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Ozet

Bu ¢aligmada, agir metal igerigi yiiksek sulama suyu ile sulanmus kivircik salata bitkisinin bazi
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal &zelliklerinde meydana gelen degisimi ortaya koymak amaglanmistir.
Kontrollii sera kosullarinda yiiriitiilen ¢alismada tohum ekiminden itibaren 30 giinliik bitkiler ¢esitli dozlarda
agir metallerin karisimini igeren 4 farkli sulama suyu (Kontrol: 0 ppm; I. Karisim: 0.2 ppm Cu + 0.01 ppm Cd +
5 ppm Pb + 2 ppm Zn; II. Karigim: 0.4 ppm Cu + 0.02 ppm Cd + 10 ppm Pb + 4 ppm Zn, III. Karisim: 0.8 ppm
Cu + 0.04 ppm Cd + 20 ppm Pb + 8 ppm Zn) ile sulanmaya baslanmistir. Bitkiler 4 hafta boyunca tarla
kapasitesi diizeyinde sulandiktan sonra bu siirenin sonunda hasat edilerek Ornekler alinmustir. Incelenen
parametreler; yesil aksam ve kok yas agirlig, yesil aksam ve kok kuru agirhigi, govde ve kdok boyu, yaprak alani,
MDA miktari, siiperoksit dismutaz ve glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleri olarak belirlenmistir. I ve II. Karigim
agir metal uygulamalart kivircik salata bitkisinin yesil aksam ve kok yag- kuru agirhgi, govde ve kok boyu,
yaprak alami degerlerinde farklilik olusturmazken, III. Karigim degerlerde diisiislere neden olmustur. MDA
miktar1 ile SOD ve GR enzim aktiviteleri, agir metal uygulamalari ile birlikte bitkilerde artig gostermistir.
Antioksidatif enzim sisteminin agir metal stresine kargt koruma konusunda etkin olabilecegi sonucuna
varilmustir.

Anahtar kelimeler: Kivircik salata (Lactuca sativa var. crispa), Cu, Cd, Pb, Zn

The Effects of Heavy Metal Applications on Some Characteristics of Lettuce (Lactuca sativa var. crispa)
Plants

Abstract

In this study, it was aimed to demonstrate the effect of heavy metal applications on some morphological,
physiological and biochemical characteristics of lettuce. In studies conducted under controlled greenhouse
conditions, lettuce plants subjected to four different levels heavy metal irrigation at 30 days after sowing
(Control: 0 ppm; I. mixture: 0.2 ppm Cu + 0.01 ppm Cd + 5 ppm Pb + 2 ppm Zn; II. mixture: 0.4 ppm Cu + 0.02
ppm Cd + 10 ppm Pb + 4 ppm Zn; III. mixture: 0.8 ppm Cu + 0.04 ppm Cd + 20 ppm Pb + 8 ppm Zn). Four
weeks after at heavy metal treatment, young plants were harvested and the shoot fresh and dry weight, root fresh
and dry weight, shoot and root length, and leaf areas, MDA amount, superoxide dismutase (SOD) and
glutathione reductase (GR) activities were determined. The lettuce plants were adversely affected by heavy metal
applications. In parallel to increase the dose, heavy metal mixtures led to a reduction in values of fresh and dry
weight of shoot and root, stem and root length, leaf area. MDA amounts and antioxidative enzyme activities
increased in plants irrigated with water containing a mixture of heavy metal. As the results of study, heavy metal
stress caused decreasing plant growth, and development however increasing membrane damage, and SOD and
GR activities with increasing heavy metal doses. On the other hands, these results indicate that lettuce plants
respond to heavy metal induced oxidative stress by enzymatic defense systems.

Keywords: Lettuce (Lactuca sativa var. crispa), Cu, Cd, Pb, Zn

Giris konumundaki bitkiler {izerinde ¢ok daha
fazladir. Fiziksel oOzellik agisindan agir metal
tanmi, yogunlugu 5 g/cm*’ten daha yiiksek olan
metaller i¢in kullanilmaktadir. Bu grubun igine
kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir,
nikel, civa ve ¢inko olmak lizere 60’tan fazla
metal girmektedir (Stobrawa ve ark., 2008). Bazi
agir metaller bitki beslenmesi icin Snemli
olduklari halde yiiksek konsantrasyonlarda
organizmaya girdikten sonra kolay kolay

Cesitli insan aktiviteleri sonucu iiretilen
gerek sanayi gerekse de sehirsel atiklarin (pil,
akil, termometre, kursun tetraetil gibi benzine
katilan maddeler vs.) iginde bol miktarda
bulunan agir metaller, hem ¢evre kirliligine
neden olmakta hem de insan saghgni ciddi
Olciide  tehdit etmektedirler. Bu  tehdit
ckosistemlerin ~ birinci  derece ireticileri
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atilamazlar. Bu agir metaller bitkide toksik etki
gOstererek  bitkiyi  strese  sokmakta bazi
fizyolojik aktiviteler {izerinde inhibitdr olarak
rol oynamaktadirlar (Fernandes ve Henriques,
1991). Bunlar bakir (Cu), demir (Fe), mangan
(Mn), molibden (Mo), ¢inko (Zn), kobalt (Co)
ve nikel (Ni)’dir. Bununla birlikte kadmiyum
(Cd), krom (Cr), civa (Hg) ve kursun (Pb) gibi
agir metaller de cesitli yollardan tarimsal
ekosisteme  girmektedirler. Agir metallerin
bitkideki zararli etkileri derisimlerine ve
¢oziinebilirliklerine bagli olarak degismekle
birlikte bitki dokularinda asir1 birikimi mineral
beslenme, transpirasyon, fotosentez, enzim
aktivitesi, niikleik asit yapisi,  klorofil
biyosentezi, ¢imlenme gibi canlilikla ilgili gesitli
olaylarda  degisime neden olabilmektedir
(Bergman, 1992; Costa ve Morel, 1994).

Yillik ortalama 172.207 ton iiretim
degeriyle kivircik salata, bolca tiiketilen, mineral
maddeler bakimindan zengin, insanlarin yas
sebze gereksinimini biiyiik dl¢iide karsilayan bir
sebzedir (Anonymous, 2014). Agir metal ile
kirletilmis alanlarda ve agir metal igerikli sularla
kivircik salata yetistiriciliginin giderek artmasi
bitkisel gelisimi olumsuz yonde etkilemekte ve
elde edilen iriinlerin saglik agisindan risk
tasimasina yol agmaktadir.

Bu calismada, kivircik salata bitkilerine
uygulanan agir metal (Cu, Cd, Pb ve Zn) dozu
ve farkli kombinasyonlarinin, bitkilerdeki bazi
morfolojik ve biyokimyasal ozellikler tizerinde
olusturdugu degisiklikler incelenmistir.
Materyal ve Yontem

Arastirma, kontrollii sera kosullarinda
(23-25°C ve %50-55 nispi nem) yuriitilmiis ve
bitkisel materyal olarak kivircik salata (Lactuca
sativa var. crispa) Dbitkisinin orta erkenci
standart  kivirctk  Green  Wave  ¢esidi
kullanilmigtir. Kivircik salata tohumlari, iginde
toprak karigimi (1:1:1= kum: ¢iftlik giibresi: orta
blnyeli toprak) bulunan yaklasik 7.5 L
hacmindeki plastik saksilara ekilmistir. Gelisen
bitkiler 4 hafta boyunca tarla kapasitesi
diizeyinde sulanmustir. Bitkiler 30  giinliik
olduklarinda, agir metal igerikli sulama suyu
uygulamalarina gegilmistir. Uygulamalar; 1)
Kontrol, 2) I. Karigim (0.2 ppm Cu + 0.01 ppm
Cd + 5 ppm Pb + 2 ppm Zn (sulama suyunda
maksimum  izin  verilen iz  element
konsantrasyonlarinin 2 kati: Anonymous, 1985),
3) II. Karisim (0.4 ppm Cu + 0.02 ppm Cd + 10

ppm Pb + 4 ppm Zn), III. Karisim (0.8 ppm Cu
+0.04 ppm Cd + 20 ppm Pb + 8 ppm Zn) olacak
sekilde gerceklestirilmistir. Deneme siiresince
saksilarin tamami tarla kapasitesi diizeyinde
sulanmustir. Sera kosullarinda stres uygulamasi
yapilan bitkilerin 4 hafta boyunca gelisimi
saglandiktan sonra bitkiler hasat edilerek 6l¢iim
ve analizler i¢in Ornek almmustir. Bitki yesil
aksam ve koklerde yas ve kuru agirliklari, kok

ve govde boylar, yaprak alanlar, lipid
peroksidasyonu  ve  antioksidatif = enzim
(stiperoksit  dismutaz, glutatyon rediiktaz)

miktarlarini belirlemek tizere 6lgiim ve analizler
yapilmistir.

Bitkilerde yesil aksam ve kok kisimlar
birbirinden ayrilarak yas ve kuru agirliklari
belirlenmistir. Her genotipten tesadiifi olarak
secilen 4’er bitkinin yesil aksam ve kok
kisimlar1 hassas terazide tartilarak g olarak yas
agirhiklar1  belirlenmis, daha sonra 65°C’de
etiivde 48 saat kurutulduktan sonra kuru
agirliklar: da gram olarak belirlenmistir (Dasgan
ve Kog, 2009; Kusvuran, 2010). Her tekerriirden
alman bitkilerin kdk ve gévde boylart milimetrik
bir cetvel yardimiyla, yaprak alanlar1 ise Licor
LI-3000A  model yaprak alan dlger ile
Ol¢tilmiistiir.

Lipid peroksidasyonunun &lgiimii Lutts ve
ark. (1996) tarafindan anlatilan yontem izlenerek
gerceklestirilmis  ve hiicre zarlarinin  hasar
gormesinin bir ifadesi olan lipid
peroksidasyonunun bir urtind olan
malondialdehit (MDA) miktari, pmol/g taze
agirlik (T.A.) olarak belirlenmistir.

Enzim analizleri i¢in 1 g taze yaprak ve
doku Ornekleri sivi azot igerisinde porselen
havanlarda ezildikten sonra, iginde 0.1 mM Na-
EDTA bulunan 50 mM’lik 10 ml’lik fosfor
tampon ¢ozeltisi (pH:7.6) ile homojenize
edilmis, 15 dk 15000 g’de santrifiij edildikten
sonra dl¢lim yapilincaya kadar +4°C sicaklikta
tutulmustur. Olgiimler Analytik Jena 40 model
spektrofotometrede gergeklestirilmistir. Enzim
Ol¢limiinde son hacimler, tampon ¢ozeltisiyle
tamamlanmistir.  Siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesi NBT’nin (nitro blue tetrazolium
kloridin) 11k altinda O, tarafindan indirgenmesi
yontemine gore; glutatyon rediiktaz (GR)
aktivitesi Cakmak ve Marschner (1992) ve
Cakmak (1994)’e gore 340 nm’de (E=6.2 mM
em”) NADPH'nin oksidasyonu esas alinarak
belirlenmistir.
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Tesadiif parselleri deneme desenine gore
3 tekrarli olarak kurulan denemelerden elde
edilen sayisal degerler varyans analizine tabi
tutulmus, LSD testi yapilmis ve farklilik
dereceleri %5 diizeyinde harflendirme yoluyla
gosterilmistir. Bu amagla MSTAT-C (Freed ve
ark., 1989) paket programindan yararlanilmistir.
Bulgular ve Tartisma

Agir metal stresinin yesil aksam-kok yas
agirliklari, yesil aksam kuru agirhigi, kok-govde
boylar1 ve yaprak alani, MDA miktar1 ve
glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleri tizerine
etkileri istatistiksel bakimimdan 6nemli (p<0.05),
siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi iizerine
etkisi ise dnemsiz bulunmustur (p>0.05).

Agir metal uygulamalarinin kivircik salata
bitkisinin yesil aksam yas agirhik degerleri
iizerine olan etkisi incelediginde; I. ile II
karigimin,  kontrol  bitkileriyle istatistiksel
bakimdan ayni diizeyde olacak sekilde bir
miktar artisa yol actigl, ancak en yiiksek
seviyede agir metal dozlarmi igeren III.
karisimin toksik etki yaratarak yesil aksam yas
agirlik degerlerinde onemli seviyede disiislere
neden oldugu belirlenmistir (59.50, 55.33 ve
55.17 g/bitki) (Sekil 1). En diisiik yesil aksam
yas agirlik degeri ise III. karisim uygulanmis
bitkilerde saptanmistir (43.83 g/bitki). Nitekim
Manivasagaperumal ve ark. (2011), disiik
seviyede bakirin, Rout ve Das (2003) disiik
seviyede ¢inkonun bitkilerde bitki geligimini bir
miktar artirabilecegini ifade ederken; Vaillant ve
ark. (2005) ve Ghani ve ark. (2010), yiiksek
konsantrasyonlardaki  bakir, kadmiyum ve
¢inkonun bitkilerde strese neden olarak, klorofil
biyosentezi, fotosentetik aktivite, —mineral
beslenme, membran gegirgenligi gibi ¢ok sayida
fizyolojik olay1 olumsuz yonde etkileyerek bitki
yas agirliklarinda azalmalar ~ meydana
getirebilecegini bildirmislerdir.

Diisiik dozda agir metaller iceren I
karisimin kivircik salata bitkilerinin yesil aksam
kuru agirlik degerleri iizerinde de yas agirlik
degerlerinde oldugu once bir miktar artisa yol
actig1, ancak daha sonra agir metal dozlarindaki
artisa paralel olarak yesil aksam kuru agirlik
degerlerinde  azalmalara  neden  oldugu
belirlenmigtir (Sekil 1). Kontrol bitkilerine
oranla en yiiksek yesil aksam kuru agirlik
degerleri I. karisim agir metal uygulanan
bitkilerde belirlenirken, en dusiik yesil aksam
kuru agirlik degerleri ise III. karigim uygulanan

bitkilerde saptanmistir (8.65 g/bitki). Akiner ve
ark. (2010) domateste kursun stresinin, Bouazizi
ve ark. (2010) fasulyede bakir stresinin, yesil
aksam kuru agirlik degerlerinde diistislere yol
actigini bildirmislerdir.

Kivircik salata bitkilerinin kok yas agirlik
degerleri, 1. ile II. karisim uygulamalar ile
birlikte kontrol bitkilerine oranla istatistiksel
bakimdan farklilik yaratacak diizeyde artisa yol
acarken, III. karisim kok yas agirhginda dikkati
deger sekilde azalmalara neden olmustur (Sekil
1). En yiiksek kok yas agirliklar istatistiksel
bakimdan ayni grupta yer alacak sekilde; I. ile
II. karisim uygulamalarinda belirlenmistir (7.17
ve 7.00 g/bitki). En disik kok yas agirlig:
degerini ise II. karisim uygulamasi vermistir
(4.67 g/bitki). Kursun stresine maruz kalmis
bitkilerin kok yas agirliklarinda azalma meydana
geldigi; Fargasova (1994) ve El-Ghamery ve

ark. (2003) tarafindan da ¢inkonun kok
hiicrelerinde ~ birikerek ~ mitoz  bdlinmeyi
engelledigini ve ayrica hiicrelerin
ligninlesmesini  saglayarak kok — gelisimini

azalttig1 bildirilmistir.

Kok kuru agirligi bakimindan da ortaya
¢ikan farkliliklar, istatistiksel olarak Onemli
diizeyde olmakla birlikte elde edilen veriler
Sekil 1’de gosterilmistir. Kok kuru agirhik
degerleri, 1. ve II. karisim uygulamalart ile
birlikte kontrol bitkilerine gére artig gostermis
(0.50 g/bitki ile 0.48 g/bitki), ancak en yiiksek
agir metal dozlarmi igeren III. karisim ile
birlikte dnemli diizeyde azalmistir( 0.31 g/bitki).
Nitekim misirda, sarimsakta, ¢in lahanasinda ve
mercimekte kursunun uygulama dozuna ve
stiresine bagli olarak diger organlara gore kokte
daha fazla biriktigi, normal boliinen hiicre
sayisini engelleyerek kok ve fide gelisimini
etkiledigi, boylece kok ile govdenin kuru
agirliklarini azalttigr belirlenmistir (Liu ve ark.,
1994; Jiang ve Liu, 2000; Kiran ve Munzuroglu,
2004; Ergiin ve Oncel, 2010).

II. karisimin igermis oldugu agir metal
dozlar1  kivircik salata  bitkilerinin  yaprak
alanlarinda kontrol bitkilerine oranla istatistiksel
bakimdan 6nemli diizeyde artiglari saglayacak
sekilde diisiik seviyelerde kalmis ve bitkilerde
toksik etki yaratmamustir (Sekil 1). Ancak doz
artiginin  yliksek seviyelere ulasmasi yaprak
alanindaki azalmalar1 kaginilmaz kilmis, kontrol
bitkilerine gore en diisiik degerler III. karisim
uygulanan  Dbitkilerde saptanmistir  (133.42
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cm?*/bitki). Sharma ve Dubey (2005) ile
Manivasagaperumal ve ark. (2011) da, kursun ve
bakir elementlerinin hiicre turgoru ve hiicre
duvar1 stabilitesini, stoma hareketlerini ve
yaprak alanini azaltabilecegini ifade etmislerdir.

Agir metal kosullarr altinda kivircik salata
bitkisinin govde ve kok boylarinda meydana
gelen degisimler Sekil 1’de gosterilmistir. Buna
gore; stres uygulanan gruplar igerisinde en
yiksek govde boylar II. karisim uygulamasinda
belirlenmis (19.67 cm), [. ve II. karigim
uygulanan bitkilerin gévde boylarindaki degerler
kontrol bitkileri ile istatistiksel olarak ayni
grupta yer almistir. Dozlarin arttigr I
karisgim’da ise govde boyu diger uygulamalarin
timiinden istitastiksel olarak daha disiik
bulunmustur (16.33 cm). Vassilev ve ark. (2002)
kadmiyum, Manivasagaperumal ve ark. (2011)
bakir elementlerinin, hiicre boliinmesini olumsuz
yonde etkiledigini ve govde uzunlugunda
azalmalara yol actigini bildirmislerdir. Kontrol
bitkilerine oranla kok uzunluklarinda, 1 ile II.
karisim uygulamalari istatistiksel bakimdan ayni
grupta yer alacak sekilde ve onemli diizeyde
artis meydana getirmistir (15.67 ile 15.00 cm).
Stres altindaki bitkilerin koklerinde bir miktar
uzama artisi ortaya ¢ikmistir. Ancak yiiksek
dozda agir metal iceren III. karisim, kivircik
salata bitkilerinde toksik etki gostererek kontrol
bitkilerine gore kok boylarinda azalmaya yol
agmistir. Yiiksek dozdaki kadmiyum
elementinin siirgiin gelisimini de olumsuz yonde
etkiledigi Salt ve ark. (1995); kursunun bitki
koklerinde siirgiinlere gore daha fazla biriktigi
ve hiicre bolinmesini engelledigi de Verma ve
Dubey (2003) tarafindan onceki yillarda rapor
edilmistir.

Lipid peroksidasyon diriinii olan MDA
miktari ile, SOD ve GR enzim aktivitelerinin de
incelendigi calismada, agir metal
uygulamalarindan elde edilen sonuglar Sekil
2’de verilmistir. Agir metal stresi, en yiiksek
MDA degerini III. karisim uygulanan bitkilerde
vermistir (7.39 pmol/g T.A). Kontrol bitkileri ise
2.30 umol/g T.A degeri ile en diisik MDA
degerine sahip olmustur. Agir metal stresi bitki
hiicrelerinde hasara yol agmis ve MDA
miktarlar1 bakimindan 6nemli diizeyde artiglar
meydana getirmistir. Agir metallerin serbest
radikal olusumuna yol agtig1, bu yolla membran
lipitlerinin oksidatif yikimma neden oldugu,
bilinmektedir (Zengin ve Munzuroglu, 2005).

Shah ve ark. (2001) kadmiyum stresi, Verma ve
Dubey (2003) kursun stresi, Dey ve ark. (2007)
kadmiyum ve bakir stresi kosullarinda MDA
miktarlarinin arttigini bildirmislerdir.

Siiper oksit dismutaz (SOD), glutatyon
rediiktaz (GR) gibi enzimler oksidatif strese
kars1 etkin antioksidatif enzimler arasinda yer
almaktadir. Cu, Mn, Fe ve Zn toksisitesi
kosullarinda SOD enzim aktivitesi
uyartlmaktadir ~ (Prasad ve ark., 1999).
Calismamizda SOD enzim aktivitesi bakimindan
ortaya ¢ikan degisim istatistiksel bakimdan
onemlilik derecesinde bulunmamis olsa da, agir
metal uygulamalari ile birlikte artislar meydana
gelmistir. En yiiksek SOD degeri, II. karigim
uygulamasinda elde edilmistir (155.34 U dak
mg ' T.A.) (Sekil 2). Kontrol bitkileri ise en
diisiik SOD 6l¢iimiine sahip olmustur (102.22 U
dak ' mg ' T.A). Morela ve ark. (2007)
marulda, Bharwana ve ark. (2014) pamukta
kursun stresinin, Islam ve ark. (2014) bugdayda
¢inko stresinin SOD enzim aktivitesinde artisa
yol agtigini ifade etmislerdir.

GR,  kloroplastlarda  oldugu  gibi
mitokondri ve sitoplazmada da bulunmakta ve
askorbat-glutatyon dongiisiiniin hiz sinirlayici
son basamagini katalizlemektedir (Foyer ve ark.,
1997). Agir metal uygulamalar1 genel olarak GR
enzim aktivitesinde artiglara yol agmistir. GR
enzim aktivitesi, en yiiksek degeri II. karigim
uygulamasinda (131.67 pumol dak ' mg ™' T.A.),
en diisiik degeri ise I. karigim uygulamasinda
vermistir (94.00 pmol dak ! mg T TA).
Calismadan elde edilen bulgular Dey ve ark.
(2007), Dinakar ve ark. (2008), ve Grata™o ve
ark. (2008)’in bulgulariyla paralellik
gostermektedir.

Sonug¢

Krvireik salata bitkisine farkli oranlarda
Cu, Cd, Pb ve Zn agir metalleri karisimlarinin
uygulandigi bu ¢alismada; uygulanan doz
miktarmin arttig1 kombinasyonda belirgin olarak
yesil aksam ve koklerin yas ve kuru
agirliklarinda, kok ve gévde boyunda, yaprak
alan1 degerlerinde diisiis meydana gelmis, MDA
miktar1 ve antioksidatif enzim aktivitelerinde
artig belirlenmistir. Kisa siireli ve diisiik dozdaki
agir metal bilesimleri bitkilerin bazi morfolojik
ve biyokimyasal Ozelliklerinde uyaric1 etki
yapmis ve gelismede artislara neden olmustur.
Ancak siirenin uzamasi veya dozun artmastyla
birlikte agir metallerin hasar verici etkileri
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acikca goriilmeye baglamistir. Bitkilerin, pek
¢ok abiyotik stres faktoriinden korunmada
oldugu gibi, agir metal stresinin olumsuz etkisini
hafifletmek icin antioksidatif enzim
aktivitelerini etkin caligtirmak yolunu
kullandiklari izlenimi edinilmistir.
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H Yesil aksam yas agirlik (g/bitki) M Kok yas agirligi(g/Bitki)
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Sekil 1. Agir metal stresi uygulanan marul bitkilerinin yesil aksam-kok yas agirligi, yesil aksam-kok kuru
agirhgi, govde-kok boyu ve yaprak alani igeriginde meydana gelen degisimler
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MDA (1 mol/g T.A.)

Kontrol I Karigm Il.Kangm llLKansim

¥ SOD (U/dak/mg T.A HGR (umol/ dak/mg T.A)
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Sekil 2. Agir metal stresi uygulanan marul bitkilerinin MDA miktari, SOD ve GR aktivitelerinde meydana gelen
degisimler
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