

Artmis siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve askorbat peroksidaz enzim aktivitelerinin agir metalin
neden oldugu reaktif oksijen tiirlerinin yok edilmesinde g¢ok etkili oldugu bilinmektedir (Uraguchi vd., 2006).
Calismamizda ise yine kadmiyum, SOD enzim aktivitesinde de belirlendigi gibi katalaz enzim aktivitesini kontrole gore
artirmis, diger agir metal uygulamalar ise konsantrasyon artisina bagli olarak enzim aktivitesini azaltmistir.

Sonug olarak, T. a. cv. ‘Alpu’ ¢esidi kadmiyum toksisitesine karst hem SOD enzimi aktivitesini hem de katalaz
enzim aktivitesini artirarak agir metal stresine daha direncli hale gelmektedir. Ekotoksikolojik olarak agir metal stresine
verilen cevaplar agir metale, konsantrasyona, uygulama siiresine, bitkinin tiir ve ¢esidine ve buna benzer birgok faktore
bagh olarak degismektedir. Bir tarim {ilkesi olan Tiirkiye’nin ¢esitli nedenlerle toprak ve su kaynaklarmin gittikce
kirlendigi diigiiniiliirse, topraklarimizda yetistirilen ve ekonomik 6nemi olan tiirlerin daha direngli hale getirilmesi veya
direncli tiirlerin ekilmesi 6nemlidir. Elbette ki diger bugday tiirlerinin de ekotoksikolojik denemelerinin yapilmasi ve
bagka agir metal stresine 151k tutacak parametrelerin ¢aligilmasi gerekmektedir.
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