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Ozet

Agir metal kirliligi, tarim ve insan saghgi Gzerinde olumsuz potansiyel etkisi olan 6nemli bir gevre

sorunudur. Toksik elementlerin uzaklastiriimasi ve pargalanmasi igin fiziksel remediasyon teknolojileri
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, gevreyi tahrip edici fiziksel remediasyon yontemlerine alternatif
olarak fitoremediasyon teknigi gorilmektedir. Agir metallerin uzaklastiriimasi igin bitkilerin kullanildig
fitoremediasyon teknigi etkin, gevre dostu ve ucuz bir metottur. Bazi bitkiler agir metal detoksifikasyonu
ile iliskili potansiyel mekanizmalara sahip olup; metal stresi altinda canliliklarini stirdirebilmektedir.

Anahtar kelimeler

M Metal hiperakimilatori bitkiler, govde dokularinda oldukga yiiksek konsantrasyonlarda metal
Agir metal alinimi ve

taginim; iyonlarini biriktirmekte ve detoksifiye edebilmektedir. Agir metal toksisitesine karsi yliksek tolerans, bir

Hiperakiimiilasyon; genotip ile gevresi arasindaki etkilesime bagli olarak metal alinimindaki azalma ve igsel alikonmadaki

Fitoremediasyon; artisa bagh olarak gerceklesmektedir. Molekiiler genetik teknolojileri bitkilerde agir metal toleransi ve

o birikimi ile ilgili mekanizmalarin daha iyi anlagilmasina neden olmustur. Metal alinimi, tasinimi ve igsel
Agir metal toleransi

alikonma ile ilgili olarak bitkilerin modifiye edilmesi igin genetik mihendisliginin kullanimi
fitoremediasyon etkinliginin arttiriimasi igin yeni yollar agabilmektedir. Metal selatlayicilari, metal
tasiyicilari, metallotiyonein ve fitoselatin genleri metal alinimi ve igsel alikonma kapasitesinin arttiriimasi
icin bitkilere transfer edilmektedir. Hiperakimulator bitkilerde agir metal alinimi, tasinimi ve alikonma
mekanizmalarinin daha iyi anlasiimasi, Ustlin fitoremediasyon &zelliklerine sahip yeni transjenik
bitkilerin gelistirilmesine yol agmaktadir. Bu derlemede, Ustiin fitoremediasyon yetenegine sahip

bitkilerin gelistirilmesinde rol oynayan fizyolojik ve molekiler mekanizmalar tartisiimistir.

Heavy Metals and Phytoremediation: Physiological and Molecular

Mechanisms
Abstract

Heavy metal pollution is a significant environmental problem with a negative potential impact on

agriculture and human health. The physical remediation technologies have been in use to remove and
destroy toxic elements. However, phytoremediation is widely viewed as the alternative to the
environmentally destructive physical remediation methods. Phytoremediation, the use of plants to
remove heavy metals, is an effective, environmentally friendship and cheap method. Some plants

Key words possess a range of potential mechanisms that may be involved in the detoxification of heavy metals,

and they manage to survive under metal stress. Metal hyperaccumulator plants can accumulate and
Heavy metal uptake

. detoxify extraordinarily high concentra”tions of metal ions in their shoots. High tolerance to heavy
and transport;

. metal toxicity could rely either on reduced uptake or increased plant internal sequestration, which is
Hyperaccumulation;

Phytoremediation; manifested by an interaction between a genotype and its environment. The molecular genetic

Heavy metal tolerance technologies have led to an increased understanding of mechanisms of heavy metal
tolerance/accumulation in plants. The use of genetic engineering to modify plants for metal uptake,
transport and sequestration may open up new avenues for enhancing efficiency of phytoremediation.
Metal chelators, metal transporters, metallothionein and phytochelatin genes have been transferred to
plants for improved capacity of metal uptake and sequestration. A better understanding of the
mechanisms of uptake, transport and sequestration of metals in hyperaccumulator plants will lead to
designing novel transgenic plants with superior phytoremediation traits. In this review, the molecular
and physiological mechanisms involved in the improving plant with superior phytoremediation
capability are discussed.
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1. Giris

Agir metaller madencilik, enerji ve yakit Uretimi,
asiri pestisit ve gubre kullanimi gibi endustriyel
aktiviteler sonucu o6nemli miktarlarda cevreye
yayllmaktadir (Halim vd., 2003; Samarghandi vd.,
2007).

olarak 1 ila

Topraktaki metal konsantrasyonu tipik
100.000 mg kg™

degismektedir. Agir metallerin yliksek seviyeleri

arasinda

toprak kalitesinin bozulmasina, Urin verim ve
kalitesinde azalmaya neden olmakta (Long vd.,
2002) ve dolayisiyla insan ve diger organizmalar igin
onemli tehlikelere yol agmaktadir (Blaylock ve
Huang, 2000).

Agir metallerle kirlenmis alanlarin iyilestiril-
mesinde (remediasyon) kullanilan geleneksel
miihendislik yontemleri pahali olmaktadir (Salt vd.,
1995; Glass, 2000). Bu nedenle, mevcut reme-
diasyon teknikleri yerine disik maliyetli ve ¢evre
dostu olan fitoremediasyon teknigi Uzerinde
yogunlasiimistir (Arshad vd., 2008; Shi vd., 2009).

Toprak Ustli organlarinda topraktaki metal
konsantrasyonundan 50 ila 500 kat daha fazla
metal biriktirebilen bitkiler hiperakiimiilator olarak
2006).

ifadeyle, hiperakimdlatér bitkiler agir metalleri

adlandiriimaktadir (Clemens, Diger bir
herhangi bir toksisite semptomu gostermeksizin
toprak Ustl organlarinda diger bitki tiirlerine gore
100 ila 1000 kat daha fazla biriktirebilmektedir
1998). Yaklagtk 450  bitki trd

(angiospermlerin sadece %0.2'si) hiperakimulator

(Brooks,

olarak tanimlanmistir (Baker ve Brooks, 1989; Ellis
ve Salt, 2003; Reeves, 2006; Milner ve Kochian,
2008). Bircok arastirmada, Thlaspi caerulescens,
Arabidopsis thaliana, Brassica juncea
(Brassicaceae), Lycopersicon esculentum (Solana-
ceae), Zea mays, Hordeum vulgare, Oryza sativa
(Poaceae), Pisum sativum (Fabaceae), Sedum
alfredii (Crassulaceae) gibi birgok bitkinin farkh agir
metaller bakimindan fitoremediasyon potansiyel-
leri degerlendirilmistir (Sun ve Zhou, 2005; Pilon-
Smits, 2005; LeDuc vd., 2006; Lindblom vd., 2006;
Kassis vd., 2007; Klein vd., 2008; Lebaudy vd., 2008;
Mendoza-Cdzatl vd., 2008). Bununla birlikte, bircok
hiperakiimulator tirin fitoremediasyon potansiyeli
yavas biuylme hizi, disik biyokitle ve genellikle

belirli bir habitatla siki  bir iliski nedeniyle

sinirlanmaktadir (Chaney vd., 2005). Bu nedenle
derin kok sistemi, hizli bliyime orani ve agir metal
toleransi  gibi  fitoremediasyon igin  gerekli
ozelliklere sahip bitkilerin gelistirilmesi gerekmek-
tedir. Gelismis blylme karakteristikleri ve yiksek
seviyede metal biriktirme kapasitesinin birles-
tirilmesi ile ag metal alinimi, translokasyonu ve
toleransinin  gelistiriimesi icin yapilan genetik
diizenlemelerdeki ilerlemeler transjenik yaklasim-
larin  bircok bitki

olanak saglamistir (Meyers vd., 2010). Mobilizasyon

tirinde gerceklestiriimesine

ve topraktan metal iyonlarinin alinimi, metal-ligand
komplekslerinin olusumu ve vakuollerde detoksi-
fikasyon, simplastik veya apoplastik yol ile govde
dokusuna translokasyon, hicrelerde alikonma ve
agir metallerin metabolik agidan daha az aktif
hicrelere aktarilmasi ile iliskili islevler genetik
degisikliklerin hedefini olusturmaktadir (Clemens
vd., 2002). Bu bitkilerde
akimilasyonu saglayan molekiler ve genetik

baglamda, hiper-

mekanizmalarin anlasiimasi,  fitoremediasyon

yetenegine sahip bitkilerin gelistirilmesine olanak

saglayacaktir.
Metal

fizyolojik mekanizmalari ve bu o6zellikleri kontrol

birikimi  ve  detoksifikasyonunun

eden molekiler ve genetik olaylar birgok

organizmada tespit edilmistir. Bu derlemede,
bitkilerde fitoremediasyon potansiyelinin arttiril-
masi temelinde fitoremediasyonun fizyolojik ve
molekiiler mekanizmalari ile ilgili bilgilerin 06zeti

verilmistir.

2. Fitoremediasyon

Fitoremediasyon tekniginde c¢evresel kirleticileri
absorbe eden, dokularinda vylksek seviyelerde
biriktiren (hiperakiimilator) ve fiziksel, kimyasal ve
biyolojik sirecler araciligiyla detoksifiye eden

bitkilerin kullanimi tercih edilmektedir.

2.1. Fitoremediasyon Tipleri

Fitoremediasyon teknolojisi temel silire¢ ve

uygulanabilirligi temelinde farkli gruplara ayrilabilir.

2.1.1. Fitoekstraksiyon

Bitki kokleri tarafindan kirleticilerin alinimi ve
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sonrasinda toprak Ustli organlarda biriktirilmesini
takiben bitkilerin hasat edilerek yok edilmesini
icermektedir. Bu teknik Cu ve Zn gibi aktif olarak
alinan mikrobesin elementleri ve Cd, Ni ve Pb gibi
metallerin

Fitoeks-
traksiyon teknolojisi sadece metal kirliliginin dislik

besin  elementi olmayan  agir

uzaklastirimasinda kullanilabilmektedir.
veya orta seviyede oldugu alanlar igin
uygulanabilmektedir. Clnkl ¢ok fazla kirlenmis
alanlarda bitki

(Padmavathiamma ve

surdirilememektedir
2007). Bu
teknolojide dogal hiperakiimilatoér bitki tirleri
kullanilmaktadir (Baker vd., 1994). Bununla birlikte,
toprak c¢ozeltisinde dastik ¢ozlnurlige

blylmesi
Loretta,

sahip
metallerin ¢ozUnurlGgind arttirmak igin selatlayici
ajanlar eklenebilmektedir (Evangelou vd., 2007). Bir
selatlayici ajan olan EDDS (etilen diamin distksinik
asit)’'nin  Helianthus annuus bitkilerinde Cu
birikimini arttirdigi bildirilmistir (Meers vd., 2005).
Bununla birlikte, EDTA (etilen diamin tetraasetik
asit) uygulamasinin Brassica napus bitkilerinde Zn,
Mn ve Pb alinimi ve translokasyonunu arttirdig
2010).
fitoekstraksiyon, bitkilerin hizli bir sekilde biyokitle

belirtilmistir  (Zaier vd., Basarili  bir
Uretmesine ve alinan metalleri gévde dokularinda
yuksek miktarlarda biriktirme yetenegine baghdir
(Blaylock ve Huang, 2000). Hiperakimdilator aday
bitkilerin
yontemler kullanilarak hiperakiimilator bitkilerin

taranmasi, bitki 1slahi ve genetik

gelistirilmesi  fitoremediasyon  teknolojilerinin

gelistirilmesinde kullanilan 6nemli stratejilerdir.

2.1.2. Rizofiltrasyon

Bitki kokleri tarafindan sivi biiyiime ortamlarindan
fazla miktardaki besin elementlerinin veya metal
kirleticilerin alinimi ve alikonmasini kapsamaktadir.
Brassica juncea, Phaseolus vulgaris ve Helianthus
annuus gibi hidroponik ortamda biyutiilen birgok
bitki tlirtiintin kokleri Cu, Cd, Cr, Ni, Pb, Zn ve U gibi
toksik metallerin sivi  ¢ozeltilerinden uzaklas-
tinilmasinda kullanilabilmektedir (Dushenkov vd.,
1995; Raskin ve Ensley, 2000; Lee ve Yang, 2010).
Rizofiltrasyon icin ideal bitki 6nemli miktarda kok
biyokiitlesi veya vylzey alani lretmeli, yilksek
miktarda hedef metali biriktirebilmeli ve tolere

edebilmeli, distk maliyetli olmali ve minimum

diizeyde sekonder atik tretmelidir (Dushenkov ve
Kapulnik, 2000).

2.1.3. Fitostabilizasyon

Bu teknikte, erozyonun 6nlenmesi, yeralti sularina
kirleticilerin sizmasinin azaltilmasi ve toprakla
dogrudan temasin Onlenmesi icin toprak ylzeyi
bitkiler ile ortilmektedir (Bert vd., 2005). Bu
teknikte bitki kokleri fiziksel ve kimyasal olarak
immobilize etmektedir

2000). Bu teknik,
topraklarda bliylyebilen ve toksik metalleri daha az
toksik

fizyolojik,

kirleticileri (Berti ve

Cunningham, kirlenmis

formlara donistirmek icin  topragin

kimyasal ve biyolojik oOzelliklerini
degistirebilen bitkilere gereksinim duymaktadir.
Fitostabilizasyon i¢in kullanilacak bitkiler genis bir
kok sistemine sahip olmali, yiksek konsantras-
yonlardaki agir metallerin varliginda yiiksek oranda
biyokiitle tUretebilmeli ve agir metalleri gévdeye en

az seviyede transloke etmelidir (Rizzi vd., 2004).

2.1.4. Fitovolatilizasyon

Bu teknolojide, bitkiler tarafindan absorbe edilen
agir metaller daha az toksik ugucu formlara
donustirilerek  transpirasyon ile  atmosfere
verilmektedir. As, Hg ve Se gibi metaller dogada gaz
formunda bulunabilmektedir. Dogal olarak olusan
veya genetigi degistirilmis Brassica juncea ve
Arabidopsis thaliana gibi bazi bitkilerin agir

metalleri absorbe ettikleri ve gaz formuna
donlstirerek atmosfere verebildikleri bildirilmistir
(Ghosh ve Singh, 2005). Bununla birlikte, Populus

ve Salix gibi agac¢ tirleri etkin fitoremediasyon

ozelliklerinden  dolayr  siklikla  bu  teknikte
kullanilmaktadir  (Pulford ve Watson, 2003).
Selenyum iceren besi ortaminda biylyen

Arabidopsis thaliana ve Brassica juncea bitkilerinin
dimetilselenit ve dimetildiselenit formunda ugucu
Se Uretebildikleri gosterilmistir (Banuelos, 2000).
Fitovolatilizasyon hidrojenin radyoaktif bir izotopu
olan ve helyuma donustirilen trityumun (*H)
uzaklastirimasinda da kullaniimaktadir (Dushen-
kov, 2003). iyonik formdaki civayi (Hg™) daha az
toksik olan forma (Hg® dénustiiren civa rediktaz
genini iceren Nicotiana tabacum ve Arabidopsis
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thaliana bitkileri genetik olarak modifiye edilmistir
(Meagher vd., 2000).

2.1.5. Fitodegradasyon (Fitotransformasyon)

bitkilerdeki
toprak mikroorganizmalari

Bu metotta, metabolik islevler ve

arasindaki rizosferik
birliktelikle organik kirleticiler parcalanmaktadir.
bitki
icerisinde veya rizosferde gerceklesebilmektedir.

Organik  kirleticilerin  fitodegradasyonu
Yeralti sularindaki ¢oziciler, topraktaki petrol ve
aromatik bilesikler ve havadaki ugucu bilesikler gibi
farkh

lastirilabilmektedir (Newman ve Reynolds, 2004).

bircok kirletici bu metot ile uzak-

Kirleticileri metabolize eden dehalojenaz,
nitrorediiktaz, peroksidaz, lakkaz ve nitrilaz gibi
bitki enzimleri, kirleticilerin transformasyonunda
aktif rol

Trinitrotolueni (TNT) daha az zararli bilesiklere

oynadiklari rizosfere salinmaktadir.
indirgeyen iki bakteriyel enzim (PETN rediiktaz ve
nitrorediiktaz) tatin bitkilerinde TNT toleransinin
arttinilmasi icin kullaniimistir. Onr ve nfs genlerinin,
tip bitkilerin ciddi
etkileyen TNT konsantrasyonuna karsi transjenik
bitkilerin tolerans gostermesini sagladig
bildirilmistir (Hannink vd., 2001). Bununla birlikte,
Banks vd. (2003),
karbonlarla (PAH)

diasyonunda Sorghum bicolor bitkilerinin oldukca

yabani gelisimini sekilde

polisiklik aromatik hidro-

kirlenmis alanlarin  reme-
etkin oldugunu bildirmislerdir. Toprak ya da su
fito-

remediasyonunda kullanilan teknolojiler ve bitkiler

ortaminda bulunan metal kirleticilerin

Cizelge 1’de listelenmistir.

3. Agir Metal Alinimi ve Taginimi

Bitkiler tarafindan metal iyonlarinin alinimi; metal
iyonlarinin  kék ylizeyine tutunmasi, kok icine
alinimi ve kitle akisi ve difizyon araciligiyla
govdeye translokasyonunu kapsamaktadir. Toprak
halde

rizosfere

partikillerine bagh bulunan metallerin

alinimi  koklerden salgilanan metal
selatlayici molekiller, plazma membranina bagh
metal rediktaz ve proton salinimiyla
saglanmaktadir (Salt vd., 1995). Bitki tlrine ve
metal tipine bagh olarak, metal iyonlari kdkler

tarafindan ya simplast (interseliilar) ya da apoplast

(ekstraselllar) yolla ahnmaktadir. Apoplastik
tasinim hiicre ¢eperinin katyon degisim kapasitesi

ile sinirlandirilmaktadir (Raskin vd., 1997).

Cizelge 1. Metallerin fitoremediasyonunda
kullanilan bazi bitki tirleri (Jabeen vd., 2009’dan
degistirilerek)

Metal Ortam Metot Bitki
As Toprak  Fitoekstraksiyon Pteris vittata
Fitostabilizasyon Piricum sativum
B Toprak  Fitoekstraksiyon Gypophila
sphaerocephala
Cd Toprak  Fitoekstraksiyon Oryza sativa
Fitostabilizasyon Vettiveria
zizanioides
Su Rizofiltrasyon Lemna minor
Co Toprak  Fitoekstraksiyon Berkheya coddii
Cr Toprak  Fitoekstraksiyon Brassica juncea
Su Rizofiltrasyon Brassica juncea
Cu Toprak  Fitoekstraksiyon Elsholtzia splendens
Fitostabilizasyon Festuca rubra
Su Rizofiltrasyon Lemna minor
Hg Toprak  Fitoekstraksiyon Marrubium vulgare
Su Rizofiltrasyon Pistia stratiotes
Mn Toprak  Fitoekstraksiyon Phytolacca
americana
Ni Toprak  Fitoekstraksiyon Alyssum lesbiacum
Fitostabilizasyon ~ Agropyron
elongatum
Su Rizofiltrasyon Lemna minor
Pb Toprak  Fitoekstraksiyon Chenopodium album
Fitostabilizasyon Vetiveria zizanioides
Su Rizofiltrasyon Hemidesmus indicus
Se Toprak  Fitoekstraksiyon Brassica rapa
Fitovolatilizasyon  Brassica spp.
Zn Toprak  Fitoekstraksiyon Cynodon dactylon
Su Rizofiltrasyon Brassica juncea

Simplastik tasinimda, metal iyonlar yaklasik
170 mV’luk negatif potansiyele sahip plazma
membran

membranindan  ge¢mektedir.  Bu

potansiyeli, metal iyonlarinin hiicre icine hareketi

AKU FEBID 11 (2011) 011001

icin  kuvvetli bir elektrokimyasal gradiyent
saglamaktadir (Ghosh ve Singh 2005). Metal
iyonlarinin ¢ogu enerji gerektiren bir islemle
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spesifik veya genel iyon tasiyicilari veya kanallari
aracihgiyla bitki hicrelerine girmektedir (Bubb ve
Lester, 1991).

Bitkilerde birkag protein sinifi agir metal
tasiniminda fonksiyon gérmektedir. Bitkilerde agir
metal toleransi ile iliskili olarak metal iyonu
homeostazisi ve toleransinda fonksiyon géren agir
metal (veya CPx-tip) ATPaz'lari (Williams vd., 2000),
dogal direncgle iliskili makrofaj protein (Nramp)
ailesi, katyon-difiizyon hizlandirici (CDF) protein
ailesi ve cinko-demir permeaz (ZIP) ailesi (Guerinot,
2000)
belirlenmistir.

CPx-tip agir metal ATPaz'larin Cu, Zn, Cd ve Pb
gibi toksik metallerin hiicre membranlarindan
bildirilmistir (Williams vd.,
2000). Korunmus bir membran ici sistein-prolin-

gibi  metal tasiyicilarin  birkag  sinifi

gecisinde rol aldig

sistein, sistein-prolin-histidin veya sistein-prolin-
serin (CPx) motifine sahip olduklari icin tip IB olarak
siniflandirilan agir metal tasiyicilari CPx-ATPaz’lar
olarak adlandiriimaktadir. Arabidopsis P-tip ATPaz
(PAA1) yiksek bitkilerde teshis edilen ilk CPx-
ATPaz'dir (Belouchi vd., 1997). Bu proteinlerin
plazma membraninda bulundugu ve sitoplazmadan
toksik metallerin uzaklastiriimasinda pompalar
olarak fonksiyon gordiugl veya cesitli hiicre igi
membranlarda bulunabildigi ve agir metallerin
kompartimanlasmasindan sorumlu olabilecegi ileri
strtlmastar (Yang vd., 2005).

Nramp gen ailesi, demir tasinimina aracilk
eden integral zar proteinini kodlamaktadir
(Belouchi vd., 1997). Bununla birlikte, bitkilerde
toksik metal iyonlarinin tasiniminda Nramp
proteininin fonksiyonu tam olarak agiklanmamistir.
Divalent metal iyonlarinin tasinimi ile iliskili Nramp
proteinini kodlayan genlerin homologlari piring
bitkilerinde teshis edilmistir (Belouchi vd., 1997).
Nramp genine homoloji gosteren iki Arabidopsis
geni teshis edilmistir (Alonso vd., 1999). Tutln
bitkilerinde
(TcNramp3)

hassasiyetine

Thlaspi  caerulescens Nramp3

geninin asiri  ekspresyonunun Cd

neden oldugu ve TcNramp3
tasiyicisinin bitkilerde katyon homeostazisinde rol
oynadig ileri suridlmustir (Wei vd., 2009). Benzer
AtNrampl, AtNramp3,

AtNramp6 taslyicilarini eksprese eden mayada ve

olarak, AtNramp4 ve

AtNramp3, AtNramp4 ve AtNramp6 genlerini asiri
eksprese eden Arabidopsis bitkilerinde asiri Cd
hassasiyetinin goruldigu belirtilmistir (Thomine
vd., 2000; Lanquar vd., 2004; Cailliatte vd., 2009).
Bununla birlikte, A. thaliana bitkilerinde AtNramp3
ve AtNramp4 genlerinin inaktivasyonunun asiri Cd
ve Zn hassasiyetine neden oldugu bildirilmistir
(Oomen vd., 2008).
Elektrokimyasal gradiyente karsi  metal
iyonlarinin ATP hidrolizi ile tasinmasi 6nemlidir.
Arabidopsis ve Oryza sativa bitkileri sekiz HMA (agir
metal ATPaz) genine sahip olup (Baxter vd., 2003);
agir metal tasiyict ATPaz4 (HMA4) olarak da
adlandirilan Pyg-tip ATPaz’lar metal transportunda
onemli  bir rol oynamaktadir. Arabidopsis
bitkilerinde yapilan genom analizleri, HMA’larin bir
grubu olan HMA1-4’ln Zn, Co, Cd ve Pb tasinimi ve
diger grubu olan HMAS5-8’in
tasinimindan sorumlu oldugunu gostermistir.
Bununla birlikte, Arabidopsis bitkilerinde HMA4

tastyicilarinin  Zn homeostazisi ve Cd detoksi-

ise Cu ve Ag

fikasyonu ile bu metallerin kokten govdeye
translokasyonunda rol aldigi bildirilmistir (Mills vd.,
2005; Hussain vd., 2004; Verret vd., 2005; Courbot
vd., 2007).

Bitkilerde ABC tasiyicilari arasinda sadece
AtMRP3 (Bovet vd., 2003) ve AtATM3 (Kim vd.,
2006) tasiyicilarinin Cd transportunda fonksiyon
gordGgl ileri slrllmustir. Mitokondriyal ABC
tasiyici AtATM3’ln Arabidopsis bitkilerinde Cd ve
Pb toleransinda artisa neden oldugu bildirilmistir
(Kim vd., 2006). Demir, Zn, Mn ve Cd iyonlarinin
tasiniminda rol oynayan ZIP gen ailesine ait birgok
ZNT1
hiperaklimlator Thlaspi caerulescens bitkilerinde
teshis edilmistir (Pence vd., 2000). Yang vd. (2005),

Thlaspi caerulescens bitkilerinde metal

gen ve ZIP gen homologu olan

birikim
kapasitesi ve ZIP protein ailesine ait proteinlerin
asiri birikimi arasinda bir korelasyonun oldugunu
stresi altinda,

bildirmislerdir.  Zn kosullar

hiperakiimilatéor olmayan T. arvense akses-
yonlarina goére T. caerulescens aksesyonlarinin
koklerinde iki ZIP cDNA’sinin (ZNT1 ve ZNT2)
onemli dizeyde daha yiksek seviyede eksprese
oldugu bildirilmistir (Pence vd., 2000, Assuncdo vd.,

2001). Ayrica ZNT1, ZNT5 ve MTP1 genlerinin
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hiicresel ekspresyonlarindaki Cd-tesvikli degisim-
lerin Cd toksisitesine T. caerulescens bitkilerinin
uyumu ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (Kiipper ve
Kochian, 2010).

Hiperakiimulator bitkilerin koklerinde metal
baglayici ligandlar olarak fonksiyon gorebilen birgok
kiiclik organik molekil bulunmaktadir (Rascio ve
2011).
yonunda histidin ve nikotinamin gibi

Navari-lzzo, Agir metal hiperakiimilas-
bivalent
katyonlarla kararli kompleksler olusturan amino
asitler fonksiyon goérmektedir. Serbest histidinin
(His) Ni hiperakiimiilasyonunda fonksiyon goren
onemli bir ligand oldugu bildirilmistir (Callahan vd.,
2006). Nikel hiperakiimulatora Alyssum lesbiacum
koklerinde TP-PRT1 geninin (histidin biyosentez
yolunun ilk basamaginda fonksiyon géren ATP-
fosforibozil transferaz enzimini kodlayan gen) asiri
ekspresyonunun His konsantrasyonunu arttirdig
bildirilmistir (Kerkeb ve Kramer, 2003; Ingle vd.,
2005). Farkh Ni hiperakiimilatori Thlaspi tiirlerinin
koklerinde histidinin yiiksek seviyelerde bulunmasi,
bu amino asidin diger hiperakiimilator bitkilerde
de ayni fizyolojik yolda fonksiyon gorebilecegini
gostermektedir (Assungdo vd., 2003).

MATE (Multidrug And Toxin Efflux) protein
ailesi, hiperakiimdilator bitkilerde agir metallerin
translokasyonunda aktif olarak fonksiyon goren
diger bir membran proteinidir. Bu protein ailesinin
toksik bilesikleri
metabolitlerin sitosolden hiicre disina ¢ikartiimasi

bazi Uyeleri, veya sekonder
veya vakuollerde alikonulmasinda rol alan katyon
antiportirlari olarak fonksiyon gordukleri
bildirilmistir (Delhaize vd., 2007). MATE protein
ailesinin bir Uyesi olan FDR3 kok dokularinda
sitratin vaskular dokulara salinmasinda fonksiyon
gormektedir. FDR3 geninin Thlaspi caerulescens ve
Arabidopsis halleri kdklerinde yapisal olarak asiri
eksprese edildigi bildirilmistir (Talke vd., 2006; van
de Mortel vd., 2006). Perisikl plazma membraninda
lokalize olmus FDR3 proteinin Fe tasinimi igin
gerekli  bir ligand olan sitratin  ksileme
salgilanmasinda fonksiyon goérdigla bildirilmistir
(Durret vd., 2007). birlikte,

akiimilator bitkilerde bu genin asiri eksprese

Bununla hiper-

olmasi FDR3 proteininin Zn gibi diger metallerin de
translokasyonunda bir rol oynayabilecegini ileri

sirmektedir (Kramer vd., 2007).

4, Metal Toleransi Mekanizmasi

Bir bitkinin herhangi bir agir metale olan tolerans
mekanizmasinin anlasilmasi, kirlenmis alanlarin
fitoremediasyonu igin uygun bitkilerin gelistirilmesi
icin oldukca onemlidir. Bitkilerde agir metal
toleransi birbiriyle iliskili fizyolojik ve molekiler
mekanizmalar tarafindan belirlenmektedir. Toksik
toksik

elementlerin bitki disinda tutulmasi (exclusion)

metallerin artan seviyelerine tolerans,
veya metabolik toleranstan kaynaklanmaktadir
(Singh vd., 2003).

Detoksifikasyon ve i¢sel alikoyma, toprak st
fitotoksik  etki

gostermeksizin ylksek miktarlarda agir metalleri

organlarinda  herhangi  bir
biriktirebilen hiperakiimulator bitkiler icin 6nemli
bir 6zelliktir. Hiperaklimulator bitkilerin toprak Gsti
alikoyma

organlarinda  detoksifikasyon  ve

mekanizmalari genel olarak agir metallerin
ligandlar ile kompleks olusturulmasini veya agir
metallerin metabolik olarak aktif sitoplazmadan
vakuol ve hicre duvari gibi inaktif bolgelere
tasinimini kapsamaktadir (Rascioa ve Navari-lzzo,
2011).

olmayan bitkiler arasinda yapilan karsilastirmal

Hiperakiimilator ve hiperakiimulator

transkriptom analizleri icsel alikoyma
mekanizmasinin, en azindan tonoplast ve/veya
plazma membranindan agir metallerin tasinimini
proteinleri  kodlayan

saglayan genlerin  asiri

ekspresyonuna bagli oldugunu gostermistir.

4.1. Agir Metallerin Vakuolde Alikonulmasi

Bitkilerde vakuol genellikle metal iyonlari icin ana
depo bolgesi olarak kabul edilmekte ve fitoselatin
(PC)-metal

lanmaktadir

kompleksleri  vakuollere
(Salt wvd., 1995).
protoplastlari, Cd ile muamele edildiklerinde Cd ve

pompa-
Tatin  mezofil
PC'lerin biylk bir cogunlugunun vakuolde biriktigi
belirtilmistir (Tong vd., 2004). Vakuolde metal
iyonlarinin  kompartimanlastirilmasi bazi hiper-
akimulator bitkilerde tolerans mekanizmasinin bir
parcasini olusturmaktadir (Tong vd., 2004). ABC-tip
taslyici protein ailesinin bir (yesi olan vakuolar

membran proteinini (HMT1) kodlayan hmt1 geni
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yiksek molekiler agirhikh PC-Cd komplekslerini
olusturamayan mutant S. pombe’den izole

edilmigtir (Ortiz vd., 1992). Ortiz vd. (1995), HMT1

proteinin  dusik  molekiler agirhkli  PC-Cd
komplekslerinin ATP’ye bagimh olarak sitosolden
vakuollere tasinimina aracihk ettigini
bildirmislerdir. PC-Cd kompleksinin  tasinimi,

vakuolar-ATPaz inhibitoleri tarafindan engellen-
medigi i¢cin bu tasinimin pH gradiyentinden
bagimsiz oldugu belirtilmistir. Benzer olarak, PC'ler
ve PC-Cd komplekslerinin tasinimi icin HMT1’in ATP
bagimli  ve proton gradiyentinden bagimsiz
aktivitesi yulaf koklerinde de belirlenmistir (Salt ve
Rauser, 1995). Diger taraftan, abccl abcc2 cift
mutantina sahip Arabidopsis bitkilerinin As stresine
asiri hassas oldugu ve yabani tip bitkilere gére PC-
As komplekslerini daha az oranda vakuole aldig
bildirilmistir (Song vd., 2010). ilgin¢ olarak, ABCC1
ve ABCC2
komplekslerini vakuole tasiyan ABC tasiyicilari
olarak tanimlanmistir (Liu vd., 2001; Rea, 2007).

Katyon difiizyon kolaylastirict (CDF) protein

tastyicilar glutatyon-konjugat

ailesinin iyesi olan metal tolerans proteinleri
(MTP’ler), Zn, Mn, Fe, Ni, Cd ve Co gibi metal
iyonlarinin  sitoplazmadan hiicre disina veya
vakuole tasinnminda  fonksiyon  gdrmektedir
(Montanini vd., 2007). Bitkilerde teshis edilen ilk
MTP geni Arabidopsis thaliana bitkilerinden izole
edilen AtMTP1 genidir (van der Zaal vd., 1999).
AtMTP1 geninin tim organlarda teshis edildigi,
keza Zn uygulamasindan etkilenmedigi bildirilmistir
(van der Zaal vd., 1999; Kobae vd., 2004). Diger
taraftan, AtMTP1 geni transfer edilmis transjenik
bitkilerin koklerinde Zn konsantrasyonunun ve
toleransinin arttig1 ve bu gen susturulmus bitkilerin
asiri  Zn gosterdigi  bildirilmistir
2005).  AtMTP1

geni, bir Zn

hassasiyeti
(Desbrosses-Fonrouge  vd.,
AhMTP1
hiperakiimilatorii  olan  Arabidopsis  halleri
bitkisinde teshis edilmistir (Drager vd., 2004). Diger
bir MTP geni metal
goesingense bitkilerinden

homologu  olan

hiperakiimilatort  Thlaspi
izole edilen TgMTP1
genidir. T. goesingense bitkilerinde vakuolar metal-
(TgeMTP1)
ekspresyonunun goévde vakuollerinde Ni iyonlarinin

iyon taslyicisinin yuksek seviyedeki

birikimini arttirdigi bildirilmistir. Bununla birlikte,

Thlaspi goesingense membran MTP proteinini asiri
eksprese eden mayada Cd, Co, Ni ve Zn iyonlarina
toleransin arttigi bildirilmistir (Persans vd., 2001).
Bitki hicrelerinde, glutatyon (GSH) ve PC'ler
PC-metal
tonoplastta bulunan bir ABC-tip taslyici protein
tarafindan vakuole alinmaktadir (Lu vd., 1997). Cd-
fitoselatin kompleksleri konsantrasyon gradiyen-

tarafindan olusturulan kompleksleri

tine zit yonde spesifik tasiyicilar ile tonoplasttan

tasinmakta ve tonoplast vezikilleri iginde
birikmektedir 1995).

multidrug direng proteinleri (MRP), PC-Cd veya

(Salt ve Rauser Ayrica,
GSH-Cd komplekslerinin tonoplasttan gecisinde
1998).
Antosiyaninler de agir metallere baglanabilmekte

fonksiyon  gérmektedir (Rea  vd,,
(Pilon-Smits ve Pilon 2002) ve agir metallerin
alikonulmasinda rol oynayabilmektedirler. Bugiline
kadar, metal toleransi ile iliskili vakuolar tasiyici ve
kanallarin en iyi karakterize edileni Saccharomyces
cerevisiae’den izole edilen YCF1 (maya kadmiyum
faktor 1)’dir. Transjenik Brassica juncea bitkilerinde
YCF1 geninin asiri ekspresyonunun Cd ve Pb
birikimi ve toleransinda artisa neden oldugu
bildirilmistir (Bhuiyan vd., 2011). Bu gibi vakuolar
tastyici proteinlerin asiri ekspresyonu, glivenli
hicresel bolgelerde agir metalleri biriktirebilme
bitkilerin  Uretilmesinde

yetenegi  arttinilmis

kullanilabilir.

4.2, Agir Metal Baglayici Ligandlar

Agir metaller hiicre-ici olarak fitoselatinler (PC'ler)
veya metallotiyoneinler (MT’ler) gibi ligandlarla
kompleksler olusturabilmektedir.

4.2.1. Fitoselatinler

Fitoselatinler (PC’ler) genel yapisi (y-Glu-Cys),-Gly
olan ve sisteince zengin kiglik polipeptitlerdir
(Cobbet, 2000). Bu peptitler, bircok metali metal-
tiyolat kompleksleri seklinde alikoyabilmekte ve
agir metal detoksifikasyonunda o6nemli rol
oynamaktadir (Cobbett ve Goldsbrough, 2002;
Clemens, 2006). Gen Urlnleri olan MT’lerin aksine
PC'ler, PC sentaz enziminin fonksiyon gordiigi bir
transpeptidasyon reaksiyonuyla glutatyondan (y-
GSH) olarak

glutamilsisteinilglisin, enzimatik
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sentezlenmektedir (Pal ve Rai, 2010). Glu-Cys
birimlerinin sayisina bagl olarak PC’ler PC,, PG,
PC,, PCs ve PCg olarak siniflandiriimaktadir (Rauser,
1995). PC'lerin
Uretimini tesvik etmektedir (Ramos vd., 2007;
Mendoza-Cozatl vd., 2008). Bitki dokularinda PC
Uretiminin agir metal birikimi ile pozitif korelasyon

Bitkilerde agir metal birikimi

gostermesi PC’lerin agir metal stresi tarafindan
tesvik edildigini gostermektedir. Iglesia-Turino vd.
(2006), Hg stresine maruz birakilan Brassica napus
bitkilerinde Hg birikiminin PC, konsantrasyonu ile
kuvvetli bir sekilde iliskili oldugunu belirtmislerdir.
Fitoselatin sentezi metal tlriine bagli olarak farkhlik
gosterebilmektedir. Vestergaard vd. (2008), Mg*?,
Mn*?, Ca™ ve Na' uygulamalarinin PC sentezini
karsin Cd”? ve Zn"
uygulamalarinin PC {retimine neden oldugunu
bildirmislerdir. Benzer olarak, Zhang vd. (2008),
Sedum alfredii bitkilerinde Cd ve Pb stresinin PC
Uretimini arttirdigini, buna karsin Zn stresinin etki

etkilemedigini, buna

gostermedigini belirtmislerdir.

Bitkilerde glutatyon (GSH) y-glutamil-cis sentaz
(y-ECS) ve glutatyon sentetaz (GS) tarafindan
kataliz edilen iki basamakli bir reaksiyonla
sisteinden sentezlenmektedir. y-glutamil-cis sentaz
aktivitesi sisteinin kullanilabilirligine baghdir ve
glutatyon tarafindan geri-bildirim regilasyonu ile
kontrol edilmektedir (Mejare ve Bullow, 2001). Bu
enzimi kodlayan gen Arabidopsis thaliana ve
Triticum aestivum gibi bitkilerde teshis edilmistir
1999). Bakteriyel y-ECS ve GS
genlerini asiri eksprese eden Brassica juncea
bitkilerinde yiksek oranda GSH ve PC’lerin biriktigi

ve Cd toleransi ve birikiminde artisa neden oldugu

(Clemens vd.,

bildirilmistir (Reisinger vd., 2008). Benzer olarak,
Arabidopsis thaliana bitkilerinde y-ECS veya GS
genlerinin asiri ekspresyonunun yabani tip bitkilere
gore daha yliksek seviyede GSH, PC,, PC; ve PC,
birikimine ve Hg ve As toleransinda artisa neden
oldugu bildirilmistir (Li vd., 2006). Diger taraftan,
Brassica juncea bitkilerinde PC sentazin asir
GSH ve PC
birikimine neden olarak As, Cd ve Zn toleransinin

ekspresyonunun yiksek oranda

artmasina neden oldugu bildirilmistir (Gasic ve
Korban, 2007). Clemens vd. (1999), yabani tip
mayalarda Cd toleransinda artisa neden olan bir

bugday cDNA’sI (TaPCS1) teshis etmislerdir. Vakuol
eksik mutantlarda AtPCS1 ve TaPCS1 proteinlerinin
toleransa neden olmasi, PC'lerin sitosolde lokalize
oldugunu ve tolerans mekanizmasinda 6nemli rol
Gisbert vd. (2003),
titln bitkilerde bugday TaPCS1 geninin asiri

oynadigini  gostermektedir.

ekspresyonunun Pb ve Cd stresine toleransi biyik
Olclde arttirdigini ve yabani tip bitkilere gore kok
%160
bildirmistir. Kursun iceren toprakta (1.572 mg/kg)

bliyiimesinde artisa neden oldugunu

blyitllen transjenik fidelerin yabani tip fidelere
gore iki kat daha fazla Pb ve Cd biriktirdigi
belirtilmistir.  Agir metal detoksifikasyonunda
yiksek PC seviyelerinin pozitif bir roliinin oldugu
gosterilmis  olmasina ragmen, A. thaliana
kodlayan AtPCS1

geninin ekspresyonunun Cd hassasiyetine neden

bitkilerinde asirn PC sentazi
oldugu bildirilmistir (Lee vd., 2003). Benzer olarak,
bitkilerinde  AtPCS1
ekspresyonunun Cd hassasiyetine neden oldugu
belirtilmistir (Wojas vd., 2008). Lee vd. (2003), Cd
hassasiyetinin

tatin geninin asiri

supraoptimal seviyelerdeki fito-
selatinlerin ve glutatyon tiketiminin neden oldugu

toksisiteden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

4.2.2. Metallotiyoneinler

(MT’ler)
agirhkli, sisteince zengin ve metal selasyonu igin

Metallotiyoneinler distik  molekiiler
tiyol gruplarina sahip bir grup metal baglayic
proteindir. Sistein kalintilarinin sayisi ve dizen-
lenisine bagh olarak tim bitki MT’leri sinif 1I'ye
aittir ve amino asit sekanslarina gére dort farkli tipe
ayrilmaktadir (Cobbett ve Goldsbrough, 2002).
Ekspresyon analizleri tip 1 MTlerin genel olarak
koklerde (Hudspeth vd., 1996), tip 2 MTlerin
cogunlukla yapraklarda (Zhou ve Goldsbrough,
1995; Hsieh vd., 1995), tip 3 MT'lerin olgunlasmis
meyveler ve Arabidopsis yapraklarinda (Guo vd.,
2003) ve tip 4 MT’lerin ise sadece gelismekte olan
tohumlarda eksprese oldugunu gostermistir (Chyan
vd.,, 2005). MTlerin metal baglayici 6zellikleri
onlarin metal homeostazisi ve detoksifikasyonunda
Bitkilerde
mikro besin

rol oynayabilecegini
MT’ler
elementlerinin  homeostazisinin surdirtlmesinde

gostermektedir.
sadece Cu ve Zn gibi

degil, ayni zamanda Cd ve As gibi toksik metallerin
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detoksifikasyonunda da fonksiyon gorebilmektedir
(Lee vd., 2004; Merrifield vd., 2004; Zimeri vd.,
2005). Sucul Azolla filiculoides bitkilerinde tip 2 MT
gen (AzMT2) ekspresyon seviyesinin Cd, Cu, Zn ve
Ni uygulamalarina cevap olarak arttigi bildirilmistir
(Schor-Fumbarov vd., 2005). Wang vd. (2011),
Medicago sativa bitkilerinde MsMT2a geninin
kontrol ve Cd uygulamalarinda, MsMT2b geninin
ise sadece Cd uygulamalarinda eksprese oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica, MT lerinin oksidatif stresten
bitkileri koruyucu 6zelliklere de sahip olduguna dair
kanitlar bulunmaktadir (Akashi vd., 2004; Brkljacic
vd., 2004; Wong vd., 2004). Pamuk GhMT3a genini
asiri eksprese eden transjenik titln bitkilerinde
abiyotik stres kosullarina karsi toleransin arttigi ve
GhMT3a
temizlenmesinde fonksiyon gorebildigi bildirilmistir
(Xue vd., 2009).

Metal selatorlerinin sentezi ile iliskili genlerin

proteininin reaktif oksijen tlrlerinin

asirl ekspresyonu metal aliniminin artmasina veya
azalmasina, metallerin translokasyonuna ve/veya
alikonulmasina neden olabilmektedir (Cherian ve
Oliveira, 2005). Ornegin, metallicolous (bir agir
metali normal konsantrasyonun Uzerinde iceren
topraklarda bilylmeye adapte olmus populasyon,
tir ya da aksesyon) olmayan bitkilere gore
metallicolous bitkilerde MT2b ortologlarinin (farkh
turlerde bulunan benzer islevli proteini kodlayan
genler) asiri  eksprese oldugu gosterilmistir
(Mengoni vd., 2003; van de Mortel vd., 2006; Jack
vd., 2007; Hassinen vd., 2009). Brassica oleracea
bitkilerinde  bir MT (CuP1) asin
ekspresyonunun 16 kat daha fazla Cd toleransina

geninin

neden oldugu belirtilmistir (Hesegawa vd., 1997).
Benzer olarak, bezelye MT genini asiri eksprese
eden Arabidopsis thaliana bitkisinde Cu birikiminin
arttigi bildirilmistir (Pan vd., 1994). Transjenik titilin
bitkilerinde AtMT2b ve AtHMA4 genlerinin birlikte
ekspresyonunun Cd toleransini ve govde dokusuna
Cd ve Zn translokasyonunu arttirdigi bildirilmistir

transjenik tdtin hatlarinda As birikiminin  kdk
dokusunda azaldigl, gbévde de ise arttigl ve yabani
tip bitkilere gbére As toleransinin azaldig
bildirilmistir (Grispen vd., 2009). Metallotiyonein-
metal komplekslerinin glutatyonlanabildigi
(Brouwer vd., 1993), bu kompleksin uzun sireli
alikkonma icin  vakuollere tasinabildigi ileri
strGlmastir (Jabeen vd., 2009). Bununla birlikte,
celtik
bitkilerinde kuraklik toleransinin arttigi bildirilmistir
2009). Yiksek

aliiminyum gibi diger stres kosullarinin MT’lere ait

OsMT1a genini asirt  eksprese eden

(Yang wvd,, sicaklik stresi ve
genlerin ekspresyonunu tesvik ettigi icin genel bir
stres cevabi olarak eksprese olduklari ileri

strGlmastiir (Cobbett ve Golsbrough, 2002).

5. Fitoremediasyon igin Bitkilerin Gelistirilmesi

Bitkilerin agir metalleri biriktirebilme kapasiteleri
genetik dizenlemeler veya selatlama stratejileri ile
arttirilabilmektedir.

5.1. Genetik Stratejiler

bitkilerin
alanlarin temizlenmesinde bu bitkilerin genetik bir

Hiperakiimilator teshisi,  kirlenmis

potansiyele sahip oldugunu gostermistir.
Hiperakiimilator bitkilerin klglk boyutlara ve
distik blyime oranlarina sahip olmalari,
fitoremediasyon potansiyelini olumsuz etkilemekte
ve mekanik hasat gibi tarimsal uygulamalari
sinirlamaktadir (Tong vd., 2004). Bu dezavantajlarin
Ustesinden gelebilmek icin yavas blylyen ve distk
biyokutleli bitkilerden yiiksek biyokutleli gesitlerin
gelistirilmesi temelinde klasik islah yontemleri
kullanilmaktadir (Li vd., 2004). Diger bir yaklasim
ise bitkilerin agir metalleri selatlayarak ile
sitoplazmada detoksifiye etme, toksik iyonlarin
daha az toksik formlara dontstirme ya da
kompartimanlastirma kapasitelerinin arttirilmasini

hedeflemektedir. Arabidopsis genom projesinin

(Grispen vd., 2011). Kloroplastik mt1 genini asin  tamamlanmasini takiben bircok diger bitkinin
eksprese eden tltun bitkilerinde Hg toleransinin genom taramasi ile agir metal homeostazisi ve
arttigl ve herhangi bir olumsuz etki olmaksizin bitki birikimi ile iliskili olan bir dizi genin teshisi
dokularinda daha fazla seviyede Hg biriktigi saglanmistir  (Dhankher vd., 2002). iyonomik
bildirilmistir (Ruiz vd., 2011). Diger taraftan,  taramalar degisken element igerikli mutantlarin
Arabidopsis  AtMT2b  genini  eksprese eden  teshis edilmesi icin A. thaliana mutant

9
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populasyonlarinda vyapilan multi-element profil-
lemeyi iceren fitoremediasyon iliskili arastirmalarda
baslamistir (Lahner vd., 2003; Salt, 2004). Metal

alinimi, tasinimi  ve birikiminin  genetik ve

biyokimyasinin anlasiimasi fitoremediasyon

bitkilerin
gelistiriilmesine neden olabilmektedir (Salt ve
Kramer, 2000; Baker vd., 2000). Metal biriktirici
bitkilerin gelistirilmesi icin gerekli strateji Sekil 1'de

kapasitesi ylksek transjenik

verilmistir (Karenlampi vd., 2000).

Metal biriktirici bitkilerin belirlenmesi

l

Dusuk ve yuksek metal konsantrasyonlarinda bitki tirlerinin test edilmesi
veya
Toleransli turlerin toleransl olmayan yakin akraba tirlerle karsilastiriimasi

l

Tolerans geninin izolasyonu ve klonlanmasi

l

Maya/prokaryotik sistemlerde gen urintnun karakterizasyonu

l

ilgili genin hedef bitkiye aktarimi

|

Ustiin fitoremediasyon yetenegine sahip bitki

Sekil 1. Fitoremediasyon yetenegine sahip bitkilerin elde edilme stratejisi (Karenlampi vd., 2000’den

degistirilerek).

Bitkilerde esensiyal metallerin plazma veya
organel membranlarindan primer veya sekonder
aktif tasiyicilar ile tasinimi metal homeostazisinde
bitkilerinde,
NtCBP4
(kalmodulin baglayici protein) taslyicisinin asiri

onemli rol oynamaktadir. Titin

plazma membranina lokalize olmus
ekspresyonunun Pb alinimini ve gévde dokularina
translokasyonunu arttirdigi bildirilmistir (Arazi vd.,
1999). A. thaliana metal iyonu/H" antiportirlari olan
CAX2 ve CAX4’G asin Ureten transjenik titlin
bitkilerinin etkin sekilde Cd, Zn ve Mn metallerini
detoksifiye edebildikleri belirtilmistir (Hirschi vd.,
2000; Korenkov vd., 2007).

Bitkilerdeki

glutatyon (GSH), sadece PC’lerin dncusi degil ayni

konsantrasyonu 2-3 mM olan

zamanda agir metal cevabinda rol alan diger
mekanizmalarin 6nemli bir bilesenidir (Noctor vd.,
2002). Bir olarak GSH

hiicrelerde tarafindan

antioksidant molekdl

agir metal iyonlari

olusturulan reaktif oksijen tiirlerinin direkt olarak

temizlenmesinde fonksiyon gormekte

(Schitzendibel ve Polle, 2002) ve metabolizma,

sinyal iletimi ve gen ekspresyonu icin redoks

homeostazisinin  sirdirilmesi  icin  askorbat-

glutatyon dongusiinde indirgeyici esdeger glic
saglamaktadir (Foyer ve Noctor, 2005). Agir metal
hiperakiimtlatort Thlaspi goesigense bitkilerinde
GSH’un asiri Gretiminin Cd ve Ni tarafindan
olusturulan oksidatif strese karsi toleransi arttirdigi
bildirilmistir  (Boominathan 2003;
Freeman ve Salt, 2007). Ccd

hiperaklimulatort S. alfredii bitkilerinin kirlenmis

ve Doran,

Bununla birlikte,

alanlara adaptasyonunun PC’lerden ziyade asir
GSH dretimine bagh oldugu belirtilmistir (Sun vd.,
2007). GSH ve PC sentezi ile iliskili enzimlerin
modifikasyonu ve asiri ekspresyonu agir metal
toleransinin  ve  dolayisiyla  fitoremediasyon
potansiyellerinin arttirilmasi icin iyi bir yaklasim
olabilmektedir. Maya GSH1 ve Allium sativum
AsPCS1 genlerini asiri eksprese eden A. thaliana
bitkilerinin daha yiksek seviyede arsenit ve arsenat
toleransi ve birikimi gosterdigi belirtilmistir (Guo
vd., 2008). Zhu vd., (1999), E. coli y-ECS ve GS
genlerini asirt eksprese eden Brassica juncea
bitkilerinin yabani tip bitkilere gére daha fazla Cd
biriktirdigini bildirmistir.
Hiperakiimilasyonun genetik
iliskili etkin
kapasitesine sahip transjenik bitkilerin gelistirilme-

temelleriyle

kapsamh  bilgi, fitoremediasyon
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sinde olduk¢ca o6nemlidir. metal
bitkilerde

lokasyonu, birikimi ve toleransi mekanizmalarinin

Dogal hiper-

akumulatori metal alinimi, trans-

kritik analizleri metal baglayici protein veya
peptitlerin sentezinden sorumlu genlerin teshisine
yardim edecektir. Metallotiyoneinleri ve PC sentezi
enzimleri

ile iliskili kodlayan genlerin teshisi,

fitoremediasyonun  molekiler mekanizmasinin
aydinlatiimasinda ilk basamagi olusturmaktadir.
Transjenik Nicotiana tabaccum, Brassica oleracea
ve Arabidopsis thaliana bitkilerinde fare MT-1,
insan hMT-1A ve hMT-II genlerinin ekspresyonunun
Cd toleransini arttirdigl, buna karsin gdvde
dokularindaki birikiminde %20 ila 70
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Eapen ve
D'Souza, 2005; Cherian ve Oliveira, 2005). HisCUP1

genini asiri eksprese eden titin bitkilerinde Cd igin

metal

fitoekstraksiyon potansiyelinin arttigi belirtilmistir
(Macek vd., 2002; Pavlikova vd., 2004). A. thaliana
TaPCS1
govde dokularina Cd

koklerinde  bugday geninin  asiri

ekspresyonunun trans-
lokasyonunu arttirdigl ve yabani tip bitkilere gore
kok dokularinda metal birikimini azalttig rapor
(Gong vd., 2003).

Nicotiana glaucum bitkilerinde TaPCS1 geninin asiri

edilmigtir Bununla birlikte,

ekspresyonunun Pb ve Cd toleransini (Gisbert vd.,
2003) ve govde dokusunda Cu, Zn, Pb ve Cd

birikimini ~ (Martinez  vd., 2006) arttirdig
bildirilmistir. Zit olarak, A. thaliana bitkilerinin
yapraklarinda (Peterson ve Oliver, 2006) ve

kloroplastlarinda (Picault vd., 2006) asiri AtPCS1
Uretiminin sadece Cd toleransini arttirdigi, buna
karsin govde dokusunda metal birikime bir etkisi
birlikte,
bitkilerinde AtPCS1 geninin asiri ekspresyonunun

olmadigl belirtilmistir. Bununla tltln
PC seviyesini 14 kat arttirdigi, kdklerde Cd toleransi
ve birikimini arttirdigl, ancak govde dokusuna
translokasyonu etkilemedigi bildirilmistir (Pomponi
vd., 2006).

Agir metallerin temizlenmesi icin transjenik
bitkilerin
arastirilmasi ve tarla denemeleri fitoremediasyon

gelistirilmesi, mikroorganizmalarin

teknolojisini daha etkili ve wuygulanabilir hale
getirmektedir. Bakteriler birka¢ agir metali daha az
toksik formlara indirgeyebilmektedir (Lovely, 1993).
Gram-negatif bakterilerde civa toleransi civa-iyon

rediktaz (merA) genini iceren bir operon tarafindan

+2,

kodlanmaktadir. MerA enzimi toksik Hg “’yI daha az
toksik civaya (Hg®) donistirmektedir. Rugh vd.
(1996), merA genini iceren transjenik Arabidopsis
thaliana fidelerinin kontrol fidelerine goére 2-3 kat
daha fazla Hg® trettiklerini bildirmislerdir. Bununla
birlikte,
fikasyonu icin bitki potansiyelini arttirabilmektedir
(Bizily vd., 2003). A. thaliana (Yang vd., 2003), N.
tabacum (Ruiz vd., 2003), Oryza sativa (Heaton vd.,
2003), Spartia alterniflora (Czaké vd., 2006) ve
Populus deltoides (Lyyra vd., 2007) gibi bitki

turlerinde merA, merB veya her iki genin birlikte

metilciva liyaz organik civa detoksi-

asiri ekspresyonunun Hg toleransi ile sonuglandigi

+2;

belirtilmistir. Bununla birlikte, Hg“'nin sitoplaz-

maya aktarilmasi ve sonrasinda metalik civaya

indirgenmesini kapsayan bakteriyel Hg direnci,
metal iyonlarint  MerT, MerC veya MerF
tasiyicilarina  kanalize eden periplazmik Hg™-

baglama proteini MerP’ye bagli gerceklesmektedir
(Silver ve Phung, 2005). Bitki hiicre membran-
larinda ve vezikiillerinde lokalize olmus MerP’nin
transjenik A. thaliana bitkilerinde asiri Gretiminin
Hg toleransini ve birikimini arttirdigi bildirilmistir
(Hsieh vd., 2009).

Dhankher vd. (2002), kirlenmis alanlardan
As’in temizlenmesi igin E. coli AsrC geni (arsenat
rediktazi kodlayan) ve E.coli y-ECS genini asiri
eksprese eden transjenik Arabidopsis bitkileri
gelistirmislerdir. Govde ve vyaprak dokusunda
yiksek seviyede eksprese olan AsrC proteini
arsenatin arsenite indirgenmesini katalizlerken, PC
biyosentez yolunun ilk enzimi olan y-ECS bitkilerde
PC havuzunun artisina neden olmaktadir. AsrC ve y-
ECS proteini iceren transjenik bitkilerin yabani tip
bitkilere gore 4-17 kat daha fazla govde taze
agirligina sahip oldugu ve dokularinda 2-3 kat daha
fazla As biriktirdigi bildirilmistir (Dhankher vd.,
2002).
bisculcatus bitkisinden izole edilen selenosistein

Selenyum hiperakiimilatéri Astragalus

metiltransferaz (SMT) genini asiri eksprese eden
transjenik A. thaliana bitkilerinin selenit (Se07) ile
kirlenmis topraklarda yetistirdiklerinde yabani tip
bitkilere gore 8 kat daha fazla Se biriktirdikleri
bildirilmistir (Ellis vd., 2004). Transjenik B. juncea
bitkilerinde Se toleransi, birikimi ve volatizasyon
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kapasitesinin  arttirilmasi  icin  SMT  geninin

kullanimi,  tarimsal  gereksinimler icin  bir

hiperakiimilator geni ile modifiye edilen ilk bitki

ornegini temsil etmektedir (LeDuc vd., 2006;
Bafiuelos vd., 2007).
Metal homeostazisi ile iliskili genlerin

karakterizasyonu ile bu genlerin fonksiyonlari ve

fitoremediasyonda kullanilabilme potansiyelleri
hakkinda onemli bilgiler saglanmistir (Song vd.,
2004). A. thaliana’da yiksek afiniteli demir alim
sistemi (/RT1) (Connolly vd., 2002; Vert vd., 2002;
Verret vd., 2003) ve koklerden gévdeye Zn*? ve Cu*
tasiniminda fonksiyon goéren iki Pis-tip Zn"/Cu**-
ATPaz'lar (HMA2 ve HMA4) (Eren & Arguello, 2004,
Hussein vd., 2004; Papoyan ve Kochian, 2004;
Verret vd., 2004) bu genlerden en 6nemlileridir.
Kursun akimulatérid B. juncea ve Zn ve Ni
olarak bilinen

hiperakiimulatori Thlaspi

caerulescens arasinda vyapilan somatik hiicre
hibridlerinin Pb, Ni ve Zn stresine artan tolerans
gosterdigi ve yiksek oranda Pb’u fitoekstrakte
ettigi rapor edilmistir (Gleba vd., 1999; Dushenkov
vd., 2002). Boylece, ylksek ve disuk biyokitleli
metal hiperakiimilatoér bitkiler arasinda yapilan
somatik hiicre hibridizasyonu, yiiksek biyokatleli ve
hiperakiimiilasyon kapasitesine sahip hibridlerin

gelistiriimesine olanak saglayabilmektedir.

5.2. Selat-Temelli Stratejiler

Kirlenmis alanlarda agir metalleri yiksek oranlarda
biriktirebilen bitkilerin
gelistirilmesi etkinligini

ve vylksek biyokitleli
fitoremediasyonun
belirleyen bir faktordir. Herhangi bir Griin kaybi
olmaksizin yiiksek biyokdtleli bitkilerde agir metal
birikiminin arttirilmasi fitoremediasyon gelisiminde
en uygun strateji olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Hiperakimilator olmayan bitkilerde metal alinim
kapasitesinin ve alim hizinin arttirlmasi igin
selatlayici ajanlarin kullanilabilecegi belirtilmistir.
Etilen (EDTA) gibi
aminopolikarboksilik (APCA’lar)

denemelerinde

diamin tetraasetik asit

asitler bircok
fitoekstraksiyon kullanilmistir.
Etilen diamin distiksinat (EDDS) ve nitrilo triasetik
asit (NTA) gibi biyolojik olarak degrade edilebilen
APCA’lar EDTA ve diger kalici APCA’lara alternatif
kullanilmaktadir.  Sentetik

olarak selatorlerin

kullanimi bircok agir metalin alinimi ve koklerden
govde translokasyonunu arttirmakta ve boylelikle
metallerin fitoekstraksiyonunu kolaylastirmaktadir
(Meers vd., 2008; Luo vd., 2008; Petra vd., 2009;
Zaier vd., 2010). Bununla birlikte, bircok ¢alismada
disik molekiler agirlikli organik asitler agir metal
alinimini arttirmada kullanilmistir (Evangelou vd.,
2007). Bu selatorler birgok farkli agir metal icin
kuvvetli bir afinite géstermekte (Meers vd., 2005;
Lotte vd., 2007) ve olusan agir metal-selator
kompleksleri koklerden govde dokusuna kolaylikla
transloke olabilmektedir (Wenger vd., 2003; Tandy
vd., 2006). Boylelikle, selatorler agir metallerin
alinimi ve translokasyonunu arttirmakla kalmaz
(Wu vd., 2004; Tandy vd., 2006), ayni zamanda
serbest metal iyonlarinin fotosentetik organlara
zarar vermesini de engellemektedir (Hernandez-
Allica vd., 2003).

Tarimsal alanlarda kullanilan selatlayici ajanlar,
topragin kati fazindan metallerin ayrilmasini
saglayarak veya cokelmis metal iyonlarini daha
¢Ozinir hale getirerek toprak ¢ozeltisi icerisinde
metal iyonlarinin bitkiler tarafindan kullanila-
bilirligini arttirmaktadir (Prasad, 2003). Akiimulatér
olmayan bir bitkide toksik metallerin selator
araciligiyla birikimi selat-destekli hiperakiimilasyon
olarak adlandiriimaktadir (Huang vd., 1997). Selat-
destekli hiper-akiimilasyonda, misir gibi tarimsal
bitkilerin hizla biyimesine izin verecek sekilde
kirlenmis alanlardaki metallerin Onceden
immobilize edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle,
selat-destekli hiperakiimiilasyon bitkilerin toprak
toksik
metallere maruz birakildigi ve bitki blylimesiyle
birlikte

gerceklestigi normal fitoekstraksiyon yonteminden

¢Ozeltisindeki olmayan  seviyelerdeki

kademeli olarak metal birikiminin

farkhlik goster-mektedir. Bununla birlikte, sentetik
selatorlerin  kullanimi agir metallerin  mobilizas-

yonunu arttirmasina karsin  6nemli cevresel
sorunlara neden olabilmektedir (Blaylock vd.,
1997). Wenzel vd. (2003), metal mobilizas-

yonundaki artis sonucu yeralti sularinin kirlenme
riskinden dolayl selat-destekli fitoekstraksiyonun
sinirli etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu
nedenle, selatlayici ajanlar tarafindan mobilize

edilen metaller ile yeralti sularinin kirlenmesinin
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Onlenmesi icin sentetik selatér uygulamasinin
topraktan sizacak suyu toplayabilecek bir sistem ile
birlestiriimesi  gerekmektedir  (Navari-lzzo ve

Quartacci, 2001).

6. Sonug

Fitoremediasyon teknolojisi, agir metallerle
kirlenmis toprak ve su kaynaklarinin iyilestirilmesi
icin kullanilmaktadir. Hiperakiimulator bitkiler, agir
metallerle kirlenmis alanlarin fitoremediasyonu igin
bu bitkilerin potansiyel kullanimlarindan dolayi son
yillarda artan ilgi gormektedir. Bununla birlikte, bu
teknolojinin  kullanimindaki sinirlamalar, teshis
edilen hiperakimilator bitkilerin ¢ogunun hem
diuslik biyokitleye sahip hem de olumsuz cevre
kosullarina adapte olamamasindan kaynaklan-
maktadir. Bu sinirlamalarin Ustesinden gelebilmek
icin bitkilerdeki metal hiperakiimilasyonu ile iligkili
mekanizmalarin iyi sekilde anlasiimasi gerekmek-

tedir.

Metal alinimi, tasinimi ve igsel alikoyma
mekanizmalari ile ilgili bilgilerin elde edilmesi
fitoremediasyon icin transjenik bitkilerin
gelistiriimesine katkida bulunmaktadir. Hiicre
icinde agir metallerin alikonulmasi ile ilgili

proteinlerin (MT’ler, PC’ler ve vakuolar tasiyicilar)
ve subselilar
bilin-
mektedir. Ayrica, artan agir metal birikimi plazma

asiri  Uretiminin  metal birikimi

yapilarda metal depolanmasini arttirdigl
membranlarindaki tasiyicilarin asiri tretimi ile de
saglanabilmektedir. Fitoremediasyon icin aday gen
veya proteinlerin  proteomik ve genomik

sonucunda elde
bitkilerdeki

metabolizmasi ve metallerle kirlenmis alanlarin

teknolojileri ile arastiriimasi

edilecek veriler sayesinde metal

remediasyonu igin yeni bitkilerin gelistiriimesi

onemli olacaktir.
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